V. BIOTECHNOLOGIAI MODSZEREK ALKALMAZASA NOVENYI EREDETU
HATOANYAGOK ELOALLITASARA

A ndvényi specialis anyagcsere termékei fontos alapanyagforrast jelentenek az élelmiszer-,
kozmetikai- és gyogyszeripar szamara. Ezek a vegyiiletek a legtobbszor csupan kis
mennyiségben taldlhatok meg a novényekben, felépitésiik pedig a legtobbszor bonyolult,
igy szintézis utjan torténd ipari eléallitasuk — néhany kivételtdl eltekintve - nem megoldott.
az analitikai modszerek fejlodésével ugyanakkor egyre nagyobb szamu ndvényi
anyagcseretermék feltdrasara és megismerésére van lehetdség.

A biotechnologiai mddszerek €s molekuléris bioldgiai ismeretek boviilésével parhuzamosan
uj lehetéségek nyiltak a novényi sejtek univerzalis és specidlis anyagcseréjének
megismerésére laboratériumi koriilmények kozott, igy egyes sejt €s szovetkulturdk ma mar

realis lehetdséget nyljtanak bizonyos ndvényi vegyiiletek ipari méretii eldallitasahoz is.

e A biotechnologia fogalma
A bi ot e c hanbiokémig im#krobiologia és miszaki tudomanyok olyan integralt
alkalmazasa, melynek célja a makro- €s mikroorganizmusok, szervek, szovetek, tenyésztett
novényi, v. allati sejtek, vagy azok barmely részének technologiai felhasznalasa. Tehat
nem egyszerd diszciplina, hanem komplex tudomanyteriilet, amelyben az innovacios
stlypontokat a molekularis bioldgia, a fiziologia (mikrobialis, stb.), az immunoldgia és a

bioengineeringudomany képezi.

Az elkovetkezd évtizedekben a gyogyszeripar szdmara nyilik a legtobb lehetdség, hogy a
biotechnologia eredményeit a termelésben hasznositsa.

A biotechnoldgia napjainkban egyre gyakrabban hallhato kifejezés. A sz6 magyar eredetd,
EREKY KAROLY hasznalta eldszér 1919-ben megjelent konyvében minden olyan eljaras
megnevezésére, amellyel kiilonféle termékeket ¢él6 mikroorganizmusok segitségével

allitanak el©.



Klasszikusnak tekintheté alkalmazdsa mar koradbban elterjedt a gydgyszeriparban, az
¢lelmiszer- és takarmanyiparban. Ezek az eljarasok féleg a mikrobialis fermentaciora,
erjesztéses folyamatokra alapultak.

A molekularis bioldgiai ismereteink nagyaranya boviilésének eredményeként a
biotechnolégia fogalma is 10j értelmezést kapott. Igy valt a genetikai informacio
megismerése €s befolydsolasa, a genetikai manipuldcié a tudomanyag alapvetd részévé. A
génsebészeti modszerek felfedezésével valt elérhetové a gének szerkezetének feltarasa,
idegen gének adott genomba torténd beépitése és mesterséges gének eldallitdsa. A modern
értelemben vett biotechnologiai eljarasokban tehat valamilyen cél érdekében genetikai
programjukban megvaltoztatott é16 szervezetek, vagy azok sejtjei vesznek részt. Ezen beliil
a novényi biotechnologia a ndvények, ndvényi sejtek és sejtorganellumok in vitro
manipulacidjat, orokitdanyaguk célzott megvaltoztatasat, és az igy kialakitott 1
képességeik technologiai felhasznaldsat jelenti a gyakorlat szamara.

Az in vitro szovettenyésztés modszereinek fejlédése jelentés valtozast hozott a
novénygenetikaban is. Fontos kiemelni az un. totipotenciafogalmat, ami azt fejezi ki, hogy
egy adott novény minden sejtje rendelkezik a fajra jellemzd teljes génkészlettel. A
novények izolalt sejtjei megfeleld in vitro koriilmények kozott képesek a dedifferenciaciora
¢s a korabbi differencidcionak megfeleld genetikai programjuk represszalasara, tovabba
kiilonb6zd behatdsokra (pl. ndvényi nodvekedésszabalyozd anyagok, hormonok) a

differenciaci6 programjanak ujboli aktivalasdra, ami végsd soron a teljes novény

crer

crer

un. transzforméns novénnyé regeneralhato.

Sok nehézséget okoz, hogy a kultirdk gyakran egyaltalan nem, vagy csak igen csekély
mértékben szintetizaljadk az intakt ndvényre jellemz6 masodlagos anyagcseretermékeket.
Pedig az izolalt kultirak morfogenetikus képessége alapjan feltételezhetd a fajra jellemz6
bioszintetikus potencial is. A kérdés csak az, tudjuk-e gy befolyasolni a potencialisan

minden szintézisre genetikailag kodolt sejteket, hogy olyan biokémiai szintézist



végezzenek, mint az intakt novényben, annak morfologiai kornyezete ¢és fizioldgiai

korrelacigja nélkiil.

e Magasabb rendii novények, mint gyogyszerforrasok

A magasabb rendi névények még napjainkban is fontos forrasai szamos, terapias
szempontbol jelentds vegyliletnek, melyek a specidlis ndvényi anyagcsere termékei. A
legtobb ilyen, farmakoldgiailag aktiv vegyiilet szerkezete bonyolult, gazdasagos ipari
elallitasa kémiai szintézissel pedig nem megoldott. igy példaul a morfint és kodeint a mak
(Papaver somniferupréretlen, vagy érett toktermésébdl allitjak eld, a kinint és kinidint a
kinafa (Cinchona sp.kérgébdl, a szivre hatd glikozidokat pedig a Digitalis, Convallariaés
Stroptantus fajokbol nyerik. A  paraszimpatolitikus hatasi tropan alkaloidokat
(hioszciamin, szkopolamin) is kiilonb6z6, Solanaceaesaladba tartozo fajokbol (pl. Atropa,
HyoscyamusDatura és Duboisig vonjak ki. Addig, mig ezek és a hozzajuk hasonld
vegyiiletek nem lesznek helyettesithet6k szintetikusan eléallitott tarsaikkal, a novényi
sejtekben végzett bioszintézis marad az egyetlen jarhato ut. Ezen vegyiiletek kore pedig
egyre boviil, mivel a kiillonb6zd ndvényfajok részletes kémiai vizsgalata napjainkban is
egyre tobb, fizioldgidsan aktiv vegylilet jelenlétét tarja fel. Vannak azonban olyan
vegyiiletek, melyeket korabban névényekbdl nyertek ki, napjainkban pedig mar szintetikus
uton is sikeriil nagyobb mennyiségben eldallitani. Ilyenek pl. a koffein, teofillin, teobromin,
efedrin, pszeudoefedrin, emetin, szalicilsav, papaverin. Nem szabad azonban elfelejteni azt
sem, hogy szdmos esetben a ndvényi termékek szolgalnak mintaként a hasonld terdpias
hatdsu, szintetikus uton eldallitott vegyliletek szamara.

A ndvényi eredetli szerves vegyiileteket két nagy csoportba lehet sorolni annak alapjan,
hogy az univerzalis (primer), vagy a specidlis (szekunder) anyagcsere termékei (lasd
részletesen III. fejezet). Az univerzalis anyagcsere termékei a legtobb noévényben
altalanosan megtalalhatok és a sejtek alapvetd anyagcsere folyamataiban vesznek részt (pl.
enzimek, szénhidratok). A specidlis anyagcsere termékei kémiailag az univerzalis
anyagcsere termékeibdl vezethetOk le, elterjedésiik azonban joval korlatozottabb a

novényvilagon beliil [Verpoorte, 2000]. Altalaban egy tn. taxonémiai csoporton (rokon



fajok, novénycsaladok, nemzetségek) beliil fordulnak el6 nagyobb mennyiségben. Az
univerzalis anyagcsere termékeivel ellentétben nincs kdzvetlen szerepiik a ndvekedésben,
fejlodésben. Ezek a vegyliletek sokszor okoldgiai szempontbol fontosak, igy a ndvény
tulélése miatt lényegesek. A specialis anyagesere termékei pl. eldsegitik a megporzéd
allatfaj(ok) odacsalogatasat, kornyezeti stressz-hatasokhoz vald kémiai alkalmazkodas
eredményei, vagy védelmi funkciot latnak el mikroorganizmusokkal, rovarokkal, magasabb
rendii novényevokkel, vagy akar mas novényekkel szemben is. Ezen feladatok jellegébdl
kovetkezik tehat, hogy az ide sorolhaté vegyiiletek jelentds részének fizioldgiailag aktivnak
kell lennie. A specialis anyagcsere termékei a novényekben legtobbszor csak kis
mennyiségben vannak jelen, szintézisiik és raktarozasuk specidlis sejtekben, szovetekben
torténik, az egyedfejlddés meghatdrozott szakaszaban. Ennek kovetkeztében az ilyen
vegyiiletek extrakcioja, izolacidja és tisztitdsa nehézségekbe litkozik. A vinkrisztin nevii
alkaloid eldallitasa pl. Catharantus roseuBol (rézsameténg) torténhet. A novény egésze
kb. 0,0003-0,0005% alkaloidot tartalmaz, ami azt jelenti, hogy atlagosan 500 kg levél
feldolgozasara van sziikség 1g vinkrisztin eléallitdsahoz. A daganatterapidban alkalmazott
taxol 1g-janak eléallitasahoz pedig kozel 10kg Taxus brevifoliakéreg feldolgozasara van

szlikség.

A legtobb olyan novényt, melybdl kiillonbozd gyogyszervegyiileteket allitanak eld, nagy
kiterjedésli szabadfoldi miveléssel termesztik. A terméshozam véltozékonysaga (pl.
1ddjaras, kartevok hatdsara) és mas okok, példaul a termohely és a feldolgozodipari hattér
esetleges nagy tavolsaga, a magasabb szintli mindségbiztositas elérése, a valtozo piaci
igények gyorsabb kielégitése, vagy szélsOséges esetben akar a vadon termd ndvényfajok
veszélyeztetettsége (kihaldsa) azonban sziikségessé teszik tlizemi szintli termelési
modszerek keresését. A ndvényi sejt- €s szovettenyésztési modszerek is szoba johetnek
alternativ lehetéségként, mivel a fentebb emlitett gondok jelentds részére megoldast
kinalnanak. Szamos laboratoriumban folynak vizsgalatok in vitro ndvénykultirakkal az
univerzalis és specialis anyagcsere jobb megismerése, a kornyezeti hatasok metabolizmusra

gyakorolt hatdsanak vizsgalata céljabol. Az igy kapott eredmények azonban a legtobbszor



nem hasznosulnak rovid idon beliil a gyogyszeriparban, mivel az ipari alkalmazasok soran
mas szempontokat is figyelembe kell venni. Abban az esetben példaul, ha az adott kulturat
valamilyen farmakologiailag aktiv vegyiilet eldallitdsara akarjuk alkalmazni meg kell
vizsgalni, hogy a kérdéses vegyiilet mennyisége, a tenyészet produktivitasa alapjan

gazdasagosan alkalmazhatok-e a biotechnologiai modszerek.

Figyelembe kell venni, hogy a kiilonb6z6 organizalddasi szintli in vitro kultarak hatéanyag
produkcidja jelentésen fokozhato:
0 génmikodés bef ol pl.&d hono@ls degulacikvelr peclaurzor
aminosavak segitségével, - az univerzalis anyagcsereutak befolyasolasaval, vagy

0 géntranszforméaci 6val

V. 1. NOVENYI SEJT- ES SZOVETTENYESZTES

e Taptalajok osszetétele

Az in vitro fenntartott novények és izolalt névényi részek anyagcseréje alapvetéen
megegyezik az intakt, természetes kornyezetiikben megtalalhatd novényekével,
metabolizmusuk célja tehat a szerv és a szervezet fenntartasa, novekedésének, fejlédésének
biztositasa. Ehhez szdmos fizikai (pl. hdmérséklet, fény, pH, paratartalom, oxigénellatas) és
kémiai (pl. szénhidratok, makro- ¢és mikroelemek, vitaminok, ndvekedésszabalyozé
anyagok) feltételre van sziikség. Ez utobbiakat mesterségesen Osszeallitott kozegek, a
taptalajok biztositjadk. Alapvetd kovetelmény ugyanakkor a sterilitds, mivel az izolalt
ndvényi részek alig rendelkeznek akar baktericid, akar fungicid hatassal, a tenyésztés soran
keletkezd sebfeliiletek nagyon konnyen fert6zddhetnek, és az alkalmazott tapkozegek a
mikroorganizmusok ndvekedése szamara is nagyon kedvezdek.

A kiilonboz6 taptalajok Osszeallitasanal figyelembe kell venniink mind az altalanos, mind
pedig az adott kultara esetében felmeriild specidlis igényeket. Figyelembe kell venni azt is,
hogy egyes taptalaj OsszetevOk nem sterilezhetok magas homérsékleten, autokldvban (pl.

egyes novényi hormonok, antibiotikumok). Ezeket steril szliréssel kell az elézetesen mar



megfelelden sterilizalt tapkozeghez adagolni. A taptalajok szilarditdsdhoz altalaban agart

hasznalunk 0,6-1,0% mennyiségben.

V.1. tablazatban két gyakran alkalmazott taptalajt, a magas sotartalmit MS ¢és az alacsony

sotartalmt B5 kozeget mutatjuk be, feltlintetve a legfontosabb Osszetevoket.

V.1. tablazat MS (Murashige és Skoog 1962) ®s
B5 (Gamborgés mtsai 1968) t §pt al aj ok ©°sszet ®t el e

B5 MS
NH4NO3 - 1650
(NH.),SO04 134 :
KNO; 2500 1900
CaCl, 2 H,O 150 440
MgSO; * 7 H,0 250 370
KH,PO4 - 170
NaH,PO, 150 -
Mikroelemek
H;BO3 3 6,2
MnSO, 4 H,0O 13,2 22,3
ZnS0O4 4 H,O 2 8,6
Kl 0,75 0,83
Na,MoQO, " 2 H,0 0,25 0,25
CuSO; "5 H,0 0,025 0,025
CoCl, 6 H,0 0,025 0,025
FeSO, 7 H,0 - 27,85
Fe-kelat 28 -
Na,-EDTA - 2 H,0 - 37,25
Inozit 100 100



Nikotinsav 1 0,5

Piridoxin - HCI (Be) 1 05
Tiamin - HCI (By) 10,0 0,1
pH 57 57

Taptal aybbsszet
Viz: a taptalajok legalapvetdbb Osszetevdje. Mivel Osszetétele nem allando (pl. oldott
asvanyi és szerves anyagok) taptalajkészitéshez — kiilondsen laboratériumi koriilmények

kozott — bidesztillalt vizet kell hasznalni.

Asvanyi elemek, szervetlen sék: kisebb mennyiségben sziikségesek, a sejtek anyagcsere
folyamataiban (bioszintézis, enzim aktivacid) azonban alapvetd szerepet toltenek be. A
tenyészetek szdmara sziikséges mennyiségiik alapjan makro- ill. mikroelemeknek nevezziik

oket.

Makroelemek (pl. C, N, P, S, K, Ca, Mg, Fe, Cl, Na): leggyakrabban alkalmazott
koncentracidjuk 15-1000 mg/1 kozott valtozik.

Ani t radehé§eszintézishez, az enzimekhez, a pirimidin- és purinbazisok szintéziséhez
egyarant elengedhetetlen. A nitratok forméjaban felvett nitrogént a ndvénynek redukalnia
kell. Szervetlen nitrogén sok mellett nitrogénforrasként ammonia, kazein, pepton,
¢lesztOkivonat €s aminosavak is alkalmazasra keriilhetnek.

A foszfor szervetlen, vagy szerves foszfatok formajaban jut be a novényi szervezetbe.
Alapvetd szerepe van a foszfolipidek (membranok), nukleotidok, nagyenergidji
foszfatkotések kialakitasaban.

A k é mztilfatok formajaban veszi fel a novény, melyet a nitratokhoz hasonléan szintén
redukalni kell a beépitéshez. A fehérjeszintézishez, heterociklusos vegyiiletek (pl. tiamin)
bioszintézisé¢hez nélkiilozhetetlen.

Ak 4| b nbwanyekben legnagyobb mennyiségben megtalalhaté kation. Meghatarozza az

ozmotikus potencialt, valamint szdmos enzim aktivacidjadhoz is sziikséges.



A kalcium mely szintén ionos formaban jut be a novényekbe, a sejtmembranok fontos
alkotoeleme, hidnyaban rendellenes sejtosztodas figyelhetd meg.

A ma g n é zsejtosmodasban jatszik fontos szerepet, hianyaban gatolt a fehérjeszintézis.
A gyokerek fejlédése gatolt, un. koralloidosak lesznek

A vas a redoxi atalakulasokhoz, RNS-, proteinszintézishez sziikséges, a
kloroplasztiszokban talalhatdo nagyobb mennyiségben. Hidnyaban gétolt a novekedés. A
taptalajhoz citrat, ill. EDTA komplex formajaban célszeri adagolni, mert igy konnyebben

felvehetd.

Mikroelemek (pl. Mn, Zn, I, Mo, Cu, Co, B, Ni): leggyakrabban alkalmazott
koncentraciojuk 0,002-1 mg/l kozott valtozik. Legtobbszor enzimek specifikus és nem

specifikus aktivalasaban jatszanak fontos szerepet.

Szénhidratok: a leggyakrabban alkalmazott szénforrds a szachar6z, de mas cukrok is
felhasznalhatok, mint pl. fruktoz, gliikéz, vagy maltoéz (alkoholok, szerves savak kisebb

jelentéségliek). Alkalmazott koncentracidjuk altaldban 0,5% és 3,0% kozott valtozik.

Vitaminok: A legtobb tenyészet novekedéséhez és életben maradasahoz exogén vitamint
igényel. Ezek hatasa a kornyezeti viszonyoktol, a szovet tipusatol és differencialtsagatol
egyarant fligg, mar kis koncentracioban is jelentds fizioldgias hatast fejtenek ki.
Kiemelkedd szerepe van a B vitamin csoport tagjainak (pl. tiamin, bioflavin, nikotinsav,

pantoténsav, piridoxin).

Novényi novekedésszabalyozo anyagok (fitohormonok): a kiilonbozd tenyészetek két
csoportra oszthatok az alapjan, hogy maguk képesek ezen vegyiileteket eldallitani, vagy
kiilsOleg kell Oket a tapkozeghez adagolni. Hatdsukat tobb tényezd befolyasolja (pl. az
objektum faja, a tenyészet tipusa, az alkalmazott koncentracio). Hatasuk lehet serkentd és
gatlo egyarant, attol fiiggden, hogy milyen koncentracioban és ardnyban alkalmazzuk oket.
Harom f6 csoportba sorolhatok: auxinok, gibberellinek és citokininek.

e Auxinok (pl. NES, IES, 2,4-D): lehetnek a szovetekben keletkezé természetes



vegyiiletek, valamint szintetikus molekuldk is. Novekedéshez sziikséges koncentraciojuk
alapjan erés (107°-10® g/1), kozepes (107-10™ g/1) és gyenge (10°-10" g/l) aktivitasunak
tekinthetjik 6ket. Hatasaik szertedgazoak, fokozzak pl. egyes enzimek aktivitasat,
befolyasoljadk a nitrogén anyagcserét, fokozzédk a cukrok felvételét és hasznositasat,
valamint jelentdsen befolyasoljak a tenyészetek morfogenetikus képességét.

e Gibberellinek szamtalan tipusuk ismert (GA;-GAs3y), hatasuk az auxinokéhoz
hasonld, azokkal egyiittmikodve fejtik ki azt. Legismertebb a GAsz, melyet
gibberellinsavként (GS) ismeriink.

e  Citokininek (pl. kinetin, adenin, benzil-adenin): az auxinokhoz hasonldan egyarant
lehetnek természetes és szintetikus vegyiiletek. Ko6zos tulajdonsdguk, hogy a sejtek
osztodasat aktivaljak. Eldsegitik a merisztémak differencialédasat, szervek inicidciojat és
szabalyozzak a levelek Oregedését is.

A novekedésszabalyozok koncentracidja gyakran kritikus tényez6 a masodlagos
anyagcseretermékek felhalmozodasaban. A ndovekedésszabalyozok tipusa, koncentracidja,
¢s egymashoz viszonyitott ardnya (auxin-citokinin arany) nagymértékben képes a novények

novekedését, igy a hatdéanyagok termelését és felhalmozodasat is befolyasolni.

Egyéb anyagok: ezek a természetben megtaladlhatd (kokusztej, vadgesztenye €s kukorica
éretlen termésének kivonata, élesztd, maldtakivonat, kazeinhidrolizatum, paradicsomlé,
alma, szilva és barack kivonata), vagy szintetikus anyagok (1,3-difenil-urea, 2-benztiazol-
oxi-ecetsav) nem esszencialisak a tenyészetek szamara, a szovetek novekedésére és
fejlddésére azonban hatdssal vannak. Egymadssal, illetve fitohormonokkal kombindlva

alkalmazzak Oket, ezért hatasaikat is a fentebb targyalt tényezdk befolyasoljak.

Citosztatikumk (pl. 6-merkapto-purin, ciklofoszfamid): gatoljak a névények ndvekedését, a
sejtosztodast.

Abszcizinsav jellegzetes endogén gatld vegyiilet, mely riigyek, hajtasok nyugalmi
szakaszanak el6idézésében, levelek, virdgok és termések levalasaban jatszik szerepet.

E t i:pl.ézmlmaban is keletkezik, eldsegiti az érést.

Antibiotikumok: altalaban hatastalanok, de egyesek lehetnek serkent6k (bacitracin), vagy



inhibitorok is (kloramfenikol, terramicin).

A biomassza ¢s hatdanyag termelés fokozéasa elérhetd pl. a tenyésztési koriilmények
optimalizélasaval, a legmegfelelébb tapkozeg kivalasztasaval, a kornyezeti feltételek
modositasaval (pl. hdémérséklet, fény), avagy prekurzorok (pl. aminosavak) alkalmazasaval.
A hatbéanyagok fitokémiai analizisével, kromatografids vizsgélataval (VRK, HPLC, LC-
MS/MS, GC, GC-MS, stb.) kivalaszthatoak a legtobb ¢és legkedvezObb Osszetételi
hat6éanyag produkcidval rendelkez6 egyedek/klonok.

e Néhany, elterjedten alkalmazott in vitro tenyészet tipus

Szamtalan kiilonb6zd sejt és szovetkultira ismert, melyek koziil néhany tipus kiemelt
jelentéségli a kiillonbozd, gyogyaszatilag fontos ndvényi metabolitok eldallitasa

szempontjabol.

Kallusz kultarak

Az un. kalluszszovet homogén, parenchimatikus sejtek halmaza (V.1. abra), mely egyarant
kialakithato differencialatlan €s differencialt novényi szovetekbdl. Ezeknél a tenyészeteknél
altalaban az a cél, hogy a késébbiekben ne alakuljon ki szoveti differenciacio, illetve ne
induljon meg organizaci6. Kallusz kialakulhat spontan modon, de eléidézhetd pl. novényi

hormon(ok) adagoléasaval is.
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V.1. dbra Daturainnoxial ev®l| eredet T kalluszsz®°vet
(2, 4 és 6 hetes, MS taptalajon sotétben nevelve)

Gyakorlatilag minden ndvényi szervbol és szovetbdl létrehozhatok ilyen tenyészetek,
melyek osztddd sejteket tartalmaznak. Kiilonb6zé stimulusok hatdsara (pl. ndvényi
hormonok, hémérsékletvaltozas) szoveti differenciacid, organizacid valthato ki benniik, igy
a novényi sejtek totipotencidjat kiaknazva elméletileg akar a kiinduldsi névény pontos
masahoz is eljuthatunk. Figyelembe kell venni azonban, hogy a kalluszkultarak
fenntartasahoz altalaban elengedhetetlen exogén hormonadagolds kdvetkeztében ezen
tenyészetek genetikai stabilitdsa csokken. Szilard és folyékony taptalajon egyarant

tenyészthetok.

Sejtszuszpenzios kultirak

Ezeket altalaban kallusz tenyészetekbdl 1étesitik, ugy, hogy a kallusz darabokat névényi
hormon(ok)at is tartalmazo folyékony tapkozegbe helyezik at és abban tenyésztik tovabb.
Mivel a sejtszuszpenzids tenyészetek optimalis esetben kiilonallé sejtekbdl, vagy néhany
sejtbdl allé halmazokbol allnak, az egyes sejtek igen érzékenyek a koérnyezeti hatasokra (pl.
mechanikai behatisok). Ezért a tenyészeteket eldszor Erlenmayer lombikban, razégépen
torténd kevertetéssel (az oxigén ellatas biztositasa érdekében) szaporitjak fel, majd ezt
kovetden fokozatos 1éptékndvelés soran optimalizaljak a tenyésztés koriilményeit.

A sejtszuszpenzids kultirakat egyre elterjedtebben alkalmazzadk ndvényi metabolitok
termeltetésére kiilonboz6 méretii bioreaktorokban, melyeknek szamos tipusa ismert (pl.
mechanikus kevertetésii, lapatos reaktorok, buborékoszlopos reaktorok, air-lift reaktorok €s
forgotartaly reaktorok). Tekintettel arra, hogy a novényi sejtek igen érzékenyek a nyirderdre
(V.2. tablazat), az un. air-lift levegbztetésii fermentorok alkalmazasa az elonydsebb. A
sejtszuszpenzids tenyészetek nagy eldnye, hogy a sterilitas szigoru biztositasa mellett, akar
éveken keresztiil, folyamatos tizemeltetéssel is fenntarthatok.

A fermentacid soran az az elsddleges cél, hogy egységnyi taptalajban minél nagyobb

tomegl sejtet, ill. minél tobb, mindségileg minél egyontetiibb hatdanyagot allitsunk eld. Az
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ipari mennyiségben torténd eldallitast a kovetkezé harom hatdéanyag esetében oldottak mar
meg:

— shikonin (Lithospermum erythrorhizebol),

—  Dberberin (Coptis japonicabol),

— szangvinarin (Papaver somniferushol).
Az V. 2. abran egy ipari méretli, hagyomanyos miikodésii keverélapatos bioreaktort

mutatunk be.

V.2. tablazat A° mi krobi 8l i s ®s nNevenyi sejtek jell
kapcsolatban

JELLEMZf K MIKROORGANIZMUS N¥VENYI SEJ
m®r et 2 M > 10
def or m8l -d8| nem érzékeny érzékeny ny
v2ztartal om| 75% > 90 %
kett RzRd®s i >1 Or a napok
|l evegRzt et ®| 1-2vvm 0.3 vwm
ferment 8ci - | napok hetek
ter m@kf el ha| k6zepes vakuol um
mut 8ci - | ehet séges hapl oi dok s
8§t | ag@®6 mddidnm)| 8-9/m 65-70/m

A bioreaktorban tortén6 tenyésztés elénye, tobbek kozott, hogy a

. tapkozeg lecserélhetd

. prekurzor folyamatosan adagolhato,

. rendszer biokonverziora alkalmas,

. folyamatos tenyésztés megvalosithatd
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V.2.dbralmesi par i ferméntot T

A fermentacids technoldgidban is kezd mar teret hdoditani az egyszer hasznalatos steril
ballonok alkalmazasa. Az egyszer hasznalatos bioreaktorokban a hagyomanyos
fermentacios paraméterek is mérhetdk és szabalyozhatok. A berendezés specialis

nyirdsmentes lapatkeverdvel van ellatva, igy névényi sejtfermentaciora kivaldéan alkalmas

(V.3. abra).
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Az egyszer hasznalatos, milianyag bioreaktor laboratoriumi méretli valtozata hullamzé

mozgatasu, mely szintén alkalmas a nyiréerdre érzékeny sejtek fermentalasara.

V.3. dbra

Bl OSTATE STR (
nagyobb | ®pt ®k
egyszer haszng§
mTanyag biorea
speci 8lis ny?2r
| ap8tkever Rvel
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e Immobilizalt novényi sejtkulturak

Az immobilizacié - a sejtek nem szabadon lebegnek a folyadékban, hanem valamilyen nagy
feliileti hordoz6 kozegen (pl. alginat-gél) kotjiik meg oket- kdvetkeztében jelentdés mértékben nd
a sejtdenzitas és tovabb fokozhato a metabolitok termelése. Az immobilizalt sejtek sok esetben
messze felilmuljak a szuszpenzios kultirdk produkcidjat: példaul egy 5 literes, mikroporozus
anyagot tartalmazo fixagyas reaktor, egy 50-100 l-es szuszpenzids reaktornak felel meg. Ennek
koszonhetden a fermentor lizemeltetése sokkal gazdasagosabb lesz.

A késOi stacioner fazisban levé kultarat megfeleld matrixban rogzitve, folyamatos ilizemi,
ataramoltatott tapkdzegli reaktorban termeltetve a kivant hatéanyagot, az eljarasnak tobb elénye is
van:

— tobbszordsére emelhetd a metabolitok mennyisége,

— a tapkozeg barmikor mddosithato és lecserélheto sejtveszteség nélkiil,
— a prekurzor folyamatosan adagolhatd,

— a végtermék folyamatosan eltavolithato a taptalajbol,

- a rendszer biokonverziora alkalmas,

— a sejtek hosszll id6n at megdrzik életképességiiket,

— nagy sejtdenzitéas érhet6 el

— valodi folyamatos tenyésztés is megvaldsithato.

Az in vitro novényi tenyészetek eléallitasaval és fenntartasaval (az izolalt novényi részek
sterilizalasdval, a szilard ¢és folyékony taptalajok készitésével, a novénykultirak
tenyésztésével, stb.) foglalkozd gyakorlati utmutatok részletesen megtalalhatoak Szdke és
munkatarsai (2009) , N6 vényi drogok far makobot papitalipi € s

tankonyvében.

V. 2. NOVENYI SEJT- ES SZOVETTENYESZETEK, MINT FARMAKOLOGIAILAG
AKTiV VEGYULETEK FORRASAI

Vilagszerte kiterjedt kutatasokat kezdtek a gyogyndvényekbdl nyert in vitro kulturak segitségével

a novényi hatéanyagok eldallitdsi modszereinek a kidolgozésara, ellendrzott és reprodukalhatd

15



modon. Viérhato, hogy a gyodgyszeripari célra hasznalt természetes anyagok gyartdsara egyre
tobbszor fognak pl. sejtkultirékat alkalmazni. Szamos laboratoriumban folytatnak kiterjedt
kutatasokat annak érdekében, hogy olyan biotechnoldgiai modszereket fejlesszenek ki, amelyek a
gyogynovénykultirakban - a biomassza termelés fokozasan tilmenden - a specialis/szekunder
anyagcseretermékek bioszintézisét is eldnydsen befolyasoljak; novelik a gyogyaszati szempontbol
fontos hatdanyag mennyiségét, ill. a kivant iranyban moddositjak a hatdéanyag spektrumat (a
fermentécios gydgyszeriparban és a szabadfoldi gyogyndvénytermesztésben egyarant).

Az els6, és azota is egyik legjelentdsebb sikert Japanban érték el a sikonin ipari szintll
eléallitasanak kidolgozasaval. A vegyiiletet, mely egy naftokinon pigment a Lithospermum
erythrorhizon gyokerének kérge tartalmazza nagyobb mennyiségben. Antibakterialis ¢és
szovetgranulaciot indukalé hatasai miatt a ndvény gyokere a fekélyterapidban és kiilonbozo
sériilések esetén nyert alkalmazast. Eurdpaban a sikonint, valamint sztereoizomejét (alkanin) mint
szinezéket hasznalja fel az ¢élelmiszeripar. Nyersanyagként korabban csupan a 3-4 éves novények
gyokerét lehetett felhasznalni, melyek sikonin tartalma ekkor is minddssze 1-2% volt.
Sejtszuszpenzios kultarak l1étrehozasaval, valamint a tenyésztési koriilmények optimalizalasaval
¢s magas sikonin tartalmt sejtvonalak szelekcidjaval minddssze 23 napos tenyésztési periodus
alatt sikeriilt elérni a 15-20%-o0s hatdanyagtartalmat (V.3. tablazat). Az ipari szintl
gyartastechnologia alkalmazasat kovetden a vegyiilet ara jelentdsen csokkent, az értékesithetd

mennyiség viszont novekedett.

A hatdanyagok fitokémiai analizisével, kromatografias vizsgalataval (VRK, HPLC, LC-MS/MS,
GC, GC-MS, stb.) kivalaszthatdak a legtobb és legkedvezdbb Osszetételii hatdoanyag produkcioval
rendelkezd egyedek/klonok.

V3. t8bl §zat N°v®mlytialseq |t K&l It2¥r Btkt

speci 8lis anyagcsereter m®kek
Hozam (% szarazsuly) Kulttra
Alkotorész Novényfaj Kultara Novény Tipusa*
Sikonin Lithospermum erythrorhizol 20 1,5 S
Ginzenozid Panax ginseng 27 4,5 C
Antrakinonok Morinda citrifolia 18 0,3 S
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Ajmalicin Catharanthus roseus 1,0 0,3 S
Rozmaringsav | Coleus blumeii 15 3 S
Ubiquinon-10 | Nicotiana tabacum 0,036 0,003 S
Dioszgenin Dioscorea deltoides 2 2 S
Benzilizokinolin | Coptis japonica 11 5-10 S
alkaloidok

Berberin Thalictrum minor 10 0,01 S
Berberin Coptis japonica 10 2-4 S
Antrakinonok Galium verum 54 1,2 S
Nikotin Nicotiana tabacum 3,4 2,0 C

" S = sejtszuszpenziés kultura, C = kallusztenyészet

A fenti tablazat olyan novényi kultGrdkat foglalt Ossze, melyek a kiinduldsi ndvénnyel
Osszehasonlitva magasabb koncentracioban tartalmaznak terapias szempontbol jelentds specialis
anyagcseretermékeket (pl. ginzenozid, dioszgenin, rozmaringsav).

Az aldbbiakban csupan néhany, kozismertebb terdpias csoportot és vegyiiletet kiragadva
példaként szeretnénk roviden bemutatni az elért eredményeket és a még megoldasra varo

problémakat.

Morfinan alkaloidok

A Papver somndrumL. (mak) a legjelent6sebb gyogyndvények egyike, mely tobb, gyogyaszati
szempontbol fontos alkaloidot (pl. morfin, kodein) tartalmaz. A kodein széles korben hasznalt
kohogéscsillapitd. A morfin jelentds analgetikum. Addiktiv karaktere miatt azonban csupan az
er6s fajdalmak csillapitdsara alkalmazzak, pl. végstadiumban 1évé daganatos betegeknél. A P.
somniferumotszamos orszagban termesztik az alkaloidok eldallitasa céljabol (pl. India, Iran,
Torokorszag). A novény alkaloidtartalma a hajtascsticson elhelyezkedd éretlen toktermésben a
legjelentdsebb. Gytijtik az éretlen toktermést, tovabba a bemetszésekor kifolyd és megszilarduld
tejnedvet (Opium). Az éretlen termés atlagosan 0,62% morfint, 0,11% kodeint és 0,03% tebaint
tartalmazhat (szarazsulyra vonatkoztatva).

A Papaver bracteatummely Indidban és Oroszorszag déli vidékein honos, jelentds tebain

tartalommal rendelkezik (2,5 - 3,5%). Ezzel szemben kodein és morfin tartalma nem jelentds. A
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tebain kémiai iton kodeinné alakithato, igy a novény gydgyaszati nyersanyagként fontos szerepet
kaphat.

Mindkét makfaj (P. somniferum, P. bracteatynikaloidtartalma a toktermés tejnedvében (latex)
a legmagasabb, 28 - 53%. Mindkét faj kiilonboz6 tipust in vitro kulturait eléallitottak a vilag
szamos laboratoriuméban. A kalluszkultarakat vizsgalva megallapitottdk, hogy azok hosszl ideig
megdrzik regeneracios képességiiket. Igy pl. teljes ndvényt, hajtast, vagy akar gyokeret még tobb
éven keresztiil fenntartott kalluszszovetbdl is sikeresen regeneraltak kiilonb6zé nodvényi
hormonok alkalmazasa mellett. A P. somniferum, P. bracteatumkalluszkultarak
alkaloidtartalmanak tanulmanyozasa ellentétes eredményekhez vezetett, mivel egyes szerz6k nem
tudtak alkaloidokat kimutatni, mig masok morfint, kodeint és tebaint is detektaltak P. somnifeum
in vitro szovetekben, ill. a tebaint P. bracteatum kalluszszovetekben. A tenyészetek
alkaloidtartalma optimélis esetben is a ndvényben mért értékek felét, harmadat érte el csupan.
Megallapitottak, hogy mind a kallusz-, mind pedig a sejtszuszpenzids tenyészetek szoveti
az alkaloidtartalom is. A kultirék kora szintén befolyasol6 tényezonek bizonyult. Minél hosszabb
ideje fenntartott az adott kalluszszovet, anndl kisebb az alkaloidok mennyisége. A folyékony
taptalajon tenyésztett sejtszuszpenzios kulturakban sem voltak — a kalusztenyészetekhez
hasonloan — a korabban is emlitett alkaloidok minden esetben kimutathatok.

A szuszpenziés tenyészetekkel biotranszformacids vizsgalatokat is végeztek. gy pl. egyes
kultirdk a kiviilrél adagolt kodeinon prekurzorbol kodeint Aallitottak eld. Az atalakitas
hatékonysaga 60% - 66% kozott valtozott. Egyéb prekurzorokat megvizsgalva igazolast nyert
tovabba, hogy a tenyészetek alkaloidmetabolizmusa az intakt ndvényétdl eltérd is lehet. A
biotranszformacids képesség még azon sejtkultiraknadl is megfigyelhetd, amelyek eredetileg nem
tartalmaznak morfinan alkaloidokat.

A kalusz- és sejtszuszpenzids kultirakbol regeneralt novények szoveteit Kamo és Mahlberg altal
vizsgalva, azok alkaloidtartalma szintén elmaradt az intakt novényekétél. Erdekes, hogy a
foalkaloid ezekben a tenyészetekben nem a morfin, hanem a kodein volt, ami a metabolizmus
bizonyos foki megvaltozasara utal.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy az eddigi eredmények alapjan a mak szovettenyészetek még

nem alkalmazhatok gazdasdgosan morfinan alkaloidok eldallitdsara. A kutatdsok azonban

18



intenziven folynak, mivel az ipari szintli termelés foldrajzi helytdl fliggetlen eldallitast tenne
lehetové. Fontos szempont, hogy az ENSZ hatarozata szellemében tovabb lehetne csokkenteni a
szabadfoldi, gyogyaszati célu maktermesztést és ezzel parhuzamosan akér az illegalis 6pium

eloallitast is.

Szivre hato glikozidok

A szivre haté glikozidok a gyodgyszerkincs terdpids szempontbdl igen értékes ndvényi eredetli
vegyiiletei. Legismertebb forrasuk a Digitalis lanata és D. purpurea melyek kardenolid tipusu
(5-tagua, egyszeresen telitetlen laktongyiriit tartalmazo) szivglikozidokat termelnek. Az emlitett
novények leveleiben legmagasabb a szivglikozid tartalom. Szivelégtelenség kezelésére
leggyakrabban az o- és B-acetildigitoxint, valamint a p- metildigoxint hasznaljak. Kiilonb6z6
Digitalis fajokat termesztenek szabadfoldi koriilmények kozott pl.  Hollandiaban,
Magyarorszagon és Argentinaban is a szivglikozidok ipari eldallitasa céljabol.

Kallusztenyészetek vizsgalata sordn megallapitottak, hogy az eddig alkalmazott modszerek mellet
a tenyészetek kardenolid tartalma elmarad a novényekétdl. A kultivalasi id6 emelkedésével pedig
€z a mennyis€g is tovabb csdkkent. A kalluszszovet eredete (pl. szér, levél) szintén hatdssal van a
hatéanyagprodukciora. Erdekes megfigyelés, hogy egyes hajtaseredetii D. lanataés D. purpurea
kalluszkultirdkban sikeriilt kardenolidokat kimutatni, holott az eredeti hajtastenyészetek nem
tartalmaztak ilyen vegyiileteket. A D. purpureakalluszszovetek vizsgéalata soran megallapitottak,
hogy az 4toltasok sordn fokozatosan csokken a hatéanyag-produkcid, mely pl. hajtas regeneraciot
kovetden ismét megemelkedik. A megvilagitasi id6 novelése a klorofill tartalom emelésén tal
jotékony hatastinak bizonyult a szivglikozid tartalomra is. A taptalaj Osszetétele (hormonok,
cukrok, vitaminok, nitrogénforrés, stb.) hatassal van a kultirdk regeneracios képességére, pl.
hajtasok kialakuldséra, ezen keresztiil pedig a szivglikozidok produkcidjara. Japan kutatoknak
sikeriilt 3 literes fermentorban tenyésztett D. purpurea szovetekben - melyek hajtas
tenyészetek azonban tobb kultivacids iddt igényelnek, mint a sejtszuszpenzids kultardk, igy a
madszer jelenleg még nem hatékony.

A de novo szintézis mellett - a kereskedelmi szempontbol szintén igéretesnek tiin -

biotranszformacios folyamatokat is vizsgaltak. Egyes szerzok beszamoltak D. lanata és D.
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purpurea kallusztenyészetekrdl, melyek a progeszteront pregnanna alakitjdk. A kardenolidok
glikozilacidja. Sejtszuszpenzids kultarakat alkalmazva mind kiilonb6zd prekurzor molekulékat,
mind pedig kiilonb6z6 szivglikozidokat adagoltak, mint kiindulasi vegyiileteket.

Az egyik legigéretesebb modszernek tiinik a digitoxin digoxinna torténd atalakitasa D. lanata
sejtek segitségével, mivel a digoxin terapids alkalmazasa feliilmulja a digitoxinét. A ndvények
levelei nagyobb mennyiségli digitoxint tartalmaznak, igy ezek felhasznalhatok nyersanyagként. A
biotranszformaci6 soran a [-metildigitoxinbol metildigoxin  keletkezik legnagyobb
mennyiségben. Az eljardst iizemi koriilmények kozott is vizsgaltdk, immobilizalt sejtek
alkalmazaséval, ipari méretli fermentorban. Bar ipari szintli termelés még nem torténik ezzel a
modszerrel, ezen az Uton haladva azonban hamarosan elérhet6vé valhat, hogy terapias

szempontbol kevéssé fontos vegyiileteket értékes szivglikozidokka alakithassanak.

Daganat ellenes vegyiiletek

A magasabb rendii novényekben szamtalan daganatellenes hatdsu vegyiilet fordul eld, ezek
koncentracidja azonban a legtobb esetben rendkiviil alacsony. Ennél fogva nem csupéan
eldallitasuk, hanem pusztan mar kimutatasuk is nehézségekbe litkozik. A termOhely és az
éghajlati, iddjarasi viszonyok is jelentdsen befolyasoljak a hatdanyagtartalmat, viszont pl. a
megfeleld klinikai vizsgalatok elvégzéséhez is nagy mennyiségii, rendszeresen rendelkezésre allo
nyersanyagforrasra van sziikség. Az elébbi okok miatt is jelentds erdfeszitéseket tesznek a
szovettenyészetek esetleges alkalmazasara ezen a teriileten. Bar még sok problémat kell
megoldani (pl. stabil sejtvonalak eléallitasa, taptalaj optimalizalas), néhany elért eredmény mégis
igen igéretes a jovobeni alkalmazas szempontjabol.

A tumorgatld vegyiiletek kimutatisara szamos biologiai modszert dolgoztak ki, melyek
elsdsorban a daganatos sejtek kulturaira kifejtett citotoxikus hatdsok vizsgalatan alapulnak. Ezek
a vizsgalatok azért alapvetd fontossdguak, mert rendkiviil sok ndvényi kivonatot kell
megvizsgalni az esetleges hatds szempontjabol. igy pl. az 1980-as évek elején az USA-ban
elvégzett tanulmany soran kozel 114 000 kiilonb6z6 novényi kivonatnak csupan 4,3%-a bizonyult

daganatgatld hatasunak. A novényekbdl izolalt kiillonb6zd tumorellenes vegyiiletek rendkiviil
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valtozatos szerkezetliek (tanninok, terpének, lignanok, flavonoidok, szaponinok, proteinek,

alkaloidok, stb.) és az ujabb vizsgalatok eredményeként szamuk feltehetéen tovabb novekszik.

Vinblasztin és vinkrisztin

A vinblasztin és a vinkrisztin a Catharanthus roseudimér indol alkaloidjai, melyeket tobb

crer

crer

Készitményeik igen dragdk, mert eldallitasuk novénybol torténik, mely csak igen kis
mennyiségben  (0,0005%, szarazstlyra vonatkoztatva) tartalmazza az alkaloidokat.
Sejtkultarakkal torténd eldallitasukat ez ideig még nem sikeriilt megoldani, mivel a kallusz- és
sejtszuszpenzios kultarak de novaalkaloidszintézise szintén alacsony szint.

A vinblasztin molekula két monomer alkaloidbdl katarantinbol és vindolinbdl épiil fel. A vindolin
koncentracidja az intakt ndvényben kb. 0,2%, mely jelentdsen meghaladja a katarantin tartalmat,
igy é4ra is alacsonyabb. C. roseus sejtszuszpenzids kulturdk alkalmazasdval — taptalaj
optimalizaciot kovetden — mar sikeriilt 150mg/1, majd 230mg/1 katarantin produkciot elérni 100 I-
es airlift fermentorokban. A katarantin monomert C. roseussejtekbdl eléallitott enzim és vindolin
alkaloid hozzaadasaval igen jo hatasfokkal sikeriilt 3°,4’-anhidrovinblasztinna alakitani, mely a
vinblasztin kozvetlen prekurzora. Japan kutatok, kiillonbozd szervetlen sok adagolasaval
optimalizaltdk az anhidrovinblasztin-vinblasztin enzimatikus atalakitasat, melynek hozama igy

elérte az 50%-o0t.

Podofillotoxin
A podofillotoxin a lignanok koz¢é tartozo vegyiilet, melyet a Podophyllum peltatursbol izolaltak.
Szamos virus ellen hatékony, tovabba a bor rakos betegségeinek kezelésében is alkalmazhato.
Félszintetikus szarmazékat (etopozid) egyes agydaganatok, lymphosarcoma ¢€s a Hodgkin kor
A P. peltatumkalluszkulturakkal végzett kisérletek soran, a taptalaj-Gsszetevok és kornyezeti
paraméterek valtoztatdsaval sikeriilt elérni a 0,69%-0s podofillotoxin hozamot, mely igen igéretes
eredmény a tovabbi vizsgdlatokhoz.. Megfelel6 hormonkombinéci6o alkalmazéasaval (kinetin és

2,4-diklorfenoxi ecetsav) optimalizalni lehetett a hatdanyag-produkciot. Maés hormonok
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adagolasaval gyokérképzodést indukaltak. A képzodd gyokereket izolaltak a kalluszszovetrdl,
majd hormonmentes, folyékony taptalajon tenyésztették tovabb. Az igy fenntartott in vitro
gyokerek podofillotoxin tartalma elérte az 1,6%-ot (szarazsulyra vonatkoztatva), mely az
anyandvényben mért érték hatszorosa.

P. hexandrumejtszuszpenzios kulturak tapkozegébe podofillotoxin prekurzort (koniferil-alkohol
¢és PB-ciklodextrin komplexe) adagolva sikeriilt elérni a 0,013%-0s hozamot. Ezzel szemben
prekurzor adagoldsa nélkiil csupan 0,003%-o0s podofillotoxin tartalmat értek el. A koniferil
alkohol B-D-gliikkozidja (koniferin) még hatasosabbnak bizonyult, ennek alkalmazasaval a
tumorellenes lignan hozama 0,055% volt. Mas szerzok beszamoltak arrdl, hogy a tapkozegbe
adagolt névényi hormonok (2,4-D, gibberellinsav, 6-benzilaminopurin) hatasara a P. hexandrum
kalluszszovetek 4’-demetil-podofillotoxin és podofillotoxin-4-O-gliikozid tartalma elérte az

anyandvényben mért értéket.

Taxol

A Taxusnemzetség nyolc fajt és két hibridfajtat tartalmaz melyek mindegyikét, mint mérgezo
novényt ismertiink. Alkalmazdsa a daganatterdpidban az 1960-as években elért eredmények
alapjan indulhatott meg, amikor is megallapitottdk, hogy a kéreg kivonata citotoxikus hatast
leukémids sejtekben és szdmos tumor novekedését gatolja. A kivonat aktivitasaért felelds
vegyiiletet (taxol) amerikai kutatoknak sikeriilt izolalni 1971-ben. A taxol - mely egy toxikus
diterpén — gatolja a sejtosztodast, ami a sejtciklus blokkolasanak (a G2/M fézisban) eredménye.
Klinikai vizsgalatok alapjan egyes ndgyogyaszati €s emlddaganatok, tovabba tiidd, fej €s a nyaki
daganatok kezelésében bizonyult kiilonosen aktivnak, igy a felhasznalas oldalardl nagy igény
jelentkezett a vegyiilet irant.

1994-ig csupan a ndvény, a T. brevifolia kérgébdl allitottak elé a hatdanyagot. Az eldallitas
problémadjat jellemzi, hogy 5000-10000kg kéreg sziikséges 1kg taxol kinyeréséhez, mely csupan
mintegy 500 beteg kezeléséhez elegendd (1g taxol eldallitasahoz 2-3 oreg fat kell kidonteni). A
jelenlegi igények mellett csupan kb. 10 évre lenne elegend? a jelenlegi Taxusallomany. A novény
rendkiviil lassu ndvekedése és az alacsony taxol tartalom miatt azonban sziikségessé valt tovabbi
forrasok kutatdsa. Annak ellenére, hogy 1994-ben sikeriilt megoldani a taxol totdlszintézisét,

eddig ez sem bizonyult gazdasdgosnak, mivel a folyamat bonyolult és viszonylag alacsony
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hozamu. Jelenleg a legigéretesebb megoldasnak a taxol prekurzorokbol torténd szemi-szintézise
¢€s a noveényi sejtkulturak alkalmazasa tiinik.

Szamos kutatohelyen hoztak létre kiilonbozé kallusz és sejtszuszpenzids kulturdkat a taxol
produkci6é tanulmanyozasa céljabol. T. cuspilata kalluszkultirakban pl. sikeriilt elérni a
szarazsulyra vonatkoztatott 0,02 + 0,005% taxol tartalmat. T. cuspidata sejtszuszpenzids
kultarakat eldallitva, majd a sejteket livegszal matrix segitségével immobilizalva a taxtol tartalom
0,012 + 0,005% volt.

Mara mar tobb, szabadalmi védelem alatt allo eljarast dolgoztak ki a taxol in vitro eléallitasara. A
sejtszuszpenzids kultardk eldnye, hogy a képzddo taxolt a sejtek a tapkozegbe valasztjak ki (1-
3mg/l), ahonnan az viszonylag kénnyen kinyerhetd. Mind a kallusz, mind pedig a szuszpenzids
kultarak esetében részletesen tanulmanyoztak a kornyezeti feltételek (hdmérséklet, megvilagitas,
stb.) és a taptalaj-Osszetevok (pl. szénhidratok, aszkorbinsav, citromsav) novekedésre ¢és
taxolprodukcidra gyakorolt hatasat. Gyokér-hidrokultirakkal torténd taxol termelés lehetdségét is
vizsgaljak, mivel a gyokérkéreg hatdanyagtartalma kozel duplaja az agkéregének, valamint a
gyokerek intenziven novekednek, ami a kultivalasi id6 jelentds csokkentését teszi lehetové.
Szamos biotechnologiaval foglalkozo cég tett eldkészitd 1épéseket a taxol sejtkulturakkal torténd
eldallitasanak meginditasara. Az alternativ taxolforrdsok wutdni kutatds azonban tovabb
folytatodik, mivel tobb, taxol prekurzor molekuldbdl levezethetd vegyiilet tlinik terdpias
szempontb6l még igéretesebbnek. Ujabban E. coliban termeltetnek taxol prekurzor molekulékat

igen jo hatasfokkal.

Osszefoglalva megallapithat, hogy a teripids szempontbdl jelentds, specidlis ndvényi
anyagcseretermékek eldallitasdnak ipari szinti megvaldsitdsa napjainkban egyre fontosabb
feladatta valik. Ehhez mind a kordbban emlitett problémak (pl. a ndvénytermesztés nehézségei,
alacsony hatoanyagtartalom, stb.), mind pedig az alkalmazas oldalarél jelentkezd igények
novekedése, ) vegyiiletek izolalasa és ezzel egyiitt Uj terapids lehetdségek megjelenése is
hozzajarulnak. JelentOs alternativ forrasként johetnek szoba a kiillonb6z6 in vitro novényi
tenyészetek, melyek hatéanyagprodukcidja — a korszerli biotechnologiai moddszerek (pl.
génmikodés befolyasolasa, géntranszformacio) alkalmazéasanak kdszonhetéen — sok esetben eléri,

sOt jelentdsen meg is haladja a novényekben mért értékeket.
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V.3. GENTECHNOLOGIAI ELJARASOK

A novényi géntechnologia a molekularis biologia, sejtgenetika és szdvettenyésztés kiilonbozo
modszereit alkalmazza ¢és lehetdvé teszi elonyds tulajdonsdgokkal rendelkezd genetikailag
modositott novényi kultardk, transzgénikus novények létrehozasat. Idegen gének bevitelére
szamos lehet6ség van. Torténhet vektorok (baktériumok, virusok) segitségével, kozvetett Gton, de
az elmult évtizedekben tobb olyan modszert is kidolgoztak, melyek kozvetleniil a célszovetbe
juttatjak az idegen DNS-t. A sejtfaltol megfosztott ndvényi sejt (protoplaszt) kiillondsen alkalmas

idegen gének gyors befogadasara.

A novényi géntechnoldgiat megalapozo legfontosabb felfedezések az Agrobacteriumtérzsek
sajatossagainak, fertdzési modjainak megismerésére vezethetok vissza.
Ezeket az ismereteket Mary-Dell Chilton, a Ti-plazmid egyik feltérképezéje igy foglalta ssze a
Scientific American, 1983. juniusi szamaban:
»Hosszu idon keresztiil, talan az évek millioin at, latta el a kzonséges talajbaktérium, az
Agrobacterium tumefacienst a feladatot, amivel a kutatok ma még csak kisérleteznek.
Ez a baktérium egyik ndvényfajbol a masikba vitt at drokitéanyagot, és a fogadd novény

orokitdanyagaba beépitette azokat.”

o Indirekt géntranszfer
Indirekt géntranszfer esetében az idegen DNS bejuttatasa kozvetitd organizmusok segitségével
érhetd el, pl: Agrobacteriumfajok kozvetitésével, vagy virus vektorok alkalmazasaval.
A talajban megtalalhato Agrobacterium fajok kozvetitésével végzett génmanipulacio
felhasznaldsa napjainkban altalanosan elterjedt és eredményesen alkalmazhatd szamos novényfaj
(foleg kétszikiiek) esetében [Hooykaas, 2000]. A modszer kivitelezése soran a ndvényeket sebzési

helyiikon fertézik Agrobacterium tumefacienH. A. rhizogenedaktériummal. A fert6zés soran a
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baktérium plazmid (A. tumefaciensTi-plazmid, A. rhizogenesRi-plazmid) egy része, az un.
transzfer DNS (T-DNS) atkeriil a novényi sejtekbe és beépiil a ndvényi sejtmag DNS-ébe (V.4.
abra). A fertézés helyén az Agrobacteriumhormon génjeinek muikddése kovetkeztében A.
tumefaciensfertézése esetén ,tumor”, A. rhizogenesfertézés esetén pedig ,hai r y

(hajszalgyokér) képzddés indukalodik a sikeres géntranszformacié eredményeként (V.6. abra). A
T-DNS hatarszekvenciai kozotti gének nem befolyasoljak a fert6zoképességet, a virulenciat, a
génatvitelt és az integraciot, igy ezek a részek kicserélhetok idegen DNS szakaszokra, lehetévé

téve ezzel kiilonb6zo hasznos gének beépitését.

»
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Agrobacterium . Novényi sejt

V4.abraAz Agrobacterium 8ltal k°zvet2tett

(A Ri-plaznid egy része, az un. T-DNS a baktériumfert6zés soran atkerul a névényi
sejtekbe és stabilan integralédik a sejtmag DNS-ébe; Tzfira és Citovsky, 2006 nyoman
Szarka, 2010)

J el °| ®&s-eAz Agrobacterium és a gazdasejt kapcsolédasa 2 = a virulencia régio (vir)
aktivalédasa, virulencia fehérjék szintézise 3 = létrejon az éretlen T-DNS-komplex (VirD2
molekula hozzakapcsolédasaval) 4 = az éretlen T-DNS-komplex a gazdasejt citoplazmajaba
kerul 5 = létrejon az érett T-DNS-komplex (VirE2 molekulak hozzakapcsolodasaval) 6 = az érett
T-DNS-komplex a gazdasejt aktiv transzport mechanizmusaival bejut annak sejtmagjaba 7 = a
fehérjék levalnak a T-DNS feluletérél, hogy az integralddni tudjon a gazdasejt genomjaba (azt a
gazdasejt toredezett DNS darabként ismeri fel és beépiti sajat 6rokitbanyagaba)
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A géntranszformacio ellendrzése torténhet:

o PCR —(polimeraz lancreakcido) modszerrel- amivel az idegen gén jelenlétét lehet kimutatni a
névényi genomban (V.5. abra)

o Blot — analizissel (gél-elektroforézissel) — az idegen gén beépiilési gyakorisagat is lehet
vizsgalni

o Opin — kimutatassal (papir elektroforézissel, HPLC-vel) — az idegen gén miikodését ill. annak

produktumat lehet kimutatni

A.r. marker h.r. K

Nt
.~
—
N —

il
(U

7z

A. r. plasmid DNS Hairy root (rolB-g € n Nem transzfort
(rolB-g é n s z abllakd. ODXSszdekasz gy 6 kér (neg. reakci 6)

V.5. dbraHairyrootk ul t %r 8ban a bakteri 8l is
DNS jelenl ® ®nPERkmmds a¢ €8s al

A hatbéanyagok termelése szempontjabol az A. rhizogenedert6zés indukalta hajszalgyokereknek
ill. az altaluk megnovekedett gyokértomegnek van nagy jelentdsége, ezért a tovabbiakban errdl a
modszerrdl beszéliink.

A hairy root kultarak olyan genetikailag transzformalt gyokereket tartalmaznak, amelyekben
auxin szintetizadlodik a beépitett baktérium DNS hatdsara, igy a novények gyokérnovekedése

burjanzé méretet 0lt, és egyuttal a masodlagos anyagcesere mértéke is jelentésen megndvekedhet.
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Ez a technika lehetséget nyujt gyokérben képzddd hatdanyagok intenziv termeltetésére. Mar
tobb szdz ndvényfajt sikeriilt transzformalni, a teljesség igénye nélkiil néhany fontosabb faj,
melynek hairy root kultarajaval biologiailag aktiv vegyiileteket, koztik gyogyszeripari
szempontbol fontos alapanyagot termeltetnek: Panax ginsengDatura spp., Echinacea pupurea
Cinchona ledgerianaGlycyrrhiza glabra Artemsia absinthium Lithospermum erythrorhizon
Néhany specialis anyagcsercterméket az V. 4. tablazatban mutatunk be példaként.

A modszerek alkalmazasa eldrelépést hozhat a morfinan alkaloidok eldéllitasa teriiletén is. A.
rhizogenes felhasznalasaval sikeresen Allitottak ¢elé géntranszformalt szovetkultirakat
(feltehetéen a mak sajatsagaibol kovetkezéen nem gyokér, hanem elkalluszosodd szovet
képzddott). A transzformalt sejtekbdl allo kalluszszovet morfinan alkaloid tartalma tobb mint
tizszerese volt a nem transzformalt kallusztenyészetének. A kalluszokbol regeneralt,
transzgénikus novények némelyike is jelentds mennyiségli morfinan alkaloidot tartalmazott, mely

elérte és meghaladta a magrol nevelt novények alkaloid tartalmanak 50%-at.

A hairy rootkultarak alkalmazasanak szamos elénye kozt kiemelendé, hogy:
- nagyfoku genetikai stabilitassal rendelkeznek
- hormonmentes taptalajon korlatlan novekedésre képesek
- hatéanyagtartalmuk altalaban magasabb mint mas in vitro tenyészeteké

- az anyandvénytdl eltérd uj vegyiileteket is szintetizalhatnak

V.6. abra Atropa belladonnah ai r
teny®sgtz ®b 8

s ""’v‘/
y ro>6"(#K42klmi)lk@hp§Rd®se ®s
rd, foly®kony B5 t&ptal aj

A
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A hairy rootkulturak szilard taptalajon, majd folyékony taptalajon tortént tenyésztése soran (V.6.
abra) - organizalodast kovetden - teljes novények is regeneralddhatnak, melyek kitiltetést

kovetden fitotronban vagy izolalt iiveghazban viragzasig, ill. termésérésig felnevelheték az

elévigyazatossagi rendszabalyok szigora betartasaval (V.7. abra).
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V.7.abraGeneti kai | ag Atropabslladoona @#84),t i n vitro ®s

V.4. tablazat Hairy root kult¥r8kban k®zRdR n®h8ny speci8lis anyagcsereterm®k

Csalad Novényfaj Specialis
anyagcseretermék
Solanaceae Atropa belladonna hioszciamin, szkopolamin,
6-OH-hioszciamin
Datura stramonium hioszciamin
Datura innoxia hioszciamin,
szkopolamin,
apoatropin
Hyoscymus muticus hioszciamin
Nicotiana rustica nikotin, anatabin
N. tabacum nikotin, anatabin
N. hesperis nikotin, anatabin
N. cavicola nikotin, nornikotin
Scopolia japonica hioszciamin
Solanum laciniatum szteroid-alkaloidok
Apocynaceae Catharanthus roseus ajmalicin, szerpentin.
vindolinin, katarantin
Chenopodiaceae Beta vulgaris betacianin, betaxantin
Boraginaceae Lithospermum erythrorhizon shikonin
Asteraceae Matricaria recutita bizabolol, farnezén
Tagetes patula tiofénszarmazékok,
szeszkviterpének
Rubiaceae Cinchona ledgeriana kinolin-alkaloidok
Lobeliaceae Lobelia inflata lobelin, poliacetilének

e Hairy root tenyészetek specialis anyagcseretermékeinek vizsgalata

Tekintettel arra, hogy a genetikailag eltéré klonok hatéanyag produkcidja illetve Gsszetétele
jelentésen kiilonbozhet, szelekcio céljabol minden egyes hairy root klon kiilon-kiilon vizsgalata
sziikséges. Ezen fitokémiai analizisek céljara a tomegspektrométerrel 6sszekotott HPLC vagy
GC, azaz HPLC-MS/MS és/vagy GC-MS alkalmazasa optimalis a vizsgalni kivant hatéanyag
tipusatol fiiggden (Id. Il. fejezet). Példaként az el6z6ekben bemutatott Atropa belladonna#K4
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hairy rootklon fobb tropan alkaloid komponenseinek HPLC-MS/MS azonositasat mutatjuk be az
alabbiakban (V.8. és V.9. abrak).

HPLCMS/ MS vi zsgal at
A vizsgalt hairy root klont liofilizaljuk, majd ezt kdvetéen kivonjuk az alkaloidokat és
tisztitjuk (1d. részletesen a NO v é ny i drogok farmakobotanikali

papiralapu tankonyvben, Szoke és mtsai 2009).

Analizis pozitiv ionmodban Agilent 6410 Triple Quad LC-MS rendszeren.

e Alkaloidok elvalasztasa: Phenomenex Luna 5 m C18 (2) forditott fazisi oszlopon(250x
4,6mm 1.D.), Phenomenex SecurityGuard C18 el6tétoszloppal (8x 3mm 1.D.), mozgdfazis
acetonitril: 30mM ammoniumformiat 17: 83 (v/v), pH 2,8; aramlasi sebesség 1,0 ml/perc,
oszlophémérséklet 25°C.

o Az LC-MS-MS paraméterek: porlaszté nyomas 45,0psi, szaritdgaz aramlasi sebesség 9
I/perc, szaritdé gaz homérséklete 350°C, kapillaris fesziiltség 3500V, pasztazasi tartomany 50-
700m/z, kollizios energia 35Ev.
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o Direkt géntranszfer, vektor nélkiili eljarasok

Idegen gének bevitele nemcsak indirekt modon, vektorok (baktériumok, virusok) kozvetitésével

torténhet, hanem kozvetlen tton is. A sejtfaltol megfosztott ndvényi sejt (protoplaszt) kiilondsen

alkalmas idegen gének gyors befogadasara. A ndvényi sejtek és protoplasztok esetén alkalmazott

vektor nélkiili eljarasok pl.:

el ekt r o(p eeptinerabrantban elektromos erétér hatasara keletkezé porusokon
keresztiil jut be az idegen DNS),

génbevit eglikol fREG) aeltki a | énma ¢a BPEA aldaekiti a protoplasztok
ultrahanggaltorténd génbevitel,

mi k r o i n(jeehknikaa thodsser, idegen DNS sejtbe, vagy sejtmagba vald kdzvetlen
bejuttatdsa mikromanipultor segitségével, mikroszkop alatt),

DNS bejut at as a g € idpe kelesséers selgyborsitott, felsziniikon DNS-t

tartalmazd nemesfém szemcséket alkalmaznak),
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— szilikonk a r b ialtalmhzésd(a sejteket DNS tartalmu folyékony tapkozegben szilikon-
karbid tiikkel egylitt razatjak)

Nemzetkozi felmérések alapjan, a genetikailag modositott ndvények felhasznalasa leginkabb a
human terapia teriiletén elfogadott, ami talan annak is koszonhetd, hogy a legtobb élelmezési
célra felhasznalt novénnyel szemben (ahol a taplalékkal maga a modositott genetikai allomany is
az emberi szervezetbe juthat) itt csupan bizonyos specidlis anyagcseretermékek keriilnek

alkalmazasra, leggyakrabban kiilonb6z6 gyogyszerkészitmények formajaban.

V. 4. GENETIKAILAG MODOSITOTT SZERVEZETEK

crer

hanem képessé¢ valt annak molekularis moddositdsara, azaz géntechnoldgiai moddszerekkel
transzgénikus (GM) fajtdk eldallitasara. Géntechnologiai modszerekkel lehetdség nyilt a
novények ¢életfolyamatait vezérld genetikai program megvaltoztatasara, a felhasznalok igényeinek

megfelelden, remélve hogy ezt mindenkor az emberiség javara teszik (Heszky, 2012).

GMO = génmédositott Vv agy géngchmlbgt zseitsdgével éelodlitote n y :

transzgénikus élélények elterjedt neve a kdznyelvben, a sajtoban €és a jogi kornyezetben. A
hagyomanyos nemesitési modszerek az egész genomra kiterjedd véletlenszerii valtozasokat,
génmodositasokat idéznek eld, a GMO-k eldallitasa iranyitott, tervezett, egy vagy néhany gént
modositanak, vagy visznek be a genomba, mas genotipust egyedbdl vagy mas fajbol. A novények
genetikai anyaga tehat nem természetes uton valtozik meg (nem a parosodast kovetod

rekombindacid Gtjan), hanem a géntechnoldgia eszkdzei altal, idegen DNS szakasz bejuttatasaval.

Az elsd transzgénikus novényt 1983- ban allitottak eld. 1994-ben mar az USA-ban termesztették
az elsd genetikailag modositott (GM) novényfajtat (késén puhuld paradicsom). Napjainkban
elsdsorban herbicidtolerans és rovarrezisztens GM fajtdkat termesztenek, melyek vetésteriilete

folyamatosan emelkedik.

Napjainkban mar a vildg 29 orszagaban kb. 150 milli6 hektaron termesztenek valamilyen GM
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fajtat (koziiliik 26 orszagban csak 4 novényfaj: a kukorica, a szdja, a repce és a gyapot herbicid

tolerans és rovar rezisztens GM fajtait termesztik). 2010-t6l un. t 6 bb gé ne sisdygyrebr i d e k
nagyobb teriileten termesztenek az USA-ban, melyek a herbicid tolerancia (glifozat, glufozinat)

¢s rovar rezisztencia géneket kiilonb6z6 kombinacioban tartalmazzak.

Clive (2010) felmérése alapjan a herbicid tolerancia kimagasléan vezet a géntechnoldgiai

modositasok kozott, kozel négyszer akkora teriileten termesztenek herbicid tolerans GM fajtakat,

mint rovar rezisztenseket (V.11. abra).

=== herbicid tolerancia
= = rovar rezisztencia

herbicid és rovar rezisztencia

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

11.abraA herbicid ®stensv&M nNéxv®ayek vet ®
(milI'i- ha) &a&l0alkulk®sze t11996CI i ve 2

A XX. szazad végén a ndvénynemesitésben is paradigmavaltast eredményezett a géntechnologia
alkalmazésa. Lehetdvé valt, hogy a DNS szintjén valtoztassak meg a ndvényfajtak tulajdonsagait,
¢s az esetlegesen hianyzé tulajdonsagokat, az azokért felelds gének beépitésével potoljak
(Heszky, 2012).

o Az emberiséget szolgalo legfontosabb géntechnoldgiai fejlesztések

Dr. Heszky Lasz16 akadémikus (2010) véleménye szerint, a géntechnoldgiai fejlesztések koziil az

alabbi, emberiséget szolgalo stratégidk érdemelnek figyelmet:
Technol - gi 8t jav2t- strat®gi 8k:
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A Herbicid tolerans GM-novényfajtak (gyomirtds megoldasa minden kultarnévénynél);

A Himsteril GM-névényfajtak (hibridizacio felhasznalasa minden kultrnovénynél);

A Abiotikus stressz (szarazsag, hé, so, hideg stb.) rezisztens GM-névényfajtak (az adott faj
termeszthet6ségi hataranak bovitése, klimavaltozas kivédése).

K°rnyezetbar 8§t strat®gi 8k
A Rovarrezisztens GM-novényfajtak (vegyszerhasznélat és koltségek csokkenése);
A Baktérium- és gombarezisztens GM-novényfajtak (vegyszerhasznalat csokkentése).
A Bioremediacio GM-novényfajtakkal (talajok nehézfém-, vegyszer- stb. mentesitése);

Humani t 8rius strat®gi 8Kk

A Vitamint (A, E) termeld, ehetd GM-ndvényfajtak (hidnyos taplalkozas lekiizdése);

A Allergén fehérjék termelésében gatolt GM-novényfajtak (életmindség javitasa);

A Fehérje- és aminosav-tartalomban javitott élelmiszer- és takarmany GM-novényfajtak,

(hidnyos taplalkozas lekiizdése, takarmanyérték javitasa).

Fogyaszt -kat szol g8l - strat®gi 8k
Szinében (viradg, gyiimolcs stb.) mdodositott GM-ndvényfajtak (piacképesség javitasa);
Izében (pl. cukortartalom) médositott GM-ndvényfajtak (piacképesség javitasa);
Magnélkiili (gyiimdlcs) GM- novényfajtak (piacképesség javitasa);
Nem puhulé gyiimolesoket termeld GM-ndvényfajtdk (szallithatdosdg, tarolhatosag
javitasa);
Lassan ér6 gytimolcsoket termé GM-ndvényfajtak (tarolhatosag javitasa)
eri s®g eg®szs®g®t szol g8l - strat®gi 8§k
Egészségesebb élelmiszereket biztosito GM-ndvényfajtak (omega-3-zsirsav, fitoszterol);
Flavonoidok, lycopin, fruktan, vas stb. - tartalom novelése (¢letmindség javitasa);

Bo Do Do 3 Be B o o D

Vitaminokat termelé (C, A, stb.) transzgénikus novényfajtak (hianyos taplalkozas
megsziintetése, ¢letmindség javitasa).

ri termel ®st szol g8l - strat®gi 8§k
Alfa-amilazt termel6 GM-novényfajtak (iiditdital gyartas, szeszipar);

Nagy olajsavas (HO) GM-novényfajtak (biodizel-gyartas, ndvényolajipar stb.);

Nagy keményit6 és cukortartalmu GM-novényfajtak (bioalkoholgyartas, szeszipar stb.);
Ehetd vakcinat termel6 GM-novényfajtak (gyogyszeripar);

S

Gyogyaszati fehérjéket (interferon, enkefalin, szérum albumin, stb.) termeld GM-
novényfajtak (gyogyszeripar)

A gyogyszeripari felhasznalds lehetsége, valamint Gjdonsag értéke indokolja az utolsod két pont

részletesebb magyarazatat.

e Pharming for Farmaceuticals / ,,Molecular farming”

A biotechnologia egy viszonylag Uj teriilete a farmakoldgiailag aktiv anyagok, koztiik jelentds
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részben fehérjék eldallitdsa transzgénikus organizmusokban, igy ndvényekben is. Ez egy
alapjaiban 0j lehetdség, amely a GM novényeknek, mint bioreaktoroknak a felhasznaldsan alapul.
Ezen fejlesztési torekvések sordn a ndvényeket mint fehérje- vagy gydgyszeralapanyag-gyarakat
kivanjuk hasznositani (Fox, 2006). Az ily modon elballitott termékek kozott talaljuk az inzulint,
virtonectint, gliikocerebrozidazt, albumint, locteront és kiilonbozd vakcindkat. A termeltetés
egyarant torténik novényi szervekben vagy sejtszuszpenzids kultarakban. A molekularis
gazdalkodas (molecular farming) mint az agrargazdasag 1j teriilete, sok lehetséget rejt magaban.
A Debreceni Egyetemen az Agrarcentrum altal kidolgozott program a hazai probalkozéasok jo
példaja. Az Orsés Ottd laboratorium munkatarsai sikeresen épitették be a ,,Penicillium
chrysogenuni gomba PAF (kis molekulatomegli gombacellenes fehérje) génjét dohanyba. A
modszer kiilonds tjdonsaga, hogy kloroplasztisz transzformacidval tortént, tehat a termék csak
z0ld novényi részben képzodik. Emellett, a transzgén nagy kopiaszama miatt a kloroplasztisz
DNS-ben moédositott GM-novények nagysagrendekkel tobb ipari alapanyag termelésére képesek,

a hagyomanyos sejtmagi transzformansokhoz képest (Maliga és Bock, 2011).

Végezetiil Heszky akadémikus (2010) gondolatait idézem: ,,Az emberi természet sajatja, hogy
hasznalja mindazon ismereteket és eszkozoket, melyek rendelkezésére allnak. Az emberiség
torténete soran mindig is ezt tette. A biotechnologiaval sem lesz ez masképp.”

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

LMeg kell tanul nubdlk seeytett téltuidas ubM&al ”
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