Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2. 07 Novényi szovettenyésztés

A ndvenyi szdvetek tenyésztése

Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek

Torténeti attekintés

1838 Schleiden és Schwann
A sejtelmélet kidolgozéi: 1 totipotens sejtbdl elvileg a
teljes novény (allat) regeneralhatd

1902 Szovettenyésztés lehetséges taptalajon

1934 Paradicsom gydkércsucs tapoldaton né és fenntart-
hato (vitaminok alkalmazasaval)

1939 Folytonos kallusz tenyésztés auxinnal

16gia és Elelmiszertudomany Tanszék

Novényi szévettenyésztés céljai

Bioldgiai, biokémiai kutatas
Unikalis biokémiai utak lehetésége
Vegetativ mikroszaporitas

Szekunder metabolitok eléallitasa (gyogyszerek,
pigmentek, alkaloidok, szteroidok)

» GM ndvények elballitasa

A szbvettenyésztés elényei:
» fuggetlen: éghajlattél, évszakiol, betegségtdl
> termelés ellendrizhetd: pl. kabitészereknél
> olcsobb lehet (vinkrisztin, taxol?)
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Tenyészetek fajtai
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Protoplaszt tenyészet
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Merisztéma
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Merisztémak fagyasztva tarolasa

Novény el6kezelés: a merisz-

téma izolalas elétt a novényt 3 FAGYASZTAS ES KRIOPREZERVACIO
napig +4 "C-on tartjak (2x tal-
élés) merisztéma

\iullln
Krioprotekcié: glicerin, mannit, (A“*@"’
szorbit, szachar6z, DMSO (5- elokezelés
10%). Pl: 1M DMSO + 1M gli- -
cerin + 2M szachar6z d

krioprotektiv
anyagok
FAGYASZTAS
E

Fagyasztas lehet: TAROLAS
- gyors: (egybdl a cseppfolyés

Ng-be) 40°c
- programozott: 1 ‘C/perc -35 =
°C-ig, ott 30 perc tartas, aztan @ @ @

a nitrogénbe.

merisztéma tenyésztés olvasztés
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Hajszalgydkér (hairy root) kultara

Agrobacterium rhisogenes éltal okozott ndvényi betegség.
Az RI (root-inducing) plazmid beépil a névény genomjaba,
és differencialodast okoz: hajszalgydkerek képzédnek - ez
a "Hairy Root Disease”. Tobb mint 450 (elsésorban kétszi-
ki) névényfaj érzékeny ra.

Hasonlit az A. tumefaciens Ti plazmidja altal okozott be-
tegséghez, ennél is opinokat termel a névény.

Az Rl plazmiddal is géneket lehet bevinni a névénybe - a
génmanipulaciéhoz remek vektor. Teljes névény is rege-
neralhat6 a hairy root-bol.

A gyokerkultara in vitro kérilmények kézt is jol szaporodik,
nincs szukség fitohormonokra sem. Nagy mennyiségben is
lehet termelni.

16gia és Elelmiszertudomany Tanszék

Hajszalgyokér kultara

Elényei:
— Gyorsabban né

— Nincs sziikség fitohormonok
adagolasara

— Olyan metabolitok is termel-
heték, amik kallusztenyészet-
ben nem, csak differencialt
szdvetben termel6dnek

— Egyszer( téapoldat szervetlen
komponensekkel

16gia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Kallusztenyészet

» Dedifferencialédott (totipotens) sejtek
» MS tapkdzeg + auxinok, citokininek

A leveleket levalasztjak a
novényrél és a feluletu-
ket Na-hipoklorit-oldattal
fertétlenitik

}

Kb. 1 cm-es korongokat
vagnak ki a levél-lemez-
bél

A korongokat auxint és
citokinint tartalmazé aga-
ros taptalajra helyezik, 20
C-on megvilagitva inku-

07 Novényi szovettenyésztés

pp— Egy hoénapon belul kal-
4\ lusz tenyészet fejlédik ki
[— az explantatumbél. Auxin

(2,4-D) jelenlétében.
! -

dny Tanszek

o A kallu’sz_ tenys’asze't 4-6
~—-1] hett’enk'en'h ,_,atoltassal

(szétvagas, friss agarra
"“\ helyezés) fenntarthaté.
" ~10 fokon tartva a nove-
- / kedés lelassithato.

baljak
HEEHIEE BME Alkel Biotechnolégia & Fl °
Kallusztenyészet Rtpe

Szuszpenzids tenyészet

Rendszerint nem kulénallé sejtek,
hanem sejtcsomok

Eléallitasa kallusz tenyészetbdl
» centrifugaval 50 rpm-el (=Ulepités)
» kis mennyiségi sejtfalbonté enzim +
szorbit
» Auxinos MS tapkdzegben
» megvilagitas 16 6ran at 1000 lux-
szal 25-29 °C-on

Gyorsabban né, ezért 2 hetente
szubkultiras atoltas szikséges

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Protoplaszt tenyészet

enzimes sejtfal lebontas (cellulaz,
pektinaz) és/vagy mechanikus ron-
csolas

nagy ozmoézisnyomas (szachardz,
mannitol) beallitasa

nagyon érzékeny ozmotikus és me-
chanikai hatasokra

osztédasra, szaporodasra képes

a sejtfal Ujraszintézise kivalthaté —
kallussza alakul — teljes névény

l6gia & Elelmiszertudomany Tanszek
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Tenyésztési kériimények

Sterilités: a befert6zédés lehet
» A névényt megbetegit6é kartevé mikrobak
* A taptalajon névé mikroorganizmusok

Steril munkavégzeés: mint a mikrobioldgiai laborban,
sterilfulke, steril eszkdzok, oldatok

Hoémérséklet: 15-32 °C, befolyasolja a szaporodasi
sebességet

Gazosszetétel: néha 1-5 % CO,, etilén
Paratartalom: magas, az edényeken belll ~100%
Aktiv szén: gyokérképzédést elbsegiti

16gia és Elelmiszertudomany Tanszék

Tenyésztési kériimények - fény

A megvilagitas er6ssége: 1000 — 8000 lux

A fény szine/hullamhossza befolyasolja a névény fejlédé-
sét: a kék fény a hajtas, a voros fény a gyokérzet fejlédéset
segiti el6

A vilagos — sotét periddusok hossza is befolyasolé tényezé

16gia és Elelmiszertudomany Tanszék
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EDENYEK, ESZKOZOK

Hasonlok a mikrobioldgiai laborok- E‘P""":“
ban hasznalatos eszk6zokhoz, de
a légtér belmagassaga nagy, hogy !1
elférjen a névény. s

slasticears same szamzies)

&s Flelmiszertudominy Tanszék
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EDENYEK,
ESZKOZOK

Magasitani lehet, ha kett6t
Osszeillesztink.

BME Alkalmazott;

EDENYEK, ESZKOZOK

Egész névények nevelésénél
tipikus:

konzerves/lekvaros lveg, a fe-
delébe Utott lyukakban szivacs-
dugoval.

Erlenmeyer lombik, sokszor
nyak nélkul

& iszertudomény Tanszek
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Taptalajok
Murashige és Skoog | Gamborg B5S Murashige és Skoog | Gamborg B5
Makrokomponensek (g/l): Mikrokomponensek, mg/l
Szacharéz 30 20 KI 0,83 0,75
NH,NO, 1,65 H,BO, 6.2 3
NaH,PO,"H,0 0,15 MnSO,*4H,0 22,3 10
(NH,),SO, 0,13 ZnSO,*7H,0 8,6 2
KNO, 1.9 25 Na,MoO, 0,25 0,25
CaCl,"2H,0 0,44 0,15 CuS0,*5H,0 0,025 0,025
MgS0,*7H,0 0,37 0,25 CoCl,*6H,0 0,025 0,025
Vitaminok (mg/l) Vas, kelat formaban
mio-inozitol 100 100 FeSO,*7H,0 27,8 28
o Na,EDTA*
nikotinsav 0,5 1 2H,0 373
piridoxin-HCI 0,5 1
tiamin-HCI 05 10 pH=57-58| pH=55
glicin 2
b 19
2ki8 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

NOVENYI HORMONOK

Gibberellinek — elsésorban a linearis ndvekedést csirazast,
viragzast, gyimolcstermést fokozé hormonok

Auxinok — a sejtosztodast és megnyulast serkentik, a gyoker,
szar, virag, gyumolcs ndvekedését szabalyozzak
Citokininek — az auxin hatasat moderaljak.
— Egyltt a sejtosztédast stimulaljak,
— A citokininek visszafogjak az auxin altal kivaltott szar-
megnyulast
— Az auxin/citokinin arany szabalyozza, hogy a kalluszbdl
szar vagy gyokér lesz

Etilén - érésszabalyozé

20

tudomény Tanszek

AUXINOK

« Indol-ecetsav, IAA— ez a termé- @Ucwow
szetes, de bomlékony N
1aa
OOQCOCH
. z . CL
* 2,4-diklér-fenoxi-ecetsav, 2,4D —
szintetikus, stabil, autoklavozhat6 2:‘0
@cmﬂ,cn;oon
* Indol-vajsav, IBA N
18A
CHLOOH
* Naftil-ecetsav, NAA O
NAA

21

tudomény Tanszek

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 7



Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2. 07 Novényi szovettenyésztés

Fontosabb citokininek
MHg
z q z z NF N\
~ 25 féle adenin szarmazék ey
ADENIN
3: “CH=C:2:20H
* Zeatin, izopentenil-adenin, IPA e N\>
N
ZEATIN
. . . . NHCHE——Q
* Kinetin, furfuril-adenin PN
Iy
N™ Ty
EKINETIN
« Benzil-amino-purin, BAP /NH—C:E—Q
N\ ! N\> BAP
N™ n
il BME Alkalmazott Biotechnologia és Flelmiszertudomany Tanszék
Gibberellinek
Sok hasonlo szerkezetl vegyu- 0
let, leggyakrabban ez: GA; @
Fermentacios termék, Id. ott HO ) o
0" OH

Abszcizinsav

Gatlé anyag: stressz hatasara

lellitia a ndvekedést és (téli) S
nyugalmi allapotba allitia a n6- /

vényt (abscisio — lombhullas) g Ho "o

i BME Alkelmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek

Sejtszuszpenzidk szaporodasanak
mérése

* Abiomassza 10 ml seftsmismpenzift beosz-  Lecemrifugilio
térfogata tisos cerdrifugacsibe ménimk 4000 g, 5perc

alapjan

Leohrasal 4 cejt-
tiame g térfogatit

» Nedves suly méréssel

» Szarazanyag meéressel

24
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Sejtszuszpenzidk szaporodasanak
mérése

* Az egyes sejtek megszamolasa/vizsgélata csak az
aggregatumok szétbontasa utan lehetséges (krém-
trioxidos melegités) - Blrker kamra, citofluoriméter

» Kdzvetett modszerek: fehérje, DNS, klorofill mérése

25
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Novényregeneralas

Particle BiGA Particle gun
(Gold or Tungsten)

— Steril fenntartas, gén-
bank

— Genenetikai manipu-
lacié

— Kallusz tenyészet

— Hajtastenyészet

— Gyokeresités

— Edzés Killtetés

26
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Novényregeneralas

Két utja van:
Organogenezis: egy szerv regeneralodik (hajtas, gyokér, hagy-
ma, gumo), ebbdl alakitjuk ki az egész névényt
Embriogenezis: egyetlen sejtbél egy embri6 jon létre (van szikle-
vele, gydkere) és ebbdl lesz a névény (egyedfejlédés eldlrdl)
Kiindulas: barmelyik (protoplaszt, kallusz, merisztéma), de:
Protoplasztbdl — kallusz tenyészet (auxinokkal)
Kalluszbdl — inkabb embriogenezis

1. kallusz — embiri6 (2,4-D)

2. gyokereztetés (2,4-D nélkl)

3. killtetés
Merisztémabdl — inkabb organogenezis

TELJES ERTEKU NOVENY REGENERALHATO

27
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Hajtastenyészetek

Gyokér nélkili hajtasok ndvekedése taptalajon steril, kont-
rollalt kériilmények kdzott

El6éallitasa: hajtasokbdl és levélhdnaljban differencialédé
rugyekbdl, vagy kalluszbdl

Koérilmények:
— MS taptalaj kiegészitésekkel (auxin + kevés citokinin)
— Inkubéci6: kék fény, 8000 lux, 16 h, 18-30°C
— Atoltasi gyakorisag: 3-5 hét
Energiatermelés: kettés
— szacharo6z a taptalajbol
— fotoszintézis (ha mar kifejl6dott a hajtas)

28
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Gyokeresités

A felszaporitott hajtasokat kitlte-
tés el6tt gyokeresiteni kell:

— A hajtasserkenték elnyomjak
a gyokeérképzddest

— Hormonelvonassal (kevés au-
xin) viszont indukalhatd

— Voros fény
— Fasszartiaknal nehéz megva-
|6sitani

29
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Akklimatizalas, kitltetés

A ndvény a zart edényben, steril korilmények kdzott nem
adaptalodott a természetes kdrnyezethez sem fiziologiailag
sem szerkezetileg.

Megval6sitas: Uveghaz és foliasator, fokozatos para csok-
kentés és mikrobidlis védelem

Kiszaradas-veszély, mert:
— eddig 100% nedvességtartalmu térben nott
— alégzd nyilasok nyitottak
— vékony a viaszréteg a leveleken
— gyengén fejlett gyokér — kevés vizet képes felvenni

30
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Esettanulmany: Taxol gyartas

A tumorok gyogykezelésének alternativai:
sebészeti beavatkozas

» besugarzas

kemoterapia

monoklonalis antitestek

%

Y

Y

Kemoterapia: citosztatikumok — minden gyorsan osztédé sejtet
elpusztitanak = a gyorsan oszt6d6 szdvetekre hatnak elsésorban,
ezért a daganatokon kivll karositjak:

- a vérképzo szerveket - ivarsejteket

- hajhagymakat - nyalkahartyakat

- immunrendszert

31
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Taxol/Paclitaxel

Az tiszafa (Taxus) fajok kérgébdl és tilevelébdl izolalhatéd ve-
gyulet. Vizben rosszul oldédik, szerves olddszerekkel extra-
halhaté.

Hatésa: sztdchiometrikusan kapcsolddik a mikrotubulusokba
beépiilt tubulinhoz, ezzel a depolimerizaciét akadalyozza.

32

logia és iszertudomény Tanszek

w7

A taxol el6allitasa

Extrakcié tiszafabol:

A természetes forrasok nagyon korlatozottak, mert a tiszafa igen
lassan né (tdbb szaz év), és a kérgében nagyon kis mennyiség-
ben (50-150 mg/kg) fordul el6 a taxol, a tlilevélben csak 15-50
mg/kg van. A névényi anyagban elég nagy mennyiségben el6for-
dul a 10-dezacetil-bakkatin Il (10-DAB) koztitermék is, ami
félszintézissel taxolla alakithato.

Egy beteg kezeléséhez harom o6reg tiszafat kell feldolgozni.
Nagy Ultetvények Kanadaban és Kinaban.

Totalszintézis: megoldhatd, de nem gazdasagos (négy C*)
Novényi szvettenyésztés (Paclitaxel)

33

logia és iszertudomény Tanszek
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A taxol eléallitasa

Extrakcié tiszafabol Félszintézis Szovettenyésztés

34
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A taxol el6allitasa szdvettenyésztéssel

Taxus baccata explantatumokat screeneltek, ebbdl kalluszt,
majd szuszpenzios tenyészetet nevelnek.

» Nagy inokulumtérfogat, ~20% szikséges,

> tgmax~2,5 Nap,

» Gamborg B5 tapoldat, 3% szachar6z

» Megvilagitas nem sziikséges

> 5 x 75 m® kever6s fermentor

> Enyhe keverés, leveg6ztetés, CO, beflvatas

35
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A taxol el6allitasa szdvettenyésztéssel

Masodlagos anyagcseretermék - kétszakaszos fermentacio:
1. sejtszaporitas:

~10 nap utan tapoldatcsere vagy (témény, kis térfogatara-
mu) rataplalas

2. termékképzés: tapoldatcserénél 10-12 nap, rataplalassal
akar 20 nap

Ezalatt kb. 1 g/l termék keletkezik, ennek fele taxol, a tébbi
mas taxanvazas vegydilet, pl. bakkatinok.

36
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A taxol eléallitasa szdvettenyésztéssel

P i | Fermenter cascade

E%

75 cbm 75

<

J'"R qf’
s

1
i

45 cbm

. Seed tanks

Production tanks

A taxol eléallitasa szdvettenyésztéssel

Fitohormonok:
Auxinok és citokininek (~5:1)
Az etilén-hatést ezlst sokkal (tioszulfat) ellenstlyozzak.

Elicitorok: a szekunder metabolizmust el6segit6 anyagok.
Szervetlen: V és Co sok
Szerves: metil-jazmonat, szalicilsav

Prekurzor: a fenil-propionsav oldallanchoz fenilalanin. A le-
bontasa gatolhaté szerkezetanal6gokkal.

38
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A taxol izolalasa (downstream)

A termék fele a sejteken belll, fele a I1ében talalhato.
Apolaris molekulak, kinyerhetdk:

- Extrakcidval (4ztatds metanolban ~3 éran at)
Adszorpcioval (megkotés apolaris gyantan)

A vizes metanolt kb. 0,1 térfogatra beparoljak.
Extrakcio er6s olddszerrel — a taxol feldusul

Beparlas

Acetonban folvéve és vizzel kicsapva a legapolarisabb
anyag, a taxol csapédik ki el6szor.

YV V V V

39
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A taxol izolalasa (downstream)

Transfer broth .
N Adsorption
to adsorption N
to resin
tanks %
_— _—

Adsorption tanks Separation of loaded resin
from biomass and spent
75,000 L fermentor medium

Recycling of

~, desorbed resin

(A~ E——

[ —

% Concentration, precipitation, —
~

filtration, drying, packaging Move to desorption

200 ) .
nf40-:§% Solvent based desorption Loaded resinin
paclitaxel of active fromresin transportcontainers

concentrate
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