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BEVEZETÉS

HABERLANDT /1902/ sikertelen kísérletei óta 

a növényi szövettenyésztés az 1970-es évek ele­
jére érkezett el arra a szintre, hogy elméleti 
kérdéseken kivül egyes gazdasági problémák meg­
oldására is alkalmassá váljék.
A növényi sejtszuszpenziós kultúrák fermentáció­
jával történő gyógyszeripari alapanyagok előál­
lításának lehetősége már korábban felvetődött és 

a napjainkig végzett kísérleti eredmények alapján 

- a meglévő nehézségek ellenére +* egyre perspek- 

tivikusabbnak Ígérkezik. Hisz a sejtkulturák szá­
mos tekintetben olyan előnyös tulajdonságokkal 
rendelkeznek, amelyeket a konvencionális mezőgaz­
dasági termelés nem tud biztosítani.
A növényi termékek produkciója ily módon függet­
lenné válik a környezeti faktorok hatásától, úgy­
mint a klimatikus viszonyoktól, a földrajzi hely­
zettől, a kártevők pusztításától. A mezőgazdaság 

szakaszos termelése folyamatossá tehető, és nem
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utolsósorban a sejtek növekedése és bioszinteti­
kus folyamataik kontrollált körülmények közé ke­
rülnek, a metabolikus folyamatok ésszerű regulá­
ciójával pedig lehetőség adódik a vegyületek pro­
dukciójának emelésére.
A növényi sejttenyészetek iparban való alkalmazá­
sának egyedüli kritériuma, hogy a termelés gazda­
ságos legyen. Az in vitro előállított termék ára 

semmilyen körülmények között nem lehet magasabb a 

hagyományos mezőgazdasági művelés utján nyert ter­
mék áránál /ZEMK, 1977/.

Dolgozatomban arra a kérdésre kerestünk vá­
laszt, hogy az általunk létrehozott dedifferenci- 

álódott sejtszuszpenziós kultúrák milyen másodla­
gos anyagcsere kapacitással rendelkeznek, illetve 

bioszintetikus potenciáljukat a tenyésztési felté­
telek változtatásával miként lehet befolyásolni. 

Munkánk során olyan modell-rendszert szándékoztunk 

létrehozni, amely egy esetleges ipari alkalmazás 

lehetőségét is magában..hordozza, továbbá az in vit­
ro alkaloid bioszintézis alapkérdései és törvény­
szerűségei tanulmányozhatók, várhatóan a feltárt 

összefüggések általánosak, és más növények sejtte-
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nyészeteiben is érvényesek lehetnek.
A disszertációban szereplő valamennyi kí­

sérletet a Szegedi Biológiai Központ Genetikai 
Intézetében, az Alkaloida Vegyészeti Gyár anya­
gi támogatásával végeztük.
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ÁTTEKINTÉSIRODALMI

A növényi szövettenyésztés történetét 1902- 

-től számit ják, amikor HABERLAHDT eredménytele­
nül próbálkozott izolált növényi sejteket szin­
tetikus táptalajon tenyészteni.

Harminc év telt el amig GAUTHERET /1934/ 

francia és WHITE /1934/ amerikai kutatók eredmé­
nyesen oldották meg a gyökér-, illetve kallusz- 

kulturák in vitro tenyésztését.
Azóta számos táptalajt és tenyésztési tech­

nikát dolgoztak ki és az elmúlt évek munkáinak 

eredményeként a növényfajok széles spektrumát si­
került tenyészetbe vonni, valamint a legtöbb faj 
esetében az izolált sejteket sejtszuszpenzió for­
májában rutinszerűen fenntartani.

A magasabbrendü növények izolált sejtjeinek 

tenyésztési technikája alapvetően uj lehetőségeket 
biztosított a kutatásban, különösen a fiziológia, 

biokémia és genetika területén, főleg ennek tud-

1 SZECED I
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ható be az a rendkívül gyors és szerteágazó fej­
lődés, amelyet az elmúlt ötven év alatt megtett.

A növényi szövettenyósztési technika alkal­
mazása lehetőséget biztosított olyan problémák 

vizsgálatára és megoldására, mint a sejtosztódás 

és nagyobbodás, differenciálódás és morfogenezis, 
továbbá alkalmat nyújt a totipotencia és a növe­
kedési regulátorok szerepének tisztázására, drog­
hatás eredményes tesztelésére, tumorsejtek növe­
kedésének és a szomatikus sejthibridizáció tör­
vényszerűségeinek vizsgálatára, és nem utolsósor­
ban a sejtek primer és szekunder metabolikus te­
vékenységének meghatározására.

Mivel dolgozatomban elsősorban az iparilag 

is hasznos növények in vitro másodlagos anyagcse­
re kapacitásával kívántunk foglalkozni, Így a to­
vábbiakban nem térünk ki a növényi szövettenyész­
tés egyéb területeinek irodalmának áttekintésére. 

Érdeklődésünk középpontjába azok a munkák kerül­
tek, amelyek folyékony tápoldatban tenyésztett 

differenciálatlan sejtek, un. sejtszuszpenziós 

kultúrák másodlagos anyagcsere produktivitásával
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foglalkoznak, tekintettel arra, hogy ezek a te­
nyészetek - szemben a kallusz- és szervkultarák­
kal - egy esetleges ipari fermentáció lehetősé­
gét is biztosítják.

1* Másodlagos anyagcsere termékek képződése
növényi kultúrákban

A gyégyszeriparilag is hasznos növények szö­
vettenyészeteiben képződő elsődleges és másodla­
gos termékek az 1950-es években kerültek a kutatás 

előterébe. E tenyészetek bioszintetikus és metabo- 

likus potenciáljainak szisztematikus vizsgálata a- 

zonban csak később, az 1960-as években kezdődött el.
A vizsgálatokat eleinte szilárd táptalajon 

növesztett szerv-, illetve kalluszkultarákkal vé­
gezték, majd a tenyésztési technika tökéletesedé­
sével egyre több kutató választotta vizsgálati ob­
jektumául a szuszpenziós sejtkulturákat.

Napjainkig a növényi sejtkulturákban főként 

a következő produktumokat identifikálták; enzimek, 
szénhidrátok, organikus savak, alkaloidok, glükozi- 

dok, szteroidok, szapogeninek, terpenoidok, cser-
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savak.
Az utóbbi időben elsősorban gazdasági je­

lentőségük, valamint elméleti érdekességük miatt 

egyre behatóbban tanulmányozzák a kultúrák má­
sodlagos anyagcsere szintézisét. Ezek a vegyü- 

letek a legtöbb esetben jelentős farmakológia! 

aktivitással rendelkeznek, és mint gyógyszeripa­
ri alapanyagokra egyre nagyobb mennyiségben van 

szükség.
NICKELL /1962/ a szekunder növényi produk­

tumokat a következőképpen definiálta: " olyan 

vegyületek amelyeket nem minden növény szinteti­
zál, amelynek funkciói általában nem ismeretesek, 
és a növény számára nem esszenciális anyagok, en­
nek ellenére sok esetben jelentős biológiai ak­
tivitással, reguláló funkcióval rendelkeznek ".

SEIGER-PRICE /1976/ szerint a másodlagos 

metabolitok a korábbi nézetekkel szemben nem 

statikus állapotban lévő anyagcsere hulladékok, 

hanem rövid "turnoverrel" rendelkező, dinamikus 

egyensúlyi állapotú vegyületek, amelyeknek elsőd­
leges funkciója nem a kártevők elleni védekezés 

és energia raktározás, hanem a primer produktu-



-lo­

mokhoz hasonlóan a biokémiai folyamatok befolyá­
solása , szabályozása.

Az 1950-es években jelentek meg azok az 

első publikációk, amelyek szerv-, illetve kal- 

luszkulturák alkaloid szintézisét vizsgálták.
WEST és MIKA /1957/ Atropa belladonna gyökér és 

gyökérkallusz kultúrában talált mérhető mennyi­
ségű atropint, viszont sem levél sem szár eredetű 

kultúrából alkaloidot kimutatni nem tudott. A 

legmagasabb hozamot a gyökérkallusz kultúra ad­
ta 0,042-0,053 %-nyi értékkel.

CHAN és STABA /1965/ Datura stramonium szár- 

kallusz alkaloid produktivitását tanulmányozta.
A harmadik hét végére magas össz-alkaloid szin­
tet sikerült kimutatni /0,83 mg/50 ml kultúra/, 

amennyiben a MUBASHIGE-SKOOG-féle /1962/ tápta­
lajt kókusztejjel és prekurzorokkal egészítette 

ki. Ezekben a tenyészetekben 0,2 % L-fenilalanin 

jelenlétében igen magas, 0,161 % alkaloid szinte- 

tizálódott. A táptalajban az alkaloidok mindig ki­
sebb koncentrációban voltak jelen mint a sejtek­
ben.
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METZ és LANG /1966/ Hioscyamus niger gyö­
kér kultúrában 0,2-0,3 % szkopolamint detektált, 

STOH /1969/ pedig Datura stramonium szuszpenzió 

kultúra szkopolamin és hioszeiamin produkciójá­
ról számol Ъв,

TABATA és mtsai. /1971/ Datura innoxia kul­
túrával 0,015 %-nyi, HIRAOKA-TABATA /1974/ pedig 

0,03 io tropán alkaloidot szintetizált,
A fenti szerzőkön ki vili még számos kutató 

vizsgálta a Datura jizövettenyészetek alkaloid 

produktivitását, Így KLEIN /I960/, SHAH-KHANNA 

/1965/, ROMEIKE-KOLBITZ /1970/, KHANNA-NAG /1971/.
A dohány alkaloidok közül nikotint, anata- 

bint és anabazint identifikáltak növényi szusz­
penzió kultúrából /SPEAKE és mtsai., 1964; MITRA, 
1966; FURUYA és mtsai.,1967; PETERS és mtsai 
1974; TABATA-HIRAOKA, 1976 stb./.

Módosított White-féle médiumon /SOLTH.1957/ 
Nicotiana tabacum differenciálódott gyökér kultú­
rája 29 mg/g szárazszövet mennyiségben teimelt 

nikotint.
Később SOLTH és mtsai. /i960/ Nicotiana győkér- 

külturában egyidejű nikotin és anabazin produk-

•»
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ciót észlelt. A nikotin mennyisége arányosan nö­
vekedett a gyökér szárazsuly gyarapodásával, vi­
szont az anabazin szintézis az idő függvényében 

Jobban elnyújtott volt, s úgy látszott, hogy azt 

főleg az elöregedő gyökerek szintetizálják.
FURUYA és munkatársainak /1966/ Nicotiana 

tabacum szárkallusszal sikerült nikotint és ana- 

bazint termeltetni, mig CAREW /1965/ közleményé­
ben arról számol be, hogy gyökér szövetkulturája 

nikotint szekretál a táptalajba.
Az első Jelentős nikotin produkcióval rendel­

kező dohány kultúrát OHTA és munkatársainak /1975/ 

sikerült izolálni, amely a szárazsulyra vonatkoz­
tatva 1,7 % alkaloidot termelt.

OGINA és mtsai. /1978/ arról számolnak be, 
hogy klónszelektált kalluszkulturáik igen magas 

1-4 /о—nyi nikotint tezmelnek. A napjainkig pub­
likált dohány kultúrák közül ezek a vonalak ren­
delkeznek a legmagasabb bioszintetikus potenci­
állal.

A dioszgenin mint a gyógyszeripar egyik a- 

lapvető szteroid forrása hamar felhivta a szö­
vettenyésztők figyelmét.
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Diosoorea deltoidea /KAUL-STABA,1968/ és Sola-
1968/ sejt-num xanthocarpum /HEBLE és mtsai 

szuszpenziós kultúrából hamarosan sikerült is 

dioszgenint izolálni#
E területen ezideig a legjobb eredményt 

KÁUL és STABA /1968/ érte el. Dedifferenciált 

sejtkulturájukat MURASHIGE-SKOOG-féle médiumon 

tenyésztették, amelynek növekedési rátája 0,54 g 

szárazsuly l/nap volt, dioszgenin tartalma pe­
dig megközelítően 1 %•

HEBLE és mtsai. /1968/ által izolált Sola­
num xanthocarpum kalluszkulturájának dioszgenin 

produktivitása 0,008-0,001 % között ingadozott.
A Dioscorea sejtvonal a dioszgeninen kivül 3-szi- 

toszterolt és sztigmaszterolt is felhalmozott, 

mig e vegyületek közül a Solanum xanthocarpum 

kallusz csak а в> -szitoszterolt termelte.
MITRA /1966/ összefoglaló munkájában az 

intakt növények és a sejtkulturák másodlagos me- 

tabolizmusát hasonlította össze, s arra a követ­
keztetésre jutott, hogy jelentős biokémiai kü­
lönbség van a növény és a belőle származó sejt­
kulturák között, annak ellenére, hogy genetlkai-

*»
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lag azonos információt hordoznak. A fiziológiai 
különbségeket a sejtek uj környezetbe való kerü­
lésének és azok dedifferenciált állapotának tu­
lajdonította.

BÖHM /1977/ szerint a sejtkulturák alkaloid 

spektruma nem szükségszerűen tükrözi az anyanövé-r 

nyét. A sejtek alkaloid szintetizáló kapacitása a 

sejtek specifikus differenciációs programmjától 
függ.

TABATA /1977/ az eltérő alkaloid spektrumot, 

valamint azt az általánosan elfogadott tényt, hogy 

sejtkulturákkal másodlagos anyagcsere terméket 

szintetizáltatni különösen nehéz, azzal magyaráz­
za, hogy a dedifferenciált sejtek egyes specifi­
kus bioszintetikus utjai blokkolódnak.

A reguláié folyamatok megértéséhez elenged­
hetetlennek látszik a szekunder termékek szinté­
zisében résztvevő enzimek ismerete. Sajnos a sejt­
kulturák metabolizmusa kevésbé vizsgált, jelentős 

nehézséget okoz, hogy ezekben a rendszerekben a 

bioszintetikus aktivitás gyakran nagyon alacsony. 

Véleményünk szerint a fenti területen csak a kez­
deti lépések történtek meg, és az elért eredmények 

általános következtetések levonására még nem al-
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kalmasak.
Amint a bevezetőben is látható volt a növé­

nyi sejtkulturák ipari alkalmazását egyetlen té­
nyező befolyásolja, az hogy egységnyi fermentá­
ciós idő alatt az adott tenyészet mennyi terméket 
képes produkálni. A két legfontosabb paraméter a 

sejtek növekedési üteme és az általuk termelt a- 

nyag mennyisége.
TEUSCHER /1973/ megjelent összefoglalójában 

egyetlen egy növény az Ammi visnaga található, 

melynek szuszpenzió kultúrája magasabb másodla­
gos anyagcsere produkcióval rendelkezett, mint a 

differenciálódott növény.
Ezen a téren a helyzet az utóbbi időben nem so­
kat változott.

Sejtkulturában ezideig kimutatott másodla­
gos anyagcsere termékek közül a ginzengozidok 

szintetizálódtak a legnagyobb mennyiségben /ОКА- 

МАТО, 197 5/. A szárazsuly százalékában 27 %-nyi 
nyers szapogenin termelődött, amely a kifejlett 

növény produkciójának hatszorosa. Az egereken 

végzett farmakológiai tesztben a sejtextraktum 

teljesen egyenértékűnek mutatkozott a ginseng

a—
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gyökór kivonattal.
Kiemelkedő produkcióval rendelkeznek még 

ZENK /1975/ Murinda citrifolia, valamint ZENK 

/1977/ Coleus blumei sejtszuszpenziós kultúrái, 

amelyek 10 % antrakinon, illetve 3*6 % rozma- 

rinsav szintetizáló kapacitással rendelkeznek.

2. Szekunder anyagcsere folyamatok regu­
láció ,1a növényi sejtkultúrákban

A növényi sejtkulturák másodlagos anyagcsere 

produkciója nagymértékben függ a környezeti és 

biológiai tényezőktől. Az alábbiakban néhány je­
lentősebb faktor szerepét szeretnénk illusztrálni.

Fény: Napjainkig meglepően kevés olyan köz­
lemény jelent meg, amely a sejtkulturák másodla­
gos anyagcseréjének intenzitása és a fény közötti 
kölcsönhatást tette vizsgálata tárgyává. Az eddi­
gi eredmények azonban egyértelműen bizonyítjak, 

hogy a fény az egyik legjelentősebb fizikai faktor.
Ruta graveolens fényen, illetve sötétben 

tenyésztett kalluszainak illóolaj produkciója kö-
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zötti különbségről számol be CORDUAN-REINHARD 

/1972/. A szövetkulturában a fény a legtöbb e- 

setben stimulálta a karotinoidok, flavonoidok, 

polifenolok bioszintézisét.
HAHLBRÜCK /1971/ behatóan tanulmányozta pet­

rezselyem kultúrában, a fény hatását a flavonoidok 

képződésére. Eredményei világosan bizonyították, 

hogy fényen a kultúra enzimeinek aktivitása nő, 
a fiavon, illetve flavonol glükozidok mennyisége 

emelkedik.
Lithospermum kultúrában a stimuláló hatás­

ban éles ellentét mutatkozik fehér, illetve kék 

fény alkalmazása esetén, a kék fény majdnem tel­
jesen gátolja a shikonin származékok képződését 
/ТАВАТА és mtsai.,1974/. Ennek okát a szerzők 

abban látják, hogy a shikonin szintézishez ЖИ 

/Flavinmononukletoid/ szükséges mint koenzim, ez 

az anyag viszont kék fény hatására inaktiválódik.
HAGEL—REINHARD /1975/ kísérleteiben a kék 

fény a terpenoidok bioszintézisét szintén gátolta.
A fent emlitett példák talán illusztrálják 

a fény szerepét a másodlagos anyagcsere regulá­
cióban, de a végzett kevés számú kisérlet nem
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teszi lehetővé, hogy általános következtetése­
ket vonjunk le.

Növekedési regulátorokt A magasabb rendű 

növényekben egyes vegyületek szintézise, illetve 

felhalmozása specializált szervekben, szövetek­
ben történik. így például az olajok az erre a 

célra differenciálódott mirigyekben, szekréciós 

tömlőkben, mig a latex komponensek a tejcsövek- 

ben találhatók.
Számos dedifferenciált sejt-, illetve szö- 

vetkulturával sikertelenül próbáltak bizonyos 

vegyületeket termeltetni, igy morfint /FURUYA, 
1972/, mentolt /WANG-STABA,1963/, tetrahidrokan- 

nabinolt /ITOKAWA,1975/.
iá negativ kisérleti eredmények azt bizonyítják, 

hogy a fenti vegyületek szintézise csakis speci­
fikusan differenciálódott szervekben, szövetekben 

lehetséges.
Amennyiben a dedifferenciálódott kultúrákban 

növényi hormonok adagolásával szerv, illetve nö­
vény regenerációt indukáltak, sok esetben jelen­
tősen emelhető volt a szekunder termékek produk-
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ciója. így sikerült a dohány kultúra nikotin
1971/» Scopolia palviflora

1972/, a
Datura innoxia össz-alkaloid /HIRAOKA-TABATA 

1974/ szintjét emelni.
IKUTA /1974/ bizonyította, hogy a nem ter­

melő Papaver kultúrában az ópium alkaloidok 

szintézise helyreáll, amennyiben a tenyészet­
ben növény redifferenciálódást indukál.

A. növényi növekedési hormonok nemcsak a 

sejtkulturák növekedését és differenciálódását 

befolyásolják, hanem a másodlagos metabolizmus- 

ra is kifejtik hatásukat. Ez a hatás azonban nagy­
mértékben fajspecifikus.

Számos kutató vizsgálta az auxinok hatását 
a nikotin szintézisre. Ezzel kapcsolatban TABA- 

TA és mtsai. /1971/ munkáját említenénk, ahol a 

nikotin produkciót a 2,4 D erősen gátolta, illet­
ve a kinetin elősegítette.

A nikotin szintézis biokémiai mechanizmu­
sának hormonális szabályozását MIZUSAKI és mtsai. 

/1971/ derítették fel. Bizonyították, hogy a 

magas koncentrációban jelenlévő auxin gátolja a

/ТАВАТА és mtsai 
tropán alkaloid /ТАВАТА és mtsai

•»

• *
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putreszcin-N-metil transzferáz aktivitását, a 

ennek következtében a putreszcin a sejtekben 

felhalmozódik, és abnormális raetabolikus ter­
mékké alakul.

Lithospermum kultúrában szintetikus auxinok- 

kal /2,4 D vagy NAA/ teljes mértékben gátolható 

volt a shikonin szintézis, viszont a természetes 

IAA alig befolyásolta azt /ТАВАТА és mtsai.,1974/«
Érdekes eredményekről számol be ZElíK és 

mtsai. /1975/ amikor auxinok másodlagos anyagcse­
rére gyakorolt hatását vizsgálta Murlnda kultú­
rában. A sejtek antrakinon produkciója NAA jelen­
létében csökkent, viszont 2,4 D alkalmazása ese­
tében nem.

Hasonlóan a 2,4 D nem gátolta az antrakinon 

termelődését Cassia tora sejtkultúrában /ТАВАТА 

és mtsai., 1975/, mig a dioszgenin felhalmozódá­
sát jelentősen stimulálta /KAUL-STABA, 1969/.

Prekurzorok: A kultúrák végtermék produkció­
ját emelni lehet külsőleg adagolt szintetikus pre- 

kurzorokkal, abban az esetben, ha a vegyület fel- 

halmozódását prekurzorhiány limitálja.
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Scopolia és Datura kultúrák tropán alkaloid 

szintje feltűnően emelkedett direkt prekurzor, 

tropasav adagolása esetén /ТАВАТА és mtsai., 1971/.
HIRAOKA /1973/ viszont arről számol be, hogy 

a Datura sejtek tropán alkaloid hozamát direkt 

prekurzorokkal nem sikerült emelni, egyedül a 

gyégyszerlparilag értéktelen aoetiltropin mennyi­
sége gyarapodott.

KHANNA-NAG /1972/ közleményében arról ad hirt, 

hogy tirozin, valamint fenilalanin adagolása esetén 

a Datura metel kalluszkultura atropin produkciója 

tekintélyes mértékben emelkedik a hioszciamin, 

valamint a k.olin képződés azonban megszűnik.
A direkt prekurzorok alkalmazása nem vezet 

mindig szükségszerűen a végtermék mennyiségének 

emelkedéséhez /ТАВАТА és mtsai., 1976/. Tapasztala­
tuk szerint a Lithospermum kultúrában háromszoros­
ra emelkedett a shikonin tartalom, ha a kultúra 

táptalajához fenilalanint adtak, ellenben a köz­
vetlen prekurzor /р-hidroxibenzoesav/ ezt a ha­
tást nem váltotta ki.

A fenti példákból is kiderül, hogy prekurzo­
rok adagolásával nem egyszerű feladat a végső tér-
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mék hozamot hatásosan befolyásolni, különösen 

akkor nem, ha gazdasági szempontokat is figye­
lembe veszünk.

3. Biotranszformáoió

Speciális vegyületek növényi sejtekkel tör­
ténő átalakítása, biotranszformációja jelenleg ta­
lán az egyik legperspektivikusabb területnek Ígér­
kezik. Talán itt várható leghamarabb, hogy a nö­
vényi sejtkultura ipari termelés alapjává válik.
Az optimizmus alapja az, hogy a*z eddig végzett 

munkák igazolták azt a hipotézist, hogy növényi 
sejtek segítségével vegyületeken olyan speciális 

átalakítások lehetségesek, amelyeket eddig sem mik- 

robiális, sem szintetikus utón nem sikerült megva­
lósítani.

A fenti területen a kezdeti lépéseket FURUYA 

és mtsai. /1973/ tették meg. Szivglükozidokat és 

szexhormonokat transzformáltattak növényi sejtekkel.
Növényi sejtek transzformálásával legkoráb­

ban REINHARD /1974/ ért el olyan praktikus érté­
ket, hogy az ipari alkalmazás gondolata is felme-
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rült. Digitális lanata sejtvonalával sikeresen 

alakította át mind a digitoxint, mind a 6-metil- 

digitoxint gyógyszeriparilag hasznosabb vegyület- 

té úgy, hogy a szteránváz 12 pozícióján hidroxi- 

lezési folyamat zajlott le.
PILGRIM /1970/ hat egyszerű fenol biotransz­

formációjáról számol be. Az átalakulás végén a 

fenti vegyületek monoglükozidjait nyerte.
Datura innoxia sejtkulturában a fenol vegyü­

letek glukolálását TABATA és mtsai. /1976/ tették 

vizsgálatuk tárgyává. A kémiai analízisek eredmé­
nyei azt mutatták, hogy három dihidroxibenzol i- 

zomer, valamint más fenol vegyületek könnyedén 

alakulnak át mono-A-D-glükozidjaikká. A kísérle­
ti eredmények bizonyították, hogy a Datura sejtek 

figyelemre méltó kapacitással glukolálják a hid- 

roxikinonokat arbutinná, amely vizelethajtó, va­
lamint antiszeptikus szer. A hidroxikinonok tel­
jes átalakulásához tiz órára volt szükség.

Nyilvánvaló összefüggés van a sejtek anyag­
csere állapota és biotranszformációs kapacitása 

között. Ennek érdekes bizonyitéka BARZ /1975/ mun­
kája. Növényi sejtekkel fenol vegyületeket gluko- 

zilálását tanulmányozta aerób és anaerob körül-
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mények között. Az izoflavon glukózHálásának 

rátája bab szuszpenzió kultúrában, aerób körül­
mények között 4 %, mig anaerób viszonyok mellett 

a transzformációs kapacitás hatszorosára emel­
kedett.

Végezetül MIURA-MILL /1971/ munkáját említ­
jük meg. Dohány kultúrában DL triptofánt alakított 

át L-triptofánná. Bár az átalakítás mértéke csak 

6 °/ot de az eredmény mégis jelentős, mert bizonyí­
totta, hogy a növényi kultúrák racemát vegyületek 

optikailag aktiv formákká való átalakítására is 

alkalmasak.

4. Növényi sejtkultúrák fermentációja

A növényi sejtfermentáció meglehetősen rö­
vid múltai rendelkezik. Ennek legfőbb oka, hogy 

napjainkig kevés olyan növényi kultúrával rendel­
kezünk, amelynek termék produkciója olyan magas 

lenne, hogy gazdaságos ipari fermentációt is le­
hetővé tenne,

A növényi sejtek fermentációja területén 

1977-ben két jelentős eredmény született.NAGAUCHI
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éa munkatársainak /1977/ sikerült 20 000 1-es 

fermentorban dohány sejteket fenntartani. A 

maximális sejthozam 70 óra alatt 15 g/l sejt- 

szárazsuly volt, ami közel ötszöröse az eddigi 
eredményeknek, továbbá bizonyította, hogy a 

modern fermentációs technikával mind a baktéri­
umokkal, mind a gombákkal szemben megfelelő ste­
rilitás érhető el.

WAGNER és VOGELMANN /1977/ Murinda citri- 

folia sejtek növekedését és antrakinon produkci­
óját vizsgálta négy eltérő tipusu reaktor rend­
szerben. Eredményeik szerint az "airlift" fermen­
torban a kultúrák produktivitása lényegesen ma­
gasabb, mint a vizsgált másik három reaktorban.
Az "airlift" reaktor nagy térfogatú fermentáci­
ókhoz is alkalmas modellnek látszik, a sterili­
tási problémák, valamint a költségráfordítás itt 

a legkisebb.
A növényi sejtek fermentációja során speci­

ális probléma a kevertetés és a levegőztetés, a 

sejtek nagy érzékenységet mutatnak a fermentor­
ban fellépő nyiróerővel szemben.

Murinda citrifolia produkciós fázisában a kriti-
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2kus nyiróerő stresszt 800-2000 din/cm -nél mér­
ték, a kritikus oxigén tenzió 5 % telitettsóg- 

nél van /VOGELMAHN és mtsai
A növényi sejtek fermentációja során rend­

szerint erős habzás figyelhető meg, és a tenyé­
szetek a legtöbb esetben tolerálják a különböző 

habzás elleni kemikáliákat./MANDELS,1972/.
Az utóbbi időben TAKAYAMA és munkatársai­

nak sikerült csökkenteni, vagy teljesen megszün­
tetni a habzást, ha a táptalajban emelték a kál- 

cium mennyiségét.
Másik probléma, hogy a tenyésztés költsé­

gei megtérülnek-e a növényi sejtek fermentációja 

során. Hiszen jelentős anyagi ráfordítás szük­
séges a fermentor üzemeltetéséhez, az inokulum 

előállításához, és a két hétig is eltartó végső 

fermentációhoz. Ipari szempontból kétségtelenül 
jelentősek azok a próbálkozások, amelyek a növé­
nyi sejtek táptalajainak egyszerűsítésével fog­
lalkoznak. Jelen árviszonyok mellett a táptalaj­
költségek jelentős részét a vitaminok, valamint 

a szénforrásként alkalmazott szaharóz teszi ki, 

TABATA /1977/ véleménye szerint az elkövet-

1978/.•»
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kezendő időben, a növényi fermentáció területén 

a következő feladatokat kell megoldani:

a./ genetikailag stabil, gyors növekedéssel 
és magas bioszintetikus aktivitással ren­
delkező sejtvonalakat kell izolálni,

b./ a növényi sejtek fermentációjához speci­
ális fermentorokat szükséges tervezni,

c./ a fermentáció költségeit tovább kell 
csökkenteni.

Amennyiben a fenti problémákat sikerül megoldani, 

úgy a növényi kultúrákkal történő gyógyszeripari 
alapanyag előállítás egyre inkább gazdasági ered­
ményt is Ígérő feladat.



-28-

ANYAG ÉS MÓDSZER

Vizsgálatainkat Datura innoxia Mill., Sola- 

Solanaum laciniatum és Solanumnum dulcamara L 

vescum sejtvonalakon végeztük.
A sejtvonalak indításához szükséges - hatóanyagra 

előzetesen szelektált - növényanyagot ifj. Dr. Má­
té Imre bocsátotta rendelkezésünkre /MTA Botanikai 
Intézet, Vácrátót/.

• t

1. Sejtszuszpenziós kultúrák indítása és
fenntartása

A növényi magvakat 70 %-os etanollal 30 má­
sodpercig fertőtlenítettük, majd steril desztil­
lált vízzel háromszor öt percig mostuk.
A steril magvakat - minden faj esetében - növeke­
désszabályzókat és szaharózt nem tartalmazó, MU- 
RASHIGE-SKOOG-szerint /1962/ összeállított, 0,8% 

agarral szilárdított táptalajra helyeztük, és
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fényen csiranövényeket neveltünk.
A steril csiranövények különböző szerveiből 

3-5 mm-es szegmentumokat vágtunk le, és 1,1 mg/l 
2,4 D-t, valamint 0,20 mg/l kinetint tartalmazó 

szilárd MS táptalajra helyeztük.
A tenyészeteket sötétben, 26 "C hőmérségleten ne­
veltük. A növényi szövetdarabkák felületén képző­
dött kalluszokat leválasztottuk, és azonos össze-

♦

tételű, friss táptalajra helyeztük.
Többszöri átoltás után jól növekedő, differenciá­
latlan kallusztenyészetekkel rendelkeztünk, ame­
lyeket rendszeres, 4-6 hetenként történő átoltá- 

sokkal tartottunk fenn.
A legjobban növekedő felületi tenyészetekből szusz- 

penziós kultúrákat létesítettünk /1. ábra/, 

két 500 ml-es Erlenmeyer lombikokban, 200 ml táp­
oldattal, 150 rpm fordulat számmal, New Brunswick 

rázógépen rázattunk.
A tenyészetek passzálására, friss tápoldattal 

való ellátására két naponként került sor. A szusz- 

penziós tenyészetek, a felületieknél használt és 

bevált összetételű, de agart nem tartalmazó tápta­
lajban nőttek.

amelye-
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Minden műveletet steril körülmények között 

végeztünk, a táptalajokat és a használt eszközö­
ket autoklávban sterilizáltuk.

A tenyészetek jellemzésére használt száraz 

sejtsuly meghatározása, a sejtek Miracloth szű­
rön történő átmosása után, 48 órás 60 "c hőmérsék­
leten való száritás után történt.

fp
/_\ szilárd
vfrfm táPtalQJ

növény steril szövet kallusz

folyékony
tápoldat

steril szövet
kultúra

1. ábra: Növényi sejtszuszpenziós kultúrák 

inditása.
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2. Datura se.1tkultúrák tropán alkaloidtar-
talmának meghatározása

A táptalajtól megszűrt Datura innoxia szövet­
mintákat az enzimek inaktiválása végett 105 C-on 

15 percig hevitettük, majd 60 °C hőmérsékleten suly- 

állandóságig szárítottuk.
A finom porrá örölt minták 1 g-hoz 0,75 ml 28 %-os 

NH^OH-t, 1 ml 95 %-os etilalkoholt és 2 ml etilétert 

adtunk, majd a mintákat 12 órán át maceráltuk, és 

utánna bepároltuk.
Az igy nyert szárazanyagot kloroformmal 24 órán 

keresztül Soxhlet-kószülékben extraháltuk, a klo- 

roformos oldatot vákuum alatt bepároltuk.
A maradékot 0*25 ml 0,1 N etanolos sósavba vettük 

fel, majd 10 000 g-vel 20 percig centrifugáltuk.
Az Így kapott felüluszót használtuk az alkaloidok 

kvantitatív analízisére.
A szkopolamin, illetve hioszciamin gázkromatográ­
fiás meghatározását PARKER és mtsai. /1963/ mód­
szere alapján végeztük.
Az irodalmi adatokkal való összevethetőség érde­
kében a kultúrák alkaloidtartalmát a sejtek szá­
razanyag százalékában adtuk meg.
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3. Solanum fajok ae.1tkultúrálnak alkalold-
éa szapogenintartalmának meghatározása

Extrakció: A Solanum sejteket a táptalajtól 
szűrés utján különítettük el.
Ezután a sejteket 105 °С-оп 15 percig, majd 60 °C 

hőmérsékleten 48 óráig szárítószekrényben szárí­
tottuk, és a porított anyagot 80 í%**os metanollal 
extraháltuk•
Az extrakció 24 órán keresztül szobahőmérsékleten 

Soxhtlet-készülékben történt.
A metanolos kivonatot Rotadeszt készülékben bepá­
roltuk, majd a mintákat savas hidrolízis után 

9-es pH-án, megfelelő mennyiségű kloroformmal há­
romszor kiráztuk.
A bepárlási maradékot 1 ml kloroform metanol /1:1/ 

arányú elegyében oldottuk fel.

Vékonyréteg kromatográfiai A minták futtatá­
sa 250 /u vastagságú TLP-012 Anasil G /NEN Chemicals/ 
szilikagélen, ill. néhány esetben házi készitésü 

rétegen történt.
A bepárlási maradék kloroformmetanol /1:1/ olda-
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tákból 10 >ul-es alikvótokat vittünk a rétegre.

A futtatást 14 cm távolságig, szobahőmérsékleten 

dél záró kádakban végeztük.
Futtató szolvensnek kloroformmetanol /19:1/, 

valamint piridinsetilacetát:viz /1:5:4/ arányú 

elegyét használtuk.
A lemezeket az oldószernyomok teljes eltávozása 

után hivtuk elő, kloroformban oldott 20 %-os 

SbCl^-dal, a szinreakcló 10 percig 105 °C-on tör­
ténő melegítés után jelentkezett.
Az értékelést UV-fényben végeztük, az Rf értékek, 

és a SbCl^-dal adódó szinreakcló alapján. Az a- 

zonositást részben együtt futtatott autentikus 

teszt-mintákkal történő összehasonlítás alapján, 

részben VÁGUJFALVI és mtsai. 1966-ban közölt mód­
szerével végeztük.
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EREDMÉNYEK ISMERTETÉSE

1. Datura limoxia Mill, se.jtszuszpenziós
kultúrák tropán alkaloid produkciója

A szuszpenziókulturák indításához szükséges 

kallusz-szöveteket steril csiranövények kallu- 

szositásával kaptuk, amelyeket 1,1 mg/l 2,4 D és 

0,20 mg/l kinetin jelenlétében, 0,8 % agarral 
szilárdított MS médiumon tartottunk fenn.
A szuszpenziókulturák létrehozásának első lépése, 
a differenciálatlan kalluszok folyékony táptalaj­
ban történő tenyésztése, rázatása.
Az 1,1 mg/l 2,4 D-ről eredő kalluszokat 0,5 mg/l 
2,4 D-t tartalmazó MS folyadék kultúrába vive, a 

harmadik hét után kaptunk olyan tenyészeteket, a~ 

melyek nagy mennyiségben tartalmaztak intenziven 

osztódó különálló sejteket és néhány sejtből álló
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aggregátumokat•
Tulajdonképpen ez volt az a stádium, amikor az 

alkaloid produkcióval kapcsolatos kísérletek 

elindithatéak voltak.

A nagyszámú lehetőség közül elsőként azt 

vizsgáltuk, hogy a tenyésztés során a kultúrák 

alkaloidtartalma hogyan változik.
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2. ábra; Datura kultúrák növekedési intenzi­
tása és alkaloid produktivitása. 

Sejtek szárazsuly gyarapodása ©-©; 
hioszciamin tartalom o-o; szkopo- 

lamin tartalom Л-Д .
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A sejtek: szárazsuly gyarapodását és alkaloid ér­
tékeit a 2. ábra mutatja.
A kultúrák növekedési intenzitását a száraz sejt-
suly gyarapodása utján követtük nyomon, és mg/ml 
egységben határoztuk meg, mig a hioszciamin és
szkopolamin tartalmat a szárazanyag százalékában.

I. táblázat: Elöregedő Datura tenyészetek alka­
loidtartalma.

inkubációs idő sejtszárazsuly hioszciamin szkopolam.
mg/ml/пар/ % %

0,036
0,008
0,000

15 10,0
13,2

12,9

0,042
0,016
0,010

20

24

Az alkaloid értékek jelentősen ingadoznak. 

Lényegében két termelési csúcs figyelhető meg a 

hatodik, illetve a tizenkettedik napon. A második 

hioszciamin csúcs 0,2 %-al figyelemre méltó érték,
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amely 18 mg hioszciamint jelent egy liter sejt- 

kulturában.
A szkopolamin értékek kisebbek, de a ciklikusság 

itt is megfigyelhető.
Kísérleteink során a tenyésztési idő további 

növelése, a kultúrák elöregitése nem vezetett a 

sejtek alkaloid produkciójának további növekedé­
séhez, mint az I. táblázat adatai is mutatják.

2. Növekedési regulátorok hatása a Datura
innoxia Mill, sejtkulturák növekedésé­
re és alkaloid termelésére

Mint minden sejttenyészetben, Így a Datura 

esetében is dedifferenciált sejtek alkotják a szusz- 

penziókulturát.
A táptalajban jelenlévő növényi hormonok szüksége­
sek az intenzív sejtosztódáshoz, a tenyészetek gyors 

szaporodásához, de ugyanakkor dedifferenciációt is 

eredményeznek.
Ezzel szemben az alkaloid szintézis differenciált 

sejtfunkciónak tekinthető, amely nem esszenciális 

a sejtek alapanyagcseréje és életbenmaradása szem-
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pontjából.

Kísérleteink kiindulópontja a következő kér­
dés feltevés volt; miként befolyásolják a dediffe- 

renciált sejtkulturáic növekedési intenzitását, és 

alkaloid produkcióját azok a hormon koncentrációk, 

amelyek kallusz szinten organogenezist, hajtás,ill. 

gyökér redifferenciálódást indukálnak.

~ 10
E
слE

6-гз
0)
Na

-a
N
01
ÖT 201

9630
idő (nap)

3. ábra; Hipokotll eredetű Datura sejtek nö­
vekedési intenzitása eltérő hormon
kombinációk mellett, o-o 2,4 D + ki-

IAA + kinetin; »-© IAA + BA.
gép f

netin; A-A

'
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Datura kultúráinkat az alábbi hormon kombinációjú 

MS alapú táptalajra helyeztük.
1. / 1,1 mg/l 2,4 D + 0,20 mg/l kinetin
2. / 1,0 mg/l IAA
3. / 1,0 mg/l IAA

+ 0,20 mg/l kinetin 

+ 0,12 mg/l BA

14

E 10
ел
E
>4

-D
8 6a

-a
N
1Л

ÖT
1Л

2

9630
idő (nap)

4. ábra Gyökér eredetű Datura sejtek nö­

vekedése, eltérő hormon kombináci­
ók mellett, o-o 2,4 D + kinetin; 

A-А IAA + kinetin; e-® IAA + BA.
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Az IAA, illetve a kinetin és BA hatását hi- 

pokotil eredetű kultúrákban értékeltük, amelye­
ket a kísérlet indítása előtt az adott hormon- 

összetételű táptalajon tiz napig előtenyésztet­
tünk.
Az egyes sejtvonalak növekedési dinamikájárói a 

3. és 4. ábra görbéi tájékoztatnak.
A legerősebb növekedésgátlás - minden sejtvonal 
esetében -, az IAA-t és klnetlnt tartalmazó táp­
talajon volt megfigyelhető, mig a legjobb növeke­
dési rátával, ákontroll tenyészetként használt 

2,4 D-t és kinetint tartalmazó médiumon tenyész­
tett kultúrák rendelkeztek.
A tropán alkaloid bioszintézist mindkét hormon­
kombináció, mindkét sejtvonal esetében negative 

befolyásolta. A hipokotil, illetve gyökér erede­
tű kontroll tenyészetek 0,1-0,2 % közötti alka­
loidtartalmához viszonyítva az IAA + kinetinen 

és az IAA + BA-en növesztett Datura tenyészetek­
ben elhanyagolható, 0,001-0,003 fä-nyi hioszcia- 

min, illetve szkopolamin szintetizálódott.
A szintetikus auxinok, mint például a 2,4 D 

megvonása a táptalajból fokozatosan a sejtek en­
dogén hormonszintjének csökkenéséhez vezet, s ez
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5. ábra; 2,4 D mentes médiumon tenyésztett
Datura sejtek növekedése és alkalo- 

idhozama. «-« tenyészetek száraz- 

súly gyarapodása; o-o hioszciamin 

tartalom; Д-Л szkopolamin tartalom.

számos növényi kultúrában differenciálódási folya­
matokat indit meg. A hormonmentes körülmények kö-
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zött tenyésztett Datura sejtekben mért eredménye­
inket az 5. ábra foglalja magában.
Látható, hogy a hozmon megvonása után a szárazsuly 

növekedési görbe meredekebb, mint a hormonos kí­
sérletekben volt. A hatodik nap után azonban a 

sejtek osztódása leállt, s ez a tizenötödik napra 

a tenyészetek teljes leromlásához vezetett.
A hioszciamin produkció szempontjából a hormonos 

/0,5 mg/l 2,4 D + 0,20 mg/l kinetin/ kísérletek­
hez hasonlóan itt is két termelési csúcs figyel­
hető meg. A maximális hioszciamin produkció a 

hatodik nap volt detektálható, 0,125 % értékkel, 

ami lényegesen magasabb, mint a 2,4 D-on fenntar­
tott Datura sejtek esetében volt, ugyanakkor a má­
sodik csúcs ez alatt marad.
A sejtekben a legmagasabb szkopolamin tartalom a 

15. napon volt mérhető, A 0,116 % kiugró érték, 

amely a tenyészetek általános leromlásakor jelent­
kezik.

/

Ismeretes, hogy a növényi kallusz- és sejt­
tenyészetekben a differenciálódás folyamata sti­
mulálható antiauxinokkal. Ezek a vegyületek az
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auxinokkal szerkezeti hasonlóságot mutatnak 

és azok dedifferenciáló hatását képesek fel­
függeszteni. A Datura tenyészeteinkben jelen­
lévő 2,4 D egyik antiauxinja a 2,4,6 T. •
A kisérlet során valamennyi Datura tenyészet 
MS alapú médiumon növekedett, amely a II. táb­
lázatban megadott homonokkal volt kiegészítve*
A szuszpenziókulturákra gyakorolt antiauxin ha­
tást a II.táblázat alapján értékeltük.
Az alkaloid adatok egyöntetűen alacsony értéket 

képviselnek, a vizsgált antiauxin egyik koncent­
rációja sem okozott szintézis növekedést.
A 2,4»6 T a Datura sejtek poliferációs rátáját 

csökkentette, de nem koncentráció függően, összes­
ségében ez a kísérleti megközelítés nem eredmé­
nyezett alkaloid termeiében növekedést.

3. DMSO hatása a Datura innoxia Mill.
sejtkulturák növekedésére és alka­
loid termelésére

A DMSO-nak a sejtekre gyakorolt komplex 

hatása nem teljesen tisztázott. Vannak adatok,



II. táblázat: Antiauxin hatása a Datura sejtek tropán alkaloidtartalmára.

inkubációs idő 6 nap inkubációs idő 12 nap
hormon

sejtszáraz- hioszci- szkopola- sejtszáraz- hioszcia- szkopo- 

suly mg/ml amin % min % súly mg/ml min % lamin %
kombinációk

кinétin 
0,20 ing/l 10,6 0,0640,035 0,019 14,4 0,028

кinétin 
0,20 mg/l + 
0,256 mg/l 
2,4,6 T

0,006 11,58,8 0,027 0,008 0,001

kinetin 
0,20 mg/l + 
1,28 mg/l 
2,4,6 T

5,1 8,10,005 0,010 0,001 0,000

kinetin 
0,20 mg/l + 
2,56 mg/l 
2,4,6 T

0,0064,7 0,002 0,009 7,9 0,002
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ms tápoldat 
о—О MS tápoldaUr/о DMSO 
A—A MS tápoldat*2°/о DMSO 
A—A MS tápoldaW/o DMSQ^
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6. ábra: DMSO jelenlétében tenyésztett 

Datura innoxia kultúrák növe­
kedési intenzitása.

amelyek a membránokra kifejtett hatását, ill. 

sejtosztódást gátló szerepét mutatják. Diffe­
renciálódást kiváltó hatása szintén ismert.
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о,зо MS tápoldat 
□ MS tápoldat .1"/. DMSO 

MS tápoldat +27. DMSO 
О MS tápoldat .47. DMSO
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7. ábra: DMSO hatása a Datura tenyészetek 

hioszciamin produkciójára.

Ezekből az adatokból kiindulva nyúltunk ehhez a 

vegyülethez, és vizsgáltuk a Datura kultúrák al­
kaloid bioszintézisére kifejtett hatását.

A 6. ábra a sejtek növekedését mutatja 1 % 

2 % és 4 % DMSO jelenlétében.
A kontroll tenyészetekhez viszonyítva valamennyi 
DMSO koncentráció gátolta a kultúrák növekedését
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8. ábra: DMSO hatása a Datura tenyészetek 

szkopolamin termelésére.

gyakorlati szempontból azonban csak a legmaga­
sabb DMSO koncentráció növekedés gátlása volt 

figyelemre méltó.
A 7» ábrán az egyes kísérleti kombinációk­

ban a hioszciamin tartalom változásait láthatjuk. 

A gázkromatográfiás analízissel kapott adatok 

szerint a DMSO jelenléte a táptalajban növelte 

a sejtek alkaloid szintézisét.



-48-

Az alkaloid produkció ciklikussága mind a hi- 

oszciamin, mind a szkopolamin esetében megfi­
gyelhető. A DMSO kezelés hatására a maximális 

hioszciamin produkció időben előretolódott, s 

kiugró 0,3 %-nyi értékkel a 6. napon volt detek­
tálható, ugyanakkor a kezeletlen tenyészetek 

bioszintetikus kapacitása a 12. napon már maga­
sabb, mint a DMSO-val kezeiteké.
A szkopolamin tartalomra vonatkozó adatokat a 

8. ábrán ismertetjük. A DMSO valamennyi vizsgált 

koncentrációja fokozott szkopolamin szintézist 

eredményezett. A termelési csúcsok időbeli előre- 

tolódása itt is megmutatkozott.
A termelési értékeket tekintve a 4 % DMSO-t tar­
talmazó tenyészetek 0,17 %-nyi, az 1 % DMSO-t 
tartalmazók pedig 0,14 % szkopolamint termeltek, 

a szárazanyag százalékában, hat napos tenyésztés 

alatt.
A DMSO-nak az alkaloid bioszintézist befolyá­

soló hatását olyan Datura tenyészetekben is meg­
vizsgáltuk, amelyeket 2,4 D, illetve kinetin men­
tes médiumon tenyésztettünk.
A hormonmentes táptalajon vizsgált kultúrák ese­
tében is megfigyelhető volt, hogy a DMSO fokoz-
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za az alkaloidok bioszintézisét, a pozitiv ha­
tás azonban nem volt olyan jelentős, mint a 

2,4 D és kinetin jelenlétében.

4. Prekurzorok hatása a Datura tenyészetek
hioszciamin és szkopolamin produkciójára

Bár a hioszciamin és szkopolamin bioszin­
tézis lehetséges utjai még meglehetősen tisztá­
zatlanok, az azonban már bizonyítottnak vehető, 
hogy a hioszciamin a tropasav eszterifikációjá- 

ból származik /LIEBISCH-SCHÜTTE.1967/.
A tropasav elsődleges prekurzorakónt a fenilala- 

nint, a tropin elsődleges prekurzoraként pedig 

az ornitint tételezik fel az irodalomban. 
Kísérletünkben arra kerestünk választ, hogy az 

általunk fenntartott Datura innoxia sejtkulturák- 

ban, a feltételezett prekurzor aminósavak hozzá­
adásával növelhető-e a tropán vázas alkaloidok 

bioszintetikus kapacitása.

Mivel a megelőző kísérleteinkben a legmagasabb 

alkaloidtartalmat a tenyészetek aktiv növekedé-
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9» ábrát Datura sejtkulturák növekedési dina­
mikája aminósav prekurzorokkal kie­
gészített, MURASHIGE-SKOOG szerint 

összeállított táptalajban. •-• MS 

médium; o-o MS + arginin; A-A MS •+• 

fenilalanin; Д-A MS + arginin és fe- 

nilalanin.
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si periódusának; utolsó szakaszában detektáltuk, 

a prekurzor hatás teszteléséhez a késői loga­
ritmikus fázisban lévő tenyészeteket használtuk. 
Tropasav prekurzorkónt 200 mg/l fenilalanint, 
tropin prekurzorként ornitin helyett 200 mg/l 
arginint adtunk a tenyészetekhez, külön-külön 

és együtesen. Ismert, hogy az arginin az urea 

ciklusban egy lépésben képes ornitinnó átala­
kulni .
Eredményeinket a 9. ábráin, valamint a III. és 

IV. táblázatban foglaltuk össze.
A se jtkulturáík növekedési görbéi a kezelést kö­
vető 48 óráig megegyeznek a kontroliéval, majd 

a második nap után a prekurzorokkal kezelt sejt- 

populációkban egy igen gyenge stimulus volt ész­
lelhető, ami a további tenyésztés során fokoza­
tosan csökkent.

A prekurzorok, azonban nem váltották be a 

hozzájuk fűzött reményeket. Az aminósavakkal ke­
zelt tenyészetekben mind a hioszciamin, mind a 

szkopolamin tartalom a kontroll tenyészeteké 

alatt maradt.



Ill. táblázat: Aminósav prekurzorok hatása a Datura innoxia sejtkulturák
hioszciamin termelésére.

mintavétel időpontja /пар/alkaloid­
tartalom %kezelés

620 4

Ms médium 0,162
0,058

0,026
0,010

sejt
tápoldat

0,048 0,030
0,026

MS médium + 

200 mg/l 
arginin

sejt 0,048 0,030 0,013

tápoldat 0,020
MS médium + 

200 mg/l 
fenilalanin

sejt 0,048 0,024 0,028

tápoldat 0,028
sejtMS médium + 

200 mg/l 
arginin +
200 mg/l fe­
nilalanin

0,048 0,015 0,023

tápoldat 0,014



IV. táblázat: Aminósav prekurzorok hatása a Datura innoxia sejtkulturák 

szkopolamin termelésére.

mintavétel időpontja /пар/alkaloid­
tartalom %kezelés

6420

0,026 0,0100,014
0,010

0,058
0,023

sejt
tápoldatMS médium

0,026MS médium + 

200 mg/l 
arginin

0,021sejt

tápoldat 0,011

0,026MS médium + 

200 mg/l 
fenilalanin

sejt 0,008

tápoldat

MS médium + 

200 mg/l 
arginin + 

200 mg/l 
fenilalanin

0,026sejt 0,012

tápoldat 0,006
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A legmagasabb hioszciamin produkciót a 4. napon 

a kontroll tenyészetekben detektáltuk /0,162 %/. 
A prekurzorokkal kezelt kultúrák sejtjeiben a 

hioszciamin koncentrációk nem haladták meg a 

0,003 %—ot%
A szkopolamin tartalomban is hasonló negativ 

tendenciáik érvényesülnek.
Ezekben a kísérletekben értékeltük először 

a tenyészetek fermentlevében felhalmozódó tro- 

pán alkaloidok mennyiségét*
Figyelemre méltó a kultúrák' táptalajában detek­
tálható 0,02-0,05 % között ingadozó szkopolamin 

és hioszciamin tartalom.
A kontroll tenyészeteknél különösen jól megfi­
gyelhető, hogy a táptalajba szekretált alkaloi­
dok mennyisége arányosan változik a sejtek al­
kaloidtartalmával. A ciklikusság a szekrécióban 

is megmutatkozik, a 4. napon minden kísérleti 
kombinációban detektálható volt alkaloid.



-55-

5« Kísérletek a se.ittenyészetek táptala­
jának egyszerűsítésére

Vizsgálataink előrehaladásával egyre in­
kább aktuálissá vált, hogy a tenyészeteink 

fenntartására használt MURASHIGE-SKOOG-féle táp­
talajt a nagyüzemi fermentoros termelés követel­
ményeihez közelítsük*
Az MS médium több alkotórésze drága vegyület, 

ami gazdaságtalanná teheti a nagytérfogatban 

való tenyésztést. Ezért volt szükség arra, hogy 

a rendelkezésre álló olcsó anyagok, mint kuko­
ricalekvár, tejpor felhasználhatóságát értékel­
jük.
Első megközelítésként azt vizsgáltuk, hogy a 

csak makró elemeket tartalmazó táptalajon, tej­
por, illetve kukoricalekvár kiegészítés mellett, 

milyen a sejtek szaporodása és alkaloid terme­
lése.
A kérdés eldöntésére az alábbi kísérleti rend­
szert állítottuk össze:

I. komplett MS médium 

II. makró elemek, 500 mg/l tejpor, 2 %
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szaharóz, 1,1 mg/l 2,4 D.
III. makró elemek, 1000 mg/l tejpor,

2 % szaharóz, 1,1 mg/l 2,4 D.
IV. makró elemek, 5 % kukoricalekvár, 

1,1 mg/l 2,4 D.
V. makró elemek, 5 % kukoricalekvár, 

1,1 mg/l 2,4 D.

táblázat: Egyszerűsített táptalajon tenyész­
tett Datura sejtek alkaloidtartalma.

táptalaj 144 órás minták 288 órás minták

hiosz- szkopola- hiosz- szkopola- 

minkombináció ciamin c iám in min
%% %%

I. 0,042 0,022 0,186
0*073 0,052 0,018

III. 0,062 0,033 0,042

IV 0,602 0,515 1,150

V. 0,534 0,406 0,301

0,036
0,000

0,037

1,000

0,375

II. '
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Az egyes táptalaj kombinációkon kapott növeke­
dési görbéket a 10. ábra mutatja.

Látható, hogy mig a tejport tartalmazó 

táptalajon a sejtek jól szaporodnak, addig a 

kukoricalekváron növekedés nem mutatható ki.
Az alkaloid vizsgálat eredményeit az V. táblázat 

tartalmazza.
A jól növekedő tenyészetek alkaloid termelésé 

nem kiemelkedő. Meglepő azonban a kukoricalekvá­
ron tenyésztett sejtek igen magas alkaloidtar­
talma. A gázkromatográfiás vizsgálatok száraz­
anyagra vonatkoztatva 1 % ' szkopolamint illet­
ve faioszciamint mutattak ki, amely minden eddig 

ismert eredményt felülmúl.

6. Kolhicin .jelenlétében tenyésztett Datura

kultúrák növekedése és alkaloid szinté-
zise

Az elsőként létrehozott és tanulmányozott 
Datura sejtvonal termelési szintjét vizsgálva 

megállapítható volt, hogy hosszabb idejű tenyész­
tés után lecsökken a sejtekben kimutatható alka-
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11. ábra: Kolliicint tartalmazó táptalajon 

tenyésztett Datura sejtek hiosz- 

ciamin produkciója. ^-sejtek al­
kaloid tar talma, Щ-táptalaj alka­
loidtartalma, sejtek növekedé­
se.

lóid mennyiség.

A hosszú idejű tenyésztés folyamán megváltozik 

a sejtpopulációk összetétele, ami az alkaloid 

termelés csökkenéséhez vezet.
Ezért a további előrehaladás érdekében indokolt-
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kolhicin konc (°/o-ban)

12. ábra: Kolhiclnt tartalmazó táptalajon te­
nyésztett Datura sejtek szkopolamin 

produkciója. Щ- sejtek alkaloidtar­
talma; □ -táptalaj alkaloidtartal­
ma; ®-e sejtek növekedése.

nak látszott magasabb bioszintetikus potenciál­
lal rendelkező sejtvonalak előállításának meg­
kezdése.

E programra első feladataként magasabb kromoszó­
ma számú sejtvonalak előállítását kezdtük meg.
A ploidszint növelését kolhicin kezeléssel
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kívántuk elérni, ezért a sejteket 0,01, 0,05#
0,1 % kolhicinnel hat napig kezeltük, majd ér­
tékeltük a tenyészetek növekedését és alkaloid 

termelését./11. és 12. ábra/.
A kolhicin koncentrációjától függő növeke­

dés gátlás ellenére a tenyészetek még 0,1 %-os 

kezelés után is mutattak lassú növekedést.
A kolhicinnel kezelt kultúrákban a sejtek morfo­
lógiája megváltozott, megnagyobbodtak és poli- 

feráolós gyakoriságuk lecsökkent, 

a kolhicin kezelést követően a tenyészetekben 

szignifikánsan növekedett mind a hioszciamin, 

mind a szkopolamin mennyisége.
A 0,1 % kolhicin jelenlétében tenyésztett sejt- 

szuszpenziókban közel négyszer nagyobb alkaloid 

szintetizáló kapacitás figyelhető meg, mint a 

kezeletlen kultúrákban. Figyelmet érdemel továb­
bá, hogy a kezelt tenyészetekben a sejtek által 
kiválasztott alkaloid mennyiség is megnöveke­

dett.
Összmennyiségét tekintve a hioszciamin tartalom 

0,04 %-ról 0,28 %-ra, a szkopolamin tartalom 

pedig 0,025 %-ról 0,136 %-ra emelkedett.
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7. Datura innoxia Mill, sejtek kísérleti
fermentációja

A rendelkezésünkre álló Datura innoxia 

si-uszpenzió kultúra különálló sejteket, vala­
mint néhány sejtes, kisméretű aggregátumokat 
tartalmazott. így ezek a tenyészetek megfele­
lő homogenitásunk voltak fermentorban való te-
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13« ábra: Fermentált Datura sejtek növekedé­
se és hioszciamin produkciója.
Ц -sejtek alkaloidtartalma; □ -táp­
talaj alkaloidtartalma; #-© sejtek 

növekedése.
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14. ábra: Fermentált Datura sejtek növekedi és

szkopolamin produkciója.^-sejtek alka­
loidtartalma ; ®-® sejtek növekedése.

A kísérleti fermentációkat BIO TEC FL 110
tipusu, 10 liter térfogatú fermentorban végeztük, 
az alábbi paraméterekkel, 

táptalaj
keverési fordulatszám 

levegőztetés 

pH /induló/
Hőmérséklet

MS médium
150 rpm 

60 l/óra
5,6

25 C
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A sejteket a táptalaj dal együtt sterilizált 

fermentorba inokuláltuk 1,1 mg/ml száraz- 

súly induló sejtdenzitás mellett.
A tenyészetek növekedési ütemét és alkaloid- 

tartalmát a 13. és 14. ábra szemlélteti.
A fermentált Datura sejtek intenzív növeke­
dési szakasza tiz napig tartott, s ez alatt a 

tenyészetek sejttömege 8-S' szeresére növeke­
dett.

A megelőző kísérletekben egyedül a sejtek 

alkaloidtartalma került meghatározásra, ugyan­
akkor néhány szuszpenziókultura táptalajának 

vizsgálata felhívta a figyelmet arra, hogy a 

sejtek kimutatható mennyiségű alkaloidot vá­
lasztanak ki a táptalajba.
Ezért a tenyészetek összes alkaloidhozamának 

értékelésére - a tenyésztés folyamán többszö­
ri mintavétellel - meghatároztuk mind a sejtek, 

mind a táptalajok hioszciamin és szkopolamin 

tartalmát.
A kapott adatokat a 13. és 14. ábra foglalja 

össze.
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A sejtekben a hioszciamin termelés maximuma a 

6., illetve a 7. napon mérhető, amikor a sejtek 

még az aktiv növekedési fázisban vannak.
A sejtekhez hasonlóan a táptalajban is a 6. 
napon detektálható a legmagasabb hioszciamin 

érték, amely a tenyészetek elöregedésével fo­
kozatosan csökken.
A totális alkaloid produkció a hatodik napon 

a legmagasabb, amikor a sejtek szárazanyag suly- 

lyára viszonyítva,0,13 % alkaloid szintetizá- 

lódik.
A kísérleti fermentáció során a szkopolamin 

mennyiség 0,02-0,03 % között változott, és ez 

az alkaloid csak a sejtekben volt kimutatható.

8. Solanum fajok sejtszuszpenziós tenyé­
szeteinek szteroid alkaloid spektruma

A szteroid hormonok ipari előállításának 

alapanyagaként felhasználásra kerülő szteroid 

glükoalkaloidok és szapogenlnek kedvező arány­
ban és mennyiségben találhatók meg a Solana-
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ceae család egyes növényeiben.
A sejttenyészetekben történő szteroid 

hatóanyag előállítás lehetőségének vizsgála­
tára Solanum dulcamara, Solanum vescum, Sola­
num laciniatum sejtvonalakat hoztunk létre,
A kultúrák indítása és fenntartása a Datura 

tenyészeteknél részletezett módon történt. 

Előkisérleteink. során jellemeztük a sejtte­
nyészetek növekedési mutatóit, és értékeltük 

a szuszpenziókulturákban megtalálható sztero­
id szapogenlnek és glükoalkaloidok típusát.
A MURA SHIGE-SKO0 G—féle médiumon tenyésztett 

Solanum fajok szuszpenziókulturái több hóna­
pos tenyésztés után érték el a megfelelő nö­
vekedési gyorsaságot és a kívánt sejtössze- 

tételt.
A szekunder anyagcsere szempontjából elsőként 

a Solanum speciesek szuszpenziókulturáinak 

alkaloid spektrumát hasonlítottuk össze az 

intakt növényekével /15. ábra, VI. táblázat/.
A Solanum szuszpenziókulturák szteroid 

aglükontartalmának jellemzésekor, a tenyész­
tett sejtekben több, a növényre nem jellemző
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15. ábra: Solanum sejttenyészetek szteroid 

aglükonjainak vékonyréteg kroma- 

togrammja. Futtató szolvens klo­
roform: metanol 19sl arányú elegye.

1. / Solanum dulcamara sejttenyészet
2. / Solanum dulcamara növény
3. / Solanum vescum sejttenyészet
4. / Solanum vescum növény
5. / Solanum laciniatum sejttenyészet
6. / Solanum laciniatum növény
7. / MURASHIGE-SKOOG-féle médium
8. / szolaszodin
9. / tigogenin
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VI« táblázat: Solanum fajok sejttenyészeteiben 

kimutatható szteroid aglükonok.

minták sorszámaaglükonok

megnevezés Rf 1* 2. 3* 4. 5* 6.szin

zöldeskék0,03
szolaszo- 0,09 

din
X2 0,20

0,31 

X4 0,43
x5 0,50

0,60 

X? 0,71
tigogenin 0,84 

X8 0,93
X9 0,98

xi + + +

téglavörös + + + + ++

téglavörös
lila
zöldeskék

+ +

X3 + + +

+

téglavörös +

lila*6 + +

kék + +

lila + ++ + +

téglavörös
téglavörös

+ +

+ ++

aglükont mutattunk ki. Az egyes aglükonok azono­
sítását nehezítette, hogy kevés standard állt 

rendelkezésünkre, másrészt számos ismeretlen a- 

glükon jelent meg a kromatogrammon. 
Szolaszodinnak azokat a foltokat tekintettük, a- 

melyek a szolaszodin standarddal azonos Rf érté-
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két és téglavörös szint mutattak, mig tigoge- 

ninnek azokat, amelyek 0,84 Rf érték mellett 

lila szinüek voltak.
A sejttenyészetekben kimutatható, a növényre 

nem jellemző alkaloidok száma hét. Az alkaloid 

spektrum megváltozása különösen a Solanum ves- 

eum, illetve Solanum laciniatum tenyészeteknél 
szembetűnő, ahol hat, illetve öt a növényre nem 

jellemző alkaloidot mutattunk ki.
A Solanum sejtenyészetekkel végzett kí­

sérleteink egyértelműen igazolták, hogy a sejt- 

kulturák termelnek szteroid alkaloidokat, ame­
lyeknek mennyiségi meghatározása és kémiai 
szerkezet megállapitása további feladatot jelent.

9. Biotranszformáoiós kísérletek növényi 
se,i t tény észetekben

Az előző kísérleti eredmények azt mutat­
ták, hogy a dedifferenciált sejtekből álló So­
lanum szuszpenziós kultúrák alap alkaloid és

J SZBGBU f
3 f,

* /V
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16. ábra: Koleszterinnel kezelt növényi kul­
túrák vékonyréteg kromatogrammja. 
Futtató szolvens kloroformsmetanol 
19:1 arányú elegye.

1. / Solanum dulcamara sejtkivonat
2. / koleszterinnel kezelt S. dulcamara kivonat
3. / Solanum vescum sejtkivonat
4. / koleszterinnel kezelt S. vescum kivonat
5. / Solanum laciniatum sejtkivonat
6. / koleszterinnel kezelt S. laciniatum kivonat
7. / Glycine sója sejtkivonat
8. / szolaszodin + koleszterin
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szapogenin termelési szintje alacsony. Ezt 
lényegében nem sikerült.javítani a tenyész­
tési körülmények változtatásával, és uj geno­
típusok bevonásával sem.
Felmerült azonban annak lehetősége, hogy a 

szuszpenziókulturákban történő alkaloid ter­
melés helyett, a tenyészeteket különböző szte- 

roidok kémiai átalakítására használjuk fel. 

Különösen indokolt lehet ez a megközelítés 

olyan vegyületek esetében, amelyeken szerves­
kémiai utón, vagy mikrobiális fermentációval 
nem lehet a kívánt szerkezeti módosításokat 
végrehajtani.
A fentiek alapján szükségesnek láttuk az, ilyen 

irányú előkisérletek megkezdését is.
A nagyszámú lehetőség közül elsőként azt vizs­
gáltuk, hogy a növényi sejttenyészetek felveszik 

és átalakítják-e a koleszterint.
E célból a kultúrák médiumához 5 ti koleszterint 

adagoltunk és a tenyészetek transzformációs rá­
táját a hatodik napon értékeltük.
A kísérletben használt növény fajokat, valamint 
a koleszterin biotranszformációját a 16. ábra
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és a VII. táblázat mutatja.
Az alkalmazott koleszterin koncentráció 

egyik sejtvonal esetében sem okozott növekedés 

gátlást. A kromatogrammok analízise a követ­
kező eredményekre vezetett.
Valamennyi sejtvonal felvette a táptalajból 
a koleszterint, valamint megállapítható, hogy 

hatása fajonként eltérő.
A koleszterin jelenlétében tenyésztett Solanum 

dulcamara sejtek alkaloid spektrumában válto­
zás történt. A kromatogrammon 0,31 és 0,98 Rf 
értéknél /UV fényben/ lila, illetve téglavörös 

szinü uj foltok jelentek meg. A szolaszodin, 
valamint a 0,60 Rf értékű alkaloidok szintézi­
sében nagyon gyenge stimulus észlelhető.

A Solanum vescum kultúrában koleszterin 

adagolás után uj komponens található Rf 0,43 

értékkel, amelynek szine látható fényben kék, 
UV fényben pedig vörös. A foltnagyság megíté­
lése alapján ennek az anyagnak a szintézise 

jelentős mértékű.
A Solanum laciniatum sejtek szekunder 

anyagcsere spektrumában a koleszterin adago-
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lás semminemű változást nem idézett elő*
A sejtek ugyan a koleszterint felvették, 

de azt tovább nem metabolizálták. Ez jól 

értékelhető a 16.ábrán látható kromatogramm 

6. sávján /koleszterin Rf 0,84/«
A koleszterinnek az aglükon összeté­

telre gyakorolt hatása legszembetűnőbben a 

szója tenyészetek esetében mutatkozott meg.
A kontroll tenyészetekkel szemben négy uj a- 

glükont detektáltunk, s ezek közül a 0,53 

Rf értékű zöldeskék szinü anyag mennyisége 

feltétlenül figyelmet érdemel.
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ÉRTÉKELÉSEEREDMÉNYEK

1. Datura innoxia Mill« sejtszuszpenziós
kultúrák tropán alkaloid produkciója

A Datura fajok sejt- és szövettenyészeteit 

alkaloid produkció szempontjából számos kutató 

vizsgálta, igy KLEIN /I960/, CHAN-STABA /1965/, 

SHAH-KHANNA /1965/, ROMEIKE-KOBLITZ /1970/, 

KHANNA és mtsai. /1971/ stb 

E közleményekből kiderül, hogy a Datura kallusz- 

és sejttenyészetekben egyaránt szintetizálódik 

alkaloid, azonban az in vitro tenyészetek bio­
szintetikus kapacitása nagyságrendekkel az in­
takt növényeké alatt marad.

A laboratóriumunkban létrehozott Datura 

innoxia sejtkulturák rendelkeznek mindazokkal 
a paraméterekkel, amelyek egy jó növényi sejt- 

szuszpenziós kultúrától elvárható. A tenyésze-

• •
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tek nagy mennyiségben tartalmaznak intenziven 

osztódó különálló sejteket és néhány sejtes 

aggregátumot. A dedifferenciált sejtek megkét­
szereződésének ideje 2-3 napra tehető.
Aä alkaloid produkciós vizsgálataink során 

elsőnek mutattuk ki, hogy a tenyésztés folya­
mán a sejtek alkaloid szintézise jól kifejezett 

ciklikusságot mutat. Mind a hioszciamin, mind 

a szkopolamin produkció esétében lényegében 

két termelési csúcs figyelhető meg, a hatodik, 

illetve a tizenkettedik napon.
A 12.napon detektált hioszciamin tartalom fi­
gyelemre méltó érték. Ismereteink szerint Da­
tura sejtvonalunk 5-10 szer magasabb termelé­
si szintet képvisel, mint az irodalomból eddig 

Ismeretes Datura sejtszuszpenziós kultúrák, és 

megközelíti a Datura innoxia növény hatóanyag 

produkcióját /KARNICK-SAXENA, 1970/.
A sejtvonal bioszintetikus potenciáljának 

további emelése végett, a későbbiekben szük­
séges az alkaloid termelés ciklikusságának 

részletesebb jellemzése, a sejtdenzitás és tro-
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pán alkaloid produkció közötti összefüggések 

feltárása.

2. Növekedési regulátorok hatása a Datura
innoxia Mill, se.jtkulturák növekedésé­
re és alkaloid termelésére

A Datura kultúrákban történő tropán al­
kaloid képződést számos szerző leirta, azon­
ban a tenyészetek alkaloidtartalma sokkal a- 

lacsonyabb, mint az intakt növényeké.
HIRAOKA-TABATA /1974/ véleménye szerint 

a Datura, valamint Scopolia dedifferenciált 

kultúrák alacsony produktivitásának oka, hogy 

a szkopolamin, illetve hioszciamin szinté­
zise nagyon erős represszió alatt áll.
Atropa és Scopolia kultúrák esetében bizonyí­
tották, hogy a tropán vázas alkaloidok bio­
szintézise szignifikánsan emelkedik, ha a 

kalluszkulturákban gyökér, illetve hajtás re- 

differenciálódást indukálnak.
A fenti adatok ismeretében, a nagyszámú
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1ehetőség közül az alábbi faktorokat vizsgáltuks

a. / IAA, kinetin és BA kallusz-szinten dif­
ferenciálódást kiváltó koncentrációsai­
nak hatása,

b. / hormonok megvonásának lehetséges szerepe,
c. / antiauxin hatás.

Kísérleteink során nem sikerült sem növényi 
hormonok jelenlétében, sem azok hiányában a kul­
túrák alkaloid produkcióját pozitívan befolyásol­
ni, és ugyanez mondható el a 2,4*6 T antiauxin 

hatásáról is.
Alkaloid termelés szempontjából a merisztémagóco- 

kat nem tartalmazó tenyészetek kedvezőbbek voltak, 

mint a specifikusan organizált, passzív növeke­
déssel rendelkező kultúrák.

A negativ kísérleti eredményeink egyik le­
hetséges oka az, hogy a Datura sejtvonalunk ma­
gas alkaloid produktivitásu, s ezen a termelé­
si szinten már a differenciálódás indukálá- 

sával a tenyészetek bioszintetikus kapacitása
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tovább nem növelhető.
Az irodalomban közzétett sikeres próbálkozáso­
kat mind olyan kultúrákkal végezték, melyeknek 

alkaloid termelési szintje nagyságrenddel ala­
csonyabb mint a növényé*
Lehetséges Azonban, hogy az alkaloidtartalom 

növekedésének elmaradása arra vezethető visz- 

sza, hogy a szerv differenciálódásra optimali­
zált hormon kombináció az alkaloid produkció 

tekintetében nem a legkedvezőbb.

3. DMSQ hatása a Datura innoxia Mill.
se.jtkulturák növekedésére és alka­
loid termelésére

TANAKA /1974/ felületaktiv anyagok al­
kalmazásával eredményesen fokozta a Symphytum
officinale sejtkulturák glutamin produkcióját. 

Véleménye szerfnt azért emelhető ily módon a 

kultúráik bioszintetikus potenciálja, mert el­
kerülhetővé válik az a negativ feedback gát­
lás amit a sejtekben felgyülemlő végtermék
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okoz.
Ismereteink szerint, ennek ellenére nem vizs­
gálták a felületaktiv anyagokat alkaloid ter­
melő sejtvonalak szintetikus kapacitásának 

növelésére.
Kísérleteink során valamennyi alkalmazott 

DMSO koncentráció csökkentette a Datura kul­
túrák növekedését, ugyanakkor szignifikánsan 

emelte mindkét tropán alkaloid mennyiségét.
A maximális értéket képviselő 0,3 % hioszcia- 

min azt jelenti, iiogy a tenyészet egy literé­
ben 13,5 mg alkaloid termelhető. A magas DMSO 

koncentráció növekedést gátló hatása miatt ez 

az összprodukció nem a legmagasabb. Termelés 

szempontjából az 1 % DMSO jelenlétében növe­
kedő tenyészet kedvezőbb, ahol 20 mg hioszcla- 

min szintetizálódik egy liter sejtszuszpenzió- 

bah .
A szkopolamin szintézisben is hasonló tenden­
ciák érvényesülnek. Az 1 L/o DMSO-t tartalmazó 

tenyészet egy literében 11,6 mg szkopolamin 

termelődött, amely minden eddig közölt ered-

^WíV>. /f %\ 
(I SZEGED S

*** Ж/
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ményt felülmúl*
A DMSO hatására vonatkozó megállapításaink 

uj kutatási eredmények. Olyan eddig nem vizs­
gált lehetőségre mutatnak rá, amelyek pozitiven 

járulhatnak hozzá a sejttenyészetekkel törté­
nő alkaloid termelés problémáinak megoldásához.

4. Prekurzorok hatása a Datura tenyészetek
hioszciamin és szkopolamin produkciójára

Számos közlemény számol be arról, hogy az in 

vitro tenyészetek szekunder anyagcsere kapa­
citása sikeresen növelhető exogén adagolt pre- 

kurzorokkal /CHAN-STABA,1965; TABATA,1971? 

ZEMC,1975 stb./.
КНАШГА- HÁG /1972/ és HIRAOKA /1973/, vi­

szont aminósav prekurzorokkal Datura kultúrák 

alkaloid produkcióját emelni nem tudta.
Vizsgálataink során exogén fenilalaninnal, 

illetve arginlnnal a Datura tenyészetek tropán 

alkaloid mennyiségét növelni nem tudtuk. Minden



-81-

kisórleti kombinációban a kezeletlen tenyésze­
tek magasabb alkaloid produkcióval rendelkez­
tek, mint az aminósawal inkubáltak.
Úgy tűnik, hogy Datura kultúráink alkaloid 

szintézisét prekurzor hiány nem limitálja, a- 

zonban a kérdés egyértelmű eldöntéséhez izo­
tópos vizsgálatokra van szükség.
Ebben a kísérletben értékeltük először a sej­
tek által a táptalajba szekretált hioszciamin 

és szkopolamin mennyiségét.
Eredményeink alapján megállapítható, hogy a 

sejtek választanak ki a táptalajba alkaloido­
kat, és a ciklikus termelés a szekrécióban is 

megmutatkozik.

5. Kísérletek a sejttenyészetek táptala­
jának egyszerűsítésére

A növényi sejtek gazdaságos ipari alkal­
mazásának egyik elengedhetetlen feltétele, hogy 

szuszpenziókulturák a jelenleginél olcsóbb 

táptalajon legyenek tenyészthetők.
a
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A költségráfordítás jelenős hányadát a táp­
talaj szerves szénforrásai, a növekedési hor­
monok és vitaminok teszik ki.
Az irodalomban kevés olyan dolgozat Jelent meg, 
amelyben sikeres táptalaj egyszerűsítéséről szá­
molnak be /TÍKAYAMA és mtsai., 1977/.
A feladat az egyik legösszetettebb és legnehe­
zebben megoldható problémának látszik, hisz a 

táptalaj, .komponenseit úgy kell egyszerűsíteni, 

hogy a tenyészetek poliferációs gyakorisága és 

a sejtek szekunder anyagcsere kapacitása ne 

csökkenjen.
Előkisérleteinkben a könnyen beszerezhető 

tejpor és kukoricalekvár alkalmazhatóságát 
vizsgáltuk. A tejpor Jelenlétében a Datura sej­
tek növekedési dinamikája megfelelő, kukorica­
lekvár alkalmazása esetén viszont a tenyészetek 

osztódása teljes mértékben gátolt.
A gázkromatográfiás analizis eredményei azt 

mutatták, hogy a Jól növekedő tenyészetek al­
kaloid produkciója nem kiemelkedő, a kukorica-
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lekváron tenyésztett sejtek alakloidtartalma 

viszont igen magas. A szárazanyagra vonatkoz­
tatott 2 %-nyi össz alkaloid produkció minden 

eddigi eredményt messze felülmúló. 

Természetesen a kukoricalekvár önmagában nem 

alkalmas a kultúrák fenntartására, a magasabb 

alkaloid értékek okait azonban feltétlenül in­
dokolt tovább vizsgálni. Olyan uj eredmények 

várhatók, amelyek segítségével, a későbbiekben 

lehetőség adódik a sejtkulturák bioszintetikus 

folyamatainak ezideig nem ismeretes reguláció­
jára.

6. Kolhicin jelenlétében tenyésztett Datura 

kultúrák növekedése és alkaloid szintézise

Az alkaloid termelés fokozását célzó kísér­
leteink alapvetően két megközelítésre épülnek. 
Egyrészt a sejtek anyagcseréjének megváltoztatá­
sára, ami a tenyésztési körülmények változtatá­
sával, fiziológiás tényezőkkel érhető el. 

Másrészt, magasabb alkaloid szintézisre képes
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sejtvonalak izolálására, amelyeknél a nagyobb 

alkaloid produkció genetikailag meghatározott. 
Az eddigi kísérletek különböző vegyületékről, 

mint például DMSO, kukoricalekvár igazolták, 

bogy jelentősen növelik a sejtek által termelt 

alkaloidok mennyiségét.
A pozitiv hatású kezelések ellenére a sejtek 

nem érték el a gazdaságos ipari módszer ki­
dolgozásához szükséges termelési szintet, e- 

zért a további előrehaladás érdekében magasabb 

termelésű pollploid sejtvonalak előállítását 

kezdtük meg.
■Előkisérleteink során beigazolódott, hogy a 

kolhicinnel kezelt, magasabb kromoszóma számú 

tenyészetek magasabb bioszintetikus potenciál­
lal rendelkeznek, mint a kezeletlen sejtpopu­
lációk,
A tenyészetek alkaloid termelésének további ja­
vításához az szükséges, hogy egy-egy sejt ki­
szelektálása, felszaporitása után minden sejt­
vonal termelését külön-külön értékeljük, s igy 

várhatóan a legjobbak kerülnek kiválasztásra 

és felhasználásra. e
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7. Datura innoxia Mill, sejtek kísérleti
fermentáció ,1a

A növényi sejtek fermentációja meglehető­
sen rövid múltai rendelkezik, azoban az' eddigi 
munkák egyértelműen igazolták, hogy a növényi 
szuszpenziós kultúrák fermentálhatóságának el­

vi akadálya nincs.
A Datura tenyészeteinket BIO TEC PL 110 tipusu 

bakteriális fermentorban fermentáltuk, és e- 

redményeink a fentiekben foglaltakat megerősí­
tették, a sejtek növekedési dinamikája közel 
megegyezett a lombikban rázatoM tenyészeteké­
vel.
A sejtek alkaloidtartalmában és annak ciklikus 

képződésében azonban eltérés mutatkozik, amely 

bizonyltja, hogy fermentációs paramétereink 

további optimalizálásra szorulnak.

8. Solanum fajok szuszpenziós tenyésze­
teinek azteroid alkaloid spektruma

A Datura tenyészetek tropán alkaloid pro-
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dukciójának tesztelés© mellett előkisérleteket 

végeztünk különböző Solanum fajok sejtszuszpen- 

ziós kultúráinak szteroid glükoalkaloid és sza- 

pogenin tartalmára,
Az általunk létrehozott Solanum laciniatum, So­
lanum vescum, Solanum dulcamara sejtkulturák 

rendelkeznek mindazokkal a paraméterekkel, a- 

melyek egy jól fermentálható kultúrától elvárhatók. 

A sejtvonalak szekunder anyagcsere termékeinek a- 

nalizisekor beigazolódott, hogy mindegyik sejt­
vonal szintetizál szteroid alkaloidot, illetve 

szapogenint, de az intakt növénytől erősen elté­
rő spektrumban. Ez a jelenség különösen a Sola­
num vescum tenyészeteknél szembetűnő. Néhány 

általunk nem azonosítható aglükon mennyisége 

az előzetes összehasonlítások alapján jelentős. 

Ezért a tenyészetek termelésének megítéléséhez 

a továbbiakban szükséges az ismeretlen aglüko- 

nok kémiai szerkezetének megállapítása, illetve 

gyógyszeripari alapanyagként történő felhasz­
nálhatóságuk értékelése.
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9» Biotranszformációs kísérletek növényi
se.ltt enyészetekben*

A növényi sejtekkel nemcsak természetes 

vegyületeiket lehet termeltetni, hanem kihasz­
nálva szintetizáló kapacitásukat, a sejtektől 
idegen vegyületek kémiai átalakítására is fel- 

használhatók.
A biotranszformációt a legkülönbözőbb reakció- 

tipusoknál alkalmazzák és gyakorlati vonatko­
zásban is perspektivikusnak tartják.

Kísérleteink során a Solanum és szója te­
nyészetek biotranszformációs kapacitását vizs­
gáltuk.
Az exogén adagolt koleszterint valamennyi sejt 

felvette, és a Solanum laciniatum kivételével 
metabolizálta. A szekunder anyagcsere spektrum­
ban a legszembetűnőbb változást a szőj® sejt- 

kultura esetében észleltük, ahol négy uj szte-
roid tipusu anyagot detektáltunk, és ezek kö­
zül egynek a mennyisége kiemelkedően jelentős. 

Véleményünk szerint a koleszterin bio-
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transzformációs előkisérleteink jó kiindulási 
alapot szolgáltatnak a növényi sejtkultúrákra 

épülő további biotranszformációs kutatásokhoz. 
A kiindulási anyagok körültekintő megválasz­
tásával, illetve a keletkezett termékek kémiai 
szerkezetének meghatározásával lehetővé válna 

a növényi sejttenyószetek ilyen irányú alkal­
mazhatóságának megítélése is.
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ÖSSZEPOGLALÁS

A növényi sejtszuszpenziós kultúrákkal 
történő in vitro alkaloid szintézis lehetősé­
geit, illetve a sejttenyészetek bioszintetikus 

kapacitásának fokozását célzó kísérleteink e- 

redményei az alábbiakban foglalhatók össze.

X,/ Datura innoxia Mill, sejtszuszpenziós
kultúránk jó növekedési rátával és magas, 
a növény szintjét megközelítő tropán al­
kaloid produkcióval rendelkezik.
A szkopolamin és hioszoiamin szintézisben 

egyaránt ciklikusság figyelhető meg.

2./ A kultúrák alkaloid szintetizáló kapacitását 

redifferenciáció indukálásával nem sikerült
fokozni.

3./ A sejtekben DMSO hatására szignifikánsan
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emelkedik mindkét tropán alkaloid mennyisé­
ge.

4./ Aminósav prekurzorok exogén adagolásával 
Datura kultúráink szekunder anyagcsere 

kapacitása nem volt fokozható.
A sejtek a táptalajba mérhető mennyiségű 

hioszciamint és szkopolamint szekretálnak.

5./ A táptalaj egyszerűsítésére irányuló kísér­
leteink során, a kukoricalekvár jelenlété­
ben tenyésztett sejtekben 2 % összalkaloid 

szintet detektáltunk, amely minden eddig 

ismert eredményt felülmúl.

6./ A Datura sejtek ploidszintjének növelésé­
vel fokozható azok alkaloid szintetizáló 

kapacitása.

7./ A növényi sejtek a mikroorganizmusokhoz 

hasonlóan fermentálhatók.
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8»/ A Solanum fajok sejtszuszpenziós kultúrái 
szintetizálnak alkaloidokat, szapogenineket, 
azonban az intakt növénytől erősen 

eltérő spektrumban.

9./ A növényi sejtek testidegen anyagok bio­
transzformálására is felhasználhatók. 

Tenyészeteink az exogón koleszterint fel­
vették és azt metabolizálták.
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A DOLGOZATBAN HASZNÁLT RÖVIDÍTÉSEK 

JEGYZÉKE

BenziladeninBA
2,4 Diklor-fenoxiecetsav 

Indol- 6-ecetsav
2,4 D
IAA

Naft oxie ce t savNAA
2,4,6 Triklor-fenoxiecetsav 

MURASHIGE-SKOOG-féle médium
2,4,6 T
MS
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