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1. Bevezetés

A novények d4ltal szintetizdlt specidlis anyagcseretermékek értékes
vegyiileteket szolgéltatnak a gydgyszer-, kozmetikai-, élelmiszeripar és a
mezogazdasig szamdra. A természetes eredetll hatdanyagok irdnti igény naprol
napra nd. A miszeres analitikai mdédszerek nagymértékli fejlodése ujabb és
Ujabb gyodgyaszatilag fontos hatéanyagok, vagy potencidlis hatdéanyagok,
feltarasat teszi lehetOvé.

Novényi  hatéanyagok  elddllitasdnak céljara a  hagyomanyos
novénytermesztési eljardsok mellett eldnyods lehetdséget kindl a biotechnoldgiai
modszerek alkalmazdsa. A totipotens novényi sejtek kontrolldlt laboratériumi
koriilmények kozott fenntartott in vitro tenyészetei felhaszndlhatdk arra, hogy
,Kis biokémiai lizemek” moddjéra, értékes vegyiiletek allitsanak el6. Az utébbi
évtizedekben jelentds eredményeket értek el a géntranszformécids modszerekkel
eléallitott  jarulékos gyokértenyészetekkel, az ugynevezett hairy root
kultdrdkkal, melyek a nem transzformalt kallusz vagy sejtszuszpenzids
tenyészetekhez képest szdmos elonyos tulajdonsdggal rendelkeznek. Kifejezett
endogén novekedési hormon termelésiik kovetkeztében a géntranszformalt
szovetek hormonmentes tdptalajokon intenziven novekednek. Sejtjeik nagy
része specializdlédott, magasabb differencidltsdgi szinten van, ami nagyon
gyakran elengedhetetlen feltétele a specidlis anyagcseretermékek magas szintii
képzésének. A hairy root kultirdk specidlis metabolit szintézise daltaldban
meghaladja a kallusz és sejtszuszpenzids kultdrdkét. Mi tdbb, az
anyagcseretermékek mennyisége az intakt anyandvényhez képest is sok esetben
magasabb. Biokémiai potencidljuk hosszutdvon is egyenletes, kiszamithato.
Miutén a differenciacio kovetkeztében egyfajta szoveti strukturaltsag alakul ki, a
sejtek nem korlatlanul osztédnak, igy a hairy root kulturdk nagyobb mértékii
genetikai  stabilitdssal ~ rendelkeznek. @ A genetikailag =~ mddositott
szovettenyészetekb0l pedig genetikailag stabil transzgén novények is
regenerdlhatdak.

A bioldgiailag aktiv specidlis novényi anyagcseretermékek egy része
bizonyitottan a kiilvildg kdros hatdsainak kivédésére szolgdlé mechanizmusok
fontos részét képezik. Ilyenek példdul az Asteraceae novénycsalad jellegzetes
fototoxikus hatdsi vegyiiletei, mint példdul a poliacetilén eredetii tiofének.
Erdteljes biocid hatdsuk, és az ehhez kapcsol6doé kedvezd hatdsmechanizmusok
kovetkeztében mind gyogydszati, mind mezdgazdasagi alkalmazdsa igen
perspektivikusnak igérkezik. A bioldgiailag aktiv bi- és tertiofének szintézise a
Tagetes patula L. (torpe barsonyvirdg) gyokérzetében kiemelkedd, ezdltal j6
alapot szolgaltat magas szintli tiofén termelésre képes in vitro szovettenyészetek
létrehozasahoz.



2. Célkitiizés

Doktori értekezésem targya a Tagetes patula L. tiofénvegyiileteinek
vizsgdlata az  intakt ndvényekben és  géntranszformdlt  in vitro
szovettenyészetekben. A kutatdsi munka Osszedllitisa sordn feladatainkat oly
modon terveztilkk, hogy egymast megalapozva és kiegészitve a tiofének
Osszehasonlité analizisétdl egy produktiv és stabil in vitro rendszer 1étrehozasan
keresztiil a tioféntermelés befolydsolasdnak, fokozasanak kérdéseit dleljék at.

Munkénk sordn fontosnak tartottuk, hogy a tiofének monitorozésara
korunk egyik leghatékonyabb analitikai és szerkezetvizsgdlé mddszerét, a
tomegspektrometridt alkalmazzuk. Ennek érdekében gazkromatografidval
kapcsolt  tomegspektrometrids (GC-MS) analitikai moddszert kivantunk
kidolgozni a tiofénvegyiiletek novényi matrixb6l torténd mindségi €s
mennyiségi elemzésére.

A legjobb novekedési €s tiofén bioszintetikus potencidllal rendelkezo
T. patula hairy root klonok szelektalasa sordn elengedhetetlen a specialis
anyagcsere miiszeres analitikai vizsgélata, tekintettel arra, hogy magas szintti,
stabil tiofén produkciés képességgel rendelkezd, jol novekedd kultirdk
1étrehozdsat tliztiik ki célul. A szelektdlt klonok nodvekedési sajatsdgainak és
tiofén produkcids képességeinek részletes vizsgdlata mellett a szovettenyészet
bioszintetikus  potencidljit az inditdshoz haszndlt intakt anyanovény
tulajdonsagaival kivantuk dsszehasonlitani.

A kultirdk specidlis anyagcseréjének fokozasa érdekében célul tiiztiik ki a
tenyésztési koriilmények optimalizalasit. A taptalaj Osszetételének véltozdsa a
génmikodés befolydsoldsdn keresztiil hatast gyakorol a kultdrdk biomassza
képzésére és specidlis metabolizmusara. A megfeleld alaptiptalaj kivéalasztasat
kovetden fontosnak tartottuk a tiofének bioszintézisében fontos szerepet jatszo
kénforrdsok, mint példdul a magnézium-szulfit és szerves kénvegyiiletek
(kéntartalmi aminosavak) hatdsdnak vizsgdlatat.

A jelen értekezésben, a témdban kozel harom évtizede 6sszegyiilt kutatdsi
eredmények Osszefoglaldsan tul, sajat eredményeinkkel szeretnénk hozzajarulni
a T. patula szdvettenyészetek novekedési €s bioszintetikus tulajdonsdgainak
alaposabb megismeréséhez.



3. Anyag és mdédszer

3.1. Intakt novények

A vizsgélt Tagetes patula L. (Asteraceae) ndvény szaporitdbanyaga
Murau-bol, Ausztriabdl szarmazik. A novényeket Magyaratddon neveltiik, a
szabadfoldi magvetést marciusban végeztiik, a begylijtés augusztusban, a teljes
virdgzasi periddusban tortént.

3.2. Genetikailag modositott hairy root kultirdk

A genetikailag médositott hairy root kultirdk 1étrehozdsa céljabdl a steril
csirandvényeket Agrobacterium rhizogenes R-1601 és A4Y baktériumtorzsekkel
fertoztiik, mikroinjektalassal. A megjelend jarulékos gyokérképzodményeket,
azaz hairy root klonokat izoldltuk, majd baktériummentesités céljabol
antibiotikum tartalmu szilard MS taptalajra helyeztiik. A baktériummentes
kultdrdkat a tovdbbiakban 2 % szachardz és felére csokkentett nitrogén tartalmu
folyékony MS (1/2 NMS) téptalajon, klimatizilt rdzészekrényben (100 rpm,
sotét, 22+1 °C) 3-4 hetes atoltasi periodusokkal tenyésztettiik.

3.3. A géntranszformdcio igazoldsa hairy root kultiirakban PCR technikdval

A sejtek feltardsat dorzsmozsarban, folyékony nitrogénben végeztiik. A
névényi DNS izoldldsa Promega Wizard® Genomic DNA Purification Kit
segitségével tortént. A bakteridlis plazmid DNS izoldldsat és tisztitdsit a
QIAGEN Plasmid Mini Kit hasznalataval végeztiik.

A polimerdz lancreakciét Bio-Rad iCycler Thermal Cycler 3.021
késziilékkel végeztik a rol B és man 2 gének amplifikdlasdhoz tervezett
specifikus primerekkel. A PCR termékeket agar6zgél elektroforézis segitségével
vizsgéltuk és méretiik alapjdn azonositottuk a keletkezett fragmenseket
(rol B: 862 bp és man 2: 513 bp) UV fényben (4=312 nm).

3.4. Mintaelokeszitési és extrakcios modszerek

Vizgozdesztilldcio

Az illékony komponenseket modositott Clevenger késziilékkel 3 oOrds
vizgdzdesztillaciéval vontuk ki a novényekbdl segédfazis alkalmazdsival,
mennyiségiiket gravimetridsan mértiik.

Statikus goztéranalizis (sHS)
Az analiziseket CTC Combi PAL tébbfunkciés automata mintaadagoléval
végeztik. A minta feletti 1égtérbdl 2,5 ml-es gdztomor fecskenddvel 250 pl



gdzmintét vettiink 15 perces 25 vagy 60 °C hdmérsékleten tortént termosztalast
kovetden. A fecskendd hdmérséklete 70 °C volt.

Szildrdfdzisu mikroextrakcio (SPME)

Az SPME CTC Combi PAL tobbfunkciés automata mintaadagoléval
tortént. Az extrakciét 65 um PDMS/DVB bevonati Stableflex szilika szallal
végeztiik. Ot perces inkubéciét kovetden az extrakcié a minta feletti 16gtérbdl 25
vagy 60 °C homérsékleten 10 percig tartott. Az adszorbens szdlat kdzvetleniil a
GC késziilék injektordba juttattuk.

Szuperkritikus fluid fdzisiu széndioxid extrakcio (SFE)

Az SFE kivonatokat ISCO SFX 2-10 kisérleti laboratériumi
szuperkritikus extraktor késziilékkel allitottuk eld. A 1égszéaraz poritott mintdkat
széndioxiddal 40 °C hOmérsékleten és kiilonb6z6 nyomason (10, 20, 30 vagy
40 MPa) vontuk ki, szerves modositdé nélkiil, illetve 20 % metanol szerves
moédosité alkalmazdsidval. A szuperkritikus fluidummal 30 percig statikus, ezt
kovetden 60 perces dinamikus extrakcidt végeztiink, majd a kivonatokat 5 ml
metanolban fogtuk fel.

Oldoszeres extrakcio GC-MS analitikai vizsgdlatokhoz

A kivondst 70 %-os metanollal ultrahangos sejtfeltiré késziilékben
végeztiik. A kivonatok tovabbi tisztitdsa folyadék-folyadék extrakcidval tortént.
Az extraktumot n-hexdn:terc-butil-metiléter (1:1, v/v) elegyével haromszor
kirdztuk, majd az egyesitett felsd (apoldris) fazist rotdciés vakuumbepdrld
késziiléken szdrazra paroltuk.

3.5. Kromatogrdfids vizsgdlatok

Az oldészeres kivonatok frakciondldsa flash kromatogrdfidval

A metanolos kivonatok frakciondldsdra automata frakcidszeddvel
rendelkez0 FlashMaster II flash kromatografias késziiléket alkalmaztunk. A
normdl fazisd kromatogrifia sordn szilika 4llofazissal toltétt oszlopokat
hasznéltunk. Az eluens n-hexdn — dioxan volt, melynek Osszetételét 1€pcsOzetes
gradiens mddszer szerint valtoztattuk. Az eluens dramldsi sebessége 5 ml/perc
volt, a tioféneket 340 nm hullamhosszon detektaltuk.

A forditott fazisi kromatografia sordn médositott, oktadecil (C18) szilika
allofazissal toltott oszlopokat haszndltunk. Az eluens 0,1 % hangyasav és
metanol elegye volt, aramlasi sebessége 2 ml/perc volt.

A vizgozdesztilldcioval elodllitott illoolaj GC-MS vizsgdlata

Az illéolajok vizsgédlatdt Finnigan MAT GCQ GC-MS késziilékkel
végeztik. A géazkromatografids elvdlasztds MDN-5S analitikai kapillaris
kolonndn tortént. A hdmérséklet 3 perc izoterm szakasz utdn 60 °C-rél 8 °C/perc



felfiitési sebességgel 200 °C-ig (2 perc izoterm), 10 °C/perc-cel 230 °C-ig (5 perc
1zoterm), végiil 10 °C/perc sebességgel 250 °C-ig véltozott (10 perc izoterm). A
hélium vivdgdz dramldsi sebessége 1,0 ml/perc, az injektor hdmérséklete 220 °C,
a splitardny 1:62, a mintatérfogat 0,5-1,0 ul volt.

A tomegspektrométer elektroniitkozéses ionforrassal (70 eV) rendelkezett,
a tomegspektrumokat pdsztdz6 iizemmodban vettiik fel.

Az illékony komponensek SPME-GC-MS és sHS-GC-MS vizsgdlata

Az illékony komponensek vizsgédlatdhoz SPME-GC-MS és sHS-GC-MS
modszereket alkalmaztunk. Az analiziseket CTC Combi PAL tobbfunkcids
automata mintaadagoldval felszerelt Agilent 6890N/5973 GC-MS késziilékkel
végeztilk. A gdzkromatografids elvélasztds Agilent HP-5MS analitikai kapilléris
kolonndn tortént. A hdmérséklet 3 perc izoterm szakasz utdn 60 °C-rél 8 °C/perc
felfiitési sebességgel 200 °C-ig (2 perc izoterm), 10 °C/perc-cel 230 °C-ig (5 perc
izoterm), végiil 10 °C/perc sebességgel 250 °C-ig véltozott (1 perc izoterm). A
hélium vivogdz dramlédsi sebessége konstans 1,0 ml/perc, az injektor
homérséklete 250 °C, a splitardny 1:50 volt.

A tomegspektrométer elektroniitkbzéses ionforrdssal (70 eV) rendelkezett,
a tomegspektrumokat pasztdz6 iizemmodban vettiik fel.

Tiofének GC-MS vizsgdlata oldészeres és SFE kivonatokban
Az analiziseket CTC Combi PAL tobbfunkcids automata mintaadagoléval
felszerelt  Agilent 6890N/5973 GC-MS  késziilékkel végeztik. A
gazkromatografids elvdlasztds Agilent HP-5MS analitikai kapilldris kolonnan
tortént. A kolonnatér homérsékletét 1 perc izoterm szakasz utdn 60 °C-r6l
10 °C/perc felftitési sebességgel 280 °C-ig valtoztattuk (7 perc izoterm). A
hélium vivogaz aramldsi sebessége konstans 1,0 ml/perc, az injektdlt minta
térfogata 1,0 pl volt. Az alabbi mintabeviteli technikdkat alkalmaztuk:
o split injektdlas 1:20 splitardnnyal 280 °C hémérsékleten;
® hot splitless injektalas (280 °C) kiilonbozo splitless idoértékekkel;
® hot pulsed splitless injektdlds (280 °C) 40 psi nyomdspulzussal kiillonbozd
splitless id6értékekkel;
e homérséklet-programozott  (120-300 °C, 720 °C/perc) pulsed splitless
injektalas 40 psi nyoméaspulzussal kiilonboz0 splitless idoértékekkel.
A GC-MS vizsgalatok soran a tovabbiakban a hOmérséklet-programozott pulsed
splitless mintabeviteli technikdt alkalmaztuk 0,8 perces splitless idétartammal.
A tomegspektrométer elektroniitkdzéses ionforrdssal (70 eV) rendelkezett,
a tomegspektrumokat pésztazd iizemmoddban vettik fel. A mennyiségi
meghatdrozasokat szelektiv ionkovetéses iizemmoddban végeztiik.



4. Eredmények

4.1. Kémiai analizis, modszertani fejlesztések

A Tagetes patula géntranszformélt hairy root szdvettenyészetek
tiofénjeinek  vizsgalatira  egy  Uj, gazkromatografidval ~ kapcsolt
tomegspektrometrids (GC-MS) analitikai moddszert dolgoztunk ki. Szdmos
mintaelOkészitési technika, a statikus gOztéranalizis (sHS), szilardfazisui
mikroextrakci6  (SPME), vizgOzdesztillacid, oldoszeres extrakcid  €s
szuperkritikus fluid fazisui széndioxid extrakcid (SFE) alkalmazasdval az alabbi
optimélis eljarasokat dolgoztuk ki.

A tiofének mellett, a statikus gdéztéranalizis kivételével, mindegyik eljaras
sordn azonositottunk terpenoidokat is. A legnagyobb intenzitdst és szelektivitdst
az SPME technika biztositotta. Koziilik, a 7. patula intakt gyokerekben és
géntranszformalt hairy root kultirdkban harom szeszkviterpént, az a-gurjunént,
a B-kariofillént és a (E)-B-farnezént els0ként azonositottuk.

Tiofének vizsgalatira egy uj, GC-MS modszert dolgoztunk ki, mely
mindségi és mennyiségi meghatirozdsra intakt €s in vitro névényi mintdkban is
egyarant alkalmas. A T. patula intakt gyokérzetének és a géntranszformalt
hairy root kultirdk oldészeres kivonataiban a kovetkezd nyolc tiofénvegyiiletet
azonositottuk: 5-(3-butén-1-inil)-2,2’-bitiofén (BBT), 5’-metil-5-(3-butén-1-
inil)-2,2’-bitiofén (MeBBT), 5-(3-pentén-1-inil)-2,2’-bitiofén (PBT), 5-(4-
hidroxi-1-butinil)-2,2’-bitiofén (BBTOH), 2,2’:5°,2”-tertiofén (a-T), 5-(4-
acetoxi-1-butinil)-2,2’-bitiofén (BBTOAc), 5-metilaceto-5’-(3-butén-1-inil)-
2,2’-bitiofén (AcOCH,BBT) és 5-(3,4-diacetoxi-1-butinil)-2,2’-
bitiofén [BBT(OACc),]. A molekuldkban taldlhaté6 kén heteroatom jellegzetes
izotOpmintdzata lehetové tette a tiofének egyértelmii tomegspektrometrids
felismerését. A tomegspektrometrids adatok alapjan lehetdség nyilt a
kénatomszam becslésére, ami igen hasznosnak bizonyult a mindségi analizisek
sordn. Az oldészeres kivondsi eljards optimédldsa sordn az idéigényes miivelet
idotartamat harmaddra csokkentettiik anélkiil, hogy a tiofének elemzésének
megbizhatdsdga csokkent volna.

SFE mdédszerrel tiofénekben gazdag kivonatokat allitottunk eld. Az eljarés
hatékonysdganak fokozdsa érdekében optimdltuk a mddszer paramétereit,
tanulmdnyoztuk az alkalmazott nyomds és szerves modositd hatdsait, végiil
leirtuk a rendszer jellemzd analitikai paramétereit. Tiofének extrakcidjara a
szerves modosité nélkiill 30 MPa nyomdson végzett SFE kivonds bizonyult
alkalmasnak, ami gdzkromatografids mintaelokészitésként is tokéletesen
alkalmazhato.

Autentikus tiofén referenciaanyagok hidnyidban a T. patula gyodkerében
taldlhaté 6 tiofénszarmazékok izoldldsdt normdl, majd azt kovetden forditott
fazisud flash kromatografids frakciondlds alkalmazdsédval kiséreltiik meg. A nyers
metanolos kivonatokbol harom nagytisztasagu tiofénvegyiiletet [BBT (97,0 %),



o-T (98,4 %) és BBTOAc (95,1 %)] sikeriilt eldallitanunk. Azonositasuk és
tisztasagi vizsgédlatuk GC-MS mddszerrel tortént. A hdrom anyag koziil azonban
csupdn a kereskedelmi forgalomban is beszerezhetd a-T-t tudtuk kristdlyositani.

Optimdltuk a gazkromatografia egyik legkritikusabb miiveletének, azaz a
mintabeviteli rendszer paramétereit, melynek eredményeként a hdomérséklet-
programozott pulsed splitless injektdlasi technika 0,8 perc splitless time
alkalmazasdval bizonyult a legérzékenyebb és legmegbizhatobb eljardsnak
tiofének analizisére.

A mérdrendszer és az olddszeres extrakciot kovetd GC-MS modszer
validdlasat az ICH Q2(R1) (2005), az FDA Guidance (2001) és Balla (2006)
ajanldsai alapjan végeztik. A retenciés adatok (RSD <0,005 %) és a
csucsteriiletek (RSD < 10,7 %) ismételhetdsége az eldirdsoknak megfelelt. Az
a-T kalibraciés egyenesének korreldciés egyiitthatGja minden esetben
meghaladta a 0,99 ért€ket. Az o-T alsé kimutatasi hatara (LOD) 3,1 ng/ml, als6
meghatdrozasi hatdra (LLOQ) 1,2 pg/ml volt. Az o-T meghatdrozdsdnak
pontossaga, torzitatlansiga [11,1 % (LLOQ), 2,0 % (kOzepes tartomény) és
0,4 % (magas tartomdny)] is megfelelt a kovetelményeknek. Az a-T kivondsi
hatékonysaga 96 + 0,16 % (RSD =0,2 %), visszanyerése hidrom tartominyban
vizsgélva 94,6 = 0,72 % (75 ng), 89 + 4,9 % (150 pg) és 95 + 8,2 % (300 pg)
volt. A 72 6rds poszt-preparativ stabilitdsi vizsgdlat sordn a kivonatok
Osszetételében jelentds mindségi €s mennyiségi valtozdsok nem kovetkeztek be.

4.2. Tagetes patula intakt novény tiofénvegyiiletei

Az intakt novények gyokérzetének oldoszeres kivonataiban a BBT, a-T és
BBTOAc fOkomponenseken kivil a PBT, BBTOH, AcOCH,BBT és
BBT(OACc), minor dsszetevOk is jelen voltak. A gyokérzetben 575 + 23,1 ng/g
széaraz sulyra vonatkoztatott o-T tartalmat mértiink.

A virdgzat {0 tiofén alkot6i ugyanakkor a PBT és a-T voltak, mely utébbi
metabolit mennyisége szdraz sulyra vonatkoztatva 312 +£4.2 ng/g volt. Kis
mennyiségli BBT-n kivill mds tiofént nem detektiltunk. Tovabba jelentOs
ardnyban jelentek meg hosszud szénldncu zsirsavszarmazékok.

A levelek kivonatdban is ezek a zsirsav komponensek domindltak, a
tiofének csupdn nyomokban voltak jelen. Az o-T mennyisége el sem érte a
modszer LLOQ értékét.

4.3. Tagetes patula géntranszformadlt hairy root kultiurdk

A T. patula in vitro szikleveles csiranovények hipokotil szdrdnak
Agrobacterium rhizogenes R-1601 és A4Y torzsekkel tortént mikroinjektdldsa
kovetkeztében 1étrejott szdmos hairy root tenyészet koziil 6t életképes, jo
novekedési sajitsdgokkal rendelkezd klont izoldltunk (#TpR, #TpAl, #TpAS,
#TpA6 és #TpAT7). A legjobb novekedéssel és specidlis metabolit, azaz tiofén



produkciéval rendelkezd vonal kivélasztdsa érdekében klonszelekcids kisérletet
végeztiink. Két vonal, a #TpAl és #TpAo6 jelii klénok egyértelmiien kitlintek
intenziv novekedésiik és kiemelkedod a-T produkcids (118 + 38,4 pg/kultura és
121 £5,2 pg/kultira) képességiik tekintetében. Perdontdé bizonyitékként a
tarstiofének relativ mennyisége szolgdlt, amely a #TpA6 jeli klén esetén
tobbszorosen meghaladta a konkurens vonalra jellemz6 értékeket.

A szelekcié sordn kivalasztott #TpA6 jelli hairy root klon genetikai
vizsgalata, a transzformdci6 igazoldsa PCR modszert kovetd gélelektroforézis
segitségével tortént, mely sordn azonositottuk a hairy root tenyészet genomjdba
beépiilt transzgéneket (man 2, rol B).

A vizsgélatok kovetkezd szakaszdban részletesen jellemeztiik a #TpA6
jell hairy root klén novekedési és tiofén produkcids tulajdonsagait. A tiofének
szintézise fiiggetlen volt a tenyészetek novekedésétdl, a legmagasabb o-T
tartalmat (212 +£ 58,3 ug/g) a 3. héten, az intenziv ndvekedési szakaszban
mértiink. A tdrstiofének koziil a kétgyliris BBT szintje az o-T-hez hasonléan a
3.héten érte el maximdlis értékét, ugyanakkor a tiofén-bioszintézis
végtermékeinek szdmité két komponens, a BBTOAc és BBT(OAc), mennyisége
a vizsgalt idOszak végén, a 7. héten volt a legmagasabb. A szovettenyészetek
biomassza produkcidja és tiofén bioszintézise mdsféléves idGtartam alatt is
meglehetdsen stabilnak mutatkozott, az atlagos novekedési érték 10 +2,1
(RSD = 20,8 %) volt. A szoveti o-T tartalom (143 + 34,6 ng/g; RSD = 24,1 %),
a-T produkcié (95 £ 25,3 pg/kultira; RSD = 26,6 %) és a tarstiofének relativ
mennyisége is meglehetdsen kiegyenlitett volt.

Osszehasonlitottuk a #TpA6 jelti hairy root kultira és az inditdshoz
hasznalt szabadfoldon termesztett intakt 7. patula novény gyokerének tiofén
Osszetételét. A hairy root kultirdkban a kétgylirts tiofének — BBT, BBTOACc és
BBT(OAc), — mennyisége az intakt gyokerekhez képest szignifikansan, kozel
haromszorosdra nott. Ezzel szemben a haromgylriis a-T tartalom (hairy root
a-T: 169 +9,6 ng/g) az intakt gyokérhez képest harmadara esett vissza (intakt
gyokér a-T: 590 + 11,1 pg/g).

4.4. A T. patula hairy root klon (#TpA6) biomassza képzésének és tiofén
produkciojanak fokozdsa

Az optimdlis alaptdptalaj kivdlasztdsa

A ndvényi szOvettenyésztés sordn leggyakrabban alkalmazott
alaptaptalajok, mint példdul a Gamborg B5, a Murashige-Skoog (MS) és a felére
csokkentett nitrogén tartalmi MS (1/2 NMS) tdptalaj, nem befolydsoltak
jelentdsen a hairy root kultirdk biomassza képzését, ugyanakkor lényeges
véaltozdsokat okoztak a tiofén metabolizmusban. A BS5 tdptalajon a BBT
szintjének kismértékli emelkedését tapasztaltuk, mig az MS tdptalaj a BBTOAc
relativ mennyiségét novelte jelentdsen. A mddositott MS tiptalajon (1/2 NMS)



az o-T tartalom (122 + 31,1 pg/g) és az a-T produkcid (98 £ 25,1 pg/kultura)
egyarant kétszeresére nott.

A MgSOy hatdsa

A kisérletet 0; 370 (kontroll, 1/2 NMS téptalaj); 600 és 1600 mg/l
MgSO4-ot tartalmazéd tipkozegekkel végeztik. A magnéziumsé hidnydban a
kultdrédk biomassza produkcidja és tioféntartalma jelentds mértékben lecsokkent,
a szovetek o-T tartalma majd a negyedére esett vissza (42 +1,2 pug/g). A
kontroll, normél 1/2 NMS t4ptalajon tenyésztett szovetekben 149 + 18,2 ng/g
o-T tartalmat mértiink. Novekvd MgSO, koncentracié hatdsdra a biomassza
produkcié a kontroll szinten stabilizalodott, és két tiofén, az a-T és a BBTOAc
mennyisége a kontrollhoz képest szignifikdnsan nétt, mig a tobbi tdrstiofén
szintje a kontroll értéken édllandésult. Az 1600 mg/l MgSO, tartalmu tdptalajon
tenyésztett kultirdk o-T tartalma (242 +29,5 ng/g) a kontroll mésfélszeresére
nott. A T. patula #TpA6 hairy root kultirdk jol tolerdltak magasabb MgSO,
koncentraciét is. Intézetiinkben mds novényfajokon végzett kisérletek
eredményei ugyanis azt mutattdk, hogy a tdptalaj magasabb MgSO, tartalma
(kb. 1000 mg/l) mar egyardnt gitolta a biomassza képzést és a specidlis
metabolit produkciét. Ezt mi nem tapasztaltuk, sét tovabbi a-T és BBTOAc
szintézist fokoz6 hatdsra lehet szamitani.

Kéntartalmii prekurzor aminosavak hatdsa

A tiofének szintézisében fontos szerepet jatsz6 kéntartalmi prekurzor
aminosavak, az L-cisztein és az L-metionin, jelentdsen befolydsoltdk a hairy
root kultirdk biomassza képzését és tiofén produkcidjat. A cisztein az Osszes
vizsgalt tiofén mennyiségét szignifikdns mértékben novelte, ugyanakkor
dozisfiiggden gatolta a szovetek novekedését, ami végiil a tiofén produkcid
csokkenéséhez vezetett. 1,0 mM cisztein hatdsira az o-T produkcié a kontroll
— az aminosav mentes 1/2 NMS taptalajon észlelt — érték felére csokkent. A
taptalajhoz adott metionin nem novelte jelentOsen a tenyészetek novekedését.
Kiemelést érdemel viszont, hogy 1,0 mM koncentracidban alkalmazva a vezetd
tiofén komponens — a BBT — mennyisége a kontrollhoz képest 2,4-szeresére, a
nyomokban el6fordul6 AcOCH,BBT arédnya pedig 1,3-szeresére emelkedett.

5. Kovetkeztetések

Az Agrobacterium rhizogenes medidlt géntranszformdacié alkalmas magas
tiofénprodukcidval rendelkezd Tagetes patula hairy root klénok eldallitasara.

Megallapitottuk, hogy az illékony terpenoid komponensek vizsgdlatra a
szilardfazisi mikroextrakcié (SPME) kitinden alkalmazhaté. Bar az SPME
analizisek sordn és a vizgdzdesztillitumokban tioféneket is detektaltunk, azt
tapasztaltuk, hogy az eljardsok folyamén az egyes tiofénekre vonatkozo



szelekcié nyilvdnult meg, amely torz komponensardnyokban, az apoldrisabb,
illékonyabb 0Osszetevok (BBT és o-T) dominancidjdban tiikrozédott. A
poldrisabb BBTOH, és a nagyobb molekulatomegii BBT(OAc), komponenseket
egyaltalan nem detektéltuk. Tiofének vizsgélatdra a kiilonbdz6 mintaelOkészitési
metodikdk (vizgbzdesztillacid, gOztéranalizis, SPME, SFE é&s olddszeres
extrakcid) koziil az SFE és az olddszeres extrakcid bizonyult alkalmasnak.

A szoveti tiofének azonositisara €s mennyiségi  véltozdsaik
nyomonkdvetésére kidolgozott szerves oldoszeres extrakciot kovetd GC-MS
modszer analitikai paraméterei, validalasi adatai alapjan megdllapithatjuk, hogy
a vizsgalt ot tiofén anyagcseretermék [BBT, a-T, BBTOAc, AcOCH,BBT ¢és
BBT(OAc),] analizise pontos és ismételheté adatokat szolgéltat, megfeleld
szelektivitdssal és érzékenységgel rendelkezik, igy a tervezett biotechnoldgiai
kisérletek rutin analitikai feladataira alkalmas.

A T. patula intakt novényben azonositott tiofén vegyiiletek megoszlasa
szervspecifikus mintdzatot mutat. GC-MS analitikai vizsgélatokkal igazoltuk,
hogy a tiofének legnagyobb szdmban és mennyiségben a gyokérzetben
fordulnak eld, igy ezt a szervet elsddleges tiofénforrasnak tekinthetjiik. A
virdgzat jelentds o-T tartalma mellett egy kevéssé ismert tiofén, a PBT ardnya
emelkedik ki, ugyanakkor a tobbi tiofén egydltalin nem vagy csupdn
nyomokban kimutathat6. A levelekben tiofénszdrmazékokat szintén csak
nyomokban taldltunk. Tekintettel arra, hogy az daltalunk vizsgdlt intakt
gyokerekben, a szakirodalomban fellelhetd adatokhoz hasonlé nagysdgrendii
tioféntartalmat, ugyanakkor kiemelkedéen magas o-T tartalmat mértiink, a
novényt alkalmasnak taldltuk magas tiofénprodukcids képességgel rendelkezd
gyokérszertl, igynevezett hairy root kultirék inditdsahoz.

Az A. rhizogenes medidlt géntranszformaci6 kovetkeztében 1étrejott
szamos hairy root kozill a legjobb nodvekedési tulajdonsidggal €s specidlis
metabolit, azaz tiofén produkcids képességgel rendelkezd #TpA6 klont
valasztottuk ki tovdbbi vizsgdlatok céljara. Kiemelést érdemel, hogy
megalapozott klonszelekci6 csak a teljes tiofénprofil ismeretében volt
kivitelezhetd. Megadllapitottuk, hogy a tiofének szintézise a tenyészetek
novekedésétdl fliggetleniil jatszodik le, mar az intenziv novekedési fazisban is
jelentds tiofénszinteket figyeltiink meg. Miutdn a tenyészetek tédptalajdban
tiofének csak nyomokban fordultak eld, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
tiofének tdpkozegbe torténd oldéddsdnak mértéke elhanyagolhatd, igy a szoveti
szintek vdltozdsiat a molekuldk asszimildcidjanak és degraddcidjanak mértéke
hatdrozza meg.

A retrospektiv  vizsgdlatok eredményei meggy6zd bizonyitékot
szolgdltattak arra, hogy a T. patula ndvénybdl I1étrehozott #TpA6 jelll
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géntranszformalt hairy root szovettenyészet hosszitdvon is meglehetdsen stabil
biomassza produkcids képességgel rendelkezik, amihez rdaddsul egyenletes
bioszintetikus potencidl tdrsul. A szakirodalomban fellelhet6 adatokkal
osszevetve a T. patula hairy root kultirdk hosszi tavu stabil bioszintézise joval
felilmulta a kallusz és sejtszuszpenzids tenyészetek képességeit. Eredményeink
alapjan tehat a vizsgalt #TpA6 jelll hairy root klon megfelel a szakirodalomban
kozolt, géntranszformdlt hairy root kultirdkkal szembeni elvardsoknak, igy
tiofén vegyiiletek nagyobb 1éptékben torténd biotechnoldgiai eldallitdsdban
torténo felhasznaldsa igen perspektivikusnak tiinik.

Megallapitottuk, hogy a #TpA6 jeli hairy root kultirdban a kétgylriis
tiofének — BBT, BBTOAc és BBT(OAc), — mennyisége az inditdshoz hasznélt
szabadfoldon termesztett intakt gyokerekhez képest szignifikdnsan, kozel
haromszorosdra nétt. Ezzel szemben a hdromgylriis o-T tartalom az intakt
gyokérhez képest harmaddra esett vissza. Mindez azt jelzi, hogy a
géntranszformdlt kultdrdk tiofén anyagcseréje a két tioféngylirtibdl felépiild
szerkezetek bioszintézise felé tolodik el. A #TpA6 jelli géntranszformalt hairy
root klon az anyandvényhez mérten megfeleld bioszintetikus potenciallal
rendelkezik, igy alkalmas objektumnak taldltuk a tiofének produkcidjdnak
befolydsolasat, novelését célzd biotechnoldgiai kisérletekhez.

Igazoltuk, hogy a felére csokkentett nitrogén tartalmi, moédositott MS
(1/2 NMS) téptalaj szelektiven noveli a kultirdk o-T tartalmét és produkcidjat,
mely hatds egyértelmiien a nitrogénforrds mennyiségi kiillonbségére vezethetd
vissza.

Bizonyitottuk, hogy a tdpkdzegek asvanyi Osszetevdi kozil a MgSO,
kiemelkedd jelentdséggel bir. Hidnydban a kultdrdk biomassza produkcidja és
tioféntartalma jelentds mértékben lecsokkent. A szulfitmentes tdptalajon a
szikos kénforrasok miatt a kisebb ,.kénigényli” kétgylirlis tiofének felépiilése
preferalt. A ,kénsporolé” mechanizmusok aktivdléddsanak kovetkeztében a
harom kénatomot tartalmazé o-T mennyisége csokkent legjelentésebben.
Novekvd MgSO, koncentrdcié hatdsidra a biomassza produkcié a kontroll
szinten stabilizdlédott, és két tiofén, az a-T é€s a BBTOAc mennyisége a
kontrollhoz képest szignifikdnsan nott.

Megallapitottuk, hogy a tiofének szintézisében fontos szerepet jitszo
kéntartalmi prekurzor aminosavak koziil az L-cisztein bar az Osszes vizsgélt
tiofén szoveti mennyiségét szignifikdns mértékben ndvelte, ugyanakkor
novekedésgatld hatdsa miatt gyakorlati jelentdsége elhanyagolhaté. Ezzel
szemben, az L-metionin szelektiven fokozta a hairy root kultirdk BBT tartalméat
és produkcidjat is.
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A tdptalaj Osszetételének optimdlis megvdlasztidsdval tehdt jelentGsen

novelhetjiik a T. patula hairy root kultirdk tioféntartalmat, st az egyes tiofének
mennyiségének szelektiv fokozdsa is megvaldsithatd. A tiofén produkcid
novelését célzo kisérletek eredményei alapjdn az alabbi javaslatokat tessziik:

* magas o-T produkcidjd hairy root szovettenyészet létrehozdsahoz
alacsony nitrogén tartalma 1/2 NMS taptalaj haszndlata mellett az igen
magas, akir 1600 mg/l MgSO, alkalmazasa javasolt;

* magas BBTOAc tartalmat MS tédptalajon torténd hosszabb (5-6 hetes)
kultivicioval és 1600 mg/l MgSO, alkalmazasaval érhetjiik el;

= az AcOCH,BBT mennyisége MS taptalajon torténd tenyésztéssel és
1,0 mM metionin alkalmazasaval fokozhato;

» a BBT szintézise BS5 tdptalaj haszndlatdval és 1,0 mM metionin
alkalmazasaval novelheto;

= a BBT(OAc), mennyisége kizdrélag hosszabb tenyésztési (5-6 hetes)
periodussal novelheto.
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Summary

The roots of Tagetes patula L. (French marigold) accumulate a wide
range of sulphur-containing thiophenes having remarkable biocide effects. The
purpose of our work was to produce T. patula hairy root clones by the
Agrobacterium rhizogenes mediated genetic transformation and to study the
biomass and special metabolite production in order to select the optimal hairy
root line.

A new gas chromatographic method coupled with mass spectrometric
detection (GC-MS) was developed, optimized and validated for the
simultaneous analysis of thiophene compounds in the complex biological
matrix.

Several hairy root clones formed after the genetic transformation by
A. rhizogenes. The #TpA6 hairy root had the highest biomass formation and
thiophene production among the clones studied; therefore it was selected for
further experiments. The maximal a-T content (212 + 58.3 pg/g) was observed
at the end of the third week, during the intensive growing period. The content of
three thiophenes [BBT, BBTOAc, and BBT(OAc),] in hairy root tissues
exceeded significantly the contents in the roots of intact field-grown plants.

A 2-fold increase of the o-T content was observed on the MS medium
with reduced nitrogen content (1/2 NMS). The selection of the optimal culture
medium was followed by the study of the effects of different sulphur-sources.
Increasing the MgSO, concentration resulted 1.5-fold increase of o-T and
BBTOACc contents. Cysteine increased the thiophene amounts significantly,
however, considerably inhibited the biomass formation in a dose-dependent
manner. Whereas, the biomass yield was not affected by the methionine added.
Moreover, 1.0 mM methionine caused a 2.4-fold increase in the BBT content,
and a 1.3-fold increase in the AcOCH,BBT content.

The results of our studies suggest that the T. patula #TpA6 hairy root
tissue cultures had fairly stable biomass production and remarkable long-term
biosynthetic potential. Consequently it seems to be a promising in vitro plant
tissue culture system that can be used for the large-scale biotechnological
production of thiophenes.
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