I. ÉLELMISZERBIZTONSÁG 

(Biotechnológia 2000)
PROBIOTIKUS FERMENTÁLT HÚSKÉSZÍTMÉNYEK 

KIFEJLESZTÉSE

Szerződésszám: OMFB-02360/2000 (BIO-0035/2000)

Kezdési időpont: 2000. szeptember 1.

Időtartam: 25 hónap

Összes költség: 59,5 M Ft

OM támogatás: 18 M Ft

Rövid cím: Probihús

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A funkcionális élelmiszerekkel foglalkozó kutatások és termékfejlesztések az elmúlt évtizedben jelentősen növekedtek. Ezek olyan élelmiszerek, melyek, a fogyasztó egészségi, fizikai és pszichikai állapotára pozitív hatást gyakorolnak.

Az emberi szervezetben a bélflóra nagy része a vastagbélben található, 1012 nagyságrendben. Fontos szerepet tölt be a bélműködésben, az immunfunkciókban, a daganatok elleni védelemben. Bizonyos tényezők hatására (antibiotikumos kezelés, étrend, besugárzás) elpusztulhat a bélflóra egy része, és könnyen elszaporodhatnak nemkívánatos baktériumok. Ezekben az esetekben a probiotikus baktériumokat tartalmazó élelmiszerek fogyasztása elősegíti a bélflóra visszaállítását.

A probiotikus élelmiszerek, különösen a tejtermékek (kefir, joghurt) nagy érdeklődésnek és kedveltségnek örvendenek, de újabban számos kezdeményezés mutat ilyen jellegű sajtfélék, valamint húskészítmények előállítására. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A pályázatunk célja nyersen érlelt húskészítmények (fermentált, szárított nyerskolbász) kifejlesztése a kereskedelmi forgalomban kapható probiotikus kultúrákkal történő beoltás révén, és a készítmények előnyös egészségügyi hatásainak igazolása humán táplálkozástudományi és dietetikai vizsgálatokkal. 

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A munka során első lépésként irodalmi adatokat gyűjtünk a probiotikumok fogalmának és egészségügyi jelentőségének jobb és alaposabb megismeréséhez. Feltérképezzük, milyen lehetőségei vannak a probiotikumok alkalmazásának az élelmiszeriparban, különösen a húsiparban.

Számos cég gyárt probiotikus kultúrát, információt gyűjtünk a cégeknél, melyik termékük az, amelyik a húsiparban alkalmazható. 

A laboratóriumi munka során elsőként olyan kísérleteket végzünk, amelynek keretében meghatároztuk, hogy a kiválasztott kultúrák milyen mértékben tűrik a pH-, só- és nitrit-tartalom változásait, valamint milyen a fermentálóképességük, illetve, hogy van-e valamilyen antimikrobás hatásuk.

Második lépésben elkezdjük az üzemi kísérletek megtervezését. Mivel ezek a termékek beteg emberek egészségének javítására hivatottak, szem előtt kell tartanunk az egészséges táplálkozás összes lényeges szempontját. Ennek érdekében kis zsírtartalmú (zsírban szegény) és csökkentett fűszertartalmú szárazáru-receptúrát és gyártástechnológiát dolgozunk ki, majd elvégezzük a kísérleti gyártást. A kísérleti termékeket kémiai, mikrobiológiai és érzékszervi tulajdonságait vizsgáljuk.

PTE ÁOK I. Belgyógyászati Klinikája a kifejlesztett húskészítmény probiotikus hatását vizsgálja dietetikai, táplálkozástudományi és gasztroenterológiai vizsgálatok alapján.

Végül a termék gyártmánylapjának elkészítése, az eltarthatósági vizsgálatok elvégzése, az engedélyeztetési eljárások lefolytatása és a termék piaci bevezetése a feladatunk.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A kiválasztott 4 probiotikus starterkultúra mindegyike alkalmasnak bizonyult húsipari gyártásra.

A gyártott terméket a megfelelő szárítás és érlelés után érzékszervi, kémiai és mikrobiológiai vizsgálatnak vetettük alá, melyek alapján megállapítottuk, hogy a receptúra, a probiotikus kultúra, valamint a gyártástechnológia megfelelően alkalmazható ilyen jellegű termékek gyártására.
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A herbicid és rovarrezisztens transzgenikus kukoricahibridek termésének felhasználása tógazdasági nemesponty állományok etetésére, és hatásának, valamint rizikó tényezőinek élelmiszerbiztonsági komplex elemzése

Szerződésszám: OMFB-02735/00 (BIO-058/2000)

Kezdési időpont: 01/01/2001

Időtartam: 3 év

Összes költség: 52 M Ft 

OM támogatás: 20 M Ft

Rövid cím: Transzgenikus kukoricahibridek és élelmiszerbiztonság

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Hazánkban a XXVII/1998 sz. GMO törvény alapján a legnagyobb multinacionális cégek engedélyt kaptak 1999. évben arra, hogy genetikailag módosított (GM) növény fajtáikat szántóföldi körülmények között tesztelhessék. A 2-3 éves minősítő vizsgálatokat követően a GM fajták várhatóan 2003-2004. években elismerésre kerülhetnek, és ezután bekerülhetnek a köztermesztésbe. A köztermesztésben lévő növényfajták élelmiszerként, takarmányként, ipari alapanyagként kerülnek felhasználásra. A géntechnológiai törvény nem írja elő genetikailag módosított növények, illetve termékeik felhasználása esetén azok hatásának alapos vizsgálatát az őket fogyasztó haszonállatokra, vagy a lakosságra.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Pályázatunkban azt kívánjuk vizsgálni, hogy a genetikailag módosított kukorica hibridek (amelyek hordozzák a Bacilus thyringiensis insecticid termékét kódoló gént, illetve roundup herbicid rezisztenciával rendelkező mutáns gént), takarmánykénti felhasználásuk során okozhatnak-e az őket elfogyasztó haszonállatokban, esetünkben tógazdasági nemesponty állomány húsában, szerveiben, szaporodási rendszerében, és a tenyészközegként szereplő halastó élőlény együtteseiben a hazai nagyüzemi haltermelési technológia keretei között olyan elváltozásokat, amelyek élelmiszerbiztonsági és molekuláris genetikai módszerekkel mérhetőek, és az állati termékeket felhasználó ember számára bárminemű kimutatható táplálkozásbiológiai, fiziológiai, vagy más jellegű egészségkárosodást okozhatnak, illetve veszélyeztetik-e a korábbi természeti környezetet.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A fentiekben megfogalmazott kísérleti cél eléréséhez egy termelő vállalkozás és 3 egyetemi tanszék, valamint egy kutatóintézet alakított konzorciumot. A koordinátor vállalkozás biztosítja a kísérleti feltételeket (halastavakat, halállományt, gondozókat, stb.), míg a 3 egyetemi tanszék vizsgálja a kukorica hibridek fenológiáját, a transzgének expressziós tulajdonságait, a halállomány és a tóban élő biocönózis esetleges változásait, illetve a kutató intézet elemzi a halhús biokémiai tulajdonságainak esetleges változásait.

A transzgenikus kukorica hibridek etetési kísérletének elvégzését három halastóban tervezzük kivitelezni (1-1 kezelt és 1 kontrol tóban). A halastavakban a pontyok népesítésére az attalai minősített tájfajta ivadék állományait alkalmazzuk. Az ivadék takarmányozási kísérleteket 2001. év nyarán kezdjük el (a tavaszi időszak alatt a kísérleti feltételeket teremtettük meg, hogy a rendszer megfeleljen a szigorú kísérleti előírásoknak). A tavak népesítése a hazai tenyésztési technológia irányszámaival történt. A következő években a vizsgálatokhoz szükséges mintákat ugyanazokból a felnövekvő halállományokból gyűjtjük, így ha a beetetett takarmánynak bármilyen kedvezőtlen hatása jelentkezne, úgy a kísérleti időszak három éve alatt ez a hatás akkumulálódna és még könnyebben kimutatható lenne. A kísérleti időszakban vizsgáljuk a transzgenikus kukorica hibridek molekuláris genetikai jellemzőit, a transzgén szintjét, a tavak biocönózisának változásait. Az élelmiszerkémiai feladatok során adaptáljuk azokat az érzékeny módszereket, amelyek segítségével a fehérje és lipid mintázatokban az esetleges eltérések kimutathatók lesznek.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A tervezett kísérletek jelenleg az előkészítés, illetve a beállítás fázisában vannak. Megszereztük és biztonságosan tároljuk a kísérletekhez szükséges kukorica hibridek szükséges tételeit. Szintén sikerült megszerezni a rendkívül költség-, és időigényes főhatósági és természetvédelmi engedélyeket, valamint az OMMI Géntechnológiai Bizottság hozzájárulását, amelyek nélkül a kísérleteket nem lehetett érdemben megkezdeni.

Kialakítottuk a kísérleti halastavakat, és az előnevelt ivadék állományokat elkülönítetten neveljük a pályázatban rögzített módon és mennyiségben. Elkezdtük a kukorica hibridek molekuláris genetikai és növénytermesztési vizsgálatát illetve tesztelését.
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TOTÁLIS GYOMIRRTÓSZERREL SZEMBEN REZISZTENS TRANSZGÉNIKUS BÚZA (Triticum aestivum L.) BIOLÓGIAI HATÁSÁNAK ÉS TÁPLKÁLKOZÁSI BIZTONSÁGÁNAK VIZSGÁLATA
Szerződésszám: OMFB-02526/00 (BIO-0071/2000)

Kezdési időpont: 24/10/2000

Időtartam: 34 hónap

Összes költség: 42 M Ft

OM támogatás: 21 M Ft
Rövid cím: Transzgénikus búza

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A totális herbiciddel szembeni rezisztenciát hordozó transzgénikus növények környezeti és fogyasztási biztonságának megítélése meglehetősen ellentmondásos. A bizalmatlanság egyrészt a totális herbicidekkel szembeni rezisztencia-, másrészt géntechnológia alkalmazásával kapcsolatos.

A szegedi Gabonatermesztési Kutató Közhasznú Társaságnál (GK KhT) Magyarországon elsőként hoztunk létre herbiciddel szemben rezisztens búzát. A transzgénikus búza kukorica ubiquitin promóter alatt, baktérium eredetű bar idegen gént tartalmaz, amely phosphinotrichin hatóanyag családdal szembeni rezisztenciát kölcsönöz a búzának.

Pályázatunkban olyan kísérleteket végzünk, amelyek rávilágítanak a totális gyomirtószerrel szemben transzgénikus búza genetikai, nemesítési, agronómiai aspektusaira. Másrészről megvizsgáljuk azokat a biológia, takarmányozási és élelmezésbiztonsági összefüggéseket, amelyek segítenek bennünket és a közvéleményt a búzában alkalmazott géntechnológia objektív megítélésben. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

1. A hazánkban előállított (GK KhT) totális (glufozinát ammónium) gyomirtószerrel szemben rezisztens kenyérbúza (Triticum aestivum L.) genetikai, transzformációs, nemesítési, agrotechnikai és a végtermék fogyasztásával kapcsolatos kísérletek, az adatok értékelése, diszkussziója.

2. Tesztmódszerek kidolgozása, melyek lehetővé teszik a genetikailag módosított kenyérbúza biológiai hatásának és fogyasztási biztonságának rövid távon való nyomon követését.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

1. Herbicid rezisztens transzgénikus búza (Triticum aestivum L.) genetikai, transzformációs, nemesítési, agrotechnikai és a végtermék fogyasztásával kapcsolatos kísérletei.

1.1. Génmódosítás, szelekció és a transzgénikus növény.

1.2. A transzgénikus, herbicid rezisztens búza terméshozama tenyészkerti kísérletben.

1.3. A bar gén expressziójának tesztelése tenyészkerti körülmények között.

2. Tesztmódszerek kidolgozása herbicid rezisztens transzgénikus búza (Triticum aestivum L.) biológiai hatásának és fogyasztási biztonságának rövidtávú nyomonkövetésére.

2.1. Szubsztanciális equvivalencia meghatározása.

2.2. Mikrobiológiai és herbicid szennyezettség kimutatása.

2.3. PAT (phosphinotrichin acetyl transpherase) enzim szintjének kimutatása. Antinutritív komponensekben dús fehérjefrakciók előállítása FINALE rezisztens transzgénikus búzából.

2.5. FINALE rezisztens transzgénikus növényből tisztított géntermék (PAT enzim) és antinutritív komponensek (enzim inhibitorok, agglutinin) túlélése a tápcsatornában.

2.6. FINALE rezisztens transzgénikus búzafehérje hasznosulásának vizsgálata.

2.7. FINALE rezisztens transzgénikus búza rövid távú biológiai hatásának és fogyasztási biztonságának vizsgálata patkányetetési (subacut, acut) tesztben.

2.8. FINALE rezisztens transzgénikus búza in vitro allergén/keresztallergén aktivitása.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

· Megszereztük a transzgénikus növények szabadföldi kísérleteihez, kibocsátásához a szükséges engedélyt. Az első kísérletet sikerrel állítottuk be. 

· Az eddig csak üvegházi körülmények között szaporított herbicid rezisztens transzgénikus búza, szabadföldi körülmények között kiválóan expresszálta a bejuttatott idegen gént (1. fénykép). 

· Az első immunológiai és toxikológia vizsgálatok a szabadföldi kísérletben aratott búzából folyamatban vannak. Az állatetetési kísérletekhez felkészültünk

1. Fénykép. A herbicid rezisztens búza vonalak tenyészkerti kísérlete. A transzgénikus vonalak jól kifejezik a bejuttatott idegen gént. Jobb alsó minta az érzékeny búza kontroll. 
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Salmonella monitoring program hatékonyságát növelő, biztonságosabb élelmiszer előállítást segítő biotechnológiai módszerek és vizsgáló készlet

Szerződésszám: OMFB-02468/00 (BIO-0076/2000)

Kezdési időpont: 2000/10/16

Időtartama: 36 hónap

Összes költség: 48 M Ft

OM támogatás: 24 M Ft
Rövidített cím: Salmonella vizsgáló készlet

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK háttere

Számos európai országban, így Magyarországon is, a baktériumos eredetű, élelmiszer által közvetített emberi megbetegedések legnagyobb részét a Salmonella, s ezen belül is 80-90%-ban a S. enteritidis okozza (Epinfo 1999). A nagyarányú S. enteritidis járvány esetében nem mehetünk el szótlanul azon tény mellett, hogy korábban viszont sok országban - így Magyarországon is - a S. typhimurium dominált, mely szerovariáns az utóbbi években egyre inkább azért kerül - külföldön és hazánkban is - ismét az érdeklődés előterébe, mivel köreiben rohamosan növekszik az antibiotikumokra rezisztens és egyúttal fokozottabb kórokozó képességgel rendelkező típusok (pl. S. typhimurium DT104) aránya (Epinfo 1999).  

Bár a salmonellosis okozta nemzetgazdasági károkról egyelőre még kevés számítás látott napvilágot, de tudjuk, hogy pl. az USA-ban 1992-ben 1,9 millió humán megbetegedést okozott (a becsült anyagi veszteség: 1,2-1,6 milliárd USD). Hollandiában, ahol kitűnő közegészségügyi felügyeleti rendszer működik, az utóbbi évekig kb. évi 40 millió USD volt a S. enteritidis okozta humán megbetegedések miatti becsült veszteség. A hazai adatok szerint 5-6 millió USD-ra volt tehető az évi 25 000 körüli, - bakteriológiailag is igazolt - humán salmonellosis eset okozta kiadás.

Az Európai Unió 1992-ben külön irányelvben (un. "zoonosis order"-ban) rögzítette az ilyen irányú vizsgálati, ellenőrzési és végrehajtási teendőket (92/117 EEC). A hivatkozott 92/117 EEC. irányelv kimondja, hogy az EU országainak rendelkezniük kell egy ún. Salmonella redukciós (és monitoring) programmal, amelyre vonatkozóan igen szigorú módszertani ajánlásokat írnak elő. A programban résztvevő tenyészállományoknak S. enteritidis és S. typhimurium szerovartól való mentességét kell elérni, s azt fenntartani. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célja

A klasszikus bakteriológiai módszert a mai igényekhez képest lassúnak és meglehetősen költségesnek, munkaigényesnek tartjuk. A gyakorlatban is hatékonynak bizonyuló, azonnali intézkedéseket is magában foglaló HACCP elven működő monitorozás ugyanis ennél többet kíván. Ezért a fejlett országokban az utóbbi években számos olyan közlemény látott napvilágot, mely a baktériumoknak az élelmiszer mintákból való közvetlen kimutatását célozza meg valamely formában (pl. poliklonális ellenanyagra alapozott ELISA, polimeráz láncreakción (PCR) alapuló módszerekkel). 

A fejlesztés célja olyan Salmonella kimutatási rendszer kidolgozása, mely a hatékony ellenőrzési (monitorozási) igénynek megfelelő, a klasszikus és a modern (biotechnológiai) módszerek előnyeit egyesítő, az élelmiszer előállítás teljes vertikumában (elsősorban baromfi, sertés vonalon) használható és a jelenleginél gyorsabb, specifikusabb és költségtakarékosabb. 

A fejlesztés főbb lépései

1. Szelektív elődúsítás: Salmonella specifikus monoklonális ellenanyagon alapuló immunadszorbens (antigén fogó) technika kidolgozása

a.,A megfelelő Salmonella  antigénkomponensek előállítása, tisztítása,  egerek immunizálása, magas specificitású és kötőképességű (IgG) monoklonális ellenanyagok előállítása. 

b) Az előállított monoklonálisok tesztelése, specificitás és affinitás szempontjából.

c)  A kiválasztott nagy kötőképességű monoklonális ellenanyagok in vitro (BIOREACTOR-ban) való előállítása.

d) A megfelelő minőségű monoklonális ellananyagok szilárd felületre (pl.mágneses részecskék, polystirol golyók, mikrocső fala) kötése.

2. Mérési (vizsgálati) módszer kidolgozása:  Salmonella spp.( S. enteritidis vagy S. typhimurium) vagy ezek hiányának detektálására.

a., Monoklonális ellenanyagokon alapuló különböző detektálási rendszerek pl.

· fotometriás mérés és/vagy

· luminometriás technika

kidolgozása és ezek specificitásának és érzékenységének vizsgálata. 

b., A géntechnológiai (PCR) reagensek megtervezése, előállítása és a komplex PCR 

rendszerben való hasznosítása

· az irodalomban leirt egyes nucleotidák un. primerek közül a legígéretesebbek kipróbálása, komplex rendszerekbe való állítása

· egyéb primerek tervezése (pl. Salmonella általános, S. enteritidis, S. typhimurium stb.) és rendszerbe állítása.

Jelen helyzeT, eredmények

A fejlesztési munka első fázisában a következő fejlesztési feladatokat végeztük el:

a., S. enteritidis, S tiphymurim antigénpreparátumok előállítása, ezekkel BALB/c egerek immunizálása, sejtfúziók elvégzése, a hibridsejt populációk tesztelése és az előzetes vizsgálat alapján ígéretes hibridsejt populációk tovább klonálása a megfelelő ellenanyagot termelő sejtklónra. 

b., A monoklonális ellenanyagot tartalmazó sejtfelülúszó minták folyamatos tesztelése specificitás és affinitás szempontjából  

c., A megfelelőnek talált hibridsejtekkel monoklonális ellenanyagot előállítása és tisztítása az ellenanyagot tartalmazó immunglobulin frakcióra. 

d., A megfelelő minőségű monoklonális ellananyagok szilárd felületre kötése, kötési reakciókörülmények optimalizálása a Salmonella elődúsítás hatékonyságának szempontjából (jelenleg folyamatban).

KoordinÁtor

Péterfy Ferenc 

Diagnosticum Ltd.

H- 1047 Budapest

Attila u. 126.

Tel: 36-369 0739, 369 3684

Fax: 369 4383

E-mail: peterfy@diagnosticum.hu
Partner

Nagy Béla 

MTA ( Hungarian Academy of Science)

Veterinary Research Institute

H-1143 Budapest 

Hungária Krt. 21. 

Tel:252-2455

Fax:252-1069

E-mail: bnagy@novell.vmri.hu

Probiotikus tejtermék HungariCumok kifejlesztése, tulajdonságaik in vitro és humánélettani hatásaik klinikai vizsgálata

Szerződésszám: OMFB-02454/2000 (BIO-0110/2000)

Kezdő időpont: 16/03/2000

Időtartam: 17,5 hónap

Összes költség: 54 M Ft

OM támogatás: 20 M Ft

Kutatási téma: Probiotikus tejtermék Hungaricumok kifejlesztése és hatásaik

Rövid cím: Probiotikus tejtermékek

A szerződés témájának háttere

A hagyományos élelmiszerekben rejlő piacbővítési lehetőségek mára nagyrészt kimerültek. A fogyasztók érdeklődése egyre inkább az ún. funkcionális (egészségvédő) élelmiszerek felé irányul. A funkcionális élelmiszereken belül a tejtermékek részaránya és élettani szerepe világviszonylatban is a legjelentősebb. A funkcionális tejtermékek mintegy 4/5-ét pedig a probiotikus változatok teszik ki. 

A szerződés témjának célja

A kutatás elsődleges célkitűzése probiotikus tejtermék Hungaricumok kifejlesztésének tudományos megalapozása, e téma keretében különös tekintettel a kefirre, a joghurtokra, a tejfölre, a bevonatos túródesszertekre (Túró Rudi) és a joghurtitalokra. 

A munka tartalmi leírása

A kutató-fejlesztő munka a következő négy feladatkörre tagozódik. 

· A Magyar Tejgazdasági Kísérleti Intézet (MTKI) hatalmas baktériumtörzs-gyűjteményéből és más forrásokból a probiotikus tenyészetek kiválasztása és velük célszerű kultúrakeverékek összeállítása. 

· A kiválasztott törzsek/kultúrák tenyésztési, termelési és technofunkciós tulajdonságainak megismerése.

· Az előző alapozó kutatások során legjobbnak minősült kultúrákkal új magyar probiotikus tejtermékek kidolgozása a piac igényeinek figyelembe vételével. 

· Végül a kidolgozott új magyar probiotikus tejtermékek tulajdonságainak laboratóriumi és élettani hatásainak humánklinikai vizsgálata. 

Az eredmények alapján megtörtént a probiotikus MTKI színtenyészetek nemzetközi törzsgyűjteménybe helyezése, valamint az új probiotikus gyártmányok és eljárásaik jogi védelme. 

Jelenlegi helyzet/eredmények
Az eddig kidolgozott probiotikus tejtermék Hungaricumokkal elvégzett átfogó humánklinikai vizsgálatok a vártnál is kedvezőbb eredményekre vezettek. Az új gyártmányok rendszeres napi normál mennyiségű fogyasztása szignifikánsan csökkentette a vér összes koleszterin- és triglicerid- (zsír-) szintjét, továbbá növelte a HDL/LDL-koleszterin arányát. Emellett a vastagbélben tekintélyesen nőtt a probiotikus csírák száma, miközben a káros toxintermelő mikrobák visszaszorultak. 
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A GMO-K RÖVIDTÁVÚ NYOMON KÖVETÉSE A BAROMFITENYÉSZTÉS-FELDOLGOZÁS VERTIKUMÁBAN

Szerződésszám: OMFB-02340/00 (BIO-0128/2000)

Kezdési időpont: 2000.10.03

Időtartam: 3 év

Összes költség: 35,4 M Ft

OM támogatás: 15 M Ft

Rövid cím: GMO-k rövidtávú nyomonkövetése

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE 

A géntechnikailag módosított élelmezési termékek gyors terjedésével szigorú előírások jelentek meg az Európai Unióban és hazánkban is. Az EU-ra jellemző "óvatossági elv" szerint minden országnak joga van ahhoz, hogy egészségügyi, vagy környezetkárosítási indokkal ellenőrizze a génmanipulált termékek importját és köteles saját országában az ellenőrzést megszervezni. 

Hazánkban az 1998. évi XXVII. törvény engedélykötelessé nyilvánítja a különböző géntechnológiai tevékenységeket, a géntechnológiai módosításokat végző laboratóriumok létrehozását, természetes szervezet géntechnológiával való módosítását. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A kitűzött feladat ellátásához szükség van olyan laboratóriumra, amely kvantitatív módon vizsgálni és ellenőrizni tudja az élelmiszerek esetleges genetikai módosítottságát.

A pályázat fő célkitűzése a baromfi-feldolgozás vertikumában a genetikailag módosított szervezetek előfordulásának kimutatására és továbbjutásuk nyomonkövetésére alkalmas módszer kidolgozása, majd annak alkalmazásba vétele után a vizsgálatok széles körű kiterjesztése az élelmiszeripar egyéb ágazataira is.

FELADATOK

A konzorcium tagjai által összeállított és egyeztetett kísérleti terv alapján - legalább 3 sorozatban 2-3 párhuzamos etetési kísérletből vett mintából - az OKK-OÉTI elvégzi a GMO mennyiségi meghatározását a takarmány összetevőktől kezdve a baromfihúson és bélzeten át, a húskészítménnyel bezárólag. A vizsgálatokhoz szükséges mintákat, azok beazonosított kezelését a teljes folyamat során a Bábolna Rt. biztosítja. A vizsgálatok rutinszerű végzésének elsajátítása után a módszer alkalmazhatóság az OKK-OÉTI igazolja és referencia munkával más élelmiszerekre is kiterjeszti.

A FEJLESZTÉS EREDMÉNYE

A pályázati munka befejező szakasza a vizsgálati eredmények kiértékelése és ezzel összefüggésben a GMO-k feldolgozás során bekövetkező változásának megállapítása, a tapasztalatok összegzése és a baromfitenyésztés, feldolgozási vertikum tevékenységében végrehajtandó változtatásokra javaslat kidolgozása.

A fejlesztési feladat során kialakított GMO-k meghatározására alkalmas laboratórium jön létre, mely megfelel az EU követelményeinek.

Jelenleg a szakirodalom figyelembe vételével tervezett kísérletek végzéséhez szükséges takarmány kiválasztása, az állatkísérletekhez szükséges zárt helyszín előkészítése és a laboratórium kialakítása folyik.
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II. Fitotechnológia

Növényi vírusok kimutatására szolgáló készlet

Szerződésszám: OMFB-02395/00 (BIO-010/00)

Kezdési időpont: 2000. 07. 01.

Időtartam: 23 hónap

Összes költség: 39,6 M Ft

OM támogatás: 19,8 M Ft 

Rövid cím: Növényi vírus kimutatás

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE  

A növényi vírusok kártétele közismert, fertőzésükkel jelentős termékcsökkenést és termékminőség romlást okozhatnak. Az egyetlen védekezési mód ellenük, a kórokozómentes szaporítóanyagok alkalmazása. Különösen fontos ez a fás szárú szaporítóanyagok esetén, mivel az ültetvények élettartama 10-20 év és hozamuk csak a telepítés után több évvel lesz akkora, hogy a ráfordítások megtérüljenek.

Az Európai Unió tagországaiban követelmény a növényi kórokozók – elsősorban a karantén kórokozók – PCR alapú kimutatása. Hazánkban jelenleg elsősorban a szerológiai diagnosztikumok (ELISA) alkalmazása mondható általánosnak, a PCR alapú kimutatások csak néhány laborban, kísérleti jelleggel folynak. A PCR alapú kórokozó kimutatás, mint a jelenleg ismert legérzékenyebb és legspecifikusabb módszer elterjedése a hazai növényvédelmi, nemesítési és termesztési gyakorlatban fontos - és elkerülhetetlen - lépés a nemzetközi mezőnyhöz való felzárkózásban.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK cÉLJA


A pályázat célja egy a szőlő levélsodró vírus kimutatására szolgáló szilárd fázisú PCR alapú, enzim jelzett diagnosztikai készlet kidolgozása. A módszer nagy előnye lesz, hogy a vírus RNS kinyerés bonyolult és idő igényes folyamatait jelentősen leegyszerűsíti, megrövidíti. A korokozó RNS-ének megjelenítésére szolgáló enzim jel lehetővé teszi nagy mennyiségű minta gyors kiértékelését. 

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA


A fejlesztési munkafolyamatot három részre lehet felosztani:

1. A levélsodró vírus kinyerése a mintából. Az RNS templát szeparálása során a durván tisztított mintához biotinilált primert adunk. A hibridizáció ideje alatt a primer hozzákötődik a levélsodró vírus RNS-éhez. A hibridizáció után a biotin-sztreptavidin hídon keresztül rögzítjük a vírus RNS-t az intézetünk által kidolgozott GeneFix cső felületére.

2. A sztreptavidin szilárd fázishoz kötött vírus RNS templátot felsokszorosítjuk egy RT-PCR reakció során, majd a keletkezett PCR terméket egy másik GeneFix csövön tisztítjuk.

3. A tisztított PCR terméket a cső felületén egyszálúsítjuk. A komplement, nem biotinilált szálat kimossuk a rendszerből. A cső felületén, a szabadon maradt szálhoz torma-peroxidázzal (HRPO) jelzett próbát hibridizálunk. Az enzim jel megjelenése a vírus jelenlétét bizonyítja.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK


A jelen helyzetben az első két részt befejezetnek tekinthetjük. A vírustisztítás és az RT-PCR főbb paraméterei ki vannak mérve. Persze a további kipróbálások és mérések során még előfordulhat, hogy a módszer egyes folyamatait újra kell optimalizálni. Napjainkban a HRPO jelzett oligonukleotidok (próba) konjugálási reakcióinak beállításán dolgozunk.
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ROVARPATOGÉN FONÁLFÉREG FERMENTATÍV TERMELÉSE, ALKALMAZÁSA

Szerződésszám: OMFB-01766/00 (BIO-012/00)

Kezdési időpont: 2000.09.01.

Időtartam: 30 hónap

Összes költség: 96 M Ft
OM támogatás: 48 M Ft 

Rövid cím: Rovatpatogén fonálféreg fermentatív termelése

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Az Országos Korona Gombaipari Egyesülés, mint Magyarország legnagyobb gombatermesztő egysége, a hazai gombaipar bázisát képezi. Saját fajtakutató laboratóriummal, fajtakísérleti központtal, gombacsíraüzemmel, I.-II.-III. fázisú komposzt-előállító üzemekkel, konzervüzemmel, tőzegbányával, hűtőházakkal és számos termesztőházzal illetve pincével rendelkezik az ország több pontján. Ez a gombatermesztési vertikum teszi lehetővé, hogy számos kísérlet (fajtakísérletek, vegyszer- és kórokozótolerancia-vizsgálatok, biológiai védekezés, stb.) tudunk elvégezni. Jelenlegi kísérleteinkkel rovarpatogén fonálférgek felszaporítására, valamint kis- és nagyparcellás kísérletek beállítására összpontosítunk.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Elsősorban a csiperkegomba (Agaricus bisporus) termesztésében a Diptera, Sciaridae taxonokba tartozó Lycoriella solani, L. melii fajok lárvái a termőtestek megrágásával, elpusztításával főként a tavaszi, nyári és őszi időszakokban nagy terméskiesést okoznak. Magyarországon a gombalegyek ellen leggyakrabban használt szer a Dimilin 25WP (Diflubenzuron). Korlátozott azoknak a vegyszereknek a száma, melyeket a Sciarid-lárvák ellen használhatunk, mivel a legyek egy része rezisztenssé válik az aktív hatóanyaggal szemben, a vegyszer terméskiesést okozhat, fogyasztói oldalról és környezetvédelmi szempontból egyre nagyobb az igény az élelmiszerek előállítása során használt kemikáliák visszaszorítására.

Jelenlegi céljaink:

1. Fölváltani a jelenleg használt inszekticideket olyan hatékony biológiai védekezésre, mely termesztési szempontból és élelmezés-egészségügyi szempontból is megfelel.

2. A gombalegyek ellen hatékony és tömegtermelésre alkalmas entomopatogén nematoda (EPN) törzs kiválasztása.

3. Az entomopatogén fonálféreg szimbionta baktériumának fenntartása laboratóriumi körülmények között.

4. Folyadékfermentációs vagy immobilizációs fermentációs technológia kidolgozása, tekintettel a fonálféreg, illetve a szimbionta baktérium biológiai sajátosságaira.

5. Termesztési kísérletek elvégzése az EPN hatékonyságának megvalósítása céljából (kisparcellás, nagyparcellás kísérletek a Fajtakísérleti Központban).

6. Növényegészségügyi engedély megszerzése, kereskedelmi forgalomban is kapható termék bevezetése.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A Sciarid-legyek elleni biológiai védekezésre leginkább a Steinernema feltiae fonálféreg felel meg. Ez a faj képes arra, hogy a termesztőfelületre történő kijuttatás után megkeresse a gazdaállatot, abba bejusson, szimbionta baktériumai (Xenorhabdus bovienii) segítségével azt elpusztítsa és annak anyagaiból táplálkozva elszaporodjon és kirajzzon. Ezt a folyamatot laboratóriumi körülmények között Galleria mellonella lárvákon végezzük White-trap módszer segítségével. A laboratóriumi kísérleteink főként az EPN és szimbiontája optimális felszaporodását lehetővé tevő médiumokra, körülményekre (CO2-koncentráció, O2-szint biztosítása stb.), illetve az infektív formák minél nagyobb számú kinyerésére szorítkozik. A felszaporítást folyadékfermentációval, illetve immobilizációs fermentációval próbáltuk kivitelezni.

A felszaporított infektív férgek a kinyerés után megfelelő hordozóra felvíve, csomagolva kerülnének kereskedelmi forgalomba. A termesztési kísérleteinkben az EPN hatékonyságát vizsgáljuk vegyszeres és vegyszermentes kontrollok beállítása mellett, különböző fonálféregszám/m2 termesztőfelületen.

JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Megtörtént az EPN-törzs kiválasztása, jelenleg a Steinernema feltiae NyH törzsét használjuk. Laboratóriumi körülmények között jelenleg is folynak a táptalajra, tápfolyadékra és a fermentáció körülményeire vonatkozó kísérletek. Az eddigi eredmények alapján a legmegfelelőbbnek tartott médiumokat használjuk (pl. NBTA- a baktérium primer és szekunder formáinak izolálására, stb.). Számos kísérletet állítottunk be folyadék- és immobilizált fermentációra. A folyadékfermentáció esetén még nem sikerült nagy számú fonálférget nyernünk, azonban immobilizált fermentációval már számos sikeres felszaporítást végeztünk. A fonálférgek izolálására az ülepítést találtuk megfelelőnek. A termesztésbe történő kijuttatásra szolgáló hordozóra még folynak kísérletek, azonban az eddigi eredmények alapján cellulózgyöngy hordozóra felvitt fonálférget alkalmazunk. A termesztésben, nyári időszakban 3 millió féreg/m2 kijuttatását találtuk megfelelőnek. Ez azonban várhatóan szezonálisan változó szám lesz. Jelenleg növényegészségügyi engedélyeztetéshez szükséges kísérletek beállítása zajlik.
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Idegen fajú transzlokációk létrehozása, molekuláris genetikai jellemzése és hasznosítása a búzanemesítésben

Szerződésszám: OMFB- 02449/2000 (BIO-014/00)
Kezdési időpont: 2000. 07. 01.

Időtartam: 36 hónap
Összes költség: 25 M Ft

OM támogatás: 12,5 M Ft
Kulcsszó: Idegen fajú transzlokációk

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE
A búzával rokon fajok számos hasznos agronómiai tulajdonsággal rendelkeznek (betegségellenállóság, szárazságtűrés, jó adaptálódó képesség, különböző minőségi paraméterek, eltérő fejlődési ritmus stb.), amelyek sok esetben a búzába faj- és nemzetségkeresztezés révén átvihetők. Ezzel a módszerrel csak azokból a fajokból vihetők át gének, amelyek ivaros úton egymással keresztezhetők, de a biotechnológiai módszerek alkalmazásával ez a kör mára jelentősen kibővült. A génátvitel folyamata több generáción keresztül történik, a kívánt kromoszómaszegmentum átviteléhez több nemzedék felnevelése, visszakeresztezése szükséges. Az idegenfajú génátvitel ma már molekuláris genetikai és citogenetikai módszerekkel pontosan nyomonkövethető, az idegen fajú kromoszóma (szegmentum) az utódokban jól azonosítható. A pályázat célja a búzával rokon fajokból (Hordeum vulgare, Secale cereale, Triticum timopheevii, Aegilops biuncialis, Ae. ovata, Ae. triuncialis) hasznos agronómiai tulajdonságokért felelős génkomplexumok beépítése a termesztett búzába, majd a létrehozott rekombinánsok jellemzése molekuláris genetikai módszerekkel (a beépült kromoszóma szegmentum méretének, helyének meghatározása, a rekombinációs töréspontok kimutatása). Vizsgálni kívánjuk az előállított genetikai alapanyagokat agronómiai szempontból (betegségellenállóság, koraiság, minőség) és a megfelelőnek bizonyult vonalakat a búzanemesítésbe bevonjuk.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célja

1. Búza-árpa transzlokációk kiválogatása, molekuláris genetikai és agronómiai jellemzése.

2. Új levélrozsda rezisztenciagéneket hordozó búza-rozs rekombinánsok előállítása és molekuláris genetikai jellemzése. A rekombinánsok betegségellenállóságának és minőségének vizsgálata.

3. Búza-Triticum timopheevii rekombinánsok előállítása és citogenetikai jellemzése. Búza-T. timopheevii szubsztitúciós vonalak és rekombinánsok rezisztencia vizsgálata.

4. Búza-Aegilops biuncialis rekombinációk előállítása és molekuláris genetikai jellemzése.

A munka tartalmi leírása

Kísérleteink során az árpából koraiságért, minőségi paraméterekért, a rozsból és a T. timopheeviiből betegségellenállóságért, az Ae. biuncialisból szárazságtűrésért felelős génkomplexumokat kívánunk a termesztett búzába beépíteni. A kívánt tulajdonságok átvitelének érdekében korábban búza-árpa, búza-rozs, búza-T. timopheevii és búza-Ae. biuncialis faj- és nemzetséghibrideket hoztunk létre. A hibridekből és az amphidiploidokból meiotikus kromoszómapárosodás révén, illetve kromoszómatörések indukciójával rekombinánsokat és transzlokációkat állítunk elő. A létrehozott genetikai alapanyagokat molekuláris genetikai és citogenetikai módszerekkel jellemezzük és agronómiai szempontból vizsgáljuk.

A jelen helyzet, eredmények

Árpa mikroszatellit markerek segítségével több búza-árpa transzlokációban sikerült meghatároznunk az árpa (Betzes) kromoszóma szegmentum eredetét. Két vonalban a transzlokációs kromoszómában a búza kromoszóma szegmentumot kétféle repetitív próba (pAs1, pSc119) segítségével fluoreszcens in situ hibridizációval azonosítottuk. Sikerült új transzlokációs vonalat kiválogatnunk az Mv9 kr1 x Igri őszi búza x őszi árpa hibridek utódai közül, melyek molekuláris genetikai azonosítását szintén elvégeztük. Búza-rozs rekombinációkat hoztunk létre az Mv9 kr1 x Lovászpatonai amphidiploid felhasználásával. Molekuláris markerekkel igazoltuk, hogy az átvinni kívánt rozs kromoszómarégió valóban integrálódott a búzába. A levélrozsda ellenállóságért felelős génlókusszal kapcsolt DNS markerek sorrendjét genetikai és fizikai térképezés segítségével meghatároztuk. Megkezdtük a rekombinánsok betegségellenállóságának vizsgálatát. A búza-T. timopheevii szubsztituciós vonalakat megporoztuk az Ae. speltoides pH génjét hordozó CO4 vonallal rekombinánsok előállításának céljával.

AZ Eredmények jelentősége 

A homozigóta búza-árpa transzlokációkat hordozó vonalakat tenyészkertben elszaporítottuk Az agronómiai tulajdonságok széleskörű tesztelése után a búza-árpa transzlokációs vonalak, az új búza-rozs rekombinánsok és a T timopheevii betegségellenállóságát hordozó vonalak a búzanemesítésben a további keresztezési programokba bevonhatók, az új fajták előállításában felhasználhatók.
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Nagy tápértékű és drog termelő képességű húsos som (Cornus mas L. ) elit növények in vitro szaporító és organikus termesztési technológiáinak kifejlesztése a modern egészséges táplálkozás követelményeinek függvényében.

Szerződésszám: OMFB-02743/2000 (BIO-0023/2000)

Kezdési időpontja: 2000. december

Időtartama: 2 év

Összes költség: 27,6 M Ft

OM támogatás: 13,5 M Ft
Rövid cím: Som in vitro szaporítása

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Az utóbbi évek egyik legnagyobb kihívása az egészséges életmód iránti igény következtében a nagy beltartalmi és élvezeti értékű organikus termékek iránti kereslet növekedése. Ez a törekvés a hagyományosan termesztett kultúrák mellett mind több, egykor termesztett, de mára feledésbe merült, illetve új faj iránti piaci igény megjelenésével járt, melyek gazdaságos termesztése megfelelő minőségű szaporítóanyag hiányában jelenleg nehezen valósítható meg. E növények közül jelentőségével és piaci értékével kiemelkedik a húsos som ( Cornus mas ), melynek elit szaporítóanyag előállítását e pályázat keretében kívánjuk megvalósítani. A húsos som egyik legfontosabb endemikus erdei gyümölcsünk. A népi kultúra évszázadok óta alkalmazta változatos célokra. Mint friss gyümölcsöt kiváló étrendi hatása és finom, aromás íze miatt széles körben fogyasztották, de termesztése sajnos napjainkig nem terjedt el. Gyümölcséből számos nagyértékű termék állítható elő, melyek igen keresettek a világpiacon. Élvezeti értékén és gyógyászati alkalmazásán túl fája  kiemelkedő értékű faipari alapanyag. Korai virágzása és az a tény, hogy virágai a levélzet megjelenése előtt virítanak egyúttal dekoratív dísznövénnyé is teszi. Elterjesztését az is indokolja, hogy kiválóan alkalmazkodó növény, a légszennyezést és a szárazságot jól bírja, talajra nem igényes. Ezért városi parkok és utak ideáli dísznövénye. 

Elterjesztésének jelenleg legnagyobb akadálya – az ismerethiányon túl – a megfelelő elit szaporítóanyag csaknem teljes hiánya. Ugyan hozzá lehet jutni gyökeres dugványokhoz vagy magról kelt növényekhez egyes erdészeti faiskolákban de ezek nem alkalmasak ültetvények létesítésére.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Olyan elitgyűjtemény létrehozása, amely a legfontosabb típusokat tartalmazza és forrása lehet az elit növények szelekciójának, klónozásának.

A húsos som hatékony, genotípus függő dugvány előállítási módszereinek kifejlesztése.

Mikroszaporítási eljárások kifejlesztése.

Szomatikus embriogenezis módszereinek kifejlesztése, további biotechnológiai módszerek alkalmazása céljából.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA 

A húsos som szaporítása nehéz és hosszú időt igénylő folyamat. Csontárja igen nehezen csírázik, hajlamos az elfekvésre. Természetes körülmények között a csíranövények döntő része elpusztul. Mesterséges csíráztatása nehézkes, a csontároknak csak mintegy 30%-a csírázik ki. A csíranövények növekedése lassú. A kiültetett növények igen későn, a csírázástól számított 8-10 év után hoznak először termést. A magról kelt növények, mivel a som rovar porozta növény, genetikailag igen heterogének. Termesztési értékük pedig igen soká bírálható el. A heterogenitásuk miatt nagy részük valószínűleg értéktelen. Ezért olyan eljárásra van szükség, mely egy már bizonyítottan értékes elit növény identikus szaporítására alkalmas. A rendelkezésre álló hagyományos technikák sajnos mind a mai napig nem megfelelőek, egyrészt mert igen kevés a rendelkezésre álló információ (kevesen és szórványosan foglalkoztak ezzel a fajjal), másrészt mert egyes módszerek alkalmazása kockázatos. A probléma megoldása a szaporítási eljárások fejlesztésével oldható meg.

Az elit növények kiválasztását követően olyan eljárás kifejlesztésére van szükség, mellyel a minőségi szaporítóanyag előállítás nagy biztonsággal megoldható. A szakirodalmi és saját tapasztalatok arra utalnak, hogy a biztonságos szaporítás érdekében több eltérő módszert kell egymással párhuzamosan alkalmazni. A hagyományos dugványkészítési eljárás hatékonysága más fajokkal összehasonlítva alacsony, a letűzdelt dugványok csak mintegy 50%-a ered meg. Az oltásos és szemzéses technológiák esetében az eredés gyakorisága szintén alacsony és pillanatnyilag nem tisztázott az alany hatása sem. Az in vitro mikroszaporítási eljárások dugvány előállítással párhuzamos alkalmazása jelentheti azt a megoldást, amellyel a megfelelő minőségű elit szaporítóanyag biztonsággal előállítható. Megfelelő hormonkombinációk alkalmazásával az adventív hajtások jól gyökereztethetők, a gyökeres in vitro növénykék a természetes körülményekhez jól adaptálódnak. A hatékony mikroszaporítási eljárásra alapozva létrehozható a szomatikus embriógenezisre alapozott nagy hatékonyságú szaporító eljárás is.

A KUTATÁS JELENLEGI ÁLLAPOTA, ELÉRT EREDMÉNYEK 

Az elmúlt rövid időszakban jelentős előrelépést tettünk a kiindulási állapotokhoz viszonyítva. A pályázat első évében létrehoztuk azt az elit gyűjteményt, melyben a legfontosabb nagy értékű genotípusok megtalálhatók. Elvégeztük leíró vizsgálataikat és az eredmények alapján kijelöltük azokat az egyedeket, melyekből az elit klónokat érdemes előállítani. hagyományos dugvány előállítási módszerek alkalmazásával megkezdtük szaporításukat, de ennek hatékonysága sajnos nem éri el a gazdaságosság szempontjából szükséges mértéket. Az in vitro mikroszaporítási eljárás fejlesztése keretében kidolgoztuk a szükséges sterilizálási módszereket, és megállapítottuk az in vitro tenyésztés genotípus függőségét. A rekalcitránsnak bizonyuló genotípusok esetében több eljárás összehasonlító vizsgálatával keressük az optimális táptalaj összetételt, míg a rendszerünkben jól reagáló genotípusokat elkezdtük szaporítani. Az adventív rügy indukción alapuló módszer igen hatékony eljárásnak bizonyult néhány genotípus esetében. Jelenleg ezekre alapozva végezzük a gyökérindukciós vizsgálatokat.

A PÁLYÁZAT VÁRHATÓ EREDMÉNYEI 

A pályázat keretében megpróbálunk kidolgozni egy hatékony mikroszaporítási eljárást az elit húsos som genotípusok nagyléptékű szaporítására. Az eljárás egyrészt várhatóan elég hatékony lesz a piacon meglévő szaporítóanyag igény megfelelő értékű növényekkel történő ellátására, másrészt lehetőséget ad egyes nagy értékű genotípusokra alapozott fajta előállításra. A szomatikus embriogenezis indukciójának sikere esetén lehetőségünk lesz olyan módszerek kifejlesztésére, melyek a gyógyszeripar számára is hozzáférhetővé tehetik a húsos som nagyértékű másodlagos metabolitjait. 
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MEDIKAGÉNSAV TARTALMÚ KÉSZÍTMÉNYEK ELŐÁLLÍTÁSA 

LUCERNÁBÓL 

Szerződésszám: OMFB 02777/00 (BIO-0025/2000)

Kezdési időpont: 2001.01.01.

Szerződés tartama: 30 hónap

Összes költség: 32,5 M Ft

OM támogatás: 16,1 M Ft 
Rövid cím: Medikagénsav

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A lucerna termelése a mezőgazdaság egyik fontos tevékenysége. A hasznosítás most korlátozott takarmányozási célokra.

A lucerna számos értékes beltartalmi anyagot tartalmaz, melyek újak a mezőgazdasági iparban és melyeket hasznosíthatunk különböző értéknövelt célokra és termékekhez.

Az egyik fontos beltartalmi anyagcsoport a triterpen szaponinok. A medikagénsav vagy a szaponinja tagja ennek az anyagcsoportnak.

A medikagénsav képes inaktiválni a koleszterint a digitonhoz hasonlóan.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A fejlesztési program során el kívánjuk érni:

1. A legjobb nyersanyagforrás kiválasztását a medikagénsav ill. szaponinjának izolálásához.  Ez azt jelenti, hogy a legjobb lucernafajtát választjuk ki és analizáljuk a medikagénsav tartalmat a lucerna különböző részeiben, a vágások függvényében.

2. Módszert dolgozunk ki a medikagénsav vagy szaponinjának izolálására:

- a hatóanyag első vizsgálatának elvégzéséhez és későbbiekben

· az ipari realizálásának a mezőgazdasági üzemben vagy más iparban történő végrehajtására.

3.   A folyamat költségkalkulációjának elvégzése.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A lucerna fajták (Medicago sativa) szaponinjai közül a szójaszaponinok A, B, C, D, E, F neutrális szaponinok, melyeknek káros étkezési, vagy takarmányozási tulajdonságai nincsenek.

De a medikagénsav aglükont tartalmazó szaponinok erősen toxikusak és káros hatással rendelkeznek az állatok takarmányozásában és azok teljesítményében.

A legjelentősebb hatása a medikagénsavnak ill. szaponinjának, hogy azok a koleszterint kicsapják. A keletkező addukt oldhatatlan vízben és vizes közegben.

Ezen tulajdonság miatt az új lucerna fajták, kultivárok alacsony medikagénsav tartalommal rendelkeznek így nem alkalmasak ennek termelésére.

A mi célunk ezen fejlesztési munka keretében olyan élelmiszer adalékok és készítmények előállítása, melyek képesek az étrenddel felvett koleszterin inaktiválására.

JELEN ÁLLAPOT

Korábbi tapasztalataink és kísérleteink alapján kiválasztottuk a megfelelő lucerna fajtát és meghatároztuk a legelőnyösebb lucerna betakarítási programot.

Az új fajtával rendelkezünk egy kb. 250m² területű kis ültetvénnyel, melyet 2000. májusában vetettünk.

Az izolálási kísérletek folyamatban vannak, végső eredmények a következő évben várhatóak. Előző ültetvényről gyűjtött anyagból izolált medikagénsav/szaponinnal a farmakológiai kísérletek is megkezdődtek.
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A kézi génbelövő készülék - "GENEBOY" - fejlesztése és a használatán alapuló új génbeviteli technológia megalapozása

Szerződésszám: OMFB-02698/00 (BIO-0041/2000)
Kezdési időpont: 2000. július 1.
Időtartam: 2 év
Összes költség: 45 M Ft
OM támogatás: 22 M Ft
Rövid cím: Génbelövő technológia fejlesztése

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE


Az elmúlt évtizedben számos, egyszikűekre alkalmazható alternatív transzformációs módszer jött létre. Azonban megmaradt a fő probléma, a protoplasztból történő növényregeneráció megoldása. Az intakt sejtek transzformációjára készített módszerek között a legígéretesebb, legszélesebb körben alkalmazható eljárás a "biolistic" vagy génbelövéses módszer. A génbelövéses módszerrel intakt növényi sejtekbe történő idegen genetikai anyag bejuttatását már számos laboratóriumban sikerrel hajtották végre. A módszer legfőbb előnye az, hogy DNS-t lehet vele bejuttatni csaknem valamennyi növényfaj intakt sejtjeibe. 

A génbelövéses módszer alkalmazása tehát egy újabb, alternatív lehetőséget nyújt a magasabb rendű növények és állati sejtek genetikai transzformácójához. A biológiai és fizikai tényezőket tovább szükséges tanulmányozni és fejleszteni. Mindent összevetve, rugalmasságánál valamint gyakorlati egyszerűségénél fogva a módszer igen értékes a géntranszformációs kutatásban.


A "GENEBOY" nagyon hatékony eszköz a fent ismertetett biológiai kutatások és fejlesztések végrehajtásában és viszonylagos alacsony ára miatt a hazai kutatóhelyek részére is hozzáférhetõvé válik ez a csúcstechnológia. A “GENEBOY” alkalmazásával lehetőség nyílik az üvegházban végrehajtott genetikai transzformációra, ami óriási költségmegtakarítást jelent a laboratóriumi kísérletekhez képest.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA


Az OMFB támogatásával kifejlesztett magyar génbelövő készülék (GENEBOOSTER™) továbbfejlesztett változatának - a szabadföldi génbevitelre alkalmas “GENEBOY” készüléknek - az értékesítéséhez szükséges null-széria legyártása. Ez magában foglal 25 db értékesítésre szánt és 2 db demonstrációs célra készített pédányt. A készülékek az 1997-ben benyújtott szabadalom alapján készülnek.


A kifejlesztett készülék biotechnológiai eszköz és ebben a tekintetben egyedülálló. A nyugati országokban növényi kísérletekre alkalmas hasonló eszközt nem készítenek. A GENEBOY műszaki megoldásában egyedi, kezelésében egyszerű, exportképes termék. A fentiekről megbizonyosodtunk az 1997 évi Hannoverben tartott BIOTECHNICA’97 kiállításon.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA


Az Mezőgazdasági Biotechnológiai Kutatóközpont tulajdonában lévő szabadalmaztatásra benyújtott "GENEBOY" kifejlesztésekor és használata közben szerzett tapasztalatok figyelembevételével minden érintett megvalósíthatónak itéli, hogy a készülékből huszonhét darab (null széria) legyártásra kerüljön. A 27 db. készülékből huszonöt darab közvetlen hasznosításra, 2 db. demonstrációs célból készül el. 

A GYÁRTÁSSAL KAPCSOLATOS FELADATOK FELOSZTÁSA:

1) A részletes gépészeti tervek elkészítése legalább tizenkét mérnök-hónapot vesz igénybe (nem folyamatosan).

2) A gáznyomás továbbító szelepek legyártása.

3) Célzópálcák legyártása és kikészítése.

4) Univerzális markolat legyártása állíthat szeleppel.

5) Csatlakozó elemek legyártása sárgarézből.

7) Az "ágyúcsövek" és egyébb esztergályos alkatrészek elkészítése.

8) A max 100 bar gáznyomás kapcsolására képes mechanikus szelepek elkészítése.

9) Lézeres célzóberendezés elkészítése.

10) A plexi és egyéb műanyag alkatrészek elkészítése forgácsolással és azok feliratozása.

11)Az elkészített alkatrészek kikészítése (festés, nikkelezés, stb).

12) Az mechanika műszeres bevizsgálása, beállítása, időzítések hitelesítése.

13) Biztonságtechnikai vizsgálatok elvégeztetése a prototípuson.

14) Az elkészített és vásárolt alkatrészekből az egész készülékek készreszerelése.

15) Próbaüzem az összeszerelő műhelyben.

16) Tartósüzemű bevizsgálás és minősítés az Mezőgazdasági Biotechnológiai Kutatóközpontban, Gödöllőn.

JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A pályázat elnyerése után a fejlesztési munkát azonnal elkezdtük és a vállalt ütemezésnek megfelelően elvégeztük és arról jelentést írtunk.

Anyagbeszerzés és részelemek gyártásas

A következő alapanyagokat illetve főbb alkaltrészeket szereztük be illetve gyártottuk le az eltelt időszakban:

1. -Sárgaréz rudak, fazonrudak, csövek, lemezek a különböző funkciójú alkatrészek elkészítéséhez.

2. -Kapcsolók, nyomógombok, 

3. -Pneumatikus alkatrészek (szelepek, nyomástömlők, gyorscsatlakozók) beszerzése

4. Vákumkamrák elkészítése

5. Gyorsítócsövek elkészítése

6. Stoplemez tartók és stoplemezek elkészítése

7. Makrolövedékbehelyező zárócsavarok elkészítése

8. Csatlakozó közcsavarok, díszalátétek, anyacsavarok és csőcsatlakozó olívák elkészítése

9. Vákumszivattyúk beszerzése

A gödöllői MBK-ban üzemelő GENEBOY prototípus műszaki karbantartása.


A következő munkafolyamatokat kellett elvégezni:

10. A prototípus készülék alkatrészekre bontása.

11. A sérült felületek újbóli megmunkálása kézi eszközökkel.

12. A lövőcső belső felületének újra tükrösítése.

13. A készülék külső felületeinek homok szórása.

14. A készülék alkatrészeinek matt nikkelezése.

15. A készülék összeszerelése alkatrészekből.

16. A GENEBOY próbaüzeme biológiai tesztben.

A GENEBOY prototípus előkészítése a TMB vizsgálathoz.

1. A felújított GENEBOY prototípus alkatrészeiről pontos műszaki rajz készítése, különös tekintettel a “szekunder tartály” paramétereire.

2. A “szekunder tartály” TMB vizsgálata során szükségessé váló próbanyomás csatlakozó adapterének elkészítése.

3. Házi műhelyben az előzetes kísérleti nyomáspróba elvégzése.

4. A házilag elvégzett kísérleti próbanyomás (túlnyomás; 100 bar) eredménye alapján a végzáró csavar “O” gyűrűs tömítésének egy másodlagos tömítő felület kialakításával történő megerősítése.

5. A házilag elvégzett kísérleti próbanyomás (túlnyomás; 100 bar) eredménye alapján a töltő-végzáró idom és az elsütő szelep tömítő felületének átalakítása.

Reklámtevékenység folytatása az eladhatóság érdekében (új prospektusok elkészítése, szerkesztése a német és egyiptomi partner piackutatása alapján).

6. Internetes honlap készítése (www.abc.hu/institutes/plant/gboy.html)

7. Magyar nyelvű szórólap készítése 

8. Angol nyelvű szórólap készítése

9. Német nyelvű szórólap készítése

10. Kézikönyv szerkesztéséhez elővázlat készítése

11. Tárgyalások megkezdése a GENEBOY eladása ügyében azokkal a korábbi – szlovén, egyiptomi, török, dél-afrikai, maláj illetve magyar - ügyfelekkel, akik korábban már megvásárolták a készülék telepített laboratóriumi változatát, a GENEBOOSTER™-t.
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Genetikailag módosított növények kibocsátása környezeti hatásvizsgálati módszertanának kialakítása Bt kukorica modellnövény vizsgálatán keresztül

Szerződésszám: OMFB-02402/00 (BIO-0042/2000)

Kezdési időpont: 2000. november 1.

Időtartam: 30 hónap

Összes költség: 206,7 M Ft

OM támogatás: 30 M Ft
Rövid cím: Növényi GMO-k környezeti hatásvizsgálata

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK háttere

Az évezred-forduló globális kihívásai körében társadalmi, etikai és környezeti vonatkozásai miatt megkülönböztetett szerepet kap a Föld megsokszorozódó népességének egészséges élelemmel való ellátása. E kihívásra való válaszként az utóbbi évtizedekben igen jelentős eredmények születtek, többek között a biotechnológiai eljárások és azok gyakorlati alkalmazási lehetőségeinek feltárásával. A modern biotechnológia a nemesítés egy sajátos új formája. Ezen összefoglaló elnevezés számos új technológiát, módszert fog össze, beleértve a génsebészetet, génterápiát, a genetikailag módosított élőszervezetekkel és a transzgénikus élőszervezetekkel folytatott tevékenységeket. Különböző célrendszerekhez kapcsolódva a biotechnológia mára a gazdaság legkülönbözőbb területein (növénytermesztés, növényvédelem, állattenyésztés, élelmiszeripar, környezetvédelem, egészségügy) megjelent. 

A növénytermesztésen belül a biotechnológiai alkalmazások általános célrendszere a nagy hozamú, jó tápanyag hasznosítású, nehézfémtartalmat és hideget toleráló, a tárolhatóságot javító, kedvező ízű és beltartalmú fajták keresése. Az új technikák mindezt az eddigieknél lényegesen jobb hatásfokkal képesek végrehajtani és nagyságrendekkel növelik meg a fajták átalakításának lehetőségeit. 

Először 1994-ben kerültek genetikailag manipulált élőlények mezőgazdasági termesztésbe. 1996-ban már 15 transzgénikus növénnyel kapcsolatban nyújtottak be engedélykérelmet az USA-ban és Kanadában. Az Európai Közösség jelenleg dolgozza ki szabályozási rendszerét. Ilyen típusú szabályozást eddig Nagy-Britannia, Svájc és Hollandia dolgozott ki. A legtöbb országban viszont még nem alakult ki e témakör szabályozási rendszere annak ellenére, hogy transzgénikus termékek jelentek meg a piacon. Néhány európai ország az elővigyázatosság elvét alkalmazva betiltotta a genetikailag manipulált élelmiszerek importját. 

Magyarországon a kultúrnövények fajtahasználatát törvény (1996. évi CXXXI. Tv.) szabályozza. A géntechnológiai tevékenységről az 1998. évi XXVII: törvény rendelkezik. A környezeti hatásvizsgálat igénye részben szerepel a géntechnológiai tevékenységekről szereplő jogszabályokban, részben közvetett módon a jogszabályok tartalma utal e vizsgálat szükségességére, tartalmára.

Egyre több valós igény jelentkezik a törvény szerinti kibocsátási engedély megszerzésére. A jelenleg engedélyesek azonban megfelelő részletes szabályozási előírások hiányában nem folytatnak meghatározott tematikájú megfigyeléseket arra vonatkozóan, hogy milyen környezeti hatásai/reakciói vannak vagy lehetnek a létrehozott módosított szervezetnek a környezetükre. Ha nem teszünk fel ilyen kérdéseket, és azokat nem vizsgáljuk, akkor az a veszély fenyeget, hogy majd csak tényként kezelhetjük a bekövetkező esetleges negatív hatásokat. Megengedhetetlen ugyanakkor, hogy engedélyesek kísérleti bizonyítékok hiányában kijelentsék, hogy a módosításnak nincs környezeti hatása, hiszen azok a szórványos vizsgálatok, amelyeket a környezeti hatások kiderítése érdekében folytak, a hazai környezettől eltérő ökológiai feltételek között zajlottak, pl. Costa Rica. Ezeket az eredményeket nem lehet extrapolálni teljesen eltérő környezeti rendszerekre. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célja

A kutatás célja konkrét vizsgálatok és módszertani elemzések segítségével a genetikailag módosított növények kibocsátásához és engedélyezéséhez elengedhetetlenül szükséges környezeti hatásvizsgálat módszertanának kialakítása. Esetünkben egyrészt egy általános hatásvizsgálati módszertan elkészítése a cél, másrészt ennek a módszertannak bizonyos konkrét ökológiai elemeinek a kidolgozása történik, Bt kukoricával folytatott két éves megfigyelés sorozat alapján. Az egyes konkrét „in vivó” vizsgálatok egyrészt önmagukban is eredményt jelentenek, másrészt hozzájárulnak a módszertan kialakításához.

A munka tartalmi leírása

A környezeti hatásvizsgálat egy előrejelzési módszer, mely valamilyen tervezett emberi tevékenység következtében várható lényeges környezeti állapotváltozások becslésére és értékelésére szolgál, és ezen keresztül befolyásolja a tevékenységre vonatkozó döntést. Ha pontosan kívánjuk lehatárolni a feladatot, akkor a géntechnológiával módosított növényfajták termesztése jelenti a tervezett tevékenységet, és ennek engedélyezéséhez van szükség a környezeti hatások vizsgálatára. A kutatás nem foglalkozik sem a genetikailag módosított szervezetek létrehozásának, sem géntechnológiával módosított állatfajták tenyésztésének kérdésével. A környezeti hatásvizsgálati rendszer lényegesen szélesebb körű vizsgálatokat igényel, mint amilyenek jelen pályázat keretei között elvégezhetőek. Tehát mi olyan rendszert igyekszünk kialakítani, aminek bizonyos szegmensei más kutatások eredményei, vagy még el nem indított vizsgálatok alapján folyamatosan pontosítható. (Tehát elkészítjük magát a szekrényt, de csak bizonyos fiókokat töltünk meg tartalommal.) A munka három, egymással szorosan összefüggő, de bizonyos fokig önálló blokkban jelenik meg:
I. Környezeti hatásvizsgálati módszertan kidolgozása /ÖKO Rt./

9. részfeladat: Hatásvizsgálati módszertan kidolgozása

II. Ökotoxikológiai vizsgálatok /MTA NKI/

1. részfeladat: Szabadföldi kísérleti parcellák létesítése, fenntartása

2. részfeladat: Bt-toxin kimutatása ELISA módszerrel 

3. részfeladat: Bt-kukorica pollentermelésének és szórásának vizsgálata

4. részfeladat: Hatásvizsgálat nem célzott, természetvédelmi szempontból jelentős lepke fajokon

5. részfeladat: Hatásvizsgálat kukoricamoly és bagolylepke - predátor kapcsolatokban, illetve nem célzott pollenfogyasztókkal

III. Talajbiológiai hatások ellenőrzése /MTA TAKI/

6. részfeladat: Hatásvizsgálat kukorica rhizoszféra zoológiai és mikrobiológiai jellemzőire

7. részfeladat: Kukorica dekompozíciójának és a talajjellemzőknek az összehasonlító vizsgálata

8. részfeladat: Bt kukorica növények mikrobiális ökológiai kockázatelemzése

A jelen helyzet, eredmények

Az eltelt időszak egyik legfontosabb fejleménye a kibocsátási engedély megszerzése volt. A Növényvédelmi Kutatóintézet Julianna majori kísérleti telepén (Budapest, Nagykovácsi út 26-30.) kb. 500-500 tőből álló kukorica állományt létesítettünk MON 810 Bt-toxint termelő hibridkukorica fajtából, valamint- ettől 800 méter távolságra - ugyanennek a fajtának Bt-toxint nem termelő anyavonalából és további három más fajtából. Ezek mellett korábban megtörtént:

· A védett lepkefajok tápnövényeinek elvetése

· Kukoricamoly lárvák begyűjtése

· Talajminták gyűjtése a vetésre kijelölt területeken a talaj mikroflóra alapállapot felmérése céljából.

· Tenyészhelyiségek előkészítése és tenyészetek létesítése a kísérletekhez szükséges rovarokból (pl. kukoricamoly, levéltetvek, fátyolkák)

Pillanatnyilag az ütemtervnek megfelelően folynak a szabadföldi és a laboratóriumi kísérletek és a mintavételezések.

A hazai és nemzetközi szabályozások vizsgálata és a lehetséges hatásfolyamatok értékelése elemzések alapján egyre világosabban látszik, hogy a hatásvizsgálati eljárást két lépcsőben kellene kialakítani. Az eljárás első lépése a kibocsátási engedélyhez kötődne, egy kissé kiszélesítve a jelenleg alkalmazott megoldásokat. A lényegi vizsgálatokat azonban, már csak e kibocsátásokkal párhuzamosan lehet végezni, miután a hatásvizsgálat maga azonban bizonyosan igényel egy „in vivo” kísérleti periódust, így ehhez a kísérlethez is szükségessé válik a kibocsátási engedély megléte. A második lépés, a lényegi hatásvizsgálat a fajtaelismerési eljáráshoz kell, hogy kötődjön. A fajtaelismerés során a növény általánosan termeszthetővé válik, ami egy lényegesen körültekintőbb feltételrendszert igényel, de ennek kialakítására pontosan a kísérleti kibocsátások alatt van mód, azoknál a fajtáknál, amelyeknél a fajtaelismerés egyáltalán felmerül.
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Forradalmian új, a környezeti kockázatot kiküszöbölő növényi transzformációs módszer kifejlesztése

Szerződésszám: OMFB-02764/00 (BIO-0047/2000)

Kezdési időpont: 2001. január 1.

Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 40 M Ft

OM hozzájárulás: 20 M Ft

Rövid cím: Új növénytranszformációs rendszer

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE
A biotechnológia nagy léptékű fejlődésének lehetünk tanúi napjainkban. A fejlett mikroelektronika, a molekuláris biológia és a sejt- és szövettenyésztési módszerek egymással karöltve jelölik ki a XXI. sz. legdinamikusabban fejlődő iparágának, a biotechnológiának a fejlődési irányát. A biotechnológia, azon belül is a genetikailag módosított élő szervezetek előállítását célzó géntechnológia, azonban világszerte, de főképpen Európában válságkorszakát éli, tovább növelve ezzel annak a lemaradásnak a mértékét, amely ezen technológiák kifejlesztésében és alkalmazásában tapasztalható az Egyesült Államok és Európa között. Ennek fő oka az, hogy a társadalom egyre inkább hajlamos veszélyesnek de legalábbis bizonytalan kimenetelűnek ítélni az élő szervezetekbe történő mindennemű beavatkozást, mely azok örökítő anyagának időleges vagy tartós (esetleg irreverzibilis) megváltozását idézi elő.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A pályázat célja olyan új, mikroinjektáláson alapuló növénytranszformálási módszer kifejlesztése, amely a növényi petesejtekbe visz be géneket. Az új módszer szükségtelenné teszi szelekciós markerek használatát, és nem juttat a növényi genomba bakteriális, virális eredetű géneket, vagy DNS szakaszokat sem, s ezáltal csökkentheti a környezetre gyakorolt felesleges nyomást. További előnye a módszernek, hogy alkalmazásával, elterjedésével radikálisan csökkenthetőek olyan aggodalmak és félelmek, amelyek a genetikailag transzformált növények felhasználásával kapcsolatosan felmerültek az utóbbi időben. Az általunk megvalósítandó project keretében olyan módszert kívánunk kifejleszteni, ami a tudományos célok megvalósításán túl emberi fogyasztásra alkalmas transzgenikus növények biztonságosabb előállítását teszi lehetővé.

A MUNKA RÖVID ISMERTETÉSE

A pályázat során felhasználjuk mindazt az MTA Mezőgazdasági Kutatóintézetben korábban felhalmozott tudást, ami a mikroinjektálásos módszer tanulmányozása során keletkezett. Feltételezzük, hogy a petesejt sejtmagjába bekerült DNS nagy valószínűséggel beépül a növény genetikai állományába. Ezt elősegítendő a transzgént ellátjuk u.n. ”border” szekvenciákkal, mely bizonyítottan növeli a beépülés százalékos esélyét. Így jelentősen megnövelhető annak a valószínűsége, hogy az injektálás után a regenerált növényben a transzgén benne van. Feltételezésünk szerint nincs szükség ezért szelekcióra a regenerálódott növények között, így a rezisztencia géneket, melyek érvül szolgálnak a transzgenikus növények ellen, ki lehet hagyni a transzformálásból. Tisztított transzgénre nincs olyan nagy mennyiségben szükség az injektáláshoz, mint akár az agrobaktériumos, akár a génágyús módszernél (10 ng, mivel az egy injektálásban bevitt DNS kb. 10-20pg, szemben a régi módszerek 4-5 (g DNS/lövés mennyiségével). Így viszonylag könnyű előállítani megfelelő mennyiségben csak magát a DNS fragmentet, minden „felesleges”. idegen DNS nélkül, agaróz gélből való tisztítással, vagy oszlopkromatográfiás módszerrel (Sephacryl S oszlop). Ki kell egészíteni ezt a génbejuttatási módszert a növénnyé regenerálás módszerével, melynek kidolgozása szintén ennek a pályázatnak a feladata.

JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A pályázatban vállalt munkát csak 2001 januárjában, azaz hat hónappal ezelőtt kezdtük, így jelentős áttörés még nincs az eredményeinkben. Eddig a injektált zigótából történő növény regenerálás problémájával foglalkoztunk, melynek eredményeként sikerült regenerált növényt előállítani. Evvel párhuzamosan elkészültek a transzformálásra kiválasztott gének (Green Fluorescence Protein GFP) T-DNS border szekvenciákkal kiegészített konstrukciói. A DNS-t a transzformáláshoz elegendő mennyiségben gélből tisztítottuk.
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Új típusú endospermium specifikus promoterek létrehozása, hatásának tanulmányozása és felhasználása kenyérbúza minőségének javítására, géntechnológiai módszerrel

Szerződésszám: 02577/2000 (BIO-0056/2000)

Kezdési időpont: 2000. július 11. 

Időtartam: 3 év

Összes költség: 42 M Ft 

OM támogatás: 21 M Ft

Rövid cím: Endospermium specifikus promoter

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTeRe
A búza nemesítésének egyik legfontosabb célja a liszt felhasználási tulajdonságainak javítása. Ezen tulajdonságok közé tartozik a tészta rugalmassága és nyújthatósága, ami nagyrészt a magban tárolt tartalék fehérjék összetételétől és mennyiségétől függ, különös tekintettel a nagy molekulasúlyú (HMW) glutenin alegységekre. A hexaploid búzában hat HMW glutenin alegység gén található a Glu-1 lokuszon, bár a legtöbb genotípus csak három vagy öt alegységet szintetizál. Mivel mindegyik alegység kb. 2%-ot ad hozzá a magban található teljes fehérjéhez, ezért a génexpressziónak ez a változatossága különbségeket okoz a teljes fehérjemennyiségben és ezen túlmenően az elasztikus HMW polimerek mennyiségében is.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célJA

· A környezetre és az emberi fogyasztásra nézve egyaránt biztonságos transzgénikus technológia megalapozása a befogadóval azonos vagy rokon gabonafajból származó genetikai elemek felhasználásával.

· A búza liszt viszko-elasztikus és kenyérsütési tulajdonságainak javítása.

· Olyan búzavonal előállítása, amelynek kiváló minőségű a lisztje és nemesítési programban történő felhasználásra alkalmas.

· Egy erős, továbbfejlesztett magspecificitással rendelkező hibrid promoter előállítása egyszikűekben történő alkalmazásra.

· Az Act1 intron 1 hatásának vizsgálata.

· A megnyilvánuló HMW-GS fehérjének a búza liszt tulajdonságaira kifejtett hatás-vizsgálata. Ezt a lisztből készült tészta kenyérsütési paramétereinek vizsgálatával végezzük el.

A munka ismertetése

E pályázat keretében új, specifikus funkciójú promotereket alakítunk ki. Ezeknek a promotereknek az aktivitását vizsgáljuk - a GUS-gént működtetve - transzgénikus növényekben. Az általunk javasolt új promoter konstrukció egyedülálló abban az értelemben, hogy a szakirodalom szerint eddig senki nem próbált három genetikai elemet összekapcsolni, hogy egy erős endospermium specifikus promotert hozzon létre.

A tervezett kutatás megvalósítása során olyan, az emberi környezetre és táplálkozásra biztonságos transzgénikus növényeket fogunk előállítani, amelyekben minden egyes beépített genetikai elem igen közeli rokon gabonafajból vagy pedig a befogadó növényfaj saját genomjából származik. Ennek következtében elkerüljük azokat a potenciálisan fennálló kockázatokat, amelyek a napjainkban oly sok vitát okozó vírus eredetű genetikai elemek - mint pl. a karfiol mozaikvírus 35S promotere - géntechnológiai alkalmazását kísérik.

Várható eredmények, előnyök

· A pályázat keretében olyan új promotereket kívánunk előállítani, amelyek egyszikű növényekben – esetünkben először a rizsben majd a búzában - nagyfokú endospermium specifikusságot mutatnak és az általuk szabályozott géneknek igen magas szintű expressziót biztosítanak. Mivel eddig a gabonaféléknél a fehérjetartalom genetikai transzformációval történő megváltoztatása leginkább az alkalmas genetikai szabályozó elemek hiányában nem hozott jelentős áttörést, számítunk arra, hogy a tervezett, illetve a már előzetesen kipróbált promoterek jelentős előrehaladást hoznak ezen a szűkebb szakterületen. Mivel a kutatásokat két növénynemesítő és két alapkutató intézmény folytatja közösen, elkerülhetetlen, hogy a kapott eredményeket azonnal „gyakorlati” felhasználásra ne kerüljenek, hiszen a résztvevő intézmények érdeke is elsősorban ezt kívánja
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Egy-sejt technika kidolgozása haploid parthenogenezis indukciójára 

Triticum durum L. izolált petesejtekből in vitro

Szerződésszám: OMFB-02580/2000 (BIO-062/00)

Kezdési időpont: 2000.07.01.

Időtartam: 36 hónap

Összes költésg: 70 M Ft 

OM támogatás: 35 M Ft

Rövid cím: Parthenogenezis indukciója izolált búza petesejtekből

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A női ivarsejtek megtermékenyítés nélküli embriogenezise, az un. haploid parthenogenezis igen kis gyakorisággal, de a természetben is előfordul.

A mezőgazdasági szempontból jelentős növényfajok esetében a parthenogenezis indukciójával, annak növénynemesítési hasznosítása érdekében már több évtizede próbálkoznak a kutatók. Az eddig kidolgozott és alkalmazott módszerek (különböző pollen és bibekezelések, ovulumkultúrák, különleges magporzások) közül leghatékonyabbnak az interspecifikus megporzások következtében indukálódó haploid embriogenezis bizonyult. Ennek különösen azoknál a fajoknál van jelentősége, ahol in vitro androgenezis útján nem lehetséges a haploid előállítás. A fajidegen megporzáson alapuló embriófejlődés kiváltó oka és mechanizmusa még csak igen kevéssé feltárt és szinte semmilyen információ nem áll rendelkezésünkre a petesejt aktivációjának sejtbiológiai és molekuláris hátteréről.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A pályázati munka keretében célul tűztük ki:

1/ Izolált durum búza petesejtek megtermékenyítés nélküli osztódását előidéző mikromanipulációs módszer kidolgozását;

2/ A petesejtek reaktivációjának vizsgálatát a sejtosztódást, ill. auxin szintézist befolyásoló gének bevitelét követő tranziens gén expressziójának detektálásával, az intracelluláris Ca2+ szint változásának nyomonkövetésével és speciális mikroszkópos megfigyelésekkel.

3/ Megfelelő in vitro tenyésztési feltételek kidolgozását az osztódó petesejtek növénnyé nevelésére.

A munka tartalmi leírása

A rendelkezésünkre álló mikromanipulációs módszerekre és az általunk korábban kidolgozott in vitro technikákra alapozva megoldjuk a terrmőkből élve izolált petesejt protoplasztok hatékony mikroinjektálását.

A petesejtben megfelelő szintű expressziót biztosító promoterek kiválasztásával megoldjuk a sejtosztódási ciklus szabályozásában kulcsszerepet játszó, illetve az auxin szintézisért felelős gének kifejeztetését a mikroinjektálással transzformált petesejtekben. Speciális mikroszkópos vizsgálatokkal detektáljuk a karyokinezist, ill. a citokinézist. Az osztódó petesejtek in vitro kultivációjára alkalmas módszert dolgozunk ki in vivo és in vitro létrehozott zigóták és különböző dajkatenyészetek felhasználásával.

Az embriófejlődés útjára lépett petesejtek megfelelő tápközegbe helyezését követően értékeljük a multicelluláris struktúrák/embriók kifejlődésének gyakoriságát.

„In planta” fajidegen megporzásokat végzünk és megfigyeljük a petesejtben ennek hatására bekövetkező szerkezeti és biokémiai vátlozásokat. Heterológ in vitro ivarsejtfúziót követően nyomonkövetjük nagyérzékenységű CCD kamera segítségével a DNS-fluorochromokkal megjelölt hímivarsejtmag sorsát és a női gaméta esetleges aktivációját.

Vizsgálatainkat durum búzán végezzük, amely az androgenetikus haploid előállítás szempontjából rekalcitráns Triticum faj, viszont gazdasági jelentősége igen nagy.

A pályázati munkában résztvevő három laboratórium rendelkezik a felsorolt feladatok elvégzéséhez szükséges infrastruktúrával és szakmai tapasztalatokkal.

A feladatok sikeres megoldásával lehetővé válik egy általánosan használható in vitro módszer kidolgozása a haploid parthenogenezis indukciójára mikromanipulációs technika felhasználásával.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A pályázat első évében az alábbi területeken értünk el eredményeket:

Az intézetünkben nemesített durum búzafajták petesejtjeinek mikrosebészeti úton történő élve izolálására hatékony módszert dolgoztunk ki és megoldottuk a petesejt protoplasztok immobilizációját elektromos áram segítségével, ami lehetővé tette a sikeres mikroinjektálást. Jelenleg a különböző konstitutív promóterek aktivitását vizsgáljuk a GFP riporter gén mikroszkópos analizisével.

Számos interspecifikus megporzást végeztünk el rozs, tritikálé, kukorica és hexaploid búza pollen felhasználásával és jelenleg azt vizsgáljuk, hogy közülük melyik alkalmas a parthenogenetikus embirogenezis indukálására.

Az Igri árpafajta felhasználásával nagy embriogenitású mirkospóra tenyészeteket hoztunk létre, az osztódó petesejtből kiinduló növényregeneráció megvalósításának elősegítése céljából.
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Búza és alakor (Triticum monococcum) fagyállóságát befolyásoló gének finomtérképezése és specifikus PCR markerek kifejlesztése fagytűrő gabonafélék szelektálására

Szerződésszám: OMFB-02579/2000 (BIO-0068/2000)

Kezdési időpont: 2000. július 13.

Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 38 M Ft 

OM támogatás: 22,8 M Ft

Rövid cím: géntérképezés

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Az őszi gabonafélék 15-20%-kal többet teremnek a tavasziaknál, korai érésük miatt elkerülik a nyáron gyakran fellépő szárazságot és betegségeket, továbbá a tél folyamán megfelelő talajborítást nyújtanak, ezáltal minimálisra csökkentik a talajeróziót. Termesztésük tehát gazdaságosabb és környezetkímélőbb a tavaszi gabonaféléknél, azonban a föld északi féltekéjén a megfelelő télállóság hiánya, mely esetenként kifagyást eredményez, elterjedésüket gátolja. A búza fagyállósága genetikai szempontból poligénes jelleg azonban az 5A és az 5D kromoszómákon térképeztek olyan géneket melyek ezt a tulajdonságot nagy mértékben befolyásolják. A fagyállóság kialakulása egy hidegedződési folyamat eredménye, melynek során a növény anyagcseréje módosul. Az edződés során hidegindukálható fehérjék jelennek meg, megváltozik a szénhidrát anyagcsere, nő az antioxidánsok koncentrációja stb., mindezen folyamatok eredője a megnövekedett fagyállóság. E folyamatok tanulmányozása és e változásokat reguláló gének térképezése elősegítheti új fagytűrő genotípusok előállítását és ezzel a termésbiztonság növelését.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A kenyér búza cor14b hidegindukálható gén expresszióját reguláló gének finomtérképezése és annak felderítése, hogy van-e szerepük ezeknek a reguláló géneknek a fagyállóság kialakításában.

A fagyállóságot és a cor14b gén expresszióját szabályozó gének finomtérképezése Triticum monococum-on.

 A hidegedződés során bekövetkező szénhidrát és glutation felhalmozódást reguláló gének térképezése.

A fagyálló genotípusok szelektálását segítő PCR alapú molekuláris markerek keresése.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

 A pályázat három fő egységre osztható. Az egyik fontos kutatási részterület az árpa cor14b génnel homológ búza gén regulációjának felderítése. A cor14b gén expressziójának a küszöbhőmérséklete a fagyálló genotípusokban magasabb, mint az érzékenyekben. A hőmérséklettől függő expressziót szabályozó regulátor gének a búza 5A kromoszómáján találhatók. A térképezés céljából a kenyér búza esetében 5A kromoszóma rekombináns vonalakat állítunk elő. T. monococcum esetében már meglévő térképezési populációt használatát tervezzük. Az 5A kromoszóma az agronómiai szempontból fontos fagyállóságot és vernalizációs igényt meghatározó géneken kívül anyagcserefolyamatokat, így szénhidrát és glutation anyagcserét szabályozó géneket is hordoz. Hozzákezdtünk ezen reguláló gének térképezésének és a fagyállóságban betöltött szerepük vizsgálatához. Az irodalomban már több RFLP markert leírtak melyek kapcsoltak a fagyállóságot meghatározó génekkel. Ezeket az RFLP próbákat alakítjuk át a nemesítők és genetikusok által jobban hasznosítható specifikus PCR próbákká. E próbák segítségével követhető lesz a fagyállóságot meghatározó gén szegregáló populációban.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

 A corl4b expresszióját szabályozó gének finomtérképezéséhez új térképezési populációk előállítása szükséges a kenyérbúza esetében. A rendelkezésünkre álló 5A rekombináns vonalakból azokat használtuk fel a keresztezésekhez, melyek segítségével lokalizáltuk a reguláló géneket. Az F3 térképezési generáció létrehozása folyamatban van. Megállapítottuk, hogy a DV92 és G3116 T. monococcum vonalak fagyállósága különböző és esetükben eltér a corl4b expressziójának küszöbhőmérséklete. Így lehetővé vált a keresztezésükből előállított térképezési populáció vizsgálata. E két vonal szénhidrát összetételének és glutation bioszintézisének hideg hatására bekövetkező változásának vizsgálata folyamatban van. Elkezdtük az RFLP próbák szekvenálását és a szekvencia adatok alapján specifikus primerek előállítását. 
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Vetőmagvak genetikai és beltartalmi tulajdonságainak meghatározására szolgáló gyors, roncsolásmentes, vegyszert nem igénylő módszer és műszer kifejlesztése, adatbázisok létrehozása

Szerződésszám: OMFB-02581/00 (BIO-0083/2000)
Kezdési időpont: 2000. április 1.
Időtartam: 30 hónap
Összes költség: 43,5 M Ft

OM támogatás: 21,5 M Ft
Rövid cím: Genométer és databank
A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK háttere

A vetőmag-minősítés és ellenőrzés területén egyre fontosabb a nemzetközi összehasonlításban standard és megbízható vizsgálati módszerek kidolgozása és alkalmazása. Ez különösen aktuális és sürgető Magyarországnak az Európai Unióhoz való várható csatlakozása idején.

A vetőmagvak genetikai és beltartalmi vizsgálatának célja a genetikai folytonosságot biztosító szaporítóanyag („germ plasm” csíraplazma) jellemzése. A vetőmagvak minden ország számára nemzetbiztonsági stratégiai jelentőségűek az agrárágazatok működtetése illetve a lakossági élelmezés szempontjából. Ezen túlmenően, a néha országokat is átfogó multinacionális cégek érdeke is, hogy a vetőmag-minősítés és a saját valamint a konkurens cégek vetőmagjainak elkülönítése, felismerése, jellemzése érdekében a legmegbízhatóbb, leghatékonyabb vetőmag-vizsgálati módszereket használja.

A vetőmag-vizsgálati módszerekkel részben élettani tulajdonságokat, részben genetikai tulajdonságokat továbbá egyéb jellemzőket, pl. tisztaság, egyöntetűség, kórokozó-mentesség stb. vizsgálnak. Az összes jelenlegi beltartalmi vizsgálat - így a fehérje, az olaj, a szénhidrát, és egyéb biokémiai és kémiai jellemzők meghatározása - valamint minden genetikai vizsgálat is a vetőmagvak roncsolásával, megsemmisülésével jár. Ennek nagy hátránya, hogy a vizsgált magok, a minták megsemmisülnek és így a jellemzőket mindig csak közvetve, statisztikai alapon tudjuk a nem vizsgált magokra vonatkoztatni. A vetőmagvizsgálat roncsolásos módszerei már a feldolgozás munkafázisai miatt is idő, munka, eszköz és költségigényesek. 

A vizsgálati módszerek az utóbbi időkben rendkívüli fejlődésen mentek keresztül, követve a kémiai analitikai módszerek és a biokémiai és genetikai módszerek fejlődését. Ez rendkívül bővítette a vizsgálható anyagok számát és a kimutathatóság határát, továbbá növelte a módszerek gyorsaságát is. A szükséges mintaszám azonban a megbízhatóság érdekében inkább nőtt mint csökkent, a műszerek ára pedig jelentősen emelkedett. 

A közeli (Near) infravörös (Infrared) reflexiós spektroszkópia (Reflectance Spectroscopy) (NIRS) alkalmazásának a nemesítésben már vannak kísérleti előzményei. Ezen új, gyors, roncsolásmentes és vegyszert nem igénylő módszer egyes megoldásai alkalmasnak bizonyultak bizonyos kémiai anyagok kimutatására növényekből vagy azok magjaiból, lehetővé téve a nemesítő számára a szelekciót. A kémiai jellemzők alapján egyes fajták közötti genetikai távolság is becsülhetőnek bizonyult. A genetikai vizsgálatok céljára alkalmas szoftver és műszerkonstrukció, melynek segítségével vetőmagvak hibriditás-fokát ellenőrzik eddig nem került piacra.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célja

Előkísérleteink során, egy más célra kifejlesztett műszer ideiglenes átalakítása biztosította az első adatsorok felvételét mind tömeg-magminták mind egyedi magok (single seed) vizsgálata során. A NIR technikára épülő célműszer kifejlesztése azért szükséges, mivel a próbaműszer számos hiányosságát ki kell küszöbölni, sorozatvizsgálatokra alkalmas konstrukciót kell létrehozni, - továbbá a megfelelő szoftverprogramokat a különböző magok esetében ki kell dolgozni. Az új műszer lényegében egy rendkívül nagy pontosságú spektrométer és a legkorszerűbb matematikai statisztikai kiértékelő módszer kombinálása és alkalmazása magas fokú szellemi munkával előállított számítástechnikai programok segítségével, mely egy speciális, eddig meg nem oldott mezőgazdasági, ipari, genetikai probléma megoldását teszi lehetővé. Az előzetes vizsgálataink alapján egyértelmű, hogy a technika alkalmas vetőmagvak genetikai és beltartalmi jellemzésére. Ennek alapján olyan új műszer kifejlesztésére vállalkozunk, mely alkalmas elvileg bármely, de konkréten a fejlesztés során vizsgált vetőmagok hibriditásának gyors megállapítására. A mérés roncsolásmentes, tehát a jellemzett vetőmagvak további célokra felhasználhatók. Ki kell hangsúlyozni, hogy ez a genetikai vizsgálat nem a genomban lévő információ – DNS szekvenciák- vizsgálatán alapul – hanem a genom által tárolt információból megvalósult, a molekuláris és szerkezeti struktúrák összességének (mint fenotípusnak) a vizsgálatára. Az adott genotípustól függő és a vizsgált anyagra egyedien jellemző tulajdonságok összességéből csak számítógépes adatfeldolgozással kezelhető mennyiségű információ tárható fel a NIR technikával. Ezen adatok alapján az egyes vetőmagvakra, magmintákra ill. egyedi szemekre – fajtákra, vonalakra, hibridekre jellemző - egyedi információhalmaz (adatbázis) hozható létre, mely már alkalmas a szülővonalak azonosítására, a genetikai leszármazás, a hibriditás vizsgálatára. Az információhalmaz természetesen tartalmazza a környezeti és egyedi varianciákból származó eltéréseket is. Ezek kiszűrésére és a stabil, a vizsgált anyagra mindenkor jellemző egyedi jellemzők megkeresése az erre a célra speciálisan kifejlesztett számítógépes programok segítségével történik. A fejlesztés tehát jelenti egy egyedi magmérésre alkalmas NIR műszer, valamint az ezzel nyerhető adatok feldolgozására alkalmas szoftverprogram fejlesztését ill., az egyes genotípusokra – fajtákra, vonalakra, hibridekre - jellemző azonosító adatbázisok létrehozását. A szabadalmi oltalomban részesített eljárás és berendezés nemzetközi piacokon is megismertethető és piacképes újdonság. A szoftverek, mint szellemi termékek szintén szerzői jogi oltalomban részesülnek és így ezek is forgalmazhatók. 

A munka tartalmi leírása

Közismert, hogy az elektromágneses sugárzás anyagot érve, azon részben áthatol, arról részben visszaverődik, részben pedig abban elnyelődik. Az elnyelődés (az abszorpció) az anyag és az elektromágneses sugárzás kölcsönhatásának következménye és az anyag szerkezetétől és összetételétől függ. Az elnyelődés speciális hullámhosszaknál, az anyagot felépítő molekulák alaprezgéseinél, ezek felharmonikusainál és kombinációs rezgéseinél történik. Az elnyelések hullámhosszfüggését leíró spektrum így az anyag összetételére és genetikai tulajdonságaira vonatkozó gazdag információ hordozója. 

Ma már rutinszerűen alkalmazzák ezt a NIR ill. NIT technikát olyan összetett biológiai rendszerek minőségi paramétereinek vizsgálatára, mint a búza, vagy az árpa fehérje, illetve nedvességtartalmának meghatározására. E mérések során a készüléket ismert összetételű mintákkal kalibrálva, meghatározott hullámhossz tartományban folyik az analízis. Munkánk során a NIR technikát nem kvantitatív, hanem kvalitatív meghatározásra kívánjuk kifejleszteni, a vetőmagminták spektrumaiból képzett minőségpontok összehasonlításával. A pályázatban előirányzott kutatásokat a következő kertészeti növények, ill. ezek vetőmagjaira kívánjuk kiterjeszteni: a Hungaricum jellegű paprika fajtákra (szülővonalak és hibridek), kabakosokra (fajták, szülővonalak és hibridek), valamint bab fajtákra.

A szükséges információ kinyerése a spektrumból nem könnyű feladat, a legtöbb esetben bonyolult matematikai statisztikai módszerek alkalmazását követeli meg. A geometriai meggondoláson alapuló saját fejlesztésű és szabadalmi oltalomban részesített adatredukciós módszer, a PQS (Polar Qualification System) technika eltér a fent említett módszerektől. E módszer segítségével a minta minősége a polár koordináta rendszerben ábrázolt spektrumának középpontjával jellemezhető. Számos esetben elegendő annak ismerete, hogy a vizsgált termék egy „standard terméktől” bizonyos mértékben eltér-e vagy sem. Ez, a két termék (vizsgált és standard) közeli infravörös spektrumainak felhasználásával meghatározott speciális „távolság” segítségével dönthető el. Ezzel a már sikerrel alkalmazott Euklideszi és Mahalanobis távolság mellett, a vizsgált két termék polár spektrumközéppontjainak (minőségpontjainak) távolságaként egy új távolságfogalmat vezettünk be, a „polár távolságot”. Módszert dolgoztunk ki a vizsgált termékek minőségpontjai közötti maximális „normalizált távolságot” nyújtó hullámhossztartomány meghatározására.

Előzetes vizsgálataink alapján megállapítható, hogy a különböző kertészeti vetőmagok minősítése esetén a PQS (Polar Qualification System) módszer alkalmas arra, hogy a vetőmagokról reflektált vagy az azokon áthatoló sugárzás spektrumából a szükséges információt kinyerjük. Két vizsgált minta közötti különbség a két minta minőség-pontjai közötti Dp (Polar Distance) polár távolsággal írható le. Minden mérés hibával terhelt, ezért célszerű az összehasonlítandó minták spektrumait többszöri ismétléssel felvenni és ezek minőség-pontjainak átlagát használni a két minta közötti Dp távolság meghatározására.. Annak eldöntésére, hogy a módszer használható vagy nem, az S (Sensitivity) „érzékenység” alkalmas, mely a Dp távolság és az ismételt mérésekből meghatározott minőségpontok szórása összegének hányadosa (A két minta minőségpontjainak szórása nem feltétlen azonos!) 

A fent említett statisztikai módszer megvalósítására már kereskedelmi forgalomban elérhető szoftvert dolgoztunk ki, így feladatunk a szoftver továbbfejlesztése vetőmagminták spektrumainak kezelésére, illetve egy olyan célműszer fejlesztése, mely alkalmas a kitűzött feladatok megvalósítására, egy szem (single kernel) mérések megvalósítására. 

Az anyagról visszavert, vagy azon áthatolt sugárzás intenzitásának a hullámhossz függvényében történő mérésére alkalmas spektrométerek a következő főbb elemekből állnak: sugárforrás, optikai elemek, diszperzív elem, detektor, mechanika, elektronika és a mintatartó. A spektrométerek közötti különbségek abból adódnak, hogy az említett főbb elemeket hogyan és milyen sorrendben helyezik el, valamint mit és hogyan mozgatnak.

A spektrométereket felépítésük alapján két fő csoportba sorolhatjuk aszerint, hogy a fényforrás polikromatikus sugárzása először a vizsgálandó anyagra jut, és csak azután következik a diszperzió (poszt-diszperzív megoldás), vagy a polikromatikus sugárzás először a diszperzív elemre kerül, és a vizsgálandó anyagra már csak monokromatikus (de folyamatosan változó hullámhosszúságú) sugárzás jut (pre-diszperzív megoldás). A poszt-diszperzív megoldás csak szóródást nem okozó anyagok (egyes folyadékok) esetén jöhet szóba, hiszen a szóródást okozó anyagok esetén az azokról szóródó, vagy az azokon áthatolt diffúz polikromatikus sugárzás többé optikailag nem kezelhető, nem kollimálható és nem fókuszálható. Így nyilvánvaló, hogy esetünkben csak a pre-diszperzív megoldás jöhet számításba, aminek előnye, hogy az anyagra egyidejűleg a sugárzásnak csak csekély hányada jut és így nem melegíti a mintát.

Legújabban a félvezető érzékelők, érzékelő sorok és pixelekből felépített síkérzékelő mátrixok fejlődéséből adódó lehetőségeket kihasználva, olyan spektrométereket fejlesztettek ki, melyek nem-szférikus konkáv reflexiós rácsa a belépőrés képét sík felületre képezik le, fókuszálják. Erre a síkfelületre érzékelő sort (detektor array-t) helyezve az érzékelő sor elemei (pixel-jei) a különböző hullámhosszúságú sugárzás intenzitását, a spektrumot mérik. Hihetetlen előnye ennek a megoldásnak, hogy mozgó alkatrészt nem tartalmaz. A Si vagy InGaAs félvezető pixelekből felépített érzékelősor elemeinek időállandója ps és ns közötti; így egy spektrum felvétele a másodperc törtrésze alatt megtörténhet. Hátránya e megoldásnak a poszt-diszperzív megoldás, így csak szóródást nem okozó anyagok esetén használható.

Javasolt megoldásunkban abból indultunk ki, ha létezik olyan rács, mely a belépő rést a hullámhossz változtatásával egy síkra képezi le (flat field grating), akkor a sugár irányát megváltoztatva az is igaz, hogy egy megfelelő LED-sort (világító diódasort) erre a síkra helyezve az eddigi belépőrés helyén – az éppen sugárzó LED helyzetétől függő, de a LED sugárzási sávszélességénél lényegesen keskenyebb sávú – monokromatikus sugárzást kapunk. 

A flat field típusú rács fordított irányú igénybevételével a javasolt, szabadalmi oltalomban részesített eljárás egy forradalmian új megoldást jelent, mely ötvözi a diódasoros műszerek azon előnyét, miszerint mozgó alkatrészt nem, vagy alig tartalmaz, a pre-diszperzív elrendezés előnyeivel lehetőséget biztosítva diszperzív (szoródást okozó) anyagok gyors minősítésére.

Ismeretes, hogy a szerves anyagok a közeli infravörös (NIR) hullámhossz tartományban a legátlátszóbbak. Néhány centiméteres réteg átvilágítása után még jól mérhető transzmissziós spektrumot lehet kapni. Célszerű tehát valamely vetőmag minőségét ebben a 700-1700 nm-es hullámhossz tartományban mérni. Ebben a tartományban a szilícium, valamint az InGaAs detektorok érzékenysége is megfelelő. Tapasztalataink szerint a mérés különböző méretű egyedi magok és tömeg mag minták esetében is alkalmazható. Egyedi magok mérése esetén a hosszabb hullámhossz tartomány is használható.

Mind a PQS módszer, mind pedig az ismertetett készülék összeállítás az Amerikai Egyesült Államokban bejegyzett szabadalommal védett. (A magyar bejelentés dátuma 1995 április 28., száma: 950 12 15; a PCT bejelentés dátuma 1996 április 28., száma: PCT/HU96/00024; az USA-ban megadott szabadalom dátuma 1999 október 19., száma: 5,970,424.)

A jelen helyzet, eredmények

Szoftverfejlesztési feladatok

A Polar Minősítő rendszer megvalósítására már korábban kereskedelmi forgalomban elérhető szoftvert dolgoztunk ki. Alvállalkozónk bevonásával, a pályázati munka felkészülési szakaszának részeként hozzáláttunk e kiértékelő szoftver 16 és 32 bites Windows-os felhasználói felületeinek kialakításához, illetve a már meglévő algoritmusoknak, az új operációs rendszerbe történő átültetéséhez. A szoftverfejlesztések további lépéseiként tervezzük a szoftverek menürendszerének, valamennyi feliratának, valamint hibaüzeneteinek, stb. angol, német, francia és magyar nyelven is elérhetővé tételével a program több nyelvűesítését, a szoftverek már meglévő aritmetikai és transzformáció lehetőségeinek kiszélesítését további transzformációs eljárások függvényeinek algoritmizálásával, a kifejlesztésre kerülő spektrométer készülék Windows alapú működtető, mérő és adatgyűjtő szoftverének kidolgozását és továbbfejlesztését, illetve a működtető szoftvert kiegészítését további, kizárólag szervizmódban használható, a készülék specifikációját, valamint opto-mechanikai beállításait lehetővé tevő opcióval.

Készülékfeljesztés

A kiviteli tervek, részletrajzok, illetve a teljes tervdokumentáció magas szintű, korszerű, digitális formában is elérhető dokumentálásához e pályázat keretein kívül a METRIKA Kft. megvásárolta a Parametric cég ProDesktop 2000i2 CAD rendszerű tervező szoftverét. E szoftver segítségével elkészült a mechanikai, optikai és elektronikai tervek jelentős része. Ugyancsak megtörtént a legfontosabb alkatrészek beszerzése illetve legyártása. A mintadarab elkészítésével egyidejűleg - melyeken a még az optikai, mechanikai és elektronikai tesztek eredményeként kisebb-nagyobb változtatások várhatóak - megkezdődik - terveink szerint  folyó évben - a biológiai minták vizsgálata is.
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Betegség- és stresszellenállósággal, valamint megváltozott nitrogén anyagcserével rendelkező új burgonya genotípusok előállítása in vitro szelekcióval és géntranszformációval

Szerződésszám: OMFB-00070/00 (BIO-0085/2000)
Kezdési időpont: 2000. 07. 01.
Időtartam: 48 hónap
Összes költség: 66,7 M Ft

OM hozzájárulás: 40 M Ft
Rövid név: burgonya biotechnológia

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A burgonya amellett, hogy az egyik legfontosabb élelmiszernövényünk, kiváló alanya egyes bio- és géntechnológiai beavatkozásoknak, az új és a hagyományos nemesítési eljárások ötvözésének. A burgonya sikeres termesztését számos kórokozó és károsító tényező nehezíti. A növény legfontosabb fertőző betegségei és az abiotikus stresszek olyan szöveti nekrózisokat idéznek elő, melyek a különféle reaktív oxigén fajták károsító hatásával vannak összefüggésben. Ha szabadgyök-rezisztens burgonya vonalakat sikerül előállítanunk, akkor ezek betegség-rezisztensek és stressz-ellenállóak is lehetnek. A burgonyanövény teljesítőképessége, a termelt gumó beltartalmi minősége szoros összefüggésben van a növény nitrogén anyagcseréjével. A növények nitrogén anyagcseréje genetikai módosítással megváltoztatható. Az ammónia asszimiláció olyan, hatékonyabb útja alakítható ki, mely sötétben is zavartalanul folyhat, szemben a glutamint használó növényi aszparagin szintézissel. Ennek kedvező hatásai a növény teljesítőképességének növekedésében és beltartalmi paramétereinek megváltozásában is megnyilvánulhatnak.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

1.
Szuperoxid (paraquat) rezisztens burgonya vonalak nemesítése in vitro szelekciós módszerekkel.

2.
A kataláz (CAT) és szuperoxid-dizmutáz (SOD) gének együttes beépítése burgonyába betegség-ellenálló vonalak előállítása érdekében

3.
A különböző károsítókkal szemben rezisztens burgonyafajták teljesítményének növelése bakteriális aszparagin-szintáz (ASN) gén beépítésével.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

Ha a növényi szervezetben a kataláz és a superoxid-dizmutáz (SOD és CAT) antioxidáns enzim génje magas szinten fejeződik ki, fel lehet tételezni, hogy a károsító stresszek és fertőzések folytán keletkezett hidrogén-peroxid semlegesítődik, azaz nem alakul ki nekrotikus elhalás a növényi szövetekben. A fenti enzimek aktivitásának növelése in vitro szelekciós és irányított genetikai beavatkozásokkal is kiváltható. Ennek megfelelően célunk egyrészt a már meglévő, szövettenyészetben kiszelektált paraguate (szuperoxid) rezisztens burgonyavonalak szántóföldi agronómiai jellemzése, kórtani tulajdonságaik (burgonyavész és burgonya Y vírussal szembeni rezisztencia) vizsgálata, másrészt agrobaktérium közvetítette genetikai transzformáció útján a CAT és a SOD géneket túltermelő újabb vonalak előállítása és jellemzése. A nitrogén anyagcserében módosított burgonyavonalak esetében szintén vizsgáljuk a vonalak agronómiai jellemzőit, a beltartalmi és felhasználási érték változását (nyersfehérje, aminósav tartalom, sütési, főzési tulajdonságok).

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Az előkísérletekben kiválasztott paraquate rezisztens vonalak in vitro felszaporítása megtörtént. Elsőéves szántóföldi összehasonlító kísérletük folyamatban van. Az előzetes eredmények alapján több vonal a kontrollénál magasabb szintű rezisztenciával rendelkezik több kórokozóval szemben. A CAT és SOD génekkel Agrobaktérium vektorba épített konstrukciók kerültek előállításra, melyekkel jelenleg folynak a transzformációs kísérletek. A bakteriális ASN génnel transzformált vonalak felszaporítása folyamatban van. Jelen pillanatig üvegházi előkísérletek eredményeivel rendelkezünk.

KOORDINÁTOR

Horváth Sándor

Veszprémi Egyetem

Georgikon Mg.tud. Kar

Regionális Burgonyakutatási Központ

8312 Keszthely, 

Festetics Gy. u.7.

Tel/Fax: (83) 311 231

E-mail: HS@georgikon.hu
PARTNEREK

Györgyei János

MTA Szegedi Biológiai Központ

6726 Szeged, 

Temesvári Krt. 62.

Tel: (62) 342 232, Fax: 

E-mail: Arthur@nucleus.szbk.u-szeged.hu

Király Zoltán

MTA Növényvédelmi Kutatóintézet

1022 Budapest, 

Hermann O. 15.

Tel: (1) 355 8722, 

Fax: (1) 356 3698

AZ ALMATERMÉSŰEK BAKTÉRIUMOS HAJTÁSSZÁRADÁSA ÉS ELHALÁSA (TŰZELHALÁS) – KÓROKOZÓ: Erwinia amylovora – ELLENÁLLÓ ALMAFAJTÁK ELŐÁLLÍTÁSA BIOTECHNOLÓGIAI MÓDSZEREKKEL

Szerződésszám: OMFB-02570/2000 (BIO-0092/2000)

Kezdési idő: 2000. július 1.

Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 48 M Ft

OM támogatás: 24 M Ft

Rövid cím: Biotechnológia az alma nemesítésben

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A tűzelhalás a legveszélyesebb baktériumos betegség az alma-, körte- és birstermesztésben. Jelenleg viszont nincs kuratív hatású baktericid készítmény és egyetlen növényvédőszer sem szisztemikus. A legjobb hatású anyag, a streptomycin, csak olyan országokban használható, ahol a kórokozó rezisztenciája még nem alakult ki az antibiotikummal szemben. A valóban ellenálló fajták iránti igény sürgetőbb, mint valaha. A betegséggel szembeni genetikai rezisztencia az integrált növényvédelem (IPM) fontos eleme.

A baktériumot körülvevő poliszacharid réteg jelenléte már régen ismert. Ezek közül az exopoliszacharidek (EPSs) közül legfontosabb a komplex poliszacharid amylovoran. Az amylovoran szintézisre képtelen Erwinia amylovora törzsek nem patogének és a növényben nem képesek szaporodni.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A projekt célja a tűzelhalással szembeni ellenállóképesség növelése a gazdaságilag fontos almafajtákban az exopoliszacharid-depolimeráz enzimet kódoló génnek az Agrobacterium tumefaciens közvetítette bevitelével. 

LEÍRÁS

Az almafajtákkal végzendő kísérleteket megelőző feladatunk volt a megfelelő bináris plazmid előállítása és bevitele az agrobaktérium törzsekbe, valamint a gén működésének ellenőrzése dohány növényekben.

A pBinAR-depol létrehozása és tulajdonságai

A bináris plazmidot Professzor Geider (Max-Planck Institute, Ladenburg, NSzK) bocsájtotta rendelkezésünkre a DH5( Escherichia coli törzsben.

A plazmid a pBin19-es plazmid származéka (Bevan,M. (1984)Nucl. Acids Res. 12, 8711.) amelyet a CaMV-promoter beépítésével Hoefgen and Willmitzer (1990, Plant Sci. 66, 221-230) módosított, és pBinAR-nak nevezett el. A plazmid az említett promoteren kívül tartalmaz egy poliadenilációs stop-szekvenciát az oktopin-szintáz génből, egy kanamicin rezisztencia gént a plazmid azonosításához és az nptII gént a transzgénikus növények szelektálására. Az RP4 mob-szakasznak tulajdoníthatóan a plazmid triparentális párosítással átvihető agrobaktériumokba.

Az Erwinia amylovora fágjából származó EPS-depolimeráz (extracelluláris poliszaharid depolimeráz) gén szekvenálása után a kódoláshoz szükséges szakasz PCR-el Pfu-DNA polimerázzal lett felszaporítva. Ebben a lépésben a fág promoter leválasztásra került és a dpo-gén a lac-promoter segítségével lett expresszáltatva Escherichia coli-ban. Miután a konstrukció aktív maradt ebben a formában, a fragmentum a fent említett pBinAR plazmidba lett klónozva az XbaI és KpnI restrikciós vágási helyeket használva. Az új plazmid pBinAR-depol elnevezést kapott.

A pBinAR-depol agrobaktériumokba juttatása
A triparentális párosítás során az Escherichia coli-ban (donor) lévő plazmidot konjugációval juttattuk át az Agrobacterium tumefaciens (recipiens) különböző törzseibe az E.coli (HB101/pRK2013) segítségével. A felhasznált A. tumefaciens törzsek (LBA4404, EHA105, Kyrt1) olyan nemzetközileg ismert törzsek, amelyeknek T-DNS-e működésképtelen, de vir-szakaszuk azonban teljesértékű és a heterológ DNS szakasz növénybe jutását képesek elősegíteni. 

Az A.tumefaciens törzseket az eredeti szerzőktől (Hooykas,P., Hood,A., és Collins,G.B.) kaptuk. Közülük a Kyrt1 törzset Collins,G.B. csak felhasználási szerződés aláírása után bocsájtotta rendelkezésünkre. Mivel a három törzs hatékonysága különböző növényeken eltérő, célszerűnek tartottuk mind a három törzset kipróbálni. A triparentális párosítás után ellenőriztük a törzsek kanamycin rezisztenciáját és a plazmid profilt elektroforézissel. 

2. SR1 dohányok transzformálása 

A fenti törzsekkel SR1 in vitro nevelt dohányokat transzformáltunk az alábbi módon:

A baktériumokat 24 órán keresztül folyékony YEB táptalajban rázatással felszaporítottuk, lecentrifugáltuk, majd szintetikus AB táptalajban reszuszpendáltuk. Az AB táptalaj pH-ját 5,2 -re állítottuk és 100 (M acetosyringont adtunk hozzá. Ebben a táptalajban további rázatással 2-3 órán keresztül inkubáltuk a baktériumokat, majd a baktériumszámot 1 millió/ml-re állítottuk steril desztillált vízzel.

A dohányokat MS táptalajon neveltük. Ezekről a növényekről a leveleket levágtuk és a levéllemezeket kb. 1 cm2 -es darabokra vágtuk. Ezeket a levéldarabkákat 10 percre a fenti baktériumok szuszpenziójába mártottuk, majd steril vízzel leöblítettük őket és szűrőpapíron leitattuk a felesleges nedvességet róluk. A levéllemez darabokat ezután 3 napon keresztül olyan antibiotikum mentes MS táptalajra helyeztük, amely 1 mg/l benzyladenint és 0,1 mg/l alfa-naftilecetsavat tartalmazott. Három nap után a baktériumok elölésére a leveleket átraktuk cefotaximot (500 mg/l) és kanamycint (50 mg/l) tartalmazó MS táptalajra, amely a fent jelzett hormonokat tartalmazta. A levelek peremén megjelenő új növényeket leválasztottuk és hormonmentes közegen gyökereztettük. A transzformálást PCR-el és Western blot-tal ellenőriztük.

Az SR1 dohányok transzformálása az LBA4404, EHA105 és Kyrt1 törzsekkel sikeres volt. A transzformált génkonstrukció működése nagy mennyiségű depolimeráz enzim képződésében fejeződött ki. 

JELENLEGI HELYZET

Az alma transzformálása

A Royal Gala almafajta és az M.26 almaalany in vitro hajtáskultúráit használtuk a transzformálási kísérletekhez. A levélszegmenteket együtt tenyésztettük az Agrobacterium tumefaciens Kyrt1, EHA105 és C58C1 törzseivel. A transgén integrációt az újonnan regenerálódott in vitro nevelt növényeinek leveleiben vizsgáljuk (az izolált DNS-sel PCR reakciót indítunk a depolimeráz génre specifikus primerekkel). További vizsgálataink folyamatban vannak és elkezdődött a Freedom almafajta transzformálása is. 
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Genetikailag módosított, szilva himlő vírussal szemben ellenálló szilva- és kajszifajták előállítása, a transzgén integrációjának és érvényrejutásának vizsgálata zárt rendszerben

Szerződés szám: OMFB-00065/00 (BIO-0100/2000)

Kezdési időpont: 2001. 01.01.

Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 40 M Ft, 

OM támogatás: 20 M Ft

Rövid cím: Transzgénikus csonthéjasok genetikai stabilitása
A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Jelentős nemzetközi erőfeszítések történtek a nagy gazdasági károkat okozó, karantén kártevő sharka vírussal szembeni rezisztencia kialakítására hagyományos, keresztezéses nemesítéssel, mindhiába. Napjainkig a vírusmentesítés egyetlen hatékony módja a hőkezelés. A fertőzött környezetbe kiültetett vírusmentes csemeték azonban néhány év alatt visszafertőződnek. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A sharka vírussal szemben genetikailag rezisztens kajszi- és szilva fajta létrehozása:

-a regeneráció hatékonyságának növelésével, a vírus köpenyfehérje génjének beültetésével

-új, GUS+intron riportergént tartalmazó génkonstrukció alkalmazásával,

-a transzformáció hatékonyságának növelésével,

-a transzformáns egyedek megbízható szelekciójával.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A transzformáns egyedek kiválasztási biztonságának növelése céljából a transzformációhoz GUS+intron riportergén alkalmazása, mely  kizárólag a transzgénikus egyedek kiválasztását teszi lehetővé.

A regeneráció hatékonyságának növelése céljából újabb, lehetőség szerint más fajtakörből származó nagy termesztési értékkel bíró fajták steril tenyészetbe, ill. kísérletbe vonása.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A transzformációhoz szükséges fajtákból, fajtacsoportokból a steril tenyészeteket előállítottuk, ill újabb fajtacsoportokat vonunk vizsgálatba. 

A génkonstrukciók előállítása megtörtént, vírustesztelésük kísérleti dohány növényeken folyik. 

A szilva hatékony regenerációs rendszerét kidolgoztuk.
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MOLEKULÁRIS GENETIKAI GÉNMEGŐRZÉS régi magyar fajták gazdaságilag fontos génjeinek hasznosítására

Szerződésszám: OMFB – 02578/00 (BIO-0101/2000)

Kezdési időpont: 2000. 07. 11.

Időtartam: 37 hónap 

Összes költség: 42 M Ft

OM támogatás: 21 M Ft 

Rövid cím: Molekuláris genetikai génmegőrzés

a szerződés témájának háttére

A búza az emberiség egyik legfontosabb tápláléka, amióta civilizáció és mezőgazdaság egyáltalán létezik.

Noha a búzaszem kimagasló tápértékét elsősorban magas szénhidrát tartalmának köszönheti, nem hanyagolható el a fehérjetartalma sem (9-15%).

Az endospermium fehérjéi közül a gluteninek a legfontosabbak, mivel elsősorban ezek határozzák meg a liszt sütőipari minőségét.

A glutenineket számos gén különféle alléljei kódolják, és amint azt az utóbbi két évtized molekuláris és genetikai kutatásai kimutatták, igen szoros összefüggés mutatkozik a gluteninek allélösszetétele és a lisztminőség között.

a szerződés témájának Célja

A régi magyar fajták (melyek már nincsenek köztermesztésben) híresek voltak kiváló sütőipari minőségükről, jóllehet glutenin profiljuk lényegesen külőmbözik más jó minőségű fajtákétól.

Legfontosabb célkitűzésünk, hogy meghatározzuk ezen fajták pontos tartalékfehérje allélösszetételét, mind a HMW (High Molecular Weight) gluteninekre, mind az LMW (Low Molecular Weight) gluteninekre vonatkozóan.

Célul tűztük ki minél több glutenin gén izolálását a legújabb molekuláris biológiai módszerek segítségével, annak érdekében, hogy meghatározhassuk az egyes allélek hatását a liszt minőségére.

A későbbiek során szándékunkban áll felhasználni a legérdekesebb géneket a modern intenzív fajták minőségének javítására is.

A munka tartalmi leírása

A pályázat keretében a régi magyar búzafajták glutenin génjeinek molekuláris klónozását tervezzük, különféle technikák felhasználásával, beleértve a cDNS klónozást, genomi DNS klónozást, valamint a PCR klónozást is.

Az izolált gének szekvencia analízise után bakteriális expressziós vektorba építjük be őket, amely lehetővé teszi nagymennyiségű protein előállítását E.coli sejtekben.

A megtermelt glutenin fehérjék tisztítása a bakteriális lizátumból viszonylag egyszerű, és a kontrollként használt lisztbe beépítve detektálni tudjuk az adott géntermék hatását a kenyértészta elasztikus tulajdonságaira.

A jelen helyzet, eredmények

Ezidáig két régi magyar búzafajta éretlen szemterméseiből sikerült reprezentatív cDNS könyvtárakat készítenünk. A génbankok szűrése után mintegy 60 glutenin szekvenciát izoláltunk, melyeknek szekvenálása folyamatban van. Eddig egy ismeretlen LMW glutenin gént találtunk a nagyszámú már ismert szekvencia között.

PCR analízissel sikerült kimutatnunk, és klónznunk egy ismeretlen mutáns HMW glutenin allélt is, amely szignifikánsan javította a kontroll liszt minőségét.
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A NÖVÉNYVÉDELMI GYAKORLAT RÉSZÉRE DIAGNOSZTIKAI MÓDSZER

KIDOLGOZÁSA AZ Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al. 

KÓROKOZÓ ÁLTALELŐIDÉZETT TŰZELHALÁS JÁRVÁNY KORAI 

ELŐREJELZÉSE ÉRDEKÉBEN

Szerződésszám: OMFB-02566/2000 (BIO-0108/2000)

Kezdési időpont: 2000. október 1.

Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 28 M Ft

OM támogatás: 14 M Ft

Kutatási terület: növényegészségügy

Téma: Erwinia amylovora fertőzési veszélyelőrejelzés

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTÉRE

A „tűzelhalás”, mint tünet 1817 óta ismert, de az almatermésű gyümölcsfajok ezen baktériumos betegségének megelőzése mindmáig megoldatlan probléma maradt. A tűzelhalás okozta veszteség az USA észak-nyugati részén, csak az 1998. évben 68 millió USD volt, Olaszországban (1996 – 1997. években) 500.000 gyümölcsfa esett a betegség áldozatául. A tűzelhalást Magyarországon (mint 36. országban a világon) az 1996. év elején azonosították először és az év végéig 47.000 alma-, 8.600 birs-, 8.100 körtefát, valamint 1.000 naspolyát és 600 különböző dísznövényt semmisítettek meg, 1,1 millió USD értékben.

A védekezés egyik előfeltétele a fertőzési veszély előrejelzése. Éppen ezért, Magyarországon egy jól felépített és a Maryblyt számítógépes rendszert használó országos előrejelző hálózat van. A betegség megjelenése és veszélyessége azonban évről évre változó, ill. más és más az egyes ültetvényekben. A megbízható védekezésnek viszont – az adott ültetvényre érvénye-
sen – az időjárástól függő kockázatoknak és kinyílt virágok baktérium népességének ismeretén kell alapulnia. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A projekt célja a mikrokörzetekre, vagy egy nagy ültetvényre konkretizálható olyan előrejelző módszer kifejlesztése, amelynek alapja:

1) az ültetvényben helyileg mért a (minimum-, maximum- és átlag-) hőmérséklet, a csapadék és a levélfelület (pl. harmat miatti) nedvességének időtartama,

2) a kinyílt, látszólag tünetmentes virágokban a baktérium jelenlétének (a populáció nagyságának) gyors meghatározása.

Az időjárásból következő kockázati tényezők és egy elég nagy baktérium népesség jelen-
létének egyidejűsége valódi fertőzési veszélyt jelent. 

LEÍRÁS

Az időjárástól függő kockázatok felmérésére ismert, két egyszerű módszer megbízhatóságát ellenőrizzük. Ezek egyike, amely a hőmérséklet és a kórokozónak a virágokbani megjelenése közötti összefüggésen alapul, az átlaghőmérséklet vonal (Thomson et al., 1982). A szerzők 4 éves, 132 ültetvényre kiterjedő vizsgálatai szerint a virágokban nem fordult elő baktérium, amíg a napi átlaghőmérséklet nem lépte át a 16,7°C (márc. 1.) és a 14,4°C (máj. 1.) között meghúzott vonalat. Ezt az előrejelző vonalat, mint egyszerű segédeszközt használták az első védekező permetezés időzítéséhez. Saját vizsgálatainkban módosítással (ápr. 1. és jún. 1. közötti vonallal) dolgoztunk és figyelembe vettük a nedvességviszonyokat is (eső, harmat).

Egy másik az un. Cougar blight model (Smith 1993, 2000), amely az 1992 előtti 20 évből 17 (tűzelhalásos) év tapasztalatainak elemzésén alapul. A modell a helyi időjárási adatok ismeretében egy segédtáblázattal használható, figyelembe véve az adott ültetvényben lehetséges kockázati tényezőket is (a fajták érzékenysége, volt-e fertőzés az előző évben, stb.). A módszer meghatározó sajátsága, hogy a mindenkori nedvesedést (csapadékot, harmatot) megelőző 4 nap aktív hőösszege a meghatározó faktor. Az aktív hőösszeg számításakor saját vizsgálatainkban (az eredeti 15,5°C helyett) a 18,3°C küszöbértéket használjuk.

A virágok kolonizációját, vagyis az epifita baktérium népesség kialakulását meghatározott korú (az első virágok nyílását követő 5. napig kinyílt) virágokban vizsgáljuk. A preparált virágmintákat extraháló oldatot tartalmazó csövekben, gyorspostával küldjük laboratóriumi (nested PCR) vizsgálatra.

JELENLEGI HELYZET

Az 1999., 2000. és 2001. évi saját adataink feldolgozásának eredményei szerint a Thomson- és a Smith-modell pontossága a Maryblyt számítógépes rendszeréhez hasonló.

A virágminta gyűjtés új módszerének megbízhatósága jól összehasonlítható a hagyományos virágmintákéval (intakt, kinyílt virágzatok postázása nedves közegben). Az új módszer nagy előnye, hogy a termesztő a virágminták postázását követő 48 órán belül megkapja a bakteriológiai vizsgálat eredményeit.

A 2000. évben az átlaghőmérséklet vonal, a Cougar blight model és a Maryblyt számítógépes rendszer összehasonlítását kiterjesztjük az ország különböző pontjain eltérő környezeti körülmények között elhelyezkedő további 3 alma- és 2 körteültetvényre.

Mindkét könnyen használható módszer adaptálása feltételezi az ültetvény tulajdonosának (vagy alkalmazott szakemberének) aktív közreműködését.
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ÚJ KOMBINÁLT GÉNTRANSZFER MÓDSZEREK KIDOLGOZÁSA BETA VULGARIS L. MODELL NÖVÉNYEN
Szerződés szám: OMFB –02429/2000 (BIO-0124/2000)

Kezdési időpont: 2000

Időtartam: 3 év
Teljes költség: 25,1 M Ft

OM támogatás: 15 M Ft

Rövid cím: Új kombinált géntranszfer-módszerek kidolgozása Beta vulgaris modell 

   növényen

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A legutóbbi évek kutatási eredményei a klasszikus és molekuláris genetika, a növényélettan, a növényi sejttenyésztés és növénynemesítés területein lehetővé teszik, hogy a cukor- és takarmányrépa (Beta vulgaris L.) fajták tulajdonságainak a javítását komplex kutatással kíséreljük meg.


A génsebészeti módszerekben a rekombináns DNS technikákat kombinálják különböző génátviteli módszerekkel. Alkalmazásukkal a növényi géntartalékok bővülnek olyan génekkel, amelyek eredete a baktériumoktól az emlősökig terjed. A genetikailag módosított növények azután beépíthetők a hagyományos nemesítési eljárásokba.

A betegségellenálló (cerkospora, peronoszpóra, rizománia, lisztharmat, stb.), magas cukortartalmú (legalább 17,5-19,0%) és biomassza produkciójú, az öntözéses gazdálkodás miatti növekvő talaj-sótartalmat elviselő, lehetőleg herbicidrezisztens, szinkronizáltan virágzó és monogerm, valamint magas csírázási erélyű (legalább 90-95%) ideális cukor- és takarmányrépa genotípus előállítása hagyományos nemesítési módszerekkel csaknem lehetetlen, vagy csak nagyon hosszú idő alatt megoldható feladat. Ez köszönhető részben az alacsony hatékonyságú in vivo szaporítási technikáknak, a B.vulgaris nemesítésben felhasználható hasznos génkészlet szűkös voltának, a faj- és nemzetségkeresztezések limitált lehetőségének és az indukált mutagenezis (besugárzás) eddigi eredménytelenségének. A cukor- és takarmányrépánál ezen körülmények indokolták a biotechnológiai módszerek alkalmazását a nemesítési génkészlet szélesítésére, melynek során in vitro mutagenezissel és genetikai transzformációval értek el jelentős eredményeket.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Egy általánosan alkalmazható növényregenerációs és transzformációs rendszert fejlesszünk ki, amelynek segítségével lehetővé válik e nehezen szövettenyészthető növények (a regeneráció genotípus függő) gyors és hatékony transzformálása, különböző, -a termesztés és feldolgozás számára értékes-, tulajdonságokat hordozó génkonstrukciókkal.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A javasolt projekt fő feladatai a következők:

Az első szakaszban a rendelkezésünkre álló Beta vulgaris L. fajtakörből kiválasztjuk és az in vitro tenyésztéshez előneveljük a megfelelő anyagokat, majd ezt követi a hatékony in vitro regenerációs rendszer kidolgozása és optimalizálása. Ezzel párhuzamosan végezzük el olyan különböző génkonstrukciók elkészítését, amelyek a szelekciós marker géneket (pl. gus, bar gén) hordozzák az adott fajra specifikus regulációs DNS szekvenciákkal egybeépítve. Ez lehetővé teszi, hogy a gének megfelelő expressziós szinten működjenek.

A második szakaszban az elkészített génkonstrukciókat jól regenerálódó sejtkultúrákba juttatjuk be közvetlen génbeviteli eljárásokkal. A szövetek transzformációját az MBK-ban kifejlesztett génbelövő készülék (GENEBOOSTERTM) alkalmazásával tervezzük elvégezni.

A harmadik szakaszban a regenerált transzgénikus szövetekben és növényekben igazoljuk a bevitt gének átmeneti és stabil integrálódását a genomba GUS aktivitás ellenőrzéssel, antibiotikum vagy phosphinotricin (Basta, Bialaphos) rezisztencia alapján, nukleinsav-hibridizációs módszerekkel, PCR technikával, valamint a géntermékek analitikai meghatározásával és biotesztekkel. A transzgénikus répa javított (termesztés szempontjából fontos) tulajdonságainak öröklődését az öntermékenyített utódnemzedékben vizsgáljuk, dugványnevelés, vernalizáció és magszaporítás után.

A transzgénikus növények felhasználhatók lesznek fajtaelőállítás célját szolgáló keresztezési programokban és a módszer modellként szolgálhat más gazdaságilag fontos fajtákba, fajokba történő génbeépítésekhez.

EREDMÉNYEK

A Beta Vulgaris L. tenyészanyagok tesztelése biztosítja, hogy a legperspektivikusabb fajták és fajtajejöltek kerülhessenek be a géntranszformációs rendszerbe.A szelekciók elsődleges célja a cukorrépa jelenleg legveszélyesebb betegsége a rizománia elleni tolerancia fokozása. Ez a betegség hazánkban és Európa nagy részén jelentős mértékben elterjedt és toleráns fajták használata nélkül erős károkat okozhat.

Sopronhorpács közelében két rizomániával erősen fertőzött területen (Fertőd, Tompaládony) hat különböző cukor és takarmányrápával állítottunk be kísérletet szelekció céljára /45 cm-es sortávolság, 22-23 cm-es tőtávolság/. 

Körülbelül 100 répát vizsgáltunk négyzetméterenként és összesen 891 db dugványt gyűjtöttünk be

Az in vitro vegetatív mikroszaporítás hónaljrügyekből rutin módszer a sopronhorpácsi laboratóriumban, amelynek során 1 mg/l BAP-t használunk B5 Gamborg és Eveleigh táptalajhoz adagolva. A felszaporított hajtások gyökeresítése szintén B5 tápközegen 5 mg/l IBA kiegészítéssel történik. Ovulumok indukciója szintén kidolgozott, mind diploid és tetraploid, mind hímsteril és fertil vonalakból indítottak ovulum tenyészeteket. Megfigyeltük a genotípusok közötti különbségeket: a Vöröshenger fajtát, valamint az antociános répavonalat tartjuk leginkább megfelelőnek a további, transzformációs kísérletek során.

Ahhoz, hogy egész évben rendelkezzünk a folyamatos munkát lehetővé tevő mennyiségű és morfogenetikailag megfelelő minőségű éretlen embriókkal, egyszerre több környezeti paramétert is optimalizálnunk kellett. A két legfontosabb ezek közül: az őszi-téli pótmegvilágítás intenzításának és időtartamának meghatározása, valamint a fiziológiailag kifogástalan állapotú explantum-donor növények üvegházi nevelésének kidolgozása.

A transzformációhoz a C58C1 Agrobacterium tumefaciens törzset használjuk. Ez a törzs tartalmazta a pRGGhpt bináris plazmidot, amelyet háromszülős konjugáció (Ditta és mtsai 1980.) útján a pRK2013 plazmid (Figurski és Helinski 1979.) mod és tra funkcióinak segítségével a pGV2260 "disarmed" segítőplazmidot tartalmazó, rifampicin rezisztens C58C1 törzsbe vittük át.

Beszereztünk egy gén beépülés vizsgálatára alkalmas PCR és gélelektroforézis készüléket.
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BURGONYA Y-VÍRUS ELLENI REZISZTENCIA KIALAKÍTÁSA 

BURGONYAFAJTÁKBAN A VÍRUS KÖPENYFEHÉRJE GÉNJÉNEK 

BEÉPÍTÉSÉVEL

Szerződésszám: OMFB-00064/00 (BIO-125/00)

Kezdési időpont: 2001. január 15. 

Időtartam: 40 hónap

Összes költség: 25 M Ft

OM támogatás: 15 M Ft

Rövid cím: PVYCPGENE

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE ÉS CÉLJA

Az utóbbi évtizedekben a tudomány új lehetőségeket tárt fel a vírusok okozta károk mérséklésére. Lehetővé vált izolált égnek növényekbe juttatása és kifejlesztése különböző géntechnikai eljárásokkal. Korábbi kutatások igazolták, hogy a burgonya Y-vírus köpenyfehérje génjét expresszáló növények a vírussal szemben rezisztenssé válnak.

A hazai burgonya Y-vírus populációból Beczner és mtsai 1984-ben (Potato Research 27. 339-351) írtak le egy új, később PVYNTN törzsnek elnevezett izolátumot, amely számos burgonyafajtán okoz gumónekrózist. Később ennek a törzsnek rezisztenciát áttörő tulajdonságát is leírták (LeRomancer és Kerlan 1992, Proceedings of the EAPR Virology Section Meeting 91-95.). A Burgonyakutatási Osztály munkatársai a PVYNTN rendkívüli agrsszivitása miatt feltételezték, hogy kiszorítva a többi törzset ez a törzs vált hazánkban dominánssá. Üzemi burgonyatáblákban végzett vizsgálataikban bizonyították, hogy a hazai burgonya Y-vírus populációban a dohány érnekrózis törzs 96,5 %-ban, ezen belül PVYNTN törzs 96,0 % arányban fordul elő.

Az 1990-es évek elején a Mezőgazdasági Biotechnológiai Kutatóközpont munkatársai a PVYNTN törzs teljes elsődleges szerkezetét meghatározták (Thole és mtsai 1993, Gene 123, 149-156), majd annak köpenyfehérje génjét klónozták, növényi expressziós vektorba építették és a VE GMK Burgonyakutatási Osztály által vírusmentesített burgonyafajtákba építették. Az előállított burgonya növények vírus-ellenálóságát laboratóriumi körülmények között tesztelték és azok közül számos vonalnál különböző szintű vírus-ellenállóságot mutattak ki. 

A Burgonyakutatási Osztály burgonya génbankja számos olyan közkedvelt, speciális célra felhasználható régi magyar fajtát tartalmaz, amelyek létező piaci igényeket elégítenének ki. Közülük is kiemelkedő jelentőségű a Somogyi sárga kifli, amely reprodukálhatatlan, világviszonylatban is egyedülálló minőséggel rendelkező csemege burgonyafajta. A Burgonyakutatási Osztály az 1990-es években megkezdte a fajta fenntartását és szaporítását. Az előállított vetőburgonya az MG FALKER GBBR-en keresztül került piacra. A fajta megjelenése olyan mértékű érdeklődést és piaci igényt váltott ki, amelyre a szaporítást és értékesítést végzők nem számítottak. A burgonya Y-vírus NTN törzsének agresszivitása és dominanciája miatt azonban a fajta szaporítása rendkívüli nehézségekbe ütközik és a vírusfertőzés miatt egyes években sikertelen is.

A burgonya Y-vírus köpenyfehérje gént expresszáló, rezisztens Somogyi sárga kifli változat előállítása megoldhatná a fajta fenntartási és szaporítási problémáit.

A Somogyi sárga kifli burgonya megjelenése felélesztette az igényeket olyan, speciális célra felhasználható, nagy termőképességű régi magyar fajták iránt, mint a Mindenes, vagy a Kisvárdai rózsa. Elővizsgálataink során igazolódott, hogy a burgonya Y-vírus miatt ezeknek a fajtáknak a fenntartása sem oldható meg.

A pályázat célja a Somogyi sárga kifli és a Mindenes fajták olyan, burgonya Y-vírussal szemben rezisztens vonalainak előállítása, amelyek fajtafenntartása és szaporítása sikeresen oldható meg.

A technológia egyúttal lehetővé tenné, hogy értékes, közkedvelt, vírusfogékonyságuk miatt nehezen fenntartható fajtákat megmenthessünk, vagy már évtizedek óta nem termesztett értékes fajtákat génbanki anyagokból újra indítsunk.

A PÁLYÁZAT KERETÉBEN VÉGZETT MUNKA EREDMÉNYEI

PVY köpenyfehérjét termelő burgonya vonalak előállítása

A Veszprémi Egyetem Georgikon Karának Regionális Burgonyakutatási Központja (korábban Burgonyakutatási Osztály) génbankából rendelkezésre bocsátott Mindenes és Somogyi kifli fajták steril kultúráit használtuk fel génsebészeti munkánkhoz. A burgonya Y vírus nekrotikus törzsének (PVYNTN) korábban laboratóriumban előállított köpenyfehérje génjét hordozó növényi expressziós vektort használtunk fel kísérleteinkben. Ezen konstrukciók korábbi kísérleteinkben igen hatékonyan alakították ki a dohány növényekben a burgonya Y vírusellenállóságot. Hasonlóan pozitív eredményt kaptunk a Russet Burbank burgonya fajtával is. A korábbi eredmények alapján feltételeztük, hogy a burgonya Y vírusra fogékony, de minőségében igen jó két magyar fajtából állítunk elő rezisztens vonalakat. Laboratóriumunkban Mindenes fajtából 37, Somogyi kifli fajtából 4 transzgénikus vonalat állítottunk elő. A növényekben Southern hibridizációval kimutattuk az idegen géne növényi genomba való beépülését, valamint Northern blottal a transzgén átíródását. A gén fehérjetermékének kimutatását Western blot analízissel végeztük. A 37 Mindenes vonalból mindössze 3 volt a fehérje termékre nézve negatív. A Somogyi kifli 4 transzformáns vonalából 2 egyértelműen pozitív volt, míg az egyik esetben gyenge jelet kaptunk és egy esetben nem tudtuk kimutatni a gén fehérje termékét. A transzgénikus növények vírusellenállóságát üvegházi körülmények között, mesterséges fertőzéssel vizsgáltuk. A Mindenes növények esetében 22 vonalat teszteltünk le, melyek közül egyik sem bizonyult fogékonynak. A Somogyi kifli 4 transzformáns vonalából 2 egyértelműen vírusellenállónak tűnt, míg a másik két esetben a növények vírusfertőzöttek lettek, bár lényegesen kevesebb vírust tartalmaztak, mint a kontroll, nem transzgénikus növények. A Mindenes fajtából 12-t, míg a Somogyi kifli esetében mind a 4 transzformáns vonalat a keszthelyi partnerünknek átadtuk fóliasátras, illetve szabadföldi kísérletek céljára. E vizsgálatok célja nemcsak a felszaporítás és a további virológiai tesztelés volt, hanem a növények beltartalmi értékeinek vizsgálata is.

Transzgénikus burgonya vonalak vírusmentesítése

A Gödöllői Mezőgazdasági Biotechnológiai Kutatóközpont által 1999-ben és 2000-ben átadott transzgénikus vonalak vizsgálatát virológiai ellenőrzéssel kezdtük. A vonalak jelentős része burgonya S-vírussal fertőzött (1.táblázat). A későbbi egzakt vizsgálatok elvégzéséhez ezeket a vonalakat hőterápia, kemoterápia és szövettenyésztés együttes alkalmazásával vírusmentesítjük. Jelenleg a következő vírusmentes vonalak állnak rendelkezésre: M(indenes)- 3, M-5, M-6, M-8, M-9, M-11, M-12, M-13, M-21, S(omogyi) K(ifli)-2, SK-4.

1. táblázat: Transzgénikus Somogyi kifli és Mindenes vonalak vírusfertőzöttsége (vizsgálat vírusok: PLRV, PVY, PVX, PVM, PVS)

Vonalak megnevezése
ELISA-vizsgálati eredmény


PLRV
PVY
PVX
PVM
PVS








M-1
negatív
negatív
negatív
negatív
pozitív

M-8
negatív
negatív
negatív
negatív
negatív

M-9
negatív
negatív
negatív
negatív
negatív

M-11
negatív
negatív
negatív
negatív
pozitív

M-14
negatív
negatív
negatív
negatív
pozitív

M-16
negatív
negatív
negatív
negatív
pozitív

M-17
negatív
negatív
negatív
negatív
pozitív

M-20
negatív
negatív
negatív
negatív
pozitív

M-33
negatív
negatív
negatív
negatív
pozitív

SK-4
negatív
negatív
negatív
negatív
negatív

A burgonya Y-vírus köpenyfehérje gént expresszáló Mindenes és Somogyi kifli vonalak PVY-rezisztenciájának vizsgálata

Elvégeztük a korábban vizsgált és rezisztensnek talált M-11, M-21 és SK-2 vonalak vizsgálatát mechanikai fertőzéssel (karborundum/üvegspatula-foszfát puffer [pH 7,0] módszer) a vírus NTN törzsével. A mesterséges fertőzést követően DAS-ELISA-val határoztuk meg az inokulált növények lokális és szisztémikus fertőzöttségét (poliklonális antitest, Loewe Biochemica GmbH, hígitás 1/1000). A fertőzéseket a burgonya Y-vírus NTN törzsével végeztük. A kontrollként használt dohány növény pozitív reakciót adott. A vizsgálatok eredményei alapján a három vonal burgonya Y-vírussal szemben rezisztensnek látszik (2. táblázat), korábbi vizsgálatainkban azonban az SK-2 vonal egy növénye pozitív reakciót adott, ezért a rezisztenciát további vizsgálatokkal ellenőrizni kell. A vizsgálatok eredményei alapján a vonalak felszaporítását a szántóföldi kibocsátáshoz és teljesítményvizsgálathoz megkezdtük.

1. táblázat: Transzgénikus burgonya vonalak rezisztenciája a burgonya Y-vírussal szemben

Rezisztenciavizsgálat, mesterséges fertőzés VI. 27.


PVYNTN

Mindenes 11 lokális
0/10

Mindenes 21 lokális
0/10

SK2 lokális
0/10

Mindenes 11 szisztemikus
0/10

Mindenes 21 szisztemikus
0/10

SK2 szisztemikus
0/10

Nicotiana tabacum Xanthi-nc szisztemikus
pozitív

Az 1999-ben átadott vonalak vizsgálatával párhuzamosan megkezdtük a 2000-ben átadott vonalaknak az előszűrését mesterséges mechanikai fertőzéssel a fent leírt módszerrel (3. táblázat). A 6 vizsgált vonalból kettő az előszűrés során fogékonynak bizonyult, ezért további vizsgálatuk felesleges.

3. táblázat: 2000-ben átadott Mindenes és Somogyi kifli vonalak PVY-rezisztenciájának előszűrése (mesterséges mechanikai fertőzés és ELISA –vizsgálat)

Vonal megnevezése
PVY-pozitív/vizsgált minták




M-7
4/9 fogékony

M-12
0/13 2001-ben tovább vizsgálandó

M-3
0/7 2001-ben tovább vizsgálandó

M-5
0/6 2001-ben tovább vizsgálandó

M-10
0/11 2001-ben tovább vizsgálandó

M-4
4/12 fogékony

2001-ben folytatjuk az eddig rezisztensnek talált, valamint a még nem vizsgált vonalak vírusmentesítését, vírusrezisztenciájának vizsgálatát.

Transzgénikus burgonya vonalak felszaporításának eredményei

A vizsgálatok gyorsítása érdekében a virológiai vizsgálatok eredményeitől függetlenül megkezdtük valamennyi átadott transzgénikus vonal szövettenyésztéses szaporítását. A felszaporítás eredményét a 4. és 5. táblázat tartalmazza.

4. táblázat: A burgonya Y-vírus köpenyfehérje gént tartalmazó 1999-ben átadott vonalak felszaporításának eredménye

Vonal megnevezése


Virológiai állapot1
Gumószám



1,5 cm<
1,5 cm>
Összesen

M-3
PSV-pozitív
70
42
112

M-4*
PSV-pozitív
45
30
75

M-5
PSV-pozitív
19
13
32

M-6
PSV-pozitív
30
13
43

M-7*
PSV-pozitív
26
8
34

M-10
PSV-pozitív
55
42
97

M-11**
PSV-pozitív
80
50
130

M-12
negatív
55
15
70

M-21**
PSV-pozitív
140
120
260

SK-2**
negatív
70
55
125

1= vírusmentesítés előtt kiültetve

* = az eddigi vizsgálatok szerint burgonya Y-vírusra fogékony

** = az eddigi vizsgálatok szerint burgonya Y-vírusra rezisztens

5. táblázat: A burgonya Y-vírus köpenyfehérje gént tartalmazó 2000-ben átadott vonalak felszaporításának eredménye

Vonal megnevezése


Virológiai állapot1
Gumószám



1,5 cm<
1,5 cm>
Összesen

M-1
PSV-pozitív
10
16
26

M-8
negatív
16
13
29

M-9
negatív
20
17
37

M-14
PSV-pozitív
20
7
27

M-15
nem vizsgált
30
50
80

M-16
PSV-pozitív
12
5
17

M-17
PSV-pozitív
30
7
37

M-18
nem vizsgált
30
10
40

M-20
PSV-pozitív
19
0
19

M-27
nem vizsgált
20
8
28

M-33
PSV-pozitív
30
21
51

SK-4
negatív
35
10
45

1= vírusmentesítés előtt kiürítve

3. JELENLEG FOLYÓ VIZSGÁLATOK

A Gödöllői Mezőgazdasági Biotechnológiai Központban újabb transzgénikus Somogyi kifli vonalak előállítása folyik és megkezdtük két további régi magyar fajta, a Gülbaba és Kisvárdai rózsa transzformáns vonalainak előállítását.

A korábban felszaporított, a mesterséges mechanikai fertőzés során rezisztensnek bizonyult transzformáns vonalak gumóit a genetikailag módosított növényekre vonatkozó törvényi előírásoknak megfelelően kiültettük infektor sorokat (fertőzött növényeket) tartalmazó parcellákra. A kísérletben vizsgáljuk az M-11, M-12, M-21 és SK-2 vonalak rezisztenciájának megnyilvánulását természetes körülmények között és elvégeztük a morfológiai, valamint felhasználási és gazdasági értékvizsgálatokat.

Üvegházban PVYNTN törzzsel fertőzött paradicsom (Lycopersicon esculentum cv. Rutgers) és fertőzött dohány (Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc.) alany növényekre oltottuk az M-11, M-12, M-21 és SK-2 vonalak vírusmentes oltóágait, illetve fertőzött paradicsom és dohány oltóágakat oltottunk a vizsgált vonalakra (alany). A fertőzött dohány és paradicsom. Az oltást követő 6. héten vizsgáljuk a vonalak vírusfertőzöttségének alakulását DAS-ELISA-val és biológiai teszttel (Solanum demissum A6).

Elvégeztük az eddig nem vizsgált, illetve az előszűrés során megmaradt vonalak (M-1, M-3, M-5, M-6, M-8, M-9, M10, M-14, M-15, M-16, M-17, M-18, M-20, M-27 és SK-4) mesterséges mechanikai inokulálását a burgonya Y-vírus NTN és O/C törzseivel. A fertőzést követő 4. és 6. héten vizuálisan, DAS-ELISA-val és biológiai teszttel (S. demissum A6) vizsgáljuk a vonalak fertőzöttségét.

Folyamatosan végezzük a vonalak vírusmentesítését, illetve a már vírusmentes vonalak további in vitro felszaporítását és vonalanként 500-1000 db gumó előállítását.
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DNS markerekre alapozott szelekció felhasználása a búza komplex betegség-ellenállóságra történő nemesítésében

Szerződésszám: OMFB-02560/2000 (BIO-0126/2000)

Kezdési időpont: 2000-07-12

Időtartam: 28 hónap

Összes költség: 60 M Ft

OM támogatás: 30 M Ft

Rövid cím: Növényvédelem

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE 

Magyarországon a búza legveszélyesebb betegségei a levél- és szárrozsda, a fuzárium, valamint a lisztharmat, az epidémia mértékétől függően akár 30-50% termésveszteséget is okozhatnak a fogékony fajtákban.. A fuzárium fajok által termelt toxin humán és állati táplálkozásnál egyaránt súlyos problémát jelent. Bár a betegségek elleni védekezés többnyire megoldható lenne drága fungicidek használatával, mégis messze a leghatékonyabb, egyben legolcsóbb eljárás a rezisztens fajták termesztése. Az utóbbi években kifejlesztett a DNS alapú markerekre alapozott technikák komoly áttörést eredményezhetnek a rezisztenciagének piramidálásához szükséges idő és költségek csökkentésében.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célja

A rezisztencia markerekre alapozott szelekcióval olyan őszi búzafajták, fajtajelöltek és törzsek előállítását kívánjuk lényegesen hatékonyabbá és gyorsabbá tenni, amelyek egyszerre több fontosabb gombabetegséggel (lisztharmat, szár- és levélrozsda, fuzárium) szemben genetikailag védettek.

Feladatok

1) Olyan PCR alapú (RAPD ill. SSR és AFLP) molekuláris markerek kialakítása, amelyek szorosan kapcsoltak a búza legfontosabb betegségresztencia-génjeivel. 2) A markerek felhasználása az általunk előállított búzafajták rezisztenciagénjeinek azonosítása. 3) Markerre alapozott szelekcióval komplex rezisztenciával rendelkező új búzatörzsek kialakítása

Jelen helyzet, eredmények.

Vizsgálatokat végeztünk a levél- és szárrozsda géneket külön-külön hordozó közel izogén vonal sorozatokon az egyes rezisztenciagének agronómiai értékének meghatározására. A molekuláris munka során az Lr3, Lr3bg, Lr18, Lr20, Lr29 és Lr38-as gén esetében találtunk markerjelölteket. E gének és a markerjelöltek kapcsoltságának meghatározásához előállítottuk a rezisztens x érzékeny vonalak F2 populációit, és mesterséges fertőzéssel meghatároztuk azok kórtani fenotípusát. Az eddigi vizsgálatokban kimutattuk az Lr29 gén és egy RAPD marker szoros kapcsoltságát.
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FOLYADÉKKÖZEGRE ALAPOZOTT ÚJ GENERÁCIÓS ASZEPTIKUS NÖVÉNYKLÓNOZÓ BERENDEZÉS ÉS "IN PLASTIC" TECHNOLÓGIÁK KIFEJLESZTÉSE HAZAI ÉS EXPORTPIACOKRA

Szerződésszám: OMFB-02398/00 (BIO-0136/2000)

Kezdési időpont: 2000/09/01

Időtartam: 30 hónap


Összes költség: 39 M Ft

OM támogatás: 23 M Ft

Rövid cím:HSE-CloneReactor
A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A 90-es évek kezdetétől a mikroszaporító ipar korábbi 14-16%-os éves produkciós indexének a növekedése látványosan megtorpant. Ennek az volt a magyarázata, hogy sem biológiai, sem pedig technológiai fejlesztésekkel nem lehetett biztosítani az élőmunkaerő felhasználás további csökkentését a világkereskedelemben számottevő növénykulturák és országok esetében. Ebben az időszakban a mikroszaporítás fejlesztése új fejezethez érkezett, a növényklónozó bioreaktor alkalmazása került előtérbe és számos, többek között trópusi faj hatékonyabb, folyadékközegre alapozott mikroszaporítása vált lehetségessé. Ezek legismertebb változata az un. “időszaki bemerülésű rendszer”, a TIS reaktor család. A világpiacon ismert TIS-rendszerek közös jellemzõje, hogy kicsi, 0,5-1,5 liter a hasznos térfogatuk. Ezzel magyarázható, hogy a kísérleti munkákon kívűl, a nagyüzemi gyakorlatban eddig nem tudtak elterterjedni. Más, ismert bioreaktor típusú berendezések pedig drágák az in vitro növényklónozó üzemek legnagyobb részében, különösképpen pedig a fejlődő országokban. A jelenlegi trendet figyelembe véve, a műszaki-biológiai fejlesztéstől elvárható, hogy olyan új generációs reaktor-család kerüljön kifejlesztésre, amely a folyadékra alapozott rendszerek biológiai előnyeit ötvözi az üzemi gyakorlat lehetőségeivel és igényeivel, különös tekintettel a fejlődő országok mikroszaporító iparának a jövőben megnövekedő jelentős igényeire. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Folyadékközegre alapozott felhasználó-barát, új növényklónozó reaktor család kifejlesztése és erre alkalmas speciális “in plastic” mikroszaporítási technológiák kidolgozása, adaptálása, továbbfejlesztése a világkereskedelemben fontos fajok esetében, a hazai és a külföldi, többek között trópusi  fejlődő országok piacaira.  

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A program keretében sor kerül egy speciális aszeptikus mikroszaporító munkaasztal (CLONE-FLOW) kifejlesztésére, a folyadékközegből származó inokulumok átoltásának az eddigieknél racionalizáltabb, munkaerő- és energiatakarékos kivitelezésére. A következő feladat egy új rendszer, a “horizontális szubmersz-emersz” (HSE) reaktor-modul (CLONE-GERM) kifejlesztése, időszaki bemerulésű explantok folyadékközegben tõrténő programozott, aszeptikus tenyésztéséhez. A harmadik lépésben kerül sor a CLON-JET-rendszer optimális üzemi kapacitásának kilakítására, biológiai és technikai paramétereinek jellemzésére, a világpiacon és Magyarországon keresett fontos gyümölcs- és dísznövény fajok vizsgálata alapján (banán, ananász, orchideák, levéldísznövények, stb.).
A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

· A prototípusok műszaki tervezése megtörtént;

· A prototípusok műszaki kivitelezése folyamatban van: 1 db. aszeptikus munkasztal és 6 db. víztiszta polikarbonát modulból álló, 36 liter bruttó térfogatú HSE-reaktor;

· A kísérleti növényanyag steril tenyészetbe vitele folyamatban van (banán, ananász, alma, levéldísznövények, stb.).
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III. Biokonverzió

AKTÍV ELEMKÉNT BAKTERIORODOPSZIN FEHÉRJÉT TARTALMAZÓ BIOLÓGIAI SZENZOROK ÉS OPTOELEKTRONIKAI LOGIKAI ESZKÖZÖK ELŐÁLLÍTÁSA NANOBIOTECHNOLÓGIAI ÚTON

Szerződésszám: OMFB-02432/2000 (BIO-003/00)

Kezdési időpont: 2000.10.03.

Időtartam: 26 hónap

Összes költség: 40 M Ft

OM támogatás: 24 M Ft

Rövid cím: NanoBioDevices

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Általánosan elfogadott vélemény szerint az adatfeldolgozási és érzékelési technológiákban a következő generációs rendszerek optikai eszközök lesznek (szemben a jelenleg használt típusokkal, amelyek működési alapja elektromos), ami minden szempontból a teljesítőképesség óriási mértékű növekedésével jár majd együtt. A tudományos alapismeretek és a szükséges technológiák elérték azt a szintet, ahol mindkét alkalmazási területen lehetővé válik forradalmian új eszközök készítése és felhasználása igen összetett rendszerek építőelemeiként.

A nanotudomány és nanotechnológiák gyors fejlődése által indíttatva, aktív elemként bakteriorodopszin kromoproteint tartalmazó új optolelektronikai kapcsoló elemek és szenzorelemek kifejlesztését eredményező K+F munka kezdeményezése volt a célunk. A siker csak különféle tudományos diszciplinák és módszerek szinergikus kombinálása esetén garantált: optikai felületek kialakítási technológiái (optikai bevonatok technológiája, optikai hullámvezetők technológiája, holografikus fotolitográfia, optikai csatolási technológia, ion-implantálás stb.), optikailag aktív kromoprotein rétegek leválasztása, nanoszerkezetek előállítása lézerfénnyel kiváltott kétfotonos polimerizációval, lézercsipesz alkalmazása nanoszerkezetek összeszerelésére és működtetésére, lézerfénnyel gerjesztett nemlináris optikai kapcsolási technikák stb.

Jelenleg a tisztán optikai adatfeldolgozó rendszerek fejlesztése még gyerekcipőben jár, ezért a nagy komplexitású rendszerek létrehozása még nem a közeljövő feladata. Inkább az alapvető elképzelések kipróbálása és a különböző megközelítési módok perspektivikus lehetőségeinek összehasonlítása a cél. A különféle elképzelések összehasonlítására és a tervezési kulcselemek megállapítására alkalmas funkcionális eszközöket kell készíteni.

Másrészt a jelenlegi technológia alapján már készíthetők végtermék készülékekbe beeépíthető, nagy érzékenységű és szeletivitású szenzorok, amelyek számos területen azonnal alkalmazhatók lesznek. A korábbinál hatékonyabb környezetvédelem alapkérdése az Európába integrálódó magyar gazdaság modernizálásának, ami folyamatosan növekvő igényt támaszt majd a gyakorlati célú szenzortechnológiákkal szemben.

Magyarországon két okból is előnyös a kiválasztott terület fejlesztése: a szükséges technológiák befektetési igénye relatíve mérsékelt, jelentős előnyt ad a kapcsolódó alapkutatások magas színvonala. Ez a típusú aktivitás az induló hazai csúcstechnológiai kisvállalkozások és a hagyományos akadémiai kutatóintézetek tudományos kapacitásainak optimális kombinálását teszi lehetővé. A jelen K + F pályázatot a femtoszekundumos optikai elemek világpiacán gyorsan növekvő aktivitást mutató magyar kisvállalkozás, az Optilab Kft. kezdeményezte, szoros együttműködésben a biológiában és anyagtudományban „kiválóság-központ” címet elnyert akadémiai partnereivel: az MTA Szegedi Biológiai Központ Biofizikai Intézetével és az MTA Műszaki Fizikai és Anyagtudományi Kutató Intézettel (Budapest).

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A pályázat céljai az alábbiak:

1. Bakteriorodopszin kromoprotein nemlineáris optikai tulajdonságainak kutatása szenzori és optoelektronikai alkalmazás céljából.

2. Bakteriorodopszin kromoproteint és optikai hullámvezetőket kombináltan tartalmazó integrált optikai eszközök tervezése. A szenzorok és optoelektronikai eszközök működése egyaránt az optikai hullámvezetőben történő fényterjedés olyan modulációján alapul, amit a bakteriorodopszin kromoprotein optikai tulajdonságainak (fényelnyelés és törésmutató) külső perturbáló hatással (pl. fénysugár) okozott megváltozása kelt. 

3. A gyógyászatban előforduló legfontosabb szabadgyök, a szingulett oxigén érzékelésére alkalmas szenzor megtervezése és kifejlesztése. A működés a bakteriorodopszin retinal kromofórja és a szingulett oxigén közötti kölcsönhatáson alapul: a kölcsönhatás izomerizációs reakciót iniciál, ami optoelektronikai készülékkel mérhető optikai változást eredményez.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A hullámvezető alapszerkezeteket az Optilab Kft. tervezi meg és készíti el (Dr. Ferencz Kárpát), a fény be- és kicsatolására alkalmas felületi rácsszerkezeteket a Műszaki Fizikai és Anyagtudományi Kutató Intézetben tervezik meg és készítik el (Dr. Serényi Miklós), az optikailag nemlineáris bakteriorodopszin szerkezeteket a szegedi Biofizikai Intézetben tervezik meg, állítják elő és vizsgálják meg kísérletileg (Dr. Ormos Pál).

Multiréteges szerkezetű hullámvezető optikai bevonatok optimálására alkalmas szoftver-eszközöket, továbbá a vizsgált optikai szerkezetek optikai tulajdonságainak gyors mérésére alkalmas, CCD-detektoros spektrométert fejlesztenek ki az Optilab Kft.-nél.

A jelenleg meglévő laboratóriumi infrastruktúrára alapozva új nanobiotechnológiai mikromegmunkáló központot hoznak létre Szegeden, felhasználva a német Physik Instrumente GmbH & Co. cégtől beszerzendő nagy pontosságú piezoelektromos mozgatórendszert.

A laboratóriumi szintű optoelektronikai eszközök és szenzorok végső demonstrációjára a Biofizikai Intézetben kerül majd sor, szoros együttműködésben az Optilab Kft.-vel.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

· Különböző hullámvezető optikai bevonatszerkezetek tervezése és prototípusainak elkészítése megtörtént az Optilab Kft.-nél. Részletesen megvizsgálták a multiréteges optikai bevonatok alkalmazási lehetőségeit, különös tekintettel az ún. „flip-flop” bevonatokra.

· Kis méretű minták spektrális visszaverőképességének és áteresztőképességének a 250–1100 nm hullámhossztartományban való gyors mérésére alkalmas CCD-detektoros spektrométert az Optilab Kft. üzembe helyezte.

· A szegedi csoport új számítógépi programot írt a rezonancia-csúcs adréteg bR→M átmenetbeli törésmutató-változásától függő eltolódásának nagy pontosságú (±0,01º) kiszámítására.

· Felületi optikai rács ion-implantálásos előállítási technológiájának optimálása jeleleg folyik a Műszaki Fizikai és Anyagtudományi Kutató Intézetben.

· Az új, nagy pontosságú nanopoziciónáló eszköz megérkezett Szegedre és most történik beintegrálása a meglévő lézercsipesz/fotopolimerizátor rendszerbe.

· „Fénnyel létrehozott és működtetett összetett  mikrogépek” címen Galajda Péter és Ormos Pál a nemzetközi tudományos közvéleményben nagy visszhangot keltő, kitűnő közleményt jelentetett meg az amerikai Applied Physics Letters folyóirat 2001. január 8-i számában.
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BIOMASSZA ELŐÁLLÍTÁSA FERMENTÁCIÓVAL ÉS

ZÖLDCSÍRA NÖVÉNYEKKEL
Szerződésszám: OMFB-2574/00 (BIO-008/00)
Kezdési időpont: 2000.10.31.
Időtartam: 14 hónap
Összes költség: 137 M Ft

OM támogatás: 68,5 M Ft
Rövid cím: Biomassza
ELŐZMÉNY

A Bella Farina Kft. az Országos Műszaki Fejlesztési Bizottság (OMFB) – BIOTECHNOLÓGIA 2000 – pályázati felhívásában megjelölt „Biomassza hasznosítás, bioremediáció, biokonverzió” témakörén belül, annak első témaköréhez kapcsolódóan.

„Takarmányozásra alkalmas biomassza előállítása mezőgazdasági melléktermékből fermentációval és zöldcsíra növények felhasználásával” címmel pályázatot nyújtott be, melyet az OMFB elfogadott.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA
A benyújtott fejlesztési program célja mezőgazdasági (élelmiszeripari) melléktermékekből fermentációval és zöldcsíra növények felhasználásával a nagyteljesítményű gazdasági állatok takarmányozására alkalmas termék előállítása.

Magyarországon a malmok évente 1.5-1.6 millió tonna búzát dolgoznak fel étkezési célra, amelyből a melléktermék aránya 26-30 százalék (0.4-0.5 millió tonna). A fermentációs eljárással a melléktermékből mintegy 18-21% valódi fehérjekoncentrációjú takarmány állítható elő.

Az egymásra épülő technológia elemek kevés számú komponensből kiindulva (gabona, korpa, élesztő) zárt rendszerben, áttekinthetően és ellenőrizhetően organikus (bio) takarmány előállítására  is alkalmas eljárást valósítana meg. A tervezett fejlesztés illeszkedik az EU, illetve a magyar ökológiai gazdálkodási programokhoz, a növényi és állati termék előállítása terén egyaránt.

Az EU-ban az elmúlt időben ismertté vált élelmiszer botrányok (BSE, dioxin) felértékelték az organikus úton előállított élelmiszereket és megnövelték a biotermesztés iránti keresletet. A tervezett kutató, fejlesztő munka jelentősége EU és hazai vonatkozásban kiemelhető

· egyrészt az ismertté vált élelmiszer-biztonsággal kapcsolatos botrányok (BSE, dioxin) mind takarmányozási eredetűek voltak. A tervezett fejlesztés teljes értékű, organikus takarmány előállítását teszi lehetővé,

· másrészt az organikus állati termékek előállítása ellenőrizhetően bioeredetű takarmány felhesználását feltételezi. Ez annyit jelent hogy, a takarmányadag komponenseinek is igazoltan organikus eredetűeknek kell lenniük (zöldtakarmány, fehérjehordozó, abratakarmány) Ennek biztosítása a gyakorlatban jelentős feladat.

A tervezett fejlesztésben a takarmány előállítás kiinduló pontja 3-4 komponens (árpa, korpa, élesztő, anorganikus anyag) ebből biztosítva a zöldtakarmányt (csíráztatott árpa), ugyanezzel az anyaggal történik a cukrosítás (árpacsíra). A nyert cukros lé az alapja az egysejt fehérje előállításának (élesztő), ami az energiahordozó gabona alapfehérjedúsítását biztosítja. A rendszer zárt, organikus módon árpát, búzát kell csaktermelni, ami ellenőrzés szempontjából a takarmány előállítás bio jellegének nyomon követését transzparens módon teszi lehetővé.

TERVEZETT TECHNOLÓGIA

A gabonalapú melléktermékek szénhidrát-tartalma magas, azonban ennek túlnyomó része keményítő formájában van jelen, melyet az élesztő csak igen alacsony hatásfokkal tudja szén és energiaforrásként felhasználni, ezért szükséges a keményítő cukorrá történő lebontása.

A cukrosításra árpamaláta kerül felhasználásra (lényege, hogy a megfelelő minőségű árpát az enzimtartalom növekedése céljából csíráztatjuk).  A keményítő lebontását zöld árpa csírában található amilotikus enzimek végzik. Mint általában az enzimes reakciók, az enzimes keményítőbontás is sztereospecifikus. A fehérjebontó enzimek közül az endopeptidáz (prozeináz) a zöldmaláta minden részéban kimutatható.

A zöldmaláta előállítására speciális - szabadalommal védett - berendezés áll rendelkezésre. A berendezés alkalmazása biztosítja a magok föld nélküli csíráztatását optimális nedvesség, hőmérséklet és fény biztosításával (1 kg 96%-os tisztaságú árpából 6-7 kg zöldcsíra állítható elő).

A cukrosított cefre szárazanyag tartalma 20-21%, ebben a formában fermentációra alkalmatlan. Ilyen szárazanyag tartalom esetén csak kis mértékű az oxigén beoldódás. Fázis bontó centrifugával a cefrét szétbontjuk, az elválasztott folyadék fázis hozzávetőleg 10-12% cukortartalmú, amely alkalmas az élesztő fermentációhoz szükséges szén- és energiaforrás betöltésére. A fennmaradó sűrű zagy közvetlenül alkalmas takarmány adaléknak.

Élesztő fermentáció: az optimális fermentor-kapacitás kihasználás és egyéb technológiai szempontok megkövetelik a lépcsőzetes léptéknövelést. A szaporítás laboratóriumi szintenyészet előállításánál kezdődik, ezt követi az oltofermentoros szaporítás, figyelemmel a törzsfenntartásra.

Az élesztő szaporításához használt főfermentor keverővel, hűtéssel ellátott, sterilezhető bioreaktor. A szaporítást előírt hőmérsékleten, intenzív kevertetés és levegőztetés mellett szakaszos (batch) technikával végezzük. Inokulumként az oltófermentorban tenyésztett élesztő-biomassza szolgál. Szén- és energiaforrásként a gabona melléktermék cukrosítási műveletben keletkezett 10-12%-os cukros lét használjuk, egyéb tápsó-komponensek hozzáadásával. A fermentáció végén 4-5% élesztő tartalmú fermetlevet kapunk, melyet további feldolgozási műveleteknek vetünk alá.

ÖSSZEGZÉS

A mezőgazdasági és élelmiszeripari melléktermékekből, amelyek keményítőtartalma folytán alkalmas arra, hogy keményítője egy részének elcukrosítása után szénforrásul szolgáljon az élesztősejtek szaporodásához. Az élesztősítéssel a kiindulási alapanyag valódi fehérje tartalma megduplázható, mintegy 19-21% valódi fehérje koncentrációjú takarmány állítható elő, enzimkészítmények, B csoportbeli vitaminok hozzáadása nélkül.
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Fenilalanin mentes tejtermék fejlesztése molekuláris biológiai módszerek alkalmazásával

Szerződésszám: OMFB 02327/2000 (BIO-0031/2000)

Kezdési időpont: 2000. 10. 10.

Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 27 M Ft

OM támogatás: 16,2 M Ft

Rövid cím: Fenalinmentes tejtermék

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A fenilketonuria olyan autoszomális recesszív öröklésmenetű betegség, amely körülbelül hétezer újszülött világrajövetele során egy alkalommal jelenik meg fenotípusosan. Akkor lép fel, ha a vesékben a glomerulusok által filtrált aminosavakat a károsodott tubulussejtek nem képesek visszaszívni és a napi aminosav-ürítés a szokásos 1-2 g-ot meghaladja. A zavar vonatkozhat kizárólag egyes aminosavakra (leggyakrabban cisztin, arginin, lizin), illetve átalakulási termékeikre. A fenilpiruvia, a fenil-alanin-tirozin átalakulási zavara (fenil-alanin oxidáz hiánya) következtében fokozott a fenil-piroszőlősav ürítés. A betegekben fenil-alanin és fenil piroszőlősav halmozódik fel, ami a központi-idegrendszer károsítása révén gyengeelméjűséghez vezet. A betegség közvetlen a születés után felismerhető a fokozott aminosav ürítés révén. A fenilketonuria jelenleg csak Európában mintegy 60000 embert érint. Ehhez hasonló jelentőségű, hogy ennél sokkal többen hordozzák a betegség génjét és a betegek örökítik utódaikba, ami kiszélesíti elterjedését. 

Jelenleg az egyetlen lehetséges kezelése a fenil-alanin diétás étkezés. Az olyan ételek, mint a hús, a hal, a tojás, a sajtok, a mogyoró és a hüvelyesek fogyasztása kizárt a magas fenil-alanin tartalmuk miatt. Zöldségfélék és gyümölcs fogyasztása meghatározott mennyiségben megengedett. Speciálisan alacsony fehérjetartalmú kenyér, keksz és liszt fogyasztható a diéta kiegészítéseként, hogy biztosítsák a szükséges kalória bevitelt. Bár az elmúlt években növekedett a fenil-alanin mentes diéta során fogyasztható ételek tárháza, de még mindig nem teljes körű étrendet biztosít.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA
Fenilalanin mentes alfa s1- kazein és kappa- kazein termeltetésére alkalmas génkonstrukció előállítása. Transzgénikus alapító egerek létrehozása mikroinjektálással. A kísérlet célja annak eldöntése, hogy a génkonstrukció megfelel-e magas szintű rekombináns fehérje emlőszövetspecifikus termeltetésére?

Az egerekben tesztelt génkonstrukciókkal fenilalanin mentes alfa s1- kazein és kappa- kazein termelő nyulak előállítása mikroinjektálással. A legjobb alapítóegyedekből transzgénikus vonalak létrehozása. A módosított fehérjék elkülönítésére szolgáló eljárás kidolgozása.

A módosított fehérjéket termelő laktáló nőstényekből vett tejminták felhasználásával olyan technológia, eljárás kifejlesztése, amely lehetővé teszi, hogy az elkülönített két kazeint tartalmazó frakcióból fogyasztásra alkalmas állagú és ízű tejterméket lehessen előállítani.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

Gyógyhatású, illetve hozzáadott értékű bioaktív fehérjék – amilyen, pl. fenilalanin mentes alfa s1-kazein és kappa- kazein is - előállítása transzgenikus háziállatok tejében világszerte is csak 15 éves múltra tekint vissza. Ezen időszakban mind az EU tagországokban / Nagy-Britannia, Hollandia, Franciaország / mind az USA-ban tőkeerős biotechnológiai cégeket alapítottak, melyek által létrehozott transzgénikus állatok tejében termeltetett gyógyhatású fehérjék, pl. az alfa1-antitripszin, már a klinikai kipróbálás végső szakaszában vannak. Ezen okból a háziállatok bioreaktorként történő felhasználásának hazai kapacitás fejlesztése mind a fogyasztókkal történő megismertetés mind pedig a gazdaságosság szempontok figyelembevételével kívánatos volna. Ugyanakkor bármilyen GMO élőlény így a transzgénikus háziállatokkal történő piacképes termék előállítása igen nagy körültekintést és az érvényes rendeletek szigorú betartását igényli. Mindezen okokból jelen pályázat célja hogy létrehozzon egy innovatív laboratóriumi ill. kísérleti üzemi kapacitást, amely alkalmas lesz arra, hogy módosított tejfehérjékből fogyasztásra alkalmas termék előállítását lehetővé tegye. 

A fenilalanin mentes tejtermék előállításának első szakaszában az MBK illetve a kieli Bundesanstalt für Milchforschung munkatársai megtervezik és létrehozzák a fenilalanin mentes alfa s1- ill. kappa-kazeinek termeltetésére alkalmas DNS konstrukciókat. A szükséges engedélyek beszerzését követően az így előállított génkonstrukciók mikroinjektálásával elsőként kettős transzgenikus egereket állítanak elő. Erre a világszerte elfogadott kísérleti fázisra azért van szükség, mert a transzgénikus egerek vizsgálatával ellenőrizhető, hogy az injektált DNS konstrukciók alkalmasak-e a módosított fehérjék nagy mennyiségben, emlőszövet specifikusan történő előállítására.

Ahhoz hogy ki tudjunk fejleszteni egy technológiai eljárást, amely lehetővé teszi a fenilalanin mentes kazein frakciók elkülönítését és feldolgozását nagyobb mennyiségű tejre van szükség. Ennek érdekében az MBK munkatársai a fent leírt génkonstrukciókkal kettős transzgenikus nyulakat hoznak létre. A transzgenikus nyulak előállítása az MBK kutatói által történik. Az eljárás lényege, hogy a hormonkezeléssel szuperovuláltatott újzélandi fehér nőstényekből a termékenyítést követően egysejtes embriókat nyernek, melyekbe mikroinjektálással juttatják a módosított alfas1- ill. kappa-kazein fehérjéket kódoló DNS konstrukciókat. A mikroinjektált embriókat endoszkópos eljárással ültetik a befogadó nőstényekbe. A megszületett utódokban az ellést követően standard molekuláris biológiai módszerekkel /Southern analízis, PCR/ vizsgálják, hogy beépült-e az idegen DNS? Az ivarérett pozitív egyedeket vad típusú újzélandi fehér nyulakkal párosítva, a párosításból született almokat ismét DNS vizsgálatnak vetik alá. Az azonos alomból származó pozitív nőstény ill. hím ivarú egyedek párosítását követően a laktáló nőstények tejét fogják rendelkezésünkre bocsátani.


A kifejlesztendő eljárás első szakaszában, meg kell oldani a fenilalanin mentes kazeinek elválasztását a tejben lévő többi kazeintől. Ezen folyamat optimalizálásában segítségünkre lesz a német kutatók e téren szerzett korábbi tapasztalata. A fenilalanin mentes kazein frakcióból technológusaink állományjavító illetve ízfokozó adalékok hozzáadásával kísérleti terméket fejlesztenek ki. Amennyiben a fejlesztő munka eredményes lesz, tervezzük a piaci termék előállításához szükséges „scale up” kidolgozását, mely transzgenikus szarvasmarhák előállítását feltételezi. 

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A pályázat első évében a fenilalanin mentes alfas1- és kappa-kazein előállításra alkalmas génkonstrukciók megtervezése, elkészítése ill. azokkal transzgenikus egerek előállítása a kitűzött cél. Ezek a kisérletek folyamatban vannak.
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Csíráztatott gabonaalapú készítmények előállítására szolgáló komplett technológiák kifejlesztése, egészségmegőrző élelmiszerek technológiai fejlesztése

szerződésszám: OMFB-02501/00 (BIO-0038/2000)
Kezdési időpont: 2000. 07. 11.
Időtartam: 36 hónap
Összes költség: 80 M Ft
OM támogatás: 40 M Ft
Rövid cím: Csíráztatott gabonaalapú készítmények

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A gabona magvak csíráztatása biotechnológiai eljárásnak tekinthető. A megfelelő alapanyagból kiindulva csíráztatással olyan természetes úton előállított készítmény ill. élelmiszer alapanyag nyerhető, amely egyesíti magában a vegyszermentesen termesztett gabona és csíra táplálkozásélettanilag értékes tulajdonságait, és amelyből speciális újabb készítmények gyárthatók. Kalória szegény alapanyag, amely kiegyensúlyozott és gazdag vitamin ill. ásványanyag tartalommal rendelkezik. A csíráztatás során az enzimtevékenység aktiválódása és ezáltal a tartalék tápanyagok hidrolitikus bomlásának beindulása után az embrióban lejátszódó folyamatok között vitaminok szintézise is megfigyelhető, ennek köszönhető, hogy a hosszan csíráztatott gabonában számos vitamin és ásványi anyag található. Két oxidoredukciós anyagot is kimutattak a búzacsírában. Ez a két hatóanyag állatkísérletek eredményei alapján késlelteti a jó és rosszindulatú daganatok növekedését. A búzacsíra-kivonat előállítása Szent-Györgyi Albert nevéhez fűződik, megfigyelései szerint a C-vitamin és a búzacsírából a fermentálás alatt képződő kinonok együttesen daganatellenes hatást mutatnak. Az alapkészítmény mindazt a fehérjét, szénhidrátot, vitamint, ásványi anyagot és nyomelemet tartalmazza, amit a csírázó búza és búzamag, ezen kívül a növényzöld, a klorofill is rendkívül értékes hatóanyaga. Toxikus hatása nincs, így kiváló élelmiszer alapanyag olyan élelmiszer-kiegészítők, élelmiszerek előállítására, melyek univerzális egészségvédő, egészségmegőrző szerepet tölthetnek be. A termékek bio minőségű alapanyaga és a bio minőség bizonyítása tovább növeli értéküket, elősegíti mind a hazai, mind a külföldi értékesítést. A biomasszában jelenlevő, biológiailag aktív anyagok megőrzésére, dúsítására olyan feldolgozási technológiákat kell alkalmazni, mely a feldolgozás során nem idézi elő ezek bomlását, inaktiválódását
A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A biomassza alapanyag hasznosítása, feldolgozása táplálék kiegészítőkké, élelmiszeripari termékekké, minőségének javítása és megőrzése.

· Természetes alapú, különleges minőségű élelmiszer összetevők kifejlesztése, és segítségükkel új élelmiszerek (tápanyag kiegészítők) választékának bővítése kiemelkedő minőségű gabonafajták felhasználásával, és kíméletes technológiai eljárások alkalmazásával.

· Egészségvédő, funkcionális, mikrokomponensekben gazdag alapkészítmények, és segítségükkel új gyártmányok kialakítása, forgalomba hozatala.

· Minőség javulás és biztosítás elérése korszerű minősítési módszerek alkalmazásával.

· Olyan K+F eredmények létrehozása, mely a gyakorlat számára eladható, és eredménye a felhasználókkal megosztható. 

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A kifejleszteni kívánt biomassza alapú élelmiszeripari termékek minőségi előállítása, az optimális feltételek kutatása-fejlesztése, biztosítása, a termesztéstől a feldolgozáson keresztül a fogyasztásig.
Csíráztatott gabonaalapú termékek (búza) előállítási technológiájának és továbbfelhasználási módszereinek kialakítása az élelmiszer-előállítási gyakorlat s a háztartási személyes alkalmazás céljára. Egészségvédő, funkcionális, mikro-komponensekben gazdag alapkészítmények, és segítségükkel új gyártmányok kialakítása, forgalomba hozatala. Természetes alapú, különleges minőségű élelmiszer-összetevők kifejlesztése, és segítségükkel az új élelmiszerek (táplálék-kiegészítők) választékának bővítése kiemelkedő minőségű, bio termesztésű gabonafajták felhasználásával, és kíméletes feldolgozási technológiai eljárások alkalmazásával

A JELENLEGI HELYZET EREDMÉNYEK

Laboratóriumi és félüzemi kísérleti gyártások a biomassza alapanyag élelmiszeripari felhasználására. Termékfejlesztési, előállítási kísérletek.
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Energetikai hasznosításra nemesített hazai fűfélék /energiafüvek/ papíripari hasznosíthatóságának meghatározása, a papíripari feldolgozásra legalkalmasabb fajta kiválasztása

Szerződésszám: OMFB-02709/2000 (BIO-0052/2000)

Kezdési időpont: 2000. 11.28.

Időtartam: 30 hónap

Összes költség: 48 M Ft

OM támogatás: 24 M Ft

Rövid cím: Energiafüvek papíripari hasznosítása

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE


A biomassza távlati hasznosításának problémáival Magyarországon már a 80-as években kezdtek foglalkozni, erre utal a MTA Komplex Bizottságának 1984. évben készített jelentése is, melynek egyik fontos megállapítása, hogy az élelmiszertermelésre igénybe nem vett, illetve az erre alkalmatlan mezőgazdasági területek fontos hasznosítási lehetősége energianövények termesztése.  

Az Európai Unió jelenlegi fejlesztési elképzeléseiben szintén fontos szerepet kap a biomassza energetikai hasznosítása, alkalmazási technológiáinak fejlesztése és integrálása a meglévő hagyományos energia rendszerekbe.


A biomassza energetikai és egyéb célú hasznosításakor várható előnyök - a fosszilis széntartalmú nyersanyagok felhasználásának csökkenésén túl - a vidéki életforma és az élővilág változatosságának megőrzése, a falusi lakosság elvándorlásának fékezése.

Az egyéb célú hasznosítási lehetőségek között pedig kiemelt szerepet kap a különféle ipari, pl. a papíripari hasznosítás.


Magyarországon nagy múltja van a gabonatermelésre épülő szalmacellulóz gyártásnak  (Szalmacellulóz Gyár, Dunaújváros). Perspektivikusan új, alternatív nyersanyagforrás lehet a papíripar számára a gyenge termőképességű területeken termeszthető fűfélék hasznosítása.

Az új energetikai növények nemesítése nálunk már régebben elkezdődött és Szarvason

ENERGIAFŰ néven több fajtajelöltet állítottak elő. Ezek energetikailag egyenértékűek a külföldön már ismert fajtákkal - sőt meghaladják azokat -, biobrikett gyártására alkalmasak, kiváló biomelioratív tulajdonságúak, zöld sarjú termésük ősszel legeltetésre is alkalmas, és magyarországi viszonyok között már a gyenge minőségű 3-8 aranykoronás földeken is gazdaságosan termeszthetők.


Az energetikai célra nemesített növények, ENERGIAFÜVEK más irányú hasznosíthatósága, takarmányként, ipari nyersanyagként, (pl. a papíriparban) nagymértékben növeli a termelés gazdaságosságát és biztonságát, ezért a fűnemesítésben nagy jelentőséget kaphat.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA


A munka célja az energetikai felhasználásra Szarvason a Mezőgazdasági Kutató és Fejlesztő Közhasznú Társaság munkatársai által nemesített ENERGIAFÜVEK papíripari alkalmazhatóságának megállapítása, a papíripar számára legalkalmasabb fajta kiválasztása.

A fejlesztés során kell az ENERGIAFÜVEKRE laboratóriumi és félüzemi méretben a feltárási technológiát kidolgozni, és papíripari alkalmazhatóság szempontjából az államilag elismert zöldpántlikafűvel összehasonlítani, illetve kiválasztani az energetikai célra nemesített növények közül azt, amelyik, a cellulózhozama és a cellulóz minősége alapján papíripari feldolgozásra a legalkalmasabb.

A kutatómunka megteremtheti annak a feltételeit, hogy Magyarországon fehérített cellulózt állítsanak elő energiafűből.

Technológiai és gazdasági szempontból eredményes kutatás esetén beruházás nélkül évi 30 ezer tonna cellulóz előállítására lehet mód a Dunaújvárosi Szalmacellulóz Gyárban. Ezáltal a jelenlegi 170 ezer tonna rostimport 30 ezer tonnával lesz csökkenthető, vagy változatlan mennyiségű import mellett a 30 ezer tonna fehérített cellulóz exportálható. Beruházással (új cellulózgyár felépítésével) évi 100 tonna fehérített cellulózt lehet előállítani energiafűből, amely 16-17 ezer hektár - jelenleg a termelés alól kivont - területen termeszthető.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

Az ENERGIAFÜVEKBŐL papírt előállítani biztosan lehet, a kérdés a papír minősége és a gazdaságosság. Gazdaságossági szempontból a szalmacellulózzal, illetve az abból készített papírral lehet összehasonlítani. Mivel energiafűből még nem készült papír, a gazdaságosságot előre csak becsülni lehet. A döntő tényező az önköltség mellett a papír tulajdonsága lesz. Valamilyen különleges tulajdonság megjelenése, ami egyedi felhasználhatóságot biztosít, döntő tényezőnek bizonyulhat. Ezért kiemelten fontos a kinyert cellulózból előállított papír próbatestek vizsgálata.

A nemesítők feladata az ENERGIAFÜVEK /zöldpántlikafű, és a Szarvason nemesített fajtajelöltek/ mint ipari nyersanyagok termesztési tulajdonságainak leírása, javaslat kidolgozása a betakarítás, a szállítás és a raktározás optimális körülményeire. Kialakítják a törzselit, szuperelit, elit szaporítási fokozatú vetőmagtermesztést. A perspektivikus fajtajelölteket előterjesztik állami elismerésre és szabadalmaztatásra.

A papíripari feldolgozhatóságot vizsgálók meghatározzák a rostkinyerési technológia szempontjából fontos tulajdonságokat, és vizsgálják azok változását a tárolás során. Kidolgozzák a rostkinyerési technológiát, kísérlettervezéssel optimalizálják a technológiai paramétereket. Meghatározzák a kinyert barna- és fehérrostok lapképzési tulajdonságait, valamint az ezekből készített euro-standard próbalapok tulajdonságait.

A gazdaságossági elemzésekért felelős partner vizsgálja a komplex hasznosítás / legeltetés, biobrikett gyártás és papíripari feldolgozás/ gazdaságosságát a termesztés, legeltetés, betakarítás és papíripari feldolgozás során kapott, illetve valószínűsíthető adatokból.

A partnerekkel való konzultáció alapján összehasonlítja az ENERGIAFÜVEKBŐL és a hagyományos szalmacellulózból gyártott papírok műszaki tulajdonságait és költségtényezőit.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A hazai biomassza energetikai hasznosítására a szarvasi Mezőgazdasági Kutató-Fejlesztő Kht. a nálunk honos fűfélék közül "Energiafű" néven öt ígéretes egyedet választott ki.

A munka célja annak a megállapítása, hogy a kiválasztott Energiafüvek alkalmasak-e papírgyártásra.

Első részjelentésünkben egyrészt mezőgazdasági szempontból jellemeztük az energiafüveket, másrészt meghatároztuk a rostkinyerés /papírgyártás/ szempontjából fontos tulajdonságaikat. 

A vizsgálatok eredményeiből megállapítottuk, hogy az energiafüvek paraméterei nagyon hasonlítanak annak a búzaszalmának a paramétereihez, amiből Dunaújvárosban papírrostot /cellulózt / állítanak elő.

A vizsgált öt egyed közül az Energiafű III paraméterei voltak a legkedvezőbbek.

A második részfeladat végrehajtása során a főzési paraméterek optimalizálását az előző évi munkában legalkalmasabbnak talált Energiafű III (E3) szulfátos feltárására végeztük el (2. részjelentés).

A feltárás után vizsgáltuk a hozamot, a kappa-számot (amely a feltárási fokot adja meg, és jellemző a fehéríthetőségre és az őrölhetőségre is), az átlagos rostméretet és eloszlást, az egyes frakciók tömegének az alakulását, az osztályozási maradékot, a szűrési sebességet és végül a színjellemzőket.

Az E3 jelű energiafűnél kapott optimális főzési paramétereket alkalmazva feltártuk, majd megvizsgáltuk mind az öt energiafüvet.

Az adatokat összehasonlítottuk a búzaszalma megfelelő adataival, és megállapítottuk, hogy az Energiafű III (E3) rostjainak a minősége nagyon hasonló a búzaszalmából kapott rostok minőségéhez, a többi energiafű rostja (E1, E2, E4 és E5) pedig egy fokozattal gyengébb.  Feltételezhető, hogy mind az öt rost lapképzésre alkalmas.

Az első és a második feladat eredményei ígéretesnek mutatkoznak.
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Extremofil mikroorganizmusokból származó xilanázok alkalmazása környezetbarát papíripari alapanyag előállítására

Szerződésszám: OMFB-02332/00 (BIO-0073/2000)

Kezdete: 2000. november 1.

Tartama: 3 év

Összes költség: 76 M Ft

OM hozzájárulás: 36 M Ft

Rövid cím: xilanázok a papíripar számára

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTÉRE

A papíriparban alkalmazott fehérítési eljárás során klór alapú vegyületeket használnak fel. A klórral történő fehérítés rendkívül hatékony és gazdaságos folyamat a klór szelektivitásának köszönhetően. Azonban a fehérítés során a rostokban található lignin és klór reakciójának eredményeként klór tartalmú szerves vegyületek képződnek. A papíripari fehérítési eljárás során óriási mennyiségben képződő klór tartalmú szerves vegyületek környezetbe kerülése jelenti a legfőbb gondot. Ezért a papíripar figyelme olyan új technológiákra irányul, amellyel csökkenteni vagy eliminálni lehet a klór alkalmazását a fehérítési folyamatban. A klórmentes fehérítés egyik ilyen fejlődő területe az enzimek, még pedig a xilanázok alkalmazása a fehérítési folyamatban.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

1)
Xilanáz enzimek génjeit kell klónozni különböző mikroorganizmusokból

2)
Módszert kell kidolgozni az enzimek kifejezésére, tisztítására és jellemzésére

3)
Molekuláris genetikai módszerekkel az enzimeket a technológiai feltételekhez kell optimalizálni, és/vagy a technológiai leírást kell az enzimek optimális működési feltételeihez igazítani

5)
Ki kell dolgozni az ipari enzimtermelés technológiáját, és ipari kísérletekhez megfelelő mennyiségű enzimet kell termelni.

6)
Ki kell dolgozni az ipari léptékű, enzim alapú TCF (total chlorine free) fehérítés technológiáját, az enzimmel ipari méretű TCF fehérítést kell végezni.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A pályázat megvalósítása során extremofil és mezofil mikroorganizmusokból xilanáz enzimeket állítunk elő a rekombináns technikák alkalmazásával. Ezeket az enzimeket mutagenezissel és/vagy különböző szelekciós eljárásokkal úgy alakítjuk, hogy a szalmából kiinduló cellulóz gyártási technológia során alkalmazott szélsőséges körülményeken (magas pH, magas hőmérséklet) a lignin lebontására gazdaságosan felhasználhatók legyenek. A génsebészeti eljárásokkal módosított enzimeket a nyers cellulóz TCF fehérítési technológiában használjuk fel.

JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Klónoztuk két hőstabilis xilanáz génjét, amelyek expresszióját E. coli sejtekben végeztük. A pET rendszert használva az expresszió hatékonynak bizonyult. Mivel az expresszált fehérjék hőstabilisak és nem képeznek inklúziós testet, ezért lehetõvé vált az E. coli fehérjéinek eltávolítása hődenaturációs kezeléssel, ami rendkívül hatékonynak bizonyult anélkül, hogy csökkenést tapasztaltunk volna a xilanáz enzimek aktivitásában. Mindkét enzim esetében 85%-os tisztaságot el tudtunk érni a hődenaturációs kezeléssel. A xilanázokat a szulfátos eljárással elõállított búzaszalma pép elsõ fehérítési lépcsõjében alkalmaztuk, figyelembe véve a Dunaújvárosi cellulóz gyár jelenlegi technológiai lehetõségeit. A második és harmadik lépcsõben - a teljesen klórmentes fehérítéshez igazodva - hidrogén-peroxidot használtunk lúgos körülmények között. Enzimes kezelés nélküli peroxidos fehérítést is alkalmaztunk. A különbözõ módokon fehérített pépek végsõ fehérségét hasonlítottuk össze. Az elsõ kísérletek alapján azt a következtetést vonhatjuk le, hogy mindkét xilanáz alkalmas a szulfátos eljárással elõállított búzaszalma pép fehérítésére.
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LUCERNA FEHÉRJE FRAKCIONÁLÁS

Szerződésszám: OMFB-02464/00 (BIO-0090/2000)

Kezdési időpont: 2000.10.05.

Szerződés tartama: 25 hónap

Összes költség: 95 M Ft
OM támogatás: 47 M Ft

Kutatás jellege: növényi fehérjék

Rövid cím: Lucerna fehérje

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A fehérje ellátás gerincét a takarmányfehérje területén és így közvetve a humán fehérje ellátásban a szójabab ill. az ebből készült termékek biztosítják.

Ugyanakkor ismeretes, hogy a magtermésekben kinyert anyaghányad csak egy töredéke, kb. 30 %-a a növény tenyészidejében fotoszintetizált tápanyagnak.

Ez a különbség megfelelő növények pl. lucerna megválasztásával és ezekből fehérje koncentrátumok előállításával jelentősen megnövelheti a mezőgazdaság primer tápanyagok hozamát.

Előzetes vizsgálatok szerint erre gazdaságos módszerek is kidolgozhatóak, melyek versenyképessé teszik ezt az új fehérje forrást a jelenleg meghatározó szójafehérjével.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A növényi fehérjék között vezető szerepe van a szójababnak ill. az ebből készített szójafehérje koncentrátumoknak.

Ezzel versenyképes új fehérjeforrás kialakítása a cél, mely a területegységen való hozamot tekintve előnyösebb, mint a szójabab termés és fehérje minőségben is megfelel ennek.

Összefoglalva egy új, domináns fehérje forrás kidolgozása a cél, mely mind takarmányfehérjeként, mint humán fehérje forrásként használható és versenyképes a szójával.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

Az úgynevezett „nedves frakcionálási eljárás” szerint a zöld növényt préselve elválasztjuk a rostos frakciót a préslétől. Ebből az egyes fehérje csoportokat külön-külön leválasztjuk, majd tisztítás és koncentrálás után megszárítjuk.

Ezzel 75 – 90 % nyers ill. emészthető fehérje tartalmú termékeket állíthatunk elő.

A frakcionálás keretében a kloroplaszt fehérjétől elválasztjuk a klorofillt és karotinoidokat tartalmazó pigment koncentrátumot. Így mindkét terméket értéknövelt formában nyerjük ki.

A citoplazmás fehérje frakciót dolgozzuk fel 90 %-os fehérje termékké, ami később humán fehérje forrás is lehet.

JELEN ÁLLAPOT

Laboratóriumi léptékű eredményeink méretnövelését végezzük. Ennek keretében történik 1 –1 m³ lucerna préslé feldolgozása az új elválasztási műveletekkel és ezek félüzemi berendezéseivel:

- 52 Cº-on flokuláltatott kloroplaszt-fehérje elválasztása      dinamikus ülepítőben,

- a kloroplaszt fehérje bontása fehérje és pigment frakcióra és ezek külön-külön történő kinyerése.

Előtervek készítését kezdtük meg 50 – 100 t/h lucerna feldolgozó üzemekre.
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BIOTRANSZFORMÁCIÓS TECHNOLÓGIA KIDOLGOZÁSA TERMÉSZETES TRANSZ-2-HEXENAL ELŐÁLLÍTÁSÁRA ÉS FÉLÜZEMI MEGVALÓSÍTÁSÁRA

Szerződésszám: OMFB-02326/00 (BIO-0097/2000)

Kezdési időpont: 2000. 10. 03.

Időtartam: 3 év
Összes költség: 34 M Ft

OM támogatás: 20,4 M Ft

Rövid cím: Transz-2-hexenal előállítás biotranszformációval

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Az utóbbi években az élelmiszeripar egyre fokozottabb igényt támaszt a természetes aromaanyagok iránt. Az aromaanyagok a természetben is enzimes folyamatok során keletkez-nek, ezért nagy jelentősége van a természetes aromakomponensek enzimkatalizálta elő-állítására irányuló kutatásnak, nemcsak hazai, hanem nemzetközi vonatkozásban is. Egy természetes aromaanyag termékcsalád kifejlesztése érdekében kutatásokat végeztünk a hatszénatomos aldehidek és alkoholok biotranszformációs előállítására. Ezek a vegyületek a természetben a telítetlen zsírsavak lebontási folyamatában keletkeznek, sok esetben (pl. alma, eper, narancs, bogyós gyümölcsök, uborka) a jellegzetes zamat kialakulásának nélkülözhetet-len összetevői. Egy már eredményesen lezárt OMFB pályázat keretében megoldottuk a természetes hexanal félüzemi biotranszformációs előállítását linolsavból, illetve napraforgó-olajból kiindulva. Ennek a munkának a tapasztalatait felhasználva az OM támogatásával a transz-2-hexenal biokatalízissel történő előállítását céloztuk meg.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA 

Üzemi méretű megvalósításra is alkalmas, lenolajból kiinduló technológia kidolgozása természetes transz-2-hexenal biotranszformációs előállítására, amely magában foglalja egy ipari hasznosításra alkalmas biokatalizátor kifejlesztését is. 

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A természetes transz-2-hexenal linolénsavból (lenolajból) három lépésben állítható elő. Az első lépésben a lipoxigenáz enzim a linolénsavat hidroperoxiddá oxidálja, amelyet a második lépésben a hidroperoxid liáz enzim cisz-3-hexenallá és egy 12 szénatomos telítetlen oxosavvá has(t. A harmadik lépés a cisz-3-hexenal izomerizációja transz-2-hexenallá, melyet a cisz-3: transz-2-enal izomeráz enzim katalizál. Ez a folyamat hőhatásra is végbemegy. 

A lipoxigenáz enzimet ipari méretben zsírtalanított szójalisztből lehet kivonni egy szelektív hőkezelésen alapuló módszerrel. Az enzim kivonásának és eltarthatóságának optimális körülményei ismertek. A hidroperoxid liáz enzimet számos növény tartalmazza membránkö-tött formában, de biotechnológiai alkalmazására a szakirodalomban nem találtunk példát. Az enzim nagyon érzékeny, könnyen inaktiválódik, különösen, ha a membránról leoldjuk. Ezért ki kell fejlesztenünk egy olyan ipari felhasználásra alkalmas biokatalizátort, amely az enzimet membránkötött formában rögzíti. A biokatalitikus reakciók kivitelezéséhez meg kell határoznunk az enzimek működésének optimális körülményeit, ki kell választanunk a megfelelő reaktortípusokat, ki kell dolgoznunk a termék  kinyerésének és tisztításának módját laboratóriumi és félüzemi körülmények között egyaránt.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A linolénsav hidroperoxidációs reakciójának optimalizálása során megvizsgáltuk a linolénsav koncentrációjának, a reakcióközeg pH-jának, a hőmérsékletnek, illetve az oxigénellátás módjának hatását a reakció lefolyására. Az eredmények alapján meghatároztuk a lipoxigenáz enzim működésének optimális körülményeit és igazoltuk, hogy a szójából kész(tett hőkezelt enzimkivonat - melyet korábban a linolsav hidroperoxidációjához is használtunk - jó eredménnyel alkalmazható biokatalizátorként a linolénsav esetében is. 


 A hidroperoxid liáz enzim kinyeréséhez kiválasztottuk a megfelelő növényi forrást. Vizsgálataink szerint lucernalevélből és zöldpaprikából nyerhető ki az enzim legnagyobb  mennyiségben. Egyéb szempontokat (méretnövelés, gazdaságosság) is figyelembe véve a zöldpaprikát választottuk alapanyagnak a liáz enzim előállításához. Meghatároztuk az enzim zöldpaprikából történő kinyerésének optimális körülményeit, ahol a kivonásnál alkalmazott puffer koncentrációjának, térfogatának, valamint hőmérsékletének, továbbá a centrifugálás körülményeinek hatását vizsgáltuk. Az enzim stabilizálhatóságára irányuló kísérletek jelenleg folyamatban vannak.
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Szilárd fázisú biokatalizátor és bioreaktor kifejlesztése tojásfehérjelé glükóztartalmának folyamatos üzemű technológiával történő eltávolítására

Szerződésszám: OMFB-02345/2000 (BIO-0099/2000)
Kezdési időpont: 01/07/2000

Időtartam: 28 hónap

Összes költség: 24 M Ft

OM támogatás: 12 M Ft
Rövid cím: Tojásfehérjelé glükózmentesítése biokatalitikus úton

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A tojásfehérjének, mint élelmiszeripari alapanyagnak szárítás után poralakban való forgalomba hozatala ma már bevett gyakorlatnak tekinthető. A fejlett országokban, így az Európai Unió tagállamaiban az is általános, hogy a tojásfehérje mintegy 0,4 %-nyi glükóztartalmát szárítás előtt eltávolítják. Ily módon elkerülhető a szárításnál egyébként bekövetkező karamellizáció, amely a termék barnulását okozná. Lényegesen javulnak ezzel a tojáspor eltarthatósági paraméterei is.

A jelenleg ismert gyártási eljárások a glükóztartalmat oldott biokatalizátorral, glükózoxidáz enzimmel, szakaszos üzemben oxidálják. Ezeknek a megoldásoknak a hátránya, hogy a denaturált enzim felhasználás után is a tojáslében marad és - mint idegen fehérje – belekerül a termékbe. Kedvezőbb lenne, ha az enzimet hordozóhoz rögzítve (immobilizálva) alkalmaznák, ily módon az a kezelés után elválasztható lenne a tojásfehérjétől, ilyen ipari eljárásról azonban nincs tudomásunk. 

Hazánkban a tojásfehérje glükózmentesítésére nincs ipari eljárás, noha a glükózmentes tojáspor exportálható lenne, sőt újabban hazai felhasználók is jelezték a termék iránti igényüket. A fentiekből következően a glükózmentes tojásport lényegesen jobb áron lehetne értékesíteni mint a hagyományos, glükóztartalmú terméket

A SÁTO Kft., amely a legjelentősebb hazai tojáspor előállító vállalat, olyan fejlesztést indított el, amelynek végső célja egy üzemi méretű, glükózmentes tojásport előállító technológia. A vállalatnál a tojáspor gyártásával kapcsolatban jelentős műszaki, termelési tapasztalat halmozódott fel az utóbbi évtizedben. A partner intézménynél, a Kaposvári Egyetem Műszaki Kémiai Kutató Intézet Bioreaktortechnikai Osztályán – több hazai kutatóhellyel, ill. iparvállalattal, továbbá külföldi egyetemmel kooperációban - az elmúlt másfél évtizedben számos olyan elméleti és gyakorlati eredmény született, amely nemzetközileg versenyképes mind a rögzített biokatalizátorok előállítása, mind a többfázisú bioreaktorok kifejlesztése, vizsgálata és alkalmazása területén.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A glükózoxidáz enzimet egy speciális eljárással, megfelelően választott szemcsés szilárd hordozóra rögzítve egy magas fajlagos aktivitású és nagystabilitású szilárd fázisú biokatalizátort állítunk elő, amelyet az ugyancsak általunk kidolgozandó szerkezetű reaktorban, folyamatos üzemben működtetve nagylaboratóriumi méretű glükózmentesítési technológiát hozunk létre. 

A célkitűzés megvalósítása előnyös, mert nemcsak határainkon belül jelent újdonságot, hanem nemzetközi összehasonlításban is jelentős lépés az ipari hasznosításra alkalmas biológiai katalizátorok fejlesztése területén. A termékminőséget és a műszaki tartalmat tekintve a legfontosabb előny, hogy a glükózmentessé tett tojásléből gyártott élelmiszerekbe az enzimfehérje nem kerül be, emellett korszerű folyamatos üzemmód valósítható meg a gyártás során.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

· Módszer kidolgozása legalább 5 U/g hordozó aktivitású, legalább 6 hónap felezési idejű rögzített glükózoxidáz biokatalizátor előállítására;

· Módszer kidolgozása a tojásfehérjelébe történő oxigénátvitel buborékmentes megoldására. A tojáslé oxigénnel való relatív telítésének sebességének minimum a 20% / perc értéket el kell érni (30(C-on, 1 bar nyomáson);

· Nagylaboratóriumi méretű (50-70 dm3 hasznos térfogatú), folyamatos üzemeltetésre is alkalmas, rögzített glükózoxidázzal működő bioreaktor konstrukciójának meghatározása, tervezése és legyártása;

· Berendezés kialakítása a nagylaboratóriumi méretű glükózmentesítő reaktor tölteteként szolgáló biokatalizátor szemcsehalmaz (halmaztérfogat mintegy 30 dm3) előállítására, a töltet legyártása;

· A glükózmentesítő reaktor és segédberendezéseinek összeállítása, üzemi próbái és kísérleti tesztelése. A technológia minimális kapacitása 1200 dm3/nap glükózmentes (glükóztartalom ( 0,02 g/ dm3) folyamatos üzemmódban.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

· Kombinált adszorptív+kovalens rögzítési módszert dolgoztunk ki, amelynek alapján a polimer gyantára rögzített biokatalizátor produktivitása az előírtnál magasabb, stabilitása pedig az előírásnak megfelelő; 

· Buborékmentes oxigén-beviteli módszert dolgoztunk ki porózus felületen keresztül a tojáslébe juttatott tiszta O2 gáz felhasználásával. Jelenleg folyik a módszer optimálása, hogy az előírt telítési sebesség - kis oxigénbetáplálás mellett is - elérhető legyen;

· Meghatároztuk a nagylaboratóriumi méretű, mintegy 50 dm3 hasznos térfogatú, folyamatos üzemeltetésre alkalmas, rögzített glükózoxidázzal működő bioreaktor konstrukcióját. Jelenleg folyik a többlépcsős, fluidágyas reaktor komplett tervezése és megkezdődött egyes részegyégek gyártása.
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MELLÉKTERMÉKEK BIOKONVERZIÓS HASZNOSÍTÁSA

Szerződés szám: OMFB-02448/2000 (BIO-0112/2000)

Projekt kezdete: 2000. október 1.

Megvalósítási idő: 24 hónap

Teljes költség: 30 M Ft.

OM támogatás: 18 M Ft.

Rövid cím: Melléktermékek biokonverziója

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE


Az iparosodás, a mezőgazdaságban is elterjedt motorizáció következtében egyre nagyobb és nagyobb mennyiségű motor-hajtóanyagra van szükség haszongépeink, illetve közlekedési járműveink üzemeltetéséhez. A napjainkban a nemzetközi tőzsdéken bekövetkezett kőolaj-árrobbanás, valamint az ismert kőolaj készletek véges volta és a meglévő kitermelési kapacitás korlátai különösen időszerűvé teszik alternatív motor-hajtóanyagok kifejlesztését. 


A hazánkban bevezetésre kerülő ún. „Biodiesel-program” is ezen új megoldások közé tartozik. Az eljárásnak a lényege: a mezőgazdaságban termesztett ipari növényekből – napraforgó, repce – előállított olajokból, melyek zsírsavak glicerinnel alkotott észterei, a glicerin eltávolításával járó átészterezéssel növényolaj-zsírsav-metil-észtereket állítanak elő, melyek dieselmotor-hajtóanyag (i) alapjául szolgálhatnak. 


Ez kettős előnyt jelent a mezőgazdaságnak. Egyrészt az említett olajos haszonnövények várhatóan megnövekedő igényű termesztésével enyhíti a földművelésben a gabonanövények vetés területének csökkenésével fellépő gondokat, másrészt az előállított biodiesellel a mezőgazdasági haszongépjárművek üzemeltethetőek lesznek. A beindítandó biodiesel program során melléktermékként jelentős mennyiségű glicerin fog képződni, ill. jelenleg is képződik az élelmiszeriparban. Ez valószínűleg a glicerin árát is csökkenteni fogja. Jelenleg 1 liter glicerin ~ 87 DM. A glicerin azonban fermentációs úton mikroorganizmusok segítségével dihidroxi-acetonná (DHA) alakítható át. A kristályos termék ára 1040 DM. (Az adatok az 1999-2000-es Fluka katalógus árai.). A dihidroxi-acetont használja a dohányipar, furfurollal reagáltatva barnító ágensként, korrózióelleni szerként, távol-keleti szójaszósz egyik alapanyaga. Hazai és külföldi kozmetikai termékekben is fontos segédanyag.


Jó technológia kidolgozása esetén az alapanyag és a termékár közötti árrés a gyártónak tisztességes nyereséget is fog biztosítani.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA


Feladatunk a DHA fermentációs és feldolgozási technológiájának összehangolása, oly módon, hogy végtermékként kristályos formát nyerjünk, valamint az új termék gyártásának és forgalmazásának előkészítése.

A dihidroxiacetont (DHA-t) az élelmiszeripar aromafokozóként, antioxidánsként, a kozmetikai ipar mesterséges barnítószer formájában használja fel. Jelentősége van a műanyagiparban, felületaktív vegyületek, szervesfém és más vegyületek előállításában. 

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA


Munkánk során felmérjük a hazai glicerin hulladékforrásokat, és sorba vesszük a fermentációs céloknak megfelelő minőségű glicerin kinyerés lehetőségeit.


Következő lépésként megvizsgáljuk a glicerin fermentációs úton történő átalakítását dihidroxi-acetonná és kísérleti úton kidolgozzuk a megfelelő technológiát. A Gluconobacter oxydans baktériumtörzsek képesek különböző vegyületek parciális oxidációjára. A szorbitból szorbózt, a glükózból glükosavat, a glicerinből dihidroxiacetont, az etanolból ecetsav fermentálható a Gluconobacter nemzetséggel. Az utóbbi reakció különbözteti meg az Acetobacter-ektől, melyek az ecetsavat tovább oxidálják széndioxiddá.


Az optimális fermentációs körülmények beállítása érdekében laboratóriumi és félüzemi szaporításokat végzünk különböző fermentációs és termék előállítási technikák (szakaszos, fed-batch, „szaporodó sejtes”, „pihenő-sejtes”) alkalmazásával.


További feladataink közé tartoznak léptéknövelési fermentációs kísérletek végzése az ipari technológia kidolgozása céljából. További nagyon fontos lépés a keletkezett DHA feldolgozása, kinyerése a fermentléből. Ennek során kiértékeljük a különféle lehetséges termékkinyerési kísérleteket (sejtmentesítés, ioncserés tisztítása a fermentlének, membrántechnika alkalmazása, termékkinyerés ketonreakciókkal, termék kristályosítása). Az esetlegesen a kristályosítást zavaró vegyületek csökkentését a fermentációs paraméterek, főként a tápközeg változatásával kívánjuk elérni. A sikeres technológia kidolgozása után marketingtervet készítünk a piaci lehetőségek felmérésére és a termék gyártás utáni forgalmazás előkészítésére.

 A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A glicerin Glüconobacter oxydans baktériumtörzsek általi parciális oxidációja dihidroxi-acetonná (DHA) megvalósíthatók pihenő sejtekkel, amikor direkt fermentációval sejttömeget állítunk elő és a kinyert, nem szaporodó sejttömeg, egy második lépésben, mint enzimhordozó elvégzi a kívánt reakciót.


A tenyésztés és az oxidáció szétválasztása azzal az előnnyel jár, hogy a fermentléből közvetlenül nagyobb tisztaságú termék állítható elő, de kétszeres sejtelválasztást, két fermentációs lépcsőt és többszörös fermentációs időt igényel.


A szaporodó sejtekkel egy lépésben végzett fermentációs idő, munka- és költségigénye jóval kisebb, de a kapott termék tisztasága és a konverzió sok esetben nem kielégítő. 20 % induló glicerinkoncentrációnál a 90 %-os konverzióhoz 50 órára van szükség. 


Az ún. szubsztrát-gátlást ki lehet küszöbölni a batch fermentációs technika fed-batch technikával való kiváltásával. A fermentléből közvetlenül előállított terméket azonban a fermentáció során felhalmozódott metabolitok, aminosavak, fehérjék, peptidek szennyezik. 
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cellulóz tartalmú anyagok enzimes lebontása és etanollá történő erjesztése 
bioüzemanyag gyártás céljából

Szerződésszám: OMFB-02458/2000 (BIO-0114/2000)
Kezdés időpontja: 2000.07.11.
Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 72 M Ft

OM költség: 42 M Ft

Rövid cím: Bioetanol lignocellulózokból

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Az egyre növekvő ipari energiafelhasználás, a környezetszennyezés folyamatos emelkedése, ugyanakkor az újra nem termelődő nyersanyagok mindinkább csökkenő mennyisége, az ökológiai egyensúly krízisét okozták. A földi környezetben bekövetkező globális változások, - köztük az üvegházhatás okozta felmelegedés - egyre inkább indokolttá teszik új, alternatív energiaforrások kutatását és alkalmazását. Ennek egyik legegyszerűbb, legkézenfekvőbb és már rövidtávon is a legígéretesebb módja a biomassza fokozottabb felhasználása. A biomassza felhasználásának rendkívül széles spektruma ismeretes a villamosenergia-termelésen át a különféle üzemanyagokig.

A biomassza alkohollá alakítása, és alkohol üzemanyagként való alkalmazása akár tisztán (Brazília), akár benzinhez keverve (USA, Brazília), vagy ETBE (etil-tercier-butil-éter) oktánszámnövelő adalékként (Franciaország, Spanyolország) egyaránt megoldható. 

Az etanol előállítás alapanyagaként tradicionálisan a magas cukor- és keményítő tartalmú növények szolgálnak, így a cukornád, a cukorrépa, a kukorica, a búza és a burgonya. Bioüzemanyag gyártás versenyképességét csak olcsó és nagy mennyiségben jelenlévő alapanyag esetén tudjuk biztosítani, amelyet cellulóz, hemicellulóz és lignin keverékéből álló lignocellulózzal tudnánk megoldani. 

A lignocellulózok erjeszthető cukrokká háromféleképpen alakíthatók: tömény savas hidrolízissel, két lépcsős híg savas hidrolízissel és enzimatikus hidrolízissel. A savas lebontások legnagyobb hátránya, hogy a beruházási költséget jelentősen növelő saválló készülékeket kell alkalmazni és a keletkező cukordegradációs termékek gátolják az alkoholos erjedést. Ezzel szemben az enzimes hidrolízis specifikus és nem eredményez fermnetációt gátló anyagokat. A folyamat első lépése a lignocellulóz előkezelése azon célból, hogy a megnöveljük az anyag enzimes bonthatóságát. Ezután a cellulózt cukorrá alakítjuk celluláz enzimkoplex segítségével és élesztővel fermentáljuk etanollá.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJAI

1.) Előkezeléssel olyan szubsztrát előállítása, amely az enzimfermentáció szénforrásául felhasználható, enzimesen bontható, de nem tartalmaz olyan inhibitorokat, melyek az alkoholos erjesztést gátolnák.

2.) Laborfermentorban és félüzemi léptékben egyaránt 3-5 FPU/ml szűrőpapírlebontó aktivitás elérése enzimtermeléssel.

3.) Enzimes hidrolízissel és alkoholos fermentációval 5 % etilalkohol koncentráció elérése.

4.) Gondoskodni a kipréselt szilárd maradék energetikai hasznosításáról (égetéssel).

5.) A technológia integrálása működő, melasz alapanyagot feldolgozó szeszgyárba, annak vinasz melléktermékét felhasználva az enzimtermelés nitrogén, foszfor és ásványi anyag forrásaként. 

KUTATÁS LEÍRÁSA

A lignocellulózok előkezelése fizikai, kémiai, biológia és vegyes csoportokra oszthatók. Ezek közül a kémia eljárások, mint a savas (sósav, kénsav, foszfor sav) és a lúgos (nátrium-hidroxid, ammónium-hidroxid) kezelések bizonyultak megfelelőnek, míg a fizikai eljárások, mint az őrlés és sugárzás nem adtak kielégítő feltárást. A gőzölés és a kén-dioxidos kezelés kombinációja szintén kedvező hatású a lignocellulóz tartalmú anyagok előkészítésére. Azonban a savas és gőzöléses technika hátránya, hogy cukor degradációs termékek keletkezhetnek, így fufurol és ecetsav a hemicellulóz frakcióból, hidroximetil-furfurol, hangyasav és levulin sav a cellulóz részből és fenolos vegyületek a ligninből. Ennek elkerülése végett enyhe, de hatékony előkezelést kell alkalmazni, amelynek technológiája a felhasznált szubsztráttól is függhet.

A celluláz termelő mikroorganizmusok közül a Trichoderma reesei-t találták a legjobb törzsnek, amely az inhibitorok tartalmazó előkezelési felülúszon is képes növekedni. Azonban sem térfogati aktivitása, sem hozama és produktivitása nem kielégítő nagyipari méretekben való alkalmazásra.

Az etanol fermentáció végezhető külön lépésben vagy az enzimes hidrolízissel együtt (egyidejű cukrosítás és fermentáció), amelynek fő előnye, hogy az enzimes hidrolízisben keletkező glükóz azonnal etanollá alakul miáltal nem tudja gátló hatását kifejteni a celluláz enzimre.

Az előkezelési felülúszó fő komponense a hemicellulózból származó pentózók, amelyeket a sütőélesztő nem tud szénforrásként felhasználni. Öt szénatomos cukrokat is erjesztő rekombináns mikroorganizmusok kifejlesztése folyik szerte a világban.

KUTATÁS JELENLEGI ÁLLÁSA

Annak érdekében, hogy megfelelő alapanyagot és előkezelési módszert találjunk etanol gyártásra mezőgazdasági melléktermékeket, búzaszalmát és kukoricaszárat valamint jó termő és betakarítási képességgel rendelkező silókukoricát és cirokfüvet vizsgáltunk. Az előkezelések során ammónium-hidroxidot, foszforsavat és ezek kombinációját alkalmaztuk különböző koncentrációban, hőmérsékleten és tartózkodási idővel. Ezután az előkezelt anyagot elválasztottuk a rost tartalmú szilárd anyagra és a hemicellulóz degradációs termékeit tartalmazó folyadékra (előkezelési felülúszó). A szilárd részt standard körülmények között enzimatikus lebontásra használtuk, majd az így nyert hidrolizátummal etanol fermentációt végeztünk, az előkezelési felülúszót pedig celluláz termelésre vizsgáltuk. 

ELÉRT EREDMÉNYEK

Az alapanyagok kémiai analízise szerint a búzaszalma és a kukoricaszár bizonyult a legjobb cellulóz tartalmú szubsztrátnak. Azonban az alkalmazott előkezelések mellett enzimes hidrolízisek során a silókukoricát és a kukoricaszárat találtuk a legjobban átalakíthatónak. Az inhibitoroktól mentes előkezelt rostokat lebontva cukrokká, azok megfelelő szénforrások voltak etanol termelésre, az előkezlés felülúszón pedig elő tudtunk állítani celluláz enzimet.
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Környezetbarát társított csomagolóanyag előállítása

Szerződésszám: OMFB-02451/2000 (BIO-0130/2000)

Kezdési időpont: 2000. 10.11.

Időtartam: 21 hónap

Összes költség: 20 M Ft

OMtámogatás: 10 M Ft

Rövid cím: Környezetbarát társított csomagolóanyag előállítása
A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

 A polietilén helyettesítésére alkalmas, biológiailag lebomló anyag kifejlesztése igen régóta foglalkoztatja a csomagolóanyag-előállítókat. 

Napjainkban környezetvédelmi szempontból egyre fokozódó jelentősége van a biodegradábilis és biokompatibilis makromolekuláknak. Ezek egyik jelentős és dinamikusan fejlődő csoportját képezik a politejsav alapú polimerek.

A jelenleg gyártott, polietilénnel társított papír nem környezetbarát, a papír újrahasznosításánál a polietilén réteg gondot okoz.

Az egyre növekvő hulladékhegyek megszűntetésére, illetve a papírok könnyebb újrahasznosítása érdekében egyre nagyobb szükség van a lebomló anyagból készült csomagolóanyagok előállítására.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A biodegradábilis polilaktátok felhasználásával olyan vízzáró, kombinált csomagolóanyag, zsákpapír, valamint hűtőházi csomagolásra megfelelő hullámpapírlemez előállítása, mely termékek tulajdonságai megfelelnek a polietilénnel társított zsákpapírok és hullámpapírlemezek tulajdonságainak.

Fontos tulajdonságok:
- polilaktát megfelelő moltömege és polidiszperzitása





- négyzetmétertömeg




- kis vízfelszívóképesség





- megfelelő zsírállóság





- jó szilárdsági tulajdonságok





- megfelelő légáteresztőképesség

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A közreműködők a jelenleg használt és referenciaként szolgáló polietilénes papír és hűtőházi csomagolásra alkalmas hullámpapírlemez, valamint a lemezt alkotó alappapírok tulajdonságainak (felvitt polietilén réteg vastagsága, mennyisége, a kész termék szilárdsági tulajdonságai, víz- és zsírállósága, felületi feszültsége, ragaszthatósága) vizsgálatával meghatározzák a polilaktát alkalmazásával minimálisan elérni kívánt értékeket.

Különböző molekulatömegű politejsavat, illetve polilaktátot állitanak elő termikus polikondenzációval és/vagy racem laktid anionos gyűrűfelnyitásos polimerizációjával. Meghatározzák a számátlag molekulatömeget és a polidiszperzitást, valamint a kapott polilaktátok azon fizikai tulajdonságait, amelyek ismerte szükséges a papíripari alkalmazhatóság szempontjából (oldékonyság, termikus jellemzők: Tg, op., viszkozitás, viszkozitás hőmérsékletfüggése).

A polilaktátos bevonással készült papíroknál mérik a felvitt anyag mennyiségét, a kiinduló és a késztermék tulajdonságait (szilárdsági tulajdonságai, pl. szakítás, repesztés, víz- és zsírállósága, felületi feszültség stb.), különböző gázáteresztő-képességét.

Meghatározzák a -jelenleg használt polietilén alkalmazásával készült termékek tulajdon-ságainak eléréséhez szükséges- polilaktát optimális mennyiségét és felhasználási paramétereit. 

Ezen adatok birtokában elvégzik félüzemi körülmények között előállított csomagolóanyagokon a már korábban említett fizikai tulajdonság vizsgálatát, valamint speciális élelmiszeripari (érzékszervi, és migrációs) vizsgálatokat végeznek a csomagolóeszköz és élelmiszer közötti kölcsönhatás megállapítására. Tárolási kísérletekkel megállapítják a felhasználhatóság időtartamát, valamint ellenőrzik a csomagolt termék hatását az élettartamra.

Vizsgálják az alapanyagok és próbatestek biológiai lebonthatóságát biológiai és kémiai oxigénigény mérésével különböző körülmények között (erdei és kerti komposzt, szennyvíz). Mérik a lebomlást és a mikrobiális aktivitást.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

 Munkánk első részében meghatároztuk a jelenleg használt polietilénes termékek referencia adatait (minimálisan elérendő értékeket) a környezetbarát polilaktáttal társított csomagolóanyagok fejlesztéséhez.

Bemutattuk a politejsav tejsavból történő laboratóriumi szintű előállításának módszerét. Optimáltuk a polikondenzáció hőmérsékletét és részleteztük a vizsgálati módszereket (méretkiszorításos kromatográfia, tömegspektrometria), valamint az addigi kísérletek tapasztalatait. 

Az eredeti célkitűzést szem előtt tartva változtattuk a politejsav előállítási paramétereit, a politejsav-papír társításával laboratóriumban kialakított termék vizsgálatának eredményei és a felhasználási tapasztalatok figyelembevételével.

Összesen 8 fajta polilaktátot készítettünk és azt találtuk, hogy a 8. kísérletben előállított politejsav felhasználásakor tapasztaltak ígéretesnek mutatkoznak a további munka folytatásához.
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BIOGÁZ ELŐÁLLÍTÁSA CUKORGYÁRI EXTRAHÁLT PRÉSELT SZELET ÉS BIOMASSZA HULLADÉK ANAEROB LEBONTÁSÁVAL A CUKORGYÁRTÁS ENERGIAFELHASZNÁLÁSA ÉS A KÖRNYEZETTERHELÉS CSÖKKENTÉSE ÉRDEKÉBEN

Szerződésszám: OMFB-02450/00 (BIO-0134/2000)

Kezdési időpont: 2000. 10.11.

Időtartam: 30 hónap

Összes költség: 39,76 M Ft

OM támogatás: 19,88 M Ft

Rövid cím: Biogázgyártás cukorgyári préselt szeletből

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Környezetvédelmi és gazdaságossági szempontból a cukoriparban döntő jelentősége van a cukorgyártás melléktermékei (pl. préselt szelet, mésziszap) hasznosításának. 

Ezek ugyanis, ha nem hasznosítjuk, hulladéknak minősülnek, és a környezetbe ennek a kategóriának megfelelő kezelés vagy megsemmisítés nélkül nem bocsáthatók ki.

A Magyar Cukor Rt. Petőházi Cukorgyára évente 700. 000 t cukorrépát dolgoz fel. A cukor mellett mintegy 130. 000 t un. préselt szelet (22-24 % szárazanyag tartalommal keletkezik.) A korábbiakban ezt a mellékterméket főleg szarvasmarha etetésére használtuk. Jelenleg a petőházi körzetben drasztikusan csökkent az állatállomány (40-45%-al), így a még magasabb szárazanyag tartalmú (érékesebb) szelet eladása is gondot okoz. Egyébként az intenzív takarmányozás (magasabb energia- és fehérjetartalmú koncentrátumok etetése) sem kedvez a kis tápértékű inkább rostanyagot tartalmazó nedvesszelet eladásának. A termék lesilózott állapotban is csak max. fél évig tárolható. A nedves préselt szelet eltarthatósága szárítással megoldható, de az alábbi okok miatt Petőházán nem jöhet szóba:

- Egy korszerű szeletszárító megépítése a levegőszennyezés kizárásával jelenleg 800-1. 000 millió Ft.

- A száraz szelet sem értékesíthető országon belül. (a jelentkező igényeket a szelettartósítóval rendelkező cukorgyárak kielégítik.)  A külföldi értékesítés a magas beruházási költség miatt nem gazdaságos.

- Megnövelné a cukorgyártás energia-felhasználását 20-30%-kal.

Környezeti elhelyezése (pl. szántóföldre visszajuttatás) a savassága miatt, (keletkezésekor 5 - 5,5 pH, bomlásakor elérheti a 2,0 pH - t is) nem lehetséges (erősen környezetszennyező).

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A pályázat célja, hogy a cukorgyári nedvesszelet megsemmisítésére környezetbarát technológiát találjunk. Elsősorban a szeletből biogáz előállításának lehetőségét kívánjuk feltárni. A pályázat megvalósítása után olyan biogáz reaktort, telepet kívánunk létrehozni, amely alkalmas lesz a préselt szelet elgázosítására. 

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A biogáz gyártással és a jelenleg működő biogáz telepekkel kapcsolatos irodalom tanulmányozása.

Laboratóriumi vizsgálatok lefolytatása a cukorgyári préselt szelet, mint biogáz termelési alapanyag tekintetében.

A vizsgálatok célja és feladata a következő adatok, értékek, tényezők stb. megállapítása:

- préselt szelet összetevőinek hatása a biogáz termelésre,

- starter kultúrák fenntartása és minősítése,

- a szelet mechanikus aprításának vizsgálata a biogázosítási technológiára,

- optimális laboratóriumi eljárás kidolgozása a préselt szelet vizsgálatára,

- biogáztermelési módozatok hatékonysága préselt szelet esetében laboratóriumi méretekben (nedves, félnedves, stb.),

- biogáztermelés hatékonyságának változása a préselt szelethez más cukorgyári melléktermék (répafarok, répalevél, szennyvíziszap, cukorgyári mosadékok, mésziszap, melasz stb.) bekeverése esetében,

- biogáztermelés hatékonyságának változása a préselt szelethez más biogázt termelő alapanyagok (kommunális hulladék, istállótrágya stb.) beadása esetén,

- folytonos technológiának a megvalósíthatósága,

- préselt szeletből előállított biogáz minőségi, mennyiségi összetétele,

- silózott szelet felhasználási lehetőségének vizsgálata, illetve a szelet bomlasztás előtti tartósítási paramétereinek megállapítása,

- a szelet bomlasztása után visszamaradt anyagok (víz, biomassza stb.) vizsgálata a környezeti elhelyezhetőség szempontjából,

- javaslat egy helyszíni nagylaboratóriumi készülék elkészítésére, amelyet a Petőházi Cukorgyár laboratóriumában működtetnénk,

- komposztálási technológia lehetőségének megvizsgálása a préselt szelet elbontásánál.

A nagylaboratóriumi kísérletek lefolytatása a Petőházi Cukorgyárban.

- Egy (01-1 m3) biogáz reaktort kell legyártani és üzemeltetni.

- Kiviteli tervet kell készíteni egy kísérleti készülékről.

Üzemi kísérlet megvalósítása a Petőházi Cukorgyárban biogáz előállításra és felhasználására.

- kísérleti biogáz reaktor nagysága, műszaki paraméterei,

- szeletmechanizáció,

- biogáz kezelés,

- melléktermékek kezelése (szennyvíz, maradék biomassza stb.),

- javaslatot ad a folyamat automatizálására.

Az üzemi kísérletek után a kutatás-fejlesztési munkát kiértékelő zárójelentés és egy biogázt termelő üzem megvalósíthatósági tanulmánya készül.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A kapcsolatos irodalmi tanulmány elkészült és a laboratóriumi vizsgálatok kivitelezése befejeződött.

Értékes komposztálási kísérleteket végeztünk a préselt szelettel.
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IV. Bioremediáció

Enzimkatalizált in situ biotechnológiai eljárások alkalmazása a növényvédőszer-gyártás melléktermékeivel szennyezett területeken és ipari szennyvízkezelésnél

Szerződésszám: OMFB-02576/2000 (BIO-017/00)

Kezdet időpontja: 2000. május

Időtartam: 3 év

Összes költség: 98,5 M Ft

OM támogatás: 49 M Ft

Rövid cím: Enzimkatalizált in-situ biotechnológiai eljárások alkalmazása
A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A szerves szennyezések ezen belül is a növényvédőszerek jelentős környezeti, egészségügyi kockázatot jelentenek, ezért ártalommentes lebontásuk, átalakításuk elsődleges fontosságú. A szennyezett területeken a talajok és vízbázisok védelmében sikeres, költség-hatékony beavatkozásként az in situ biológiai módszerek jelentősége növekszik. A mikroorganizmusokkal végzett remediáció során amennyiben a szennyeződés lebontására bevitt mikroba-populációt aktiválunk, kialakulhatnak olyan rezisztens típusok, amelyeknek más területre való bekerülése nem kívánt káros környezeti hatásokat eredményezhet. Ha mikrobák helyett különböző enzimekkel (enzimkeverékekkel) végeztetjük, illetve indítjuk el a lebontást, a nem kívánt rezisztens típusok kialakulása elkerülhető, ugyanakkor az enzimatikus folyamat jobban is kontrollálható. A mikroorganizmusok által nem vagy nehezen lebontható xenobiotikus vegyületekből enzimatikus folyamatok eredményeként azok számára hozzáférhető metabolitok képezhetők, amelyek további, teljes lebontását megfelelő körülmények között már a lokálisan kialakuló mikroba-populációk végzik. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

· Lab-test rendszerek alkalmazásával különböző enzimpreparátumok hatékonyságát vizsgáljuk az ipari növényvédőszer-gyártási szennyvíziszapokban lévő peszticidek lebontására és azonosítjuk szennyezés-specifikusan a hatékony enzim-preparátumokat.

· A laboratóriumi kísérletekben hatékonynak bizonyult enzimkészítményeket szabadföldi ex situ kísérletekben és in situ talaj-levegőztető, enzimmel kezelt talajvizes átöblítő rendszerekkel pilot test szintű kísérletekben vizsgáljuk. Megadjuk az optimális műszaki paramétereket, amelyek mellett maximális hatékonyság érhető el. 

· Az ex situ és in situ biológiai talajkezelési kísérletek során kiválasztott szennyeződés specifikus enzimeket, enzimkeverékeket, tápanyagokat juttatva a szennyezett közegbe meghatározzuk a kármentesítés hatékonyságát és optimális üzemeltetési körülményeit.

A MUNKA RÖVID TARTALMI LEÍRÁSA

A biodegradációs folyamatok kontrollálására és vezérlésére alkalmas berendezés segítségével elemezzük a peszticideket és bomlástermékeiket tartalmazó ipari iszapmintákban lejátszódó aerob és anaerob folyamatokat. Részletesen elemezzük a különböző enzimes kezelések hatását a biodegradációs aktivitásra, valamint a lebomlás menetét befolyásoló tényezőket. A kísérletek során egyrészt már felmért, növényvédő szerekkel szennyezett területekről származó talaj- és vízmintákat vizsgálunk, másrészt modellszennyezést végzünk steril körülmények között az adott területre jellemző fő szennyező komponensekkel, elsősorban klórozott-szénhidrogénekkel. A szennyezett területről származó minták esetében a biodegradációs folyamatok nyomon követésére, illetve az enzim-készítmények peszticidek lebontásában játszott szerepének igazolására mikrobiológiai vizsgálatokat végzünk. A laboratóriumi kísérletekben hatékonynak bizonyult enzimkészítményeket szabadföldi ex situ és in situ talaj-levegőztető, enzimmel kezelt talajvizes átöblítő rendszerekben pilot test szintű kísérletekben vizsgáljuk. A kísérletek során időszakosan különböző rétegekből vett talajmintákból mikrobiológiai és analitikai vizsgálatokat végzünk peszticid-tartalomra és különböző mikroba típusokra. Az in situ biológiai talajkezelés során a kísérleti eredmények alapján kiválasztott szennyeződés specifikus enzimeket, enzimkeverékeket, tápanyagokat juttatjuk a szennyezett közegbe. Az in situ kezelés során a szennyezett terület talajvizét kiszivattyúzzuk, tisztítóberendezésbe vezetjük, ahol a megfelelő enzim készítménnyel kezeljük. A talajba a földtani, hidrogeológiai viszonyok ismerete alapján megfelelően kiválasztott területi elrendezésben és sűrűségben függőlegesen helyezünk el perforált csöveket, melyeken keresztül egyrészt levegőztetést valósítunk meg, és hasonló csöveken keresztül tápláljuk vissza az enzimkészítménnyel kevert talajvizet. A folyamatok nyomon követésére talajlevegő-minta elemzést végzünk. A lebomlási folyamatok követése a vett talajmintákból mért peszticid tartalommal, valamint az élő mikróba szám és összetétel, illetve enzim-aktivitás meghatározásával történik.

JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Kialakítottuk a biodegradációs folyamatok kontrollálására és folyamatvezérlésére alkalmas berendezést. A berendezés segítségével elemeztük a vizsgálati terület szennyvíziszapjában lejátszódó aerob és anaerob folyamatokat. Megállapítottuk, hogy az iszap jelentős mértékű oxidatív bomlást produkál aerob körülmények között, míg anaerob környezetben metán-gáz fejlődéssel járó bomlási folyamatok gátoltak. Vizsgáltuk továbbá az „MZC multi enzyme complexes” enzim-készítmény hatékonyságát aerob-anaerob körülmények között az adott iszap-mintákra nézve. Az enzimek szerepét az oxidatív bomlásban további kísérletekkel tisztázzuk. A szennyezett területről származó minták esetében mikrobiológiai vizsgálatokat és enzim-aktivitás mérést végeztünk, és megállapítottuk, hogy a minta igen magas csíraszámmal jellemezhető. 
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Fitoremediáció nehézfém-tartalmú bányászati és ipari melléktermékekkel szennyezett területeken

Szerződésszám: OMFB-02453/2000 (BIO-0055/2000)

Kezdési időpont: 2000. május

Időtartam: 3 év

Teljes költség: 28,6 M Ft

OM támogatás:  13 M Ft
Rövid cím: Fitoremediáció

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A pályázat keretén belül magas nehézfém-tartalmú bányászati és ipari melléktermékekkel szennyezett területeken alkalmazható fitoremediációs-fitostabilizációs technológia kidolgozását tűzzük ki célul. Reprezentatív kísérleti helyszínként a Gyöngyösorosziban található nehézfémekkel szennyezett területeket jelöltük ki, elsősorban az alkalmazott technológia változatossága, a helyszín domborzati, talajtani, hidrológiai és florisztikai heterogenitása miatt. A feladat kivitelezését a speciális vizsgálati protokoll hiánya, a területi kiterjedés és a mennyiségi kérdések tovább nehezítik. A kidolgozandó technológia jól adoptálható az egyéb területeken felhagyott bányászati meddők és iszapok okozta környezeti kockázati tényező csökkentésére is, mivel számos hasonló nehézfém-szennyezettségű terület található Magyarországon, és ezek rekultivációja nem megoldott.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

· A kísérleti parcellákon végzett fajtaszelekció eredményeként természetes, extrém nehézfém-koncentráció tűrőképességű és hiperakkumuláló képességű növénytársulásokat azonosítunk. 

· Meghatározzuk a stressztűrési paramétereket, és kidolgozunk egy fitotoxicitási skálát. 

· A növénytársulások, mint potenciális környezeti indikátorok és a szennyezés-formák közötti összefüggések reprezentálására GIS technikával kifejlesztünk egy reprezentatív terepi számítógépes modellt.

· Kidolgozunk egy optimális talajfizikai és vízháztartási viszonyok fenntartásához illeszkedő talajkondicionáló eljárást, amely alkalmazásával önfenntartóvá tehetők a fitostabilizációra és fitoextrakcióra alkalmas ökoszisztémák.

· A kísérleti parcellák domborzati, hidrológiai és geológiai adottságait figyelembe véve műszaki beavatkozási alternatívákat adunk (tereprendezés, rézsű-stabilizáció, beszivárgás- és lefolyás-gátlás), amelyek alapját képezik a sikeres fitostabilizáció alkalmazásának.

· Az optimalizált műszaki és talajmeliorációs megoldással, illetve optimalizált növénytársulások telepítésével és folyamatos monitorozással a kísérleti parcellákon nyert eredmények alapján komplex fitostabilizációs technológiát javasolunk.

A MUNKA RÖVID TARTALMI LEÍRÁSA

Környezetállapot-felmérési módszert dolgozunk ki heterogén szennyezettségű területek kvalitatív és kvantitatív jellemzésére GPS/GIS technika és geostatisztikai eljárások alkalmazásával. A vett talaj- és növényminták nehézfémtartalmának ismeretében szennyezettségi, talajtani és növénytani modelleket hozunk létre, és vizsgáljuk a szennyezettség és növényborítottság közötti korrelációt. A módszer lehetővé teszi a magas nehézfém-szennyezéseket tűrő növénytársulások azonosítását, és potenciális hiperakkumulátorok, indikátorok és exklúderek kiválasztását, amelyek segítségével megoldható a fitoextrakció, illetve a fitostabilizáció. Talajoszlopos és liziméteres kísérletekkel vizsgáljuk a nehézfém-mobilizáció, hozzáférhetőség és növényi felvétel mértékét különböző fizikai, kémiai beavatkozások mellett. Végül a vizsgált területre adaptált növénytársulásokkal, megfelelő talajtani beavatkozásokkal igazoljuk a technológia hatékonyságát és vizsgáljuk alkalmazhatóságát.

JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Felmértük a nehézfém-tartalmú kísérleti parcellák szennyezettségének mértékét. A szennyezett talajokra vonatkozó általános mintavételi stratégia helyett precíziós, helyszínre adaptált geostatisztikai eljárást, DGPS-szel kivitelezett precíziós méréstechnikát alkalmaztunk a térbeli heterogenitás feltárására. A vizsgálati területen megtörtént a nehézfém-szennyezések térbeli lehatárolása aszerint, hogy melyek haladják meg a 10/2000. (VI. 2.) KöM-EüM-FVM-KHVM együttes rendelet szerint meghatározott „összes” kioldható fémekre és félfémekre vonatkozó határértékeket. A kísérleti parcellákon, mint modell-területen GPS technikával végzett mérések alapján környezeti állapot-felmérési protokollt dolgoztunk ki, amely általánosan alkalmas a nehézfémekkel szennyezett talajok vagy talajnak nem minősülő bányászati és ipari melléktermékek nehézfém-szennyezettségének kvalitatív és kvantitatív felmérésére. Ugyancsak felmértük a növények által potenciálisan hozzáférhető nehézfém-tartalmat és térbeli eloszlást. Megtörtént a mintavételi területeken a cönológiai felvételezés és a társulások elsődleges minősítése. Beállításra kerültek a növényi stressz-tolerancia értékelését célzó talajoszlop- és liziméter-kísérletek.

Koordinátor

Draskovits Pál

Envirokomplex Környezetvédelmi és Vízgazdálkodási Kft.

1145 Budapest,

Kolumbusz u. 17-23.

Tel.: 1 3637 231

Fax: 1 4670 188

közreműködők

Dr. habil Tamás János

Debreceni Egyetem, Agrártudományi Centrum, Víz- és Környezetgazdálkodási Tanszék

4032 Debrecen,

Böszörményi út 138.

Tel./fax: 52 508 456

tamas@gisserver1.date.hu

Prof. Dr. Győri Zoltán

Debreceni Egyetem, Agrártudományi Centrum, Regionális Agrárműszerközpont

4032 Debrecen,

Böszörményi út 138.

Tel.: 52 486 288 / 8067

fax: 52 413 385

Dr. Lakatos Gyula

Debreceni Egyetem, Természettudományi Kar, Alkalmazott Ökológia Tanszék

4032 Debrecen,

Egyetem tér 1.

Tel.: 52 316 666 / 2618

fax: 52 310 936

SZÉNHIDROGÉNEKKEL ÉS/VAGY KLÓROZOTT SZÉNHIDROGÉNEKKEL SZENNYEZETT TALAJOK BIOREMEDIÁCIÓJA ÉS REVITALIZÁCIÓJA

Szerződésszám: OMFB-02341/2000 (BIO-0065/2000)
Kezdési időpont: 2000. július 1.

Időtartam: 3 év

Összes költség: 40 M Ft

OM támogatás: 18,5 M Ft

Rövid cím: Bioremediáció

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A szénhidrogénekkel, illetve származékaikkal (kőolajjal és származékaival) szennyezett talajok lehetőleg költségtakarékos, de hatásos kármentesítése, újra mezőgazdasági termelésbe vonása a környezetvédelem egyik fontos feladata. Ennek egyik alternatívája lehet a bioremediáció, mely során szénhidrogén bontó mikroorganizmusokat juttatunk ki a természetes környezetbe azzal a szándékkal, hogy megnöveljük ezek arányát és/vagy mennyiségét a szennyezés lebontása érdekében.

A pályázatot nyert AGRUNIVER Kft. széleskörű tapasztalatokkal rendelkezik a környezetvédelmi kárelhárítás területén, amelynek tudományos hátterét a Szent István Egyetem Környezetgazdálkodási Intézet Környezeti Elemek Védelme Tanszék, valamint a Mezőgazdasági Biotechnológiai Kutatóközpont Molekuláris Genetika Témacsoport biztosítja. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A pályázati munka során olyan bioremediációs eljárás kidolgozását tűztük ki célul, amelyben

· a mikroszervezetek közegészségügyi szempontból veszélytelenek, valamint ismert, hogy mely szénhidrogének bontására képesek,

· figyelembe vesszük a szennyező anyag minőségét, a talajadottságokat és a felhasználni kívánt szénhidrogén bontó mikroszervezetek környezeti igényeit,

· a bontó mikroszervezetek bontási hatásfoka és ellenállóképessége génszelekciós módszerekkel megnövelt, ezáltal a kármentesítési technikákban jól alkalmazhatók.

A pályázati munka további célja, hogy a talajt a szennyezés felszámolását követően növényi növekedést serkentő nitrogénkötő talajbaktériumokkal mezőgazdasági hasznosításra alkalmassá tegyük.

A környezetvédelmi szakma számára a pályázati cél megvalósulása esetén egy olyan komplex eljárás kerülhet használatba vételre, ami egyesíti magában az emberi egészségre és környezetre veszélyes szénhidrogén/klórozott szénhidrogén szennyezések helyszíni ártalmatlanítását és a talaj termékenységének gyors helyreállítását mind a mezőgazdasági, mind az ipari területeken.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A szénhidrogéneket, illetve klórozott származékaikat bontó szervezeteket a szennyező anyaggal hosszabb időn át érintkező térszínekről származó talaj ill vízmintákból lehet begyűjteni (1). A mikroszervezetek begyűjtését azok szelektív tisztítása és tiszta tenyészet formájában való izolálása követi (2). A potenciálisan betegség okozó izolátumokat már a munkának ebben a szakaszában ki kell szűrni (3). Az egészségre ártalmatlan és 30 %-nál jobb szénhidrogént bontást és/vagy kiváló emulgeáló képességet mutató izolátumokat faji szinten identifikáljuk (4). A közegészségügyi szempontból veszélytelennek ítélt mikroszervezetek bontási hatásfokának növelése és a szennyeződésekkel szembeni ellenálló képességük fokozása érdekében géntechnológiára alapuló módszereket (szelekció, egyéb genetikai eszközök) kívánunk igénybe venni. Az előkészítési fázisokat követően kerül sor az ismert szénhidrogén bontási spektrumú mikroszervezetek kárelhárítási technológiákban való felhasználására in situ, helyszíni és ex situ talajoltási kísérletekben.

A toxikus szennyező anyagoktól mentesített talajok "újraélesztése" a megfelelő oltóanyag fejlesztést követően nitrogénkötő talajbaktériumokkal (Azospirillum fajok) történik.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

A pályázati munka megkezdése óta eltelt közel 10 hónap alatt „A munka tartalmi leírás”alatti (1)-(4) pontokban megjelölt feladatokat elvégeztük.

A kutatómunka során az eredeti 129 izolált mikroszervezetből, illetve a tovább szűkített 26 faj szinten identifikált nem patogén vagy fakultatív patogén, tehát közegészségügyi szempontból veszélytelen baktériumok közül a további kísérletekre kiválasztottuk a bioremediációra legalkalmasabb 5 fajt. Az így kiválasztott mikroorganizmosokkal megkezdtük a mikroszervezetek GC/FID ill. GC/MS módszerrel való részletes szénhidrogén bontási spektrumának felvételét. Jelenleg a módszer rutinszerű alkalmazásba vételét teszteljük a Bálint Analitika Kft bevonásával.

Ezzel párhuzamosan a Mezőgazdasági Biotechnológiai Kutatóközpont Molekuláris Genetikai Témacsoport négy identifikált mikroszervezet segítségével folytatja a genetikai módszerek stardardizálását ill. a mikroszervezetek alapvető genetikai tulajdonságainak megismerését.
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MÓDSZEREGYÜTTES KÜLÖNÖSEN NEHEZEN LEBONTHATÓ OLAJJAL ÉS NEHÉZFÉMEKKEL SZENNYEZETT TALAJOK IN SITU BIOREMEDIÁCIÓJÁNAK MONITOROZÁSÁRA
Szerződésszám: OMFB-02463/00 (BIO-0066/2000)

Kezdetési időpont: 2000. július

Időtartam: 3 év

Összes költség: 86,6 M Ft

OM hozzájárulás: 40 M Ft

Rövid cím: Módszeregyüttes bioremediáció monitorozására

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A szennyezett területekre általánosan jellemző, hogy kiterjedésük nem teszi lehetővé a talaj kitermelését és ex situ kezelését. Az in situ remediációnak olyan, a technológia alkalmazásából adódó környezeti kockázatai vannak, melyeket a technológusnak a technológia tervezését megelőzően már fel kell mérnie és a technológia tervezésével együtt megelőző terveket kell készítenie. Különösen fontos ez olyan technológiák esetében, amikor a szennyezőanyagok biológiai hozzáférhetőségének növelésével kívánjuk hatékonyabbá tenni a technológiát.

Nagy gondosságot kíván az in situ technológiák alkalmazása olyan elhanyagolt, régi szennyeződések esetén, amelyeknél több, nem is mindig azonosított szennyezőanyag van együtt jelen, ismert vagy ismeretlen köztitermékekkel, átalakulási termékekkel olyan kölcsönhatásokkal, amelyek nem ismert módon felerősíthetik az egyes szennyezőanyag-komponensek hatásait. 

A Cyclolab Kft. és a Budapesti Műszaki és Gazdaságtudományi Egyetem Mezőgazdasági Kémiai Technológiai Tanszéke 5 éve dolgozik talajremediációs technológiák intenzifikálásán hozzáférhetőséget növelő adalékok alkalmazásával, főleg nehezen bontható szénhidrogének, mint PAH és transzformátorolajokkal szennyezett talajok esetén. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Kutatási munkánk célja olyan fiziko-kémiai-biológiai-ökotoxikológiai módszeregyüttes kidolgozása és alkalmazása, mely megfelelő adatokat szolgáltat a régi szennyezett területek remediációjához kapcsolódó döntésekhez, a bioremediáció tervezéséhez, ellenőrzéséhez és folyamatos monitorozásához. 

A kutatás célja tehát a bioremediáció, különös tekintettel a hozzáférhetőséget növelő adalékokat, például a ciklodextrint alkalmazó in situ technológia alkalmazhatóságának kísérleti megalapozása és olyan döntést támogató, vizsgálati módszeregyüttes kidolgozása, amely a technológia kiválasztását, tervezését, alkalmazását, valamint az in situ technológia környezeti kockázatait egyaránt képes előre tervezhető vizsgálati csomagok segítségével megadni. 

Pályázatunk újdonsága, hogy a kémiai, fizikai-kémiai, biológiai és ökotoxikológiai módszereket együttesen alkalmazzuk megfelelő kombinációkban. A már ismert módszerek mellett újakat dolgozunk ki, és ezeket integráljuk a módszeregyüttesbe. 

Pályázatunk további újdonsága az, hogy nemcsak a szerves szennyeződések, hanem a nehézfémek mozgékonyságának változását is nyomon követjük a pályázat keretében kidolgozandó módszeregyüttes segítségével.

Ilyen módszeregyüttes, amely ennyire komplex módon követi a talajban lejátszódó folyamatokat jelen pillanatban nem ismert, pedig különösen in situ eljárások esetén fontos ezen folyamatok monitorozása. 

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

1. Módszerfejlesztés és a módszeregyüttes kialakítása

Új kémiai, fizikai-kémiai, biológiai és ökotoxikológiai módszereket fejlesztünk ki és vizsgálati csomagokat állítunk össze.

2. A módszeregyüttes alkalmazása szerves anyagokkal és szervetlen mikroszennyezőkkel szennyezett talajokkal végzett laboratóriumi biodegradációs kisérletekben

Nagyszámú, kisléptékű laboratóriumi kísérletet végzünk, melyek során teszteljük a különböző koncentrációban alkalmazott ciklodextrin, a hőmérséklet, a tápanyag adagolás valamint a mikrobákkal történő beoltás hatását. Meghatározzuk a hely- és szennyeződésspecifikus vizsgálatok körét, kiválasztjuk és célirányos csomagokba rendszerezzük a módszereket figyelembe véve a biodegradálhatóság, mobilizálás, hozzáférhetőség, mikrobiológiai aktivitás és annak növelhetősége, adalékok hatása, metabolitok termelődése, a maradék minősége tekintetében nyerhető információkat.

3. Technológiai kísérletek és a technológia követése a módszeregyüttessel

A laboratóriumi méretű technológiai kísérletek eredményei alapján félüzemi (nagyméretű) technológiai kísérletekben tanulmányozzuk egy lehetséges in situ kezelés alkalmazhatóságát. Kiválasztjuk és megtervezzük a szabadföldi kísérletekben alkalmazásra kerülő legmegfelelőbb eljárásokat. Vizsgáljuk a kiválasztott módszercsomag alkalmasságát léptéknövelés esetén.

4. A technológiák tervezése és alkalmazása

Ebben a fázisban alkalmazzuk az előző lépések alapján kiválasztott technológiát (technológiákat) szabadföldi kísérletekben a szennyezett területek felmérésére, a technológia tervezésére, a szabadföldi kísérletek követésére és a kezelt terület ellenőrzésére. A módszeregyüttest felhasználjuk a technológia okozta másodlagos környezeti és egészségkockázatok értékelésére, különös tekintettel az in situ technológiákra pl. a mobilizálódás és a biokémiai átalakulások okozta hatásváltozásokra. 

5. Az eredmények bemutatása és az új ismeretek továbbadása

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Az első feladatot teljesítettük. Adaptáltuk a szénhidrogének mérésére szolgáló gázkromatográfiás módszert. Folyamatban van egy új módszer kidolgozása PAH szennyeződések vizsgálatára kapilláris elektroforézissel, amit GC-MS módszerrrel és HPLC módszerrel vetünk össze. Az illékony halogénezett szénhidrogéneket az EPA előírásai szerint mérjük. A poliklórozott bifenilek mérésére GC-ECD technikát alkalmazunk. A talaj toxikus fém-tartalmát ICP-MS módszerrel mérjük. A bioremediáció javítására alkalmazott ciklodextrin-adalék koncentrációjának változását a talajban az általunk kidolgozott vékonyréteg-kromatográfiás módszerrel követjük, és folyamatban van egy új HPLC módszer kidolgozása is.

A fizikai -kémiai tulajdonságok jellemzésére a szabvány szerinti módszereken (pH, kicserélhető kationok, szerves anyag-tartalom, redox tulajdonságok ammónium-laktáttal kioldható P- és K-tartalom meghatározásán) kívül új módszereket fejlesztünk ki az anyagtranszport jellemzésére, így a valódi permeabilitás meghatározására és a kapilláris vízemelés mérésére.

A biológiai és ökotoxikológiai vizsgálatok közül néhányat nemzetközi és magyar szabványok alapján adaptáltunk. Kifejlesztettünk új, kontakt bioteszteket baktérium, növényi és állati tesztorganizmusokkal. Újdonság, hogy a talajok nitrifikáló aktivitását ökotoxikológiai tesztelésre használjuk. Új módszer a talaj teljes ATP-tartalmának meghatározása. A bioremediációs folyamatok követésére mikrokozmosz teszteket dolgoztunk ki.

KOORDINÁTOR

Prof. Dr. SZEJTLI József

Cyclolab Ciklodextrin Kutató-Fejlesztő Laboratórium Kft.

1097 Budapest 

Illatos út 7.

Postai cím: 1525 Budapest Pf. 435

Telefon: 347-6060

Fax: 347-6068

e-mail: cyclolab@cyclolab.hu

RÉSZTVEVŐK

Dr. GRUIZ Katalin 

Budapesti Műszaki és Gazdaságtudományi Egyetem – Vegyészmérnöki Kar

Mezőgazdasági Kémiai Technológia Tsz.

1111 Budapest, 

Gellért tér 4. 

Telefon: 361-463-2347 

Fax:361-463-2598

E-mail: gruiz@mail.bme.hu

Edward G. SOMÉUS

TDT-3R Kft

1222 Budapest, 

Széchenyi u. 59.

Telefon/Fax: 361-424-0466

e-mail: edward@inext.hu

ALVÁLLALKOZÓK

Dr. MURÁNYI Attila

Környezetminőség Kereskedelmi és Szolgáltató Bt.

1027 Budapest, 

Bem rkp. 54.

Telefon/Fax: 361-316-3178

e-mail: attila.muranyi@rissac.hu

Dr. BÁLINT Mária

Bálint Analitika Kft.

1071 Budapest 

Damjanich u. 33.

Telefon/Fax: 361-206-0732

e-mail: balintanal@matavnet.hu
KOMBINÁLT HASZNOSÍTÁSI KÍSÉRLETEK NAGYHOZAMU ÜLTETVÉNYE-KEN TERMESZTETT BIOMASSZA ÉS KOMMUNÁLIS HULLADÉK (SZENNY-VÍZISZAP) FELHASZNÁLÁSÁVAL

Szerződésszám: OMFB-02599/00 (BIO-0081/2000)

Kezdési időpont: 2000. 11.15.

Időtartam: 40 hónap

Összes költség: 34,4 M Ft

OM támogatás: 16,7 M Ft

A kutatás témája: ökoenergetika

Rövid cím: Biomassza

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A PARKÉPÍTŐ Rt. területén már korábban kísérletek kezdődtek lágyszárú évelő- (Micanthus) és fás- (Populus, Robinia, Salix) energianövényekkel. A kísérletek célja lignocellulóz megújuló energiahordozók termesztése volt nagy hozammal, és a termesztett anyagból energia (hő) előállítása a környezetre kevésé káros hatású emissziók mellett. A kísérleteknek növénytermesztési-, fajtavizsgálati-, betakarítási- , tüzeléstechnikai- és környe-zetvédelmi részei voltak. Erre alapozódik a most folyó kísérletsorozat.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A jelenleg folyó munka célja az, hogy Tatán, a PARKÉPITŐ RT-nél korábban már megkezdett, és sikeres, kutatások eredményeként létrejött, és Magyarországon csak csak itt létező ültetvényekre (nyár, akác, fűz és miscanthus) alapozva olyan kisérleteket folytassunk, amelyekben a nagyhozamú fás- és lágyszárú energetikai és egyéb ipari ültetvényeken hozamnövelés érhető el úgy, hogy azt hulladékkal (szennyviziszap) érjük el. Ezt követően vizsgáljuk a termesztett biomassza és kommunális hulladék (szennyvíziszap) keverésével előállítható komposztok minőségét, hasznosíthatóságát, valamint keressük az újabb hőhasznosítási lehetőségeket pirolízissel.

A MUNKA TARTALMI LEIRÁSA

A betakaritott biomasszát szennyvíziszappal keverve komposztálási kísérleteket folytatunk. Vizsgáljuk azt, hogy a kísérleti növény milyen anyagokat ill. elemeket von ki az iszapból, és hogyan javitható a komposzt minősége a biomassza elégetése után visszamaradó hamu bekeverésével, illetve egyéb eljárásokkal.

Vizsgáljuk azt is, hogy az alkalmazott technológia milyen módon és mértékben hasznosítható talajok károsanyag-tartalmának csökkentésére, a károsanyag (pld. nehézfémek) koncent-rálására, majd a lignocellulózok elégetést követően a maradvány-anyagok megfelelő kezelésre.

A kisérletek eredményei felhasználhatók:

· A mezőgazdasági termelésből kivont területek hasznositásakor,

· A humusz-szegény, degradálódott talajok humusztartalmának növeléséhez,

· A rendkivül energiaigényesen gyártható és talajszerkezetet rontó műtrágya részbeni helyettesitésénél kertészeti és parképitési (útépitési/rézsűtakarási) munkáknál

· Az erdészeti szaporítóanyag-termelésben,

· Meddőhányók, pernye-depóniák rekultivációjánál

A JELENLEGI HELYZET ÉS AZ EDDIGI EREDMÉNYEK

A kísérletek első szakaszában pirolízises vizsgálatokat végeztünk a különféle biomaszákkal. Ezt követően komposztálási kísérleteket állítottunk be lignocellulózok és szennyvíziszapok keverékeivel. 

Kísérleti berendezést készítettünk a termesztett lignocellulózok teljes termikus elgázosítá-sához energiatermelés céljára.

Szabadföldi lizimetereket készítettünk, melyekben később a komposztok vizsgálata történhet Miscanthus növénnyel. Itt lehetőség van a növény beltartalmi vizsgálatára és a megjelenő csurgalék elemzésére.  Ezek a vizsgálatok a tápanyagforgalom értékeléséhez szükségesek. Előkészítés alatt van a kísérletek kiterjesztése erőműi pernye megkötéséhez.
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TERMÉSZETBARÁT TALAJKEZELÉS

Szerződésszám: OMFB-02531/2000 (BIO-0082/2000)

Kezdési időpont: 2000. 08. 30.
Időtartam: 3 év

Összes költség: 23 M Ft

OM támogatás: 13,8 M Ft

Rövid cím: Természetbarát talajkezelés

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE, célja és tartalmi leírása 

Az ember, az állatok és az eukarioták nagyrészben nitrogén gázból álló atmoszférában élnek. Ugyanakkor ezek az élőlények nem képesek ezt az elemet felhasználni nitrogén igényük kielégítésére. A levegőben lévő nitrogént (N2) először ammóniává kell redukálni, amit a növények, majd az állatok nitrogénforrásként fel tudnak használni.

A nitrogén gáz kémiai vagy biológiai reakciókkal redukálható. A nitrogén műtrágyák előállításának növekvő költségei és a kapcsolt környezetszennyezési nehézségek a figyelmet a biológiai folyamatokra irányították.

A molekuláris nitrogént bizonyos prokarioták, a növényekkel szimbiózisban vagy szabadon élő állapotban képesek megkötni. A megkötött nitrogén mennyisége 10 és 200 kg/hektár/év között változik, függően a mikroorganizmustól, a növénytől, a talajtól, a hőmérséklettől és más környezeti és klimatikus tényezőktől.

Szimbiotikus, szabadon élő és asszociatív N-kötő mikroorganizmusokat izolálunk.     

A talaj másik, a növényi fejlődés szempontjából limitáló tényezője az oldható foszfátvegyület-tartalom. Ismeretesek módszerek a növény számára felvehető oldható foszfátvegyületek mennyiségének növelésére. A foszfát műtrágyákat gyakran alkalmazzák a talaj foszfát hiányának koimpenzálására, hogy a növények növekedése és a terméshozam növekedjen.

Kísérletek történtek a mikroorganizmusok felhasználására a növények foszfátigényének kielégítésére.

Foszfátmobilizáló mikroorganizmusokat izolálunk.

Bár a káliumtartalmú műtrágyák használata a legkevésbé költséges, használatuk mégis komoly erőfeszítéseket igényel. A mikroorganizmusokat javasoljuk alternatív K-műtrágya helyettesítőként. Mikroorganizmusokat izolálunk az oldhatatlan káliumvegyületek mobilizálására, ami után a káliumion a növény számára hozzáférhetővé válhat.

Más mikroorganizmusok elősegítik a növények fejlődését és javítják a termőföld szerkezetét. Bizonyos mikroorganizmusokban bioszintetizálódó poliszacharidok különösen előnyösen változtatják meg a talajszerkezetet és a vízháztartást.

A mikroorganizmusok egy részében bioszintetizálódó növényi hormonok és más biológiailag aktív vegyületek elősegítik a növény fejlődését, növelik a gyökértömeget és ezzel javítják a vízháztartást. A szideroforok megkötik a vasionokat, a potenciálisan növénypatogén baktériumok és gombák növekedése a vashiány miatt gátolt.  A szideroforok másrészről stimulálják a növények növekedését (burgonya, cukorrépa, retek stb.) vashiányos talajokon, mert a megkötött vasat átadják a növényeknek.

Izolált mikroorganizmusaink növényi hormon termelését vizsgáljuk.

Poliszacharid és növényi hormont bioszintetizáló mikroorganizmusainkat in vitro tenyésztjük szilárd halmazállapotú „mesterséges” talajokon, növényi magvakkal – különböző növényekkel és tenyésztési körülmények között.

Az izolált mikroorganizmusok tárolási, fenntartási körülményeit meghatározzuk, tenyésztésüket, inokulációs és fermentációs technológiájukat kidolgozzuk. Különböző talajokat, termesztési feltételeket, növényeket és mikroorganizmus keverékeket alkalmazva üvegházi és szabad földi kísérleteket indítunk. Az izolált és hatásos mikroorganizmus törzseket a Budapest Egyezmény értelmében letétbe helyezzük a Kertészeti Egyetem törzsgyüjteményében. 

Célunk stabil, különböző talajokon, különböző klimatikus viszonyok között, egy- és kétszikű növényekre hatásos mikroorganizmus termékek fejlesztése. 

Jelen helyzet: a mikroorganizmusokat izoláltuk, tulajdonságaikat meghatároztuk, tenyésztési technológiájukat kidolgoztuk. 
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MIKROBIOLÓGIAI OLTÓANYAGOK KUTATÁS-FEJLESZTÉSE ÉS GYÁRTÁSI TECHNOLÓGIÁK KIDOLGOZÁSA BIOREMEDIÁCIÓS HASZNOSÍTÁSRA

Szerződésszám: OMFB-02779/00 (BIO-0089/2000)

Kezdési időpont: 15/12/2000

Időtartam: 30 hónap

Összes költség: 249,6 M Ft

OM támogatás: 100,4 M Ft
Rövid cím: MikroBioRemed

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Magyarország jelenlegi fejlődési állapotában és az EU csatlakozás folyamatában elkerülhetetlen fontossággal jelentkezik a környezetünkben felhalmozódott hulladékok modern módszerekkel való hatékony lebontása és a természetes kémiai körforgásba való visszajuttatása. A mezőgazdasági és kommunális eredetű szerves hulladékok mellett jelentős a veszélyes és különösen veszélyes vegyipari és katonai hulladékkal szennyezett terület és felszín alatti vízforrás mennyisége. Mindezeket el kell távolítani, mielőtt hazánkat az EU tagjai közé felvennék, erre vonatkozóan egyértelmű és határozott jelzéseket kapott a többi csatlakozni vágyó országhoz hasonlóan Magyarország is.

A környezeti szennyezések eltávolítására hagyományosan létező kémia és mechanikai módszerek mellé világszerte növekvő jelentőséggel zárkózik fel a biológiai rendszereket (is) hasznosító környezetvédelmi biotechnológia. Ezekben az un. bioremediációs rendszerekben túlnyomó részben a természetben előforduló, de a speciális feladatokhoz adaptációval, törzsnemesítéssel és felszaporítással kifejlesztett mikroorganizmusokat szokás használni és csak egyes, nagyon speciális feladatra használunk genetikailag módosított organizmusokat.

Hazánkban a bioremediációs technológiák a feladatok növekedtével az utóbbi 6-8 évben gyorsan terjednek. A hazai bioremediációs tevékenységre jellemző, hogy elsősorban külföldről vásárolt oltóanyagokat használnak fel, ilyen mikroorganizmusok hazai fejlesztése hiányzik. Ugyancsak jórészt hiányzik az ilyen célra szakosodott fermentációs ipari tevékenység. Ugyanakkor nemzetközi színvonalú kutatók nagy számban tevékenykednek a gyakorlati problémáktól csaknem reménytelen távolságban majdnem minden egyetemen és számos kutatóintézetben, akiknek tudását a bioremediációs ipar nagyszerűen tudná használni, ha lenne saját fejlesztő kapacitása.

A biológiai kutatások egyik kiemelkedő fellegvára Szeged, ahol potenciálisan rendelkezésre áll az a szellemi kapacitás, ami a magas technológiai színvonalat képviselő biotechnológiai ipar, ezen belül a bioremediációs iparág kialakulásához elengedhetetlenül szükséges. Az MTA Szegedi Biológiai Központ és a Szegedi Tudományegyetem (SzETE) Biotechnológiai Tanszéke alkothat olyan szellemi magot, amely köré a leendő biotechnológiai ipar bioremediációval foglalkozó kutatási háttere kikristályosodhat. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A hazai igények és a környező kelet-európai országok növekvő piacának stimuláló hatására célunk a bioremediációs ipar és a hátterét nyújtó fejlesztések elindítása, minőségileg és mennyiségileg új szintre való emelése. A kitűzött célt úgy kívánjuk elérni, hogy 80-100 m3 fermentáló kapacitást állítunk üzembe. A program megvalósításában segítségünkre lesz az EU 5. Keretprogram keretében már elnyert több pályázatunk és a jövőben kiépítésre kerülő kapcsolatok. A fermentáló üzem helyét a SzETE által rendelkezésre bocsátott területen jelöljük ki, a volt szegedi szovjet laktanyában, amit Szeged város Önkormányzata ipari parkká kíván fejleszteni. Ugyanitt már körvonalazódik egy - független anyagi forrásokból épülő - biotechnológiai inkubációs központ és a tervek szerint ide kerül majd a Környezet- és Élettudományi Kooperációs Kutatási Központ.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A fermentáló üzemrészt célszerűen úgy alakítjuk ki, hogy viszonylag egyszerű műszaki igényeket kielégítő, 1-15 m3 hasznos térfogatú fermentorok független sorát tartalmazza, ami lehetővé teszi, hogy az igények alakulásának megfelelően a tevékenységet rugalmasan szervezzük meg. A fermentorok hegesztett műanyagból készülnek, egy prototípusukat az OMFB által támogatott korábbi pályázatunk eredményeként fejlesztettük ki. A fermentorok egy részét mozgatható, teherautón szállítható kivitelben készítjük el, amivel a helyszínen történő oltóanyag előállítást lehet elvégezni, ezzel a bioremediáció költségei jelentősen csökkennek. Az üzemi léptékű fermentációban először a korábbi laboratóriumi szinten kifejlesztett mikroorganizmusokat állítjuk elő nagy mennyiségben, például a szerves hulladékok (hígtrágya, szennyvíziszap, kommunális szilárd hulladék, mezőgazdasági és élelmiszeripari hulladékok) lebontását és azokból biogáz képződését felgyorsító baktériumokat, veszélyes hulladékokat ártalmatlanító saját fejlesztésű törzseinket. Ezek között szulfanilsav, klórozott szénhidrogének, olajos szennyeződések, keratin tartalmú hulladékok (toll, szőr, pata) szennyeződéseket lebontó mikroorganizmusok jönnek elsősorban számításba. A termeléssel párhuzamosan fokozott ütemben folytatjuk a speciális feladatok elvégzésére alkalmas mezofil és termofil mikroorganizmus törzsek kiválasztását és nemesítését. A konkrét feladatokat az ipari felhasználó partnerek igényei alapján alapos piackutatást követően határozzuk meg. 

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

· Tárgyalások folynak az üzemi berendezés helyének kijelöléséről a SzETE vezetésével. 

· A mobil egység első elemének tervezése megtörtént, a gyártás folyamatban van.

· Törzsszelekcióval és nemesítéssel számos, bioremediációban használható mikroorganizmus törzset és mikrobiális konzorciumot fejlesztettünk ki.
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Integrált eljárások és alkalmazásaik ipari (vegyipari, gyógyszergyártási és petrokémiai) műveletekből származó nagy koncentráltságú talajszennyeződések költséghatékony tisztítására

Szerződésszám: OMFB-02439/2000 (BIO-00096/2000)

Program kezdete: 2000. 10. 05.

Program befejezése: 2002. 05. 15.

OM költség támogatás: 35 mFt

Kutatási terület: Környezetvédelmi technológia fejlesztés

Pontosítva: Ipari területek komplex talajszennyeződéseinek kármentesítési technológia fejlesztése

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Az ipari műveletekből származó nagy koncentrációban jelen lévő talaj szennyezőanyagok költség hatékony kármentesítésére alkalmas és léptéknövelhető eljárások fejlesztése fontos eleme a szennyezett ipari területek újrahasznosíthatóságának. Az eddig ismert laboratóriumban fejlesztett eljárások eredményei sok esetben terepi körülmények között hatékonyan nem alkalmazhatók. Ezen piaci igényeknek megfelelően a projekt konkrét célja költség hatékony ipari méretű integrált technológiák előtervezése és alkalmazások változó terepi körülményeknek megfelelő kifejlesztése illetve tesztelése. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A projekt célja ipari műveletekből származó nagy koncentrációban jelen lévő szennyezőanyagok kármentesítésére alkalmas komplex fiziko/kémiai módszerekhez integrált biotechnológiai talajtisztítási eljárások kifejlesztése változó terepi feltételekre tervezve és költség hatékony alkalmazásaik modellezése különböző módon szennyezett területen,  mely új eljárások az alábbi mérhető és igazolt előnyökkel rendelkeznek az ismert eljárásokkal szemben:  (1)megnövelt szennyeződés lebontási és eltávolítási hatékonyság, biztonságos folyamat, (2)változó összetételű és koncentrációjú szennyezőanyagok kármentesítésére is alkalmas változó terepi körülmények között, (3)előre tervezhető és ellenőrizhető folyamat, (4)időben gyors eljárás, (5)költség hatékony eljárás, mely legalább 25%-al alacsonyabb költségű más ismert legjobb megoldásokkal szemben, valamint (6) megfelel úgy a határérték mind a kockázat alapú EU kármentesítési engedélyeztetési jogi procedúráknak.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

kutatásunk I. fázisában tipikusnak mondható, de mind környezeti adottságok, mind a szennyezőanyag szempontjából eltérő szennyezett területeket választottunk, hogy ezen területek kapcsán többféle integrált remediálási megoldást mutathassunk be. Átfogó állapotfelmérést és előzetes laboratóriumi vizsgálatokat végeztünk. Kiemelten a GARÉI klórbenzol talajszennyeződés problémájával foglalkoztunk, mely szerint megállapítottuk, hogy a degradációs folyamat elindult, de intenzitása viszonylag idő alatt jelentősen csökkent, majd megállt, új típusú xenofobikus növelt toxikussságú maradékanyagokat hagyva hátra. Megállapítottuk, hogy a hordók eltávolítása utáni maradék garéi talajszennyeződés (kb. 60,000 tonna) egyetlen racionálisan biztonságos alternatívája a költség hatékony pirolízis reduktív hőkezelése és revitalizálása, melyet egy 30,000 t/év kapacitású – a területen felállított majd a projekt végével elszállított - külső fűtésű pirolízis berendezéssel két év alatt lehet biztonságosan és végeredményt előre tervezhetően ártalmatlanítani. 

kutatásunk II. fázisában laboratóriumi kísérleteket, biológiai / ökotox vizsgálatokat végeztünk vegyes szennyezőanyagokkal szennyezett talajok remediálására (kőszénkátrányolaj, nehézfém) és fiziko-kémiai úton előkezelt talajok revitalizálására. Felmértük a lehetséges ex situ és in situ remediációs technológiákat és kifejlesztettük a modellterületeken alkalmazható technológiák kiválasztási algoritmusát. 

1. kutatásunk III. fázisában integrált remediációs technológiák előzetes tervjavaslatát és a technológiák modellterület szennyezett talaján történő bemutatását végeztük el. Az integrált remediációs technológiák tervezése során felmértük a kiválasztott modellterületet, mely a Budapest XVIII. Kerületi pakutavak nagykiterjedésű kármentesítési munkáihoz kapcsolódott. Értékelve az eddig eredményeket és szakmai tapasztalatokat a tudományos és alkalmazott modellezést a változó terepi feltételekre terveztük meg mint hatékony és gyakorlatias problémamegoldás. Modelltárat építettünk fel aerob és anaerob In Situ és Ex Situ biológiai, In Situ és Ex Situ fiziko/kémiai és Ex Situ termikus kezelés eljárások vonatkozásában. Bemutatott integrált módszerek: 

2. Integrált alacsony hőmérsékletű pirolízis és bioremediációs technológia

3. multifunkcionális Alginit adalék anyaggal gyorsított bioremediáció

4. Termikusan kezelt talajok biológiai regenerálása és revitalizálása
A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Céljainkat teljes mértékben elérve kifejlesztettük, bemutattuk és értékeltük a kombinált technológiák léptéknövelt ipari alkalmazási lehetőségeit, valamint olyan technológiai irányelveket és ajánlásokat dolgoztunk ki, amelyek a gyakorló tervező és alkalmazó technológus számára egyértelmű segítséget nyújtanak. A kifejlesztett eljárások és berendezések a léptéknövelése során elfogadható és környezetvédelmi piac felé irányadó – a befektetést kevesebb mint 2 év alatt gazdaságosan megtérítő - hatékony költségstruktúrát eredményeztek, műszaki - gazdasági kockázatbecsléssel és analitikával alátámasztva. Az eredmények nemzetközi piaci hasznosítása 2003-ban kezdődik.

KOORDINÁTOR

Bartháné Seres Mária (ügyvezető igazgató)

Termikus Deszorpciós Technológia Környezet és 

Egészségvédelmi Berendezéseket Tervező és Kivitelező Kft. - “TDT-3R Kft.”

4320 Nagykálló, Vasvári Pál u. 13.

Tel.: (06-20) 201 7557

E-mail: edward@mail.inext.hu
KÖZREMŰKÖDŐK

Dr. Sevella Béla, tanszékvezető, 

témafelelős: Dr. Gruiz Katalin, docens

Budapesti Műszaki és Gazdaságtudományi Egyetem, 

Mezőgazdasági Kémiai Technológia Tanszék 

1111 Budapest, Gellért tér 4.

Tel.: (06-1) 463 2347

E-mail: gruizk@mail.bme.hu
Dr. Tőkei László, tanszékvezető, 

témafelelős: Dr. Vermes László, egyetemi tanár

Szt. István Egyetem, Talajtan és 

Vízgazdálkodási Tanszék

1118 Budapest, Villányi út 29-43

Tel: (06-1) 385 0666

E-mail: vermes@omega.ke.hu

VI. Biomedicina

DNS CHIP FEJLESZTÉS DIAGNOSZTIKAI CÉLOKRA

Szerződésszám: OMFB-02396/2000 (BIO-005/00)

Kezdési dátum: 2000. szeptember 1.

Időtartam: 32 hónap

Összes költség: 83,3 M Ft

OM támogatás: 50 M Ft

Rövid cím: DNS chip

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE 

A nagyszámú, szilárd hordozóhoz kikötött oligo-DNS-t, vagy c-DNS-t tartalmazó DNS chipeket alkalmazó technológia vitathatatlanul az in vitro diagnosztika jövőbeni fejlődésének egyik fő irányát képviseli. A humán genom projekt eredményeképpen hozzáférhetővé vált hatalmas mennyiségű genetikai információ és az igen nagy teljesítményű DNS chip technológia együttes alkalmazása gyakorlatilag korlátlan távlatokat nyit terápiás szempontból is fontos diagnosztikai termékek kifejlesztése előtt. A chip technológia, hasonlóan az elmúlt évtizedek monoklonális ellenanyag fejlesztési lehetőségekhez, mely még kis laboratóriumok és cégek részére is lehetővé tette nagyon fontos diagnosztikumok kifejlesztését, hasonló potenciállal rendelkezik. Ezért a magyarországi modern diagnosztikai ipar technológiai és tudásbázisának megteremtése szempontjából kiemelt jelentősége lehet az első hazai diagnosztikus DNS chip kifejlesztésének. Akadémiai kutatólaboratóriumokban már megtörténtek a DNS chip fejlesztéshez szükséges kezdeti beruházások. A nemzetközi szinten is elismert molekuláris biológiai és klinikai háttértudás jó esélyt ad arra, hogy belátható időn belül fontos problémák megoldására alkalmas DNS chip használatán alapuló diagnosztikumokat tudjunk kifejleszteni.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

1. Bármilyen DNS chip alapú teszt kifejlesztésére alkalmas kutatás-fejlesztési centrum létesítése.

2. Három DNS chip alapú projektet kívánunk megvalósítani három különböző laboratóriummal kialakított kollaborációban. Mindhárom projekt fontos diagnosztikai probléma megoldását célozza: az A és C projekt tumoros megbetegedések, a B projekt egy aránylag ritka, de fontos hematológiai betegség diagnózisával  kapcsolatos. Az A és C projekt eredményeképp alacsony sűrűségű oligo DNS chip-et (50-500 felvitt oligo/lemez), míg a C projekt megvalósítása során magas sűrűségű c-DNS chipet (5-15 000 nukleinsav/lemez) kell elkészíteni. A chip struktúra tervezése, a DNS jelölése, immobilizálása a kezdeti lépés. A minta előkészítés mindhárom projekt esetén külön-külön kerül kifejlesztésre. Az elkészült chipek tesztelése, a kiértékelési algoritmus, továbbá a minőségellenőrzés igen jelentős feladat.

3. A végső cél az, hogy a DNS chip alapú tesztek kifejlesztését olyan fázisig vigyük el, hogy a gyártás, vagy a know-how értékesítése megkezdődhessen.

A PROJEKT ISMERTETÉSE

A fejlesztés kezdeti fázisában a DNS chip technológia beállítását végezzük. Ezzel párhuzamosan az A és B projektek részére a megfelelő szoftver használatával megtervezzük az A és B projektek számára az oligonukleotid primereket. A C projekt megvalósításához egy, a kereskedelmi forgalomban beszerezhető humán c-DNS könyvtár segítségével amplifikáljuk az egyéni cDNS mintákat. Elvégezzük mind az oligonukleotidok, mind a c-DNS immobilizálását és optimalizáljuk a hibridizációs és a tesztelési körülményeket. A projektek végső fázisában megkezdjük az egyes tesztek klinikai validálását. 

A projekt egyes lépései változhatnak a menetközben napvilágot látott új tudományos felfedezésektől függően.

JELENLEGI HELYZET (FEJLESZTÉS 2, SZAKASZA VÉGÉN)

A chip fejlesztés műszaki – technológiai háttere kiépült. A szoftver segítségével elvégzett keresés eredményeképpen az A projekt számára sikerült számos olyan oligonukleotid primert kijelölni, melyek képesek a megcélzott génszekvencia mutáns alléljeinek felismerésére. A tumor-specifikus sejtvonalból DNS-t izoláltunk és a kiválasztott exon szekvenciákat amplifikáltuk. A cél-primerek tesztelését RT-PCR-al végeztük. A chip struktúra végső tervezése megtörtént.

A B projekttel kapcsolatban eddig mindösszesen 2,500 cDNS-t izoláltunk. Ezekből 800 mintát tartalmazó (a duplikátban történt mintafelvitel miatt mindösszesen 1,600 minta/lemez sűrűségű) DNS chipet állítottunk elő. Optimalizáltuk a c-DNS szintézis és a fluorescens jelölés körülményeit.

A C projekt bevezető munkálatai során a vizsgált gén kódoló régióiban előforduló mutációkat és polimorfizmusokat használható adatbázissá szerveztük. Az adatbázis adatai alapján elvégeztük az oligonukleotidok szekvencia tervezését, melyek szintézise és tesztelése megkezdődött.

EREDMÉNYEK

A projekt második szakaszának végére megteremtettük a megbízható DNS chip előállítás technológiai feltételeit. Az A és a C projektek megvalósításához szükséges oligonukleotidokat megterveztük és részlegesen megszintetizáltuk. A B jelű projektben a megfelelő c-DNS-ek szelekciójához nélkülözhetetlen, úgynevezett „random” chip-et megterveztük. Ez szolgál majd alapul a betegség-specifikus m-RNS szintekben bekövetkező változások követésére alkalmas specifikus chip elkészítéséhez.
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Javaslat nagyérzékenységű DNS Diagnosztikai Kit kifejlesztésére, az ún. Onkogén Humán Papillomavírusok jelenlétének és az erre való fogékonyság egyidejű kimutatására

Szerződésszám: OMFB-02729/00 (BIO-0019/2000)

Kezdés időpontja: 28/11/2000

Időtartam: 24 hónap

Összes költség: 19,8 M Ft

OM támogatás: 10 M Ft

Rövid cím: Diagnosztikai kit a HPV kimutatására

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A Humán Papillomavírusok (HPV) által okozott daganatos megbetegedések az utóbbi időben a közvélemény érdeklődésének egyik leggyakrabban emlegetett tárgyává váltak. Ezek közül a tudomány által is leginkább vizsgált betegségtípus a méhnyakrák. A betegség hátterében a humán papillomavírusok ún. onkogén altípusai állnak. Ezek kimutatása és tipizálása nagyon fontos gyógyászati jelentőséggel bír. Emellett számos adat támasztja alá azt a hipotézist, hogy a gazdaszervezet génjei közül az egyik ún. antionkogén is szerepet játszik a betegség kialakulásában. Ezen gén variációja létre hozza a gazdaszervezet érzékenységét az adott vírusalfajra. A gazdagén variációjának meghatározásával megjósolhatóvá válik a vírusfertőzőttség későbbi kimenetele, s a betegségkép kifejlődésének valószínűsége.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Pályázatunkban célul tűztük ki, hogy olyan multiplex PCR technikán alapuló diagnosztikai kitet fejlesztünk ki, amely a HPV kimutatásán túl kimutatja annak onkogenitását, s ugyanakkor a beteg szervezetének rákos elfajulásra való hajlamát is meghatározza.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A nukelinsav adatbázisokban fellelhető szekvencia adatokból kiindulva olyan PCR primeket tervezünk, amelyek elsősorban az onkogén vírusok jelenlétében képesek működni. Ezzel egyidejűleg a humán p53 gén megfelelő célszekvenciájára specifikus primeket tervezünk, s a kettő egyidejű alkalmazhatóságát kísérletileg igazoljuk, validáljuk. Ezután nagyszámú betegmintán bizonyítjuk az eljárás alkalmazhatóságát. A munkában szoros együttműködést folytatunk a Szegedi Tudományegyetem Klinikai Mikrobiológiai Intézetével.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

· A szakirodalom és a hozzáférhető adatok alapján megterveztünk és megszintetizáltattunk PCR primereket.

· Megszerveztük a betegminták begyűjtését, amely jelenleg folyamatban van.

· A beérkezett mintákból megkezdődtek az első ellenőrző vizsgálatok.
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ABC-TRANSZPORTEREK SZEREPÉNEK MOLEKULÁRIS GENETIKAI VIZSGÁLATA A KÓROS ZSÍRANYAGCSERE ILLETVE EGYES KARDIOVASZKULÁRIS BETEGSÉGEK KIALAKULÁSÁBAN

Szerződésszám: OMFB-02441/00 (BIO-0024/2000)
Kezdési időpont: 2000. szept. 01.

Időtartama: 3 év 

Összes költség: 36 M Ft 

OM támogatás: 18 M Ft
Rövid név: ABC transzporterek zsíranyagcserében
A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTÉRE

A jelen pályázat keretében végzendő munka arra irányul, hogy korszerű molekuláris genetikai módszereket dolgozzunk ki illetve alkalmazzunk olyan újonnan azonosított fehérjék illetve gének vizsgálatára, amelyek népegészségügyi szempontból is nagy jelentőségű betegségek kialakulásában illetve lefolyásában játszhatnak szerepet. Szintén célunk, hogy a zsíranyagcsere szempontjából kóros laboratóriumi értékekkel rendelkező, viszonylag nagyszámú, jól jellemzett betegcsoport anonim DNS-mintáit gyűjtsük össze, amely további genetikai vizsgálatok végzésére is alkalmas lehet.

Az ABC-transzporterek és a lipidanyagcsere kapcsolatát 1999-ben három tanulmány bizonyította egy időben. Az ún. Tangier-kór hátterében egyértelműen az ABC1 (1-es típusú, ún. ATP Binding Cassette fehérje) nevű membránfehérje mutációit azonosították. A Tangier-kórban szenvedők vérében a lipoprotein-szintek kóros értékeket mutatnak, a HDL-(nagy denzitású lipoprotein) koleszterin szint nem mérhető, a különböző szövetekben koleszterin szaporodik fel, és ennek eredményeként változatos kórformák alakulnak ki. Az ABC1 fehérjének a reverz koleszterin transzportban játszott közvetlen szerepére utal több, in vitro megfigyelés is, pl. annak igazolása, hogy a betegekből izolált fibroblasztokban a koleszterin kifelé irányuló transzportja jelentősen csökkent, illetve, hogy az emberi ABC1 gén egér homológjának (Abc1) kísérletesen létrehozott deficienciája (knock-out) a Tangier-betegekben észlelt lipidanyagcsere zavarokhoz hasonló állapothoz vezet. A familiáris HDL-deficiencia hátterében szintén az ABC1 gén heterozigóta mutációit azonosították, és egyértelmű összefüggést találtak a mutáció jelenléte és a csökkent HDL-koleszterin szint között. Mindennek alapján feltételezhető, hogy a kardiovaszkuláris betegségek hátterében igen gyakran előforduló, csökkent HDL-szintért bizonyos esetekben az ABC1 gén polimorfizmusai a felelősek, és így fokozott kockázatot jelenthetnek kardiovaszkuláris betegségekre. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A jelen munkaterv a terület több, jelentős kutatócsoportjának együttműködésével a következőket tűzi ki célul: (i) Megfelelő pontosságú, egymást kiegészítő módszerek kidolgozása/beállítása az ABC1 és ABC8 gének ismert mutációinak/polimorfizmusainak kimutatására. Mutációszűrő módszerek kidolgozása új mutációk/polimorfizmusok keresésére. (ii) Az ABC1 gén ismert polimorfizmusai gyakoriságának megállapítása hazai kontroll és kiválasztott betegcsoportokban. (iii) Új mutációk/polimorfizmusok keresése elsősorban a családi halmozottságot mutató lipidanyagcserezavarral rendelkező betegeknél. 

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A célkitűzések megvalósítására a következő új DNS-analitikai módszerek beállítását, illetve optimalizálását tervezzük: (1) Ismert mutációk kimutatása: (i) Allél-specifikus PCR (polimeráz láncreakció); (ii) PCR-RFLP (restrikciós fragment hosszúság polimorfizmus) AGRS (amplification generated restriction site). (2) Ismeretlen mutációk kimutatása: (i) SSCP (single strand conformational polimorphism); (ii) EMD (enzymatic mutation detection). 

A Prodia Rt. nagy klinikai laboratóriumi hálózatára támaszkodva jelentős számú, kóros HDL-szinttel rendelkező személytől származó vérminta anonim feldolgozásával DNS-bankot hozunk létre, amelyben a beállított módszerek segítségével az ABC1 gén és további, a zsíranyagcserében fontos szerepet játszó gének DNS-eltéréseit (SNP, egy nukleotidot érintő polimorfizmus) fogjuk vizsgálni.

VÁRHATÓ EREDMÉNYEK 

(a) Ismertté válhatnak az ABC1 gén egyes polimorfizmusainak gyakorisági adatai hazai kontroll csoportokban, illetve népegészségügyi szempontból kiemelkedő jelentőségű betegcsoportokban; 

(b)  A beállított mutációszűrő módszerek révén új mutációk/polimorfizmusok válhatnak ismertté a családi halmozottságot mutató lipidanyagcserezavarral rendelkező betegeknél; 

(c)  Sor kerülhet összefüggések azonosítására a genotípus és a klinikai kép (fenotípus) között, ami segíthet a transzport fehérje élettani és kórélettani szerepének megértésében, illetve a genetikai eltérések klinikai jelentőségének felmérésében; 

(d)  Egyes betegcsoportok számára javulhat a betegellátás hatékonysága és eredményessége, módosulhat egyes betegcsoportok gyógyszeres kezelése, illetve az étrendre vonatkozó változtatások vezethetők be.
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ÚJSZERŰ MEGKÖZELÍTÉSEK A NOOTRÓP SZEREK, ÍGY A VINPOCETIN ÉS UTÓDMOLEKULÁI HATÁSMECHANIZMUSÁNAK KUTATÁSÁBAN: 
2-FOTON PÁSZTÁZÓ LÉZERMIKROSZKÓPIA

Szerződésszám: OMFB-02362/2000 (BIO-0049/2000)

Kezdési időpont: 2000. április 1. 

Időtartam: 21 hónap

Összes költség: 130 M Ft

OM támogatás: 30 M Ft

Rövid cím: Nootróp hatásmechanizmusok korszerű kutatása

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK háttere

A vinpocetin (Cavinton) hosszú évek óta a Richter egyik vezető terméke, eredeti magyar fejlesztésű gyógyszer. Klinikai vizsgálatok bizonyítják hatékonyságát az enyhétől a közepesen súlyos pszichoszindrómákban, pl. primer demenciában szenvedő betegeken, ma egyike a legkiterjedtebben használt nootróp szereknek. Erősíti a tanulás elemi modelljének tekintett „long-term potentiation” (LTP) jelenséget. Bizonyított továbbá, hogy a vinpocetin számos agyterületen fokozza a véráramlást, de az in vitro tesztekben és in vivo állatkísérletekben kimutatott neuropprotektív hatásának más összetevői is lehetnek. Az utóbbi évek során a Richter gyógyszergyárban a vinpocetinnek számos utódvegyülete született, ezek között ígéretes gyógyszerjelöltek is vannak. A vinpocetinnek és szerkezeti rokonainak sejt-szintű és molekuláris szintű hatásairól viszonylag keveset tudunk. A vinpocetin gátolja bizonyos feszültségfüggő kation csatornák és ligand-vezérelte ioncsatornák működését, de ez a hatás egyes utódvegyületek esetén kevésbé kifejezett. Ugyancsak eltérések mutathatók ki az anyavegyülethez képest az agyi véréramlás fokozó hatás vonatkozásában.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célja

Az új gyógyszerek bevezetésének ma már szinte elengedhetetlen feltétele, hogy ismerjük a hatás pontos mechanizmusát. A vinpocetin és újabb származékainak hatásmódjában azonban számos pont még ismeretlen. A pályázat elsődleges célja, hogy korszerű technikák alkalmazásával próbáljuk a hatásmód kérdését tisztázni. A legfontosabb, a pályázat keretében bevezetésre kerülő technika a 2-foton pásztázó lézermikroszkópia, melynek segítségével arra keresünk választ, hogy a nootróp szerek mennyiben befolyásolják a szinaptikus folyamatok, és különösen a plasztikus membránfolyamatok során megfigyelhető dendrittövis motilitást. A szinaptikus felület csökkentésével járó változások, a szinaptikus jel-zaj viszony javítása révén, magyarázhatnák a vinpocetin és más nootróp szerek hatásait. Az említett technika alkalmas ezen változások nagy tér- és időbeli felbontású követésére. A módszer sajátosságából következően kisebb energiájú fotonok használhatók a fluoreszcens festékek gerjesztésére, így kisebb a szövetkárosodás kockázata, mint a közönséges lézer mikroszkópia esetén. Így a természeteshez közelálló feltételek között vizsgálhatjuk az anyagok hatását. Emellett más korszerű technikák alkalmazásával (teljes-sejt áramok és intracelluláris kalcium koncentráció mérése) is vizsgáljuk a nootróp szerek hatásmódját. Végül célul tűztük ki, hogy a kutatási program végén a kapott eredményekből összefoglaló információs anyagot készítsünk.

A munka tartalmi leírása

A kutatási program első fázisának legfontosabb feladata a 2-foton pásztázó lézermikroszkópos módszer beállítása. A technikai feltételek és a megfelelő szakértelem már a periódus elején rendelkezésre állt, a berendezés installálása után a módszert gyógyszerek hatásainak vizsgálatára kellett alkalmassá tenni. A tervezett, hatásmechanizmus kutatásra irányuló vizsgálatok: (1) A vinpocetin hatásának vizsgálata kalcium jelölő festékkel feltöltött kérgi és hippokampális idegsejtek dendrittövisein 2-foton mikroszkópiával. (2) A nootróp hatás mechanizmusának vizsgálata: (a) A glutamát receptorok szerepének tisztázása. (b) A feszültségfüggő ioncstornák szerepének tisztázása. (c) Hogyan változnak bizonyos másodlagos hírvivők szintjei? (d) Az intracelluláris kalcium szintek változásának kinetikája különböző körülmények között. (3) Információs anyag elkészítése a nootróp szerek hatásmechanizmusával kapcsolatos eredményekről.

A jelen helyzet, eredmények

A program első fázisának végére sikeresen befejeződött az MTA KOKI 2-foton rendszerének installálása és bemutatása. Részletes ismertető készült a készülék működéséről, mely készen áll a Richter Gyógyszergyár által vizsgálatra kiválasztott nootróp szerek tesztelésére. Hippokampusz szeletek CA1 régiójának piramis sejtjeiben monitorozva az intracelluláris kalcium koncentrációt, sikerült kimutatni, hogy a vinpocetin és egyik újabb analógja neuroprotektív hatással rendelkezik. A vizsgált anyagok kivédték a nátrium csatornát kórosan aktiváló veratridin hatását. Teljes-sejt patch clamp technikát alkalmazva kimutattuk, hogy a vinpocetin és újabb analógja csak a terápiásnál magasabb koncentrációban gátolja az NMDA típusú glutamát csatornákon keresztül folyó áramokat primér kortikális tenyészetek sejtjein. Míg a vinpocetin 20 (M alatti IC50 értékkel gátolta a feszültségfüggő nátrium csatornák működését hátsó gyöki ganglion sejtekben, az újabb származék lényegesen gyengébbnek bizonyult. Mindkét anyag gátolta a magas küszöbű kalcium áramokat is, de valamivel gyengébben, mint a nátrium áramokat. A vizsgálatok a tervek szerint folynak tovább.

KOORDINÁTOR

Dr. Szombathelyi Zsolt

Richter Gedeon Vegyészeti Gyár Rt.

1475 Budapest, 

Pf. 27 (Gyömrői út 19-21.)

Tel: 431-4867 

Fax: 260-5000

E-mail: zs.szombat@richter.hu 

KÖZREMŰKÖDŐK

Prof. Dr. Vizi E. Szilveszter

MTA Kísérleti Orvostudományi Kutatóintézet

1083 Budapest, 

Szigony u. 43.

Tel: 2100810 

Fax: 2100813

E-mail: esvizi@koki.hu 

Dr. Lendvai Balázs

MTA Kísérleti Orvostudományi Kutatóintézet

1083 Budapest, 

Szigony u. 43.

Tel: 2100819/274 

Fax: 2102742

E-mail: lendvai@koki.hu 

Dr. Zelles Tibor

MTA Kísérleti Orvostudományi Kutatóintézet

1083 Budapest, 

Szigony u. 43.

Tel: 2100819/285 

Fax: 2102742

E-mail: zelles@koki.hu

Dr. Gerevich Zoltán

MTA Kísérleti Orvostudományi Kutatóintézet

1083 Budapest, 

Szigony u. 43.

Tel: 2100819/276 

Fax: 2102742

E-mail: gerevich@koki.hu 

Dr. Freund Tamás

MTA Kísérleti Orvostudományi Kutatóintézet

1083 Budapest, 

Szigony u. 43.

Tel: 3139498/294 

Fax: 3139498/294

E-mail: freund@koki

ÚJ LABORATÓRIUMI DIAGNOSZTIKAI ELJÁRÁSOK KIDOLGOZÁSA A THROMBOTIKUS MEGBETEGÉSEK SZŰRÉSÉRE, DIAGNOSZTIKÁJÁRA ÉS A KEZELÉS MONITOROZÁSÁRA.

Szerződésszám: OMFB-02444/2000 (BIO-0051/2000)
Kezdési időpont: 11/10/2000
Időtartam: 32 hónap
Összes költség: 54 M Ft
OM támogatás: 27 M Ft
Rövid cím: Thrombosis diagnosztika
A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A modern fejlett társadalmakban a thrombosisban manifesztálódó kardiovaszkuláris megbetegedések jelentik az elsô számú halálokot. Magyarország az artériás thrombosisok (myocardiális infractus, ischemiás stroke, stb.) morbiditása és mortalitása szempontjából Európában az egyik legrosszabb helyzetben lévő ország. A Leiden mutáció, mely a familiáris vénás thrombosisok elsőszámú oka az európai országok közül szintén Magyarországban fordul elő az egyik legmagasabb gyakorisággal. A fenti okok miatt a haemostasis kóros eltéréseinek a hagyományos és molekuláris genetikai diagnosztikája igen jelentős a betegellátás és a prevenció szempontjából. Új diagnosztikai tesztek kifejlesztése és a már meglévő laboratóriumi eljárások továbbfejlesztése a véralvadás területén javítja a nem invazív laboratóriumi diagnosztika hatékonyságát, fokozza a preventív eljárások hatékonyságát, és jobb betegellátást eredményez.

A projekt a REANAL Rt. és a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudományi Centrum (DEOEC) Klinikai Biokémiai és Molekuláris Patológiai Intézete együttmőködésének keretében valósul meg. A REANAL Rt. a véralvadás területén a diagnosztikai tesztek fejlesztésében komoly hagyományokkal rendelkezik, több kiváló minőségű  exportképes reagens készletet állított elő és forgalmazott. A DEOEC Klinikai Biokémiai és Molekuláris Patológiai Intézete régóta partnere a REANAL-nak a tudományos és fejlesztő munkában. Ez az intézet egyike a vezető európai thrombosis és haemostasis kutató központoknak, a European Thrombosis Research Organization (ETRO) egyik laboratóriuma, s az intézet vezetője az ETRO fôtitkára

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

1) A véralvadási rendszer egyes komponensei aktivitásának és plazma koncentrációjának a mérésére új laboratóriumi módszerek kifejlesztése.

2) Az öröklött és szerzett rizikófaktorok meghatározására szolgáló meglévő módszerek (hagyományos és molekuláris genetikai módszerek egyaránt) módosítása és továbbfejlesztése. 

3) Olyan minőségi kontroll anyagok kifejlesztése és kiválasztása, mely alkalmas a véralvadás laboratóriumi diagnosztikai tesztjeinek kontrollálására.

A MUNKA TARTALAMI LEÍRÁSA
A kutató-fejlesztő munka az alábbi részprojekteket öleli fel:

1. Második generációs funkcionális alvadási assay kifejlesztése az aktivált protein C (APC) rezisztencia detektálására, és ennek alapján az APC érzékenységi ráta mérésére szolgáló laboratóriumi reagenskészlet kialakítása.

2. A protein S meghatározás módosítása és továbbfejelsztése. Kromogén szubsztártot alkalmazó teszt és laboratóriumi reagenskészlet kifejlesztése.

3. Új molekulárgenetikai tesztek kifejlesztése a véralvadás V-ös faktora (FV) Leiden mutációjának, a prothrombin 20210A allélnek és a véralvadás XIII-as faktora (FXIII) Val34Leu polimorfizmusának a detektálására.

4. A REANAL meglévő fibrinogén és prothrombin idő reagenskészletéhez kalibrációs és minőségi kontroll plazmák kiválasztása. Minőségi kontroll preparátum kifejlesztése a következő molekuláris genetikai meghatározásokhoz: FV Leiden mutáció, prothrombin 20210 allél, MTHFR C677T polimorfizmus és FXIII Val34Leu polimorfizmus.

5. A REANAL meglévő aktivált parciális thromboplasztin idő (APTI) reagensének módosítása és fejlesztése, új lupus antikoaguláns érzékeny APTI reagens kifejlesztése és gyártása.

6. Új spektorfotometriás funkcionális FXIII assay-nek és diagnosztikai kitnek a kifejlesztése a XIII-as faktor aktivitás plazmában történő mérésére.

7. ELISA eljárás és diagnosztikai reagenskészlet kifejlesztése a FXIII koncentráció plazmában történő mérésére.

JELENLEGI HELYZET, EREDMÉNYEK

Az APC rezisztencia mérésére szolgáló új diagnosztikai kit kifejlesztése megtörtént és a reagenskészlet REANAL Rt. által történő gyártása megkezdődött. A fibrinogén prothrombin idő kalibrálására, illetve kontrollálására szolgáló plazma preparátumok kiválasztása, és a REANAL által gyártott és forgalmazott fibrinogén (Reanal Fibrinogén) és prothrombin idő (Reaplastin) reagenskészletek kalibrációs és kontroll plazmával való kiegészítése megtörtént. A XIII-as faktor aktivitás és koncentráció meghatározására szolgáló spektorfotometirás és ELISA módszerek kifejlesztése befejeződött, a gyártási adaptáció kidolgozás alatt van. A fentiekben részletezett további eljárások és kontroll anyagok a fejlesztés különböző stádiumában vannak.
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Dendritikus sejt-alapú autológ sejt-terápiás eljárás kidolgozása egyedi, tumor-specifikus immunterápia céljára

Szerződésszám: OMB-02323/00 (BIO-0061/2000)

Kezdési időpont: 2000.08.01.

Időtartam: 17 hónap

Összes költség: 88 M Ft

OM támogatás: 34 M Ft 

Rövid cím: Tumor specifikus egyedi immunterápia

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célja
Olyan dendritikus sejt (DC)-alapú autológ sejt-terápiára alkalmazható in vitro eljárás kidolgozása és optimalizálása, amely egyes tumoros megbetegedések esetében egyedi, tumor-specifikus immunterápia lehetőségét teremti meg. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK háttere

A tumoros megbetegedések megelőzése, korai diagnosztikája, a sebészi beavatkozások fejlődése, az adjuvánsokkal kombinált kemoterápia és radioterápia kidolgozása ellenére bizonyos malignus betegségek gyógyítása még ma sem megoldott. Ezért a tumorsejtek elpusztítását és a metasztázisok kialakulását gátló új lehetőségek - köztük az egyedi immunoterápiás eljárások kifejlesztése - változatlanul az elméleti és klinikai onkológiai kutatások és gyakorlat fontos célkitűzése. A tumorimmunológia területén az elmúlt évtizedben elért új eredmények - elsősorban a tumor regresszió szempontjából fontos tumor-antigének azonosítása - új lehetőségeket nyitott a specifikus tumor-ellenes terápiás eljárások kifejlesztéséhez. A tumor-ellenes terápia során az immunrendszer tumor-ellenes effektor sejtjeinek segítségével kísérlik meg a malignus sejtek ellen irányuló citotoxicitást fokozni a szervezet többi sejtjeinek jelentős károsodása nélkül.

A munka tartalmi leírása

A monocita és dendritikus sejtek előállítási feltételeinek kidolgozása


A mieloid DC-k in vitro körülmények között perifériás vérből vagy leukaferezissel nyert sejt szuszpenzióból származó monocitákból - megfelelő citokinek jelenlétében - két lépésben állíthatók elő. Az in vitro sejttenyésztés legjobb hatásfokkal speciális, borjú szérum mentes médiumban kivitelezhető.

Az  első lépésben a monocita-makrofág differenciációt gátló és a DC differenciációt elősegítő citokinek keverékét alkalmazzuk. Az in vitro tenyésztési feltételek mellett éretlen, osztódó DC-k képződnek, melyek a sejtfelszíni markerek jellegzetes kombinációjával jellemezhetők. Ebben az érési stádiumban történhet a DC-k tumor lizátummal történő „feltöltése”.


A tumor antigénekkel feltöltött DC-k - megfelelő citokinek jelenlétében - végleges differenciációs állapotba kerülnek, amikor antigén felvételre már nem képesek, de rendkívül hatékony hivatásos antigén prezentáló sejtekként működnek és a felszínükön megjelenő kemokin receptorok révén a nyirokcsomókba vándorolnak. Ezt a differenciálódási állapotot szintén jellegzetes sejtfelszíni marker kombináció jellemzi. A DC-k terminális differenciációja autológ monocita kondicionált médiummal, TNF-( jelenlétében vagy más citokin koktél segítségével érhető el.


A munka célja a monociták és DC-k előállítása során az alternatív eljárások összehasonlító vizsgálata. A módszerválasztás legfontosabb szempontjai a reprodukálhatóság, a kinyerés hatásfokának növelése, a gazdaságosság és a terápiás alkalmazás lehetősége. 

A jelen helyzet, eredmények

A preklinikai optimalizálási eljárások kidolgozása

Ahhoz, hogy emberben dendritikus sejt (DS) alapú vakcinációban gondolkozhassunk, egy jól reprodukálható DS előállítási módszerre van szükség, ami a GMP (Good Manufacturing Practice) előírásoknak megfelelő körülmények között megvalósítható és kiküszöböli a DS előállításhoz szükséges többszöri vérvételt. Ehhez a korábban leírt CD14+ monocitából kiinduló, DS előállítást szolgáló metodikát választottuk, mely 2 lépésből áll (differenciálás éretlen DS-é, majd érett DS-é), ahol a kiindulási sejtpopuláció buffy coat vagy leukaferetizált vér. Buffy coat-ból kiindulva a perifériás vér mononukláris sejtjei jó hatékonysággal szeparálhatóak. A monociták dúsítására két módszert hasonlítottunk össze, a plasztik adhézióst és a zselatin-fibronektin adherenciás módszert, mindkettő PBMS-ből vagy aferetizált mononukleáris sejtekből a CD14+, DS prekurzorok megbízható dúsítására szolgál. 

A citokinek jelenlétében történő tenyésztés során a sejtek elérték a pre-DS/éretlen DS állapotot (azaz szabálytalan körvonalú, nagy sejtek, ritkán vagy egyáltalán nem látható nyúlványokkal vagy csipkézettséggel). A végső érést kiváltó citokineket tartalmazó tápfolyadékban történő továbbtenyésztés teljesen érett DS-eket eredményezett (azaz nagy sejtek sok mozgó nyúlvánnyal, melyek stabilak maradtak és nem tapadtak ki egy vagy két napig továbbtenyésztve őket citokinek nélküli tápfolyadékban). A fagyasztás feltételeit meghatároztuk arra az esetre, ha PBMS fagyasztott egységeiből állítunk elő DS-t . A PBMS fagyasztási vizsgálatai azt mutatták, hogy nincs szelektív monocita vesztés. 

Az eredmények azt mutatják, hogy ezzel a módszerrel nagyszámú standard DS nyerhető (3x107 érett DS/buffy coat), mely alkalmas a DS alapú vakcina klinikai kipróbálásának megbízható kivitelezésére, melyben az eredmények összehasonlíthatóak. 
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PERIFÉRIÁSAN HATÓ OPIOID KLINIKAI FARMAKOLÓGIAI

VIZSGÁLATA

Szerződésszám: OMFB-02318/00 (BIO-0064/2000)

Kezdési időpont: 2000.10.03

Időtartam: 3 év
Összes költség: 17 M Ft
OM támogatás: 10 M Ft
Rövid név: NOPAIN

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE


A fájdalom a leggyakoribb panasz, amivel a betegek orvoshoz fordulnak. A gyógyszeres fájdalomcsillapítás ennek ellenére mindmáig megoldatlan kérdés. Az aszpirinszerű ún "minor analgetikumok" gyenge fájdalomcsillapítók, melyek csak az enyhe és középsúlyos fájdalmak ellen hatnak, a súlyos fájdalmakat nem enyhítik. A morfinszerű ún. "major analgetikumok" vagy opiátok nagyon hatékonyak, használatukat azonban mellékhatásaik, elsősorban a hozzászokás, a gyógyszer függőség veszélye, rendkívüli mértékben korlátozzák. A világszerte nagy intenzitással folyó kutatások ellenére mindeddig nem sikerült az opiátok kívánatos és káros hatásait érdemben elválasztani egymástól. 1999-ben egy svéd-német-osztrák-magyar konzorcium elnyerte az Európai Unió EU 5 keretprogramjának támogatását a krónikus mozgásszervi fájdalom és gyulladás csillapítására alkalmas eredeti, perifériás támadáspontú (tehát az opiátok közismert nemkívánatos hatásaitól mentes), állatkísérletekben hatékony és biztonságos opiát vegyület kidolgozására.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA
A pályázat célja az, hogy készen álljunk - lehetőleg a világon elsőként - az említett EU5 project keretében kidolgozandó hatékony és biztonságos vegyület klinikai farmakológiai vizsgálatára. Ahhoz, hogy ez a vegyület az orvosi gyakorlatban alkalmazható, az egészségügyi hatóságok által regisztrált gyógyszerré váljon, egy sor - egészséges önkénteseken és az adott betegségben szenvedő betegeken elvégzendő - klinikai farmakológiai vizsgálatra (klinikai kutatásra) van szükség. Jelen pályázat feladata ennek a klinikai kutatásnak az előkészítése az I. fázisú humán vizsgálatok megtervezéséig, azzal a céllal, hogy a széleskörű klinikai vizsgálatok a maguk idejében Magyarországon kezdődhessenek el.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A gyógyszer jelölt molekula modellvegyületével elvégezzük a szükséges kiegészítő preklinikai (farmakokinetikai és farmakodinámiai) vizsgálatokat, módszert dolgozunk ki a modellvegyület nanogramos mennyiségeinek analitikai meghatározására a plazmaszintek rendszeres ellenőrzése céljából a tervezett humán vizsgálatok során, végül mindezen adatok 

birtokában elkészítjük a krónikus mozgásszervi fájdalmak és gyulladások opioid kezelését célzó gyógyszerjelölt I A .fázisú klinikai vizsgálatának (Phase I.A Clinical Study, egészséges önkénteseken végzendő ún. tolerancia vizsgálatok) és I B.fázisú klinikai vizsgálatának (Phase I.B Clinical Study, egészséges önkénteseken végzendő metabolizmus. vizsgálatok) részletes tervét, a szükséges Egyedi Betegnyilvántartó Lapokkal, laboratóriumi vizsgálati protokollal, az etikai elvek megfogalmazásával és az eredmények értékelésének statisztikai módszerével 

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK
A project első éve során megtörtént a gyógyszerjelölt molekula modell kiválasztása. A koordinátornál előrehaladt a klinikai protokollok későbbi elkészítéséhez szükséges háttérdokumentáció (a klinikai vizsgálatok naprakész szakmai, jogi és etikai szabályrendszere, a \SYMBOL 100 \f "Symbol" opiod receptorok szakirodalmi bibliográfiája, a krónikus mozgásszervi fájdalmak és gyulladás ortopédiai és reumatológiai aspektusa) összeállítása, a Partnereknél pedig folyik a gyógyszerjelölt molekula modell preklinikai vizsgálata, illetve analitikai  kémiai meghatározási módszerének kidolgozása.
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BIOTECHNOLÓGIAI ÚTON ELŐÁLLÍTOTT, DAGANATOS ÁTTÉTEK KIALAKULÁSÁT GÁTLÓ HATÁSÚ GABONA KIVONAT (AVEMAR) FEJLESZTÉSE

Szerződésszám: OMFB-02663/2000 (BIO-0072/2000)

Kezdési időpont: 11/15/2000.

Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 26,6 M Ft

OM támogatás: 16 M Ft

Rövid cím: Antimetasztatikus hatású gabona-kivonat fejlesztése.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Búzacsíra élesztővel történő fermentációjáról a szakirodalom először 1940-ben közölt adatokat. Megállapították, hogy a fermentáció során a búzacsíra redukált glutation szintje eliminálódik, de a folyamat részletes mechanizmusát nem tudták felderíteni. 1950-ben Vuataznak sikerült kimutatnia, hogy a glutation szint csökkenéséért a fermentáció során képződő anyagok felelősek. 1952-ben Cosgrove és munkatársai megállapították, hogy ezek a molekulák a metoxi-p-benzokinon és a 2,6-dimetoxi-p-benzokinon.

E felismerések biokémiai jelentőségére Szent-Györgyi Albert mutatott rá. Szent-Györgyi rájött arra, hogy a búzacsíra is „peroxidáz típusú” növény, és kísérletezni kezdett, hátha sikerül ebben a növényi anyagban megtalálnia a légzési lánc hiányzó fenol komponenseit. A „peroxidáz típusú” növények ugyanis a parafeniléndiamint kék színű iminné oxidálják. E növényi szövetek többszöri, alapos extrakció után is adják e színreakciót, vagyis a folyamat oldhatatlan sejtstruktúrákhoz kötött. Elképzelése szerint ezeknek a vegyületeknek elsődleges szerepük lehet az immunitás fenntartásában is.

Szent-Györgyi Albert daganatos betegségekkel kapcsolatos kutatásaira alapozott fejlesztőmunka eredményeként tehát kidolgoztunk egy állatkísérletekben bizonyítottan, illetve a jelenleg folyó klinikai vizsgálatokban is már tényszerűen bizonyított eredményeket mutató antimetasztatikus hatású növényi kivonatot. A fermentált búzacsíra kivonat vizes extraktumból kinyert, biológiailag aktív molekulakeveréket tartalmazó, és a 2,6–dimetil-benzochinon tartalomra standardizált vízoldékony, szájon át (per os) alkalmazható komplex anyag AVEMAR kereskedelmi néven került gyógyszertári forgalomba. 

A daganatos betegségekkel kapcsolatos kutatások során egyre több figyelmet kell fordítani a metasztázisok (áttétek) kialakulásának megismerésére és a folyamat megelőzésére, hiszen a daganatos betegségekben a halálozást az esetek legnagyobb részében nem az elsődleges tumor, hanem a kialakuló áttétek okozzák. 

Számos preklinikai vizsgálat bizonyítja, hogy léteznek antimetasztatikus, az áttétek kialakulását gátló hatású vegyületek, amelyek egyben citosztatikus hatással is bírnak. Ezek a vegyületek nagyrészt növényi eredetűek (Taxol, Iscador), de vannak köztük szintetikus úton előállított molekulák is. Ennek ellenére egyelőre nincsen olyan szer, amely szelektíven csak a rákos sejteket pusztítaná el és az egészséges sejtekre nincs káros hatással. Legtöbb olyan súlyos mellékhatásokat okoz, amely megnehezíti a gyakorlati alkalmazását.

A klinikai gyakorlatban is alkalmazott kemoterápiás szerek mellékhatásai rendkívül megterhelik a beteg szervezetét, vérképük kóros irányba változik, immunfunkciók károsodnak, ezen kívül rákos senyvességben (kahexia) szenvednek, amely tovább ronthatja a kezelés esélyeit. 

Tudományos és gazdasági szempontból is jelentős eredménynek számít tehát egy mellékhatásokkal nem rendelkező, nem toxikus, antimetasztatikus készítmény fejlesztése és gyártása. 

 A fermentált búzacsíra kivonattal végzett nagyszámú in vitro és in vivo vizsgálatok során megállapítást nyert, hogy:

· több különböző kísérleti metasztázis modellben gátolja a rosszindulatú daganatok áttétképzését.

· Significansan fokozza az egerek lépéből kinyert limfociták Concanavalin-A kezelés által előidézett blastos transzformációját. 

· Co-isogen – bőrtranszplantációs modellben a thymusuktól előzetesen műtétileg megfosztott állatokban significansan lerövidítette a bőrtranszplantátum túlélési idejét, jelezvén, hogy az anyag az immunvédekezés restitutioját idézi elő, két egymástól 2 nagyságrenddel különböző dózistartományban közel azonos mértékben. 

· Limfoid leukémiás sejtvonalakon (Jurkat-leukémiás T-sejt, BL-41-B-sejt és U937 myelomonocyta) a Major Histocompatibily Complex MHC class I. proteinek expressziójának 70-85%-os csökkenését, down-regulációját és jelentős (24 óra alatt 20-40%-os) apoptozist váltott ki, melyet megelőzött bizonyos specifikus proteinek dózisfüggő módon serkentett tirozin-foszforlációja és az extracellularis térből Kálcium (Ca2+) ionok beáramlása, az intracellularis Ca2+ koncentráció emelkedése. Ugyanakkor normál perifériás vérből nyert nyugvó-mononukleáris sejtek esetében nem váltott ki hasonló mértékű apoptozist. 

· Növeli a TNF indukált citotoxicitást és a makrofágok TNF termelését. Dózistól függően csökkenti a perifériás mononucleáris sejtek phitohaemaglutinin (PHA) indukált proliferációját. 

· A szisztémás lupus erythematosus (SLE) (bőrfarkas) nevű emberi autoimmun betegség kísérletes egér modelljében, significans mértékben csökkenti az immunizálásra használ, antigénre adott humoralis immunválaszt, s tartósan csökkenti a különböző autoantitestek (az anti dsDNA, az egér 16/6 Id és az antihiston) termelését, mellyel párhuzamosan a betegségre jellemző egyéb paraméterek (vörösvérsejt-süllyedés, fehérvérjest-szám, proteinuria) is normalizálódtak. 

· A kezelés az SLE megbetegedés alapját képező, immunreakcióban a Th1, Th2 citokin hálózatban támadt zavarokat, az egyensúly helyreállítása irányában modulálta és ezáltal enyhítette a betegség klinikai manifestatioját. 

· Az emberi rheumatoid arthritis (RA) nemzetközileg használt kísérletes modelljében un. patkány adjuvans arthritis (AA) modellen a Dexamethasonhoz és Indomethacinhoz hasonlóan gátolta ill. csökkentette a Mycobacterium butyricum injectio által kiváltott elsődleges és másodlagos (immunmedialt) válaszrekaciót és significans gyulladásgátló hatást fejtett ki. 

· Macrophagokban, myeloid sejtvonalakban önmagában indukálta cytokinek termelődését. E sejtek LPS (lipopolysaccharid) és PMA (phorbol-myristyl-acetat) által kiváltott aktiválódását szinergisztikusan fokozta, számos cytokin gén felfokozott expresszióját és a sejtekből számos gyulladást moduláló cytokin kibocsátását eredményezte. Legnagyobb mértékben a TNF és IL-6 termelését növelte. Magasabb dózisokban viszont az involvált molekuláris mechanizmusok túlaktiválása révén a sejtek pusztulását eredményezte. Lymphoid sejtek TNF termelését nem befolyásolta. 

· Más (HeLa ) sejtvonalban a stressz-kinazok aktivitását dózisfüggően fokozta.

· A TNF-nek ICAM-1 adhaesios molekula indukáló hatását fokozta, míg microvascularis endothel sejtek VCAM expresszióját nem befolyásolta.

A patkányokban az Azoxymethan carcinogennel előidézett rákképződés folyamatára kemopreventív, pontosabban biopreventív hatást fejtett ki: a kezelésben részesült állatoknak significánsan kisebb hányadában alakult ki daganat, és az egyes állatokban kialakult daganatok száma is csökkent. 

Az ismertetett vizsgálatok eredményei alapján kirajzolódott, hogy az Avemar igen kifejezett immunmodulaló, immunrekonstitutív, sőt immunregulátor hatással rendelkezik. Ugyanakkor több száz daganatos betegre kiterjedő vizsgálatok szerint fogyasztása semmiféle toxicus káros mellékhatással nem jár, megerősítve a 2 speciesen egéren és patkányon végzett acut és subacut toxicologiai vizsgálatok negatív eredményét.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A pályázat célja az alkalmazott fermentációs lépéseket tartalmazó technológia felülvizsgálata, hatékonyságának növelése és optimálása a végtermék hatásának, hatékonyságának és minőségi jellemzőinek megtartása mellett, valamint a nagy mennyiségben keletkező melléktermékek újrahasznosítása.

1.
A fermentáció időtartamának, illetve a felhasznált alapanyagok (egyéb növényi alapanyagok, mikroorganizmusok, enzimek, adalékanyagok, a felhasznált víz) mennyiségének csökkentése és optimalizálása, valamint a technológia egyes lépéseinek (sűrítés, szűrés, szárítás) fejlesztése a projekt egyik célja. 

Mindezen belül ki kell választani a célnak leginkább megfelelő búzafajta csíra frakcióját; „food safe” mikroorganizmust (Saccharomyces törzs, tejsav baktériumok); az inokulum optimális szaporodási fázisát; fermentációs körülményeket (pH, idő, hőmérséklet stb.); fermentáció kivitelezésének technológiáját; hatóanyag kinyerésére szolgáló módszert (szárítás, oldószeres extrakció stb.).

A fermentáció optimális paramétereinek megállapításával, a technológia kivitelezésével és a méretnövelés problémáinak megoldásával a fermentált búzacsíra kivonat nagy mennyiségben és gazdaságosabban gyártható. Ebből következően csökken az in vivo kísérletek és a humán vizsgálatokra gyártott készítmény előállításának költsége. Várhatóan a gazdaságosabb technológia kifejlesztésével csökkenthető a termék piaci ára, többen hozzájuthatnak az étrend kiegészítőként forgalmazott kivonathoz.

2. A technológia során keletkező nagy mennyiségű szűrőlepény illetve szűrőiszap, amely a búzacsíra és a pékélesztő vízben nem oldódó maradékát tartalmazza, alkalmas lehet takarmányozási célokra. Előzetes vizsgálatok alapján elmondható, hogy a szűrőiszap beltartalmi adatai igen jók (magas nyersfehérje-tartalom). Az értékes, fehérjében gazdag alapanyag biológiai érték/ár célfüggvény szerinti optimálással valamint etetési kísérletekkel alátámasztott hasznosítását, illetve ennek megfelelő technológia kidolgozását szeretnénk megoldani a projekt során. 

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA
A célkitűzésekben megfogalmazottak szerint a projekt elsődleges célja az AVEMAR gyártási technológiájának, a felhasznált alapanyagok és folyamatok optimalizálása, valamint ezek eredményei alapján a jelenlegi technológia módosítása, továbbfejlesztése. Ennek eléréséhez a következő részfeladatok elvégzése szükséges:

1. Modellrendszer felállítása, amely alapján a növényekben és a fermentáció során lejátszódó hidrokinon-gükozid – kinon átalakulás alapvető szabályai tanulmányozhatók. A modellrendszer vizsgálatával információkat nyerhetünk a fermentáció optimálásához, előzetes adatokat szolgáltathat a megfelelő mikroorganizmus kiválasztásához, a reakció körülményeinek beállításához.

1.1. Ehhez elsőként a vizsgált kinon-származékok a búzacsírában előforduló glükozidjainak enzimes illetve szintetikus úton történő előállítása szükséges. 

1.2. Enzimek, enzimrendszerek hatásának ellenőrzése a modellben. Ennek eredményei alapján olyan élelmiszerbiztonsági szempontból megfelelő mikroorganizmusok (Saccharomyces, tejsavbaktériumok) kiválasztása, amelyek a megfelelő enzimaktivitással rendelkeznek. 

2. A megfelelő alapanyag kiválasztásához a következő lépésként különböző fajtájú búzák csíra frakciójának összehasonlítása szükséges a belőlük képződő benzokinonok mennyisége szempontjából. A kutatás minden fázisában a termékek benzokinon-tartalmát egy általunk fejlesztett nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiás módszerrel követjük nyomon.

3. A megfelelő alapanyag ismeretében kiválasztható az a mikroorganizmus, amellyel a fermentációt végezzük és optimáljuk.

3.1. Ezen belül meg kell határozni az inokulum azon megfelelő szaporodási fázisát, ahol a folyamat szempontjából fontos enzim, illetve enzimek aktivitása maximális.

4. A kiválasztott alapanyag (fajtaazonos búzából készült búzacsíra) és mikroorganizmus ismeretében laboratóriumi körülmények között optimálható a fermentációs folyamat. Első lépésben lombikban, 100-200 ml-es térfogatban végezzük az optimálást. A fermentáció hatékonyságát a képződött és a fermentlében feldúsult benzokinon-származékok nyomon követésével ellenőrizzük. A fermentációt befolyásoló tényezők közül első lépésben a következők hatását kívánjuk megvizsgálni az optimálás során: hőmérséklet, pH, fermentáció ideje, tápanyagok, levegőztetés, kevertetés, fermentáció kivitelezése (kevertetett, illetve töltött oszlop).

Az optimálás során felmerülő egyéb paraméterek szintén bekerülnek az optimálás menetébe.

Az optimálás kivitelezését kísérlettervezési módszerek (Faktortervek, szimplex-, módosított szimplex módszer) alkalmazásával tervezzük. A kísérleti eredmények matematikai statisztikai módszerek alkalmazásával kerülnek kiértékelésre.

5. A laboratóriumi optimálás eredményei alapján a fermentációt nagyobb térfogatban 3-5 l-es laborfermentorban, majd félüzemi körülmények között is elvégezzük. A méretnöveléssel járó feladatok illetve felmerülő problémák, az adott körülményekre igazítva, további optimálási lépésekkel megoldhatók illetve kiküszöbölhetők. A félüzemi fermentációs léptéknövelés 300-400 l-es tételméretekben történik az előzetes optimálási részeredmények összesítése, értékelése alapján. 


Félüzemi szinten a fermentáció optimálását kiegészíti a kapcsolódó elválasztási műveletek optimálása is.

6. A főtermékre irányuló technológiai fejlesztés a megelőző lépések eredményeinek felhasználásával az alábbi kérdésekre keres választ:


· Mely fermentációs paraméterek mellett kapható leggazdaságosabban a fajlagosan legmagasabb biológiai hatással rendelkező készítmény?

· Milyen elválasztási műveletsorral jutunk el fajlagosan a legkedvezőbb beltartalmi értékű frakcióhoz (szűrlethez)?

· Hogyan befolyásolja a kiegészítő műveletek (sűrítés, szárítás) során alkalmazott hőterhelés a kapott készítmény biológiai aktivitását és egyéb paramétereit (pl.: konzisztencia, száríthatóság, kapott por szemcseeloszlása, térfogattömege stb.)?

· Mely minőségügyi ellenőrzési pontok beépítése szükséges a rendszerbe, milyen tűrési intervallumokkal?

7. Az új technológia során kapott melléktermék (szűrőiszap) vizsgálata beltartalmi, takarmányozási szempontokból, etetési kísérletekkel.

8. A szűrőiszap tartósításának kidolgozása, többek szárítási módszerek, tartósítószerek adagolásának ellenőrzése technológiai, gazdasági szempontból.

9. A gyártási folyamat melléktermékeként keletkező szűrőiszap feldolgozása során keressük azokat a technológiai variánsokat, ahol megfelelő stabilitású, reprodukálható minőségű, ugyanakkor gazdaságosan előállítható, takarmányadalék vagy takarmánykomponens nyerhető az értékes összetevőket tartalmazó masszából.

· Helyszíni koncentrálás, konzerválás lehetőségei, szállítható, kezelhető konzisztencia kialakítása.


· Szárítási variánsok: hordozón vagy önmagában, a beltartalmi vizsgálatok alapján célzott tápanyagösszetevő-arány elérésének figyelembevételével.

JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Számos részjelentés elkészült, rendkívül pozitív eredménnyel. A célkitűzések szerinti vállalt kötelezettségek teljesítése 2003. novemberben várható.
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AP-1 riporterplazmid alapú HTS kidolgozása és alkalmazása

Szerződésszám: OMFB-00055/00 (BIO-0080/2000)

Kezdési dátum: 2000. március 1.

Időtartam: 2 év

Összes költség: 40 M Ft

OM hozzájárulás: 20 M Ft

Rövid cím: AP-1 HTS

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A gyógyszerkutatás fázisai közül az egyik legnehezebb és leg-időigényesebb lépés a potenciálisan gyógyszerré fejleszthető molekulák, az un. „lead" molekulák azonosítása. A nagyméretű vegyülettárak, robotizált és miniatürizált tesztek és megfelelő informatikai háttér által támogatott High Throughput Screening (HTS) egy viszonylag új stratégia, melynek célja a „lead” molekulák elődjéül szolgáló vegyületek az un. találatok (hits) gyors és megjósolható módon való azonosítása in vitro.

Aktivátor protein-1 (AP-1) -t, először mint a humán metallothionein IIa (hMTIIa) promóter optimális alapaktivitásához in vivo és in vitro egyaránt szükséges transzkripciós faktort azonosították. Nem sokkal ezután az AP-1 kötőhelyét számos génben azonosították mint TPA (12-O- tetradecanoylphorbol 13-acetate) response element (TRE) -et. AP-1 aktiválódást emlős sejtekben számos fiziológiás és patológiás körülményben leírták, többek között, gyulladásban oxidativ stresszben és karcinogenezisben.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Az indukált AP-1 hatását csökkentő vegyület(ek) azonosítására alkalmas, riporterplazmid felhasználásával kialakított, sejtalapú HTS fejlesztése és ezt követően a teszt alkalmazásával a Richter Gedeon Rt. Vegyülettárának tesztelése és a találatok azonosítása.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

Pályázatunkban az AP-1 fehérje hatását egy un. riporterplazmid esszében vizsgáljuk. Az AP-1 fehérjét specifikusan kötő rövid DNS szekvenciát egy könnyen és nagy hatékonysággal kimutatható fehérjét (szekretált alkalikus foszfatáz, SEAP) kifejező plazmidba építettük. Megfelelő szubsztát hozzáadását követően a SEAP aktivitásának mérésével, a vele arányos AP-1 aktivitást is következtetni tudunk. A plazmid konstrukciót humán sejtek genomjába juttatjuk és stabil sejtvonalat hozunk létre. A a sejtek tenyésztését a kezelését nagyszámú vegyület tesztelésére alkalmas módon, 96 lyukú tenyésztő edényekben végezzük így lehetőségünk van arra, hogy a Vegyülettárban levő molekulákat egyenként, a kiválasztott aktivátor mellé a sejtekre juttatva meghatározzuk azok AP-1 gátló hatását.

Összefoglalva, a munka a következő fázisokra osztható:

Teszt fejlesztés

1. AP-1 kötőhelyet tartalmazó riporterplazmid létrehozása

2. A plazmid strukturális és funkcionális jellemzése

3. A plazmidot stabilan tartalmazó sejtvonal létrehozása és jellemzése

4. A mérés miniatürizálása, automatizálható formába való fejlesztése

Az AP-1 HTS teszt futtatása

1. Oldatvegyülettár kialakítása

2. Tesztelés

3. Adatok kiértékelése

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

1. Létrehoztunk egy folyamatosan bővülő vegyülettárat 

2. Létrehoztunk egy, a nagyszámú, napi több ezer, vegyület in-vitro tesztelésére alkalmas laboratóriumi hátteret.

3. Létrehoztunk és jellemeztünk egy transzgenikus, emberi eredetű sejtvonalat, amely genomiálisan tartalmazza az AP-1 szekvenciával meghajtott, SEAP enzim riportergént. A riportergén termékét, a SEAP enzimet kemilumineszcenciás módon detektálhatjuk.

4. A tesztfejlesztés során megoldottuk, hogy a sejtek tenyésztését a kezelését és a méréseket nagyszámú vegyület tesztelésére alkalmas módon, 96 lyukú tenyésztő edényekben végezzük.

5. Megkezdtük a Vegyülettár tesztelését és a találatok értékelését.
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Modellrendszer létrehozása originális gyógyszerfejlesztésre a molekulatervezéstől az in vitro-in vivo rendszereken át a farmakogenetikai módszerekkel történő betegkiválasztásig

Szerződésszám: OMFB-02442/00 (BIO-0084/2000)

Kezdési időpont: 10/11/2000

Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 125,5 M Ft

OM hozzájárulás: 30 M Ft

Rövid cím: Modellrendszer létrehozása originális gyógyszerfejlesztésre

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HáttERE

A pályázat célja egy középméretű gyógyszerkutató- és fejlesztő cég, a Biorex Rt. gyógyszer-fejlesztésének felgyorsítása és modernizálása. A project a komputeres molekulamodellezéstől a genetikai módszerekkel történő betegkiválasztásig a fejlesztés minden aspektusához hozzájárul. Modellrendszerként egyik célterületünket, a kardiovaszkuláris megbetegedések kezelésére történő gyógyszerfejlesztést választottuk. A pályázatban megcélzott fő fejlesztési területeink a molekulamodellezés és a virtuális inverz screening; a gyógyszer-jelölt interakció vizsgálata felületi plazmonrezonancia módszerével (SPR); speciális transzgén állatok előállítása és tenyésztése in vivo és in vitro tesztelésre; betegségspecifikus génbank létrehozása farmakogenetikai gyógyszerfejlesztés céljából/előkészítésére. 

Az atherosclerosis korunk egyik leggyakoribb betegsége, amely az összes halálozási ok több mint 50%-ért felelős a fejlett államokban. A genetikai tényezők közül elsősorban a zsíranyag-cserében szerepet játszó gének (apolipoprotein B, cholesteryl ester transfer protein, apolipoprotein E) elváltozásai a felelősek. Az apolipoproteinek (apoB-100 és apoB-48) központi szerepet játszanak a lipoproteinek metabolizmusában és a vérplazma lipid transzportjában. A human cholesteryl ester transfer protein (hCETP) a plazma choleszterin eloszlás szabályozásában játszik szerepet, a CETP fokozott expressziója hypertrigly-ceridemiát és hypercholesteremiát idéz elő, amely az állatok korának előrehaladtával a sziv koszorúereinek elváltozásait és 6 hónapos kor után myocardiális infarktust hoz létre. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célja
· A gyógyszer-jelölt fehérjekötődésének computeres virtuális inverz screenelése és vizsgálata (4SC GmbH), molekulamodellezés a Sybil szoftver kiterjesztett verziójával.

· Felületi plazmonrezonancia mérések segítségével gyógyszer-target kölcsönhatások vizsgálata.

· Humán apolipoprotein B-100 (hApoB) és (hCETP) fehérjét túltermelő transzgenikus egereketés (hApoB x hCETP) kettős transzgenikus egerek létrehozása.

· Betegségspecifikus génbank létesítése a magyar lakosság köréből.

A munka tartalmi leírása 

A 4SC GmbH beindította a számítógépes virtuális inverz screening munkákat. Ezzel párhuzamosan a Biorexnél megtörtént a kibővített - fehérje kötődési vizsgálatokra is alkalmas - SYBYL szoftver telepítése és betanulása.

BRX lead molekulák és lead-jelöltek kötését fogjuk vizsgálni a hősokk faktorhoz, és a 70 és 90 kDa-os hősokkfehérjékhez (a Hsp70-hez és a Hsp90-hez). Mindemellett a felületi plazmonrezonancia mérések alkalmat fognak adni arra is, hogy ezen – az élő sejtekben egymással komplexet képző – molekulák gyógyszerjelöltek hatására létrejövő kölcsönhatás-változásait is detektálhassuk.
A genetikailag módosított állatokat standard technikákat alkalmazva, a következő lépések szerint hoznánk létre: A human apoB-100 és a human CETP cDNS-t humán máj cDNS génkönyvtárból klónozzuk, EST-próbák segítségével. A heterozygota transzgenikus állatok keresztezésével homozygota transzgenikus vonalakat alakítunk ki. Végül a két transzgenikus vonal keresztezése révén kettős transzgenikus állatokat (hapoB X hCETP) hozunk létre.

JELEN helyzet, eredményeK
Kémiai vonatkozás: A 4SC GmbH beindította a számítógépes virtuális inverz screening munkákat. Elkészült a Biorex két gyógyszerjelölt molekulájának vizsgálata, a valószínűsített kötő fehérjék találati halmazának értékelése folyamatban van. Ezzel párhuzamosan a Biorexnél megtörtént a kibővített - fehérje kötődési vizsgálatokra is alkalmas - SYBYL szoftver telepítése és betanulása.

A transzgenikus labort sikeresen felszereltük és az megkezdte működését. A mikroinjektáláshoz szükséges Hoffman optikával felszerelt mikroszkóp és a mikromanipulátor üzembe helyezése megtörtént. A mikroinjektálás betanítása jelenleg folyik. 

Jó ütemben haladunk előre a human ApoB-100 és a human CETP transzgén-konstrukciók előállításával és tisztításával.

A kardiovaszkuláris veszélyeztetett betegek (2-típusú diabétesz, túlsúlyos betegek) és családtagjaik mintáinak gyűjtése folyamatban van. 423 kardiovaszkuláris és 52 túlsúlyos beteg DNS és fenotipusos adatait tároljuk. Új PCR (T3 Termocycler) beszerzésére került sor a genotipizáláshoz.
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BIOTECHNOLÓGIAI ÚTON, FERMENTÁCIÓVAL ELŐÁLLÍTOTT BÚZACSÍRA-KIVONAT (AVEMAR) FEJLESZTÉSE, DAGANATOS MEGBETEGEDÉSEK SZUPPORTÍV TERÁPIÁBAN TÖRTÉNŐ FELHASZNÁLÁSA

Szerződésszám: OMFB-02440/2000. (BIO-0098/2000)

Kezdési időpont: 10/10/2000.

Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 50,5 M Ft
OM támogatás: 30,3 M Ft

Rövid cím: Antimetasztatikus szupportív terápiás készítmény fejlesztése.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Búzacsíra élesztővel történő fermentációjáról a szakirodalom először 1940-ben közölt adatokat. Megállapították, hogy a fermentáció során a búzacsíra redukált glutation szintje eliminálódik, de a folyamat részletes mechanizmusát nem tudták felderíteni. 1950-ben Vuataznak sikerült kimutatnia, hogy a glutation szint csökkenéséért a fermentáció során képződő anyagok felelősek. 1952-ben Cosgrove és munkatársai megállapították, hogy ezek a molekulák a metoxi-p-benzokinon és a 2,6-dimetoxi-p-benzokinon.

E felismerések biokémiai jelentőségére Szent-Györgyi Albert mutatott rá. Szent-Györgyi rájött arra, hogy a búzacsíra is „peroxidáz típusú” növény, és kísérletezni kezdett, hátha sikerül ebben a növényi anyagban megtalálnia a légzési lánc hiányzó fenol komponenseit. A „peroxidáz típusú” növények ugyanis a parafeniléndiamint kék színű iminné oxidálják. E növényi szövetek többszöri, alapos extrakció után is adják e színreakciót, vagyis a folyamat oldhatatlan sejtstruktúrákhoz kötött. Elképzelése szerint ezeknek a vegyületeknek elsődleges szerepük lehet az immunitás fenntartásában is.

Szent-Györgyi Albert daganatos betegségekkel kapcsolatos kutatásaira alapozott fejlesztőmunka eredményeként tehát kidolgoztunk egy állatkísérletekben bizonyítottan, illetve a jelenleg folyó klinikai vizsgálatokban is már tényszerűen bizonyított eredményeket mutató antimetasztatikus hatású növényi kivonatot. A fermentált búzacsíra kivonat vizes extraktumból kinyert, biológiailag aktív molekulakeveréket tartalmazó, és a 2,6–dimetil-benzochinon tartalomra standardizált vízoldékony, szájon át (per os) alkalmazható komplex anyag AVEMAR kereskedelmi néven került gyógyszertári forgalomba. 

A daganatos betegségekkel kapcsolatos kutatások során egyre több figyelmet kell fordítani a metasztázisok (áttétek) kialakulásának megismerésére és a folyamat megelőzésére, hiszen a daganatos betegségekben a halálozást az esetek legnagyobb részében nem az elsődleges tumor, hanem a kialakuló áttétek okozzák. 

Számos preklinikai vizsgálat bizonyítja, hogy léteznek antimetasztatikus, az áttétek kialakulását gátló hatású vegyületek, amelyek egyben citosztatikus hatással is bírnak. Ezek a vegyületek nagyrészt növényi eredetűek (Taxol, Iscador), de vannak köztük szintetikus úton előállított molekulák is. Ennek ellenére egyelőre nincsen olyan szer, amely szelektíven csak a rákos sejteket pusztítaná el és az egészséges sejtekre nincs káros hatással. Legtöbb olyan súlyos mellékhatásokat okoz, amely megnehezíti a gyakorlati alkalmazását.

A klinikai gyakorlatban is alkalmazott kemoterápiás szerek mellékhatásai rendkívül megterhelik a beteg szervezetét, vérképük kóros irányba változik, immunfunkciók károsodnak, ezen kívül rákos senyvességben (kahexia) szenvednek, amely tovább ronthatja a kezelés esélyeit. 

Tudományos és gazdasági szempontból is jelentős eredménynek számít tehát egy mellékhatásokkal nem rendelkező, nem toxikus, antimetasztatikus készítmény fejlesztése és gyártása. 

 A fermentált búzacsíra kivonattal végzett nagyszámú in vitro és in vivo vizsgálatok során megállapítást nyert, hogy:

· több különböző kísérleti metasztázis modellben gátolja a rosszindulatú daganatok áttétképzését.

· Significansan fokozza az egerek lépéből kinyert limfociták Concanavalin-A kezelés által előidézett blastos transzformációját. 

· Co-isogen – bőrtranszplantációs modellben a thymusuktól előzetesen műtétileg megfosztott állatokban significansan lerövidítette a bőrtranszplantátum túlélési idejét, jelezvén, hogy az anyag az immunvédekezés restitutioját idézi elő, két egymástól 2 nagyságrenddel különböző dózistartományban közel azonos mértékben. 

· Limfoid leukémiás sejtvonalakon (Jurkat-leukémiás T-sejt, BL-41-B-sejt és U937 myelomonocyta) a Major Histocompatibily Complex MHC class I. proteinek expressziójának 70-85%-os csökkenését, down-regulációját és jelentős (24 óra alatt 20-40%-os) apoptozist váltott ki, melyet megelőzött bizonyos specifikus proteinek dózisfüggő módon serkentett tirozin-foszforlációja és az extracellularis térből Kálcium (Ca2+) ionok beáramlása, az intracellularis Ca2+ koncentráció emelkedése. Ugyanakkor normál perifériás vérből nyert nyugvó-mononukleáris sejtek esetében nem váltott ki hasonló mértékű apoptozist. 

· Növeli a TNF indukált citotoxicitást és a makrofágok TNF termelését. Dózistól függően csökkenti a perifériás mononucleáris sejtek phitohaemaglutinin (PHA) indukált proliferációját. 

· A szisztémás lupus erythematosus (SLE) (bőrfarkas) nevű emberi autoimmun betegség kísérletes egér modelljében, significans mértékben csökkenti az immunizálásra használ, antigénre adott humoralis immunválaszt, s tartósan csökkenti a különböző autoantitestek (az anti dsDNA, az egér 16/6 Id és az antihiston) termelését, mellyel párhuzamosan a betegségre jellemző egyéb paraméterek (vörösvérsejt-süllyedés, fehérvérjest-szám, proteinuria) is normalizálódtak. 

· A kezelés az SLE megbetegedés alapját képező, immunreakcióban a Th1, Th2 citokin hálózatban támadt zavarokat, az egyensúly helyreállítása irányában modulálta és ezáltal enyhítette a betegség klinikai manifestatioját. 

· Az emberi rheumatoid arthritis (RA) nemzetközileg használt kísérletes modelljében un. patkány adjuvans arthritis (AA) modellen a Dexamethasonhoz és Indomethacinhoz hasonlóan gátolta ill. csökkentette a Mycobacterium butyricum injectio által kiváltott elsődleges és másodlagos (immunmedialt) válaszrekaciót és significans gyulladásgátló hatást fejtett ki. 

· Macrophagokban, myeloid sejtvonalakban önmagában indukálta cytokinek termelődését. E sejtek LPS (lipopolysaccharid) és PMA (phorbol-myristyl-acetat) által kiváltott aktiválódását szinergisztikusan fokozta, számos cytokin gén felfokozott expresszióját és a sejtekből számos gyulladást moduláló cytokin kibocsátását eredményezte. Legnagyobb mértékben a TNF és IL-6 termelését növelte. Magasabb dózisokban viszont az involvált molekuláris mechanizmusok túlaktiválása révén a sejtek pusztulását eredményezte. Lymphoid sejtek TNF termelését nem befolyásolta. 

· Más (HeLa ) sejtvonalban a stressz-kinazok aktivitását dózisfüggően fokozta.

· A TNF-nek ICAM-1 adhaesios molekula indukáló hatását fokozta, míg microvascularis endothel sejtek VCAM expresszióját nem befolyásolta.

· Növeli a TNF indukált citotoxicitást, de a speciálisan TNF érzékennyé tett tumor-sejtek TNF érzékenységét nem fokozta.

A patkányokban az Azoxymethan carcinogennel előidézett rákképződés folyamatára kemopreventív, pontosabban biopreventív hatást fejtett ki: a kezelésben részesült állatoknak significánsan kisebb hányadában alakult ki daganat, és az egyes állatokban kialakult daganatok száma is csökkent. 

Az ismertetett vizsgálatok eredményei alapján kirajzolódott, hogy az Avemar igen kifejezett immunmodulaló, immunrekonstitutív, sőt immunregulátor hatással rendelkezik. Ugyanakkor több száz daganatos betegre kiterjedő vizsgálatok szerint fogyasztása semmiféle toxicus káros mellékhatással nem jár, megerősítve a 2 speciesen egéren és patkányon végzett acut és subacut toxicologiai vizsgálatok negatív eredményét.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Az Avemar, mint természetes alapanyagú fermentált készítmény, a toxikológiai vizsgálatok alapján toxicitással nem bír, de kísérletes vizsgálatok szerint rendelkezik immunrekonstituciót keltő hatással, továbbá csökkenti rosszindulatú daganatok áttétképzését és elősegíti ismert cytostaticumok áttétképzést csökkentő hatását, sejttenyészetben pedig apoptosist fokozó hatással rendelkezik. Ezen tulajdonságok alapján feltételezhető, hogy az Avemar a szervezetre nézve kedvező irányban befolyásolja rosszindulatú daganatok keletkezését. Az ilyen jellegű hatás meglétének vagy hiányának felderítése érdekében szándékozunk a carcinogenitás kemoprevenciójának tanulmányozására in vivo vizsgálatokat végezni a SEB I.sz. Pathológiai és Kisérleti Rákkutató Intézet közreműködésével.

A már eddig elvégzett, az Avemar in vitro sejtproliferációt és apoptózist befolyásoló, valamint egyes citogenetikai paraméterekre gyakorolt hatásának tisztázására irányuló vizsgálatokat a vizsgálati esetszámok növelése és a vizsgált anyag koncentrációjának változtatása mellett szándékozunk tovább vizsgálni. Eddig ezeket a vizsgálatokat PHA stimulált humán limfocitákon végezték. Tekintettel arra, hogy az Avemar tartalmaz mitogen aktivitású lektineket, a további vizsgálatok során a PHA-val stimulált limfociták mellett megvizsgáljuk a PHA nélkül, csak Avemarral kezelt limfociták sejtkinetikai paramétereit, mellyel az Avemar közvetlen sejtproliferációra gyakorolt aktivitására következtethetünk. A célkitűzések között szerepel in vivo Avemart orálisan használó donorok limfocitáinak sejtkinetikai és citogenetikus vizsgálata is a klinikai vizsgálatokkal szoros együttmüködésben.

A vizsgálatok elvégzését az OKBI Humán Citogenetikai és Molekuláris Toxikológiai Osztály végzi.

A fejlesztés következő stádiumában szükségessé válik, hogy a GCP (Good Clinical Practice) szerinti fázis III. klinikai vizsgálatokat is elvégeztessük. Ezek a vizsgálatok a fázis II. vizsgálatokból levont következtetésekre épülve, már randomizált, placebo kontrollal, kettős vak vizsgálatokat jelentenek. Itt szükségessé válik a hatóanyag komponens(ek)re vonatkozó farmakokinetikai (felszívódás, kiürülés, metabolitok stb.) eredmények bemutatása. A farmakokinetikai vizsgálatok elvégzéséhez szükséges olyan kvalítatív és kvantítatív kimutatási módszerek kidolgozása, amely az emberi vérszérumból egyértelműen meghatározzák az Avemar jelenlétét az emberi szervezetben. A MTA-KKKI kutatócsoportja erre vonatkozóan kifejlesztett két módszert, amelyet tovább kívánunk fejleszteni. Ezen kívül lehetővé válik a farmakokinetikai mérések elvégzése, amelynek segítségével a készítmény dozírozása pontosítható és hozzáigazítható a rákbetegség stádiumához.

Az eddig elért in vitro, in vivo és klinikai eredmények alapján az Avemar további fázis II. klinikai vizsgálata daganatos betegségek szupportív terápiás rendszerében orvos szakmai szempontból is indokolt. A vizsgálatok célja a GCP (Good Clinical Practice) szabályai szerint, nagy létszámú, homogén beteganyagon, különböző rákos betegségcsoportokon, statisztikai módszerek segítségével is igazolni a készítmény daganatos metasztázis gátló hatását. Az elkövetkezendő 3 év ilyen irányú vizsgálatsorozata elégséges annak a kérdésnek az eldöntésére, hogy a terápiás hatékonyság indokolja-e fejlesztési folyamat folytatását.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

Carcinogenitási kemoprevenciós vizsgálat

A carcinogenitás kemoprevenciójának tanulmányozására több kísérleti módszert dolgoztak ki. Az általunk használni kívánt in vivo modellben az Azoxymethane (AOM) vagy dimethylhydrazin (DMH) által keltett patkány colorectalis carcinoma prevenciója vizsgálható. A módszer F 344 patkányon működik, melyekben a human colorectalis tumorokhoz hasonlóan magas Ki-ras mutációs arányt mutató colorectalis tumorok keletkeznek. Ezzel a módszerrel mutatják ki pl. a halolaj és természetes flavonoidok kemoprevenciós hatását. 

Az Avemar in vitro sejtproliferációt és apoptózist befolyásoló hatásának vizsgálata.

A donorok véréből Ficoll-Hypaque gradiensen szeparált limfociták 66 órás brómdezoxi-uridin jelenlétében történő sejttenyésztés (fitohemagglutinin jelenlétében vagy anélkül) után az összes DNS-t propidium jodiddal, a bróm-dezoxi-uridint inkorporált DNS-t FITC-konjugált anti-bróm-dezoxi-uridinel festjük, majd fluoreszcens jeleket a fényszórási jelekkel együtt Becton Dickinson FACScan áramlási citométerben ( Argon lézer, 25 mW, 488 nm) mérjük. 

Sejtkinetikai és citogenetikai vizsgálatok

Az áramlási citometriás mérésekkel párhuzamosan a sejtekben az OKBI-ben kifejlesztett genotoxikológiai monitor keretében meghatározzuk a HPRT pontmutációk gyakoriságát, folyadék szcintillációs méréssel a 3H-timidin inkorporációt, az UV indukált DNS-repair szintézist, a kromoszóma aberrációk és a testvér-kromatid kicserélődések gyakoriságát is.

Fázis II. klinikai vizsgálatok

A GCP (Good Clinical Practice) szabályai szerint statisztikailag értékelhető módon kontrollált klinikai vizsgálatok elvégzése az Avemar potenciális hatásának igazolására vagy cáfolására. A klinikai vizsgálatokban megfelelő esetszámban, összesen 250 tumoros beteg bevonását tervezzük, akik a state of the art onkológiai terápiában részesültek (műtét, kemoterápia, besugárzás), majd az adjuváns kezelés befejezése után 5 évig, avagy az állapot romlásig Avemar kezelésben részesülnek.

Az Avemar humán vérszérumból történő meghatározása

Mérési módszer kifejlesztése az Avemar 2,6-dimetoxi-benzokinon (2,6-DMBQ) kvantitatív analízisére.
Mintaelőkészítési módszer fejlesztése

A módszernek alkalmasnak kell lennie a 2,6-DMBQ humán vérszérummintákból történő szelektív és nagy hatékonyságú extrakciója. 

Mintaelőkészítési és mérési módszer együttes optimalizációja.

Az alkalmazott mintaelőkészítési módszer alapvetően maghatározza a zavaró/háttér komponensek profilját, ezeknek megfelelően célszerű a mérési módszer utólagos optimalizációja.

A teljes analitikai módszer validációja

A validáció tartalmazza az alsó és felső méréshatár megállapítását, a kalibráció linearitásának vizsgálatát, a mérési eredmények reprodukálhatóságának meghatározását.

Klinikai minták vizsgálatának elvégzése.

JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Számos részjelentés elkészült, rendkívül pozitív eredménnyel. A célkitűzések szerinti vállalt kötelezettségek teljesítése 2003. novemberben várható.
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ANTITEST KOMPETÍCIÓS TESZT (AKT) P-GLIKOPROTEIN KONFORMÁCIÓ-FÜGGŐ KVANTITATÍV KIMUTATÁSÁRA ÉS ANNAK HEMATOLÓGIAI DIAGNOSZTIKAI ALKALMAZÁSA

Szerződés szám: OMFB-02692/2000 (BIO-0106/2000)

Kezdési időpont: 2000. november 23.

Időtartama: 32 hónap

Teljes költség: 36 M Ft

OM támogatás: 21,6 M Ft

Rövid cím: AKTuális P-glikoprotein diagnosztika

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A tumorok gyakran ellenállóak kemoterápiával szemben, oly módon, hogy a kemoterápiás szerek intracelluláris koncentrációja a toxikus szint alá csökken. A multidrog rezisztencia (mdr) jelenségért gyakran felelős ABC (ATP binding cassette) transzporter, a P-glikoprotein (Pgp), a citosztatikumok széles spektrumát képes a sejtekből eltávolítani, a kemoterápiás kezelést kudarcra ítélve. A szubsztrátok megkötésének és a sejtekbol történo eltávolításának pontos mechanizmusa még nem ismert. Konformáció változásra utalnak azok a kísérletek, melyek egyes monoklonális antitestek megváltozott kötődési sajátságait mutatták ki, a pumpa szubsztrát-telítése mellett. Ezek egyike az UIC2 antitest, melynek kötődése megnő szubsztrátok, ill. a multidrog rezisztenciát revertáló, moduláló ágensek jelenlétében. 

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célja

A pályázat egyik fő célja a hemoproliferatív kórképekben a kemoterápiát nehezítő multidrog rezisztencia hátterében gyakran szerepet játszó Pgp kifejeződés kimutatására bevált antitest-kötődésen alapuló metodikák bevezetése a hazai klinikai diagnosztikai vizsgálatok körébe és ezzel egyidejüleg az előbbiek kombinatív alkalmazásával kifejlesztett új eljárásunk ("antitest kompeticiós teszt", "AKT") kipróbálása és klinikai diagnosztikai bevezetése. Másik fő célunk az AKT eljárás továbbfejlesztése és piaci értékesítése új revertáló ágensek szűrése, tesztelése, kifejlesztése céljaira.

A munka tartalmi leírása

Nemzetközi kollaboráció keretében különböző Pgp epitópok ellen termeltetett antitestek állnak rendelkezésünkre, melyek segítségével észleltük azt a jelenséget, mely a pályázatban szereplő módszer alapja (H. Nagy et al.: P-glycoprotein conformational changes detected by antibody competition. Eur. J. Biochem. in press): az UIC2 antitest csak kevéssé befolyásolta az MM12.10 antitest kötődését, de ha a Pgp-t kifejező sejtvonalat bizonyos modulátorokkal vagy szubsztrátokkal kezeltük, az UIC2 antitesttel való előinkubáció után az MM12.10 kötődése nagymértékben lecsökkent vagy teljesen megszűnt. A modulátoroknak két szélsőségesen eltérő típusú módozata különböztethető meg, melyből az egyik megvalósítja azt a konformációs változást, mely az MM12.10-hez képest az UIC2 kötődését teszi dominánssá, míg a másik nem.

A jelen helyzet, eredmények

A szerződés/támogatás első fél- egy évében az AKT esszé és a vele rokon UIC2 shift-esszé által tükrözött konformációs történések legfontosabb mozzanatait megértettük, az AKT teszt gyakorlati alkalmazásai számára a metodikai előkísérleteket elvégeztük, a klinikai vizsgálatokat elkezdtük. Az AKT eljárás és az UIC2-shift korrelációs analízise a két eljárás szoros, (de nem teljesen kölcsönös) összefüggésére utal. A modulátor kezelés előtt egymás mellett felkötődő (nem kompetáló) UIC2 és MM12.10 antitest a membránban elkülönülő patch-ekben látható, konfoklis mikroszkópos tanulmányaink szerint. A sejtvonalakon bevált Cy5 festékkel történő jelölés artefaktumokat produkált limfocitákon, ezért áttértünk a biotinált antitestek indirekt detektálására. Kipróbáltuk az AKT eljárást eddig összesen kb. 20 különböző revertáló szer esetében: ezek mindegyike vagy pontosan úgy viselkedett, mint a verapamil, vagy pontosan úgy, mint a cyclosporin A. Vagyis eddigi méréseink szerint a revertáló szerek ezen eljárással valóban két szélsőséges csoportba sorlhatók, ami alkalmat ad az erős (CSA-szerű) revertáló szerek screen-elésére. Szabadalmi beadvány készült: Szabó Gábor és mtsai, "Antitest kompeticiós teszt (AKT) P-glikoprotein és egyéb sejtfelszíni receptorok, pumpák és fehérjék konformáció-változásainak kvalitatív, illetve konformáció-függő kvantitatív kimutatására és annak alkalmazásai." címmel benyújtva 2001. március 2.-án (hiv.szám: P0100948). 
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BAROMFIPESTIS ELLENI MAREK VÍRUSVEKTORT ALKALMAZÓ REKOMBINÁNS IN OVO VAKCINA KIFEJLESZTÉSE

Szerződésszám: OMFB-02533/00 (BIO-0111/2000)

Kezdési időpont: 01/01/2001

Időtartam: 3 év

Teljes költség: 105 M Ft

OM támogatás: 45 M Ft 

Kutatási téma: állatgyógyászat

Rövid cím: Rekombináns Marek vakcina

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE 

A baromfipestis (Newcastle Disease, ND) egyike a legsúlyosabb fertőző baromfibetegségeknek, amely a világ minden részén jelentős gazdasági károkat okoz. Ezek hatására már az 1940-es években intenzív kutatómunka kezdődött a betegség elleni hatékony vakcinák kifejlesztésére. A madarak vakcinázásának területén az élővírusos vakcinák már a kezdetektől fogva virágkorukat élik, majd az 1970-es évektől érdeklődéssel fordultak a megfelelő védettséget biztosító, inaktivált vírus antigént tartalmazó vakcinák felé is. A tojóktól kapott maternális immunitás nem képes megvédeni az utódokat a broiler csirkék teljes nevelési idejét jelentő 6 héten keresztül. Ezért szükséges a fiatal csirkék immunizálása, de a maternális eredetű passzív immunitás csökkenti a vakcina hatékonyságát, a többszöri újraoltás pedig a baromfitenyésztés költségét növeli. A rekombináns vakcinák fejlesztésének fő célja a napos csibék keltetőben történő vakcinázását követően a teljes broiler nevelési periódusra kiterjedő aktív védettség kialakítása a baromfipestissel szemben. A rekombináns vakcinák in ovo alkalmazása a csirkék életre szóló magas szintű immunitásának kialakításra nyújt alternatív lehetőséget az állatok egyszeri immunizálásával.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

1. Génsebészet

· A baromfipestis vírus F és HN antigénjeit hatékonyan kifejező Marek vírus-, vagy pulykaherpeszvírus (HVT) vektor konstrukció készítése.

2. Állatkísérletek

· Hatékonysági és ártalmatlansági vizsgálatok SPF csirkében a legbiztatóbb vektor konstrukció kiválasztására.

· Immunitás tartósság, vírusürítés és terjedés vizsgálata SPF csirkén.

· A vektor vírussal történő esetleges perzisztens fertőződés vizsgálatára alkalmas módszer kidolgozása és a célszervek vizsgálata.

3. Ipari alkalmazás kidolgozása

· A vektor vakcina termelési eljárásának kidolgozása a GMP előírásaival összhangban.

· A termék kívánatos stabilitását biztosító összetétel kifejlesztése és vizsgálata.

· A termék genetikai stabilitásának vizsgálatára alkalmas molekuláris biológiai módszer kidolgozása.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A Ceva-Phylaxia Rt. a csirkék Gumboroi-betegsége (Infectious bursal disease, IBD) elleni in ovo immunkomplex vakcina (ICV) fejlesztése során kellő tapasztalatokat szerzett a K+F és a termelési folyamatok kidolgozása terén. Bár a hagyományos módszerekkel szemben az in ovo vakcinázás számos előnnyel bír, az ICV előállításához drága hiperimmun savóra van szükség. Jelen munka során megpróbálunk olyan in ovo alkalmazható rekombináns vakcinát kifejleszteni, amely Marek-, vagy pulykaherpeszvírus vektorba ágyazva hordozza a baromfipestis F és HN génjeit. Az ilyen vakcina konstrukció számos előnnyel rendelkezik mind az immunkomplex in ovo, mind a hagyományos vakcinákkal szemben. Az apathogén Marek vírus és a pulykaherpeszvírus egyedülálló a baromfivírusok között abban a tekintetben, hogy hiperimmun savó hozzáadása nélkül alkalmas in ovo vakcinázásra. A rekombináns vektor konstrukciót egyfajta „keretként” kívánjuk felhasználni - a beépített idegen gének kicserélésével - más betegségekkel szembeni vakcinákat is tartalmazó, in ovo vakcinacsalád fejlesztése során. Az IBD elleni in ovo vakcinázás hatására korábbi, homogénebb, tartósabb immunválasz alakul ki, mint az élő vakcinák egyszeri alkalmazását követően. Hasonló előnyöket várunk a fejlesztésre váró vakcina esetében is.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Az első lépés a különböző rekombináns konstrukciókat védő szabadalmak kutatása volt. 

A következő a munka tudományos és technikai hátterének megteremtése volt (szakirodalom áttekintése, anyagok, eszközök beszerzése). 

Megterveztük a vektor konstrukciókat, valamint az ezek előállításához szükséges primereket. A Meq promotert és a GFP gént sikeresen felszaporítottuk PCR-rel.

Jelenleg a vektorhoz szükséges HVT felszaporítását és tisztítását végezzük.
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A CSONTRITKULÁS HISZTAMINFÜGGŐ PATOMECHANIZMUSÁNAK ÉS MEGELŐZÉSÉNEK KUTATÁSA
Szerződésszám: OMFB-02692/2000 (BIO-0113/2000)

Kezdési időpont: 2000. november 03.

Időtartama: 32 hónap

Teljes költség: 33,5 M Ft

OM támogatás: 20 M Ft

Rövid cím: A csontritkulás hisztaminfüggő pathomechanizmusa

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Az osteoporosis az indusztrializált társadalmak egyik legnagyobb, legtöbb embert érintő súlyos egészségügyi problémája. Az iparilag fejlett országokban évente több millió csonttörés hátterében állt csontritkulás. A USA egy Kongresszusi Bizottsági jelentése szerint 1998-ban az osteoporosis következményeinek gyógyítása 13.8 milliárd USD$ orvosi költséget rótt az egészségügyi ellátásra, s ezek a költségek több milliárd EURO-ra rúgtak Európában is. Nők esetében a következményes okok miatt 1999-ben a csontritkulást a második haláloknak nyilvánították..

Az emberi életkor határának kitolódásával a csontritkulás (osteoporosis) valószínűsége három alapvető okra vezethető vissza:

1. a postmenopausában lévő nők esetében az oestrogénhiány miatt,

2. az öregedéssel párhuzamosan, nőkben és férfiakban egyaránt,

3. a corticosteroid kezelések egyik fő mellékhatásaként.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK célja

A pályázat alapkonvcepcióját megalapozó tudományos felismerés a Semmelweis Egyetem, Általános Orvostudományi Kar, Genetikai, Sejt-és Immunbiológiai Intézetézetében Dr. Falus András egyetemi tanár vezetésével történt. A hisztamintermelésért felelős hisztidin dekarboxiláz (HDC) enzim kiütésével hisztaminmentes egerek egyik, nagyon váratlanul jelentkező fenotipusa az volt, hogy csontjaik vastagabbaknak bizonyultak, és ezekben az állatokban ovariectomia (OVX) (tehát oestrogén depléció) hatására nagy mértékben enyhült, illetve egyáltalán nem következett be osteoporosis. A „normális” HDC-vel rendelkező, ettől eltekintve a knock-out egérrel azonos egerekben az ovarium eltávolítása drámai csontritkulást eredményez. Kísérletekkel igazolni lehetett, hogy a hisztaminhiány csontvédő hatása mögött a HDC knockout egerek emelkedett calcitriol (1(25-dihydroxy D vitamin) szintje áll. Néhány emberekben mért eredmény (magas osteoporosis előfordulási esély emelkedett szérum hisztamin szint mellett mastocytosisban, Crohn betegségben) is alátámasztja az állatkisérletes adatokat a hisztamin csontritkulást emelő, illetve közvetlenül a hisztaminhiány csontritkulást gátló hatására vonatkozóan.

A fentiekre alapozva a pályázat egyik fő célja annak kutatása, hogy az állatkísérletes megfigyelések milyen mértékben extrapolálhatók az osteoporosis kialakulására emberben. Ennek megfelelően a hazai populációból kiválasztva a legveszélyeztetettebbet, a postmenopausás nőket, illetve ezek közül kiemelve az allergiás betegségben szenvedőket, a következő kérdésekre keresünk választ:

1. Hogyan függ össze a korábbi antihisztamin illetve szteroid terápia a csontritkulással?

2. Milyen a hisztaminreceptorok száma illetve a hisztaminantagonistákra való reakcióképesség összefüggése a későbbi csontritkulással?

3. A hisztaminreceptorok közvetlen mérése mellett, mely könnyen monitorozható sejtfelszini illetve intracelluláris marker illetve hormonális vizsgálat mutat a hisztaminreceptorokkal korrelációt?

4. Állatkísérletes modellben igazolható-e a forgalomban levő hisztaminantagonisták ostoporosis-t gátló hatása?
A munka tartalmi leírása

A K+F projekt célja egy újszerű osteoporosis diagnosztikai eljárás kifejlesztése, amely a hisztamin csontritkulásra kifejtett igazolt hatásán alapul. A munka során a világon eddig egyedülálló hisztaminreceptor specifikus monoklonális antitesteket hozunk létre és nagy tömegre beállított új gyorsdiagnosztikai formulát alakítunk ki. Hosszabb távon a munka lehetőséget kínál a meglevő osteoporosis terápia kiegészítésére hisztaminantagonistákkal.

A projekt sikeres megvalósításának feltétele az alábbi kérdések sikeres megválaszolása

1. Milyen a hisztaminreceptorok száma illetve a hisztaminantagonistákra való reakcióképesség összefüggése a későbbi csontritkulással?

2. A hisztaminreceptorok közvetlen mérése mellett mely könnyen monitorozható sejtfelszini illetve intracelluláris marker illetve hormonális vizsgálat mutat a hisztaminreceptorokkal korrelációt?

3. Az allergiában szenvedő betegek előzetes antihisztamin alkalmazásának felmérésével illetve állatkisérletes modellben adagolva igazolható-e a forgalomban levő hisztaminantagonisták ostoporosis-t gátló hatása?

A kérdések megválaszolása két megközelítésben, állatkísérletek eredményeiből valamint emberi populációkon történő felmérések, kliniai, radiológiai, laboratórdiagnosztikai vizsgálatok eredményeiből történik.

A jelen helyzet, eredmények

Anti-hisztaminreceptor ellenes monoklonális antitestek fejlesztése: Nemzetközi együttműködéssel (dr. U. Schaeffer, Köln) szintetizáltunk három oligopeptidet, melyek megfelelnek a három emberi hisztaminreceptor (H1R, H1R és H3R) molekula azon extracelluláris részének amelyek a hisztamin kötésében részt vesznek. Eddig a H3 receptor ellen sikerült monoklonális antitestet előállítanunk, és biztató eredményeink vannak a H2 receptor elleni antitesttel. A HDC knock-out és vad típusú egér csontok radiológiai és denzitometriás adatainak kiértékelésére új softvert fejlesztettünk, amely standard pontok kijelölése alapján lesz alkalmas a csont ásványi anyag tartalmának, valamint növekedési sajátosságainak összehasonlító mérésére valamint kiértékelésére. 

A HDC knockout egérmodellen optimalizáltuk a kísérleti körülményeket a hisztaminantagonisták ovariectomiával indukált osteoporosisra gyakorolt hatásának tesztelésére. Egy tumornövekedési modellben, SCID immunhiányos egereken H2 antagonistákat valamint egy, a hatást emelő tamoxifen származékot alkalmaztunk in vivo. (közlés alatt a Melanoma Research c. brit folyóiratban). E kisérletsorozat folytatása a H1 antagonista (Triprolidine) és H3 antagonista (tioperamid) alkalmazása, valamint egérosteoclastok és osteoblastok H1, H2 és H3 receptor expressziójának mérése. Fontos funkcionális genomikai eredményünk, hogy mintegy 9960 egér gén (az egér genom 55%) cDNS-t tartalmazó microarray-en (Incyte) igazoltuk, hogy a calcitonin receptor aktivitást módosító fehérje 3, hisztaminhiányos (HDC knockout) egerekben jelentősen csökkent kifejeződést mutat, ami részben magyarázza, hogy a HDC-/- egerek csontjai vastagabbak, ovariectomiára kevésbé érzékenyek.

Az emberi vizsgálati csoportok kiválasztásának alapja az anamnézis volt. A betegcsoportok kiválasztásának igazolását a betegek nőgyógyászati hormonális státuszának felmérésével végeztük, amelynek jellemzésére valamint a csontanyagcsere megítéléséhez végzett vizsgálatok: ösztradiol, FSH, LH, progeszteron, PTH, osteocalcin,  crosslaps

Immunstátusz monitorozás sejtfelszíni markerekkel történt flow citometriás vizsgálatokkal.

HDC és hisztamin tartalom mérése beállításra került.

Az eredményeket Excel adatbázis kezelő programban rögzítettük.
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Nagy populációkat érintő betegségek szűrésére alkalmas PCR alapú módszerek kifejlesztése diagnosztikus kittek előállítása céljából

Szerződésszám: OMFB-02320/00 (BIO-0115/2000)

Kezdési időpont: 07/12/00

Időtartam: 15 hónap

Teljes költség: 26,7 M Ft

OM hozzájárulás: 13,3 M Ft

Rövid cím: PCR alapú szűrőmódszerek

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Az elmúlt néhány évben világossá vált, hogy számos olyan betegséggel kapcsolatos vagy betegséget okozó mutáció létezik, amelyik előfordulása alapján nagy populációkat érint. Egy klasszikus példa az V-ös alvadási faktor aktivált protein C rezisztenciát okozó mutációja, amit gyakran a Leiden mutáció néven emlegetnek, ez az átlagos magyar populáció 6 %-át érinti. Az ilyen állapotok spektruma folyamatosan bővül, másrészről ezek nagy hányada egyszerű PCR reakcióval kimutatható.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A pályázat a következő célokat foglalta magába:

(1) Olyan PCR módszerek kifejlesztése, melyek alkalmasak mutációk kimutatására (ezek magukba foglalják az ismert mutációkat, mint pl. a Leiden mutáció, de olyanokat is, melyek a pályázat során állnak kutatás alatt),

(2) Ismert mutációk gyakoriságának meghatározása a hazai átlagpopulációban (pl. faktor V Cambridge vagy Hong Kong),

(3) Olyan mutációk keresése, melyek eddig nem ismertek, de nagyobb populációkat is érinthetnek (pl. az organikus kation transzporter OCTN2 mutációi, melyek myopathiát/cardiomyopathiát okozhatnak),

(4) Magyar népességminták vizsgálata az ilyen mutációk gyakoriságának és ebből fakadóan a következményes fontosságának megítéléséhez

(5) Olyan PCR alapú módszerek (és/vagy leírások) készítése, melyek egy átlagos laboratóriumban felhasználhatók és mintegy blokk-rendszerben épülnek fel (ezek magukba foglalnák a következőket: a.: univerzálisan használható DNS izolálási leírások és kittek, b.: specifikus, konkrét mutációs vizsgálati leírások és/vagy kittek, c.: univerzális felhasználhatóságú gél szeparációs eljárások PCR termékek számára).

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A fenti célok elérése egyetemi intézetek és biotechnológiai cégek bevonásával történik. A módszerek kidolgozása, folyamatos tesztelése és minőségbiztosítása, új mutációk keresése, a módszertani leírások elkészítése az egyetemi intézetek feladata. A tudományos eredmények birtokában a biotechnológiai cégek döntenek azok hasznosíthatóságáról, pozitív döntés esetén a cégek szervezik meg a termékek, azaz a kittek hazai előállítását és forgalmazását. 

JELEN HELYZET
Az egyetemi intézetek hozzájárulásának köszönhetően több betegséget okozó mutáció előfordulási gyakoriságát meghatároztuk a magyar népességmintákban. Bizonyos mutációk gyakorisága hasonló az európai előfordulási gyakorisághoz, bár az is kiderült, hogy bizonyos mutációk gyakorisága annyira alacsony, hogy kittek előállítása ezek vizsgálatára kérdéses jelentőségű. További eredményként az OCTN2 gén új, eddig nem ismert mutációit ismertük fel, jelen pillanatban ezek előfordulási gyakoriságát vizsgáljuk.

ELÉRT EREDMÉNYEK
Eddig öt DNS extrakciós kitt forgalmazását kezdtük meg, melyek az eredeti célok mellet azok ésszerű kiterjesztését is magukba foglalják (pl. a humán vér és gél DNS izolálásra alkalmas kitt mellett kifejlesztettünk kittet plazmid és növényi DNS izolálásra is). A kölcsönösen elfogadott egyezség alapján ezeket a Zenon Bio Kft (kezdettől a project alvállalkozója) forgalmazza saját termékneve alatt. Elkészültek mutációs kittek leírásai néhány mutáció vizsgálatára és egy univerzális haszosítású gél-detekciós kitt leírása is gyártás megkezdésére alkalmas leírások formájában.
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A multidrog transzporter fehérjékkel kölcsönható gyógyszerek hatékony in vitro tesztelésének kidolgozása

Szerződés száma: OMFB-02321/2000 (BIO-0117/2000)

Kezdési időpont: 2000. március

Időtartama: 28 hónap

Teljes költsége: 49,9 M Ft 

OM támogatás: 20 M Ft

Rövid cím: Multidrog rezisztencia tesztelés
A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A daganatok kemoterápiájának hatékonyságát jelentősen csökkenti, ill. megakadályozza az ún. széleskörű (multidrog) rezisztencia (MDR) kialakulása, amelynek fő oka két membránfehérje, az MDR1 (P-glikoprotein) és az MRP1 felszaporodása. Ezek a fehérjék aktív transzporttal eltávolítják a sejtekből az alkalmazott citosztatikus anyagokat, megakadályozva így azok hatását. Emellett a multidrog transzporter fehérjék számos egyéb gyógyszer hatását, metabolizmusát és szervezeti megoszlását is jelentősen befolyásolják, így gyógyszer-kölcsönhatásaik vizsgálata számos területen jelentősen elősegítheti a gyógyszerfejlesztés folyamatát.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A fejlesztés fő célja a multidrog transzporterek működését gátló, ill. módosító gyógyszerek és egyéb vegyületek vizsgálati módszereinek kidolgozása, azaz egyrészt az MDR1 és MRP1 fehérjék vizsgálatára széles körben elterjedt alapmódszerek (Calcein assay, ATPáz assay) kiterjesztése további ABC transzporter fehérjékre (MRP2, MRP3), másrészt nagy-hatékonyságú (high-throughput, HT) in vitro módszerek kifejlesztése az MDR és az MRP típusú homológ fehérjékkel kölcsönható vegyületek tesztelésére, majd ezen módszerek alkalmazása nagyszámú új, illetve adatbázisban már meglévő vegyületek vizsgálatára.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

A munka során először egy könnyen automatizálható, mikrotálcás módszert fejlesztünk ki MDR1 és MRP1 Calcein assay ill. ATPáz aktivitás mérésére. Ezt követően egy új fehérjét, az MRP3-at klónozzuk és expresszáltatjuk in vitro, majd a korábban már kifejeztetett MRP2-vel együtt ATPáz assay módszert dolgozunk ki a két fehérje vizsgálatára. A kifejlesztett módszerekkel folyamatosan tesztelünk meglévő, ill. újonnan előállított olyan vegyületeket, melyeknek multidrog rezisztencia moduláló hatása lehet.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Eddigi tevékenységeinket összefoglalva, a korábban kidolgozott alap metodikákat (Calcein assay, ATPáz assay) a célkitűzésnek megfelelően sikerült átültetnünk és továbbfejlesztenünk egy könnyen automatizálható formává. Az egyes mérések időtartamát a lépések optimalizálásával (pl.: vizsgálandó vegyületek lemezen való hígítása több-csatornás pipetta felhasználásával, egyes különálló lépések összevonása, nagy hatékonyságú lemez leolvasó használata stb.) sikerült jelentősen lerövidítenünk, s így automatizálhatóvá tennünk. Megkezdtük az MRP3 klónozását ill. vizsgálati rendszereinkkel elindítottuk hazai és nemzetközi gyógyszergyártó cégek vegyületeinek vizsgálatait.
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HIDROXIMSAV SZÁRMAZÉKOK ALS KEZELÉSÉRE

Szerződésszám: OMFB-02744/00 (BIO-0137/2000)

Kezdési időpont: 01/01/2001

Időtartam: 24 hónap

Összes költség: 37,5 M Ft

OM támogatás: 21,6 M Ft

Rövid cím: Új gyógyszer ALS kezelésére

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A neurodegeneratív betegségeket (amyotrophiás laterálsclerosis, Parkinson kór, Alzheimer betegség, Huntington kór) bizonyos idegsejt csoportok krónikus, évek alatt kialakuló károsodása jellemzi. A betegségek etiológiája ismeretlen, de a neuronkárosodás pathomechanizmusának számos részletét már feltárták.  Az idegsejteket károsító folyamatok közös elemei közül a legáltalánosabbak az intracelluláris kalcium felhalmozódása, az excitotoxikus stressz, illetve a felszaporodó szabad gyökök által okozott sérülés. A leggyakoribb humán neurodegeneratív betegségek közül kiemelkedő az amyotrophiás laterálsclerosis (ALS), mert ez a betegség széleskörben elfogadott állatmodelleken tanulmányozható, másfelől a kórlefolyást befolyásoló gyógyszer máig sem ismeretes.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A pályázó N-Gene Kft. Olyan molekula-család (hidroximsav-származékok, NG-vegyületek) vizsgálatát végzi, amelynek köréből az amyotrophiás lateralsclerosis (ALS) gyógyszeres kezelésére nagy valószínűséggel alkalmas vegyület(ek) választhatók ki a későbbi fejlesztés céljára.

Az újonnan előállított NG-vegyületek specifikus szűrővizsgálatára és hatékonyságának meghatározására az ALS sporadikus- és a familiáris formájának állatkísérletes modelljeit alkalmazzuk.

A MUNKA TARTALMI LEÍRÁSA

Olyan beavatkozási pont kifejlesztését célozzuk meg, mely még a fő pathológiai kaszkád beindulása előtt képes a folyamatokat megállítani, vagy káros hatásukat mérsékelni.  Megközelítésünk a már megindult pathológiai kaszkád lassítására, vagy megállítására irányul.  Előzetes kísérleteink rámutatnak, hogy PARP inhibítorok alkalmazása igen eltérő kísérleti paradigmákban is protektív hatású lehet. Ezért hidroximsav-származékok családját fejlesztettük ki annak reményében, hogy ezek közül a nem toxikus és a neurodegeneratív folyamatok lassítására hatékonyan alkalmazható molekulákat tudunk kiszűrni. Minthogy rendelkezésünkre áll az ALS mindkét formájának elfogadott modellje, sőt, a pályázók által kifejlesztett immun-mediált modell igen gyors előzetes tesztelést is lehetővé tesz, célunk, hogy a kifejlesztett molekulák hatását ezeken a kísérleti modelleken teszteljük. Ezek a vizsgálatok jelezhetik, hogy melyek azok a vegyületek (PARP inhibítorok), melyekkel érdemes az ALS kivédését, vagy lassítását megcélozni.

A JELEN HELYZET, EREDMÉNYEK

Korábban végzett vizsgálatainkban előállítottunk néhány hidroximsav-származékot, melyek nem toxikus PARP inhibítorok, és jelentős kardioprotektív hatással rendelkeztek.  Ezen előzetes eredmények jelezték, hogy a PARP gátlása jelentős mértékben csökkenti az ischemia-reperfúzió okozta mitokondriális szabad gyök termelést, mely megfigyelés jelezheti a PARP inhibítorok egy új mitokondriális támadáspontját is.  Előzetes vizsgálataink szintén jelezték, hogy az egyik kifejlesztett PARP gátló vegyület jelentős mértékben csökkentette a cisplatin által okozott vesekárosodást anélkül, hogy csökkentené a cisplatin tumorellenes hatását.

A familiáris ALS modelljeként elismert G93→A SOD1 transzgenetikus egereken egy előkísérletben vizsgálva az NG-005 PARP gátló hatását azt tapasztaltuk, hogy a szer szignifikánsan megnövelte a SOD1 mutáns egerek túlélését.  Továbbá kimutatható volt, hogy az NG-005 kezelt egerek gerincvelőjében csökkent a fehérjék nitrozilációja.

Egy előkísérletben a sporadikus ALS immun-mediált modelljében szintén megvizsgáltuk az NG-L gátló hatását.  Az egerek anti-motoneuronális IgG intraperitoneális oltásával indukált motoneuron károsodás mértékét a PARP inhibítor alkalmazása csökkentette.
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Ergot alkaloidok előállítása fermentációval

Szerződésszám: OMFB-00054/2001 (BIO-0140/2000)

Kezdés időpontja: 01/07/2000

Időtartam: 36 hónap

Összes költség: 80 M Ft

OM támogatás: 40 M Ft
Rövid cím: alfa-ergokriptin fermentáció

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Az (-ergokriptin több gyógyszer alapanyaga. Napjainkban elsősorban a rozson élősködő gomba, a Claviceps purpurea szkleróciumából oldószeres extrakcióval állítják elő. 

A rozs virágzó kalászait nagyüzemi technológiával Claviceps purpurea parazita törzseinek spóraszuszpenziójával megfertőzik, majd a gombafonalak elszaporodnak és ezekből alakul ki az  áttelelő képlet a szklerócium amelyben szintetizálódnak az adott törzsre jellemző alkaloidok Az időjárás függvényében a minősége és a mennyisége évről évre változik. 

A szaprofita körülmények között (-ergokriptint termelő törzsek hozama alacsony, ugyanakkor más alkaloidok is megjelennek a fermentlében amelyek megnehezítik az elválasztást, és ebben a helyzetben ez megkérdőjelezi  a fermentációs úton történő előállítás gazdaságosságát.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

Megfigyeltük, hogy az ergotamin termelő törzsek  fermentlevében szembetűnő mennyiségben megtalálható az (-ergokriptin is, de ugyanakkor nincs más - a feldolgozás során hátrányos helyzetet teremtő - termék. Célul tűztük ki, hogy molekuláris biológiai módszerek alkalmazásával olyan törzset izolálunk amely elegendő (-ergokriptint  termel ahhoz, hogy a fermentációs úton történő előállítás gazdaságos legyen. 

TARTALMI LEÍRÁS

Megfelelő törzsből kiindulva olyan spontán vagy különböző mutagén anyagokkal történő kezelés eredményeként kialakult mutánsokat izolálunk, amelyekben az alkaloid termelés az (-ergokriptin irányába tolódik el. A szóbanforgó alkaloidok szintézisében kulcsfontosságú aminosavak szerkezetanalógjainak alkalmazásával kívánjuk befolyásolni a bioszintézist. A szaprofita és a parazita törzsből auxtróf, fungicid valamin katabolit represszióval szemben rezisztens törzseket izolálunk, amelyeket protoplasztjait fúziós kísérletekben használunk fel, megfelelő módszerrel szelektálva a számunkra előnyös tulajdonságú telepeket.

Jelenlegi helyzet, eredmények:    

A törzs, amellyel a programot elkezdtük 409 (g/ml (-ergokriptint termelt. Sikerült olyan mutánsokat izolálni amelynél ez az érték 875 (g/ml. A parazita törzsből leucin és inozit auxotróf mutánsokat, a szaprofitából szelenit és szelenát rezisztenciára alapozva cisztein auxotróf mutánsokat izoláltunk. A parazita és a szaprofita törzsekből csigaenzim segítségével merkaptoetanol és káliumklorid mint ozmotikus stabilizátor jelenlétében protoplasztokat izoláltunk. A regeneráció vizsgálatakor, ozmotikus stabilizátorként a szacharóz és a kálciumklorid adta a legjobb eredményeket. Auxotróf mutánsok felhasználásával végrehajtott protoplasztfúziók a szaprofita és parazita törzsek között eddig nem eredményeztek életképes heterokarionokat, úgy tűnik, hogy egymással inkompatibilisek és köztük transzgénikus utódtörzsek létrehozása csak különleges fúziós illetve különfelé genetikai transzformációs és kotranszformációs rendszerek felhasználásával lesz lehetséges.
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Potenciális gyógyszerek HT-ADMETOX vizsgálata

Szerződés száma: OMFB-02660/2000 (BIO-00142/2000)

Kezdési időpont: 2001

Időtartama: 36 hónap

Összes költség: 53,5 M Ft

OM támogatás: 16,6 M Ft

Rövid cím: Hatóanyag tervezés/fejlesztés

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A forgalomban levő gyógyszerek többsége a citokrómP450 (CYP) enzimrendszer által metabolizálódik. Bár a CYP enzimek ugyanazon génből fejlődtek ki kb. 1,36 billió évvel ezelőtt, de a fajok között jelentős különbségek vannak. Az aminosav szekvenciában még kis különbségek is jellegzetes szubsztrát specifitásbeli különbségeket mutatnak. A gyomorsavtermelést gátló gyógyszer, az omeprazole a CYP1A2 enzimet indukálja emberben, de ilyen hatás nem figyelhető meg nyúlban vagy egérben. Humán sejt-alapú in vitro tesztrendszer használata tehát előnyös. További előnyt jelent a humán májsejtek fagyasztott állapotban történő tárolása, mely lehetővé teszi a sejtek felhasználásának optimális időzítését.

A CYP enzimek gátlása információt szolgáltat a várható metabolizmus sebességéről és a várható gyógyszer-gyógyszer kölcsönhatásokról. A citotoxicitás meghatározása az esetleges toxicitás előrejelzésében nyújt információt. A metabolizmus mértékének meghatározása jelezheti az úgynevezett first pass effect-et és felhasználható a biológiai hasznosíthatóság mértékének számolásához. A metabolikus termékek azonosítása segíti a retrometabolitok felismerését és a toxikus metabolitok azonosítását.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA

A projekt hozzájárul az új gyógyszermolekulák kifejlesztésének felgyorsításához, költségeinek csökkentéséhez. Jelenleg egy új gyógyszer átlagos kifejlesztése kb. 500 millió USD-be kerül. Az in vitro tesztek alapján a vegyületek közül kb. 70% kiesik toxicitás, gyors kiürülés vagy metabolizmus, ill. nem kielégítő felszívódás következtében. Ez a gyors szûrõ rendszer az in vitro hatástani vizsgálatokat megelõzve vagy azzal párhuzamosan korai fázisban kiszűri azokat a vegyületeket, amelyek eleve nem alkalmasak in vivo vizsgálatokra. Továbbá a felgyülemlett kémiai szerkezethez kapcsolható metabolizmus vizsgálati eredmények adatbázisban való összegyűjtése egy olyan integrált predikciós rendszer alapjait képezheti, amely segítségével új vegyületek esetén minél nagyobb pontossággal elõrejelezhetjük már a vegyület tervezési fázisában a hátrányos metabolikus hatásokat.
A munka tartalmi leírása

A projekt a következő részfolyamatokból áll:

1., Humán májból hepatociták kinyerése emésztéses módszerrel, a fenotípus meghatározása.

2., A hepatociták programozott lefagyasztása és tárolása.

3., Felhasználás előtt a sejtek programozott felmelegítése és a használt segédanyag 

eltávolítása.

4., Hepatocita pool létrehozása

5., A sejtek életképességének meghatározása.

6., Potenciális gyógyszerek tesztelése: CYP gátlás, metabolizmus sebességének és metabolit 

termékek szerkezetének meghatározása.

7., Lehetséges gyógyszer-gyógyszer kölcsönhatások megállapítása.

A jelen helyzet, eredmények

Jelenleg referencia és CGX vegyületek metabolikus stabilitásának meghatározása folyik humán májsejtek mikroszómális frakciójának felhasználásával, valamint a sejt toxicitás mérések robotizálása van folyamatban. Eredményeinkről a későbbiekben számolunk be.
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