Artykut naukowy

Metody biotechnologiczne
w otrzymywaniu taksolu
— cytostatycznego diterpenu

cisow (Taxus)

Streszczenie:

Taksol jest wtérnym metabolitem, wy-
twarzanym w niewielkich ilosciach przez
wszystkie gatunki ciséw. Leki zawierajqgce
taksol sq jednymi z najbardziej skutecznych
lekéw przeciwnowotworowych. Niewielka
poczqtkowo produkcja, metodq ekstrakdji
kory T. brevifolia, wptyneta na wysokq ce-
ne i ograniczonq dostepnos¢ terapii. Pro-
blem ten czesciowo rozwiqzano poprzez
opracowanie pétsyntetycznych metod pro-
dukgji taksolu z naturalnych prekursoréw.
Alternatywnym sposobem, niewymagajq-
cym ingerencji w srodowisko naturalne, jest
zastosowanie kultur komdrkowych i kultur
korzeni wtosnikowatych.

Stowa kluczowe: taksol, cis, kultury ko-
morkowe, biotechnologia

Summary:

Taxol is secondary metabolite, produced in
a little amount by every yew species. Med-
icines, which contain taxol are one of the
most efficient anticancer drugs. The insuf-
ficient extraction method of taxol from T.
brevifolia bark contributed to high pric-
es and limited accessibility of this therapy.
This problem was partly solved by compi-
lation of semisynthetic method of taxols
production from precursors, isolated from
needles. The alternative way, which does
not affect natural environment, is biotech-
nology employing cell cultures and hairy
root cultures.

Key words: taxol, yew, cell cultures, bio-
technology

aksol (paklitaksel) to diterpen, wy-
Tizolowany po raz pierwszy w 1971r.

z kory cisu zachodniego (Taxus bre-
vifolia), w ktorej stanowi ok. 0,01 proc.
suchej masy. Jest substancja czynna le-
kéw przeciwnowotworowych, poczat-
kowo otrzymywang wytacznie przez
ekstrakcje kory cisow. Wciaz wysoka ce-
na i ograniczona dostepnos¢ surowca
doprowadzita do opracowania nowych
sposobdw otrzymywania taksolu, z kto-
rych duze nadzieje budzg metody bio-
technologiczne.

Cisy to dtugowieczne, wolno rosnace,
dwupienne drzewa lub krzewy. Rodzaj Ta-
xus sktada sie z okoto 8 gatunkdw, w wiek-
szosci wystepujacych na potkuli pdtnocnej.
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W Polsce wystepuje cis pospolity (T. bac
cata) w 4 odmianach. Niektére klasyfikacje
uznaja istnienie wytacznie tego gatunku.
Leki zawierajace taksol sg cenionymi
cytostatykami, z roczng sprzedaza o war-
tosci ok. 3 mld USD. Pierwszy lek zawiera-
jacy te substancje czynng zostat dopusz-
czony do sprzedazy przez FDA w roku
1992. Stosowany jest jako jeden z lekéw
podstawowych w terapii zaawansowa-
nego raka jajnika i niedrobnokomaérkowe-
go raka ptuc, a pomocniczo w raku piersi.
Jest tez lekiem drugiego rzutu w miesaku
Kaposiego u chorych na AIDS, cho¢ wyka-
zuje, tak jak inne cytostatyki, toksycznos¢
i dziatania niepozadane. Mechanizm dzia-
tania opisany w 1979 r. polega na wigza-
niu sie taksolu w organizmie z 3-tubuling
i w konsekwencji zaktd-
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pozyskiwanie nie przynosi szkody rosli-
nom i moze by¢ prowadzone przez dtu-
gi czas. Igty wszystkich gatunkéw zawie-
raja taksol w ilosci od 26 ug/g u T. celebica
do 516 pg/g u wystepujacego na ogra-
niczonym obszarze T. floridiana. Jednak
wieksze zainteresowanie przemystu sku-
pito sie na obecnosci zaawansowanych
prekursorow: 10-deacetylobakkatyny IlI
(10-DAB 1ll) i bakkatyny Il (tabela). Zwigz-
ki te w stosunkowo prosty sposéb moz-
na przeksztatci¢ w taksol, co jest obecnie
waznym zrédtem pozyskiwania tej sub-
stancji. Z powodu duzego rozpowszech-
nienia T. baccata stat sie gtéwnym Zré-
dtem 10-DAB IIl.

Ostatnie lata cechowat duzy postep
w identyfikacji enzymdw uczestniczacych

caniu funkcji mikrotu- Zawartos¢ taksoidow w pg/g suchych igiet
bul. Proces dzielenia sie Gatunek taksol | bakkatynalll | 10-deacetylobakkatyna ll
komorek zostaje zaha- |1 paccata 63 10 468
mowany WWymkU Za= | T, brevifolia 130 296 41
trzymania cyklu komor- [, canadensis 285 24 2665
kowego w fazie G,/M, |7, celebica 2 0 70

co prowadzi do fosfo- |71, wspidata 136 15 116
rylacji bcl-2, skutkuja- [T floridiana 516 0 1689
cej apoptoza. Przy wyz- [T, globosa 43 168 1395
szych stezeniach taksolu [T, x hunnewelliana 4 0 63
stabilizacja mikrotubul [T, x media 21 36 230
jest niezalezna od fa- |T.wallichiana 72 0 1092

zy cyklu komorkowego,
co prowadzi do nekrozy.
Wspdlng cecha taksoidéw obecnych
w cisach jest wystepowanie tréjpierscie-
niowego szkieletu taksadienu czyli pen-
tametylo [9.3.1.01*2 tricyklopentadekanu.
Taksol stanowi w roslinie tylko niewiel-
ka czes¢ kompleksu taksoidow. Wyste-
puje w wiekszych ilosciach u osobnikéw
meskich, niz zenskich. Jego zawartosc
w roslinach waha sie w trakcie trwania
okresu wegetacyjnego. W 1994 r. zostat
otrzymany w wyniku 25-etapowej syn-
tezy chemicznej, ale z powodu wysokich
kosztéw iniskiej wydajnosci metoda ta
nie znalazta praktycznego zastosowania.
Igty cisu, w przeciwienistwie do kory, sg
surowcem odnawialnym. Racjonalne ich
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Tabela. Zawartosc taksoidéw w igtach ciséw.

w biosyntezie taksolu. Jednak szlak me-
taboliczny jest poznany tylko czesciowo
(schemat).

Nie jest znana rola fizjologiczna taksolu
w roslinie, ale nie mozna wykluczy¢ jego
przynaleznosci do fitoaleksyn. Udowod-
niono, ze ma wtasciwosci przeciwgrzybi-
cze wzgledem Oomycetes i Basidomycetes.
Jednak dziatanie wzgledem patogennych
grzybow roslin jest znacznie stabsze, niz
wystepujacej w wiekszej niz taksol ilosci
taksyniny. W korze i drewnie cisow nie ze-
ruja larwy owadodw, a igty sa pozywieniem
tylko nielicznych gatunkéw. Wykazano ze
taksoidy, zwtaszcza bakkatyny Il iV, moga
dziatac jako repelenty.



Przeczytaj ¢ rozwigz test ¢ sprawdi, czy dobrze!

Cisy rosngce nawet na stosunkowo ma-
tym obszarze moga znaczaco rézni¢ sie
zawartoscig taksoiddéw, a u wielu przed-
stawicieli T. baccata nie wykryto taksolu.
Prébuje sie prowadzi¢ selekcje osobni-
kow o duzej zdolnosci syntezy taksoiddw,
a nastepnie ich powielanie metodg klo-
nowania in vitro (mikrorozmnazania). Me-
toda polega na pobraniu pakéw lub ga-
tazek zawierajgcych wezty i umieszczeniu
ich w pozywce. Po pewnym czasie zacho-
dzi wzrost nowych pedéw, ktére sie odci-
na i przenosi do innego medium zawie-
rajgcego auksyny, indukujace tworzenie
korzeni. Tak powstate sadzonki przenosi
sie na podfoze.

Kultury komoérkowe

Istniejg liczne opracowania dotycza-
ce zastosowania kultur komérkowych do
otrzymywania taksolu. Procesy izolacji

ne oraz igty cisow. Powstate komorki mo-
g3 sie dzieli¢ i przejawiaja tendencje do
wzrostu w koloniach. Wiele wtérnych me-
tabolitéw, ktérych produkdja jest scisle po-
wigzana ze zréznicowaniem komorek, nie
jest wytwarzanych przez kalus. Jednak
mozliwe jest ponowne zréznicowanie ko-
morek poprzez zadziatanie auksynami, co
prowadzi do powstania korzeni, lub cyto-
kininami sprzyjajacymi tworzeniu pedow.
Powstata hodowla sktada sie z wielu linii
komaorkowych, ktére moga znacznie roz-
ni¢ sie wydajnoscia biosyntezy. W zwigzku
ztym przeprowadza sie selekcje szczegdl-
nie wydajnych linii w celu zatozenia kul-
tur roboczych. W jednej z metod selekgji
trawi sie enzymatycznie sciane komorko-
wa kalusa, co uwalnia niepotgczone ze so-
ba protoplasty. Po kilku dniach odtwarzaja
one sciane i dzielac sie tworza kolonie zto-
zone z pojedynczych linii, ktére cechuja sie

W tym czasie dominuje metabolizm pod-
stawowy, a gtownym produktem jest bio-
masa. Wystapienie niedoboru ktdregos ze
sktadnikéw medium skutkuje spowolnie-
niem wzrostu. Zatrzymanie podziatéw ce-
chuje faze stacjonarng. Wowczas komaorki
korzystaja z nagromadzonych substandji
zapasowych izachodza zmiany w meta-
bolizmie prowadzace do wytwarzania me-
tabolitéw wtdrnych. Gdy wyczerpaniu ule-
gna takze substancje zapasowe dochodzi
do stopniowego wymierania komérek.

Metody poprawiania
wydajnosci
Sktad pozywek wptywa znaczaco za-
réowno na szybkos¢ wzrostu komaorek jak
i na wydajnos¢ biosyntezy. Stosowane sg
media modyfikowane w celu poprawie-
nia wzrostu, ktére po osiggnieciu odpo-
wiedniej ilosci biomasy zamienia sie na

Schemat. Szlak biosyntezy taksolu.

= e
=

mhdmhp.u

OH Ol -'

‘tﬂ-du-:ﬂyh hakklrrn-u n

l&“' 2

hlkkl‘lwll m

et e ]

Wwﬁ

b -lnrm

Nmmﬂﬂ.ﬂ

z surowcow roslinnych i oczyszczenia pro-
duktow sg kosztowne i pracochtonne, na-
tomiast w hodowlach in vitro mozliwe jest
nasilenie produkgji taksolu z ogranicze-
niem syntezy innych taksoidéw. W prze-
mysle farmaceutycznym duze znaczenie
maja kultury drobnoustrojéw pomocnych
w otrzymywaniu wielu substancji czyn-
nych. Uzyskuje sie w ten sposdb niektod-
re antybiotyki, immunosupresanty, leki
przeciwgrzybicze, i przeciwnowotworo-
we. Ograniczeniem dla stosowania kul-
tur rodlinnych jest brak zdolnosci podzia-
tu wiekszosci komarek tworzacych organy
rosliny. Niezbedne jest odréznicowanie
tych komorek poprzez zadziatanie mie-
szaning auksyny, np. kwasu 2,4-dichloro-
fenoksyoctowego, i cytokininy, np. kine-
tyny, co prowadzi do utworzenia kalusa
(tkanka przyranna). Moze by¢ on induko-
wany z kazdej czesci rosliny, ale ze wzgle-
du na produktywnos¢, jako Zrédto kalusa
preferowane sg komarki merystematycz-

stabilnoscig produkgji zadanych metaboli-
téw. Wykazano, ze hodowla zmieszanych
linii komorkowych znacznie réznigcych
sie produktywnoscig prowadzi do otrzy-
mania wiekszej ilosci taksolu, niz przy ho-
dowli tych linii osobno. Sugeruje to zdol-
no$¢ pobudzania przez wysokowydajne
linie nadprodukgji w innych komorkach.
Kultury komérkowe zapewniajg nieogra-
niczong iciggly podaz produktu nieza-
lezng od nieprzewidywalnych trudnosci
w dostawie oraz réznic w jakosci surowca
roslinnego. Zmiany sposobu prowadze-
nia hodowli umoZzliwiajg takze zwiekszo-
ne pozyskiwanie innych taksoidéw w tym
bakkatyny IIl i 10-DAB IIl. Procesy zacho-
dzace podczas hodowli mozna podzieli¢
na kilka etapdw. Komorki po zawieszeniu
w podfozu zawierajacym wszystkie nie-
zbedne sktadniki przystosowujg szlaki me-
taboliczne i przemiany energetyczne do
nowego $rodowiska. Nastepnie zaczyna-
ja dzieli¢ sie w postepie geometrycznym.
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pozywki zoptymalizowane dla produk-
¢ji metabolitéw. O wptywie medium mo-
ze $wiadczyc fakt, ze dla standardowe-
go podtoza suplementowanego jednym
z 2 rodzajéw cukréw ijedna z 3 cytokinin
i auksyn, zawartos¢ taksolu zawierata sie
w zakresie 0,03-1,68 mg/g suchej masy.

Elicytory

Znaczacym postepem umozliwiajagcym
wielokrotne zwiekszenie wydajnosci pro-
dukgji wtérnych metabolitow byto zasto-
sowanie elicytadji. Elicytory to biotyczne
lub abiotyczne zwiazki stymulujace odpo-
wiedz odpornosciowg roslin. Czescig od-
powiedzi na patogeny wyzwalang przez
elicytory jest akumulacja wtérnych meta-
bolitow, w tym takze fitoaleksyn. Podwyz-
szona jest ekspresja gendw enzymow bio-
racych udziat w metabolizmie wtérnym,
natomiast metabolizm podstawowy ule-
ga hamowaniu. Najbardziej efektywnymi
elicytorami w hodowlach komérek cisow
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s kwas jasmonowy i jego ester metylo-
wy (MJA). Oprécz nasilania metabolizmu
wtérnego zauwazalnie hamuja one po-
dziaty komdérek. Stawiane sg hipotezy od-
nosnie istnienia receptora MJA ztozonego
z fragmentow aktywnych i nieaktywnych,
przy czym MJA ma mie¢ powinowactwo
do obu tych struktur. MJA nie tylko pobu-
dza biosynteze taksolu ale wptywa na ki-
netyke tego procesu przyspieszajac osia-
gniecie wartosci maksymalnych. Taksol
wytwarzany jest po osiagnieciu fazy stacjo-
narnej i pozadane jest przedtuzenie czasu
jej trwania. Osiggane jest to dzieki prowa-
dzeniu kultury ciagtej, w ktorej czes¢ zuzy-
tej pozyweki jest usuwana i zamieniana na
$wieza. Wymiana medium nasila 0 25-95
proc. biosynteze taksolu w kulturze T. chi-
nensis. Zwieksza tez poziom frakgji ze-
wnatrzkomarkowej. W systemie hodow-
li ciagtej najczesciej wykorzystywane s3
mechanizmy niedopuszczajace do utra-
ty komdorek, prowadzace do akumulacji
biomasy. W tym celu stosuje sie membra-
ny lub unieruchamia komorki na nosni-
kach. Immobilizacja sprawia, ze komorki
rosng W zageszczeniu, co imituje warunki
panujace w tkankach roslinnych i korzyst-
nie wptywa na biosynteze, a takze zmniej-
sza wrazliwos¢ komérek na uszkodzenia
mechaniczne. Na wydajnos¢ biosyntezy
wtoérnych metabolitéw wptywa nie tylko
aktywnos¢ enzymow ale takze dostep-
nos¢ prekursoréw. Jedynymi wiekszymi
czasteczkami dotgczanymi do rdzenia tak-
sadienu sa reszty benzoilowe i acetylowe
oraz [3-fenyloalanina. Zaréwno fenyloala-
nina, jak i kwas p-aminobenzoesowy do-
dane do kultury kalusa T. cuspidata powo-
duja kilkukrotny wzrost zawartosci taksolu.
Zmniejszenie zywotnosci komorek w cza-
sie hodowli zwigzane jest z wyczerpaniem
sktadnikow odzywczych oraz kumulacja
toksycznych metabolitow. Zaobserwo-
wano istnienie zwigzku miedzy czesto-
$cig apoptozy w kulturach T. chinensis var.
mairei, a 0g6lng zawartoscig produkowa-
nego przez nie taksolu. Wykazano tez, ze
wprowadzenie taksolu do hodowli zna-
€z3co i w sposodb zalezny od dawki wywo-
tuje apoptoze komorek T. cuspidata. Z tego
powodu pozadane jest usuwanie taksolu
w czasie trwania procesu produkcyjnego,
co umozliwia przedtuzenie czasu hodow-
li. Najprostsza metoda jest wymiana me-
dium (prowadzenie hodowli ciagte)j), jed-
nak frakcja zewnatrzkomorkowa zwigzku
w wielu liniach kalusa stanowi tylko 7-10
proc. ilosci catkowitej. Taksol jest lipofilny
i wystepuje gtownie w scianie komorko-
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wej lub przestrzeni miedzy $ciang a btong
komorkowa. Wykorzystujac enzymy roz-
ktadajace komponenty sciany wykazano,
ze w komorkach T. canadensis w ten spo-
sOb zmagazynowane jest 60 proc. takso-
lu. Opracowanie metod zwiekszajacych
poziom frakcji zewnatrzkomorkowej stato
sie obecnie gtéwnym celem réwniez z in-
nych powodow. Izolacja taksolu z podtoza
to proces znacznie fatwiejszy niz ekstrak-
Cja z biomasy. Prawdopodobnie istnieje
takZze ujemne sprzezenie zwrotne miedzy
jego poziomem w komarce, a biosynteza.
Poza stosowaniem hodowli ciggtej efek-
tywne okazato sie takze wykorzystanie
procesu dwufazowego. Polega on na do-
daniu do zawiesiny komarkowej lipofilo-
wego rozpuszczalnika, do ktérego prze-
nika taksol z fazy wodnej. Rozpuszczalnik
ulega sukcesywnej wymianie w miare
gromadzenia sie w nim produktu. Dziata-
niem komplementarnym do tej metody
jest stosowanie czynnikéw, ktére zwiek-
szaja przepuszczalnos¢ btony komorko-
wej. Umiarkowany efekt dato zastosowanie
ultradzwiekdw o niskiej energii.

Kultury korzeni
wiosnikowatych

Kultury moga by¢ zaktadane nie tylko
z niezréznicowanych komorek, ale takze
z organow roélinnych, ktére maja zdolnos¢
wzrostu dzieki obecnosci komorek mery-
stematycznych. Wérdd nich szczegdlnego
znaczenia jako Zrodto wtdrnych metaboli-
tow nabraty korzenie wtosnikowate. Otrzy-
mywane sa w wyniku transformacji tkanek
przez Agrobacterium rhizogenes. Zawarty
w tej bakterii plazmid Ri po wbudowaniu
w genom komdrki indukuje, prawdopo-
dobnie wskutek zmiany wrazliwosci na au-
ksyny, tworzenie cienkich rozgatezionych
korzeni. Po odcieciu sg one dezynfekowa-
ne i uzywane jako ,inokulum” do kultur
prowadzonych w kolbach wytrzasanych
lub bioreaktorach. Wyréznia sie dwie gtow-
ne metody prowadzenia hodowli w biore-
aktorach. Kultura hydroponiczna, w kto-
rej korzenie s3 zanurzone w pozywce, jest
czesciej stosowana niz kultura aeroponicz-
na, w ktorej korzenie s zawieszone na siat-
kach w atmosferze powietrza izraszane
pozywka. Wzrost korzeni jest co najmniej
tak samo szybki jak komérek in vitro, ale ko-
rzenie nie wymagaja obecnosci fitohor-
mondéw w medium. Wydajnos¢ biosyntezy
jest nie mniejsza, niz w roslinach macierzy-
stych, a przy tym korzenie witosnikowa-
te wykazuja duzg stabilnos¢ genetyczna.
Wykazano takze akumulacje metabolitow,
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ktére w warunkach naturalnych wystepuja
wytacznie w organach nadziemnych. Tak-
ze elicytory maja zastosowanie w tych kul-
turach: MJA zwiekszyt produkcje taksolu
3-krotnie w kulturze korzeni T. media do
210 ug/g suchej masy surowca . Nalezy za-
uwazy¢, ze powstaty taksol znajduje sie
w biomasie, co utrudnia izolacje.

Metody opracowane juz w latach 90.
XX w. umozliwiaja uzyskanie znacznej
wydajnosci otrzymywania taksolu. Opty-
malizacja procesu umozliwita uzyskanie
902 mg/| z kultury T. chinensis. Biorac pod
uwage, ze pojemnos¢ bioreaktoréw sto-
sowanych do hodowli komorek roslin-
nych osiaga juz nawet kilkadziesiat tysie-
cy litrow, mozna przypuszczac ze taksol
ze zrodet biotechnologicznych bedzie
miat w przysztosci znaczny udziat w cat-
kowitej produkgji.
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Wykaz pismiennictwa u autora

Stowniczek:

Auksyny - roslinne hormony wzrostowe
stymulujgce wzrost wydtuzeniowy komo-
rek, powstawanie korzeni bocznych, owo-
céw oraz wyginanie todyg i korzeni.
Cytokininy — hormony roslinne stymulujace
podziaty komorkowe.

Fitoaleksyny — metabolity majace zdolnos¢
hamowania wzrostu patogendw, wytwarza-
ne przez rosline w odpowiedzi na zakazenie.
Mikrotubule - rurkowate elementy cyto-
szkieletu, polimery biatka — tubuliny, maja-
ce zdolnos$¢ zmiany swojej dtugosci w wy-
niku polimeryzacji/depolimeryzacji, tworzg
wrzeciono kariokinetyczne rozdzielajace
chromosomy podczas podziatu komorki.

Pytania testowe

(Zaznacz jednq prawidtowq odpowied?)

1. Taksol uzyskano po raz pierwszy z:

a
b
c
d

2. Taksol nalezy do:
a) monoterpendéw

b) seskwiterpenéw

¢) diterpendw

d) triterpendéw

kory T. baccata
kory T. brevifolia
igiet T. baccata
kory T. grandifolia

3. Efektywnym elicytorem stosowa-
nym w kulturach komérkowych ci-
sOw jest:

a) kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy

b) kwas mastowy

) ester metylowy kwasu jasmonowego

d) B-fenyloalanina

(Odpowiedzi szukaj w numerze)




