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Production of paclitaxel and other taxanes in in vitro cultures
Summary

Paclitaxel is an effective important anticancer drug for advanced breast,
ovarian and other cancers. It was first isolated from the bark of the Pacific yew
(Taxus brevifolia). Paclitaxel belongs to a group of secondary metabolites collec-
tively indicated with the name taxanes. Paclitaxel is found in most yews, but the
content is very (0-0,05%) variable. Because of the scarcity of the slow growing
trees and the relative low content of paclitaxel, alternative sources are needed
to meet the increasing demand. The literature concerning the tissue culture of
Taxus sp. as an alternative source for taxanes production in reviewed.

Key words:
paclitaxel, culture in vitro, Taxus sp. yew.

1. Wstep

Taksany sg diterpenoidami wystepujacymi w gatunkach z ro-
dzaju Taxus - cis. Pierwszy zwigzek z cisow wyizolowat Lucas
w 1856 r. i nazwat go taksyng. W ciggu 136 lat od pierwszych ba-
dan Lucasa do 1992 r. wyizolowano i scharakteryzowano okoto
100 taksandéw, a w ciggu nastepnych 7 lat ponad 250 nowych
zwigzkéw tej grupy (1). Rozwdj badan dotyczacych zwigzkéw
chemicznych wystepujacych w cisie byt wynikiem wykrycia naj-
bardziej znanego obecnie taksanu - paklitakselu (1).
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1. paklitaksel

Wani i wsp. w 1971 r. (2) wyizolowali ten zwigzek z kory Taxus brevifolia i okresli-
li jego strukture. Wykrycie paklitakselu, zwanego poczatkowo taksolem, byto wyni-
kiem stwierdzenia cytotoksycznych wtasciwosci wyciagdéw z kory T. brevifolia w ba-
daniach prowadzonych przez National Cancer Institut w USA.

Mechanizm dziatania paklitakselu opisata Hortwitz (3). Paklitaksel blokuje ko-
morki w fazie G2/M cyklu komérkowego. Komorki te sg niezdolne do formowania
normalnego aparatu mitotycznego. Specyficznym miejscem dziatania paklitakselu
sa mikrotubule. Paklitaksel stabilizuje mikrotubule przez hamowanie ich depolime-
ryzacji. Aktywnos¢ biologiczna paklitakselu uwarunkowana jest przede wszystkim
obecnoscia tancucha bocznego w pozycji C-13, a takze obecnoscig czterocztonowe-
go pierscienia oksetanowego w pozycji C4-C5 (4). Paklitaksel indukuje apoptoze (5).

W 1992 r. PDA dopuscita stosowanie paklitakselu w leczeniu nowotwordéw jajni-
ka, aw 1994 r. w leczeniu nowotworéw sutka. Paklitaksel stosowany jest takze w le-
czeniu drobnokomoérkowego i nie drobnokomodrkowego raka ptuc, nowotwo-
row gtowy i szyi i in. (4). Paklitaksel jest substancjg czynng preparatow TAXOL®
i YEWTAKSAN®. Docetaksel, syntetyczny analog paklitakselu, jest substancjg czynng
preparatu TAXOTERE®.

Wykrycie paklitakselu i wprowadzenie go do lecznictwa zaowocowato rozwojem
wielokierunkowych badan u podstawy, ktérych bylo zapewnienie odpowiedniej ilo-
Sci tego zwigzku.

Poczatkowo paklitaksel byt otrzymywany z kory T. brevifolia, gdzie wystepuje
w ilosci 0,014% suchej masy (sm), a od 1994 r. jest produkowany do celéw leczni-
czych droga potsyntezy z 10-deacetylobakkatyny (10-DAB 111) (Il), pozyskiwanej z igiet
i gatazek cisOw (6). Rowniez docetaksel jest otrzymywany z 10-DAB 111

Paklitaksel wystepuje w niewielkich ilosciach obok innych taksanéw we wszyst-
kich gatunkach ciséw. Stwierdzono go takze w gatunku Podocarpus gracilior (7). Za-
warto$¢ sumy taksandw, a takze poszczegdélnych zwigzkow tej grupy w réznych or-
ganach ciséw podlega znacznym wahaniom w zaleznosci od gatunku, odmiany, pory
zbioru, warunkéw edaficznych i klimatycznych (8,9). Van Rozendaal i wsp. (10) stwier-
dzili, ze w 750 probkach igiet r6znych gatunkéw i odmian ciséw zawartos¢ paklitak-
selu i 10-DAB 11l wahata sie odpowiednio od 0 do 500 pg/g sm i od 0 do 4800 pg/g sm.
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II; 10-deacetylobakkatyna Il (10-DAB

Srednia zawarto$é 10-DAB Il byta najwyzsza w igtach T. canadensis (2665 fig/g sm),
przy zawartosci paklitakselu 285 pg/g sm paklitakselu. W igtach odmian T. baccata
byto Srednio 63 pg/g sm paklitakselu i 468 pg/g sm 10-DAB IIl. Natomiast w odmia-
nach T. X media zawarto$¢ paklitakselu wynosita 211 pg/g sm, a 10-DABIII 230
pg/g sm. Najwyzszg zawartos¢ paklitakselu stwierdzono w igtach T. floridiana (516
pg/g sm) (10).

W naturalnych populacjach T. wallichiana stwierdzono zréznicowanie zawartosci
paklitakselu oraz 10-DAB Ill i bakkatyny Il (B) (Ill) w zaleznos$ci od m.in. okazu i wie-
ku rosliny: rosliny 50-60-letnie zawieraty w igtach wiecej paklitakselu niz 2-4-letnie
siewki, badz ukorzenione sadzonki. Zwykle wiecej paklitakselu zawierata kora,
mniej byto go w igtach i gateziach. Natomiast w gateziach byto najwiecej 10-DAB llI
i B (11). Wysoka zawartos¢ paklitakselu {0,1% sm) stwierdzono w korze ponad stu
dwudziestoletnich okazéw T. walichiana (12). Wspomniani autorzy oszacowali, ze
zawartos¢ paklitakselu w korze catego drzewa waha sie od 0,064 do 8,032 g w zalez-
nosci od okazu. Drzewo okoto 100-letnie posiada 5,74 kg suchej kory.
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2. Otrzymywanie paklitakselu

Zapotrzebowanie na paklitaksel, uznany jako najbardziej znaczacy lek przeciw-
nowotworowy, w ostatnich pietnastu latach ciggle wzrasta. Otrzymywanie paklitak-
selu i 10-DAB Ili z roslin pochodzacych ze stanowisk naturalnych jest praktycznie
niemozliwe, grozi wyniszczeniem zasobow naturalnych ciséw, ktére w wielu kra-
jach sa niewielkie i podlegajg ochronie. Catkowita synteza paklitakselu byta opraco-
wana przez Holtona i wsp. (13) oraz Nicolaou i wsp. (14). Na proces ten sklada sie
jednak az 28 etapow, a wydajnosc¢ tego procesu jest bardzo niska. W wielu o$rod-
kach na Swiecie trwajg wielokierunkowe poszukiwania nowych sposobéw otrzymy-
wania taksanoéw. Badania te dotycza doskonalenia metod semisyntezy i wykorzysta-
nia do tego celu innych prekursoréw niz 10-DAB 1l (15), zakladania wydajnych
upraw ciséw w gruncie, wykorzystania kultur in vitro tkanek i organdw cisow, a tak-
ze kultur endofitycznych bakterii i grzybéw (16). Uwaza sie, ze biomasa z kultur in
vitro bylaby dogodniejszym surowcem do uzyskiwania poszczegdlnych taksandéw niz
rosliny rosngce w gruncie, ze wzgledu na mniejszg ilos¢ substancji balastowych
utrudniajacych oczyszczenie izolowanych zwigzkéw (17).

Prowadzone sg takze prace nad otrzymaniem kolejnych analogéw paklitakselu
charakteryzujgcych sie lepsza rozpuszczalnoscia, lepsza biodostepnoscia i stabszym
dziataniem ubocznym (18,19).

Wedtug Jaziri i wsp. (20) pionierami kultur in vitro rodzaju Taxus byli Larue (21)
i Tuleke (22), ktorzy hodowali gametofity zenskie i ziarna pytku ciséw. Po raz pierw-
szy kalus cisa zostat otrzymany z zenskiego gametofitu Taxus baccata L. przez Zenk-
telera i Guzowska (23). Mikrorozmnazanie cisO6w byto po raz pierwszy badane przez
Amos i McCown w 1981 r. (24). Pierwsze doniesienie dotyczace paklitakselu w ho-
dowli in vitro podali Christen i wsp. w 1989 r. (25). Pierwszy patent dotyczacy pro-
dukcji taksanéw w kulturach tkankowych uzyskano w 1991 r. (26).

Od 1991 r. liczba publikacji i patentéw dotyczacych produkcji taksanéw w kultu-
rach in vitro ciggle wzrasta. Gtéwnie prowadzone sg kultury zawiesinowe, ale otrzy-
mano takze kultury transformowanych korzeni (27,28).

Zagadnienia podejmowane w tych pracach to m.in. wptyw réznych warunkéw
prowadzenia kultury, a w szczegoélnosci elicytoréw i prekursoréw na wydajnos¢ bio-
masy i zawartos¢ w niej paklitakselu; badania drég biosyntezy taksanéw i izolacja
enzymoOw bioracych udziat w biosyntezie oraz klonowanie cDNA w bakteriach i droz-
dzach; prowadzenie kultur w bioreaktorach.

Do zapoczatkowania kultur tkankowych ciséw byly stosowane rozne eksplanta-
ty: gametofit zenski, zarodek, siewki, a takze dojrzale czesci roslin - igty i gatgzki.

W celu stymulowania wzrostu kalusa i kultury zawiesinowej komérek cisa stoso-
wano pozywki Gamborga (B 5) (29), Murashige-Skooga (MS) (30), Woody Plant Me-
dium (WPM) (31), White’a i Rangashwamy’ego (WR) (32), Gupty i Durzana (DCR) (33).
Zenkteler i Guzowskg (23) stwierdzili, ze fgczne zastosowanie 5 mg/l 2,4-D
i 500 mg/l edaminy byto konieczne do otrzymania kultur kalusowych z prabielma
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T. baccata. Furmanowa i wsp. (34) ustalilii, ze 2,4-D moze by¢ zastgpione NAA
w dawce 1-2 mg/l, a szczegdlnie korzystny wplyw na wzrost tkanki kalusowej ma
dodatek pikloramu w potaczeniu z inng auksyng (2,4-D lub NAA).

Fett-Neto i wsp. (35) otrzymali kalus Taxus cuspidata na pozywce B5 z 2,4-D i ki-
netyng (0, 0,5, 1,2,4 mg/l w réznych kombinacjach). Wickremesinhe i Arteca (36)
otrzymali kalus czterech gatunkdw ciséw na pozywce B5 z 2,4-D, IBA lub NAA w ste-
zeniu od 0,2 do ! mg/l w kombinacji z kinetyng 0,2 mgl/l.

Wielu autoréw prowadzito szczegétowe badania dotyczace optymalizacji sktadu
pozywek. Na przyktad opracowana przez Ketchum i wsp. (37) pozywka zawierata
kompozycje regulatoréw wzrostu, skltadajaca sie z | mg/l pikloramu, 0,1 mg/l kine-
tyny, 0,1 mg/l kwasu abscysynowego, 0,1 mg/l kwasu gibberelinowego. Istotny byt
rowniez niski stosunek molarny NFl4+ : NO3 w pozywce, sklad witamin i aminokwa-
séw oraz 0,5% sacharozy i 0,5% fruktozy jako zrodio wegta.

Zawartos¢ paklitaksetu w uzyskanych w wietu osrodkach naukowych, kulturach
kalusowych i zawiesinowych ciséw wahata sie w szerokich granicach od 0 do 0,6%
sm. Czynnikami wplywajacymi na zawarto$¢ taksanéw, a wsrdd nich paktitakselu
byly m.in. sktad pozywki podstawowej, rodzaj i stezenie regutatorow wzrostu, oraz
prekursory i elicytory biotyczne i abiotyczne. Liczni autorzy zwracali uwage na ko-
niecznos¢ selekcji wydajnych linii komérkowych, a takze na wtasciwy wyboér genoty-
péw do zapoczatkowania kultury. Wysoka zawartos¢ paklitaksetu (0,032% sm)
stwierdzono w kalusie uzyskanym z wyselekcjonowanego okazu T. x media ,Sargen-
tii”, ktérego igly zawieraty 0,069% sm tego zwigzku (38). Czynnikiem sprzyjajacym
produkcji paktitaksetu i 10-DAB 11l byto r6znicowanie sie kalusa w korzenie (39,40).

Elicytacja, czyli traktowanie kultur czynnikami biotycznymi (ekstrakty z patogen-
nych grzybéw) lub czynnikami abiotycznymi (sole metali ciezkich, zmiana pFl, tem-
peratura) pozwolita zwiekszy¢ produkcje wtérnych metabolitéw w kulturach in vitro
wielu gatunkoéw roslin. Réwniez kultury in vitro cisOw sg podatne na elicytacje.

Znaczny wzrost produkcji paklitaksetu (z 0,6 do 70 pg/g sm) stwierdzono, gdy
wyselekcjonowane kalusy T. chinensis zdolne do wzrostu na poz}*ce z dodatkiem
hydrolizatu z endofitycznego grzyba, poddano dziataniu tego elicytora. Kalusy nie-
selekcjonowane nie byly podatne na elicytacje (41).

Szczegolnie skutecznymi zwigzkami indukujgcumi biosynteze taksandéw in vitro
okazaly sie jasmonian metylu (JM) i kwas jasmonowy (Kj).

jasmonian metylu po raz pierwszy w kulturze in vitro ciséw zastosowali Mirjalili
i Linden (42). Dodatek 10 pM JM w potaczeniu z etytenem (5 ppm) spowodowat po
51 godzinach 19-krotny wzrost wydajnosci paklitaksetu w kulturze zawiesinowej
T. cuspidata w poréwnaniu z kulturg nie elicytowana (tab. 1). Korzystny i poréwny-
walny wplyw jasmonianu metytu oraz kwasu jasmonowego w dawce 100 pM na pro-
dukcje taksanéw obserwowali takze Yukimune i wsp. (43). Stwierdzili oni, ze zawar-
tos¢ paklitaksetu w biomasie T. x media rosta liniowo w czasie dwoch tygodni ho-
dowli, osiggajgc wartos¢ 0,6% sm. Zawartos¢ poszczegoélnych taksandéw pod wpty-
wem JM zwiekszala sie w réznym stopniu: w kulturze T. x media bytlo odpowiednio
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4, 16 i 1,8 raza wiecej paklitakselu, bakkatyny 111 i cefalomanniny. Dla kultury T. bac-
cata warto$ci te wynosity 12, 134 i 0,5 w poréwnaniu z kulturg nie elicytowana. Na-
tomiast JM w niewielkim stopniu wptywal na zawartos¢ taksanéw w kulturze
T. brevifolia. Korzystny wptyw JM na synteze taksanéw w kulturach ciséw potwier-
dzito wielu autoréw (tab.). Z przegladu piSmiennictwa wynika jednak, ze istnieje
duze zréznicowanie uzyskiwanych wynikéw w zaleznosci od badanego gatunku, li-
nii komorkowej, czasu elicytacji. Obserwowano zréznicowanie kultur pod wzgle-
dem ich wrazliwos$ci na elicytacje, co przejawiato sie w stopniu zwiekszenia zawar-
tosci sumy taksanow, a takze poszczegdlnych taksanéw i w dynamice przebiegu
tych zmian w trakcie kultury. Zawarto$¢ paklitakselu w sumie wszystkich taksanéw
w elicytowanych kulturach wahata sie w szerokich granicach [od 0% poprzez 20%
(44) do 70% (43)]. Ponadto stopiern zahamowania wzrostu kultur przez JM i Kj byt
rézny. Yukimune i wsp. (44) wykazali, ze sposrdd czterech stereocizomeréw jasmo-
nianu metylu, izomer (3R,7R) najkorzystniej wptywat na zawartos¢ paklitakselu
i bakkatyny 111 lzomer (3R,7S)-MJ najsilniej hamowat wzrost kultury, nastepnym
z kolei byt izomer (3R,7R).

Tabela
Wptyw elicytoréw na zawarto$¢ taksanéw w kulturach tkankowych ciséw
Elicytor Gatunek Rodzaj kultury Wynik Wydajnos¢ Literatura
1 2 3 4 5 6
JM (10 niM) T. cuspidata z 3,4 mg/l P po 51h: 3,4 mg/l P (42)
+ etylen (5 ppm) 19 X wiecej w porow-
naniu z kultura nie eli-
cytowang
JM (100 ~M), T. x media, Z 4 x wiecej P, 110 mg/l P, (43)
Kj (100 M) 16 x wigcej B, 25 mg/l B,
1,8 x wigcej C, 10 mg/l C.
T. baccata 12 x wigcej P, 48 mgd P,
134 x wiecej B, 53 mg/l B,
0,5 x mnigj C 3 mg/l C

w poréwnaniu z kultu-
ra nie elicytowang

JM (30 "M) T. chinensis z 4 x wiecej P, 0,4 mg™l P (79)
2 X wigcej taksujuna- 175 mg/l tak-

niny C w poréwnaniu sujunaniny C,
kulturg nie elicyto- suma taksa-
wang néw 4% sm
JM (200 [.iM) T. canadensis z wzgledny wzrost pro- 117 mg/l P (44)

dukciji paklitakselu
rézny dla réznych linii
i podlegajagcy waha-
niom w kolejnych mie-
sigcach kultury
IM (100 mM) T. x media cv Hicksii TK 3 x wiecej P 210 ug/gsm (28)
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1 2 3 4 5 6
JM (100 *M) i hy- T. canadensis z 4 x wiecej P niz 3 mg/l (46)
drolizat chitosanu w obecnosci tylko
(75 mgll) 100 |iM JM
KJ (100 |iM) T. x media cv Hicksii YA 16 X wiecej taksanéw 2,7 mg/g sm (81)
19 X wiecej paklitakse- 180 |ig/g sm
lu, 130 Jig/g sm
81 X wiecej cefaloma-
nniny
chitosan (20 mg/l)  T. cuspidata K 2 x wiecej P 35 iig/g sm 47)
4 x wigcej 10 DB Ill 31 Dg/g sm
T. x media 15 x wiecej P 139 Dg/g sm
11 x wiecej IODAB i 205 Dg/g sm
siarczan wanadylu  T. baccata z 2.5 x wiecej P 13 iig/g sm (48)
(0,05 mM) 3.6 x wiecej B 16 [ig/g sm
siarczan wanadylu  T. cuspidata K 3 x wiecej P 50 |ig/l sm (47)
(10 mg/h 20 x wigcej 10-DAB Il 146 yig/g sm
Objasnienia: JM — jasmonian metylu, KI - kwas jasmonowy, K - kalus, TK — korzenie transformowane, Z - zawie-
sina; P - paklitaksel, B - bakkatyna Ill, C - cefalomannina, 10-DAB Ill - |O-deacetylobakkatyna Ill, sm - sucha

masa.

Oligosacharydy (preparaty chitosanu i chityny) zwiekszaty efekt dziatania jasmo-
nianu metylu (46). Dodatek chitosanu korzystnie wptywat na produkcje taksanow
w kulturach kalusowych T. x media i T. cuspidata (47). Siarczan wanadylu stymulowat
produkcje obu zwigzkdéw w kulturze T. cuspidata (47) oraz wytwarzanie paklitakselu
i bakkatyny 1l w kulturze zawiesinowej Taxus baccata (48), nie miat natomiast wptywu
na katus T. x media (47).

Fett-Neto i wsp. (49) badali wptyw fenytoalaniny na biosynteze paklitakselu w ka-
lusie Taxus cuspidata. Stwierdzili, ze dodanie do pozywki 0,1 mM fenytoalaniny, po-
woduje dwukrotny wzrost zawartosci paklitakselu w kalusie. Furmanowa i wsp.
(47,50) udowodnity, ze prekursory fenyloalanina i kwas p-aminobenzoesowy zwiek-
szaly zawarto$¢ paklitakselu i 10-DAB Il w tkance kalusowej Taxus cuspidata.
W tkance kalusowej Taxus x media fenyloalanina zwiekszata zawarto$¢ paklitakselu,
a kwas p-aminobenzoesowy zwiekszat zawartos¢ 10-DAB Il (47).

Zhang i wsp. (51) otrzymali w kulturach zawiesinowych Taxus chinensis wiekszg
zawarto$¢ paklitakselu (25,4 mg/l) po dodaniu do pozywki 60 pM jasmonianu mety-
lu, 50 mg/l chitosanu i 30 pM Ag+. Innymi czynnikami wptywajacymi korzystnie na
zawartos¢ paklitakselu w kulturach T. chinensis byty D-fruktoza i siarczan lantanu do-
dane do pozywki réwnoczes$nie (52), zwiekszone cisnienie osmotyczne pozywki
(20-100 g/l sacharozy) (53), temperatura 29°C (54), ATP (50 mg/l) i triakontanol
(2,5 mg/l), a-pinen, olejek sosnowy i kamfora dodane razem do pozywki (55), a tak-
ze maltoza (56). Miao Zhi Qui i wsp. (57) otrzymali 3 razy wiekszg zawartos¢ pakli-
takselu w kulturach zawiesinowych ciséw po dodaniu do pozywki 0,1 mg/l kwasu
salicylowego.
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Z punktu widzenia biotechnologii roslin korzystnym zjawiskiem jest, gdy poszu-
kiwany zwigzek jest wydzielany przez komérki do pozyki. Umozliwia to tatwiejszag
jego izolacje i nie wigze sie z koniecznoscig zniszczenia calej, stosunkowo wolno
rosnacej biomasy w celu ekstrakcji. Wielu autoréw stwierdzato obecnosé¢ taksanéw
w pozywce (40,44,58). Aoyagi i wsp. (59) zapoczatkowali kulture immobilizowanych
w agarozie protoplastéw Taxus cuspidata zaktadajgc, ze usuniecie bariery, jaka jest
Sciana komorkowa, utatwi wydzielanie taksanéw do podtoza, a takze zwiekszy sku-
tecznosc elicytacji dzieki tatwiejszenu dostepowi elicytorow do btony komérkowej.
Autorzy wykazali, ze okoto 30-35% paklitakseklu w komorkach bylo zlokalizowane
w $cianie komarkowej i/lub w przestrzeni miedzy $ciang i blong komérkowa. W kul-
turach immobilizowanych protoplastow zawarto$¢ paklitakselu w pozywce zwiek-
szyla sie szesciokrotnie (z 0,28 do 1,66 mg/l), w poréwnaniu z kulturg catych komorek.

Kultury zawiesinowe cisow prowadzone sg dotychczas przede wszystkim w nie-
wielkich objetosciach w kolbach Erlenmeyera, natomiast badania kultur zawiesino-
wych w bioreaktorach o réznej pojemnosci prowadzito niewielu autoréw.

W kulturze T. cuspidata prowadzonej w bioreaktorze Wilsona o pojemnosci
600 ml wytwarzanie paklitakselu byto niezalezne od wzrostu. Uzyskana wydajnos¢
wynosita 1,1 mg/l/dzieh (60). Kultury zawiesinowe T. baccata w bioreaktorze o po-
jemnosci 6,2 | prowadzili Vanek i wsp. (61). W Katedrze i Zaktadzie Biologii i Botani-
ki Farmaceutycznej AM w Warszawie prowadzono w fermantorze typu air-lift o po-
jemnosci 5 | kulture T. x media (40) oraz T. baccata (62). Kulture zawiesinowg T. walli-
chiana prowadzono w bioreaktorze o pojemnosci 20 1. Najlepszg zawartos¢ paklitak-
selu (20,8 mg/l) stwierdzono w 24 dniu kultury, co odpowiadato wydajnosci
0,9 mg/l/dzien (63).

Son i wsp. (64) prowadzili kultury zawiesinowe Taxus cuspidata w réznych typach
bioreaktoréw o pojemnosci 20 1, po czym zwiekszyli skale kultury do 100 ! i 500 !
uzyskujgc poréwnywalne wydajnosci paklitakselu (3 mg/) i sumy taksanéw (74 mg/l)
po 27 dniach kultury.

Niewiele badan dotyczacych mikrorozmnazania cisOw zakoriczyto sie sukcesem.
Organogeneza Taxus brevifolia z zarodkéw zachodzita na pozywce jednej drugiej B5,
uzupetnionej 10 pM BA (65). Liczne pedy z zarodkéw Taxus baccata tworzytly sie na
pozywce WP z 22,19 mM BAP i 5 mg/l wegla aktywowanego (66). Indukcje licznych
pedow z paczkéw i fragmentéw gatazek Taxus mairei otrzymali Chang i wsp. (67) na
pozywce jednej drugiej MS z | mg/l BA i | mg/l wegla aktywowanego. Pedy ukorze-
niaty sie na pozywce z 2,5 mg/l IBA.

Nowy kierunek w badaniach kultur in vitro ciséw wyznacza otrzymanie kultur ko-
rzeni transformowanych tych roslin. Korzenie transformowe powstaja w wyniku za-
kazenia komoérek roslinnych bakteriami Agrobacterium rhizogenes. Ten typ kultur
uzyskano dla wielu gatunkéw roslin okrytozalgzkowych z klasy dwulisciennych, ist-
niejg natomiast tylko nieliczne doniesienia o transformowanych korzeniach roslin
nagozalazkowych (68). Huang Zunxi et al. (27) otrzymali korzenie transformowane
Taxus brevifolia, stosujgc szczep A4 (ATCC 31798). Wydajnos¢ transformacji wynosita
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30%. Najbardziej podatne na zakazenie byly cate pedy. Transformacja igiet, pni i ko-
rzeni nie powiodfa sie. Transformowane korzenie pojawity sie po 30-35 inkubacji
zakazonych eksplantatow. Zawartos¢ paklitakselu w kilku uzyskanych klonach ros-
nacych w pozywce B5 wynosita od 0,08 do 0,48 mg/g suchej masy. W ciggu 20 dni
przyrost masy korzeni byt oSmiokrotny.

Furmanowa i Syklowska-Baranek (28,40) otrzymaly korzenie transformowane
T. X media w wyniku zakazenia igly sterylnej siewki szczepem LBA 9204 A. rhizoge-
nes. Wydajnos¢ transformacji wynosita 3%. Masa korzeni rosnacych na pozywce DCR
zwiekszata sie 2,5-krotnie w czasie 28 dni kultury. Zawarto$¢ paklitakselu w korze-
niach wynosita 69 pg/g sm, a 10-DAB lli 82 pg/g sm. Pod wptywem JM zawartos¢ pa-
klitakselu zwiekszata sie po jednym tygodniu elicytacji do 204 pg/g sm i utrzymy-
wala sie na tym poziomie w czasie nastepnych dwéch tygodni kultury. JM nie miat
istotnego wpltywu na zawartos¢ 10-DAB Il

Wykorzystanie kultur in vitro do wytwarzania paklitakselu i innych taksanéw na
skale przemystowg bedzie mozliwe, gdy zostang opracowane technologie optacalne
z ekonomicznego punktu widzenia. Natomiast juz obecnie dzieki kulturom in vitro
poznano niektére z etapow biosyntezy paklitakselu. Przeglad badan w tym zakresie
przedstawili Walker i Croteau (69). jednym z poczatkowych etapow jest powstawa-
nie pirofosforanu geranylogeranylu (GGPP) z pirofosforanu izopentenylu i pirofosfo-
ranu farnezylu przy udziale syntazy pirofosforanu geranylogeranylu. Wzrost aktyw-
nosci tego enzymu, a nastepnie wzrost zawartosci taksanéw stwierdzono w kultu-
rze zawiesinowej Taxus haccata po dodaniu jasmonianu metylu (70). Hefner i wsp.
(71) uzyskali cDNA kodujgce syntaze pirofosforanu geranylogeranylu z komorek kul-
tury zawiesinowej T. canadensis. Pirofosforan geranylogeranylu ulega cyklizacji do
taksa-4(5),l I(12)-dienu (IV) pod wplywem syntazy taksadienu i powstaje unikatowy
trojpierscieniowy uklad taksanu. Enzym ten zostat wyizolowany najpierw z pedéw
T. brevifoUa, a nastepnie z komoérek T. canadensis rosngcych w kulturze zawiesino-
wej; sklonowano takze cDNA (72,73). W przeprowadzonych badaniach biosyntezy
taksanoéw w kulturach T. chinensis wykazano, ze kolejne etapy biosyntezy paklitakse-
lu to powstanie taksa-4(20),l 1(12)-dien-5a-olu, a nastepnie jego estryfikacja. En-
zym: O-acetylotransferaza: acetylo CoA taksa-4(20),l 1(12)-dien-5a-ol zostat wyizo-
lowany z komoérek kultury zawiesinowej T. cuspidata, a hastepnie czesciowo oczysz-
czony i scharakteryzowany (74).

Lovy-Wheeler i wsp. (75) na podstawie badan produktéw transformacji tak-
sa-4(20),l I(12)-dien-5a-olu i jego acylowej pochodnej przez frakcje mikrosomalne
uzyskane z elicytowanych jasmonianem metylu kultur zawiesinowych T. cuspidata
i innych gatunkow ciséw, stwierdzili, ze kolejne grupy hydroksylowe do uktadu tak-
sanu sg wprowadzane kolejno przy weglu CIO, C2, C9, C13 i w koncu przy C7i CI.

Paklitaksel jest obecnie otrzymywany na drodze pétsyntezy z 10-deacetylobaka-
tyny 1l izolowanej z igiet T. baccata, gdzie wystepuje w ilosci 0,2°6 SM. Pierwszym
etapem tego procesu jest otrzymanie bakatyny 111. Przypuszczano, ze réwniez in vivo
bakatyna Il jest bezposrednim prekursorem paklitakselu. Stosowanie bakatyny l1lI
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IV. taksa-4(5),l 1(12)-dienu

jako substratu wyjSciowego uproscitoby proces semisyntezy pakiitakselu. Trwaly za-
tem préby izolacji enzymu katalizujgcego estryfikacje grupy OH przy weglu CIO
uktadu taksami, jako pierwsi o otrzymaniu z korzeni i miazgi Taxus baccata frakcji
biatkowej wykazujgcej aktywnos¢ acetylotransferazy: acetylo CoA 10-deacetyloba-
katyna 111 doniesli Zocher i wsp. (76) (cf 78). CzeSciowo oczyszczong acetylotransfe-
raze: acetylo CoA 10-deacetylobakatyna 1l z lisci, a takze z kultury in vitro Taxus cu-
spidata otrzymali Pennington i wsp. (77). Natomiast Menhard i Zenk (78) wyizolowali
i scharakteryzowali O-acetylotransferaze: acetylo CoA 10-hydroksytaksanu z kultur
in vitro Taxus chinensis. Autorzy udowaodnili, ze wyizolowany enzym jest regio- i ste-
reospecyficzny w stosunku do grupy |Op-hydroksylowej przy ukladzie taksanu.
W swoich badaniach wykorzystali deacetylowane pochodne taksujunaniny C. Taksu-
junanine C wyizolowano z kultury komodrkowej T. chinensis, gdzie wystepowata
w ilosci 130 mg/l po 10 dniach kultury (79). Zwigzek ten posiada cztery acetylowane
grupy hydroksylowe przy weglach C2, C5, CIO, C14 ukfadu taksanu. Prowadzgc hy-
drolize taksujunaniny C w réznych warunkach, uzyskano osiem deacetylowanych
pochodnych o réznej liczbie wolnych grup hydroksylowych. Okazato sie, ze substra-
tami dla wyizolowanej O-acetylotransferazy byty tylko pochodne majace wolng gru-
pe hydroksylowg przy ClIO. Wéwczas gdy jako substratu uzyto 10-deacetylobakaty-
ny lll acetylowaniu ulegata tylko grupa OH przy weglu CIO, a grupy OH przy Cl i C7
pozostaly niezestryfikowane; produktem reakcji enzymatycznej byta zatem bakaty-
na 1l (78). Walker i Croteau (80) sklonowali w Escherichia coli cDNA trzech acylo-
i dwoch arylotransferaz uczestniczacych w biosyntezie pakiitakselu.

3. Whnioski

Kultury in vitro ciséw okazaty sie dogodnym materialem w badaniach biosyntezy
taksandw, a takze dobrym zrédtem enzyméw biorgcych udziat w tym procesie. Licz-
ba opublikowanych doniesien i patentéw dotyczacych produkcji pakiitakselu i jego
prekursoréw w kulturach in vitro uswiadamia jak wielkie nadzieje na pomoc w roz-

BIOTECHNOLOGIA 3 (62) 62-74 2003 71



Olga Olszowska, Hanna Oledzka

wigzaniu probleméw dotyczacych zaspokojenia zapotrzebowania na te zwigzki
wiazane sa z metoda kultur in vitro.

Praca finansowana przez KBN, grant nr: 0403/P05/2002/23.
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