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Taxol (Paclitaxel), tetraciklicki diterpen, je sekundarni metabolit biljnog porijekla s antitumorskim
svojstvima kojeg sintetiziraju stabla roda Taxus. Prvi put je izoliran iz kore biljke Taxus baccata
pocetkom druge polovice 20. stoljeca, skoro nijedan drugi lijek nije zaplijenio paznju javnosti kao
paclitaxel. Njegov uspjeh u tretmanu mnogo vrsta tumora je od velike vaznosti. Veze se na [3-
tubulin i ometa dinamiku mikrotubula inhibirajuéi njihovu depolimerizaciju, za razliku od ostalih
agensa koji djeluju na mikrotubule, poput vinkristina i vinblastina koji onemogucuju
polimerizaciju. Apoptozu stanica uzrokuje inhibicijom stani¢nog ciklusa, no i sekundarnim
genetskim mehanizmima. Njegova ekstremno niska prirodna zastupljenost primorala je na trazenje
alternativnih puteva proizvodnje poput kulture stanica, bakterijskih kultura, endofita, kompletne
sinteze i polusinteze. Taxol posjeduje vrlo kompleksnu biosintezu koja ukljucuje vise od 19 koraka,
i do danas nisu svi enzimi koji sudjeluju u potpunosti okarakterizirani. Uz to, glavni izazovi za
buduéa istrazivanja su pronalazak ekonomski isplativog puta proizvodnje Taxola
mikroorganizmima i poveéanje biodostupnosti lijeka nanotehnologijom bez negativnih utjecaja na
zdravlje pacijenata.
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Taxol (Paclitaxel), a tetracyclic diterpene, is a secondary metabolite of plant origin with
antitumoral activity. It is synthesized by trees of the genus Taxus and it was first extracted from
the bark of Taxus baccata in the 1960s, no other drug attracted so much media attention since. Its
success in the treatment of a variety of cancers is of great importance. It binds to B-tubulin and
disrupts the microtubular dynamics through inhibition of their depolymerization, unlike other
microtubule targeting agents like vinblastine and vincristine which disable the polymerization. Cell
apoptosis is caused by the arrest of the cell cycle but also by exerting effects on gene expression.
Its extremely low natural occurence in the yew bark forced the search for alternative production
sources such as harvesting it from cell culture, bacterial cultures, endophytes, total synthesis and
semi-synthesis routes. Taxol has an extremely complicated biosynthesis pathway which has over
19 steps in total, and still today some of the enzymes involved have not been characterized. Besides
that, main challenges for the future development and research include finding an economically
viable microbial way of production, increasing bioavailability of the drug by nanotechnology
without adverse effects on patients health.
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1.Uvod

Taxol (Paclitaxel) je biljni sekundarni metabolit s antineoplasti¢nim citostatskim svojstvima, prvi
je otkriveni agens koji hiperstabilizira mikrotubule. Interagira s B-tubulinom i onemogucuje

depolimerizaciju mikrotubula.

Taxol je prvi identificirao Dr. Jonathan L. Hartwell koji je 1960ih u sklopu ustanove ,National
Cancer Institute” Sjedinjenih Americkih Drzava provodio testiranje molekula biljnog porijekla za
antitumorske agense. Proizvodnja lijeka je postala skupa za drzavu i odlucilo se prodati prava na
lijek privatnom sektoru, 1991. godine tvrtka Bristol-Myers-Squibb je preuzela prava i stavljen je

zastitni znak na ime Taxol, od tad je genericki naziv paclitaxel.

Taxoidi su cikli¢ki diterpeni koji sadrzavaju u svojoj strukturi karakteristi¢ni taksadienski kostur.
Paclitaxel se nalazi u biljkama roda Taxus te je prvi put izoliran iz vrste Taxus baccata L. Ima
ekstremno znacdajnu ulogu u medicini, koristi se u lije€enju viSe tipova karcinoma. lako je vrlo
uspjesan u klinickoj primjeni ima i nezeljenih karakteristika, poput razvitka rezistencije stanica na

paclitaxel, ili vrlo male topljivosti u vodi, te skupe i komplicirane proizvodnje lijeka.

Biosinteza paclitaxela ima bar 19 koraka, pocinje mevalonatnim ili metil-eritrol-fosfatnim putem
kojima se sintetizira geranilgeranil-pirofosfat, zatim taksadien-sintaza katalizira sintezu kostura
paclitaxela, taksadiena. Slijedi hidroksilacija taksadiena na C10, C1, C2, C4, C7 i C13 citokrom P450
hidroksilazama. Zatim 2-debenzoiltaksan prolazi benzoilaciju do 10-deacetilbaccatina Il na koji se
pripaja acilna skupina i nastaje baccatin lll. Slijedi pripajanje fenilalanin deriviranog lanca na C13
poziciji za nastanak fenilalanil baccatina Il koji prolazi jo$ jednu hidroksilaciju i jednu benzoilaciju
na bo¢nom lancu (Liu i ostali, 2016). Paclitaxel inducira apoptozu putem zaustavljanja stani¢nog
ciklusa u G2/M fazi (Giannakakou i ostali, 2001) i djeluju¢i na ekspresiju i aktivnost pro-

apoptotskih i anti-apoptotskih proteina (Whitaker & Placzek, 2019).

Ekstrahiranje paclitaxela iz kore tise, gdje mu je udio svega 0,069%, u vrijeme otkri¢a lijeka je

devastiralo prirodne populacije tih stabala i dovelo tisu do ugroZenosti. Takav nacin proizvodnje



nije bio dugoro¢no odrziv te je sve veca potrainja za paclitaxelom prisilila na potragu za

alternativnim nacinima proizvodnje (Sabzehzari i ostali, 2020).

LoSa topljivost paclitaxela u vodi dovela je do potrebe za nanotehnoloskim rjeSenjima poput
konjugacije paclitaxela na proteine ili RNA i punjenje membranskih liposoma lijekom (Ong i ostali,
2016). Glavni cilj trenutnih i buducih istraZivanja je optimizacija i razvitak ekoloski prihvatljivih
biotehnoloskih rjesenja za proizvodnju paclitaxela i minimizacija rezistencije koju razviju mnoge

stanice tretirane paclitaxelom (Gallego-Jara i ostali, 2020).



2. Kemija paclitaxela

Paclitaxel je jedan od najkompleksnijih sekundarnih metabolita izoliranih iz biljaka cija struktura
mu daje antineoplasti¢na svojstva. Empirijska formula paclitaxela je Ca7Hs1NO14, molekularne
mase 853,9 g/mol. Prema IUPAC nomenklaturi ime taxola je (2a,4a,5B,7B,108,13a)-4,10-
bis(acetiloksi)-13-{[(2R,3S)-3-(benzoilamino)-2-hidroksi-3-fenilpropanoil]oksi}-1,7-dihidroksi-9-

okso-5,20-epoksitaks-11-en-2-il benzoat. Molekularna struktura paclitaxela prikazana je na slici
1. Paclitaxel ima 11 kiralnih atoma ugljika, sastoji se od dva dijela, taksanski prsten na kojem se
nalazi postrani ¢etveroclani oksetanski prsten pozicioniran na C4 i C5 ugljikovim atomima i bo¢ni

homokiralni esterski lanac pozicioniran na C13 ugljikovom atomu (Kampan i ostali, 2015).

Slika 1: Molekularna struktura paclitaxela preuzeto od C.-P. Yang & Horwitz, 2017

Cisti paclitaxel je bijeli kristali¢ni prah topiv u dimetil sulfoksidu (Stierle i ostali, 1993) (50 mg/cm3)
i metanolu (50 mg/cm3). Topljivost u vodi je oko 0,4 pg/cm3. U kiselim uvjetima dode do
degradacije molekule, na primjer u koncentriranoj klorovodi¢noj kiselini. Etanska kiselina (0,1%)
dodana otopini metanola pospjesuje stabilnost molekula paclitaxela u otopini, usporava
degradaciju i do 7 dana na sobnoj temperaturi, omogucuje i skladistenje lijeka na 4 °C, do 3
mjeseca. Takoder, paclitaxel je topljiv u etanolu i acetonitrilu. Najmanje razine degradacije
molekula Taxola su uocene pri pH 3-5. Otopine (pripremljene injekcije) paclitaxela (1mg/mL) su
ostale aktivne do 3 dana u 5% dekstrozi pri temperaturi od 22°C te pri 32°C u 0,9% otopini

natrijeva klorida. Temperatura raspada je pri 200-220 °C (Nikolic i ostali, 2011).



3. Biosinteza paclitaxela

Biosinteza Taxola pocinje, kao i kod ostalih diterpenskih metabolita, od geranilgeranil-difosfata
Ciji se prekursori sintetiziraju mevalonatnim putem ili putem metil-eritrol-fosfata. Mevalonatni
sintetski put podrazumijeva sintezu prekursora geranilgeranil-difosfata, izopentenil-pirofosfata i
dimetilalil-pirofosfata iz tri molekule acetil-CoA, dok u putu metil-eritrol-fosfata se izopentenil-
pirofosfat i dimetilalil-pirofosfat sintetiziraju kondenzacijom piruvata i gliceraldehid-3-fosfata
(Bach i ostali, 1999). Nadalje izopentenil-pirofosfat i dimetilalil-pirofosfat su supstrati enzima
geranil-pirofosfat-sintaze koja sintetizira geranil-pirofosfat te nakon toga farnezil-pirofosfat koji
je dalje supstrat enzimu geranilgeranil-pirofosfat-sintazi (GGPP-sintaza). U posljednja dva
deseteljeca je izolirano i klonirano trinaest gena Ciji produkti sudjeluju u biosintetskom putu
paclitaxela. Geni koji kodiraju za GGPP-sintazu, taksadien-sintazu, Sest enzima iz obitelji citokrom
P450 i tri acetiltransferaze. Formiranje geranilgeranil-difosfata je katalizirano GGPP-sintazom,
geranilgeranil-difosfat dalje prolazi ciklizaciju kataliziranu taksadien-sintazom da bi se sintetizirao
taksa-4(5),11(12)-dien (Croteau i ostali, 2006). Nakon slijedi niz hidroksilacija i acilacija taxanske
jezgre u kojima sudjeluju enzimi taksan 2a-O-benzoiltransferaza, taksadien-5a-ol-O-acetil
transferaza, taksoid-2a-hidroksilaza, taksoid-5a-hidroksilaza, taksoid-7B-hidroksilaza, taksoid-
10B-hidroksilaza i taksoid-13a-hidroksilaza (Jiang i ostali, 2021). U nekim istraZivanjima je
pronadeno da je konverzija 10-deacetilbaccatin Il u baccatin Il provodena enzimom 10-
deacetilbaccatin 11l-10-O-acetiltransferazom ogranicavajuci korak u biosintetskom putu (Nasiri i
ostali, 2016). Fenilalanin-aminomutaza katalizira konstrukciju fenilalanin deriviranog bocnog
lanca na C13 koji se pripaja na baccatin Il aktivnho$éu enzima baccatin [llI-3-amino,3-
fenilpropanoiltransferaze (Jennewein, Wildung, i ostali, 2004). Posljednja dva koraka u biosintezi
paclitaxela kataliziraju jedna od citokrom P450 hidroksilaza i 3'-N-debenzoil-2’-deoksitaxol-N-

benzoiltransferaza (Kashani i ostali, 2018). Na slici 2. prikazana je biosinteza paclitaxela.
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Slika 2. Biosintetski put paclitaxela: Prvi korak gdje se ireverzibilno posveduje biosintezi
paclitaxela je ciklizacija GGPP do taksadiena enzimom taksadien-sintazom, nakon ¢ega slijedi 8
citokrom P450 posredovanih hidroksilacija, dvije acilacije, jedna benzoilacija, nastajanje
oksetanskog prstena i oksidacija na C9 do baccatina lll, na ¢iji se C13 atom pripaja fenilalanin
deriviran bocni lanac da bi se doslo do finalnog produkta paclitaxela (B.-J. Li i ostali, 2017).

Preuzeto od Liu i ostali, 2016 .

No neki od gena u biosintetskom putu jo$ ostaju neistraZzeni, potrebno je identificirati enzime
taxoid-1B-hidroksilazu, taksoid-9-keto-oksidazu, B-fenil-alanoil-CoA-ligazu, te one odgovorne za

epoksidaciju na C4 i C5 i formaciju oksetanskog prstena (Y. Li i ostali, 2015).

3.1. Analiza ekspresije gena biosintetskog puta
Bioinformatickim analizama promotorskih regija poznatih kljuc¢nih biosintetskih enzima za sintezu

Taxola (GGPP-sintaza, taksadien-sintaza, taksan 2a-O-benzoiltransferaza, taksadien-5a-ol-O-
acetil-transferaza, taksoid-2a-hidroksilaza, taksoid-5a-hidroksilaza, taksoid-7B-hidroksilaza,
taksoid-10B-hidroksilaza, taksoid-13a-hidroksilaza, fenilalanin-aminomutaza, baccatin [lI-3-
amino,3-fenilpropanoil-transferaza, = 10-deacetilbaccatin  IlI-10-O-acetiltransferaza, = 3'-N-
debenzoil-2'-deoksitaxol-N-benzoil-transferaza), pronadena je prisutnost odredenih cis-
elemenata. Osam gena povezanih s biosintezom taxola su imali osnovne elemente poput G-boxa
(osim baccatin IlI-3-amino,3-fenilpropanoil-transferaze), komponente odgovorne za reakcije na
hormone poput elementa za odgovor na auksin, ABA-u, giberelin (P-box, TATC-box), metil-
jasmonat (CGTCA-motiv i TGACG-motiv) i salicilnu kiselinu. Uz ovo pronadeni su i elementi za
odgovore na abiotske stresne uvjete poput suSe, niske temperature i visoke temperature.
Takoder, programom Plant-MPloc napravljena su predvidanja za substani¢nu lokalizaciju ovih
proteina (koji ima uspjesnost predvidanja od 63,7% (Chou & Shen, 2010)), P450 hidroksilazni
proteini su lokalizirani u endoplazmatskom retikulumu, dok su acetil-transferaze u citoplazmi, a
fenilalanin-aminomutaza u jezgri, GGPP-sintaza u kloroplastu i plastidima dok taksadien-sintaza u
kloroplastu. Analizirana je ekspresija odredenih gena RNA-seq metodom u razli¢itim stresnim
uvjetima i u prisutnosti odredenih hormona. Pri niskim temperaturama ekspresija taksadien-
sintaze, GGPP-sintaze, 10-deacetilbaccatin IlI-10-O-acetiltransferaze, taksoid-10B-hidroksilaze,

taksoid-5a-hidroksilaze, i taksadien-5a-ol-O-acetil-transferaze je bila poveéana, dok je hladnoca
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suprimirala transkripciju taksoid-2a-hidroksilaze, taksan 2a-O-benzoil-transferaze, taksoid-7p3-
hidroksilaza i fenilalanin-aminomutaze. Nakon tretmana s GAs uocilo se povedéanje ekspresije 11
od 13 gena, razina ekspresije taksoid-10B-hidroksilaze i taksoid-7B-hidroksilaze nije se
promijenila. Transkripcija svih 13 gena se znacajno povecala nakon tretmana s metil jasmonatom.
Takoder, vecina gena je bila pozitivno regulirana nakon izlaganja susi, poviSenom salinitetu i
koronatinu. Ove analize transkripcije gena za biosintezu paclitaxela mogu uputiti na obrambenu

ulogu paclitaxela od stresnih uvjeta (Jiang i ostali, 2021).



4. Mehanizmi djelovanja paclitaxela

4.1. Mikrotubuli

Paclitaxel je agens koji stabilizira mikrotubule, veZe se u hidrofobni dZzep na B-tubulinu. Hiper-
stabilizacijom tubulinskih polimera, to jest ojacavanjem lateralnih interakcija izmedu tubulinskih
protofilamenata (H. Li i ostali, 2002) utje¢e na dinamiku mikrotubula i vodi apoptozi. Mikrotubuli
imaju mnogo bitnih uloga u stanici, sudjeluju u pravilnoj segregaciji kromosoma u mitozi,
odrZavaju oblik stanice, djeluju u kontrakcijama i pokretljivosti stanice te transportu organela i
makromolekula unutar same stanice. Na slici 3. je prikazan mikrotubul i vezno mjesto paclitaxela
na B-tubulinu koje je istraZzivano primjenom analoga paclitaxela s fotoreaktivnim grupama na

to¢no definiranim pozicijama molekule.

S
A
. Paclitaxel
L a-ty
A
Microtubule “ ~

Slika 3. Mikrotubul i vezno mjesto paclitaxela: Plavom bojom su prikazani B-tubulini, a sivom a-
tubulinski proteini, Taxol je obojan rozom bojom i na desnoj slici prikazan Stapic¢astim modelom

dok je na lijevoj slici prikazan kao rozi trokut. Takoder prikazan je i bocni lanac arginina na 282.



Poziciji koji je klju€an za interakciju paclitaxela s B-tubulinom. Preuzeto od Tong i ostali, (2022) i

uredeno.

4.2. Genetski mehanizmi
Paclitaxel inducira apoptozu na vise nacina, uzrokuje zastoj u staniénom ciklusu, utjece na

ekspresiju gena poput JNK (Jo i ostali, 2016), p38-MAPK (Fan i ostali, 2020; Shen i ostali, 2017),
NFkB, TNFa (Janes i ostali, 2014) i gene iz obitelji Bcl-2 koji su povezani su apoptotskim putevima

te inducira apoptotski put ovisan o kalciju (Whitaker & Placzek, 2019).

Paclitaxel izaziva zustavljanje stanic¢nog ciklusa u G2/M fazi Sto uzrokuje apoptozu (Giannakakou
i ostali, 2001), no neke stanice mogu probati izbjeéi apoptozu bijegom iz mitoze. Takve stanice
postanu polinuklearne i genom im nije stabilan. Negativhom regulacijom ekspresije Bcl-2 proteina
te fosforilacijom (inaktivacijom) istih, paclitaxel inducira inhibiciju njihovih anti-apoptotskih
djelovanja u stanici (Blagosklonny i ostali, 1996; Ren i ostali, 2018). Bcl-2 proteine moZzemo
podijeliti na pro-apoptotske i anti-apoptotske koje dalje moZemo podijeliti prema koli¢ini
homolognih domena s Bcl-2, na one s vise homolognih domena, efektorske proteine i samo s
jednom Bcl-2 homolognom domenom (BH3), BH3 proteine, prikazano na slici 4. Fizicke interakcije
izmedu ovih pro-apoptotskih i anti-apoptotskih proteina su klju¢ne u zastiti stanice od unutarnjeg
/ mitohondrijski posredovanog puta apoptoze. Strukturne studije su pokazale da BH1, BH2 i BH3
domene zajedno formiraju hidrofobni dzep kojim anti-apoptotski Bcl-2 proteini interagiraju sa
svojim pro-apoptotskim rodacima kojima amfipatska a-zavojnica (BH3 domena) djeluje kao
ligand. OdrZavanje ravnoteZe ovih interakcija osigurava pravilan apoptotski odgovor na razvojne
i stresorske signale (Campbell & Tait, 2018). Inaktivacijom anti-apoptotskih Bcl-2 proteina
povedava se koli¢ina efektorskih BAX,BAK,BOK proteina, te to promovira oligomerizaciju istih.
Aktivacija efektorskih proteina povecava permeabilnost vanjske membrane mitohondrija i
aktivira, to jest otvara transmembranski protein mPTP na mitohondrijskoj membrani koji ispusta
citokrom C iz mitohondrija u citosol Sto zapocinje kaskadu apoptotskog odgovora, vodedi do
formacije apoptosoma i aktivacije kaspaza (Jo i ostali, 2016). Kod nekih stanic¢nih linija poput
karcinoma jajnika i leukemije pronadeno je da je Bcl-2 fosforilacija posredovana paclitaxelom
neovisna o aktivaciji INK/SAPK (c-Jun N-terminal kinaza/Stres Aktivirana Protein-Kinaza) (Attalla i

ostali, 1998) puta dok drugi dokazi ukazuju da je paclitaxel posredovana inaktivacija anti-
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apoptotskih Bcl-2 proteina ovisna o JNK/SAPK kaskadi, uobicajeno paclitaxel ¢e aktivirati JNK, sto
¢e dovesti do fosforilacije Bcl-2 proteina i njegove disocijacije s BAX koji ¢e migrirati u mitohondrij

i inducirati mPTP posredovan izlazak citokroma C u citosol (Jo i ostali, 2016).

pro-survival

BCL2-like proteins—BCL2, MCL-1, BCLXL, BFL1/A1, BCLW
hydrophobic BH3 binding groove

pro-apoptotic

effector proteins—BAX, BAK, BOK
ligand

s N o N o ML oo )

BH3-only proteins — BIM*, BAD, BID, NOXA, PUMA, BMF, HRK*, BIK*

BH3 |

Slika 4. Bcl-2 obitelj proteina: sastoji se od anti-apoptotskih i pro-apoptotskih proteina,
medusobno pro-apoptotske mozemo dalje podijeliti prema broju Bcl-2 homolognih (BH) regija
gdje efektorski proteini BAX, BAK, BOK imaju 3 BH regije dok BH3-only proteini imaju samo jednu,
BH3 regiju. Efektorski proteini i neki BH3-only proteini (BIM,BIK,HRK) imaju transmembransku

domenu koja im omogucduje pri¢vrsc¢ivanje u membrani. Preuzeto od Campbell i Tait, 2018.

Zabiljezena je i indukcija senescencija-asocirane [B-galaktozidaze u stanicama fibroblasta i
vaskularnog endotela koje su izloZzene paclitaxelu, te povisena ekspresija p53 i p21 inhibitora
stani¢nog ciklusa, koji sudjeluju u apoptozi uzrokovanoj senescencijom stanica dok je u stanicama
vaskularnog endotela detektirana smanjena ekspresija endotelne NO sintaze (Peiris-Pageés,

Sotgia, i ostali, 2015a) (Ota i ostali, 2009).
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Stanice fibroblasta su pod tretmanom paclitaxelom pokazale i povec¢anu produkciju upalnih
pokazatelja interleukina-6 i chemokin-ligand 5 (Peiris-Pagées, Smith, i ostali, 2015; Peiris-Pages,
Sotgia, i ostali, 2015). Paclitaxel je prepoznat kao jedan od uzrocnika upale u lednoj mozdini gdje
je pri kemoterapiji s paclitaxelom uocena proizvodnja ceramida i ceramid sfingozin-1-fosfata koji
su dalje djelovali na S1P receptor podtip 1-ovisne neuroinflamatorne reakcije poput: aktivacije
NF-kB, ERK i MAP-kinaza, nakon Cega je uslijedila povecéana sinteza TNFa i IL-1B (Janes i ostali,

2014).

4.3. Oksidativni stres

U mnogim istrazivanjima paclitaxel je doveo stanice fibroblasta pod oksidativni stres tj. poveéanu
proizvodnju ROS (eng. reactive oxygen species) (Peiris-Pagées, Sotgia, i ostali, 2015) takoder je
primje¢ena znatno sniZzena ekspresija anti-oksidativnih enzima poput superoksid-dismutaza i
glutation-peroksidaza (Peiris-Pages, Smith, i ostali, 2015). Takoder bitno za istaknuti je da vedina
ROS-ova generirana karcinogenim stanicama tretiranima paclitaxelom se nakuplja van stanica i

tako dovodi i stanice u lokalnoj okolini do apoptoze (Alexandre i ostali, 2007).
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5. Mehanizmi rezistencije na paclitaxel

5.1. ATP-binding casette

NajéeS¢i mehanizam rezistencije na paclitaxel ukljuéuje proteine MDR-1 i P-glikoprotein. Oba
proteina su ¢lanovi ATP-binding casette obitelji proteina koji iskoristavanjem ATP-a translociraju
mnoge supstrate preko membrana, u ovom slucaju translociraju paclitaxel van stanice (Ezrahi i
ostali, 2019). Paclitaxel se veZze na oba transportera s visokim afinitetom Sto uzrokuje smanjenu
koncentraciju lijeka u stanicama i jaku rezistenciju na paclitaxel (Némcova-Fiirstova i ostali, 2016;
Szakdcs i ostali, 2006). Dakle nuzno je koristiti inhibitore ovih proteina za efektivnu kemoterapiju,
poput myricetina, ili G-quadruplex oligonukleotida koji sniZzavaju ekspresiju P-glikoproteina i

MDR-1 te induciraju apoptozu stanica (Wang i ostali, 2015; Zheng i ostali, 2017).

5.2. Toll-like receptor 4

Paclitaxel se veZze na MD-2 protein na stani¢noj membrani (Zimmer i ostali, 2008), koji prenosi
signal na toll-like receptor 4 inace odgovoran za obranu stanice od bakterijskog endotoksina,
lipopolisaharida i puteve prezivljavanja, tako i kod paclitaxel inducirane kaskade toll-like receptor
4 koja okida MyD88-ovisne odgovore tj. inducira aktivaciju vise pro-onkogenih faktora, NF-«kB te
transkripciju inflamatornih citokina i njihovih specifi¢nih receptora (Rajput i ostali, 2013). Ovo
ukazuje na potrebu inhibicije toll-like receptor 4 signalnog puta za uspjeSnije rezultate

kemoterapije.

5.3. Receptori tirozin-kinaze
Receptori tirozin-kinaze koji ukljuéuju proteine EGFR, HER2, HER3, HER4, bitna je obitelj proteina

za karcinogenezu, uloga receptora tirozin-kinaza je aktiviranje kaskade intracelularnih puteva
preko ATP-posredovane autofosforilacije (Hynes & MacDonald, 2009). Mucin-1,
transmembranski glikoprotein prekomjerno eksprimiran u stanicama karcinoma cerviksa
uzrokuje kemorezistenciju na paclitaxel na EGFR-ovisan nacin. Tretman EGFR-inhibitorom
Erlotinibom pokazao se kao ucinkovit nacin senzitizacije stanica karcinoma cerviksa na paclitaxel
(Lv i ostali, 2019). Dok je druga studija (Gupta i ostali, 2019) pokazala povisenu ekspresiju HER2 i

B-kateninskih signalnih puteva u metastatskim stanicama dojke rezistentnim na paclitaxel,
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tretman Penfluoridolom suprimirao je spomenute signalne puteve i snizio rezistenciju na

paclitaxel.

54. Txrl

Txrl je transkripcijski faktor koji regulira ekspresiju thrombospondin 1 proteina koji dokazano

regulira osjetljivost stanica na spojeve taksanske strukture (Lih i ostali, 2006).

5.5. Forkhead-protein

U stanicama karcinoma jetre pokazano je sudjelovanje Forkhead-proteina 1 u stvaranju
rezistencije na paclitaxel preko signalnog puta koji ukljuuje povisenu ekspresiju prohibitin 1
proteina i aktivaciju FoxM1/PHB1/RAF-MEK-ERK kaskade (Huang i ostali, 2019). U recentnom
istrazivanju pokazano je da Aurora kinaza A dodatno stabilizira protein Fox-M1 u stanicama
karcinoma dojke rezistentnim na paclitaxel te je obec¢avaju¢a meta za razvitak inhibitornih lijekova

(N. Yang i ostali, 2019).

5.6. Metabolicki putevi rezistencije
Povecana ekspresija enzima laktat-dehidrogenaza A je povezana s rezistencijom na paclitaxel.

Selektivnim utiSavanjem gena putem siRNA i koriste¢i ne-kompetitivni inhibitor laktat-
dehidrogenaze, oxamat, uoceno je povecanje osjetljivosti stanica na paclitaxel. Ovime se laktat-
dehidrogenaza pokazala kao obecavaju¢a meta za istrazivanje poboljSanja kemoterapije (Zhou i
ostali, 2010). Uz laktat-dehidrogenazu A jo$ jedan enzim bitan u regulaciji glikolize i oksidativne
fosforilacije se pokazao znacajnim u indukciji rezistencije na paclitaxel: kinaza 2 piruvat-
dehidrogenaze u stanicama karcinoma pluca. UtiSavanjem ekspresije enzima putem siRNA i
koristenjem PDK-2 inhibitora dikloroacetata postignuto je smanjenje rezistencije prema

paclitaxelu (Sun i ostali, 2017).

5.7. Mitogen-aktivirane protein-kinaze
Mitogen-aktivirane protein-kinaze su se pokazale kao jedan od sudionika u razvijanju rezistencije

na paclitaxel. Tema odredenih istrazivanja je inhibicija mitogen-aktiviranih protein-kinaza kod
stanica tretiranih paclitaxelom sto je bitno za poboljsanje efikasnosti kemoterapije. Octreotid se

pokazao ucinkovitim u inhibiciji fosforilacije p38-mitogen-aktivirane protein-kinaze te se uocilo
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povecanje broja stanica koje su prosle apoptozu nakon tretmana s paclitaxelom u kombinaciji s

octreotidom (Fan i ostali, 2020; Shen i ostali, 2017).
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6. Nanotehnoloske formulacije s paclitaxelom

Paclitaxel je molekula lipofilne prirode loSe topljiva u vodi Sto oteZzava administraciju lijeka
pacijentima. Taxol je formulacija lijeka paclitaxela s Cremophor EL (primarno konjugati polietilen
glikola i etoksilirani glicerol) komponentom (Gelderblom i ostali, 2001), iako ucinkovit u tretmanu
raznih karcinoma, njegova terapeutska upotreba je ograni¢ena uslijed toksi¢nih efekata
Cremophor EL-a koji nije bioloski inertan: zabiljeZene su nuspojave poput anafilaktickih
hipersenzitivnih reakcija, hiperlipidemije, abnormalnih lipoproteinskih pojava i periferalne
neuropatije. Preferabilna zamjena (van Zuylen i ostali, 2001) Taxolu je Abraxan gdje je paclitaxel
vezan na albumin, no daljnji napredak se moze postic¢i kombiniranjem paclitaxela s nanonosacima.
Benefiti ovoga su odrzivo donoSenje visokih koncentracija lijeka na ciljano tkivo, pasivno ciljanje
tumorskog tkiva poveéanim EPR (poboljSana permeabilnost i retencija) efektom (Acharya &
Sahoo, 2011), smanjenje u ozbiljnosti i koli¢ini toksi¢nih ucinaka, prevencija biotransformacije

lijeka u opticajnom sustavu.

Uspjesno su napravljene nanocestice od membrana makrofaga (Cao i ostali, 2020). Noviji pristup
samo-sastavljaju¢im nanocesticama pokazali su Feng i ostali, (2020), napravili su kombinaciju
indocijanin zelene i paclitaxela sa 100% “utovarom” lijeka na sintetizirane nanocestice bez
ekscipijenata. Formulirane su nanocestice koriste¢i RNA, sintetizirane su céetverostrane RNA
nanocestice u obliku kriza na koje se moglo kovalentno vezati 24 molekule paclitaxela. RNA
nanocestice su se zatim konjugirale s anti-EGFR aptamerima koji se selektivno vezu na stanice
karcinoma dojke koje pretjerano eksprimiraju EGFR, postignuta je specificna inhibicija tih stanica
bez djelovanja na okolna tkiva (Feng i ostali, 2020). Povrsinsko modificiranje nanocestica potice
preciznije ciljanje Zeljenih tkiva, takoder poboljSava vrijeme poluraspada nanocestica (Madan i
ostali, 2013; Zununi Vahed i ostali, 2018). Ciljanje tkiva se moZe postici konjugiranjem antitijela,
aptamera ili peptida na povrSinu nanocestica koji se specificno vezu na visoko eksprimirane
receptorske mete na stanicama (Fay & Scott, 2011; Ruoslahti, 2012). Testirani su i ucinci
nanocesti¢nih formulacija paclitaxela s poli(laktat-co-glikol) kiselinom na stani¢nim linijama MCF-

7 i Hep-G2, ICsp koeficijent poli(laktat-co-glikol)-paclitaxel nanocestica je bio znacajno nizi od ICso
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samog paclitaxela, Sto znaci da je ova nanocesti¢na formulacija ucinkovita. Takoder je primjecena
snizena ekspresija gena koji sudjeluje u razvijanju rezistencije na paclitaxel Txrl (Diab i ostali,
2020). Problem kod kancerogenih tkiva je njihova heterogenost u ekspresiji genoma, ¢emu se
priSlo konjugiranjem dvaju antitijela, Trastuzumab (za HER2 receptor) i Panitumumab (za EGFR

receptor), na polietilenglikol-poli(laktat-co-glikol) nanocestice (Houdaihed i ostali, 2020).

Formulacija nanocestica za kontrolirano otpustanje aktivne tvari u ciljnim tkivima se moZze dobiti
i na druge nacine osim modifikacije povrsine nanocestica. Vanjski i unutarnji stimulusi se koriste
za indukciju otpustanja lijeka na nekom mjestu. Vanjski stimulusi koji mogu utjecati na otpustanje
lijeka u ciljnim tkivima su magnetno polje, ultrazvuk, zracenje itd., a unutarnji stimulusi pH ili
redoks potencijal. Tumorska tkiva imaju jedinstven redoks-gradijent gdje je okolina visoko
oksidativna uslijed velike koli¢ine otpustenih ROS dok je citoplazma vrlo reduktivna zbog puno
glutationa (Thakkar i ostali, 2020). Chen i ostali, (2018) dizajnirali su tioketal-nanocestice koje su
bile reaktivne na ROS i glutation u okolini tumora, dok su Ganipineni i ostali, (2019) sintetizirali
superparamagneti¢ne FesOas poli(laktat-co-glikol) nanocestice s paclitaxelom koje su otpustale

lijek u prisutnosti eksternog magnetnog polja (Ganipineni i ostali, 2019).
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7. Biotehnologija i sintetska biologija paclitaxela

Od otkri¢a paclitaxela, glavni nacin proizvodnje ovog lijeka koji godisnje generira i do milijardu
USD, bio je izolacija iz kore vrsta roda Taxus: Taxus baccata, Taxus chinensis, Taxus brevifolia ,
Taxus canadensis i Taxus cuspidata. Udio paclitaxela u kori ovih stabala je ekstremno nizak, do
0,069%, skoro 10000 kg kore stable roda Taxus potrebno je za proizvodnju 1 kg paclitaxela (Liu i
ostali, 2016). Sazrijevanje kore tise je iznimno dugotrajan proces, stoga se tijekom zadnjih
desetljeca okrenulo novim putevima dobivanja paclitaxela. Potpuna sinteza je takoder jedan od
neisplativih i neodrzivih nacina proizvodnje uslijed visoke cijene reaktanata, velike koli¢ine
toksiénih produkata reakcija i zbog opseznog broja reakcija, ¢ak 25-40, te teSke kontrole uvjeta
istih (Holton i ostali, 1994). Ovakav nacin proizvodnje jo$ uvijek nije dosegao isplativost (Zhu &
Chen, 2019). Trenutno se najviSe paclitaxela i njegovog polusintetskog prekursora 10-
deacetilbaccatin Il ekstrahira iz listova tj. bodlji i grancica T. chinensis i Taxus x media, vrsta
dobivena hibridizacijom elitnih kultivara. Ovim putem ekstrakcija ne ubija biljku i omoguduje
dugoroéno odrzivu proizvodnju. Djelomicna sinteza je drugi najvazniji oblik proizvodnje
paclitaxela i podrazumijeva spajanje 10-deacetilbaccatina Il ili baccatin Il (Zhu & Chen, 2019) koji
fenilalanin deriviranog lanca Ciju pripremu opisuju Borah i suradnici (2007). Djelomi¢na sinteza se
moze izvesti na primjer: Diels-Alder reakcijom, asimetri¢nim epoksidacijskim putem, enol-imin

kondenzacijom i asimetricnom dvostrukom hidroksilacijom medu ostalima (Zhu & Chen, 2019).

Potencijalni biotehnoloski putevi koji su zanimljivi zadnjih godina za istrazivanje su dobivanje
paclitaxela iz kulture biljnih stanica, sintetskom biologijom, iz bakterijskih kultura i produkcija

endofitskim gljivama.

7.1. Kultura stanica
Dobivanje paclitaxela iz kulture stanica ima mnoge prednosti, poput sterilnih uvjeta bez opasnosti

od kontaminacije, neovisnost o povoljnim klimatskim uvjetima, kontinuitet u kvaliteti proizvoda
te ekoloske prihvatljivosti i dugoro¢ne odrzivosti. Od najranijih pokusaja koji su davali prinose od

1-3 mg/L (AA Christen, 1989) napredovalo se u posljednjim godinama do 77,5-153 mg/L (Howat i
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ostali, 2014). Optimizirani su mnogi parametri, poput osmotskog tlaka, izvora ugljikohidrata,
sadrzaja medija, koncentracije plinova, koristenja pojacivaca produkcije kao metil-jasmonata,
koronatina (Jiang i ostali, 2021), ekstrakta gljivicnih kultura, salicilne kiseline, vanadil sulfonata,
chitosana, squalestatina i etilena (Chandran i ostali, 2020; Cusido i ostali, 2014). Zanimljiva je
spoznaja istrazivaca Zhao i suradnika, 2016 koji su eksperimentirali s razinom otopljenog kisika
medijima stani¢nih kultura gdje su metabolomickim i transkriptomickim profiliranjima vidjeli da
se u niskim koncentracijama otopljenog kisika povecala produkcija paclitaxela i njegovih
prekursora i do 3,4 puta u odnosu na srednju i visoku koncentraciju otopljenog kisika, takoder i
putevi primarnog metabolizma su bili inducirani, glikoliticki put glukoze-6-fosfat i fruktoze-6-
fosfat do piruvata i mevalonatni put terpenske sinteze. Takoder pod niskim koncentracijama

otopljenog kisika povisile su se ekspresije citokrom P450 hidroksilaza.

Sintetska biologija se okre¢e uvodenju gena koji sudjeluju u biosintezi paclitaxela u heterologne
sustave poput organizama Escherichia coli (Ajikumar i ostali, 2010), Saccharomyces cerevisae
(DeJong i ostali, 2006), Arabidopsis thaliana (Besumbes i ostali, 2004), ¢ak i dijatomeje Haslea

ostrearia (Athanasakoglou i ostali, 2019).

7.2. Citokrom P450 hidroksilaze

U bakteriji E. coli uspjesno su prekomjerno eksprimirani geni za taksadien-sintazu, GGPP-sintazu
i izopentenil-pirofosfat-izomerazu da bi se postigla sinteza taksadiena i do 1,2 mg/L, dodatni
napredak je tada zaustavljen problemima u ekspresiji citokrom P450 hidroksilaza u
mikroorganizmima uslijed Cestih greSaka u smatanju proteina, translaciji i ugradnji u stanicnu
membranu te ovisnosti o njihovim reduktaznim partnerima. Biggs i ostali, (2016) su uspjeli u
optimizaciji ekspresije i funkcionalnosti te su postigli visoke razine produkcije oksigeniranih
diterpena (570 mg/L). Citokrom P450 hidroksilaze tipa 2 kao CYP725A4 istraZivana ovdje,
zahtjevaju donaciju 2 NADPH derivirana elektrona od njihovih reduktaznih partnera. S obzirom da
se ova citokrom P450 hidroksilaza / reduktazni partner interakcija odvija u membrani
endoplazmatskog retikuluma to predstavlja problem jer prokarioti takve strukture nemaju. Ovi
proteini na svom N-terminalnom kraju imaju slijed lipofilnih aminokiselina koje ih usmjeruju na
lokalizaciju u prethodno spomenut membranski sustav, prvo rjeSenje je bilo modifikacija

odredenog broja aminokiselina N-terminalnog kraja u nastajanje hidrofilnog repa sto je povecalo
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topljivost u vodi i sprijeCilo nastajanje inkluzija i gubitak funkcionalnosti proteina u heterolognom
sustavu. Ekspresija ovog metabolickog puta iskljuivo putem plazmida se pokazala
problemati¢cnom, s dvama plazmidima sustav je vjerovatno bio preoptereéen. Rjesenje se naslo u
kromosomskoj integraciji velikog dijela puta, u dva zasebna modula dizajnirana u operone. Prvi
,metil-eritrol-fosfat“ modul bio je sagraden od gena koji kodiraju za izopentenil-pirofosfat-
producirajue enzime puta metil-eritrol-fosfata. Drugi modul je sadrZavao taksadien-sintazu i
GGPP-sintazu, takoder za oba modula je pokazao se optimalnim jak T7 promotor. Za citokrom
P450 hidroksilazni modul se plazmid u pet kopija pod slabim Trc promotorom pokazao optimalan

jer ga ne koriste ostali geni od interesa na kromosomu (Biggs i ostali, 2016).

7.3. Taksadien-sintaza
Napredak je postignut i u podrucju taksadien-sintaze i taksoid-5a-hidroksilaze, taksadien-sintaza

u bakterijskoj kulturi producira taksadien (92%) i izo-taksadien (8%) (Edgar i ostali, 2017), taksoid-
S5a-hidroksilaza uzima za supstrat taksadien i izo-taksadien (Jennewein, Long, i ostali, 2004) no
produkti se razlikuju u ovisnosti o supstratu. Zeljeni produkt je taksa-4(5),11(12)-dien-5a-ol koji
nastaje kada taksoid-5a-hidroksilaza za supstrat ima izo-taksadien, no glavni produkti u
bakterijskoj kulturi su 5(12)-oksa-3(11)-ciklotaksan i 5(11)-oksa-3(11)-ciklotaksan koji nastaju
kada taksoid-5a-hidroksilaza za supstrat ima taksadien. Pokazalo se da je ovo posljedica
nespecificne konverzije epoksidnog intermedijera, a ne same taksoid-5a-hidroksilaze. lzo-
taksadien posredovanjem taksoid-5a-hidroksilaze postaje u potpunosti Zeljeni taksa-4(5),11(12)-
dien-5a-ol, dok taksadien u taksoid-5a-hidroksilazi stvara nestabilni epoksidni intermedijer pa niz
nezZeljenih produkata. Ovakvo ponasanje supstrata u taksoid-5a-hidroksilazi dovodi do potrebe
za optimizacijom taksadien sintaze tj. cilianom mutagenezom kojom ¢e se ostvariti bolji profil
produkata, manje taksadiena, vise izo-taksadiena. Edgar i ostali, (2017) uspjeSno su predstavili
Y688L varijantu gdje je tirozin mutiran u leucin na aktivnom mjestu, time se pomakla ravnoteza
nastajanja u smjeru izo-taksadiena, te postignuto i povecéanje u prinosu taksa-4(5),11(12)-dien-

5a-ola od 2.4 puta.

7.4. 10-deacetilbaccatin I11-10-O-acetiltransferaza
U kori tise nalazi se mnogo paclitaxelovih analoga poput 7-B-ksilozil-10-deacetiltaxol, 10-

deacetilbaccatin Ill, 7-ksiloziltaxol i cephalomannin. Od ovih spojeva najveéu zastupljenost ima 7-
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B-ksilozil-10-deacetiltaxol s ¢ak 0,5% udjela u teZini kore dok je, prisjetimo se, udio paclitaxela
0,069%. Ovaj spoj nije meduprodukt u prirodnoj sintezi paclitaxela no moze se transformirati u
paclitaxel de-glikozilacijom i acetilacijom. Uspjesno je modificiran enzim 10-deacetilbaccatin llI-
10-O-acetiltransferaza Cija je bioinformaticka predikcija strukture prikazana na slici 5. zajedno sa
simulacijama pristajanja supstrata u aktivno mjesto. 10-deacetilbaccatin 11I-10-O-
acetiltransferaza mozZe imati za supstrat i 10-deacetilbaccatin Ill, njegov prirodni supstrat u
biosintetskom putu i deacetil-taxol koji se dobije deglikozilacijom 7-B-ksilozil-10-deacetil-taxola.
Identificiran je His na poziciji 162 kao kataliticka baza jer su mutanti bez istog izgubili svu
kataliticku mo¢, na slici 6. prikazan je mehanizam djelovanja 10-deacetilbaccatin [ll-10-O-
acetiltransferaze prema supstratima od interesa gdje kataliti¢ki His aktivira hidroksilnu skupinu

supstrata i omogucava nukleofilni napad iste na karbonilni ugljik acilne skupine.

Slika 6. Mehanizam katalize 10-deacetilbaccatin 1l11-10-O-acetiltransferaze: a) Prikaz acilacije 10-

deacetilbaccatina Ill b) Prikaz acilacije deacetil-taxola. Naranfastom bojom su prikazane
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najvaznije aminokiseline za kataliti¢ku aktivnost enzima. His!®? djeluje kao baza, te deprotonira i
aktivira hidroksilnu skupinu supstrata. Prvi korak je nukleofilni napad hidroksilne skupine na
karbonilni ugljik acetil-koenzima A, donora acilne skupine. Nastane tetraedarski intermedijer, Ciji

kolaps u idu¢em koraku oslobada koenzim A i aciliran produkt (B.-J. Li i ostali, 2017).

Buduci je Arg hidrofilniji od Gly, mutacija G38R je odgovorna za izlaganje 38. aminokiseline na
povrsinu proteina iz unutrasnjosti, $to je vrlo vjerovatno jedan od glavnih razloga poveéanja Kn

G38R  odnosu na 10-deacetilbaccatin 1l1-10-O-

10-deacetilbaccatin 11I-10-O-acetiltransferaze
acetiltransferazu za oba supstrata od interesa deacetil-taxol i 10-deacetilbaccatin Ill. Phe3%! se
nalazi u unutrasnjosti aktivnog mjesta i svojim volumenom (131,1 A3) ometa dublji ulaz deacetil-
taxola u 10-deacetilbaccatin 11l1-10-O-acetiltransferazu. Mutacija u Val €iji je volumen znatno maniji
98,71 A3, ne samo da smanjuje stericka ometanja nego i zadrzava originalnu hidrofobnost. Kreiran
je dvostruki mutant 10-deacetilbaccatin I1I-10-O-acetiltransferaza®8f/F01V j njegova aktivnost
prema deacetil-taxolu je bila veéa u odnosu na 10-deacetilbaccatin 111-10-O-acetiltransferaza ©38®
i skoro dvostruko manja prema njegovom prirodnom supstratu 10-deacetilbaccatinu Ill. Uzevsi
sve u obzir ova varijanta enzima favorizira deacetil-taxol, tj. voluminozniji supstrat dok manji 10-

deacetilbaccatin Il vjerojatno otide predaleko u enzim i time se poremeti njihova prirodna

interakcija (B.-J. Li i ostali, 2017).
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Slika 5. Bioinformaticka 3D predikcija izgleda 10-deacetilbaccatin 11l-10-O-acetiltransferaze
dobivena homolognim modeliranjem: b) Model 10-deacetilbaccatin IlI-10-O-acetiltransferaze s
zaokruzenim podrucjem od 5 A oko pozicije supstrata, kataliticki His!®? je prikazan crvenom
bojom. c¢) Uvecani pogled molekularnog pristajanja 10-DAB u 10-deacetilbaccatin 111-10-O-
acetiltransferazu. d) Uvedani pogled molekularnog pristajanja deacetil-taxola u 10-

deacetilbaccatin I11-10-O-acetiltransferazu (B.-J. Li i ostali, 2017).

22



8. Zakljucak

Karcinomi su jedan od vodecih uzroka smrti danas i borba protiv raka vjerojatno nikad neée
prestati. Ucinkovitost lijekova, istrazivanje i ulaganje u postojece i nove lijekove poveéava se iz
godine u godinu te su paclitaxel i njegovi derivati imali veliku ulogu u tome. Spasivsi mnoge Zivote
paclitaxel je sigurno ostavio svoj trag u povijesti, no obiljezio je sigurno i Zivotne puteve mnogih
znanstvenika koji su svojim otkri¢cima doprinijeli napretku znanosti iza paclitaxela. No joS mnogo
toga ostaje neistrazeno, proizvodnja je skupa i dugoroc¢no neodrziva i ciljne stanice ¢esto razvijaju
otpornost prema paclitaxelu. Mikrobi su obedéavaju¢a alternativa koja bi mogla nadmasiti
ekstrakciju iz biljaka i kemijsku sintezu. Obecavaju¢ nacin dobivanja paclitaxela je transformacija
njegovih analoga kojih ima u izobilju u biljci, kao Sto se vidi na primjeru 7-B-ksilozil-10-
deacetiltaxola i enzima 10-deacetilbaccatin 111-10-O-acetiltransferaze. Sintetska biologija je dovela
do velikog napretka u heterolognoj ekspresiji enzima biosintetskog puta paclitaxela, kao i u
poboljSanju kataliticke sposobnosti taksadien-sintaze, citokrom P450-hidroksilaza i 10-
deacetilbaccatin IlI-10-O-acetiltransferaze pruzajuéi ¢vrstu podlogu za daljnji razvoj. Takoder jos
signalnih puteva na koje utjece paclitaxel ostaju neokarakterizirani, kao i mehanizmi rezistencije

s kojima se potrebno obrac¢unavati za uspjeSnu kemoterapiju.
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