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DESCRIPCION
Mejora de la produccion de taxol y de taxanos mediante cultivos celulares de especies de Taxus

Antecedentes de lainvencién

A. Campo de lainvenciéon

La presente invencién estd dirigida a procedimientos para mejorar la produccién y recuperacién de taxol y taxanos
mediante cultivos celulares de Taxus chinensis.

B. Técnica relacionada

El problema del suministro de taxol y soluciones posibles

El taxol es un alcaloide diterpenoideo aislado originalmente de la corteza del tejo del pacifico, Taxus brevifolia (Wani
y col. 1971).

El interés por el taxol empezd cuando el National Cancer Institute (NCI), en un programa de seleccién a gran escala,
encontré6 que los extractos de corteza sin elaborar mostraban actividades antitumorales. Desde entonces, los
ensayos clinicos han confirmado que el taxol es extremadamente eficaz frente a canceres de ovario resistentes al
tratamiento y frente a canceres de mama y de otros tipos. El taxol se ha considerado como un gran paso adelante en
quimioterapia debido a su mecanismo fundamentalmente diferente de citotoxicidad, es decir, inhibiendo la
despolimerizacion de los microtubulos (véase Rowinsky y col. 1990).

La variable mas desalentadora en la ecuacién del taxol hasta el momento es su suministro. Se necesitan de tres a
seis tejos del Pacifico de 100 afios para tratar a un paciente, debido a que los rendimientos medios de taxol son
menores del 0,01% de corteza seca y de agujas (Witherup y col. 1990). Para producir la cantidad de taxol que es
necesaria para el tratamiento y realizar las pruebas seria necesaria la destrucciéon de decenas de miles de tejos.
Hasta ahora, el suministro mundial ha venido de la recoleccion de estas coniferas achaparradas y de lento
crecimiento que pueblan los ancianos bosques del noroeste del Pacifico. Desafortunadamente, el tejo esta
practicamente extinguido debido a la tala. Los ecologistas han tenido éxito en su oposiciéon a cualquier sacrificio a
gran escala del arbol, que crece en los bosques ancianos que dan cobijo al buho moteado del Norte en peligro de
extincion y a otras especies salvajes. Ante la reducciéon del numero de tejos del Pacifico, la investigacion médica
esta poniendo sus esperanzas para el taxol futuro en nuevas fuentes alternativas de suministro. Las tres fuentes que
han sido consideradas son la sintesis quimica, la semisintesis y el cultivo de células vegetales.

El taxol es una molécula quimica grande y estructuralmente compleja por lo que se elude de lejos una sintesis
quimica total. Por tanto, la sintesis a gran escala a partir de compuestos quimicos sencillos disponibles no sera
probablemente una opcion asequible en los proximos afos.

Una opcién posible para una produccion a gran escala es la semisintesis, es decir el acoplamiento quimico de una
cadena lateral al precursor de taxol producido mediante cultivo agricola, la baccatina. Se han hecho progresos
significativos en la sintesis de la cadena lateral (Denis y col. 1991). También se han desarrollado procedimientos
para unir la cadena lateral a la baccatina (Denis y col. 1990, Patente de EE. UU. N° 4.924.011; Holton 1991, patente
de EE. UU. N° 5.015.744). Sin embargo, el suministro agricola de baccatina a partir de las agujas de las
plantaciones de Taxus no es nimio en ningun caso, y esta siendo actualmente reevaluado a la vista del hecho de
que las primeras publicaciones (Denis y col., 1988, 0,1% del peso) eran mas optimistas sobre el contenido de
baccatina que las mas recientes (Witherup y col., 1990, 0,03% del peso seco). En resumen, la capacidad de la
sintesis y la semisintesis quimica para suministrar taxol para su uso quimioterapéutico a nivel mundial no esta
asegurada. Existen fuertes razones para la exploracion y desarrollo de sistemas de produccion alternativos.

La presente invencion esta relacionada con el desarrollo de un proceso basado en el cultivo de células vegetales
para el suministro de taxol y de otros taxanos.

Cultivos tisulares como fuente de productos quimicos derivados de plantas

La capacidad de las células vegetales para dividirse, crecer y producir metabolitos secundarios bajo diversos
regimenes de cultivos diferentes ha sido ampliamente demostrada por varios grupos. En la actualidad, dos
compuestos, shikonina (un colorante rojo antiinflamatorio) y ginsengosida (un ténico utilizado en la medicina oriental)
se producen mediante procesos de cultivo tisular en Japén. Se ha informado de muchos otros procesos préximos a
su comercializacion, como vanilina, berberina y acido rosmarinico (véase Payne y col. 1991).

Las ventajas de un proceso de cultivo de células vegetales para el taxol son muchas: (i) un proceso de cultivo celular
asegura un suministro de producto ilimitado, continuo y uniforme y no esta sujeto a plagas, desastres naturales y
fluctuaciones estacionales; (ii) los cultivos celulares pueden cultivarse en biorreactores grandes y pueden ser
inducidos a producir taxol en exceso manipulando las condiciones ambientales; (iii) los cultivos celulares producen
un espectro mas simple de compuestos en comparacidon con la corteza o las agujas, simplificando
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considerablemente la separacion y la purificacion, (iv) un proceso de cultivo celular puede adaptarse rapidamente a
cambios rapidos a demanda mejor que los procesos agricolas, (v) ademas del suministro de taxol, un proceso de
cultivo celular también podria producir precursores de taxano como baccatina que podria convertirse
semisintéticamente en taxol y en otros derivados activos.

Puesto que los cultivos asépticos y a gran escala de células vegetales son sustancialmente caros, un proceso de
cultivo celular se hace comercialmente importante solo cuando estos costes son superados por un rapido
crecimiento celular y una alta productividad del metabolito. Cada especie vegetal y metabolito diana es diferente y
son necesarias estrategias diferentes para cada sistema en particular. Esta invencién se centra en estrategias
creativas y especializadas para la obtencion de cultivos de células vegetales de rapido crecimiento y alta
productividad para la produccién de taxol y taxano.

Problemas con los cultivos tisulares de plantas lefiosas y coniferas

Una encuesta historica de la bibliografia sugiere que mientras las plantas herbaceas han sido manipuladas de forma
relativamente facil en cultivo, se han obtenido sélo con dificultad cultivos de plantas lefiosas y coniferas.

El crecimiento de cultivos de gimnospermas y coniferas que producen un metabolito secundario ha sido
generalmente bajo. Por ejemplo, Berlin y White (1988) encontraron que los cultivos de Thuja occidentalis
aumentaban su biomasa en solo aproximadamente el 30% en 18 dias. Van Uden y col. (1990) notificaron un
aumento de biomasa del 20-50% en 21 dias para suspensiones de Callitris drummondii. Westgate y col. (1991)
notificaron un tiempo de duplicacién de aproximadamente 10 dias para suspensiones de la gimnosperma
Cephalotaxux harringtonia. Como resumié Bornman (1983), se ha dirigido una tremenda cantidad de esfuerzo hacia
el desarrollo de un medio para las suspensiones de abeto falso (Picea abies). Este trabajo colectivo mostré que las
suspensiones de gimnospermas pueden, de hecho, crecer rapido, pero no pueden aplicarse como generalizacién y
estas formulaciones de los medios para lineas celulares diferentes deben optimizarse independientemente.

Una encuesta de productividad de metabolitos secundarios entre cultivos de gimnospermas también apunta hacia la
dificultad de inducir una biosintesis rapida en comparacion con especies herbaceas. Por ejemplo, los cultivos de
Cephalotarus harringtonia producian alcaloides terpenos a un nivel de sélo el 1% al 3% del que se encuentra en la
planta parental (Delfel y Rothfus 1977). Incluso después de la provocacion eficaz, Heinstein (1985) fue sélo capaz de
aproximarse a los niveles producidos en la planta original (aproximadamente el 0,04% del peso seco total de
alcaloides). Van Uden y col. (1990) fueron capaces de inducir cultivos en suspension de la conifera Callitris
drummondii para producir podofilotoxina, pero sélo a niveles de una décima parte del producido por las agujas. La
capacidad de Thuja occidentalis para producir niveles significativos de monoterpenos (10-20 mg/l) y el diterpenoide
dehidroferruginol (2-8 mg/l) ha sido demostrada de forma convincente por Berlin y col. (1988). Sin embargo, estos
resultados se obtuvieron con un cultivo de crecimiento lento (30% de aumento de biomasa en 18 dias) y baja
densidad celular (de 5 a 7 gramos de peso seco por litro).

Cultivo celular parala produccién de taxol: esfuerzos previos

Las dificultades para conseguir un crecimiento rapido y una alta productividad encontrada en las suspensiones de
gimnospermas se han reflejado en las tres publicaciones hasta el momento sobre la produccién de taxol. Jaziri y col.
(1991) iniciaron recientemente cultivos de callos de Taxus baccata, pero fueron incapaces de detectar ningun taxol
usando su ensayo de inmunoabsorcion. Wickremesinhe y Arteca (1991) notificaron la presencia del 0,009% del peso
seco de taxol en cultivos de callos de Taxus media (cv. hicksii), aunque no identificaron los detalles sobre tiempos de
duplicacion, densidades celulares y la escala de tiempo con la que se producia el taxol.

En la patente de EE. UU. N° 5.019.504 (Christen y col., 1991) se describe la produccién y recuperacion de taxano y
compuestos similares a taxanos por cultivos celulares de Taxus brevifolia. Estos investigadores notificaron la
produccién de taxol a nivel de 1 a 3 mg/ml en un marco temporal de dos a cuatro semanas. También notificaron un
aumento de masa celular de “5-10 veces en 3-4 semanas”*, lo que se corresponde con un tiempo de duplicaciéon de
aproximadamente 7 a 12 dias.

Los aumentos en las tasas de crecimiento, tasas de biosintesis de taxol y productividades volumétricas son
claramente necesarios antes de que un proceso de cultivo tisular para la produccion de taxol pueda suministrar la
demanda anual proyectada de decenas de toneladas de kilogramos de taxol al afio.

Resumen de lainvencidn

Los inventores han descubierto que el taxol y los compuestos similares a taxol, o taxanos, pueden ser producido con
un muy alto rendimiento a partir de Taxus chinensis. En particular, los inventores encuentran que la especie Taxus
chinensis es capaz de un crecimiento rapido y de producir niveles extremadamente altos de taxol y taxanos en un
periodo de tiempo corto.

Mejorando la invencion descrita por Christen y col. (1991), los inventores han descubierto en este documento que
los cultivos celulares de Taxus chinensis pueden iniciarse rapidamente y de forma eficaz, y crecen con éxito en
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medios nutritivos artificiales y que se producen en el cultivo celular los mismos alcaloides taxanos
quimioterapéuticamente activos que en la planta intacta.

Adicionalmente, mediante los procedimientos de esta invencion es posible obtener taxol en un periodo de tiempo
mucho mas corto que el notificado previamente. Con la especie Taxus chinensis, los inventores han sido capaces de
manipular células para que produzcan taxol en cantidades que excedan de lejos las cantidades obtenidas a partir de
cultivos tisulares de la otra especie de Taxus. Ademas, la tasa de crecimiento de los cultivos celulares de Taxus
chinensis es significativamente mayor, de 3 a 6 veces, que la de Taxus brevifolia descrito por Christen y col. (1991).

Entre los objetos de la presente invencion se incluyen el inicio rapido y eficaz de los cultivos celulares de Taxus
chinensis.

Entre los objetos de esta invencion se incluye la formulacion de condiciones ambientales especiales para promover
el crecimiento rapido, densidades celulares altas y viabilidades celulares altas. Las caracteristicas de crecimiento
notificadas en este estudio superan resultados previos en un factor significativo.

Entre los objetos de esta invencion se incluye la capacidad para inducir tasas altas y prolongadas de biosintesis y
secrecion de taxol y taxano mediante: (a) manipulacién cuidadosa de las concentraciones de nutrientes
("formulacién del medio de produccion”), (b) uso de luz, (c) uso de protocolos de cambio periédico del medio, (d) uso
de inductores.

Entre los objetos de esta invencion se incluye la capacidad de manipular el perfil de taxanos producido alterando las
formulaciones de los medios y las condiciones ambientales. En particular, se indujo a las células a producir taxol
como el producto taxano predominante. Ademas, se suprime la produccion del producto derivado cefalomanina,
proporcionando asi una solucién bioldgica elegante a un problema de separacion y purificacién adicionales caras e
importantes.

Entre los objetos de esta invencidn se incluye la capacidad de producir diversos taxanos distintos a taxol que pueden
mostrar por si solos actividad farmacolégica o pueden ser modificados y convertidos en compuestos con actividad
farmacoldgica.

Entre los objetos de esta invencion se incluye la capacidad para inducir cultivos celulares de Taxus chinensis para
producir taxol (0,32% del peso seco) a niveles que exceden de lejos los producidos en plantas silvestres (0,003 a
0,03% del peso seco, Xu y Liu 1991).

Descripcién de las figuras

Figura 1. Aumento de biomasa en un cultivo en suspension de la linea K-1 de Taxus chinensis durante un ciclo de
crecimiento en lote tipico en medio A. Las barras de error representan la desviacion tipica determinada a partir de
matraces duplicados.

Figura 2. Efecto del cambio de medio los dias 9 y 12 sobre la productibilidad de taxol (A) y taxano total (B) en un
experimento de 15 dias. Los valores en cada recuadro representan el intervalo de tiempo (dias) durante el cual se
ha producido el producto. La porcion oscurecida de los recuadros intracelulares representa el taxol o taxanos totales
que se presentan en el inéculo de células al inicio del experimento. Todos los tratamientos se realizaron por
duplicado. La suspension de la linea celular K-1 de Taxus chinensis se usé con medio A segun se elabora en la
Tabla 2.

Figura 3. Caracteristicas espectrales de una lampara Gro-Lux standard (GTE Sylvania, Danvers, MA) usada en el
ejemplo 7.3.

Figura 4. Produccion de taxano en la suspension de células K-1 de Taxus chinensis. Se muestra la porcion del
cromatograma de 10 a 40 minutos. Los espectros con dispositivos de fotodiodos de los picos de taxano
seleccionados muestran un espectro de absorcion UV de taxano caracteristico, con un pico a 227 nm.

Figura 5. Produccién de taxol y taxano después de un cultivo prolongado en medio C por la linea celular K-1 de
Taxus chinensis. En el panel superior se tabulan los datos de los taxanos conocidos y desconocidos, mientras que
en el panel inferior se muestra el aumento en la producciéon de taxol y taxano en el periodo de tiempo de 25 a 42
dias.

Figura 6. Confirmacién por EM/EM de taxol en el sobrenadante del cultivo celular. En el Panel A se muestra el
espectro de masas APCI de electrospray del taxol auténtico y el panel B muestra el espectro de iones producto del
pico parental (m/z 871 =taxol+NH,"). El panel C representa el espectro de masas APCI electrospray de un extracto
del cultivo celular sin procesar y muestra m/z 854 y 871 caracteristicos de taxol. El panel D muestra el espectro
producto correspondiente de m/z 871 y proporciona indicios inequivocos de la presencia de taxol en el sobrenadante
del cultivo celular.
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Descripcion detallada de la invencién

Las plantas han sido durante mucho tiempo fuentes importantes de compuestos farmacéuticos y especialidades
quimicas. Estos productos se han obtenidos tipicamente mediante extraccion de los materiales vegetales recogidos
o mediante sintesis quimica. El taxol ha sido uno de los agentes anticancerigenos potenciales mas importantes
surgido recientemente a partir de la seleccién de productos naturales.

Segun se usa en el presente documento, las expresiones taxol y compuestos similares a taxol, o taxanos, se usan
indistintamente para describir un compuesto con un anillo de taxano. Estos compuestos pueden poseer por si
mismos actividad antineoplasica, o pueden modificarse para obtener compuestos bioactivos.

Segun se usa en el presente documento, el término “callo” se usa para describir una masa de células vegetales
cultivadas que esta estructuralmente indiferenciada y se cultiva en un medio solidificado. Segin se usa en este
documento, la expresion “cultivo en suspension” se usa para describir células estructuralmente indiferenciadas que
se dispersan en un medio nutritivo liquido. Se entiende que los cultivos en suspension comprenden células en
diversos estadios de agregacion. En las suspensiones se encuentran una variedad de tamafios de agregados
descritos en esta invencidon, con tamafios que oscilan desde decenas de micrémetros de diametro (células
individuales o pocas células agregadas) a agregados de muchos milimetros de diametro, compuesto de muchos
cientos de células.

El material vegetal util en esta invencion se obtuvo de Taxus chinensis. En particular, los inventores han identificado
a la especie Taxus chinensis como capaz de producir cantidades significativas de taxol y taxanos en un corto
periodo de tiempo de cultivo, con los compuestos deseados secretados continuamente al medio.

Los inventores han encontrado que el contenido especifico en taxol varia con la especie vegetal y dentro de las
especies de plantas de fuente tisular y arboles especificos. La selecciéon de una fuente de alto rendimiento para la
produccién de taxol es una primera etapa importante para proporcionar cantidades suficientes de taxol para uso
terapéutico.

Inicio de lineas celulares de Taxus

El material vegetal de Taxus puede recogerse en toda Norteamérica asi como en otros continentes. El cultivo se
inicia seleccionando el tejido de Taxus apropiado para el crecimiento. Puede seleccionarse tejido de cualquier parte
de la parte para inducir el callo, incluyendo corteza, cambium, agujas, tallos, semillas, conos y raices. Sin embargo,
para un rendimiento optimo de taxol, se prefieren las agujas y regiones meristematicas de partes de la planta. Mas
preferidos son las agujas de nuevo crecimiento (p. ej. de uno a tres meses) que generalmente pueden identificarse
por su color verde mas claro. La expresion “nuevo crecimiento” pretende ampliamente significar producciéon de
agujas en la planta dentro de esta estacion de crecimiento del afio.

Para prevenir la contaminacion del cultivo, se debera esterilizar la superficie del tejido antes de introducirlo en el
medio de cultivo. Cualquier técnica de esterilizacion convencional, como el tratamiento con “Chlorox” (una marca
comercial para blanqueo de Chlorox Company). Ademas, pueden usarse agentes antimicrobianos como cefoxitina,
benlato, cloxacilina, ampicilina, sulfato de gentamicina y fosfomicina para la esterilizacion de la superficie del material
vegetal.

Crecimiento del callo

Tipicamente, los cultivos celulares muestran variabilidad en la morfologia del crecimiento, productividad, perfiles del
producto y otras caracteristicas. Puesto que las lineas celulares individuales varian en sus preferencias por los
constituyentes del medio de cultivo, pueden usarse muchos medios de cultivo diferentes para la induccién y
proliferacién de los callos.

La composicion apropiada del medio varia con la especie que se esta cultivando. Los medios preferidos para las
diferentes especies se enumeran en la Tabla 3. Por ejemplo, aunque pueden usarse otros, los dos medios nutritivos
de crecimiento preferidos para Taxus chinensis son A y D. Estos medios contienen preferiblemente los componentes
enumerados en la Tabla 2. Por ejemplo, cuando se usa el medio A, se incorporan hormonas o reguladores de
crecimiento al medio en una cantidad de 1 ppb a 10 ppm y, preferiblemente, de 2 ppb a 1 ppm. Cuando se usa el
medio D, las hormonas o reguladores de crecimiento se incorporan a niveles que oscilan de 1 ppb a 10 ppm vy,
preferiblemente, de 2 ppb a 2 ppm. Las cantidades de otros componentes del medio pueden incorporarse a niveles
que oscilan de una décima parte de la concentracién a tres veces las concentraciones indicadas en la Tabla 2, pero
preferiblemente se incorporan a los niveles mostrados en la Tabla 2.

Crecimiento en suspension

Los cultivos en suspension de Taxus son capaces de proporcionar tasas de crecimiento rapidas y altas densidades
celulares como en otros cultivos de células vegetales. Sin embargo, las condiciones 6ptimas varian de una linea
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celular a otro, y por consiguiente, deben considerarse procedimientos que llevan hacia la optimizacion rapida de
cualquier linea celular determinada.

Los cultivos iniciales de la especie de Taxus se subcultivan mediante transferencia a los medios enumerados en la
Tabla 3, que contienen macro y micronutrientes, sales organicas y hormonas de crecimiento. Las cantidades estan
generalmente dentro de los siguientes intervalos: empezando con una concentracién una décima parte de la
concentracion hasta tres veces la concentracion de cada componente del medio mostrado en la Tabla 2. Los niveles
preferidos son los enumerados en la Tabla 2.

Los cultivos liquidos estan expuestos al aire y, preferiblemente, se agitan o mueven suavemente de otra forma para
introducir aire en el medio, o el aire puede introducirse mediante un tubo dentro de los recipientes de cultivo. Los
cultivos se mantienen en condiciones de crecimiento apropiadas a una temperatura entre 20° y 26°C. El pH puede
ser de aproximadamente 3 a aproximadamente 7 vy, preferiblemente, entre 4 y 6. El cultivo puede crecer en
condiciones de luz que oscilan de la oscuridad total a la iluminacion total (banda estrecha y/o espectro amplio)
durante varios periodos de tiempo. Debido a que la produccién total de taxol es mas alta en los cultivos expuestos a
la luz, esto es lo preferido. Las condiciones tipicas de intensidad luminica oscilan entre aproximadamente 100 y
aproximadamente 3.000 pies candela de potencia.

Los cultivos en suspensién se mantienen de 1 a 8 semanas desde el momento de subcultivo, tras lo cual disminuye
el crecimiento del cultivo. Los cultivos se recogen mediante la retirada del medio de cultivo por ejemplo, por filtracién.
El cultivo recogido se pesa y seca, por ejemplo, mediante liofilizacion, se muele hasta obtener un polvo fino y el taxol
puede extraerse usando técnicas convencionales de extraccion con solvente.

Los tiempos de duplicacién se han medido controlando el aumento de la biomasa dependiente del tiempo, asi como
simplemente controlando el indice de crecimiento durante un subcultivo de rutina. Se han alcanzado densidades en
peso seco maximas de 15-24 gramos por litro. Las caracteristicas del crecimiento de suspensiones de diversas
especies de Taxus se elaboran en el Ejemplo 4.

Procedimientos analiticos

Los procedimientos para la extraccion y recuperacion de taxol y taxanos a partir de células y del medio siguen
técnicas convencionales y se describen en detalle en el Ejemplo 5. La técnica del inmunoensayo (ELISA) seguian en
gran medida los protocolos suministrados por Hawaii Biotechnology en el kit comercializado. Los procedimientos de
cromatografia liquida de alta resoluciéon se modificaron ligeramente a partir de los protocolos existentes segun se
elabora en el Ejemplo 5. En las condiciones utilizadas en esta invencion, se consiguié una clara resolucién de los
picos de taxano lo que dio lugar a una deteccion y cuantificacion precisas. Debido a la posibilidad de la elucion
conjunta de componentes no taxanos, se comprobd la pureza del espectro de cada posible pico de taxano mediante
dispositivos de fotodiodos antes de la integracion de las areas del pico. Los tiempos de retencién de los patrones de
taxano se enumeran en el Ejemplo 5 y en la Figura 4 se incluye una muestra de cromatograma.

Condiciones del medio de produccion

Segun se usa en el presente documento, la expresion “medio nutritivo” se usa para describir un medio que es
adecuado para el cultivo de callos de células vegetales y para cultivos en suspension. La expresion “medio nutritivo”
es general e incluye tanto "medio de crecimiento” como “medio de produccién”. La expresion “medio de cultivo" se
usa para describir un medio nutritivo que favorece el crecimiento rapido de células cultivadas. La expresién “medio
de produccioén” se refiere a un medio nutritivo que favorece la biosintesis de taxol y taxano en células cultivadas. Se
entiende que el crecimiento puede darse en un medio de produccion y que la produccion puede tener lugar en un
medio de cultivo.

Determinadas clases de aditivos en el medio nutritivo se refieren mediante nombres especiales en esta invencion y
se definen aqui. Segun se usa en este documento, la expresidon “agentes antioscurecimiento" se refiere a
componentes que se afiaden al medio nutritivo para prevenir la formacién de pigmentos durante el cultivo celular.
Entre estos pigmentos se incluyen compuestos fendlicos y relacionados que en general se observa tienen un efecto
nocivo sobre el crecimiento, viabilidad y formacién de producto. Segin se usa en este documento, la expresion
“precursores biosintéticos” se usa para describir compuestos afadidos al medio nutritivo que son metabolizados e
incorporados por las células en forma de taxol y taxanos. Segun se usa en este documento, la expresion “inhibidores
metabolicos” se usa para describir compuestos afiadidos al medio nutritivo que interfieren con rutas biosintéticas
especificas. Por ejemplo, puede usarse un inhibidor metabdlico para potenciar la biosintesis de taxol bloqueando
una ruta diferente de la que compete al taxol para un precursor biosintético mas temprano. Seguin se usa en este
documento, el término estimulador o activador se usa para describir compuestos afiadidos al medio nutritivo que
estimulan o activan las rutas biosintéticas especificas, por ejemplo, aquellas que conducen a la biosintesis del taxol.
Se entiende que el mecanismo de accién de los aditivos descritos en el presente documento puede no
comprenderse por completo.

Si la formacién del metabolito secundario en un cultivo en suspension tiene lugar concurrentemente con el
crecimiento, el metabolito se clasifica de asociado al crecimiento, y una formulacion de medio sencilla puede ser
suficiente para conseguir un buen crecimiento y alto nivel de produccion. En muchos otros sistemas se ha

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2361 150T3

encontrado que no se produce de forma concurrente un crecimiento rapido ni una alta formaciéon de producto. En
estos casos, las fases de crecimiento y produccion estan separadas y se desarrolla independientemente un medio
para cada fase (revisar en Payne y col. 1991). En el caso de produccion de taxol y taxano en Taxus chinensis, se
han separado el crecimiento y la formacién rapida de producto y se han desarrollado medios independiente para
cada uno. Los medios de produccién desarrollados aqui no sélo aumentan la formacion total de taxol y taxano, sino
también la biosintesis celular directa dirigida hacia la produccién de taxol. Ademas, la produccion de productos
derivados que interfieren como cefalomanina, es minima en comparacioén con el tejido cortical. Los medios de
produccién desarrollados aqui también promueven una viabilidad celular y biosintesis prolongadas y, ademas,
causan niveles significativos de productos que se secretan en el medio extracelular. Estas caracteristicas son
extremadamente importantes en el funcionamiento de un proceso a escala comercial eficaz para la produccion de
taxol.

Aunque pueden usarse otros, en la Tabla 5 se enumeran los medios de produccion preferidos para las diversas
especies. Por ejemplo, aunque pueden usarse otros, los medios de produccién preferidos para Taxus chinensis son
B y C. Estos medios contienen preferiblemente los componentes enumerados en la Tabla 2. Estos medios contienen
preferiblemente sales inorganicas y organicas mayores y menores y hormonas de crecimiento o reguladores de
crecimiento. Las cantidades generalmente estan en los intervalos siguientes empezando con una décima parte a
tres veces la concentracion de cada componente del medio indicado en la Tabla 2. Sin embargo, los niveles
preferidos son los enumerados en la Tabla 2.

Cuando se usa el medio B, los reguladores de crecimiento se incorporan al medio en una cantidad entre 0,1 ppm y
20 ppm vy, preferiblemente, entre 1 ppm y 10 ppm. Cuando se utiliza el medio C, los reguladores de crecimiento se
incorporan preferiblemente a niveles que oscilan de 0,1 ppm a 5 ppm.

Se entiende que pueden hacerse modificaciones en este medio, como una sustitucién de otras composiciones de
sales convencionales (como compuestos organicos, vitaminas, aminoacidos, precursores, activadores e inhibidores),
adicion o delecién de diversos componentes, reguladores de crecimiento o alteracién de las proporciones.

Ademas de los nutrientes no volatiles disueltos, los compuestos gaseosos, principalmente oxigeno, diéxido de
carbono y etileno (una hormona vegetal) tienen una funcion critica sobre el crecimiento y la formacion de producto.
Son importantes dos parametros. Las concentraciones de gas disueltas que favorecen el crecimiento y la formacion
de taxol son obviamente importantes ya que establecen las condiciones de funcionamiento del reactor. Ademas, es
necesario incorporar las tasas de combustidon o produccion dentro del disefio del reactor, de modo que pueden
mantenerse las concentraciones éptimas especificadas.

Ademas de su importancia en la respiracion, el oxigeno también puede afectar drasticamente a la velocidad de
biosintesis secundaria. Una constante de saturacién alta para una fase que necesita oxigeno en una ruta secundaria
de biosintesis puede requerir que las células se sometan a niveles elevados de oxigeno en el reactor. Se ha
documentado la importancia de la suplementacion de CO, para mantener tasas de crecimiento altas. El etileno, una
hormona vegetal, tiene un papel pleiotrépico en todos los aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal, incluyen el
metabolismo secundario (p. €j., véase Payne y col., 1991).

Inductores

Para mejorar el rendimiento de taxol y otros taxanos relacionados en cultivos celulares, los inventores han llevado a
cabo diversas estrategias. Una de las estrategias que se han utilizado para aumentar la productividad es el uso de
los denominados inductores. Segun se usa en este documento, el término inductores se usa para compuestos de
origen biolégico y no biolégico que dan lugar a un aumento de la produccién de un metabolito secundario cuando se
aplican a plantas o cultivos de células vegetales (Eilert 1987; Ebel 1984 y Darvill y col. 1984). Muchos compuestos
diferentes pueden actuar como inductores, dependiendo de su naturaleza de origen y su modo de accién con el
metabolismo celular. En estos estudios, los inventores han usado dos tipos principales de inductores: 1) Los
inductores bidticos que normalmente comprenden extractos o filtrados de la pared celular de un grupo seleccionados
de hongos, bacterias y levaduras y también sus fracciones purificadas. 2) Inductores abioticos entre los que se han
incluido agentes de estrés quimico asi como algunos compuestos de origen bioldgico (véase los inductores listados
en la Tabla 1).

Christen y col. (1991) informaron del uso de inductores fungicos y compuestos seleccionados para la produccién de
taxol mediante suspensiones de Taxus brevifolia; sin embargo, no se ha especificado el aumento en el nivel de
acumulacion de taxol debido a los tratamientos con el inductor.

En general, ambos tipos de inductores eran eficaces, aunque el grado al cual tiene lugar la induccién (acumulacion
de taxano en los cultivos celulares asi como su secrecion al medio) diferia de un inductor a otro y de una especie a
otra. EI mayor aumento de produccion se obtuvo con glutamato de quitosano, liquenano, acido ferulico y acido
benzdico. El quitosano y el liquenano son polisacaridos complejos derivados de las paredes celulares microbianas.
Cuando se usa quitosano solo, este es insoluble en el medio y es tdxico causando un dafio celular permanente. El
glutamato de quitosano, por otro lado, se disuelve facilmente en el medio y no afecta a la viabilidad celular. Los
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acidos ferulico y benzoico son compuestos quimicos sintéticos de origen biolégico y generalmente se usan como
antioxidantes en sistemas bioldgicos.

Los inductores interaccionan con los gases disueltos en muchas formas. Los requisitos de oxigeno pueden cambiar
tras la induccién. El aumento en las tasas de respiracion asi como la respuesta de la herida normalmente se observa
en los cultivos de células vegetales. Lo mas importante, los inductores pueden mediar su accion via etileno. En estos
casos, puede ser deseable sustituir una preparacion de inductor microbiano con etileno, y quizas prevenir la
toxicidad asociada con otros compuestos microbianos en la preparacién del inductor.

Pueden utilizarse los inductores y los agentes de estrés metabdlico segun esta invencién para maximizar la
produccioén de taxol y la secrecion al cultivo tisular evaluando la especificidad y concentracion, el espacio temporal y
la duracién del inductor, como una funcion de la edad del cultivo y de la composicion del medio.

Cambio rapido del medio para aumentar la productividad

Segun se documenta en el Ejemplo 7.3, la eliminacién del medio agotado y la reposicion de medio recién preparado
cada 3 dias contribuian a un potenciamiento significativo de la produccién total de taxano y taxol, asi como a un
aumento en las cantidades de producto extracelular.

Los efectos estimuladores del cambio de medio pueden ser debidos a la eliminacién del producto in situ, lo que
podria prevenir una inhibicion por retroalimentacién y la degradacién del producto. Estos efectos positivos de
renovaciéon del producto in situ sobre la produccidon del metabolito secundario y la secrecién en cultivos en
suspension han sido documentados por, entre otros, Robins y Rhodes (1986) y Asada y Shuler (1989). La retirada
periédica del medio agotado incorpora las ventajas anteriores y, adicionalmente, puede servir para desrreprimir la
biosintesis secundaria retirando otros compuestos inhibidores no taxanos (como compuestos fendlicos) del medio.

La reposicion de medio recién preparado a las células sometidas a biosintesis activa también puede potenciar la
produccién proporcionando nutrientes esenciales que se han agotado. Por ejemplo, Miyasaka y col. (1986) fueron
capaces de estimular a células de Salvia miltiorhiza en fase estacionaria para producir los metabolitos de diterpeno,
criptotanahinona y ferruginol afiadiendo sacarosa al medio. Presumiblemente, la biosintesis habia cesado debido a
la limitacion de carbono en la fase estacionaria. El protocolo de cambio periddico del medio usado en el presente
trabajo podria ser beneficioso como resultado de cualquiera de los factores anteriores.

Se entiende que la cantidad de medio cambiado, la frecuencia de cambio y la composicion del medio que puede ser
sustituido pueden variar.

La capacidad para estimular la biosintesis y la secrecidén mediante intercambio periédico de medio tiene
implicaciones importantes para el disefio y funcionamiento de un proceso comercial eficaz en un modo continuo,
semicontinuo o discontinuo alimentado.

Luz

En el caso de plantas superiores, la luz es un factor potente en el metabolismo secundario tanto en la planta intacta
como en cultivos celulares. Son importantes tanto la intensidad como la longitud de onda de la luz (Seibert y
Kadkade 1980). Por ejemplo, la biosintesis de flavonoide y antrocianina normalmente esta favorecida por la luz
continua de alta intensidad, mientras que los cultivos en oscuridad pueden ser preferibles para otros metabolitos. El
aumento en el reverdecimiento o la capacidad fotosintética de las células cultivadas también puede aumentar la
formacién de producto o el espectro del producto. Los estudios de los inventores implicaban el uso de banda ancha
y también como fuentes de luz de banda estrecha especifica. Como se muestra en el Ejemplo 7.3, la exposicion a la
luz puede inducir un aumento de la acumulacién de taxol asi como la secrecion al medio. El efecto estimulador de la
luz sobre la produccion de taxol sugiere la existencia de mecanismos de control exclusivos para la biosintesis de
taxanos. La naturaleza del fotorreceptor y las caracteristicas bioquimicas de la estimulacion inducida por la luz aun
no estan claras.

Modos de operacién del proceso

El modo de operacion para un proceso de cultivo de células vegetales se refiere a la forma en que se afiaden o
retiran los nutrientes, células y productos con respecto al tiempo (Payne y col. 1991). Cuando un proceso en lote se
divide en dos fases secuenciales, una fase de crecimiento y otra de produccién, cambiando el medio entre las dos
fases, el modo de operacién se denomina "proceso en lote en dos fases”.

En una operacién de "cultivo discontinuo alimentado”, se suministran aditivos y nutrientes especiales al medio
periddica o continuamente a lo largo del curso de un cultivo en lote en una etapa o en dos etapas.

Cuando se recoge una porcion importante, pero no todo, del contenido de un cultivo en lote, con la adiciéon de medio
recién preparado para el crecimiento celular y la produccién continua, el proceso recuerda a una operacion de “sacar
y rellenar repetidamente” y se denomina un “proceso semicontinuo”.
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Cuando se administra continuamente medio recién preparado y se elimina continuamente el medio eluyente, el
proceso se denomina "continuo”. Si las células se retiran continuamente con el medio eluyente, el proceso continuo
se denomina en “quimiostato”,

Se entiende que estos modos de operacién del proceso diversos son compatibles con el sistema de produccion de
taxol descrito en este documento.

Ejemplo

Los ejemplos siguientes describen ademas los materiales y procedimientos utilizados en la realizacion de la
invencioén. Los ejemplos pretenden ser ilustrativos.

Ejemplo 1:

Inicio del callo

Las muestras de material vegetal de Taxus se recogieron a partir de varias plantas silvestres y cultivadas. Las
muestras fueron procesadas tras su llegada al laboratorio o se conservaron a 4°C hasta que pudieron usarse.

El material se lavé primero en una soluciéon de jabon diluia, se enjuagd en agua y se esterilizé la superficie en un
solucion de Chlorox (hipoclorito al 1%, pH 7) durante 10 minutos. En condiciones estériles, el material se enjuagé a
continuacién 3 veces con agua estéril. A continuacion, las agujas se cortaron en una solucién de polivinilpirrolidona
(PVP) al 1% con &cido ascérbico a 100 mg/l. Las agujas se colocaron con el extremo cortado en Medio E (véase la
Tabla 2). Se cultivaron de treinta a cuarenta explantes por placa de medio. Las placas que contenian los explantes
se incubaron a 24+1°C en la oscuridad. Las placas se siguieron diariamente ante la aparicion de microorganismos
contaminantes y, cuando estos aparecian, se retiraban las agujas no contaminadas y se colocaban en una placa
recién preparada de medio E. Se observé una formacion de callo sustancial y el callo se separ6 a partir del explante
de 20 dias y se coloco en los diversos medios de proliferacion de callos enumerados en la Tabla 3. Por ejemplo, los
callos de Taxus chinensis se transfirieron al Medio D (véase la Tabla 2). Este procedimiento de inicio era muy eficaz,
dando lugar a una tasa de contaminacién baja y frecuencia alta de induccion del callo de mas del 90% de los
explantes iniciados.

Ejemplo 2:
Proliferacion del callo

Una vez que los callos se retiraron del explante se cultivaron a 24+1°C en la oscuridad. Las partes sanas del callo se
transfirieron a medio recién preparado cada 10 dias y se encontré que esta frecuencia de transferencia era
extremadamente importante para la prevencion del oscurecimiento y para el mantenimiento prolongado del callo.
Los medios de crecimiento y mantenimiento preferidos para los callos de diversas especies se resumen en la Tabla
3.

Ejemplo 3:

Inicio de la suspensién

Se inoculé en condiciones asépticas 1 g de peso fresco de material del callo en un matraz Erflenmeyer de 125 ml que
contenia 25 ml de medio liquido apropiado para cada especie (véase la Tabla 3). Por ejemplo, se usé el Medio D
para Taxus chinensis. El matraz se cubrié con un tapéon de espuma de silicona (Bellco, NJ) y se colocé en un
agitador giratorio a 120 rpm a 24+1°C en la oscuridad. Los cultivos en suspensién se formaron en aproximadamente
3 a 10 dias. Inicialmente, el medio se cambiaba mediante succion filtrando el contenido del matraz a través de un
embudo tipo buchner que contenia un filtro de papel miracloth (Calbiochem) y toda la biomasa se resuspendié en
medio recién preparado. Tras el crecimiento celular, se trasfirieron generalmente 1-2 g (peso fresco) de células a un
nuevo matraz de 125 ml que contenia 25 ml de medio recién preparado y se subcultivaron a partir de aqui
semanalmente.

Ejemplo 4:

Crecimiento de las células suspendidas

Las tasas de crecimiento tipicas y las densidades celulares conseguidas en los cultivos en suspension de especies
representativas se enumeran en la Tabla 4.

Como ejemplo detallado, el aumento de la biomasa (peso fresco y seco) con el tiempo de la linea K-1 de Taxus
chinensis se muestra en la Figura 1. La tasa de crecimiento maximo se midié tomando la pendiente en los puntos de
aumento mas rapido de la biomasa en las curvas de crecimiento. Los cultivos celulares de Taxus chinensis crecieron
a un tiempo maximo de duplicacion de 2,5 dias. Esta tasa de crecimiento es significativamente mayor que la
notificada para los cultivos en suspension de especies de Taxus. Por ejemplo, Christen y col. (1991) notificaron un
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aumento de 5 a 10 veces en la biomasa después de 3 a 4 semanas de cultivo, que se traduce en un tiempo medio
de duplicacion para las suspensiones de Taxus brevifolia de 7 a 12 dias.

La capacidad para cultivar células a una densidad alta es importante en la productividad volumétrica de un proceso
de cultivo celular. Mientras que los cultivos de Taxus brevifolia alcanzaban una densidad celular de menos de 1 g de
peso seco por litro (calculado a partir de los datos presentados por Christen y col. (1991)), las suspensiones de
Taxus chinensis eran capaces de alcanzar densidades de hasta 8 a 20 g de peso seco por litro tras 18 dias de
crecimiento. La viabilidad de las células se determind mediante la tincion de las células con una solucién de
diacetato de fluoresceina al 0,05% en acetona (Widholm, 1972) y contando el numero de células con fluorescencia
verde tras la excitacion con luz azul en un microscopio de fluorescencia invertido (Olympus IMT-2, Japon). La
viabilidad celular era superior al 90% a lo largo de la fase de crecimiento.

La capacidad para cultivar las células en condiciones de crecimiento rapido a densidades celulares altas mientras se
mantiene una alta viabilidad es un requisito previo importante para el funcionamiento econémico de un proceso de
cultivo de células vegetales para la produccion de taxol y compuestos similares al taxol.

Ejemplo 5

Andlisis de taxol y taxanos
5.1. Procedimientos de ELISA

El analisis de ELISA para taxol (Hawaii Biotech) se us6 para la seleccion a gran escala de lineas celulares. Este
procedimiento proporciona alta sensibilidad (0,1 ng/ml), sin embargo, puesto que se usa un anticuerpo policlonal, se
observa reactividad cruzada con otros taxanos. La HPLC preparatoria (escala analitica) con recogida de fracciones
mostré reactividad cruzada con 10-deacetiltaxol, 7-xilosil-10-deacetiltaxol, cefalomanina, 10-deacetil-7-epitaxol, 70
epitaxol, asi como otros taxanos no identificados. A pesar de esta reactividad cruzada, se encontré6 que este
procedimiento era extremadamente util para la deteccidon de la producciéon de taxano y permitia seleccionar
rapidamente grandes cantidades de lineas celulares. Los extractos celulares que mostraron una produccion
significativa de taxanos se analizaron entonces en detalle usando el procedimiento de HPLC sefialado a
continuacién.

5.2. Extraccién de taxol y taxanos relacionados

La extraccion de taxanos a partir de sobrenadantes se realiz6 mediante dos procedimientos, dependiendo de las
concentraciones presentes en los medios. Cuando se presentaban en los medios liquidos cantidades suficientes de
taxanos, las muestras se preparaban de forma muy rapida y eficaz. Los medios (2 ml) se secaron por completo (al
vacio) y se afiadié una cantidad determinada de metanol (0,5-2,0 ml). Esta mezcla se agité mediante ultrasonidos
hasta que se consiguié la completa disolucién o dispersién de la muestra. Se eliminaron los sélidos mediante
centrifugacion antes del analisis por HPLC. Se obtuvieron recuperaciones cuantitativas a niveles de 1 mg/ml con
niveles de deteccion buenos por debajo de 0,1 mg/ml.

Cuando la concentracion de taxanos en los sobrenadantes del cultivo era baja, el medio se extrajo tres veces con un
volumen igual de una mezcla de cloruro de metileno y alcohol isopropilico (AIP) (9:1 en volumen). La capa organica
se redujo hasta sequedad y se reconstituyd en un volumen determinado de metanol (50-250 ml). Con la extraccion
multiple se recuperaba tipicamente el 90-95% del taxol, cefalomanina y baccatina Il a niveles de 0,6 mg/l.

Los materiales celulares se extrajeron mediante congelacion de las células recién recogidas (-5°C), seguido del
secado al vacio y extraccion soxhlet con metanol durante 50 ciclos. Se recuperaba generalmente del 70 al 80% de
los taxanos con una descomposicion determinada del 10-15%. La extraccion de los medios sdlidos y de los callos se
consiguié de forma idéntica al de las células, sin embargo, también se realizé6 siempre una particion en cloruro de
metileno/AlP frente a agua del extracto final de metanol.

5.3. Procedimientos de cromatografia liquida de alta resolucion

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) analitica se realizé en una columna de difenilo cargada con alto
contenido de carbono (Supelco, 5 mM, 4,6 mm x 25 cm) con un sistema de mezcla de gradiente de alta presion
binario LDC Analytical compuesto de bombas CM3500/CM3200, un autocargador de volumen variable CM4100 y un
fotodetector de dispositivos de fotodiodos SM5000 dotado de interfaz para un ordenador personal Total Peripherals
486. La temperatura de la columna se regul6é a 35°C con un horno de columna Eldex CH150. El analisis de HPLC
cuantitativo de taxanos se logré usando un esquema de elucion de gradiente binario como sigue:
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Tiempo % de eluyente A % de eluyente B Flujo
0 75 25 1ml/min
40 35 65 *
42 25 75 *
47 25 75 *
50 75 25 *

Eluyente A = KH,PO4 0,015 mM llevado a pH 3,5 con acido tricluoroacético Eluyente B =
acetonitrilo

Los procedimientos cromatograficos utilizados recuerdan a los diversos procedimientos publicados (Witherup y col.
1989) con las excepciones en las que se ha usado un tampon fosfato que contenia acido trifluoroacético y que se
emplea un gradiente mas largo. Estas diferencias mejoran significativamente la resolucion de taxol y otros taxanos
de la mezcla. A continuacién se muestran los tiempos de retencion relativos observados para los taxanos. El taxol
eluye entre los 31 y 33 minutos dependiendo de la columna y del hardware usado.

Compuesto Tiempo de retencion relativo
10-deacetilbaccatina Il 0,38
baccatina lll 0,56
7-xilosil-10-deacetiltaxol C 0,80
10-deacetiltaxol C 0,87
cefalomanina 0,94
10-deacetil-7-epitaxol C 0,98
taxol C 1,00
7-epitaxol 1,12

Los tiempos de retencién del taxol, cefalomanina y baccatina Ill se determinaron usando muestras auténticas
obtenidas del National Cancer Institute. Los tiempos de retencion de los otros taxanos enumerados a continuacion
se compararon con patrones analiticos proporcionados por Hauser Chemical Boulder CO. La identificacion de
taxanos conocidos se bas6 en las comparaciones del tiempo de retencidn y del espectro ultravioleta. La
cuantificacion del taxol, cefalomanina y baccatina Il se basé en los factores de respuesta determinados a partir de
materiales auténticos. La cuantificacion de 10-deacetilbaccatina Ill se realizd6 usando el factor de respuesta
determinado para baccatina lll. La cuantificaciéon de los derivados de taxol restantes se basé de forma conservadora
en los factores de respuesta determinados para el taxol.

Cada uno de los patrones (10 ml) se inyecté tipicamente (inicialmente después de 3 o 4 muestras) y se integraron
las areas de cada uno de los tres componentes. Los factores de respuesta para cada uno de los componentes se
obtuvieron mediante analisis lineal de minimos cuadrados de los datos. Se inyectaron 10 ml de cada muestra y se
calculo la cantidad por inyeccion en base a la regresion estandar de los datos. Estos resultados se convirtieron en
cantidad por litro o en porcentaje del peso seco. En la figura 4 se muestra un cromatograma tipico de una muestra
de sobrenadante.

5.4. Conformacion EM/EM del taxol

La identidad del taxol en los sobrenadantes de cultivos celulares se ha confirmado usando un procedimiento EM/EM
(como se muestra en la Figura 6) en la que se asocia una inyeccion de flujo con la ionizacién quimica a presion
atmosférica por electrospray. Los detalles de los procedimientos utilizados para la adquisicion de los datos
presentados en la Figura 6 fueron los siguientes: Espectrémetro de masas: Triple/cuadruple Sciex API 3 con una
fuente de ionizacion a presion atmosférica. Se usé nitrdgeno como gas cortina y se us6 argdén como el gas de
colision para el espectro CID. Interfaz: La interfaz de electrospray que produce iones mediante ionizacion por
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evaporacion de iones (Electrospray). Se uso aire cero como el gas nebulizador. Bomba LC: Bomba de jeringa doble
ABI 104 funcionando a 5 pl/minuto. Solventes: Acetonitrilo/H.O 50/50 NH4sOAc 2 mM + &cido formico al 0,1%.
Volumen de inyeccidn: 5 pl, tomando todo el espectro mediante analisis de inyeccion de flujo. Este procedimiento
proporcioné confirmacion inequivoca de la presencia de taxol en las muestras de cultivos celulares y también
proporcioné cuantificacién con una excelente consonancia con los resultados de HPLC.

Ejemplo 6:

Produccién de taxol por diversas especies

El taxol producido por los cultivos celulares de diversas especies de Taxus se resume en la Tabla 5. El callo se
cultivd durante 20 dias en la oscuridad sobre el medio solidificado indicado para cada especie. Las células y los
medios se secaron y extrajeron con metanol juntos, y se probaron en ELISA o HPLC segun se indica. Los resultados
obtenidos con los cultivos de Taxus chinensis se elaboraron adicionalmente en los Ejemplos 7 y 8.

Ejemplo 7:

7.1 Produccién en medio de cultivo

La produccion de taxol y taxanos relacionados comenzaba durante los 2 primeros dias de transferencia al medio de
cultivo A. La concentracién maxima de taxol se observo el dia 15, a 8,81 ug/matraz, lo que se correspondia con 0,44
mg/litro de taxol. De este, el 46,1% estaba presente en el medio extracelular. A dia 15, la concentracion de taxano
total era de 72,87 uyg/matraz, o 3,6 mg/litro, de los que el 58,6% estaba presente en el medio extracelular. La
viabilidad de las células fue siempre superior al 90% segun se determind mediante tincion con fluorescencia
(ejemplo 4), lo que sugeria que la presencia de taxol y taxanos extracelulares era debida a la secrecion y no a la lisis
celular. La capacidad de las células para secretar taxol y taxanos sera un aspecto importante de la produccion
continua.

7.2 Cambio del medio para potenciar la productividad

Se obtuvieron mejoras significativas en la productividad de taxol y taxano total mediante la succién en condiciones
asépticas del medio de cultivo A el dia 9, su sustitucidn con medio recién preparado y la repeticién del proceso el dia
12. El experimento se terminé el dia 15 y los resultados se muestran en la Figura 2. En la Tabla 6 se resumen los
importantes aumentos de productividad debidos al cambio del medio. Las cantidades totales de taxol y taxanos
producidos eran aproximadamente 4-6 veces mayores con el cambio de medio en comparacion con los controles
sin tratamiento. Lo mas importante, se recogieron aproximadamente 4,9 veces mas taxol y aproximadamente 5,9
veces mas taxanos totales en el medio extracelular en comparacién con los controles de tratamiento sin cambio de
medio.

La capacidad para potenciar notablemente las productividades de taxol y taxano total y ademas producir
acumulacién extracelular del producto es importante para el funcionamiento de un proceso continuo y eficaz con
biomasa reutilizada y purificacién posterior simplificada.

7.3. Efecto de laluz sobre la produccién de taxina en el medio de cultivo

Es sabido que la luz tiene una funcion importante no solo en la fotosintesis sino también en diversos aspectos del
metabolismo secundario en cultivos de células vegetales (Seibert y Kadkade 1980). Mientras que los experimentos
descritos en los Ejemplos 4, 7.1 y 7.2 se realizaron en oscuridad, se describe aqui la respuesta de los cultivos de
Taxus chinensis a la luz.

Se inoculd un gramo de peso fresco de células de 7 dias de la linea K-1 de Taxus chinensis en 25 ml de medio de
cultivo A (véase la Tabla 2) en matraces Erlenmeyer de 125 ml y se incubaron a 24 + 1°C en un agitador giratorio a
120 rpm. Los matraces duplicados se colocaron en la oscuridad y bajo una lampara GroLux Standard a una
distancia de aproximadamente 1 metro. Las caracteristicas del espectro de la lampara se muestran en la Figura 3.
Los resultados se muestran en la Tabla 7.

La exposicion de los cultivos a la luz no afectaba a los niveles de taxano total y al grado de acumulacién extracelular.
Sin embargo, los perfiles de taxano estaban significativamente alterados en los dos tratamientos. Por ejemplo, las
células cultivadas con luz producian 2,8 veces mas taxol que las células en la oscuridad. La proporcion de taxol
extracelular también era significativamente superior que en el tratamiento en oscuridad (76% frente a 56%). El uso
del tratamiento con luz, especialmente de calidad espectral especifica, podria ser extremadamente util en un
proceso de cultivo celular para la produccién de taxol.
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Ejemplo 8:

Inductores

El término inductores se usa para compuestos de origen bioldgico (o biético) y no bioldgico (o abidtico) que producen
un aumento del metabolismo secundario cuando se afiaden a los cultivos de células vegetales.

Aunque se han encontrado varios inductores utiles, se describe aqui en detalle un ejemplo ilustrativo representativo,
en concreto, el uso de glutamato de quitosano. Aunque previamente se ha descrito al quitosano como un inductor en
algunos sistemas de cultivos de células vegetales, las reacciones téxicas acompafiantes como el oscurecimiento y la
pérdida de viabilidad han hecho que su uso sea poco factible (Beaumont y Knorr 1987). De hecho estas reacciones
adversas téxicas son un inconveniente frecuente de muchos inductores recogidos en la literatura. El uso de
quitosanos quimicamente modificados como el glutamato de quitosano para inducir especificamente la biosintesis
de taxol y taxano mientras se sortean los efectos adversos toxicos es una estrategia novedosa.

Las suspensiones de la linea K-1 de Taxus chinensis crecida en medio D durante 7 a 8 dias se filtraron por succion
en condiciones asépticas usando un embudo de Buchner estéril con un filtro de papel miracloth (Calbiochem). Se
transfirieron en condiciones asépticas 2 g de células de peso fresco a 25 ml de medio C (véase la Tabla 2) en un
matraz Erlenmeyer de 125 ml. Se prepar6é en el momento una soluciéon de glutamato de quitosano al 0,05% y se
esterilizd mediante filtracion a través de un filiro de cartucho de 0,22 micrometros. Se afiadieron 825 ul de esta
solucién al matriz al inicio del experimento, lo que se correspondia con un nivel de 165 mg de inductor por gramo de
células en peso seco. Los matraces se incubaron a 24+1° C en un agitador giratorio a 110 rpm en la oscuridad. Se
tomaron muestras de los matraces de forma destructiva el dia 15 y se registraron las observaciones sobre el
crecimiento, color de las células y del medio y viabilidad de las células. Las muestras liofilizadas se extrajeron con
metanol para obtener taxol y taxanos como se describe en el Ejemplo 5 y se analizaron mediante HPLC. Los
resultados de este experimento se muestran en la Tabla 8.

El tratamiento con el inductor daba lugar a una mejora modesta en la produccion de taxano total por célula (0,53%
frente al 0,42% de taxanos en peso seco) con respecto a los controles no tratados. La naturaleza no toxica del
inductor se hace evidente a partir de las altas viabilidades (75-80%) observadas en ambos tratamientos. De hecho,
se observé de forma reproducible un aumento del peso seco en el tratamiento con el inductor en comparacion con
los controles (14,2 g/l frente a 10,1 g/l de peso seco). Las densidades celulares mas altas produjeron un valor mayor
de 1,8 veces de taxanos totales en el tratamiento con inductor, es decir 75,8 mg/l frente a 42,4 mg/l para el control.

El tratamiento inductor daba lugar a un aumento en la biosintesis de taxol, tanto por célula (0,098% frente a 0,054%
de taxol en peso seco, aumento de 1,8 veces) como en una comparacion de valor (13,9 mg/l frente a 5,4 mg/l,
aumento de 2,6 veces). El grado de secrecion era mayor para el tratamiento con inductor en comparaciéon con el
control (85% frente al 72% de producto extracelular).

El tratamiento con inductor descrito en este documento da lugar a un aumento en la produccién de taxol, un perfil de
producto mas favorable, aumento de la secreciéon de productor y retenciéon de una viabilidad celular alta. Estas
caracteristicas de produccion representan una mejora significativa en un proceso de cultivo celular para la
produccién de taxol.

Ejemplo 9:

Desarrollo del medio de produccién

En un esfuerzo por aumentar las productividades de taxol por encima de los niveles descritos en el ejemplo 6, se
manipularon los niveles de nutrientes para formular medios especiales de produccion. Las suspensiones de la linea
K-1 de Taxus chinensis crecida en medio D durante 7 a 8 dias se filtraron por succiéon en condiciones asépticas
usando un embudo de Buchner estéril con un filiro de papel miracloth (Calbiochem). Se transfirieron en condiciones
asépticas 500 mg de peso fresco de células a 5 ml de medios de produccién B y C (véase la Tabla 2). Los
recipientes se incubaron durante periodos de tiempo variables de 18, 25 y 42 dias a 24+1° C en un agitador giratorio
a 110 rpm en la oscuridad. Se tomaron muestras de los matraces de forma destructiva el dia 15 y se registraron las
observaciones sobre el crecimiento, color de las células y del medio y viabilidad de las células. Las muestras
liofilizadas se extrajeron con metanol para obtener taxol y taxanos como se describe en el Ejemplo 5 y se analizaron
mediante HPLC.

9.1. Resultados de los cultivos de 18 dias

Los cultivos celulares de Taxus chinensis respondieron a la alteracion de las composiciones del medio produciendo
niveles significativos de taxanos y taxol. Estos datos se resumen en la Tabla 9 y en la Figura 4 se muestra un
cromatograma de muestra. En el medio B se produjeron 99,8 mgl/litro de taxanos totales con 24,1 mg/litro de taxol
puro. En el medio C, se produjeron 110 mg/litro de taxanos totales, con 21,3 mg/litro de taxol. En base al peso seco,
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las células produjeron el 0,18% de peso seco de taxol en el medio B y el 0,065% de peso seco de taxol en el medio
C.

9.2. Cultivo prolongado

La produccion de taxol y de taxano tras el cultivo prolongado de células de Taxus chinensis (linea K-1) durante 25 y
42 dias se estudio en el medio C, cuyos resultados se resumen en la Figura 5. Pueden resumirse las siguientes
observaciones significativas:

(i) Los cultivos en suspension de Taxus son capaces de producir niveles significativos de taxol y de otros taxanos. La
acumulacién mas alta se observo a los 42 dias, con el 0,32% de peso seco de taxol y el 0,62% de peso seco de
taxanos totales; que se corresponden con valores de 153 mg/l de taxol y 295 mg/l de taxanos totales en funcién del
volumen final del medio. El anadlisis de esta muestra mediante espectrometria de masas en tandem confirmé la
presencia de taxol como se muestra en la Figura 6. La cuantificacion mediante EM/EM mostré una excelente
consonancia con la HPLC.

(i) La tasa de biosintesis de taxol entre los dias 25 y 42 era aproximadamente de 7,6 mg de taxol por litro y dia
asumiendo una produccion lineal en el periodo de 17 dias. Esta tasa es significativamente superior a la tasa de
produccién en los primeros 25 dias. La tasa de biosintesis de taxano total entre los dias 25 y 42 era de 12,3 mg por
litro y dia.

(iii) Las formulaciones del medio de produccion pueden inducir un aumento de hasta 45 veces en el contenido
especifico de taxol en comparacién con las condiciones de crecimiento rapido, como las descritas en el Ejemplo 7.

(iv) El producto puede manipularse de este modo dirigiendo la biosintesis hacia el producto final de taxol deseado, al
tiempo que se minimiza la produccion de taxanos no deseados. Por ejemplo, el dia 25, el taxol constituye el 28% de
los taxanos totales y el dia 42, el taxol constituye el 52% de los taxanos totales en contraste con el medio de cultivo
(véase el ejemplo 7.1), en el que el taxol constituye sélo el 12,2% de los taxanos totales. Esta capacidad para
manipular los perfiles del producto tendra repercusiones importantes para la purificacion posterior y para los
aspectos reglamentarios relacionados con la pureza del producto. Por ejemplo, la capacidad para suprimir la
produccién del subproducto de taxano, cefalomanina podrian simplificar en gran medida la purificacién posterior en
comparacion con la purificacion de taxol a partir del tejido cortical.

(v) Se ha inducido a cultivos celulares de Taxus a secretar cantidades significativas de taxol (87% el dia 42) y de
otros taxanos. El hecho de que la presencia de taxol y taxanos extracelulares es debida a la secrecién en lugar de a
la lisis celular es corroborado por diversas observaciones independientes: (a) se producia biosintesis continuada
entre los dias 25 y 42, lo que sugeria que estas células eran viables y activas. Observaciones independientes han
mostrado que se observaba una viabilidad >70% después de 18 dias en el medio de produccién, (b) se secretaron
porcentajes diferentes de taxanos diferentes. Si las células se hubieran lisado, cabria esperar que el porcentaje en el
medio fuera similar para los diferentes taxanos.

(vi) Es especialmente digno de mencion la capacidad de esta linea celular de Taxus para crecer y producir taxol a
tasas altas en un entorno extracelular que sea rico en el producto.

(vii) La linea celular de Taxus con la cual se han obtenido estos resultados es capaz también de mostrar crecimiento
rapido a densidades celulares altas y expresaba las productividades notificadas tras 20 generaciones de condiciones
de crecimiento rapido, avalando su estabilidad y potencial comercial.

Los niveles de taxol y taxanos producidos por las lineas celulares de Taxus chinensis en las condiciones descritas
en este documento son mas altos que los resultados publicados previamente en un factor de 35 a 150 veces. Por
ejemplo, Christen y col. (1991) notificaron la produccion de 1 a 3 mg/litro de taxol en cultivos en suspension de
Taxus brevifolia tras 2 a 4 semanas de cultivo. Wickeramesinhe y Arteca (1991) notificaron la produccion de taxol al
0,009% de peso seco en cultivos celulares de Taxus media.

En resumen, nuestros datos muestran que con el inicio y seleccidn cuidadosas de cultivos de Taxus chinensis y con
condiciones de medio de crecimiento especialmente formuladas, puede inducirse un rapido crecimiento de las
células a densidades celulares altas. Cuando estas células se transfieren a condiciones de medio de produccion, las
células son capaces de biosintetizar y secretar niveles significativos de taxol y de otros taxanos durante periodos
prolongados manteniendo viabilidades altas. La incorporacion de un cambio peridédico del medio, luz e inductores
con el medio de produccion da lugar a aumentos sinérgicos adicionales de productividad. Estas propiedades son
requisitos previos criticos para un proceso comercial eficaz para la produccion de taxol y taxano usando tecnologia
de cultivo tisular.
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Tabla 1.a. Lista de inductores utilizados en la induccion de cultivos celulares de Taxus spp.

|. Inductores bidticos (microorganismos)

. Botrytis cinerea

. Phytophtora megasprerma
. Pinellas stripticum

. Oligosporus sp.

. Pythium mamiallatum

. Pythium sylvaticum

. Verticillium dahliae

. Verticillium sp.

. Penicillium minioluteum

. Phytophthora lateralis

. Cytospora cincta

. Cytospora leucostoma

. Alternaria brassicicola

. Alternaria solani

. Alternaria cucumerina

. Botrytis squamosa

. Cachliobolus heterostrophus
. Colletotrichum trifolii

. Colletotrichum orbiculum

. Colletotrichum graminicola
. Colletotrichum gloeosporioides
. Cylindrocladium floridanum
. Fusarium crookwellense

. Fusarium heterosporium

16



ES 2361 150T3

Fusarium oxysporum f. sp. Conglutinans

Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. Pisi

Gibberella zeae

Gaeumannomvces graminis var. Tritici

Geotrichum sp.

Leptosphaeria torrae

Nectria haematococca MPVI

Mycosphaerella pinodes

Ophiostoma ulmi
Phoma lingam

Phoma pinodella

Phytophthora infestans

Pythium aristosporum

Pythium graminicola

Pythium ultimum

Rhizoctonia solani

Sclerotinia splJ
S. nodorum D-45

Trametes versicolor

Ustilago maydis

Venturia inequalis

1. Inductores bidticos (fracciones o productos microbianos

Quitosano
Liqguenano
Glucomanano
Pleurano

Glucano
Carboximetilglucano
Hidroximetilglucano
Sulfoetilglucano
Manano

Xilano

Manobiosa

Manotriosa

17

Cellulisina
Multifect XL
Multifect CL
Resinasa
Pulpzyme
SP431
Pectinol
Rapidasa
Klerzyme

Quitinasa
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Manopentosa

Manotetrosa

Inductores abidticos (agentes de estrés quimico asi como algunos compuestos bioquimicos naturales)

Acido araquidénico

Acido elaidico

AMP ciclico

AMP ciclico dibutirilo
Jasmonato de metilo
Cis-jasmona
Miconazol

Acido fertlico

AMO 1618

Tritéon X-100
Acido benzoico
Acido salicilico

Galato de propilo

Sesamol

Cloruro de clorocolina

3,4-diclorofenoxi trietil (amina)

Acido cloroetilfosfonico
Acido dietilditiocarbamico
Acido nordihidroguairético
Ditiotreitol

Metabisulfito sédico
Metabisulfito de potasio

d-amino-DL-fenilalanina

18

Sulfato de vanadilo

Uniconazol
Paclobutrazol
Espermina
Espermidina
Putrescina
Cadaverina

Sulfato de protamina
SKF-7997

MER 29

Ancimidol

Triadimefona

Fosfano D

Tiourea

Sulfato de dextrano

Glutamato de

hidroquinona quitosano

Fenpropemo

Procloraz
Naftifina
EDU

HTA

MPTA
Glutation
EGTA
Gliberelinas

Acido

Abscisico

]
urea

urea

sodico

1,3-difenil

Diazolindenil

Floroglucinol

Alginato

Carrageno



ES 2361 150T3

Tabla 1.b. Lista de precursores, inhibidores y estimulantes o activadores usados en la regulacion, de la biosintesis
de taxol y taxanos en cultivos celulares de T. spp.

Precursores Inhibidores Estimulantes o activadores
Fenilalanina Cloruro de clorocolina AMP ciclico

Lisina Uniconazol AMP ciclico dibutirilo
Tirosina Paclobutrazol Jasmonato de metilo
Triptéfano SKF-7997 Cis-jasmona
Metionina MER 29 Acido cloroetilfosfonico
Tiramina Ancimidol Espermina

Acetato sodico Triadimefona Espermidina
Acetato de potasio Fosfona D Putrescina

Acetato de amonio Fenpropemorf Cadaverina

Acido mevalonico Procloraz MPTA

Acetato de farnesilo Naptifina DCPTA

Acetato de geranilo Miconazol DIPTA

Acetato de geranilgeraniol Nitrato de plata ACC

Triptamina Norbonadieno HTA

Mentol AMO 1618 Brasinoesteroides
a-Pineno Alar BHA

Acido trans-cinamico Acido 4-amino-5-hexinoico BHT

Cambreno A Feniletanolamina OTA

Verticileno Fenetilamina

Verticilol Glifosfato

Camfor Dihidrocicloeucalenol

(cont.)

Quercetina Sulféxido de metionina

Acido levulinico
Acido abiético

Borneol

B-hidroxifentilanina
5-Metil-DL-triptéfano

a-Fluorofenilalanina

Clorhidrato de 5-2-aminoetil-L-cisteina

Tabla 2: componentes (mg/l) de los medios cataliticos de fitona usados para el cultivo de los cultivos de Taxus
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COMPONENTE QUIMICO A mgl/l B mgl/l C mgl/l Dmg/l Emg/l Fmg/l Gmg/l  Hmgll
Nitrato de amonio - - - - - 400,0 500 400,0
Sulfato de amonio 134,0 - 33,5 134,0 67,0 - 134,0

Acido bérico 3,0 1,5 0,75 3,0 1,5 0,75 6,2 1,5
Cloruro célcico (anhidro) 113,24 - 28,31 113,24 56,62 725 113,24 725
Cloruro calcico 2H,0 - 20,0 50,0 - - - - -
Nitrato calcico 4H,0 - 206,4 - - - 386,0 - 366,0
Cloruro de cobalto 6H,0 0,025 - 0,006 0,025 0,0125 - 0,025 -
Sulfato cuprico 5H,0 0,025 0,01 0,006 0,025 0,0125 0,25 0,025 0,25
NO, EDTA 2H,0 37,3 - 9,32 37,3 16,65 37,3 37,3 37,3
Sulfato férrico - 2,5 - - - - - -
Sulfato ferroso 7H,0 27,8 - 6,95 27,6 13,9 27,8 27,8 27,8
Sulfato de magnesio anhidro 122,09 366,2 30,5 122,09 61,04 160,7 122,00 180,7
Sulfato de manganeso H,O 10,0 23,768 22,5 10,0 5,0 22,3 10,0 22,3
Triéxido de molibdeno - 0,001 - - - - - -
Acido molibdico (sal sédica) 2H,0 0,25 - 0,062 0,25 0,125 0,25 0,25 0,25
Cloruro de potasio - 65,0 - - - - - -
Yoduro de potasio 0,75 0,75 0,175 0,75 0,375 - 0,75 -
Nitrato de potasio 2.500,0 80,0 625,0 2.500,0 1.250,0 - 2.500,0 -
Fosfato de potasio (monobasico) - - 10,0 - - 170,0 - 170,0
Sulfato de potasio - - - - - 990,0 - 990,0
gr‘:ﬁ:g:g)sc"dicc’ (monobasico 130,5 165 3262 1305 6525 - 1305 -
Sulfato sédico - 200,0 - - - - - -
Sulfato de cinc 7H0 2,0 3,0 0,5 2,0 1,0 8,6 2,0 8,8
Myo.Inoelld 100,0 100,0 125,0 100,0 50,0 100,0 100,0 100,0
Acido nicotinico 1,0 - 0,75 1,0 0,5 1,0 1,0 1,0
Piridoxina HCI 1,0 - 0,25 1,0 0,5 1,0 1,0 1,0
Tianina HCI 10,0 *5,0 3,5 10,0 5,0 10,0 10,0 10,0
* Glutamina 292,8 146,4 - 292,8 292,8 1.756,8 - 292,8
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* Triptoéfano -
* Fenilalanina -
* Lisina -
Metionina -

« Acetato sodico -

Sacarosa 10.000,0
Ng Benciladonina 0,002
Acido B-naftaleno acético 0,931

« Acido ascérbico 50,0
Plodoram -

Caseina hidrolizada -
6/y, Dimetrilalilamino/Purina -
Kinetina -

pH 5,6

30,0

20,0

10,0

50.000,0 40.000,0

2,0
10,0

100,0

5,6

10,0

2,0

50,0

500,0

5,6

10.000,0

0,002

100,0

1,2

5,6

10.000,0

0,002

100,0

24

5,6

10.000,0

100,0

1,2

0,02

5,6

20.000,0

1,862

100,0

1.000,0

5,6

10.000,0

100,0

1,2

0,02

5,6

*Filtrado estéril en el medio autoclavado
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Tabla 3. Condiciones preferidas para la proliferacion del callo de diversas especies de Taxus. Los componentes de
los medios basales se enumeran en la Tabla 2

Reguladores de crecimiento*

specie edlio pasal uxina Iltoquinina
E i Medio basal Auxi Citoquini
(Tabla 2)
[Je]e] onc [{e]e] onc
Tip C M Tip C M

T. brevifolia F P 5x 10° 2iP 107

D P 5x 10° BA 10
T. canadensis H P 5x10° K 10"

D P 5x 10° BA 10
(cont.)
T. chinensis D P 5x 10° BA 10°®

A N 5x 10° BA 10°®
T. globosa D P 5x10° BA 10°®
T. floridana D P 5x 10° BA 10
T. baccata D P 5x 10° BA 10
T. cuspidata D P 5x10° BA 10°®
T. media D P 5x10° BA 1078
T. wallichiana D P 5x 10° BA 10°®

*Abreviaturas: Picloram (P), acido naftaleno acético (N), Benciladenina (BA), Dimetil alilamino purina (2iP), Kinetina
(K)

Tabla 4. Caracteristicas tipicas del crecimiento de los cultivos en suspension de Taxus sp.

Especie Tiempo de Tiempo de Densidad de peso Densidad de peso
duplicacién del duplicacion del seco fresco
peso seco peso fresco

T. brevifolia 2,0 dias 3,5 dias 20 g/l 400 g/l

T. baccata 20 6,0 15 220

T. chinensis 25 4.5 20 286

T. canadensis nd* 8,5 13 260

* no determinado todavia

Tabla 5. Produccion de taxol en diversas especies de Taxus.

Especie Contenido en taxol (% Medio (véanse las Andlisis
del peso seco) Tablas 2y 3)

T. brevifolia 0,006 F ELISA

T. canadensis 0,004 H ELISA

T. baccata 0,0014 D HPLC

T. globosa 0,0003 G ELISA
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T. cuspidata 0,0025 G HPLC
T. floridana 0,001 G ELISA
T. media 0,02 F ELISA
T. chinensis 0,18 B HPLC

Tabla 6. Mejora en la productividad debido al tratamiento de cambio de medio. Los valores se expresan como veces
de mejora sobre los niveles alcanzados en un intervalo de cultivo discontinuo de 15 dias. La linea celular K-1 de
Taxus chinensis se cultivd en medio A en oscuridad.

Niveles totales* Niveles extracelulares

Taxol 4,6 4,89

Taxanos totales 4,55 5,94

*Niveles total en células y medio combinados

Tabla 7. Efecto de la luz standard GroLux sobre el contenido en taxol y taxano en cultivos de 10 dias de la linea K-1
de Taxus chinensis en medio A. Las cantidades mostradas se expresan en ug extraidas de 20 ml de suspension. El
crecimiento celular era idéntico en ambos tratamientos (164 mg de peso seco por matraz).

Luz Oscuridad
Taxol total: células y medio: 8,8 ug 3,13 ug
Taxol extracelular: 76,40% 56,20%
Taxanos totales en células y medio: 61,55 ug 62,17 ug
Taxanos extracelulares: 89% 84%

Tabla 8. Comparacion del tratamiento con glutamato de quitosano en suspensiones no inducidas de la linea K-1 de
Taxus chinensis después de 15 dias de cultivo en medio C. Los niveles de taxano notificados son de células y medio
combinados. El % extra se refiere al porcentaje de producto extracelular.

CONTROL INDUCTOR

Densidad celular 10,1 g/l Densidad celular 14,2 g/l

Viabilidad celular 70-80% viables Viabilidad celular 75-80% viables

Taxanos % peso seco  mg/l % Extra % peso seco mg/l % Extra
Taxol 0,054 5,4 72,0 0,098 13,9 85,0
Baccatina lll 0,057 5,8 69,9 0,055 7,8 76,6
7-xilosil-100J

geacetiltaxol 0,040 4,0 63,0 0,048 6,9 77,0
Cefalonanina | 0,004 0,4 71,1 0,0 1,0 75,3

100
deacetilbacca
tina lll

100
deacetiltaxol
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10-deacetil-701 | 554 54 742 0,076 10,8 85,7
epitaxol

7-epitaxol 0,009 0,9 74,6 0,009 13 86,2
Taxanos 0,203 20,5 79,7 0,240 34,1 90,2
desconocidos

Taxanos

totales: 0,421 42,4 0,533 75,8

Tabla 9. Manipulacién de los nutrientes del medio para potenciar la biosintesis de taxano y taxol en la linea K-1 en
suspension de Taxus chinensis. Se inocularon 500 mg de células de peso fresco en 5 ml de medio y se incubaron en
la oscuridad durante 18 dias. Se notifican los taxanos totales producidos (en las células y medio combinado). Los

componentes de los medios B y C se enumeran en la Tabla 2

Nivel de taxano

Medio B (mg/l)

Medio C (mg/l)

Baccatina lll 4,3 3,9
7-xilosil-10-deacetiltaxol 8,3 129
Cefalomanina 1,1 Trazas
10-deacetil 7-epitaxol 4.6 54
Taxol 241 213
7-epi taxol 1,3 28
Otros taxanos no identificados™ 56,1 63,7
Taxanos totales 99,8 mg/l 110 mgl/l
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para potenciar los rendimientos y recuperaciones de taxol y taxanos totales a partir de cultivos
celulares de Taxus chinensis que comprende:

(a) cultivar células derivadas de tejidos de callos de Taxus chinensis en cultivos celulares en suspensiéon en un
primer medio nutritivo que favorece el crecimiento rapido de las células cultivadas;

(b) producir taxol y otros taxanos en un segundo medio nutritivo que esta separado y es independiente de dicho
primer medio, en el que dicho segundo medio favorece la biosintesis de taxol y taxano en las células en cultivo y en
el que se producen taxol y otros taxanos a niveles superiores a 3 mg/| de taxol; y

(c) recuperar dicho taxol y otros taxanos a partir de dichas células y/o dicho medio de produccion de dicho cultivo
celular.

2.. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que dicho segundo medio comprende un inductor.
3.. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho segundo medio comprende nitrato de plata.
4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho segundo medio comprende fenilalanina.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 que ademas comprende un cambio periédico del
medio nutritivo.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 que ademas comprende la retirada periddica del
taxol y taxano.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en el que el procedimiento comprende un proceso
de cultivo discontinuo en dos fases, un proceso de cultivo discontinuo alimentado, un proceso continuo o variaciones
de los mismos.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en el que uno o0 mas medios nutritivos comprenden
glutamina.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que uno o mas medios nutritivos
comprenden hormonas vegetales seleccionadas entre el grupo que consiste en por acido indolbutirico, acido
indolacético, indol-3-acetil fenilalanina, picloram, dicamba, acido beta-naftaleneacético, acido beta-naftoxiacético,
acidos clorofenoxiacéticos, N6-banciladenina, kitenina, dimetilalilamino-purina, tidiazorona, zeatina, sulfato de
adenina y 2-cloro-4-piridil-N-fenil urea.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho segundo medio comprende un
aumento del nivel de sacarosa en comparacion con dicho primer medio.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho nivel mayor de 3 mg/l de taxol
se produce en 18 dias 0 menos.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que dicho nivel mayor de 3 mg/l de taxol se produce en 15 dias o
menos.
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| DIA25 it DIA42 |
COMPUESTO " P. S mg/l % extracelular % P. S. mg/| % extracelular
10-deacetilbaccatina lll Q,0000 (X 0) 0,0000 0,00
Bacattina lll 0,0184 10,43 1057 0.0420 1983 1472
7-xilosil-10-deacetiltaxol § 00127 1,19 452 0,0283 1338 43,81
10-deacetiltaxol 0oI2 6,98 1737 00127 599 Q.00
Cefalomanina 0,000 (1% 1] _00119 350 86,02
10-deacetil-7-epitaxol QUUst 4,61 62,402 0.0775 1299 TL39
Taxol 0.8427 24,28 7093 0. 1244 153.34 §1.52
7-epitaxol o2 6,92 8451 . 154 126 8528
TOTAL desconocidos o,ocsT 2967 0,1625 7653
TOTAL taxanos e,1518 86,04 06,6248 19523
300,00
250,00
200,00 - Taxol
-
> 150,00 0O rotaL
taxanos
100,00
50,00
0,00 -
« S
< I
(=] (=]
Figura 5
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