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Paklitakseli on yksi merkittdvimmistd lddketieteessd kéytettdvisti luonnonyhdisteistd, ja sitd
hyddynnetdin muun muassa rinta-, keuhko- ja haimasydpien hoidossa. Sen tuottaminen on kuitenkin
edelleen ongelmallista. Perinteisesti paklitakselia on eristetty Taxus-sukuisten marjakuusten kaarnasta,
jossa yhdisteen pitoisuus on vain 0,01-0,05 % sen kuivapainosta. Lisdksi kaarnan kuoriminen
vahingoittaa puita. Tdmén takia tarvitaan kasvikunnasta riippumaton menetelméd paklitakselin
tuotannolle.

On kehitetty synteettisid vaihtoehtoja paklitakselin tuotannolle, mutta totaalisynteesi ei sovi
teolliseen tuotantoon monivaiheisen synteesireitin ja kalliiden reagenssien takia. Semisynteesia
puolestaan kédytetddn paljon teollisessa tuotannossa, mutta se on edelleen riippuvainen
kasvimateriaalista, kuten marjakuusten neulasista.

Vuonna 1993 16ydettiin ensimmaéinen endofyyttinen sieni, Taxomyces andreanae, jonka havaittiin
tuottavan paklitakselia biosynteettisesti. Myohemmin yli 200 endofyyttisen sienilajin on havaittu
pystyvan samaan. Biosynteesireitti on kuitenkin osin tuntematon, ja sen selvittdminen vaatii
lisatutkimusta. Endofyyttisistd sienistd on kuitenkin l0ydetty kasvien biosynteesireitille keskeisia
geenejd, kuten taksadieenisyntaasi (TS)-, 10-deasetyylibakkatiini(I1l)-10-O-asetyylitransferaasi
(DBAT)- ja bakkatiini(IIl): 3-amino-3-fenyylipropanoyylitransferaasi (BAPT)-entsyymeji koodaavat
geenit.

Endofyyttisten sienten tuottaman paklitakselin médra on edelleen pieni, eikd se siten sovellu
teolliseen tuotantoon. Paklitakselin tuotantoa endofyyttisissé sienissi on kuitenkin pystytty tehostamaan
fermentointiparametrejd optimoimalla sekd sopivilla kemiallisilla, biologisilla ja fysikaalisilla
elisiittoreilla. Paklitakselin eristiminen endofyyttisistd sienistd vaatii hieman erilaisia 1dhestymistapoja
riippuen kéaytetystd fermentointimenetelméstd. Paklitakselin tunnistamiseen ja maédrittdmiseen
endofyyttisistd sienindytteistd, voidaan kayttdd useita analyyttisid menetelmid, kuten korkean
erotuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC), nestekromatografia-tandemmassaspektrometriaa (LC-
MS/MS), ohutkerroskromatografiaa (TLC), ultraviolettispektroskopiaa (UV) ja 'H-ydinmagneettista
resonanssispektroskopiaa ("H-NMR).

Kaiken kaikkiaan endofyyttiset sienet tarjoavat uuden ja lupaavan kasvikunnasta
riippumattoman menetelmén paklitakselin tuotantoon. Menetelmén kehittdmistd rajoittavat kuitenkin
edelleen biosynteesireitin puutteellinen tuntemus, menetelmén skaalautuvuus bioreaktoreihin ja pienet
saannot. Ndihin haasteisiin voidaan kuitenkin 16ytaa ratkaisut lisdtutkimusten avulla.

Avainsanat: Biosynteesi, elisiittorit, endofyyttiset sienet, fermentaatio, HPLC, LC-MS/MS, NMR,
paklitakseli, semisynteesi, Taxus, TLC, totaalisynteesi, UV



Bachelor's thesis

Subject: Chemistry

Author: Emma Hyytidinen

Title: Paclitaxel production using endophytic fungi
Supervisors: Juha-Pekka Salminen, Maarit Karonen
Number of pages: 18 pages

Date: 13.5.2026

Paclitaxel is one of the most remarkable natural compounds used in the medical field with applications
in the treatment of breast, lung and pancreatic cancers. Unfortunately, the production of paclitaxel is
still challenging. Traditionally, paclitaxel has been extracted from the bark of yew trees of the Taxus
species. The yield of paclitaxel from yew trees is only 0.01-0.05 % of its dry weight. Additionally,
peeling the bark of the yew trees is harmful to the trees. For this reason, a method to produce paclitaxel
outside of the plant domain is needed.

Synthetic methods of producing paclitaxel have been developed, but total synthesis isn’t suitable
for industrial production due to the complexity of the synthetic pathway and the cost of the reagents.
Semisynthesis, however, is used in industrial production, but it’s still dependent on plant-material like
the leaves of yew trees.

In 1993, the first paclitaxel producing endophytic fungus, Taxomyces andreanae, was found.
Since then, over 200 species of paclitaxel producing endophytic fungi have been reported. The paclitaxel
biosynthetic pathway in endophytic fungi is still partly unknown and needs additional research. Some
plant biosynthetic genes required for paclitaxel production, like taxadiene synthase (TS), 10-
deacetylbaccatin(Ill)-10-O-acetyltransferase (DBAT) and baccatin(I1I): 3-amino-3-
phenylpropanoyltransferase (BAPT) genes, have been found in endophytic fungi.

The yield of paclitaxel produced by endophytic fungi is still quite low, making endophytic fungi
not usable in the industrial scale production of paclitaxel. There are ways to enhance paclitaxel
production, such as optimization of fermentation parameters and using different chemical, biological
and physical elicitors. The extraction of paclitaxel varies according to the fermentation method used.
Identifying and quantifying paclitaxel in samples of endophytic fungi can be done with methods such
as high-performance liquid chromatography (HPLC), liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS), thin-layer chromatography (TLC), ultraviolet spectroscopy (UV) and 'H
nuclear magnetic resonance spectroscopy ('H-NMR).

Overall, endophytic fungi offer a new and promising method of producing paclitaxel outside of
the plant domain. The development of this method is still limited by the incomplete understanding of
the biosynthetic pathway, challenges in scaling the process to bioreactors and low yields. These
challenges can, however, be overcome through additional research.

Key words: biosynthesis, elicitors, endophytic fungi, fermentation, HPLC, LC-MS/MS, NMR,
paclitaxel, semisynthesis, Taxus, TLC, total synthesis, UV
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1. Johdanto

Paklitakseli (Kuva 1), kaupalliselta nimeltidén taksoli, on Taxus-suvun kasveista, eli marjakuusista,
loytyva diterpeeni. Sitd kéytetddn laaja-alaisesti erilaisten syOpien, kuten rinta-, keuhko- ja
haimasyopien kemoterapiahoidossa, koska silld on tehokas sydvén vastainen aktiivisuus (Wani et al.,
1971; Yuetal., 2025). Paklitakselin kysynté on jatkuvassa kasvussa, joten tehokkaan, toimivan ja halvan

tuotantomenetelmén 16ytdminen sille on térkeda.

Kuva 1. Paklitakselin kemiallinen rakenne

Perinteisesti paklitakselia on eristetty Taxus-suvun puiden, kuten Taxus brevifolian kaarnasta. T.
brevifolia on eniten paklitakselia tuottava Taxus-sukuinen kasvi, mutta se tuottaa silti paklitakselia vain
noin 0,01-0,05 % painostaan, eli kaarnassa on paklitakselia erittdin vihdn (Wheeler et al., 1992). Taxus-
puiden kaarnan kerddminen on liséksi johtanut joidenkin suvun lajien, kuten Taxus wallichianan
populaation vdahenemiseen (Uniyal, 2013). Paklitakselin eristémistd puiden kaarnasta ei siten voida
jatkaa kestdvisti. Tédmin perinteisen menetelméan tilalle onkin kehitetty erilaisia bio- ja
(semi)synteettisid menetelmii.

Vaikka paklitakselin totaalisynteesissd on onnistuttu, se ei ole vield kaupallisesti kannattavaa,
silld monet totaalisynteesissi onnistuneet tutkimukset ovat akateemisia tutkimuksia, joiden saannot ovat
olleet vain milligrammojen luokkaa (Min et al., 2023). Lisdksi totaalisynteesi on liian kallista
kaupalliseen mittakaavaan sovellettavaksi (Nikolic et al., 2011).

Sen sijaan semisynteettisten prekursorien ldhteiden lisddntyminen ja yleisesti semisynteettisen
teknologian kehityksen myotd on kehitetty semisynteettisid valmistusmenetelmid myos paklitakselille
(Baloglu & Kingston, 1999; Yang et al., 2020). Semisynteesid kdytetddnkin paljon paklitakselin
teollisessa tuotannossa (Yang et al., 2020). Paklitakselin rakenne on kuitenkin monimutkainen, joten
my0s semisynteettiset valmistusmenetelméit vaativat useita vélivaiheita.

Myos mikrobien, kuten endofyyttisten sienten, tuottama paklitakseli on lupaava menetelmi
paklitakselin kaupallisen tuotannon edistimiseksi. Endofyyttiset sienet ovat kasvin kudoksen pinnalla

tai sisélld eldvid sienid, joista ei ole isdntékasville haittaa. Ensimmaéisen paklitakselia tuottavan



endofyyttisen sienilajin Taxomyces andreanaen raportoitiin 16ytyneen vuonna 1993 (Stierle et al.,
1993). Vuoteen 2001 mennessé noin 200 endofyyttisten sienten lajin oli raportoitu pystyvén tuottamaan
paklitakselia (Jennewein & Croteau, 2001). Paklitakselin biosynteesi endofyyttisissd sienissd on erds
kiinnostavimmista ja lupaavimmista tulevaisuuden nédkymistd paklitakselin tuotantoon. Tassé
tutkielmassa selvitetddn, miten paklitakselin biosynteesi tapahtuu kasveissa ja endofyyttisissd sienissé.
Liséksi selvitetidn, miten niiden biosynteesireitit ja biosynteesiin osallistuvat entsyymit eroavat
toisistaan. Liséksi pohditaan, millaisia menetelmié on kehitetty paklitakselin tuotantoon endofyyttisissa
sienissd, ja miten menetelmid voitaisiin hyodyntdd ladketeollisuudessa. Liséksi tarkastellaan nédiden

menetelmien skaalautuvuutta teollisuuteen.

2. Paklitakselin synteettinen ja biosynteettinen valmistaminen

Paklitakselin valmistukseen on wuseita eri tapoja, joista seuraavissa alaluvuissa késitelldén
totaalisynteesid, semisynteesid sekd biosynteesid. Synteettiset menetelmidt ovat mahdollistaneet
paklitakselin rakenteen muodostamisen yksinkertaisista ldhtdaineista tai luonnosta saatavista
prekursoreista (liyama et al., 2022; Mandai et al., 2000). Biosynteesi puolestaan mahdollistaa
paklitakselin tuottamisen hyddyntamaélld kasvien ja sienten omia aineenvaihduntareitteja (Yang et al.,
2014; Wang et al., 2021). Menetelmien tarkastelu rinnakkain tarjoaa hyvin kokonaiskuvan paklitakselin

tuotannon mahdollisuuksista ja rajoitteista sekd menetelmien soveltuvuudesta teolliseen tuotantoon.

2.1. Totaalisynteesi

Totaalisynteesi on houkutteleva menetelmi paklitakselin tuotannolle, koska silloin paklitakseli
saataisiin valmistettua synteettisesti alusta loppuun ilman marjakuusten tai niiden osien hyddyntdmisti
(Holton et al., 1994; liyama et al., 2022). Paklitakselin totaalisynteesi saavutettiin ensimmaisen kerran
vuonna 1994 kahden eri tutkimusryhmén toimesta, ja eri synteesireittejd kayttden (Holton et al., 1994;
Nicolaou et al., 1994). Myo6s uudempia synteesireittejd on 10ytynyt, mutta niiden saannot ovat
aikaisempien reittien tapaan olleet erittéin pieniéd (Iliyama et al., 2022). Liséksi reaktiot vaativat monia
vélivaiheita, sekd monenlaisia reagensseja, miké lisdd menetelmén kustannuksia (liyama et al., 2022).
liyaman (2022) tutkimusryhmd muodosti paklitakselin ABC-rengasrakenteen (Kuva 2)
allyylibentsoaatista, jossa on aldehydiryhma, Sml,-vilitteiselld pelkistavélld syklisaatiolla. He lahtivét
seuraavaksi muokkaamaan muodostunutta rengasrakennetta suojaryhmid poistolla ja muokkauksella,
hapettamalla, BC-rengasta funktionalisoimalla, muodostamalla oksetaanirenkaan, sekd lisddmalla

sivuketjun muodostaen lopulta paklitakselia (Kuva 2).



MOM-suojaryhman poisto, o] OTES  a-vetyjen deprotonointi ja
oksidaatio ja C-7-suojaryhman muodostuneen enolaatin
vaihto silylointi

AcO O OTES

oksetaanin muodostus

HO"

OH 6BZ©AC

7-O-TES-bakkatiini(lll)

sivuketjun liittdminen OAc

Paklitakseli

Kuva 2. liyaman (2022) kiyttdma paklitakselin synteesireitti. Paklitakselin ABC-rengasrakenne esitetty
punaisella. Kaksi reaktionuolta kuvaa useita synteesivélivaiheita vaativia rakenteen muokkauksia.
MOM = metoksimetyyli, TES = trietyylisilyyli.

2.2. Semisynteesi

Totaalisynteesisté eroten, semisynteesi on yksi tdimén hetken kaytetyimmistd menetelmisti paklitakselin
kaupalliseen valmistamiseen (Yang et al., 2020; Zhang et al., 2023). Paklitakselin semisynteesi perustuu
luonnosta 16ytyvien paklitakselin prekursorien, kuten 10-deasetyylibakkatiinin (10-DAB) ja
bakkatiini(Ill):n, hyddyntdmiseen (Kuva 3; Mandai et al., 2000). Esimerkiksi euroopanmarjakuusen
(Taxus baccata) neulasista pystytddn eristimadn 10-DAB:td hyvélld saantoprosentilla, minka lisdksi

marjakuusten neulaset ovat nopeasti uusiutuvia (Denis et al., 1988).
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Kuva 3. Bakkatiini [II:n ja 10-DAB:n rakennekaavat.

Koska 10-DAB:n saanto marjakuusista on l&hes kymmenenkertainen paklitakselin saantoon verrattuna,
sen kdyttiminen semisynteesissd on houkutteleva vaihtoehto paklitakselin suoraan eristimiseen
verrattuna (Baloglu & Kingston, 1999). Tamén ldhestymistavan pohjalta Baloglu ja Kingston (1999)
kehittivat uudenlaisen semisynteettisen ldhestymistavan paklitakselin tuotannolle, missa suojattu C-13-
sivuketju voidaan liittdd 10-DAB:std muokattuun ja suojattuun bakkatiini(Ill):een. Mandai
tutkimusryhmineen (2000) puolestaan kehittivat erilaisen semisynteesireitin  paklitakselille.
Synteesireitti alkaa etyylibentsoyyliasetaatin ja suojatun 10-DAB:n transesterdinnilld, minka tuloksena
muodostuu synteesin ldhtdaineena kaytetty 10-DAB-johdannainen (Kuva 4; Mandai et al., 2000). Tama

semisynteesireitti on kuvattu kaavioissa 1 ja 2.

Acd @)

Kuva 4. 10-DAB-johdannainen (Mandai et al., 2000).
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Kaavio 1. Mandain (2000) semisynteesi 10-DAB-johdannaisesta. Reagenssit ja Kkatalyytit:
BnONHyHCI = O-bentsyylihydroksyyliamiinihydrokloridi; Py = pyridiini; TsN; = p-
tolueenisulfonyyliatsidi; Et;N = trietyyliamiini; DBU = 1,8-diatsabisykloundek-7-eeni; MeCN =
asetonitriili; HOAc = etaanihappo, Cu(acac), = kupari(Il)asetyyliasetonaatti, {[Bu].Sn(Cl)}.O = 1,3-
dikloori-1,1,3,3-tetrabutyylidistannoksaani, EtOH = etanoli. Tuotteita a ja b muodostui suhteessa 2:1.
Uudelleenjulkaistu teoksesta: Tetrahedron Letters, vol. 41, Mandai et al., 4 semisynthesis of paclitaxel
via a 10-deacetylbaccatin Il derivative bearing a p-keto ester appendage, sivut 243-246, © 2000,
Elsevierin luvalla.
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Kaavio 2. Mandain (2000) semisynteesi. Lahtoaine (a) on sama yhdiste kuin kaavion 1 lopputuote (a).
Reagenssit ja katalyytit: HCO,NHs4s = ammoniumformiaatti;y, HOAc = etaanihappo; BzCl =
bentsoyylikloridi; NaHCO; = natriumvetykarbonaatti; DEAD = dietyyliatodikarboksylaatti; PPh; =
trifenyylifosfiini; Ac,O = etikkahappoanhydridi; Py = pyridiini; DMAP = 4-dimetyyliaminopyridiinille;
MeOH = metanoli; HCI = suolahappo. Uudelleenjulkaistu teoksesta: Tetrahedron Letters, vol. 41,
Mandai et al., A semisynthesis of paclitaxel via a 10 deacetylbaccatin Il derivative bearing a f keto
ester appendage, sivut 243-246, © 2000, Elsevierin luvalla.

Paklitakselin prekursoreita, kuten bakkatiini(Ill):a on 16ydetty myos endofyyttisistd sienistd, kuten
BT2:sta (0,012-0,018 mg/L) ja Diaporthe phaseolorumista (0,219 mg/L), mutta saannot ovat
toistaiseksi erittdin pienid (Guo et al., 2006; Zaiyou et al., 2013). Sen lisdksi, ettd paklitakselia voidaan
valmistaa semisynteettisesti marjakuusten tuottamista paklitakselin prekursoreista, sitd voitaisiin siis
valmistaa myds endofyyttisten sienten tuottamista paklitakselin prekursoreista, kuten bakkatiini III:sta

(Guo et al., 2006). Se vaatii kuitenkin saantojen parantamista.

2.3. Biosynteesi

Semisynteettisten valmistusmenetelmien taustalla on marjakuusisten luontainen ominaisuus tuottaa
paklitakselia biosynteettisesti (Baloglu & Kingston, 1999). Paklitakselin biosynteesireitti kasveissa
(Kuva 5) tunnetaan padasiassa hyvin. Joidenkin vaiheiden tarkkaa jérjestystd ei tdysin tunneta, mutta
biosynteesin kokonaiskuva on hyvin selvilld (Heinig et al., 2013). Terpeenien, kuten paklitakselin,
biosynteesireitin  alussa isopentenyylidifosfaattia (IPP, engl. isopentenyl diphosphate) ja
dimetyyliallyylidifosfaattia =~ (DMAPP, engl. dimethylallyl diphosphate) tuotetaan joko
mevalonaattipolun (MVP, engl. mevalonate pathway) kautta tai 2C-metyyli-D-erytrioli 4-fosfaattipolun
(MEP, engl. methylerythrol phosphate pathway) kautta (Jarchow-Choy et al., 2014). IPP muodostaa
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isopentenyylidifosfaatti-isomeraasin (IDI, engl. isopentenyl diphosphate isomerase) avulla isomeeridén,
DMAPP:t4. Geranyyligeranyylidifosfaattisyntaasi (GGPPS, engl. geranylgeranyl diphosphate synthase)
katalysoi kolmen IPP- ja yhden DMAPP-molekyylin reaktiota, missé muodostuu
geranyyligeranyylidifosfaattia (GGPP, engl. geranylgeranyl diphosphate; Hefner et al., 1998).
Paklitakselin ~ biosynteesi alkaa GGPP:n  syklisaatiolla taksa-4(5),11(12)-dieeniksi
taksadieenisyntaasin (TS, engl. taxadiene synthase) katalysoimalla reaktiolla (Hezari et al., 1995;
Wildung & Croteau, 1996). Kun taksa-4(5),11(12)-dieenirunko on muodostunut, useat entsyymit
osallistuvat sen muokkaukseen. Ensin luokan II sytokromi P450-hydroksylaasi, taksadieeni-5a-
hydroksylaasi (T5aOH, engl. taxadiene-5a-hydroxylase), muokkaa taksa-4(5),11(12)-dieenin taksa-
4(20),11(12)-dien-5a-oliksi (Hefner et al., 1996). Tamaén jilkeen synteesireitti haarautuu, ja synteesi voi
jatkua kahta eri reittid pitkin. Toisessa reitissd taksadienoli-O-asetyylitransferaasi (TAT, engl.
taxadienol-O-acetyl transferase) asetyloi taksa-4(20),11(12)-dien-5a-0lin C-5-aseman, jolloin
muodostuu taksa-4(20),11(12)-dien-50-yyliasetaatti (Walker et al., 1999). Asetylaation jilkeen
taksaani-10B-hydroksylaasi (T10BOH, engl. taxane-10B-hydroxylase) hydroksyloi C-10-aseman, jolloin
muodostuu taksa-4(20),11(12)-dien-5a-asetoksi-10B-oli (Schoendorf et al., 2001; Wheeler et al., 2001)
Toinen mahdollinen synteesireitti on, ettd taksa-4(20,11(12)-dien-5a-oli hydroksyloidaan C-13-
asemassa taksaani-13a-hydroksylaasin toimesta, jolloin muodostuu taksa-4(20,11(12)-dien-5a,13a -
dioli (Jennewein et al., 2001). Ndiden kahden reitin on esitetty useiden tuntemattomien muokkausten
jélkeen muodostavan samaa hypoteettista paklitakselin esiastetta, 2-debentsoyylitaksaania (Walker &
Croteau, 2000b). Tdma ehdotettu vilituote, jossa C-13-asema on asyloitu, ei kuitenkaan ole looginen
esiaste 10-DAB:lle, koska 10-DAB:lld ei ole C-13- tai C-7-asyyliryhmid (Al-Hilfi et al., 2024).
Myoskédan 2-debentsoyylitaksaani, jolla on C-13-hydroksyyliryhmé ei luultavasti ole oikeanlainen
esiaste paklitakselille (Al-Hilfi et al., 2024), joten tarkkaa biosynteesireittid ei vield tdysin tunneta. Jos
titd 2-debentsoyylitaksaania muokattaisiin taksaani-2a-O-bentsoyylitransferaasilla (TBT, engl. taxane-
20-0-benzoyl transferase), saataisiin 10-DAB:td. Viimeinen taksaanirungon muokkausvaihe on 10-
DAB:n  muuttaminen bakkatiini(Ill):ksi  10-deasetyylibakkatiini(Il)-10-O-asetyylitransferaasilla
(DBAT, engl. 10-deacetylbaccatin(Ill)-10-O-acetyltransferase) (Walker & Croteau, 2000a).
Seuraavaksi biosynteesissd tapahtuu paklitakselin C-13-sivuketjun muodostus, ja sen
liittdminen bakkatiini(Il[)-runkoon. Sivuketjun muodostumisen ensimméinen vaihe on o-
fenyylialaniinin muuttaminen [B-fenyylialaniiniksi fenyylialaniiniaminomutaasin (PAM, engl.
phenylalanine aminomutase) avulla (Walker et al., 2004). Seuraavaksi B-fenyylialaniini-CoA-ligaasi
(PCL, engl. B-phenylalanine-CoA ligase) katalysoi B-fenyylialaniinin muuttumista B-fenyylialaniini-
CoA:ksi (Ramirez-Estrada et al., 2016). B-fenyylialaniini-CoA liitetddn bakkatiini(III)-rungon C-13-
hydroksyyliryhméén bakkatiini(Il[):  3-amino-3-fenyylipropanoyylitransferaasin (BAPT, engl.
baccatin(Ill):  3-amino-3-phenylpropanoyltransferase) katalysoimana, jolloin muodostuu -
fenyylialanyylibakkatiini(Ill) (Walker et al., 2002). Toisiksi viimeinen vaihe paklitakselin

biosynteesissd on sivuketjun C-2’-aseman hydroksylaatio, mutta sitd katalysoivaa entsyymii ei vield
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tunneta (Ramirez-Estrada et al., 2016; Wang et al., 2021). On kuitenkin esitetty, ettd entsyymi kuuluisi
sytokromi P450-hydroksylaaseihin, ja voisi siten olla taksaani-2’a-hydroksylaasi (T2’aOH, engl.
taxane-2’a-hydroxylase; Wang et al., 2021). Viimeinen vaihe on sivuketjun C-3’-aseman
bentsamidointi N-debentsoyyli-2’-deoksitaksoli-N-bentsoyylitransferaasin katalysoimana (Walker et

al., 2002).
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Endofyyttisten sienten kykyd tuottaa paklitakselia biosynteettisesti voidaan tutkia muun muassa
polymeraasiketjureaktiolla (PCR, engl. polymerase chain-reaction) (Garyali et al., 2013). Garayali et al.
(2013) tutkivat 7. baccata sp. wallichianan kaarnassa kasvaneiden endofyyttisten sienten kykyé tuottaa
paklitakselia. He analysoivat DBAT-geenin ldsnédoloa 25 sienilajissa. Viidessd néisté lajeista havaittiin
kyseisen geenin fragmentteja. DBAT on vilttdméton katalyytti paklitakselin tuotannolle, mutta koska
se katalysoi bakkatiini(IlI):n tuotantoa, ei voida olla varmoja siitd, ettd analysoitu laji tuottaisi myos
paklitakselia. Tdmén takia he analysoivat myos BAPT-geenin ldsnéoloa niisséd niytteissd, joista DBAT-
geenid 10ytyi. Kaikilta DBAT-geenid siséltdviltd endofyyttisiltd sieniltd 10ytyi myds BAPT-geeni.
Geenien havaitseminen kertoo siitd, ettd kyseisilld endofyyttisilld sienilajeilla on paklitakselin
biosynteesiin tarvittavia geeneja (Garyali et al., 2013). My6s Zhang et al. (2009) 16ysivat DBAT-geenia
Taxus median kaarnasta eristetystd endofyyttisestd sienilajista, Cladosporium cladosporioides MD2:sta.

DBAT:n ja BAPT:n lisdksi myos TS on paklitakselin biosynteesille vélttdméton katalyytti
(Hezari et al., 1995; Wildung & Croteau, 1996). Xiong et al. (2013) tutkivat 7. maireista eristettyjen
endofyyttisten sienilajien kykyé tuottaa paklitakselia analysoimalla paitsi DBAT-geenin ja BAPT-
geenin, myo0s TS-geenin ldsndoloa niytteissd. He 10ysivdt kolmesta endofyyttisestd sienilajista,
Fusarium  proliferatum HBA29:std, Guignardia mangiferae HAAll:sta ja Colletotrichum
gloeosporioides TA67:std, jokaista entsyymid koodaavat geenit, ja siten kolme paklitakselin
biosynteesiin kykenevéa sienilajia. He eivit havainneet suurta yhteneviisyyttd endofyyttisten sienten ja
T. mairein tuottamien paklitakselin biosynteesigeenien sekvenssien vililld (Xiong et al., 2013).

On liséksi esitetty erilaisia teorioita sille, miten endofyyttiset sienet olisivat voineet saada
paklitakselin biosynteesid koodaavia geenejé. Erds néisté teorioista on horisontaalinen geenisiirto (HGT,
engl. horizontal gene transfer) kasveilta sienille. Yang et al. (2014) eristivit euroopanpahkinidpensaassa
(Corylus avellana) kasvavaa endofyyttistd sientd, Penicillium aurantiogriseun NRRL 62431:td ja
sekvensoivat sen genomin. He tunnistivat geenit, joiden he olettivat osallistuvan paklitakselin
biosynteesiin vertaamalla niitd marjakuusten 13 tunnettuun biosynteesigeeniin. He 18ysivét seitsemén
toisiaan vastaavaa geenid, jotka koodaavat PAMin, GGPPS:n, T5SaOH:n, T13aOH:n, T10OH:n,
T7POH:n ja T2a0OH:n tuotantoa. Nama seitsemén geeniehdokasta olivat kuitenkin huomattavan erilaisia
verrattuna euroopanpahkindpensaan ja 7. baccatan geeniehdokkaisiin, koska geenien tuottamien
proteiinien aminohapposekvenssit erosivat toisistaan. Siksi P. aurantiogriseumin uskotaan kehittineen

itsendisen biosynteesireitin paklitakselin tuotannolle HGT:n sijaan (Yang et al., 2014).



3. Paklitakselin tuottaminen endofyyttisissa sienissa

Endofyyttiset sienet tarjoavat vaihtoehtoisen ja lupaavan valmistustavan paklitakselin tuotantoon
verrattuna synteettisiin tuotantomenetelmiin. Lisdksi monien endofyyttisten sienilajien on havaittu
pystyvin valmistamaan paklitakselia biosynteettisesti (Jennewein & Croteau, 2001). Endofyyttisten
sienten hyddyntédminen perustuu niiden nopeaan kasvuun (Flores-Bustamante et al., 2010), sekd
mahdollisuuteen tehostaa niiden paklitakselin tuotantoa esimerkiksi fermentoimalla tai kdyttdmalla
elisiittoreita (Ismaiel et al., 2017; Salehi et al., 2018). Endofyyttisiin sieniin perustuva tuotanto on
bioteknologisesti kiinnostava ja potentiaalisesti teollisuuteen skaalautuva vaihtoehto (Singhania et al.,
2009). Seuraavissa alaluvuissa késitellddn paklitakselin tuotantoa endofyyttisissa sienissd

fermentoinnin, elisiittorien kéyton seké eristimisen ja analytiikan ndkokulmasta.

3.1. Fermentointi

Endofyyttiset sienet tarjoavat edelld kuvattujen synteettisten ja semisynteettisten menetelmien rinnalle
uudenlaisen ldhestymistavan paklitakselin tuotannolle. Paklitakselin tuottaminen endofyyttisissa
sienissd fermentoimalla on erds huomionarvoinen tuotantotapa (Flores-Bustamante et al., 2010).
Fermentoinnissa aine muuttuu mikrobien vaikutuksesta. Biokemiassa fermentaatio tarkoittaa
anaerobista prosessia, missd elektronin vastaanottaja on hapen sijaan jokin orgaaninen yhdiste, kuten
pyruvaatti tai sen johdannainen, joka muodostaa pelkistyessdian hyodyllisid tuotteita, kuten etanolia tai
maitohappoa. Teollisen fermentoinnin maéritelma eroaa tyypillisestd biokemian maaritelmasta
(Barrios-Gonzalez & Tarragd-Castellanos, 2017). Teollisuudessa fermentointi tarkoittaa kaikkia
mikrobiviljelmid riippumatta siitd ovatko ne aerobisia vai anaerobisia (Barrios-Gonzalez & Tarrago-
Castellanos, 2017).

Tissé teollisen fermentoinnin ndkokulmassa mikro-organismit, kuten endofyyttiset sienet, nousevat
erityisen kiinnostaviksi paklitakselin tuotannon suhteen. Ne ovat ympéristdystivillisid, suhteellisen
yksinkertaisia ja halpoja paklitakselin ldhteitd (Flores-Bustamante et al., 2010) verrattuna esimerkiksi
totaalisynteesiin, joka vaatii paljon vaarallisia ja kalliita kemikaaleja (Iliyama et al., 2022). Mikro-
organismien hyotyjd ovat, ettd ne kasvavat nopeasti hyvin yksinkertaisissa kasvuliuoksissa, niitd
voidaan kasvattaa suurissa fermentoreissa, niiden geneettinen manipulointi on suhteellisen
yksinkertaista, ja niiden paklitakselin tuotanto on kéytdnndssa rajoittamatonta (Flores-Bustamante et al.,
2010).

Endofyyttisten sienten fermentaatioon voidaan kayttdd kiintedalustaista fermentaatiota ja
upotusfermentaatiota (El-Sayed et al., 2020; Ismaiel et al., 2017). Kiintedalustaisessa fermentaatiossa
mikrobiviljelmi kehittyy kiinteéin materiaalin pinnalle tai sisdosiin ilman vapaata vettd (Lonsane et al.,

1985). Vapaalla vedella tarkoitetaan vettd, joka ei ole imeytynyt kiinteddn substraattiin. Kun kiintedn
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substraatin pinnalle muodostuu liian paksu vesikerros, veden pintajannitys alkaa rajoittaa rihmaston
kasvua ja heikentdd mikrobien hapensaantia (Chen 2013). Mikrobien kiytdssd olevaa veden maéraa
kuvataan veden aktiivisuudella, joka ilmoitetaan a-arvona. Veden aktiivisuus mééritellddn substraatin
vesihdyrynpaineen suhteena puhtaan veden vesihOyrynpaineeseen. Eri mikrobeilla on eri suuruiset
optimaaliset veden aktiivisuudet, ja sienille tyypillinen ay-arvo on kiintedalustaisessa fermentoinnissa
noin 0,60-0,70 (Chen 2013). Upotusfermentaatiossa sienille optimaalinen ay-arvo on tyypillisesti noin
0,99 (Somjaipeng 2016).

Toisin  kuin kiintedalustainen fermentaatio, upotusfermentaatio tapahtuu nesteessa.
Kiintedalustaisella fermentaatiolla on useita etuja verrattuna upotusfermentaatioon, kuten
erikoistuneiden metaboliittien korkeammat saannot, veden sdédstdminen ja energiatehokkuus (Barrios-
Gonzalez ja Tarrag6-Castellanos, 2017; Chen, 2013). Liséksi kiinted kasvualusta muistuttaa sienten
luonnollista kasvuympéristoa, ja on siten suotuisa kasvuympéristd fermentoinnissa (Holker et al., 2004).
Kiintedalustaiseen fermentaatioon liittyy kuitenkin my0s ongelmia kuten se, ettdi menetelmén
skaalaaminen suuriin bioprosessoreihin on hankalaa (Holker et al., 2004; Singhania et al., 2009).
Upotusfermentaatioon liittyvid ongelmia ovat korkea energian tarve, suuri veden tarve seké lisdksi
menetelmistd aiheutuvat ympéristosaasteet (Chen, 2013). Toisaalta upotusfermentaatiota on kehitetty
pidemmiéille ja se on helpompaa toteuttaa teollisessa skaalassa suurissa bioprosessoreissa (Singhania et
al., 2009).

Ennen varsinaista fermentaatiota, endofyyttiset sienet tulee eristdd kasvimateriaalista (El-Sayed et
al., 2020; Ismaiel et al., 2017; Salehi et al., 2018). Endofyyttista sientd sisdltdvda kasvimateriaalia, kuten
kuorta, vartta, silmuja tai lehtid kerédtddn, minké jélkeen ne pintasteriloidaan (El-Sayed et al., 2020;
Ismaiel et al., 2017; Salehi et al., 2018). Pintasterilointi on tirke&4, jotta viljelmissi kasvaa vain kasvin
sisdosissa eldvid endofyyttisid sienid eikd kasvin pinnalla esiintyvid mikrobeja (Ismaiel et al., 2017).
Pintasterilointiin voidaan kdyttdd muun muassa etanolia, elohopea(Il)kloridia ja natriumhypokloriittia
(Ismaiel et al., 2017; Salehi et al., 2018). Lopuksi kasvimateriaalit huuhdellaan kdyttden steriloitua vetta
(Salehi et al., 2018).Pintasteriloiduista sisdkuoren, silmujen tai lehtien pienistd paloista leikataan
seuraavaksi segmenttejd. Segmenttejd inkuboidaan muokattujen peruna-dekstroosi-agar-maljojen
(PDA, engl. potato dextrose agar) pinnalla, jolloin sienirihmasto kasvaa (Salehi et al., 2018). Sen jélkeen
endofyyttisistd sienikannoista voidaan tehdd puhtaat sieniviljelmat siirtiméalld rihmastosta yksittdinen
rihmankérki uudelle kasvualustalle (Ismaiel et al., 2017; Salehi et al., 2018).

Puhdistusvaiheiden jilkeen pédstdan itse fermentaatiovaiheeseen. Upotusfermentaatiossa
inokulaatti voi olla joko agarpaloista perdisin oleva rihmasto (Salehi et al., 2018) tai itidsuspensio
(Ismaiel et al., 2017), joka siirretdén nestemiiseen kasvatusliuokseen, kuten perunadekstroosiliuokseen
(PDB, engl. potato dextrose broth) tai muuhun vastaavaan, jossa viljelmdé inkuboidaan (Ismaiel et al.,

2017; Salehi et al., 2018).
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Fermentointiparametrien optimointi vaikuttaa suoraan endofyyttisten sienten erikoistuneiden
metaboliittien tuotantoon, eli myos paklitakselin muodostumiseen. Téillaisia parametrejd ovat
esimerkiksi, pH, kasvatusliuoksen tai kiintedn substraatin tyyppi, itidpitoisuus ja veden aktiivisuus.
Ismaiel tutkimusryhmineen (2017) optimoivat upotusfermentaation avulla floridansuosypressistd
(Taxodium distichum) eristiminséd endofyyttisen sienen paklitakselin tuotantoa. He tunnistivat sienen
A. fumigatus TXD105 -lajiksi polymeraasiketjureaktion avulla. Tehokkaimman paklitakselin tuotannon
he saavuttivat kayttdmalla M1D-kasvatuslientd, joka sisdlsi glukoosia, fruktoosia, sukroosia,
hiivauutetta, mineraaleja, hivenaineita, fenyylialaniinia, natriumbentsoaattia sekd natriumasetaattia.
Inokulaation itiosuspension pitoisuus oli 10° itiétd/mL ja pH oli 6,0. Paklitakselin tuotanto kasvoi M1D-
lientd kayttamalla 3,6 kertaiseksi (307,03 pg/L) verrattuna PDB-liuokseen (84,41 pg/L) (Ismaiel et al.,
2017).

El-Sayed et al. (2020) puolestaan tutkivat, pystytddnkd maatalousjatteitd hyddyntdmdan A.
fumigatus TXDI105:n kiintedalustaisessa fermentaatiossa. He tutkivat sokeriruokokuidun,
vehnileseiden, maissintdhkan runkojen, vehnén olkien, riisin olkien ja riisileseiden toimintaa kiintedna
kasvualustana endofyyttisille sienille. Parhaiten paklitakselin kasvua edistivd kiinted alusta oli
sokeriruokokuitu, ja seuraavaksi parhaimmat vehnileseet ja riisileseet. Huonoja alustoja olivat
puolestaan maissintihkén runko, vehnén olki ja riisin olki (El-Sayed et al., 2020).

Liséksi El-Sayed et al. (2020) tutkivat mikd kasvatusliuos toimi parhaana kosteusaineena
substraatille, sekd kosteustason ja inokulaatin itidpitoisuuden vaikutusta paklitakselin tuotannon
kasvattamiseksi. Tutkimuksessa havaittiin, ettd paras kosteusaine oli kaksinkertainen maird MM1D-
liemen ravinteita (glukoosi, sakkaroosi, fruktoosi, mineraalit, fenyylialaniini, natriumasetaatti,
natriumbentsoaatti), 80 % kosteustaso ja inokulaatin itidpitoisuus 107 itiéta/mL lisdsivit paklitakselin
tuotantoa 10-kertaiseksi (145,61 mg kg™') alkuperiisesti.

Myo6s veden aktiivisuutta muokkaamalla pystytddn kasvattamaan paklitakselin tuotantoa
(Somjaipeng et al. 2016). Somjaipeng et al. (2016) onnistuivat kasvattamaan endofyyttisen sienen
(Epicoccum nigrum) paklitakselin tuotantoa jopa 8,5 kertaa suuremmaksi alentamalla veden
aktiivisuutta KCl:n avulla arvoon 0,98. Veden aktiivisuuden alentaminen vdhentidd solujen kaytdssa
olevan vapaan veden mairdi suhteessa liuenneeseen KCl:d4n, miké lisdd osmoottista stressid (Chen,
2013), ja parantaa siten erikoistuneiden metaboliittien, kuten paklitakselin, tuotantoa (Zhao et al., 2005).
Fermentointiolosuhteiden lisdksi paklitakselin tuotantoa voidaan tehostaa elisiittoreilla, joita késitellddn

seuraavassa alaluvussa.

3.2. Elisiittorit

Elisiittorit ovat kemiallisia yhdisteitd tai biologisia tekijoitd, jotka voivat indusoida kasveissa

fysiologisia tai morfologisia vasteita (Zhao et al., 2005). Ne voivat siten vaikuttaa muun muassa
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signalointireittien aktivoitumiseen tai tehostaa erikoistuneiden metaboliittien, kuten paklitakselin,
tuotantoa (Zhao et al., 2005). Elisiittorit voidaan jakaa bioottisiin ja abioottisiin elisiittoreihin (Zhao et
al., 2005). Bioottiset elisiittorit ovat perdisin biologisista l&hteistd, ja niihin kuuluvat mikrobien
tuottamat yhdisteet, mikro-organismien soluseinén polysakkaridit (mm. kitiini ja glukaanit) ja kasvien
signaalimolekyylit (Ramirez-Estrada et al., 2016). Abioottisia elisiittoreita ovat muun muassa metalli-
ionit ja epdorgaaniset yhdisteet (Zhao et al., 2005).

Toinen jaottelutapa on jakaa elisiittorit biologisiin, kemiallisiin ja fysikaalisiin elisiittoreihin
(Meena et al., 2022). Téssé jaottelussa solu-uutteet tai kasvatusliuoksen suodokset ovat esimerkkeja
biologisista elisiittoreista (Ramirez-Estrada et al., 2016). Kemiallisia elisiittoreita ovat puolestaan
puhtaat kemikaalit, kuten salisyylihappo ja bentsoehappo sekd metalli-ionit ja suolat (Meena et al., 2022;
Ramirez-Estrada et al., 2016). Fysikaalisiin elisiittoreihin lukeutuu muun muassa sihkdmagneettinen
sdteily (Godinez-Mendoza et al., 2024).

Muun muassa fysikaalisilla elisiittoreilla on suuri vaikutus paklitakselin tuotannon
kasvattamiseen endofyyttisissd sienissd (El-Sayed et al., 2020). Kun A. fumigatus altistettiin tietylle
annokselle UV- ja gammasiteilyé, paklitakselin saanto nousi arvoihin 209,91 mg kg! (UV) ja 351,82
mg kg (gamma) (El-Sayed et al., 2020). Saanto kasvoi siis yli kaksinkertaiseksi siteilyttiméttoméaén
kontrolliin (noin 150 mg kg™') verrattuna.

Salehi et al. (2018) puolestaan tutkivat biologisten ja kemiallisten elisiittorien vaikutusta
endofyyttisen sienen, E. nigrumin, paklitakselin tuotantoon. He eristivit 7. baccata- kasvin silmuista E.
nigrumia, jonka he tunnistivat molekyylibiologisten sekvensointiin perustuvien menetelmien avulla.
Seuraavaksi he kasvattivat suspensioviljelmissd C. avellanan kasvisoluja, joista he valmistivat
kasvisolu-uutetta. Seuraavassa vaiheessa he kdyttiviat valmistamaansa kasvisolu-uutetta elisitoimaan
paklitakselin tuotantoa E. nigrumissa. He havaitsivat, ettd gibberellihapon ja C. avellanan solu-uutteen
yhteisvaikutuksesta E. nigrumin kasvu synteettiselld Murashigen ja Skoogin kasvualustalla tehostui. He
saavuttivat korkeimman paklitakselin tuotannon (314,7 pg/L) kiyttdmilld 28 % (v/v) 0,22 pm
selluloosa-asetaattiruiskusuodattimella suodatettua C. avellanan solu-uutetta sekd 2 upg/mL
gibberellihappoa. Paklitakselin tuotto oli 11,5-kertainen aikaisempiin tuottoihin verrattuna. He
kuitenkin katsoivat paklitakselin kasvaneen tuotannon johtuneen ennemmin biomassan méadrian
kasvusta, eikd niink&én itse paklitakselin tuotannon tehostumisesta (Salehi et al., 2018).

Salehi et al. (2018) tutkivat my6s C. avellanan solususpensioviljelmdstd valmistetun
kasvatusliuoksen suodoksen vaikutusta E. nigrumin paklitakselin tuotantoon. Tutkimuksessa kaytettiin
kahdella eri tavalla steriloitua kasvatusliuoksen suodosta: autoklaavattua sekd suodattamalla steriloitua.
Molempien kasvatusliuoksen suodosten havaittiin lisddvin E. nigrumin kasvua, mutta autoklaavattu
suodos lisdsi kasvua enemmin. Autoklaavatun suodoksen E. nigrumin kuivapaino oli 6,28 + 0,59 g/L,
kun taas suodattamalla steriloidun suodoksen E. nigrumin kuivapaino oli 4,05 + 0,03 g/L. Suodattamalla
steriloitu kasvatusliuoksen suodos lisdsi kuitenkin itse paklitakselin tuotantoa enemmaén (240,8 = 11,3

pg/L) kuin autoklaavattu suodos (116,5 = 7,5 pg/L). Siten Salehi et al. (2018) katsoivat myos
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autoklaavatun suodoksen tapauksessa, ettd paklitakselin tuotanto kasvoi lisddntyneen biomassan
tuotannon takia, eikd itse paklitakselin tuotannon tehostumisen takia.

Somjaipeng et al. (2016) puolestaan tutkivat kemiallisten elisiittorien, kuten seriinin ja
salisyylihapon, vaikutuksia 7. baccatasta eristetyn endofyyttisen sienen (E. nigrum) tuottaman
paklitakselin méérdan. Vaitoskirjassaan Somjaipeng (2013) ilmoitti E. nigrum tuottaman paklitakselin
madrdksi madritellyssd kasvatusliuoksessa 1,32 pg/L. Kun paklitakselin tuotantoa elisitoitiin 85 mg/L
seriinilld, paklitakselin tuotanto kasvoi huomattavasti saavuttaen 39,8 + 18,6 ug/L (Somjaipeng et al.,
2016). Tuotanto kasvoi siis ldhes 30-kertaiseksi verrattuna alkuperdiseen (Somjaipeng 2013;
Somjaipeng et al. 2016). Kun fermentointiolosuhteiden pH ja veden aktiivisuus optimoitiin seki
kaytettiin elisitoinnissa pienempai seriinin pitoisuutta (30 mg/L), paklitakselin tuotanto saavutti jopa
57,1 = 11,8 npg/L (Somjaipeng et al., 2016). Somjaipeng et al. (2016) havaitsivat myos
ammoniumasetaatilla ja hopeanitraatilla elisitoiduissa ndytteissd kasvua paklitakselin tuotannossa,
mutta se ei ollut yhtd mittavaa kuin seriinilla elisitoidussa néytteessa.

Somjaipeng et al. (2016) tutkivat myds elisiittorien vaikutusta toisen 7. baccatasta eristetyn
endofyyttisen sienen, Paraconiothyrium variabilen, paklitakselin tuotantoon. Tehokkaimmaksi
elisiittoriksi tutkimuksessa osoittautui salisyylihappo, kun sen konsentraatio oli 50 mg/L. Talldin
paklitakselin tuotanto P. variabilessa oli 14,7 + 4,8 ng/L. Mééri oli siis noin kahdeksankertainen
alkuperdiseen (1,75 pg/L) verrattuna. Kun fermentointiolosuhteita (pH ja veden aktiivisuus) muokattiin
ja kéytettiin pienempaai salisyylihapon pitoisuutta (20 mg/L), paklitakselin tuotanto saavutti jopa 68,9 =
11,9 pg/L. My6s natriumasetaatti ja seriini lisdsivét paklitakselin tuotantoa, mutta niiden vaikutus oli
salisyylihappoon verrattuna pienempi (Somjaipeng et al., 2016). Kemiallisilla elisiittoreilla on siis

huomattava vaikutus paklitakselin tuotannon tehostamisessa.

3.3. Eristaminen ja analysointi

Paklitakselin eristdmisessé ja analytiikassa on tutkimusryhmien vélilld menetelmaillisid eroja. Liséksi
paklitakselin eristiminen endofyyttisistd sienistd on haastavaa etenkin upotusfermentoinnissa, silla
paklitakselia 16ytyy niin kasvatusliuoksesta kuin rihmastosta solunsiséisesti (Salehi et al., 2018). Ennen
paklitakselin eristdmisti endofyyttisisté sienistd, kasvindytteet on liséksi pintasteriloitava, kuten luvussa
3.1. kaytiin 1api. Ndistd pintasteriloiduista kasvin osista valmistetaan seuraavaksi puhtaita viljelmii, joita
fermentoidaan joko upotus- tai kiintedalustaisella fermentoinnilla (El-Sayed et al., 2020; Ismaiel et al.,
2017; Salehi et al., 2018).

Fermentoinnin jédlkeen péaistdén eristimién tuotettu paklitakseli viljelmistd. Sienirihmastot
erotetaan kasvatusliuoksesta suodattamalla, jolloin kasvatusliuoksen suodos ja rihmasto saadaan
erotettua toisistaan uuttovaiheita varten (Salehi et al., 2018). Upotusfermentoinnissa kasvatusliuoksen

suodos uutetaan yleensd dikloorimetaanin avulla, ja orgaaninen faasi haihdutetaan sen jélkeen
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pyorohaihduttimella kuivaksi (Ismaiel et al., 2017; Salehi et al., 2018). Kuivattu kasvatusliuoksen
suodos liuotetaan uudelleen orgaaniseen liuottimeen, kuten metanoliin, myohempid analyysejd varten
(Ismaiel et al., 2017; Salehi et al., 2018).

Solunsisdinen paklitakseli vaatii erillisen késittelyn, koska yhdiste on sitoutuneena rihmaston
solurakenteisiin eikd vapaana kasvatusliuoksessa (Zhao et al., 2024). Solunsisdinen paklitakseli
eristetddn siksi erilliselld uuttomenetelmaélld, jota ennen rihmasto kylmékuivataan (Salehi et al., 2018).
Kylmékuivattu rihmasto késitelldédn metanolilla, joka hajottaa solurakenteita ja vapauttaa solunsisdisen
paklitakselin uuttoa varten (Salehi et al., 2018; Sapcariu et al., 2014). Sen jidlkeen metanolikésitelty
rihmasto sonikoidaan ja sentrifugoidaan (Salehi et al., 2018). Lopuksi se uutetaan dikloorimetaanin ja
veden seoksella. Orgaaninen faasi kerdtdén talteen ja kuivataan pyorohaihduttimella, minkd jélkeen
kuiva ndyte liuotetaan metanoliin analyysid varten (Salehi et al., 2018).

Kiintedalustaisessa fermentaatiossa uutto eroaa hieman upotusfermentaatiosta. Koska
paklitakseli on sitoutuneena kiinteddn substraattiin, sen vapauttamiseen tarvitaan vahvempaa liuotinta
ja mekaanista ravistelua (El-Sayed et al., 2020). El-Sayed et al. (2020) kayttivdt uuttamiseen
kloroformin ja metanolin 10:1 (v/v) seosta, jota ravisteltiin koko uuton ajan tasoravistelijalla
paklitakselin erottamiseksi substraatista.

Kun valmiit ndytteet on liuotettu sopiviin liuottimiin, voidaan siirtyd analyysivaiheeseen.
Tarkoituksena on selvittdd kvalitatiivisilla menetelmilld, sisdltdvitko naytteet paklitakselia.
Kvalitatiiviseen analyysiin voidaan kdyttdd esimerkiksi ohutkerroskromatografiaa (TLC, engl. Thin-
layer Chromatography), ultaviolettispektroskopiaa (UV), nestekromatografia-
tandemmassaspektrometriaa (LC-MS/MS, engl. Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry)
ja 'H-ydinmagneettista resonanssispektroskopiaa ("H-NMR, engl. "H nuclear magnetic resonance) (El-
Sayed et al., 2020; Fu et al., 2024; Ismaiel et al., 2017; Salehi et al., 2018). Kvantitatiiviseen analyysiin
puolestaan voidaan kéyttidd korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC, engl. High-performance
Liquid Chromatography) ja LC-MS/MS:44 (Salehi et al., 2018).

Ismaiel et al. (2017) kéyttivat paklitakselin kvalitatiiviseen analyysiin TLC:td. Ajoliuoksena he
kayttivat kloroformin ja metanolin 7:1 (v/v) seosta. He vertasivat ndytteen muodostamaa TLC-
vyOhykettd paklitakselin standardiin, ja tekivat johtopédétokset paklitakselin 10ytymisestd. Kun nédytteen
tdpld vastaa standardia, se tarkoittaa, ettd paklitakselia on nédytteessd. Naytteiden puhtaat paklitakselia
sisdltdvat TLC-vyohykkeet voidaan raaputtaa varovasti levyn pinnalta, ja eluoida metanolilla tai
asetonitriililld my6hempid analyyseja varten (Fu et al., 2024; Ismaiel et al., 2017). Ismaiel et al. (2017)
varmistivat TLC:n jilkeen paklitakselin 10ytymisen ndytteestd vertaamalla ndytteen ja standardin UV-
spektrien absorptiomaksimeita. Kun absorptiomaksimit vastaavat toisiaan, on ndytteessd silloin
paklitakselia (Ismaiel et al., 2017).

Salehi et al. (2018) puolestaan kéyttivit LC-MS/MS-menetelmdi niytteen sisédltdméan
paklitakselin kvalitatiiviseen analyysiin. LC-MS/MS-menetelmd on TLC:td ja UV:td tarkempi tapa

selvittdd sisdltddko ndyte paklitakselia, koska paklitakselin ioneille ominaisten massavaraussuhteiden

16



(m/z) perusteella voidaan varmistua, ettd kyseessd on oikea rakenne (Salehi et al., 2018). Salehi et al.
(2018) vertasivat ndytteiden retentioaikoja ja m/z-arvoja paklitakselin standardeihin, kuten [M+H]" -
ioniin (m/z 854) ja [M+Na]" -ioniin (m/z 876) (Salehi et al., 2018). Kun nédytteiden retentioajat ja
m/z-arvot vastaavat paklitakselistandardia, voidaan varmistua siitd, ettd nédyte siséltdd paklitakselia
(Salehi et al., 2018).

Myos 'H-NMR-menetelmdi voidaan hyodyntdd tarkemmassa kvalitatiivisessa analyysissa (Fu
etal., 2024). 'H-NMR tarjoaa rakenteellisen varmistuksen paklitakselin 16ytymiselle, koska se paljastaa
molekyylin protonien kemialliset ympéristot ja siten sen rakenteen erityispiirteet, kuten metyyli- ja
asetyyliryhmaét, sekd aromaattiset ryhmat (Fu et al., 2024). Fu et al. (2024) eristivat Taxus cuspidatan
marjoista endofyyttistd sientd, Alternaria alternata F3:a. He analysoivat ensin A. alternatan tuottaman
paklitakselin TLC:ll4. Sen jalkeen he kayttivit TLC-levyltd raaputettua paklitakselia sisdltivaa
vydhykettd ja analysoivat sen 'H-NMR:1li varmistaakseen oikean rakenteen 16ytymisen (Fu et al.,
2024).

Fu et al. (2024), Ismaiel et al. (2017) ja Salehi et al. (2018) kayttivat paklitakselin
kvantitatiiviseen analyysiin HPLC-menetelméi. He maérittivdt menetelmélld endofyyttisten sienten
tuottaman paklitakselin pitoisuuden. Menetelmd perustuu standardien piikkien pinta-aloista
muodostettuun kalibraatiokdyrddn, jonka avulla nédytteiden sisdltimén paklitakselin pitoisuus pystytdin

madrittdmadn (Fu et al., 2024; Ismaiel et al., 2017; Salehi et al., 2018).

4. Johtopaatokset

Tutkielman tavoitteena oli selvittdd, miten paklitakselin biosynteesi tapahtuu kasveissa ja
endofyyttisissd sienissd, miten biosynteesireitit eroavat toisistaan ja millaisia tuotantomenetelmid on
kehitetty paklitakselin tuotantoon. Lisdksi tarkasteltiin menetelmien soveltuvuutta teolliseen
mittakaavaan. Tutkimuskysymyksiin vastattiin kattavasti: paklitakselin biosynteesireitti kasveissa
tunnetaan hyvin, kun taas endofyyttisten sienten biosynteesireittiin liittyy useita karakterisoimattomia
entsyymejé ja epdvarmuuksia.

Keskeinen havainto on, ettd endofyyttiset sienet muodostavat lupaavan, mutta vield
kehitysvaiheessa olevan vaihtoehdon paklitakselin tuotannolle. Niiden hyddyntéiminen ei kuormita
kasvikuntaa samalla tavalla kuin kaarnan kerd&iminen 7axus-suvun puista, ja ne soveltuvat hyvin
fermentointiin. Endofyyttiset sienet tuottavat paklitakselia kuitenkin hyvin pienid méiérid, vaikka
tuotantoa on pystytty tehostamaan fermentointiparametreji optimoimalla, kasvuolosuhteita
sadtelemélld, sekd kéyttdmailla erilaisia kemiallisia, biologisia tai fysikaalisia elisiittoreita. Télldin on
pystytty saavuttamaan jopa 30-kertaisia saantoja paklitakselille verrattuna 1dht6tasoon, mutta saannot

jaavit edelleen liian pieniksi teollisen tuotannon vaatimuksista.
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Koska paklitakseli on erds kdytetyimmistd syopidlddkkeistd markkinoilla, endofyyttisten sienten
potentiaalia laédketeollisuudessa tulee tutkia lisdd. Tulevaisuuden tutkimuksen keskidssd on erityisesti
biosynteesireitin tarkempi selvittiminen ja biosynteesiin osallistuvien entsyymien tarkka
karakterisointi. Geenitekniikan ja synteettisen biologian menetelmédt tarjoavat mahdollisuuksia
saantojen parantamiseen esimerkiksi yliekspressoimalla biosynteesigeenejd. Tarvitaan myos
lisdtutkimusta prosessien skaalautuvuuteen, kustannusten véhentimiseen sekd ympdéristovaikutuksiin
liittyen. Liséksi kliinisen ja teollisen tuotannon ndkokulmasta on térkedd varmistua paklitakselin
puhtaudesta ja laadusta, sekd menetelmien toistettavuudesta. Yhteenvetona voidaan todeta, ettd
endofyyttiset sienet tarjoavat lupaavan, ekologisesti kestivimmén ja potentiaalisesti skaalautuvan
vaihtoehdon paklitakselin tuotannolle. Menetelma vaatii vield merkittdvdd tutkimusta ennen kuin

voidaan harkita sen korvaavan nykyiset teollisuudessa kdytetyt semisynteettiset tuotantotavat.
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