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W latach 70. przeprowadzono za-

krojone na szerok¹ skalê badania

ró¿nych zwi¹zków pochodzenia ro-

œlinnego, z nadziej¹ znalezienia sub-

stancji, które mo¿na bêdzie stoso-

waæ w leczeniu nowotworów. Jedn¹

z nich by³ paklitaksel (Taxol), wykry-

ty w korze cisu krótkoig³owego (Ta-

xus brevifolia). Do tej pory odkryto

jeszcze kilka zwi¹zków o podobnej

do paklitakselu budowie, wystêpuj¹

one pod nazw¹ taksanów. 

Obecnie paklitaksel jest stosowa-

ny rutynowo w leczeniu niektórych

nowotworów, takich jak rak sutka,

jajnika, niedrobnokomórkowy rak

p³uc oraz miêsak Kaposiego wystê-

puj¹cy u chorych na AIDS. Taksa-

ny mog¹ byæ z powodzeniem ³¹-

czone z innymi lekami, co znacznie

zwiêksza ich zastosowanie w che-

mioterapii, np. w leczeniu raka jaj-

nika z cisplatyn¹, a w raku piersi

z doksorubicyn¹. Taksany obok an-

tracyklin nale¿¹ do najbardziej sku-

tecznych leków chemioterapii raka

sutka, daj¹c 30–60 proc. remisji

w monoterapii oraz do 90 proc.

w terapii wielolekowej. 

Dzia³aniem niepo¿¹danym, stano-

wi¹cym czynnik ograniczaj¹cy sto-

sowanie paklitakselu jest neutrope-

nia. Do innych skutków ubocznych

nale¿¹: uszkodzenia szpiku kostne-

go (np. leukopenia), utrata w³osów,

uszkodzenia nerwów obwodowych,

zatrzymanie p³ynów w organizmie,

reakcje uczuleniowe, bóle kostno-sta-

wowe [1]. Sporadycznie wystêpuj¹

te¿ reakcje nadwra¿liwoœci: reakcje

skórne, uderzenia gor¹ca, ucisk

w klatce piersiowej, gor¹czka, dresz-

cze oraz wymagaj¹ce leczenia

spadki lub wzrost ciœnienia têtnicze-

go krwi. Mo¿e te¿ wyst¹piæ spa-

styczny skurcz oskrzeli z dusznoœci¹

i silnym uczuciem niepokoju. Noto-

wane s¹ nieliczne przypadki zejœæ

œmiertelnych, wywo³anych siln¹ nad-

wra¿liwoœci¹ na paklitaksel [2, 3].

Jednak¿e nie stwierdzono jedno-

znacznie czy reakcje nadwra¿liwoœci

nie s¹ wywo³ywane przez inny

Paklitaksel jest lekiem przeciwno-

wotworowym, stosowanym w lecze-

niu nowotworu jajnika, nowotworu

sutka, niedrobnokomórkowym no-

wotworze p³uc i w miêsaku Kapo-

siego. Pozwala osi¹gaæ bardzo do-

bre efekty leczenia oraz mo¿na go

stosowaæ w terapii wielolekowej.

Prowadzone s¹ te¿ badania nad

zastosowaniem paklitakselu w in-

nych nowotworach, m.in. g³owy

i szyi, prowadzone s¹ w tych przy-

padkach ju¿ badania nad stosowa-

niem leku w fazie II i III leczenia

oraz w po³¹czeniu z radioterapi¹. 

Paklitaksel, w odró¿nieniu od in-

nych leków, które dzia³aj¹ na DNA

i powoduj¹ jego uszkodzenie, od-

dzia³uje na mikrotubule, blokuj¹c

komórkê w fazie G2/M podzia³u,

przez powstawanie hiperstabilne-

go wrzeciona podzia³owego i przez

to wywo³uje œmieræ komórki. Suge-

ruje siê jednak, i¿ paklitaksel dzia-

³a w komórce równie¿ na inne spo-

soby. Interesuj¹ce jest zagadnie-

nie, czy paklitaksel dzia³a na DNA

i prowadzi do uszkodzeñ struktury. 

W celu badania potencjalnej geno-

toksycznoœci paklitakselu przepro-

wadzono doœwiadczenie z zasto-

sowaniem techniki kometkowej (co-

met assay) na limfocytach krwi

obwodowej oraz test apoptozy, ce-

lem stwierdzenia czy paklitaksel

jest aktywny w komórkach i daje

efekt cytotoksyczny. Badania pro-

wadzono na krwi 35 zdrowych

ochotników w wypadku comet as-

say i 5 w wypadku testu apoptozy.

Stosowano terapeutyczne stê¿enia

leku. 

Otrzymane wyniki sugeruj¹, i¿ pa-

klitaksel nie uszkadza DNA j¹dro-

wego komórki, ale wywo³uje apop-

tozê. Pozwala to wnioskowaæ, i¿ lek

nie dzia³a na komórki niebêd¹ce

w trakcie podzia³u i jest bezpiecz-

ny w stosowaniu. 

S³owa kluczowe: paklitaksel, comet

assay, apoptoza. 
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sk³adnik leku: polioksylowany olej ry-

cynowy (Cremophor EL). Opracowa-

no skuteczny sposób ³agodzenia re-

akcji nadwra¿liwoœci i zespo³u reten-

cji p³ynów, s¹ to objawy, które

w pocz¹tkowym okresie ogranicza-

³y stosowanie paklitakselu. Premedy-

kacja polega na podawaniu gliko-

kortykosteroidów i leków blokuj¹cych

receptory histaminowe H1 i H2 [4]. 

Niestety, w przypadku nowotwo-

rów g³owy i szyi nie ustalono osta-

tecznie czy stosowanie paklitakselu

przynosi znaczn¹ poprawê. Stosowa-

nie paklitakselu i docetaxelu jako

pojedynczych leków, b¹dŸ w kom-

binacji z innymi cytostatykami lub/i

radioterapi¹ daje wysoki wspó³-

czynnik odpowiedzi w niektórych

przypadkach, lecz wywo³uje rów-

nie¿ silne skutki uboczne, szcze-

gólnie w przypadku leczenia kilku-

lekowego [5]. Prowadzone s¹ bada-

nia nad zastosowaniem leku jako

œrodka zwiêkszaj¹cego podatnoœæ

na radioterapiê. Testy prowadzone in

vitro na liniach komórkowych wyka-

za³y, i¿ dla wielu linii nowotworowych

paklitaksel w kombinacji z naœwietla-

niem daje efekt addytywny i osi¹ga

poziom odpowiedzi nawet do 100

proc. [6, 7]. Jakkolwiek wyniki badañ

przedklinicznych i klinicznych fazy II

i III wydaj¹ siê byæ zachêcaj¹ce; au-

torzy wskazuj¹ na koniecznoœæ dal-

szych badañ przed wprowadzeniem

paklitakselu do rutynowego leczenia

w przypadku nowotworów g³owy

i szyi [8]. 

W odró¿nieniu od innych leków

przeciwnowotworowych, które dzia-

³aj¹ genotoksycznie na DNA komó-

rek neoplastycznych, paklitaksel wy-

wo³uje œmieræ komórki (apoptozê)

poprzez oddzia³ywanie na mikrotu-

bule i powstawanie hiperstabilnego

wrzeciona kariokinetycznego. Istnie-

j¹ równie¿ inne hipotezy na temat

oddzia³ywañ paklitakselu z materia-

³em biologicznym, jednak ¿aden au-

tor nie neguje istotnoœci wspomnia-

nego wy¿ej mechanizmu (tab. 1.). 

W literaturze nie ma wielu infor-

macji na temat genotoksycznoœci

paklitakselu. W ulotce dostarczanej

wraz z lekiem przez producenta

wspomina siê o potencjalnej geno-

toksycznoœci, jednak nie s¹ poda-

ne konkretne dane. Wobec szero-

kiego stosowania Taxolu w leczeniu

nowotworów, bardzo istotne staje

siê pytanie o bezpieczeñstwo pa-

cjentów i w tym zakresie podjêto

badania nad genotoksycznoœci¹

preparatu paklitaksel. 

MATERIA£Y I METODY

Do badania genotoksycznoœci

zastosowano test comet assay. 

Comet assay (elektroforeza 
pojedynczych komórek) 

Przebadano dzia³anie leku na

próbach krwi od 35 zdrowych daw-

ców. Dla ka¿dego przeprowadzano

eksperyment, w sk³ad którego

wchodzi³y nastêpuj¹ce próby: 

a) zerowa (nieeksponowana na

dzia³anie leku), 

b) etanolowa (zawieraj¹ca 1 proc.

etanolu), 

Paclitaxel is an anticancer drug

used in the treatment of ovarian

cancer, breast cancer, non small

lung cancer and Kaposi’s sarcoma

(connected with HIV) with very

good results. It can be also used in

combination with other drugs.

There are reported studies of

paclitaxel in the treatment of other

cancers, including, for example,

head and neck cancer, where

paclitaxel was used as a sensitiser

in radiotherapy.

Paclitaxel, in contrast to other drugs

interacting with DNA and causing

DNA lesions, binds to microtubules.

Then a cell becomes blocked

during the G2/M phases of the cell

cycle, forming a hyperstable mitotic

spindle and cannot divide.

However, it has been suggested

that paclitaxel could act in cells

also in other ways. Hence, a

question of genotoxic activity of

paclitaxel emerges.

In this study the comet assay was

used to estimate genotoxity, and

the apoptosis test to check whether

the drug is active in the cells. The

experiments were conducted on

blood of healthy volunteers: 35 for

the comet assay, and 5 for the

apoptosis. Paclitaxel was used in

therapeutic concentrations. 

The obtained results suggest that

paclitaxel does not induce damage

to DNA, although it is active in cells,

and causes apoptosis. Thus, the

results suggest that paclitaxel does

not interact with not resting cells

and is safe for patients.

Key words: paclitaxel, comet assay,

apoptosis. 
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Tab. 1. Porównanie procesów apoptozy i nekrozy

AAppooppttoozzaa

��proces fizjologiczny, istotny pod-

czas rozwoju i prawid³owego funk-

cjonowania organizmu, 

��dotyczy pojedynczych komórek, 

��objawia siê utrat¹ fosfolipidowej

asymetrycznoœci b³ony cytoplazma-

tycznej, obkurczaniem cytoplazmy,

kondensacj¹ j¹dra komórkowego,

powstawaniem mniejszych otoczo-

nych b³on¹ cytoplazmatyczn¹ two-

rów – cia³ek apoptotycznych. 

NNeekkrroozzaa

��proces patologiczny, wystêpuj¹cy na

skutek dzia³ania silnego czynnika

chemicznego lub fizycznego, 

��mo¿e dotyczyæ ca³ej tkanki, 

��nastêpuje utrata integralnoœci b³ony

cytoplazmatycznej, fragmentacja ko-

mórki. 
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c) olejowa (zawieraj¹ca 1 proc. ole-

ju rycynowego), 

d) taxolowa (zawieraj¹ca 10 µM

paklitakselu [Bristol-Mayers 

Squibb]), 

e) taxolowo-olejowa (zawieraj¹ca 10

µM paklitakselu oraz 1 proc.

oleju rycynowego). 

Izolowane z krwi limfocyty pod-

dawano 3-godzinnej ekspozycji na

ww. czynniki, ekspozycjê prowadzo-

no w 37oC. Nastêpnie komórki za-

tapiano w ¿elu agarozowym i na-

kraplano na szkie³ka mikroskopowe,

poddawano lizie w silnie alkalicz-

nym œrodowisku przez godz. Na-

stêpnie przeprowadzano etapy roz-

wijania (40 min) oraz elektroforezy

(30 min, 25 V, 300 mA, 0,5–1 V/cm)

w 4oC. Nastêpnie preparaty zanu-

rzano na 15 min w p³ynie neutrali-

zuj¹cym. Kolejnym krokiem by³o su-

szenie preparatów przez zanurza-

nie na 10 min w etanolu. Preparaty

barwiono DAPI i analizowano przy

pomocy mikroskopu fluoroscencyj-

nego z filtrem dla DAPI, sprzê¿one-

go z kamer¹ i systemem kompute-

rowym do analizy obrazu. W ka¿-

dym ¿elu mierzono d³ugoœæ 50

komet. Do oceny wyników zastoso-

wano test U Manna Whitney’a, przy

poziomie istotnoœci p=0,05. 

Test apoptozy – barwienie ane-

xyn¹ zastosowano dla potwierdze-

nia aktywnoœci leku w komórkach. 

Test apoptozy – barwienie 
anexin-V-fluos

Przebadano próby krwi od

5 zdrowych dawców. Izolowano

limfocyty, a nastêpnie inkubowano

je przez 24 godz. z medium ho-

dowlanym. Po tym czasie dodawa-

no badanych substancji wg sche-

matu podanego dla comet assay,

ekspozycjê prowadzono przez 24

godz. w 37oC. Nastêpnie próby wi-

rowano, a do osadu limfocytów

dodawano mieszaninê barwi¹c¹,

zawieraj¹ca jodek propidyny (Sig-

ma Aldrich) i anein-V-fluos (Roche

Applied Sciences), inkubowano

w ciemnoœci przez 15 min, po

czym nak³adano na zwil¿one

szkie³ka mikroskopowe i poddawa-

no analizie mikroskopowej. Stoso-

wano system jak dla comet assay,

ale z filtrami do FITC i PI. Z ka¿-

dego preparatu zliczano po 1 000

komórek, dziel¹c je na frakcje

apoptotyczn¹, nekrotyczn¹ oraz

natywn¹. Do analizy statystycznej

u¿yto testu Χ-kwadrat. 

WYNIKI

W teœcie comet assay nie stwier-

dzono, aby paklitaksel powodowa³

uszkodzenia DNA j¹drowego komó-

rek (ryc. 1.). Niewielkie ró¿nice wy-

sokoœci median dla poszczególnych

prób w porównaniu z prób¹ zero-

w¹ nie osi¹gnê³y progu istotnoœci

statystycznej: 

��próba olejowa: próba zerowa; po-

ziom p=0,42, 

��próba etanolowa: próba zerowa;

poziom p=0,53, 

��próba taxolowa: próba zerowa;

poziom p=0,5, 

��próba taxolowo-olejowa: próba ze-

rowa; poziom p=0,3. 

Równie¿ porównanie próby taxo-

lowej z prób¹ taxolowo-etanolow¹

Tab. 2. Procentowy udzia³ frakcji komórek apoptotycznych w poszczególnych próbach

NNrr  pprróóbbyy OO OOlleejj EEttaannooll TTaaxxooll TTaaxxooll++OOlleejj
pprroocc..  pprroocc.. pprroocc..  pprroocc.. pprroocc..
kkoomm..  kkoomm.. kkoomm.. kkoomm..  kkoomm..
aappoopp.. aappoopp.. aappoopp.. aappoopp.. aappoopp..

1. 28 24 29 43 38

2. 22 20 21 45 41

3. 21 22 21 42 45

4. 23 21 21 42 43

5. 22 21 21 44 43

Ryc. 1. Porównanie wartoœci uszkodzeñ mierzonych za pomoc¹ techniki kometowej. Oœ rzêdnych
przedstawia d³ugoœæ ogonów komet

wartoœci od 2. do 3. kwartyla dla comet assay

1 – O, 2 – olej, 3 – etanol, 4 – taxol, 5 – taxol+olej
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nie wykaza³o ró¿nicy istotnej staty-

stycznie (p=0,7). 

W przypadku trzech dawców

uzyskano wy¿sze wyniki dla kontro-

li ni¿ dla prób eksponowanych. 

Test apoptozy pozwoli³ stwierdziæ,

i¿ te same stê¿enia paklitakselu po-

woduj¹ wzrost liczby komórek

apoptotycznych o œrednio 20 proc.

w stosunku do prób kontrolnych

(tab. 2. i ryc. 2.), co dowodzi ak-

tywnoœci biologicznej stosowanego

preparatu paklitaksel. 

DYSKUSJA

Otrzymane wyniki pozwalaj¹

stwierdziæ, i¿ w przypadku stoso-

wania leku zawieraj¹cego paklitak-

sel nie powinien wystêpowaæ pa-

radoks Haddowa, polegaj¹cy na

tym, i¿ na skutek uszkodzeñ DNA

powstaj¹cych w komórkach soma-

tycznych wystêpuje zwiêkszone ry-

zyko rozwoju wtórnego nowotworu.

Wyniki otrzymane w comet assay

tej serii doœwiadczeñ s¹ zbie¿ne

z danymi literaturowymi [9], w któ-

rych stwierdza siê, ¿e w stê¿e-

niach takich, jak stosowane w tym

eksperymencie, nie nastêpuje

uszkodzenie DNA komórki; zazna-

czyæ nale¿y, i¿ stosowane stê¿enia

paklitakselu odpowiada³y stê¿eniom

terapeutycznym. Oznacza to jed-

noczeœnie, ¿e bezpoœredni kontakt

z komórkami docelowymi wyklucza

rozproszenie leku, co ma miejsce

w organizmie, co z kolei oznacza

osi¹gniêcie stê¿eñ wy¿szych ni¿

terapeutyczne. Jednoczeœnie pozy-

tywny wynik testu apoptozy po-

twierdza biologiczn¹ aktywnoœæ

preparatu. Ponadto seria doœwiad-

czeñ nad indukcj¹ apoptozy suge-

ruje, i¿ paklitaksel jest aktywny

w komórkach zarówno w obecno-

œci oleju, jak i bez niego, dane te

równie¿ s¹ potwierdzane przez li-

teraturê [10]. 

Mo¿na zatem wyci¹gn¹æ wnio-

sek, i¿ paklitaksel nie dzia³a w ko-

mórkach spoczynkowych (niedzie-

l¹cych siê) i jest zwi¹zkiem bez-

piecznym. Mimo i¿ otrzymane wy-

niki s¹ tak jednoznaczne, wydaje

siê, ¿e konieczne s¹ poszerzone

badania. 
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Ryc. 2. Porównanie udzia³u procentowego komórek apoptotycznych
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