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Notiuni introductive

1. NOTIUNI INTRODUCTIVE

Stiintele farmaceutice (gr. pharmakon = otrava, medicament) reprezinti un domeniu
interdisciplinar ce reuneste multiple ramuri din medicina, biologie si biotehnologie, chimie, fizica,
inginerie si informatica, in scopul descoperirii, formularii, prepararii, depozitarii si administrarii
preparatelor medicamentoase. Aceste stiinte complexe studiazd materiile prime obfinute din surse
naturale (farmacognozia), mecanismele de actiune si interactiunea cu organismul (farmacologia),
biodisponibilitatea (biofarmacia), eficacitatea (bioechivalenta), dar si costurile de productie ale
medicamentelor (farmacoeconomia). Odata ce un compus a fost identificat ca fiind un potential
candidat, suita de etape care se deruleaza in scopul cercetarii si dezvoltarii noului medicament, prin
studii preclinice si clinice, urmaresc siguranta si eficacitatea, dar si toxicitatea, efectele adverse,
interactiunile medicamentoase. Infrastructura de cercetare, productie, departamentele conexe ale
unei fabrici de medicamente supervizate de autoritatile in domeniu asigura calitatea medicamentelor
(prin analize fizice, chimice, microbiologice) si de asemenea documenteazd, reglementeaza,
armonizeaza si autorizeaza producerea si distributia medicamentelor definite ca substante utilizate
pentru profilaxia, tratamentul ori diagnosticarea bolilor.

Farmacocinetica, farmacodinamia, farmacotoxicologia, farmacografia, farmacoterapia,
farmacoepidemiologia sunt principalele ramuri ale farmacologiei. Farmacocinetica studiaza
procesele pe care le sufera substanta medicamentoasa eliberatd dintr-o forma farmaceutica
administratd Tn organism (eliberare, absorbtie, distributie, biodisponibilitate, metabolizare,
eliminare), In timp ce farmacodinamia descrie rdspunsul organismului la nivel biochimic si
molecular. Farmacotoxicologia investigheaza efectele secundare sau reactiile adverse produse de
medicamente precum si patologia medicamentelor, iar farmacovigilenta reprezintd un sistem de
monitorizare continud a reactiilor adverse ale produselor medicamentoase. Farmacografia stabileste
regulile de prescriere a medicamentelor. Farmacoterapia abordeaza integrat administrarea
medicamentelor in scopul profilaxiei, tratarii si diagnosticarii anumitor boli. Farmacoepidemiologia
se ocupd cu studiul administrarii si al efectelor medicamentelor la nivel de populatii bine definite,
investigand impactul medicamentelor asupra evolutiei bolilor.

1.1. Scurt istoric al medicamentelor si industriei farmaceutice

Tntr-o abordare cronologica, etapele istoriei medicamentelor sunt cea preistorica, filosofica,
experimentala si moderna. Doctoriile au existat dintotdeauna, oamenii cdutand leac suferintelor. In
vremurile trecute, vindecatorii apelau la empirism si rugdciune, invataturi mostenite §i teorii
mistice. Tabele sumeriene cu inscriptii cuneiforme, tratate indiene ayurvedice, papirusuri egiptene,
manuscrise chinezesti si inscrisuri grecesti indica utilizarea substantelor medicinale incd din
preistorie. In antichitate, perioada filosofici si cea experimentali a istoriei medicamentelor au fost
dominate de filosofi si alchimisti. Medicina traditionald era bazata pe utilizarea sarurilor minerale, a
preparatelor din plante, a ciupercilor, a produselor de origine animala dar si a unor parti ale corpului
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uman. De la sarea de bucatarie pana la saruri toxice de plumb, cupru, fier, mercur, arsen si litiu si-
au gasit utilizarea Tn scopuri medicinale si cosmetice. O vaga diferentd de dozare facea diferenta
dintre otrava si medicament. Paracelsus (1493-1541), parintele toxicologiei, a introdus acest
concept: Dosis facit venenum.

Diverse preparate erau obtinute din plante, iar principiile active au fost ulterior descoperite,
extrase si exploatate in industria farmaceutica moderna: Atropa belladonna, Datura stramonium,
Mandragora officinarum (atropina), Cinchona officinalis (chinina), Coffea sp., Cola acuminata
(cafeina), Colchicum autumnale (colchicina), Digitalis purpurea (digitalina), Ephedra sp.
(efedrina), Erythroxylum sp. (cocaina), Glaucium flavum (glaucina), Papaver somniferum (morfina,
papaverina, codeina), Ricinnus communis (ricina). Ciupercile superioare au fost utilizate in
medicina traditionala chineza (Ganoderma lucidum) si japoneza (Grifola frondosa). Potiunile
preparate in ritualurile samanilor contineau ciuperci cu proprietati halucinogene: Amanita muscaria,
Entoloma sp., Mycena pura (muscarina), Psilocibe sp. (psilocibina), specii din genurile Copelandia,
Galerina, Gymnopilus, Inocybe, Mycena, Panaeolus, Pholiotina sau Pluteus.

Inceputurile farmacologiei stiintifice au fost fundamentate prin descoperirea, confirmarea si
izolarea alcaloizilor, ulterior a glicozidelor, taninurilor, saponinelor, uleiurilor eterice, vitaminelor si
hormonilor. Pe langa cele mentionate mai sus, multe alte specii de plante pe care se bazeaza
terapiile naturiste, demonstreaza in continuare utilitatea in medicina holistica, Tn homeopatie si
medicina naturista: Aloe vera, Camellia sinensis, Chelidonium majus, Echinacea purpurea,
Equisetum arvense, Ginkgo biloba, Hyoscyamus niger, Hypericum perforatum, Matricaria
chamomilla, Panax gingseng, Tilia cordata si multe altele. Aromaterapia, componenta a medicinei
alternative, foloseste In scop terapeutic, spiritual, igienic si ritualic uleiurile esentiale obtinute din
plante aromatice: Cananga odorata, Cinnamomum verum, Citrus sp., Coriandrum sativum,
Juniperus sp, Laurus nobilis, Lavandula angustifolia, Melaleuca alternifolia, Myrtus communis,
Nicotiana tabacum, Ocimum basilicum, Oreganum vulgare, Pelargonium roseum, Pinus sylvestris,
Pogostemon cablin, Rosa damascena, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Syzygium
aromaticum, Thymus vulgaris, Vanilla planifolia, Zingiber officinale etc.

Termenul materia medica introdus de Dioscorides (sec. | e.n.), ingloband notiunile privind
proprietatile terapeutice ale unei substante, a fost utilizat pana in secolul XX, cand a fost inlocuit
prin termenul farmacologie. Galenus (sec. II e.n.) a experimentat si definit prepararea unor retete
prin formulare, iar cunostintele lasate posteritatii ii poarta numele ca forma farmaceutica sau
galenica. Separarea farmaciei de medicind a avut loc in secolul XIII, iar prima enciclopedie a
farmaceuticelor a fost publicati in anul 1498 la Florenta. In prezent, Farmacopeea reprezinti
manualul oficial, cu caracter normativ, folosit in practica farmaceutica. Industria farmaceutica
moderna 1si are originea in doud surse: spiteriile care produceau substante precum morfina, chinina
si stricnina la mijlocul secolului XIX si companiile producatoare de chimicale care detineau
laboratoare de cercetare in scopul descoperirii produselor cu aplicatii medicale, in jurul anilor 1880.

Marile companii farmaceutice de azi au la baza mici afaceri de familie, incepute cu doua-trei
secole in urma. Istoria companiei Glaxo Smith Kline (GSK) mentioneaza farmacia Plough Court,
infiintata in anul 1715 la Londra si drogheria Smith & Co deschisa in 1830 in Philadelphia. Merck a
inceput in 1654 ca o mica spiterie in Darmstadt, Germania. B Braun a fost fondata in anul 1839,
Schering AG in anul 1851 iar Boehringer Ingelheim Tn 1885 in Germania, Elli Lilly in anul 1876 iar
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Abbott Tn 1888 in SUA, Hoffmann-La Roche in anul 1896 in Elvetia iar Teva Pharmaceuticals a
inceput distributia unor medicamente importate in Israel, in anul 1901. Alte nume de rezonanta si
astazi provin de la producatori de chimicale precum Agfa si Bayer in Germania, Solvay in Belgia,
Geigy, Ciba si Sandoz in Elvetia, Imperial Chemical Industries in Anglia sau Pfizer in SUA. Infuzia
de capital provenit prin cooptarca magnatilor financiari ai timpurilor respective, precum si
implicarea factorului politic au contribuit la crearea infrasatructurii de cercetare si productie,
conducand la aparitia unei game variate de produse farmaceutice. Expeditiile in cautarea plantelor
medicinale, derulate intensiv la sfarsitul secolului XIX, au deschis vaste orizonturi, contribuind la
diversificarea materiilor prime de origine naturala si la progresul industriei farmaceutice. Primele
corporatii multinationale au aparut prin extinderea unor departamente de productie si desfacere in
alte tari, dar mai ales prin fuzionarea firmelor din aceasta industrie.

1.2. Industria farmaceutica din Romania

Industria farmaceuticd romaneascd s-a conturat In marile centre universitare. Invitimantul
superior din Cluj dateaza din anul 1581, cand a luat fiinta Colegiul lezuit. Cele doua mari
universitati clujene, Universitatea de Medicina si Farmacie si Universitatea Babes-Bolyai provin din
Universitatea Regala Maghiara Ferencz Josef Cluj, care a fost infiintatd in anul 1872. Din anul
1992, Universitatea de Medicind si Farmacie Cluj poartd numele primului sau decan, Iuliu
Hatieganu. Atestata in anul 1924 ca Universitatea din Cluj, in anul 1959 Universitatea Babes-Bolyali
a primit numele bacteriologului romén Victor Babes si matematicianului maghiar Janos Bolyai. O
alta mare institutie de invatdmant superior, Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara
din Cluj, a fost infiintatd in anul 1869 ca Institutul de Invitamant Agronomic Cluj-Manastur.

In Tasi, Universitatea Alexandru loan Cuza (1860) isi are originile in vechile institutii de
invatdmant Academia Vasiliand (1640), Academia Domneasca (1707) si Academia Mihaileana
(1834). Universitatea de Medicind si Farmacie Grigore T. Popa din lasi a fost infiintatd in anul
1879. Universitatea de Medicina si Farmacie Carol Davila din Bucuresti a fost fondata in anul 1857
iar Universitatea din Bucuresti in anul 1864. Mai tarziu au aparut Universitatea de Medicina si
Farmacie Targu Mures (1945), Universitatea de Vest din Timisoara (1962) si lista poate continua.

Inainte de 1989, piata farmaceutici romaneascd era dominati de productia internd, fiind
subordonatd Ministerului Chimiei: Terapia Cluj (1920) in prezent Terapia-Ranbaxy, Biofarm
Bucuresti (1921), Antibiotice lasi (1955), Uzina de Medicamente Bucuresti (1962) in prezent
Zentiva, Sintofarm Bucuresti (1973), Armedica Targu Mures (1985) in prezent Gedeon Richter.
Institutul de Seruri si Vaccinuri Dr. lon Cantacuzino functiona inca din anul 1904 ca laborator
experimental, insa a primit statut legal in 1921. Dupa 1990 au aparut producatorii privati: AC
Helcor Baia Mare, Alsifcom (Ferrosan Pfizer) Cluj, Europharm Brasov (GSK), Meduman Viseu,
Labormed Bucuresti, Bio Eel, Lek Pharmatech (Sandoz) si Vim Spectrum Téargu Mures,
Polipharma Industries Sibiu, Sindan (Actavis) Bucuresti. in Cluj-Napoca, Facultatea de Medicina si
Farmacie Iuliu Hatieganu definea o sectie de preparare a solutiilor perfuzabile si de asemenea
producea spre comercializare produse homeopate, sectii care au supravietuit un timp dupa anii
2000. Un muzeu al farmaciei functioneaza din anul 1954 in casa Hintz, un monument istoric in sine,
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fiind prima farmacie de stat a Clujului, deschisa in anul 1573. Producatori noi precum Alsifcom sau
Plant Extrakt au inceput activitatea. Mai recent industria farmaceutica este bine reprezentata de
marii producatori din toatd lumea, insd doar prin activitatile de promovare si distributie.

In Romania, conditiile producerii si punerii pe piatd a produselor medicamentoase, precum
si conditiile si masurile pentru asigurare a calitafii sunt reglementate de Guvern (OUG 152/1999 si
Legea 336/2002). Agentia Nationald a Medicamentului si Dispozitivelor Medicale (ANMDM)
asigurd realizarea politicii statului in domeniul controlului complex al calitatii medicamentelor si
altor produse de uz uman. Fabricarea produselor medicamentoase se face numai in unitdti de
productie care au obtinut autorizatia de functionare de la Ministerul Sanatatii, iar fabricarea este
conditionatd de obtinerea autorizatiei de punere pe piatd a produsului medicamentos. Fabricarea
industriala a medicamentelor se realizeaza pe baza recomandarilor facute de Ghidul European de
Bune Practici redactat de Comisia Uniunii Europene si ghidul american de buna practica in
industria farmaceutica redactat de Food and Drug Administration (FDA). De la 1 decembrie 1995 a
intrat in vigoare o ordonanta a Ministerului Sanatatii privind productia si circulatia medicamentelor
- Reguli de Buna Practici de Fabricare (Good Manufacturing Practice, GMP). GMP a fost
pentru prima data redactat in anul 1964 de catre Organizatia Mondiala a Sanatatii (World Health
Organization, WHO).

Globalizarea pietei medicamentelor si revolutia digitala influenteaza puternic industria
farmaceutica, iar dezvoltarea companiilor producatoare este conditionata de inovatia adusa inclusiv
de biotehnologii, de gradul de cooperare cu alte companii si de politica lor in domeniul mediului. S-
a ajuns la situatia In care sumele investite in marketing le depasesc pe cele investite in cercetare
(Lexchin, 2018). Lobby-ul farmaceutic cu referire la activitatile marilor companii farmaceutice de a
influenta autoritatile guvernamentale a avut un rol dovedit in determinarea unor decizii si
reglementari favorabile. Finantarea unor campanii sociale, organizatii ale pacientilor ori asociatii
medicale fac parte din strategiile din industria farmaceutica.

1.3. Drepturi de proprietate intelectuala pentru preparatele utilizate in medicina
traditionala

Brevetarea intensivd a unor compusi activi de citre companii farmaceutice, in detrimentul
medicinei traditionale, a fost intens controversatd. Spre exemplu, proprietatile terapeutice ale
frunzelor de salcie erau cunoscute de egipteni inca din antichitate, iar Hippocrate recomanda
extractul din scoartd de salcie pentru combaterea durerii si a febrei. In anul 1828 salicina a fost
purificatd iar in 1859 structura chimicd a salicilatilor descifratd, ceea ce a condus la obtinerea
sintetica a acidului acetilsalicilic si producerea medicamentului inregistrat la data de 1 Februarie
1899 de cétre compania Bayer sub numele de Aspirind. Ulterior, companii farmaceutice occidentale
au brevetat medicamente inspirate de medicina traditionald, fiind acuzate de biopiraterie. De
exemplu, se poate elibera un brevet american care sd contind informatii sau chiar resurse genetice
din medicina traditionald a unei alte tari. S-a ridicat astfel problema proprietatii intelectuale asupra
medicinei traditionale, aflata la intersectia dintre medicina si culturd (Murray, 2007). Unele dintre
cele mai mediatizate cazuri sunt cel al brevetdrii proprietatilor turmericului (Curcuma longa) de
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catre doi oameni de stiinta de origine indiana din SUA, si respectiv a neemului (Azadirachta indica)
de catre W.R. Grace, ambele in anul 1994 (James, 2016). O centralizare a bazelor de date privind
medicina traditionald sunt reunite de catre United States Patent and Trademark Office
(https://www.uspto.gov/patent/laws-and-regulations/comments-public/traditional-knowledge-and-
medicine-dictionariesdatabases).

World Intellectual Property Organization (WIPO) este un forum global infiintat in anul
1967, ce reuneste 193 de state membre, la care Romania a aderat in anul 1970. in prezent, existi o
coalitie internationald a trei organizatii, WIPO, WHO si World Trade Organisation (WTO) ce
coopereaza la interfata proprietatii intelectuale, a comertului si a sanatatii publice, ca parte a
eforturilor pentru a sprijini inovarea in tehnologiile de sanatate si pentru a asigura disponibilitatea
de medicamente noi si mai eficiente la preturi accesibile pentru pacientii din toate tarile.

Tn cazul medicinei traditionale, protectia intelectuald poate avea un rol dublu, de protectie
pozitiva si defensiva. Protectia pozitiva acorda drept de proprietate intelectuald asupra obiectului
cunostintelor medicale traditionale si poate ajuta comunitatile sa impiedice accesul nelegitim la
cunostintele medicale traditionale sau folosirea acestora pentru castiguri comerciale fara a imparti in
mod echitabil beneficiile. De asemenea, poate permite exploatarea activa de cunostinte medicale
traditionale de catre comunitatea originard insdsi, pentru a-si construi propriile facilitati de
productie. Protectia defensiva nu acordd drepturi de proprietate intelectuala asupra cunostintelor
medicale traditionale, dar are ca scop impiedicarea dobandirii de catre terti a acestor drepturi.
Strategiile de aparare includ utilizarea cunostinte medicale traditionale documentate pentru a
exclude, a se opune sau a invalida brevetele de inventie revendicate care se bazeaza direct pe astfel
de cunostinte.

Tn prezent, drepturile de proprietate intelectuald includ brevetul (patent), dreptul de autor
(copyright), marca inregistrata (trademark), indicatiile geografice si secretul comercial. In general,
brevetul constituie cel mai important tip de protectie intelectuald pentru medicamente. Pentru a
obtine un brevet, inventia trebuie sd fie noua, inovativa si aplicabila industrial. Un brevet acorda un
set de drepturi exclusive pentru un timp limitat, de obicei de 10-20 de ani, care permite
inventatorului sa impiedice pe altii sd copieze, sd produca, sa foloseasca, sd vanda, sa ofere pentru
vanzare sau import inventia, fara permisiune (https://www.wipo.int).

Nu doar lipsa de resurse economice a comunitdfilor indigene din zonele mai putin
dezvoltate, dar si diferentele dintre abordarea holistica a medicinei traditionale si respectiv
dualismul cartezian al medicinei occidentale au dezvoltat o relatie complexa a acestora cu sistemul
proprietatii intelectuale. Se remarca progresul digitalizarii cunostintelor medicinei traditionale
indiene si chineze precum si eforturile de a consacra divulgarea originii si indicatiilor geografice in
cererile de brevet de inventie (Oguamanam, 2008). Spre exemplu, Traditional Knowledge Digital
Library (TKDL) documenteaza literatura existenta referitoare la patru sisteme traditionale indiene
de cunostinte medicale - Ayurveda, Unani, Siddha si Yoga. TKDL oferd examinatorilor de brevete
informatii tehnice anterioare, in format digitalizat, in cinci limbi internationale (engleza, germana,
franceza, japoneza si spaniold), pentru a preveni acordarea eronata si neetica a brevetelor. TKDL nu
este deschisa publicului, iar oficiile de brevete nu trebuie sa dezvaluie continutul TKDL niciunei
terte parti, pentru a proteja interesul Indiei impotriva unei eventuale utilizari abuzive.
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1.4. Momente remarcabile

Desi primele descoperiri in domeniul biologiei au avut loc anterior, aparitia stiintelor
biologice s-a conturat in secolul XIX. Cele mai importante momente care au revolutionat biologia
au o relevanta speciala in domeniul sanatatii umane, in ceca ce priveste descoperirea bolilor, a
cauzelor acestora si dezvoltarea de terapii. Evenimentele marcante si descoperirile cu impact asupra
dezvoltarii farmaceutice sunt enumerate in Tabelul 1. Aspectele inovative ale biotehnologiilor si
biologiei moleculare cu impact crucial in medicina si biofarmaceutica vor fi punctate pe parcursul
acestui curs.

Tabel 1. Momente marcante in biologie, medicina, farmaceutica si biofarmaceutica.

Anul Evenimentul

1665 Robert Hooke descoperi celula

1673 Antonie van Leeuwenhoek descrie organismele unicelulare observate la microscop

1735 Carl Linnaeus publica Systema Naturae

1796 Edward Jenner, parintele imunologiei, aplicd primul vaccin impotriva variolei prin inoculare cu virusul
vaccinei bovide (variolizarea)

1803 Izolarea morfinei, comercializata de Merck din 1827

1828 Izolarea si denumirea salicinei de catre Johann Buchner

1831 Robert Brown descopera nucleul

1853 Sintetizarea aspirinei, comercializatd de Bayer din 1897

1859 Charles Darwin publica Originea speciilor

1862-1866 | Louis Pasteur descrie fermentatia si pasteurizarea, face primele cercetari de imunizare prin vaccinare in
cazul holerei aviare si antraxului, creeaza primul vaccin antirabic

1865 Joseph Lister introduce utilizarea antisepticelor

1879 Theodor Escherich descopera Bacterium coli (Escherichia coli)

1884 Walter Flemming descrie mitoza

1885 Dupa obtinerea preparatului impotriva holerei aviare (Pasteurella sp.), Pasteur dezvolta vaccinul
antirabic si demonstreaza eficienta vaccinarii

1887 Chimistul Lazar Edeleanu sintetizeaza fenilizopropilamina, prima amfetamina

1888 Victor Babes descopera protozoarul parazit Babesia

1890 Postulatele Iui Robert Koch descriu relatia dintre microb si boala

1901 Se acorda pentru intdia oard Premiul Nobel pentru Fiziologie sau Medicina, laureatului Emil Adolf von

Behring, pentru dezvoltarea seroterapiei impotriva difteriei
Jokichi Takamine izoleaza si sintetizeaza primul hormon, adrenalina

1908 Paul Josef Jakob Gelmo prepara sulfanilamida si o breveteaza in 1909

1911 Thomas Morgan elaboreaza teoria cromosomiald a ereditatii

1913-1941 | Descoperirea vitaminelor

1915 Descoperirea virusurilor bacteriofage

1919 Inginerul agricol Kéroly Ereky introduce termenul de biotehnologie

1921 Nicolae Paulescu izoleazd insulina

1926 Hermann Joseph Muller demonstreazd mutageneza indusa cu raze X

1927 Aurel Babes concepe testul pentru cancer cervical

1929 Alexander Fleming descopera penicilina

1932 Gerhard Domagk realizeaza sinteza promedicamentului Prontosil, considerat primul agent

antibacterian din grupa sulfonamidelor
Andre Boivin si Lydia Mesrobeanu descoperi endotoxinele bacteriene

1937 Hans Adolf Krebs descrie ciclul acizilor tricarboxilici
Prima antihistamind descperitd de Daniel Bovet

1944 Albert Schatz descopera streptomicina, iar in grupul condus de Selman Waksman sunt ulterior
descoperite alte antibiotice

1946 Max Delbruck si Alfred Day Hershey descopera recombinarea genetica la virusuri
Edward Tatum si Joshua Lederberg descriu fenomenul de conjugare la bacterii

1950 Barbara McClintock descopera elementele genetice mobile (transpozonii)
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Anul Evenimentul

1951 George Hitchings si Gertrude Elion initiaza designul rational al medicamentelor, bazat pe mecanismele
biochimice si fiziologice ale bolii

1952 Rita Levi Montalcini izoleaza primele neurotrofine, factorii de crestere a nervilor

1953 Frederick Sanger secventiaza insulina conducénd la sintetizarea acesteia
James Watson si Francis Crick descriu structura ADN

1955 Arthur Kornberg descopera si izoleazd ADN polimeraza la E. coli

1957 Alick Isaacs si Jean Lindenmann descopera interferonul

1958 Elliot Volkin si Lazarus Astrachan descriu pentru prima oard ARN asemanator ADN, denumit ulterior
ARN mesager

1959 Gerald Edelmann si Rodney Porter descopera independent structura anticorpilor

1961 Marshall Nirenberg, Heinrich Mathaei si Severo Ochoa descifreaza codul genetic
Frangois Jacob si Jaques Monod explica functionarea operonului lac la bacterii si avanseaza ideea
controlului exprimarii genice prin reglarea transcrierii

1962 Werner Arber descoperi enzimele de restrictie iar ulterior Daniel Nathans si Hamilton Smith
elaboreaza aplicatii in biologia moleculara

1967 Mary Weiss si Howard Green realizeaza hibridizarea somatica

1972 Paul Berg realizeaza prima moleculd de ADN recombinat

1973 Dupa clonarea ADN in plasmide, Stanley Cohen si Herbert Boyer obtin primul organism modificat
genetic, o bacterie rezistenta la kanamicina
Peter Doherty si Rolf Zinkernagel demonstreazd imunitatea mediata celular

1974 Rudolf Jaenisch creeaza primul soarece transgenic
Doua grupuri de cercetatori, conduse de Allan Maxam si Walter Gilbert (Harvard) si Frederick Sanger
(UK Medical Research Council) dezvolta tehnicile de secventiere a moleculei de ADN

1975 Georges Kohler si Cesar Milstein produc primii anticorpi monoclonali
Edwin Southern publica detaliile tehnicii Southern Blot pentru identificarea secventelor de ADN

1976 Doris Morgan descrie factorul de crestere pentru limfocitele T, ulterior denumit interleukina 2;
clonarea acesteia in anul 1982 faciliteaza reusita transplantului de organe

1977 Descoperirea proteinelor G de catre Alfred Gilman si Martin Rodbell

1978 Genentech anuntd producerea industriala a insulinei cu ajutorul microorganismelor iar ulterior (1982)
insulina recombinata este primul medicament obtinut din exploatarea tehnologiei ADN recombinat
University of California patenteaza gena responsabila de producerea hormonului somatotrop hipofizar
Se naste primul copil conceput prin tehnica fertilizarii in vitro

1979 Michael Bishop si Harold Varmus descopera oncogenele

1980 Kary Mullis inventeaza reactia polimerazica in lant (PCR) pentru multiplicarea ADN in vitro

1982 Stanley Prusiner descopera prionii

1983 Boehringer Ingelheim produce interferon alfa
Trei echipe de cercetatori (Mary-Dell Chilton, Jeff Schell, Bob Horsch) anunta simultan crearea primei
plante transgenice

1984 Alec Jeffreys utilizeaza secventierea ADN pentru o noud metoda de identificare, amprentarea genetica

1985 George Smith dezvolta tehnica expunerii proteinelor pe suprafata bacteriofagilor

1986 Maurice Hilleman creeazd primul vaccin recombinat impotriva hepatitei B

1987 Yoshikazu Kuwana, urmat de Zelig Eshhar publica studii de imunoterapie ce marcheaza inceputul
terapiilor genice celulare CAR-T

1988 Fondarea National Centre for Biotechnology Information (NCBI)

1990 Primul caz de terapie genica inregistreaza o reusita cu efecte temporare pentru imunodeficienta severa
combinata
Este initiat Human Genome Project, colaborare internationald condusa de Francis Collins de la
National Human Genome Research Institute (NHGRI), cu scopul de a secventia genomul uman si a
identifica rolul genelor

1992 Este initiatd terapia genica a cancerului prin intermediul unui vector care exprima ARN antisens

1998 Andrew Fire si Craig Mello descopera interferenta virala
Este aprobata prima terapie pe bazd de oligonucleotide in UE (Vitravene, Isis Pharmaceuticals)

2000 Incepe decada dezvoltrii terapiei genice prin repararea erorilor in ARNm si proiectarea vectorilor
virali pentru livrarea genelor, cu rezultate pentru diverse defecte genetice (talasemie, anemie
falciforma, acromatopsie, coroideremie, boli autoimune), impotriva HIV si a unor forme multiple de
cancer

2002 Francis Collins (NHGRI) si Craig Venter de la Celera Genomics prezintd schita genomului uman

2003 Gendicine (Shenzhen SiBiono GeneTech), primul medicament anticancer bazat pe terapie genica este
aprobat in China

2006 Aprobarea somatotropinei biosimilare in UE deschide calea biofarmaceuticelor biosimilare
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Anul Evenimentul

2007 Initierea Human Microbiome Project de catre National Institute of Heath (NIH), cu scopul de a
secventia microbiomul uman pentru descifrarea compozitiei i a rolului acestuia in starea de sénatate si
de boala

Brian Kobilka si Robert Lefkowitz descriu mecanismul receptorilor cuplati cu proteine G (GPCR), in
prezent cele mai studiate tinte farmaceutice

2008 Holoclar (Chiesi Farmaceutici), primul produs biofarmaceutic pe baza de celule stem este aprobat in
Italia

2012 Este aprobat in UE si SUA primul produs biofarmaceutic pentru terapie genica, Glybera (UniQure)

2014 Jennifer Doudna descopera secventele CRISPR si propune tehnologia CRISPR-Cas

2016 Sunt aprobate primele biofarmaceutice pe baza de celule proiectate (Zalmoxis, MolMed si Strimvelis,
GSK)
FDA aproba un studiu clinic pentru aplicarea sistemului CRISPR-Cas9 in terapia anticancer

2017 Sunt lansate pentru comercializare primele terapii CAR-T (Yescarta, Kite Pharma si Kymriah,
Novartis)

CRISPR-Cas9 este aplicat pentru corectia unei mutatii a genei responsabile de cardiomiopatia
hipertrofica in embrioni umani

2018 Sunt anuntate cercetdri controversate de editare genetica a embrionilor umani — afacerea He Jiankui
2019 Este aprobat primul vaccin cu vector viral, impotriva virusului Ebola
2020 Rezultatele preliminare ale unor studii clinice ce implicé editarea genomului uman utilizind CRISPR-

Cas9 indica faptul ca metoda este sigura pentru pacienti
Sunt elaborate metode de diagnostic molecular pentru detectia SARS-Cov2 utilizdnd CRISPR-Cas12
Este aprobat primul vaccin pe baza de ARN mesager, impotriva SARS-CoV-2

1.5. Medicamente si preparate medicamentoase

Remediul constituie orice mijloc capabil sa actioneze favorabil asupra organismului,
producand prevenirea unei boli sau chiar vindecarea. Clasificare: remedii fizice, remedii psihice,
remedii energetice, remedii chimice. Remediile chimice sunt asocieri de substante bioactive si nu
numai, administrate bolnavului pe diferite cai (generald sau sistemicd, locald sau topicd). Pot fi
medicamente sau forme farmaceutice.

Medicamentul reprezinta orice compus chimic pur sau produs complex obtinut de catre om,
de origine naturala, sintetica sau proprie organismului uman, care execita efecte biochimice si/sau
fiziologice asupra celulei, tesutului, organului sau organismului tintd si poate fi folosit pentru
diagnosticul, prevenirea, tratamentul si ameliorarea bolilor. Poate fi:

a) orice substanta sau combinatie de substante prezentatd ca avand proprietati pentru tratarea sau
prevenirea bolilor la om;

b) orice substantd sau combinatie de substante care poate fi administratd omului, pentru
restabilirea, corectarea sau modificarea functiilor fiziologice, prin exercitarea unei actiuni
farmacologice, imunologice sau metabolice, sau pentru stabilirea unui diagnostic medical.

Forma farmaceutici, denumita si forma galenicd sau medicamentoasa, face referire la
configuratia In care a fost preparatd o anumita substanta medicamentoasa (principiul activ), alaturi
de adjuvanti si excipienti in cadrul unui medicament, dar si doza acesteia. Depinde de modul de
administrare: oral, oftalmic, de inhalat, parenteral, topic, rectal, vaginal etc.

Suplimentul alimentar nu este un medicament, dar nici un aliment, ci reprezinta acel
produs alimentar al carui scop este sa completeze dieta, constituind o sursa concentrata de nutrienti
sau alte substante cu efect nutritional ori fiziologic, separat sau in combinatie. Se comercializeaza
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sub forma de doza, cum ar fi: capsule, pastile, tablete, pilule si alte forme similare, pachete de
pulbere, fiole cu lichid, sticle cu picurator si alte forme asemanatoare de preparate lichide sau
pulberi destinate consumului in cantitati mici, masurabile. Dispozitiile legale spun ca etichetarea,
prezentarea si reclama nu trebuie sd atribuie suplimentelor alimentare proprietatea de prevenire,
tratare sau vindecare a unei boli, sau sa faca referire la asemenea proprietiti si, de asemenea, nu
trebuie s includa afirmatii care sa induca ideea ca o dieta corespunzatoare si diversificatd nu poate
asigura cantitati adecvate de substante nutritive.

Drogul este materia prima bruta folosita pentru prepararea medicamentelor. Contine una sau
mai multe substante active care se pot extrage, izola sau reproduce si materii balast.

Clasificarea medicamentelor poate fi realizata dupa mai multe criterii. Astfel, din punct de
vedere al conceptiei terapeutice, acestea pot fi:

- Medicamente alopate (gr. allos = altul, pathos = boald): tratamentul medical consta in
administrarea unor medicamente Tn doze care, la omul sanatos, ar declansa efecte contrare
simptomelor bolii;

- Medicamente homeopate (gr. homoios = asemanator, pathos = boald): sistem terapeutic
individualizat care constd in administrarea in doze foarte mici a substantelor care, in cantitati
mari, ar putea provoca unui om sanatos o afectiune analoaga cu aceea care este combatuta;

- Produse placebo (lat. placere = a placea): produse lipsite de efecte farmacodinamice obiective,
care pot avea uneori eficacitate terapeutica datorita sugestiei. Se utilizeaza fie pentru a-i face
placere pacientului, fie in scopuri experimentale, pentru a studia efectele farmaceutice ale
medicamentului si reactiile psihice ale pacientului.

Dupa origine:
- Vegetala: morfina, atropina, digoxinul obtinute din diferite parti ale plantelor (folium, flores,
radix, semen, cortex);
- Animala: hormoni (insulina porcind, bovind); enzime (tripsina, amilaza);
- Microbiana: antibiotice (penicilina G);
- Minerala: caolinul, bentonita;
- Semisintetica: unele antibiotice (ampicilina);
- Sintetica: chimioterapicele citotoxice, sulfonamidele antibacteriene.

Preparatele medicamentoase sunt constituite din una sau mai multe substante
medicamentoase (substante chimic pure, produse de extractie, droguri), asociate cu substante
auxiliare. In compozitia lor pot intra urmitoarele tipuri de substante:

1. Substanta sau substantele medicamentoase: Constituie substantele active principale, responsabile
de efectul terapeutic;

2. Substantele adjuvante: au rolul de a intensifica efectul substantei active principale sau de a
contracara/atenua unele efecte nedorite ale acesteia;

3. Substantele cu rol corectiv: folosite pentru ameliorarea proprietatilor organoleptice
necorespunzatoare ale substantelor active principale si adjuvante (ex. edulcoranti pentru corectarea
gustului, aromatizanti pentru corectarea mirosului, coloranti);

4. Excipientii: substante inerte, cu rol de completare a cantitatilor si de inglobare a tuturor celorlalte
ingrediente. Tn cazul preparatelor lichide excipientul este denumit vehicul;

5. Substantele ajutatoare tehnic sau aditivi: conservanti, emulgatori, antiagreganti, stabilizanti.
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Clasificarea preparatelor medicamentoase de asemenea poate lua in considerare diverse

criterii. Dupa starea de agregare:

Solide;
Semisolide si moi;
Lichide;
Gazoase.
Dupa calea de administrare:
Pentru uz extern: se aplica pe tegumentele si mucoasele accesibile;

Pentru uz intern: se administreaza prin inghitire sau per os;
Pentru administrare parenterald sau injectabile.

Pentru a preveni unele erori, medicamentele preparate in farmacii se eticheteaza diferit, in

functie de calea de administrare. Etichetele preparatelor pentru uz extern au chenar rosu si

mentiunea ,,extern”. Medicamentele administrate per 0S au etichetd cu chenar albastru si poarta

mentiunea ,,intern”. Pe solutiile injectabile se aplica etichete cu chenar galben, cu inscriptia

»injectabil”.

Dupa modul de prescriere si preparare:
Tipizate (specialitatile farmaceutice): se prepara in forma finita pe scarad industriala in fabricile
de medicamente, fiind eliberate bolnavilor in farmacii. Au compozitie fixa, iar aspectul exterior,
ca forma, culoare si ambalaj este constant;
Magistrale: se prepara in farmacie dupa prescriptia medicului, avand o compozitie
individualizata, indicata de reteta;
Oficinale — se prepara in farmacie dupa modul de preparare prevazut de farmacopee. Pot fi
folosite ca atare sau intra In compozitia preparatelor magistrale.

Dupa intensitatea actiunii:
Toxice si stupefiante: medicamente care pot determina dependenta de tipul toxicomaniilor. In
farmacopee se gasesc in tabelul cu denumirea generica Venena. Se pastreaza in farmacii n
dulapuri speciale, cu usi duble, sub cheie. Recipientele care le contin au etichete cu inscriptie
alba pe fond negru, cu pictograma de pericol toxic i menfiunea ,,0trava”;
Puternic active: in doze mici au efecte terapeutice bine definite, dar in doze mari determina
intoxicatii primejdioase. Sunt enumerate in farmacopee in tabelul Separanda. In farmacii se
pastreaza in dulapuri separate, recipientele avand eticheta cu inscriptia rosie pe fond alb;
Anodine (obisnuite): au efecte de intensitate micd, se pastreaza in farmacii in recipiente
etichetate cu inscriptie neagra pe fond alb.

Dupa modul de calculare a dozelor prescrise:

Forme divizate: se elibereaza in doze partiale (comprimate, fiole, supozitoare);

Forme care se elibereaza nedivizat, dar se impart in doze partiale la administrare (picaturi pentru
uz intern, potiuni);

Forme care nu necesita divizare (unguente, pudre, solutii pentru uz extern).

Conform sistemului ATC (clasificarea anatomo-terapeutica si chimicd), medicamentele se

cidifica in urmatoarele categorii, in functie de aparatul sau sistemul asupra cdruia actioneaza:

A
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B - Sange si organe hematopoetice

C - Sistem cardiovascular

D - Preparate dermatologice

G - Aparat genito-urinar si hormoni sexuali

H - Preparate hormonale sistemice (exclusiv hormonii sexuali)
J - Antiinfectioase de uz sistemic

L - Antineoplazice si imunomodulatoare

M - Sistem musculo-scheletic

N - Sistem nervos central

P - Produse antiparazitare

R - Aparat respirator

S - Organe senzitive

V - Varia (diverse)

X - Produse fitoterapice, apiterapice, homeopate

Denumirea medicamentelor se ghideaza dupa reguli stricte, reglementate si aplicate la
nivel international. Denumirea chimica a medicamentului indica structura chimicd a substantei
active. De multe ori este complicata, fiind folosita numai pentru compusii cu structura simpla, de
obicei anorganici (ex. sulfatul de magneziu).

Denumirea generica a medicamentului poate fi reprezentata de:

e Denumirea comund internationala (DCI), cea recomandata de WHO, derivd uneori din
denumirea chimica, este scurta si se foloseste ca denumire stiintifica a substantelor medicamentoase
(ex. ampicilina, denumire chimica conform nomenclatorului International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC): (2S,5R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-phenylacetyl]amino]-3,3-dimethyl-7-
0x0-4-thia-1-azabicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid);

e Denumirea oficinald, cea prevazuta de farmacopee in limba latind. Se foloseste pentru
prescrierea retetelor magistrale. Uneori coincide cu DCI (ex. ampicillinum).

Denumirea comerciala este inregistratd si patentata, stabilita de compania farmaceutica
producdtoare. Denumirile comerciale reprezinta brevete referitoare la medicamentele in forma
finita, pentru substanta activa si forma farmaceutica (ex. Aspirin®, Aspenter® etc).

Farmacopeea reprezinta manualul oficial, cu caracter normativ, folosit 1n practica
farmaceuticd, continand descrierea si indicatiile pentru controlul celor mai importante substante si
formule farmaceutice, cu scopul de a indruma prepararea, conservarea si intrebuintarea
medicamentelor. In Romania, in prezent este utilizata editia a X-a (1993) impreuni cu suplimentele
in vigoare (2000, 2004, 2006). Se utilizeaza limba latina, iar denumirile sunt alcatuite dupa
urmatoarele principii:

- Oxizi, hidroxizi si saruri: se indica intai cationul in cazul genitiv, apoi anionul Tn cazul nominativ
(ex. Magnesii oxydum, Calcii carbonas);

- Acizi anorganici: denumirea are o structura adjectivala (ex. Acidum salycilicum);

- Derivatii acizilor organici: au denumire cu structura adjectivala (ex. Phenobarbitalum natricum);

- Drogurile vegetale: numele plantei (cazul genitiv) precede partea din planta folositd (cazul
nominativ) (ex. Frangulae cortex, Chamomillae flos);
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- Preparatele oficinale: denumirea formei farmaceutice (cazul nominativ) precede pe aceea a
drogului vegetal (cazul genitiv) (ex. Extractum Belladonnae siccum).

Majoritatea produselor farmaceutice clasice sunt substante organice cu greutate moleculara
mica. Desi unele au fost initial izolate din surse biologice, foarte multe sunt produse prin sinteza
chimicd. Astfel, companiile din industria farmaceutica conventionala fie realizeaza sinteza chimica
a unor compusi, fie doar formuleaza produsi farmaceutici din ingrediente achizifionate ca materie
prima.

1.6. Produse biofarmaceutice

Cu toate ca doar aproximativ 1% dintre moleculele cunoscute sunt produse naturale, o mare
parte din totalul medicamentelor utilizate in prezent sunt cel putin partial derivate dintr-o sursa
naturald (von Nussbaum si colab. 2006). Dintre cele 1946 de noi medicamente aprobate de FDA din
anul 1981 pana in 2019, doar 3,8% contin molecule naturale nealterate, 0,8% sunt medicamente de
origine botanica si 18,9% contin derivati din produsi naturali (Newman si Cragg, 2020).
Descoperirile stiintifice si inovatia din industria farmaceuticd au condus spre dezvoltarea unei game
largi de substante medicamentoase obtinute atat prin sintezd chimicd sau chimie combinatoriala, cat
mai ales prin biotehnologii. In prezent, avansul tehnicilor moleculare, transformarilor genetice si
ingineriei proteinelor permite descifrarea mecanismelor bolilor si dezvoltarea exploziva a unor noi
biofarmaceutice cu multiple aplicatii terapeutice.

Produsele biofarmaceutice, denumite si produse medicale biologice sunt compusii
medicinali extragi din surse biologice sau produsi cu ajutorul acestora. Unii dintre acestia pot fi
produsi pe cale biotehnologici. Exemple: vaccinuri, hormoni, enzime, sdnge sau componente
sanguine, alergeni, anticorpi, toxine, proteine recombinate, celule somatice, tesuturi, acizi nucleici.
In termeni farmaceutici, produsii biologici sunt cei obtinuti din sange, impreuni cu vaccinurile,
toxinele si alergenii. Definitia FDA precizeaza ca un produs biologic este orice virus, ser
terapeutic, toxind, antitoxind sau produs analog aplicabil in scopul prevenirii, tratdrii sau ameliorarii
bolilor sau ranilor omului. Implicarea biotehnologiilor in sens larg include sistemele biologice
(celule, tesuturi), dar si moleculele biologice (enzime, anticorpi).

Biotehnologiile farmaceutice n sens larg includ toate produsele farmaceutice obtinute pe
cale biotehnologica, chiar si cele vechi de sute de ani. Noile biotehnologii se referd la produsii
ingineriei genetice: proteine recombinate, anticorpi monoclonali, ADN recombinat. Aceste ,,noi”
tehnologii sunt totusi vechi, multe datand din anii 1970. Tn unele cazuri nu se poate realiza o
demarcatie clard intre sinteza chimica si biotehnologie. De exemplu, antibioticele semisintetice sunt
produse prin modificarea chimici a unor antibiotice naturale rezultate in urma fermentatiei. in
prezent, aproximativ unul din patru medicamente noi eliberate pe piata este un produs
biofarmaceutic, majoritatea fiind proteine terapeutice (Walsh, 2018). n plus, In ultimul deceniu,
dezvoltarea medicamentelor din categoria terapiilor genetice si celulare a luat amploare.
Biofarmaceuticele au aplicatii si in medicina veterinara.
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2. NOTIUNI DE TEHNOLOGIE FARMACEUTICA.
EVALUAREA BIOFARMACEUTICA

Tehnologia farmaceuticd studiaza notiunile teoretice si practice privind formularea,
prepararea, pastrarea si evaluarca biofarmaceutica a medicamentelor. Industria farmaceutica are
urmatoarele obiective generale:

o Studiul formularii si al biodisponibilitatii formelor farmaceutice;

e Studiul operatiilor generale aplicate in domeniul farmaceutic;

¢ Studiul proceselor tehnologice specifice, legate de forma farmaceutica;

¢ Studiul problemelor ridicate de stabilitatea si conservarea medicamentelor;
e Probleme legate de conditionarea formelor farmaceutice;

¢ Probleme legate de controlul calitatii formelor farmaceutice.

2.1. Realizarea medicamentelor

Cercetarea si dezvoltarea unui medicament contribuie la realizarea efectiva a produsului
medicamentos, in etapele de preformulare, formulare si optimizare a formularii.

I. Preformularea are rol in anticiparea problemelor si asigurarea cdilor logice de rezolvare
ale formularii diverselor produse medicamentoase lichide, semisolide si solide cu actiune sistemica
sau locala. Preformularea ia in considerare atdt proprietatile fizico-chimice ale substantei
medicamentoase cat si transformarile pe care aceasta le poate suferi in organism.

1. Proprietati fizico-chimice:

- Caracteristici organoleptice;

- Proprietati fizice: solubilitatea, dimensiunea particulelor, starea critalind sau amorfa, forme
polimorfe;

- Proprietati chimice: stabilitate, interactiuni sub influenta temperaturii, umiditatii, oxigenului,
luminii, microorganismelor si a altor factori.

2. Transformari in organism:

- Toxicitatea: acuta, cronica, teratogeneza, mutageneza, carcinogeneza, biocompatibilitatea,
imunocompatibilitatea;

- Farmacocinetica: absorbtie, distributie, metabolizare, excretie;

- Activitatea terapeutica: locul de actiune, mecanismul de actiune, efectele secundare;

- Biodisponibilitatea (profilul optimal).

Il. Formularea are scopul de a selecta caracteristicile fizico-chimice si farmacologice
optime ale substantei medicamentoase, substantelor auxiliare, materialelor de conditionare primara,
precum si a parametrilor tehnologiei de obtinere a medicamentului (sistem farmaceutic de cedare a
substantei active sau transport la tintd) pentru asigurarea actiunii terapeutice. Formularea determina
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compozitia calitativa si cantitativa, desemnand cantitatile exacte ale fiecarui component inclus n
formula farmaceutica.

Factorii care intervin in formulare:
Substanta medicamentoasa
Calea de administrare
Forma farmaceutica
Substantele auxiliare
Procedeul de fabricare si de control

o gk wbd PR

Materialele si articolele de conditionare

1. Substanta medicamentoasa. Factorii care decid tipul de formulare al substantei
medicamentoase sunt proprietatile fizico-chimice si actiunea terapeutica. Notiunea de substanta
medicamentoasd (substantd activd) defineste substanta care are proprietatea de interactiona la
nivelul organismului, declansand un lant de reactii succesive, care se manifesta simultan, sub forma
efectului farmacologic. Actiunea biologica a subtantelor medicamentoase este determinatd de
structura chimica a acestora si implicit de proprietatile lor fizice, fizico-chimice si chimice. Prin
actiunea lor, substantele medicamentoase au capacitatea de a modifica functiile celulelor, ceea ce se
reflecta asupra intregului organism.

Principiile active sunt substante medicamentoase chimic pure, cu efect farmacodinamic. Se
clasifica in functie de structura chimica, proprietatile fizico-chimice si efectele biologice:

e Alcaloizi — compusi organici cu azot, baze cuaternare de amoniu, au reactie alcalind, iar
sarurile lor sunt hidrosolubile. Au efect farmacodinamic puternic (ex. cafeina, morfina, atropina
etc);

e Glicozide — au molecula formata din 0 parte neglucidica cu structura steroidica (aglicon sau
genind), responsabild de efectul farmacodinamic si o parte glucidica (ex. salicina, digitalina,
hesperidina, quercitina, amigdalina etc.);

e Saponine — au structura glicozidica, agliconul are structura steroidica sau triterpenica. Au
proprietati tensioactive, emulgatoare, spumante (ex. diosgenina, saponinele din radacina de primula
etc);

e Materii tanante — au structura chimica de derivati polifenolici condensati. Sunt astringente si
au rol hemostatic datorita precipitarii proteinelor extracelulare, dar si efect antimicrobian (ex. in
fructele de afin, frunze de stejar, salcie etc);

e Uleiurile volatile (eterice) — compusi liposolubili, volatili, cu miros aromat. Au actiune
antiseptica si spasmolitica (ex. uleiul de menta, cimbrisor, eucalipt etc);

¢ Substantele mucilaginoase — compusi cu structura polizaharidica, ce formeaza cu apa solutii
coloidale véscoase, realizand o pelicula protectoare la suprafata mucoaselor (ex. in nalba etc).

Clasificarea substantelor medicamentoase se bazeaza pe diferite criterii:
- Regiunea actiunii (ex. glicozide cardiotonice, neurotonice etc)
- Mecanismul de actiune (anticolinesterazice, inhibitori ai monoaminooxidazei etc)
- Originea lor biologica (preparate vitaminice, hormonale, enzimatice etc)
- Continutul de elemente chimice (preparate de sodiu, potasiu, calciu, iod etc)
- Structura chimica (derivati ai acidului barbituric, ai piridinei etc)
- Mecanismul de actiune (remedii curarizante cu actiune depolarizanta sau antidepolarizanta)
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- Modul de actiune (anticoagulante directe sau indirecte)
- Sursa de obtinere (preparate din degetel, strofant, lacramioara etc).

Substantele medicamentoase cu actiune antimicrobiand si antiparazitard se clasifica, de
obicei, dupa spectrul de actiune (antibiotice, antituberculoase, antifungice, antihelmintice etc) ori
dupa particularitatile de intrebuintare (antiseptice, dezinfectante, chimioterapice propriu-zise) etc.
Pentru prevenirea unor boli se intrebuinteaza remediile dezinfectante, vitamine si chimioterapice
propriu-zise. Chimiprofilactice precum atovaquona, clorochina, doxiciclina, meflochinona sunt
utilizate In chimioterapia preventiva a bolilor infectioase precum tuberculoza, malaria, infectia
HIV-SIDA, maladia COVID-19.

Tn scopuri curative, substante medicamentoase pot fi folosite pentru tratamentul
medicamentos simptomatic, etiologic si patogenetic. Spre exemplu, in cazul bolilor infectioase:

o Tratamentul etiologic include masurile destinate anihilarii agentului patogen sau a toxinelor
eliberate de acesta. Se diferentiaza:

- tratamentul etiotrop propriu-zis: antibacterian, antiviral, antimicotic;
- tratamentul adjuvant pentru imunitate: stimularea organismului pentru a produce anticorpi
specifici.

e Tratamentul patogenetic presupune toate masurile necesare combaterii unor efecte induse de
agentul patogen si corectarii unor insuficiente sau dezechilibre majore, cum ar fi: farmacoterapia
antiinflamatoare, anticonvulsiva, depletiva, reechilibrarea hidroelectrolitica, acido-bazica,
cardiotonica etc.

e Tratamentul simptomatic urmareste combaterea sindromului algic (antialgice), a hiperpirexiei
(antitermice), atenuarea tusei (inhibitori centrali), sedare (sedative) etc.

e Tratamentul igienico-dietetic cuprinde repaosul la pat, regimul alimentar (hidro-lacto-zaharat,
hiposodat, hipoglucidic, hipoproteic), individualizat.

2. Calea de administrare. Se alege in functie de biodisponibilitatea substantei
medicamentoase, viteza de actiune dorit, durata tratamentului, numarul de doze zilnice. In functie
de tipul de boala, tipul de bolnav, varsta bolnavului, situarea tratamentului conditioneaza activitatea
medicamentului, durata de actiune, stabilitatea, procedeul de fabricare si control precum si
materialele si articolele de conditionat.

3. Forma farmaceutici depinde de calea de administrare. Existd mai multe tipuri de
formulari pentru fiecare cale de administrare, iar diferite formulari duc la diferite forme
farmaceutice. Acestea sunt destinate anumitor afectiuni, pentru diferifi pacienti si determina
alegerea substantelor auxiliare. Substantele auxiliare principale determina starea fizicd a formularii
si tipul de forma farmaceutica:

- Forme cu eliberarea imediata (forma dispare in cateva minute de la administrare);

- Formele orale cu eliberare controlatd (forma se mentine in timpul trecerii prin tractul
gastrointestinal sau numai printr-o parte a lui);

- Formele ultradispersate — ultramicroeterogene (forma traverseaza, chiar in cantitati mici,
mucoasa intestinala).

4. Substantele auxiliare. Substantele auxiliare sunt materii prime farmaceutice, inerte din
punct de vedere famacologic, care intra in compozitia unui medicament, in proportie diferita de cea
a substantei active. Pot fi de origine naturala, de semisinteza sau sinteza si sunt destinate spre a
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aduce substanta medicamentoasa in forma farmaceutica apta de a fi administrata bolnavului, avand
rolul de a transporta medicamentul pana la locul de actiune (in caz ideal fara a interveni in procesul
de absorbtie). Subtantele auxiliare inscrise Tn farmacopee corespund fie unei entitati chimice
definite (apa distilata, alcool, glicerol, amidon, lactoza etc), fie unui amestec mai mult sau mai putin
complex (lanolina, vaselina, ceara etc). Numeroase substante auxiliare sunt utilizate la fabricarea
medicamentelor. Unele constituie partea esentialad in realizarea unei forme farmaceutice, constituind
solventul, vehiculul sau excipientul. Altele asigura unele calitati ale formei farmaceutice si intervin
n prevenirea degradarii acesteia, cum sunt adjuvantii si aditivii. In general nu se poate obtine forma
farmaceutica fara substante auxiliare.

Pentru fiecare substanta activa este necesara elaborarea unor forme farmaceutice adecvate,
cu efect terapeutic optim, in conditiile in care trebuiesc asigurate:
- Omogenitatea;
- Stabilitatea fizico-chimica si microbiologica;
- Administrarea usoara;
- Biodisponibilitatea optima;
- Efecte secundare minime;
- Pret de cost scazut.

Pe fondul unor caracteristici nedorite ale substanfei medicamentoase pot aparea:
- Absorbtie nesigur;
- Raspandire in Intreg organismul;
- Actiune prea rapida;
- Degradare la nivel local, hepatic etc;
- Intoleranta gastrica;
- Inactivarea medicamentului prin modificari fizico-chimice la nivelul tractului gastro-intestinal.

Ca si conditie, substantele auxiliare trebuie sa fie inerte din punct de vedere farmacologic
fata de substantele medicamentoase, materialele de conditionare si organismul uman. In caz contar,
ele pot influenta forma farmaceutica, stabilitatea, biodisponibilitatea si toxicitatea. Substantele
auxiliare indeplinesc multiple functii, precum realizarea unei bune tolerante si absorbtii, evitarea
alterarii si o mai buna complianta terapeutica. Substantele auxiliare un rol pasiv chimic si in sens
reglementar, insa intervin activ pe plan cinetic, clinic, tehnologic, comercial, legal:

A. Pe plan cinetic, este cazul promotorilor de absorbtie care maresc biodisponibilitatea substantelor

active prin urmatoarele procedee:

- Amelioreaza eliberarea substantelor active (agenti tensioactivi, lactoza, compusi hidrofili,
polividona, polietilenglicolii);

- Favorizeaza dizolvarea (ciclodextrinele prin formarea de compusi de incluziune) si cresc viteza
de dizolvare a substantelor active;

- Cresc absorbtia substantelor active;

- Favorizeaza pasajul transmembranar (agenti tensioactivi, chelatanti).

B. Pe plan clinic, substantele auxiliare sunt active la nivel biologic, farmacologic, imunologic si

psihologic.
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C. Pe plan tehnologic, productia industriald a medicamentelor si marketingului unei intreprinderi
depind de aportul tehnologic al substantelor auxiliare. Acestea se clasifica in urmatoarele grupe de
substante auxiliare:

- Substante auxiliare cu actiune diluant;

- Substante auxiliare care actioneaza datorita tensiunii superficiale

- Substante auxiliare care actioneaza datorita capacitatii lor de gonflare;

- Substante auxiliare care actioneaza datoritd higroscopicitatii;

- Substante auxiliare cu solubilitate selectiva in sucurile gastro-intestinale;

- Substante auxiliare care actioneaza datorita tensiunii de vapori;

- Substante auxiliare care actioneaza datorita sarcinii electrostatice;

- Substante auxiliare care actioneaza asupra stabilitatii fizico-chimice, biologice si microbiologice;
- Substante auxiliare cu rol de corector al caracterelor organoleptice.

D. Pe plan comercial, substantele auxiliare au rol in cresterea productivitatii si Tmbunatatirea
compliantei terapeutice. Spre exemplu, reducerea impactului ecologic prin inlocuirea freonului cu
alti agenti 1n sistemele de aerosolizare.

E. Pe plan legal, se impune ca substantele auxiliare sa fie trecuta pe etichetd, iar reactiile adverse,
efectul placebo, efectul nocebo si aparitia prin fenomene psihologice de simptome neplacute dupa
administrarea unui medicament sa fie documentate.

F. Pe plan actual se proiecteaza noi excipienti, atidt ca variante multiple de excipienti (amidon
modificat), asocieri de excipienti (formule sau amestecuri precum zahar/amidon/dextrine), dar si noi
substante auxiliare (biopolimeri). Modalitatile de testare au evoluat spre noi explorari toxicologice,
de biocompatibilitate, hemocompatibilitate si imunocompatibilitate. In viitor, actiunea substantelor
auxiliare va fi dirijatd asupra timpului pentru eliberarea dozei terapeutice, a locului de actiune si a
actiunii in sine.

5. Procedeul de fabricare si de control. Procesul tehnologic farmaceutic constituie
succesiunea de etape in care substantele medicamentoase si substantele auxiliare adecvate sunt
transformate prin operatii farmaceutice in forma farmaceutica corespunzatoare, introduse Tntr-un
recipient de conditionare si ambalaj specific. Consta practic in transformarile succesive la care sunt
supuse materiile prime. Tipul de materii prime, proprietatile fizico-chimice si tehnologice ale
acestora, modul de formulare prin asocierea mai multor materii prime, proportiile si interactiunile
acestora sunt foarte importante pentru dezvoltarea unui medicament adecvat scopului terapeutic
urmarit. Pentru evidentierea unor dificultati si identificarea procedeelor neadaptabile la substanta
farmaceutica luata in lucru, Se evalueaza diferentele intre caracteristicile teoretice ale formei
farmaceutice si caracteristicile sale reale.

6. Materialele si articolele de conditionare realizeaza conditionarea primara si
conditionarea secundara. Recipientul de condifionare primara trebuie sa indeplineasca cateva norme
de calitate: sa fie rezistent la un domeniu larg de temperatura si de umiditate, sa protejeze de
influenta luminii, sa aiba o rezistentd mecanica adecvata, sa impiedice patrunderea de lichide si
gaze, sa nu reactioneze fizic sau chimic cu medicamentele pentru a nu altera puritatea, calitatea,
sterilitatea, continutul in substanta medicamentoasa. Materialul care vine in contact direct cu
medicamentul are urmatoarele roluri: protector (izoleaza si pastreazd medicamentul in timp),
functional (faciliteaza utilizarea), de identificare si de informare (denumire, indicatii de utilizare,
precautii etc).
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Recipientul de conditionare secundara (ambalajul) este de cele mai multe ori realizat din
carton inscriptionat, nevand influentd directd asupra stabilitatii si conservarii. Permite manipularea,
transportul, identificarea si informarea bolnavului cu privire la continut (Leucuta 2007; Popovici si
Lupuleasa 2001; 2009).

Planurile experimentale. Toate variabilele de formulare si preparare conduc la anumite
caracteristici ale preparatului medicamentos. Numarul mare de variabile sugereaza si numarul mare
de experimentdri necesare pentru a identifica varianta optimd, prin urmare utilizarea planurilor
experimentale i optimizarea formularii sunt foarte importante. Diversitatea formelor farmaceutice
este mare, proprietatile acestora, desi respectd condifiile generale de calitate, prezintd si
particularitati cu diferente semnificative intre doud medicamente. Prin urmare si formularea unor
forme farmaceutice diferite este diferita.

Inainte de inceperea experimentirii este nevoie de o decizie asupra testelor care trebuie
efectuate, de o strategie experimentald. Debutul studiului presupune un plan de lucru, prin
conceperea designului experimental, a proiectului experimental. Obiectivele unui studiu
experimental pot fi de:

e Screening, pentru determinarea factorilor care influenteaza fenomenul studiat;

e Comparare, cu scopul de a identifica daca un factor influenteaza semnificativ raspunsul;

e Optimizare, pentru a determina influenta fiecarui factor, interactiunile dintre factori, efectele
si forma raspunsului care a fost investigat.

Este necesar sa se foloseasca metode care tin de planuri experimentale si metode de
optimizare pentru a alege eficient experimentele care trebuie realizate si pentru a obtine informatii
de incredere si coerente. Acest mod de abordare este tot mai mult utilizat astdzi in cercetarea si
dezvoltarea formularii farmaceutice in scopul prepararii in mod rational, stiintific si economic a
medicamentelor. Esenta planurilor experimentale consta in planificarea inteligenta a determindrilor
experimentale si analiza statisticd a rezultatelor, in vederea obtinerii unui model matematic cu
ajutorul caruia se poate prezice evolutia raspunsurilor in domeniul experimental studiat. Un proces
experimental, inclusiv formularea unui medicament, parcurge urmatoarele etape:

1. Definirea problemei

2. Alegerea factorilor care se cerceteaza si a nivelului de variatie a acestora (variabilele
independente)

3. Alegerea raspunsurilor convenabile (variabilele dependente)

4. Selectarea planului experimental, respectiv a modelului

5. Realizarea determinarilor experimentale si obtinerea datelor

6. Analiza datelor si interpretarea rezultatelor experimentale

7. Concluzii.

In functie de strategia adoptata, studiul unui fenomen se poate realiza in model clasic sau
adoptand o strategie noud, care presupune utilizarea planurilor experimentale. In metoda clasici se
fixeaza nivelul tuturor variabilelor, cu exceptia uneia. Metoda planurilor experimentale presupune
modificarea nivelului tuturor factorilor, dar in mod programat si justificat. Avantajele acestei
metode sunt:

e Reducerea numarului de determinari

e Posibilitatea studierii unui mare numar de factori
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¢ Posibilitatea decelarii unor eventuale interactiuni Intre factori
e Posibilitatea gasirii unor valori optime
¢ Obtinerea unei precizii mai bune a rezultatelor

e Optimizarea si modelarea rezultatelor (Leucuta 2011).

1. Optimizarea formularii face parte din etapa de dezvoltare preclinica. Tehnologia
farmaceutica moderna vizeaza doua scopuri: aducerea intacta a substantei active la locul de actiune
in organism si realizarea profilului de eliberare optimd a substantei active pentru a-si exercita
A. Modularea proprietatilor biofarmaceutice ale substantelor active
B. Adaptarea formularii si a formei farmaceutice administrate
C. Modificarea mediului din compartimentele organismului

Optimizarea proprietatilor biofarmaceutice reprezinta o problema de interes deosebit pentru
designul modern al unui medicament. Proprietatile biofarmaceutice ale substantelor sunt proprietati
fizico-chimice si biologice care determind acceptarea medicamentului de citre bolnav, dar au
implicatie si in farmacocinetica. Modularea proprietatilor bio-fizico-farmaceutice au impus trei
tipuri de substante medicamentoase:

1. Derivatii bioreversibili analogi se obtin prin modificari de schelet si/sau prin
introducerea sau eliminarea in/din molecula unei substante medicamentoase de substituenti, fara
modificarea efectului biologic in cazul in care relatia structura-activitate permite acest tip de
modulare. Aceasta face ca noile preparate sa aiba acelasi tip specific de actiune ca si substanta de
baza, dar sa manifeste un comportament farmacocinetic diferit.

2. Promedicamentele sunt substante biologic active rezultate prin modularea structuri
chimice a substantelor de bazd. Au activitate biologicd numai in vivo, pe cale enzimatica sau
neenzimatica. Sunt realizati cu scopul de a inlatura unele proprietati nedorite ale substantelor cum
ar fi gustul amar, inducerea iritabilitatii, solubilitate redusa, absorbtia si/sau stabilitatea redusa.

3. Derivatii hibrizi constituie un grup intermediar intre cei analogi si promedicamente, ce
cuprinde substante medicamentoase mai putin active a cdaror activitate este potentatd prin
metabolizare in vivo. Apartin categoriei derivatilor analogi pentru ca isi pastreaza actiunea specifica
prin metabolizare si sunt partial prodroguri intrucat potentarea actiuni lor are loc in vivo, enzimatic
sau neenzimatic.

Optimizarea nu are un sens absolut, ci are scopul de a realiza cea mai buna formulare in
conditiile existentei unor restrictii. Un medicament trebuie si aiba o forma farmaceutica care sa
furnizeze o doza corecta de substantd medicamentoasa activa terapeutic, biodisponibila, stabila si sa
dispuna de o prezentare agreabila.

Formularea urmareste citeva obiective Tn ceea ce priveste medicamentul: sd corespunda
scopului, sa fie lipsit de toxicitate, neiritant, spre a fi acceptat de pacient. Un concept actual n
cercetarea si productia de medicamente 1l reprezintd acela de calitate prin design. Calitatea nu se
asigurd doar prin determinarea in produsul finit, ci ea trebuie conferitd pe parcursul formularii i
prepararii acestuia. Productia industriald a medicamentelor se face aplicdind Regulile de buna
practica de fabricatie (GMP) si impune responsabilitati farmaceutice prin documente ce dovedesc
validarea tuturor proceselor (Leucuta 2011).
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2.2. Obtinerea actiunii terapeutice

Tn paralel cu aportul tehnologiei farmaceutice in definirea biofarmaciei, farmacologia, prin
farmacocinetica si farmacodinamie, 1si aduce contributia la evaluarea raspunsului terapeutic dupa
administrarea medicamentului Tn organism. Biofarmacia este stiinta care se ocupa cu studiul
factorilor ce influenteaza biodisponibilitatea medicamentelor. Biodisponibilitatea reprezinta
concentratia de substantd medicamentoasa nemodificata existenta prin formarea curbei plasmatice
ca urmare a corelatiei intre nivelul substantei in sange si actiunea terapeutica. Orice produs
medicamentos este sustinut in existenta lui de doua etape:

1. Realizarea medicamentului pornind de la substanta medicamentoasa caracterizata
fizico-chimic si farmacologic, prin preformulare, formulare si preparare intr-o forma farmaceutica
sau sistem terapeutic, utilizand o tehnologie adecvata, ambalare §i pastrare corespunzitoare;

2. Obtinerea actiunii terapeutice dupa administrarea medicamentului printr-o absorbtie si
biodisponibilitate conforma cu obiectivele stabilite in faza de formulare si preparare.

Actiunea terapeutica a medicamentelor depinde in mare masura de concentratia lor Tn organe
si tesuturi. Aceasta este determinata atat de doza de substante medicamentoase, cat si de absorbtia si
distribuirea in tesuturi si organe, inclusiv depozitarea, transformarea biologica si eliminarea din
organism. In afard de acestea, actiunea substantelor medicamentoase este conditionata de efectele
biochimice si fiziologice care apar in organism sub influenta medicamentului, datorita localizarii
acestuia si mecanismului de actiune. Actiunea substantelor medicamentoase depinde, de asemenea,
de sensibilitatea organismului la medicamente, de varstd, sex si de multi factori genetici, precum si
de ritmul biologic. Efectul substantelor medicamentoase este determinat si de starea functionalad
(patologica si fiziologicd) a organelor si sistemelor, calea de administrare a substantelor
medicamentoase, forma medicamentoasa, interactiunea medicamentelor, interactiunea substantelor
medicamentoase cu continutul tubului digestiv etc (Figura 1).

calea de administrare a SM - interactiunea medicamentelor
forma medicamentoasa = interactiunea SM cu tubul digestiv

starea functionala

varsta, sex, factori ey s
(patologicé si fiziologicé)

genetici, ritm biologic

— mecanism de actiune |
sensibilitatea

organismului - — efecte
Actiuneaterapeuticaa SM |\ biochimice

si
t fiziologice

concentratia in organe si tesuturi

eliminarea
doza

absorbgia transformarea biologica

distribuirea (inclusiv depozitarea)

Figura 1. Factorii ce influenteaza realizarea actiunii terapeutice a substantei medicamentoase (SM).
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De la administrarea medicamentului pana la aparitia efectului terapeutic au loc in organism
0 serie de faze succesive: biofarmaceutica, farmacocinetica si farmacodinamie.

1. Faza biofarmaceutica are ca obiectiv eliberarea substantei medicamentoase si dizolvarea
acesteia in lichidul biologic. Sistemul de clasificare biofarmaceutica (BCS) se bazeaza pe
determinarea procesului care controleaza viteza de absorbtie a substantei medicamentose si implicit
solubilitatea, viteza de dizolvare si permeabilitatea prin membrana intestinala. Exista patru tipuri de
substante medicamentoase:

a)Clasa | BCS - solubilitate si permeabilitate inalte, foarte bine absorbite in organism;
b)Clasa Il BCS - solubilitate redusa si permeabilitate inalta;

c)Clasa Il BCS - solubilitate inalta si permeabilitate redusa;

d) Clasa IV BCS - solubilitate si permeabilitate scazute.

2. Faza farmacocineticd cuprinde evolutia substantei medicamentoase in organism,
reprezentdnd modificarile cantitative si calitative in timp, In procesele de absorbtie, distributie,
metabolizare si eliminare (ADME):

o Absorbtia reprezinta trecerea substanei medicamentoase in circulatia sanguina;

e Distributia in circuitul sanguin poate favoriza legarea de proteinele plasmatice, cu consecinte

.....

Tn exprimarea corecta a biodisponibilitatii;

e Metabolizarea in organism in cadrul unor procese biochimice determind modificarea
proprietatilor fizico-chimice si farmacodinamice;

¢ Eliminarea substantei medicamentoase din organism se face sub forma de metaboliti activi
sau inactivi, prin rinichi sau alte cai de eliminare (pulmonar, piele, saliva, glanda mamara).

Procesele ADME prin care trece o substanta medicamentoasa dupa administrarea
medicamentului sunt caracterizate printr-o serie de parametri specifici care asigura stabilirea
dozelor 1in farmacoterapie, biodisponibilitatea substantei medicamentoase dintr-o forma
farmaceutica si reducerea efectelor toxice. Parametrii farmacocinetici sunt reprezentati de:
concentratia plasmatica, viteza de absorbtie, volumul aparent de distributie, eliminarea din sange,
excretia, timpul de Injumatatire al substantei medicamentose.

3. Faza farmacodinamica este reprezentatd de interactiunea moleculelor substantei
medicamentoase cu receptorii si declansarea unor modificari fiziologice cu aparitia efectului
farmacodinamic. Factorii farmacodinamici se refera la locul actiunii, mecanismul de actiune care
determind tipul farmacodinamic, efectul maxim, latenta, durata. Reactivitatea individuala include
organismul Tn contextul factorilor fiziopatologici si a celor dependenti de tipul de administrare,
alimentatie, eventuale interactiuni medicamentoase etc.

2.3. Biodisponibilitate, bioechivalenta si biosuperioritate

Varietatea formelor farmaceutice este determinatd de evolutia conditiilor stiintifice si
tehnice care s-au conformat unor exigente ale terapiei medicamentoase. Postulatul echivalentei, care
prevedea faptul cd doza indicatd pe eticheta medicamentului este si doza absorbita de organism a
fost infirmat de insuccese terapeutice datorate subdozarilor si de accidente datorate supradozarilor.
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Postulatul bioechivalentei stabileste ca doza indicatd pe etichetd nu este egald cu doza absorbitd si
este fondat pe un nou parametru farmaceutic, biodisponibilitatea. Conform acestui postulat pot fi
considerate bioechivalente numai preparatele cu aceeasi biodisponibilitate.

Biodisponibilitatea reprezintd concentratia de substantd medicamentoasa nemodificata
existentd prin formarea curbei plasmatice ca urmare a corelatiei intre nivelul substantei in sange si
actiunea terapeuticd. Prin urmare, biodisponibilitatea este caracterizatd prin doud variabile:
cantitatea relativa de substantd medicamentoasa absorbitd si viteza cu care se produce absorbtia.
Biodisponibilitatea substantelor medicamentoase este in concordanta cu tipul de cedare, dizolvare si
absorbtie, precum si cu forma medicamentului (tipul de administrare). Spre exemplu, in cazul
moleculelor mici cu administrare orala:

a) Biodisponibilitatea solutiilor medicamentoase este mai mare comparativ cu a altor forme
farmaceutice, substanta activa fiind dizolvatd la nivel de molecule si ioni disponibili pentru
absorbtie.

b)Pulberile medicamentoase asigura o viteza de dizolvare mare a substantei active, o absorbtie
si o biodisponibilitate superioara altor forme farmaceutice solide orale.

c)Formele solide administrate pacientilor ca solutie (granulele efervescente) sau suspensie
fluida (granulele pentru suspensii reconstituibile) oferd avantajele unei absorbtii rapide cu
biodisponibilitatea substantei active la nivelul preparatelor lichide.

d)Comprimatele sunt utilizate cu cea mai mare frecventa pentru actiuni terapeutice diferite:
imediata, eliberare si absorbtie acceleratd, actiune prelungitd sau o cedare cu viteza controlatd in
vederea realizdrii unei concentratii constante de substantd activd in sange timp de 24 ore, zile,
saptamani. Gradul de dizolvare si biodisponibilitatea substantei medicamentoase din comprimate
sunt influentate de adjuvanti si aditivi cu rol diluant, liant, dezagregant, lubrifiant, colorant, de
invelisul de acoperire necesar in scopul conservarii, dirijarea substantei active la nivelul intestinului,
prelungirii actiunii etc.

Pentru toate medicamentele, scopul cedarii este de a maximiza eficacitatea terapeutica prin
transportul si eliberarea substantei medicamentoase (pasiv sau activ) la locul tinta din corp si prin
minimizarea acumuldrii in afara tintei a medicamentului. Acest lucru poate fi realizat prin controlul
farmacocineticii, imbunatatirea stabilitatii, reducerea toxicitatii, acumularea medicamentului la
locul tinta si imbunatatirea compleantei. Inovatia in tehnologiile si strategiile de livrare a fost
catalizata de identificarea provocarilor asociate fiecarei clase de molecule bioterapeutice: molecule
mici (proprietati fizico-chimice, solubilitate), proteine si peptide (stabilitate, imunogenitate,
selectivitate pentru tintitd), anticorpi (bariere biologice), acizi nucleici (acces in citosol sau nucleu,
prevenirea insertiei in afara tintei), celule vii (persistenta, viabilitate, fenotip terapeutic, tehnici de
fabricatie). Astfel, strategiile ce conduc la imbunitatirea biodisponibilitatii vizeaza:

a) Modificarea substantei medicamentoase / produsului biofarmaceutic: modificarea gruparilor
functionale, substitutia unor aminoacizi, conjugarea cu diversi liganzi, inclusiv polietilenglicol
(PEG), ingineria genetica, stimularea si diferentierea celulara;

b)Modificarea compartimentului receptor: schimbarea pH-ului, imbunatatirea permeabilitatii,
eludarea sistemului endosomal, imbunatatirea dispersiei, inhibitia clearance-ului moleculei,
normalizarea conditiilor (ex. vascularizatia tumorilor), modelarea microbiomului gazdei;
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Au fost concepute si optimizate diverse sisteme de livrare pentru o cedare tintitd, controlata,
cat mai adecvatd compusului terapeutic: dispozitive de microinjectare, plasturi transdermici, sisteme
cu microparticule cationice, multiparticule, microparticule invelite, nanoparticule, nanoparticule
lipidice, tehnici de microincapsulare, sisteme conjugate anticorp-medicament, dispozitive
intrauterine, implanturi ce oferd eliberare controlatd, inhalatoare, filme polimerice, dispozitive
injectabile, capsule pH-dependente, pansamente impregnate, lentile de contact incarcate cu
substante terapeutice, hidrogel bioactiv. Totusi, bunele practici de fabricatie si principiile
conceptului de calitate prin design sunt dificil de aplicat noilor terapii celulare. Provocarile sunt
date de identificarea atributelor critice care pot fi utilizate pentru a asigura calitatea terapeutica si
functionarea dupa productie. Eforturile de Tmbunatatire a eficacitatii si sigurantei acestor terapii a
condus la noi abordari, precum platformele microfluidice (Vargason si colab. 2021).

Pentru a substitui un medicament cu altul, trebuie ca cele doud sd contind aceeasi
substantd medicamentoasi si si fie bioechivalente. Echivalenta medicamentelor reprezinta un
termen relativ, care compara efectul terapeutic sau un ansamblu de conditii de calitate ale unui
produs cu aceiasi parametri ai altui medicament. Sunt considerate bioechivalente doua preparate
farmaceutice cu substante active echivalente chimic, care administrate la acelasi individ, in aceeasi
posologie, realizeaza concentratii plasmatice si tisulare echivalente in timp (biodisponibilitatea lor
este diferita nesemnificativ, <5%). Cele mai importante tipuri de echivalenta sunt:

e Echivalenta chimica se refera la echivalenta intre medicamentele care contin aceeasi substanta
activa si aceeasi doza, dar forme farmaceutice diferite (ex. pulbere injectabila sau comprimate
filmate);

e Echivalenta farmaceutica reprezintd echivalenta intre medicamentele care contin aceeasi
substanta activa, aceeasi doza si acelasi tip de forma farmaceuticd dar substante auxiliare diferite
si/sau tehnologie diferita de preparare (ex. comprimate filmate, capsule moi, pulbere orala);

e Echivalenta farmacologica se refera la echivalenta intre medicamentele cu acelasi efect
farmacologic, la care substanta activa poate sa fie diferitd. Conditia este ca ambele structuri sa se
metabolizeze in organism la aceeasi structura chimica activa (ex. promedicamentele precum procain
penicilina, cloramfenicol palmitat);

e Echivalenta terapeutica se refera la echivalenta intre medicamentele cu aceeasi eficacitate
terapeutica la acelasi individ, aceeasi doza, indiferent dacd medicamentul prezintd numai
echivalentd chimicd, farmaceutica sau farmacologica;

¢ Echivalenta biologica (bioechivalenta) se refera la echivalenta Tntre medicamentele care au:
echivalenta chimica, echivalenta farmaceutica si biodisponibilitate identica.

Biofarmaceuticele biosimilare bazate pe proteine recombinate pot prezenta diferente
datorate modificarilor post-translationale (fosforilare, glicozilare) si proceselor de fabricatie diferite.
Termenul de biosuperioritate (biobetter) este folosit pentru desemna macromoleculele terapeutice
de noud generatie, care prezintd un sistem de administrare mai eficient al medicamentului, sunt
modificate prin metode chimice (de ex. conjugate cu polietilenglicoli) si / sau proiectate prin
intermediul tehnicilor de biologie moleculara pentru proprietati farmacologice mai bune (activitate
imbunatatita, stabilitate sporita, efecte secundare reduse, imunogenitate scazutd). Prin urmare, in
timp ce un biosimilar reprezinta o versiune generica a biofarmaceuticului original, un produs
biosuperior necesita cercetare si dezvoltare originala, iar costurile sunt semnificativ mai mari.
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3. CONCEPTIA SI DEZVOLTAREA NOILOR MEDICAMENTE

Principalele etape ale conceptici si dezvoltarii medicamentelor (drug discovery and
development) constau in identificarea si validarea tintei terapeutice, selectia moleculei candidat,
crearea si formularea noului medicament, optimizarea produsului, dezvoltarea acestuia si lansarea
pe piatd, iar ulterior urmarirea post-marketing a medicamentului. Tn cazul descoperirii de novo,
intervalul cuprins intre debutul cercetarilor si finalizarea produsului medicamentos pastreaza o
duratd medie de 13-17 ani. Costurile dezvoltarii unui nou medicament sunt in continui crestere, in
prezent fiind estimate la circa 2,6 miliarde de dolari (DiMasi si colab. 2016).

Odata ce un compus a fost identificat ca fiind un potential candidat, se parcurg o
succesiune de etape pentru a dovedi ca noul medicament este sigur si eficient. Toate procesele se
desfagoara conform unor proceduri atent intocmite de catre producator, conform reglementarilor in
vigoare, si sunt atent monitorizate de autorititile abilitate. In general, se estimeazi ci din circa
10.000 de molecule testate, doar 3-5 ating faza de cercetare clinica si una singura ajunge pe piatd
sub forma unui nou medicament.

Descoperirea de noi medicamente este motivata de o nevoie clinica nesatisfacutd generata de
o boald sau o stare clinicd ce nu dispune de produse medicale adecvate. Cercetarea initiala
genereaza date pentru a dezvolta o ipotezd conform careia inhibarea sau activarea unei proteine sau
a unei cai va duce la un efect terapeutic. Rezultatul acestei activitdti este selectarea unei tinte
biologice a medicamentului (drug target). Genomica si proteomica au realizat progrese
considerabile 1n ultimii ani, numarul total de posibile tinte terapeutice fiind estimat la peste 3.000
(Oprea si colab. 2018). Dupa realizarea metodologiilor necesare de testare si validarea suplimentara
a tintei biologice se obtin biblioteci de compusi candidati la dezvoltare, pentru a identifica
compusi hit si apoi lead. Compusul candidat va progresa in cercetarea preclinica si, daca va avea
succes, in dezvoltarea clinicd, iar in cele din urmd va primi aprobare si va fi un medicament
comercializat. Entitdtile implicate in descoperirea si dezvoltarea unui medicament sunt reprezentate
de componenta academicd, cea industriala si de organizatiile comerciale de cercetare (Contract
Research Organizations).

3.1. Etapele cercetarii si devoltarii medicamentelor

Succesiunea etapelor implicate in conceptia si dezvoltarea unui nou medicament este
urmatoarea:

1. Identificarea si validarea tintei terapeutice (drug target). Tinta medicamentului
reprezintd locul de legare a compusului terapeutic, pe baza recunoasterii moleculare. Este o
molecula din corp (de obicei 0 gena, un transcript ARN sau o proteind) intrinsec asociata unei boli
si care ar putea fi abordati de un medicament pentru a produce un efect terapeutic dorit. In cazul
bolilor infectioase, tinta este localizata fie in agentul infectios, fie in corpul gazdei. Cele mai
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comune exemple de tinte terapeutice proteice sunt receptorii (de ex. receptorii cuplati cu proteine G
- G protein-coupled receptors, GPCRs, ce constituie circa 50% din tintele biologice), enzime,
molecule de transport, canale ionice, tubuline, imunofiline. Ideea pentru o tinta poate proveni dintr-
0 varietate de surse, fiind de regula generata de cercetari academice, dar si clinice sau din sectorul
comercial. Cercetarile recente iTn domeniul patologiei permit descifrarea mecanismelor biologice si
biochimice ale bolii, ingustand astfel directiile de sondare in scopul identificarii principiilor active.
Validarea moleculei {intd este facilitatd de secventierea si descifrarea mecanismelor genelor
implicate in starea patologica. Se investigheaza eventualele asociatii intre secventele genelor si
exprimarea acestora, respectiv aparifia unor proteine modificate.

2. Selectia compusilor candidat (candidate selection). Metodele traditionale de
identificare de noi principii active se bazeaza pe screeningul cu randament sporit (high throughput
screening, HTS) al unui mare numar de surse naturale de compusi bioactivi, prin testarea unor
compusi utili cu proprietati mai mult sau mai putin cunoscute si pe investigarea unor molecule
chimic similare unora cu efect terapeutic cunoscut, intervenindu-se cu modificarea configuratiei
moleculare. Prelucrarea bioinformatica si extragerea informatiilor din bazele de date biomedicale au
condus la cresterea randamentului in identificarea moleculelor candidat.

3. Identificarea si testarea compusilor promitatori (hit-to-lead). Un compus hit este cel
care manifesta activitatea dorita, iar aceasta se confirma la retestare. Un compus lead este definit ca
un hit confirmat de mai multe teste in vitro si, daca este posibil, in vivo, intr-un mod care arata o
activitate relevanta din punct de vedere biologic, care se coreleaza cu tinta (Hughes si colab. 2011).
Compusul lead trebuiec sa dovedeasca o relatie structura-activitate, prin urmare demonstreaza
asocierea fintei biologice cu un potential nou medicament. Se verificd multiple optiuni de compusi
asemandtori, cu structura chimicd usor modificatd, pentru a obtine o interactiune optima receptor-
ligand, deci o afinitate biologica in sensul maximizarii efectului terapeutic.

4. Optimizarea candidatului principal (lead optimization) este etapa in care fiecare
dintre moleculele promitatoare este tesatata in vitro si in vivo (pe rozatoare), analizandu-se
proprietatile fizice, chimice si biologice: relatia structurd-functie, potenta, farmacocinetica
exploratorie, metabolizarea, toxicologia exploratorie. In urma acestor etape se va selecta varianta
celui mai bun medicament potential sau medicament candidat (candidate drug). Fabricarea
loturilor in vederea dezvoltarii preclinice se realizeaza in statii pilot.

5. Dezvoltarea si testarea preclinica (preclinical research). Odata identificat un candidat

lead, debuteaza un program tipic de dezvoltare preclinica ce consta in sase directii majore:

a) Fabricarea substantei medicamentoase;

b)Preformulare si formulare (designul dozelor);

c) Dezvoltarea si validarea metodelor analitice si bioanalitice;

d)Studierea metabolismului si farmacocinetica;

e) Analiza toxicologica (siguranta, toxicologie genetica si farmacologie de sigurantd);

f) Fabricarea si documentarea bunelor practici de fabricatie (GMP) a produselor
medicamentoase pentru utilizare in studiile clinice.

Aceste activitdti sunt rareori distincte si secventiale, mai degraba sunt interconectate si
deseori simultane, rezultatele fiecarei activitati informand celelalte etape pe masura ce
medicamentul candidat progreseazd prin caracterizare si optimizare (Steinmetz si Spack 2009).
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Datele esentiale ale cercetarii si dezvoltarii preclinice efectuate asupra noului medicament, in
timpul perioadei de concepere si formulare se centralizeaza in trei dosare: farmaceutic,
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farmacologic si toxicologic. Acestea contin urmatoarele informatii:

|. Dosarul farmaceutic:

Date chimice, analitice si farmaceutice

- Specificatii relative la fiecare substantd medicamentoasa si auxiliara

- Specificatii relative la fiecare forma farmaceutica

- Descrierea procedeului de fabricare: controlul materiilor prime (substante medicamentoase,
substante auxiliare, materiale de conditionare), controlul produsului finit (norma de calitate),

descrierea conditiilor de depozitare
- Recipiente
- Stabilitate

- Cercetari de biodisponibilitate pentru substanta activa si forma farmaceutica

- Interactiuni medicamentoase

I1. Dosarul farmacologic preclinic:
- Farmacocinetica (profil ADME)

o

© O O O 0O O O O

(@]

eliberare

absorbtie

concentratie sanguina
concentratie plasmatica
legare de proteine
distributie
biotransformare
eliminare

cinetica la doze repetate
mod de administrare la om
timp de injumatatire

- Farmacodinamie

o

o O O O

efecte pe animale sanatoase, pe organismul intreg si pe organe
metode utilizate 1 animale de experienta

efecte farmacologice importante

efecte adverse previzibile

doza letala la 50% din animalele pe care s-a efectuat testarea
comparatii calitative cu alte produse cu aceleasi efecte

I11. Dosarul toxicologic preclinic:
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Toxicitate acuta

Toxicitate cronica

Toleranta locala

Cercetari speciale de toxicologie
Efecte asupra reproducerii

Efect cancerigen, mutagen, teratogen
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Pe baza acestor trei dosare preclinice autoritatile sanitare decid daca medicamentul poate fi
testat pe om. O atentie speciald se acorda in cazul in care produsul medicamentos este testat pentru
prima oara pe om (first time in humans, FTIH studies). Cele trei dosare, impreuna cu Norma de
calitate (controlul produselor) si Monografia (descrierea ce se include in farmacopee) trebuie sa
permita controlul loturilor de materii prime, control produsului finit si explorarea cailor de obtinere
a materiilor prime si a metodelor de fabricare mai eficiente. Spre finalul acestei etape are loc
fabricarea loturilor pentru cercetarea clinica.

6. Inaintarea documentatiei pentru medicamente inovatoare (Investigational New

Drug, IND Application). Atunci cand este cazul unui medicament inovator, documentatia obtinuta
este organizatd intr-o aplicatie pentru un nou medicament investigat care, conform cerintelor
autoritatilor va contine urmatoarele:

e Formularul de aplicatie catre autoritatea competenta

e Planul general de investigatii

e Brosura investigatorului
Protocolul

Datele chimice, de fabricatie si controlul calitatii

Datele farmacologice si toxicologice
Datele privind administrarea la om

7. Cercetarea clinica (clinical research) se desfasoara in cadrul studiilor clinice (clinical
trials). Un studiu clinic este un proiect de cercetare care determina eficacitatea, tolerabilitatea si
siguranta medicamentului candidat care va deveni un nou medicament. Studiile implica initial
subiecti voluntari umani sanatosi, iar apoi pacienti ce prezinta boala careia i se adreseaza candidatul
cercetat. Studiile clinice se desfasoara numai in spitale, universitati, cabinete sau clinici medicale
acreditate pentru activitatea de cercetare. Simultan desfasurarii cercetarilor clinice se face trecerea
de la productia pilot la productia pe scara larga si sunt produse industrial primele loturi ale
medicamentului. Se perfecteazd metodele tehnologice prin testare si validare.

Etapele unui studiu clinic:

A. Studii clinice in faza I (phase I clinical trials) se desfasoara pe efective de 20-100 de
voluntari sanatosi pentru a aduna informatii despre siguranta, efecte adverse si un interval sigur al
dozajului.

B. Studii clinice in faza Il (phase Il clinical trials) inroleaza efective de 100-500 de
voluntari (subiecti susceptibili sau care manifestd boala céreia i1 se adreseaza noua terapie) pentru a
evalua eficacitatea medicamentului, de regula comparativ cu un compus placebo (pe cohorte de
subiecti/pacienti), si pentru a aduna informatii despre siguranta (stabilirea efectelor secundare).

C. Studii clinice in faza 11 (phase 111 clinical trials) se desfasoara pe efective de 1.000-
5.000 de voluntari cu scopul de a confirma eficacitatea medicamentului, de a monitoriza efectele
secundare, de a compara efectele cu cele ale altor medicamente similare si de a colecta informatii
pentru o administrare in condifii de sigurantd a pacientilor. Studiile din aceasta faza sunt studii
clinice controlate (comparate cu un standard, care este fie un placebo, fie un alt produs
medicamentos existent de piata).
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D. Studii post marketing (post-marketing studies) vizeaza utilizarea terapeutica (atat
preautorizare cat si postautorizare). Sunt tot studii controlate, conduse in acord cu conditiile
descrise in autorizatia de punere pe piatd. Se urmareste evaluarea eficacitatii, reactiile adverse pe
termen lung si farmacocinetica specifica.

8. Tnaintarea documentatiei citre autorititi (Submission to regulatory agencies) in
scopul obtinerii licentei de scoatere pe piatd. Preliminar demararii studiului clinic se Tnainteaza
autoritatilor din tarile unde se testeaza medicamentul documentatia in scopul obtinerii aprobarii, iar
in cadrul fiecarui studiu se pregateste documentatia continand evidente 1n ceea ce priveste
eficacitatea, tolerabilitatea, siguranta si imunogenicitatea (in cazul vaccinurilor si al medicamentelor
bazate pe proteine).

9. Lansarea medicamentului spre comercializare (drug marketing) este conditionata de
obtinerea brevetului de inventie si a autorizatiilor necesare pentru productie si punere pe piata.

Din punct de vedere comercial, se disting trei etape in ciclul de viati al unui nou
medicament:
I. Etapa de cercetare si dezvoltare, pana la lansarea pe piata;
Il. Perioada dintre lansare si pierderea exclusivitdtii (de ex. expirarea brevetului de inventie);
I1l. Perioada ulterioara pierderii exclusivitatii, cind medicamentele generice pot intra pe piata.

Un studiu clinic este important prin scopul lui initial, acela de a demonstra calitatatile
terapeutice ale unor noi medicamente. Fara realizarea unor studii pe cohorte reprezentative nu pot fi
obtinute date corecte si masurabile privind efectele terapeutice, indicatiile si reactiile adverse. Odata
parcurse toate fazele studiilor clinice, medicamentul poate fi aprobat, lansat si prescris in conditii de
siguranta. Un studiu clinic este important si pentru prestigiul cercetatorilor si a personalului medical
care participa la realizarea lui, a tarilor in care se desfasoara, dar este cel mai important pentru
pacientii care urmeaza sa beneficieze de medicamentul studiat. Cercetarea clinica se realizeaza in
principal in tarile dezvoltate deoarece conditiile de desfasurare sunt foarte stricte si implica o
pregatire speciala pentru medici/cercetatori si foarte multa seriozitate din partea pacientilor. Aceste
cercetari se bazeazd pe o disciplinda a investigatorilor dar si a pacientilor in ceea ce priveste
respectarea tuturor regulilor impuse privind administrarea medicatiei si colectarea rezultatelor.

In initierea, demararea, realizarea, inchiderea si publicarea unui studiu clinic sunt implicati
numerosi factori de decizie si multiple echipe ce executa sarcini prestabilite:
- Sponsor
- Manager Cerectare — Dezvoltare (Clinical Research & Development Manager)
- Manager al studiului (Global Study Manager)
- Siguranta (Safety)
- Farmacovigilenta (Pharmacovigilence)
- Reglementare (Regulatory Affairs)
- Statistica (Statistical)
- TIntocmire si redactare documentatie (Scientific Writing)
- Monitorizare studii (Clinical Research Associates)
- Investigatori (Investigators) si personal medical din centrele de desfasurare a studiului
- Publicare, diseminare (Publishing, Web Disclosure, Publication Writing)
- Arhivare (Archiving)
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Conceptia si caracterizarea anchetelor permit o clasificare a studiilor clinice in functie de
diferite criterii. Dupa obiectivul urmarit, studiile clinice pot fi:
- Descriptive — emit ipoteze prin colectarea datelor la nivel de populatie sau indivizi;
- Analitice — demonstreaza ipotezele, fie observational fie experimental.

Dupa relatia temporala dintre initierea studiului si efectul studiat:

- Prospective — se bazeaza pe o colectie de date de expunere (date de referintd) de la subiecti
recrutati Tnainte de dezvoltarea rezultatelor de interes. Metodele de monitorizare includ interviuri
telefonice, interviuri fata in fatd, examindri fizice, teste medicale/de laborator si chestionare
online sau trimise prin posta,

- Retrospective — se identifica expunerea in trecutul subiectului si aduna rezultate folosind arhive
si date istorice.

Dupa directia temporala, studiile clinice sunt concepute ca:

- Anchete transversale (cross-sectional study) — studiile de prevalenta sau cele ecologice masoara
rezultatul si expunerea simultan, intr-o populatie bine definitd, permitdnd masurarea fortei
asociatiei epidemiologice exprimate prin raportul cotelor (0dds ratio);

- Anchete longitudinale — implica observatia continua si repetatd a aceleiasi variabile pentru 0
anumitd perioada de timp. Pot include anchete transversale repetate, studii prospective sau
retrospective.

Din punct de vedere al administrarii unui medicament, studiile clinice pot fi:
- Interventionale sau experimentale — studii prospective care presupun alocarea pacientilor la
doud sau mai multe grupuri de tratament si respectiv de control;
- Neinterventionale sau observationale — studii care presupun observarea pacientilor, se
desfasoara prospectiv sau retrospectiv, si in care metoda de studiu nu isi propune sa altereze sau
sd influenteze comportamentul pacientului sau al practicianului.

In general, selectia subiectilor si alocarea tratamentui se realizeazi prin randomizare
(alocare intamplatoare asistatd de computer). Randomizarea este o tehnicd care se foloseste cu
scopul de scadere a erorii sistematice (bias). Orice factor care distorsioneaza natura adevarata a
unui eveniment sau a unei observatii, influentand rezultatele, poarti numele de bias. In investigatiile
clinice, bias reprezinta orice factor sistematic, altul decat cel investigat (medicamentul testat), care
modificd magnitudinea diferentei observate intre rezultatele obtinute in grupul de tratament si
respectiv in grupul martor. Bias-ul micsoreaza acuratetea (nu in mod obligatoriu si precizia) unei
observatii. Bias-ul se refera de asemenea si la punctul de vedere prejudiciat sau partial al unui
investigator/cercetator, si poate afecta interpretarea. Tehnica dublu orb (double blinded) este cel mai
des folosita pentru a diminua acest bias.

Studiile clinice pot fi concepute si din punct de vedere al transparentei alocarii
tratamentului, definit de conceptul de blinding:
- Studiul deschis (open study) este acela in care si investigatorul si pacientul cunosc tratamentul
alocat;
- Studiul orb (blind study) se foloseste in studiile clinice unde alocarea in grupul de control sau de
tratament nu este divulgata pacientilor si / sau investigatorilor.
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Aceasta tehnicd elimind posibilitatea ca rdspunsul pacientului la tratament sau
comportamentul investigatorului sa se modifice in functie de alocare si sa afecteze rezultatele
studiului. Metoda nu poate fi practicata intotdeauna (ex. cand se administreaza medicamente cu
formulare diferita, cand se compara un tratament medicamentos cu unul chirurgical), dar ar trebui
folosita ori de cate ori este posibil si este compatibila cu ingrijirea optima a pacientului. Un studiu
simplu orb este cel in care grupul de alocare este ascuns numai pacientului; un studiu dublu orb
este cel in care nici pacientii nici investigatorii nu cunosc carui grup au fost alocati voluntarii din
studiu.

Studiile clinice pot fi concepute ca:

- Anchete de cohorti (cohort study), ce dovedesc existenta si masoara forta unei asociatii
epidemiologice intr-un grup de subiecti care au o caracteristica definitorie, permitand
generalizari de tip cauzal;

- Anchete caz-martor sau caz-control (case-control study) studiaza siguranta si eficacitatea
substantei terapeutice, dovedesc asociatii epidemiologice, verifica validitatea unor ipoteze pe
doua loturi de subiecti: lotul cazurilor si lotul martor. Pot include in vederea compararii bolnavi /
non-bolnavi, subiecti expusi / neexpusi etc. Presupune administrarea tratamentului experimental
in grupul cazurilor si administrarea altui tratament existent, administrarea medicatiei placebo sau
neadministrarea vreunui tratament in grupul martor.

La conceperea unui studiu clinic sunt evaluate avantajele si dezavantajele fiecarui tip de
design, optimizandu-se obtinerea de date relevante prin prognoza statistica. Cel mai simplu, mai
putin costisitor si mai bogat in rezultate este studiul controlat, randomizat, dublu orb si cu
grupuri paralele.

Documentatia studiului clinic. Studiile clinice desfagoara activitafi cu scopul obtinerii de
rezultate cu un inalt grad de acuratete si credibilitate. Drepturile, siguranta si confidentialitatea
subiectilor participanti in cercetarea clinica sunt respectate si protejate. Studiile clinice se planifica
detaliat pentru perioade de zeci de ani, specificandu-se precis calendarul ce contine datele de
incepere sau finalizare a diverselor etape. Respectarea acestor termene este esenfiala intrucat
anumite procese fie decurg unele din altele, fie trebuie sd survind la intervale reglementate legal.
Orice intarziere de o zi poate atrage dupa sine costuri uriase generate de rectificarea documentelor,
penalitati din partea autoritatilor si chiar riscul invalidarii studiului clinic. Doua astfel de termene au
o importanta speciala: inrolarea primului subiect (first subject first visit) si colectarea datelor de la
ultimul voluntar (last subject last visit). Intrucat studiile se desfasoara in unul sau mai multe centre
din una sau mai multe tari, datele personale ale pacientilor (date de identificare personala, date
medicale etc) circula prin sisteme informatice securizate.

Documentatia care se intocmeste in cadrul unui studiu clinic include urmatoarele:

e Protocol — document care descrie obiectivele, proiectul, metodologia, aspectele statistice si
organizarea unui studiu clinic. Termenul inglobeaza versiunile succesive ale protocolului si
modificarile acestuia;

e Consimtamant informat (informed consent form) — document de inrolare a subiectilor ce
contine exprimarea in mod liber si voluntar de cétre un subiect a vointei sale de a participa intr-un
anumit studiu clinic, dupa ce a fost informat cu privire la toate aspectele legate de studiul clinic care

42



Conceptia si dezvoltarea noilor medicamente

sunt relevante pentru decizia subiectului privind participarea sau, in cazul minorilor si al subiectilor
aflati in incapacitate, un acord din partea reprezentantului legal privind participarea la studiul clinic;

e Brosura investigatorului (investigator’s brochure) — culegere de date clinice si non-clinice
privind medicamentul desemnat pentru investigatie clinica, care sunt relevante pentru studiul
acestor medicamente n cazul utilizarii la om;

e Manual de procedura a studiului (study procedure manual) — toate informatiile si indicatiile
necesare personalului la centrele de desfasurare a studiului;

e Formular de raportare a cazului (case report form, CRF, eCRF) — fisa in care se
documenteaza toate informatiile care se colecteazd conform protocolului, la nivel individual,
inclusiv despre efecetele adverse;

e Raport statistic (statistical report) — centralizarea rezultatelor studiului si analiza statisticd a
acestora;

e Raport al studiului clinic (study report) — raport privind studiul clinic prezentat intr-un
format usor accesibil, elaborat in conformitate cu reglementarile in vigoare, si care poate insoti o
cerere pentru autorizatia de lansare pe piata, daca este cazul.

Documentul central care guvernecaza desfasurarea studiului si stabileste toate activitatile
derulate Tn cadrul unui studiu clinic este protocolul. in protocol sunt prezentate informatii privind:
scopul cercetarii, conditiile privind includerea pacientilor in studiu, programarea alocarii
medicamentului §i eventual a testelor, metodele si tratamentele, dozajele, perioada pe care se
desfasoara studiul si metodele de raportare. De asemenea, precizeaza modul in care se va realiza
testarea ipotezei, adicd modalitatea de analizd si interpretare a rezultatelor studiului. Aceasta
implica stabilirea probabilitatii ca observarea unui efect la tratament sd fi aparut numai datorita
intamplarii, daca ipoteza specificata se dovedeste adevarata. De regula se testeaza ipoteza nula, care
este formulatd Tnainte de inceperea sudiului si presupune ca interventia din studiu nu are un efect
real / adevarat. Testarea ipotezei prin derularea unor teste de semnificatie se foloseste pentru a
determina daci ipoteza nula este sau nu respinsa. In acest scop se realizeaza in prealabil un plan de
analiza statistica (Statistical analysis plan), care precizeaza clar detalii despre alocarea subiectilor,
colectarea si analiza datelor, metodele de interpretare statistica si raportare a rezultatelor, criteriile
statistice (puterea studiului, dimensiunea grupurilor analizate, gradul de incertitudine). Semnificatia
statisticd, magnitudinea efectului si numarul pacientilor inrolati in grupuri/cohorte sunt luate in
calcul pentru a defini puterea studiului, la un anumit interval de confidenta a rezultatelor. De
asmenea, protocolul trebuie sa prezinte clar criteriile de includere si excludere a pacientilor in
studiu, precum: varsta, tipul si severitatea afectiunii, istoricul medical, starea medicald la momentul
inrolarii. Voluntarii inclusi in studiu beneficiaza de un examen medical amanungit care poate
include si diverse analize medicale.

Consimtamantul informat al subiectului cuprinde detalii despre studiu si terapia studiata,
incluzand: motivul pentru care se desfasoara studiul, obiectivul, modul de desfasurare, perioada de
timp, riscurile implicate si beneficiile asteptate. Inainte de semnarea consimtamantului informat se
ofera toate clarificarile necesare pentru ca subiectii sa le poata evalua si sa decida participarea lor Tn
studiu. Subiectii se pot retrage din studiu oricand. Participantii sunt informati in prealabil asupra
medicatiei administrate, inclusiv a medicatiei de tip placebo.
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Monitorizarea progresului in studiile clinice este realizata de specialisti ce supravegheaza
siguranta medicamentului si probabilitatea aparitiei efectelor adverse. Acestea pot include efecte
secundare datorate medicatiei sau de alt tip (interactiuni medicamentoase), sau evenimente diverse
care ar putea sau nu sa aiba legatura cu compusul candidat (cum ar fi de exemplu o raceala, o
fractura etc). La sfarsitul studiului, medicul evalueaza probabilitatea ca medicamentul investigat sa
fi cauzat efectele adverse §i realizeaza o clasificare de posibil / probabil / improbabil. Majoritatea
studiilor permit pacientului sa ia si alte medicatii standard pentru tratarea unor afectiuni existente
sau aparute pe durata studiului: antihipertensive, antibiotice, atipiretice, antiinflamatoare etc. Aceste
decizii sunt luate insa doar impreuna cu medicul investigator, pentru a nu intra in conflict cu
protocolul studiului.

Beneficiile si riscurile participarii sunt mentionate in formularul de consimtamant informat
si sunt explicate subiectilor inainte de inrolare. Beneficiul primar al participarii intr-un studiu clinic
este accesul la un tratament nou si posibil eficient. Totusi, tratamentul s-ar putea sa nu fie eficient
pentru anumite persoane, s-ar putea sa dureze mult pana sa apara rezultatele pozitive sau ar putea sa
aiba efecte secundare care sd nu poatd fi tolerate de participant. Pe langa accesul la terapia
inovativa, participarea Intr-un studiu clinic ajutd societatea, prin contributia la cercetarea medicala
si dezvoltarea de noi tratamente mai sigure si mai eficiente utile pentru o intreagd comunitate de
pacienti.

Ca recomandari inainte de inrolarea intr-un studiu clinic, este important sa fie consultat medicul

de familie si sa fie luate in considerare urmatoarele:

- Care sunt drepturile si obligatiile participantului Tntr-un studiu clinic?

- Subiectul voluntar va plati ca sa participe in studiul clinic?

- Voluntarul va primi compensatii pentru participare?

- Ce fel de tratamente, proceduri si/sau teste se vor administra in timpul testarii? Vor fi dureroase
sau inconfortabile?

- Cat va dura testarea?

- Participantul poate urma tratamentul obisnuit (daca este cazul) pe perioada testarii? Ce
tratamente, proceduri sau medicamente trebuie evitate in timpul studiului?

- Care sunt riscurile si beneficiile pe termen scurt, intermediar si lung?

- Subiectul poate ramane la acest tratament si dupa ce se termina testarea?

Raportul studiului clinic integreaza intr-un singur document descrierea, prezentarea si
analiza clinica si statistica, realizand 0 prezentare a studiului clinic efectuat pe subiecti umani, cu
sau fara administrarea unui produs in scop terapeutic, profilactic sau de diagnostic. Raportul
prezinta obiectivele studiului, planul investigational cu eventualele deviatii, datele demografice,
rezultatele eficacitatii, sigurantei si imunogenicitatii, dupa caz, si respectiv concluziile studiului
clinic, anexand toate documentele relevante generate pe durata studiului.

Date despre studiile clinice continute in protocol, cat si rezultatele studiilor clinice devin
publice. Pe langa site-urile companiilor farmaceutice, principalele domenii web unde se
inregistreaza si se disemineaza informatiile din studii clinice sunt:

www.clinicaltrials.gov

https://eudract.ema.europa.eu/

www.clinicalstudyresults.org
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www.ISRCTN.org
www.trialregister.nl
http://www.who.int/ictrp/network/primary/en/

Datele esentiale ale cercetdrilor efectuate asupra noului medicament, in timpul perioadei de
concepere si formulare privitoare la studiile tehnologice si analitice, de farmacocinetica si
biodisponibilitate, posologia stabilitd in functie de limitele terapeutice, considerente tehnologice si
economice precum si rezultatele studiilor clinice se centralizeaza in patru dosare: cele trei dosare
preclinice (farmaceutic, farmacologic, toxicologic) si dosarul clinic. Prin urmare, rezultatele
cercetarilor clinice sunt incluse in dosarul clinic, care contine datele testelor clinice, informatii
despre efectele terapeutice, mecanismul de actiune si efectele adverse ale medicamentului candidat.

Impreuni cu cele trei dosare preclinice, dosarul clinic este inaintat autoritatilor. Rezultatele
studiilor de cercetare si dezvoltare a unui nou medicament conduc in final la stabilirea formulei
definitive a noului medicament, obtinerea brevetului de inventie, obtinerea autorizatiei de fabricatie
si de introducere in terapie. Cercetarea si dezvoltarea medicamentelor, desfasurarea studiilor
preclinice si clinice se realizeazd in conformitate cu legislatia si ghidurile de bund practica in
vigoare.

3.2. Reglemetari legale

Pentru a putea fi demarat in Romania, un studiu clinic are nevoie de aprobarea a doua foruri
nationale: Agentia Nationald a Medicamentului si Dispozitivelor Medicale (ANMDM) si
Comisia Nationald de Bioetici a Medicamentului si Dispozitivelor Medicale (CNBMDM).
Legislatia care guverneaza derularea studiilor clinice este bazatd pe un set de reglementari numite
Reguli de Buna Practica in Studiul Clinic (Good Clinical Practice, GCP), conform principiilor
Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) din cadrul European Medicines Agency
(EMA) si ale International Conference of Harmonization of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH). Acestea asigura protectia drepturilor,
siguranta si starea de bine a voluntarilor sau pacientilor inclusi in studiu.

Reglementari internationale:
1. Declaratia pentru drepturile omului de la Helsinki, modificata;
2. Ghidul GCP, conform principiilor CHMP si ale ICH.

Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) este comitetul EMA
responsabil pentru medicamentele destinate uzului uman. CHMP joacd un rol vital in autorizarea
medicamentelor in Uniunea Europeana. In cadrul procedurii centralizate, CHMP este responsabil
de:

e Evaluarea initiala a cererilor de autorizatie de introducere pe piatd;

e Evaluarea modificarilor sau extensiilor la o autorizatie existenta;

e Emiterea de recomandari catre Comisia Europeana pentru modificdri ale autorizatiei de
introducere pe piata a unui medicament, suspendarea sau retragerea acestuia de pe piatd, atunci cand
este necesar.
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De asemenea, CHMP evalueaza documentatia medicamentelor autorizate la nivel national,
trimisa citre EMA pentru o pozitie armonizati in intreaga UE. In plus, CHMP si grupurile sale de
lucru contribuie la dezvoltarea medicamentelor si a reglementérii medicamentelor, prin:

e Furnizarea de consiliere stiintificd companiilor care cerceteaza si dezvolta noi medicamente;

e Pregatirea ghidurilor stiintifice si a ghidurilor de reglementare pentru a ajuta companiile
farmaceutice sd pregdteascd cereri de autorizatie de introducere pe piatd pentru medicamentele
umane;

e Cooperarea cu parteneri internationali in ceea ce priveste armonizarea cerintelor si
reglementarilor legale.

International Conference of Harmonization of Technical requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) este o organizatie internationald creata pentru a aduce o
armonizare a aspectelor stiintifice si tehnice a inregistrarii medicamentelor pe plan mondial. A fost
infiintata in aprilie 1990 la intdlnirea reprezentantilor agentiilor de reglementare si a asociatiilor
industriale din UE, Japonia si SUA. Ultimele modificari in structura ICH au fost aplicate in anul
2015, iar Tn prezent organizatia include 17 membri si 32 de observatori internationali. Membri
fondatori ai ICH: European Commission of EU, European Federation of Pharmaceutical
Industries’ Associations, Ministry of Health, Labor and Welfare, Japan, Japan Pharmaceutical
Manufacturers Association, US FDA, Pharmaceutical Research and Manufacturers of America.
Observatori in cadrul ICH: WHO, International Federation of Pharmaceutical Manufacturers
Association. ICH a evoluat spre a face fata dezvoltarii globale a industriei farmaceutice, in scopul
armonizarii internationale, emitand ghiduri ce servesc siguranta, eficacitatea si inalta calitate a
produselor farmaceutice.

European Medicines Agency este un organism descentralizat al UE, cu sediul la Londra,
care are resposabilitatea de a asigura respectarea sanatatii publice si a sdnatdfii animalelor prin
evaluarea si supervizarea medicamentelor de uz uman si veterinar. EMA este raspunzatoare de
evaluarea stiinfifica si aprobarea pentru comercializare a medicamentelor in Uniunea Europeana
printr-o procedura centralizatd. Companiile care obtin autorizatia de introducere pe piatd a
produselor lor dupa evaluarea de catre EMA, pot comercializa aceste produse Tn UE si statele EEA
EFTA (Islanda, Liechtenstein si Norvegia). Toate produsele medicale de uz uman si veterinar
obtinute prin biotehnologii sau alte procese biotehnologice trebuie sa fie aprobate prin
procedura centralizata pentru a putea fi comercializate. De asemenea EMA monitorizeaza
constant siguranta medicamentelor aflate pe piatd prin reteaua de farmacovigilenta si ia masurile
necesare de interzicere a comercializirii atunci cind efectele adverse ale unui medicament
depasesc beneficiile sale terapeutice si pun in pericol sanatatea si viata pacientilor. Agentia
concentreaza resursele stiintifice a 40 de autoritati competente nationale din 30 de tari membre UE
(printre care si ANMDM Romania) si tarile EEA EFTA, adica peste 4.000 de experti europeni.
EMA contribuie la colaborarile internationale UE de colaborare cu Farmacopeea Europeana, WHO,
ICH etc.

Promovarea dezvoltarii si comercializarii biofarmaceuticelor obtinute prin tehnologii
avansate pentru terapii genetice si celulare necesitd finantare, dar si claritate si armonizare a
reglementarii. Schema de finantare Innovative Medicines Initiative a UE colaboreaza cu European
Federation of Pharmaceutical Industries and Associations (EFPIA) pentru identificarea ariilor
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strategice, realizdnd investitii in tehnologii promitatoare emergente. Platforme precum PRIME,
Priority Medicines a EMA, Breakthrough Therapy si Regenerative Medicine Advanced Therapy
Designation a FDA au fost create pentru a sustine un astfel de efort prin consiliere stiintifica si
evaluare acceleratd. Implementarea lor vizeaza medicamentele prioritare, obtinute prin tehnologii de
ultima generatie, cu dovezi clinice care indica potential in tratarea unor boli grave care nu dispun de
tratament sau care oferd avantaje terapeutice comparativ cu produsele existente.

Agentia Nationalda a Medicamentului si Dispozitivelor Medicale din Romania are

misiunea de a contribui la protejarea si promovarea sanatatii publice prin:

e Evaluarea documentatiei de autorizare in vederea introducerii pe piatd a unor medicamente
destinate uzului uman sigure si eficiente;

e Supravegherea sigurantei medicamentelor de uz uman aflate in circuitul terapeutic prin
activitatea de inspectie si farmacovigilenta;

e Asigurarea pentru pacienti si personalul medico-sanitar a accesului la informatii utile si
corecte;

e Asigurarea eficacitatii si eficientei administrative a institutiei si a transparentei practicilor si
procedurilor utilizate.

Efectele secundare ale medicamentelor au inceput sa fie studiate din anul 1952. Multe tari
au autoritati ce monitorizeaza atent siguranta pacientilor si eventualele reactii: Uppsala Monitoring
Centre al WHO, European Medicines Agency (EMA) a Uniunii Europene (UE), Food and Drug
Administration (FDA) in SUA, Therapeutic Goods Administration in Australia etc. Siguranta
pacientilor este atent monitorizata, iar in sistemul de farmacovigilenta pacientii, cadrele medicale si
companiile farmaceutice trebuie sa raporteze toate efectele secundare suspectate la autoritatea de
reglementare a medicamentelor din tara lor. In Romania, pe site-ul ANMDM existi optiunea de
raportare directa online (https://www.anm.ro/medicamente-de-uz-uman/farmacovigilenta/raporteaza
-0-reactie-adversa/). EMA realizeaza o monitorizare centralizata a sigurantei medicamentelor pe tot
parcursul ciclului lor de viata, transmite rapoarte Comisiei Europene si actualizeaza anual lista
medicamentelor de uz uman care fac obiectul unei monitorizari suplimentare. Informatiile despre
efectele secundare raportate sunt disponibile publicului in baza europeana de date privind rapoartele
despre reactiile adverse suspectate la medicamente.

3.3. Medicamente biosimilare

Primele biofarmaceutice au intrat pe piatd in anii 1970, iar ulterior numarul de brevete
eliberate a crescut exponential. Odata cu expirarea numeroaselor brevete pentru produsele biologice
de top, intre anii 2012 si 2019, a crescut interesul pentru productia de produse farmaceutice
biosimilare. Comparativ cu substantele active din medicamentele generice traditionale, care sunt
molecule mici, identice din punct de vedere al activitatii chimice, produsele biologice prezintd in
modificarile proceselor de fabricatie, biofarmaceuticele biosimilare prezintad variabilitate fatd de
cele originale. Totusi, siguranta si performantele clinice atat ale medicamentului original, cat si ale
biofarmaceuticelor biosimilare trebuie sa ramana echivalente.
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Inca din anul 2003, EMA a introdus o platformi a produselor medicinale biologice
similare. Tn 2009, WHO a publicat Guidelines on evaluation of similar biotherapeutic products.
Scopul acestei orientari este de a furniza o norma internationald pentru evaluarea produselor
biosimilare cu un grad ridicat de similitudine cu un medicament de referintd deja autorizat pentru
medicina bioterapeutica. UE a fost prima care a dezvoltat un cadru legal si stiintific pentru
aprobarea medicamentelor biosimilare. Tntre anii 2006 si 2020, EMA a acordat autorizatii de
introducere pe piata pentru mai mult de 50 de produse, prima fiind somatropina biosimilara. Primul
biosimilar al unui anticorp monoclonal aprobat la nivel mondial a fost cel al infliximabului din UE,
n 2013. Tn anul 2009 a fost introdusa de catre FDA reglementarea Pathway for biosimilars act, iar
Tn 2015 a fost aprobat primul produs biosimilar in SUA, filgrastim-sndz (Zarxio, Sandoz). O lista a
biofarmaceuticelor biosimilare aprobate n UE:
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/field_ema_web_categories
%253Aname_field/Human/ema_group_types/ema_medicine/field_ema_med_status/authorised36/e
ma_medicine_types/field_ema_med_biosimilar/search_api_aggregation_ema_medicine_types/field
_ema_med_biosimilar

3.4. Medicamente orfane

Bolile rare ereditare sunt cauzate de mutatii ale genelor ce apar cu o frecventa scazuta, de
multe ori necunoscutd, pentru multe dintre ele incidenta fiind de sub 1:1.000.000 de persoane.
Bolile rare sunt insa numeroase, se apreciaza ca peste 7.000 de boli rare afecteaza céteva sute de
milioane de pacienti, probabil 10% din populatie (Mendell si colab. 2021). Asa-numitele
medicamente orfane se folosesc pentru a trata boli care sunt atat de rare, Tncat sponsorii au rezerve
sd le dezvolte in conditii obignuite de marketing, deoarece dimensiunile reduse ale pietii careia se
adreseaza nu permite companiilor farmaceutice sa-si recupereze capitalul investit in cercetare si Tn
dezvoltarea produsului. Pe de alta parte, pacientii cu boli rare nu pot sa nu beneficieze de progresele
facute de stiinta si farmacoterapie, ei avand aceleasi drepturi la tratament ca orice pacient. Pentru a
stimula cercetarea si dezvoltarea in domeniul medicamentelor orfane, autorititile publice au
implementat stimulente pentru industria biotehnologiilor farmaceutice. Debutul a fost Tn anul 1983
in Statele Unite ale Americii cu adoptarea Actului Medicamentului Orfan, urmata de Japonia si
Australia in 1993 si respectiv 1997. UE a urmat in anul 1999 prin implementarea unei politici
comune privind medicamentele orfane n statele membre.

Regulamente Europene privind medicamentele orfane (Regulamentul EC 141/2000, EC
847/2000) stabilesc prevederile pentru aplicarea criteriilor de desemnare ca orfan, precum si
definirea conceptelor de ,produs medicinal similar” si ,superioritate clinicd”. Numai
medicamentele pentru uz uman pot fi desemnate ca medicamente orfane. Prin urmare, termenul nu
se refera la medicamente veterinare, dispozitive medicale, suplimente nutritive si produse dietetice.
Medicamentele desemnate ca orfane sunt incluse Tn Registrul Comunitar pentru Produse

Medicinale Orfane.

Acordarea autorizatiei pentru un medicament nu inseamna ca acesta este disponibil n toate
tarile Uniunii Europene. Detinatorul autorizatiei de comercializare trebuie sa decida inainte statusul
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comercializarii In cadrul fiecarei tari si apoi medicamentul va urma procedurile necesare in fiecare
tard pentru a stabili conditiile de decontare si pretul sau. In ciuda eforturilor reunite, heterogenitatea
abordarilor in diferite tari face ca accesul pacientilor la medicamente orfane sa fie mai complex si
uneori ingreunat de birocratie. Descriere a politicii europene in domeniul bolilor rare si al
medicamentelor orfane poate fi gasita pe website-ul Comisiei Europene, iar lista de medicamente
orfane disponibile in UE este actualizata lunar in reteaua Orphanet. Orphanet mai asigura acces la
informatii privind medicamentele orfane in curs de dezvoltare (desemnate ca orfane si trialuri
clinice) sau deja disponibile pe piata, informatii clasificate pe categorii de boli, tip de produs, nume
de substanta, nume de sponsor si tara. Lista medicamentelor orfane disponibile in UE:
http://www.orpha.net/orphacom/cahiers/docs/GB/list_of _orphan_drugs_in_europe.pdf

3.5. Rentabilizarea dezvoltarii de noi medicamente

Principalele dificultati in dezvoltarea medicamentelor sunt cele de timp indelungat, costuri
uriase si rate de succes scazute. Intervalul de timp necesar cercetarii si dezvoltarii de novo a unui
produs medicamentos este de 13-17 ani. In prezent, cheltuielile totale, incluzand aprobarea
comercializarii si studiile post-marketing sunt estimate la 2,6 miliarde de dolari (DiMasi si colab.
2016). Analiza datelor existente indica o dublare la fiecare noud ani a costurilor asociate cercetarii,
dezvoltarii si introducerii pe piata a unui nou medicament (Scanell si colab. 2012). Paradoxal, desi
progresele stiintifice, tehnologice si manageriale ar trebui sd sporeasca eficienta in acest domeniu,
dezvoltarea noilor medicamente ar putea deveni nesustenabila din punct de vedere financiar.
Productivitatea cercetirii in sectorul farmaceutic a scizut semnificativ in ultimele decenii,
implicand termene mai lungi, costuri mai mari si rate mai mici de succes ale compusilor candidat.
Printre solutiile practicate pentru a rentabiliza dezvoltarea de noi medicamente se identificd mai
multe strategii.

1. Repozitionarea pentru noi indicatii terapeutice a medicamentelor aflate deja pe piata.
Avantajul major al acestei abordari este cd, pentru un medicament existent, sunt disponibile atat
informatii preclinice, cat si profiluri clinice (farmacocinetice, farmacodinamice si de toxicitate),
reducandu-se astfel riscul de dezvoltare. In consecinti, compusul medicamentos poate intra rapid in
studiile clinice de stadiu tarziu (late clinical studies). Tn prezent, aproximativ 30% din
medicamentele nou aprobate sunt medicamente repozitionate. Tehnica experimentald este depasita
de cea computerizata, denumita ,,in silico drug repurposing” (Park 2019). Exemple de medicamente
repozitionate pentru noi indicatii sunt multiple, cum ar fi:

e Acidul acetilsalicilic (analgezic, antipiretic, antiinflamator traditional, cunoscut sub
denumirea comerciald de Aspirind, a fost repozitionat cu scopul inhibarii agregarii plachetare, ca
Aspenter).

e In prezent, in terapia anti-COVID-19 sunt evaluate si chiar utilizate citeva medicamente
pentru care a fost observat un efect clinic pozitiv, fiind cercetate pentru indicatie in infectiile cu
virusul SARS-CoV-2:

- Sulfatul de hidroxiclorochina (Plaquenil, Sanofi-Aventis) este un medicament antiinflamator
indicat in tratamentul poliartritei reumatoide dar si pentru prevenirea si tratamentul atacurilor
acute de malarie produsa de Plasmodium sp.;
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- Lopinavir/Ritonavir (Mylan) reprezinta un complex antiretroviral prescris pentru controlul
infectiei cu HIV;

- Tocilizumab (RoActemra, Roche) este un anticorp monoclonal umanizat IgG1 anti-receptor
uman al interleukinei-6 (IL-6), obtinut prin tehnologia ADN recombinat in celule ovariene de
hamster chinezesc (CHO), indicat in tratamentul poliartritei reumatoide;

- Remdesivir este un antiviral analog de nucleotide dezvoltat ca tratament pentru boala virala
Ebola si infectiile cu virusul Marburg;

- Azitromicina este un antibiotic cu actiune antiinflamatoare;

- Fenofibratul este un compus hipolipemiant.

2. Identificarea de noi tinte biologice. Analizadnd medicamentele inovatoare care au pimit
aprobare de comercializare in anul 2018, 13 dintre acestea au mecanisme de actiune ce nu sunt
modulate de medicamentele existente anterior. Sase dintre noile tinte medicamentoase sunt din
familii de proteine deja utilizate: kinaze (2), receptori cuplati cu proteina G, GPCR (1), enzime (2)
si transportori (1). Patru medicamente bazate pe anticorpi monoclonali (mAb) vizeaza proteinele
secretate (un factor de crestere, un factor de coagulare, o citokind si o peptidd neurotransmitator).
Doua proteine sunt de origine virala. Din perspectiva farmacoterapeutica, oncologia, tulburarile
hematologice si bolile infectioase au castigat fiecare cate trei tinte noi:

e Larotrectinib, primul medicament care vizeaza receptorul kinazelor tropomiozinei, este si
primul medicament aprobat ce a fost dezvoltat special pentru o indicatie tumor-agnostica.

e Caplacizumab vizeaza factorul von Willebrand, fiind primul nanoanticorp (single domain
antibody sau nanobody) care a primit aprobare pentru tratarea purpurei trombotice trombocitopenice
dobandite.

e Ibalizumab, un anticorp monoclonal care vizeaza co-receptorul CD4 utilizat de HIV pentru a
intra in celulele T, este primul produs biologic aprobat pentru infectia cu HIV (Ursu si colab. 2019).

O tintd inovativa o reprezintd MP, o enzima cheie a coronavirusurilor cu rol esential in
medierea replicdrii si transcrierii virale, ce a devenit astfel o tinta atractivda a medicamentelor anti-
SARS-CoV-2. Un screening cu randament sporit pe 10.000 de compusi ca inhibitori ai MP a inclus
medicamente aprobate, candidati la medicamente in studiile clinice si alti compusi activi
farmacologic. Sase dintre acesti compusi au inhibat MP, iar unul (ebselen) a prezentat, de
asemenea, activitate antivirala promitatoare in testele celulare (Jin si colab. 2020).

3. Dezvoltarea de noi tehnici pentru descoperirea tintelor inovative. Tehnologia de
editare genetica CRISPR-Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) va
interveni pe viitor in multiple etape ale cercetarii si devoltarii medicamentelor, accelerand intreg
procesul:

e Pentru identificarea si validarea ftintei terapeutice, tehnologia CRISPR-Cas permite
identificarea functiei unor gene. Realizarea unor substitutii, deletii, inversii precise conduce la
modificarea informatiei genetice intr-un anumit locus si implicit corectia sau inactivarea functiei
unei gene (gene knock-in si respectiv gene knock-out).

e In HTS, faciliteazi generarea de celule cu mutatii specifice, pentru identificarea compusilor
hit.
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e Efectele terapeutice ale compusilor hit sunt testate si validate in linii de celule izogene precum
celulele stem pluripotente induse, iar variabilitatea genetica asociata bolii este generata cu ajutorul
CRISP-Cas.

e Identificarea si optimizarea compusilor lead implica tehnologia CRISPR-Cas pentru obtinerea
modelelor celulare si animale necesare studiilor profilelor ADME, de siguranta si toxicologie (Scott
2018; Enzmann si Wronski 2019).
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4. BIOPROCESE CU IMPLICATII iN INDUSTRIA
FARMACEUTICA

Cunoasterea stiintifica si strategia de dezvoltare economica actuala implica o noua abordare
a fenomenelor, acestea conducand la o adevarata revolutie biotehnologica. In viitor, cea mai mare
parte a industriei farmaceutice se va baza pe produsele biologice si biotehnologice obtinute atat prin
procedee de fermentatie, cat mai ales prin metode specifice ingineriei genetice si biologiei
moleculare, acestea imprimand un salt tehnologic corespunzator. Printre cele mai importante
aplicatii ale biotehnologiilor farmaceutice se numadra biosinteza de antibiotice, vitamine,
aminoacizi, steroizi de semisinteza, substante antivirale, antiparazitare, antitumorale sau agenti
antihiperlipidici. Acestea fac parte din biotehnologia traditionala. In ultimii ani au fost dezvoltate
aplicatii ale biotehnologiilor moderne, care utilizeaza metodele ingineriei genetice i recombindrii
proteinelor in scopul realizdrii unor substante proteice biologic active, precum hormoni, proteine
sangvine, imunoregulatori si imunomodulatori. Ingineria geneticd este consideratd a fi tehnica
ideala capabila sa amelioreze cantitativ si calitativ capacitatea de biosinteza a microorganismelor,
celulelor animale sau vegetale, in scopul obtinerii unor produse utile.

Tehnologia de fabricatie pentru biofarmaceutice poate fi impartita in procese derulate n
amonte si in aval. Procesarea in amonte este definita de cresterea microbiana necesard pentru a
produce biomolecule si implica selectarea liniei celulare, a mediului de cultura, a parametrilor de
crestere si optimizarea procesului pentru a realiza conditii optime cresterii celulelor si productiei
biofarmaceutice. Scopul principal al procesarii in amonte este transformarea substratului n
produsele metabolice dorite. Aceasta necesita conditii controlate si implica utilizarea
bioreactoarelor, ludndu-se in considerare factori precum tipul procesului (lot, in sarje, continuu etc)
temperatura, pH-ul, oxigenarea, sterilizarea materialelor si echipamentelor utilizate si mentinerea
conditiilor pentru prevenirea contaminarii.

Prelucrarea in aval include toate etapele necesare pentru purificarea biomoleculei din
mediul de cultura sau linia celulara producatoare si implica mai multi pasi pentru a captura
biomolecula tintd si pentru a elimina impuritatile legate de celula gazda (proteinele
microorganismului producator sau ale celulei gazdda, ADN etc), impuritatile legate de proces
(tampon, liganzi, antispumant etc) si impuritatile legate de produs (agregate, fragmente etc). Fiecare
etapa de purificare este capabila sa indeparteze una sau mai multe clase de impuritéti. Procesarea in
aval cuprinde de obicei trei etape principale:

A. Recuperarea initiala (extractie sau izolare);

B. Purificarea (indepartarea majoritatii contaminantilor);

C. Finisarea (eliminarea contaminantilor specificati si a formelor nedorite ale biomoleculei tinta
care pot s-au format in timpul izolarii si purificarii) (Jozala si colab. 2016).

Tehnicile prin care celulele procariote sau eurcariote sunt exploatate Tn practica
biotehnologica sunt grupate in doud mari categorii de bioprocese:
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1. Procese fermentative — implica activitatea culturilor de celule, in care fazele de cresere
sunt In corelatie directd cu activitatea metabolica, din catabolismul substratului si din anabolism
rezultdnd biomasa, precum si o serie de metaboliti primari si secundari;

2. Procese de bioconversie (biotransformare) — celulele active din biomasa sau enzimele
produse de acestea participad la conversia substratului, in calitate de biocatalizatori. Produsii
intermediari sau finali ai biotransformarilor se numesc bioderivati.

Metabolitii primari rezultati in urma metabolismului primar sunt compusi cu greutate
moleculard redusd si structurd simpld. Au rol esential in asigurarea cresterii, multiplicarii si
conditioneaza activitatea fiziologica celulard. In conditii biotehnologice sunt sintetizati in cursul
trofofazei (faza de multiplicare exponentiald), in cantitati direct proportionale cu biomasa. Sinteza
este echilibrata, iar superproductia metabolitilor primari este caracteristica tulpinilor industriale.
Exemple: aminoacizi, vitamine, nucleotide, acizi organici, enzime, alcooli.

Metaboliti secundari (idioliti) sunt sintetizati in decursul idiofazei (faza stationard), fiind
compusi cu structurd chimica variatd ce asigurd celulelor active protectie in conditii de stres.
Exemple: antibiotice, alcaloizi, toxine, anticorpi, agenti imunomodulatori si antitumorali, hormoni
de crestere.

Bioderivatii (produsii de bioconversie) sunt produsi intermediari sau finali ai unor
succesiuni de reactii biochimice, catalizate de enzime sau desfasurate in celule active enzimatic,
libere sau imobilizate. Se caracterizeaza prin specificitate ridicata, determinand transformari ale
unor compusi cu structurd chimica definitd. Exemple: antibiotice de semisinteza, steroizi
biotransformati, compusi noi activi din punct de vedere farmacologic, utilizati in tratamentul
maladiilor grave.

Biotehnologia poate interveni intr-o singura etapa a unei cai de sinteza chimica, sau poate
Tnlocui o succesiune de sinteze chimice printr-un singur proces fermentativ sau de bioconversie.
Introducerea unor etape biotehnologice in diagrama de flux a unor sinteze chimice este justificata de
reducerea semnificativa a costurilor de prodictie dar si a poludrii mediului. Spre exemplu,
producerea riboflavinei (vitaminei B2) in sistem clasic presupune combinarea a opt etape de sinteza
chimicd cu biosinteza. Obtinerea riboflavinei cu ajutorul ascomicetelor Ashbya gossipii si
Eremothecium ashbyii, pe cale fermentativa, intr-o singura faza, nu doar ca a simplificat procesul
dar a condus la un randament sporit si la scaderea costurilor de productie cu 40%.

Principalele componente ale unui bioproces sunt: agentul biologic, substratul, produsul
rezultat, aparatura si metodele utilizate.

Numarul agentilor biologici utilizati in bioprocese este in continua crestere: microorganisme
(bacterii, fungi, protozoare, virusuri, bacteriofagi), componente celulare (membrane, protoplasti,
enzime intracelulare), produse extracelulare (enzime, coenzime). De actualitate sunt celulele
vegetale si  animale, microorganismele extremofile, organismele anaerobe, organismele
recombinate, consortiile de microorganisme, agentii biologici imobilizati. Agentii biotehnologici
utilizati In bioconversia substrat-produs sunt in principal microorganismele de tipul bacteriilor si al
micromicetelor. Pentru realizarea unui bioproces, este extrem de importanta concordanta dintre
alegerea agentului biologic si principiul tehnologic. In elaborarea biotehnologiei se parcurg
urmatoarele etape:
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1. lzolarea tulpinilor de microorganisme / liniilor celulare;
2. Selectia tulpinilor / celulelor cu productivitate maxima;
3. Cultivarea pe un mediu adecvat;

4. Izolarea produsului de biosinteza;

5. Stabilirea structurii si a spectrului de utilizare.

Sistemele de cultura ale microorganismelor pot fi:

A. Culturi n sistem finchis: inocularea Tn mediu lichid urmatd de cresterea
microorganismului, fard suplimentarea ulterioard a substratului sau a culturii. Curba de crestere a
microorganismului va inregistra cinci faze: lag, crestere exponentiald, stationarda, declin si
supravietuire. Caz particular: diauxia.

B. Culturi continue: realizate in sistem dinamic, cu volum constant asigurat prin
suplimentarea nutrientilor si indepartarea microorganismelor ajunse in faza de crestere logaritmica.
Densitatea populatiei microbiene si rata de crestere a culturii sunt controlate.

Faza de biosinteza propriu-zisa se realizeaza in echipamente speciale, numite bioreactoare
sau fermentatoare. Proiectarea fermentatorului previne contaminarea dar permite aprovizionarea cu
nutrienti si evacuarea efluentului, din care se va obtine produsul final, in conditi controlate.
Frecvent bioreactoarele sunt prevazute cu sistem de aerare si cu sisteme de agitare.

4.1. Etapele biosintezei

Elaborarea si industrializarea unei tehnologii de biosinteza presupune parcurgerea mai
multor faze ce pornesc de la cercetarile la nivel de laborator, urmate apoi de cele de la nivelul
pilotului si, in final, la nivel industrial. Aceste cercetdri permit transpunerea procedeului de
biosinteza de la o faza la alta, cu optimizarea procesului de biosinteza.

I. Faza de laborator Cercetarile de obtinere a unui produs prin biosinteza incep cu lucrari
de laborator care constau in: izolarea si selectia microorganismelor / organismelor de interes;
intretierea tulpinilor / liniilor celulare cu proprietdtile dorite; conservarea microorganismelor /
celulelor producatoare si realizarea culturilor inocul.

Izolarea si selectia de microorganisme noi sau cunoscute din literatura de specialitate ca
producdtori ai compusului ce urmeazd a fi biosintetizat. Tehnicile utilizate In acest scop sunt
specifice pentru fiecare microorganism, traditionale fiind tehnica dilutiilor si tehnica granulelor de
sol. Microorganismele preluate din diferite habitate sunt cultivate pe medii solide sau lichide, astfel
incat si se evidentieze prin caracteristici fiziologice. In prima etapa se urmireste realizarea unei
culturi pure prin tehnici microbiologice specifice (epuizarea ansei, dilutii succesive), dupa care se
stabileste o metoda de triere adecvata scopului urmarit. De obicei, microorganismele sunt cultivate
in placi Petri, pe medii solidificate cu agar-agar. Mai nou s-au dezvoltat aplicatii imbunatatite
pentru izolarea microorganismelor viabile dar necultivabile (VBNC) si metode de screening cu
randament sporit (HTS).

intretinerea tulpinilor producitoare. Dupi faza de izolare si selectie, tulpinile pure se
supun unor teste de caracterizare dupa criterii morfologice, biochimice, fiziologice, imunologice sau
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toxicologice. Tulpina astfel caracterizatd se inregistreaza intr-0 colectie de microorganisme, in
vederea protejarii sale si a utilizarii ulterioare. Tinand cont ca scopul este de a obtine un anumit
produs la nivel industrial, este necesar ca nivelul biosintezei sa fie ridicat. De aceea se optimizeaza
parametrii de biosinteza, iar tulpina producatoare poate fi supusd unor teste de ameliorare prin
metode clasice (mutageneza) sau moleculare (inginerie genetica si proteica).

Conservarea microorganismelor de interes, atat a tulpinilor parentale, cat si a celor
modificate genetic (mutante sau recombinate) se face prin liofilizare si conservare in azot lichid.
Tulpinile din colectie utilizate Tn biosinteza curentd se pastreaza sub diferite forme, cea mai
frecventa fiind cultura stoc, de la care se initiaza cultura inocul de laborator si apoi se porneste
procesul de biosinteza. Cultura stoc este pastrata la frigider, pe mediu agarizat. Pastrarea pe termen
lung la -80°C sau -170°C se realizeaza prin conservarea suspensiilor celulare in medii de cultura
lichide, suplimentate cu agenti crioprotectori (glicerol).

Realizare culturii de inocul. Inoculul reprezinta o cultura microbiand in curs de
multiplicare pe un substrat nutritiv corespunzator si in anumite conditii specifice de dezvoltare (pH,
temperatura, agitare, acrare). Inoculul constituie materialul de insamantare al mediului de biosinteza
propriu zis, din etapa urmatoare. Transferul culturii inocul in mediul de biosinteza se realizeaza in
conditii aseptice, dupa o perioada de dezvoltare bine stabilita (varsta, cantitate, aspect microscopic).
Tn scopul biosintezei in laborator se utilizeaza fermentatoare care pot avea capacititi de la 1 la 20
litri, in conditii de sterilitate.

Il. Faza de biosinteza pilot se realizeaza Tn bioreactoare, care pot avea diferite capacitati
(de la 20 Ia 500 litri). Faza de biosinteza este precedata de operatii de sterilizare a aparaturii utilizate
si a mediului de cultura stabilit ca fiind optim, la nivel de laborator. Tnceputul fazei de biosinteza
este considerat momentul transferului culturii inocul in mediul de culturd sterilizat si racit la
temperatura de cultivare a microorganismului producator. Cand raportul intre capacitatea de inocul
si cantitatea de mediu de fermentatie (numit raport de inoculare) nu permite pregatirea culturii
inocul in laborator este necesara introducerea unei trepte intermediare de cultivare, denumite cultura
intermediara.

In faza de statie pilot, tehnologia elaborati la nivel de laborator este verificata si optimizata
pe instalatii de biosinteza de capacitate medie. Pe baza datelor de cercetare obtinute la nivel pilot se
elaboreaza procesul tehnologic pilot, dupa care urmeaza o faza de experimentare industriala si apoi
productia propriuzisa a produsului urmarit (enzima, antibiotic etc). Datele furnizate de tehnologia
pilot elaborata constituie elemente de proiectare pentru instalatiile industriale.

I1l1. Faza de productie industriala reprezinta etapa propriu-zisa a biosintezei, ce se
realizeaza 1n bioreactoare de capacitati mari (de la 100 la 100.000 litri), in condifii optimizate in
etapele anterioare. Principalele componente ale bioprocesului sunt atent monitorizate: agentul
biologic, substratul, produsul rezultat, aparatura si metodele utilizate.

Procesul industrial de obtinere a produselor de biosinteza reprezintd o succesiune a etapelor
de prelucrare fizica si biochimica a procesului biotehnologic. Succesiunea fazelor procesului
biotehnologic:

A.Prima treaptd de prelucrare fizicd presupune pregatirea si sterilizarea mediului de culturd,
sterilizarea utiljelor si a aerului tehnologic;
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B. Treapta de prelucrare biochimica este specifica biotehnologiei si constd obtinerea produsului prin
fermentatie aeroba sau anaeroba;

C. A doua treapta de prelucrare fizica presupune operatii de separare a produsului obtinut.
Operatiile treptelor fizice sunt: dizolvarea, sterilizarea, extractia, filtrarea, uscarea, adsorbtia,
cromatografia etc

4.2. Bioprocese de fermentatie

Termenul de fermentatie este consacrat in biotehnologiile industriale, desemnand cresterea
microorganismelor In medii de culturd in bioreactoare, cu scopul obtinerii unor produsi de interes.
Sensul tehnologic nu se suprapune peste sensul fiziologic al fermentatiei, care desemneaza un tip de
respiratie anaeroba (lactica sau alcoolicd). Astfel, microorganismele isi procurd energia necesara
cresterii si dezvoltarii, in absenta oxigenului, prin descompunerea glucidelor pana la produsii finali
caracteristici fiecarui tip de fermentatie (acid lactic in cazul fermentatiei lactice, respectiv etanol in
cazul fermentatiei alcoolice). Etimologic cuvantul fermentatie provine din latinescul fervere care
inseamna a fierbe (Muntean 2013).

Multiplicarea microorganismelor intr-un bioreactor este influentata de o serie de factori de
mediu, cei mai importanti fiind: tipul mediului de cultura, concentratia substratului, calitatea si
cantitatea inoculului, temperatura, pH-ul si rH-ul mediului de biosinteza, concentratia oxigenului
dizolvat si agitarea.

1. Mediile de culturi. in procesele biotehnologice, mediul de culturd constituie suportul
nutritiv sterilizat care permite dezvoltarea si studiul unui microorganism in afara nisei ecologice

eficientei tehnologiei respective. O serie de criterii permit clasificarea mediilor de cultura.

Dupa consistenta:
- Medii lichide;
- Medii solide;
- Medii semisolide.

Dupa compozitie:
- Medii naturale, care contin elemente nutritive de origine vegetala sau animala;
- Medii sintetice, ce contin doar compusi cu structurd chimicd cunoscutad care pot fi dozati in
concentratii fixe i permit repetabilitatea sarjelor.

Dupa tipul respirator al microorganismelor cultivate:
- Medii pentru microorganisme aerobe;
- Medii pentru microorganisme anaerobe.

Dupa scopul si frecventa intrebuintarii:
- Medii de uz curent;

- Medii speciale utilizate in general in studiile de izolare a microorganismelor la nivel de
laborator, ce pot fi la randul lor: elective, selective, de imbogatire, de conservare, de identificare.
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Dupa faza de biosinteza la care este utilizat mediul de cultura:
- Mediu destinat pentru laborator;
- Mediu pentru faza pilot;
- Mediu de cultura industrial.

Dupa destinatia finald a culturii dezvoltate:
- Medii pentru cultura inocul;
- Medii pentru cultura de regim numite si medii de fermentatie sau medii de biosinteza.

In biotehnologie se utilizeazi in mod curent mediile naturale avand la bazi subproduse
agroalimentare, cumr ar fi: srot de floarea soarelui, de soia, melasa, faina de porumb, tarate de grau,
extract de drojdie, extract de porumb. Aceste medii contin in general elemente nutritive necesare
dezvoltarii microorganismelor, la care se adauga de obicei cantitati mici de saruri minerale. Mediile
naturale sunt in general mai ieftine dar prezinta dezavantajul variabilitatii compozitiei, ceea ce nu
permite o standardizare corespunzatoare si in consecintd nu permite reproducerea procesului de
biosinteza cu un randament constant. Spre deosebire de mediile naturale, mediile sintetice sunt
perfect reproductibile la scara industriala.

Un mediu de cultura utilizat pentru dezvoltarea microorganismelor trebuie sa contina:
- Sursa de carbon (in general glucide: glucoza, amidon, lactoza, zaharoza),
- Sursa de azot care poate fi organic (aminoacizi, proteine, uree), sau anorganic (amoniac, sulfat
de amoniu);
- Sursa de fosfor (fosfat amoniacal, fosfat monopotasic, fosfat dipotasic);
- Oligoelemente: K (clorura de potasiu sau fosfat dipotasic), Mg (sulfat de magneziu) etc;
- Factori de crestere: aminoacizi, proteine, vitamine, coenzime etc.

2. Concentratia substratului. Celula microbiand este extrem de sensibila la variatiile
parametrilor procesului de biosinteza, in special la concentratia substratului. Marirea concentratiei
de substrat n mediul de culturd poate conduce la dezvoltarea celulelor, dar numai pana la anumite
limite, multiplicarea acestora fiind incetinitd de procese de inhibitie care au loc la nivel celular.
Actiunea unui inhibitor asupra celulei microbiene se poate exercita prin:

- Modificarea potentialului chimic al substratului, intermediarilor sau a produsului finit;

- Modificarea permeabilitatii peretelui celular si reducerea transportului substantelor nutritive;

- Maodificarea activitatii enzimelor implicate in procesul metabolic;

- Disocierea agregatelor metabolice;

- Modificarea parametrilor functionali ai celulei microbiene (capacitatea de multiplicare,
mobilitatea, biosinteza unor metaboliti).

Mecanismele prin care se realizeaza inhibitia sunt:
- Reactia chimica cu una sau mai multe componente celulare;
- Adsorbtia sau complexarea unor enzime sau coenzime;
- Interventia in secventele reactiilor biochimice;
- Interventia in disocierea complexelor enzimatice;
- Modificarea parametrilor fizico-chimici ai mediului de biosinteza (pH, tarie ionica, constanta
dielectrica, capacitate de solvatare);
- Interventia in functiile celulare de control.
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Datorita acestor fenomene, concentratiile mari de substrat inhiba dezvoltarea
microorganismelor, intr-un anumit grad ajungand chiar la inhibitie totala. Concentratia optima a
substratului pentru un sistem de biosinteza se stabileste atat In momentul initial cat si pe parcurs. De
exemplu, pentru foarte multe bacterii concentratia de 15% in sursda de C (glucoza, zaharoza) are
efect inhibitor, ele dezvoltandu-se bine la valori ale sursei de carbon sub 10%.

Ecuatia lui Monod stabileste expresia de calcul a vitezei specifice pentru faza de crestere

logaritmica a biomasei:
S

= Hmax (KS + s)

Unde:
u — viteza specifica de crestere a masei celulare cand substratul este limitat
Umax — Viteza specifica de crestere a masei celulare cand substratul nu este limitat
Ks — constanta de saturatie (concentratia substratului la care viteza de crestere specifica este
jumatate din viteza maxima)
S — concentratia substratului

Aceasta relatie s-a dovedit a fi adevarata in conditiile in care procesul de crestere bacteriana
este limitat la concentratia unui singur substrat si raportul S / Ks are valoare mica.

3. Dimensiunea inoculului. Calitatea si cantitatea inoculului joaca un rol important pentru
obtinerea unor metaboliti cu randamente dorite de biosinteza. Cel mai adesea se utilizeaza o
cantitate mare de inocul pentru a determina o declansare rapida a dezvoltarii culturii, concomitent
cu reducerea riscului de contaminare. Tn majoritatea cazurilor este necesar ca dimensiunea
inoculului sa se situeze intre 3—10% din volumul total al culturii. Pentru fiecare tehnologie in parte
se stabileste raportul optim de inoculare, care defineste dimensiunile optime ale inoculului. Pentru
asigurarea unei productivitati si masurarea densitdfii inoculului se extrag probe din cultura aflata
intr-un anumit stadiu de evolutie optim, pentru obtinerea unei productii maxime a metabolitului
dorit, si se determind parametrii specifici (numarul de germeni per unitate de volum, sau continutul
in biomasa uscata raportat la unitatea de volum).

Efectele determinate de marimea si varsta inoculului sunt specifice pentru diferite
microorganisme. De exemplu, la bacterii, marimea inoculului are influentd pronuntati asupra
stadiilor ulterioare ale culturii, determinand diferite stari fiziologice ale celulelor in functie de care
variaza capacitatea de biosinteza a metabolitului dorit. Cand se utilizeaza o cantitate mare de inocul,
se reduce faza de lag. Uneori insa, cantitatile mari de inocul determina aparitia unui fenomen de
Pe de altd parte, cand marimea inoculului este insd prea micd, faza de lag poate fi prelungita la
infinit §i aceasta nu poate conduce la o dezvoltare normala a culturii de microorganisme,
neatingandu-se biosinteza metabolitilor secundari de interes. S-a observat ca, in cazul bacteriilor,
pentru initierea dezvoltarii unui inocul este necesara prezenta in mediul de culturd a unor
microelemente si oligoelemente. Spre exemplu, pentru un inocul de Bacillus subtilis este necesara o
concentratie minima de mangan, in vederea initierii dezvoltarii.

Tn cazul drojdiilor, cantitatea de inocul poate influenta de asemenea durata fazei de lag sau
stadiile ulterioare de dezvoltare, similar cu cele descrise in cazul bacteriilor. In cazul fungilor,
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importanta standardizdrii inoculului vegetativ este hotdratoare: pentru obtinerea unui ritm rapid de
dezvoltare este necesar sa se utilizeze un inocul sub forma de suspensie de spori. De asemenea
poate sd apara fenomenul de autoinhibitie sau autostimulare a germinarii sporilor datoritd prezentei
unor substante produse in timpul germinirii sau in fazele ulterioare. Tn cazul fungilor, cantitatea de
inocul influenteaza marimea si forma miceliului precum si randamentul producerii de metaboliti.
Raportul de inoculare trebuie sa fie stabilit astfel Tncét cantitatea de miceliu dezvoltat ulterior sa nu
fie prea mare Tn detrimentul Secretiei metabolitului dorit. O dezvoltare abundenta a biomasei
conduce 1n acelasi timp la un consum mare de sursa de carbon, cultura fiind astfel ineficienta.

4. Temperatura. Temperatura este un factor care actioneazd in mod direct asupra
microorganismelor, diferenta dintre temperatura mediului Inconjurator si cea intracelulara trebuie sa
fie nula. Pentru un proces de biosinteza industrial, temperatura poate fi consideratd unul dintre
parametrii fizici cei mai importanti, care este implicat profund, prin efectele sale, in optimizarea
procesului. Variatiile temperaturii au efect asupra randamentului de transformare a substratului in
produsul dorit, asupra cerintelor nutritive ale microorganismului si compozitiei biomasei obtinute
precum si asupra vitezei de crestere microbiana. In functie de domeniul de temperatura in care
microorganismele ating viteza maxima de crestere, acestea se clasificd in: criofile, mezofile si
termofile. Microorganismele industriale sunt in general mezofile, astfel incat acest domeniu este
plasat in intervalul 25-35°C. Temperatura optima a proceselor catalizate de enzime animale este de
40-50°C, iar a celor catalizate de enzime vegetale de 50-60°C. Efectul temperaturii asupra cresterii
microorganismelor se explica prin faptul ca aceasta afecteaza multe procese metabolice din celula
precum si continutul biomasei in proteine si lipide sau continutul in ARN al celulei. Este posibil ca
structura lipidicaA a membranei celulare sd se modifice continuu in functie de variatiile de
temperaturd, astfel incat membrana sa-si mentina functia reglatoare.

Matematic, influenta temperaturii asupra reactiilor enzimatice este descrisa de ecuatia lui
Arrhenius:

Ea
k= Ae &Y
Unde:

k — constanta de echilibru

A — factorul de frecventa

Ea — energia de activare

R — constanta gazelor (0,082056 atm/ mol x K)

5. pH-ul si rH-ul. Valoarea pH-ului este, alaturi de temperatura, un parametru important
in procesele de biosinteza. Influenta valorii pH-ului asupra dezvoltarii culturilor microbiene se
poate urmari in cateva directii:

e pH-ul optim pentru dezvoltare. In general microorganismele au un domeniu optim de pH
pentru dezvoltare, in care viteza specifica de crestere atinge valoarea maxima. Spre exemplu, pentru
anumite specii de drojdii domeniul optim de pH se situeaza intre valorile de pH 4 si 5. Exista 1nsa si
specii de drojdii care cresc la valori de pH in jur de 2 sau, dimpotriva, la valori ridicate ale pH-ului
in jur de 8, cum sunt drojdiile din genul Rhodotorula folosite pentru biosinteza fenilalaninei.
Cultivarea microorganismelor la valori scazute ale pH-ului (pH 3-4) prezinta avantajul unui risc mai
scazut de contaminare, ceea ce este apreciat in mod deosebit in cazul unei cultivari industriale.
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e Efectul valorii pH-ului asupra randamentului de conversie a substratului la un anumit produs.
Formarea produsului dorit in urma procesului de biosintezd poate sd fie legatd de desfasurarea
bioprocesului Intr-un domeniu foarte strict de pH. In timpul dezvoltarii unei culturi microbiene apar
deviatii ale pH-ului de la valoarea consideratd optimd care pot avea urmari nedorite asupra
procesului de biosinteza. Aceste modificari se pot datora fie metabolismului celular (consumarea
sursei de carbon sau consumarea sursei de azot), fie producerii unui acid organic. Pentru corectarea
pH-ului la valoarea prescrisa se adauga acizi sau baze. Daca valoarea pH-ului este sub cea prescrisa,
se pot folosi, pentru corectie, solutii de hidroxid de sodiu sau hidroxid de potasiu, in functie de
compozitia chimicd a mediului si de necesarul in ioni de Na* si K* al microorganismului; in acelasi
scop este mult raspandita utilizarea amoniacului gazos sau solutie. Daca valoarea pH-ului este peste
cea recomandatd se poate adduga acid clorhidric, acid sulfuric sau acid azotic in functie de
caracteristicile microorganismului (ionul CI~ sa nu inhibe cresterea), de compozitia chimica a
mediului (addugarea de acid sulfuric ar putea conduce la formarea unor saruri greu solubile) precum
si de materialul de constructie al vaselor de reactie si al bioreactoarelor (probleme de coroziune).

o Efectele de agregare, adsorbtie, coagulare si floculare. Prin efectul de disociere a acizilor si
bazelor, pH-ul actioneaza asupra caracteristicilor suprafetei celulei, modificand proprietatile ei de
aderare la diferite materiale (biofilm) precum si cele de floculare.

Pentru caracterizarea sistemelor reducatoare la nivel celular, se utilizeaza rH-ul, definit ca
logaritmul cu semn schimbat al concentratiei hidrogenului molecular. Valoarea momentand a rH-
ului reprezinta rezultatul tuturor proceselor de oxido-reducere ce au loc intre mediu si celula si
descrie dinamica metabolismului primar si secundar. rH-ul ofera informatii asupra limitei inferioare
a oxigenului necesar proceselor metabolice. rH-ul se determina dupa relatia lui Nernst, in functie de
potentialul redox al sistemului:

Ep

H=5029

+ 2pH

Unde:

0,029 = (In10)RT/2F la 298 K

En — potentialul redox al sistemului

Eo — potentialul normal al sistemului redox

n — numarul de electroni schimbati in procesul redox

F = constanta lui Faraday = 9,65 x 10* J/V x mol

Cox, Cred — concentratiile formelor oxidate si reduse din sistem

6. Concentratia de oxigen dizolvat. In culturile aerobe, este esential si se realizeze
dizolvarea in mediul de cultura a intregii cantitati de oxigen necesare celulei microbiene in orice
moment al fermentatiei, prevazandu-se in general un oarecare exces fatd de nevoi. Se urmareste
obtinerea unor aerdri cat mai eficiente, transferul de oxigen din faza gazoasa in faza lichida avand
loc cu viteze mari. Spre exemplu, daca procesul de biosinteza se desfasoara in laborator in flacoane
agitate, aerarea depinde de urmatorii parametri: viteza de rotatie sau translatie a agitatorului,
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marimea flacoanelor, volumul mediului de culturd, turbulentad. Eficienta aerarii unui mediu de
cultura este reflectatd de concentratia oxigenului dizolvat.

Alegerea parametrilor sistemului de aerare este determinatd de necesitatea furnizarii unei
cantitdfi de oxigen suficientd pentru a asigura o valoare maximd a activitatii metabolice in
bioreactoare; in acest caz, un anumit microorganism si un anumit mediu de cultura se caracterizeaza
printr-o ratd de utilizare a oxigenului specificd. Pentru conducerea bioprocesului este esentiala
cunoasterea exactd a modului de variatie in timp a necesarului de oxigen si a ratei consumului de
oxigen. Rata consumului de oxigen sporeste rapid pana la o valoare maxima inca din primele stadii
ale procesului de biosinteza. Valoarea maxima a ratei de consum a oxigenului coincide de obicei cu
momentul atingerii unei concentratii ridicate de celule microbiene. Necesarul de oxigen al culturii
este influentat de mediul de biosinteza utilizat, respectiv de sursa de carbon. De exemplu, la fungii
din genul Penicillium, necesarul de oxigen este dublu la utilizarea glucozei ca sursa de carbon fata
de zaharoza.

Alti factori care influenteaza transferul de oxigen:

e Agentii tensioactivi determind o micsorare a coeficientilor de transfer;

e Densitatea celulara: la concentrafii ridicate, vascozitatea mediului creste iar eficienta
sistemului de aerare scade, bulele tinzand sa circule prin canale preferentiale, cu rezistenta redusa la
Tnaintare;

e Sistemul de agitare al bioreactorului influenteaza sensibil concentratia oxigenului dizolvat: o
agitare eficientd a mediului de cultura conduce la o dispersie corespunzitoare a bulelor de aer si
deci la marirea coeficientului de transfer a oxigenului;

e Echipamentul de aerare permite obtinerea unei dispersii uniforme a bulelor de aer;

e Suprapresiunea favorizeaza concentratia oxigenului in mediul de cultura: in general procesele
biotehnologice sunt conduse la suprapresiuni cuprinse intre 0,5 — 1 atm, in scopul micsorarii riscului
de infectie.

7. Agitarea. Rolul agitarii este asociat cu transportul de oxigen si substante nutritive catre
celule. Puterea necesara depinde de tipul microorganismului, fiind cuprinsa intre 0,1 si 1,4 kW/m?®,
Ea variazd in functie de dimensiunile fermentatorului si agitatorului, de continutul de aer,
constantele fizice ale biomasei etc. Criteriul care caracterizeaza intensitatea agitarii este timpul de
amestecare, adica timpul in care se realizeazd egalizarea concentratiei in masa din fermentator.
Acest timp ia In calcul parametri geometrici (rapoarte dimensionale) si parametri tehnologici
(compozitia mediului, vascozitatea, densitatea, aeratia), fiind descris de o ecuatie generala de forma:

d Va

— Ki — _“
Ta qa(ﬁ Loy W v W p)

Unde:

T, — timpul de amestecare

nKi — produsul rapoartelor geometrice

d/Dv — diametrul cercului descris de agitator raportat la diametrul fermentatorului
N — numar rotatii per minut

Va/V — volumul de aer utilizat in reactie, raportat la volumul de lichid

u — vascozitatea mediului

p — densitatea lichidului de cultura
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4.3. Separarea produsilor obtinuti prin biosinteza

Gradul inalt de puritate necesar bioprodusilor specifici industriei farmaceutice conduce la
dirijjarea majora a investifiilor in extractia si purificarea produsilor de biosintezad. Exceptand
enzimele industriale, ce sunt proteine cu mase moleculare relativ mari, substantele biologic active
obtinute prin biotehnologia traditionala (antibiotice, aminoacizi, alcooli si acizi organici) au mase
moleculare relativ mici, deci proprietati fizice si chimice bine definite. Dezvoltarea medicamentelor
a produs zeci de ani molecule mici, care variaza in complexitate, dar de obicei cantaresc mai putin
de 900 Da. De exemplu, aspirina cantareste 180 Da iar chimioterapicul taxol (Paclitaxel) derivat din
taxan are masa moleculard 854 Da. Biotehnologia modernd serveste obtinerii unor substante
complexe cu mase moleculare mari si cu activitate terapeutica intensa. Agentii biologici sunt
molecule semnificativ mai mari si mai complexe, de la 3.000-150.000 Da, iar utilizarea lor
terapeuticd necesitd forme injectabile. Insulina, de exemplu, cantareste 5.808 Da, in timp ce un
anticorp monoclonal cum este adalimumab (Humira) cantareste 148.000 Da.

In cazul biofarmaceuticelor obtinute prin fermentatie, produsii de interes se gasesc fie in
mediul de cultura, fie in biomasa celulara, iar separarea lor se poate realiza prin procese relativ
simple si eficiente, care presupun urmatoarele etape:

1. Separarea solid - lichid
2. Izolarea primara a produsului
3. Purificarea

1. Separarea solidelor presupune procedee specifice precum filtrarea masei celulare,
centrifugarea, coagularea si flocularea, fractionarea spumei. Dificultatile sunt puse de mediile de
cultura concentrate si de natura masei celulare bacteriene sau a miceliilor micromicetelor, care pot
fi fibroase, mucilaginoase, sau sub forma de pasta.

Filtrul rotativ cu vid este format dintr-un tambur rotativ compus din doi cilindri orizontali
coaxiali. Cilindrul exterior este perforat si acoperit cu material filtrant, iar spatiul dintre cei doi
cilindri este Tmpartit In celule etanse, fiecare functionand succesiv si independent. Indepartarea
biomasei celulare de pe tambur se face cu ajutorul unei lame. Optimizarea filtrarii se poate realiza
prin perfectionarea echipamentelor si prin modificarea proprietatilor de filtrare. Metodele de
prelucrare a lichidelor greu filtrabile includ coagularea termica si acida a proteinelor semicoloidale,
prelucrarea lichidelor cu electroliti pentru favorizarea agregarii miceliului, addugarea de ingredienti
in lichidul de filtrare. Filtrabilitatea solutiilor este influentata si de pH.

Microfiltrarea este utilizatd in mod eficient pentru a indeparta celulele intregi sau resturile
celulare din solutie. Filtrele cu membrana utilizate in procesul de microfiltrare au in general
diametre ale porilor variind de la 0,1 la 10 pm. Astfel de pori, in timp ce retin celule intregi si
particule mari, nu reusesc sa retind majoritatea componentelor macromoleculare, cum ar fi
proteinele.

2. lzolarea primarda a produsului presupune extractia din lichidele filtrate fara
distrugerea celulelor (cAnd produsul este disponibil extracelular) sau cu disruptia prealabila a
celulelor (cand produsul de interes se acumuleaza intracelular). Procedeele utilizate sunt:

62



Bioprocese cu implicatii in industria farmaceuticd

- Extractia lichid-lichid cu ajutorul solventilor organici, ce se realizeazd cu ajutorul
extractoarelor centrifugale;

- Extractia pe schimbatori de ioni, ce utilizeaza rasini schimbatoare de ioni precum cationiti cu
grupe carboxilice sau sulfonice sau anioniti cu grupari aminice, dispusi in aparate cilindrice, in
coloane sau in conuri, cu sau fara site. Separarea necesita urmatoarele operatii: activarea ionitului,
retinerea lui, eluarea si regenerarea;

- Precipitarea cu reactivi specifici, urmata de extractia cu solventi, ce se bazeaza pe adaugarea
de saruri anorganice si obtinerea unor saruri insolubile (penicilina ca sare de potasiu, eritromicina
sub forma de lactat si oxalat etc).

3. Purificarea se realizeaza prin cristalizare, pentru substantele care nu sunt inactivate
prin tratament termic, sau prin cromatografie ori adsorbtie (utilizand carbune activ, oxizi de siliciu,
aluminiu i titaniu, diferite argile). Produsele biotehnologiilor netraditionale sunt in general
macromolecule intracelulare, deseori incluziuni citoplasmatice insolubile, cu proprietati fizice si
chimice similare cu cele ale contaminantilor. Separarea si purificarea acestora se realizeaza prin
metode specifice care pot asigura puritatea i omogenitatea ridicatd necesara formelor terapeutice.
Astfel sunt cromatografia de schimb ionic, cromatografia de permeatie, cromatografia de afinitate si
imunoadsorbtie.

Ultrafiltrarea cu ajutorul cartuselor ce contin medii filtrante functionecaza pe baza
excluderii in functie de dimensiune si forma, precum si a interactiunii in functie de sarcina.
Diametrul porilor intre 0,1 si 20 nm permite retinerea fractionata a proteinelor cu masa moleculara
mica, de la 1 la 300 kDa. Filtrele sunt fabricate din esteri de celuloza (acetat sau nitrat de celuloza,
utilizate mai ales la nivel de laborator), sau din nailon, poliester, polipropilend, polietersulfona,
clorura de polivinil, policarbonat etc pentru filtrarea Tn proces. Astfel de membrane prezintd o
stabilitate chimica si fizicd imbunatatita. Filtrele hidrofobe din politetrafluoretilena (teflon) sunt de
reguld utilizate pentru sistemele de aerare, dar si a solutiilor agresive.

Cromatografia este o tehnica de separare a amestecurilor Tn componentele sale, cu scopul
de a analiza, identifica, purifica si /sau cuantifica produsii de interes. Cromatografia se bazeaza pe
interactiunea diferentiata a doi sau mai multi compusi de separat (numiti soluti) cu ajutorul a doua
faze cromatografice: faza mobila si faza stationara. Faza mobila fluida contine substanta (antibiotic,
proteind etc) sau substantele (amestecul de proteine sau proteind si impuritati) care trebuie separate.

Principalele avanteje pe care le prezinta cromatografia ca metoda de separare sunt:
e Permite separarea, identificarea i dozarea cantitativa a componentelor unui amestec;
e Se poate aplica unui numar foarte mare de produse, practic orice biomolecula poate fi separata
printr-o metoda cromatografica;
e Sensibilitatea metodelor cromatografice este extrem de ridicati. In acelasi timp insa se pot
aplica si la scara preparativa,

e Durata analizei este redusa, comparativ cu alte metode de analiza ale amestecurilor complexe.

Primul cromatograf de lichide modern a fost construit de inginerul chimist Csaba Horvath la
Universitatea din Yale in 1964, tehnica fiind denumita cromatografie de lichide de inalta presiune.
Ulterior, s-a impus termenul de cromatografie de lichide de Tnaltd performanta (HPLC). Prima
separare realizata a fost cea a unor componente ale acizilor nucleici. Dezvoltarea extraordinara a
acestei tehnici se datoreaza in mare masura faptului ca a permis analiza unor compusi greu
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separabili prin alte metode, cum este si cazul biomoleculelor. in cazul compusilor biofarmaceutici,
principalele tipuri de cromatografie utilizate pentru purificare sunt:

Cromatografia de schimb ionic se bazeaza pe principiul atractiei electrostatice reversibile
a moleculelor incarcate pozitiv sau negativ (proteine, acizi nucleici etc) spre o matrice ce contine
atasate covalent grupari de sarcind opusa. Etapa de legare este urmata de etape de spalare si 1n final
de eluare.

Cromatografia de afinitate este o tehnica de separare a proteinelor, acizilor nucleici,
hormonilor, celulelor, pe baza proprietatilor lor de legare specifica, prin forte necovalente, de
moleculele complementare numite liganzi. In cadrul acestei metode cromatografice faza stationara
este constituita de o matrice polimerica poroasa (dextran, agaroza, poliacrilamida) de care se leaga
covalent ligandul. Este un tip de cromatografie de schimb ionic si se bazeaza pe afinitatea unor
proteine pentru compusi cu masa moleculard redusa. Numai macromoleculele care au afinitate
pentru ligand sunt retinute in timpul migrarii lor pe coloana.

Un exemplu in acest sens 1l constituie cromatografia de imunoafinitate, in care anticorpii
imobilizati pot fi folositi ca adsorbanti de afinitate pentru antigene. Anticorpii, ca multe alte
biomolecule, pot fi imobilizati pe o matrice de suport adecvatd printr-0 varietate de proceduri de
cuplare chimica. Tn procesul de purificare, afinitatea ridicata dintre anticorp si ligand poate face
deseori desorbtia ulterioard a ligandului dificila. Desorbtia poate necesita conditii care duc la
denaturarea partiala a proteinei legate: modificarea pH-ului tamponului ori a puterii ionice sau
utilizarea unor agenti chimici perturbatori.

Cromatografia de permeatie sau de filtrare prin gel se bazeaza pe diferenta dintre
dimensiunea si forma proteinelor. Amestecul de proteine este aplicat Tn partea superioara a unei
coloane continand particule poroase insolubile (Sephadex, Biogel P sau Biogel A). Doar moleculele
mici pot fi adsorbite pe aceste particule denumite site moleculare, nu si moleculele mari. Tn aceasta
maniera proteinele mai mari, care nu pot intra in porii sitei, trec mult mai rapid prin coloana si sunt
eluate primele. Proteinele ramase sunt eluate in ordinea descrescatoare a masei lor moleculare.

Purificarea avansata a proteinelor biosintetizate se poate realiza prin tehnica cromatografiei
prin interactiuni hidrofobe. Metoda se bazeaza pe diferenta de hidrofobie de suprafata a
proteinelor, realizdndu-se prin interactiuni necovalente si neelectrostatice intre proteine si faza
stationara, folosindu-se solutii concentrate de saruri care reduc hidratarea proteinelor.

Alte procese de separare utilizate n biotehnologii farmaceutice:

e Micelii reversibile, metoda precipitarii selective cu solubilizarea proteinelor in solventi
apolari si formarea unor mici picéturi apoase stabilizate cu ajutorul unor surfactanti. Prin controlul
pH-ului si a tariei ionice cu clorurd de potasiu, o proteina dintr-un amestec va trece in faza apoasa,
iar celelalte sunt solubilizate Tn micelii reversibile;

e Extractia de afinitate continud presupune succesiunea unor adsorbtii si desorbtii reluate
ciclic. Prin fixarea unei rate de desorbtie mici se asigura purificarea si concentrarea produsului finit;

¢ Integrarea operatiilor de fermentatie cu cele de separare pentru eficientizarea proceselor
biotehnologice: extractia lichid-lichid, adsorbtia pe schimbatori de ioni paralel cu fermentatia etc.
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4.4. Criterii de evaluare a proceselor biotehnologice

Alegerea tehnologiei de productie si a metodei optime se face dupa evaluarea tehnico-
economica a proceselor biotehnologice. Pentru asimilarea industriala a proceselor biotehnologice
conventionale, acestea trebuie sa indeplineasca obligatoriu urmatoarele ceringe:

e Produsul de reactie sa fie obtinut cu participarea agentului biologic;

e Costul produsului obtinut sa nu depaseasca foarte mult costul materiei prime;

e Medicamentul obtinut prin biotehnologie sa fie foarte eficient si retinut in organismul uman in
cantitati extrem de mici;

e Obtinerea produsului pe cale biotehnologica sa fie cea mai rentabila alternativa de preparare a
produsului.

Criteriile de evaluare a eficientei proceselor biotehnologice sunt:

1. Productivitatea procesului biotehnologic

2. Randamentul de obtinere a produsului

3. Concentratia finala a produsului in mediul de cultura

4. Consumul energetic specific

5. Consumul neproductiv de substrat si energie in procesul de biosinteza.
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5. BIOTEHNOLOGIA OBTINERII ANTIBIOTICELOR

Farmacoterapia antimicrobiana reprezintd aplicatia clinicd a agentilor antimicrobieni si
implica administrarea de medicamente cu toxicitate selectiva impotriva agentilor patogeni implicati
in infectii, care nu actioneaza asupra celulelor gazdei. Terapiile antimicrobiene pot fi clasificate ca
antibacteriene, antimicotice, antihelminitice, antiprotozoare si antivirale. Versatilitatea agentilor
patogeni in ceea ce priveste patogenitatea si rezistenta necesitd eforturi in aplicarea noilor
cunostinte si metodologii stiintifice rezultate din cercetarea si dezvoltarea atat a vaccinurilor cat si a
medicamentelor antiinfectioase. Astfel, pentru prevenirea bolilor infectioase se utilizeaza vaccinuri,
substante dezinfectante, medicamente antimicrobiene propriu-zise si vitamine, iar in scopuri
curative se administreaza tratamentul medicamentos specific bolii infectioase In cauza, care este
simptomatic (antialgice, antiinflamatorii, antipiretice, antitusive), etiotrop (medicamente
antimicrobiene) si patogenetic (tonice, imunostimulatorii).

Antibioticele sunt medicamente cu actiune antimicrobiana specifica si selectiva, capabile sa
opreasca multiplicarea unor microorganisme patogene implicate etiologic 1n variate boli si
sindroame infectioase. Bacteriocinele si substantele antimicrobiene produse de catre plante sau
animale nu se incadreaza in aceasta definitie. Bacteriocinele sunt toxine proteice produse de catre
bacterii, cu actiune inhibitorie asupra altor bacterii, in general apartinand unor tulpini similare sau
nrudite filogenetic (ex. colicinele produse de E. coli). Tn concept biotehnologic, antibioticele sunt
produsi rezultati din metabolismul microorganismelor. In prezent, ciile de producere a
antibioticelor sunt fermentatia, sinteza chimica si semisinteza.

Descoperirea §i utilizarea la scard largd a antibioticelor a adus beneficii semnificative
umanitatii, contribuind la controlul bolilor infectioase, principala cauza a morbiditatii si mortalitatii
de-a lungul timpurilor. Acest moment istoric a marcat scindarea cronologica a civilizatiei umane in
doua epoci: era pre-antibiotica si era antibiotica. Si totusi, contrar credintei ca expunerea la
antibiotice este apanajul civilizatiei moderne, urme de tetraciclind au fost identificate in schelete
umane datand din anii 350-550 e.n., iar efectele benefice ale unor culturi de mucegaiuri asupra
ranilor infectate se cunosteau din timpuri stravechi si exemplele pot continua (Aminov 2010).

Este insa bine-cunoscut momentul istoric care a marcat descoperirea penicilinei, printr-o
,serie de evenimente intimplitoare de aproape incredibild improbabilitate” (Macfarlane, 1984). Tn
anul 1928, bacteriologul scotian Alexander Fleming a observat efectul inhibitor al fungilor din
genul Penicillium asupra stafilococului auriu, afirmand ca acest efect este mediat de un compus
antibacterian pe care l-a denumit penicilina. Abia 10 ani mai tarziu, chimistul de origine germana
Ernst Chain, cercetator la Oxford, a purificat produsul si a intuit structura chimica a penicilinei.
Howard Florey, farmacolog si patolog de origine australiana, a continuat prin studii clinice, la
Oxford, cercetarile Iui Fleming. Se estimeaza ca descoperirile lui Florey au salvat peste 82 de
milioane de vieti. Companiile farmaceutice englezesti nu puteau produce medicamentul in timpul
celui de Al Doilea Razboi Mondial, asa incat o colaborare anglo-americana s-a dovedit benefica.
Howard Florey impreuna cu Norman Heatley au debarcat in America in anul 1941, unde micologul
Charles Thom a identificat tulpina ca fiind P. notatum. Ulterior, in productia industriald a fost
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utilizata o tulpind de P. chrysogenum izolata dintr-un pepene verde. Microbiologul american
Andrew J. Moyer a adus contributii insemnate in obtinerea industriald a penicilinei, optimizand
fermentatia si reusind sa sporeasca randamentul de productie al antibioticului de 10 ori. Astfel, daca
in anul 1940 penicilina era un lux nepretuit, in anul 1943 o doza ajunsese sa coste 20 §, iar in 1946
devenise larg accesibila, la un pret de 0,55 $ per doza. Acest pret reprezinta in valoarea actuala circa
10 $, luand in calcul doar inflatia, insa raportat la veniturile castigate, echivaleazi cu circa 50 $. Tn
paralel, cercetdtorii francezi i cei olandezi incercau progrese in obtinerea antibioticului, pastrand
secretul In vremuri de razboi. Cercetatorii olandezi au reusit sa produca un antibiotic denumit
Bacinol, cu ajutorul unei tulpini de P. baculatum. Pentru contributiile lor, Alexander Fleming,
Howard Florey si Ernst Chain au fost distingi cu Premiul Nobel pentru Medicind in anul 1945
(Gaines 2017).

Termenul de antibiotic a fost introdus n anul 1941 de catre microbiologul american Selman
Waksman si colaboratorii sai, pentru a descrie antagonismul pe care il exercitd o substanta produsa
de cétre un microorganism asupra multiplicérii altor microorganisme. Dorothy Crowfoot Hodgkin,
biochimist britanic, este cea care a descoperit structura moleculara a penicilinei, in anul 1945,
deschizand astfel perspectivele dezvoltarii antibioticelor. In anul 1964 cercetitoarea a fost distinsa
cu Premiul Nobel pentru Chimie datoritd descifrarii structurii moleculare a peste 100 de substante,
prin tehnica razelor X.

La ora actuala sunt cunoscute mii de substante cu actiune antimicrobiana, si in fiecare an se
descopera noi agenti. Totusi, o proportie mica de antibiotice ajung sa fie utilizate in terapia clinica,
mare parte dintre compusi fiind exclusi datoritid toxicitatii ridicate. In prezent, antibioticele
constituie cea de a cincea categoric de medicamente din topul véanzarilor, piata totala a
antibioticelor fiind preconizata la peste 40 miliarde $ in 2025 (www.statista.com).

Cele mai frecvent utilizate antibiotice deriva din aproximativ 15 compusi de baza, si vizeaza
15 tinte ale medicamentului in celula procariotd. Clasificarea antibioticelor se poate face dupa mai
multe criterii.

Dupa tipul microorganismului producator:
- Antibiotice produse de bacterii (gramicidina, bacitracina, polimixine);
- Antibiotice produse de actinomicete (streptomicing, tetraciclina, neomicina, kanamicina,
nistatina, actinomicina);
- Antibiotice produse de fungi (peniciline, cefalosporine, griseofulvina).

Totusi, clasificarea in functie de microorganismul producdtor nu este relevantd deoarece
acelasi microorganism poate produce mai multe antibiotice diferite ca structurd si proprietati
farmacologice.

Dupa structura chimica:
- Aantibiotice cu structura alifatica (alicina);
- Antibiotice cu structura aromatica (cloramfenicol);
- Antibiotice cu structura chinonica (fumigatina);
- Antibiotice cu cicluri de piran si furan (acid penicilanic);
- antibiotice heterociclice cu azot (acid aspergilic);
- antibiotice heterociclice cu azot si sulf (peniciline);
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- Antibiotice cu structura polipeptidica (gramicidina);
- Antibiotice cu structura complexa (macrolide);
- Antibiotice cu structura nedeterminata (viomicina).

Dupa biogeneza:
- Antibiotice derivate din aminoacizi, unitafi asemanatoare (peniciline, bacitracina, daptomicina,
cloramfenicol);
- Antibiotice derivate din acetat (griseofulvina, tetracicline, macrolide, poliene);
- Antibiotice derivate din glucide simple (streptomicina, kanamicina);
- Antibiotice complexe (novobiocina, vancomicina).

Dupa actiunea farmacologica:
- Aantibiotice cu actiune antibacteriana (peniciline, cefalosporine etc);
- Antibiotice cu actiune tuberculostatica (streptomicina, rifampicina, cicloserina);
- Antibiotice cu actiune antivirala (macrolide, tetracicline, pumilacidin);
- Antibiotice cu actiune anticanceroasa (antracicline, mitozani, novobiocina);
- Antibiotice cu actiune imunosupresiva (tacrolimus, sirolimus, pimecrolimus);
- Antibiotice cu actiune antifungica (poliene, griseofulvina);
- Antibiotice cu actiune antiprotozoarica (clindamicina, amfotericina B, artemisinina);
- Antibiotice cu actiune antiparazitara (paromomicind, avermectind, artemisinind).

Nu toate antibioticele exercitd aceeasi actiune antimicrobiand asupra germenilor patogeni, ci
au un spectru caracteristic determinat de rezistenta intrinseca a microorganismului patogen. De
reguld, antibioticele nu exercita efecte toxice asupra celulei eucariote. Exceptie face blasticidina S
produsa de Streptomyces griseochromogenes. Pentru compusii cu {inte in afara celulei procariote se
foloseste termenul de agenti antimicrobieni (antifungici, antivirali, antiparazitari etc), si nu termenul
de antibiotic.

Dupa modul de actiune:
- Asupra biosintezei peretelui celular (peniciline, cefalosporine, vancomicina, fosfomicina,
cicloserina);
- Asupra biosintezei proteice  (aminoglicozide, tetracicline, macrolide, lincosamide,
streptogramine);
- Asupra replicarii ADN (chinolone, rifampicind, novobiocind);
- Asupra membranei celulare (polimixine, daptomicind).

Dupa similaritatile structurale si mecanismul de actiune (clasificarea general acceptata si
cel mai des folositd):
- Antibiotice beta-lactamice (peniciline, cefalosporine, carbapeneme);
- Aminoglicozide (streptomicina, gentamicina, neomicina);
- Chinolone (ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacind);
- Macrolide (eritromicina, azitromicin);
- Lincosamide (clindamicina);
- Sulfonamide (sulfazidin, trimetoprim-sulfametoxazol);
- Tetracicline (tetracicling, tigeciclina);
- Glicopeptide (vancomicina).
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Cercetarea si dezvoltarea antibioticelor se desfasoara dupa cateva principii general-valabile.

Stabilirea sensibilitatii unui germen fatd de un antibiotic implicd determinarea:
- Concentratiei minime inhibitorii (CMI) si a concentratiei minime bactericide (CMB);
- Timpului de injumatatire (T 50%), adicd de reducere la jumatate a concentratiei initiale de
antibiotic. Este obligatorie in cazurile grave;
- Fenomenului de rezistenta a unor microorganisme la un anume antibiotic;
- Efectului bartericid: omoara bacteriile sensibile;
- Efectului bacteriostatic: determina doar stoparea diviziunilor celulare.

Antibiograma reprezinti profilul de susceptibilitate la antibiotice al unei tulpini. In functie
de rezultatele clinice, tulpinile bacteriene pot avea un profil:
A. Sensibil — efectul terapeutic este obtinut cu doze terapeutice uzuale;
B. Rezistent — efectul terapeutic nu poate fi obtinut cu doze terapeutice;
C. Intermediar rezistent (moderat sensibil) — succesul terapeutic este imprevizibil. Ar fi posibil cu
doze mari sau la administarea locala a antibioticului.

Caracteristicile de farmacocinetica si farmacodinamie a antibioticelor:

- Se administreaza in general pe cale orala, dar si topic, intramuscular sau intravenos;

- Majoritatea se absorb bine in diferite portiuni ale tractului gastrointestinal si apoi trec in circuitul
sanguin, realizand in 0,5-2 ore concentratii serice maxime;

- Spre deosebire de sulfonamide, difuziunea lor nu este oprita in cavitatile seroase, iar activitatea
este micsorata de secretiile purulente;

- Antibioticele majore se mentin in organism la concentratii eficiente terapeutic un timp scurt,
ceea ce impune repetarea administrarii lor;

- Se poate evita acest neajuns prin obtinerea de derivati cu actiune prelungita (ex. penicilina retard,
claritromicina retard etc).

Productia industriala a antibioticelor se bazeaza pe cateva principii tehnologice generale.
Etapele parcurse in scopul obtinerii antibioticelor prin biosinteza:
1. Biosinteza se realizeaza in instalatii speciale, in conditii de sterilitate;
2. Tulpina producétoare selectionatd este cultivatd pe mediu adecvat, in conditii optime de pH,
temperatura, aerare, agitare;
3. Antibioticul este sintetizat intracelular, apoi trece in mediul de cultura;
4. Se extrage compusul din mediul de culturd, prin metode complexe;
5. Se purifica antibioticul,
6. Se efectueaza cercetari microbiologice si farmacologice in urma carora se stabileste cu precizie
spectrul de actiune pe diferifi germeni patogeni (exprimandu-se in unitdti de activitate fatd de
anumite tulpini standard), gradul de toxicitate in vitro si pe animale;
7. Se studiaza farmacocinetica: absorbtia, difuzia, metabolizarea si excretia;
8. Se stabileste forma farmaceuticd corespunzitoare proprietatilor antibioticului si scopului
terapeutic urmarit (Butiuc-Keul 2014).
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5.1. Chimioterapia si antibioticele citotoxice

Termenul de chimioterapie a fost introdus la sfarsitul anilor 1800 de catre cercetatorul
geman Paul Ehrlich, pentru a desemna utilizarea substantelor chimice in scop terapeutic. In termeni
actuali, acceptiunea este echivalentd notiunii de farmacoterapie. Chimioterapia antibiotica
presupunea utilizarea unor substante chimice capabile sa actioneze selectiv asupra bacteriilor, fara
specificitate asupra organismului gazda. Tn anul 1909 Ehrlich a descoperit salvarsanul, denumirea
comerciala a arsfenaminei. Utilizat in tratarea sifilisului, salvarsanul poate fi considerat primul
chimioterapic antimicrobian (antibiotic) descoperit (Gaines 2017). Pana de curand, chimioterapicele
desemnau compusi sintetizati chimic, destinati tratarii bolilor infectioase si tumorale, a caror
tehnologie de productie nu includea nicio etapd fermentativd, prin urmare nu se incadrau in
conceptul biotehnologic de antibiotic. Tn prezent, chimioterapia defineste tratamentul sistemic
medicamentos al cancerului, implicand utilizarea unor substante care interfereazd metabolismul
celular si determina moartea celulei. Prin urmare, chimioterapicele sunt substante naturale,
semisintetice sau sintetice, cu efecte inhibitoare selective contra celulelor atipice (neoplazice) cu
efecte bine conturate din punct de vedere farmacodinamic.

Astfel, in categoria chimioterapicelor, alaturi de alte medicamente intra si antibioticele
chimioterapice, produse atdt prin fermentatie cat si semisintetic. Antibioticele citotoxice includ
molecule antineoplazice naturale precum:

Dactinomicina (actinomicina D) (1954) produsa de Streptomyces sp.
Bleomicina (1973) produsa de Streptomyces verticillus

Mitomicina (1974) produsa de Streptomyces caespitosus
Daunorubicina (1979) produsa de Streptomyces peucetius

Desi au trecut mai bine de 80 de ani de la descoperirea lor, multe antibiotice citotoxice se
regasesc pe lista medicamentelor esentiale a WHO. Aceste molecule naturale si derivatii lor au un
potential extraordinar, care este studiat si in prezent. Spre exemplu, streptonigrina produsa de
Streptomyces flocculus este investigata pentru efectele sale antitumorale. Medicamentul ce contine
plicamicina produsa de Streptomyces plicatus a fost retras de pe piata, insa noi derivati cu structura
s1 proprietati imbundtatite sunt in dezvoltare.

Antraciclinele sunt molecule tetraciclice asemanatoare tetraciclinelor, avand un schelet de
antrachinona conectat la un rest glucidic printr-o legatura glicozidica (Figura 2). Primele
antracicline, descoperite Tn anii 1960, au fost daunorubicina si doxorubicina, obtinute cu ajutorul
bacteriei Streptomyces peucetius. Derivati ai acestor compusi sunt epirubicina, idarubicina si
valrubicina. Alte medicamente utilizate clinic din grupul antraciclinelor sunt pirarubicina,
aclarubicina si mitoxantrona.

Daunorubicina este produsa de mai multe tulpini de tip salbatic de Streptomyces, prin
cultivarea pe medii de cultura (glucoza 4%, proteine 1,5%, NaCl 0,2%, KH2PO4 0,1%, CaCO3 0,1%
si adaosuri de sulfati de magneziu, zinc, cupru), printr-o tehnologie comuna obtinerii antibioticelor.
Separarea mixului de antracicline se realizeaza prin filtrare, iar purificarea prin retinere pe
schimbatori de ioni, elutie cu acid clorhidric, concentrare la vid si atomizare.
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Daunorubicina Doxorubicina Mitomicina C

Figura 2. Structura unor antibiotice cu actiune citostatica.

Doxorubicina are valoare terapeutica mai ridicatd, insd este produsda natural de catre
streptomicete in cantitati foarte mici. Desi doxorubicina poate fi produsa semisintetic din
daunorubicina, procesul implica mai multe etape, printre care bromurare electrofila, iar randamentul
este slab. S-a avansat ideea ca bacteriile ar putea completa mai eficient sinteza doxorubicinei de la
daunorubicina, in procesul de fermentatie. Astfel, aceasta este obtinuta in prezent prin manipularea
unor suse de Streptomyces peucetius var. caesius modificate genetic, pentru a facilita transformarea
daunorubicinei in doxorubicind. Metodele de imbunatatire a randamentului obtinerii doxorubicinei
in procesul de fermentatie utilizat in productia comerciald includ introducerea prin intermediul
plasmidelor a genei DoxA, ce codifica sistemul enzimatic de conversie a daunorubicinei in
doxorubicina. Au fost astfel create tulpini superproducitoare, care supraexprima produsul genei
DoxA. De asemenea, au fost induse mutatii pentru a dezactiva enzimele care catalizeaza
transformarea precursorilor doxorubicinei Tn produsi mai putin utili (Niraula si colab. 2010).

Mecanismul de actiune al antraciclinelor este nespecific ciclului celular, acestea avand
efecte citotoxice in orice etapa de dezvoltare a celulei, prin intercalarea intre cele doua catene ADN,
inhibarea topoizomerazelor de tip II, generarea de radicali liberi de oxigen sau inducerea eliberarii
histonelor din cromatina.

Mitomicina C face parte din grupa mitozanilor, fiind izolata din Streptomyces caespitosus
si Streptomyces lavendulae. Fermentatia se realizeaza in conditii conventionale. Mitomicina C este
degradata rapid de o varietate de enzime, de aceea biomasa se trateaza cu lauril sulfat de sodiu
pentru inactivarea acestora. Separarea se realizeaza prin fitrare si extractie cu acetat de butil,
filtratul se aciduleaza si sarea se purifica.

Mitomicina C este un produs chimioterapic cu activitate antitumorald pronuntatd, un agent
alchilant ce inhiba sinteza ADN prin intercalarea intre cele doud catene ale helixului, iar la
concentratii mari sinteza ARN si a proteinelor. Inhiba proliferarea limfocitelor B, T si a
macrofagelor, afecteazd prezentarea antigenului, precum si secretia de interferon gamma, a
factorului de necrozia tumoraldi TNF-a si a interleukinei 2. Tntrucit sunt disponibile putine
antibiotice citostatice ce functioneaza pe baza acestor mecanisme, mitomicina este o importanta
substanta terapeuticd de origine microbiand. Eficienta mitomicinei este explicata prin descoperirea
recenta a unor cai aditionale de citotoxicitate, precum afectarea ciclului redox prin inhibarea
tioredoxin reductazei (Paz si colab. 2012).
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5.2. Antibioticele beta-lactamice

Antibioticele beta-lactamice includ peniciline, cefalosporine si carbapeneme, precum si unii
compusi mai nou intrati in farmacoterapie: cefamicine, tienamicine, nocardicine, acid clavulanic
etc. Sunt utilizate Tn practica terapeutica curenta:

e Penicilinele: benzilpenicilina (penicilina G), ampicilina, amoxicilina, amoxicilina — acid
clavulanic, piperacilind, piperacilindi — tazobactam, ticarcilina, ticarcilina -acid clavulanic,
fenoximetilpenicilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilind, mecilinam,;

e Cefalosporinele: (1) cefalexina, cefazolina, cefadroxil; (II) cefaclor, cefuroxima; (III) cefixima,
cefotaxima, cefpodoxima, ceftazidima, ceftriaxond; (IV) cefepima, cefpiroma (V) ceftobiprol,
ceftarolina;

e Carbapenemele: doripenem, ertapenem, imipenem, meropenem.

Au denumirea de la structura caracteristica, care include un inel B-lactam (Figura 3). Inelul
B-lactam este o structurd formatd din patru atomi si se intdlneste foarte rar in natura, in afara
grupului de antibiotice (Muntean 2013). Inelul B-lactam este condensat cu un pentaciclu la
peniciline si carbapeneme, respectiv cu un hexaciclu la cefalosporine.
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Figura 3. Similaritati structurale ale antibioticelor beta-lactamice.

Din punct de vedere al structurii, antibioticele beta-lactamice conventionale contin inelul -
lactam, fie condensat cu un alt inel (tiazolidinic, dihidrotiazinic, carbapenem) sau necondensat cu
alt ciclu (monobactam). Antibioticele beta-lactamice neconventionale contin inelul B-lactam care
are insa un atom de oxigen in loc de sulf, si inelul oxazolidinic (Liras si Martin 2006).

Antibiotice beta-lactamice conventionale:
e Peniciline — penicilina G produsa de Penicillium chrysogenum
e Cefalosporine — cefalosporina C produsa de Acremonium chrysogenum
e Cefamicine — cefamicina C produsa de Streptomyces clavuligerus
e Cefabacine — cefabacina F1 produsa de Lysobacter lactamgenus

Antibiotice beta-lactamice neconventionale:
e Clavami — acidul clavulanic produs de Streptomyces clavuligerus
e Carbapeneme — tienamicina produsa de Streptomyces cattleya
e Nocardicine — nocardicina A produsa de Nocardia uniformis
e Monobactami — sulfazecina produsa de Pseudomonas acidophila
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Modul de actiune. Toate antibioticele beta-lactamice actioneaza prin interferenta cu sinteza
peretelui celular bacterian, inhiband enzimele necesare biosintezei peptidoglicanului. Cu toate ca au
efect redus in cazul bacteriilor ce nu se divid, sunt letale pentru cele care se divid si nu isi mai pot
sintetiza peretele celular care si le protejeze de socul osmotic. Intrucat peptidoglicanul este prezent
doar la bacterii, antibioticele beta-lactamice sunt foarte putin toxice pentru organismele superioare.

5.2.1. Penicilinele

Au denumirea de la structura caracteristica, acidul 6-aminopenicilanic (6-APA), ce consta
dintr-un inel tiazolidinic si un inel B-lactam. La 6-APA, in pozitia 6, este atasata o catena variabila.
Lanturi laterale cu aceeasi formula chimica pot intra in structura unor antibiotice din clase diferite si
pot fi responsabile de aparitia unor efecte secundare, de exemplu alergii. Existd numeroase
peniciline naturale (G, K, O, X, F, V), care difera prin natura radicalului de care se leaga inelul f3-
lactam. Acest radical conferd denumirea antibioticului: benzilpenicilina (penicilina G), fenoximetil-
penicilina (penicilina V) etc. Dintre cele uzuale in terapia bolilor infectioase, numai
benzilpenicilina, penicilina V si acidul clavulanic sunt molecule naturale. Celelalte peniciline,
toate cefalosporinele si cefamicinele sunt derivate ale moleculelor obtinute prin biosinteza.

Pentru biosinteza trebuie indeplinite cateva conditii premergatoare, iar obtinerea unui
anumit tip de penicilina depinde de:
- Natura microorganismului
- Conditiile de cultura
- Prezenta in mediul de cultura a unor precursori.

Conditia primordiala este de a avea o tulpind valoroasa a microorganismului producator.
Penicilinele sunt produse n principal de micromicete din genul Penicillium cum este Penicillium
chrysogenum (fosta Penicillium notatum), dar si de specii apartindnd altor genuri: Aspergillus,
Acremonium (fosta Cephalosporium), Malbranchea, Emericellopsis, Paecilomyces, Anixiopsis,
Trichophyton, Epidermophyton, Scopulariopsis. Actinobacteriile din genul Streptomyces produc
doar penicilina N, iar S. clavuligerus este exploatata in scopul biosintezei acidului clavulanic. O
selectie de tulpini valoroase se poate realiza prin mutageneza: iradiere cu raze UV, raze X,
tratament cu clormetina (chimioterapic citotoxic de tip azotiperitd). Tulpinile superproducatoare
folosite in prezent au tendinta de a-si diminua capacitatea de productie a antibioticului, In special in
urma cultivarii repetate pe medii agarizate. De aceea sunt pastrate in azot lichid la -196°C, sau sub
forma de spori liofilizati.

Prepararea inoculului micelian pleacd de la spori liofilizati, prin treceri succesive pe medii
de cultura tot mai voluminoase, pana se ajunge la 5 — 10% din volumul tancului de fermentatie.

Tulpina de micromicet se cultivd, n conditii aseptice, Tn mediul de cultura contindnd drept
sursd de carbon glucoza, melasa de sfecld sau lactoza. Ca si sursa de azot se adaugd must de cereale,
cum ar fi extract apos de porumb (corn steep), un produs secundar la fabricarea amidonului din
porumb (in acest fel biosinteza este ieftina si se prelucreaza un deseu). Extractul de porumb contine
B-feniletilamind, ce functioneaza ca un precursor, favorizand formarea penicilinei G. Alti precursori
ai lanturilor laterale sunt: acidul fenilacetic sau fenilacetamida, care trebuie mentinuti la un nivel
constant si destul de scazut, pentru a nu inhiba dezvoltarea mucegaiului. Existd insa si tulpini de
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Penicillium neafectate de concentratia fenilacetatului. Spre sfarsitul perioadei de fermentatie sursa
de azot se epuizeaza, asa incat trebuie suplimentatd. De reguld, sursa de carbohidrati se adauga
intermitent, cu exceptia lactozei. Datorita represiei de catabolit, lactoza este utilizatd numai dupa
epuizarea din mediu a glucozei. Excesul de glucoza limiteaza productia de penicilina prin inhibarea
metabolismului secundar.

Mediul de culturd se mentine la un pH de 6,3, favorabil fermentatiei. La inceputul
procesului, pH-ul este 7, apoi scade la 3, astfel cd mediul se tamponeaza permanent cu NaOH
pentru menginerea unui pH optim.

Temperatura de fermentatie se mentine la valori aproximative de 25°C. Productivitatea este
mai mare dacd temperatura se regleaza dupa faza de crestere: 30-32°C pentru trofofaza si 24°C
pentru idiofaza.

Aerarea si agitarea trebuie sa fie puternice, pentru a mentine componentele mediului in
suspensie §i pentru a asigura concentratia oxigenului dizolvat necesar mucegaiului, foarte aerob.

Fermentatia pentru producerea penicilinei evolueaza in trei faze:
1. Trofofaza: crestere rapida a miceliilor, dureaza circa 30 de ore;
2. Idiofaza: crestere redusa a miceliilor, productia antibioticului, dureaza 5-7 zile. Penicilina
formata difuzeaza din miceliu In mediul de culturd, in miceliu raméane doar 1%;
3. Faza de declin: epuizarea surselor de carbon si azot, incetarea productiei de antibiotic, liza
miceliilor, cresterea pH-ului datorita eliberarii amoniacului.

Calea biosintetica propriu-zisa a penicilinei. Ca multe alte antibiotice naturale, penicilina
este derivata din molecule asamblate in sistem modular (Clardy si colab. 2009). Fazele sintezei au
fost identificate prin utilizarea izotopilor radioactivi (C'*, H® si N'®). Primele doui trepte ale
biosintezei penicilinei si cefalosporinei sunt comune. Penicilinele si cefalosporinele naturale sunt
formate din aceiasi aminoacizi: acidul L-a-aminoadipic, L-cisteina si L-valina. Condensarea,
ciclizarea si modificarea moleculei se deruleaza intr-0 succesiune de etape ale biosintezei (Figura
4):

I. In prima reactie, cei 3 aminoacizi precursori sunt condensati pe cale non-ribosomald in
tripeptida ACV (L-a-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina sau tripeptida o). Toate reactiile necesare
formarii tripeptidei ACV sunt catalizate de o singura enzimd multifunctionald, denumitd ACV-
sintetaza.

II. n treapta a Il-a, Inchiderea inelului oxidativ al tripeptidei liniare duce la formarea unei
structuri inelare biciclice — acidul aminopenicilanic (APA), adica inelul B-lactam cu 4 atomi,
fuzionat cu inelul tiazolidinic format din 5 atomi. Nucleul biciclic este comun pentru toate
penicilinele. Reactia este catalizata de izopenicilin-N-Sintetaza. Rezultd izopenicilina N, cu
activitate antibiotica slaba.

[1l. Tn treapta a I1l-a a biosintezei, lantul lateral al acidului L-a-aminoadipic al izopenicilinei N
este schimbat cu un grup acil hidrofob. Reactia de transamidare este catalizatd de enzima
izopenicilin-N-N-aciltransferaza.

Treptele I si 11, respectiv condensarea ACV si formarea izopenicilinei N au loc in citosol, iar
etapa III ce consta in legarea lanturilor laterale se desfasoara in peroxisomi (Meijer si colab. 2010).
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Reglarea biosintezei. Cele trei gene care codifica ACV-sintetaza, izopenicilin-N-sintetaza
(ciclaza) si izopenicilin-N-aciltransferaza (pcbAB, pchC si penDE) se afla in acelasi cluster la toti
fungii producatori de penicilina (Figura 4). Transcrierea acestor gene la P. chrysogenum este
puternic represata de glucoza, iar represia nu este inversatd de pH-ul alcalin (Martin si colab. 1999).

In cazul fungilor filamentosi cum este P. chrysogenum, peroxisomii sunt organite esentiale
pentru obtinerea metabolitilor secundari, de exemplu a penicilinei. Insa simpla proliferare a
peroxisomilor, interferdnd fiziologia normala a celulei, poate dauna productiei de antibiotice
(Meijer si colab. 2010). Recent s-a descoperit ca formarea peroxisomilor este controlata de proteine
specifice numite peroxine, codificate de gene PEX. Tn genomul fungilor au fost identificate peste 30
de gene codificatoare ale peroxinelor, dintre care majoritatea sunt implicate in importul de proteine
ale matricii si in formarea membranei organitelor. Supraexprimarea genelor PEX11 si PEX14/17
intensifica rata de productie a penicilinei, prin cresterea volumului peroxisomilor si manipularea
proprietatilor membranei peroxisomale prin activitatea proteinelor respective (Bartoszewska si
colab. 2011).

Tn celulele de P. chrysogenum, biosinteza tripeptidei ACV este catalizati de peptid-sintetaze
non-ribosomale (NRPS) codificate de gena pcbAB, activata la randul ei de gena npgA. Optimizarea
productivitatii a fost marita de 50 de ori prin utilizarea unei tulpini modificate de Saccharomyces
cerevisiae, in genomul careia au fost inserate cele doua gene, impreund cu promotorii
GAL1/GAL10. Noile instrumente de biologie sinteticd combinate cu secventierea nanopore au
permis astfel biosinteza complexa, deschizand posibilitatea utilizarii drojdiei pentru a accelera
biosinteza rationala a antibioticelor peptidice non-ribosomale (Awan si colab. 2017).
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Figura 4. Reprezentare schematica a biosintezei penicilinei G la Penicillium chrysogenum.

Sinteza penicilinei este supusa mecanismului reglarii prin feedback al sintezei metabolitilor
primari. Desi penicilina este un metabolit secundar, obtinerea sa este influentatd de metabolitii
primari, precursorii biosintezei. Astfel, biosinteza L-valinei, un aminoacid esential, este reglata
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printr-un mecanism de feedback negativ: valina exercita o actiune inhibitorie a activitatii primei
enzime a lanfului de biosinteza, acetohidroxid sintetaza (AHAS 1). Daca AHAS 1 este inactivata,
biosinteza valinei este inhibatd si astfel este inhibatd biosinteza tripeptidei ACV si implicit a
penicilinei. Un inhibitor ce scade rata de biosinteza a penicilinei este lizina. La fungi, L-lizina se
sintetizeaza pe calea acidului L-a-aminoadipic, iar lizina exercitd o inhibitie feedback a activitatii
primei enzime a langului de biosinteza (homocitrat sintetaza).

Extractia penicilinei G. Pe langa antibioticul de interes, mediul contine numerosi alti
produsi, iar extractia se bazeaza pe solubilitatea, proprietatile adsorbante si ionice ale penicilinei,
ntr-o succesiune de etape:

A. Mediul este transferat in tancuri pentru sedimentare si clarificare, iar fermentatia este oprita prin
racirea miceliului la 5-10°C, in paralel cu scaderea pH-ului la 6 si adaugarea de formol 1-2% pentru
a reduce contaminarea. Aceste masuri sunt necesare deoarece penicilina este termolabila si foarte
reactiva, fiind usor distrusa la pH alcalin sau de catre enzime;

B. Dupa deproteinizare prin adaugare de CaClz, mediul se filtreaza sau se centrifugheaza. Miceliul
separat se spald, iar lichidele de spalare se reunesc cu filtratul initial;

C. Filtratul se prelucreaza pentru obtinerea penicilinei: pH-ul se scade la 2 cu ajutorul acizilor
minerali (acid fosforic) pentru o perioadd scurtd, iar extractia se realizeaza cu un volum mic de
solvent organic (amilacetat sau butilacetat);

D. Faza apoasa este separata de cea organica ce contine penicilina prin centrifugare. Solventul este
trecut printr-un strat de carbune activ pentru indepartarea impuritatilor;

E. Se re-extrage penicilina cu un tampon fosfat 2%, la pH 7,5. Solutia tampon continand penicilina
se acidifica iar penicilina este din nou extrasa intr-un volum mic de solvent organic, ajungandu-se la
concentrarea penicilinei de 80-100 de ori;

F. Penicilinele sunt acizi carboxilici si trebuie convertite in saruri stabile in vederea conservarii.
Penicilina G concentrata este convertita in penicilinat de Na sau K, respectiv procain penicilina.

Penicilina V. Este rezistenta fata de lichidele acide ale tractului digestiv si se poate formula
pentru administrare orala. Se obtine prin acelesi metode descrise mai sus pentru penicilina G, cu
mici diferente:

- Mediul de cultura contine ca precursor acid fenoxiacetic;

- Separarea miceliilor este accelerata, deoarece in mediul bazic viteza de inactivare a penicilinei V
este de 2,2 ori mai mare decét in cazul penicilinei G;

- [Extractia se realizeazd in doud faze, penicilina V fiind putin solubila in apa. Astfel, dupa
reextractie si acidulare penicilina V precipita.

Activitatea penicilinelor se exprima in unitati internationale (U.L.) si este influentatd de
structura moleculei, respectiv a radicalului (Tabel 2). O unitate de penicilind G sodica corespunde
activitatii a 0,5988 pg din standardul international, ceea ce inseamna ca 1 mg din aceasta penicilind
contine 1,670 U.L. Activitatea antimicrobiand se instaleaza relativ rapid, cu mare intensitate, dupa
30-60 de minute. Penicilina este un antibiotic cu toxicitate redusa, organismul poate suporta
administrarea unei cantitati foarte mari, pand la 50 milioane U.L/zi. In unele cazuri pot apirea
tulburari fie din cauza intolerantei locale, de obicei trecatoare, fie din cauza fenomenelor alergice
(din cauza impuritatilor proteice), insa aceste inconveniente se pot evita. Penicilinele sunt
incompatibile cu alcooli, oxidanti, solutii acide sau bazice, diferite metale (Butiuc-Keul 2014).
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Tabel 2. Structura si activitatea penicilinelor.

Denumirea penicilinei Structura radicalului Denumirea Activitatea
radicalului [U.l./mg]
Penicilina F CH3-CH>-CH=CH-CH>- 2-pentenil 1500
Dihidropenicilina F CH3-CH»-CH,-CH,-CH»- 2-pentil 1670
Penicilina G CeHs-CHo- Benzil 1667
Penicilina X HO-CgHs-CH>- p-hidroxi-benzil 900
Penicilina K CHs-(CH,)5-CH,- n-heptil 2300
Penicilina V CgHs-O-CHo- Fenoximetil 1630
Penicilina O CH,=CH-CH>-S-CH>- Alilmercoptometil -
Penicilina S CH3-CCl=CH-CH,-S-CH»- | 3-clor-2-buteniltiometil -

Benzilpenicilina sub forma de sare de Na sau K se administreaza intramuscular, deoarece
aceste saruri dau un nivel mare al antibioticului Tn sdnge. Dat fiind ca penicilina se elimina rapid si
masiv prin rinichi, pentru a se mentine concentratia biodisponibila in jur de 0,03 U.l./ml este
necesara administrarea ih mod ritmic. Penicilinele cu actiune prelungita precum procainpenicilina
sau benzatin benzilpenicilina G (Moldamin) cedeaza molecule complexe care depdsesc acest
inconvenient. Procain penicilina ofera o biodisponibilitate diferita, prin concentratie plasmatica mai
scazuta si timp de retentie mai Tndelungat, ceea ce o face adecvata formularii pentru administrare
sistemica. Procaina (novocaina) este un aminoester cu rol anestezic ce actioneaza blocand canalele
de sodiu si prelungeste activitatea penicilinei. Sunt disponibile comercial si produse farmaceutice
care combind ambele tipuri de molecule, penicilina cu actiune rapida si penicilina depozit.

Spectrul de actiune al penicilinelor

e Sunt active asupra bacteriilor Gram-pozitive: streptococi, penumococi, stafilococi, gonococi,
meningococci;

e Mai sunt sensibili: Bacillus anthracis, Clostridium sp., Corynebacterium diphteriae, Listeria
monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, M. leprae, Neisseria sp. si spirochete precum
Treponema pallidum, Leptospira;

e Bacterii Gram-negative: Pasteurella sp. si unele tulpini de Haemophilus influenzae;

e Sunt active fata de protozoare;

e Unii enterococi sunt rezistenti;

e Bacteriile Gram-negative relevante clinic sunt Tn general rezistente: Enterobacteriaceae
(Escherichia coli, specii de Salmonella, Shigella, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Citrobacter),
Pseudomonas sp., Acinetobacter sp. etc.

5.2.2. Obtinerea penicilinelor semisintetice

Deoarece majoritatea penicilinelor de biosintezd sunt usor inactivate de penicilinaza, au
labilitate termica mare si nu actioneaza asupra bacteriilor Gram-negative, s-a pus problema obtinerii
unor derivati ce nu prezinta aceste dezavantaje. Penicilinele ideale ar trebui sa prezinte:

e spectru antibacterian larg;
o stabilitate Tn mediu acid,;
e stabilitate la penicilinaza,

e toxicitate redusa.
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Daca procesul de biosinteza se desfagoara fard modificarea catenei laterale, sunt produse
penicilinele naturale. Obtinerea antibioticelor de semisinteza se bazeaza principiul utilizarii
moleculei native, de la care se obtin forme derivate, prin metode de sinteza chimica. Moleculele
rezultate sunt asemanatoare celor naturale, dar modificarea moleculara atrage si modificarea valorii
terapeutice. De aceea, fiecare compus potential intrd in screening si ulterior in cercetare, daca este
cazul. Cele mai importante peniciline de semisinteza sunt ampicilina, amoxacilina, oxacilina si
meticilina. Prin sintezd chimica se poate realiza transformarea penicilinei in cefalosporind, prin
extensia ciclului. Cele mai importante modificari chimice ale moleculei native sunt:

- Dezacilarea penicilinelor naturale in scopul obtinerii acidului 6-aminopenicilanic (6-APA);
- Acilarea gruparii 6’-NHz din 6-APA si obtinerea penicilinelor semisintetice;
- Esterificarea grupei 3-carboxil a penicilinei.

Majoritatea penicilinelor de semisinteza sunt produse pornind de la 6-APA, care se obtine
prin dezacilarea benzilpenicilinei. 6-APA este excretat in mici concentratii de catre Penicillium
chrysogenum, cand microorganismul este cultivat in mediu fara acid fenilacetic. Prin urmare, 6-
APA se produce prin hidroliza penicilinei G sau a penicilinei V, cu ajutorul penicilin-acilazei.
Aceasta enzima hidrolizeaza legatura amidica a lantului lateral (Figura 5).
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Figura 5. Schema obtinerii penicilinelor semisintetice prin intermediul acidului 6-aminopenicilanic (6-APA). Extensia
ciclului se realizeaza cu ajutorul fenil-glicin-metil esterului (PGM) pentru obtinerea ampicilinei, respectiv a
hidroxifenil-glicin-metil esterului (HPGM) pentru obtinerea amoxicilinei.

Activitatea penicilin-acilazei a fost evidentiatd la o varietate de bacterii, actinomicete,
micromicete si drojdii. Industrial sunt utilizate tulpini producatoare de E. coli si Bacillus
megaterium, iar enzima este imobilizata. Productia de 6-APA constituie una dintre primele aplicatii
comerciale de succes ale enzimelor imobilizate (Abian si colab. 2008; Buchholz 2016). Deoarece
costul 6-APA are un impact direct asupra costului penicilinei semisintetice, se urmareste
Tmbunatatirea tehnologiilor de productie a 6-APA, prin:

- Echilibrarea reactiei si limitarea acumularii produsilor finali;

- Limitarea inhibitiei exercitate de catre produsii secundari (acidul fenilacetic);

- Formarea de saruri cu ajustarea pH-ului;

- Tmbunititirea tehnicilor de separare si purificare, dificild datorita similaritatii produsilor de
bioconversie.

Reducerea numarului de operatii tehnologice, scaderea cantitativda a deseurilor si
imbunatatirea randamenului de obtinere a 6-APA se pot indeplini prin realizarea fermentatiei in
bioreactoare eficiente, continue, automatizate §i prin Tmbunatatirea performantelor extractiei
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utilizand tehnici de separare cu ajutorul butilacetatului la pH scazut, precum si a utilizarii filtrelor
de carbune activ in purificare. Ampicilina si amoxicilina sunt molecule cu caracter amfoter, avand o
grupare amino- libera si o grupare carboxil. Aceste imbunatatiri conduc la o eficienta a procesului
de 90% si un cost aproximativ de 20 $/kg de penicilind, comparativ cu metoda conventionala al
carei eficiente este de 70%, iar costul penicilinei de aproximativ 350 $/kg de penicilind (Kundu si
colab. 2019).

5.2.3. Cefalosporinele

Sunt antibiotice care fac parte din familia antibioticelor beta-lactamice, reunind mai multi
compusi sub denumirea de cefalosporine sau cefeme. Structura chimica este asemanatoare cu cea a
peniclinelor. Nucleul de baza este acidul 7-aminocefalosporanic (7-ACA), ce consta dintr-un inel -
lactam condensat cu un inel dihidrotiazinic (Figura 6).
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Figura 6. Structura cefalosporinei C.

Cefalosporine derivate:
e Cefamicinele - compusi naturali sau de semisinteza care au in plus o grupare metoxi- in pozitia
7. Exemple: cefoxitina, cefotetan, cefmetazol;
e Oxacefalosporinele - compusi de semisinteza care au un atom de oxigen n locul S din pozitia 1;
e Carbacefemele - au o grupare metilen in pozitia 7.

Prima cefalosporind a fost descoperitda in anul 1948 de catre medicul italian Giuseppe
Brotzu, izolata din culturi de Cephalosporium acremonium (redenumita Acremonium
chrysogenum). El a observat efectul bactericid asupra agentului febrei tifoide, Salmonella typhi,
enterobacterie producatoare de beta-lactamaza. Ulterior s-a descoperit ca A. chrysogenum produce
cinci antibiotice cu moleculd hidrofoba, ce actioneazd asupra germenilor Gram-pozitivi. S-a
descoperit si un produs hidrofil, activ si asupra bacteriilor Gram-negative, denumit cefalosporina N.
Acesta este de fapt penicilina N. In timpul purificirii acesteia a fost izolatd si cefalosporina C,
activa mai ales asupra bacteriilor Gram-negative, stabila in mediu acid si rezistentd la actiunea
penicilinazelor (Garcia-Estrada si Martin 2011).

Dupa criteriul clinico-biologic si calea de administrare, cefalosporinele se clasifica in:
1. Cefalosporine de generatia I:

- administrare orala: cefalexina, cefradini, cefadroxil;

- administrare parenterala: cefazolina, cefalotina, cefapirina, cefadroxil.
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2. Cefalosporine de generatia a-11-a:
administrare orala: cefaclor, cefuroxima, cefpodoxima, cefixima,
administrare parenterald: cefamandol, cefuroxima, cefmetazol, cefonicid,
cefoxitina.

3. Cefalosporine de generatia a-111-a:

ceftazidima, ceftizoxim, ceftibuten, proxetil.

4. Cefalosporine de generatia a IV-a:
administrare parenterala: cefepima, cefpiroma, cefiderocol.

5. Cefalosporine de generatia a- V-a:
administrare atat per os cat si parenteral: ceftobiprol, ceftarolina.

ceforanid,

administrare parenterald: cefotaximi, ceftriaxona, cefoperazoni, cefotetan, moxalactam,

Calea biosintetici propriu-zisi a cefalosporinei. Primele doud trepte ale biosintezei

penicilinei si cefalosporinei sunt comune, pana la obtinerea izopenicilinei N, si se desfasoara in

citosol. Izomerizarea acesteia are loc in peroxisomi, iar penicilina N este transferata si transformata
pana la cefalosporina C in compartimentul citosolic (Figura 7).
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Etapele biosintezei cefalosporinei de catre A. chrysogenum:

I. Condensarea celor 3 aminoacizi precursori, acidul L-a-aminoadipic, L-cisteina si L-valina in
tripeptida ACV (L-a-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina), reactie catalizata de ACV-sintetaza;

II.  Tnchiderea inelului oxidativ al tripeptidei liniare cu formarea structurii inelare biciclice —
acidul 6-aminopenicilanic (6-APA), reactie catalizatd de izopenicilin-N-sintetaza. Rezulta
izopenicilina N (IPN);

I1l. IPN este transportata in peroxisomi, unde sistemul de epimeraze catalizeaza izomerizarea
lantului lateral in enantiomer D, rezultand penicilina N;

IV. Penicilina N este transferata din nou in citosol unde, un sistem de enzime bifunctionale
(expandaza — hidrolaza) convertesc penicilina N in deacetoxicefalosporina C (DAOC) si ulterior in
deacetilcefalosporina C (DAC). Inelul tiazolidinic este convertit in inelul dihidrotiazinic, forméand
nucleul cefem;

V. In treapta finala DAC este transformat in cefalosporina C, prin actiunea acetil-CoA si a
acetiltransferazei (Bartoszewska si colab. 2011; Garcia-Estrada si Martin 2011).

La A. chrysogenum, genele implicate in sinteza cefalosporinei C sunt grupate in cel putin
doua clustere, unul initial (pcbAB, pcbC, cefD1, cefD2, cefM, cefP, cefR) si unul terminal (cefEF,
cefG), caracteristice etapelor de biosinteza (Figura 7) si controlate de regulatori pleiotropici:
represorul catabolizarii carbonului CreA, regulatorul de pH PacC, gene din complexul velvet veA,
LaeA etc (Martin si colab. 2010; Hu si Zhu 2014).

Factori care influenteaza biosinteza cefalosporinei C. Cel mai des utilizata este tulpina A.
chrysogenum 8650, ce produce 4 tipuri morfologice de celule reprezentand stadii ale ciclului de
crestere: hife, artrospori, conidii, gemule. Diferentierea morfologica a lui A. chrysogenum pare a fi
legata de sinteza cefalosporinei C. Rata maxima a sintezei cefalosporinei C coincide cu conversia
fragmentelor hifale la artrospori.

Sinteza cefalosporinei C este influentata de metionina, arginina, lizina, ornitind, spermina,
cadaverina. Addugarea metioninei In mediul de fermentatie mareste semnificativ productia de
antibiotic. Metionina are rol de donor de S pentru sinteza cefalosporinei C, fiind un inductor al
anumitor enzime implicate in sinteza (ACV-sintetaza, izopenicilin N-sintetaza sau ciclaza), dar are
si functie reglatoare stimuland formarea artrosporilor. Adaugarea compusilor parafinici ih mediul de
cultura favorizeaza formarea de diferite cefalosporine. Sinteza cefalosporinei C de catre A.
chrysogenum pare a fi insotita de cresterea cantitatii de acid linoleic.

Cefamicina C. Cefamicinele naturale sunt produse de specii ale genului Streptomyces, cum
este si cazul cefamicinei C produse de S. clavuligerus. Calea biosintetica este comuna cu cea a
cefalosporinelor, pana la obtinerea deacetilcefalosporinei C. Ulterior, DAC sufera o carbamilare,
urmatd de hidroxilare si transferul unei grupari metil la hidroxilul prezent la C-7 (Figura 8).

5.2.4. Obtinerea cefalosporinelor semisintetice

Cefalosporinele naturale au efect antimicrobian redus. Cele utilizate Tn terapie sunt
semisintetice, multe fiind derivate din productia fungilor din genul Acremonium. Pot fi produse insa
si de catre tulpini modificate genetic din genul Penicillium, Tn special P. chrysogenum, ce pot
realiza conversia nucleului tiazolidinic pentaciclic intr-unul dihidrotiazinic hexaciclic.
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Figura 8. Calea biosintezei cefamicinei C la Streptomyces clavuligerus.

Acidul 7-aminocefalosporanic (7-ACA) si acidul 7-aminodeacetoxicefalosporanic (7-
ADCA) sunt doi intermediari utilizati ca substrat pentru obtinerea cefalosporinelor semisintetice.
Prin diverse substitutii la nivelul radicalilor R1, R2 si R3 in pozitiile 3, 4 si 7 ale nucleului
aminocefalosporanic rezultd compusi cu actiune antibacteriana de sute de ori mai mare decét a
compusilor naturali si cu toxicitate mai scazutd. Pentru obtinerea cefalosporinelor semisintetice,
cele mai importante modificari chimice ale moleculei native sunt:

- dezacilarea cefalosporinelor naturale in scopul obtinerii 7-ACA;

- acilarea gruparii 7-NH: din 7-ACA si obtinerea cefalosporinelor semisintetice;

- modificarea pozitiei 3-acetoxi din cefalosporina;

- transformarea penicilinei in cefalosporine prin extensia ciclului (Conti si colab. 2014).

Cefalosporine semisintetice derivate din cefalosporina C. 7-ACA este derivat din
cefalosporina C, printr-un proces de conversie enzimatica. Conventional, acesta se desfasoara in
doud etape (Figura 9), implicand diaminooxidaza (DAO) si glutaril acilaza (GLA), utilizand
tehnica enzimelor imobilizate (Tucaliuc si colab. 2019). O fuziune a genelor care codifica DAO si
GLA a fost exprimata in E. coli, obtinandu-se o proteina GLA-DAO, capabila de ambele activitati
enzimatice, astfel incét catalizeaza direct conversia cefalosporinei C in 7-ACA (Luo si colab. 2004).
Recent s-a realizat bioconversia cefalosporinei C la 7-APA intr-o singurda etapa, cu ajutorul
cefalosporin C acilazei, 0 GLA obtinuta de la tulpina Pseudomonas N176.

Cefalosporine semisintetice derivate din penicilind. Conventional, 7-ADCA se obtine din
penicilina G prin bioconversie catalizatd de enzima DAOC-sintetaza, o expandaza produsa de
Streptomyces clavuligerus. Conditiile bioconversiei sunt speciale, astfel incat enzima sa nu utilizeze
ca substrat penicilina N, pe calea obfinerii cefalosporinei C. Necesita expansiunea chimica a
inelului tiazolidinic la inel dihidrotiazinic, proces laborios si costisitor. Alte modalitati implica
diverse substraturi, precum adipil 7-ADCA, sub actiunea GLA, sau DAOC, in doua etape catalizate
de DAO si GLA (Velasco si colab. 2000). 7-ADCA constituie materia primd pentru sinteza
cefalosporinelor orale din generatia I.
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Figura 9. Hidroliza chemo-enzimatica a cefalosprinei C pentru obtinerea 7-ACA.

Biosinteza cefalosporinelor cu tulpini modificate genetic. Aproximativ o treime din
cefalosporinele semisintetice disponibile sunt obtinute din 7-ADCA, fiind denumite si cefalosporine
derivate din penicilind. Doua treimi provin din 7-ACA. In prezent, piata globald a 7-ACA este de
peste 4.000 de tone anual, fiind utilizat pentru producerea a peste 50 de cefalosporine semisintetice
ce totalizeazd mai mult de 200 de tone anual. Inlocuirea proceselor de sintezi chimici cu cii
biotehnologice au avut beneficii duble, de reducere a costurilor de productie si diminuare a
problemelor de mediu, principalele obiective urmarite de industria farmaceutica. Diverse strategii
aplicate pentru a intensifica biosinteza 7-ACA si 7-ADCA la A. chrysogenum au crescut
productivitatea:

- Supraexprimarea genelor cefEF si cefG creste productia de cefalosporind C si reduce cantitatea
de produsi intermediari sintetizati (penicilina N);

- Introducerea de copii multiple pentru supraexprimarea genei cefT conferd rezistentd la acizi
organici (acid izovalerianic, acid fenilacetic) si faciliteaza transportul extracelular al
cefalosporinei (Rodriguez-Saiz si colab. 2009).

O metoda alternativa de biosinteza a 7-ADCA a fost realizata prin manipularea unei tulpini
de Penicillium chrysogenum, prin insertia genei cefE de la Streptomyces clavuligerus ori a genei
cefEF de la A. chrysogenum. Astfel, un micromicet producator de penicilina poate realiza conversia
nucleului tiazolidinic intr-unul dihidrotiazinic, specific cefalosporinelor. Suplimentar, exprimarea
genei cefG de la A. chrysogenum conduce la sinteza adipil-7-ACA (Harris si colab. 2009).

Intrucit peroxisomii permit compartimentarea formirii eficiente a metabolitilor, a fost
avansata ideea ca peroxisomii ar putea servi si drept compartiment pentru desfasurarea unor cai
biosintetice non-peroxisomale, contribuind la imbunatatirea productiei secundare de metaboliti.
Alternativ, introducerea enzimelor specializate Tn peroxisomi poate duce la formarea eficientd a
compusilor derivati. De exemplu, introducerea a trei gene, respectiv cefE (care codifica
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deacetoxicefalosporin-sintetaza la Streptomyces clavuligerus) sau cefEF (care codifica expandaza —
hidrolaza la A. chrysogenum) si cmcH (care codifica carbamil-transferaza la S. clavuligerus) in
genomul unei tulpini modificate de P. chrysogenum a permis productia de cefalosporine si,
respectiv, cefamicine. Lantul lateral adipoil poate fi indepértat din precursor prin cataliza
enzimatica in peroxisomi, permitand productia mai ieftind si directionatd a unei varietati de noi
antibiotice semisintetice, care ar putea ajuta la depasirea actualei crize cauzate de rezistenta
microbiand (Bartoszewska si colab. 2011).

Extractia cefalosporinelor. Spre deosebire de peniciling, care este un acid carboxilic, dar
asemeni penicilinelor semisintetice, cefalosporinele sunt molecule cu caracter amfoter, avand
solubilitate ridicata in apa. Aceste proprietati ingreunzeaza extractia directd cu soventi organici.
Cefalosporinele se izoleaza prin schimb ionic, precipitare si centrifugare. Dupa centrifugare, mediul
este acidifiat la un pH scazut, care distruge (penicilina N) sau converteste compusii prezenti in
mediul de culturd (DAC la cefalosporina G).

Spectrul de actiune al cefalosporinelor

e Generatia I: spectru antibacterian asemanator aminopenicilinelor, in plus active fatad de
tulpinile Staphylococcus producatoare de penicilinaza, Klebsiella, dar inactive pe Enterococcus,
Haemophilus, germeni anaerobi;

e Generatia II: in plus sunt active fatd de Haemophilus, Enterobacter, Serratia, Proteus;
cefamicinele sunt active fata de germeni anaerobi si sunt mai rezistente la beta-lactamaze;

e Generatia III: mai active pe Enterobacteriaceae; ceftazidima si cefoperazona au activitate si
Tmpotriva Pseudomona aeruginosa,; lipsite de activitate fata de Lysteria monocytogenes;

e Generatia [V: active Tn egald masura fata de bacterii Gram-pozitive si Gram-negative, inclusiv
P. aeruginosa;

e Generatia V: ceftobiprolul este activ asupra Staphylococcus aureus meticilino-rezistent
(MRSA), Streptococcus pneumoniae penicilino-rezistent, P. aeruginosa si a enterococilor;
ceftarolina este activa asupra MRSA si a bacteriilor Gram-pozitive.

5.3. Antibioticele aminoglicozidice

Aminoglicozidele sunt o clasd veche de medicamente antimicrobiene Ce raman o
componentd valoroasa a arsenalului de antibiotice, in ciuda toxicitatii lor inerente si a raspandirii
bacteriilor rezistente la actiunea lor. Sunt substante terapeutice obtinute biotehnologic prin
exploatarea unor specii de actinomicete, sau sunt produse de semisinteza. Actinomicetele sunt
procariote, formeaza filamente ca si micromicetele (fungi microscopici) si rar apar ca celule
singulare. Sunt bacterii Gram-pozitive, cele mai reprezentative actinomicete fiind streptomicetele.
Genul Streptomyces cuprinde 533 specii, dupa clasificarea atlasului de referinta Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology (Kampfer 2012).

Antibiotice aminoglicozidice naturale disponibile in terapie:
e Neomicina (1949) produsa de Streptomyces fradiae
e Streptomicina (1952) produsa de Streptomyces griseus
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Kanamicina (1957) produsa de Streptomyces kanamiceticus
Paromomicina (1960) produsa de Streptomyces rimosus
Gentamicina (1963) produsa de Micromonospora echinospora
Tobramicina (1967) produsa de Streptomyces tenebrarius

Prin biosinteza se obtine de reguld un complex antibiotic format din componente distincte cu
structurd asemanatoare, o componenta majora si diferiti congeneri. Aminoglicozidele contin unul
sau mai multe zaharuri aminate (ex. glucozamina, streptidina, neozamina) (Figura 10) conectate
prin legaturi glicozidice de tip amina sau guanidina la un nucleu bazic cu sase atomi de carbon.
Acesta este reprezentat de reguld de 2-dezoxistreptamind, cu unele exceptii (ex. streptidina in cazul
streptomicinei) (Figura 11) (Krause si colab. 2016).

NH NH

A AN

HN ] NH

OH

2 HO
Glucozamina Streptidina

Figura 10. Structura unor zaharuri aminate.

Modul de actiune. Aminoglicozidele sunt molecule incarcate pozitiv si interactioneaza cu
moleculele cu sarcind negativd, cum este ARNr. Astfel, interfereazd cu subunitatea mica a
ribosomilor procariotelor (30S) si prin urmare cu formarea complexului de initiere a biosintezei
proteice, determinand o traducere defectuasa a ARNm. Afecteaza si ribosomii mitocondriilor care
sunt de tip procariot, insd ribosomii de tip eucariot nu sunt afectati. Efectul bactericid al acestui
mecanism asigurd un spectru larg de actiune. Caracteristica comund a aminoglicozidelor este ca
transportul activ dependent de oxigen este necesar pentru ca antibioticul sa traverseze membrana
celulara, prin urmare acestea sunt ineficiente impotriva germenilor anaerobi.

5.3.1. Streptomicina

Streptomicina a fost izolata pentru prima oara in anul 1943 de catre Albert Schatz. In anul
1944, descoperirea a fost revendicatd de Selman Waksmann si colaboratorii sai, care au aratat ca un
mediu de culturd contindand Streptomyces griseus avea un efect bactericid puternic asupra
germenilor Gram-negativi.

Streptomicina are trei componente legate glicozidic: streptidina, L-streptoza si N-metil-L-
glucozamina. Structura chimica a streptomicinei a fost stabilita prin reactii de degradare si studiul
produsilor de hidroliza. Prin hidroliza acida, streptomicina se descompune in doud componente
bazice: streptidina si streptobiozamina. Daca hidroliza are loc in mediu alcalin, din unitatea
streptozica se formeaza maltolul, 0 substanta cu proprietati slab acide. Streptidina este o baza
puternica ce contine doud resturi guanidinice, iar prin hidroliza alcalina pierde CO2 si NH3
transformandu-se in streptamina. Streptobiozamina este o dizaharida aminata care, prin degradare,
genereaza o pentoza ce NU contine azot numita streptoza si o hexoza cu 0 configuratie sterica putin
obignuita, N-metil-L-glucozamina (Figura 11).
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Figura 11. Structura principalelor antibiotice aminoglicozidice

Etapele biosintezei streptomicinei
1. In trofofazi biomasa se dezvolta din nutrientii mediului de culturd (cu srot de soia) si se

formeaza mici cantitati de streptomicina si acid lactic;
2. Tnidiofaza se elaboreazi cea mai mare cantitate de streptomicin;
3. Tn faza de declin scade cantitatea de streptomicina sintetizatd, se opreste fermentatia si are loc

autoliza celulelor bacteriene.
4. Fermentatia are loc la 27-28°C, iar pH-ul initial este 7-8,5. Se filtreazd mediul de cultura dupa

prelucrarea termica si chimica (cu acid oxalic), iar coagularea la 50-70°C timp de 30 de minute

mareste viteza de filtrare. Din lichid se separa si se purifica streptomicina.
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5. Streptomicina se caracterizeaza printr-o buna stabilitate termica, atat In solutie cat si in stare
uscatd, fapt ce permite separarea sa prin atomizare. Purificarea se realizeaza prin trecerea pe
schimbatori de ioni, iar elutia sub forma de sare. Streptomicina este disponibild de reguld ca
triclorurd, sare dubla triclorura-clorurd de calciu, fosfat sau sulfat de streptomicind, care apar
invariabil ca pulbere sau granule. Este mai mult sau mai putin fara miros, dar are un gust usor amar.
S-a observat ca majoritatea sarurilor sunt higroscopice prin expunerea la aer, sunt foarte solubile in
apa si practic insolubile in eter, etanol si cloroform. Solutiile sarurilor streptomicinei sunt levogire.

Calea biosintetica propriu-zisa a streptomicinei. Biosinteza componentelor streptomicinei
cuprinde, in esentd, sinteza dintr-un component major care este format din streptidind si
streptobiozamind. Acesta este 0 dizaharida care consta din doua resturi glucidice, L-streptoza si N-
metil-L-glucozamina. S-a descoperit ca toate cele trei componente ale streptomicinei sunt derivate
exclusiv din D-glucoza (Figura 12).

O
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Figura 12. Calea biosintetica de obtinere a componentelor streptomicinei.

Momentan nu este disponibila nicio dovada stiintifica care sa ateste modul de atasare a celor
trei componente structurale in molecula de streptomicina. Cu toate acestea, pe baza informatiilor
derivate din caile metabolice ale glucozei la acestea, se poate deduce originea biosinteticad a
componentelor streptomicinei:

I. Streptoza: D-glucoza este transformatd mai intdi in 4-hexosuloza, care este apoi rearanjata
transannular rezultand streptoza;

[l.  Streptidina: D-glucoza prin demetilare formeaza mioinozitol, care prin aminare produce
streptamina. Aceasta, in prezenta L-argininei conduce Tn final la formarea streptidinei;

I1l.  N-metil-L-glucozamina: rezulta prin dezoxidare si metil-aminarea D-glucozei.

La streptomicete, custerele de gene str-sts sunt implicate Tn biosinteza si Tn autorezistenta la
streptomicind. Mecanisme complexe modifica antibioticul (rezistentd) prin fosforilare (StrA) si
defosforilare (strK). Caile biosintetice implica dehidrataze, epimeraze, fosfataze, dehidrogenaze,
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aminotransferaze, transaminaze, fosfotransferaze (StrE, strM, stsB, stsA, stsC, strB1 sau strB2) si
reglarea biosintezei (strR, strS) (Wehmeier si Piepersberg 2009).

Activitatea si spectrul de actiune al streptomicinei. Streptomicina este activa fata de
germeni Gram-negativi, fiind utilizata mai ales pentru tratarea infectiilor nosocomiale in care sunt
implicate bacterii rezistente la alte antibiotice (cefalosporine, florochinolone), dar si germeni Gram-
pozitivi precum Staphylococcus aureus si Mycobacterium tuberculosis. Din cauza dezvoltarii rapide
a rezistentei in caz de utilizare ca medicatie unicda, se foloseste intotdeauna in scheme
polifarmacoterapice. Deoarece nu penetreaza intracelular, este activa in principal pe micobacteriile
extracelulare. Separat, niciuna dintre componentele streptomicinei nu are actiune antituberculoasa,
activitatea fiziologica se datoreaza intregii molecule.

Streptomicina patrunde greu in lichidul cefalorahidian, meningele inflamat fiind mai greu
permeabil, dar realizeaza concentratii terapeutice in lichidul pleural. Se elimina in proportie de circa
75% pe cale renald. Se administreaza doar injectabil, frecvent intramuscular, in doze de 1 gram/zi.
Streptomicina se foloseste, asociatd altor antibiotice si tuberculostatice, Tn schemele de terapie
initiala a tuberculozei. Este indicata mai ales la bolnavii cu forme severe de tuberculoza (meningita
tuberculoasd sau boala diseminatd) precum si in tratamentul infectiilor rezistente la alte
medicamente antituberculoase. Prezinta un risc mare de producere a unor reactii adverse, in special
in conditiile administrarii prelungite, motiv pentru care in prezent este indicatd ca medicatie de
rezerva, doar in tratamentul tuberculozei. Poate produce ototoxicitate, tulburari vestibulare si
acustice, nefrotoxicitate, fenomene alergice, eruptii Cutanate si fenomene iritative radiculare si
medulare dupa administrarea intrarahidiana.

5.3.2. Gentamicina

Gentamicina este obtinuta prin fermentatie submersa a culturilor de Micromonospora
echinospora (M. purpurea). Din complexul gentamicinei, compusii gentamicinei C au cea mai buna
activitate antibacteriana, cu efecte secundare reduse. Multiple gene gmt si gmr sunt situate intr-un
cluster ce codifica etapele de biosinteza a gentamicinei (Unwin si colab. 2004; Ban si colab. 2019).
Cunoasterea functiilor acestora, precum si a cailor paralele de obtinere a compusilor gentamicinei a
condus la posibilitatea realizdrii unor tulpini superproducdtoare, a unor microorganisme
recombinate dar si la obtinerea unor noi intermediari cu toxicitate scazuta (Yu si colab. 2017).

Gentamicina se obtine prin fermentatia in profunzime a M. echinospora, cultivate n bulion
cu extract de drojdie la 26°C timp de 120-130 ore. Mediul de cultura se aciduleaza la pH 2 cu
H2>SO4 pentru filtrarea biomasei, filtratul se neutralizeaza si se trece in rasini schimbatoare de ioni.
Eluarea gentamicinei se face cu acid sulfuric 4-5% iar eluatul se neutralizeaza si se concentreaza la
vid pana se reduce volumul de 8-10 ori. Se precipita prin adaugare de acetona si acid sulfuric pana
la pH 5. Sulfatul de gentamicina obtinut se purifica prin dizolvare in metanol, purificare cu carbune
activ si precipitare cu acetond sau eter etilic. Produsul obtinut se foloseste ca atare, avand valoare
terapeutica ridicata.

Gentamicina este o pulbere amorfa de culoare alba, solubild in apa si medii acide, formand
saruri. Este moderat solubild in metanol, etanol, acetond si aproape insolubild in benzen si
hidrocarburi halogenate. Medicamentul se administreaza intravenos, intramuscular sau topic.
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Gentamicina prezintd, In esentd, o activitate antibacteriand cu spectru larg, fiind in prezent
cel mai important antibiotic pentru tratamentul infectiilor cauzate de stafilococi si multe bacterii
aerobe Gram-negative. Este in mod special eficienta impotriva genului Pseudomonas. Bacteriile din
acest gen sunt rezistente la alte antibiotice si constituie o cauzd importantd a infectiilor chirurgicale,
cauzand infectii severe pacientii cu arsuri de gradul trei si infectii urinare severe. Este utilizata local
in tratamentul impetigo, a ranilor infectate, piodermitelor si, de asemenea, in infectiile oculare
externe. Din cauza toxicitatii, utilizarea sistemicd a gentamicinei este limitatd la tratamentul
infectiilor de risc major, produse de patogeni din genurile Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter,
Serratia, Proteus si Pseudomonas. Controlul efectiv utilizeaza farmacoterapia antiinfectioasa
combinatd, care cuprinde gentamicina impreuna cu peniciline sau cefalosporine.

5.3.3. Kanamicina

Sursa biologica de kanamicind este un complex antibiotic produs de Streptomyces
kanamyceticus Okami & Umezawa. Aceasta tulpind a fost izolata din sol, in Japonia, in anul 1957.
Complexul antibiotic este format din trei componente distincte: kanamicina A, componenta majora,
desemnata de obicei ca si kanamicina si doud componente minore (congeneri), cunoscuti de obicei
sub numele de kanamicina B si C.

Aceste trei antibiotice sunt alcdtuite Tn esentd din doud aminozaharuri (kanozamind si 6-
amino-6-dezoxi-D-glucoza) care sunt legate in mod individual la un singur aglicon, 2-
dezoxistreptamina. In urma procesului de biosintezd rezultd cele trei produse foarte apropiate ca
structura: kanamicina A, B si C. Prin procese de extractie si purificare se obtine sulfatul de
kanamicind, forma comerciala continand 98% din acest compus. Multiple enzime codificate de gene
kan, kac si kmr sunt responsabile de biosinteza kanamicinei (Kharel si colab. 2004), care poate fi
realizata pe cai paralele, ceea ce s-a descoperit si in cazul altor antibiotice aminoglicozidice precum
gentamicina si apramicina (Yu si colab. 2017).

Kanamicina este utilizatd in tratarea infectiilor cu E. coli, Proteus sp., Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens sau Acinetobacter sp. in cazul infectiilor cu
etiologie necunoscuta se administreazd injectabil kanamicind, impreund cu o penicilind sau
cefalosporind, pand la realizarea antibiogramei.

5.3.4. Tobramicina

Sursa biologica de tobramicina este tot un complex antibiotic, produs de Streptomyces
tenebrarius. Molecula este asemanitoare celei de kanamicina B, diferenta fiind datd de absenta unei
grupari hidroxil.

Este activa asupra bacteriilor Gram-pozitive (Staphylococcus aureus) si a unora Gram-
negative, inclusiv Pseudomonas aeruginosa. Tobramicina este formulata sub forma picaturilor
oftalmice, uneori asociatd cu dexametazond, pentru diverse infectii oculare. Administrarea sub
forma de nebulizare sau injectabila este indicatd in cazul infectiilor severe.

89



BIOTEHNOLOGII FARMACEUTICE

5.3.5. Neomicina

Sursa biologica de neomicina este un complex antibiotic compus din neomicina A, B si C,
obtinut din Streptomyces fradiae. Cea mai activa este neomicina B, iar neomicina A, rezultata prin
hidroliza celorlalte doud, are doar 10% din activitatea neomicinei B. Separarea neomicinei din
filtratul rezultat Tn urma biosintezei se face prin neutralizare si adsorbtie. Se filtreaza si se elueaza
adsorbitul cu hidroxid de amoniu 10%. Eluatul se trece peste o coloana cu schimbatori de ioni care
retine neomicina, iar aceasta se elueaza cu acid clorhidric. Solutia se concentreaza iar sarca de
neomicind se separa prin atomizare.

Neomicina are o buna activitate impotriva bacteriilor Gram-pozitive si Gram-negative, dar
este foarte ototoxica. Prin urmare, utilizarea sa a fost sever limitata in tratamentul oral al infectiilor
intestinale. Este slab absorbita din tractul digestiv. Se foloseste in aplicatii locale cum ar fi picaturi
auriculare, picaturi oftalmice si unguente.

5.3.6. Paromomicina

Paromomicina este un antibiotic si antiparazitar din clasa aminoglicozidelor, analog
neomicinei. Este produsd de Streptomyces rimosus. Optimizarea metodei pentru producerea
paromomicinei a condus la cresterea de 14 ori a productiei in comparatie cu fermentatia Tn mediul
bulion cu triptona si soia (TSB). Conditiile optime constau in formularea mediului de cultura (faina
desoia30g/L,NHsCl4g/L,CaCOs35 g/ L siglicerol 40 ml / L), mentinerea pH-ului la un nivel
de 6, dimensiunea inoculului de 5,5% v / v, viteza de agitatie de 200 rpm, temperatura de 28 °C si
un timp de incubatie de 8,5 zile (Ibrahim si colab. 2019).

Paromomicina este disponibild pentru administrare orala, topica si intramusculard. Este
utilizata in tratamentul unor infectii parazitare, precum amoebiaza, leishmanioza, teniaza,
criptosporidiaza, giardiaza si altele. Constituie medicamentul de primd intentie pentru tratarea
parazitozelor la gravide. Altfel, este considerat un medicament de rezerva din cauza efectelor
secundare ce includ otoxicitate, nefrotoxicitate si multiplelor interactiuni medicamentoase.

5.3.7. Obtinerea aminoglicozidelor semisintetice

Tn efortul global de a combate infectiile cauzate de patogenii Gram-negativi multirezistenti,
printre antibioticele dezvoltate se numara si aminoglicozidele semisintetice, cu proprietati
farmmacologice Tmbunatatite si toxicitate scazuta.

Obtinerea amikacinei. Lansatd comercial in anul 1973, amikacina este un antibiotic
semisintetic derivat din kanamicina A. Prezenta fragmentului 4-amino-2-hidroxibutiril protejeaza
antibioticul Tmpotriva dezactivarii enzimatice, In timp ce activitatea moleculei de baza este
mentinutd. Amikacina se obtine prin acilarea functiei C-1 amino a gruparii 2-dezoxistreptaminei din
kanamicina cu acid L-4-amino-2-hidroxibutiric.

Este disponibila pentru administrare injectabild, de reguld intavenos si intramuscular, dar si
intratecal sau intraventricular (in cazuri grave de meningitd). Recent a fost introdusa o forma pentru
nebulizare, ca suspensie liposomala administrata prin inhalare in cazuri grave de infectii pulmonare
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netuberculoase (complex Mycobacterium avium). Nu se administreaza pe cale orala. Este un
antibiotic valoros in tratamentul infectiilor grave, de obicei cauzate de bacterii Gram-negative
rezistente la gentamicina sau tobramicind. Se recomanda in septicemii, infectii datorate arsurilor,
ale tractului urinar, respirator si tesuturilor moi, meningite, peritonite, osteomielite, omfalite la nou-
nascuti, precum si in alte infectii chirurgicale.

Obtinerea arbekacinei. Arbekacina este un antibiotic semisintetic derivat de dibecacina,
analog al kanamicinei. Este disponibild ca sulfat de arbekacind in formule cu administrare
injectabila in Japonia (1990) si Coreea (2000). Are activitate impotriva bacteriilor Gram-pozitive
(precum MRSA) si Gram-negative (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), fiind promitatoare in
combinatie cu antibiotice beta-lactamice Tmpotriva tulpinilor multirezistene de Pseudomonas
aeruginosa si Acinetobacter baumannii.

Obtinerea plazomicinei. Plazomicina este un antibiotic de generatie noud, analog de
gentamicind si derivat de sisomicind. Sisomicina este produsa de actinobacteria Micromonospora
inositola. Din cauza toxicitatii ridicate, medicamentele cu sisomicina se administreaza local si mai
sunt disponibile comercial doar in unele tari (India). Pentru obtinerea plazomicinei, Substituentii
introdusi pe structura sisomicinei sunt un rest de acid hidroxi-aminobutiric in pozitia 1 si un rest
hidroxietil in pozitia 6'. A fost aprobata in anul 2018 in SUA si in anul 2020 in UE. Este indicata in
tratamentul infectiilor urinare complicate cauzate de Enterobacteriaceae. In combinatie cu alte
antibiotice, plazomicina prezintd o activitate sinergica impotriva unor bacterii Gram-negative
extrem de rezistente (Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii) si Gram-pozitive
multirezistente (MRSA, VRSA).

5.4. Antibioticele glicopeptidice

Antibioticele glicopeptidice sunt esentiale pentru controlul bolilor infectioase cauzate de
bacteriile Gram-pozitive patogene. Patru molecule sunt disponibile pentru uz clinic: produsele
naturale vancomicina si teicoplanini, respectiv medicamentele semisintetice telavancina si
dalbavancina. Vancomicina a fost descoperitd in anul 1953, fiind produsa de o bacterie din sol,
Amycolatopsis orientalis. Teicoplanina, o lipoglicopeptida sintetizata de Actinoplanes
teichomyceticus a fost lansata in anii 1980. Telavancina a primit aprobarea FDA in 2009, iar
dalbavancina Tn 2014. Un nou compus, pekiskomicina, a fost obtinut cu ajutorul actinomicetelor si
se afld in studii preclinice (Thaker si colab. 2013).

Glicopeptidele se remarca prin structurda chimicd, cale de biosintezd si mecanism de
activitate. Molecula consta dintr-un aglicon heptapeptidic avand un schelet compus din aminoacizi
proteinogeni (tirozina, leucina, asparagina, alanina si acidul glutamic) si din aminoacizi
neproteinogeni (4-hidroxifenilglicina, 3,5-dihidroxifenilglicina si B-hidroxitirozina), puternic
reticulat si modificat prin oxidare si glicozilare (Figura 13).
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Figura 13. Structura glicopeptidelor naturale.

Biosinteza antibioticelor glicopeptidice. Heptapeptidele sunt sintetizate de peptid-sintetaze
non-ribosomale (NRPS), complexe enzimatice multimodulare care Tmbina aminoacizii similar unei
linii de asamblare. Fiecare modul corespunde unui aminoacid, iar secventa primara a produsului
peptidic este dictata de ordinea modulelor NRPS (Figura 14). Fiecare modul NRPS poate codifica
diferite domenii, inclusiv de condensare (C), adenilare (A), tiolare (T) (denumit si peptidyl-carrier
protein, PCP), epimerizare (E) si tioesterificare (Te). Domeniile C, A si T sunt esentiale in fiecare
modul, in timp ce un singur domeniu Te termind sinteza si scindeaza lantul peptidic din ansamblul
NRPS. Domeniile A sunt responsabile pentru recunoasterea si activarea substratului si, in
consecintd, secventa lor este utilizatd pentru a prezice aminoacidul codificat de modulul
corespunzator. Toti intermediarii liniei de asamblare NRPS sunt legati covalent ca tioesteri de bratul
4-fosfopanteteinei. Domeniile C catalizeaza formarea legaturii peptidice intre doi intermediari
adiacenti legati de modulul T. Domeniile E convertesc stereochimia aminoacizilor din L- intr-un
amestec de izomeri D- si L- prin deprotonare si reprotonare. Domeniul C din aval este specific
pentru un anumit stereoizomer. Glicopeptidele au diverse aranjamente de module diferite in cadrele
deschise de citire (open reading frame, ORF) ale NRPS. Multe clustere biosintetice ale
antibioticelor glicopeptidice au fost secventiate, adnotate si caracterizate in ultimii ani prin
secventierea clonelor cosmide sau secventierea intregului genom (Yim si colab. 2014).
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Figura 14. Biosinteza celor sapte peptide ale vancomicinei.

Biosinteza vancomicinei se desfasoara in principal prin intermediul a trei complexe NRPS
(VpsA, VpsB si VpsC), ce determind secventa de aminoacizi in timpul asamblarii celor sapte
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module in heptapeptida. VpsA codifica pentru modulele 1, 2 si 3, VpsB pentru modulele 4, 5 si 6 iar
VpsC pentru modulul 7. Mai inti sunt sintetizati aminoacizii neproteinogeni: inelul 3,5
dihidroxifenilglicina (3,5-DPG) este derivat din acetat, iar L-tirozina este modificata la f-
hidroxitirozina (B-HT) si 4-hidroxifenilglicind (4-Hpg) (van Wageningen si colab. 1998). Dupa
sinteza heptapeptidei, aceasta este transformata dintr-o molecula liniara intr-una reticulata, suferind
modificari prin oxidare si glicozilare sub actiunea enzimelor citocromului P450 (OxyA, OxyB,
OxyC si OxyD), a metiltransferazei Vmt si a glicoziltransferazei GftE (Haslinger si colab. 2015).

Au existat multe Incercari de sinteza, atat a agliconului cat si a heptapeptidei glicozilate. S-a
reusit in final obfinerea sintetica a vancomicinei prin tehnici de ultima generatie, in 19 pasi (Moore
si colab. 2020). Aceasta abordare este complicata si costisitoare, insd deschide calea pentru
prepararea sintetica a analogilor modificati (prin pocket-based drug design), care sa abordeze direct
mecanismele rezistentei la vancomicina.

Mecanismul si spectrul de actiune al antibioticelor glicopeptidice. Molecula hidrofila a
glicopeptidelor actioneaza prin formarea unor legaturi de hidrogen ce blocheaza legarea polimerilor
de acid N-acetilmuramic si N-acetilglucozamina. Astfel, este inhibata sinteza peretelui celular la
bacteriile Gram-pozitive. Bacteriile Gram-negative sunt intrinsec rezistente la glicopeptide, datorita
membranei externe impermeabile. Spectrul de actiune al vancomicinei este restrans, asupra
enterococilor, streptococilor si stafilococilor, precum si a unor specii de Listeria si Clostridium.
Totusi, dupa 30 de ani de utilizare clinica a acestui antibiotic, bacteriile au dezvoltat mecanisme de
rezistentd si a fost raportatd aparitia mai multor tipuri de enterococi rezistenti la vancomicina
(VRE). Genele van ofera bacteriilor purtatoare o alterare complexa a sintezei peretelui celular, cu
modificarea situsurilor de afinitate pentru antibiotic. Momentan, glicopeptida de semisinteza
dalbavancina este eficienta impotriva unor VRE.

5.5. Tetraciclinele

Tetraciclinele sunt un grup de antibiotice cu spectru larg si cu valoare terapeutica
apreciabila, produse prin cultura unor specii din genul Streptomyces. Tetraciclinele fac parte din
familia polichetidelor naturale, un grup divers de molecule cu importanta farmaceutica, derivate din
poli-B-cetone. Structura de baza a tetraciclinelor cuprinde un sistem de inele naftacen (sistem ciclic
de patru inele condensate liniar), alcatuind un nucleu naftacencarboxamidic (Figura 15), similar cu
cel al antraciclinelor.

Clortetraciclina a fost primul compus din acest grup, izolat din cultura de Streptomyces
aureofaciens in anul 1948 de cercetatorul american Benjamin Minge Duggar. A urmat descoperirea
oxitetraciclinei (1950), obtinutd din culturile de S. rimosus; si a tetraciclinei (1953), ca un
antibiotic minor in amestecul de antibiotice produse de S. aureofaciens. Acestea reprezinta
tetraciclinele de prima generatie, obtinute prin biosinteza. Diferiti compusi asemanatori, obtinuti
cu ajutorul actinomicetelor sau prin modificari ale moleculei de bazd au condus ulterior la
descoperirea multor antibiotice din familia tetraciclinelor.
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Figura 15. Structura tetraciclinelor.

Calea biosinteticad propriu-zisa a tetraciclinelor. Biosinteza tetraciclinelor, in special n
ultimele stadii, a fost studiata cu ajutorul tulpinilor mutante. Intermediarii sunt pretetramide, ulterior
convertite in tetracicline de tulpina silbatica de S. aureofaciens. Co-sinteza a demonstrat ca 4-
hidroxi-6-metilpretetramid este un intermediar, precursor de 6-metiltetracicline. Calea biosintetica
propriu-zisa a antibioticului presupune:

1. Cultivarea in profunzime a tulpinilor de S. aureofaciens in mediu de cultura complex, insa
bacteria nu poate utiliza lactoza, maltoza si sorbitolul. Sursa de C este glucoza sau zaharoza;

2. Fermentatia prin tehnologie comuna obtinerii antibioticelor;

3. Separarea tetraciclinelor din filtrat cu acizi organici, uree sau amoniac;

4. Complexul rezultat fiind insolubil in apa, este tratat cu HCI, rezultand clorhidrat de tetraciclina,
se trece pe carbune activ si se atomizeaza, fiind formulat ca solutie injectabila;

5. Daca se urmareste obtinerea de tetraciclina, se precipita solutia de clorhidrat de tetraciclina prin
tratare cu amoniac la pH 4;

6. Extractia cu acetat de butil — metanol (10:1);

7. Purificarea din solventi cu apa ultrapura, filtrarea si deshidratarea.

Mecanismele genetice ale biosintezei au fost investigate Tn detaliu odata cu secventierea
clusterului de gene responsabil pentru producerea oxitetraciclinei la S. rimosus. Biosinteza este
caracterisicd polichetidelor de tip II, catalizatd de enzime de tipul polichetid sintetazelor (PKS).

Succesiunea etapelor de biosinteza:
|.Obtinerea scheletului poli-B-cetonic prin condensarea unor unitati starter de malonamil si
amidarea acestuia (enzimele OxyA, OxyB, OxyC, OxyD - PKS, OxyJ);
I1. Ciclizarea scheletului tetraciclic (OxyK, OxyN);
I11. Metilare si obtinerea 6-metilpretetramidului (OxyF);
IV. Hidroxilare, amidare, dimetilare rezultand anhidrotetraciclina (OxyL, OxyQ, OxyT);
V. Oxigenare si dehidrogenare rezultdnd oxitetraciclina (OxyS, OxyR) (Pickens si Tang 2009).
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Obtinerea tetraciclinelor semisintetice. Deoarece administrarea tetraciclinelor pe cale
orald nu permite atingerea rapidd a concentratiei terapeutice, iar clorhidratii au o slaba toleranta
generald si locald, fiind insolubili la pH-ul tesutului, a aparut necesitatea obtinerii derivatilor de
tetraciclind care sd depdseasca aceste neajunsuri. Proprietdfi precum activitatea antimicrobiana,
solubilitatea, toxicitatea si biodisponibilitatea au fost imbunatatite la tetraciclinele de generatia a
doua, precum doxiciclina, limeciclina si minociclina, lansate in anii 1960-1970. Importante din
punct de vedere clinic, acestea sunt derivate din produsi de fermentatie, prin semisinteza. Derivatii
solubili de tetraciclind se obtin fie prin substitutii la gruparea carboxamidica (Reactie Mannich), fie
prin modificarea substituentilor din ciclul naftacenic. Aparitia mecanismelor de rezistenta genetica a
bacteriilor a scazut eficienta tetraciclinelor, insa fenomenul se incearca a fi contracarat de noi
antibiotice. Au fost raportati o serie de analogi pentaciclici cu activitate antimicrobiana
promitatoare (Sun si colab. 2011).

A treia generatie de tetracicline, cum este tigeciclina lansata in anul 2005, sunt obtinute
pe cale total sintetica, cu mici exceptii (sareciclina). Unii cercetatori considera ca tigeciclina este
distincta de alte tetracicline, propundnd o noua familie de molecule antibacteriene numite
glicilcicline (Greer 2006). Se recomanda in scheme polifarmacoterapice in septicemii critice, dar cu
precautii. Desi foarte eficientd, administrarea tigeciclinei Tn monoterapie a fost asociatd cu reactii
adverse severe, inclusiv cu risc de deces (Wang si colab. 2017). O noud tetraciclind este si
eravaciclina, o florociclina sintetica (Lee si Burton 2019).

Mecanismul de actiune si activitatea tetraciclinelor. Tn prezent sunt disponibile comercial
trei generatii de tetracicline, cu activitate antibacteriand, antifungica, antivirala si antitumorala
(Fuoco 2012). Tetraciclinele tipice, cum sunt tetraciclina, doxiciclina, minociclina si clortetraciclina
sunt antibiotice bacteriostatice care inhiba sinteza proteinelor prin legarea de subunitatea mica
ribosomala. Aceste antibiotice inhiba translatia prin blocarea legarii aminoacil-ARNt de complexul
ribosom-ARNmM. Alte tetracicline au mecanisme atipice cu efect bactericid, fiind foarte toxice atat
pentru procariote, cat si pentru eucariote. Tetraciclinele antibacteriene atipice nu au ca tinta primara
ribosomul procariot, ci perturba membrana celulara, inhiba procesele celulare si caile de sinteza ale
macromoleculelor. Astfel sunt 6-thiatetraciclina, 4-epi-anhidroclortetraciclina, aminometilciclina si
florociclina.

Tetraciclinele sunt antibiotice cu spectru larg, ce actioneaza atat asupra bacteriilor Gram-
negative cat si Gram-pozitive, aerobe si anaerobe. Multi germeni au dezvoltat rezistenta, dar
tetraciclinele rdman utile in special in infectii cu patogeni intracelulari (specii de Chlamydia,
Mycoplasma, Rickettsia), spirochete (specii de Treponema, Leptospira, Borrelia). Sareciclina, un
derivat semisintetic al tetraciclinei, aprobatd in anul 2018 pentru tratamentul acneei, este un
antibiotic cu spectru restrans ce actioneaza in special asupra Cutibacterium acnes.

Atat tetraciclinele tipice cat si cele atipice au efecte farmacologice impotriva mai multor
tipuri de celule eucariote. Compusii cu activitate antifungica sunt hipomicetina si pentaciclina
(Fuoco 2012). S-au dovedit de asemenea eficiente Tn farmacoterapia bolilor inflamatorii,
cardiologice si a infectiilor virale. Doxiciclina a fost propusd in scheme de tratament in cazul
maladiei COVID-19 (Malek si colab. 2020).
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5.6. Macrolidele

Macrolidele constituie grupul cel mai mare de antibiotice, care cuprinde, pe langa compusii
antibacterieni consacrati, agenti cu actiune antifungica, antiparazitarda, antivirald, antitumorala,
imunomodelatori si alte tipuri de molecule cu activititi mai mult sau mai putin explorate. Sunt
polichetide compuse dintr-un macrociclu lactonic la care pot fi atasate zaharuri aminate ori neutre.
Antibioticele din acest grup sunt naturale, produse de actinomicete, sau semisintetice, cu 12, 14, 15
sau 16 atomi in inelul macrociclic (Figura 16). Metimicina produsa de Streptomyces sp. este
reprezentantul principal al macrolidelor cu 12 atomi in macrociclu. Eritromicina este cel mai
cunoscut antibiotic al grupului cu 14 atomi in macrociclu, din care mai fac parte oleandomicina,
pikromicina si lankamicina. Azitromicina este cel mai utilizat antibiotic macrolid si detine un
macrociclu de 15 atomi. Macrolidele cu 16 atomi Tn macrociclu sunt tilozina, carbomicina si
nidamicina.

Exemple de antibiotice macrolide naturale disponibile in terapie:
e Eritromicina (1952) produsa de Saccharopolyspora erythraea (anterior Streptomyces
erythreus);
e Carbomicina (1953) produsa de Streptomyces halstedii;
e Oleandomicina (1954) produsa de Streptomyces antibioticus, doar pentru uz veterinar;
e Spiramicina (1955) produsa de Streptomyces ambofaciens;
e Tilozina (1961) produsa de Streptomyces fradiae, pentru uz veterinar;
e Josamicina (1982) produsa de Streptomyces narbonensis;
e Midecamicina (1988) produsa de Streptomyces mycarofaciens.

/(']\ %QLNP/
) g)/_OH h .b;w

Eritromicina Claritromicina Azitromicina

Figura 16. Structura antibioticelor macrolide.

Biosinteza pikromicinei. Primul compus descoperit in anul 1950 de catre Brokmann si
Hekel a fost pikromicina (gr. pikro = amar), sintetizatd de Streptomyces venezuelae. Aceast candidat
nu a avansat la utilizarea clinica, dar ramane in continuare un precursor important pentru sinteza
altor macrolide si derivati.

Exprimarea metabolitilor secundari precum pikromicina este intensificatd in faza de
diferentiere a sporilor. Calea biosintezei (calea macrolidelor metimicina / pikromicina) realizata de
enzime multidomeniale sau complexe enzimatice reprezintd un sistem metabolic robust pentru
analiza biosintezei polichetidelor modulare. Aceste enzime PKS prezinta o flexibilitate fara
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precedent a substratului, combinandu-se pentru a produce sase antibiotice macrolide structurate in
S. venezuelae. Calea biosintetica cuprinde 18 gene distincte, grupate in 5 loci separati, care sunt
responsabili pentru generarea a 6 antibiotice macrolide diferite. Locusul pikA codifica o PKS de tip
I care directioneaza biosinteza macrolactonelor cu 12 si 14 atomi, precum 10-dezoximetinolida si
narbonolida. Locusul des codifica toate proteinele responsabile de generarea fragmentului
desozaminic si atasarea la macrolactonele 10-dezoximetinolidd si narbonolida pentru a genera
macrolidele YC-17 si narbomicina. PikC este 0 monooxigenaza a citocromului P450 care serveste
la hidroxilarea macrolidelor YC-17 si narbomicind, generdnd metimicind, neometimicina,
novametimicina, pikromicind, neopikromicina si novapikromicind. Locusul pikR contine doua gene
de rezistenta (pikR1 si pikR2) la macrolide-lincosamide-streptogramine B (MLSB), care asigura
autoprotectie bacteriei producatoare. Gena pikD codifica un factor de reglare transcriptionalad
(Figura 17) (Kittendorf i Sherman 2009).

1 1 ! 1 1 | !

0 10 20 30 40 50 60 (kb)
PIkR2 pikR1 pikAl pikAll PikAlll  pikAIV pikAV  desl-desVill & des R  pikC pikD

Figura 17. Clusterele de gene implicate in calea biosintetica metimicind / pikromicina la
S. venezuelae (dupa Kittendorf si Sherman 2009).

Clonarea si exprimarea genelor caii biosintetice metimicind / pikromicina au permis
identificarea mecanismelor de sintezd a macrolidelor. Se ia in considerare faptul ca enzimele
biosintetice ale pikromicinei ar putea fi folosite pentru productia cu randament ridicat de noi
macrolide. ldentificarea clusterelor de gene implicate in biosinteza a fost simplificata de aparitia
tehnicilor de analizd a genomului si a secventierii de ultima generatie, insd unele gene sunt derivate
din organisme necultivabile sau din microorganisme greu de supus manipularii genetice si, prin
urmare, nu sunt usor exprimate pentru identificarea unor compusi tintd. Pentru a depasi astfel de
limitari intrinseci si pentru a obtine exprimarea functionala a cdilor biosintetice pentru obtinerea
produsilor naturali cu potential farmaceutic, au fost urmarite strategii de exprimare heterologe.
Bibliotecile cosmide (ce utilizeaza vectori hibrizi continand genom din plasmida si secventa C0S a
fagului A) sau fosmide (ce utilizeaza vectori hibrizi contindnd genom din plasmida si secventa
factorului de fertilitate) au permis exprimarea heterologd a unor clustere de gene responsabile de
biosinteza unor molecule naturale la actinomicete. Recent, au fost introduse mai multe abordari
sofisticate precum sistemul de recombinare omologa liniar plus liniar (linear plus linear
homologous recombination, LLHR), sistemul de recombinare asociatd transformarii
(transformation-associated recombination, TAR) si sistemul de cromosom artificial bacterian
Streptomyces (pSBAC). Integrarea in tandem a pSBAC in S. lividans a dus la o productivitate
semnificativ imbunatatita pentru 10-deoximetinolida si pikromicina, concluzionandu-se ca acest
sistem ar putea constitui o strategie eficientd pentru supraexprimarea functionala a intregului cluster
de gene biosintetice a oricarui metabolit potential valoros, produs cu titru scazut in actinomicete
(Pyeon si colab. 2017).
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5.6.1. Eritromicina

Primul macrolid de succes comercial, eritromicina, a fost descoperit de o echipa de
cercetatori de la Eli Lilly intr-o proba de sol prelevat din Filipine. La 30 de ani de la descoperire, in
anul 1981, sinteza chimica a eritromicinei a fost raportatd de catre echipa de cercetatori condusa de
Robert Burns Woodward. Laureat al Premiului Nobel pentru Chimie in 1965, Woodward a realizat
sinteza a numeroase molecule organice complexe, printre care chinina, colesterolul, stricnina,
cortizonul, cefalosporina, cobalamina etc. Desi noi cai alternative ale sintezei sunt in continuare
identificate si perfectionate, modalitatea cea mai rentabila de productie a eritromicinei ramane cea
biotehnologica.

Variabilitatea geneticd a tulpinilor de Saccharopolyspora erythraea inalt producatoare
impune utilizarea tulpinilor liofilizate sau un efort continuu pentru reizolarea acestor tulpini pe
medii agarizate. Utilizarea tulpinilor valoroase asigura o productivitate ridicatd a eritromicinei A
(circa 8 g/l) cu o puritate >90% si un titru scazut de produse secundare, in principal eritromicind B
si C. A fost realizata productia eritromicinei A in tulpini recombinate de E. coli, ce asigurad un titru
de 10 mg/l (Zhang si colab. 2010). Eritromicina este obtinuta prin fermentatie submersa a inoculului
de bacterii sporulate la 34°C, pH 7,2 in mediu de cultura contindind amidon de porumb, faina de
soia, dextrina (poate fi glucoza sau melasa), NaCl, (NH4)2SOg, ulei de soia si CaCOs, suplimentat
periodic cu propanol. Fermentatia dureaza 5-7 zile. Eritromicina este usor degradabila in mediu
puternic acid sau alcalin, extractia ei realizdndu-se prin separare cu solventi organici, purificare si
cristalizare. S-au perfectionat metode mai eficiente incluzand tehnici de adsorbtie, ultrafiltrare,
micele reversibile etc.

Bacteria Saccharopolyspora erythraea produce in mod nativ eritromicind A, un polichetid
ramificat polioxigenat. Clusterul de gene cromosomale responsabil de biosinteza totalizeaza
aproximativ 55 kb, fiind compus din trei gene mari pentru PKS (eryAl, eryAll, eryAlll) si 17 gene
suplimentare responsabile pentru biosinteza zaharurilor, asamblarea moleculei macrolidei si
autorezistenta. In timpul biosintezei sunt produsi o serie de congeneri, eritromicina A fiind
compusul cel mai abundent si activ biologic (Zhang si colab. 2010).

|. In prima etapi a biosintezei, condensarea a 6 molecule de metilmalonil-CoA cu o molecula de
propionil-CoA conduce la formarea unui aglicon macrociclic, 6-deoxi-eritronolid B (6-dEB).
Asamblarea este controlatd de un complex PKS de tip I, compus din trei proteine modulare
denumite 6-dEB sintetaze (DEBS), codificate de cele trei gene mari. Fiecare subunitate
homodimerica DEBS contine doud module proteice, iar intermediarii biosintezei raman atasati PKS,
fiind transportati in lantul DEBS de la un modul la altul.

II. In cea de a doua etapd, o serie de enzime ale citocromului P450 catalizeaza o suita de reactii.
Hidroxilarea (EryF) si glicozilarea (EryBV si EryCIIl) 6-dEB conduc la eritromicina D, primul
intermediar ce manifestd activitate antimicrobiani. In continuare, doud cii alternative conduc la
formarea produsului final. Cea mai importantd cale presupune hidroxilarea (EryK), rezultand
eritromicina C si in final metilarea (EryG) acesteia obtindndu-se eritromicina A. Calea alternativa
are loc la o ratd mai scazutd §i presupune mai intai metilarea (EryG) eritromicinei D, rezultand
intermediarul eritromicina B (Figura 18).
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Figura 18. Biosinteza eritromicinei (dupa Chen si colab. 2014; Musiol-Kroll si Wohlleben 2018).

Mecanismele genetice si enzimatice au fost descifrate, iar cdile biosintetice sunt in
continuare intens explorate, intrucat polichetidele in general constituie molecule de interes
farmaceutic, obtinute majoritar din surse biologice. Unii compusi ar putea fi sintetizati chimic, insa
cu randament scazut, PKS oferind multe solutii (Cane 2010; Mussiol-Kroll si Wohleben 2018).
Clusterul de gene responsabil de sinteza eritromicinei A la S. erithraea a fost transferat la gazde
heterologe precum E.coli (Zhang si colab. 2010) sau alte specii de Streptomyces (Fayed si colab.
2015), ce au demonstrat ca pot produce antibioticul, dar §i analogi ai eritromicinei. Totusi,
complexitatea sistemului de biosintezd nu este pe deplin inteleasd, dar este relevanta pentru
dezvoltarea acestui grup important de compusi farmaceutici prin inginerie rationala si biosinteza
combinatoriald. Au fost indentificate si alte specii de actinomicete capabile sa sintetizeze diverse
eritromicine, precum Aeromicrobium erythreum (Miller si colab. 1991), actinomicetul halofil
Actinopolyspora erythraea (Chen si colab. 2014) sau actinobacteria alcalofila Streptomyces
werraensis (Sanghvi si colab. 2014).

5.6.2. Macrolidele semisintetice

Desi macrolidele naturale au o foarte buna activitate antimicrobiana, printre dezavantajele
lor sunt biodisponibilitatea scazuta, farmacocinetica imprevizibila si stabilitatea redusd in mediu
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acid. Dezvoltarea macrolidelor de generatia a doua a condus la compusi cu proprietati
imbunatatite. Primul macrolid semisintetic, troleandomicina (1958), este un ester acetilat derivat
din oleandomicind ce a fost retras de pe piatd in majoritatea tarilor din cauza interactiunilor
medicamentoase. Macrolidele semisintetice derivate din eritromicind cele mai utilizate in prezent
sunt claritromicina (1980) si azitromicina (1988). In unele tari sunt disponibile roxitromicina
(1987), fluritromicina (1990) si diritromicina (1993).

Ulterior, utilitatea clinica a macrolidelor a scazut datorita inregistrarii fenomenului de
rezistenta la aceste antibiotice. Multe bacterii rezistente contin enzime care metileaza ARNr 23S, o
modificare care reduce foarte mult afinitatea ribosomilor pentru macrolide. Alterarea tintei este
cauzatd si de mutatii ale genei ARNr. Designul rational a condus la aparitia macrolidelor de
generatia a treia, ketolidele, un grup de macrolide derivate din eritromicind care detin o grupare 3-
ceto atagatd inelului lactonic. Aceastd modificare permite un spectru de actiune mai larg. Singurul
ketolid disponibil pe piata este telitromicina (2001), indicat doar Tn cazuri grave de pneumonie din
cauza reactiilor adverse severe.

Alte molecule aflate Tn dezvoltare sunt solitromicina si cetromicina, care au dovedit ca
sunt sigure, insd producatorii nu au manifestat interes pentru lansarea lor pe piatd, ambele fiind
indicate pentru tratamentul pneumoniei cauzate de inhalarea sporilor de Bacillus anthracis. Totusi,
cetromicina are statut de medicament orfan pentru aceasta indicatie. Solitromicina este un
floroketolid, considerat de unii autori ca fiind un macrolid de generatia a patra (Fernandes si
colab. 2017). Un nou ketolid aflat in cercetare clinica este nafitromicina.

Compania farmaceutica Pliva, care a patentat azitromicina, se remarca printr-un interes
deosebit pentru cercetarea si dezvoltarea macrolidelor. Echipa de cercetatori croati a descoperit o
noua clasa de macrolide, denumite macrolone, un grup de esteri derivati prin fuziunea moleculei
macrolidice cu o chinolond. Rezultatele studiilor preclinice indicd o buna activitate antimicrobiana,
urmarindu-se dezvoltarea de antibiotice eficiente impotriva germenilor rezistenti (Paljetak si colab.
2016).

Mecanismul de actiune al macrolidelor. Macrolidele au efect bacteriostatic, inhiband
sinteza proteinelor prin legarea de ARNr 23S al subunitatii mari a ribosomului procariot (50S) in
regiunea asociatd peptidil-transferazei. Legarea antibioticului blocheaza canalul de iesire al
peptidei. Suplimentar, inhiba sinteza proteinelor cand lantul peptidic ajunge la o lungime de 5-11
aminoacizi, blocand formarea legaturilor peptidice si extinderea lanfului de aminoacizi, si antrenand
disocierea de ribosom a complexului peptidil-ARNt. La procariote, principala componenta
nucleotidica a situsului de legare este adenina (A2058), iar selectivitatea macrolidelor se datoreaza
faptului cd nu se leagi de guanini, care este nucleotida corespunzitoare la eucariote. In ultimii ani,
datele referitoare la efecte adverse iau in considerare cardiotoxicitatea macrolidelor, ca urmare a
afectdrii mitocondriilor din cardiomiocite. Unele macrolide precum azitromicina actioneaza printr-
un mecanism de legare dubld la molecula ARNr 23S, blocand suplimentar canalul de iesire a
lantului de aminoacizi. In functie de concentratie, ketolidele precum telitromicina manifesta efect
bactericid (Dinos 2017).

Spectrul de actiune al macrolidelor. In general, macrolidele de primi generatie au un
spectru antimicrobian larg, Tn special asupra bacteriilor Gram-pozitive, dar si Gram-negative ce
cauzeaza infectii ale tractului respirator: Staphylococcus sp., Streptococcus pyogenes, S.
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pneumoniae, Bacillus anthracis, Bordetella sp., Haemophilus influenzae, Legionella pneumoniae.
Eritromicina este administratd pacientilor cu alergii la peniciline. In plus, macrolidele semisintetice
actioneaza eficient impotriva bacteriilor anaerobe, atipice si intracelulare, fiind recomandate intr-0
gama larga de infectii respiratorii, digestive, urinare si genitale cu germeni precum: Chlamydia sp.,
Clostridium sp., Haemophilus sp., Mycoplasma sp., complexul Mycobacterium avium, Neisseria
sp., Prevotella sp., dar si in scheme de tripla farmacoterapie a infectiilor cu Helicobacter pylori.
Farmacocinetica indica faptul cd macrolidele de acumuleaza in neutrofile si macrofage, avand rol
antiinflamator si stimuland sinteza citokinelor. Telitromicina difuzeaza in tesuturi si in fagocite, iar
concentratia tisulara atinge un nivel ridicat la locul infectiei.

5.6.3. Tiacumicinele

Tiacumicinele reprezintd un grup de antibiotice mai nou descoperit, ce apartine familiei
macrolidelor. Se cunosc peste 40 de compusi, caracterizati printr-un inel macrociclic cu 18 atomi.
Fidaxomicina este unicul compus disponibil pentru terapie, lansat pe piatd in anul 2011.
Fidaxomicina (tiacumicina B, lipiarmicina A3) contine un aglicon central cu 18 atomi, doua
reziduuri de ramnoza si o grupare de acid homoorselinic diclorurat (Figura 19). Este produsa de
actinomicetul Dactylosporangium aurantiacum ssp. hamdenesis, dar si de alte specii precum
Actinoplanes deccanensis, Micromonospora echinospora ssp. armeniaca sau Catellatospora sp. La
D. aurantiacum, clusterul tia contine 31 de gene implicate in biosinteza tiacumicinei B: patru gene
responsabile pentru PKS modulare de tip I, asemanatoare DEBS la sinteza eritromicinei, care
initiaza biosinteza agliconului de la propionil-CoA; trei gene responsabile de sinteza si modificarea
gruparii aromatice (acid homoorselinic); gene responsabile de biosinteza precursorilor; gene pentru
biosinteza si modificarea gruparilor glucidice; gene pentru hidroxilazele citocromului P450; gene
reglatoare, responsabile de autorezistenta si transport (Xiao si colab. 2011).
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Figura 19. Structura fidaxomicinei.

Mecanismul de actiune al fidaxomicinei. Spre deosebire de alte antibiotice macrolide,
fidaxomicina nu intervine in sinteza proteinelor ribosomale. Fidaxomicina blocheaza sinteza ARN,
inhiband procesul de transcriere catalizat de ARN polimeraza bacteriana. Antibioticul se leaga de
ARN polimeraza inainte de inceperea sintezei ARN, blocand disocierea ADN dublucatenar. Acest
mecanism este diferit de cel al altor antibiotice ce afecteaza sinteza ARN, precum rifampicina
(Artsimovitch si colab. 2012).
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Spectrul de actiune al fidaxomicinei. Tiacumicinele sunt antibiotice cu spectru restrans.
Fidaxomicina manifesta un efect antimicrobian excelent asupra germenilor Gram-pozitivi de tipul
stafilococilor si enterococilor, inhiband formarea sporilor si productia toxinei la Clostridium
difficile. Este aprobatd pentru tratarea infectiilor cu C. difficile, un patogen ce cauzeaza diarea
nosocomiald. Antibioticul are avantajul ca perturba in mica masura microbiota normald a tubului
digestiv.

5.7. Lincosamidele

Lincosamidele constituie un grup relativ mic de antibiotice cu o structurd chimica formata
din portiuni de aminoacizi si un zahar. Structural, lincosamidele sunt compuse dintr-un miez atipic
de tiooctoza de care se leaga o grupare alchilprolind (Figura 20). Lincosamidele naturale,
lincomicina si celesticetina, sunt produse de mai multe specii de Streptomyces, in principal de S.
lincolnensis, S. roseolus si S. caelestis si de Micromonospora halophytica. Celesticetina prezinta
5% din activitatea biologica in vivo a lincomicinei. Lincomicina a fost introdusd in practica
terapeutica in anul 1964, in prezent fiind utilizata rar la om si mai mult Tn medicina veterinara, mai
ales animalelor de companie, datorita unor efecte adverse asupra tractului gastrointestinal. Au fost
preparati 0 serie de derivati semisintetici ai lincomicinei, dintre care clindamicina, un derivat
clorurat, este principalul antibiotic lincosamidic, aprobat Th anul 1968.
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Figura 20. Structura principalelor lincosamide.

Biosinteza lincomicinei. Caile biosintezei lincomicinei si celesticetinei sunt similare, insa
nu au fost pe deplin elucidate. Molecula complexa de lincomicina se formeaza pe o cale biosintetica
bifurcata, care conduce la 6-amino-6,8-dideoxi-1-tio-D-eritro-a-D-galactooctopiranozida si 4-n-
propil-L-prolind. Pentru formarea lincomicinei, aceste doud produse sunt condensate, urmand etapa
finalda de metilare (Novotna si colab. 2013). Tiooctoza denumita metiltiolincosamida se formeaza
prin condensarea moleculelor de riboza-5-fosfat cu fructoza-6-fosfat, iar gruparea poliprolinica este
derivatd din L-tirozind. Se presupune ca formarea gruparii poliprolinice este mediatd de NRPS
atipice (Janata si colab. 2015). Clusterul de gene responsabil de biosinteza lincomicinei la S.
lincolnensis a fost partial caracterizat, acesta continand 29 de gene Imb cu functie biosintetica si
reglatoare si trei gene de rezistenta Imr (Lin si colab. 2020).

Mecanismul de actiune al lincosamidelor. Mecanismul de actiune al lincosamidelor este
similar celui specific macrolidelor si streptograminelor, constdnd in blocarea sintezei proteinelor
microbiene prin legarea de subunitatea mare a ribosomului procariot (50S). Efectul bacteriostatic se
datoreaza atat blocarii initierii lanfului peptidic, cat si stimularii disocierii complexului peptidil-
ARNTt de ribosom. La concentratii mari, aceste antibiotice pot avea efect bactericid. Situsul de
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legare, situat Tn apropierea centrului peptidil-transferazei, este similar macrolidelor si
cloramfenicolului, ceea ce conduce la scaderea eficacitatii In cazul combindrii acestor antibiotice.
Modul principal de rezistentd la lincosamide este modificarea ARNr 23S, Tnregistrandu-se un
fenomen de rezistentd incrucisatd la macrolide, lincosamide si streptogramind B (rezistentd la
MLSB).

Spectrul de actiune al lincosamidelor. Macrolidele si lincosamidele sunt antibiotice de
prima linie utilizate in medicina veterinara, in infectii stafilococice si streptococice. Lincosamidele
sunt administrate la pacientii care nu pot utiliza penicilina, cefalosporind si macrolide, pentru
prevenirea infectiilor intraabdominale dupa interventii chirurgicale, Tn infectii stomatologice, sepsis
anaerob si 1n special a infectiilor osoase si articulare. Clindamicina este administratd in infectii
cauzate de germeni anaerobi precum Bacteroides fragilis si unele specii de Clostridium, insa nu este
activa asupra bacteriilor Gram-negative precum E. coli, P. aeruginosa, etc. Este activa si asupra
unor protozoare, fiind utilizatd preventiv sau curativ in toxoplasmoza, malarie si babesioza (Spizek
si Rezanka 2016).

5.8. Streptograminele

Streptograminele constituie o familie de antibiotice inedite, ce rezida intr-un amestec a doua
substante diferite din punct de vedere chimic: streptograminele din grupul A, care sunt
mactolactone polinesaturate, apartinind familiei de antibiotice de tip polichetide, si
streptograminele din grupul B, reprezentate de hexadepsipeptide ciclice, apartinand familiei de
antibiotice de tipul peptidelor non-ribosomale. Ambele substante sunt sintetizate intr-un raport de
70:30 de catre tulpinile producatoare de streptomicete si bacterii din genurile Actinomadura sau
Micromonospora, ori de micromicete precum Actinoplanes sp.
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Figura 21. Structura celor doud componente ale pristinamicinei.

Tn prezent, cele mai importante streptogramine naturale disponibile comercial sunt
pristinamicina (Figura 21) si virginiamicina. Prima streptogramina, virginiamicina, a fost izolata
Tn 1952 dintr-o tulpind de Streptomyces virginiae. Se aplica ca supliment in hrana animalelor, in
special in dieta porcinelor, in anumite tari, intrucat UE a interzis utilizarea ei ca antibiotic stimulator
de crestere din 1999. Pristinamicina (1972) produsa de S. pristinaespiralis si derivatii sai sunt
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folositi ca produse farmacoterapeutice pentru tratarea infectiilor cauzate de bacterii multirezistente.
Etamicina se afla in curs de investigare, demonstrand potential terapeutic semnificativ. Descoperita
in anul 1957, etamicina (viridogriseina) este o streptogramina de tip B produsa de S. griseoviridis,
impreuna cu griseoviridina, o streptogramina de tipA.

Streptograminele disponibile in practica clinicd sunt semisintetice, reprezentate de
combinatia quinutupristind (derivatd din pristinamicina IA, de tip B) / dalfopristina (derivata din
pristinamicina A, de tip A), aprobata in anul 1999. Acest medicament a fost dezvoltat pentru
imbunatatirea proprietatilor fizico-chimice ale compusului medicamentos, intrucat streptograminele
naturale sunt insolubile in apa.

Biosinteza streptograminelor. Structura chimica a streptograminelor, precum si
organizarea genetica generala a biosintezei la tulpinile producitoare sunt foarte asemanatoare.
Streptograminele de tip A sunt macrolactone polinesaturate, care sunt sintetizate de PKS si NRPS.
Unitatea de pornire este izobutiril-CoA, provenita din valina, care este condensata cu sase unitati de
malonil-CoA si aminoacizii glicind, serind si prolind. Streptograminele de tip B sunt
hexadepsipeptide ciclice ramificate, care sunt sintetizate de NRPS ce catalizeazd condensarea
precursorilor. Cinci aminoacizi neproteinogeni (acid 3-hidroxipicolinic, acid D-aminobutiric, 4-N,
N-dimetilamino-N-metil-L-fenilalanind, acid 4-oxo-L-pipecolic si L-fenilglicind) si doi aminoacizi
proteinogeni (L-treonina si L-prolina) servesc drept precursori. Biosinteza streptograminelor
debuteaza odata cu trecerea culturii de la metabolismul primar la cel secundar. Reglarea biosintezei
streptograminei este extrem de complexa si s-a dovedit a fi influentatd de conditiile fiziologice
generale, disponibilitatea precursorilor, alimentarea cu oxigen, conditiile de pH si prezenta azotului.

Genele responsabile de biosinteza pristinamicinei la S. pristinaespiralis nu sunt organizate
intr-un singur cluster, ci sunt raspandite pe o portiune de 210 kb, impreuna cu genele pentru PKS.
Dintre acestea au fost identificate gena receptorului y-butirolactona (spbR), doua gene represoare
pentru TetR (papR3 si papR5), trei gene SARP (Streptomyces antibiotic regulatory protein) (papR1,
papR2 si papR4) si o gena reglatoare de raspuns (papR6) (Mast si colab. 2015).

Mecanismul de actiune al streptograminelor. Fiecare din cele doua antibiotice de tip
streptogramind (tip A si tip B) prezintd o activitate bacteriostatica moderata, actionand prin
inhibarea sintezei proteinelor la procariote. insa combinatia ambelor antibiotice streptograminice
conduce la o activitate sinergica puternica, care este de 100 de ori mai mare decat atunci cand cele
doud componente actioneaza separat, ceea ce realizeazd activitatea bactericidd a amestecului de
streptogramina.

Tinta ambilor compusi este subunitatea 50S a ribosomului bacterian, unde compusul de tip
A se leaga strans in centrul catalitic al peptidil-transferazei, prin care este blocata atasarea ARNt la
situsul acceptor si la situsul donator al enzimei. Astfel este blocata formarea legaturilor peptidice si
este opritd alungirea lantului de aminoacizi. Acest situs de legare si mecanism de inhibare este
similar cu cel al cloramfenicolului. Interesant este ca streptograminele de tip A prezinta o activitate
bacteriostatici prelungiti, care persisti chiar si dupa indepartarea substantei. In schimb,
componentele de tip B nu afecteaza reactia peptidil-transferazei, ci inhiba procesul de alungire a
peptidelor dupa cateva cicluri de formare a legaturii peptidice prin legarea la ARNr 23S in tunelul
ribosomal de iesire a peptidelor. Acest lucru este similar cu modul de actiune al antibioticelor
macrolide. Astfel, se previne extinderea lantului proteic nascent si, in plus, complexul peptidil-
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ARNTL este eliberat din ribosom, ceea ce duce la peptide incomplete. Pe scurt, streptograminele de
tip A inhibd faza incipienta a alungirii proteinelor, in timp ce streptograminele de tip B afecteaza
faza tarzie (Mast si Wohlleben 2013).

Spectrul de actiune al streptograminelor. Pristinamicina este foarte activa impotriva unei
game largi de bacterii Gram-pozitive, inclusiv S. aureus rezistent la meticilina (MRSA) sau
vancomicina (VRSA), tulpini de Enterococcus faecium rezistente la vancomicind (VRE) si
Streptococcus pneumoniae multirezistent, precum si impotriva catorva bacterii Gram-negative,
precum Haemophilus influenzae si H. parainfluenzae, dar si a altor agenti patogeni care provoaca
pneumonie atipica, precum Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae si Legionella
pneumophila (Mast si Wohlleben 2013). Etamicina are o activitate puternica impotriva mai multor
agenti patogeni precum MRSA, Streptococcus pyogenes si S. agalactiae, Moraxella catarrhalis, H.
influenzae, Mycobacterium avium, M. intracellulare, M. smegmatis si M. abscessus (Hanh si colab.
2020). Combinatia de streptogramine semisintetice quinutupristind/dalfopristind este eficienta
asupra germenilor multirezistenti, mai putin asupra unor tulpini de Enterococcus faecalis si E.
faecium. Totusi, fenomenul de rezistenta la aceste antibiotice nu a intarziat sa apara, si se manifesta
prin trei mecanisme: modificarea tintei antibioticului, prin mecanismul de rezistentd incrucisata
MLSB; inactivarea enzimatica a antibioticului; efluxul intensificat.

5.9. Pleuromutilinele

Pleuromutilinele sunt o clasa de antibiotice descoperite in anii 1950 prin izolarea
pleuromutilinei naturale de la bazidiomicetele Clitopilus scyphoides f. mutilus (anterior Pleurotus
mutilis) si Clitopilus passeckerianus (anterior P. passeckerianus). Pleuromutilinele au o structura
diterpenoida ce consta intr-un schelet triciclic denumit mutilina si un fragment de ester glicolic care
formeaza lantul lateral (Figura 22).

Lefamulina
Figura 22. Structura lefamulinei.

Calea biosintezei pleuromutilinei, un metabolit secundar fungic, a fost caracterizatd cu
ajutorul tulpinilor mutante, prin inactivarea unor gene (gene silencing sau gene knockout), represia
sau deletia unei gene tintd conducand la acumularea produsilor intermediari. De asemenea, clusterul
de gene responsabile de biosinteza pleuromutilinei la Clitopilus passeckerianus a fost izolat si
exprimat heterolog in Aspergillus oryzae. S-a demonstrat ca sapte gene (PI-ggs, Pl-cyc, Pl-p450-1,
Pl-p450-2, Pl-sdr, Pl-atf si PIl-p450-3) sunt implicate in biosinteza, iar micromicetul A. oryzae
poate fi utilizat ca platforma de bioconversie a analogilor de pleuromutilina, fiind capabil sa
genereze derivati semisintetici (Alberti si colab. 2017).
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Derivatii semisintetici cu activitate antimicrobiand si farmacologie imbunatatitd au fost
obtinuti prin modificari ale moleculei la nivelul lantului lateral. Tiamulina (1979) si valnemulina
(1999) sunt utilizate in medicina veterinara pentru tratamentul infectiilor pulmonare si intestinale,
nefiind aplicati ca factori stimulatori de crestere in zootehnie.

Retapamulina este prima pleuromutilind aprobatd pentru uz uman (2007), indicatd pentru
uz topic in tratamentul infectiilor pielii. Este activd asupra stafilococilor, streptococilor si a
bacteriilor Gram-pozitive anaerobe. Lefamulina este un nou antibiotic semisintetic, aprobat in anul
2020, cu administrare sistemica la adulti diagnosticati cu pneumonie bacteriand comunitara cauzata
de Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Legionella pneumophila, Haemophilus
influenzae, Chlamydophila pneumoniae si Mycoplasma pneumoniae.

Mecanismul de actiune al pleuromutilinelor si fenomenul de rezistenti PhLOPS.
Pleuromutilinele inhiba sinteza proteinelor bacteriene prin legarea de subunitatea mare ribosomala
la centrul peptidil transferazei, ceea ce impiedica pozitionarea corecta a ARNt pentru transferul
peptidelor in situsurile A si P, inhiband astfel formarea legaturii peptidice si elongarea lanturilor
peptidice. Modalitatea de legare a moleculei lefamulinei prin intermediul a patru legaturi de
hidrogen, stabilizata prin interactiuni hidrofobe si Van der Waals, inchide buzunarul de legare din
cadrul ribosomului, imbunatatind astfel eficacitatea terapeutica.

Se spera ca acest mecanism de actiune, care difera de cel al altor agenti antimicrobieni
capabili sa inhibe sinteza proteinelor (macrolide, ketolide, lincosamide, streptogramine,
oxazolidinone, fenicoli) sd previna aparitia si propagarea fenomenului de rezistenta antibacteriana si
rezistenta incucisata cu alte clase de antibiotice. Din pacate, a fost descoperita o metiltransferaza
Cfr rar intalnita, capabila de metilarea ARNr 23S in pozitia A2503. Metilarea reprezinta un obstacol
steric ce impiedicd legarea fenicolilor, lincosamidelor, oxazolidinonelor, pleuromutilinelor si
streptograminelor, ceea ce are ca rezultat fenotipul de rezistenta PhLOPS. Gena cfr a fost
identificatd initial la stafilococi coagulazo-negativi izolati de la animale si mai recent de la om, iar
ulterior in mai multe specii bacteriene, in special in tulpini de origine zoonoticd. Gena cfr este
localizata pe cromosom si pe diferite plasmide sau elemente transferabile, ceea ce indica riscul de
raspandire prin transfer orizontal. Totusi, rata de rezistentd bacteriana la pleuromutiline raméane
scazuta (Paukner si Riedl 2017).

5.10. Alte antibiotice obtinute prin biotehnologii

Pe langa marile clase de antibiotice, o serie de compusi antimicrobieni cu caracteristici
distincte au fost obtinuti biotehnologic. Ulterior, in productie, sinteza chimica s-a dovedit a fi mai
rentabild. Unele substante se regasesc pe lista medicamentelor esentiale a WHO.

Bacitracina constituie un amestec de peptide ciclice inrudite, izolat pentru prima data in
anul 1945. Alcatuita din 11 tipuri de aminoacizi, este produsa de Bacillus subtilis si B.
licheniformis. Biosinteza bacitracinei la B. licheniformis este catalizatda de NRPS codificate de patru
gene: bacT, bacA, bacB si back. Compusul inhiba sinteza peretelui celular la bacterii Gram-pozitive
si cateva specii de bacterii Gram-negative. Fiind nefrotoxic, este inclus in unguente cu aplicare
locald, pentru prevenirea infectiilor. Are utilizari si In medicina veterinard, ca aditiv furajer, unde
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legislatia permite. Bacitracina are aplicatii si in testele de laborator, fiind utilizatd pentru
identificarea unor specii de bacterii intrinsec rezistente la bacitracind, precum Haemophylus
influenzae. Tn schimb, Streptococcus pyogenes este susceptibil la bacitracina, spre deosebire de alti
streptococi cu rezistentd intrinseca.

Cloramfenicolul este primul amfenicol descoperit, introdus in practica clinica in anul 1949.
Are o structura de tip fenil-propanoid (Figura 23), ca si alte antibiotice din acest grup:
tiamfenicolul, floramfenicolul si azidamfenicolul. Cloramfenicolul a fost descoperit ca produs al
metabolismului secundar la Streptomyces venezuelae, ulterior compusul sintetizat chimic a inlocuit
preparatul obtinut pe cale biotehnologica. Calea biosintezei cloramfenicolului la S. venezuelae este
codificatd in clusterul de gene sven (Ferndndez-Martinez si colab. 2014). Mecanismul de actiune
presupune legarea de subunitatea mare ribosomald, inhiband reversibil formarea legaturilor
peptidice de catre peptidil-transferaza. Mecanismul diferda de cel al macrolidelor prin faptul ca
acestea din urma se leaga steric, in timp ce cloramfenicolul se leaga specific de ARNr 23S in
anumite pozitii. Cloramfenicolul poate actiona asupra ribosomilor mitocondriilor si poate avea efect
mutagen. Efectele adverse au condus la etichetarea cloramfenicolului cu avertisment pentru riscul
de anemie aplastica, mielosupresie si sindromul gri neonatal.

Este un agent bacteriostatic cu spectru larg, actionand asupra bacteriilor aerobe si anaerobe,
Gram-pozitive si Gram-negative. Cloramfenicolul a fost utilizat pentru prima datd pentru
tratamentul febrei tifoide, dar raspandirea rezistentei agentului Salmonella typhi a dus la pierderea
valorii sale clinice. Este utilizat pe scara larga pentru tratamentul conjunctivitei bacteriene, a
abceselor cerebrale stafilococice si a meningitei. Este utilizat pentru tratarea infectiilor cauzate de
Vibrio cholerae rezistent la tetraciclind si a VRE. Rezistenta microbiana este conferita de gena cat,
care codificdi enzima cloramfenicol acetiltransferaza, ce inactiveazd cloramfenicolul.
Permeabilitatea redusd a membranei si mutatia subunitdtii ribosomale 50S sunt alte mecanisme
microbiene care ajuta bacteriile sa reziste efectului acestui vechi antibiotic.
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Figura 23. Structura cloramfenicolului si a spectinomicinei.

Spectinomicina (1961) este un compus asemanator aminoglicozidelor, care face parte din
grupa aminociclitolilor, constand dintr-un sistem triciclic in care actinamina si aminospectoza sunt
fuzionate la un inel dioxan (Figura 23). Asemenea streptomicinei, cele doud subunitati ale
moleculei sunt derivate din D-glucoza si mioinozitol. Spectinomicina este produsa industrial prin
fermentatie cu ajutorul unor tulpini de Streptomyces sp., pe medii complexe cu glucoza si bogat
oxigenate. Clusterul de gene responsabil de biosinteza spectinomicinei la Streptomyces spectabilis
contine 15 ORF ce codificd o suitd de gene spc codificand enzimele necesare (Thapa si colab.
2008). Rezistenta la spectinomicind este realizatd prin intermediul unor adeniltransferaze capabile
sd inactiveze antibioticul, codificate de gene spc, spd si spw (Jamrozy si colab. 2014).
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Actioneaza inhiband sinteza proteinelor prin blocarea sterica a subunitatii mici ribosomale,
si astfel a translocarii si transferului ARNm si ARNt in ribosom. Spectinomicina este un antibiotic
cu spectru larg, cu activitate moderata impotriva bacteriilor Gram-pozitive si Gram-negative. De un
interes deosebit este activitatea sa Tmpotriva Neisseria gonorrhoeae, inclusiv in cazul tulpinilor
producatoare de beta-lactamaza. Alti germeni responsabili de boli cu transmitere sexuala, precum
Chlamydia trachomatis si Treponema pallidum, sunt rezistenti la spectinomicina.

Fosfomicina este singurul antibiotic din grupul fosfonatilor, disponibil din anul 1973. Se
cunosc doar aproximativ 40 de molecule naturale care detin legatura C-P, si multe dintre ele
prezinta activitati biologice interesante. Fosfomicina este un acid fosfonic natural care contine un
inel epoxid tensionat structural (Figura 24) si astfel reactiv din punct de vedere chimic, proprietate
ce conferda o buna activitate antibacteriana aceastei molecule cu greutate molecularda mica.
Structural, imitd fosfoenolpiruvatul, o sursd importantd de energie pentru celula bacteriana.
Compusul farmaceutic a fost descoperit ca fiind produs de Streptomyces fradiae, dar este obtinut
industrial prin sintetizd chimica. Biosinteza fosfomicinei la Streptomyces sp. este codificata in
clusterul de gene fom si se desfagsoara in sapte etape, pornind de la piruvat. Unele tulpini de
Pseudomonas sp. pot sintetiza fosfomicina printr-o cale biosinteticd ce diferda de cea de la
streptomicete (Cao si colab. 2019).

Fosfomicina are activitate bactericida, inhibadnd in mod eficient etapa initiala in biogeneza
peptidoglicanului  prin blocarea ireversibila a enzimei MUurA, ce catalizeaza legarea
fosfoenolpiruvatului la N-acetil glucozamina. Mecanismele de rezistentd includ penetrarea redusa in
celula, modificari ale tintei MurA, supraexprimarea tintei sau modificarea antibioticului de catre
metaloenzime ce inactiveaza fosfomicina (codificate de genele fos).

Are un spectru larg de actiune, impotriva unei varietati de bacterii Gram-negative si Gram-
pozitive, inclusiv izolate clinice si multirezistente de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Salmonella schottmuelleri,
Serratia marcescens, Salmonella typhi, Citrobacter sp., Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus (inclusiv MRSA), Staphylococcus epidermidis si Streptococcus pyogenes. Pseudomonas
aeruginosa prezinta o susceptibilitate moderatd, eficacitatea fosfomicinei fiind imbunatatita n
combinatie cu alte antibiotice precum cefalosporine, carbapeneme, aminoglicozide etc. Tulpini
rezistente la fosfomicina au fost identificate la speciile Acinetobacter baumannii, Vibrio fischeri,

Chlamydia trachomatis si Bacteroides sp.

Deoarece fosfomicina are un mecanism de actiune inedit, toxicitate scazuta, un spectru larg
de activitate antibacteriand, proprietati farmacodinamice / farmacocinetice excelente si o buna
biodisponibilitate, a fost aprobatd pentru utilizare clinicd in tratamentul infectiilor bacteriene ale
tractului urinar in multe tari timp de cateva decenii. In plus, utilizarea sa potentiald pentru infectii
bacteriene dificil de tratat a devenit promitatoare, iar fosfomicina a devenit un candidat ideal pentru
tratamentul eficient al infectiilor cauzate de bacterii multirezistente, in special in combinatie cu alte
farmacoterapeutice (Cao si colab. 2019).
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Figura 24. Structura fosfomicinei si a cicloserinei.

Cicloserina este un antibiotic heterociclic, analog ciclic al aminoacidului D-alanina,
introdusa in terapie in anul 1964. Produsa de Streptomyces orchidaceous, S. garyphalus si S.
lavendulae, poate fi obtinuta prin bioconversie enzimatica pornind de la serina. Clusterul de gene
des la S. lavendulae este organizat in 10 ORF, intr-un fragment de 21 kb, fiind implicat in
biosinteza cicloserinei pornind de la L-serina si L-arginina (Kumagai si colab. 2010).

D-cicloserina este 0 4-amino-1,2-oxazolidin-3-ona (Figura 24), deci tehnic o oxazolidinona,
insd mecanismul de actiune este diferit de cel al acestei clase de antibiotice. Fiind un analog al D-
alaniei, cicloserina inhiba sinteza peretelui celular bacterian prin interferenta cu doua enzime: L-
alanin-racemaza (care formeaza D-alanind din L-alanind) si D-alanin- D-alanin-ligaza (care
Tncorporeaza D-alanina in pentapeptida necesara formarii peptidoglicanului). Este utilizata n regim
polifarmacoterapic n tratamentul tuberculozei, atunci cand s-a dezvoltat rezistenta sau toxicitate la
medicamentele de prima linie. Are rol de agent antituberculos, agent antiinfectios, antimetabolit,
metabolit si agonist al receptorilor N-metilaspartatului, un neurotransmitator.

Colistina (polimixina E) este prima polimixinad introdusd in terapie (1958), fiind si in
prezent produsa industrial cu ajutorul bacteriei Paenibacillus polymyxa var. colistinus. Ulterior
(1964) a fost dezvoltat si un derivat semisintetic numit polimixina B. Polimixinele sunt decapeptide
ciclice non-ribosomale, cu o molecula policationica amfifila ce contine atat grupari hidrofile cat si
lipofile (Figura 25). Biosinteza colistinei porneste de la trei amionoacizi (treonina, leucina si acid
diaminobutiric), fiind realizatd de trei NRPS modulare codificate de gene pmx grupate intr-un
cluster de 41 kb (Tambadou si colab. 2015).
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Figura 25. Structura colistinei.

Regiunile cationice interactioneaza electrostatic cu membrana externa a bacteriilor Gram-
negative, Tnlocuind cationii bivalenti de Ca®* si Mg?* din grupdrile fosfat ale lipopolizaharidelor
membranare. Afinitatea colistinei pentru lipopolizaharidele membranare este de cel putin trei ori
mai mare decat pentru cationii bivalenti. Aceste proprietdti i permit sd actioneze similar unui
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detergent, permeabilizdnd membrana. Regiunile hidrofobe ale moleculei patrund in interiorul
celulei unde actioneazi la disruptia membranei si liza celulei, realizand efectul bactericid. Tn plus,
colistina inhibd endotoxinele bacteriene, perturba veziculele celulare, produce specii reactive de
oxigen si inhibd enzimele respiratiei celulare (Ahmed si colab. 2020). Aceste mecanisme
suplimentare permit colistinei sa fie eficienta si asupra bacteriilor Gram-pozitive.

Colistina este activa impotriva agentilor patogeni Gram-negativi aerobi precum P.
aeruginosa rezistenta la carbapeneme, A. baumannii, K. pneumoniae, E. coli si alte
Enterobacteriaceae. Polimixina B prezinta un spectru larg de activitate, in special impotriva
bacteriilor Gram-negative, dar este eficienta si Tmpotriva bacteriilor Gram-pozitive Staphylococcus
aureus, Streptococcus gordonii, S. agalactiae, precum si impotriva bacteriilor facultativ anaerobe
cum este Listeria monocytogenes.

Unele bacterii poseda rezistentd intrinseca la colistind: Serratia marcescens, Proteus sp.,
Providencia sp., Morganella morganii, Vibrio cholerae, Burkholderia cepacia, Brucella sp.,
Campylobacter sp., Legionella sp., Chromobacterium sp., Neisseria sp., Edwardsiella sp., unele
specii de Aeromonas si coci Gram-negativi anaerobi. Mecanismele de rezistenta la polimixine sunt
complexe si includ: (i) modificari ale lipopolizaharidelor prin addugarea de grupari cationice; (ii)
mutatii care duc la pierderea lipopolizaharidelor; (iii) mutatii ale porinei si supraexprimarea
pompelor de eflux; (iv) superproductie de polizaharide capsulare care ascund situsurile de legare a
polimixinei; (v) inactivarea enzimatica a colistinei.

Din cauza efectelor adverse (nefrotoxicitate si neurotoxicitate), polimixinele au fost
abandonate in anii 1970, cand au fost de altfel descoperite foarte multe alte antibiotice. Au
continuat sa fie administrate in infectii cu pseudomonade pacientilor cu fibroza chistica si in infectii
oculare si auriculare. In prezent sunt reevaluate pentru revitalizarea lor ca agenti eficienti pentru
combaterea patogenilor multirezistenti (Ahmed si colab. 2020). Din anul 2015, in UE, utilizarea
polimixinei B este limitatd aplicarii locale pentru infectii ale pielii.

Daptomicina este o lipopeptida acida naturala produsa de Streptomyces roseosporus,
disponibila in terapie din anul 2003. Se obtine din cultura suplimentata cu acid decanoic. Molecula
complexa a daptomicinei este formatd din 13 aminoacizi, dintre care 10 sunt dispusi intr-un ciclu
macrolactonic si trei lateral (Figura 26). Contine doi aminoacizi neproteinogeni deosebiti, acidul 3-
metilglutamic si L-kinurenina, ce apare doar ih molecula de daptomicina.

o)
H
N N’\:
Z _CONH, _ Oy NH o
o \;L Y HOOC
N HOOC
N N
NH H/\g/ /\/
\/\/\/\/\n/ COOH
o)
Daptomicina NH, HO Yo

Figura 26. Structura daptomicinei.
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Clusterul de gene responsabile de biosinteza daptomicinei la S. roseosporus implica trei
gene dpt partial suprapuse ce codifica trei NRPS multimodulare, dar si alte gene dpt responsabile de
modificarile ulterioare. Biosinteza este initiatd prin cuplarea acidului decanoic la reziduul de
triptofan N-terminal, urmata de cuplarea celorlalti aminoacizi prin mecanisme catalizate de NRPS
ce realizeaza o suitd de activititi tipice de condensare, adenilare si tiolare. In cele din urma, are loc
ciclizarea lantului, catalizata de o tioesteraza, urmand eliberarea lipopeptidei. Acidul decanoic din
molecula daptomicinei este sintetizat pe calea acizilor grasi.

Daptomicina are un mecanism de actiune distinct, perturband mai multe functii ale
membranei celulare bacteriene. Patrunde prin membrana celulara intr-un mod dependent de calciu
sau de fosfatidil glicerol, apoi moleculele lipopeptidice ale antibioticului se agrega modificand
curbura membranei, creeazd pori si determind iesirea ionilor din celuld. De asemenea, induce
depolarizarea rapida si pierderea potentialului membranei, ceea ce duce la perturbarea
metabolismului si implicit la moartea celulelor bacteriene.

Este administrata in infectii sistemice cauzate de bacterii Gram-pozitive precum MRSA si
VRE, pentru tratamentul infectiilor pielii si a structurilor pielii si pentru tratamentul bacteriemiei si
endocarditei cauzate de tulpini rezistente la antibiotice. O mare ingrijorare o reprezinta observarea
fenomenului de rezistentd la daptomicina a stafilococilor si a enterococilor. Modificarea tintei
antibioticului implica o serie de gene ce controleaza raspunsul la stres al membranei celulare ori
metabolismul fosfolipidic (Miller si colab. 2016).

O alta lipopeptida naturala, friulimicina produsa de Actinoplanes friuliensis este in curs de
investigare. Clusterul de gene implicate in biosinteza a fost caracterizat, fiecare grup de gene nou
analizat reprezentand un nou instrument pentru biosinteza combinatorie, oferind informatii despre
sinteza unor grupdri neobisnuite, cum ar fi aminoacizii neproteinogeni, reziduurile acil si portiunile
glucidice (Miiller si colab. 2007). Manipularea programata a genelor care codifica enzimele in ciile
biosintetice ofera perspective pentru reproiectarea acestor compusi pentru a crea antibiotice cu noi
activitati noi si capacitatea de a depasi rezistenta bacteriana.

Rifampicina este un polichetid ce face parte din grupul ansamicinelor (Figura 27), derivat
din rifamicina SV produsa de Amycolatopsis rifamycinica (initial identificata ca Streptomyces
mediterranei, apoi redenumiti Nocardia mediterranei si Amycolatopsis mediterranei). Tn mod
natural, bacteria produce rifamicina B, un compus cu activitate antimicrobiand modesta. Produsul
disponibil comercial inca din anul 1967 contine rifamicind SV, obtinutd prin bioconversie
enzimatica sau prin blocarea ultimei etape de biosinteza la tulpini mutante, rifamicina SV fiind un
precursor al biosintezei rifamicinei B. Biosinteza polichetidului are loc prin asamblarea moleculei
pornind de la o grupare aromaticd (acidul 3-amino-5-hidroxibenzoic, care se formeaza din
kanozamina derivata din glucoza) extinsa cu doud molecule de acetat si opt de propionat pe o cale
hibrida PKS/NRPS. In clusterul de gene responsabile de biosinteza rifamicinei (rif), 5 ORF mari
codificd o PKS de tip I cu 10 module si NRPS responsabile de adenilarea, tiolarea, eliberarea si
ciclizarea undecachetidului intr-o molecula macrolactam, proansamicina (Floss si Yu 2005).
Ulterior aceasta sufera cateva modificari catalizate enzimatic (acetilare, metilare etc), rezultand
rifamicina B (Xu si colab. 2005).

Rifampicina manifestd actiune antimicrobiand prin inhibarea sintezei ARN, mai exact a
ARN polimerazei dependente de ADN. Prin legarea in afara situsului activ al enzimei, blocheaza
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steric elongarea si scade afinitatea ARN polimerazei pentru transcripturi scurte de ARN. Inhiba in
mod specific ARN polimeraza la procariote si nu actioneaza asupra enzimei la mamifere.

Rifampicina prezintd un spectru larg de actiune, mai ales asupra bacteriilor Gram-pozitive si
in special asupra micobacteriilor. Este utilizatd ca tratament de linia adoua 1n tuberculoza, lepra,
infectii cu Legionella pneumophila sau complexul Mycobacterium avium. Intrucit rezistenta la
rifampicind apare tot mai des, medicamentul este asociat in scheme polifarmacoterapice. Rezistenta
la rifamipicind, de care sunt responsabile diferite gene rpo, se datoreazd modificarii situsului de
legare (ARN polimeraza) si efluxului intensificat. Alti derivati semisintetici ai rifamicinelor
(rifabutina) sunt activi asupra patogenilor rezistenti la rifampicina (Floss si Yu 2005).
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Figura 27. Structura rifampicinei si a novobiocinei.

Novobiocina (1960) este 0 aminocumarina produsa de tulpini de Streptomyces niveus
(anterior S. spheroides) Structural, molecula este compusa din trei unitati structurale: un zahar
denumit novioza, o cumarina si un acid 4-hidroxibenzoic prenilat (Figura 27). Biosinteza celor trei
unitati se realizeaza independent, pornind de la glucoza, tirozind si respectiv prefenat, urmand
conectarea celor trei inele prin legaturi glicozidice si amidice. Clusterul de gene responsabil de
biosinteza novobiocinei indica un set de 23 gene niv ce au fost adnotate ca fiind implicate Tn diverse
etape, impreuna cu gena gyrB' ce confera autorezistenta (Steffensky si colab. 2000).

Mecanismul de actiune al novobiocinei se bazeaza in principal pe inhibarea subunitatii GyrB
a ADN girazei, o topoizomeraza tip II ATP-dependenta. Novobiocina se leaga de giraza bacteriana,
inhibdnd competitiv ATPaza. De asemenea inhiba activitatea ATPazei topoizomerazei 1V
bacteriene, care apartine aceleiasi familii de topoizomeraze I, ca si giraza (Oblak si colab. 2007).

Datorita activitatii sale antibacteriene excelente impotriva agentilor patogeni Gram-pozitivi,
novobiocina a fost utilizata pentru tratamentul infectiilor cu MRSA, dar in prezent in UE este
rezervata pentru uz veterinar, impotriva mastitei la bovine. Cativa derivati de novobiocind au fost
dezvoltati §i sunt investigati cu scopul de a imbunatati proprietdtile fizico-chimice si de a spori
eficienta si siguranta.

De asemenea, analogi ai novobiocinei sunt testati pentru proprietati potential
anticancerigene. Recent s-a constatat ca novobiocina actioneaza si asupra celulelor eucariote prin
blocarea proteinei de soc termic Hsp90, o chaperona critica pentru plierea, stabilizarea si activarea
multor proteine, in special a oncoproteinelor responsabile de progresia cancerului (Dlugosz si
Janecka 2017).
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5.11. Antibiotice obtinute prin sinteza chimica

Cateva clase de antibiotice de sinteza includ compusi cu valoare apreciabild, care sunt
frecvent utilizati pentru terapia bolilor infectioase. Astfel de antibiotice consacrate sunt
sulfonamidele, chinolonele si oxazolidinonele (Figura 28).
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Figura 28. Structura principalelor antibiotice obtinute prin sinteza chimica.

Sulfonamidele constituie primul grup de antibiotice descoperit si introdus in practica in anii
1930. Au efect bacteriostatic, interferand procesul de sinteza a acidului folic, un metabolit esential.
Actioneaza ca inhibitori competitivi ai dihidropteroat sintetazei, enzima responsabild de inglobarea
acidului paraaminobenzoic pentru formarea moleculei de acid folic. Sunt antibiotice cu spectru larg,
ce include atat bacterii Gram-pozitive cat si Gram-negative, protozoare intracelulare precum
Toxoplasma sp. etc. Inca este des utilizatd substanta activa sulfametoxazol, care, in combinatie cu
trimetoprim, actioneaza sinergic avand efect bactericid.

Chinolonele constituie o clasd importantd de agenti antimicrobieni, chinolonele fiind
descoperite accidental in anii 1960, ca produsi secundari rezultati in sinteza clorochinei.
Chinolonele de prima generatie (acidul nalidixic) au fost introduse in practica incepand cu anul
1967. Cele de generatia a doua, denumite florochinolone (ciprofloxacina, norfloxacina), au fost
lansate Tncepand cu anii 1980, iar cele de generatia a treia (levofloxacina) in anii 1990. Au efect
bactericid, interfereaza cu replicarea ADN inhiband activitatea de ligare a topoizomerazelor de tip
II, ADN girazei si topoizomerazei tip IV. Sunt antibiotice cu spectru larg, prescrise pentru o gama
variatd de infectii urinare, ginecologice, osoase, articulare, ale tractului respirator, sinuzite,
gastroenterite etc. fiind printre cele mai utilizate antibiotice. Florochinolonele interactioneaza cu
diferiti receptori ai celulei eucariote, ceea ce se concretizeaza in efecte adverse la nivelul
tendoanelor, muschilor si sistemului nervos.

Oxazolidinonele au intrat in practica clinica in anul 2000, fiind antibiotice rezervate
infectiilor grave cu bacterii Gram-pozitive aerobe multirezistente. Inhibd sinteza proteinelor
bacteriene in etapa initierii acesteia, blocand legarea complexului N-formilmetionil-ARNt la
ribosom. Mecanismul unic poate preveni rezistenta incrucisata cu alte antibiotice ce inhiba sinteza
proteinelor (cloramfenicol, lincomicind etc). Doud oxazolidinone sunt disponibile comercial:
linezolidul recomandat pentru infectii sistemice si tedizolidul pentru infectii ale pielii.
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5.12. Rezistenta bacteriana la actiunea antibioticelor

Rezistenta la antibiotice reprezintad capacitatea naturald sau dobanditd a unui microorganism
de a fi imun la efectele unuia sau mai multor antibiotice. Desi aceastad notiune este folosita si
referitor la rezistenta naturald (capacitatea intrinseca a unor bacterii de a rezista la actiunea anumitor
agenti antimicrobieni), de o mai mare importanta clinica si stiintifica este rezistenta dobandita.
Rezistenta la antibiotice poate sd apara prin selectie naturald sau prin mutatii (sub efectul factorilor
de mediu mutageni sau prin erori necorectate in procesul de replicare a ADN). Odata aparuta
rezistenta la antibiotice, gena codificand acest caracter se poate raspandi la alte celule prin transfer
lateral de gene (horizontal gene transfer, HGT). O bacterie poate purta simultan mai multe gene de
rezistentd la antibiotice. Daca este rezistentd la cel putin trei clase distincte de antibiotice, este
denumita multirezistenta.

Rezistenta bacteriana la antibiotice si dezinfectanti a aparut odata cu utilizarea la scara larga
a antibioticelor si a biocidelor (Figura 29). Caracterizarea bacteriilor din era pre-antibiotica, pastrate
din anii 1914-1950 in asa-numita colectie Murray arata ca in acea perioada microorganismele erau
susceptibile actiunii oricarui agent antibiotic. Desi sulfonamidele au fost introduse Tn practica
clinicd la mijlocul anilor 1930, colectia Murray este susceptibild acestei clase de substante
antibacteriene sintetice. Totusi, multe dintre aceste tulpini contin plasmide, fiind capabile de a initia
transferul genetic prin conjugare.

Antibiotic
Tetraciclina
Cloramfenicol Vancomicina
Streptompifina | Ampicilina -
Sulfamide Eritromicina| Cefalosporine Daptomicina
/\ P - Meticiling~] Linezolid
Pk ing. :
/ ) , I
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I
Stre tolnicina itromici - S
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Tetraciclina neticilina | Cefalosporine

Rezistenta

Figura 29. Implementarea antibioticelor in terapie si aparitia fenomenului de rezistenta (dupa Clatworthy si colab.
2007).

Cu toate ca prezenta genelor de rezistentd a fost initial observatd si studiatd in cazul
tulpinilor bacteriene patogene izolate din mediul clinic, ulterior s-a observat ca elementele genetice
determinante sunt raspandite dinamic intr-un spectru larg de specii din mediul ambiant. HGT se
realizeazd prin intermediul unor elemente genetice mobile cum sunt plasmidele, transposonii,
integronii mobili sau insulele genetice. Era antibiotica coincide cu momentul aparitiei in diverse
medii a integronilor ce poartda multiple casete de gene. Integronii reprezinta o familie complexa de
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elemente genetice mobile, capabile de achizitia si exprimarea genelor ce conferd rezistenta la
antibiotice §i biocide. Peste 100 de clase distincte de integroni au fost caracterizate pana acum,
estimandu-se ca aproximativ 10% din genomurile bacteriene detin acesti vectori de transfer.

Datele recente privind raspandirea fenomenului de rezistentd sunt ingrijoratoare. Astfel,
WHO recomanda un sistem global de monitorizare a raspandirii microbilor rezistenti, avertizand
asupra riscului intrarii omenirii in era post-antibiotica: ,,0 era post-antibiotica - in care infectii
comune si leziuni minore pot ucide - departe de a fi o fantezie apocaliptica, este o posibilitate foarte
reala pentru secolul XXI” (Keiji Fukuda, WHO, asistent director general pentru securitatea sanitara,
Aprilie 2014, http://www.nature.com/news/who-warns-against-post-antibiotic-era-1.15135).

Rezistenta la antibiotice poate fi indusa unui microorganism si pe cale artificald, prin tehnici
de transformare genetica. Aceasta metoda este utila in inginerie genetica si in biotehnologie pentru
selectarea bacteriilor care poartd un anumit caracter aditional, transmis impreund cu gena de
rezistenta.

Existd mai multe mecanisme prin care se manifestd fenomenul de resistenta:

1. Inactivarea sau distrugerea antibioticului - de exemplu inactivarea penicilinei prin
producerea unor enzime (beta-lactamaze) care rup legatura beta-lactamica din molecula acesteia. De
asemenea, modificari enzimatice ale antibioticelor (aminoglicozide, macrolide, tetracicline) prin
fosforilare, acetilare, adenilare, glicozilare sau hidroxilare previn legarea acestora de tinta;

2. Modificarea tintei (locului de legare a antibioticului) asftel incat molecula antibioticului
sd nu mai poata reactiona cu componentele celulare - de exemplu ribosomi (rezistenta MLSB) sau
enzime implicate in sinteza peretelui bacterian (rezistenta la vancomicina);

3. Modificarea cailor metabolice la nivelul carora actioneaza antibioticele - cazul unor
bacterii rezistente la sulfonamide, care in loc sa sintetizeze acidul folic pornind de la acid para-
aminobenzoic, folosesc acid folic preformat, la fel ca celulele mamiferelor;

4. Inhibarea patrunderii antibioticului in celuld - de exemplu mecanismul de rezistenta la
macrolide;

5. Eliminarea antibioticului (efluxul activ) - observat la unele specii Tn cazul
aminoglicozidelor, macrolidelor etc;

6. Supraexprimarea tintei moleculare (observatd in vitro) si protectia tintei
medicamentului, spre exemplu in cazul unor gene de rezistenta la tetracicline (Wilson 2014).

Strategiile de combatere a acestor mecanisme de rezistenta includ:
Profilaxia prin vaccinare in locul tratarii infectiilor cu antibiotice;
Scheme de tratamente polifarmacoterapice si rotatia alternativa a doua-trei antibiotice;

Intensificarea eforturilor pentru descoperirea si dezvoltarea de noi antibiotice;
Revitalizarea unor medicamente vechi, mai mult sau mai putin scoase din terapie de cele noi;

Diagnosticarea rapida si efectuarea antibiogramei inainte de a fi indicat tratamentul;
Metode alternative precum terapia cu bacteriofagi.

Mecanismele genetice de rezistentd bacteriana la antibiotice sunt foarte numeroase, n
prezent fiind cunoscute aproape 3.000 de gene de rezistenta. Multe au fost identificate atat in tulpini
clinice (Farkas si colab. 2017; 2019) cat si in cele izolate din mediul inconjurdtor, Tn special din
medii intens antropizate (efluenti din spitale, statii de epurare a apelor uzate, ferme zootehnice etc)
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(Szekeres si colab. 2017; Butiuc-Keul si colab. 2021). Cateva din cele mai reprezentative si
raspandite tipuri de gene de rezistentd, grupate dupa cele mai importante clase de antibiotice:

I. Rezistenta la antibioticele beta-lactamice. O caracteristici comuna a bacteriilor
Gram-negative o reprezinta capacitatea de degradare a inelului B-lactam, avand ca rezultat
inactivarea moleculelor antibioticului. Este un mecanism ce presupune enzime multiple, care se
disemineaza prin elemente genetice mobile in agenti patogeni oportunisti (Enterobacteriaceae), dar
si In germeni nefermentativi (Pseudomonas aeruginosa). Astfel de enzime sunt:

e Beta-lactamazele grupate la randul lor in patru clase: beta-lactamazele serine la locul activ
(clasele A, C si D) si zinc-dependente sau metalo-beta-lactamaze (MBL, clasa B). Se disting mai
multe grupuri:

- Grup 1: cefalosporinaze neinhibate de acidul clavulanic;

- Grup 2: penicilinaze si cefalosporinaze inhibate de acidul clavulanic;

- Grup 3: metaloenzime: blaipm, blaviv;

- Beta-lactamaze cu spectru larg (extended spectrum betalactamases, ESBLS): blaTEM, blasnv,
blactx-m, blaoxa, blanowm;

e Carbapanemazele sunt mai nou aparute, iar diseminarea lor reprezintd o mare ingrijorare
globala: blavim, blaoxa, blaive, blakec, blanom (Tooke si colab. 2019).

Il. Rezistenta la aminoglicozide poate fi generata prin cateva mecanisme:

¢ Inactivarea aminoglicozidelor prin modificare enzimaticd realizatd de acetiltransferaze,
nucleotidiltransferaze sau fosfotransferaze, modalitati observate frecvent la bacteriile Gram-pozitive
si Gram-negative. Se cunosc peste 100 de enzime capabile sd modifice structural antibioticele
aminoglicozidice (Ramirez si Tolmasky 2010):
- N-acetiltransferaze (aac)
- O-adenililtransferaze (ant)
- O-fosfotransferaze (aph)

e Eflux intensificat;

e Permeabilitate scazuta;

e Modificari ale subunitatii ribosomale 30S care interfereaza cu legarea aminoglicozidelor, prin
mutatii punctiforme si modificari post-transcriptionale (Doi si colab. 2016) sau metilarea ARNr 16S
(Krause si colab. 2016).

I11. Rezistenta la glicopeptide. Rezistenta la vancomicina si teicoplanina a fost observata
n cazul speciilor de Enterococcus si a S. aureus, fiind codificata de gene multiple situate in operoni
Van. Acestea actioneazd modificdnd tinta antibioticului prin reprogramarea peptidoglicanului
(vanA, vanC) sau eliminand tinta pentru glicopeptide (vanX, vanY) (Lebreton si Cattoir 2019).

IV. Rezistenta la macrolide, lincosamide si streptogramine poate fi realizata prin:
e Modificarea tintei medicamentului prin metilare sau mutatii, previne legarea antibioticului la
tinta, de exemplu metilarea ribosomala (erm);
e Eflux intensificat (msr, mef, Isa, vga);
o Degradarea antibioticului (ere, inu, mph, vgb) (Leclercq 2002).

V. Rezistenta la fenicoli, lincosamide, oxazolidinone, pleuromutiline si streptogramine
(fenotipul PhLOPS) este datorata:
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e Modificarii tintei medicamentului prin metilare ribosomala (cfr).

V1. Rezistenta la tetracicline este mediata prin cel putin patru cai:
e Mutatii la nivelul situsului de legare al antibioticului (in gena ARNr 16S sau in gena rpsJ);
e Protectie ribosomala: tet(O), tet(M);
e Pompe de eflux pentru tetracicline: tet(A), tet(B), tet(K), tet(L);
e Inactivarea enzimatica a antibioticului: tet(X) (Grossman 2016).

VIl. Rezistenta la sulfonamide. Rezistenta bacteriana la sulfonamide apare n principal
din cauza mutatiilor genei folP care codifica dihidropteroat sintaza (DHPS) implicata in biosinteza
nucleotidelor sau prin achizitionarea de gene DHPS alternative (sull, sul2, sul3), ale caror produse
au o afinitate scazuta la sulfonamide. Recent a fost raportata o noud gena din aceeasi familie (sul4),
precum si un nou mecanism de rezisten{d bazat pe degradarea sulfonamidelor (Razavi si colab.
2017; Kim si colab. 2019).

VIlI. Rezistenta la biocide. Este codificata in casete de gene responsabile de activitatea
pompelor de eflux pentru compusi cuaternari cu amoniu, cum sunt cloraminele (gqacA/B, gacC,
gacE, gacF, gacG, gacH si gacJ (Jaglic si Cervinkova 2012).

Patogenii ESKAPE. Eforturile in scopul identificarii si dezvoltarii terapiilor antimicrobiene
eficiente se concentreaza asupra unei categorii de sase patogeni umani cu rezistentd sporita la
antibioticele administrate uzual. Aceste bacterii au o semnificatie clinicd deosebita, fiind adesea
implicati in infectii nosocomiale: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae.

5.13. Necesitatea de noi antibiotice

Datorita rezistentei bacteriene la antibiotice, transferate interspecific prin transfer lateral de
gene, a transformarii speciilor bacteriene inofensive n variante patogene, in special prin achizitia
unor gene de virulentd (tot prin HGT) si a structurilor reziliente precum biofilmul, necesitatea de
noi antibiotice mai eficiente, mai putin toxice este o cerintd permanentd dar mai ales stringenta.

Metodele de ameliorare a productiei de antibiotice. Terapia antiinfectioasda se afld in
impas datorita fenomenului de rezistenta multipla la antibiotice, intalnit tot mai frecvent la bacterii.
Acest fenomen ar putea fi depasit cu succes doar de noi clase de antibiotice, care sd actioneze prin
mecanisme diferite de cele ale antiinfectioaselor utilizate in prezent. Din pacate, descoperirea si
dezvoltarea de antibiotice complet noi se dovedeste a fi practic imposibila in acest moment, fiind
limitata de nivelul de cunoastere existent, dar si dificild, costisitoare si consumatoare de timp. Din
aceasta cauza obtinerea unor antibiotice noi prin extinderea intelegerii si dezvoltarea de noi tehnici
(knowledge and know-how) este limitata la abordari precum:

1. Fuziunea protoplastilor bacterieni sau fungici. Cele doua tulpini celulare (bacteriene,
respectiv fungice) supuse procedeului fuziunii, trebuie sa sintetizeze doua antibiotice diferite, din
aceiasi familie. Prin cuplarea artificiala a celor doua cai de biosinteza poate sa rezulte un nou
antibiotic (un antibiotic hibrid). Fuziunea protoplastilor se poate utiliza in scopul cresterii
randamentului productiei de antibiotice. Se procedeaza la fuziunea protoplastilor unei tulpini
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bacteriene 1nalt producatoare, care creste incet sau este pretentioasad la conditiile de crestere, cu o
linie bacteriand care face sinteza antibioticelor cu o rata inferioard, dar se dezvolta repede si nu are
exigente nutritive deosebite. Prin fuziune rezultd organisme care cumuleazd proprietdti noi,
convenabile atat in ceea ce priveste productia de antibiotice, cat si exigentele nutritive.

2. Amplificarea genica este o altd modalitate de crestere a ratei de sinteza a antibioticelor.
Genele codificatoare ale sintezei antibioticelor sunt cromosomale si extracromosomale
(plasmidiale). Numarul plasmidelor per celula este variabil in functie de tipul de control pe care
celula 7l exercita: un control riguros are ca efect existenta unui numar mic de plasmide in celula (1-5
copii); un control relaxat permite cresterea numarului de copii plasmidiale per celula (50-10 copii).
Tn aceste conditii, daca genele codificatoare ale sintezei antibioticului sunt plasmidiale, randamentul
sintezei creste foarte mult.

3. Transferul genelor codificatoare ale sintezei unui antibiotic, prin tehnologia ADN
recombinat, nu este usor realizabil, deoarece nu toate genele implicate in caile de biosinteza se
cunosc, sau uneori acestea sunt dispersate. De aceea, s-a recurs la un artificiu: se incearca marirea
productiei de antibiotic prin grefarea unor gene promotor foarte eficiente, care sa grabeasca intrarea
n actiune a operonului codificator. Tehnicile de inginerie genetica au permis exprimarea heterologa
a unor antibiotice.

4. Biosinteza mutationald sau mutasinteza, o alta cale pentru ameliorarea producerii de
antibiotice se bazeaza sinteza pornind de la un produs inifial (precursor), printr-o suitd de etape
intermediare. In aceasti tehnologie se folosesc microorganisme mutante, cu incapacitatea de a
realiza sinteza unui produs, aproape de capatul lanfului de sinteza. Daca in mediul de crestere se
adauga precursorul natural, microorganismul produce antibioticul natural. Daca in mediul de cultura
se adaugd un alt compus, modificat (de sintezd chimicd), celulele incorporeaza acest produs chimic
nou si sinteza este orientatd in functie de natura precursorului furnizat.

Pentru producerea antibioticelor noi, industria de biosinteza a utilizat doua cai majore:

I. Prin procedee de mutagenezad s-a urmarit selectia unor tulpini inalt producatoare. Pe aceasta
cale, randamentul biosintezei de antibiotice s-a ameliorat permanent. Procedeul este foarte laborios,
deoarece mutageneza este 0 metodd oarba, ce presupune testarea a mii §i mii de tulpini celulare,
dupa iradiere cu raze UV, raze X sau dupa tratamentul cu substanfe mutagene (azotiperita sau gaz
mustar). Aceastd metodd este tipicd pentru producerea penicilinei, cu tulpini mutante de P.
chrysogenum. Randamentul tulpinilor actuale, obtinute prin mutageneza cu radiatii gamma, este de
mii de ori superior fata de cel al tulpinii originale.

Il.  Producerea de antibiotice cu un oarecare grad de modificare chimicd, prin procedeul
semisintezei. Metoda constd in grefarea unui radical chimic pe o molecula de antibiotic, produsa pe
o cale naturala.

Perspectivele promitatoare in descoperirea si dezvoltarea de noi antibiotice sunt cele
tintite:

1. Simularea in silico prin metode de analiza si modelare bioinformatica are avantajul de
a fi precisa si rapidd, in ajutorul cercetarilor in vitro si preclinice: legarea moleculei
medicamentoase de receptori, ancorarea moleculara, farmacocinetica, toxicitate etc. Este utilizata si
pentru compusi noi, dar si in scopul repozitionarii pentru noi indicatii a unor medicamente
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disponibile pentru uz terapeutic, pentru care se evidentiaza 0 activitate de interes (antimicrobiana)
sau apar noi dovezi clinice. Acestea sunt reintroduse in studii care sa stabileascd modul de
administrare, doza, toxicitatea, sa confirme siguranta si eficacitatea pentru noua indicatie.

2. Utilizarea inteligentei artificale pentru identificarea unor posibile tinte moleculare.
Prin amprentare fenotipica si/sau genotipicd se pot crea imense baze de date care sd fie apoi
analizate pentru detectarea unor ,,puncte slabe” in patogeni.

3. Identificarea si caracterizarea efectelor unor anumite grupari din moleculele
medicamentelor §i prepararea sintetica a analogilor modificati, care sa abordeze direct mecanismele
rezistentei sau efectele secundare prin pocket-based drug design.

Metode de detectare a noilor antibiotice

A. Sondarea primara

- Metoda culturilor in placi;

- Metoda inocularii directe cu sol;

- Metoda striurilor incrucisate;

- Metoda decupajelor din agar;

- Metoda cultivarii in situ pentru VBNC (de exemplu tehnologia iChip).

B. Sondarea secundara

Microorganismele selectate in etapa A se cultiva pe medii optime de cultura, apoi se extrage
antibioticul din mediu. Tn procedeul clasic se realizeaza rondele de hartie impregnate cu antibiotic si
se testeaza pe microorganisme test. Noile tehnologii implica tehnici de HTS.

C. Testarea altor proprietati
Pentru ca un antibiotic sa poata fi utilizat in terapie trebuie sa fie caracterizat in detaliu in ce
priveste:
- Toxicitatea pentru animale prin injectii intraperitoneale;
- Capacitatea hemolitica;
- Capacitatea de legare a componentelor serului;
- Inactivarea de catre enzimele din organismele test;
- Stabilitatea la acid (la cele cu administrare orala);
- Potentialul teratogen;
Fitotoxicitatea (la cele utilizate in agricultura);
Absorbabilitate si toxicitate slabe (in cazul antibioticelor folosite pentru tratarea alimentelor).

. Evaluarea avansata in laborator: stabilirea tuturor conditiilor optime de sinteza;
. Productia in statia pilot;

. Productia la scara industriala;

. Certificarea si autorizarea;

H. Finantarea si lansarea produsului pe piatai.

OmmE g

Cei trei laureati ai Premiului Nobel pentru Chimie (2009), Venkatraman Ramakrishnan,
Thomas Steitz si Ada Yonath au contribuit independent la descifrarea structurii tridimensionale a
ribosomilor, a mecanismelor de actiune a multor antibiotice si a rezistentei antimicrobiene.
Cercetarile au condus spre elucidarea mecanismelor de biosinteza ribosomald si generarea unor
aplicatii biotehnologice pentru productia de noi antibiotice prietenoase cu mediul inconjurator. Se
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incearca proiectarea de antibiotice optimizate molecular in ceea ce priveste proprietatile lor
chimice, toxicitatea, penetrarea celulard si spectrul de actiune la nivel de specii patogene, Cu
posibilitatea de a prezerva microbiomul (care este deteriorat neintentionat de antibioticele actuale),
precum si cresterea biodegradabilitatii cu scopul reducerii pericolelor ecologice cauzate de
componentele nedegradabile ale metabolitilor actuali ai antibioticelor.

5.14. Cele mai noi antibiotice

Medicamentele antiinfectioase recent lansate pe piata includ multe combinatii de antibiotice
deja cunoscute, precum cefalosporine sau carbapeneme si inhibitori de beta-lactamaze. Pufine
molecule noi au fost dezvoltate in ultimii ani, destinate mai ales terapiei infectiilor cu germeni
multirezistenti (Tabel 3). Cele mai multe dintre acestea sunt molecule semisintetice sau sintetice ce
apartin marilor clase de antibiotice. Singura molecula naturala este fidaxomicina, obtinuta cu
ajutorul actinomicetelor.

Tabel 3. Cele mai noi antibiotice.

Denumire Anul Tipul antibioticului Spectrul de actiune
aprobarii
Tigeciclina 2005 Glicilciclina de sinteza Germeni multirezistenti precum E. coli si K.
pneumoniae, enterococi sensibili la vancomicina
(VSE), MRSA
Retapamulina |2007 Prima pleuromutilina de uz Stafilococi si streptococi, uz topic Tn impetigo
uman, antibiotic semisintetic
Telavancina 2009 Lipoglicopeptida semisintetica Germeni Gram-pozitivi multirezistenti precum
derivati din vancomicina MRSA
Ceftarolina 2010 Cefalosporina semisinteticd de Spectru larg, germeni multirezistenti
generatia a V-a
Fidaxomicina |2011 Antibiotic macrociclic Spectru restrans, Clostridium difficile
Oritavancina |2014 Glicopeptida semisintetica Germeni Gram-pozitivi multirezistenti, potential
derivata din vancomicina B. anthracis
Dalbavancina |2014 Lipoglicopeptida semisintetica Germeni Gram-pozitivi multirezistenti precum
derivata din teicoplanina MRSA, Staphylococcus epidermidis, S. pyogenes
Tedizolid 2014 Florochinolona sintetica Rezervat in tratamentul infectiilor complicate ale

pielii (bacterii Gram-pozitive: Staphylococcus
aureus inclusiv MRSA, Streptococcus pyogenes,
S. agalactiae, grupul S. anginosus)

Eravaciclina 2018 Florociclina sintetica Bacterii multirezistente: Enterobacteriaceae,
Acinetobacter, MRSA, germeni anaerobi din
genul Bacteroides

Plazomicina 2018 Antibiotic aminoglicozidic Bacterii multirezistente implicate in infectii
semisintetic derivat din urinare: Enterobacteriaceae, Pseudomonas
sisomicina aeruginosa, Acinetobacter baumannii, MRSA,

VRSA

Sareciclina 2018 Tetraciclind semisintetica Spectru restrans, activa asupra Cutibacterium

acnes

Cefiderocol 2020 Cefalosporina sintetica de Bacterii multirezistente responsabile de
generatia a [V-a pneumonii intraspitalicesti sau asociate ventilarii

mecanice

Lefamulina 2020 Pleuromutilind semisintetica Bacterii Gram-pozitive si bacterii atipice

responsabile de pneumonii comunitare
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Antibiotice aflate Tn diverse stadii de cercetare

Tn prezent, circa 50 de molecule candidat sunt investigate in studii clinice, iar cercetarea
preclinica demonstreaza mai multa inovatie si diversitate, 252 de agenti fiind dezvoltati pentru a
trata agentii patogeni prioritari. Cateva exemple:

* MK-7655 (Merck & Co) contine imipenem, relebactam si cilastatin (carbapenema,
monobactam si inhibitor de carbapanemaze), iar ATM-AVI (AstraZeneca si Allergan) contine
aztreonam si avibactam (monobactam si inhibitor de beta-lactamaze);

* S649266 (Shionogi Inc.) este o cefalosporind de noud generatie;

+ BAL30072 (Basilea Pharmaceutica) este un sulfactam activ asupra Acinetobacter baumannii;

* Omadaciclina (Paratek Pharmaceuticals) este o noua tetraciclind semisinteticd, investigata
pentru administrare intravenoasa si orala;

* Solitromicina (Cempra) este un macrolid investigat impotriva infectiilor cu bacterii Gram-
pozitive si Gram-negative pretentioase;

» Zabofloxacina (Dong Wha Pharmaceutical) este o florchinolona investigata impotriva
patogenilor tractului respirator;

* Finafloxacina (MerLion Pharmaceuticals) este investigata pentru eficienta in cazul otitelor si
al infectiilor cu Helycobacter pylori. Nemonoxacina (TaiGen Biotechnology) este o chinolona
nefluorinata cu spectru larg si administrare orala sau intravenoasa,

» Gepotidacina (GSK2140944, GSK) si Zoliflodacina (ETX0914/AZD0914, Entasis/Astra
Zeneca) sunt molecule ce inhiba subunitatea B a girazei, inhiband astfel replicarea ADN,;

* Noi oxazolidinone sunt investigate pentru tratarea infectiilor cu: Clostridium difficile
(cadazolid, Actelion Pharmaceuticals); MRSA si VRE (MRX-1, MicuRx Pharmaceuticals Inc.);
Mycobacterium tuberculosis (sutezolid, Sequella);

* Debio 1452, Debio 1450 (Debiopharm Group) si CG400549 (CrystalGenomics) sunt
inhibitori ai biosintezei acizilor grasi;

* Iclaprim (Motif Bio) este o diaminopirimidind cu mecanism de inhibitie a sintezei folatilor,
avand efect bactericid impotriva stafilococilor.

Si totusi, dupa 25 de ani de cand nu s-au realizat progrese majore in descoperirea de noi
antibiotice, in anul 2015 a fost descoperita teixobactina, o molecula naturala ce promite
dezvoltarea unei noi clase de antibiotice (Ling si colab. 2015). Teixobactina este podusd de
Eleftheria terrae, bacterie viabild dar slab cultivabila din sol. Izolarea tulpinii producatoare a fost
imbunatatitd cu ajutorul dispozitivului iChip — tehnica HTS. Este un compus depsipeptidic
macrociclic sintetizat de NRPS codificate de genele txol si txo2.

Mecanismul de actiune al teixobactinei: inhiba sinteza peretelui celular prin legarea de lipide
IT (precursori ai peptidoglicanului) si lipide III (precursori ai acidului teicoic). Acest mecanism de
actiune se pare cd poate preveni fenomenul de rezistentd. Spectrul de actiune: activd asupra
bacteriilor Gram-pozitive precum Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis, Clostridium
difficile, Bacillus anthracis si a enterococilor. Nu este activa asupra bacteriilor Gram-negative, al
caror perete celular este protejat de membrana externa.

O alta molecula naturala este lugdunina produsa de Staphylococcus lugdunensis, bacterie
recent izolata din mucoasa nazala, specificd microbiomului uman (Zipperer si colab. 2016). Este 0
peptida ciclica sintetizata neribosomal, activa asupra Staphylococcus aureus.
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6. ALTTAGENTI ANTIINFECTIOSI ST ANTIPARAZITARI
PRODUSI PRIN BIOSINTEZA

Terapia antimicoticd actuala utilizeaza in mare parte substanfe medicamentoase obtinute
prin sinteza chimica, insd o serie de compusi naturali cu actiune antifungica sunt disponibili
comercial. Descoperite acum mai bine de 7 decenii, griseofulvina, nistatina si amfotericina B se
regasesc si azi in lista medicamentelor esentiale a WHO, datorita eficientei si sigurantei lor.

Griseofulvina este un agent antimicotic descoperit in anul 1939, produs de Penicillium
griseofulvum. Este indicatd in tratamentul dermatofitozei (tinea corporis) cauzata de ciuperci din
genurile Trichophyton, Microsporum si Epidermophyton. Mecanismul de actiune constd in
perturbarea mitozei, interferdnd cu microtubulii fusului de diviziune. De asemenea, se leaga de
keratind, ceea ce o face eficienta in cazul micozelor scalpului si ungiilor. Griseofulvina a fost
clasificata ca medicament teratogen, prin urmare se administreaza pe cale orald cu precautii.

6.1. Polienele

Polienele sunt compusi macrociclici (Figura 30) obtinuti cu ajutorul streptomicetelor, cu
actiune antifungica si antiparazitara. Polienele naturale aflate in terapie sunt:
e Nistatina (1954) produsa de Streptomyces noursei;
e Amfotericina B (1958) produsa de Streptomyces nodosus;
e Candicidina (1964) produsa de Streptomyces griseus;
e Natamicina (1978) produsa de Streptomyces sp.

Nistatina este un agent fungic descoperit Tn anul 1950 de cercetatoarele Rachel Fuller
Brown si Elizabeth Lee Hazen. Este un polichetid din clasa macrolidelor produs de Streptomyces
noursei. Molecula constd intr-un inel macrolactonic de 38 de atomi la care este atasat un zahar
aminat. Analiza clusterului de gene responsabil de biosinteza nistatinei a dus la identificarea a sase
gene care codifica o PKS de tip I modulara (nysA, nysB, nysC, nysl, nysJ si nysK), precum si alte
gene nis responsabile de eliberarea si ciclizarea agliconului, biosintezei glucidului, modificarii
macrolactonei prin hidroxilare, glicozilare, metilare si acilare, transportului moleculelor si proteine
reglatoare. S-a descoperit ca una dintre genele care codifica PKS, nysC, codifica cel mai mare PKS
modular, compus din 11.096 aminoacizi (Brautaset si colab. 2000). Nistatina se leaga de moleculele
de ergosterol, inhiband sinteza peretelui celular la fungi, iar la concentratii mari permeabilizeaza
membrana celulara, modifica potentialul §i transportul membranar. Este activa asupra fungilor
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis etc.
Produsele farmaceutice combinate care contin nistatina, neomicind, gramicidind D si triamcinolona
sunt indicate in tratamentul dermatozelor cu reactie la corticosteroizi, cauzate de infectii bacteriene
sau micotice. Tn combinatie cu metronidazol, nistatina este indicata pentru tratamentul infectiilor
mixte datorate Trichomonas vaginalis si Candida albicans.
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Nistatina HN oM Amfotericina B HN  OH

Figura 30. Structura unor poliene naturale.

Amfotericina B este tot un inel macrolactonic de 38 de atomi, glicozilat. Clusterul de gene
implicate in sinteza amfotericinei B (gene amph) la S. nodosus este foarte asemanator cu grupul de
gene biosintetice pentru nistatina la S. noursei. Genele analoge apar in aceeasi ordine in ambele
grupuri si prezintd un grad ridicat de identitate a secventei, ceea ce sugereazd o ascendenta comuna
relativ recenta (Caffrey si colab. 2001). Amfotericina B este cel mai important agent antifungic, cu
mecanism de actiune similar nistatinei, avand mare afinitate pentru ergosterol. Este indicata
infectiilor sistemice si invazive precum mucormicoza, meningita criptococica, anumite candidoze si
aspergiloze. Amfotericina B este utilizata si pentru infectiile cu protozoare care pun viata in pericol,
cum sunt leishmanioza viscerald si meningoencefalita amebiand primara. Administrarea poate fi
insotitd de efecte secundare grave, a cdror frecventd si intensitate a fost redusd prin formularea
liposomala.

Candicidina este chiar mai eficienta decat amfotericina B impotriva candidozelor, iar
natamicina (pimaricina) se recomanda in micoze provocate de specii ale genurilor Candida,
Aspergillus, Cephalosporium, Fusarium si Penicillium. Amfotericina B se administreaza oral sau
intravenos, pe cand celelalte poliene se aplica local (Carolus si colab. 2020).

6.2. Avermectinele

Avermectinele sunt derivati lactonici macrociclici cu puternice proprietdti antiparazitare, ce
intra in compozitia unor medicamente si pesticide utilizate pentru combaterea vectorilor biologici.
Acesti compusi naturali descoperifi in anul 1978 sunt generati ca produse de fermentatie de catre
Streptomyces avermitilis, un actinomicet izolat din sol in Japonia. In anul 2015 cercetitorii William
Campbell si Satoshi Omura au fost recompensati cu Premiul Nobel pentru Fiziologie sau Medicind
pentru descoperirea avermectinei si analogilor sai. Derivatii avermectinei includ ivermectina,
selamectina, doramectina, eprinomectina si abamectina. Sunt de reguld izolate in perechi de
compusi omologi, cu 0 componentd majora si una minora (Figura 31).

Biosinteza avermectinei. Clusterul de gene pentru biosinteza avermectinei de la
Streptomyces avermitilis a fost secventiat si adnotat, acesta codificand enzime responsabile pentru
un mecanism in patru etape:

1. Producerea unitatii starter;

2. Formarea agliconului de avermectina prin sintetizari polichetidice;
3. Modificarea agliconului;

4. Glicozilarea agliconului de avermectina modificat.
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Unitatile starter au la baza 2-metilbutiril-CoA formata din izoleucina si respectiv izobutirl-
CoA formata din L-valina, legate si modificate de aminoacid-transaminaza si a-ceto-dehidrogenaza
(codificate de gene bkdABC si bkdEFG). Sunt extinse cu sapte unitati de acetat si cinci unitati de
propionat pentru a produce seria avermectind A si respectiv B. Agliconul initial al avermectinei este
sintetizat prin activitatea unui complex de patru enzime similare PKS de tip I: AVES 1, AVES 2,
AVES 3 si AVES 4. Agliconul initial este eliberat ulterior din domeniul tioesterazei AVES 4, prin
formarea unui ester ciclic intramolecular. Multiple gene ave codifica enzime ce modifica n
continuare agliconul initial al avermectinei: AveE are activitate de monooxigenaza a citocromului
P450; AveF are activitate de cetoreductaza dependenta de NAD(P)H; AveC influenteaza activitatea
dehidratazei; AveD are activitate de O-metiltransferaza. Proteine codificate de AveC sau AveD
actioneaza asupra agliconului, determindnd daca agliconul rezultat va produce seria avermectina A
sau B si respectiv 1 sau 2. Noua cadre deschise de citire (orfl si aveBI-BVIII) situate in aval de
aveA4 sunt implicate in sinteza componentei glucidice, iar AveBl este responsabil pentru
glicozilarea agliconului avermectinei (Yoon si colab. 2004).

H
22.23-dihidroavermectina B1b OH

Figura 31. Structura celor doi omologi de ivermectina, produsi in raport de 80:20.

Mecanismul si spectrul de actiune al avermectinelor. Eficacitatea avermectinelor n
tratarea unui spectru larg de infectii parazitare este bine stabilita, iar modul de actiune este complex.
Ivermectina (22,23-dihidroavermectina) este un medicament antiparazitar lansat pe piatd in anul
1981, recomandat in cazuri de infestari diverse: pediculoza, scabie, oncocercioza, filarioza,
tricuriaza, schistosomiaza, ascaridioza, oxiuroza. Este destinat uzului uman si veterinar, cu
administrare orala, parenterald, topica sau ca aplicatie spot. Actioneaza asupra sistemului nervos,
inhiband neurotransmitatorii. La concentratii nanomolare afecteazd motilitatea nematodelor,
hranirea si reproducerea, actiondnd prin canale ionice ligand-dependente, Tn special cele de clorura
cu glutamat. Acest tip de canale nu sunt prezente la vertebrate si, ca atare, confera 0 marja de
siguranta. Cu toate acestea, la concentratii micromolare, ivermectina poate interactiona cu o gama
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mai larga de canale ligand-dependente prezente atat la nevertebrate, cat si la vertebrate, inclusiv
receptorii acidului gamma-aminobutiric (GABA), glicinei, histaminei si receptorii nicotinici ai
acetilcolinei. Se inregistreaza si fenomene de rezistentd la ivermectina a nevertebratelor (Laing si
colab. 2017).

Tn ciuda structurii chimice aseminitoare cu cea a antibioticelor macrolide, derivatii de
avermectini nu au actiune antibacteriani. In prezent, ivermectina se afld in investigatii pentru
proprietatile sale antivirale, cu accent pe capacitatea sa de a inhiba replicarea SARS-CoV-2 (Caly si
colab. 2020). Mai multe studii au raportat efecte antivirale ale ivermectinei asupra ribovirusurilor
precum virusurile Zika, Dengue, febrei galbene, West Nile, Hendra, Newcastle, encefalitei ecvine,
Chikungunya, gripei aviare tip A, sindromului reproductiv si respirator porcin, virusul
imunodeficientei umane de tip 1 (HIV-1) si coronavirusul sindromului respirator acut sever (SARS-
CoV). Mai mult, existd unele studii care arata efectele antivirale ale ivermectinei impotriva
virusurilor ADN, cum sunt virusurile herpes ecvin tip 1, herpes bovin tip 1, pseudorabic, circovirus
porcin 2 sau polyomavirus BK. Ivermectina interfereaza cu mai multe mecanisme biologice, prin
urmare ar putea servi ca potential candidat in tratamentul unei game largi de boli virale. Studiile in
vivo pe modele animale indica o diversiate de efecte antivirale ale ivermectinei, insa sunt necesare
studii clinice pentru a evalua eficacitatea potentiala a moleculei in context terapeutic (Heidary si
Gharebaghi 2020). Foarte recent, datele unui studiu clinic retrospectiv indica o scadere
semnificativa a mortalitatii la pacientii COVID-19 care au fost tratati cu ivermectind (Cepelowicz
Reiter si colab. 2021).

6.3. Artemisinina

A fost descoperita in anul 1972 de cétre cercetatoarea de origine chinezd Tu Youyou, co-
laureatd a Premiului Nobel pentru Medicina in anul 2015. Medicamentele care contin un derivat de
artemisinind (terapii combinate cu artemisinind) constituie acum tratament standard la nivel
mondial pentru malaria cauzatd de Plasmodium falciparum, malaria datorata altor specii de
Plasmodium si impotriva unor viermi paraziti. Tratamente disponibile Tmpotriva malariei:

- Chinina — alcaloid extras din Cinchona officinalis;

- Clorochina — in trecut cel mai utilizat antimalaric, insd nu se mai foloseste din cauza rezistentei.
Hidroxiclorochina este studiatd ca tratament potential in boala COVID-19, insd rezultatele nu
sunt promititoare. Un studiu clinic a fost oprit din motive de siguranti. In asociere cu
remdesivir, hidroxiclorochina reduce activitatea antivirala a acestuia;

- Amodiachina, pirimetamina, proguanilul, sulfonamidele, meflochina, primachina, atovaquona,
halofantrina, lumefantrina — substante medicamentoase sintetice;

- Doxiciclina, clindamicina (antibiotice semisintetice derivate din tetraciclina) si lincomicina;

- Riboflavina este de asemenea suplimentata.

Din punct de vedere chimic, artemisinina este o lactona sesquiterpenica care contine o punte
de peroxid neobisnuitd, rar intalnita la compusii naturali. Inelul 1,2,4-trioxan endoperoxid este
responsabil pentru mecanismul de actiune al medicamentului (Figura 32).
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CHs

Artemisinina

Figura 32. Structura artemisininei.

Artemisinina este izolatd din pelin dulce (Artemisia annua), plantd folosita in medicina
traditionala chineza. Utilizarea microorganismelor transgenice precum Saccharomyces cerevisiae
sau E. coli biotransformate au generat precursori ai artemisininei (dihiroartemisina) in timp scurt si
mult mai eficient decét prin metoda extractelor vegetale (Zeng si colab. 2008). Au fost create cai de
sinteza a acidului artemisinic in celule de E. coli (25g/L) pe calea 1-deoxi-D-xilulozo 5-fosfatului
sau in S. cerevisiae (40g/L) pe calea mevalonatului. Ulterior, acidul artemisinic este transformat in
artemisinind prin conversie chimica (Paddon si Keasling 2014).

Artemesinina, agent antimalaric de prima linie, are un mod de actiune complet diferit de
antimalaricele conventionale. Este deosebit de utila in tratamentul infectiilor cu protozoare
rezistente. Compusii cu artemisinind produc o reducere foarte rapida a biomasei parazitare, cu
imbunatatirea simptomelor clinice, determinand in acelasi timp 0 reducere a transmiterii
gametocitelor protozoarului, ceea ce scade potentialul de raspandire a genelor de rezistenta. Pentru
a preveni dezvoltarea rezistentei la acest medicament, este recomandat numai in combinatie cu o
alta terapie care nu este bazata pe artemesinina. Totusi, rezistenta la artemesinina a fost recent

raportatd, ceea ce constituie o situatie dezastruoasa in lupta impotriva malariei (Dondorp si colab.
2009).
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7. ALTE MEDICAMENTE PRODUSE PRIN BIOTEHNOLOGII
DE FERMENTATIE

7.1. Macrolide cu activitate imunosupresiva

Cativa compusi activi din clasa macrolidelor nu manifesta proprietdti antimicrobiene, dar se
remarca prin activitatea imunosupresiva: tacrolimus, sirolimus si pimecrolimus (Figura 33).
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Figura 33. Structura macrolidelor imunosupresoare.

Tacrolimus a fost descoperit Th anul 1984 ca un metabolit secundar al actinomicetului
Streptomyces tsukubaensis izolat dintr-o proba de sol in Japonia. Primul medicament a fost aprobat
in 1994 pentru utilizare in caz de transplant hepatic, iar ulterior indicatiile s-au extins la alte tipuri
de transplant, implantul stenturilor, dermatita atopica, boli autoimune si inflamatorii. Studiile indica
activitate neuroprotectivd, neuroregenerativda, antivirald, dar si potential anticancerigen si
antialergen. Tacrolimus este un polichetid sintetizat de un sistem enzimatic complex PKS de tip I-
NPRS codificat de clusterul fkb, ce contine cel putin 19 gene. Stategiile de imbunatatire a
biosintezei se concentreaza pe optimizarea conditiilor de cultura si reducerea produsilor secundari ai
fermentatiei, precum ascomicina. Studiile de genomicd, transcriptomicd, proteomicd si
metabolomica au scopul de a descifra fiziologia acestui important microorganism, cu scopul
manipuldrii acestuia pentru cresterea productivitatii si reducerea costurilor de productie (Ordofiez-
Robles si colab. 2018).

Sirolimus (rapamicina), lansat pe piata in anul 1999, este produs de Streptomyces
hygroscopicus ce a fost mai intai izolat din probe de sol de pe Insula Pastelui. Biosinteza este
dirijjata de PKS constand in trei enzime multifunctionale (RapA, RapB si RapC), organizate in 14
module, si NRPS codificate si reglate de o suita de gene rap. Este un compus macrociclic natural cu
31 de atomi care manifestd activitate farmacologicd vastd, avand actiune imunosupresiva,
antifungica, antitumorald, neuroprotectiva i Impotriva Tmbatranirii. Este utilizatd impotriva
respingerii in transplantul de organe, impreuna cu ciclosporind si steroizi, dar si n afectiuni

127



BIOTEHNOLOGII FARMACEUTICE

autoimune. Derivatii semisintetici ai rapamicinei deferolimus, everolimus si temsirolimus manifesta
proprietati anticancerigene (Park si colab. 2010).

Pimecrolimus a fost aprobat in anul 2001 pentru tratamentul dermatitei atopice si
eczemelor. Este un medicament semisintetic derivat din ascomicina, un polichetid macrociclic cu 23
de atomi, analog al moleculei de tacrolimus. Ascomicina este produsd de Streptomyces
hygroscopicus var. ascomyceticus (Sambyal si Singh 2020).

7.2. Agenti antihiperlipidemici si antiarteriosclerotici

Agentii antihiperlipidemici si antiarteriosclerotici sunt un grup divers de produse
farmaceutice care au rolul de a reduce nivelul colesterolului sangvin, intrucat un nivel ridicat al
lipoproteinelor cu densitate joasa (low density lipoproteins — LDL) este asociat cu boli
cardiovasculare. Daca inainte de implementarea terapiilor cu antibiotice, principala cauza a
mortalitatii pe Glob o reprezentau bolile infectioase, in prezent afectiunile cardiovasculare consituie
riscul principal de deces. Existd mai multe tipuri de preparate medicamentoase ce au rolul de a
reduce nivelul lipidelor. Suplimentele alimentare cu fitosteroli reduc absorbtia colesterolului, iar
medicamentele obtinute biotehnologic (statinele) sau prin sinteza chimica (fibratii, niacina,
sechestrantii acizilor biliari etc) scad colesterolemia si trigliceridemia.
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Figura 34. Structura statinelor naturale si bioderivate.

Statinele, cunoscute si sub numele de inhibitori ai HMG-Co0A reductazei, sunt o clasa de
medicamente cu o piatd de miliarde de dolari. Avand ca efect scaderea nivelului lipidelor sangvine,
existd dovezi puternice ce sustin eficienta statinelor in tratarea bolilor cardiovasculare la persoanele
cu risc crescut, dar fard boli cardiovasculare (prevenirea primara) si la pacientii aflati in stadiile
incipiente ale bolii (prevenirea secundard). Dintre statinele disponibile pe piata, lovastatina
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(Mevacor, Altocor, Altoprev), mevastatina (Compactin), pravastatina (Pravachol, Selektine,
Lipostat) sunt obtinute biotehnologic iar simvastatina (Zocor, Lipex) este semisintetica.

Statinele naturale sunt metaboliti secundari fungici si pot fi obtinute cu ajutorul unor fungi
filamentosi. Lovastatina este produsa in principal de tulpini de Aspergillus terreus iar mevastatina
de Penicillium citrinum. Pravastatina poate fi obtinuta prin biotransformarea mevastatinei de catre
Streptomyces carbophilus, iar simvastatina printr-un proces semisintetic (Figura 34), care implica
modificarea chimica a lantului lateral de lovastatind (Manzzoni si Rollini 2002).
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Figura 35. Biosinteza lovastatinei.

Biosinteza lovastatinei. La A. terreus, lovastatina este derivata din acetil-CoA si malonil-
CoA, intr-o cascada de reactii catalizate enzimatic (Figura 35). Clusterul de biosinteza a
lovastatinei contine doua gene ce codifica PKS de tip | (lovB si lovF), responsabile de formarea a
doud polichetide. Enzima lovastatin-nonachetid sintetaza (LNKS) codificata de gena lovB este
esentiald. Reductaza lovC interactioneaza cu LNKS si asigurd procesarea corecta a lantului de
crestere. In continuare, actioneazi oxigenaza codificati de lovA, si o proteina de reglare a factorului
de transcriere codificata de gena lovE. Exista si o a doua gena reglatoare (lovH) cu o structura
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similara, a carei functie nu este elucidatd complet. Gena lovD codifica transesteraza Ce catalizeaza
fuzionarea celor doua componente polichetidice ale lovastatinei (Barrios-Gonzales si Miranda
2010). Odata cu descifrarea cailor biochimice si genetice ale biosintezei statinelor, a devenit
posibila obtinerea derivatilor semisintetici precum simvastatina si pravastatina. Acestea pot fi
obtinute prin combinarea etapelor de fermentatie cu cele de sinteza, sau prin metode combinatorii si
de bioconversie catalizata enzimatic.

7.3. Vitamine

Vitaminele sunt micronutrienti esentiali, substante fiziologic active necesare organismului in
cantitati foarte mici, ce actioneaza in calitate de coenzime in cadrul unor procese biochimice ale
metabolismului. Ele nu pot fi sintetizate de catre organismul animal, ci numai de plante i anumite
microorganisme. Carenta lor genereazd avitaminoze, boli care se manifesta prin tulburari si
simptome caracteristice. Utilizarea vitaminelor este cantitativ dominatd de industria alimentarad si
sunt populare ca suplimente alimentare comercializate fara prescriptiec medicald, subiect ce este
intens dezbatut in comunitatile stiintifice. Preparatele care contin vitamine si minerale in doze
precise, destinate uzului uman, cu administrare orala, pot fi autorizate ca suplimente alimentare.

Vitaminele, ca produse farmaceutice, sunt recomandate de catre medici pentru dezvoltarea
armonioasa a copiilor, pentru tratarea deficientelor, sau asociate anumitor stari de boala (vitamina A
in afectiuni oculare, epiteliale si reproductive; vitamina Bl la pacientii cu diabet; vitamina B2 la
pacientii cu boli cardiovasculare si polimorfism al genei MTHFR; vitamina B7 la pacientii cu
scleroza multipld; vitamina B12 la pacientii cu malabsorbtie; vitamina C la pacientii cu cancer si
infectii virale; vitamina D la copiii cu rahitism; vitamina E la pacientii cu boli cardiovasculare,
steatoza hepatica, arsuri, boli neurodegenerative etc). Aceste medicamente constituie preparate
standardizate cantitativ si calitativ, fiind produse conform regulilor GMP si testate in studii clinice.
Multe vitamine se regasesc in lista medicamentelor esentiale a WHO.

In functie de solubilitate, se clasifica in vitamine liposolubile (vitaminele A, D, E, K) si
vitamine hidrosolubile (vitaminele complexului B, vitamina C). Mai multe vitamine se obtin prin
biotehnologii microbiene, fie in intregime, in urma unor procese fermentative, fie partial, anumite
enzime din lantul de biotransformari fiind rezultatul metabolismului microbian (Tabel 4-6).

Tabel 4. Procese microbiene si enzimatice pentru producerea vitaminelor hidrosolubile.

Vitamina Enzima/Procesul Microorganisme implicate

Riboflavina (Vitamina B2) Fermentatie Eremothecium ashbyii, Ashbya gossypii, Bacillus sp.

Acid nicotinic (Vitamina B3) Nitrilaza Rhodococcus rhodococcus

Acid pantotenic (Vitamina B5) |Lactonohidrolaza Fussarium oxysporum

Piridoxal fosfat (Vitamina B6) |Piridoxamin oxidaza Pseudomonas sp.

Cobalamina (Vitamina B12) Fermentatie Propionibacterium shermanii, Pseudomonas

denitrificans

Acid L-ascorbic (Vitamina C) |Fermentatie Aspergillus niger, Bacillus prodigiosus
Reductaza acidului 2,5 Corynebacterium sp., Erwinia herbicola
diceto-D- gluconic

Biotina (Vitamina H) Fermentatie Rhizopus sp. Serratia marcescens
Sistem enzimatic multiplu | Bacillus sphaericus

Nicotinamida (Vitamina PP) Nitril hidrataza Rhodococcus rhodococcus
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Tabel 5. Procese microbiene si enzimatice pentru producerea coenzimelor hidrosolubile.

Coenzima Enzima/Procesul Microorganisme implicate

ATP Sistem enzimatic multiplu | Saccharomyces cerevisiae, Corynebacterium
ammoniagenes

Coenzima A Sistem enzimatic multiplu | Brevibacterium ammoniagenes

L-carnitina Enzime ale -oxidarii Agrobacterium sp.

Aldehid reductaza

Sporobolomyces salmonicolor

NAD (Nicotinamid adenin
dinucleotid)

Sistem enzimatic multiplu

Corynebacterium ammoniagenes

NADP (Nicotinamid adenin
dinucleotid fosfat)

NAD-kinaza

Brevibacterium sp.
Corynebacterium sp.

NADH

Formiat dehidrogenaza

Arthrobacter sp., Candida boidinii

NADPH

Glucozo 6-fosfat
dehidrogenaza

Bacillus sp.
Gluconobacter sp.

FAD (Flavin adenin
dinucleotid)

FAD sintetaza

Corynebacterium sp.
Arthrobacter sp.

PQQ (Pirolochinolin chinona)

Fermentatie

Bacterii ce utilizeaza metanolul

S-adenozil metionina

S-adenozin metionin
sintetaza

Saccharomyces sake

S-adenozil homocisteina

S-adenozin homocistein

Alcaligenes fecalis

sintetaza

Tabel 6. Procese microbiene si enzimatice pentru producerea vitaminelor liposolubile.

Enzima/Procesul
Ergosterol

Vitamina
Calciferol (Vit D)

Microorganisme implicate

Claviceps purpureus,

Penicillium notatum, Aspergillus niger
Geotrichum candidum, Candida sp.

Lanturi laterale ale vitaminelor | Sistem enzimatic multiplu
Esi K

Vitamina K2

Sistem enzimatic multiplu | Flavobacterium sp.

Acid eicosapentaenoic Fermentatie Mortierella alpina
Acid arahidonic Fermentatie Mortierella alpina
Acid eicosatrienoic Fermentatie Mortierella alpina
Acid dihomo-y-linoleic Fermentatie Mortierella alpina

Nicotinamida (Vit PP) Nitril hidrataza Rhodococcus rhodococcus

Avantajele economice oferite de biosinteza fac ca aceasta sa fie tot mai mult utilizata.
Vitaminele se pot obtine cu ajutorul bacteriilor, drojdiilor si mucegaiurilor. Acidul ascorbic poate fi
produs in cantitati mari in mediile de cultura ale microorganismelor Aspergillus niger si Bacillus
prodigiosus. Biotina poate fi produsa in biosinteza acidului fumaric cu Rhizopus sp. Acidul
pantotenic pot fi obtinute prin fermentatie acroba cu Aerobacter aerogenes. Procesul de sinteza
chimica s-a dovedit insd mai avantajos din punct de vedere economic in cazul celor mai multe
vitamine. Astfel, in prezent, doar riboflavina i cobalamina se produc prin procese fermentative
specifice biotehnologiilor. Pe
microorganismelor, de la precursori la compusul final, productia catorva vitamine include etape de

langd aceste procese realizate in totalitate cu ajutorul

bioconversie enzimatica cu ajutorul unor catalizatori obtinuti prin fermentatie.

Vitaminele din complexul B sunt sintetizate de microorganisme si constituie factori
esentiali de crestere ai acestora. Acestea se acumuleaza intracelular sau sunt secretate in mediul de
culturi. In biosinteza complexului vitaminelor B cu ajutorul Propionibacterium technicum se
utilizeaza doua tipuri de medii de cultura:

A. Mediul sintetic suplimentat cu tiamina si acid pantotenic conduce la biosinteza vitaminelor in
cantitati ridcate;
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B. Mediul organic conduce la biosinteza vitaminelor in cantitati mai scazute.

Cele mai mari cantitati de vitamine B se gasesc in drojdii. Introducerea extractului de
porumb, a maltului sau a melasei in mediul de cultura favorizeaza obtinerea acestor vitamine.
Stimularea biosintezei se poate realiza prin adaugarea in mediul de cultura a unor precursori. Astfel,
prin introducerea B-alaninei creste continutul de acid pantotenic, iar introducerea componentelor
piridinice si tiazolice ale tiaminei mareste continutul in tiamina. Fermentatia cu ajutorul drojdiilor
industriale nu genereaza o anumita vitamina B in conditii economic avantajoase. Pasta de drojdie se
suspendad in apa distilata, autolizatul de drojdie se concentreaza, obtinandu-Se un concentrat de
vitamine B, care se comercializeazd sub denumirea de ,,Complex de vitamine B”, ca supliment
alimentar. Reziduurile rezultate din fermentatie se folosesc drept concentrat vitaminic in zootehnie,
aviculturd si biotehnologii.

7.3.1. Biotehnologia obtinerii riboflavinei (vitamina B2)

Riboflavina un factor indispensabil al tuturor organismelor animale, micronutrient esential
pentru diverse procese celulare: metabolismul energetic, al lipidelor, corpilor cetonici, glucidelor si
proteinelor. Cele doua forme active de riboflavina, flavin adenin dinucleotid (FAD) si flavin
mononucleotid (FMN), actioneaza in calitate de cofactori pentru oxidoreductaze, precum si ca
grupe protetice pentru enzime in calea B-oxidarii. Mai mult, riboflavina face parte dintr-o
flavoproteina numita criptocrom, un fotoreceptor responsabil de intretinerea ritmului circadian.

Riboflavina se gaseste 1n cantitdti mari in lapte, branza, ficat, rinichi, albus de ou si legume
verzi. A fost identificata pentru prima oara in lapte, de catre Blyth, in 1879. A fost izolatd din mai

multe surse alimentare, purificata si caracterizata in anii 1930. Vitamina B2, riboflavina sau 6,7-
dimetil-9(1'-D-ribidil)-izoaloxazina (Figura 36) este primul component al complexului B izolat si

identificat.
0
CHg:Q:ka -
CH3 N \N/&O

~OH
~OH

Riboflavina OH

Figura 36. Structura vitaminei B2.

Procesul de sinteza chimica a fost perfectionat, implementat si utilizat la scara industriala
pana in anii 1990, cand fermentatia cu ajutorul tulpinilor modificate genetic a inceput sa fie de
interes. In prezent, riboflavina este produsa exclusiv prin fermentatie, proces care s-a dovedit a fi
mai avantajos din punct de vedere economic si ecologic. Pentru biosinteza vitaminei B2 prin
fermentatie, se pot utiliza micromicete precum Eremothecium ashbyii si Ashbya gossypii, drojdii
(Candida famata), precum si unele specii de Clostridium, Lactobacillus sau tulpini recombinate de
Bacillus subtilis, Corynebacterium ammoniagenes si Lactococcus lactis.
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Cel mai des se folosesc cele doua ascomicete patogene pentru bumbac, Eremothecium
ashbyii si Ashbya gossypii, care au productivitate mare prin cultivare pe medii artificiale si nu sunt
sensibile la cantitati mari de ioni de fier. Ashbya gossypii produce de 40.000 de ori mai multa
vitamin B2 decét are nevoie pentru propria crestere. Optimizarea procesului si utilizarea tulpinilor
rezistente la fier au condus la un randament mai mare de 20 g/L, iar procesul de biosinteza dureaza
6-8 zile. Fermentatia cu ajutorul tulpinilor superproducatoare de Bacillus subtilis cu rezistenta la
prolind au atins o productivitate de 26,5 g/L intr-un proces de 70 de ore. Comparand cele doud
procese industriale, obtinerea riboflavinei prin biosinteza bacteriand este mai avantajoasd, Intrucat,
pe langa timpul mai scurt implicd si costuri mai reduse in etapele de separare, comparativ cu
obtinerea cu ajutorul microfungilor (Averianova si colab. 2020).

Cateva exemple de bacterii recombinate superproducatoare de riboflavina:
- Initial, o tulpina de Bacillus subtilis a fost modificata genetic prin introducerea de copii multiple
ale operonului rib. Genele responsabile de sinteza riboflavinei au fost amplificate, inlocuindu-se
promotorul de tip sdlbatic cu un promotor puternic de la bacteriofagul SPO1. Aceasta tulpina
produce riboflavina cu un randament de pana la 15 g/L;

- Tulpina superproducatoare de Corynebacterium ammoniagenes a fost obtinutd prin inserarea
unui promotor puternic pentru a accentua exprimarea genelor responsabile de biosinteza
riboflavinei in mediu minimal si prin accentuarea exprimarii genelor ce codificd douad enzime
implicate in sinteza riboflavinei, GTP ciclohidrolaza Il si riboflavin-sintetaza, reusindu-se un
randament de productie de 15 g/L;

- Tulpina Lactococcus lactis producatoare de acid folic si riboflavind a fost obtinutd prin
mutageneza directd si inginerie metabolicd. In acest sens, tulpina Lactococcus lactis CBO010,
rezistentd la roseoflavind (analog al riboflavinei), are un metabolism denaturat al vitaminei B2,
producand riboflavina in loc sa o consume. Aceastd tulpind a fost transformata cu plasmida
pNZ7010 care exprima gena folKE, ceea ce a condus la o crestere de de 10 ori a nivelului de acid
folic extracelular si o productivitate pentru riboflavina de 24 mg/L.

Biosinteza riboflavinei. A. gossypii si B. subtilis sintetizeaza riboflavina in mod similar,
pornind de la doi precursori importanti: 5-ribulozo-fosfatul derivat din calea pentozofosfatului si
trifosfatul de guanozina ce provine din biosinteza purinei. Ulterior, riboflavina este produsa in urma
a sapte transformadri enzimatice succesive, care se deruleaza diferit la cele doud microorganisme. La
B. subtilis, calea biosintezei este codificata de operonul rib ce contine cinci gene (ribDG, ribE,
ribAB, ribH, ribT). La A. gossypii, cele sase gene responsabile de biosinteza riboflavinei (RIB1,
RIB2, RIB3, RIB4, RIB5, RIB7) nu sunt grupate.

Tehnologia obtinerii vitaminei B2. Obtinerea prin biosinteza a vitaminei B2 se realizeaza
pe o linie tehnologica caracteristica produselor de biosinteza si include urmatoarele etape:
sterilizarea aerului si a mediului de cultura, fermentatia, separarea vitaminei din biomasa si
purificarea ei. Procesul de biosinteza a vitaminei B2 este foarte sensibil la toti factorii ce intervin in
timpul unui ciclu de fermentatie. Microorganismele producdtoare de riboflavind sunt foarte
sensibile si susceptibile la mutatii, utilizarea tulpinii pure este esentiald. De asemenea, exista
permanent pericolul infectiilor, iar mentinerea sterilitatii este foarte importanta.
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Pentru stimularea productivitatii fermentatiei cu A. gossypii se utilizeaza mediul de cultura
bogat in uleiuri vegetale, iar cultura este supusa stresului oxidativ. B. subtilis sintetizeaza
riboflavina utilizand glucoza ca sursa de carbon. Sursa de azot este reprezentata de faina de soia sau
extract apos de porumb. Glicina si purinele (xantina, hipoxantina) au rolul de precursori,
suplimentarea lor in mediul de cultura marind randamentul cu 40%. Pentru cultura fungica, pH-ul
optim este in domeniul 6,5-8 iar temperatura de 28-30°C, iar pentru cea bacteriana pH-ul optim este
Tn domeniul 6,5-7,5 iar temperatura de 30-40°C. Fermentatia se realizeaza prin procedeul culturii in
profunzime, oferind randament mare, economie de spatiu, iar produsul obtinut este omogen si de
calitate. Dinamica principalilor parametri in biosinteza industriala a riboflavinei este tipica pentru
un metabolism endocelular. Procesul de fermentatie cu A. gossipyi se desfasoara in patru faze:

1. In prima faza, care dureazi circa 25 de ore, are loc un consum accentuat al sursei de carbon si o
scadere de pH a carui valoare, dacd nu e corectatd, ajunge la 5-5,5. Tn trofofaza nu se elaboreazi
vitamina B2, dar are loc o acumulare de biomasa;

2. In faza a doua continua reducerea continutului de lipide si sciderea pH-ului, iar in biomasa se
formeaza spori. Sporularea marcheaza inceputul idiofazei si declangeaza formarea metabolitilor
secundari, inclusiv a riboflavinei. Durata acestei faze este de 20-25 de ore;

3. In faza a treia, care dureazi aproximativ 100 de ore, resursa de carbon este metabolizata complet,
pH-ul incepe sa creasca continuu, necesitand corectarea cu acizi pentru mentinerea valorii optime.
In acest stadiu numit fazi de productie, se formeaza cantitatea cea mai mare de vitamind B2.
Riboflavina apare la inceput ca metabolit intracelular, apoi se repartizeaza intre miceliu si mediul
apos, iar in final este deplasata preferential in solutia apoasa;

4. In faza a patra a fermentatiei, acumularea de riboflavini inceteaza si incepe un proces accentuat
de autoliza a miceliului, caracterizat prin cresterea brusca a pH-ului. Aceasta etapa trebuie evitata,
deoarece incepe si degradarea produsului biosintetizat.

Pentru industria farmaceutica, produsul biosintetizat trebuie separat din mediul de cultura,
concentrat si inalt purificat. In urma fermentatiei, avand o solubilitate scizutd, o mare parte din
produs este deja cristalizat. Dupa coagulare prin acidulare si incélzire la 70°C, biomasa se
decanteaza, se filtreaza la 20°C, iar filtratul trece la separare. Separarea vitaminei B2 din solutia
nativa se poate realiza prin mai multe procedee: reducerea chimica la dihidroriboflavina si
reoxidare; reducere si reoxidare biologica; extractie cu solventi organici; Separare cu schimbatori de
ioni. Purificarea se realizeaza prin recristalizare (Schwechheimer si colab. 2016).

Cea mai mare parte din vitamina B2 obtinutd prin biosinteza este folosita Tn industria
alimentara, in prepararea concentratelor alimentare (lapte condensat, sucuri concentrate), in
prepararea unor produse farmaceutice (complex de vitamine B) cu actiune revitalizanta folosite in
surmenare si convalescenta. Vitamina B2 este, de asemenea, utilizata cu succes in tratarea migrenei
si @ malariei.

7.3.2. Biotehnologia obtinerii cobalaminei (vitamina B12)

Vitamina B12 desemneaza compusii grupului cobalamind. Formele naturale sunt
adenozilcobalamina, metilcobalamina si hidroxicobalamina. Cianocobalamina este o forma de
cobalamina stabila produsa industrial, care nu se gaseste in natura. Cobalaminele au o structura
asemanatoare hemoglobinei, fiind formate dintr-un macrociclu porfirinic centrat pe un atom de
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cobalt, de care se leaga o grupare de tip adenozinic si 0 grupare CN pentru cianocobalamina, OH
pentru hidroxicobalamina sau CH pentru metilcobalamina (Figura 37).

Desi anemia pernicioasd a fost descrisa incd din secolul XIX si identificarea ficatului ca sursa
a compusului antianemic a fost intuita la inceputul secolului XX, vitamina B12 a fost izolata in stare
pura abia n anul 1948, de catre doua echipe independente de cercetatori. Structura moleculei a fost
stabilita ulterior cu ajutorul difractiei cu raze X. Vitamina B12 deriva de la un sistem macrociclic
numit corind, care contine patru atomi de azot inclusi in cele patru nuclee pirolice. Molecula
vitaminei B12 este formata din doud portiuni: partea nucleotidicd continand restul 5,6-dimetil-
benzimidazol, riboza si acidul fosforic, si portiunea ce contine sistemul macrociclic si ionul de
cobalt.

Cobalamina reprezinta tratamentul de baza al anemiei pernicioase si a altor tipuri de anemii.
Este deosebit de importantd pentru functionarea normald a sistemului nervos, prin rolul sau in
sinteza mielinei. Este indispensabila sintezei ADN-ului, absenta sa avand consecinte importante,
indeosebi asupra tesuturilor cu diviziune celulara rapida, ca maduva osoasa, antrenand o diminuare
a neutrofilelor si a trombocitelor, precum si aparitia megaloblastelor.

Cobalamina

Figura 37. Structura vitaminei B12.

Sursele principale de vitamina B12 sunt endogene (bacteriile intestinale) si exogene (aport
alimentar de proteine animale). Vitamina B12 se gaseste in ficatul animalelor, in ndmolul activ al
statiilor de epurare si in culturi microbiene. Prin sintezad chimicd s-au obtinut cantitati reduse de
cobalamina, cu pret de cost ridicat, procesul complex implicAnd peste 70 de etape. De aceea se
prefera productia pe cale biosintetica cu ajutorul microorganismelor.

Biotehnologic, cobalamina se obtine cu ajutorul bacteriilor Propionibacterium
freudenreichii, Propionibacterium shermanii, Pseudomonas denitrificans si altele, cu tulpini
obtinute prin mutageneza Sau tulpini recombinate. Un organism himeric denumit
Rhodopseudomonas protamicus a fost creat prin fuzionarea protoplastilor de Protaminobacter ruber
si Rhodopseudomonas spheroides (Martens si colab. 2002). Cercetarile au fost initial axate pe
strategii conventionale de mutageneza si optimizare a procesului fermentativ, insa ulterior ingineria
metabolica a condus catre transformarea tulpinilor bacteriene. Recent, E. coli este studiata ca
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platforma de productie a cobalaminei. Bacteria E. coli a pierdut in decursul evolutiei calea de
biosinteza de novo a cobalaminei, insa exprimarea heterologa a acestei vitamine a fost demonstrata,
desi cu o productivitate scazutd (Fang si colab. 2017).

Vitamina B12 utilizatd in industria alimentara pentru fortificarea alimentelor este obtinuta
cu ajutorul bacteriilor Propionibacterium sp., acestea fiind recunoscute ca microorganisme sigure
(GRAS). Aventis, liderul productiei de vitamind B12 pentru industria farmaceutica, utilizeaza
tulpini de P. denitrificans, in ciuda faptului ca aceasta bacterie nu face parte din lista speciilor
GRAS (Piwowarek si colab. 2018).

Biosinteza cobalaminei. Cobalamina este sintetizata prin doud mecanisme: acrob (cale
codificata de gene cob prezente la bacteriile din genul Pseudomonas) si anaerob (cale codificata de
gene chi identificate la genurile Bacillus si Salmonella). Bacteriile din genul Propionibacterium au
nevoie atat de conditii anaerobe, cat si de conditii aerobe pentru a produce in mod eficient vitamina
B12, genomul acestor lor detinind atit gene cbi cat si cob. In calea de biosintezi a cobalaminei se
disting doua etape fundamentale: formarea ciclului cobirinic si Tncorporarea restului nucleotidic.

Tehnologia obtinerii vitaminei B12. Fabricarea industriald a vitaminei B12 prin biosinteza
cuprinde urmatoarele procese tehnologice: sterilizarea echipamentului, a aerului si a mediului de
cultura, fermentatia propriu-zisa, separarea, purificarea si cristalizarea vitaminei B12. Procesul de
biosinteza este influentat de tulpina utilizatd, temperaturd, pH, compozitia mediului de cultura,
gradul de aerare, prezenta precursorilor si este dirijata in functie de cerintele microorganismului
producator.

Pentru productia cu Propionibacterium sp. se utilizeazd un mediu de culturd bogat in
aminoacizi esentiali, saruri de cobalt, dimetilbenzimidazol, zaharuri. Procesul se deruleaza in trei
etape:

1. In faza de prefermentare are loc cresterea biomasei si formarea acidului aminolevulinic. In
absenta ionilor de Co?" se formeazi porfirine, iar la concentratii suficiente de Co?*, acidul
aminolevulinic nu mai trece in mediu, ci se transforma in acid cobirinic Tn interiorul celulelor;

2. In prima fazi a fermentatiei propriu-zise, celulele bacteriene trebuie cultivate in conditii
anaerobe cateva zile, pentru a genera precursorul vitaminei B12, acidul cobirinic;

3. A doua faza de fermentatie se desfasoara in conditii acrobe, avand loc biosinteza cobalaminei
prin sintetizarea liganzilor si conjugarea cu cobinamida.

Biosinteza are loc la 30°C, in conditii de aerare minima si la pH neutru si dureaza aproximativ
70-120 de ore, pana la epuizarea surselor de carbon. Se lucreaza cu glucoza sau zaharoza (sursa de
carbon si energie), extract de porumb sau faina de soia in cantitdti mari (sursa de azot), autolizat de
drojdii (sursa de vitamine si azot) si hidrolizat de cazeina (sursa de aminoacizi). Cresterea biomaseli
este stimulata de biotind de anumifi aminoacizi: glicina, serina, valina, acid aspartic. Problema
majora in productia de vitamina B12 folosind Propionibacterium sp. este inhibarea cresterii celulei
datorita acumularii de metaboliti inhibitori cum ar fi acidul propionic si acidul acetic. Prin urmare,
este necesar sa se indeparteze acesti acizi generati in timpul fermentatiei, prin alcalinizarea
mediului, filtrarea in flux incrucisat, fermentatia cu purificare pe coloana cu carbune activ,
fermentatie cuplata cu extractie, electrodializa sau prin imobilizarea celulelor bacteriene. Pentru a
mentine o productie eficientd, mediile de cultura trebuie suplimentate cu precursori importanti in
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timpul biosintezei vitaminei B12, cum ar fi ionii de cobalt ce constituie compusul central al
moleculei si dimetilbenzimidazolul, gruparea responsabila de actiunea terapeuticd a moleculei.
Introducerea clorurii de cobalt se face de la inceputul procesului, iar benzimidazolul se introduce
dupa 50-60 de ore. Se mai suplimenteaza cu glicina, treonina, acid 5-aminolevulinic, betaina

(melasd de sfecld) si colind, indiferent de tulpinile de productie utilizate (Piwowarek si colab.
2018).

Cobalamina este continutd in biomasa. Dupa coagularea termica, cu electrolit sau bazica, se
filtreaza amestecul de fermentatie si se obtine un prim concentrat din biomasa. Biomasa filtrata se
trateaza la 90-95°C cu acid azotos, cand se pune in libertate cobalamina din complecsii proteici.
Vitamina eliberata se transforma, sub actiunea acidului azotos, in nitrozocobalamina, mai stabila. Se
filtreaza, se spald pe filtru cu apa calda (85-95°C). Dupa reunirea filtratului cu apa de spalare se
salefiaza cu NacCl si se filtreaza din nou, apoi se trimite la extractie.

Pentru izolarea vitaminei B12 se foloseste cel mai mult metoda extractiei selective. Din faza
apoasa se extrage apa si cobalamina cu un amestec butanol:fenol = 1:1. Extractul organic ce contine
vitamina B12 se trateaza cu apa (raport 20:1) cand vitamina se reextrage din solvent in apa. Solutia
apoasa obtinuta dupa separarea fazelor, se trateaza cu NaCN la pH 7,5-8, obtinandu-se cobalamina
care se supune purificdrii. Purificarea constd in extractie cu solvent organic si metode
cromatografice, concentrare sub vid si cristalizare. Productivitatea tulpinilor industriale ajunge la
peste 200 mg/L (Martens si colab. 2002).

Pentru productia cu Pseudomonas denitrificans se utilizeaza un mediu de cultura pe baza de
sirop de maltoza, extract apos de porumb si betaind, suplimentat cu sdruri minerale, clorura de
cobalt si dimetilbenzimidazol, la un pH de 7,2-7,4. Trofofaza are loc la 28°C, timp de 70 de ore,
cultura fiind aerata si agitata. Idiofaza are loc la 32°C, iar biosinteza se incheie dupa 180 de ore.
Optimizarea procesului a permis obtinerea vitaminei B12 cu un randament de circa 200 mg/L (Xia
si colab. 2015). Avantajele obtinerii cobalaminei in sistemul bacterian constau in derularea
procesului intr-o singurd etapa, in conditii aerobe, o duratd mai scazuta si costuri mai reduse cu
extractia si purificarea compusului.
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8. BIOTEHNOLOGII PENTRU OBTINEREA VACCINURILOR

Vaccinurile sunt produse antigenice derivate dintr-un agent patogen specific sau puternic
fnrudit cu acesta, administrate omului sau animalelor pentru a proteja impotriva unor boli
infectioase sau oncologice. Vaccinul este un produs biologic destinat cresterii imunitatii
organismului, si poate fi utilizat in scop profilactic sau terapeutic. Vaccinul ideal poate fi definit a fi
acela care confine o substantd puternic antigenica, cu eficacitate totala, ce determind o protectie
postvaccinala puternica si durabild, chiar pentru toata viata, la 100% dintre receptori, intr-o singura
inoculare, fara sa produca reactii adverse, este stabil in diferite conditii, usor de administrat,
disponibil cantitativ si ieftin. Niciun vaccin nu este 100% sigur sau 100% eficient, insa, in istoria
omenirii, imunizarea prin vaccinare ocupa locul II in reducerea mortalitatii si cresterea populatiei
umane, dupa apa potabila.

Istoricul vaccinarii. Cu toate ca variolizarea ca metoda era aplicata din cele mai vechi
timpuri in India si Egipt, Edward Jenner a descoperit primul vaccin impotriva variolei n 1796.
Tehnica variolizarii a constat in inocularea cu material variolizant reprezentat de secretii recoltate
din pustule ale unor vaci infectate cu virusul vaccinei (cowpox), pentru imunizarea Tmpotriva
variolei (smallpox). Jenner a descris principiul vaccinarii si a contribuit la eradicarea variolei, fiind
considerat parintele imunologiei. El este considerat omul care a salvat cele mai multe vieti.

Louis Pasteur a inaugurat era luptei impotriva bolilor infectioase si a prevenirii lor prin
vaccinare cu microorganisme atenuate. Tn anul 1885 a vaccinat cu succes contra turbarii un copil de
noui ani. Intre 1885-1888 a vaccinat peste 5.000 de persoane, rata mortalititii fiind mai mica de
1%, ceea ce a demonstrat eficienta metodei. O istorie punctatd a vaccinarii, dar si a mecanismelor
de actiune si a metodelor stiintifice este disponibila pe site-ul Colegiului Medicilor din Philadelphia,
SUA (https://www.historyofvaccines.org/timeline/all). Scaderea semnificativd a deceselor cauzate
de bolile infectioase si neinfectioase prin dezvoltarea vaccinurilor a avut un impact urias asupra
sanatatii publice. Tn secolul XX au aparut o noui si diversi gama de vaccinuri profilactice si
terapeutice. Agentii patogeni si vaccinarea au primit o atentie speciala in aspecte de biosecuritate si
bioterorism. Un enorm efort este depus Tn prezent pentru a creste eficienta si performanta
vaccinurilor si pentru a reduce riscurile asociate vaccindrii. In ciuda dezvoltirii unor vaccinuri
avansate si eficiente in ultimele decenii, sunt necesare noi mecanisme de prevenire a bolilor
epidemice si pandemice. Cronologia vaccinurilor este prezentati in Tabelul 7. In prezent,
dezvoltarea vaccinurilor nu tinteste doar boli infectioase, ci si diferite tipuri de cancer dar si abuzul
de droguri, alergiile, diabetul, boala Alzehimer.

Prima generatie de vaccinuri, denumite si traditionale, sunt cele atenuate si inactivate, care
utilizeaza o metoda primara in productia lor. Organismele infectioase in sine, agentii patogeni
atenuati sau toxine bacteriene inactivate, care sunt efectiv imunogene, sunt folosite la fabricarea
acestor vaccinuri. Avantajele acestor tipuri de vaccinuri se datoreaza capacitatii lor ridicate de a
stimula imunitatea innascutd, inducerii protectiei pe termen lung, productiei usoare cu costuri
rezonabile. Cu toate acestea, exista unele dezavantaje, cum ar fi riscul de inducere a bolii datorita
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utilizarii agentului patogen complet (viu sau inactivat) si a virulentei recursive a agentului patogen
n corpul gazdei.

Vaccinurile din generatia a doua sunt cele subunitare, conjugate si recombinate. Acestea
rezolva unele neajunsuri asociate vaccinurilor de prima generatie prin utilizarea unor elemente
precum proteine recombinate sau sintetice, antigene neproteice si molecule imunogene exprimate de
bacterii sau virusuri. Printre dezavantajele acestor vaccinuri se numard specificitatea tulpinii
utilizate, asocierea potentiald cu riscuri de interferentd virald si imunitate incrucisatd si reactiile
alergice la unele grupuri de pacienti. Vaccinurile bazate pe proteine virale tind sd provoace
raspunsuri imune care sunt limitate la raspunsul celulelor T CD4+ sau mecanisme dependente de
anticorpi, fara a genera raspunsul limfocitelor T CD8+.

Vaccinurile de generatia a treia, cunoscute sub numele de vaccinuri genetice, presupun
administrarea directa a ADN sau ARN. Vaccinurile ADN contin intr-o plasmidd potential
imunogena gena ce codifica antigenul. Vaccinurile ADN au multe avantaje: nu prezinta risc de
infectie, ofera o imunitate durabila, nu genereaza raspuns imun la vectori sau celule transfectate si
au o mare stabilitate, unele nu necesita refrigerare. Proteinele exprimate, care sunt in forma
naturald, stimuleaza pe diferite cai imunitatea celulara, umorald si mucozala. Riscurile vaccinurilor
ADN vizeaza transfectia celulelor netinta, dezvoltarea tolerantei, a tumorilor ori a bolilor autoimune
(Tahamtan si colab. 2017). O abordare revolutionara o constituie vaccinurile bazate pe ARNm, care
au mai putine dintre aceste dezavantaje, insa sunt mai instabile, ARNm fiind usor degradabil.

Tn prezent, dezvoltarea vaccinurilor de ultimi generatie presupune vaccinologia inversa,
structurala si sintetica. Prin combinarea cunostintelor si tehnicilor de imunologie umana, biologie
structurala si bioinformatica, epitopii antigenici sunt identificati pe baza secventelor de aminoacizi
si a structurilor secundare si tertiare rezultate. Principiul se bazeaza pe observatia cd un raspuns
imun eficient nu necesitd recunoasterea intregii proteine antigenice, ci doar recunoasterea unor
epitopi. De asemenea, perspectivele se indreaptd catre noi moduri de administrare, mai pufin
invazive, si catre descoperirea unor noi adjuvanti ce ar putea Tmbunatati sustenabilitatea producerii
de anticorpi la diferite categorii de varsta (Finco si Rappuoli 2014).

Tabel 7. Cronologia dezvoltarii vaccinurilor.

Primul Maladia Agent etiologic Descoperit de / Tipul vaccinului Epidemiologie —
vaccin Producitor actual situatia actuala a
*aprobat imbolnavirilor
1796 Variola Variola major Edward Jenner Vaccin viu atenuat, nu | Eradicata
1903* Variola minor Miles Inc. mai este disponibil
1879 Holera aviara | Pasteurella Louis Pasteur Vaccin mixt inactivat Apare si la mamifere
multocida impotriva pestei si in sezonul rece si
holerei aviare (uz umed
veterinar)
1885 Holera Vibrio cholerae Jaume Ferran i Oral inactivat si viu Tarile in curs de
1917* Clua atenuat dezvoltare: Tanzania,
Eli Lilly & Co. Injectabil in zonele cu | Somalia, Yemen,
risc crescut Algeria, Zimbabwe
1885 Rabia Rabies virus Louis Pasteur si Oral viu modificat (uz | Accidental la oameni
1915* Emile Roux veterinar) muscati de animale
Eli Lilly & Co. Injectabil inactivat bolnave domestice ori
(profilactic si post- salbatice
expunere)
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Primul Maladia Agent etiologic Descoperit de / Tipul vaccinului Epidemiologie —
vaccin Producitor actual situatia actuali a
*aprobat imbolnavirilor
1888 Difteria Corynebacterium | Emil von Behring | Vaccin cu anatoxine Focare: 2017
diphtheriae Paul Ehrlich (acelular, componente): | Venezuela (300),

1903* Parke-Davies & Diftero-tetanic- Indonezia (600)

1923 Co. pertussis-acelular Cazuri izolate dupd

1928* Gaston Ramon, (dTPa) si diftero- 2010: Haiti dupa

Thomas Glenny tetanic (dT) tsunami;

Connaught India, Spania, Belgia,

Laboratories Malaezia, Scotia,
Grecia la copii
nevaccinati

1896 Febra tifoida | Salmonella Almroth Edward | Oral viu atenuat 2005 Congo

1914* enterica subsp. Wright Parenteral subunitar din | Din 2016 focar XDR

enterica, serovar capsula polizaharidica | Tn Pakistan
Typhi (VICPS)

Parenteral conjugat

(VI-TT)

1897 Ciuma Yersinia pestis Alexandre Yersin | Vechiul vaccin cu Focare izolate: 2014
celule omorate nu mai China; 2017 Congo,
este disponibil Madagascar, Chile;
n dezvoltare: viu 2019-2020 China,
atenuat, subunitar, SUA
recombinat

1914 Tetanosul Clostridium tetani | Emil von Behring | Vaccin cu anatoxine 2019: 14.751 cazuri

1933* Shibasaburo (acelular, componente): | 2018: 6 cazuri in

Kitasato DTP, DT, TT sau dT Romania
Merck & Co.
1914* Tusea Bordetella Pearl Kendrick si | Vaccin acelular cu Epidemii anuale
1949* convulsiva pertussis Grace Eldering antigene de suprafata, 2018: 35.627 cazuri in
Lederle labs, flagelare etc. UE;
Merrel National, DTP tri-, tetra-, penta-, | 2019: 110 cazuri in
Miles Inc hexavalent Romaénia
1921 Tuberculoza | Mycobacterium Albert Calmette Intradermal viu atenuat | 2017: 275.000 noi
tuberculosis Camille Guérin (BCG) imbolnaviri in UE;
Tn dezvoltare: subunitar | 2019: 10 mil. noi
(si impotriva M. cazuri global
leprae), recombinat,
nazal, aerosoli
1926 Scarlatina Streptococcus Gladys H. Dick si | Vechiul ser cu Boald comuna
pyogenes George F. Dick antitoxind nu mai este 2018: 1.921 cazuri in
disponibil Romania
1932 Febra Flavivirus Max Theiler Vaccin cu virus viu Africa, Asia, America
1953* galbend Merrel atenuat de Sud
Laboratoires

1935 Antraxul Bacillus anthracis | Max Sterne Vaccin inactivat 2007, 2009 SUA,;

acelular 2008, 2009 Anglia;
2018: 1 cazin
Romania

1937 Tifosul Rickettsia Rudolf Weigl Nu mai este disponibil | Inci neeradicati

1952+ Wyeth 2018 SUA

1941* Encefalita Flavivirus Mikhail TBE inactivat 10-12.000 cazuri pe an

transmisa de Chumakov raportate global
capuse Pfizer, GSK

1942 Gripa Orthomyxoviridae | Thomas Francis Nazal viu atenuat Epidemii sezoniere

1945* virus gripal tip A, | Jonas Salk, Injectabil subunitar Risc pandemic

B, C Connaught Lab, tetravalent
Lederle Lab,
Merck & Co.
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Primul Maladia Agent etiologic Descoperit de / Tipul vaccinului Epidemiologie —
vaccin Producitor actual situatia actuali a
*aprobat imbolnavirilor
1948 Poliomielita | Enterovirus C Hilary Koprowski | Vaccin inactivat 99.9% eradicata
1955* subtip Poliovirus | Jonas Salk (IPV) | injectabil (IPV) Eradicatd in Romania
Merck & Co., Vaccin atenuat oral
Parke Davies (OPV)
1961* Albert Sabin
(OPV), Pfizer
1963* Rujeola Morbillivirus sp. | Thomas Peebles | Vaccin viu atenuat Focare
(Pojarul) John Enders Vaccin subunitar 2019: 3.900 cazuri in
Merck & Co. Combinat: ROR Romaénia
1967* Parotidita Rubulavirus sp. Maurice Hilleman | Vaccin viu atenuat Focare
epidemica Merck & Co. subcutanat 2019: 110 cazuri in
(Oreionul) Combinat: ROR Romania
1969* Rubeola Rubivirus sp. Maurice Hilleman | Vaccin viu atenuat Inci neeradicata
1971* Merck & Co. subcutanat 2019: 10 cazuri in
Combinat: ROR Romania
1974 Varicela Varicellovirus sp. | Michiaki Vaccin viu atenuat Zona temperata
1995* Takahashi subcutanat 2018: 31.942 cazuri in
Maurice Hilleman Romania
Merck & Co.
1977* Pneumonia Streptococcus Robert Austrian Vaccin polizaharidic Global
streptococica | pneumoniae Merck & Co. conjugat 10-valent, 15-
valent, 20-valent
1974* Meningita Neisseria Maurice Hilleman | Vaccin tetravalent Global
meningitidis Merck & Co. conjugat 2018: 77 cazuri in
Romania
1981* Hepatita B Orthohepadnavir | Maurice Hilleman | Vaccin recombinat Tari in curs de
1986* us sp. Merck & Co. dezvoltare
2018: 241 cazuri in
Romania (B+C)
1985* Infectia cu Haemophilus Porter Anderson Vaccin conjugat cu Global
Hib influenzae (Hib) si David Smith proteine
1987* Connaught Lab, meningococale
Pfizer, Lederle
Lab
John Robbins si
Rachel
Schneerson
(conjugat)
Connaught Lab
1995* Hepatita A Hepatovirus sp. Maurice Hilleman | Vaccin inactivat Tari in curs de
1996* Merck & Co. dezvoltare
2018: 4.562 cazuri in
Romaénia
1998* Gastroenterit | Rotavirus sp. Wyeth Vaccin viu atenuat oral | Global
a si diareea
severa
1998* Boala Lyme | Borellia sp. SmithKline Vaccin recombinat, nu | Europa, America de
(borelioza) Beecham mai este produs, cerere | Nord
insuficienta 2018: 532 cazuri in
Tn dezvoltare: subunitar | Romania
2000* Febra Hantavirusuri Korea Green Vaccin inactivat, 2018: 1.826 cazuri in
hemoragica Cross Coreea de Sud, nu Europa
cu sindrom acopera tulpinile 2018: 1 cazin
renal europene Romania
2006* Cancerul Papilomavirus Merck & Co., Vaccin recombinat Global
cervical uman (HPV) GSK
2008* Zona zoster Virus varicelo- Merck & Co., Vaccin viu atenuat Global
zosterian GSK subcutanat
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Primul Maladia Agent etiologic Descoperit de / Tipul vaccinului Epidemiologie —
vaccin Producitor actual situatia actuali a
*aprobat imbolnavirilor
2008* Cancerul - Antigenics Inc. Vaccin terapeutic Global
renal, personalizat
melanom gi
gliom
2009* Encefalita Virusul Valneva Scotland | Viu atenuat, inactivat si | Asia
japoneza encefalitei Itd recombinat
japoneze
2010* Cancerul de | - Dendreon Vaccin terapeutic Global
prostata Pharmaceuticals personalizat
2011* Cancerul - Center of Vaccin terapeutic Global
pulmonar cu Molecular recombinat, EGF
celule non- Immunology, conjugat
mici Cuba
2013* Boala gura- Coxsackievirus Sinovac Vaccin inactivat Boala emergenta
mana-picior | Al6, Enterovirus Tn dezvoltare: viu
71 atenuat, recombinat
2016* Febra Virusul febrei Sanofi Pasteur Vaccin viu atenuat Asia, Africa, America
galbend galbene de Sud
2018: 1 cazin
Romania
2016* Lepra Mycobacterium Cadila Vaccin inactivat (M. Tarile in curs de
leprae Pharmaceuticals indicus pranii), India dezvoltare: India,
Brazilia, Indonezia etc
2018* Febra Virus Dengue Sanofi Pasteur Vaccin viu atenuat Zone tropicale
Dengue recombinat himeric
Tn dezvoltare:
subunitar, vaccin ADN
2019* Ebola Ebolavirus sp. Merck & Co Vaccin recombinat cu Africa Subsahariand
2020* Janssen vector viral capabil de | 2014-2016 SUA,
Pharmaceuticals replicare Marea Britanie, Italia,
Tn dezvoltare: viu Spania
atenuat, recombinat,
nazal, tablete orale
2020* COVID-19 SARS-CoV-2 Moderna, Vaccin cu ARNm Pandemie din 2020
Pfizer &
BioNTech

8.1. Principiul de actiune al vaccinurilor

Vaccinurile actioneaza in acelasi mod cu agentii patogeni, Sau cu un component al acestora

care are capacitate imunogena, adica stimuleaza raspunsul imun al organismului pentru producerea
de anticorpi specifici impotriva agentului patogen. Imunogenitatea, eficacitatea si siguranta
vaccinului sunt cuantificate In studii clinice randomizate, controlate, de preferinti dublu-

oarbe.

In dezvoltarea vaccinurilor, imunogenitatea este in centrul eficientei vaccinului, fiind
urmarita prin determinarea nivelului anticorpilor specifici Tn sdnge. Imunogenitatea reprezinta
capacitatea unui antigen sau epitop de a provoca un raspuns imun in corpul uman sau animal,
respectiv capacitatea de a induce un raspuns imun, mediat umoral si / sau celular. Durata

persistentei anticorpilor in serul sangvin dupd imunizarea activa naturald (trecerea prin boald) sau

artificiald (vaccinare) este produsul unui echilibru intre sinteza imunoglobulinelor si rata de

metabolizare a acestora. In cazul unor terapii poate sa apard imunogenitatea nedoritd ca raspuns
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imun al organismului Tmpotriva unui antigen terapeutic (ex. proteind recombinatd sau anticorp
monoclonal). Aceasta reactie duce la producerea de anticorpi anti-medicament, inactivand efectele
terapeutice ale tratamentului si, in cazuri rare, inducand efecte adverse.

Eficacitatea vaccinului este definita ca reducerea incidentei unei boli Tn randul persoanelor
care au primit vaccinul, comparativ cu incidenta la subiectii nevaccinati sau care au primit placebo.
Eficacitatea unui nou vaccin este evaluata in faza II sau III a studiilor clinice.

Siguranta pacientilor este atent monitorizatd pe tot parcursul cercetirii clinice. in cazul
oricarui tratament medical existd un potential de aparitie a reactiilor adverse si chiar a unor
complicatii grave, denumite reactii adverse severe. Spre deosebire de cele mai multe alte interventii
medicale, vaccinurile sunt administrate de regula pacientilor sanatosi si astfel este de asteptat un
nivel mai ridicat de tolerabilitate si implicit de siguranta. Aparitia unor reactii adverse la vaccinare
este posibila, insa acestea sunt mult mai putin frecvente decat riscurile asociate bolilor pe care le
impiedicd. Mai multe informatii despre raportarea efectelor secundare suspectate se gasesc in
informatiile de prescriere, in prospect sau in baza europeana de date privind rapoartele despre
reactiile adverse suspectate la medicamente. In sistemul de farmacovigilenti pacientii, cadrele
medicale si companiile farmaceutice trebuie sd raporteze toate efectele secundare suspectate la
autoritatea de reglementare a medicamentelor din tara lor. in Romania, ANMDM ofera optiunea de
raportare directa a reactiilor adverse.

8.1.1. Bazele imunologice ale vaccindrii

Apararea organismului Se face pe doua cai:
A. Apararea nespecifica realizatd de catre fagocite (in special macrofage, monocite, neutrofile,
celule dendridice), care inglobeaza si digera agentul infectios, cu ajutorul lizosomilor din celula si a
unor enzime specifice;
B. Apararea specifica bazata pe recunoasterea specifica de catre diferite tipuri de leucocite a
substantelor straine (non-self) numite antigene.

Exista doua tipuri de imunitate:
A. Imunitatea mediata umoral: este realizatda de limfocite B (timus independente), ce sintetizeaza
anticorpi specifici pentru marea varietate de antigene cu care vine organismul in contact;
B. Imunitatea mediata celular: este realizatd de limfocite T (timus dependente), care recunosc si
distrug in mod specific purtdtorii anumitor antigene (agenti infectiosi sau celule continand agenti
infectiosi);

Dobandirea imunitatii se realizeaza:
A. Natural: Th urma contactului sistemului imunitar cu antigenele:
- Prin imbolnavire;
- Prin prezenta agentilor patogeni, fara a cauza boala (infectia inaparenta, asimptomatica).
B. Artificial: prin vaccinare-inocularea in organism a antigenelor, fie sub forma de toxine
neutralizate, fie sub forma microorganismelor modificate astfel incat sa isi piarda patogenitatea dar
sa 151 pastreze antigenitatea.

Imunomodulatoarele sunt in cea mai mare parte constituenti bacterieni sau virali ce
declangeaza evenimente multiple ale mecanismului imunologic, in principal modificari functionale
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ale diverselor categorii de celule imunocompetente si productia de mediatori ai inflamatiei. Aceste
antigene activeaza sistemul imunitar inndscut la nivel umoral (limfocite B) si celular: celule
epiteliale, celule endoteliale, granulocite (neutrofile, bazofile, eozinofile si mastocite), monocite,
macrofage, celule natural killer (NK), celule dendritice, diverse tipuri de limfocite T. Principalele
celule care intervin in raspunsul immunologic sunt celulele efectoare si celulele cu memorie, insa
mecanismul prin care unele celule devin efectoare si altele celule cu memorie nu este pe deplin
inteles.

Celulele efectoare realizeaza diferite functii in decursul raspunsului imun: macrofagele
fagociteazd microorganismele, limfocitele T citolitice sau citotoxice omoard celulele gazda
infectate, limfocitele B diferentiate si plasmocitele secretd imunoglobuline, limfocitele T secreta
citokine si activeaza alte tipuri de celule.

Celulele cu memorie sunt populatii de celule B si T provenite din limfocite naive care au
fost activate prin contactul cu un antigen specific. Parasesc splina si ganglionii limfatici, se adauga
stocului de limfocite recirculante si pot patrula timp indelungat pe traseul ganglioni limfatici — vase
limfatice — sAnge — tesuturi. Se diferentiaza mai rapid la celule efectoare si participa mai eficient la
eliminarea antigenelor din organism.

Limfocitele provin din celulele stem pluripotente ale maduvei osoase si se gasesc in sange,
limfa si in organele limfatice. Se disting mai multe tipuri de limfocite. Celulele limfocitare din
ganglionii si nodulii limfatici, provenite din limfocitele naive aflate in stare de repaus sunt denumite
limfoblaste. Stimularea de catre antigene sau mitogeni conduce la proliferarea limfoblastelor
(expansiune clonald) si diferentiere in limfocite B (secretoare de anticorpi), T (producatoare de
citokine) sau celule cu memorie.

Limfocitele naive sunt limfocite B si T mature (limfocite imunocompetente) care nu s-au
ntélnit cu un antigen si nu sunt descendente ale unor celule activate de antigen. Prezintd markeri de
suprafatd specifici limfocitelor mature. Dupa contactul cu antigenul sunt activate si se diferentiaza
n celule efectoare: limfocite B sau diverse tipuri de limfocite T (citotoxice, helper, NK).

Limfocitele B au rol Tn secretia anticorpilor si Tn memorarea caracteristicilor imune ale
agresorilor, pentru a-i recunoaste Tn caz ca repeta invazia. Anticorpii sunt secretati de limfocitele B
si descendentii lor diferentiati, plasmocitele, in numar de mii in fiecare secunda. Exista un numar
imens de subpopulatii (clone) cu diferite specificitdti antigenice.

Limfocitele T secreta citokine care ajuta la comunicarea si cooperarea dintre celulele
sistemului imun. Citokinele secretate de limfocite se numesc limfokine, si cuprind o serie de
interferoni, interleukine si factori de stimulare a coloniilor. Exista un numar imens de subpopulatii
cu diferite specificitati antigenice, deoarece membrii unei clone exprima un singur tip de receptor,
Cu aceeasi specificitate. Unele dintre limfocitele T sunt citotoxice sau citolitice, avand markeri
fenotipici de suprafata (CD3+, CD4- si CD8+), deoarece sintetizeaza proteine care formeaza pori in
celulele infectate sau canceroase, distrugandu-le. Alte limfocite T se numesc celule helper (CD3+,
CD4+ si CDS8-), ajutdnd la cresterea eficientei mecanismelor imune de aparare prin secretia unor
citokine ce induc proliferarea si diferentierea altor celule implicate in raspunsul imun. Limfocitele T
supresoare modereaza intensitatea raspunsului imun, iar cele amplificatoare 1l intensifica.
Limfocitele T-NK sunt o subpopulatie mica de limfocite T, cele mai mari, ce exprima receptori de
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suprafata specifici celulelor NK (CD16). Ele actioneaza rapid, prin secretia atat de citokine cat si de
proteine care formeaza pori, distrugand substantele straine care ajung in organism, celulele infectate
sau celulele canceroase. Sunt foarte reactive la citokine si au rol important in imunitatea
mucoaselor.

Macrofagele se formeaza din celulele precursoare din maduva osoasa, monocitele. Acestea
parasesc circulatia periferica si migreaza in tesuturi, devenind macrofage tisulare in ganglionii
limfatici, splina, maduva osoasa, tesut conjunctiv perivascular, cavitati seroase precum peritoneul si
pleura, tesut conjunctiv cutanat, plaman (macrofagul alveolar), ficat (celula Kupffer), os
(osteoclastul), sistem nervos central (microglia) si membrana sinoviala (celule sinoviale de tip A).
Au fost descrise celule cu o varietate de fenotipuri functionale, inclusiv macrofage activate clasic
(macrofage care mediaza imunitatea gazdei si imunitatea antitumorald), macrofage activate
alternativ (macrofage supresoare ce regleaza vindecarea ranilor), macrofage de reglare (care secreta
IL-10), macrofage asociate tumorilor (care suprimd imunitatea tumorald) si subsetul monocitic al
celulelor supresoare derivate din linia mieloida (functional similare cu macrofagele asociate
tumorii).

Macrofagele poarta peste 30 de tipuri de receptori si secreta peste 75 de substante biologic
active (Zarnea si Popescu 2011). Sistemul monocit-macrofag exprima molecule specifice liniei
(cum ar fi CD14), precum si receptori de suprafata pentru un numar de molecule, incluzand
regiunea Fc a 1gG (CD16, CD32, CD64), componente ale complementului activat (CD35) si variate
citokine. Joaca un rol major in expresia reactivitatii imune prin medierea unor functii cum ar fi
prezentarea antigenului catre limfocitele T si secretia unor citokine, care sunt elementele centrale
ale activarii antigen-specifice a limfocitelor T si B. Prezentarea antigenelor constituie o etapa
esentiald pentru initierea raspunsului imun dobandit, celulele dendritice fiind cele mai potente si
eficiente. Macrofagele prezentatoare de antigene (exprima proteina CD40) activeaza limfocitele T
naive si determina celulele B sa produca anticorpi care ajuta la opsonizarea antigenului (anticorpul
afecteaza antigenul si 1l pregateste sa fie fagocitat).

Macrofagele mediaza functii efectorii cum ar fi distrugerea bacteriilor acoperite cu anticorpi,
a celulelor tumorale sau chiar a celulelor hematopoietice normale in anumite tipuri de citopenii
autoimune. De asemenea, macrofagele activate pot media activitatea litica antigen-nespecifica si pot
elimina celule tumorale in absenta anticorpilor. Aceasta activitate este larg mediata de citokine
(cum ar fi factorul de necroza tumorala TNFa si IL-I).

Produsii de secretie ai macrofagelor sunt mai numerosi decét ai oricarei alte celule a
sistemului imun. Acestia permit macrofagelor sa indeplineasca atat functii proinflamatorii cat si
antiinflamatorii si sa regleze activitatea altor tipuri de celule. Printre produsii de secretie ai
complexului monocite-macrofage se numara enzime hidrolitice, produsi ai metabolismului oxidativ,
componenti ai sistemului complement, TNFa, interferoni, interleukine si citokine de chemotactism
(chemokine) implicate Tn orchestrarea raspunsului imun in tesuturi.

Mastocitele sunt celule mari, mononucleate, conjunctive, mobile, prezente in mod normal n
cea mai mare parte a tesuturilor din organismul uman, in special n jurul vaselor de sange din tesutul
conjunctiv. Mastocitele sunt leucocite derivate din celule progenitoare hematopoietice. Acestea
circula in sange ntr-o forma imatura inainte de a migra la nivelul tesuturilor vascularizate, cand
sunt supuse diferentierii finale si maturarii. Mastocitele se gasesc in special in organe aflate in
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contact strans cu mediul extern, cum ar fi pielea, caile respiratorii si tubul digestiv, participand

astfel la recunoasterea timpurie a agentilor patogeni. Originea mastocitelor este o problema inca

neclarificata, existand mai multe ipoteze:

- unele mastocite tisulare ar fi leucocite bazofile, migrate din calea sanguina si modificate morfo-
functional sub actiunea factorilor de mediu local datorita asemanarilor structurale intre
mastocitele din fesuturile conjunctive moi si bazofilele sanguine;

mastocitele tisular s-ar diferentia din aceeasi clona celulard din maduva hematogena ca si
bazofilele sanguine;

mastocitele se diferentiaza din celulele mezenchimale, la embrion si la fat, iar la adult din celule
mezenchimale perivasculare;

mastocitele diferentiate si pastreaza capacitatea de proliferare prin autoreplicare, asigurand linia

celulara mastocitara.

Activarea celulelor mastocitare conduce la o cascada de reactii. Receptorii de pe suprafata
mastocitelor formeaza agregate mari cu anticorpii, care apoi sunt internalizate in vezicule acoperite.
Raspunsul mastocitelor la moleculele semnal (hormoni, factori de crestere, mediatori imuni)
depinde de densitatea si distributia receptorilor plasmalemali. Toate mastocitele au in citoplasma
granule care contin substante foarte active, si care le confera un rol foarte important in declansarea
si Intretinerea unor reactii imunologice si inflamatorii.

Mastocitele au activitate enzimatica si imunologica foarte variatd. La om, mastocitele
participa la reactiile alergice de hipersensibilitate imediata (in astm, urticarie, alergie, soc
anafilactic). Mecanismul actiunii mastocitelor: prezenta antigenelor induce diferentierea
plasmocitelor, care sintetizeaza si elibereaza anticorpi specifici de tip IgE. Anticorpii IgE se fixeaza
pe receptorii IgE de pe plasmalema mastocitelor. La un nou contact cu acelasi tip de antigene,
acestia se vor cupla cu anticorpi IgE legati la plasmalema mastocitelor formandu-se complexe
antigen-anticorp care vor leza plasmalema, fiind eliminate un numar mare de granule mastocitare in
matricea extracelulara. Substantele din compozitia granulelor determina fenomene clinice
caracteristice reactiilor de hipersensibilitate imediata: edem, durere, febra, stare de soc,
vasodilatatie, hipotensiune etc. Aceste fenomene clinice sunt determinate de substantele sintetizate
si secretate de catre mastocite. In reactiile de aparare imunologica de tip imediat, s-a observat o
scadere a numarului mastocitelor Tn tesuturi, ca rezultat al reactiilor masive antigen-anticorp.
Anticorpii pot fi 1gG sau IgM, sau activarea sistemului complement IgE. Cresterea numarului de
mastocite in reactiile de aparare imunologica de tip Tntéarziat s-ar datora unei limfochine (MCGF -
mast cell growth factor), produsa de catre limfocitele T sensibilizate (Urb si Sheppard 2012).

Celulele dendritice sunt celule accesorii derivate din maduva oaselor, ce se formeaza din
celule Langherhans. Sunt inrudite cu sistemul fagocitar mononuclear. Prezinta prelungiri ramificate
care formeaza o retea complexa in centrii germinativi ai ganglionilor limfatici si in foliculii limfoizi
din diferite tesuturi, fiind prezente in piele, sistem gastrointestinal si respirator, in organe
parenchimatoase. Celulele dendritice imature sunt localizate in epiteliul cutanat si al mucoaselor,
unde captureaza agentii patogeni, transportandu-i in ganglionii limfatici, iar cele mature in
ganglionii limfatici, unde prezinta antigenele celulelor T. Exprima molecule ale complexului major
de histocompatibilitate (MHC) clasa I1 (Zarnea si Popescu 2011).
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Capacitatea sistemului imunitar de a recunoaste moleculele specifice agentilor patogeni se
datoreaza partial prezentei receptorilor imuni numiti receptori Toll-like (TLR) care sunt exprimati
pe membranele leucocitelor (macrofage, celule dendritice, limfocite T-NK, T si B) si a celulelor
neimune (celule epiteliale, endoteliale si fibroblaste). Agonistii TLR sunt componente microbiene
neproteice (lipopolizaharide, oligonucleotide, lipopeptide) sau proteice, ce activeaza receptorii
marcand evenimentele moleculare care duc in cele din urma la raspunsul imun innascut si la
dezvoltarea imunitatii dobandite specifice antigenului.

8.1.2. Antigenele

Antigenele sunt substante non-self, care introduse in organismul uman declanseaza din
partea acestuia un raspuns imun, concretizat prin:
e Diferentierea unor limfocite B, care vor produce anticorpi ce vor reactiona specific cu
antigenele (in imunitatea mediatd umoral);
e Diferentierea unor limfocite T, care vor recunoaste specific si vor reactiona cu antigenele
prezentate de propriile celule ale organismului (in imunitatea mediata celular).

Molecula imunogena trebuie sa nu fie recunoscuta de sistemul imunitar ca apartinand
organismului respectiv, sa ajunga in contact cu sistemul imunitar, deci sa fie introdusa n organism
pe cale parenterala sau prin leziuni ale mucoaselor interne si sa fie o proteina de cel putin 10 kDa.
Daci este o glicoproteind capacitatea antigenica este mai mare. Alte macromolecule precum acizii
nucleici, lipidele, polizaharidele singure nu sunt imunogene.

Anticorpii sunt substante secretate de limfocitele B mature, competente imunologic, ca
raspuns la contactul cu un antigen, ce recunosc si leagd specific antigenul respectiv. Sunt
glicoproteine denumite si imunoglobuline.

Structura imunoglobulinelor. Sunt molecule tetrapeptidice alcatuite din doua lanturi H
(heavy) de 450 aminoacizi si doud lanturi L (light), de 261 aminoacizi. La cele patru lanturi
peptidice se ataseaza in diverse locuri resturi oligozaharidice. Atat lanturile H cat si cele L au o
portiune variabila (VL si VH) si o portiune constantd (CL si CH). La nivelul regiunii variabile
aminoacizii sunt foarte diferiti. Este regiunea care confera specificitatea fata de antigene. La nivelul
regiunii constante aminoacizii sunt identici. Lanturile L au o singura regiune constanta, iar lanturile
H au 3 regiuni constante. Existd cinci clase de imunoglobuline: IgA (dimer), 1gD, IgE, 1gG
(monomeri) si [gM (pentamer).

Proprietitile biologice ale imunogloblinelor. Moleculele de anticorpi prezinta doua
regiuni distincte din punct de vedere functional, Fab si Fc, care au fost evidentiate prin digestie cu
enzime proteolitice. Prin urmare, in ansamblul efectorilor sistemului imunitar, moleculele de
imunoglobulina indeplinesc doua categorii de functii:

A. Functii de specificitate: legarea de antigen este fundamental dependenta de regiunile
variabile localizate Tn zona Fab a moleculei. Specificitatea imunoglobulinei fatd de un antigen este
exprimatd prin capacitatea de recunoastere fina a epitopului complementar al antigenului si de
combinare cu acesta. Specificitatea moleculei de imunogobulina este conferita de situsul sau de
combinare. Marea diversitate a moleculelor de anticorpi asigura o diversitate uriasa a situsurilor de
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combinare, de ordinul a 10® — 10° specificititi de legare. Potrivirea spatiald dintre situsul de
combinare al moleculei de anticorp si epitopul specific, din punctul de vedere al configuratiei
spatiale, este perfecta.

B. Functii biologice efectoare: regiunea Fc oferd moleculei de imunoglobulina capacitatea
de fixare a complementului, de transfer placentar si de legare la receptorii Fc. Legarea unui anticorp
de un antigen nu are un efect biologic direct. Mai degraba, efectele biologice importante sunt o
consecinta a unor functii efectoare secundare ale anticorpilor:

B.1. Fixarea complementului. Sistemul complement consta dintr-un numar de proteine mici din
sange, 1n general sintetizate de catre ficat, care in mod normal circula sub forma unor precursori
inactivi (pro-proteine). Cand sunt stimulate de catre anumiti inductori, proteazele scindeaza aceste
proteine precursor eliberdnd citokine si initiaza o cascada de amplificari si scindari ulterioare.
Rezultatul final al acestei cascade de activare este amplificarea masiva a raspunsului si activarea
complexului de atac al membranei, rezultdnd Tn uciderea celulelor. Peste 30 de proteine si
fragmente proteice alcatuiesc sistemul complement, inclusiv proteine serice, proteine seroase si
receptorii membranei celulare. Acestea reprezintd aproximativ 5% din fractiunea globulinicd a
serului sanguin si pot servi ca opsonine.

Sistemul complement poate fi activat prin una din cele trei cai (clasica, alternativa sau calea
lectinei), doua arii structurale diferite ale imunoglobulinelor fiind probabil responsabile de initiereca
cascadei complementului pe fiecare din aceste cai. Consecintele activarii complementului includ
liza celulelor si eliberarea moleculelor biologic active. Mecanismul amplificator extrem de
important asigura eliminarea agentilor infectiosi si neutralizarea toxinelor microbiene, mediata de
anticorpi. Sistemul complement este o parte a sistemului imunitar, care ajutd sau completeaza
capacitatea anticorpilor si a celulelor fagocitare de a inactiva agentii patogeni. Face parte din
sistemul imun innascut, care nu este adaptabil si nu se schimba pe parcursul duratei de viatd a unui
individ, insa poate fi stimulat de catre sistemul imunitar adaptativ.

B.2. Transferul placentar. La om, singura imunoglobulina majora transferata de la mama la fat este
IgG. Transferul placentar al 1gG este un proces activ, concentratia 1gG in circulatia fetala fiind
adesea mai Tnalta decét in sangele matern. Fatul sintetizeaza numai cantitati reduse de IgM, fiind
dependent de 1gG transferat transplacentar cateva luni dupa nastere.

B.3. Legarea la receptorii Fc a diferitelor tipuri de celule. Celulele fagocitare, limfocitele,
trombocitele, mastocitele si bazofilele au receptori care se leagd de imunoglobuline, astfel
activandu-se celulele pentru a efectua o anumita functie. De asemenea, unele imunoglobuline se
leaga de receptorii de pe trofoblaste, ceea ce duce la transferul imunoglobulinei prin placenta. Ca
urmare, anticorpii materni transferati astfel confera imunitate la fat si nou-nascut. S-a descoperit ca,
teoretic, toate tipurile celulare implicate in raspunsul imun leaga unul sau mai multe izotipuri
imunoglobulinice prin receptori Fc de suprafata.

8.1.3. Antigenitatea §i imunogenitatea

Cele doua proprietdti de baza ale antigenelor sunt imunogenitatea si antigenitatea.
Imunogenitatea reprezintd capacitatea unui antigen sau epitop de a induce un rdspuns imun.
Antigenitatea sau reactivitatea antigenica se refera la capacitatea antigenelor de a interactiona
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specific cu anticorpii sau cu receptorul pentru antigenul complementar al limfocitelor sensibilizate.
Toate moleculele imunogene au capacitate antigenica dar nu si invers. Antigenele capabile de
antigenitate i imunogenitate sunt antigene complete. Acestea sunt molecule non-self formate din
gruparea purtator (Fc) si epitop, cu o greutate moleculard de peste 10 kDa, structurd chimica
complexa (proteine, polizaharide, lipopolizaharide etc) si 0 conformatie spatiala stabila. Antigenele
incomplete (haptenele) poseda antigenitate dar sunt lipsite de imunogenitate (saruri ale metalelor
grele, polen, medicamente, coloranti, oligonucleotide etc). Pot deveni imunogene combinandu-se cu
macromolecule purtatoare (proteine sau polizaharide). Super-antigenele sunt molecule proteice
particulare (enterotoxinele stafilococice, toxina socului toxic stafilococic, toxina exfoliativd a
stafilococilor, nucleocapsida virusului rabic), capabile sa stimuleze un numar mare de limfocite T si
sd provoace reactii imunopatologice.

Antigenele virale sunt proteine sau glicoproteine de invelis (peplos), nucleoproteine ori
enzime. Imunomodulatorii bacterieni sunt in cea mai mare parte constituenti de origine parietala sau
ribosomala. In structura antigenica a celulei bacteriene se disting mai multe tipuri de antigene:

¢ antigene O somatice, lipopolizaharidice;
¢ antigene H flagelare, proteice;

e antigene K capsulare;

e antigene F fimbriale.

Imunogenitatea este o caracteristicd a intregii macromolecule antigenice, in timp ce
antigenitatea este specific determinata de anumite secvente ale antigenului. Suprafete limitate din
macromolecula antigenica, apte sa se combine cu anticorpi specifici sau cu receptorii de pe
limfocitele sensibilizate se numesc determinante antigenice sau epitopi. Tn cazul glucidelor,
epitopul este format din 4-6 monozaharide. Polizaharidele sunt formate dintr-un epitop repetat sau
dintr-un numar redus de epitopi diferiti. Polizaharidele sunt antigen T-independente, pot induce
sinteza de anticorpi fara interventia limfocitelor T. Constituiti din céativa aminoacizi, epitopii
proteici sunt clasificati ca fiind continui sau discontinui, in functie de faptul dacd aminoacizii
inclusi in epitop sunt adiacenti in lantul polipeptidic sau nu. Majoritatea epitopilor sunt discontinui
si, din moment ce constau din reziduuri de suprafatd reunite prin plierea lantului peptidic,
reactivitatea lor antigenica depinde de conformatia nativd a proteinei. Epitopii liniari (secventiali)
sunt determinati de structura primara a aminoacizilor (8-30 aminoacizi). Epitopii conformationali
sunt determinati de structura secundara sau tertiard a moleculei proteice (juxtapozitia in spatiu a
aminoacizilor situati la distanta) si se modificd la denaturarea proteinei. Fiecare moleculd proteica
reprezintd un mozaic de epitopi, fie diferiti, fie identici. Proteinele sunt antigen T-dependente,
deoarece ele induc sinteza anticorpilor doar prin cooperarea dintre limfocitele T si B. Numarul de
epitopi de pe o moleculd imunogena reprezinta valenta antigenica. Structura cuaternara a capsidelor
virale da nastere epitopilor cunoscuti sub numele de neotopi. Neotopii apar fie prin modificari
conformationale ale proteinelor capsidei induse de interactiunile intersubunitare, fie prin
juxtapunerea reziduurilor din subunitatile Tnvecinate formand un epitop nou.

Antigenul leucocitar uman (HLA) este denumirea pentru antigenele care sunt produsele
unui complex de gene situate pe mai multi loci strans inlantuiti, localizat pe cromosomul 6. Acest
grup de gene numit complexul major de histocompatibilitate (MHC) este legat de functia sistemului
imunitar la om si codifica proteinele aflate pe suprafata celulelor prezentatoare de antigen.

149



BIOTEHNOLOGII FARMACEUTICE

Antigenele leucocitare umane sunt esentiale pentru functia imunitara, fiind impartite pe mai multe
clase MHC:

1. MHC clasa I prezinta peptide din interiorul celulei (inclusiv peptide virale, daca acestea
sunt prezente), de mici dimensiuni, cu o lungime de 8-10 aminoacizi. Antigenele straine prezentate
de MHC clasa I atrag celulele NK (CD8+), care distrug celulele;

2. MHC clasa II prezinta antigene din exteriorul celulei limfocitelor T. Aceste antigene
stimuleazd multiplicarea celulelor T-helper, care, la randul lor, stimuleaza celulele B sd produca
anticorpi specifici. Antigenele proprii organismului sunt inhibate de celulele T supresoare;

3. MHC clasa III codifica componentele sistemului complement.

Epitopii MHC clasa I si II pot fi determinati in silico. Epitopii limfocitelor B pot fi explorati
structural (cristalografie cu raze X, rezonantd magnetica nucleara, microscopie electronica de
baleaj) sau functional (Western Blot, Elisa).

Imunogenitatea este capacitatea unei proteine de a da nastere unui raspuns imun la o gazda
competentd si poate fi definitd numai in contextul biologic al gazdei. Cunoasterea situsurilor
antigenice recunoscute de anticorpi nu indica neapdrat ce structurd imunogena a initiat producerea
de anticorpi in gazda imunizata. Esecul de a face diferenta intre antigenitate si imunogenitate este
responsabil pentru lipsa de succes in dezvoltarea vaccinurilor sintetice peptidice (Van Regenmortel
2008).

Screeningul in silico al imunogenititii

Peptidele sunt polimeri compusi din pana la 40 de aminoacizi, ce pot sd apara in mod natural
Tn organism sau pot fi produse in laborator prin sinteza chimica (produse peptidice sintetice) sau
prin tehnologia ADN recombinat. In unele circumstante, impurititile legate de peptide pot crea un
potential pentru diferente in capacitatea de a genera imunogenitate sau pot afecta in alt mod
siguranta sau eficacitatea unui produs medicamentos peptidic. Prin urmare, este recomandata
evaluarea imunogenitatii non-clinice, care compara 0 peptida generica sintetica cu produsul peptidic
de referinta. Tehnica implicd urmatoarele etape:
1. Se identifica secventa proteinelor in anticorpul de interes;
2. Se obtine o structurda 3D experimentald a unui alotip al HLA selectat din baze de date sau
modelat prin omologie cu cea mai similara structura;
3. Se taie secventa de proteine in peptide scurte care se suprapun, constand de obicei din 8 pana la
20 de aminoacizi (cadre);
4. Conformatii multiple ale peptidei testate sunt preluate din baze de date sau prin algoritme de
modelare computerizata;
5. Se modeleaza computerizat o posibila structurd a complexului HLA / peptida;
6. Interactiunea moleculard dintre peptidele scurte si moleculele HLA este evaluata prin calcularea
energiei potentiale si a entropiei conformationale a structurii complexe;
7. Fiecare peptida este clasificata dupa scorul calculat;
8. Pe baza acestor date se construieste un profil statistic.

Continutul Tn epitopi ce activeaza celulele T, unul dintre factorii ce contribuie la riscul
imunogenitatii, poate fi masurat relativ precis utilizdnd instrumente in silico. Algoritmii
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imunoinformatici pentru identificarea epitopilor celulelor T sunt aplicati pentru a diminua riscul
asociat proteinelor terapeutice, in urma evaluarii riscului de generare a imunogenitatii nedorite. Prin
calcularea densitatii cadrelor cu scor mare intr-o proteina este posibila estimarea scorului de
imunogenitate al acesteia. Tn plus, pot fi identificate subregiuni de cadre cu punctaje mari sau
clustere cu imunogenitate potentiald. Utilizand aceasta abordare, se poate calcula imunogenitatea
clinica a unei noi proteine terapeutice.

8.2. Tipuri de vaccinuri

Dupa modul de obtinere, se disting urmatoarele tipuri de vaccinuri:
- vaccinuri vii cu microorganisme sau virusuri cu virulenta atenuata
- vaccinuri cu microorganisme inactivate
- vaccinuri cu anatoxine
- vaccinuri vii cu organisme modificate genetic
- Vaccinuri conjugate prin atasarea covalenta a unor anatoxine
- vaccinuri recombinate subunitare continand proteine purificate
- vaccinuri cu vectori virali
- vaccinuri bazate pe peptide sintetice
- vaccinuri cu acizi nucleici

Dupa numarul de componente antigenice continute:
- Vaccinuri monovalente: contin o singura specie de microorganisme sau o0 anatoxina
- Vvaccinuri polivalente: contin mai multe microorganisme, virusuri sau anatoxine

Dupa categoria agentilor patogeni:

- Vaccinuri impotriva imbolnavirilor cauzate de virusuri (gripa, variola, rabie, febra galbena,
poliomielitd, rujeold, rubeold, hepatita A si B, herpes, enteroviroze, febrd Dengeue, febrd de
Colorado, mononucleoza infectioasa, papilomatoza, rotaviroze, HIV etc)

- Vvaccinuri impotriva imbolnavirilor cauzate de bacterii (tuberculoza, antrax, tetanos, difterie, tuse
convulsiva, leptospiroza, brucelozd, tularemie, lepra, pestd, sifilis, pneumonii pneumococice,
infectii streptococice, stafilococice, gonococice, cu Salmonella sp., Shigella sp., Haemophyllus
influenzae tip b, Pseudomonas aeruginosa etc)

- Vaccinuri impotriva imbolnavirilor cauzate de paraziti (malarie, schistosomiaza, leichmanioza
etc)

- Vvaccinuri impotriva imbolnavirilor cauzate de micromicete (candidoza etc)

Autovaccinul este preparat dintr-o tulpina bacteriana izolata de la un bolnav si este destinat
aceluiasi bolnav.

Metoda conventionala de obtinere a antigenelor imunogene prin cultivarea agentului
infectios trebuie sa asigure cateva preconditii:
e Posibilitatea de producere in bioreactor a agentului infectios si selectarea tulpinii,
e Identificarea celulei gazda potrivite, daca este un virus;
¢ Proiectarea unui proces tehnologic adaptat bolii careia i se adreseaza vaccinul;
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e Respectarea cerintelor de productie la un nivel ridicat de biosecuritate pentru protejarea
operatorilor si a mediului inconjurétor.

Succesiunea etapelor tehnologice si echipamentele necesare productiei de vaccinuri sunt
disponibile pe site-ul firmei Sartorius 1in sectiunea Vaccine Development Platforms:
(https://www.sartorius.com/en/applications/biopharmaceutical-manufacturing/vaccines).

8.2.1. Vaccinuri vii atenuate

Sunt tulpini microbiene a caror virulenta a fost atenuata, se pot multiplica fara a produce
boala, dar induc sinteza anticorpilor specifici. Astfel sunt antivariolic, vaccinul antituberculos
(BCG), antirabic, antipoliomielitic oral (OPV, Sabin), antivaricelic, antirujeolic-antiurlian-
antirubeolic (ROR), antirotavirus si impotriva febrei galbene. Avantajul acestor vaccinuri il
constituie eficienta ridicatd datoritd imunitdtii umorale si celulare de lungd duratd pe care o
furnizeaza. Dezavantajele sunt date de stabilitate si sigurantd. Riscul major il constituie
instabilitatea tulpinilor, care pot reveni teoretic la formele virulente. Tn cazul OPV, riscul de
poliomielitd asociata vaccindrii avand o frecventa cuprinsa intre 0,0002 si 0,0004%. Se estimeaza ca
acest vaccin este responsabil de aparitia a 12 cazuri de poliomielitd pe an, la nivel global
(https://www.who.int/vaccine_safety/initiative/tech_support/Part-2.pdf).

Atenuarea actiunii virusurilor se obtine pe mai multe cai:

e Cultivarea agentului infectios n conditii suboptime;

e Inocularea virusului patogen sau partial atenuat, pe o cale nenaturala, adica alta decat cea prin
care virusul patrunde in mod obisnuit in organism. Metoda este folosita pentru vaccinarea
animalelor (de exemplu, virusul laringotraheitei pasarilor, se administreaza prin instilare Tn ochi).
Pentru om, metoda nu se foloseste, deoarece riscul infectiei este mare;

e Pasajul virusului de origine umana ntr-un substrat nenatural in vivo sau in vitro. Cele mai
importante vaccinuri pentru om si animale s-au obtinut pe aceasta cale. Virusul se cultiva in mod
repetat, prin inoculare la organisme sanatoase sau in culturi primare de celule. Exemple:

- virusul febrei galbene inoculat la soarece si apoi in embrioni de gaina;
- poliovirusul inoculat in celulele de rinichi de maimuta;
- virusul rujeolei inoculat Tn fibroblaste de embrion de géina.

Obtinerea vaccinurilor atenuate. Conventional, antigenul este crescut in cultura, purificat
si apoi atenuat fara pierderea capacitatii de a induce un raspuns imun impotriva formei virulente a
patogenului respectiv. Vaccinurile vii cu microorganisme atenuate genetic sunt obtinute cu ajutorul
unor tulpini recombinate, in genomul carora s-au efectuat diferite deletii pentru eliminarea factorilor
de patogenitate ori a cdilor de revenire la forma virulenta, cu conditia de a nu reduce proprietatile
imunogene. Spre exemplu, vaccinul antiholeric viu cu tulpina CVD103 induce raspuns umoral
prevenind colonizarea intestinala cu Vibrio cholerae, insa genele responsabile de toxinele accesorii
ce induc efecte secundare (diaree) au fost eliminate.

Limitari ale modului de producere a vaccinurilor atenuate:
e Nu toti agentii infectiosi pot fi crescuti in cultura,
e Producerea virusurilor umane sau animale necesita culturi celulare, ceea ce este scump;

e Rata producerii virusurilor umane este redusa, iar producerea vaccinurilor costisitoare;
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e Necesitatea unor masuri de protectie foarte stricte pentru protectia personalului din
laboratoare;

e Seriile de vaccinuri pot sa nu fie omorate sau suficient atenuate, introducandu-se organisme
virulente Tn vaccin si astfel risc de raspandire a bolii;

e Tulpinile atenuate pot reveni la forma virulentd, de aceea sunt necesare teste continue care
sd asigure ca reinstalarea virulentei nu avut loc;

e Nu toate bolile pot fi prevenite prin utilizarea vaccinurilor traditionale;

e Cele mai multe vaccinuri curente au o duratd de viata limitata si adesea necesita refrigerare
pentru a le mentine potenta. Aceasta este o problema in tarile cu mari zone rurale neelectrificate.

8.2.2. Vaccinuri inactivate

Inactivarea agentului patogen se obtine prin tratare cu agenti fizici si chimici (prin caldura la
50-60°C, fierbere sau autoclavare, prin iradiere si mai ales folosind antiseptice de tip formol sau
fenol). Astfel de exemple sunt vaccinul antitifo-paratific (TAB), primul vaccin antipoliomielitic,
injectabil (IPV, Salk), vaccinul impotriva hepatitei A, vaccinul celular impotriva tusei convulsive.
Nu prezinta pericolul revenirii la formele virulente, insa au inconvenientul ca sunt mai scumpe si nu
sunt la fel de imunogene ca si cele vii, atenuate. Pentru o eficienta imbunatatitd sunt necesare
suplimentar doze de rapel. De asemenea, induc frecvent efecte secundare de tipul reactiilor
obisnuite.

8.2.3. Vaccinuri subunitare

S-a constatat ca in cazul unor germeni nu este necesara prezenta intregului agent patogen
pentru a induce raspunsul imun. La bacterii, anumite componente celulare, iar la virusuri capsida
sau proteinele invelisului pot realiza acest lucru. Vaccinurile care utilizeaza componente ale
organismului patogen se numesc vaccinuri subunitare. Tehnologia ADN recombinat si a proteinelor
recombinate realizeaza noi vaccinuri subunitare. Avantajele majore ale vaccinurilor subunitare sunt
legate de stabilitate si sigurantd. Dezavantajele vaccinurilor subunitare sunt generate de dificultatile
si costurile de productie. Tipuri de vaccinuri subunitare sunt cele care utilizeaza fragmente proteice
sau mai nou particule asemanatoare virusului (virus-like particles, VLP), polizaharide conjugate sau
anatoxine.

Vaccinuri pe baza de proteine imunogene

Spre exemplu, vaccinul acelular impotriva tusei convulsive contine componente individuale
purificate ale bacteriei Bordetella pertussis. Vaccinul impotriva hepatitei B contine antigenul de
suprafatd al virusului. Initial era produs prin purificarea din plasma recoltati de la bolnavi, iar in
prezent este disponibil vaccinul recombinat. Utilizandu-se proteine imunogene purificate se asigura
un preparat stabil si sigur care este definit precis din punct de vedere chimic si nu contine alte
proteine sau acizi nucleici care pot initia efecte nedorite in organismul gazda. Purificarea unei
proteine specifice este insa costisitoare, iar Tn anumite situatii, o proteind izolata poate sa nu aiba
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aceeasi conformatie ca si in situ (ex. ca in capsida virald sau in invelis) iar ca rezultat, antigenitatea
este alterata.

Vaccinurile recombinate

Tehnologia ADN recombinat ofera posibilitatea realizarii unei noi generatii de vaccinuri,
care previn limitele celor tradifionale. Manipularea prin deletia unor factori de patogenitate permite
atenuarea genetica a virulentei, cum este cazul vaccinului antiholeric viu cu tulpind recombinata.
Disponibilitatea genelor clonate a permis cercetatorilor sa realizeze strategii noi pentru producerea
vaccinurilor. Celule bacteriene sau de drojdii reprogramate genetic, care pot produce cantitati mari
de proteine imunogene, au devenit elementele de baza pentru prepararea unor vaccinuri eficiente.
Este cazul vaccinului impotriva hepatitei B, pentru care gena uneia dintre proteinele invelisului viral
a fost inseratd in celule de drojdie. Acestea produc antigenul de suprafata al hepatitei B (HBsAg)
care este ulterior purificat.

Avantajele vaccinurilor obtinute prin tehnologia ADN recombinat:

e Antigenul necesar inducerii imunitatii este izolat de restul componentelor microbiene
(factorilor de virulentd), fiind sintetizat de un microorganism sau celuld eucariota, modificate prin
inginerie genetica;

e Vaccinurile produse prin inginerie genetica nu implica aplicarea unor procedee de inactivare
(inactivarea reduce semnificativ si capacitatea imunogena protectoare);

e Sunt reduse mult costurile de productie;

e Nu sunt necesare instalatii care asigura masuri severe de securitate;

e Aceste vaccinuri nu contin germeni care produc imbolnaviri;

e Costurile de transport si depozitare pot fi mai mici datorita reducerii aparaturii de refrigerare
si liofilizare.

Vaccinuri conjugate

Unele vaccinuri pentru prevenirea infectiilor bacteriene se bazeazd pe polizaharide ale
invelisului, insa utilitatea acestora a fost limitatd, deoarece nu dau raspunsuri imune puternice.
Vaccinurile conjugate se obtin prin atasarea covalentd a unor anatoxine proteice la antigene
polizaharidice, inducandu-se astfel un raspuns imun amplificat si durabil. Exemple: vaccinul
impotriva pneumococilor, meningococilor si Haemophilus influenzae tip b (Hib).

Vaccinuri cu anatoxine

Anatoxinele sunt toxine modificate care si-au pierdut toxicitatea, dar induc sinteza
anticorpilor specifici. Astfel de vaccinuri sunt utilizate atunci cand o toxina bacteriand, de regula o
exotoxind este cauza principala a bolii. Toxinele bacteriene purificate sunt inactivate prin tratare
termic sau chimica, cu formalin. In contact cu anatoxina inofensivi, sistemul imunitar invati cum
sa lupte Tmpotriva toxinei naturale, producand anticorpi. Vaccinurile Tmpotriva difteriei si
tetanosului (DT), precum si cel antibotulinic au inlocuit utilizarea seruruilor in tarile dezvoltate.
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Noi abordari ale vaccinurilor subunitare — particule asemanatoare virusului

Proteinele recombinate reprezinta o parte semnificativd a Compusilor candidati pentru
dezvoltarea de nanovaccinuri, fiind promitatoare pentru o serie de boli virale, precum infectia cu
virusul sincitial respirator (RSV), HIV si virus gripal. Spre exemplu, mai multe molecule candidat
pentru vaccinul antigripal subunitar se bazeaza pe componente proteice precum nucleoproteine
(NP), domeniul extracelular al proteinei transmembranare M2 (M2e) si hemaglutinine (HA). Peste
30% dintre candidatii la vaccinul impotriva COVID-19 propun vaccinarea cu proteine recombinate,
majoritatea concentrandu-se pe spiculele (glicoproteina spike) virusului. Avantajul utilizarii acestei
strategii dovedite intr-o situatie pandemica este capacitatea de a produce un vaccin sigur printr-un
proces extrem de productiv, care poate fi fabricat n instalatiile existente.

Particulele asemdnatoare virusului sunt structuri multiproteice care imitd organizarea si
conformatia virusurilor native autentice in lipsa genomului viral, producand teoretic un raspuns
imun mai bun la o doza mai mica. VLP sunt produse prin exprimarea individualda a proteinelor
structurale virale, care se pot autoasambla n structura asemanatoare virusului. Pot fi utilizate mai
multe sisteme de exprimare: bacterii, drojdii, celule de insecte, plante sau linii celulare de mamifere,
in functie de complexitatea VLP. Un exemplu de succes 1l constituie vaccinul cu VLP continand
antigenele papilomavirusului uman (HPV) produse in celule de drojdie. Marea variabilitate a
vaccinurilor cu proteine recombinate elimina posibilitatea unei platforme gata de utilizare care sa
sustina toate etapele de dezvoltare, astfel Incat sunt necesari parteneri strategici si solutii inovatoare
pentru a permite dezvoltarea unor vaccinuri extrem de productive si sigure. Un vaccin antigripal
experimental care contine feritind, §i care se poate autoasambla in nanoparticule care prezintd un
antigen proteic se afla intr-un studiu de stadiu incipient (Darricarrere si colab. 2018). Tehnologia
bazatd pe nanoparticule este evaluata ca o platforma pentru dezvoltarea vaccinurilor Tmpotriva
rotavirusurilor, coronavirusului MERS, RSV si virusului Epstein Barr (Laimbacher si colab. 2012;
Hashemzadeh si colab. 2020; Quan si colab. 2020; van Zyl si colab. 2019). Un vaccin candidat
multivalent tinteste imunizarea impotriva a patru virusuri transmise de tantari: Zika, Chikungunya,
febrei galbene si encefalitei japoneze (Garg si colab. 2020).

In prezent, tehnica VLP a fost implementati si pentru dezvoltarea unor vaccinuri inovatoare
bazate pe proteine antigenice si terapeutice produse in plante. Secvente cunoscute de ADN sunt
inserate cu ajutorul vectorilor virali precum Agrobacterium tumefaciens in specia Nicotiana
benthamiana, ce produce la nivel foliar produsul recombinat. Producerea unui vaccin antigripal
tetravalent (QIV, Medicago) a condus la rezultate promitatoare in studii clinice pe subiecti umani
(Ward si colab. 2020).

8.2.4. Vaccinuri cu vectori virali recombinati

Vaccinurile pe baza de vectori virali constituie o componentd promititoare a productiei
biofarmaceutice. Peste 40 de vectori virali sunt utilizati in prezent pentru terapia genica si
dezvoltarea de vaccinuri. Cel mai frecvent sunt utilizate adenovirusurile si poxvirusurile (virusul
vaccinia modificat) pentru vaccinuri, parvovirusurile (virusuri adeno-asociate) si herpesvirusurile
(virusul Herpes simplex) pentru terapia genica, iar retrovirusurile (mai ales lentivirusuri) pentru
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terapia celulara (vezi capitolul Terapii genetice si celulare). Tehnologiile inovatoare asigura procese
mai productive, intensificate si flexibile.

Utilizarea adenovirusurilor recombinate ca vectori. Adenoviridele cuprind virusuri nude,
fiind recunoscute 57 de tipuri de adenovirusuri umane, unele asociate cu diverse afectiuni: boli
respiratorii, conjuctivita, gastroenteritd, obezitate etc. Au o molecula liniard de ADN dublucatenar
de 26-35 kb a carei replicare are loc in nucleul celulei vertebratelor, utilizand resursele acesteia.
Vectorii adenovirali recombinati, inclusiv tipurile nereplicative, pot furniza gene codificatoare
pentru antigene specifice. Utilizate in mod obisnuit ca vectori virali, adenovirusurile ofera o gama
larga de avantaje: pot fi usor manipulate genetic, sunt nereplicative, accepta inserturi mari de ADN
transgenic i genereaza un raspuns celular si umoral specific transgenei. Sunt evaluate si ca vectori
pentru terapia genica, dar sunt utilizate in cea mai mare parte pentru dezvoltarea vaccinurilor.
Posibilele probleme legate de utilizarea adenovirusurilor ca vectori ai vaccinurilor includ: corpul
uman dezvolta imunitate la vectorul in sine, ceea ce face ca dozele de rapel sa fie dificile sau
imposibile. In unele cazuri, oamenii au imunitate preexistenti la adenovirusuri, ceea ce face ca
cedarea vectorilor sa fie ineficienta.

Peste 50% din vaccinurile candidat pe baza de vectori virali utilizeaza n prezent
adenovirusuri. Vectorii adenovirali de generatia a treia sunt folositi pentru prevenirea sau tratarea
bolilor infectioase precum Ebola, Zika, malaria, hepatita C, HIV-SIDA si COVID-19. De asemenea,
sunt testati n studii clinice pentru imunoterapia anticancerigena. Adenovirusul recombinat de tip 5
(Ad5) si adenovirusul Ad26 sunt folosite ca vectori in vaccinuri candidat impotriva COVID-19, cu
scopul este de a exprima glicoproteina spike a SARS-CoV-2. Alte stategii implica adenovirusuri de
cimpanzeu modificate pentru a bloca receptorii umani ACE?2 etc.

Primul vaccin Tmpotriva virusului Ebola, aprobat in anul 2019 este un vaccin recombinat cu
vector viral reprezentat de virusul stomatiei veziculare (VSV), modificat genetic pentru a exprima
glicoproteina de suprafata a virusului Ebola Zaire (Public Health Agency of Canada, NewLink
Genetics si Merck). Un al doilea vaccin a fost aprobat in anul 2020, acesta fiind primul vaccin cu
vector adenoviral lansat pe piata (Johnson & Johnson si Janssen Pharmaceutical). Este un vaccin cu
doua componente diferite pentru prima inoculare si respectiv pentru doza de rapel. Prima
componentd este derivatd din adenovirusul uman Ad26 si exprima o glicoproteind a virusului Ebola
Mayinga. A doua componenta consta intr-un virus vaccinia tulpina Ankara ce codifica glicoproteine
ale virusurilor Ebola Sudan, Marburg si Tai Forest.

Utilizarea virusurilor vaccinale recombinate ca vectori. Virusul vaccinei face parte din
familia poxvirusurilor cu genomul constituit dintr-o moleculd de ADN dublucatenar care contine
aproximativ 187 kb si codifica aproximativ 200 de proteine diferite. Acest virus a fost bine
caracterizat la nivel molecular si este considerat de obicei un virus benign, de aceea este un posibil
vector. O importantd trasatura a unui vector este exprimarea genelor clonate ce codifca antigene
care, la randul lor determina formarea anticorpi neutralizanti impotriva agentului patogen. Genomul
virusului vaccinei este mare si permite inserarea ADN aditional direct in genomul viral, prin
recombinare homoloaga in vivo. Un numar mare de gene pentru diferite antigene au fost inserate in
virusul vaccinei si exprimate in celule animale, de exemplu: proteina G a virusului rabiei, antigenul
de suprafata al virusului hepatitei B, proteinele NP si HA de la virusul gripal, glicoproteine de la
virusul Herpes simplex.
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Avantajele utilizirii unui vaccin viral recombinat fatd de vaccinurile cu virusuri
inactivate sau vaccinurile subunitare:

* Virusul poate exprima antigene autentice intr-o maniera asemanatoare infectiei naturale;

* Virusul se poate replica in organismul gazda, astfel amplifica nivelul antigenului, activeaza
eliberarea anticorpilor din celulele B (raspuns umoral) si stimuleaza producerea celulelor T (raspuns
imun mediat celular);

» Insertia genelor pentru antigen la un situs sau mai multe in genomul vectorului determina
reducerea virulentei acestuia.

Dezavantajele vaccinuilor cu vectori virali recombinati:

» Vaccinarea unei gazde imunosupresate poate determina serioase infectii. Un mod de a evita
acest lucru este prin insertia genelor pentru IL-2 umana in vectorul viral. Aceste gene vor permite
gazdei sd limiteze proliferarea vectorului viral prin cresterea raspunsului celulelor T a sistemului
imun, reducad posibilitatea infectiilor cu patogeni oportunisti;

» Majoritatea vaccinurilor ADN au fost administrate prin injectii intramusculare sau
intradermale. Cu toate ca ele pot produce un raspuns imun, nu pot induce si 0 imunitate a
mucoaselor (respiratorie, intestinald sau a cailor urogenitale), acestea fiind cele care impiedica
patogenii sa intre in corp. Chiar daca vaccinul ar fi administrat la nivelul mucoaselor, suprafatele lor
reprezinta bariere protective iar pentru eficienta vaccinul ar trebui eventual tratat cu agenti specifici
care sa penetreze sau sa creeze legaturi cu mucoasa (ex. adjuvanti mucozali).

Noi abordari ale vaccinurilor cu vectori recombinati — vezicule aseméanatoare virusului

Tn ciuda succesului nregistrat de vaccinurile recombinate in ceea ce priveste rezultatele
imunogenitatii in modele experimentale animale, utilizarea translationald a vectorilor virali la om
este adesea impiedicatd de preocupdrile de siguranta. Astfel, a aparut ideea unui nou tip de vector de
vaccin fara patogenitate detectabild, sub forma veziculelor aseméanatoare virusului (virus-like
vesicles, VLV). VLV sunt vezicule membranare care seamana cu virusurile nvelite, dar carora le
lipsesc capsida si genomul viral. Tehnica este utilizata pentru dezvoltarea vaccinurilor terapeutice,
atat antiinfectioase cat si oncologice.

Spre exemplu, un vaccin VLV impotriva infectiei cu virusul hepatite1 B (HBV) propune un
vector hibrid compus din repliconul virusului Semliki Forest (SFV), ce exprima proteine
nestructurale, si glicoproteina G a virusului Stomatitei veziculare (VSV) in locul proteinelor
structurale ale SFV. Aceste vezicule pot fi modificate pentru exprimarea unor gene diverse, fara
limite in ceea ce priveste dimensiunea insertului. Astfel de VLV au fost utilizate pentru exprimarea
proteinelor mijlocii din invelisul virusului hepatitei B (MHBs) si a antigenului nucleocapsidei
(HBcAg). Cadrele de citire deschise (ORF) ale genelor pentru MHBs si HBcAg au fost amplificate,
genele au fost clonate in plasmide pCMV-SFV, iar trei tipuri de vezicule (VLV-MHB, VLV-
HBcAg si VLV-glicoproteina VSV) au fost utilizate pentru transfectia celulelor renale de hamster
BHK-21 (Reynolds si colab. 2015). Totusi, pentru un raspuns imun amplificat al limfocitelor T,
necesar obtinerii de rezultate in terapie, s-a Observat ca vectorii policistronici sunt mai eficienti.
Secvente modificate a trei tipuri de antigene HBV (MHBs, HbcAg si Pol) au fost co-exprimate intr-
un singur ORF. Tn studii pe model murin, aceasti abordare a VLV multiantigen a dovedit eficienta
atat in ceea ce priveste protectia la infectie cat si in raspunsul terapeutic (Yarovinski si colab. 2019).
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8.2.5. Vaccinuri cu acizi nucleici

Denumite si vaccinuri genetice, sunt obtinute prin tehnici de manipulare genetica si
presupun administrarea directa a ADN sau ARNm ce codifica antigenul. Vaccinurile ADN ofera
cel mai bun raspuns imun atunci cand se utilizeaza vectori de exprimare foarte activi, precum
plasmidele modificate. Acestea detin un puternic promotor viral ce conduce la transcrierea si
traducerea in vivo a genei sau ADN-ului complementar de interes. Promotorii utilizati sunt cei de la
virusul simian vacuolant 40 (SV40), virusului sarcomului Rous, citomegalovirusului (CMV),
ubiquitinei C umane, fosfoglicerat-kinazei, beta-globinei etc. Un exemplu de vector plasmidial este
pPVAC, un construct care foloseste promotorul SV40. Modificari suplimentare pentru Tmbunatatirea
stabilitatiit ARNm si a ratelor de exprimare includ optimizarea codonilor genei exprimate, inserarea
de secvente de amplificare, introni sintetici, secvente lider tripartit adenovirale si modificari ale
secventelor de poliadenilare si terminare transcriptionala. Un semnal puternic de poliadenilare se
obtine prin inserarea unor secvente ale hormonului de crestere bovin sau ale beta-globinei de iepure.
Vectorii policistronici sunt construiti pentru a exprima mai multe molecule imunogene sau o
moleculd imunogena si o proteind imunostimulatoare. Administrarea directd a constructului prin
vaccinul genetic elimina etapa de cultivare in celule procariote. Astfel, vectorii plasmidiali nu
necesita situsuri aditionale precum cel de origine a replicarii sau markeri de selectie.

O alta abordare eficientd pentru cresterea imunogenitdtii vaccinului ADN este utilizarea
,cocktailurilor de vaccin™ care contin vaccinul ADN, precum si plasmide care codifica proteinele
imunomodulatoare cu rol adjuvant. ADN-ul plasmidial contine motive deoxicitidilat-fosfat-
deoxiguanilat (CpG) care functioneaza ca un adjuvant incorporat. Citokine, chemokine si alte
molecule pt fi coadministrate. Spre exemplu:

- IL-12, prima citokind testatd ca adjuvant este produsa de celulele dendritice si de monocite.
Sustine raspunsul imunitar al celulelor T CD8+ antigen-specifice. Evaluarea unor plasmide
bicistronice exprimand IL-12 si antigene de la Yersinia pestis indica un bun raspuns imunologic;

- IL-2 joacd un rol esential in raspunsul imun prin promovarea diferentierii celulelor T naive in
celule T efectoare, prin generarea de rezerve de celule T cu memorie §i este necesard pentru
proliferarea celulelor NK. Includerea genelor pentru IL-2 a dus la imbunatatirea imunogenitatii
vaccinurilor antivirale impotriva HIV, gripei si SARS-CoV;

- IL-15 induce proliferarea limfocitelor T-NK, este necesara pentru generarea celulelor T CD4+ si
CD8+ si importanta pentru generarea memoriei celulelor T CD8+. Efectele ei sunt potentate daca
este livrata in tandem cu IL-21 sau cu alte interleukine. Este testata in vaccinuri anti-Toxoplasma
gonidii si anti-HIV (Suschak si colab. 2017).

Avantajele vaccinurilor ADN:

e Nu prezinta risc de infectie;

e Sunt capabile sa imunizeze Tmpotriva mai multor agenti patogeni cu diversitate antigenica;
e Produc antigenul in vivo, intr-o forma naturala;

e Sunt capabile sa stimuleze imunitatea umorala, celulara si mucozal;

e Ofera o imunitate durabila;

e Nu genereaza raspuns imun la vectorul injectat sau antigene impotriva celulelor transfectate;
e Pot fi produse cu tehnologia existenta, la costuri rezonabile;

e Controlul calitatii se realizeaza simplu;
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e Sunt stabile la diferite temperaturi si lantul de refrigerare nu este necesar pentru stocare.

Limitarile vaccinurilor ADN:

¢ Pot fi utilizate numai pentru antigenele proteice, nu si pentru cele polizaharidice;

e Risc de dezvoltare a tolerantei fata de antigen;

¢ Risc de afectare a genelor responsabile de factorii de crestere celulara si risc tumoral;
¢ Risc de transfectie a celulelor netinta (a neuronilor);

¢ Risc de a provoca boli autoimune.

Modalitati de livrare la tinta a vaccinurilor genetice

Principalul impediment pentru vaccinurile ADN 1l reprezinta imunogenitatea scazuta,
datorita dificultatilor Tn administrarea plasmidelor. Constructul plasmidial trebuie sa traverseze
membrana celularad fosfolipidica prin endocitoza sau pinocitoza, sa eludeze enzimele endozomilor,
lizosomilor, nucleazele citosolice si sa se transloce prin invelisul nuclear. Spre deosebire de
sistemele de cedare fizica, in livrarea moleculelor biofarmaceutice ¢ nevoie de noi abordari pentru a
creste eficienta transfectiei vaccinului ADN.

Utilizarea liposomilor ca molecule purtatoare a devenit o metoda populard de administrare a
vaccinurilor ADN, deoarece liposomii nu numai ca sporesc eficienta transfectiei, dar au si un efect
adjuvant. Liposomii sunt vezicule sferice compuse din fosfolipide si colesterol, ce pot fuziona cu
membranele lipidice celulare, ceea ce faciliteaza livrarea plasmidei Tn celule. Foarte important,
veziculele lipidice pot fi formulate ca unilamelare sau multilamelare. Veziculele multilamelare
permit livrarea sustinuti a vaccinului pe o perioadd extinsi de timp. In timp ce utilizarea
liposomilor pentru administrare intramusculara a generat probleme de reactogenitate, complexele
ADN - liposom au demonstrat un beneficiu imunologic. Injectia intramusculara a unei formulari
liposomi - nucleoproteine gripale a generat un titru de anticorpi de 20 de ori superior vaccinului
care contine doar ADN.

Administrarea vaccinului ADN poate fi realizatd si prin utilizarea de micro- si nanoparticule
polimerice biodegradabile, constand Th molecule amfifile cu dimensiuni cuprinse intre 0,5-10 pum.
Similar cu incarcarea ADN plasmidial pe liposomi, plasmidele pot fi incapsulate ori adsorbite pe
suprafata nanoparticulelor. Micro- si nanoparticulele protejeaza ADN plasmidial de actiunea
nucleazelor si promoveaza eliberarea sustinuta. Polimerii cationici cu greutate moleculara mare s-au
dovedit semnificativ mai eficienti decat liposomii cationici. ADN plasmidial imobilizat Tn
microsfere polimerice acoperite cu chitosan biodegradabil (20 - 500 pm) poate induce raspuns imun
mucozal si sistemic. Beneficiile formularii in microsfere au fost evidentiate la vaccinuri impotriva
hepatitei B, a tuberculozei si la oncovaccinuri. Sistemele de livrare pe baza de microparticule sunt
capabile de imbunatatirea semnificativa a imunogenitatii vaccinului ADN si cresterea raspunsurilor
imune celulare si umorale. Ele pot fi preparate cu o diversitate structurald semnificativa
(dimensiune, incarcare de suprafatd, continut de lipide) si oferd o flexibilitate considerabila a
formularii, ceea ce permite optimizarea vaccinului pe baza nevoilor specifice ale clinicianului
(Suschak si colab. 2017).
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8.2.6. Vaccinuri cu ARNm

Reprezinta 0 perspectiva foarte promitatoare a industriei biofarmaceuticelor, intrucat sunt
neinfectioase, neintegrante, nu implica celule, au o potentd ridicatd, o capacitate de dezvoltare
rapida si un potential de fabricare cu costuri reduse, usor ajustabila si cu productivitate mare, dar si
o administrare sigurd. Vaccinurile ARNm sunt o adevarata platforma: acelasi proces poate fi utilizat
pentru a produce vaccinuri ARNm impotriva unor indicatii diferite. Profilul de siguranta, rapiditatea
si flexibilitatea strategiei de dezvoltare sunt incontestabile, dar fiind o tehnologie noua, platforma
evolueaza rapid, iar parametrii procesului se schimba continuu. Progresele tehnologice au depasit in
mare masura problemele legate de instabilitatea ARNm si dificultatea de a-I livra in celule, iar unele
vaccinuri ARNm au demonstrat rezultate Tncurajatoare.

Tipuri de vaccinuri cu ARNm:

A. Vaccinuri cu ARNm auto-amplificator. Se bazeaza pe genomul unui alfavirus.
Genele codificatoare ale mecanismului de replicare sunt intacte, iar genele codificatoare ale unor
proteine structurale sunt inlocuite cu gene pentru antigenul de interes. In dezvoltare se afla
vaccinuri Timpotriva infectiei cu SARS-CoV-2, citomegalovirus, virusul hepatitei C, gripal, Ebola,
Zika, dar si Toxoplasma gonidii sau Streptococcus sp. (Bloom si colab. 2021).

B. Vaccinuri cu ARNm nereplicativ. Pot fi realizate ex vivo prin transfectia celulelor
dendritice (electroporare). Tn dezvoltare se afla candidati la vaccinuri terapeutice anti-HIV si
oncologice. Pot fi administrate direct in vivo. Exemplu: un vaccin experimental ARNm modificat,
incapsulat, indica 1n testele pe animale o protectie impotriva infectiei cu virusul Zika dupa o singura
doza (Richner si colab. 2017).

Farmacologia vaccinurilor ARNm

ARNmM constituie un intermediar intre traducerea ADN-ului care codifica proteinele si
producerea proteinelor de catre ribosomi in citoplasma. Doua tipuri majore de ARN sunt studiate Tn
prezent ca vaccinuri: ARNm care nu replica si ARN auto-amplificator derivat viral. Vaccinurile
conventionale pe baza de ARNm codifica antigenul de interes si contin regiuni netraduse 5 ' - 3 '
(UTR, untranslated region), in timp ce ARN auto-amplificator codifica nu numai antigenul, ci tot
mecanismul de replicare virala care permite amplificarea intracelulara a ARN si exprimarea
abundenta a proteinelor.

ARNmM transcris in vivo este produs dintr-o matrita de ADN liniar folosind ARN polimeraza
de la bacteriofagii T7, T3 sau Sp6. Produsul rezultat trebuie sa contina in mod optim un ORF care
codifica proteina de interes, UTR-uri flancante, un capac 5’ si o coada poliadenilata (poli (A)).
ARNmM este astfel conceput pentru a fi asemanator cu moleculele de ARNm mature complet
procesate, ce apar in mod natural Tn citoplasma celulelor eucariote (Jackson si colab. 2020a).

Complexarea ARNm pentru livrarea in vivo previne degradarea rapida de catre ribonucleaze
a ARN-ului neprotejat. S-au dezvoltat o0 mare varietate de reactivi de transfectie in vitro si in vivo
care faciliteazd absorbtia celulard a ARNm, protejandu-l de degradare. Odata ce ARNm ajunge in
citosol, mecanismul de traducere celulara produce proteine care sufera modificari post-
translationale, rezultdnd o proteind pliatd corect, complet functionald. Aceastd caracteristicd a
farmacologiei ARNm este deosebit de avantajoasa pentru vaccinurile si terapiile de inlocuire a
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proteinelor, care necesitd livrarea proteinelor citosolice sau transmembranare in compartimentele
celulare corecte pentru o prezentare sau functionare adecvata. ARNm transcris in vivo este n cele
din urma degradat de procese fiziologice normale, reducandu-se astfel riscul de toxicitate a
metabolitului (Pardi si colab. 2018).

Strategiile pentru optimizarea farmacologiei ARNm includ:

- Analogii sintetici ai capacului 5' si enzimele responsabile stabilizeaza ARNm si cresc traducerea
proteinelor prin legarea la factorul de initiere a traducerii eucariote 4E (EIF4E);

- Elementele de reglare din regiunea 5-UTR si 3'-UTR stabilizeaza ARNm si cresc traducerea
proteinelor;

- Coada poli (A) stabilizeaza ARNm si intensifica translatia proteinelor;

- Nucleozidele modificate scad activarea imunitard inndscuta si cresc traducerea;

- Tehnici de separare si / sau purificare: tratamentul cu ribonucleaze III si purificarea rapida prin
cromatografie lichida cu proteine (FPLC) scad activarea imuna si maresc traducerea;

- Optimizarea secventei si / sau codonilor mareste traducerea;

- Modularea celulelor tinta: co-livrarea factorilor de initiere a traducerii si alte metode modifica
traducerea si imunogenitatea (Pardi si colab. 2018).

Mai multe metode sunt testate pentru administrarea vaccinurilor ARNm:
- injectarea intramusculard, intradermald sau intranodalda a ARNm ca atare sau complexat cu
molecule purtatoare (carrier);
- utilizarea unor adjuvanti ca sisteme de livrare: protamine, particule nanolipidice, particule
polizaharidice, polimeri cationici, nanoparticule conjugate cu PEG;
- injectarea celulelor dendritice transfectate ex vivo.

Vaccinurile  ARNm pot servi industria farmaceutica in conditii de pandemie, avand
potentialul de a revolutiona dezvoltarea vaccinurilor. In fata pandemiei globale COVID-19,
presiunea a fost mai mare ca niciodata pentru lansarea rapida a unui vaccin eficient si sigur.
Vaccinurile ARNm au castigat vizibilitate in timpul crizei, deoarece aceastd strategie a reusit sa
aduca primul vaccin candidat in faza de testare clinica, cu o viteza fara precedent.

Doua vaccinuri impotriva infectiei COVID-19 au fost aprobate la sfarsitul anului 2020. Cel
fabricat de Moderna (candidatul mMRNA-1273) contine ARNm codifica antigenul S-2P, ce consta in
glicoproteina spike a SARS-CoV-2 cu o ancora transmembranara si un situs de clivaj S1 — S2 intact.
S-2P este stabilizat Tn conformatia sa prin doua substitutii de prolind la pozitiile de aminoacizi 986
si 987, in partea superioara a helixului central in subunitatea S2. Capsula nanolipidica include patru
lipide si a fost formulata intr-un raport fix ARNm si lipide. Vaccinul este furnizat sub forma de
lichid steril pentru injectie la concentratie de 0,5 mg/ml, diluat in solutie salina (Jackson si colab.
2020b).

Vaccinul produs de Pfizer si BioNTech (candidatul BNT162) este o constructie de vaccin
ARNmM modificat ce codifica domeniul de legare al receptorului trimerizat al glicoproteinei spike a
SARS-CoV-2. Molecula este formulata in nanoparticule lipidice pentru o eliberare mai eficientd in
celule dupa injectia intramusculara (Mulligan si colab. 2020).
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8.2.7. Vaccinologia inversa

O revolutie majord 1n descoperirea vaccinurilor este legatd de aparitia tehnologiilor de
secventiere a genomului, care permite determinarea intregului repertoriu antigenic al organismului
infectios si identificarea unor potentiale tinte. Metoda vaccinologiei inverse ofera o schimbare n
perspectiva proiectdrii vaccinului, iar ideea a luat nastere pentru a depdsi problemele cu care se
confrunta dezvoltarea unui vaccin eficient impotriva meningitei provocate de Neisseria meningitidis
tip B (MenB). Secventierea genomului tulpinii virulente MenB MC58 a permis selectarea unor
potentiale tinte pentru vaccin. Principiul de la baza a pornit de la ideea ca tintele de succes ale unui
vaccin sunt proteine, fie expuse pe suprafata agentului patogen, fie secretate in mediul extracelular.
Pornind de la 2.158 ORF, analiza bioinformatica a indicat faptul ca peste 600 codifica proteine
expuse la suprafatd sau secretate. Dintre acestea, 350 de gene codificatoare au fost selectate pentru
clonare in Escherichia coli, exprimate si utilizate pentru imunizarea soarecilor. Serul obtinut de la
animale imunizate a fost examinat printr-un test bactericid corelat cu nivelul protectiei oferite.
Procesul a condus la identificarea a trei antigene necunoscute anterior, comune mai multor tulpini
MenB. Primul vaccin universal impotriva MenB este compus din proteina de legare a factorului H
(fHbp), antigenul de legare heparina Neisseria (NHBA), adezina A Neisseria (NadA), combinate cu
vezicule de membrana exterioara (outer membrane vesicle OMV) (Masignani si colab. 2019).

8.2.8. Vaccinologia structurala

Noile perspective structurale asupra invelisului viral, conformatiei proteinelor si epitopilor
antigenici pot ghida proiectarea de noi vaccinuri impotriva virusurilor infectioase cum ar fi HIV,
virusul hepatitei C, enterovirusul A71 si virusul Dengue. Anticorpii pot oferi imunitate sterilizanta
impotriva agentilor patogeni virali, iar identificarea anticorpilor robusti impotriva mai multor tulpini
virale este un deziderat. Odata ce astfel de anticorpi sunt identificati si izolati, elucidarea structurala
a epitopilor lor poate dezvdlui regiuni de pe suprafata virald care pot fi vizate de vaccinuri si
imunoterapie. Cartarea unui numar mare de epitopi si mai nou a raspunsului anticorpilor policlonali
se poate realiza cu ajutorul microscopiei electronice. Studiile structurale au dezvaluit ca anticorpii
utilizeaza strategii multiple pentru a recunoaste o gama larga de suprafete si locatii epitopice pe
antigenele virale, identificandu-se astfel punctele slabe de pe armura virala (Murin si colab. 2019).

Abordarea tridimensionala ofera informatii esentiale despre structura tertiard si pozitia
epitopilor virali. Aceste informatii detaliate pot fi exploatate pentru a rezolva unele dintre
problemele dificile care impiedica dezvoltarea vaccinurilor. Vaccinologia structurala este o
abordare rationald pentru a genera un vaccin eficient care implica:

A. Determinarea structurii atomice a antigenului sau a complexului antigen-anticorp;

B. Remodelarea antigenului sau a epitopului prin inginerie moleculara inversa,

C. Tncorporarea antigenului sau epitopului remodelat intr-o platforma de vaccin;

D. Testarea in vivo a sigurantei si eficacitatii vaccinului candidat (Anasir si Poh 2019).

Astfel, obtinerea unui vaccin cu epitopi multipli Tmpotriva unui virus, implementand
tehnicile de noua generatie se poate realiza in silico si presupune urmatoarele etape:
1. Identificarea si selectia proteinelor virale responsabile de virulentd, obtinerea secventelor si
analiza filogenetica a acestora;
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2. Predictia epitopilor ce induc activarea limfocitelor T citotoxice, a limfocitelor T helper si secretia
IFNy, a epitopilor ce induc activarea limfocitelor B, a andocarii acestora la MHC I si 11 si realizarea
constructului multiepitop;

3. Predictia si validarea structurii tertiarea a moleculei candidat, predictia antigenitatii si
reactivitatii alergenice, a proprietatilor fizico-chimice;

4. Determinarea in silico a andocarii moleculare la receptorii TLR2, TLR4, MHC I si MHC II,

5. Simularea dinamicii moleculare a constructului;

6. Traducerea inversa si optimizarea codonilor;

7. Clonarea in silico si screeningul imunogenitatii utilizand algoritmi bioinformatici (Kar si colab.
2020).

8.2.9. Vaccinuri cu peptide sintetice

O abordare alternativa a imunizarii este identificarea secventelor peptidice care declanseaza
un raspuns imun protector si utilizarea versiunilor complet sintetice ale acestora ca substantd
vaccinala. Deoarece sunt sintetice, nu existd riscul de mutatie sau reversiune, nici riscul de
contaminare cu substante patogene sau toxice, iar manipularea chimicd a structurii peptidice ar
putea creste stabilitatea si ar reduce efectele secundare nedorite observate in secventa nativa.
Numarul de antigene pregatite Tn acest fel ar putea inlocui microorganismele greu cultivabile.
Conformatia sintetica ar putea expune parti ale antigenului care nu sunt detectate de sistemul
imunitar in timpul infectiei naturale. Prin secventierea genomului noilor tulpini si serotipuri de
microorganisme, antigenele peptidice ar putea fi modificate rapid pentru a genera raspunsuri
specifice tulpinii. Cu toate acestea, abordarea nu este lipsitd de dificultati practice si teoretice.
Adesea, epitopul antigenic nu este o simpld secventa de aminoacizi, ci o structura compusa din
diferite parti ale secventei de proteine care se reunesc pentru a construi o structurd tridimensionala.
Modelarea acestor structuri va fi necesara pentru a genera sintetic situsul antigenic corect. Peptidele
sintetice pot fi liniare sau ciclice, molecule multiantigenice si peptide conjugate cu proteine. Tn
dezvoltare se afla un vaccin cu toxina difterica, antimalaric, antigripal HINT etc.

8.2.10. Vaccinuri cu celule prezentatoare de antigen

Productia si utilizarea clinica a celulelor prezentatoare de antigen (antigen presenting cells,
APC) este 0 metoda recent investigata ca imunoterapie oncologica, tehnica fiind acum exploatata in
contextul pandemiei COVID-19. APC reprezintd o componentd esentiala in raspunsul sistemului
imunitar la vaccin. Aceste celule specializate includ celule dendritice, monocite, macrofage si
constituenti ai sistemului monocit-macrofag. Limfocitele B, care capteazd antigenul prin
intermediul imunoglobulinelor de membrand pot de asemenea sa functioneze eficient ca APC
pentru limfocitele T, prin prezentarea antigenului degradat (oligopeptida) legat de moleculele MHC.
Caracteristica definitorie a APC este exprimarea MHC 1 si Il pe suprafata lor, precum si a
moleculelor accesorii necesare pentru activarea limfocitelor T. Imediat dupa activare, APC pot
secreta citokine care induc functii specifice in celulele carora le prezinta antigenul.

Incircarea APC cu peptide care ar urma si fie produse prin vaccinare ocoleste primele etape
in generarea raspunsului imun. In mod traditional, celulele dendritice sunt recoltate de la individ,
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manipulate pentru a prezenta antigenul dorit si injectate Tnapoi subiectului, ca autovaccin. Aceste
manevre sunt prohibitive din punct de vedere al costurilor si consuma prea mult timp pentru un
vaccin desfasurat pe scara larga. Acest lucru a condus la dezvoltarea celulelor artificiale care
prezinta antigen, unde linii de celule imortalizate sunt transduse cu lentivirusuri pentru a imita in
mod eficient APC. Astfel de vaccinuri in dezvoltare sunt candidatii COVID-19/aAPC si LV-
SMENP-DC (Shenzhen Geno-Immune Medical Institute), care contin celule dendritice
prezentatoare de antigene. Pe baza secventei genomului SARS-CoV-2, domenii conservate ale
proteinelor structurale si ale proteazelor au fost selectate pentru a proiecta minigene lentivirale
pentru exprimarea antigenelor SARS-CoV-2 si a unor imunomodulatori. Conditiile stricte de
stocare ale vaccinurilor pe baza de celule si limitarile procedurilor de administrare impiedica
dezvoltarea acestor vaccinuri pe scara larga, cu atdt mai mult cu cat sunt necesare doze multiple
pentru a se obtine un raspuns imun eficient (van Riel si de Wit 2020).

8.3. Formularea vaccinurilor

Formularea vaccinului reprezintd o parte importanta a procesului general de dezvoltare
pentru producerea, testarea si aprobarea noilor candidati la vaccin. Formularea de vaccin poate fi
definitd drept convertirea antigenelor vaccinului in medicamente, in care forma de dozare
comerciald nu numai ca mentine potenta si stabilitatea in timpul fabricarii si depozitarii, dar este, de
asemenea, conceputd pentru a fi administratd convenabil pacientilor. Dezvoltarea si optimizarea
formularii vaccinului de la descoperirca moleculei imunogene pana la realizarea unui vaccin
utilizabil include:

1. Caracterizarea fizica si chimica a componentei antigenice;

2. Dezvoltarea testelor care indica stabilitatea si potenta;

3. Evaluarea si optimizarea caii de administrare si a adjuvantilor;

4. Proiectarea formuldrii pentru a maximiza stabilitatea vaccinului candidat (antigen si adjuvant),
durata de valabilitate si potentialul imunogen (Kumru si colab. 2014).

Adjuvantii

Sunt substante sau amestecuri de substante care au proprietatea de a creste eficienta unor
complexe medicamente-adjuvanti farmaceutici, sau a unor antigene-adjuvanti imunologici.
Vaccinurile nereplicative (vaccinuri cu germeni inactivati, subunitare, recombinate) contin
adjuvanti cu rol de intensificare a actiunii imunostimulante. Astfel de adjuvanti sunt geluri apoase,
de AI(OH)s, emulsii uleioase etc. Antigenul este adsorbit pe suprafata moleculelor sau agregatelor
moleculare si este eliberat gradat in tesuturi. Cel mai cunoscut este adjuvantul Freund, un amestec
de emulgator vegetal ce contine ulei de arahide, iar in formula completa mai contine si o suspensie
de bacili tuberculosi omorati prin caldura.

Timp de mai bine de sapte decenii, sarurile de aluminiu au reprezentat singurul adjuvant
inclus in vaccinurile autorizate (impotriva hepatitei B, difteriei, tetanosului si tusei convulsive sau
HPV). La sfarsitul anilor 1990 a fost introdus adjuvantul MF59, inclus pentru prima data intr-un
vaccin autorizat in Europa (antigripal). Ulterior alti patru adjuvanti au fost dezvoltati si inclusi in
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formularea vaccinurilor: ASO1 (Shingrix si Mosquirix), AS04 (Fendrix si Cervarix), AS03
(Pandemrix si Arepanrix) si citozin fosfoguanozina (CpG) 1018 (Heplisav-B). MF59 (Novartis) este
un adjuvant organic, o emulsie ulei-apa ce contine scualen si doi surfactanti, Tween 80 si Span 85.
Adjuvantii sistemului ASO dezvoltat de GSK reprezintda combinatii rationale de molecule clasice
(saruri de aluminiu, emulsii si liposomi): ASO03 este similar MF59 dar contine suplimentar o-
tocoferol (vitamina E); AS04 contine lipidul monofosforil A (MPLA) si lipopolizaharide detoxifiate
de la Salmonella minnesota adsorbite pe saruri de aluminiu; ASO1 contine MPLA, si saponina
vegetala QS21 de la Quillaja saponaria Molina (Pulendran si colab. 2021). Dezvoltarea s-a bazat pe
observatia ca agonisti specifici ai receptorilor Toll-like (TLR) ar putea constitui molecule ideale
pentru a fi exploatate ca adjuvanti in vaccinurile de noua generatie, vizand in special imbunatatirea
imunogenitatii la pacienti de varste extreme. Un exemplu este MPLA, agonist specific al TLR 4,
adsorbit pe saruri de aluminiu (Finco si Rappuoli 2014; Kumar si colab. 2019). Tn cazul vaccinurilor
ADN, secventele plasmidiale care contin motive deoxicitidilat-fosfat-deoxiguanilat (CpG)
functioneaza ca un adjuvant incorporat. Adjuvantii Ribi sunt emulsii ulei-apa ce contin Polisorbat
80 cu rol surfactant, compusi de la micobacterii si MPLA. Adjuvantii Titermax, o noud generatie de
adjuvanti netoxici, sunt mixturi de copolimeri neionici polioxipropilena si polioxietilena.

Citokinele potenteaza efectul imunomodulator iar includerea genelor pentru 1L-12, I1L-2, IL-
15, interferon a etc in vaccinurile ADN a permis testarea acestora ca adjuvanti in asa-numitele
cocktailuri de vaccin (Suschak si colab. 2017). Unele sisteme de livrare la {intd au si rol de
adjuvanti: protamine, particule nanolipidice, particule polizaharidice, polimeri cationici,
nanoparticule conjugate cu PEG etc.

Un sistem inovator de cedare la tinta este platforma de livrare bazatda pe nanolipide, fara
elemente apoase in formularea finala a vaccinului, brevetat de compania IMV Inc. Platforma DPX
poate fi formulata cu antigene peptidice, iar mecanismul sau unic de actiune fara eliberare permite
ca celulele prezentatoare de antigen (APC) sa fie atrase de locul injectarii, facilitdnd un raspuns
imun robust si sustinut In ganglionii limfatici. Aceasta tehnologie utilizeaza un mecanism de actiune
inovativ care permite programarea in vivo a celulelor sistemului imunitar, directionata catre
producerea de noi terapii sintetice potente. IMV Inc. incearca sia dezvolte prin platforma DPX
candidati pentru vaccin terapeutic al cancerului ovarian avansat, precum si pentru combaterea
COVID-19 (Mirzaei si colab. 2020).

Conservantii

Se adauga diferifi agenti antimicrobieni cu rol conservant: fenol, tiomersal (foarte rar se mai
foloseste). Unii din adjuvanti si conservanti sunt responsabili de reactii adverse.

Agentii stabilizatori

Conditiile de stres la care sunt supuse moleculele antigenice n timpul etapelor de productie
(temperatura scazuta, separari de faza, modificari ale pH-ului si puterii ionice si formarea cristalelor
de gheatd) necesita, dupa caz, prezenta unor aditivi stabilizatori in formulare pentru a preveni sau
minimiza efectele daundtoare asupra stabilitdtii si potentei vaccinului. Exemple: agenti
crioprotectori, solutii tampon, excipienti stabilizatori etc.
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Stabilitatea vaccinurilor

Vaccinurile trebuie mentinute la temperatura recomandatd de producitor, de la fabricare
pana la administrare. Orice expunere la conditii improprii conduce la pierderea potentei, iar aceasta
nu mai poate fi restabilita. Stocarea vaccinurilor tradifionale, formulate sub forma lichida, cu sau
fara adjuvanti, se realizeaza la o temperatura de 2-8°C. Unele formule de vaccin pot fi stocate si la
temperatura camerei, producdtorii recomandand un nivel de sensibilitate (20, 27, 37 sau chiar 45°C)
si perioada maxima ce conduce la inactivarea vaccinului (de la 6 ore la 3 luni). Congelarea acestor
produse este interzisd, iar refrigerarea se realizeaza in unitdfi compacte destinate produselor
biologice, utilizarea unor combine frigorifice fiind improprie. Unele vaccinuri liofilizate, cum sunt
de regula cele vii atenuate, se pastreaza in conditii de refrigerare, iar altele prin congelare la -20°C
(Kumru si colab. 2014). Pentru a-si mentine potenta, vaccinurile de ultima generatie, cum sunt cele
cu nanoparticule, pot necesita temperaturi ultrascazute de stocare. Spre exemplu, vaccinul candidat
BNT162 necesita stocare la -70°C, iar prin decongelare se degradeaza in 5 zile.

Administrarea vaccinurilor

Raspunsul imunologic este dependent de ruta de administrare. Imunizarea parenterald
induce imunitatea sistemicad, iar imunizarea pe calea mucoaselor poate fi utilizatd deoarece induce
atat imunitate mucozald cat si sistemicd. Mucoasele sunt calea de patrundere in organism a multor
agenti patogeni.Vaccinurile se administreaza in una sau mai multe doze (doza initiala si rapel):

- Intramuscular: vaccinul Tmpotriva hepatitei A, hepatitei B, DTP, Hib, antigripal si
antipoliomielitic injectabil;

- Subcutanat: vaccinul ROR, antivaricelic si antipoliomielitic injectabil;

- Spray nazal: vaccinul antigripal;

- Picaturi orale: vaccinul antirotavirus, antipoliomielitic oral.

Nu existd disponibil comercial niciun vaccin cu administrare intravenoasa, insa
cercetatorii de la Institutul Pasteur au publicat rezultatele unui studiu clinic privind siguranta,
imugenicitatea si eficacitatea primului vaccin antimalaric care a fost administrat intravenos, prin
injectarea sporozoitilor atenuati de Plasmodium malariae — PfSPZ (Seder si colab. 2013; Butler
2019)

8.4. Perspective ale vaccinarii

Fiecare tara isi stabileste propriul sistem de profilaxie printr-o schema de vaccinare adaptata
specificului epidemiologic din regiunea respectiva (Tabel 8-9), si realizeazd o monitorizare a
cazurilor de imbolnavire. Raportul incidentei bolilor cu profilaxie prin vaccinare, inclusiv pentru
tara noastra, este disponibil pe pagina WHO:
https://apps.who.int/immunization_monitoring/globalsummary/incidences?c=ROU. Monitorizarea
infectiilor se realizeaza in context epidemiologic si terapeutic. O serie de infectii contractate
congenital sau perinatal pun in pericol dezvoltarea normala a fatului si chiar viata acestuia. In acest
sens se recomanda efectuarea de catre gravide a panelului de teste TORCH, ce reprezintd
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screeningul pentru: toxoplasmoza, alte infectii (ex. sifilis, hepatita B, infectia cu enterovirus, virusul
Epstein-Barr, virusul varicelo-zosterian, parvovirusul B19, virusuri Coxsackie, HIV, virusul Zika
etc), rubeola, citomegaloviroza si infectie cu virusul Herpes simplex.

Tabel 8. Schema nationala de vaccinare in Romania.

Varsta Vaccin Descriere vaccin
primele 24h | HEP-B Vaccin anti-hepatitd B
2-7 zile BCG Vaccin anti-tuberculoza
DTPa = vaccin anti-diftero-tetano-pertussis acelular (impotriva
difeteriei, tetanosului si tusei convulsive)
_ 1. DTPa+ VPi + Hib + HEP B VPi f vacc.inare gnti-polio (_Tmpo.triva poliomiel'itei, injectabil)
2 luni 2. Vaccin pneumococic conjugat Hib = vaccin anti-Haemophillus influenzae de tip b
' HEP B = vaccin anti-hepatita B
Vaccin anti-pneumococic = Tmpotriva otitei, meningitei,
pneumoniei pneumococice
DTPa = vaccin anti-diftero-tetano-pertussis acelular
. 1. DTPa + VPi + Hib +HEP B VPi = vaccinanti-polio ____ :
4 luni 2. Vacein pneumococic conjugat Hib = vaccin a_ntl-ngmophlllus influenzae de tip b
HEP B = vaccin anti-hepatita B
Vaccin anti-pneumococic
DTPa = vaccin anti-diftero-tetano-pertussis acelular
. 1. DTPa + VPi + Hib +HEP B VPi = vaccinanti-polio____ :
11 luni 2. Vacein pneumococic conjugat Hib = vaccin anti-Haemophillus influenzae de tip b
' HEP B = vaccin anti-hepatita B
Vaccin anti-pneumococic
12 luni* ROR Vaccin ar}ti-ru.beolé, anti-rujeola si anti-oreion (*9 si 12 luni in
caz de epidemie)
5 ani ROR Vaccin anti-rubeola, anti-rujeol si anti-oreion
V/Pi (copiii vaccinati DTPa la 4 ani) | VPi = vaccin anti-polio
6 ani DTPa+VPi (copiii care NU au fost | DTPa = vaccin anti-diftero-tetano-pertussis acelular
vaccinati DTPa la 4 ani) VPi = vaccin anti-polio
7 ani ROR Vaccin anti-rubeola, anti-rujeola si anti-oreion
8 ani ?;IZ ;;?lélfgr%;r;;u copiii vaccinaii Vaccin anti-polio
14 ani DT pentru adulti/ DTPa Vaccin antidifteric si antitetanic
24 ani DT Vaccin antidifteric si antitetanic (ulterior, la fiecare 10 ani)
Tabel 9. Vaccinuri optionale in Romania.
Varsta Vaccin optional
2-3 luni Vaccin anti-rotavirus (doza 1), impotriva gastroenteritei acute, oral
4-5 luni Vaccin anti-rotavirus (doza 2), impotriva gastroenteritei acute, oral
9 luni Vaccin antivaricelic (doua doze la distanta de 6 saptdmani, dupa varsta de 9 luni)
11 luni Vaccin pneumococcic conjugat (doza 3), in functie de stocurile oferite de Ministerul
Sanatatii
15— 18 luni Vaccin impotriva hepatitei A, doza 1 (minim 3 luni de la ROR)
. Vaccin impotriva hepatitei A, doza 2 (rapel la minim 6 luni de la prima doza)
21 — 24 luni . - . .
Vaccin antimeningococic
. Vaccin anti-HPV (1 doza, administrat doar fetelor la 14/18 ani sau femeilor neimunizate
11-18 ani - .
aflate la varsta fertila)
Anual Vaccin antigripal

In pandemia COVID-19

Vaccin anti-SARS-CoV-2

In ciuda eforturilor globale de profilaxie si terapie, se constati o emergenti a bolilor

-~

infectioase, in special de origine zoonotica, dar si o reaparitie a unor agenti infectiosi stravechi. In

ultimele decenii, un numar de virusuri zoonotice genereaza serioase amenintari la adresa sanatatii
globale si a economiei la nivel mondial. Virusuri infectioase extrem de periculoase pentru om pot fi
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transmise de tantari (West Nile, Zika, Dengue, Chikungunya, febrei galbene, encefalitei japoneze),
lilieci (Ebola, Nipah, coronavirusurile SARS-CoV si SARS-CoV-2), rozatoare (Lassa, hantavirus)
etc. Boala cauzata de Coronavirus 2019 (COVID-19) constituie un exemplu de zoonoza care s-a
raspandit pe tot Globul, cu un impact semnificativ asupra sanatatii publice. Comunitatea stiintifica
este astfel mai solicitata ca oricand pentru o interventie rapida in prevenirea si tratarea infectiilor
emergente (Trovato si colab. 2020). Perspectivele vaccinarii includ:

e Identificarea si utilizarea unor noi agenti imunogeni — dezvoltarea de vaccinuri pentru bolile
pentru care nu existd vaccinuri disponibile (infectii cu virusurile West Nile, Lassa, Nipah,
Chikungunya, Zika, SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2 etc);

e Dezvoltarea unor vaccinuri multivalente impotriva mai multor agenti patogeni si vaccinuri
universale, care sd protejeze impotriva tuturor tulpinilor unui agent patogen, indiferent de subtip,
variabilitate genetica ori antigenica (de ex. antigripal);

e Folosirea de imunomodulatori Tn vaccinuri pe bazda de vectori: insule CpG si citokine
(interleukine, factori de stimulare a hematopoiezei, interferoni, factori de necroza tumorala, factori
de crestere, factori supresori);

e Utilizarea tehnicilor de ultimd generatie: vaccinologie inversd, structurald, cu proteine
sintetice, cu ARNm;

e Dezvoltarea de metode de livrare la tinta: plasmide, vectori virali, liposomi, nanolipide etc;

e Metode de administrare prietenoase prin sisteme care permit vaccinarea in masa fara
injectare: oral, intranazal;

e (resterea stabilitatii vaccinurilor, pastrare la temperatura ambianta;

e Exprimarea unor proteine straine in plante si dezvoltarea vaccinurilor comestibile;

e Elaborarea de vaccinuri pentru agentii non-infectiosi: pentru controlul si preventia
cancerului, vaccinuri pentru a induce contraceptia de lunga durata, impotriva adictiilor;

e Realizarea unor vaccinuri terapeutice personalizate (cu APC) la costuri rezonabile.

8.4.1. Oncovaccinuri

Vaccinurile anticancer sunt medicamente ce stimuleaza raspunsul imun pentru a neutraliza
agentii patogeni sau celulele canceroase. Vaccinurile profilactice si terapeutice reprezintd o
abordare interesanta Tn tratamentul oncologic multidisciplinar. Vaccinurile profilactice actioneaza
preventiv, prin mecanismele specifice vaccinurilor antiinectioase, neutralizand agentul patogen si
oferind protectia imunitara. Vaccinurile terapeutice stimuleaza capacitatea sistemului imunitar de a
gasi si distruge antigene specifice ori antigene asociate cancerului, pe care celulele sanatoase nu fi
au. Imunoterapia tumorald poate fi clasificatd, in general, ca pasiva (adaptativa), constand in
administrarea de celule sau anticorpi dezvoltati ex vivo, si activa, reprezentata de vaccinuri.
Comparativ cu toate celelalte modalitati (chirurgie, chimioterapie, radioterapie si imunoterapie
adaptiva), un raspuns imun eficient bazat pe vaccin poate fi singurul tratament pentru cancer cu
potentialul unui efect durabil, pentru toata viata.

Una dintre problemele majore in dezvoltarea unui vaccin eficient impotriva cancerului este
lipsa antigenelor tumorale specifice si raspunsul imun slab Tmpotriva antigenelor asociate tumorii,
recunoscute de obicei de sistemul imunitar ca auto-antigene (self). Tn ultimele decenii, s-au propus
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diferite strategii pentru vaccinurile terapeutice impotriva cancerului: vaccinuri pe baza de celule,
vaccinuri ADN sau ARN, vaccinuri cu proteine sau peptide si vaccinuri pe baza de vectori virali.
Ratiunea comuna pentru toate aceste modalitati este activarea celulelor prezentatoare de antigen si
stimularea unui raspuns imun mediat al limfocitelor T citotoxice specifice antigenului. Unele
vaccinuri impotriva cancerului sunt personalizate.

Oncovaccinurile terapeutice pot fi concepute in mai multe moduri. Cel mai adesea,
antigentii tumorali pot fi incdrcati direct pe celulele prezentatoare de antigen ale sistemului
imunitar, precum celule dendritice transfectate ex vivo, care sunt apoi reinjectate pacientului. Pot fi
administrate in combinatie cu alte molecule de natura virala ori bacteriana sau cu alte substante cu
rol adjuvant care stimuleaza sistemul imunitar. Celulele dendritice se deplaseaza catre ganglionii
limfatici pentru a initia si activa celulele T, astfel incat sa poata ataca celulele canceroase care
exprima antigenele tumorale. Exista cateva limitari ale acestei metode, intrucat celulele dendritice
sunt fragile si supravietuiesc in numar insuficient dupa injectarea la pacienti. O noud metoda
dezvolta vaccinuri personalizate pe baza de neoantigene, care sunt antigene codificate de gene
mutante specifice tumorii. Folosesc peptide lungi ca antigene, impreuna cu un adjuvant pentru a
stimula un raspuns imun in Vvivo.

Productia si utilizarea clinica a celulelor prezentatoare de antigen artificial APC este o
metoda recent investigatd ca imunoterapie oncologica. Candidatul principal al IMV Inc., DPX-
Survivac, este 0 imunoterapie bazata pe activarea celulelor T combinatd cu survivin, o proteinad
inhibitor de apopotoza, evaluat in cancerul ovarian avansat.

Oncovaccinuri terapeutice aprobate pentru comercializare:

e Oncophage sau Vitespen (Antigenisc Inc.) este un vaccin impotriva cancerului renal,
melanomului §i a gliomului. Este un tratament personalizat, realizat prin extragerea din celulele
tumorale a proteinei de soc termic gp96 si a peptidelor asociate.

e Sipuleucel-T (Provenge, Dendreon Pharmaceuticals) vaccin autolog cu celule modificate cu o
proteind de fuziune, impotriva cancerului de prostata.

e CimaVax-EGF (Centrul de Imunologie Moleculara, Cuba) este un oncovaccin impotriva
cancerului pulmonar cu celule non-mici. Se bazeazd pe imunizarea cu factorul de crestere
epidermicda (EGF), o proteind ce stimuleazd cresterea si diferentierea celulard. Contine EGF
recombinat, o proteind de la Neisseria meningitidis si Montanide ISA51 ca adjuvant.

In stadii avansate se afla rilimogene galvacirepvec/rilimogene glafolivec (Prostvac,
Bavarian Nordic), ce utilizeaza poxvirusuri recombinate pentru a exprima antigenele specifice
tumorii de prostatd ITmpreuna cu trei tipuri de molecule imunostimulatoare.

Vaccinuri Tmpotriva HBV

Se apreciaza ca infectiile produse de oncovirusuri (HBV, HPV) sau oncobacterii (precum
Helicobacter pylori si altele, vezi subcapitolul Produse bioterapeutice vii) reprezinta cauza a 20%
din totalul cancerelor. Virusul hepatitei B este un virus ADN ce afecteaza hepatocitele, iar
imbolnavirea poate conduce la ciroza si cancer hepatic. Vaccinul impotriva HBV este considerat
primul oncovaccin. Tn Romania, incepand cu anul 1994, vaccinarea copiilor se efectueaza n
primele 24 de ore de la nastere, urmata de doud doze de rapel.
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Lansat Tn 1981, primul vaccin Tmpotriva HBV a fost produs prin recoltarea antigenului de
suprafata al hepatitei B (HBsAg) din plasma persoanelor cu infectie cronica cu HBV. Antigenele au
fost Tnalt purificate si orice particule infectioase reziduale au fost inactivate prin tratare cu uree,
pepsind, formaldehida si caldurd. A existat o reticentd pentru vaccinurile derivate din plasma,
datorita Ingrijorarii cu privire la transmiterea unor agenti patogeni, inclusiv HIV. Desi s-au dovedit
a fi nefondate, acestea au impiedicat acceptarea vaccinului in unele populatii. Prin urmare, s-au
depus eforturi sporite in cercetare pentru dezvoltarea un vaccin recombinat, care a fost aprobat
pentru comerciaizare in anul 1986. Mai multe vaccinuri anti-HBV sunt disponibile pe piata:
Recombivax HB (Merck), Engerix B (GSK), Twinrix (GSK) impotriva HAV si HBV, Pediarix
(GSK) antitetanos-pertussis-hepatitei B si a poliomielitei etc.

In plus, sunt testate vaccinuri candidat pe baza de proteine recombinate, VLV (vezi
sectiunea Vaccinuri cu vezicule asemandtoare virusului) si VLP exprimate in plante, cu
administrare oralda sau nazald. Compusul Sci-B-Vac (candidatul VBI-2601 dezvoltat de VBI
Vaccines si Brii Biosciences), comercializat in Israel, asteapta aprobarea EMA. Este un vaccin de
generatia a treia, derivat din linii CHO. Contine trei tipuri de antigene HBV recombinate (S, pre-S1
si pre-S2), fiind formulat pentru a viza atat imunitatea celulelor B, cat si a celulelor T prin multiple
mecanisme de actiune, inclusiv neutralizarea virusului circulant, blocarea infectiei hepatocitelor,
permitand eliminarea mediata imun a hepatocitelor infectate cu HBV.

Vaccinuri impotriva HPV

Papilomavirusul uman este un virus ADN cu peste 170 de tulpini, dintre care HPV16 si
HPV18 reprezinta cea mai frecventa cauza a cancerului cervical, iar infectiile cu tulpinile HPV6 si
HPV11 sunt asociate papiloamelor genitale si cancerului laringeal. Vaccinurile impotriva HPV
ofera protectie Tmpotriva mai multor tulpini virale. Doud produse sunt disponibile pe piatd si
cuprinse in schema nationald de vaccinare din Romania (Gardasil, Merck si Cervarix, GSK). Sunt
vaccinuri recombinate, confindnd particule asemanatoare antigenelor HPV (VLP asemanatoare
proteinei L1) produse in celule de Saccharomyces cerevisiae si respectiv in linia de celule High
Five de la molia Trichoplusia ni. Alte vaccinuri candidat au scopul de a asigura o imunitate larga
Tmpotriva mai multor tulpini ale HPV. Astfel, unele tintesc suplimentar regiuni ale proteinei L2 din
capsida virala.

Noi vaccinuri terapeutice anti-HPV aflate n testare pot fi grupate in cinci categorii: pe baza
de peptide, pe baza de proteine recombinate, vaccinuri ADN, vaccinuri cu vectori virali si pe baza
de celule dendritice. Sunt evaluate pentru potentialul lor de a stimula sistemul imunitar si de a
genera un raspuns citotoxic celular impotriva tesutului sau tumorii infectate cu HPV. Studiile
clinice au demonstrat eficacitate clinica semnificativd si raspunsuri sistemice ale celulelor T
citotoxice specifice HPV, in special atunci cand virusul recombinat al vaccinului este administrat
direct in leziuni. Un vaccin candidat cu sanse mari de aprobare este VGX-3100 (Inovio), vaccin
terapeutic ADN care consta din plasmidele pGX3001 si pGX3002. Dezvoltat ca o alternativa
imunologica la interventia chirurgicala, se administreaza intramuscular cu ajutorul unui dispozitiv
de electroporare. Dispozitivul Cellectra (Inovio) foloseste impulsuri electrice scurte pentru a
deschide reversibil pori mici Th membrana celulara, ceea ce permite patrunderea plasmidelor ori a
ARNmM.
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8.4.2. Vaccinul antigripal universal

Se estimeaza ca epidemiile de gripa sezoniera cauzeaza intre 3 si 5 milioane de imbolnaviri
severe anual. Gripa este cauzata preponderent de virusul gripal A (Influenza A virus, 1AV) si de
virusul gripal B (Influenza B virus, IBV). Ambele sunt virusuri ARN nude, IAV avand mai multe
tulpini diferite. Exista doua motive principale pentru care este nevoie de vaccinare antigripala
sezoniera: tulpinile de gripa se modifica anual si eficacitatea vaccinului antigripal este limitata si de
scurtd durata. Vaccinarea anuala impotriva gripei sezoniere ofera in prezent o protectie ingusta,
doar Tmpotriva unor tulpini selectate ale virusului. Vaccinul antigripal actual este fie trivalent, fie
tetravalent. Vaccinul trivalent contine antigene ale tulpinilor HIN1, H3N2 si o tulpind a IBV, iar
vaccinul tetravalent include atat tulpini de linie Yamagata, cat si Victoria pentru IBV. Tulpinile
continute in vaccinul antigripal sezonier sunt actualizate anual pentru a le include pe cele
prognozate sa circule in urmdtorul sezon gripal. Desi vaccinul antigripal actual este eficient in
reducerea morbiditatii si mortalitdtii cauzate de infectiile gripale sezoniere, eficacitatea vaccinului
este estimatd la doar 10 - 60%. Un vaccin antigripal universal are scopul asigurarii unei protectii
mai largi si mai durabile impotriva gripei. O varietate de tehnologii ale vaccinologiei au condus la
dezvoltarea mai multor candidati pentru un vaccin antigripal universal, 27 de vaccinuri candidat
aflandu-se n studii clinice intre 2010-2019 (Corder si colab. 2020).

Desi s-au facut multe progrese in dezvoltarea acestor vaccinuri, cercetatorii mai au de
eliminat obstacole pentru a imbunatati eficacitatea vaccinului. Criteriile desemnate pentru un vaccin
antigripal universal:

e Sd aiba o eficientd de cel putin 75%;

e Sa protejeze impotriva IAV din grupele I si II;

e Sid ofere o protectie durabila pentru cel putin 1 an;
¢ Sa fie potrivit pentru toate grupele de varsta.

Peplosul virusului gripal contine proteinele hemaglutinind (HA) si neuraminidaza (NA),
importante pentru intrarea si respectiv eliberarea virionilor din celulele infectate. Exista 18 tipuri
cunoscute de hemaglutinind si 11 tipuri cunoscute de neuraminidaza, deci, teoretic, sunt 198 de
posibile combinatii diferite ale acestor proteine. Alte componente structurale ale virusului, cum ar fi
proteina M1 a matricei de legare a ARN, nucleoproteina (NP) care acopera ARN-ul viral sau
proteina M2 a canalului ionic, pot fi recunoscute de cétre sistemul imunitar. HA si NA sunt mai
numeroase si accesibile pe invelisul viral si, prin urmare, sunt tinte accesibile pentru anticorpi.
Raspunsul imunitar este de obicei specific tulpinii de gripa care provoaca infectia, deoarece
majoritatea anticorpilor neutralizanti generati fie de infectie, fie de vaccinare, vizeaza ceea ce este
cunoscut sub numele de capul globular al HA. Mutatiile aleatorii in genomul IAV genereaza
variabilitatea capului globular al HA, proces cunoscut sub numele de deriva antigenica. Anticorpii
care recunosc o tulpina a virusului gripal nu vor proteja impotriva unei noi variante. Schimbarea
antigenica rezultd in urma recombinarii a doud tulpini diferite ale virusului in aceeasi gazda
infectata, si poate produce un HA complet nou. Astfel de schimbari antigenice au provocat tulpini
pandemice de gripa, precum focarul cu tulpina HIN1 din 2009. Un alt motiv pentru care este
necesara vaccinarea anuald impotriva gripei este acela ca eficacitatea vaccinului scade la 180 de zile
dupa vaccinare, sugerand un raspuns imun in declin 1n 6 luni de la vaccinare.

Strategiile pentru obtinerea unui vaccin antigripal universal includ:
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1. Proteinele HA:

- Utilizarea unor regiuni conservate din ,,pedunculul” HA ca tinte ale vaccinului, implicand
proteine recombinate carora le lipseste partea globulard al moleculei HA. Compusul candidat al
Vaxart Inc. este un vaccin cu vector adenoviral ce exprima proteine HA, formulat sub forma de
tablete cu administrare orala.

- Exprimarea unor proteine HA recombinate ori himerice, obtinute prin fuzionarea unui
peduncul de la o tulpinad gripala umana cu partea globulara a unor tulpini de gripa non-umane,
impreuna cu cartarea epitopilor celor mai imunogene situsuri ale pedunculului HA. Un vaccin bazat
pe aceasta abordare (GSK, colaborare) a obtinut rezultatele anticipate in studiile clinice de faza 1
(Bernstein si colab. 2010).

2. M2 si alte proteine:

- Candidatul M-001 al firmei BiondVax este probabil vaccinul antigripal universal aflat in cel
mai avansat stadiu, incheind deja studiile clinice de faza III. Consta intr-un compus polipeptidic
liniar cu 3 repetitii a noud secvente ale M1, NP si HA ale IVA si I[VB.

- Un vaccin cu peptide sintetice creat de Imutex contine secvente ale proteinelor M1, M2 si NP
ale IVA si IVB.

- OVX836 al companiei Osivax este un vaccin cu nanoparticule nucleoproteice ce a incheiat
studiile clinice de faza II.

- Candidatul MVA+NP+M1 (Vaccitech) utilizeazd o platforma cu vector adenoviral si a
Tncheiar studiile clinice de faza I1.

Exista si alti candidati la vaccinul antigripal universal, aflati in cercetare incipientd (Corona
2020), urmand ca o solutie preventiva sa fie disponibild in curdnd. Este de remarcat faptul ca
diversitatea gripala vizata de fiecare candidat la vaccin variaza, insa doar 37% din vaccinurile
universale aflate Tn studii clinice au fost concepute pentru a proteja atat impotriva IAV si IBV.
Unele strategii s-au concentrat pe 1AV (22%) sau un singur subtip de 1AV (41%). Niciun vaccin
candidat nu se concentreaza doar pe IBV, dar acest virus ar trebui abordat Tn proiectarea
vaccinurilor universale antigripale. Datele indica faptul ca IBV este responsabil pentru 26% din
cazurile anuale de gripa, respectiv pentru majoritatea (72%) cazurilor anuale de gripa raportate la
copii si adulti tineri (Corder si colab. 2020).

8.4.3. Vaccinuri anti-SARS-CoV-2

In acest moment (ianuarie 2021), aproximativ 200 de vaccinuri candidat sunt inregistrate si
urmarite de catre WHO, iar 44 se afla in stadii avansate de dezvoltare, fiind testate pe subiecti
umani. Un total de 288 de studii clinice inregistrate Tn platforma www.clinicaltrials.gov evalueaza
siguranta, eficacitatea i imunogenitatea unor compusi candidati la vaccin. Aceste vaccinuri au un
obiectiv comun, si anume de a provoca raspunsul anticorpilor policlonali impotriva SARS-CoV-2
pentru a neutraliza infectia virald. Diverse abordari sunt utilizate pentru dezvoltarea compusilor
candidat la vaccin. Prin metode conventionale sunt dezvoltate:

e Vaccin cu virus viu atenuat (in cercetare preclinica);
e Vaccin cu virus atenuat (PiCoVacc - studii clinice de faza I);
e Vaccin subunitar (NVX-CoV2373 - studii clinice de faza I si II);
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e Vaccin cu VLP (in cercetare preclinica).

Platforme de ultima generatie bazate pe vaccinologie inversa:
e Vaccin cu vector viral (AZD1222, Ad5-nCoV - studii clinice de faza I, II si III);
e Vaccin ADN (INO-4800 - studii clinice de faza I);
e Vaccin ARNm (MRNA-1273, BNT162 - studii clinice de faza I, II, 11);
e Vaccin cu celule prezentatoare de antigen (LV-SMENP-DC, COVID-19/aPC - studii clinice de
faza I si I1) (van Riel si de Wit 2020).

Pe langa cele doua vaccinuri aprobate, cativa candidati la vaccin se afla in stadii avansate de
dezvoltare, 1n asteptarea aprobarilor FDA si EMA.

AZD1222 (anterior denumit ChAdOx1) dezvoltat de Universitatea Oxford si AstraZeneca
constd intr-un vector adenoviral simian deficient de replicare, contindnd gena glicoproteinei
structurale spike a SARS-CoV-2, de lungime completd, cu o secventa lider activator de
plasminogen tisular (tPA). Fuziunea este in ordinea N-terminal - tPA - proteina spike - C-terminal.
Tncorporarea optionald a unei secvente lider (secventa secretorie a tPA) fuzionatd la capitul N-
terminal al antigenului proteinei SARS-CoV-2, este destinata sa ofere imunogenitate sporitd. S-a
demonstrat ca acest design induce absenta reactiilor de hipersensibilitate dupa imunizare. Un
beneficiu major al acestui vaccin este inducerea raspunsului imun dupd o singurd doza. Totusi,

administrarea unei doze suplimentare de rapel asigura o eficienta imbunatatita (Folegatti si colab.
2020).

JNJ-78436735 (sau Ad26.COV2.S) dezvoltat de Johnson&Johnson impreuna cu Janssen
este un vaccin monovalent compus dintr-un vector recombinat incapabil de replicare. Un
adenovirus tip 26 a fost construit pentru a codifica proteina S a coronavirusului SARS-CoV-2.

Vaccinul candidat ste evaluat in studii clinice de faza 3, preconizat pentru lansare pe piatd la
inceputul anului 2021 (Sadoft si colab. 2021).

Coronavac dezvoltat de Sinovac Biotech este un vaccin continand virus inactivat, disponibil
deja in China si in alte cateva tari, in programe de vaccinare a categoriilor de mare risc. Vaccinul
experimental pentru studii de faza 1 a fost fabricat utilizdnd culturi de celule, iar pentru studiul de
faza 2 a fost produs n bioreactor. Celule renale de maimuta africana verde (celule VVero) au fost
inoculate cu SARS-CoV-2 tulpina CNO2. Dupa incubatie, virusul a fost recoltat, inactivat cu -
propiolactond, concentrat, purificat si in final complexat prin absorbtie pe hidroxid de aluminiu.
Complexul a fost apoi diluat intr-o solutie de clorurad de sodiu, solutie salind tamponata cu fosfat si
apa nainte de a fi sterilizata si filtrata, gata pentru injectare. Dozele de placebo contin doar solutia
de diluant de hidroxid de aluminiu fara virus (Zhang si colab. 2021).

Pana in prezent, doar trei vaccinuri Tmpotriva noului coronavirus au fost aprobate,
Coronavac (Sinovac Biotech) in China si doua in Rusia: Sputnik V, cunoscut anterior ca Gam-
COVID-Vac, dezvoltat de Institutul de Cercetare Gamaleya din Moscova si EpiVacCorona,
dezvoltat de Centrul de Cercetare Vektor si. Expertii au exprimat ingrijorari considerabile cu privire
la siguranta si eficacitatea acestor ultime doua vaccinuri, dat fiind ca au fost lansate Tnaintea
efectuarii studiilor clinice de faza 3.
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8.5. Seruri

Seroterapia reprezinta metoda utilizarii serurilor obtinute de la un bolnav sau de la un animal
care are deja anticorpii specifici In sange, cu intentie terapeuticd sau profilacticd. Seroterapia
confera o imunitate pasiva, cu o actiune limitata, de maximum 20 de zile, insd cu avantajul unei
eficacitati imediate. Injectii cu ser se administreazd mai ales pentru a neutraliza unele toxine
microbiene (difterica, tetanica), pentru a neutraliza toxine ingerate (botulinica, faloidina), veninul
serpilor, pentru a atenua vaccinul antirabic etc.

Serurile terapeutice sunt biopreparate sterile obtinute din sange recoltat de la animale carora

li s-au injectat doze crescatoare de germeni vii. Prin urmare, sangele acestor animale contine doze
mari de anticorpi heterologi, iar dupa coagulare, serul este bogat in anticorpi si antitoxine.
Recoltarea sangelui se face mai ales de la cal, iar prepararea serului se realizeaza in conditii
riguroase de asepsie. Seruruile terapeutice provin de la animale vaccinate in prealabil contra unor
boli infectioase. Dupa inocularea la bolnav, fractiunea proteica va furniza o imunitate pasagera, dar
imediata. Principalele seruri terapeutice sunt:

- Antibotulinic

- Anticarbunos

- Antidifteric

- Antigangrenos

- Antirabic

- Antirujeolic

- Antimeningococic

- Antipneumococic

- Antipestos

- Antipiogen polivalent

- Antitetanic

- Antiveninos

- Antifaloidic

- Citotoxic antireticular.

Plasmafereza

Transfuzia cu plasma recoltata de la persoane aflate in convalescenta este 0 metoda veche de
combatere a bolilor infectioase. S&ngele persoanelor vindecate contine anticorpi, iar in urma
separarii de restul componentelor sangvine prin centrifugare sau filtrare membranara (un proces
asemanator dializei), plasma terapeutica obtinuta poate ajuta sistemul imunitar al bolnavilor oferind
o imunizare artificiald pasiva. Plasmafereza poate fi folosita ca terapie de urgenta sau ca terapie
primara, in functie de afectiune.

Tn pandemia cu virusul gripal HIN1 din 2009-2010, preparate de anticorpi serici obtinuti
prin afereza au fost utilizate pentru a trata pacienti cu infectie severa. Persoanele tratate cu ser
convalescent au manifestat o sarcind virala respiratorie redusa, raspuns seric scazut la citokine si
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rata redusa a mortalitatii. Serul convalescent a fost, de asemenea, utilizat in epidemia de Ebola din
Africa de Vest din 2013. Un studiu nerandomizat in Sierra Leone a relevat o rata de supravietuire
semnificativ mai mare pentru pacientii tratati cu sange integral convalescent fata de cei care au
primit tratament standard. Au supravietuit si doi pacienti tratati cu o combinatie de ser convalescent
si un medicament experimental. Dovezi nedocumentate din focarele de gripa aviara HSN1 si H7N9
atesta ca utilizarea serurilor convalescente a fost eficienta, toti pacientii supravietuind.

Serurile convalescente pot fi utilizate fie pentru profilaxia infectiei, fie pentru tratamentul
bolii. Profilactic, administrarea serului convalescent poate preveni infectia si bolile ulterioare la
subiectii care prezintd un risc crescut de boald, cum ar fi persoanele vulnerabile cu conditii medicale
subadiacente, personalul medical si cei cu expunere la cazuri confirmate. Administrarea pasiva de
anticorpi pentru prevenirea bolii este deja utilizata in practica clinica. De exemplu, pacientii expusi
la HBV si la rabie sunt tratati cu imunoglobuline impotriva hepatitei B si, respectiv, Tmpotriva
rabiei umane. Tn plus, anticorpii pasivi sunt utilizati pentru prevenirea infectiei cu RSV la sugarii cu
risc ridicat. Pana nu demult, a fost utilizatd o globulind hiperimuna policlonala preparata din probe
de la donatori cu titruri serice ridicate de anticorp neutralizant RSV, dar aceste preparate au fost
Tnlocuite acum cu palivizumab, un anticorp monoclonal murin umanizat. Utilizat terapeutic, serul
de convalescenta este administrat pacientilor intr-un efort de a reduce simptomele si mortalitatea.
Eficacitatea acestor abordari nu poate fi dedusa fara efectuarea unor studii clinice controlate. Pe
baza experientei istorice cu administrarea de anticorpi, S-a anticipat ca administrarea de anticorpi ar
fi mai eficienta in prevenirea bolii decat in tratamentul bolii instalate (Casadevall si Pirofski 2020).
In contextul infectiilor cu coronavirusul SARS-COV-2, transfuzia de plasmi terapeutici a
demonstrat scaderea mortalitatii, cresterea ratei de extubare, imbunatatirea parametrilor de laborator
si ventilatori in comparatie cu grupul de control (Khamis si colab. 2020).

Administrarea de ser convalescent este uneori utilizatd ca terapie adjuvanta, in diverse
afectiuni, precum: purpura trombocitopenica trombotica, miastenia gravis, neuromielita optica,
scleroza multipla, sindromul Guillain Barre, glomerulonefrita rapida progresiva, vasculita sistemica,
trombocitopenia imund, respingerea transplantului, sindromul de hipervascozitate, anemia
hemolitica autoimuna, lupus eritematos sistemic sever, sindromul Goodpasture, pancreatita acuta,
tireotoxicoza, sindrom Lambert Eaton, crioglobulinemii, dermatomiozita, ciroza biliara primitiva,
glomerulonefrita, pemfigus, sclerodermia.
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9. OBTINEREA PROTEINELOR RECOMBINATE

Aproximativ 400 de medicamente pe baza de proteine recombinate au fost aprobate in
ultimele decenii, cu o crestere constanta proiectatd in urmatorii ani. Biofarmaceuticele pe baza de
proteine recombinate disponibile in UE si SUA (fara cele a caror autorizatie a fost revocata) includ
peste 100 de anticorpi monoclonali, 17 produse din categoria interferoni, interleukine sau factori de
necroza tumorala si 27 de medicamente din categoria factori de crestere si factori de stimulare a
coloniilor, 28 de produse pe baza de factori de coagulare, 7 agenti trombolitici si anticoagulanti, 63
de medicamente hormonale, 20 de vaccinuri recombinate, 3 proteine ale morfogenezei osoase, 23
de enzime recombinate, 13 proteine de fuziune. Tn plus, o serie de biomolecule au fost recent
aprobate pentru terapia genica. Trendul de dezvoltare si aprobare a biofarmaceuticelor este unul
ascendent, multe studii clinice fiind in derulare, atat in privinta medicamentelor inovatoare cat si a
produselor biosimilare, multe brevete expirand in perioada urmatoare.

Avantajele conferite de medicamentele cu proteine recombinate:
e Profil de sigurantd imbunatatit;
e Pot furniza cantitati suficiente de molecule esentiale;
¢ Sunt disponibile o varietate de molecule pentru diferite afectiuni;
e Au inlocuit recoltarea din cadavre si surse animale;
e Nu implicd expunerea la material genetic exogen sau vectori virali;

¢ Posibilitatea readministrarii (concepute Incdt sd nu genereze raspuns imun sau inflamator).

Exista si unele dezavantaje:
e Administrate Tn doze mari pot avea efecte secundare semnificative, de aceea imunogenitatea
trebuie investigata;
¢ Durata mica de Injumatatire la nivel tisular;
e Trebuie livrate ftintit, administrarea sistemica nu asigura biodisponibilitate la nivelul
tesuturilor/organelor vizate.

Etapele tehnologiei de productie implica urmatoarele etape:

1. Identificarea si izolarea secventei de ADN ce codifica proteina de interes (ADN genomic sau
ARNM care este ulterior supus transcrierii inverse la ADNc cu ajutorul revers-transcriptazelor);

2. Amplificarea si secventierea ADN/ADNCc si introducerea secventei intr-un vector de exprimare
care faciliteaza transductia celulei {inta;

3. Exprimarea (transcrierea si traducerea) proteinei recombinate de catre organismul/linia celulara
producatoare;

4. Purificarea biomoleculei.

Metoda clasica de clonare este bazata pe tehnica reactiei polimerazice in lant (PCR) si
presupune urmatorii pasi:
1. Extractia si fragmentarea enzimatica a ADN-ului genomic;
2. Insertia fragmentelor de ADN 1in vectori de clonare;
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3. Introducerea vectorilor recombinati 1n celule gazda;

4. Multiplicarea celulelor transformate;

5. Screeningul bibliotecii de clone pentru identificarea celulelor transformate, care contin ADN
recombinat.

Fragmentarea ADN-ului genomic se realizeaza cu ajutorul endonucleaze de restrictie, astfel
incat, Tn mod ideal, fiecare fragment sd confind o gend iar restrictia sd genereze capete coezive.
Transformarea geneticad implicd utilizarea unor vectori adecvati, capabili sd livreze transgena in
celulele gazdei: bacteriofagi, plasmide specifice bacteriilor sau drojdiilor, baculovirusuri, virusuri
fitopatogene, virusuri capabile sa infecteze celule animale etc. Vectorii de clonare sunt mici
molecule de ADN capabile de autoreplicare (plasmide sau ADN viral), rezultind ADN recombinat.
Transformarea bacteriei E. coli se realizeaza cu ajutorul plasmidelor (5-350 kb), a bacteriofagilor
(fagul A 48 kb) si a cromosomilor bacterieni artificiali (BAC) (peste 100 kb). Frecvent utilizat este
plasmidul pUC18 (2,69 kb), ce contine o gena de rezistenta la ampicilind (amp), gena lacZ ce
codifica B-galactozidaza si gena lacl ce controleazi transcrierea lacZ. in cadrul lacZ (regiunea
polylinker) este integrat un situs multiplu de clonare ce contine situsuri pentru 13 restrictaze
diferite. Regiunea polylinker previne exprimarea B-galactozidazei. Vectorii de clonare sunt supusi
digestiei enzimatice cu aceiasi endonucleaza, apoi incubati impreuna cu fragmentele de ADN, iar
dupa integrarea acestora sunt incubati cu ADN ligaze, enzime ce catalizeazd formarea puntilor
fosfodiesterice si astfel recircularizarea moleculei de ADN recombinat. Transformarea celulelor
gazda se realizeaza prin co-incubarea plasmidelor cu vectorii recombinati in solutie de CaCly, initial
la 0 °C si apoi la 42 °C, socul termic facilitdind patrunderea plasmidelor in celule. Screeningul
pentru identificarea celulelor transformate implica inocularea pe un mediu de culturad agarizat ce
contine X-B-D-glucuronid, suplimentat cu ampicilindg. In urma cultivarii, doar bacteriile
transformate ce confin transgena de interes sunt capabile sa dezvolte colonii lipsite de pigment
albastru (Walsh 2007).

9.1 Sisteme de exprimare a proteinelor recombinate

Dezvoltarea biofarmaceuticelor pe baza de proteine recombinate este posibild in principal
datoritd productiei si purificarii eficiente a acestora, exprimate ntr-o varietate de gazde procariote si
eucariote (Tabel 10). Multe produse disponibile comercial sunt rezultatul exprimarii heterologe in
diferite gazde, Tn special bacterii precum E. coli sau drojdii precum Saccharomyces cerevisiae si
Pichia pastoris. Sunt consacrate unele linii celulare de mamifere precum celule ovariene de hamster
chinezesc (CHO), celule renale ale puilor de hamster (BHK), celule din epiteliul renal al
maimutelor verzi (celule Vero), celule din mielom murin (NSO sau Sp2/0), celule ale rinichiului
embrionar uman (HEK), dar si culturile celulare de insecte de la Spodoptera frugiperda (Sf9, Sf21)
si Trichoplusia ni (Tn368, High Five). Platformele transgenice nu au avut foarte mare succes in
sectorul biofarmaceuticelor, fiind in continuare de perspectiva. Existd cateva produse recent
aprobate, rezultate ale exprimarii proteinelor recombinate in plante transgenice (morcov) sau
animale transgenice (capre, iepuri, gaini) (Walsh 2018; Owczarek si colab. 2019; Tripathi si
Shrivastava 2019).
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Tabel 10. Sisteme de exprimare a proteinelor recombinate pentru dezvoltarea moleculelor biofarmaceutice.

Sistem de exprimare Aplicatii Avantaje Dificultati

Procariote: Analize structurale si Sistem scalabil, usor de Solubilitatea proteinei,

E. coli functionale, interactiuni, transformat, conditii de glicozilarea, exprimarea
anticorpi, citokine, enzime, | cultura simple, timp scurt, unor proteine umane, risc
hormoni libere de virusuri, cost de contaminare cu

redus endotoxine
Drojdii: Analize structurale si Sistem scalabil, glicozilare, | Optimizarea fermentatiei

Saccharomyces cerevisiae,
Pichia pastoris,
Hansenula polymorpha,
Yarrowia lipolytica

functionale, interactiuni,
anticorpi, derivati din
sange, enzime, hormoni

conditii de cultura simple,
crestere rapida, libere de
pirogene, cost redus

Fungi filamentosi:
Penicillium chrysogenum,
Aspergillus niger,
Trichoderma reesei

Anticorpi, enzime

Productivitate mare,
conditii de cultura simple

Frecventa scazuta a
transformarii, secretia de
proteaze ce pot degrada
biomolecula, model de
glicozilare, procesarea in
aval (extractia)

Alge:
Chlamydomonas
reinhardtii,
Dunaliella salina,
Phaeodactylum
tricornutum

Endolizine, imunotoxine,
antigene, anticorpi, factori
de crestere, hormoni

Asamblare corecta a
proteinei in cloroplaste,
performante de productie in
fotobioreactoare,
comestibile, cost atractiv

Eficienta si stabilitatea
transformarii, tehnologie 1n
dezvoltare, platforma putin
cunoscutd

Plante transgenice:
morcov, tutun, cartof,
porumb, orez, lucerna

Antigene, aticorpi, factori
de crestere, hormoni

Asamblare corecta a
proteinei, glicozilare,
sistem scalabil, risc redus
de contaminare, cost foarte
scazut

Timp mediu de dezvoltare,
cost de purificare

Linii celulare de insecte:
Spodoptera frugiperda
(Sf9, Sf21)

Trichoplusia ni (Tn368,
High Five)

Drosophila melanogaster
(S2)

Antigene

Asamblare corectd a
proteinei, transformare
pentru glicozilare, sistem
scalabil, risc redus de
contaminare

Purificarea proteinei de
contaminantii
baculovirusurilor,
glicozilarea neomogena

Animale transgenice:
capre, oi, iepuri, vaci,
porci, gaini

Enzime, antigene,
anticorpi, factori de
crestere, hormoni

Productivitate si calitate

Cost ridicat, sistem
nescalabil, risc mare de
contaminare

Linii celulare de
mamifere:

BHK, CHO, celule Vero
NSO, Sp2/0

HEK

Anticorpi, derivati din
sange, citokine, enzime,
hormoni etc

Asamblare corecta a
proteinei terapeutice,
model uman de glicozilare,
libere de pirogene,
productivitate buna, calitate
inalta

Greu de propagat, timp
indelungat, risc de
contaminare (virusuri,
prioni, ADN oncogen),
purificare costisitoare

Sisteme acelulare
(sintetice)

Proteine toxice, diverse
modificari ale moleculei,
studii functionale,
interactiuni

Sistem simplu, deschis,
capabil sa incorporeze
componente nenaturale,
exprimare rapida

Cantitati mici

Unul dintre cele mai studiate sisteme de exprimare genica este E. coli, un sistem simplu,

rapid, robust, productiv si scalabil, ce are o mare varietate de vectori de exprimare disponibili. In
plus, fiziologia sa a fost intens studiatd si descifrata, permitand optimizarea proceselor de productie.
Cu toate acestea, procariotele prezintd anumite limitari, In principal datoritd inabilitatii sau
capacitatii limitate de a incorpora modificari post-translationale in proteinele recombinate
(glicozilare, fosforilare, sulfatare, procesare proteolitica etc). In unele cazuri, aceste modificari pot
fi realizate prin utilizarea unor tulpini mutante sau transformate. Cu toate acestea, glicozilarea
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proteinelor recombinate heterologe nu este fezabila. Tn plus, componentele lipopolizaharidice ale
membranei exterioare a E. coli (endotoxinele) constituie contaminanti proinflamatorii. Pentru
siguranta medicamentului, acestea trebuie indepartate din produsul final, iar purificarea riguroasa a
proteinei recombinate creste costurile de productie. In vederea depasirii acestei limitari sunt
explorate sistemele de exprimare procariote fard endotoxine (tulpini E. coli LPS-mutante) si
microorganismele recunoscute ca fiind sigure (GRAS, generally recognized as safe) precum
bacteria Lactococcus lactis, specii de drojdii, micromicete si microalge.

Pe langa bacteria E. coli (Rosano si Ceccarelli 2014), in continud investigare ca platforme de
productie a moleculelor biofarmaceutice se afla fungii filamentosi (Ward 2012), microalgele (Yan
si colab. 2016; Taunt si colab. 2017) plantele transgenice (Shanmugaraj si colab. 2020), animalele
transgenice (Bertolini si colab. 2016), culturile celulare de insecte (Yee si colab. 2018) si liniile
celulare de mamifere (Dumont §i colab. 2016). Limitarile legate in special de ineficienta
transformarilor genetice, exprimarea defectuoasa a biomoleculelor, incapacitatea unor gazde de a
efectua modificari post-translationale necesare activitatii terapeutice, plierea incorecta a proteinelor,
dificultati si costuri mari legate de procesarea in amonte sau in aval au condus la identificarea de
noi sisteme de exprimare a proteinelor recombinate si evolutia tehnologiilor de recombinare.
Sistemele de exprimare bazate pe linii celulare ale mamiferelor si cele umane sunt foarte des
utilizate, datorita avantajului de a produce proteine terapeutice ce respectd structura si activitatea
moleculei native. Productivitatea buna este insa adesea asociata cu conditii de cultura pretentioase.

Solubilitatea proteinelor

In timpul exprimirii genelor recombinate, celula este supusd unui stres ridicat. In
majoritatea cazurilor, proteina recombinata este purificatd din mediul de cultura atunci cand este
secretatd sau din fractia celulara solubila atunci cand este acumulatd intracelular. Prin urmare,
solubilitatea proteinei recombinate este parametrul cheie evaluat la stabilirea proceselor de
productie si purificare. Adesea, proteinele recombinate exprimate sunt acumulate Tn agregate care
formeaza nanoparticule intracelulare. Aceste agregate sunt denumite corpi de incluziune (inclusion
bodies, IB) in E. coli, nanoparticule asemanatoare IB in alte gazde procariote si agresomi in gazdele
eucariote. Raportul dintre cantitatea de proteind recombinata obtinutda in fractia celulara solubila
(versiunea solubila a proteinei) si cantitatea de proteine acumulate in IB (versiunea insolubild a
proteinei), reprezinta solubilitatea proteinelor. Cele mai frecvente strategii pentru imbunatatirea
solubilitdtii proteinelor predispuse la agregare includ reducerea ratei de crestere a celulei prin
reducerea temperaturii de incubare, adaptarea compozitiei mediului sau utilizarea promotorilor
slabi. Proteina recombinata poate fi recuperata din fractia celulara insolubila prin procese de
denaturare / repliere in vitro. Obiectivul vizat in mod clasic este de a maximiza solubilitatea
proteinelor in timpul procesului de productie.

Tn ultimele decenii, punctul de vedere al agregatelor de proteine naturale ca material inert s-
a schimbat complet. 1B sunt concepute ca depozite capabile sa elibereze lent proteine recombinate
active pentru a inlocui activitatile biologice specifice in liniile celulare defecte, pentru a recupera
viabilitatea celulara in conditii de stres in cultura celulara sau chiar pentru a viza tipuri specifice de
celule tumorale. In plus, IB au fost propusi ca un biomaterial nou pentru utilizare in ingineria
tesuturilor. Aplicatiile inovatoare ale IB in nanomedicind indica rezultate promitatoare sub forma
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implanturilor subcutanate. Au fost identificate mai multe peptide predispuse la agregare care, prin
fuziune cu proteine recombinate, pot spori procesul de agregare in celula producatoare. Astfel de
tehnici sunt testate pentru imbunatatirea performantelor biologice ale interferonilor (Carratala si
colab. 2020).

Perspective ale sistemelor de exprimare a proteinelor recombinate

Exploatarea sistemelor de exprimare se realizeaza prin linii celulare stabile, unde constructul
de exprimare este integrat in genomul gazdei. Metodele conventionale de producere a proteinelor
recombinante in sisteme bacteriene, celule de drojdii si celule umane, au dus la cresterea preturilor
si la probleme de biosecuritate pentru aceste produse. Tehnologia a avansat spre productia
tranzitorie ce poate genera cantitati mari de proteine pe termen scurt. Aceste sisteme de exprimare
tranzitorie utilizeaza culturi Tn suspensie si pot produce molecule cu diverse modificari native de
pliere si post-traducere. Au fost proiectati vectori virali bazati pe virusuri fitopatogene, care isi
pastreaza capacitatea de a infecta intreaga planta si, la cateva zile dupa infectare, aceasta devine un
bioreactor pentru producerea de proteine recombinate. Transformarea cu ajutorul unor vectori
hibrizi (virus fitopatogen si ADN de transfer de la Agrobacterium tumefaciens) a condus la o buna
productivitate pentru proteina recombinata. Beneficiile metodei includ: rata de productie rapida si
ridicatd, costurile reduse de productie si siguranta biomoleculei (Naseri si colab. 2019).

Diferite tehnici inovatoare precum biologia sistemelor, ingineria metabolica si tehnologia
CRISPR-Cas pot fi aplicate pentru transformarea tulpinilor, pentru a imbunatati performanta
bioprocesului si pentru a genera proteine biologic active si stabile. Strategiile de glicoinginerie pot
facilita producerea usoara a unei proteine terapeutice cu activitate biologica si sigurantd
imbunatatite. O modalitate recent abordatd de extindere a abilitatilor sistemelor biologice o
reprezintd sinteza proteinelor in sisteme acelulare (Khambhati si colab. 2019). Producatorii de
biofarmaceutice se indreapta spre platforme mai simple, robuste si automate si spre dezvoltarea de
produse rentabile, care pot sprijini dezvoltarea economica a unor biomolecule terapeutice ieftine si
accesibile.

9.2. Anticorpii monoclonali

Anticorpii monoclonali domina piata biofarmaceuticelor, 139 de produse primind aprobarea
de comercializare in UE si SUA din 1985. Piata anuala a acestor biomolecule este de peste 100 de
miliarde de dolari, reprezentind mai bine de 70% din veniturile Tncasate din produse
biofarmaceutice. Indicatiile acestor biomolecule sunt multiple si variate, iar cercetarea si
dezvoltarea lor in plind expansiune. Din cei 125 de anticorpi monoclonali aflati in prezent pe piata,
119 sunt produsi in linii celulare de mamifere si doar 6 in sisteme microbiene, din care unul singur
este o proteind completd exprimatda Tn Pichia pastoris (eptinezumab-jjmr, Lundbeck Seattle
BioPharmaceuticals).

Anticorpii sunt proteine produse de limfocitele B ale sistemului imunitar, ca raspuns la
anumite antigene. Fiecare celula B dintr-un organism sintetizeaza doar un singur tip de anticorp.

180



Obtinerea proteinelor recombinate

Intr-un organism uman existd mai multe populatii de limfocite B si astfel, mai multe tipuri de
anticorpi sunt produsi ca raspuns la diferitele antigene la care organismul este expus. Pentru a fi util
ca un instrument al biologiei moleculare, este nevoie de cantitati substantiale dintr-un singur tip de
anticorp. Prin urmare, s-au dezvoltat metode care permit cultura unei singure populatii de limfocite
B. O astfel de linie purd este derivata dintr-o singurd celuld B ancestrald, astfel incat aceasta
populatie de limfocite B permite recoltarea unui singur tip de anticorp. Aceastd populatie de celule
se numeste monoclonald, iar anticorpii produsi sunt numiti anticorpi monoclonali. In contrast,
anticorpii obtinuti din sangele unui animal imunizat se numesc anticorpi policlonali.

9.2.1. Tehnologia producerii anticorpilor monoclonali prin metoda hibridomilor

Pionieratul producerii de anticorpi monoclonali a fost initiat de cdtre Georges Kohler si
Cesar Milstein in 1975. Metoda lor a fost testata si perfectionata, constand in:
1. Inducerea formarii de celule B prin injectarea proteinei antigenice la soarece;
2. Extragerea celulelor B din splina de soarece;
3. Fuzionarea celulelor B obtinute cu o culturad de celule de mielom, rezultand hibridomi. Fuziunea
se realizeaza prin folosirea de PEG, a unui virus sau prin electroporare;
4. Selctarea celulelor hibridom. Celulele de mielom sunt HGPRT- si celulele B sunt HGPRT+ (in
functie de prezenta hipoxantin guanin fosforibozil transferazei, o enzima implicata in sinteza de
nucleotide). Cultura este cultivatd in mediu HAT (cu hipoxantina, aminopterina si timidina), care
poate sustine doar celulele HGPRT+. Celulele de mielom care fuzioneazd cu o altd celula de
mielom sau nu fuzioneaza deloc vor muri in mediul HAT, deoarece acestea sunt HGPRT-. Celulele
B care fuzioneaza cu o alta celula B sau nu fuzioneaza deloc mor pentru ca nu au capacitatea de a se
divide la nesfarsit. Numai celulele hibridom formate intre limfocitele B si celulele de mielom pot
supravietui, fiind HGPRT+ si canceroase;
5. Screeningul pentru a decide care hibridomi produc anticorpul dorit. Populatia initiald de celule B
utilizatd in fuziune este heterogena, nu toate celulele produc acelasi anticorp. De aceea, populatia
hibridomilor nu produce un singur anticorp. O alta complicatie este aceea ca hibridomii sunt initial
tetraploizi, formati prin fuziunea a doua celule diploide. Cu toate acestea, cromosomii suplimentari
sunt pierduti in diviziunile ulterioare Tntr-un mod aleator;
6. Testarea pentru identificarea celulelor hibridom capabile sa produca anticorpul tinta se realizeaza
prin cultivare, electroforeza si Western blot. Etalonul este epitopul tintd, care e marcat radioactiv
sau imunofluorescent;
7. Odata detectat faptul ca un anumit hibridom produce anticorpul potrivit, acesta este cultivat pe
termen nelimitat si se recolteaza anticorpii monoclonali.

Anticorpi monoclonali himerici, umanizati si umani

Problema initiald a fost aceea ca anticorpii monoclonali obtinuti erau cei de soarece, si nu
umani. Acest inconvenient a fost surmontat ulterior, prin crearea anticorpilor himerici. Fragmentul
de ADN care codifica portiunea de legare a unui anticorp monoclonal de soarece a fost fuzionat cu
ADN codificand anticorpul uman in celulele vii. Exprimarea acestui ADN himeric in culturi de
celule a condus la obtinerea unor anticorpi monoclonali partial de soarece, partial umani, denumiti
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anticorpi himerici. Obtinerea anticorpilor monoclonali umanizati si ulterior a celor umani a fost

posibilad aplicandu-se tehnica recombinarii proteinelor, prin:

- Combinarea regiunii variabile a proteinei murine cu regiunea constantd a unui anticorp uman
pentru a crea un anticorp himeric;

- Adaugarea numai a regiunilor de determinare a complementaritétii (hipervariabile) din regiunile
variabile murine la un cadru IgG uman pentru a crea un anticorp umanizat;

- Utilizarea bacteriofagilor pentru screeningul regiunilor hipervariabile derivate de la om, pentru a
crea un anticorp monoclonal uman complet.

9.2.2. Tehnologia producerii anticorpilor monoclonali prin metoda expunerii

In prezent, producerea de anticorpi monoclonali recombinati implicd noi tehnologii, care
presupun utilizarea de virusuri, drojdii sau celule animale. Aceste tehnici se bazeaza pe clonarea
rapida de segmente de gene ale unei imunoglobuline pentru crearea unor biblioteci de anticorpi cu
secvente de aminoacizi putin diferite, astfel incat pot fi selectati anticorpii cu specificitétile dorite.
Aceste tehnologii imita procesul in vivo pentru generarea de anticorpi si au loc ntr-o succesiune de
patru etape cheie:

1. Generarea (sau clonarea) diversitatii genotipice;
2. Stabilirea legdturii dintre genotip si fenotip;

3. Aplicarea presiunii selective;

4. Amplificarea.

Procesul a fost initial dezvoltat pentru colectarea genelor ce codifica anticorpi recombinati
de la limfocitele B provenite de la soareci sau om. Limfocitele pot fi naive (nu au intélnit antigenul
respectiv) sau activate. Dupa recunoasterea antigenului, limfocitele naive activate suferd o
expansiune clonald, se diferentiaza in celule efectoare si respectiv celule cu memorie (Zarnea si
Popescu 2011). Repertoriul genei imunoglobulinei este clonat ntr-un vector pentru a asigura
legatura dintre genotipul si fenotipul fiecarui anticorp, iar clonele sunt selectate prin legarea la
antigenul specific. Clonele izolate sunt exprimate in cantitati suficiente pentru putea fi caracterizate
si pentru a selecta cel mai bun candidat.

Principalul avantaj al tehnologiei de afisare in vitro il reprezinta posibilitatea de a obtine
anticorpi impotriva oricarui tip de tinte si epitopi, deoarece constructia unui repertoriu naiv sau
sintetic de anticorpi nu depinde de un raspuns imun in vivo. Chiar si anticorpii impotriva
autoantigenelor, antigenelor toxice, instabile si non-imunogene pot fi izolati prin selectie din
biblioteci combinatorii de anticorpi (Tsuruta si colab. 2018).

9.2.3. Constructia bibliotecilor de anticorpi si clonarea repertoriului antigenic

Diversitatea combinatoriald reprezintd mecanismul de producere a unui numadr foarte mare
de gene si respectiv a unei imense diversitati de molecule de anticorpi si de receptori ai celulelor T,
pornind de la un numadr limitat de segmente de ADN prezente In genomul liniei germinale, prin
recombinarea lor aleatorie. Amplificarea diversitdfii anticorpilor pe aceasta cale este favorizata de
faptul ca organizarea genelor pentru regiunile variabile (V) in linia germinala este in sine un factor
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determinant de diversitate: regiunea V a catenei usoare (VL) este codificata de doud segmente (V —
variable si J — joining), iar cea a catenei grele de trei segmente (V, D — diversity si J). Fiecare dintre
aceste segmente este prezent intr-un numar mai mare de secvente diferite. Datorita diversitatii de
legare, rearanjarea lor permite ca de la un numar limitat de segmente sa se poatd obtine 0 varietate
imensa de secvente. Regiunea VL se poate forma prin recombinarea aleatorie a oricaror segmente
genetice V si J, iar regiunea VH prin combinarea diferitelor segmente V, D si J. Astfel se formeaza
gene diferite, capabile sa codifice imensa diversitate a anticorpilor si a receptorilor celulelor T
(Zarnea si Popescu 2011).

Tn clonarea repertoriului antigenic (repertoire cloning), genele codificatoare ale lantului
greu (H) si respectiv ale lanfului usor (L) ale anticorpilor sunt amplificate separat. Urmeaza
dispunerea aleatoare in perechi prin PCR sau clonare, pentru a forma constructe combinatorii.
ARNmM izolat dintr-un tesut care genereaza imunoglobuline este convertit in ADNc cu ajutorul
revers-transcriptazei. Regiunile grele (VH si CH1) ale Fd, componenta esentiala a lantului greu al
fragmentului Fab unde se leagd antigenul, sunt selectate si amplificate prin PCR. Similar se
procedeaza si pentru langul usor (VL si CL). Se obtin doua biblioteci de clone, una pentru lantul H
si una pentru lantul L. Cele doud populatii de ADNc sunt combinate aleator pentru a forma
constructe combinatorii prin inserare in colifagi impreund cu un promotor, si utilizate pentru a
infecta E. coli. Placile sunt apoi testate pentru capacitatea de a lega un antigen.

Bibliotecile combinatorii de gene ale anticorpilor pot fi construite din diverse surse: sange
periferic uman, parenchim splenic, ganglioni limfatici si maduva osoasa. Doua tipuri de biblioteci
de anticorpi sunt utilizate pentru selectia anticorpilor recombinati: biblioteci naive, derivate din
organisme a caror sistem imunitar nu a fost activat pentru a recunoaste un antigen specific si
biblioteci imune, derivate de la donatorii imunizati, infectati, bolnavi cronici sau care sufera de
cancer. Biblioteca imuna contine un repertoriu de anticorpi cu afinitate maturizata si astfel permite
selectarea de anticorpi cu afinitate mai mare, in comparatie cu biblioteca naiva.

Din cauza problemelor etice, a muncii laborioase, costisitoare si consumatoare de timp,
dezvoltarea anticorpilor terapeutici umani nu permite constructia de biblioteci combinatorii
specifice fiecarei boli, care sa ia in considerare fiecare antigen. O optiune o constituie utilizarea
unei biblioteci umane naive formata din repertoriul IgM de la donatori neimunizati intentionat, prin
procesul de recombinare V(D)J. Repertoriul de celule B poate contine celule cu memorie pentru
imunizari sau infectii anterioare ale donatorilor. In principiu, o bibliotecd naiva poate fi aplicati
pentru selectia anticorpilor monoclonali impotriva oricarui tip de antigen, deoarece surprinde o
variabilitate ridicata a genelor imunoglobulinei si poate include gene de de la mai multi donatori
(Tsuruta si colab. 2018).

9.2.4. Expunerea proteinelor recombinate pe suprafata bacteriofagilor

Tehnica expunerii proteinelor pe suprafata bacteriofagilor (phage display), conceputa de
George Smith in anul 1985, dezvoltata ulterior de Gregory Winter pentru aplicatii biofarmaceutice,
a fost decernata cu Premiul Nobel pentru Chimie in 2018. Ofera o modalitate moderna de a genera o
biblioteca de liganzi proteici (anticorpi) si, ulterior, de a examina acesti liganzi pentru capacitatea
lor de a lega o molecula tinta selectata.
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Metoda presupune urmatoarele etape:
1. Generarea unei biblioteci de gene, de obicei compuse din sute de mii / milioane de gene diferite,
dintre care una codifica proteina (anticorpul) de interes;
2. Inserarea acestor gene (clonate in lot) fuzionate cu gene care codifica proteinele capsidei unui
bacteriofag (plll, plV sau pVIII) intr-o biblioteca de bacteriofagi;
3. Incubarea bacteriofagilor cu E. coli, ceea ce faciliteaza replicarea virusurilor;
4. Exprimarea produsului genei de fuziune in timpul replicarii si incorporarea ulterioara a acestuia
in invelisul bacteriofagilor maturi, avand ca rezultat afisarea proteinei de interes pe suprafata
virusului;
5. Testarea iIntregii biblioteci de bacteriofagi pentru identificarea genei ce codificd proteina de
interes. Acest lucru se realizeaza de obicei prin selectia de afinitate (biopanning). Biopanarea
presupune trecerea bibliotecii de bacteriofagi peste molecule tintd imobilizate, de obicei intr-0
coloana imobilizata. Doar fagul care exprima proteina specificatiei dorite va fi pastrat in coloana
imobilizata.
6. Eluarea bacteriofagilor legati prin reducerea pH-ului tamponului de elutie sau prin includerea
unui ligand competitiv in tampon;
7. Repetarea rundelor de biopanare, pentru a izola doar bacteriofagii care leaga ligandul imobilizat
cu cea mai mare specificitate / afinitate;
8. Excizarea genei ce codifica proteina de interes din genomul bacteriofagului, cu ajutorul
enzimelor de restrictie;
9. Tncorporarea genei intr-un sistem de exprimare adecvat (celule procariote, celule animale,
organisme transgenice) si producerea la scara larga a proteinei de interes.

Tehnologia de expunere a anticorpilor pe suprafata bacteriofagilor este utilizata in

descoperirea anticorpilor monoclonali terapeutici datorita multor avantaje:

e A fost prima tehnologie de acest tip dezvoltata, astfel incat metodologia este bine stabilita;

e Foloseste sistemul de exprimare in E. coli, care este ieftin, simplu, rapid, robust, productiv si
scalabil;

e Permite constructia unor biblioteci mari pentru selectia anticorpilor umani impotriva
majoritatii antigenilor si a epitopilor doriti;

e Procesul de selectie este versatil, cu capacitatea de a determina epitopul anticorpulu;

e Poate fi utilizat pentru maturarea de afinitate a anticorpilor;

e Umanizarea anticorpilor prin tehnica de selectie ghidatd permite obtinerea anticorpilor umani.

Tehnologia are si unele dezavantaje:

e Selectarea unui anticorp cu afinitate scazuta din biblioteci naive si sintetice implicad maturarea
afinitatii in vitro pentru aplicare terapeutica;

e Exprimarea scazuta a anticorpilor in E. coli pentru unele secvente de anticorpi izolati.

9.2.5. Expunerea proteinelor recombinate pe suprafata celulelor de drojdie

Este o tehnica de inginerie a proteinelor, care utilizeaza exprimarea proteinelor recombinate
incorporate n peretele celular al drojdiilor (yeast display), pentru izolarea si ingineria anticorpilor.
Ca urmare a fuziunii cu proteina Aga2p (utilizata in mod natural de drojdie pentru a media
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contactele intercelulare in timpul conjugarii), proteina de interes este afisata pe suprafata celulelor
de drojdie. Exprimarea acesteia prin Aga2p la suprafata celulei, minimizeaza interactiunile
potentiale cu alte molecule din peretele celular al drojdiei. Biblioteca de proteine expuse pe
suprafata celulelor de drojdie este ulterior supusa separarii magnetice si a citometriei de flux pentru
a izola liganzii cu afinitate ridicata la aproape orice receptor, prin evolutie directionata.

Avantajele expunerii proteinelor recombinate pe celulele drojdiei includ exprimarea si
procesarea de tip eucariot, mecanismele de control al calitatii caii secretoare eucariote, efectele
aviditatii (afinitate functionalda multipla) si screeningul cantitativ al bibliotecii prin sortarea celulelor
marcate fluorescent. Drojdia este un organism eucariot care permite modificari complexe post-
translationale ale proteinelor (glicozilare, pliere). Dezavantajul il reprezintd dimensiunile mai
mici ale bibliotecii mutante comparativ cu metoda expunerii pe suprafata bacteriofagilor.

Tehnicile de expunere a proteinelor recombinate pe suprafata bacteriofagilor si a drojdiilor
au condus la aplicatii biofarmaceutice multiple, fiind dezvoltate o serie de anticorpi monoclonali
pentru tratarea si profilaxia bolilor infectioase de origine virala (gripd, infectii cu virusurile Ebola,
Dengue, Herpes simplex, HIV-1, MERS-CoV, RSV) sau bacteriana (Clostridium botulinum, C.
difficile, C. tetani, Bacillus anthracis, Staphylococcus aureus) (Sheehan si Marasco 2015).

9.2.6. Expunerea proteinelor recombinate prin ARNm si ribosomi

Aceastd metodd de producere a anticorpilor monoclonali umani constituie o platforma
revolutionara de expunere in vitro si permite selectarea unor liganzi specifici cu potential mare de
dezvoltare a aplicatiilor de diagnostic si terapie. Biblioteca de ADN care codifica pentru o anumita
bibliotecd de proteine ligand este fuzionata genetic la o secventa distantierd lipsita de un codon stop.
Tn urma traducerii, aceasti secventa distantiera raméane atasata la ARN si ocupa tunelul ribosomal,
permitand proteinei de interes sa iasa din ribosom si sa se plieze. In etape repetate de biopanare,
complexele ribosomale se leaga de tinta imobilizatd la suprafata. Complexele nelegate sunt
indepartate prin spalare, iar ARNm al complexelor care prezinta o polipeptida de legare este
recuperat si amplificat. Astfel, informatia genetica a polipeptidelor legate este disponibila pentru
analiza. Tn tehnica expunerii pe ribosomi, legitura dintre genotip (ADN, ARN) si fenotip (proteina)
se realizeaza in timpul traducerii in vitro prin stabilizarea complexului constand din ribosom,
ARNm si polipeptida generata si pliata corect (Zahnd si colab. 2007).

Prin evitarea utilizarii celulelor, tehnologia are cateva avantaje:
¢ Diversitatea bibliotecii nu este limitata de eficienta transformarii celulelor bacteriene, ci doar
de numarul de ribosomi si diferite molecule de ARNm prezente in eprubeta;
e Mutatiile aleatorii pot fi introduse cu usurintd dupa fiecare runda de selectie (erori in PCR),
deoarece bibliotecile nu trebuie transformate dupa etapa de diversificare.

Caracteristicile tehnologiei de afisare ribosomala permit construirea de biblioteci mult mai
mari, precum si evolutia directionata a proteinelor. De asemenea, prezinta complexe monovalente
in timpul selectiei si astfel pot fi selectati liganzi specifici fara interferenta parametrilor de aviditate.
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9.2.7. Expunerea proteinelor recombinate prin ADN

Tehnologia de expunere ADN constituie 0 platforma completa care foloseste tot un sistem
fara celule, initial dezvoltat pentru selectarea peptidelor legate de ADN-ul lor codificator prezent
ntr-o biblioteca. Reactiile de transcriere si traducere se desfasoara in vitro intr-un compartiment de
emulsie (STABLE - Streptavidin-biotin linkage in emulsions). O biblioteca aleatorie de decapeptide
cuprinzand proteine de fuziune formate din peptide si streptavidina legatd cu histamina este
sintetizata si ligata la ADN-ul biotinilat printr-o legatura stabila. Biblioteca este supusa selectiei de
afinitate. ADN-ul izolat este inserat intr-un vector, amplificat si secventiat. Avantajul acestei
metode comparativ cu expunerea prin ARNmM si ribosomi este ca nu se impune asigurarea
conditiilor de lucru in medii libere de RN-aze pentru etapa de selectie, nefiind necesara etapa de
transcriere inversa. Nu este necesara nici indepartarea codonului stop dintre acidul nucleic si
peptida. Tehnologia de expunere prin ADN este mai simpla decat alte metode de afisare completa in
vitro. Totusi, un dezavantaj il reprezinta noutatea sa, lipsa unei platforme robuste si a cunostintelor
in comparatie cu metodele mai vechi (Tsuruta si colab. 2018).

9.2.8. Utilizarile anticorpilor monoclonali

eqe W e

aplicatii comerciale. In domeniul biotehnologiei, tehnologia anticorpilor monoclonali a devenit

omniprezenta:

- Diagnostic pentru a detecta urme de droguri, toxine sau hormoni cu ajutorul testelor ELISA sau
testelor imunocromatografice rapide (ex. testul de sarcind, de ovulatie etc);

- Identificarea un or agenti patogeni (ex. SARS-CoV-2, HIV etc) ori a tulpinilor patogene ale unei
specii (ex. Legionella pneumophila, Neisseria gonorrhoeae etc);

- Radioimunodetectia si radioimunoterapia cancerului;

- Identificarea si urmarirea unor celule sau molecule specifice in organism (in special de interes
pentru stari patologice);

- Tratamentul cancerului;

- Tratamentul bolilor autoimune;

- Tratamentul bolilor virale;

- Atenuarea respingerii in cazul transplantului de organe.

Terminatia -mab provine de la termenul monoclonal antibody, iar originea se poate distinge:
murini (-omab), himerici (-ximab), umanizati (-zumab) sau umani (-umab). Cateva exemple de
anticorpii monoclonali, dintre cei mai utilizati si recent aprobati pentru terapie:

e Pentru terapia bolilor inflamatorii (artritd reumatoida, astm, boala Crohn, colitd ulcerativa,
migrend, spondilita anchilozantd, sau impotriva respingerii transplantului): adalimumab,
benralizumab, erenumab, omalizumab etc;

e Pentru terapia bolilor autoimune: infliximab, natalizumab, ocrelizumab, risankizumab,
rituximab etc;

e Pentru terapia diferitelor tipuri de cancer (leucemii, limfoame, carcinoame, terapie anti-
angiogenica): avelumab, bevacizumab, cetuximab, enfortumab vedotin, gemtuzumab,
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inotuzumab, isatuximab, naxitamab, nivolumab, margetuximab, polatuzumab vedotin,
ranibizumab, rituximab, sacituzumab, tafasitamab, trastuzumab etc;

e Pentru terapii antivirale: atoltivimab, odesivimab si maftivimab (infectie cu virusul Ebola),
casirivimab si imdevimab (maladia COVID-19), palivizumab (infectii cu RSV), ibalizumab
(infectii cu HIV tip 1), rabimab (infectii cu virusul rabiei) etc;

e Pentru efect anticancerigen si antiviral: bavituximab (infectii cu virusul hepatitei C);

e Pentru a preveni coagularca sau pentru a neutraliza anticoagulanti: abciximab,
idarucizumab;

e Pentru alte afectiuni: brolucizumab (degenerescenta maculara, burosumab (hipofosfatemia
X-linkatd), caplacizumab (purpura trombocitopenica), crizanlizumab (anemia falciforma),
emicizumab (hemofilia A), eptinezumab (migrena), inebilizumab (neuromielita optica),
romosozumab (osteoporoza), teprotumumab (oftalmopatia de origine tiroidiana) etc.

9.3. Peptidele sistemului imunitar

Citokinele reprezintd un grup foarte important de biofarmaceutice. Sunt molecule de natura
proteica sau glicoproteica care au rolul de mediatori In comunicarea intercelulard, inclusiv intre
celulele sistemului imunitar. Intervin in mecanismele inflamatiei si in apararea contra agentilor
infectiosi, in apararea antitumorald, in socul septic etc. Printre cele mai importante citokine se
numara interferonii, interleukinele, factorii de necroza tumorala, factorii de crestere, factorii de
stimulare a hematopoiezei si factorii supresori (virali, de transcriere etc).

Desi au structuri proteice diferite si actioneaza diferit In procesul imun, citokinele au
anumite proprietdti comune precum:

A. Pleiotropia - fiecare citokina are activitati biologice multiple;

B. Redundanta - citokine din grupuri diferite pot avea efecte biologice si biochimice asemanatoare;
C. Sunt active in concentratii foarte mici, secretia lor este de scurtd durata;

D. Reactiile modulate de citokine sunt produse in cascada,

E. Au receptori specifici de mare afinitate;

F. Actiunea lor se manifesta autocrin, paracrin sau endocrin.

9.3.1. Interferoni

Interferonii (IFN) sunt prima familie de citokine descoperite, descrise in anul 1957 de catre
cercetatorii Alick Isaacs si Jean Lindenmann. Studiind interferenta virala, acestia au observat ca
celulele animale expuse atacului unui virus de colonizare au devenit imediat rezistente la atacul
altor virusuri. Rezistenta a fost indusd de un factor antiviral, o substanta secretata de celulele
infectate, care a fost denumita interferon. Ulterior, s-a aratat ca cele mai multe specii produc la nivel
celular o serie intreaga de interferoni.

Interferonii sunt proteine secretate de celulele eucariote ca raspuns la atacul virusurilor sau
al bacteriilor intracelulare, tumori si alti inductori biologici. S-a dovedit ca produc beneficii clinice
in diverse stari de boald, cum ar fi hepatita A, B, C, D, E, infectia cu pegivirus uman (anterior
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denumit virus GB C, HPgV, virusul hepatitei G), in diverse tipuri de cancer, boli autoimune precum
scleroza multipla etc.

Din punct de vedere strucural, interferonii fac parte din familia de citokine elicoidale si
constau dintr-un lant de 145-166 aminoacizi. Se cunosc peste 20 de familii diferite de inteferoni
(Tabel 11).

Tabel 11. Interferonii umani si liniile de celule producatoare.

Familia de interferoni Numir de IFN in familie Celule producitoare
IFN-a >15 Limfocite
Monocite
Macrofage
IFN-p 1 Fibroblaste
Celule epiteliale
IFN-y 1 Limfocite T
Limfocite T-NK
IFN-A 4 Celulele epiteliului
intestinal

In functie de tipul de receptor, interferonii umani au fost clasificati in trei tipuri majore:

1. Interferonii de tip I: se leagd de un complex specific al receptorilor de suprafatd ai
celulei, cunoscut ca receptorul IFN-o. / B (IFNAR), format din lanturi IFNAR1 si IFNAR2.
Interferonii de tip I prezenti la om sunt IFN-a, IFN-f, IFN-¢g, [FN-« si IFN-o.

2. Interferonii de tip II: se leaga de receptorul IFNGR care constd din lanturi IFNGR1 si
IFNGR2. La om este prezent IFN-y.

3. Interferonii de tip 1l1: transmit semnalul printr-un complex receptor format din IFNLR1
(CRF2-12) si IL10R2 (CRF2-4). La om este prezent IFN-A. IL1OR2 este receptorul interleukinei 10,
iar CRF reprezintad receptorul de eliberare a hormonului (factorilor) corticotropinei, un mediator
puternic al functiilor endocrine, de comportament si raspuns imun la stres (Borden si colab. 2007).

Receptorii citokinelor pot fi impartiti in doud grupe: cei ale cdror domenii intracelulare
exprima activitatea intrinsecd a proteinei tirozin kinaza (PTK) si cei ale caror domenii intracelulare
sunt lipsite de o astfel de activitate. Cei din urma in general activeazd PTK intracelulard solubila
prin legarea de un ligand. Kinazele Janus (JAK) reprezintd o familie recent descoperita de PTK,
care joacd un rol central in medierea semnalului de transductie a multor citokine, respectiv a
interferonilor: Janus-activated kinase-signal transducer and activator of transcription (JAK-
STAT).

Efectele biologice ale interferonilor. Efectul biologic al IFN este mediat prin legarea de
receptorii de suprafatd ai celulei. Legarea este urmata de initierea semnalului si se incheie cu
modificarea nivelului de exprimare a mai multor gene sensibile la IFN. IFN sunt produsi de o
varietate de tipuri de celule, prezentand o gama larga de efecte biologice:

A. Inducerea rezistentei celulare la atac viral;

B. Reglarea functiei imune;

C. Reglarea cresterii si diferentierii mai multor tipuri de celule;
D. Sustinerea fazelor timpurii ale sarcinii (Walsh, 2007).
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Nu toate tipurile de interferoni induc exact aceeasi gama de raspunsuri, iar raportul
activititii antivirale si antiproliferative diferi de la un interferon la altul. Tntrucat toate clasele
de interferoni apartinand aceluiasi tip se leagd la acelasi receptor, bazele moleculare ale variatiei
activitatii biologice nu sunt pe deplin intelese (Ryff si colab. 2008).

Tn general, interferonii de tip | (IFN-a, IFN-) induc efecte similare, diferite de efectele
induse de IFN-y. Ei au activitate antivirala pronuntata, precum si efect anti-proliferativ asupra
diferitelor tipuri de celule, inclusiv anumite tipuri de celule tumorale. Efectele anti-tumorale se
datoreaza si rolului IFN tip I de a stimula activitatea celulelor NK si limfocitelor T citotoxice.
Aceste celule pot recunoaste si distruge celulele canceroase.

IFN-y prezintd o activitate antivirald si antiproliferativd slaba. Cand se administreaza
concomitent cu interferoni tip | (IFN-a / B), potenteaza activitatea acestora. IFN-y este direct
implicat in reglarea multor aspecte ale raspunsului imun si inflamator, promovand activarea,
cresterea si diferentierea unei varietati largi de tipuri de celule implicate. IFN-y reprezinta
principalul factor de activare a macrofagelor, sporind astfel efectele mediate de catre acestea:
distrugerea microorganismelor, distrugerea agentilor patogeni intracelulari, citotoxicitatea celulei
tumorale, exprimarea MHC, ceea ce duce la activarea limfocitelor.

Desi au fost mai nou descoperiti, informatiile recente demonstreaza importanta IFN tip III
(IFN-X) in anumite tipuri de infectii virale si se afld in cercetare pentru terapia oncologica.

Utilizarea terapeutica a interferonilor:
- IFN-a: hepatita B si C, infectii cu HPV, HIV-SIDA;
- IFN-: scleroza multipla,;
- IFN-y: granulomatoza cronica, infectii cauzate de Leishmannia, Mycobacterium leprae, HIV-
SIDA, citomegalovirus, virusul varicelei zosteriene si diverse tipuri de cancere.

Obtinerea biotehnologica a interferonilor

Pana in anii 1970, interferonul a fost obtinut in cantitati mici, direct din leucocite umane
recoltate de la donatorii de sdnge. Acest preparat era un amestec de IFN diferiti, cu o puritate de
1%. Cu toate acestea, studiile clinice efectuate cu acele cantitati mici de preparate impure au
generat rezultate incurajatoare. Productia de interferoni in cantitati semnificative a devenit posibila
prin intermediul culturilor de celule animale. Unele linii de celule canceroase s-au dovedit a secreta
interferoni in cantitdti mai mari decat celulele normale, si astfel a inceput productia la scarad larga,
utilizandu-se celule transformate. Mai mult decat atat, tehnologia hibridomilor a facilitat
dezvoltarea testelor imunoenzimatice pentru interferon. Metoda este similara celei pentru obfinerea
anticorpilor monoclonali:

1. Obtinerea hibridomilor:

a) Prepararea substantei imunogene (eX. IFN-a);

b)Imunizarea soarecilor;

c) Testarea prezentei micoplasmelor in linia celulara mielocitara;

d)Fuziunea celulelor producatoare de anticorpi (din splina soarecilor) cu linia celulara
mielocitara;

e) Examinarea microscopica pentru evidentierea celulelor hibridom;
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f) Testarea pentru anticorpi anti-IFN a supernatantului din placa de incubare ce contine clone
Vil.

2. Selectarea hibridomilor producatori de anti-IFN prin metoda aderarii semisolide:
a) Aderarea anticorpilor de soarece la peretii placii de incubare;
b)Legarea anticorpilor anti-IFN la anticorpii de soarece din placa de incubare;
¢) Reactia dintre interferonul uman si complexul anti-IFN de soarece legat la placa;
d) Testarea interferonului rezidual.

3. Propagarea liniei hibridom producatoare de anti-1FN;

4. Izolarea anticorpilor anti-1FN;

5. Caracterizarea anticorpilor anti-IFN capabili sa recunoasca mai multe subtipuri de IFN uman,;

6. Utilizarea anticorpilor monoclonali LO-22 pentru detectia IFN-a uman si pentru screeningul
contamindrii virale.

Linia de celule Namalwa (limfoblaste umane) a devenit sursa industriald majora de
interferon. Celulele au fost propagate in fermentatoare mari, de pana la 8.000 de litri. Prin
adaugarea unui virus (de obicei virusul Sendai) s-a realizat producerea de cantitati importante de
interferon leucocitar. Analiza ulterioara a aratat acesta era format din cel putin opt subtipuri
distincte IFN-a.

Tehnologia ADN recombinat a facilitat productia de interferoni in cantitati suficiente pentru
a satisface nevoile medicale. Tncepand din anii 1980 s-a realizat clonarea si exprimarea genelor
codificatoare ale IFN Tntr-o varietate de sisteme de exprimare: E. coli, fungi, drojdii si unele linii
celulare de mamifere, precum CHO si linii de celule Vero. Exprimarea genelor specifice a condus
in mod evident la produsi care contin un singur subtip de interferon. Cei mai multi interferoni aflati
n prezent n uz medical (Tabel 12) sunt produsi umani recombinati si produsi in tulpini de E. coli.
Incapacitatea bacteriei E. coli de a efectua modificari post-translationale este lipsita de relevanta in
cele mai multe cazuri, deoarece majoritatea moleculelor de IFN-o, precum si IFN-f umane nu sunt
glicozilate Tn mod normal. Desi molecula IFN-y uman este glicozilatd, forma neglicozilata derivata
de la E. coli prezinta o actiune biologica similara proteinei umane native.

Tabel 12. Medicamente pe baza de interferoni disponibile in UE si SUA.

IR um.anl . Denumire Indicatii terapeutice

recombinati

IFNa-2a Peginterferon a-2a (Pegasys) Hepatita C

IFNa-2b Peginterferon a-2b (PEG-Intron, ViraferonPeg, Hepatitd B si C, HPV
IntronA, Alfatronol) Cancer, papiloame genitale
Peginterferon/ribavirina (PEG-Intron/Rebetol, Hepatita C cronica
Rebetron)

IFNB-1a Peginterferon B-1a (Plegridy, Rebif, Avonex) Scleroza multipla

IFNB-1b Peginterferon p-1b (Extavia, Betaferon, Betaseron) | Sclerozd multipla

IFNy-1b Interferon y-1b (Actimmune) Granulomatoza cronica

Obtinerea cu ajutorul tulpinilor de E. coli modificate, in care a fost inseratd gena
responsabild pentru producerea IFN, cu ajutorul vectorului de exprimare citoplasmatici KMAC-43
a permis fermentatia in bioreactoare cu volume de pana la 42.000 de litri. In final, dupa recuperarea
produsului din celule, acesta se purificd prin metode cromatografice, este cristalizat si liofilizat
(Walsh 2007). Un numar mare de produse biofarmaceutice pe baza de interferon recombinat produs
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n celule de E. coli sau in linii celulare CHO au obtinut aprobarea de comercializare. Acestea includ
IFN conjugat cu PEG (Peglintron dezvoltat de Merck Sharp Dohme; Plegridy, Biogen si altele), sau
interferonul sintetic cu o0 succesiune modificata a aminoacizilor (Betaferon si Betaseron, Bayer
Pharma).

9.3.2. Interleukine

Interleukinele (IL) reprezinta o alta familie mare de citokine, si cel putin 36 de IL diferite au
fost caracterizate pana la aceasta data (IL-1 pana la IL-38). Majoritatea acestor factori polipeptidici
sunt molecule glicozilate (o exceptie notabila fiind IL-1) si au o masa moleculara cuprinsa de la 15
la 40 kDa (Walsh 2007). Cele mai multe dintre interleukine sunt produse de un numar de diferite
tipuri de celule (Tabel 13). Cel putin 17 de tipuri diferite de celule sunt capabile de a produce IL-1,
iar IL-8 este produsa de cel putin 10 tipuri distincte de celule. Pe de alta parte, 1L-2, IL-9 si IL-13
sunt produse numai de limfocitele T.

Tabel 13. Celule producitoare de interleukine.

Interleukine produse
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, I1L-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-31
IL-10, IL-16

Tipul celulei
Limfocite T helper
Limfocite T citotoxice

Limfocite B IL-1, IL-6, IL-10, IL-12

Limfocite IL-8, IL-12, IL-14, 1L-16, IL-24, IL-25, IL-26, IL-35

Celule NK IL-13, IL-21

Macrofage IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, I1L-12, IL-15, IL-18, IL-23, IL-25, IL-27
Mastocite IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-25

Monocite IL-1, IL-10,IL-20, 1L-24, IL-26

Eozinofile IL-3, IL-5, IL-16, IL-25

Celulele endoteliului vascular

IL-1, IL-3, IL-6, IL-8

Celulele stromale

IL-7,1L-11

Celule dendritice

IL-12, IL-23, IL-27

Fibroblaste
Keratinocite
Celule epiteliale

IL-1, IL-6, IL-8, IL-11
IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-20, IL-24
IL-25, 1L-33

Réspunsurile biologice induse de interleukine sunt variate si extrem de complexe. Aceste
citokine pot regla o varietate de conditii fiziologice si patologice, inclusiv:
- cresterea celulelor sanatoase si canceroase;
- toate aspectele legate de raspunsul imun;
- reglarea inflamatiei (Walsh 2007; Ryff si colab. 2008).

Mai multe interleukine se bucura de un interes clinic semnificativ, in special cele capabile sa
moduleze cresterea
imunostimulatoare. Ca si in cazul altor citokine, tehnologia ADN recombinat faciliteaza producerea

celulelor transformate, precum si cele care prezinta proprietati
acestor molecule in cantitati suficiente pentru a rdspunde nevoilor medicale reale si potentiale. Pana
acum, putine produse pe bazd de interleukine au fost aprobate pentru uz medical general: IL-1
anakinra, IL-11 oprelvekin si IL-2 aldesleukina. Existd biofarmaceutice Tn diverse stadii de

cercetare clinica, pecum IL-10 Tenovil si altele, care nu au inca un nume comercial.
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Interleukine umane recombinate
Interleukina 1

Familia IL-1 cuprinde 11 citokine, cele mai cunoscute fiind cele doua forme distincte IL-1a
si IL-1PB. Desi sinteza lor e codificata de gene diferite si prezintd o omologie a secventelor de
aminoacizi de doar 20%, ambele molecule se leaga la acelasi receptor si induc activitati biologice
similare:

- Sunt citokine proinflamatorii, promovand sinteza diferitelor substante cum sunt eicosanoidele,
proteazele si alte enzime implicate in generarea mediatorilor inflamatorii;

- Aurol in activarea limfocitelor B si proliferarea limfocitelor T, impreuna cu alte citokine;

- Alaturi de IL-6, induc sinteza proteinelor de faza acuta in hepatocite;

- Actioneaza in calitate de co-stimulatori ai hematopoiezei;

- Induc sinteza proteinei C reactive (marker al unui proces inflamator);

- Cresc sinteza IL-2, IL-6, IL-8, IL-11 si a altor citokine (G-CSF, TNF-a);

- Induc exprimarea moleculelor MHC II;

- Induc sinteza hormonilor glucocorticoizi;

- Au rol pirogen endogen;

- Au activitate autocrina.

Precursorul IL-1a este o proteind cu greutate moleculara de 31 kDa scindat de calpaina
(cistein-proteaza asociatda plasmalemei) si alte proteaze in molecula matura de 18 kDa. Este
sintetizatd in asociere cu structurile citoscheletului, spre deosebire de riboproteine, pentru care
translatia are loc in ribosomii asociati reticulului endoplasmatic rugos. Atat precursorul IL-1a, cat si
forma sa matura sunt biologic active (Walsh, 2007).

IL-1 este in prezent evaluatd clinic in special in afectiuni canceroase precum mielomul
multiplu, dar si in boli autoimune si artrita reumatoidd, pentru efectul imunostimulator,
antiproliferativ, hematopoietic si de refacere a mdaduvei osoase dupa chimioterapie. Pentru a
contracara activitatea proinflamatorie a IL-1, au fost dezvoltati antagonisti ai receptorului pentru IL-
1, precum anakinra (Kineret, Swedish Orphan Biovitrum). Molecula recombinata, produsa cu
ajutorul unei tulpini modificate de E. coli difera de molecula umana nativa. Este tot neglicozilata,
dar contine un rest suplimentar N-terminal de metionind, o consecinta a sistemului de exprimare
procariot. Anakinra a fost aprobata (2001) pentru afectiuni autoinflamatorii precum poliartrita
reumatoida si NEOIMD (Neonatal-Onset Multisystem Inflammatory Disease) si se afla in cercetare
clinica pentru osteoartrita, dermatitd atopica severa si alergii cutanate, hidraadenita, urticarie, boli
ale urechii interne, diabet, afectiuni cardiovasculare, boli canceroase, sindromul oboselii cronice si
altele.

Interleukina 2

IL-2 este un tetrahelix de 16 kDa, initial descrisa ca factor de crestere al celulelor T (TCGF).
Sintetizata si secretatd in principal de celulele T helper (CD4+), IL-2 poate stimula cresterea,
diferentierea, activarea si proliferarea limfocitelor T, B si T-NK, fiind citokina principald implicata
in declansarea unui raspuns imun eficient si factorul esential al reglarii raspunsului imun.
Stimuleaza sinteza IL-4, IL-5 si IL-6.
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Ca si in cazul celor mai multe citokine, utilizarea terapeutica si evaluarea clinica a IL-2 a
fost initial imposibila, datoritd cantitdtilor infime in care este produsa in mod normal. Unele linii
celulare transformate, in special linia de celule leucemice Jurkat, produc IL-2 in cantitati mai mari,
si IL-2 utilizatd pentru studiile initiale a fost astfel obtinuta. Producerea IL-2 la scard largd a fost
posibila prin tehnologia ADN recombinat. Desi gena pentru IL-2, respectiv ADNc a fost exprimata
Intr-o mare varietate de sisteme gazda, initial a fost exprimata in E. coli. Absenta glicozilarii asupra
produsului recombinat nu schimba activitatea sa biologica.

Aldesleukina (Proleukin, Prometheus Laboratories) este 0 IL-2 recombinatd, aprobata
(1992) pentru tratamentul anumitor tipuri de cancer, precum carcinomul renal. Molecula exprimata
n celule de E. coli difera de IL-2 nativa umana prin aceea ca este neglicozilata, 1i lipseste un rest de
alanind N-terminal, iar cisteina din pozitia 125 a fost inlocuitd cu un rest de serind. Dupa extractie si
purificare cromatografica, produsul este formulat intr-un tampon fosfat care contine manitol si
dodecilsulfat de sodiu (SDS). Produsul prezintd activitate biologica tipica, inclusiv stimularea
mitogenezei limfocitelor, citotoxicitatea, inducerea activitatii celulelor NK activate de limfokine
(celule LAK) si inducerea producerii de IFN-y.

Interleukina 2 si tratamentul cancerului

Activitatea imunostimulatoare a IL-2 s-a dovedit benefica in tratamentul unor tipuri de
cancer, in special a celor cu o componentd imunologica importantd. Experimentele au aratat ca
limfocitele incubate in vitro cu IL-2 ar putea ucide ulterior o serie de linii de celule canceroase,
inclusiv celulele melanomului si celulele de colon canceroase. Acest ultim tip de cancer nu
raspunde bine la terapiile conventionale. Distrugerea celulelor canceroase este mediata de celulele
LAK. Investigatii suplimentare au aratat cd tratamentul cu IL-2 are rezultate semnificative si 1n
cazul altor tipuri de cancer, cum este cel ovarian, al vezicii urinare, limfom non-Hodgkin si
leucemie mieloida acuta.

Denileukina diftitox (Ontak, Eisai) este o proteina de fuziune recombinata a ligandului 1L-2
uman si a toxinei difterice. Acest medicament se leaga de receptorii IL-2 si introduce toxina
difterica in celule care exprimi acei receptori, ucigandu-le. In unele leucemii si limfoame, celulele
maligne exprima receptorul IL-2, astfel incat denileukina diftitox le poate distruge. Tn 1999, Ontak a
fost aprobat de catre FDA pentru tratamentul limfomului cutanat cu celule T.

Tucotuzumab celmoleukin (Merck) este o proteind de fuziune recombinatd cu activitate
antineoplazica, formata dintr-un anticorp monoclonal uman indreptat Tmpotriva moleculei de
adeziune a celulelor epiteliale, legat de IL-2. Rezultatele studiilor clinice au fost nesatisfacatoare.

Interleukina 2 si bolile infectioase

Desi antibioticele au facut posibil controlul medical al diferitilor agenti infectiosi (in
principal bacterieni), existd totusi numerosi agenti patogeni pentru care nu existd un tratament
eficient. Majoritatea acestor infectii sunt non-bacteriene (de exemplu, virale, fungice si parazitare,
inclusiv cauzate de protozoare). In plus, utilizarea nerationald a antibioticelor a grabit dezvoltarea
unor super-bacterii rezistente la antibiotice, care au devenit o problema medicala grava. Infectiile
microbiene cel mai dificil de tratat sunt de multe ori cele in care agentul patogen se reproduce in
celule gazda (de exemplu unele virusuri, bacterii intracelulare si paraziti). Unii dintre acesti agenti
sunt capabili chiar sd supravietuiascd si sd reproduca In macrofage, ulterior inglobarii lor prin
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fagocitoza. Astfel sunt bacteriile Listeria monocytogenes, Legionella pneumophila sau
micobacteriile (Mycobacterium tuberculosis si M. leprae)

Raspunsul imunitar Tmpotriva agentilor patogeni intracelulari este in mare masurd un
raspuns al celulelor T. Capacitatea IL-2 de a stimula celulele T poate face utild prescrierea acesteia
in tratamentul unei game largi de astfel de stari patologice. Evaluarea eficacitatii in tratarea unei
serii de boli infectioase este in derulare.

IL-2 a fost inclusa in studiile clinice pentru tratamentul infectiilor virale cronice si ca un
adjuvant pentru vaccinuri. Includerea genelor pentru IL-2 Tn cocktailurile de vaccin a dus la
imbunatatirea imunogenitatii vaccinale antivirale impotriva HIV, a gripei si a SARS-CoV.
Utilizarea dozelor mari de IL-2 administrata in terapia infectiilor cu HIV, similara utilizarii sale in
tratamentul cancerului, s-a dovedit a fi ineficienta in prevenirea progresului bolii SIDA. Recent,
administrarea IL-2 in doza scazuta a demonstrat succesul timpuriu in modularea sistemului imunitar
n boli precum diabetul de tip 1 si vasculita. Existd, de asemenea, studii promitatoare care doresc sa
utilizeze o doza scazuta de IL-2 in boala cardiaca ischemica.

Interleukina 10

Este un homodimer alcatuit din doua subunitati cu lungimea de 178 aminoacizi fiecare. IL-
10 este o citokinad cunoscuta si sub numele factor inhibitor al sintezei citokinelor umane (CSIF),
fiind o proteind cu rol antiinflamator si avand multiple efecte imunomodulatoare. Tn prezent se
deruleaza studii clinice avand ca scop evaluarea IL-10 umane recombinate, inclusiv forma
conjugatd cu PEG in afectiuni tumorale, pancreatita acutd, pentru prevenirea formarii cicatricilor.
Un nivel scazut al IL-10 a fost observat la pacientii cu scleroza multipla, comparativ cu indivizii
sanatosi.

Produsul ilodecakin (Tenovil, Merck) este IL-10 recombinata, care a fost evaluata clinic
pentru afectiuni precum boala Crohn si pancreatita, insa rezultatele au fost dezamagitoare. 1L-10 nu
a condus la o ratd de remisie semnificativa sau la imbunatatirea starii clinice a pacientilor tratati
comparativ cu lotul placebo (Marlow si colab. 2013). In prezent IL-10 este investigata intr-o noua
abordare, aceea a dozelor mici.

Interleukina 11

Cunoscuta si sub numele de factorul de inhibare a adipogenezei, IL-11 umana nativa este o
proteind de 178 de aminoacizi. Produsa in majoritate de celulele stromale medulare si fibroblastele
activate de IL-1, functioneaza ca un factor de crestere hematopoietica. Stimuleazd trombopoieza
(producerea de trombocite din celulele mari ale maduvei osoase numite megacariocite), dar si
cresterea si diferentierea celulelor mdduvei osoase, derivate din celule stem angajate spre
diferentiere in macrofage. Supraexprimarea genei IL-11 este asociata cu diverse forme de cancer.

Oprelvekin (Neumega, Pfizer) este o citokina aprobata pentru prevenirea trombocitopeniei,
ca precursor al IL-11. Produsul este obtinut prin inginerie genetica, in celule de E. coli transformate
si este prezentatd ca un produs purificat liofilizat. Molecula obtinuta este o proteind neglicozilata, o
polipeptida formatd din 177 aminoacizi, insd aceastd alterare nu genereazd diferente in
bioactivitatea in vitro sau in vivo.
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9.3.3. Factori de necrozd tumorali

Factorii de necroza tumorald (TNF) sunt citokine esentiale, proteine de faza acuta implicate
in inflamatia sistemicd. Se cunosc doua astfel de molecule, TNF-a (casectina) si TNF-B
(limfotoxina) care, desi au o omologie limitatd a secventelor, se leaga la acelasi receptor si induc
activitati biologice similare. TNF-a, cunoscut si ca factor citotoxic al macrofagelor sau necrozina,
este sintetizat de macrofage, dar si de alte celule: limfocite T-NK, eozinofile, limfocite B, T sau
polimorfonucleate, celule Kupffer, celule Langerhans, fibroblaste, astrocite, microglii etc. TNF-a
este sintetizat sub forma unui precursor polipeptidic de 233 de aminoacizi, scindat de o
metaloproteaza in trei reziduuri de céate 76, 77 si respectiv 157 de aminoacizi. Propeptida are
activitate biologicd, insa monomerii sunt inactivi. Ulterior, cei trei monomeri sunt asociati
necovalent intr-un homotrimer. Sinteza TNF este stimulatd de lipopolizaharide si enterotoxine
bacteriene, de micobacterii, fungi, virusuri, paraziti, complexe antigen-anticorp, alte citokine (IL-1)
si TNF-a (autocrin). Rolul biologic al TNF este corelat acestor stimuli:

e Activeazd mecanismele imunitare;
e Induc si regleaza raspunsul inflamator;
e Au activitate citotoxica impotriva celulelor tumorale;

e Mediaza stari patologice, precum socul toxic, casexia si anorexia (Walsh 2007).

Tasonermin (Berimun, Boehringer Ingelheim) este disponibil incd din anul 1999 pentru uz
medical general, un factor uman recombinat obtinut in celule de E. coli. Este indicat Tn sarcomul
tesuturilor moi, ca terapie adjuvanta la interventia chirurgicalda de indepartare a tumorilor, pentru
prevenirea sau amanarea amputdrilor. Interesul initial in utilizarea TNF ca agent anti-cancer a
scazut, in mare parte din cauza rezultatelor care au indicat ca multe tumori nu sunt susceptibile la
distrugerea mediata de TNF, iar necrozarea celulelor tumorale nu constituie activitatea biologica
majora a TNF. De asemenea, administrarea sistemica a dozelor terapeutice ale acestei citokine sunt
Tnsotite de reactii adverse severe.

Cu toate acestea, interesul clinic pentru TNF se concentreaza acum asupra neutralizarii
efectelor sale biologice, in situatii in care supraexprimarea TNF induce efecte clinice negative. TNF
este implicat Tn medierea multora dintre efectele adverse asociate unor boli: casexie si stimularea
cresterii tumorilor in cancer; permeabilitate vasculara, necroza tesuturilor, hipotensiune, activarea
coagularii sangelui in socul septic; inflamarea tesuturilor, distrugerea articulatiilor Tn artrita
reumatoidd; inflamatii in scleroza multipla; moartea celulelor insulelor Langherhans pancreatice
inducand rezistenta la insulind in diabet. Administrarea anticorpilor monoclonali anti-TNF sau a
formelor solubile ale receptorului TNF ar trebui sa contribuie la reducerea severitdtii multor
simptome asociate acestor boli.

Etanercept (Enbrel, Amgen si Pfizer) este un produs care se bazeaza pe aceasta strategie,
aprobat din 1998 pentru uz medical. Este o proteina recombinata alcatuita din domeniul extracelular
al receptorului TNF fuzionat direct in regiunea Fc (constantd) a IgG umane, exprimata in linii
celulare CHO. Functioneaza ca inhibitor competitiv al TNF, recomandat in tratamentul artritei
reumatoide. Tntrucat brevetul medicamentului original a expirat, din anul 2016 au fost lansate pe
piatd cateva produse biosimilare contindnd etanercept. Benepali (Samsung Bioepis), Limfior
(Pfizer) si Erelzi (Sandoz) sunt noi proteine de fuziune.
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9.3.4. Factori de crestere

Diferentierea, cresterea si diviziunea celulelor eucariote este influentata de diversi
modulatori, dintre care factorii de crestere sunt printre cei mai importanti. A fost identificatd o gama
larga de factori de crestere polipeptidici, ce tintesc anumite celule:
¢ Interleukinele — celule implicate in imunitate si inflamatii;

e |FN-y — limfocite, celule ce mediaza imunitatea si inflamatia;

e Factorii de stimulare a coloniilor (CSF) — celule hematopoietice;

e Eritropoietina (EPO) — celule precursoare ale eritrocitelor;

e Trombopoietina (TPO) — megacariocite;

e Factorii neutrofici — neuroni;

e Insulina — diverse celule;

e Factorii de crestere asemanatori insulinei (IGF) — varietate de celule;

e Factorii de crestere epidermica (EGF), a celulelor vasculo-endoteliale (VEGF), fibroblastelor
(FGF);

e Factorii de crestere derivati din trombocite (PDGF) — fibroblaste, celule gliale, fibre musculare
netede;

Exista si factori care inhiba cresterea celulelor, cum sunt IFN si TNF, ce inhiba proliferarea
diferitelor tipuri de celule. Unii factori de crestere precum IL, CSF etc pot fi clasificati ca citokine.
Altii, cum este IGF nu sunt membri ai acestei familii. Capacitatea factorilor de crestere de a
promova cresterea celulara accelerata, diferentierea si / sau diviziunea a atras in mod previzibil
atentia industriei farmaceutice. Multe produse biofarmaceutice au obtinut acum aprobarea pentru
utilizarea medicald generala, atat in directia factorilor de crestere hematopoietici, cat si a factorilor
de crestere cu rol in vindecarea unor afectiuni (Tabel 14).

Factori de stimulare hematopoietica

Elementele figurate din sange sunt vitale pentru viata si indeplinesc multiple roluri:
transportd oxigen si dioxid de carbon, contribuie la imunitatea organismului si faciliteaza
coagularea sangelui. Procesul de diferentiere a celulelor precursoare imature din maduva osoasa in
celule sanguine mature, functionale, este controlat prin multiple mecanisme de reglare, ce permit
inlocuirea celulelor pierdute prin activitati fiziologice, in caz de hemoragie sau distrugere. Procesul
de generare si maturare a celulelor sanguine se numeste hematopoiezi. Hematopoieza este mediata
de o serie de factori de crestere hematopoietica (HGF), care actioneaza individual si in diverse
combinatii. Medierea implicd mecanisme complexe de feedback care rezultd in stimularea,
proliferarea, diferentierea si functionarea celulelor hematopoietice.

Au fost identificate cel putin zece tipuri de celule sanguine mature, derivate din celulele
hematopoietice primordiale din maduva osoasd. Acest rezervor primordial de celule stem
pluripotente cuprinde aproximativ 0,1% din celulele nucleate ale maduvei osoase si 5% din aceste
celule pot fi active concomitent. Rezerva de celule stem se mentine, aparent fara epuizare, prin
diviziune celulara. Cand are loc diviziunea unei celule stem, o celula fiica ramane in starea initiala,
iar celelalte devin unitati formatoare de colonii (CFU). CFU prolifereaza la o frecventa mai mare si
au o capacitate limitatd de auto-reinnoire, comparativ cu celulele hematopoietice pluripotente.
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Proliferarea si diferentierea sunt reglate de o serie de factori, inclusiv HGF. Acestia transforma in
cele din urma celulele CFU intr-o populatie de celule diferentiate, celulele functionale. Celulele
angajate in calea mieloida pot da nastere:eritrocitelor, trombocitelor, monocitelor si macrofagelor,
granulocitelor (neutrofile, eozinofile, si bazofile) si mastocitelor. Celulele angajate in calea limfoida
pot si se diferentieze in limfocite B sau T si plasmocite.

HGF sunt Tn general glicoproteine, care se pot distinge prin secventa aminoacizilor si
modelul de glicozilare. HGF recombinati nu sunt intotdeauna glicoproteine, fragmentele glucidice
fiind uneori inlocuite cu alte structuri, cu conditia exercitarii activitatii biologice specifice. Fiecare
HGF este codificat de o gena specifica. Producerea proteinelor recombinate se realizeaza prin
identificarea genei respective, izolarea, clonarea si inserarea acestei gene de interes intr-un
plasmide, iar apoi exprimarea proteinei de interes intr-un sistem biologic (celule de bacterii, drojdii,
sau mamifere) pentru a produce factori de crestere recombinati. Astfel de HGF recombinati includ:

- Factori leucocitari: factorul de stimulare a coloniilor (CSF) granulocitare (G-CSF), factorul
stimulator al coloniilor granulocite si macrofage (GM-CSF);

- Factori eritrocitari: eritropoietine (EPO) si darbepoetina alfa;

- Factori trombocitari: trombopoietina (TPO), factorii de crestere si dezvoltare a megacariocitelor
(MGDF) si IL-11;

- Factori de stimulare a celulelor stem (SCF).

Factorii de stimulare a coloniilor (CSF). Izolarea si dezvoltarea biofarmaceuticelor bazate
pe HGF a schimbat substantial ingrijirea pacientilor care primesc chimioterapie mielosupresiva. Doi
agenti care sustin maturarea neutrofilelor, G-CSF si GM-CSF sunt larg acceptati. G-CSF si GM-
CSF sunt doud glicoproteine de 174 aminoacizi, si respectiv de 127 aminoacizi. GM-CSF
promoveaza diferentierea precursorilor mieloizi In granulocite, monocite si eozinofile mature. De
asemenea, stimuleaza cresterea precursorilor hematopoietici pluripotenti. GM-CSF recombinat
accelereaza refacerea mieloida dupa transplant autolog de maduva osoasa. G-CSF stimuleaza
cresterea si diferentierea precursorilor neutrofilici. Administrarea G-CSF poate scurta perioada de
neutropenie asociata supresiei medulare indusa de chimioterapie (Foote, 2008). G-CSF si GM-CSF
recombinate aflate in uz terapeutic: filgrastim (Nivestim, Zarzio, Accofil, Gratofil, Granix,
Filgrastim Hexal, Ratiograstim, Tevagrastim, Neupogen), pegfilgrastim (Fulphila) si
sargramostim (Leukine). Lenograstim si molgramostim inca nu au primit autorizarea de punere
pe piata in UE si SUA.

Eritropoietina (EPO), este o0 polipeptida alcatuita din 165 aminoacizi, contine doua legaturi
disulfidice si trei lanturi laterale. Pentru realizarea activitatii biologice in vivo, EPO necesita
glicozilarea, proces care duce la cresterea greutatii moleculei de la 18,4 kDa (forma neglicozilatd) la
34 kDa (forma glicozilata). Constituie principalul reglator al eritropoiezei, induce maturarea
eritrocitara in celulele precursoare si creste rata de eliberare a reticulocitelor din maduva osoasa.
EPO este produsa de rinichi si ficat ca raspuns la hipoxie. Eritropoietina recombinata este benefica
n tratamentul deficitelor cum ar fi anemia in insuficienta renala cronica. Anemia de diverse grade
apare la pacientii cu chimioterapie, studiile clinice demonstrand eficienta moderatda a EPO 1n
ameliorarea acestei forme de anemie, la cel putin 2 luni de folosire. Totusi, multi pacienti cu cancer
sufera de anemie din cauza bolii cronice, aceasta fiind asociata cu un raspuns slab la eritropoietina,
astfel incat este putin probabil sid beneficieze de pe urma acestui tratament (Foote, 2008). EPO
recombinate aflate Tn uz terapeutic sunt epoetina alfa (Abseamed, Epogen, Procrit), pegepoetina
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(Mircera, Biocrit), epoetina beta (Neorecormon), darbepoetina alfa (Aranesp), epoetina tetha
(Biopoin, Eporatio) si un biosimilar de epoietina alfa denumit epoetina zeta (Retacrit, Silapo).

Trombopoietina (TPO) este o glicoproteina identificata impreuna cu factorul de crestere si
dezvoltare a megacariocitelor (MGDF) ca citokine ce sustin maturizarea megacariocitelor si
productia plachetelor sanguine. Romiplostim (Nplate, Amgen) este o proteina de fuziune dimerica
produsa in E. coli, fiecare monomer constand din doua domenii de legare a receptorului TPO si
regiunea Fc a 1gG-1 umane, indicata in tratamentul trombocitopeniei. Medicamentul eltrombopag
(Revolade, Novartis, GSK) nu este un produs biofarmaceutic ci o molecula sintetica ce actioneaza
ca inhibitor al receptorilor TPO, indicat pacientilor cu purpurd trombocitopenica imuna cronica.
Ambele sunt medicamente orfane.

Rolul interleukinelor in stimularea cresterii si diferentierii precursorilor hematopoietici
multipotenti, la fel ca si a precursorilor seriei eritrocitare, mieloide si megacariocitare a condus la
investigarea lor in aceste indicatii terapeutice. IL-11 este o citokind multifunctionald, regulator-
cheie al multor evenimente in hematopoieza, in special stimularea maturarii megacariocitelor. De
asemenea, este cunoscuta sub numele de factorul inhibitor al adipogenezei. Interleukina 11 este
comercializatd ca o proteind terapeutica numita oprelvekin (Neumega, Pfizer), pentru prevenirea
trombocitopeniei severe la pacientii cu cancer.

Factorul de stimulare a celulelor stem (SCF) stimuleaza proliferarea timpurie a celulelor
hematopietice si non-hematopoietice. Actioneaza si prin stimularea altor HGF (G-CSF, GM-CSF,
EPO, MGDF si IL-2). SCF este produs in stroma maduvei osoase. Ancestim (Stemgen, Amgen)
este o proteind recombinatd obtinutd cu ajutorul celulelor transformate de E. coli, prin urmare
neglicozilata. Medicamentul a fost aprobat in Canada, Australia si Noua Zeelanda.

Alti factori de crestere

Factorii de crestere asemanori insulinei (IGF) sau somatomedinele sunt doud molecule
asemandtoare proinsulinei. IGF-1 si IGF-2 au activitati pluripotente, regland cresterea, activarea,
diferentierea si mentinerea starii diferentiate a unei largi varietati de tipuri de celule. Au rol
important in dezvoltarea fatului, organogeneza, crestere longitudinala, reinnoire si reparare tisulara
(vindecarea ranilor). Sunt secretati mai ales de tesutul hepatic si functioneaza autocrin si paracrin.
IGF-1 este implicat in dezvoltarea organismului, mediind indirect hormonul somatotrop hipofizar,
intr-o axa hormonala. Proteina umana recombinata mecaserim (Increlex, Ipsen Pharma) este un
IGF-1 uman recombinat, indicat copiilor cu deficiente de crestere sau deletie a genei rGH.

Factorii de crestere ai fibroblastelor (FGF) sunt o familie de peste 20 de proteine ce induc
o serie de raspunsuri mitogene, chemotactice si angiogene. Palifermin (Kepivance, Swedish
Orphan Biovitrum) este un factor de crestere a keratinocitelor uman recombinat, indicat n
tratamentul mucozitei severe la pacientii oncologici.

Factorii de crestere ai endoteliului vascular (VEGF) sunt proteine ce stimuleaza formarea
vaselor de sange. Functia normald a VEGF este de a crea noi vase de sdnge in timpul dezvoltarii
embrionare, Tn urma unor leziuni, ori generarea circulatiei colaterale in cazul vaselor blocate.
Concentratia serica de VEGF este ridicatd in astm bronsic si diabet zaharat. Tumorile solide nu pot
creste dincolo de o anumitd dimensiune in lipsa vascularizatiei, iar cancerele care pot exprima
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VEGF sunt capabile sa creascd si sd metastazeze. Supraexprimarea VEGF poate provoca boli
vasculare n retina si alte organe. Medicamente pe baza de anticorpi monoclonali (bevacizumab,
ranibizumab) sau acizi nucleici (pegaptanib) pot inhiba VEGF contribuind la controlul sau
Tncetinirea evolutiei acestor boli. Aflibercept (Eylea, Bayer) este 0 proteina de fuziune constand din
domeniul de legare a ligandului extracelular ale receptorului VEGF fuzionat la IgG Fc, produsa in
celule CHO, indicatd in degenerescenta maculard. Aceeasi substantd comercializatd de Sanofi sub
denumirea Zaltrap este destinata tratamentului n cancer colorectal metastatic.

Factorii de crestere a nervilor (NGF) sunt neurotrofine, citokine ce regleaza dezvoltarea,
mentinerea §i supravietuirea neuronilor, atat in sistemul nervos central cat si in cel periferic. Unii
sunt sintetizati in neuronii senzitivi, altii in alte tipuri de celule, cum ar fi mastocitele. In organism
genereaza efecte multiple si diverse, fiind implicati in raspunsul imun, proliferarea celulelor
pancreatice, stimularea ovulatiei si cascada de reactii hormonale ce stimuleazd sentimentele
euforice si romantice. NGF sunt extrem de vizati de industria biofarmaceutica in vederea dezvoltarii
medicamentelor pentru preventia si terapia bolilor neurodegenerative. Produsul cenergermin
(Oxervate, Dompé Farmaceutici) este un factor neutrofic recombinat aprobat in anul 2017 in UE.
Formulat sub forma picaturilor oftalmice, este indicat in keratitd neutrofica, o boala degenerativa a
corneei cauzatd de lezarea nervului trigemen. Medicamentul este studiat pentru alte aplicatii precum
sindromul ochilor uscati, retinita si glaucom.

Tabel 14. Biofarmaceutice bazate pe factori de crestere recombinati.

Factori de crestere

. . . Denumire Indicatii terapeutice
umani recombinati
G-CSF Filgrastim, Neutropenie febrila indusa de chimioterapie, neutropenie cronica
Pegfilgrastim severd, anemie aplastica; sustinerea hematopoiezei dupa
Lenograstim transplantul de maduva osoasa; suport in chimioterapie;

consolidare pentru leucemie mielogena; mobilizarea celulelor stem
pentru transplant; prevenirea infectiilor la bolnavii cu HIV/SIDA

GM-CSF Sargramostim Sprijin pentru hematopoieza dupa chimioterapie si dupa
Molgramostim transplantul de maduva osoasd; mobilizarea celulelor stem pentru
transplant. Utilizati in caz de esec al transplantului de maduva
0soasa
EPO Epoetin alfa, Anemie asociata cu insuficientd renala cronica; tratamentul
Epoetin beta, simptomatic al anemiei la pacientii predializati; cresterea
Darbepoetin alfa disponibilitatii preoperatorii de singe autolog in programe de

donare; anemie determinata de zidovudina la pacientii cu HIV /
SIDA; anemie indusa chimioterapic

TPO Romiplostim Trombocitopenie

IL-11 Oprelvekin Prevenirea trombocitopeniei severe si de reducere a transfuziilor de
trombocite dupa chimioterapie

SCF Ancestim Impreuna cu filgrastim pentru a creste mobilizarea celulelor stem
pentru transplant autolog

IGF Mecaserim Deficiente de crestere la copii

FGF Palifermin Mucozité orala severi la pacienti oncologici

Proteine de fuziune Aflibercept Degenerescentd maculara

VEGF-1gG Cancer colorectal metastatic

NGF Cenegermin Keratitd neutrofica
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9.4. Derivatii din sange

9.4.1. Factori de coagulare a sangelui

Procesul de coagulare a sangelui are 0 componenta celulara (trombocitele) si una proteica
(circa 30 de factori ai coagularii), activate intr-o suita de procese derulate in cascada. Din punct de
vedere biochimic, coagularea are loc in momentul precipitarii fibrinogenului (factorul 1 al
coagularii), care se transforma in fibrind, o substanta insolubila care formeaza o retea. Mecanismul
coagularii implica activarea, aderenta si agregarea trombocitelor, precum si depunerea si maturarea
fibrinei. Tulburarile coagularii conduc fie la hemoragii, fie la tromboze.

Hemofilia este o genopatie hemoragica rard, transmisa de catre femei, afectdnd in special
descendenta masculind, prin transmiterea unei tare purtate pe cromosomul X. Cele mai frecvente
doua forme clasice de hemofilie sunt cauzate de deficitul unuia din cei doi factori esentiali pentru
formarea tromboplastinei plasmatice:

A. Hemofilia de tip A ( deficit de factor VIII al coagularii — globulina antihemofilica A);
B. Hemofilia de tip B (deficit de factor IX al coagularii).

Prevalenta la baieti a hemofiliei A este de 1:5.000, iar a hemofiliei B de 1:40.000 de nou-
nascuti (Castaman si Matino 2019). Tratamentul transfuzional pune numeroase probleme: ramane
scump, pot sd apard anticorpi circulan{i antiA sau antiB si existd riscul contamindrii. Factorii
coagularii sunt macromolecule complexe, de aceea sinteza chimica este complicata i se obtin prin
biotehnologii si prin tehnici de inginerie genetica.

Factorul VIII al coagularii (F VIII) poate fi extras din plasma, intr-o suitd de etape:
1. Crioprecipitarea derivatilor din plasma umana;
2. Inactivarea virala prin tratament termic sau chimic;
3. Cromatografia pe schimbatori de ioni pentru indepartarea contaminantilor proteici, eliminarea
solventilor si a detergentilor, concentrarea F VIII,
4. Filtrarea si adaugare de stabilizator, rezultand F VIII derivat din plasma ce contine si factor von
Willebrand (rol stabilizator).
Sau
3. Cromatografie de imunoafinitate (captarea F VIII pe anticorpi monoclonali);
4. Cromatografie aditionala;
5. Filtrare prin dializa, stabilizator, rezultand F V11 derivat din plasma, imunopurificat.

Izolarea genelor care codifica producerea factorilor coagularii a deschis calea producerii

acestora prin inginerie genetica:

- Introducerea genei ce codifica sinteza F VIII uman in microorganisme si producerea proteinei
dorite prin fermentatie;

- Introducerea genei ce codifica sinteza F VIII uman in culturi de celule (CHO, BHK) si
exprimarea acesteia prin producerea proteinei dorite;

- Obtinerea de animale transgenice (vaci, capre, oi) cu scopul obtinerii F VIII uman in lapte.
Inconvenient: prezenta proteazelor;
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- FVIHI uman recombinat prin stabilizarea cu sucroza in locul albuminei umane.

In UE sunt disponibile 13 produse biofarmaceutice pe bazi de F VIII sub diverse denumiri:
octocog alfa (Advate, Helixate, Kovaltry, Iblias, Kogenate), octocog alfa conjugat cu PEG
(Adynovate), moroctocog alfa (ReFacto), turoctocog alfa (NovoEight), efmoroctocog alfa
(Elocta), simoctocog alfa (Vihuma, Nuwiq), lonoctocog alfa (Afstyla), susoctocog alfa (Obizur),
rurioctocog alfa pegol (Adynovi).

Factorul IX al coagularii (F IX) se obtine in prezent prin sinteza genei ce codifica factorul

IX, inserarea acesteia in linii celulare producatoare si sinteza in bioreactoare, metoda ce prezintad
unele avantajele:

e Producerea independentd de sange si produsi derivati din sange;

¢ Nu se utilizeaza proteine umane sau animale;

¢ Purificarea nu necesita anticorpi monoclonali, proteine umane sau animale;

o Stabilitatea factorului IX recombinat conduce la formularea fara utilizarea albuminei sau a
altor proteine umane sau animale.

Sunt disponibile 5 produse biofarmaceutice pe baza de F IX sub diverse denumiri: nonacog
alfa (Benefix), nonacog gamma (Rixubis), nonacog beta pegol (Refixia), albutrepenonacog alfa
(Idelvion), eftrenonacog alfa (Alprolix), produsi in linii celulare CHO, BHK sau HEK.

Alti factori ai coagularii au fost obtinuti prin inginerie geneticd si ingineria proteinelor.
Eptacog alfa (NovoSeven) este indicat in unele forme de hemofilie, trombina (Recothrom) contine
F II uman recombinat si este indicata pentru controlul sangerarii in operatii chirurgicale, caridecog
(Novothirteen) se adreseaza deficitului congenital de F Xllla (produs in S. cerevisiae).
Medicamentul pe baza de factor X recombinat inactivat — zhzo (Andexxa) a fost aprobat pentru
pacientii tratati anterior cu rivaroxaban sau apixaban (anticoagulante), pentru reversia efectului
acestora. Recent a fost lansat si un produs ce contine factorul recombinat uman von Willebrand
(Vonvendi).

In ceea ce priveste hemofilia, telul final este reprezentat de vindecarea prin transferul unei
gene normale la pacientii hemofilici, care ar deveni astfel capabili sd produca proteine de coagulare.
Rezultatul asteptat a fost atins in anul 2011, cand a fost raportata tratarea cu succes a hemofiliei B
folosind terapia genica. Investigatorii au introdus gena F9 intr-un vector adeno-asociat, care are o
predilectie pentru ficat, unde se produce factorul IX. Vectorul ramane in afara cromosomilor, astfel
incét nu perturba alte gene. Solutia continand virusul de transductie a fost perfuzata intravenos.
Pentru a preveni respingerea, pacientii au primit tratament cu steroizi cu scopul suprimdrii
raspunsului imun. In anul 2013, s-a raportat ci la doi ani dupa tratarea a sase persoane cu hemofilie
prin administrarea virusului adeno-asociat modificat genetic, toti pacientii inca produceau factorul
de coagulare a sangelui.

9.4.2. Medicamente anticoagulante

Desi formarea cheagurilor de sdnge este esentiala pentru mentinerea hemostazei, coagularea
inadecvata poate conduce la complicatii medicale grave, uneori letale. Formarea unui agregat
fibrino-plachetar (tromb) poate obstructiona partial sau complet fluxul de sange si, prin urmare,
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oxigenarea tesuturilor deservite. Tromboza coronariana poate cauza atacul de cord, caracterizat prin
decesul (infarctul) muschiului deprivat de oxigen; de aici termenul de infarct miocardic.
Dezvoltarea unui tromb intr-un vas de sange care alimenteaza creierul poate avea ca rezultat
accidentul vascular cerebral. Tn plus, desprinderea fragmentelor din cheaguri de sange formate Tn
sistemul circulator poate obstructiona fluxul sangvin in alte organe, proces denumit embolie.

Anticoagulantele sunt substante care pot preveni coagularea sangelui si, prin urmare,
utilizarea terapeutica este recomandata atunci cand exista un risc crescut de coagulare. Acestea sunt
adesea administrate la pacientii cu boala cardiacd coronariand si la pacientii care au suferit un atac
de cord, pentru prevenirea episoadelor recurente. De asemenea sunt aplicate probelor de sange la
recoltare, Tnainte de efectuarea testelor de diagnostic (Tabel 15).

Tabel 15. Principalele substante anticoagulate obtinute biotehnologic (dupa Walsh, 2007).

Agent Structura chimica | Masa moleculara Surse

anticoagulant (kDa)

Heparina Glucozaminoglican | 3-40 Plaméan de bovine, mucoasa gastrica porcina,

inginerie geneticd

Hirudina Polipeptida 7 Saliva de lipitoare, inginerie genetica

Ancrod Polipeptida 35 Venin de viperd, inginerie genetica

Proteina C Glicoproteina 62 Plasma umana, inginerie genetica
Heparina

Heparina, un heparan sulfat cu rol anticoagulant, este produsda in special de mastocite
endoteliale si stocata intracelular sub forma de granule. Odata eliberata in fluxul sangvin, heparina
se leaga si activeaza antitrombina. Complexul heparina-antitrombina leaga apoi o serie de factori de
coagulare activati (lla, 1Xa, Xa, Xla si XIIa), inactivandu-i. Apoi, heparina se disociaza si se
combina cu o altd molecula de antitrombina, initind astfel o alta runda a acestui ciclu inhibitor.

Biotehnologia a parcurs un traseu lung, evoludnd in eliminarea necesitatii de a furniza
medicamente recoltate din surse animale, insa heparina a fost o exceptie. Heparina bovind a fost
permisa pana in anii 1990, cand utilizarea sa a fost intrerupta din cauza preocuparilor legate de
encefalopatia spongiformd bovind. De atunci, productia globala a medicamentului se bazeaza pe
utilizarea heparinei porcine obtinute in China, ce constituie circa 80% din materia primd la nivel
Global. Consumul de heparina este enorm, in SUA fiind estimat la 300.000 de doze zilnic (Glass
2018)

Producerea de heparina recombinati implica un nivel ridicat de complexitate, Tntrucat
heparina este sintetizata intr-o cale metabolicd complexd care implicd peste 20 de enzime.
Polizaharidele heparinei sunt produse in mod unic in mastocite, dar mastocitele sunt deosebit de
dificil de propagat si intretinut. Firma Tega Therapeutics a dezvoltat o tehnicd de productie a
heparan sulfatului n linia de celule CHO. Modificari genetice suplimentare vizeaza reducerea unor
substructuri de legare a proteinelor, de exemplu, pentru legarea factorului plachetar 4 (citokina
eliberatd de trombocitele activate in timpul coagularii), pentru a reduce riscul de trombocitopenie
indusd de heparina.

Hirudina

Hirudina este o polipeptida de 65 aminoacizi, extras din saliva lipitorilor (Hirudo
medicinalis). Efectul anticoagulant se datoreaza legarii si inactivarii trombinei. Doud produse
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biofarmaceutice pe baza de hirudinid recombinati exprimata in Saccharomyces cerevisiae au fost
aprobate pentru comercializare in anul 1997: lepirudina (Refludan, Celgene Europe/Bayer) si
desirudina (Revasc, Canyon Pharmaceuticals). Productia ambelor medicamente a incetat, fiind
retrase de pe piatd in 2012 si respectiv 2014.

Antitrombina

Antitrombina este cel mai abundent inhibitor natural al coagularii, un inhibitor de
serinproteaza. Este o glicoproteind cu un singur lant de 432 aminoacizi, care prezintd patru catene
laterale oligozaharidice, avand o masa moleculara aproximativa de 58 kDa. Este prezenta in plasma
la concentratii de 150 pg / ml si este un inhibitor potent al trombinei (factorul Ila), precum si al
factorilor IXa si Xa, exercitand actiuni inhibitorii i asupra factorilor XIla, XIa si a complexului
factor VIIa si factor tisular. Inhiba trombina prin legarea directd a acesteia. Concentratul
antitrombinei derivate din plasma a fost utilizat in terapie incd din anii 1980 pentru tratamentul
deficientei de antitrombina, ereditara si dobandita (Walsh 2007).

Antitrombina umani recombinata exprimata in laptele caprinelor transgenice este prima
biomoleculd obtinuta intr-un animal transgenic, aprobata pentru uz medical ih UE din anul 2006.
Atryn (rEVo Biologics) are o secventda de aminoacizi identica cu cea a antitrombinei umane native,
desi compozitia oligozaharidica difera de cea a moleculei native. Secretia proteinei recombinante Tn
laptele unui animal transgenic este posibila prin generarea unui vector de exprimare continand gena
codificatoare a proteinei de interes fuzionata cu elemente de reglare a lactatiei si introducerea
constructului in linia germinativa a speciei de productie

Un produs asociat continand drotrecogin alfa (Xigiris, Eli Lilly) a fost de asemenea aprobat
pentru uz medical. Drotrecogin alfa este o proteina C activata, o molecula umana recombinata care
joacd un rol important in controlul coagularii in vivo. Produsul recombinat este obtinut intr-o linie
celulara de mamifere, fiind indicat in tratamentul sepsisului sever, pentru a preveni insuficienta
multipla de organe care poate fi declansata de formarea cheagurilor de sange. Medicamentul a fost
ulterior retras voluntar de compania producatoare, din cauza eficacitatii limitate.

9.4.3. Agenti trombolitici

Depunerea de fibrind si trombocite in sistemul vascular conduce la boli tromboembolice,
care sunt responsabile pentru o ratd considerabild a mortalitatii si morbiditatii. Terapia trombolitica
timpurie poate reduce mortalitatea, imbunatatind permeabilitatea arterei coronare la pacientii cu
infarct miocardic acut. Tn timpul fibrinolizei, plasminogenul zimogen inactiv este convertit
enzimatic la forma sa activa, plasmina, care, la randul sdu digera matricea de fibrind insolubila a
unui tromb in produsul de degradare, fibrina solubila. Plasminogenul este o glicoproteina implicata
in procesul de dizolvare a trombului intravascular. Pentru a putea fi activ, acesta este convertit n
plasmina de catre urokinaza, streptokinaza sau de catre activatorul tisular al plasminogenului.

Activatorul tisular al plasminogenului (t-PA) prezinta specificitate pentru fibrina, cu
minimum de fibrinogenoliza sistemica, deci cu efecte secundare reduse. T-PA endogen este o0 serin
proteaza sintetizata de catre celulele endoteliale vasculare ca o polipeptida cu un singur lant de 527
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de aminoacizi, avand masa moleculard de 64 kDa. Exista doua tipuri de tPA nativ, t-PA 1 si t-PA I,
care difera prin cateva legaturi din cadrul moleculei. In timpul fibrinolizei, lantul polipeptidic t-PA
este scindat intre Arg275 si [1e276 de catre plasmina, rezultand doud lanturi bicatenare t-PA (Modi
2008).

Biofarmaceuticele de prima generatie cu functie de activatori ai plasminogenului sunt
enzimele trombolitice streptokinaza si urokinaza. Acestea activeaza plasminogenul circulator liber
la plasmina si degradeaza nespecific fibrinogenul si alti factori de coagulare. Prin urmare, provoaca
fibrinoliza sistemica care poate conduce la hemoragii. A doua generatie de activatori sunt
anistreplaza (amestec echimolar de streptokinaza si plasminogen uman acilat) si alteplaza (t-PA
recombinat exprimat in linii celulare CHO). Medicamentele de generatia a treia includ variante
modificate ale t-PA recombinat, cu proprietati structurale si functionale imbunatatite: timp de
Injumatatire mai lung, rezistentd la inhibitori, sigurantd si eficacitate imbunatatita, specificitate
crescuta pentru fibrind. Astfel sunt reteplaza exprimata in celule de E. coli si tenecteplaza exprimata
n linii celulare CHO (Adivitiya si Khasa 2017).

Alteplaza (Activase, Roche/Genentech) lansata in anul 1987 este un agent trombolitic
identic cu t-PA uman endogen produs in celule CHO. Este indicata in scopul gestionarii infarctului
miocardic la adulti, pentru Tmbunatatirea functiei ventriculare dupa un infarct, reducerea incidentei
insuficientei cardiace congestive, reducerea mortalitatii asociate cu infarctul miocardic acut si
pentru gestionarea emboliei pulmonare acute masive la adulti. De asemenea, este indicat pentru
tratamentul in caz de de accident vascular cerebral ischemic acut, daca tratamentul este initiat in 3
ore de la debutul simptomelor caracteristice accidentului vascular cerebral si dupa excluderea
hemoragiei intracraniane prin tomografie computerizata.

Reteplaza (Retavase, Chiesi; Rapilysisn, Actavis/Roche) (1996) este 0 varianta de activator
de plasminogen recombinat, ce contine doar 355 reziduuri de aminoacizi. Este obtinuta prin deletia
unor fragmente ale t-PA uman, exprimat in tulpina K2 de E. coli ca o peptida cu lant unic,
concentrata in corpi de incluziune.

Tenecteplaza (TNKase, Roche/Genentech) (2000) este un t-PA uman recombinat modificat,
care are substitutii de aminoacizi in trei regiuni ale moleculei ce contine 527 de aminoacizi. Este
produs in linii celulare CHO.

Eficacitatea dar si riscurile §i efectele secundare la administrarea alteplazei, reteplazei si
tenecteplazei sunt similare. Cateva variante usor modificate de t-PA recombinat (lanoteplaza,
desmoteplaza, pamiteplaza, monteplaza) au parcurs etape in studii preclinice si clinice, insa
cercetarile au fost abandonate din lipsa unor dovezi semnificative de eficienta.

9.4.4. Alte molecule biofarmaceutice derivate din sange

Cateva produse inovatoare au fost aprobate recent pentru terapia clinica a angioedemului si
pentru aderenta vitreomaculara.

Angioedemul (edemul Quincke) este o maladie caracterizatd de o inflamatia rapida a
tegumentului, tesutului subcutanat, mucoaselor si submucoaselor. Poate fi ereditar sau dobandit.
Angioedemul ereditar de tip I si II este o consecinta a deficientei inhibitorului esterazei C1 (C1-
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INH) la nivelul complementului si al sistemului kalicrein-kinina, ori a C1-INH nefunctional, fiind
determinat de o mutatie in gena SERPINGI. Tipul Il este cauzat de cresterea cantitatilor de
bradikinind care favorizeaza edemul, fiind determinat adesea de o mutatie a genei factorului XII al
coaguldrii sangelui. Angioedemul ereditar are o incidentd de aproximativ 1:50.000. Angioedemul
dobandit este cauzat fie de degradarea C1-INH la pacientii cu afectiuni reumatologice si boli
maligne limfoproliferative cu celule B, fie de inactivarea C1-INH de catre anticorpi secretati de
limfocitele B. Pentru tratamentul angioedemului ereditar sunt disponibile formule farmaceutice
continand inhibitorul esterazei C1 derivat din plasma umana (Cinryze si Berinert). Icatibant este o
decapeptida sintetica care actioneaza simptomatic, blocand receptorul B2 pentru bradikinina.
Formularea proteinei umane recombinante a fost dezvoltata ca o alternativa la C1-INH derivata din
plasma umana pentru a elimina riscul de transmitere a agentilor patogeni transmisibili prin sange,
precum si pentru a oferi o sursa fiabila si scalabila care nu depinde de donatorii de plasma umana.

Ecalantida (Kalbitor, Dyax) (2009) este un medicament utilizat pentru tratamentul
angioedemului ereditar si pentru prevenirea pierderilor de sange in chirurgia cardiotoracica.
Functioneaza ca un inhibitor al proteinei plasmatice kalicreind si fost generat prin tehnica expunerii
pe suprafata bacteriofagilor. Metoda a permis identificarea rapida a acestui ligand proteic specific
tintei, dintr-o biblioteca de variante concepute rational pe baza domeniului Kunitz (domeniu activ al
proteazelor) al inhibitorului caii factorului tisular (TFPI). TFPI este o polipeptida care inhiba
reversibil factorul Xa, iar complexul Xa-TFPI poate inhiba ulterior si factorul Vlla. Ecalantida este
0 polipeptida de 60 aminoacizi, exprimata in celule de drojdie (Pichia pastoris) si purificata prin
cromatografie (Farkas si Varga 2011).

Conestat alfa (Ruconest, Pharming Group) (2010) este un inhibitor al esterazei C1 (C1-
INH) uman recombinat, o glicoproteina derivata din laptele iepurilor transgenici. Secventa de 478
de aminoacizi a C1-INH uman recombinat este identica cu cea a proteinei umane endogene, dar are
diferente in modelul de glicozilare. Proteina cu o puritate > 99% este obtinuta printr-o procedura de
purificare in 3 etape, incluzand cromatografia cu schimb de cationi, cromatografia cu schimb de
anioni si cromatografia de afinitate. Este aprobat in UE si SUA pentru tratamentul angioedemului
acut din cauza deficitului de C1-INH, la adulti si adolescenti (Riedl 2015).

In aderenta vitreomaculara, corpul vitros al ochiului uman ader puternic la retini, iar pe
masurd ce ochiul imbiatraneste, corpul vitros se separa de retind. In detasarea vitroasa incomplet3,
tractiunea vitreomaculara patologica rezultata poate provoca leziuni oculare severe.

Ocriplasmina (Jetrea, ThromboGenics) (2012) este un produs biofarmaceutic indicat pentru
tratarea aderentei vitreomaculare. Ocriplasmina este 0 proteind recombinata, un fragment C-
terminal al plasminei umane, obtinutd din microplasminogen produs intr-un sistem de exprimare
Pichia pastoris. Cercetari recente indica faptul ca E. coli ar putea fi utilizata pentru supraexprimarea
ocriplasminei in corpi de incluziune (Baghban si colab. 2021).
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9.5. Enzimele

Enzimele sunt molecule proteice complexe, prezente in celulele vii, unde actioneaza drept
catalizatori 1n reactiile biochimice ale metabolismului. Astfel, biocatalizatorii enzimatici
accelereaza reactiile chimice fara a fi consumati in aceste transformari. Enzimele se pot acumula
extracelular si pot actiona in vitro, capacitate exploatata in procesele industriale, in tehnologia
enzimelor. Tehnologia unei enzime cuprinde producerea, izolarea, purificarea, folosirea in forma
solubila si in final mobilizarea si utilizarea intr-o gama larga de sisteme bioreactor. Multe enzime
specifice sunt folosite din ce in ce mai mult in aplicatii diverse: chimice, de diagnostic si tratament.
O gama variatd de enzime intracelulare de interes farmaceutic sunt acum obtinute industrial, precum
glucozooxidaza — conservant, penicilinaza — conversia antibioticelor, asparaginaza — in terapia
cancerului, o gama variatd de enzime pentru suplimentarea deficitului metabolic, tratarea unor
maladii genetice etc.

Enzimele relevante din punct de vedere farmaceutic reprezintd o componenta importantd a
industriei biofarmaceutice. Acestea sunt in general definite ca promedicamente care vizeaza o
reactie biologica specifica reversibild sau ireversibild, pentru a trata o anumita boala. Principalele
surse principald de enzime sunt plantele, animalele si microorganismele. Dupa origine se disting:

A. Enzime de origine vegetala: papaina extrasa din Carica papaya, bromelina din Ananas comosus
Merr, freina din Ficus glabrete.

B. Enzime de origine animala: pepsina obtinutd prin autodigestia mucoasei gastrice porcine,
concentrata si liofilizata.

C. Enzime de origine microbiana: cele mai avantajoase si cu aplicatii extrem de variate.

D. Enzime produse in linii celulare de mamifere, care pot exprima proteina in conformatia
moleculei umane native.

Obtinerea de preparate enzimatice cu ajutorul microorganismelor

Microorganismele pot fi cultivate usor si rapid, la un pret de cost redus, iar astfel se pot
obtine numeroase enzime utile pentru aplicatii biotehnologice. Avantajele acestora includ
caracteristici precum: activitatea specificd per unitate a produsului; productia neinfluentata de
fluctuatii sezoniere ale materiei prime, variatii climatice etc; disponibilitatea unui spectru larg de
actiune al enzimei . Ingineria genetica a marit posibilitatile de optimizare a randamentului si
spectrului de mutatie, inductie si selectie a conditiilor de crestere, prin tehnologia ADN recombinat.
Situatia in care tulpinile microbiene recombinate nu pot exprima biomolecula doritd in conformatia
moleculard similara moleculei umane native (modificari post-translationale, pliere etc) poate duce la
ineficienta terapeuticd sau afectarea profilului de sigurantd. Ingineria proteica poate oferi solutii

pentru unele din aceste dezavantaje.

Tulpinile selectionate sunt pastrate prin liofilizarea culturii, iar in cazul micromicetelor
nesporulate, prin pastrarea lor in azot lichid. Se prepard un numar de subculturi identice, utilizandu-
se o proba pentru fiecare tanc de fermentatie. Criterii de selectie ale microorganismelor si
proceselor de exploatare in tehnologia enzimelor:
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¢ Sa nu fie tulpini patogene;

¢ Sa nu fie microorganisme care elaboreaza exo-, endo-, micotoxine (aflatoxine);

e Sa nu posede activitate antibiotica si sa nu aiba potential alergen;

e Sa produca in cantitafi mari enzima sau complexul enzimatic de interes (se preferd mutantele
nerepresibile prin produsul finit);

e Sa nu fie pretentioase din punct de vedere nutrifional;

e S3 elibereze enzima extracelular;

e Procesul de dezvoltare a microorganismului si biosinteza sa dureze cat mai putin;

e Sa se preteze prelucrarii tehnologice facile a mediului de culturd dupa biosinteza, astfel incat
Separarea sa se efectueze simplu.

Se utilizeaza medii de cultura simple care contin o sursa de carbon, proteine, elemente
minerale (hidrolizate de amidon, zaharoza, melasa, grau, orz, porumb, fiind de soia, fiind din
seminte de bumbac, zer). Culturile sunt submerse, aerate, cu echipament conventional pentru
conditii aseptice. Faza de crestere dureaza uzual 12-24 ore iar producerea enzimei este constanta
pana la terminarea procesului (dupa 50-150 ore). Adesea, enzimele se obtin in proces continuu, iar
durata depinde de pierderea productivitatii microorganismului.

Cele mai utilizate enzime sunt cele care se elimina in mediul extracelular. Cultura bacteriana
se indeparteaza prin filtrare, urmatd de evaporarea sau ultrafiltrarea lichidului. Substantele coloidale
se indeparteazd prin floculare. Stabilizarea enzimei se realizeazd cu alcooli ai zaharurilor,
hidrolizate de amidon. Se accepta o pierdere a activitatii catalitice de 10% in decurs de 1 an.

In vederea purificarii se utilizeaza fie tehnici clasice precum precipitarea cu saruri neutre, cu
solventi organici, termoprecipitarea, precipitarea la pH izoelectric, adsorbtia fractionatd, fie
cromatografia de afinitate. Enzima trebuie purificatd conform cerintelor impuse de utilizarea ei
ulterioara ca biocatalizator: sd nu aiba gust, substante toxice, microorganisme contaminante, sa fie
usor de manipulat si utilizat, sa prezinte capacitate catalitica stabild si standardizatd si sd fie
rezistenta la atacul microbian.

Pentru aplicatii practice ale enzimelor microbiene se utilizeaza enzime libere, imobilizate si
celule microbiene imobilizate. Cele imobilizate simplifica mult biotehnologia si scad considerabil
pretul de cost, cresc eficacitatea, protectia impotriva degradarii si dezactivarii, retentia enzimei,
stabilitatea, permitand reciclarea si utilizarea repetitiva sau in proces continuu (Butiuc-Keul 2014).

Utilizarea enzimelor n industria farmaceutica si in medicina

Enzimele importante din punct de vedere industrial, cum ar fi a-amilaza, proteaza si lipaza
alcalind, sunt necesare in volume mari, dar au o valoare inerentd scidzutd a unitatii, astfel incat
acestea necesitd un cost de fabricare mic. Pe de alta parte, enzimele farmaceutice sunt produse in
volume mai mici, la puritate mare si au costuri de productie ridicate.

In industria farmaceutici, aplicatiile majore ale enzimelor imobilizate sunt cele de
bioconversie, precum productia de 6-APA utilizdnd penicilin amidaza imobilizata. Implementarea
tehnicilor de biologie moleculara au condus la identificarea unei palete largi de enzime care au
devenit necesare, printre care ADN polimeraza, endonucleazele, ligazele etc. Dezvoltarea
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tehnologiei ADN recombinat a avut un efect major asupra metodelor de productie a enzimelor, iar
n prezent peste 50% din piata enzimelor este asigurata de proteine recombinate.

Utilizarea enzimelor in medicina are numeroase indicatii:

- Compensarea deficitului anumitor enzime, in insuficiente functionale, dobandite sau ereditare:
amilaza, celulaza, lactaza, galactozidaze, pancreatina etc;

- Indepartarea unor structuri denaturate sau modificate, a unor resturi de celule sau tesuturi si
curatarea ranilor: tripsina, chemotripsina, colagenaze;

- Liza cheagurilor de sange: streptokinaza, urokinaza etc;

- Terapia complexa a formatiunilor canceroase: urat oxidaza (acumuldri plasmatice de acid uric),
asparaginaza (leucemii);

- Maladii genetice: DNaze (fibroza chistica), glucocerebrozidaze (boala Gaucher), a-glucozidaza
acida (boala Pompe), a-galactozidaze (boala Fabry) etc;

- Eliminarea complexelor imune dezvoltate n inflamtiile asociate bolilor autoimune: serapeptaza,;

- Terapii antihelmintice: cistein proteaze;

- Detoxifierea organismului: superoxid dismutaza.

9.5.1. Enzime cu rol trombolitic

Streptokinaza

Streptokinaza, 0 enzima de origine bacteriand, este o proteind extracelulara de 48 kDa
produsa de mai multe specii de Streptococcus sp. Izolarea genei care codifica streptokinaza,
clonarea acesteia si exprimarea in E. coli au facut posibila producerea streptokinazei recombinate,
exprimatd Tn corpi de incluziune sau secretata extracelular. Enzima este apoi purificata, formulata si
liofilizata (Walsh 2007).

Capacitatea sa de a induce liza cheagurilor de snge se datoreaza legarii de plasminogen si
conversiei acestuia la plasmina. Primele preparate terapeutice administrate pacientilor au provocat
adesea complicatii imunologice, datoritd impuritatilor prezente in aceste produse. Purificarea
cromatografica, Tn special utilizand filtrarea in gel si coloane de schimb ionic, a depasit multe dintre
dificultatile initiale. Preparatele pure de streptokinaza in forma liofilizata (inca obtinute prin
mijloace nerecombinante) contin o cantitate de albumina ca excipient, in scopul prevenirii flocularii
ingredientului activ la reconstituire.

Streptokinaza este un agent trombolitic utilizat pe scara larga pentru a trata o varietate de
tulburari trombo-embolice, precum: emblism pulmonar, tromboza venoasa profunda, ocluzie
arteriald, infarct miocardic acut. Fiind o proteina bacteriana, streptokinaza este un puternic antigen.
Administrarea sa poate induce reactii alergice de la inrosire locala pana la soc anafilactic. Un alt
dezavantaj al administrarii streptokinazei 1l constituie riscul crescut de hemoragie. Plasminogenul
activat de streptokinazd este capabil sd degradeze atat fibrina din cheagul de sange cat si
fibrinogenul liber din plasma, compromitand astfel hemostaza.
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Urokinaza

Urokinaza sau activatorul de plasminogen de tip urokinaza este o serin proteaza produsa de
rinichi si se giseste atat In plasma, cat si in urina. Au fost izolate doud variante ale enzimei: o specie
de 54 kDa si una de 33 kDa. Ambele forme prezintd activitate enzimaticd impotriva
plasminogenului, fiind capabile sa transforme proteolitic plasminogenul in plasmina. Urokinaza este
utilizatd clinic in aceleasi conditii ca si streptokinaza; datoritd originii sale umane, raspunsurile
imunologice negative sunt mai putin probabile. Dupa evenimente medicale acute, precum embolia
pulmonara, produsul este administrat in mod normal la pacient la doze initiale mari, prin perfuzare,
urmata de injectii intravenoase.

Urokinaza utilizata medical este in general purificata direct din urind umana. Este legata la o
gama de adsorbanti, cum ar fi silica gel si caolin (silicat de aluminiu hidratat), care poate fi utilizat
pentru concentrarea si purificarea partiala a produsului. Poate fi, de asemenea, concentrata si
purificatd partial prin precipitare folosind clorura de sodiu, sulfat de amoniu sau etanol. Pentru
purificarea suplimentara a urokinazei se pot utiliza diferite tehnici cromatografice, inclusiv
cromatografia cu schimb de anioni, filtrarea pe gel Sephadex si cromatografia pe coloane de
hidroxiapatita. Urokinaza este o molecula relativ stabild, ramanand activa dupa incubare la 60° C
timp de cateva ore sau o scurta incubare la pH de 1 sau 10. Dupa purificarea, filtrarea sterild si
repartizarea aseptica, urokinaza umana este supusa liofilizarii. Datorita stabilitatii sale termice,
produsul finit poate fi, de asemenea, incélzit la 60°C timp de pana la 10 ore, pentru a se inactiva
orice particule virale. Urokinaza poate fi, de asemenea, produsa prin tehnici de cultura in celule
animale, respectiv celule renale umane sau prin tehnologia ADN recombinat (Walsh 2007).

Niveluri ridicate de exprimare a urokinazei si a altor componente ale sistemului de activare a
plasminogenului se dovedesc a fi corelate cu tumori maligne. Se crede ca degradarea tisulard dupa
activarea plasminogenului faciliteaza invazia tisulara si, astfel, contribuie la metastaza. Acest lucru
face ca urokinaza sa fie o tinta atractiva pentru noi medicamente si, prin urmare, inhibitorii enzimei
urmeaza sa fie utilizati ca agenti anticancerosi. Prin interactiunea sa cu receptorul, urokinaza
afecteaza alte cateva aspecte ale biologiei cancerului, cum ar fi adeziunea celulard, migratia si caile
mitotice celulare. O strategie terapeutica inovativa o reprezinta conjugarea enzimei cu molecule
citotoxice (componenta catalitici a toxinei difterice, enterotoxina de la Pseudomonas sp.,
nanobine), pentru a tinti celule canceroase.

Stafilokinaza

Un alt agent trombolitic terapeutic, stafilokinaza, este o proteind produsa de tulpini ale
bacteriei Staphylococcus aureus. Produsul pur este o polipeptidia de 136 de aminoacizi, care
prezintd o masa moleculard de 16,5 kDa. Exista si derivati de masa moleculara inferioard, Ccarora le
lipsesc 6 sau respectiv 10 aminoacizi terminali. Toate cele trei forme au o activitate trombolitica
similara. Desi stafilokinaza nu prezinta o omologie semnificativd cu streptokinaza, ea induce un
efect trombolitic printr-un mecanism oarecum similar, formand un complex stoichiometric 1:1 cu
plasminogenul. Formarea complexului stafilokinaza-plasminogen induce scindarea proteolitica
ulterioard a plasminogenului legat pentru a forma plasmina, care ramane la randul ei legata la
stafilokinaza. Acest complex catalizeaza apoi conversia plasminogenului liber la plasmina, si poate
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chiar accelera procesul de conversie a altor grupari stafilokinaza-plasminogen in complexe
stafilokinaza-plasmina. Efectul net este generarea de plasmina activa, care actioneaza trombolitic
direct prin degradarea fibrinei din cheaguri. Proteina serica oz-antiplasmina poate inhiba complexul
plasmin-stafilokinaza activat. Se pare ca az-antiplasmina poate interactiona cu fragmentul activ de
plasmina al complexului, ducdnd la disocierea stafilokinazei si formarea consecutivd a unei
plasmin-az-antiplasmine (Walsh 2007).

Gena codificatoare a stafilokinazei a fost clonata in E. coli, precum si in diverse alte sisteme
recombinate. Proteina este exprimata intracelular si poate fi purificata, printr-o combinatie de
schimbatori de ioni si cromatografie de interactiune hidrofoba.

9.5.2. Diverse enzime terapeutice
Asparaginaza

Asparaginaza este o enzima capabila sa catalizeze hidroliza L-asparaginei, producand acid
aspartic si amoniac. Capacitatea ei de a inhiba proliferarea celulelor leucemice a fost aplicata cu
succes pentru tratarea unor forme de leucemie umana. Majoritatea celulelor umane sanatoase sunt
capabile sa sintetizeze direct asparagina din glutamind. Prin urmare, asparagina este in general
clasificata ca un aminoacid neesential. Cu toate acestea, multe celule transformate isi pierd aceasta
capacitatea de biosinteza. In general, concentratia plasmatici a asparaginei este destul de scazut.
Prin urmare, asparaginazele utile terapeutic trebuie sa afiseze o afinitate mare fata de substrat. A
fost studiata in detaliu asparaginaza din E. coli, Erwinia sp., Pseudomonas sp. si Acinetobacter sp.,
cu eficienta dovedita in inhibarea progresiei diferitelor leucemii si a unor linii celulare transformate.
Desi terapia cu asparaginaza s-a dovedit eficientd, aceasta a fost asociatd cu numeroase efecte
secundare, datorate probabil unei deficiente tranzitorii de asparaginaza la nivelul unor tesuturi
(Walsh 2007).

Doua produse biofarmaceutice pe baza de asparaginaza recombinata produsa in E. coli au
fost recent aprobate in UE (2016). Ambele sunt indicate pentru tratamentul leucemiei limfoblastice
si a limfoamelor: asparaginaza (Spectrila, Medac Gesellschaft) si pegaspargaza (Oncaspar,
Baxalta Innovations), o varianta conjugata cu PEG.

Urat oxidaza

Hiperuricemia este un sindrom biochimic caracterizat prin cresterea concentratiei sanguine a
uratului monosodic, sare a acidului uric, ca urmare a perturbdrii metabolismului purinelor. Este
favorizatd de factori genetici, stil de viatd, administrarea de medicamente. Enzima urat oxidaza are
diverse aplicatii medicale pentru tratamentul hiperuricemiei acute, inclusiv asociata cu diferite
tumori, Tn special Tn timpul chimioterapiei. Rasburicaza (Fasturtec, Sanofi) (2001) contine urat
oxidaza recombinata produsa in drojdia Saccharomyces cerevisiae.

Guta este o boala inflamatorie articulara cauzata de acumularea uratilor, ce apare la 20% din
pacientii cu hipeuricemie. Pectoglicaza (Krystexxal, Savient Pharma) este o urat oxidaza porcina
recombinata, exprimata in E. coli, indicatd in guta cronica tofacee. A fost retrasa de pe piata in anul
2016, la decizia producatorului.
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9.5.3. Enzime pentru tratarea unor maladii genetice
Dezoxiribonucleaza (DNaza)

Dezoxiribonucleaza este o enzimd ce catalizeaza clivarea hidrolitica a legaturilor
fosfodiesterice din cadrul macromoleculei de ADN, realizand astfel scindarea acesteia. Aceasta
tulburare genetica este destul de frecventa, in special in grupurile etnice provenite din nordul
Europei, unde afecteaza 1:3.000 de nou-nascuti. Printre simptomele clinice ce caracterizeaza fibroza
chistica predomina prezenta excesului de clorura de sodiu in transpiratia pacientilor, producerea
unui mucus extrem de vascos, asemanator cremei, Tn diferite organe carora le compromite grav
functia. Sunt afectati plamanii, pancreasul, tractul reproductiv, ficatul si intestinul subtire. Din
aceastd cauza, bolnavii suferda adesea infectii recurente ale tractului respirator, in special cu
Pseudomonas aeruginosa. Ca urmare a prezentei microorganismelor, la locul infectiei sunt
mobilizate populatii de leucocite, in special neutrofile, si sunt eliberate cantitati mari de ADN, atat
microbian cat si din celulele sistemului imunitar al gazdei. Avand masd moleculard mare,
moleculele de ADN cresc vascozitatea mucusului in tractul respirator.

Terapia simptomatica a pacientilor cu fibroza chistica consta in utilizarca DNazei pentru a
reduce vascozitatea mucusului respirator. Ingineria geneticd si imbunatatirea metodologiei
cromatografice au facilitat producerea de preparate cu DNaza umana recombinata Tnhalt purificata,
primul produs medicamentos primind aprobarea ih 1993. Dornaza alfa (Pulmozyme, Genentech)
este o enzima umana recombinata obtinuta intr-o linie de celule CHO, si contine o secventa de
nucleotide ce codifica DNaza umana nativa. Dupa prelucrare, enzima este purificata prin filtrare
tangentiala, urmatd de o combinatie de etape cromatografice. Glicoproteina purificatd de 260 de
aminoacizi prezinta o masa moleculara de 37 kDa.

In prezent se incearcd descifrarea mecanismelor genetice ale acestei boli si dezvoltarea
preparatelor farmaceutice pentru terapia genica. Dupa analizarea mutatiilor specifice si identificarea
a peste 1.500 de mutatii In gena putativd de fibroza chistica, localizata pe cromosomul uman 7,
reiese faptul ca un procent semnificativ din cazuri sunt legate de mutatii ale genei CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator). Molecule sintetice precum ivacaftor (Kalydeco,
Vertex Pharmaceuticals) si lumacaftor/ivacaftor (Orkambi, Vertex Pharmaceuticals) au rol de
potentiatori ai CTFR, fiind disponibile din anul 2012 respectiv 2015. O alta utilizare terapeutica a
DNazei in combinatie cu plasminogenul tisular activ (t-PA) a demonstrat o crestere a drenajului
pleural, reducerea duratei de spitalizare si scaderea necesitatii interventiei chirurgicale in pleurezii
parapneumonice si empiem.

Glucocerebrozidaza (beta-glucozidaza)

Preparatele de glucocerebrozidaza sunt administrate pentru a ameliora simptomele bolii
Gaucher, afectiune de stocare lizosomala care afecteaza metabolismul lipidic, in special degradarea
glucocerebrozidelor. Glucocerebrozidele sunt o clasa specifica de lipide, constand dintr-o molecula
de sfingozina, un acid gras si o moleculd de glucoza. Acestea se gisesc in multe tesuturi ale
corpului, n special in cel nervos, fiind adesea asociate cu teaca de mielina a nervilor. Boala
Gaucher este o0 deficienta genetica a metabolismului caracterizata prin lipsa enzimei
glucocerebrozidaza si acumularea de glucocerebrozide, in special in macrofagele tisulare. Are o
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incidenta de 1:60.000. Este o maladie autosomala recesivd asociatd unor mutatii ale genei GBA:
N370S homozigot (tipul I), L444P homozigot sau heterozigot (tipurile II si III) ce pot fi detectate in
diagnosticul prenatal. Simptomele clinice includ marirea si functionarea deficitara a unor organe
precum ficatul, splina, ganglioni limfatici, dar si anemie, oboseald, deteriorarea oaselor lungi,
manifestari neurologice si uneori retard mental. Eliglustat (Cerdelga, Genzyme) este un compus
chimic cu administrare orald, ce functioneaza ca inhibitor al glucoziltransferazei implicate in sinteza
glucocerebrozidelor.

Administrarea glucocerebrozidazei exogene ca terapie de substitutic enzimatica a
demonstrat cd reduce principalele simptome ale acestei boli. Primul medicament scos pe piata
(Ceredase, Genzyme) era continea enzima cu o greutate moleculard de 65 kDa. Aceasta era extrasa
din tesuturi placentare recoltate din maternitati, necesarul pentru tratamentul unui pacient pe timp
de un an necesitand aproximativ 27.000 de placente. in anul 1994 a fost dezvoltati versiunea
recombinatd a [-glucocerebrozidazei umane produsa in linii celulare CHO, imigluceraza
(Cerezyme, Genzyme). Medicamente lansate ulterior contin velagluceraza alfa (VPRIV, Shire
HGT) (2010) produsa intr-0 linie de fibroblaste sau taligluceraza alfa (Elelyso, Pfizer) (2012)
exprimatd in celule de morcov. Taligluceraza alfa constituie prima biomoleculd aprobatd obtinuta
intr-o plantd transgenicda. Sistemul de exprimare ProCellEx este bazat pe celule vegetale
transformate stabil cu ajutorul Agrobacterium tumefaciens continand vectorul plasmidial cu gena f-
glucozidazei si cea de rezistentd la kanamicind. Suspensia de celule modificate genetic se cultiva in
bioreactor cu alimentare continua.

Fenilalaninhidroxilaza

Fenilcetonuria este una dintre cele mai frecvente disfunctii ale metabolismului
aminoacizilor, o boald genetica grava determinatd de mutatii ale genei PAH, ce codifica
fenilalaninhidroxilaza. Hiperfenilalaninemia afecteazd un nou-nascut din 10.000 si este
responsabild, in absenta tratamentului adecvat, de aparitia unei intarzieri mintale cu instalare
progresiva (oligofrenie fenilpiruvica). Pegvaliaza-pgpz (Palynzig, BioMarin) constituie o terapie
de substitutie indicata in fenilcetonurie, aprobata in anul 2018. Contine enzima fenilalanin-amoniac-
liaza recombinata, exprimata in E. coli si conjugata cu PEG.

Alfa-galactozidaza

Preparatele biofarmaceutice cu a-galactozidaza se administreaza ca terapie de substitutie in
boala Fabry, o maladie genetica manifestata prin acumularea patologica a unor particule lipidice n
peretii vaselor de sange, cu afectarea in mod special a vaselor din piele, rinichi, inima, creier si
sistem nervos. Incidenta bolii este de 1:80.000 nou-nascuti, insa daca se ia in considerare debutul
tardiv, incidenta ar putea fi de 1:3.000. Alfa-galactozidaza umana este o glicoproteina
homodimerica de 100 kDa. Fiecare monomer de aminoacizi prezinta o masa moleculara de 45,3
kDa (cu exceptia glicocomponentului) si este glicozilat in trei pozitii.

Doua a-galactozidaze recombinate sunt disponibile pe piata din anul 2001: agalsidaza beta
(Fabrazyme, Genzyme) si agalsidaza alfa (Replagal, TKT Europe). Fabrazyme contine o-
galactozidaza umana recombinata produsa intr-o linie celulara CHO. Procesarea in aval necesita o
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combinatie de cinci etape de purificare cromatograficd urmate de concentrare si diafiltrare.
Excipientii adaugati includ manitol si agenti de tamponare a fosfatului de sodiu, iar produsul final
este liofilizat. Replagal este tot a-galactozidaza umana recombinata, produsa intr-o linie celulara
umana continud. Este, de asemenea, purificat printr-o combinatie de cinci etape de purificare
cromatografica, desi este comercializat ca o solutie lichida.

Alfa-glucozidaza acida

Alfa-glucozidaza este o enzima lizosomala implicata direct in transformarea dizaharidelor si
polizaharidelor, inclusiv a glicogenului, in glucozi. Tn cazul deficitului acestei enzime, glicogenul
nu este metabolizat, avand loc depunerea vicioasa a acestuia, mai ales la nivelul musculaturii striate
a cordului si la nivelul musculaturii netede a aparatului respirator. Acumularea excesiva de glicogen
la nivel tisular determina distrofia musculara, iar progresia bolii cauzeaza insuficienta respiratorie,
cardiomegalia, isuficienta venoasa si ischemia. Boala Pompe este 0 boald lizosomala sistemica
ereditara rara care se transmite autosomal recesiv. Este cauzata de deficitul de alfa-glucozidaza si se
manifestd prin afectare neuromusculara progresiva, debilitantd. Incidenta este aproximata la
1:40.000 de nou-nascuti.

Alglucozidaza alfa este o alfa-glucozidaza acidd umana recombinata produsa in culturi de
celule CHO, disponibila pe piata din 2006 si respectiv 2010 sub denumirile comerciale Myozyme si
Lumizyme (Sanofi si Genzyme).

Lipaza acida lizosomala

Deficitul de lipaza acida lizosomala sau boala Wolman este 0 maladie congenitald foarte
rard, cu o incidenta de 1:40.000-300.000. Este cauzata de mutatii autosomale recesive ale genei
LIPA, si in consecinta afecteaza metabolismul colesterolului si trigliceridelor. Sebelipaza alfa
(Kanuma, Alexion Europe) (2015) contine lipaza acida umand recombinata produsa in oud de gaini
transgenice. Enzima este extrasa si purificatd din albusul de ou, ce constituie materia prima pentru
fabricarea medicamentului.

Alfa-manozidaza

Manozidoza alfa este cauzatda de o mutatie genetica autosomala recesiva in gena MAN2BI,
care afecteaza productia enzimei alfa-D-manozidaza, avand ca rezultat deficienta acesteia si
tulburari de stocare lizosomala. Are o incidenta de 1:500.000 nou-nascuti. Este o boala progresiva
multisistemica, cu deteriorare neuromusculara si scheletica. Velmanaza alfa (Lamzede, Chiesi
Farmaceutici) (2018) este o varianta recombinatd a manozidazei umane, exprimata sub forma unui
precursor Tn linii celulare CHO.

Fosfataza alcalina

Hipofosfatazia este 0 boala metabolica ereditara cu o severitate clinica variabila, cu afectare
osoasd. Existd mai multe forme ale acestei boli, cu o incidentd inca necunoscuta. Prevalenta
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hipofosfateziei severe este estimata la 1:300.000 in populatia europeand. Este cauzata de mutatiile
genei care codifica fosfataza alcalina tisulara nespecifica (TNSALP), iar in prezent se cunosc peste
200 de mutatii asociate acestei boli. Asfotaza alfa (Strensig, Alexion Europe) (2015) este o proteina
de fuziune dimerica ce contine un domeniu catalitic solubil al fosfatazei alcaline tisulare nespecifice
umane, legat de un domeniu IgG Fc si un domeniu peptidic deca-aspartat, produsa in celulele CHO.

Enzime lizosomale implicate Tn mucopolizaharidoze

Mucopolizaharidele (MPS) sunt formate din glicozaminoglicani atasati la o proteina de
legatura cu un miez de acid hialuronic. Enzimele lizosomale degradeaza aceste macromolecule in
componente mai mici. Heparan sulfatul, dermatan sulfatul si keratan sulfatul sunt produsi ai
degradarii incomplete, iar acumularea acestora interfereaza functiile celulei. Activitatea deficienta a
enzimelor lizosomale blocheaza procesele de degradare ale MPS, conducéand la acumularea
anormald de heparan sulfat, dermatan sulfat si keratan sulfat. In functie de tipul si cantitatea de
substanta acumulata, mucopolizaharidozele sunt clasificate astfel: sindrom Hurler - tip I, sindrom
Scheie, sindrom Hunter - tip Il, sindrom Sanfilippo - tip Ill, sindrom Morquio -tip 1V, sindrom
Maroteaux-Lamy - tip VI si sindrom Sly - tip VII. Cea mai frecventa este mucopolizaharidoza tip
IV, cu o prevalenta de 1:5.000-10.000, celelalte tipuri avand o prevalenta estimata la 1:1.000.000 de
persoane. Tratamentul specific sau vindecarea sunt limitate pentru mucopolizaharidoze. Modalitatile
experimentale de tratament au condus la dezvoltarea catorva noi biofarmaceutice disponibile
comercial:

e Laronidaza (Aldurazyme, BioMarin) (2003) este o a-1-iduronidaza produsa prin tehnologia
ADN recombinat, produsa in linii celulare CHO. Este o terapie de Tnlocuire Tn mucopolizaharidoza
de tip I.

e Galsulfaza (Naglazyme, BioMarin) (2005) contine N-acetilgalactozamina 4-sulfataza umana
recombinata, produsa in celule CHO, indicatd in mucopolizaharidoza tip VI.

e ldursulfaza (Elaprase, Shyre Human Genetic Therapies) (2006) este o forma purificata a
enzimei umane recombinate iduronat-2-sulfataza, produsa in celule CHO. Este folosita pentru a
Tnlocui nivelul insuficient de enzima lizosomala in mucopolizaharidoza tip I1.

e Elosulfaza alfa (Vimizim, BioMarin) (2014) contine N-acetilgalactozamina 6-sulfataza
umand recombinata, produsa in celule CHO, indicata in mucopolizaharidoza tip IVA.

e Vestronidaza alfa-vjbk (Mepsevii, Ultragenyx Pharmaceutical) (2017) este o p-
glucuronidaza umand recombinatd produsa in celule CHO, indicata in mucopolizaharidoza tip VII.

Tripeptidil peptidaza

Lipofuscinoza ceroida neuronald sau boala Batten este 0 maladie ereditard foarte rard ce
afecteaza sistemul nervos. Se cunosc cel putin zece tipuri ale acestei tulburdri genetice, cu o
incidentd greu de apreciat. In tirile scandinave este estimati la 1:45.000, iar in Germania la
1:143.000 de nasteri. Mutatii autosomale ale genelor CLN sunt responsabile de un deficit de
enzime, precum tripeptidil peptidaza 1 n cazul genei CLN2. Cerliponaza alfa (Brineura,
BioMarin) (2017) este singura terapie de substitutiec a enzimei cu serin-tripeptidil-peptidaza 1
umana recombinatd exprimata in linii celulare CHO ca precursor.
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9.5.4. Alte enzime cu importanta farmaceuticdi
Carboxipeptidazele

Glucarpidaza (Voraxaze, BTG International) este o carboxipeptidaza recombinatd produsa
n E. coli si aprobata in anul 2012 in SUA pentru intoxicatii cu metotrexat, la pacientii cu afectare
renala. Metotrexatul este un agent chimioterapic imunosupresor indicat in tratamentul cancerelor
(leucemii, limfoame, cancer pulmonar, mamar etc), al bolilor autoimune (psoriazis, artrita
reumatoidd, boala Crohn), prescris in cazul sarcinilor ectopice si pentru intreruperea
medicamentoasa a sarcinii.

Hialuronidaza

Hialuronidazele catalizeaza degradarea acidului hialuronic, un constituent al matricei
extracelulare. Ca efect, scade vascozitatea acestuia si Creste permeabilitatea tesuturilor. La om se
cunosc cinci astfel de enzime functionale, codificate de genele HY AL. Deficitul de hialuronidaza 1
constituie 0 forma rard de mucopolizaharidoza caracterizata prin depozitarea anormala a acidului
hialuronic n lizosomi. Manifestarile clinice includ afectarea articulara difuza cu sinovita
proliferativa, aparitia de mase periarticulare, staturd mica si trasaturi dismorfice. Prevalenta acestei
boli autosomale recesive este mai mica de 1:1.000.000.

In prezent, preparatele cu hialuronidaze sunt utilizate ca adjuvanti pentru a creste
biodisponibilitatea medicamentelor injectabile, accelerand dispersia si livrarea acestora. De
asemenea, cresc rata de absorbtie a fluidelor parenterale in hipodermocliza, sunt adjuvante in
urografia subcutanatd pentru imbunatatirea resorbtiei agentilor radioopaci si sunt utilizate pentru
extravazarea solutiilor hiperosmolare. Aplicatiile includ chirurgia oftalmica, plastica si
dermatologica, pentru a inversa efectele injectiilor cu acid hialuronic utilizate ca umpluturi dermice
cand pacientul nu este multumit de rezultate. Sunt disponibile preparate cu enzime produse de
ortologi ai HYALD, extrase din surse animale, precum ovine (Vitrase, Bausch & Lomb) sau bovine
(Amphadase, Amphastar; Hydase, PrimaPharm; Hylase Dessau, Riemser Pharma etc).

Hialuronidaza umana recombinata (Hylenex, Halozyme Therapeutics) produsd ca o
proteind de 61 kDa in celule CHO este indicatd pentru a intensifica absorbfia si dispersia altor
substante medicamentoase. In prezent este evaluati ca adjuvant al biofarmaceuticelor pe bazi de
acizi nucleici (De Robertis si colab. 2018).

Superoxid dismutaza (SOD)

In conditii normale, n metabolismul aerob, oxigenul este redus cu patru electroni, formand
molecula de apa. Reducerea incompletd genereaza radicali de oxigen si alte specii reactive:
radicalul superoxid O, peroxidul de hidrogen (H202) si radicalul hidroxil (OH). Radicalii
superoxid si hidroxil sunt deosebit de reactivi si pot ataca componentele membranei, acizii nucleici
si alte macromolecule celulare, conducand la distrugerea sau modificarea lor. Se considera ca
radicalii Oz si OH™ se numara printre substantele mutagene generate de radiatiile ionizante.
Organismele care utilizeaza oxigen au dezvoltat, in general, sisteme specifice mediate de enzime
care servesc la protejarea celulei de astfel de specii reactive. Aceste enzime includ SOD si catalaza,
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continute in general de toate organismele aerobe. Au fost identificate cel putin trei tipuri de SOD: o
dismutaza eucariotd citosolicd, dimer de 31 kDa, continand atat cupru céat si zinc; o forma
mitocondriala de 75 kDa si o forma bacteriana de 40 kDa, fiecare dintre acestea continand doi atomi
de mangan. Exista, de asemenea, o forma care contine fier, identificati in unele bacterii,
cianobacterii si plante.

La om, mutatiile din gena enzimei SOD1 pot provoca scleroza laterala amiotrofica.
Generarea excesiva de Oz” si nivelurile scazute de SOD au fost implicate intr-0 gama largd de stari
patologice: Tmbatranire, astm, crestere acceleratd a tumorilor, boli neurodegenerative si necroza a
tesutului inflamator. Mai mult, s-a descoperit ca administrarea de SOD reduce leziunile tisulare
datorate iradierii sau altor conditii care genereaza radicali de oxigen.

Orgoteina, SOD izolata din ficat sau eritrocite bovine a fost utilizata ca agent anti-inflamator
si pentru ameliorarea efectelor secundare ale radioterapiei, insa productia a fost sistatd. SOD umana
a fost exprimata in mai multe sisteme recombinate si in prezent este evaluata pentru capacitatea sa
de a preveni deteriorarea tesuturilor prin expunerea la sange cu un continut excesiv de oxigen. Este
comercializatd in suplimente alimentare.

Polichetid sintetazele

Polchetid sintetazele (PKS) sunt enzime complexe care produc o gama variata de metaboliti
secundari din precursorii acil CoA. PKS sunt responsabile de biosinteza multor produse naturale
regasite in bacterii, ciuperci si plante. Sunt secretate de celule capabile sa producd molecule de
interes precum antibiotice (macrolide precum eritromicina, claritromicina, azitromicina; tetracicline
precum doxiciclina; ansamicine precum rifamicina), antifungice (amfotericina, nistatina,
pimaricina), antihelmintice  (avermectina, ivermectina), chimioterapice (doxorubicina),
imunosupresante (tacrolimus, sirolimus sau rapamicina) si statine (lovastatina, simvastatina). O
serie de PKS sunt utilizate in procese de bioconversie pentru obtinerea multor medicamente
importante din punct de vedere clinic.

9.5.5. Enzime utile ingineriei genetice si biologiei moleculare

Tehnologia ADN recombinat a permis transferul genelor enzimei de interes de la un
organism la altul. Ingineria moleculara a proteinelor este folositd pentru a modifica performanta
moleculelor enzimei. Tn tehnologia ADN recombinat un rol cu totul deosebit 7l au o serie de enzime
care au fost studiate pe parcursul mai multor decenii: endonucleaze de restrictie, ADN ligazele,
ADN polimerazele, revers-transcriptazele, polinucleotid kinazele, transferaza terminala,
exonucleazele, fosfataza alcalina etc. In mod particular, trei tipuri de enzime stau la baza metodei
generale de a izola si propaga o moleculd de ADN recombinat: endonucleazele de restrictie, ADN
ligazele si ADN polimerazele.

Endonucleazele sunt un grup de enzime ce catalizeaza hidroliza legaturilor fosfodiester
intre doud nucleotide din moleculele de acizi nucleici. Ribonucleazele scindeazd ARN iar
dezoxiribonucleazele scindeaza moleculele de ADN.
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Endonucleazele de restrictie sunt enzime care scindeaza molecula de ADN dublucatenar
Intr-un punct specific, recunoscut pe baza unei secvente specifice de nucleotide. Aceasta secventa
este de obicei un palindrom (secventa se citeste la fel in directia 5' - 3' pe fiecare catend). De
exemplu, 5' - GGMCC - 3' este secventa recunoscuta de Haelll, (simbolul » arata unde va fi taiat
ADN-ul). Enzime de restrictie Se gasesc in mod natural in bacterii, fiind folosite de acestea ca
sistem de aparare impotriva actiunii invadatoare a ADN-ului viral. Denumirea provine de la
organismul din care sunt izolate, printr-un cod de 3 litere, prima litera semnificand genul, iar
celelalte doua specia bacteriana de la care a fost izolata enzima (spre exemplu, Eco — Escherichia
coli; Hae — Haemophilus aegyptius; Hin — Haemophilus influenzae); in unele cazuri, o a patra
litera, o majuscula, indica tulpina bacteriana (ex: ECOR). Daca o anumita tulpina bacteriand are mai
mult de un sistem de restrictie-modificare, acestea se noteaza prin cifre romane. Au fost identificate
3.700 de endonucleaze, care recunosc numai 230 de situsuri diferite (Popescu si Zarnea 2011),
multe fiind disponibile comercial. Unele endonucleaze de restrictie, numite izoschizomere,
recunosc si taie In aceeasi secventd de ADN.

ADN ligazele servesc la inserarea fragmentului de ADN 1in vectorul de clonare. Ligaza leaga
covalent gruparile fosfat ale moleculei de ADN cu capete coezive compatibile, indeplinind un rol
natural de reparare a catenelor moleculei de ADN. Reactia de ligare se desfasoara in trei etape:

- Crearea unui intermediar ligaza-adenilat, printr-o legatura fosfoamidica intre un reziduu de lizina
si 0 moleculda AMP a cofactorului enzimei (ATP sau NAD");

- Transferul AMP la capatul 5'-fosfat al ADN, rezultand ADN-adenilat;

- Tmbinarea celor doui polinucleotide si eliberarea de AMP.

ADN polimerazele sunt enzime esentiale in procesul replicirii ADN. In ingineria genetici,
vectorul recombinat este introdus intr-o celuld gazda care il multiplica Tn numeroase cicluri de
diviziune celulara. Principala functic a ADN polimerazelor este de a crea molecule de ADN din
nucleotide, pentru a genera doua duplexuri identice dintr-o singura molecula initiald de ADN. La
fiecare diviziune a unei celule, ADN polimerazi dubleazi ADN-ul celulei. In felul acesta,
informatia genetica este transmisa din generatie in generatie. La crearea unei noi molecule de ADN,
fiecare catena a moleculei parentale serveste drept matrita pentru sinteza unei catene noi. ADN
polimeraza adauga nucleotide doar la capatul 3' al catenei nou formate. Acest proces genereaza noul
helix, creat in directia 5' - 3. Nicio ADN polimeraza nu poate incepe un nou lant de novo, doar
poate adauga o nucleotida unui grup 3' -hidroxi preexistent. De aceea, enzima are nevoie de 0
amorsa (primer) la care si adauge prima nucleotidd. In replicarea ADN, primele doui baze sunt
intotdeauna ARN si sunt sintetizate de o enzimd numitd primazd. O enzimd numitd helicaza
desparte cele doua lanturi complementare de ADN, pentru a facilita replicarea fiecarei catene, dupa
modelul semiconservativ al replicarit ADN.

Reactia PCR este o metoda de amplificare enzimatica in vitro a unei anumite secvente de
ADN. A fost dezvoltatd o adevarata tehnologie PCR care este folosita intr-0 varietate de domenii:
biologie moleculara, medicina, stiintele mediului, criminalistica, biotehnologie, microbiologie,
industria alimentara, epidemiologie etc. Din punct de vedere chimic, reactia PCR este constituitd
din cicluri succesive de replicare ADN in vitro, folosind doua amorse oligonucleotidice ce
hibridizeaza cu cele doud catene ale secventei originale, folositd ca matritd in replicare. Diferenta
esentiala intre o asemenea reactie de replicare si un proces de replicare ADN in vivo il reprezinta
faptul ca in reactia PCR etapa de denaturare a helixului matrita si respectiv cea de atasare a
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amorselor nu sunt catalizate enzimatic, ci prin parcurgerea unor trepte de temperaturd, iar singura
enzima folositd in reactie este 0 ADN polimeraza ADN-dependentd, cu functie de replicaza. Primul
experiment de amplificare in vitro a unei secvente ADN prin PCR a fost raportat de Kary Mullis in
1985. Initial, reactia PCR folosea ca replicaza fragmentul mare al ADN polimerazei | (Klenow) de
la Escherichia coli. Aceasta enzima era insa inactivata de temperaturile ridicate necesare etapei de
denaturare a matritei. Ca urmare, la fiecare ciclu de replicare trebuia adaugatd enzima proaspata.
Ulterior, a fost descoperita si introdusa in reactia PCR o ADN polimeraza termostabila (polimeraza
Taq) izolata dintr-o tulpind de Thermus aquaticus, bacterie termofila izolata din izvoarele termale
Yellow Spring din SUA.

ADN polimeraza face greseli o datd la fiecare un miliard de baze copiate. Unele ADN
polimeraze pot corecta aceste greseli. Rolul de exonucleaza al enzimei permite eliminarea bazei
gresite. Dupa eliminare, polimeraza poate introduce baza corecta si replicarea continua. Mai multe
ADN polimeraze izolate din organisme termofile prezinta activitate exonucleazica 3’ - 5, fiind
capabile de corecturd, ceea ce creste fidelitatea reactiei. Printre acestea, ADN polimeraza Pfu din
archebacteria Pyrococcus furiosus, polimeraza Tli (Thermococcus litoralis) si polimeraza Pow
(Pyrococcus woesei) au o rata de eroare de peste zece ori mai mica comparativ cu polimeraza Tag.

Revers-transcriptaza (ADN polimeraza dependenta de ARN, transcriptaza inversa)
permite sinteza ADN monocatenar complementar (ADNc) pe baza unei matrite de ARN. Revers-
transcriptazele se intdlnesc in mod natural in retrovirusuri si in unele virusuri ADN, facilitind
integrarea in genomul gazdei si replicarea. Recent au fost descoperite in celulele procariote si
eucariote, facilitdnd integrarea retrotranspozonilor, iar telomerazele din celula eucariotd contin o
componentd ARN si o revers-transcriptaza. Inhibitorii revers-transcriptazelor sunt utilizati in terapia
antivirala (zidovudina, lamivudina, tenofovir, nevirapin). In biologia moleculard servesc metodei
transcrierii inverse cuplatd cu reactia polimerazica in lant (RT-PCR): revers-transcriptaza Tth
(Thermus thermopilus), MonsterScript (Epicentre), Thermo-X (Invitrogen) si altele (Rittié si Perbal
2008).

Nucleazele si editarea genomului. Manipularea de mare precizie a genomului constituie o
necesitate nu numai pentru dezvoltarea terapiei genice, ci si pentru cercetarea si dezvoltarea
medicamentelor in general. Tehnologiile de editare genetica sunt importante pentru identificarea
rolului anumitor gene in starea de boala, validarea tintelor terapeutice sau crearea unor linii celulare
si modele animale. Trei tipuri de nucleaze sunt utilizate in prezent in astfel de interventii: nucleazele
zinc finger (ZFN), nucleazele efectoare de tip activator de transcriptiec (TALEN, transcription
activator-like effector nuclease) si nucleazele Cas.

Nucleazele ZFN sunt endonucleaze artificiale care constau dintr-o proteina zinc finger
proiectatd, fuzionata cu domeniul de clivaj al enzimei de restrictie Fokl. Endonucleaza de restrictie
Fokl (de la Flavobacterium okeanokoites) consta dintr-un domeniu de legare a secventei N-
terminale a moleculei de ADN si un domeniu de clivaj ADN-nespecific la capatul C-terminal.
Odata ce proteina este atasatd prin intermediul domeniului sau de legare de ADN dublucatenar la
locul de recunoastere 5' — GGATG - 3', domeniul de clivaj al ADN-ului este activat si scindeaza,
fara alte specificitati de secventd, prima catena la 9 nucleotide situate in aval si a doua catena la 13
nucleotide Tn amonte de cea mai apropiata nucleotida a situsului de recunoastere. Domeniile zinc
finger pot recunoaste o secventa de 3 nucleotide, iar o serie de domenii inlantuite pot recunoaste
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secvente de ADN mai lungi, oferind specificitatea dorita la tinta. Motivele zinc finger aliniate intr-o
matrice influenteaza specificitatea domeniilor invecinate, ceea ce face proiectarea si selectia ZFN
provocatoare si consumatoare de timp, fiind dificil de prezis specificul aranjamentului final.
Endonucleaza FokI functioneaza ca un dimer, clivarea ADN dublucatenar avand loc numai prin
legarea a doua ZFN la catenele opuse. Sistemul se bazeaza pe doua ZFN proiectate pentru a
recunoaste diferite secvente de nucleotide situate indeaproape in cadrul situsului tintd si necesita
recunoasterea si legarea simultana a ambelor ZFN, ceea ce limiteaza efectele in afara tintei.

Nucleazele TALEN sunt proteine de fuziune ale unui efector de tip activator de transcriptie
(TALE) bacterian cu endonucleaza Fokl. Similar cu ZFN, specificitatea tintei provine din asocierea
proteinei cu molecula de ADN. Tn cazul TALEN, un motiv TALE recunoaste 0 singura nucleotida
si o serie de efectori TALE se pot asocia cu o secventd mai lunga. Activitatea fiecarui domeniu
TALE este limitatd la 0 singurd nucleotida si nu afecteaza specificitatea de legare a motivelor
invecinate, ceea ce simplifica ingineria proteinelor TALEN comparativ cu ZFN. Tn mod similar
ZFN, efectorii TALE sunt legati de endonucleaza Fokl, care necesitd dimerizare pentru a scinda
molecula ADN. Aceasta inscamna cd este necesard legarea a douda enzime TALEN diferite la
catenele opuse, in imediata apropiere a tintei.

Nucleazele Cas ale sistemului CRISPR-Cas se bazeaza pe sistemul bacterian de aparare
Tmpotriva ADN exogen. Sistemul programat sa modifice genomul celulei eucariote a fost aplicat
pentru prima oara in anul 2013 (Cong si colab. 2013). Tehnologia este compusa cel mai adesea din
nucleaza Cas9, o molecula sinteticA de ARN ghid (ARNg) necesar directiondrii $i exprimarii
enzimei, urmat de un motiv ADN conservat cu o lungime de 2-5 pb (protospacer-adjacent motif,
PAM). ARNg recunoaste secventa tinta pe baza complementaritatii bazelor, fiind compus fie din
doua molecule sintetice, ARN CRISPR activat trans (ARNtracr) si ARN CRISPR (ARNcr), fie
dintr-o singura molecula ce cuprinde secventele ARNtracr si ARNcr fuzionate, denumit in acest caz
ARN ghid singular (ARNsQ). Fiecare proteina Cas9 are o secventa PAM specifica, de exemplu 5' -
NGG - 3, pentru enzima Cas9 standard. Nucleaza Cas9 de tip salbatic scindeaza dublul helix, iar
variantele mutante ale Cas9 denumite nickaze doar o singura catena ADN. Recunoasterea situsului
ADN de catre sistemul CRISPR-Cas9 este controlata de interactiunile ARN-ADN, ceea ce ofera
multe avantaje fata de ZFN si TALEN: proiectarea simpla pentru orice tintd genomica, predictia cu
privire la situsurile in afara tintei si posibilitatea de a modifica simultan mai multe situsuri
genomice in editarea multiplex. Noile variante ale nucleazelor Cas, precum cele din sistemele
CRISPR-Cas12 si CRISPR-Casl3a pot recunoaste diferite secvente PAM, diversificand optiunile
de editare precisa a genomului. O alternativd interesantd o reprezintda fuziunea Cas9 cu
endonucleaza de restrictie Fokl, ceea ce combina avantajele sistemelor ZFN / TALEN si CRISPR-
Cas9. Au fost dezvoltate de asemnea proteine himerice Cas9, unele fara activitate nucleazica (Li si
colab. 2020).

9.6. Hormonii

Inca de la debutul lor, tehnologiile de inginerie genetica au fost folosite cu succes pentru
obtinerea hormonilor necesari in terapiile de substitutie. Aceste metode au permis obtinerea unor
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cantitati de substanta care, prin metode traditionale de extractie, ar fi implicat costuri ridicate,
materii prime insuficiente, diverse riscuri asociate prelucrarii produselor animale sau sangelui uman
etc. Insulina umana recombinatd, molecula de aur a acestei tehnologii, a primit aprobarea de
comercializare in anul 1982, iar de atunci multe biomolecule hormonale au fost dezvoltate, precum
si o serie de produse biosimilare. In prezent, piata anuali a biofarmaceuticelor reprezentate de
hormoni este de circa 2 miliarde de dolari.

9.6.1. Insulina

Insulina constituie o medicatie de substitutic in diabetul juvenil si la adulti, in formele
severe de diabet. Nicolae Paulescu, profesor al Universitatii de Medicina si Farmacie din Bucuresti,
este cel care a descoperit, in anul 1921, insulina. EI a denumit pancreina acest principiu antidiabetic
secretat de pancreas. Paulescu a demonstrat eficienta acestei substante in reducerea glicemiei si a
folosit insulina in tratarea diabetului. Rezultatele cercetarilor au fost publicate in revista de
specialitate Archives Internationales de Physiologie, sub titlul Recherches sur le réle du pancréas
dans [’assimilation nutritive. Enciclopediile 1i prezinta insd, la acest capitol, pe doi canadieni,
Frederick Banting si Charles Best, care au reusit sa izoleze insulina si sa o foloseasca in tratarea
unui pacient. Procesul de fabricatie a fost ulterior dezvoltat pentru extragerea insulinei din
pancreasul de porcine si bovine. Mai apoi, eforturile au urmarit cresterea puritatii insulinei si
optimizarea formuldrii pentru controlul eficient al nivelului glucozei in sange. Conditiile de
prelucrare si purificare au fost optimizate iar extractia imbunatatitdi. Metodele moderne de
cromatografie au contribuit la reducerea gradului de impurificare cu proteine asemanatoare
insulinei, cum ar fi polimeri ai proinsulinei si insulinei. Dificultdtile legate de imposibilitatea
obtinerii unor cantitati suficiente de pancreas bovin sau porcin, impreund cu preocuparile legate de
encefalopatia spongiformd transmisibild asociatd cu utilizarea materiei prime de origine animala,
precum si riscurile legate de dezvoltarea rezistentei organismului receptor la insulina de substitutie
au condus la limitarea producerii insulinei de provenienta animala.

Insulina umana recombinata a fost prima molecula de aur a industriei biotehnologiei si
rezultatul direct al tehnologiei ADN recombinat. Tn prezent, milioane de diabetici din Tntreaga lume
folosesc insulina obtinutd biotehnologic cu ajutorul bacteriilor sau drojdiilor. Prin combinarea
tehnologiei ADN recombinat cu metodele noi de purificare, se poate furniza insulina cu un grad de
puritate mai mare de 98%. De asemenea, au fost dezvoltati analogi de insulina cu farmacologie
Tmbunatatita.

Insulina este o proteina alcatuitd din 51 de aminoacizi, sintetizata sub forma precursorului
proinsulina b de catre insulele Langerhans. Precursorul este convertit la insulind prin clivaj
enzimatic ce conduce la excizarea din molecula a peptidei de legatura (lantul C) care leaga lanturile
A si B. Rezultd molecula de insulina, care este compusd din doud lanturi polipeptidice conectate
prin doud legaturi disulfidice intercatenare. Lantul A compus din 21 de aminoacizi §i lantul B
compus din 30 de aminoacizi sunt interconectate prin punti disulfidice intre aminoacizii A7-B7 si
respectiv A20-B19. Exista si o a treia legatura disulfidica intracatenara, situata in lantul A, intre
resturile A6 si A11. Frederick Sanger, dublu laureat al Premiului Nobel pentru Chimie, a a descifrat
structura insulinei, obtinand secventa aminoacizilor din cele doua lanturi in anul 1953, ceea ce a
condus ulterior la sinteza moleculei.
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Insulina produsad de catre celulele pancreatice este eliberatd discontinuu, fie ca raspuns la
consumul de alimente, fie ca insulind bazald secretatd intre mese si in cursul noptii. Insulina
actioneaza impreund cu glucagonul pentru a echilibra metabolismul, intervenind chiar in procesele
senzoriale si in cele cognitive. In general, insulina favorizeaza reactiile anabolice, favorizand
depozitarea de energie si producerea de proteine. In metabolismul glucidic, insulina asigurd
cresterea depozitelor de glicogen si scade glicogenoliza hepaticid. In metabolismul proteic
favorizeaza sinteza proteinelor in muschi si scade proteoliza, iar in metabolismul lipidic stimuleaza
sinteza trigliceridelor si scade lipoliza prin inhibarea lipazei din adipocite. Cand insulina lipseste
sau se gaseste In organism in cantitate scazutd, glucoza nu mai este consumatd. Drept sursa de
energie este folosit tesutul adipos. Apare astfel diabetul zaharat tip I, dependent de aportul exogen
de insulina.

Insulina recombinata a intrat pe piatd in anul 1982. Abordarea initiald a productiei de
insulind recombinata are la baza doua metode (insulina crb si insulina prb). Mai nou, diversi analogi
de insulind umana recombinata sunt produsi ca proteine de fuziune.

A. Insulina crb (chain, recombinant DNA, bacteria) se obtine prin:
1. Inserarea secventei de nucleotide care codifica lanturile A si B ale insulinei in doua culturi
diferite de E. coli;
2. Cultivarea acestor tulpini transformate in vase de fermentatie separate;
3. Purificarea cromatografica ulterioara a lanturilor de insulina produsa;
4. Incubarea celor doua tipuri de lanturi impreuna, in conditii de oxidare adecvate pentru a promova
formarea legaturii disulfidice intercatenare, rezultand insulina umana biosintetica sau insulina crb.

B. Insulina prb (proinsulin, recombinant DNA, bacteria) se obtine prin:
1. Inserarea secventei de nucleotide care codifica proinsulina umana intr-o tulpina de E. coli;
2. Cultivarea tulpinii transformate in vase de fermentatie;
3. Purificarea cromatografica a proinsulinei produse;
4. Excizarea proteolitica a peptidei C in vitro, rezultand insulina umana biosinteticd sau insulina
prb (Walsh 2007).

Formulari farmaceutice ale insulinei recombinate

Insulina formulata ca preparat injectabil se gaseste pe piata in flacoane de 10 ml, cu o
concentratie standard de 40 sau 100 unitdti/ml. O unitate de insulind terapeutica se defineste ca fiind
cantitatea necesard pentru a scadea glicemia la iepure, pe nemancate, la 45 mg/100ml. Pentru
preparatele purificate, unitatea se raporteaza la greutate, iar 1 mg de insulina standard contine 24-28
de unitati. Optimizarea formularii farmaceutice urmareste cresterea stabilitatii. Pentru a prelungi
biodisponibilitatea, se recurge la generarea suspensiilor de insulind din forma solubild, prin
adaugarea de zinc 0,4% pentru a promova formarea unor cristale, sau de protamine pentru a realiza
complexe proteice. Au fost produsi o multitudine de analogi ai insulinei cu farmacocinetica diferita,
capabili sd interactioneze cu receptorii pentru insulind. Tipurile de molecule dezvoltate si formulate
au ca scop controlul glicemiei prin mai multe strategii:

1. Insulina regular are o formulare simpld, neutra si prezintd o activitate maxima a
insulinei dupa 2-3 ore, cu o duratd maxima de 6-8 ore.
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2. Insulina cu profil rapid de actiune realizeazd activitate maxima dupd aproximativ o
ora. Au fost concepute si formulari solubile care pot fi utilizate in pompe externe sau implantate.
Astfel de molecule, analogi ai insulinei umane native sunt:

- Insulina lispro, obtinuta prin schimbarea pozitiilor lizinei si a prolinei (pozitiile 28 si 29 din
structura lantului B);

- Insulina aspart, in molecula careia prolina a fost inlocuita cu aspartat in pozitia 28 a lantului B;

- Insulina glulizina, ce contine lizina in pozitia B3 in locul asparaginei, iar lizina din pozitia B29
este inlocuita cu acid glutamic.

3. Insulina cu actiune intermediara prezintd o stare latentd de 1-2 ore si o duratd de
actiune de 18-26 ore, aceasta variind in functie de doza, locul injectarii si temperatura. Initial a fost
formulatad ca insulind lente, dar acesta nu se mai utilizeazd. Medicamentele disponibile comercial
contin:

- Insulina NPH (proteina neutrda Hagedorn), co-cristalizata cu protamina. Poate fi amestecata ex
tempore cu insulina regular in raport de 70/30 sau 50/50, oferind un mai bun control al glicemiei;

- Insulina glargin este obtinuta prin inlocuirea asparaginei cu glicina in pozitia 21 a lantului A si
prin extinderea carboxi-terminala a lantului B cu 2 reziduuri de arginind. Nu se recomanda
utilizarea in amestec cu alte tipuri de insulina;

- Insulina detemir este un analog al insulinei, un acid gras (acidul miristic) fiind legat de
aminoacidul lizina in pozitia B29.

4. Insulina cu actiune prelungita are o duratd de actiune indelungatd. Initial a fost
formulata ca insulina ultralente, cu o duratd de actiune de 28-36 de ore, insa aceasta nu mai este
disponibild comercial. Au fost dezvoltati compusi noi, precum insulina degludec, un analog de
insulina obtinut prin indepartarea treoninei din pozitia B30 si conjugarea cu acid hexadecandioic la
aminoacidul lizind in pozitia B29. Insulina degludec este singura moleculd cu profil ultralung,
actionand pana la 42 de ore.

Cercetarile pentru obtinerea de noi formulari si combinatii au fost si sunt de mare interes.
Dintre produsele biofarmaceutice exceptand anticorpii monoclonali, medicamentele pe bazd de
insulind recombinata sunt cele mai vizate pentru dezvoltare, avand o cotda mare de piatd. Un numar
record de 12 produse biofarmaceutice pe baza de insulina au fost lansate pe piata in anii 2014-2018
(Walsh 2018). A existat si un medicament cu actiune ultrarapidd (2007) datoritd administrarii prin
inhalare (Exubera, Pfizer), insa produsul a fost retras de producator in anul 2008 din cauza cererii
insuficiente. In prezent, un numir de 24 de medicamente pe bazi de insulind recombinati sunt
disponibile comercial in UE s1 SUA:

e Insulind umani recombinata produsa in E. coli (Humulin, Eli Lilly; Insuman, Sanofi;
Affreza, ManKind);

e Analogi recombinati ai insulinei produsi in E. coli: insulina lispro (Humalog, Eli Lilly si
biosimilarul insulina lispro Sanofi, Sanofi-Aventis; Admelog, Sanofi), insulini aspart
(NovoRapid, Novo Nordisk), insulina glargin (Optisulin si Lantus, Sanofi; Toujeo, Sanofi;
Abasalagar, Eli Lilly; Lusduna, Merck Sharp & Dohme), insulina glulizina (Apidra, Sanofi),
combinatia insulina glargin/lixisenatid (Suliqua, Sanofi-Aventis);

e Analogi recombinati ai insulinei produsi in S. cerevisiae: insulind aspart (Novomix,
Novolog, Novolog mix si Fiasp, Novo Nordisk), insulina detemir (Levemir, Novo Nordisk),
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insulind degludec (Tresiba, Novo Nordisk), combinatiile insulind degludec/insulind aspart
(Rayzodeg, Novo Nordisk), insulina degludec/liraglutida (Xultophy, Novo Nordisk);

e Analogi recombinati ai insulinei produsi in Pichia pastoris: insulind glargin (Semglee,
Mylan).

Doua medicamente inovatoare lansate recent (Suliqua si Xultophy) au in compozifie un
analog al insulinei umane recombinate impreund cu un agonist al receptorului GLP-1 (peptida-1 de
tip glucagon, glucagon-like peptide-1). Substantele active din aceste formulari, insulina glargin si
respectiv insulina degludec, au efect lung si respectiv ultralung. Produsa ca proteina de fuziune,
insulina glargin este cea mai des prescrisa medicatie pe baza de insulina.

Agonistii receptorului peptidei-1 de tip glucagon (GLP-1)

Agonistii receptorului GLP-1 sunt o noua clasa de medicamente, utilizata pentru tratamentul
diabetului de tip 2. Actioneaza similar hormonului incretinic GLP-1, adica reduc glucoza din sange
prin stimularea secretiei de insulind si prin scaderea secretiei de glucagon de catre pancreas. Unul
dintre avantajele antagonistilor receptorului GLP-1 fata de tratamentele conventionale este ca
prezintd un risc mai mic de a provoca hipoglicemie, iar aceste noi proteine combat efectul
hipoglicemiant nocturn al terapiei indelungate cu antidiabetice. Sunt destinati tratamentului
pacientilor adulti cu diabet, pentru a imbunatati controlul glicemic in combinatie cu antidiabetice
orale, atunci cand acestea singure sau combinate cu insulind bazala sau insulina bazala singurd nu
asigura un control glicemic adecvat. Molecule precum liraglutida si semaglutida sunt indicate si n
obezitate. Astfel de agonisti ai GLP-1 sunt:

e Liraglutida (Saxenda si Vicroza, Novo Nordisk) produsa in S. cerevisiae. Este comercializata
si in combinatie cu insulind degludec (Xultophy, Novo Nordisk).

e Lixisenatida comercializata in combinatie cu insulind glargina (Suliqua, Sanofi-Aventis).

o Albiglutida (Eperzan, GSK) este alcatuita din doua copii ale GLP-1 uman modificat, fuzionat
cu albumina umana. Proteina recombinata este exprimata in S. cerevisiae.

e Dulaglutida (Trulicity, Eli Lilly) este o proteina de fuziune alcatuita dintr-un analog al GLP-
1 uman legat de domeniul Fc al IgG si produsa intr-o linie celulard de mamifere.

e Semaglutida (Ozempic, Novo Nordisk) este un agonist al receptorului GLP-1 uman produs in
celule de drojdie si legat covalent de un acid gras.

Tn SUA, produsele proteice care au fost aprobate ca medicamente, sunt autorizate ca produse
biologice in conformitate cu noile reglementdri FDA incepand cu data de 23 martie 2020. Aceste
modificari vizeaza insulina, somatotropina, hialuronidaza si pancrelipaza.

9.6.2. Glucagonul

Glucagonul este un alt hormon pancreatic implicat in reglarea echilibrului glicemic, alaturi
de insulind. Este secretat de celulele alfa ale insulelor Langerhans, atunci cand nivelul glicemiei
scade prea mult. Glucagonul este o polipeptida alcatuita din 29 de aminoacizi. Glucagonul are efect
hiperglicemiant, stimuland transformarea rezervelor hepatice de glicogen in glucoza, care este
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eliberata in sange (glicogenoliza) si sinteza glucozei din acizi grasi si glicerol (guconeogeneza). Un
deficit de glucagon reflecta pierderea de tesut pancreatic, afectarea tumorala sau alte cauze.

Doua produse pe baza de glucagon uman recombinat sunt disponibile pe piata inca din
anul 1998, unul produs n E. coli (Glucagon, Eli Lilly) si altul in S. cerevisiae (Glucagen, Novo
Nordisk). Pentru produsul Glucagen, procesarea in amonte si anume fermentatia aeroba alimentata
in sarje este urmata de o ajustare a pH-ului mediului pentru dizolvarea produsului precipitat
(glucagonul este insolubil n intervalul de pH 3-9,5). Acest lucru faciliteaza indepartarea ulterioara
a drojdiei prin centrifugare, iar proteina este apoi recuperata si purificata din mediu printr-o serie de
precipitdri suplimentare si separari cromatografice de Tnalta rezolutie.

9.6.3. Hormonul somatotrop hipofizar

Hormonul somatotrop hipofizar (STH, hormonul de crestere, somatotropina) produs de
glanda pituitara este un hormon polipeptidic, alcatuit din 191 de aminoacizi in forma matura a
moleculei. Stimuleaza cresterea si reproducerea celulelor. STH este un hormon de stres care creste
concentratia de acizi grasi liberi si glucoza, stimuland productia de IGF-1 (insulin-like growth
factor 1), un hormon asemanator insulinei. Deficitul de STH are o varietate de efecte negative la
diferite varste; de exemplu, la nou-nascuti, simptomele primare pot fi hipoglicemie si micropenis,
iar mai tarziu se manifesta prin deficit de crestere. Deficienta la adulti este rard si se manifesta prin
diminuarea masei musculare, scaderea densitatii oaselor si o serie de simptome psihologice precum
memorie slaba, retragere sociald si depresie. Alte tulburari hormonale coincid frecvent cu
hiposecretia hormonului de crestere. Originea deficitului de STH poate fi congenitald sau dobandita,
iar cea mai frecventa cauza o reprezinta tumorile hipofizare.

Deficienta de STH poate fi tratatd prin suplimentarea hormonului de crestere cu preparate
injectabile. Pana 1985, hormonul de crestere pentru tratamentul deficitului de STH a fost obtinut
prin extractie din glandele pituitare umane colectate la autopsie. Din anul 1987 sunt disponibile
preparate biofarmaceutice (in prezent zece) pe bazd de hormon de crestere uman recombinat,
obtinut ca o proteina intracelulara, cu ajutorul unor tulpini modificate de E. coli, denumit
somatotropina (Humatrope, Eli Lilly; Nutropin, Roche/Genentech; Tevtropin, Teva
Pharmaceuticals; Norditropin, Novo Nordisk; Genotropin, Pfizer; Omnitrope, Sandoz; Accretropin,
Emergent Biosolutions). Somatotropina a fost obtinuta si in celule de soarece C127 (Saizen si
Serostim, EMD Serono). Aceste medicamente sunt indicate in deficientei de STH la copii, dar si in
cazul deficitului de crestere asociat sindromului Turner.

Somatrem (Protropin, Genentech) a fost primul produs farmaceutic cu STH recombinat. A
fost lansat Tn anul 1985, concomitent presiunii create de suspendarea producerii hormonului pituitar
in SUA, ca urmare a inregistrarii unor cazuri de maladii prionice, precum boala Creuzfeldt-Jacobs,
asociate tratamentelor cu acest hormon. Somatrem a fost retras de pe piata in anul 2004.

Initial, STH se administra sub forma de injectii intramusculare de trei ori pe sdptamana, dar
administrarea subcutanati zilnica s-a dovedit a fi mai eficienta. In ciuda imbunatitirilor derulate Tn
designul dispozitivelor de injectare, injectiile subcutanate zilnice raman incomode, dureroase si
dificile pentru multi pacienti, ceea ce conduce la nerespectarea tratamentului, la reducerea
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eficacitatii si la cresterea costurilor pentru sanatate. Pentru a surmonta aceste probleme, au fost
dezvoltate o varietate de formulari cu actiune prelungita.

Un medicament este disponibil pentru a trata acromegalia: pegvisomant (Somavert, Pfizer),
antagonist al STH uman recombinat conjugat cu PEG, produs in E. coli.

Hormonul de crestere bovin recombinat

Hormonul de crestere bovin recombinat (rBGH sau Somatotropina bovina recombinatd) a
fost obtinut in laborator in anul 1981 (Genentech si Monsanto) si lansat in anul 1994 (Posilac,
Monsanto). Unele produse aflate pe piata sunt analogi ai BGH si difera din punct de vedere chimic
de molecula nativa a somatotropinei bovine. Hormonul stimuleaza productia de lapte prin cresterea
nivelului unui alt hormon, si anume IGF-1. Preocuparile legate de eventuale efecte asupra sanatatii
omului rezultate de consumul laptelui produs folosindu-se rBGH s-au axat pe doud aspecte
principale:

1. Daca laptele provenit de la vaci tratate cu rBGH poate creste nivelul sangvin de hormon de

crestere sau IGF-1, reprezentand astfel un risc pentru sanatatea consumatorului. Rezultatele

cerecetarilor indica urmatoarele:

- Utilizarea hormonului de crestere bovin nu atinge un nivel semnificativ mai ridicat in laptele
vacilor tratate cu rBGH;

- BGH nu este activ la om, astfel incat, chiar daca ar fi absorbit din laptele de consum, nu ar fi de
asteptat sa provoace efecte asupra sanatatii;

- Nu este pe deplin clarificat faptul ca laptele de consum, produs cu sau fara tratament rBGH, ar
creste concentratia IGF-1 in sange pana la un nivel de alertd in ceea ce priveste riscul de cancer
sau alte efecte asupra sanatatii.

2. Intrucat vacile tratate cu tBGH au tendinta de a dezvolta mastitd, acestea sunt mai des tratate cu
antibiotice. Se pune astfel problema selectiei bacteriilor rezistente la antibiotice, o problema de
sanatate pentru om inca insuficient examinata. Studiile ulterioare au infirmat asocierea dintre rBGH
si un risc crescut de mastita.

Cu toate ca FDA, WHO si NIH au concluzionat independent ca produsele lactate provenite
de la bovine tratate cu rBGH sunt sigure pentru sanatatea consumatorilor, acest hormon a fost
interzis uzului veterinar in UE, Canada, Australia, Noua Zeelanda, Japonia, Israel si Argentina.

9.6.4. Gonadotropinele si gonadosteroizii

Biotehnologiile farmaceutice au contribuit in mod substantial la interventia umana asupra
functionarii sistemului reproducdtor, prin dezvoltarea tratamentelor hormonale, a dispozitivelor de
diagnostic si a tehnicilor de investigare. Preparatele medicamentoase ce contin hormoni sexuali au
multiple aplicatii: realizarea contraceptiei, stimularea fertilitatii, substitutia hormonala de
menopauza/postmenopauza, respectiv andropauza ori tratamentele legate de schimbarea sexului.
Planificarea familiala reprezinta conceptul care permite atat cuplurilor cat si persoanelor in mod
individual sa utilizeze atdt metode de control ale conceptiei si nasterilor pentru a anticipa si atinge
numarul dorit de copii si intervalul de timp dorit intre nasteri, cat si metode de tratament al
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sarcina In mod precis, rapid si neinvaziv, sunt acum accesibile la nivel global. Examinarile si
investigatiile precum evaluarea calitatii materialului genetic ori a embrionilor, diagnosticul prenatal
si screeningul neonatal permit detectia precoce a unor eventuale anomalii genetice, metabolice sau
enzimatice si astfel interventia medicala rapida.

Contraceptia hormonali. Una dintre cele mai utilizate metode contraceptive moderne
presupune utilizarea de catre femei a contraceptivelor hormonale. Efectul contraceptiv este, dupa
caz, datorat inhibarii ovulatiei, modificdrii endometrului pentru Impiedicarea implantarii zigotului,
precum si ingrosarii mucusului la nivelul colului uterin pentru ingreunarea trecerii spermatozoizilor
in cavitatea uterind si in trompele uterine. Dupa modul de administrare, acestea pot fi:

- Contraceptive orale combinate - preparate de estrogeni si progesteron, cu eficacitate crescuta in
prevenirea sarcinii §i respectiv preparate cu progestageni, fara estrogeni;

- Implante subdermice cu un progestagen asemanator progesteronului natural uman;

- Contraceptive injectabile ce contin un progestagen sau un progestagen si un estrogen;

- Dispozitive intauterine (sterilet) hormonale, care elibereaza progesteron.

Fertilizarea in vitro (FIV) este o componenta a reproducerii umane asistate medical si
reprezintd ansamblul tehnicilor si practicilor clinice §i biologice care permit procrearea in afara
procesului natural, prin interventia si la indicatia medicului. Tehnicile de reproducere asistata
medical sunt utile atunci cand tratamentele medicamentoase sau chirurgicale nu dau rezultat. Aceste
practici au luat amploare deoarece rata sterilitatii si infertilitatii cuplurilor este in crestere. Exista
mai multe metode de reproducere umana asistate medical si practici asociate acestora: inseminarea
artificiala, fertilizarea in vitro, transferul de embrioni, mama purtatoare sau de substitutie.

Etapele FIV:
1. Selectarea pacientelor cu infertilitate;
2. Inducerea cresterii foliculare: stimularea prin mijloace hormonale;
3. Colectarea de ovule;
4. Cultura de embrioni: colectarea si maturarea oocitelor, prepararea si inseminarea, fertilizarea,
evaluarea calitatii embrionilor, crioprezervarea, maturarea in Vitro;
5. Embriotransferul;
6. Sustinerea hormonala a sarcinii.

Gonadotropinele si analogii acestora

Gonadotropinele sunt hormoni polipeptidici glicoproteici secretati de celulele gonadotropice
ale hipofizei anterioare - hormonul foliculostimulant (FSH) si hormonul luteinizant (LH), sau de
sincitiotrofoblaste si placentd - gonadotropina corionica umana (HCG). Toti trei sunt hormoni
heterodimerici care contin o subunitate a-polipeptidicd identicd si o subunitate B-polipeptidica
unica, ce confera specificatii biologice fiecarei gonadotropine. Sunt eliberate sub controlul
hormonului eliberator de gonadotropina din hipotalamus.

FSH are rol in maturarea foliculilor primari iar LH are rol in formarea si dezvoltarea
ovocitelor. HCG, un hormon similar LH, are rol in maturarea foliculara finala si luteinizare.
Tratamentul utilizat pentru stimularea ovulatiei contine fie FSH, fie LH, fie ambii hormoni.
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Tratamentul hormonal fertilizant se adreseaza in special femeilor, cu scopul de a stimula
dezvoltarea si maturarea foliculilor ovarieni. Stimularea ovariana controlatd are ca scop inducerea
productiei a mai mult de un ovocit de cétre ovare, cum se Intdmpla in ciclurile naturale. Agentii
farmaceutici capabili s promoveze activitatea ovariand sunt: gonadotropine sau analogi acestora,
hormoni eliberatori ai gonadotropinelor si antagonisti (Lunenfeld si colab. 2019).

La barbati, tratamentul hormonal stimuleaza spermatogeneza. FSH si HCG sunt utilizati in
tratamentul subfertilitatii masculine sau a afectiunilor conexe. Ambele sunt administrate barbatilor
care prezintd hipogonadism hipogonadotrofic, pentru a stimula sinteza spermei si functia sexuala
normala. HCG are o aplicare limitatd in tratamentul criptorhidiei prepubertale. Capacitatea acestui
hormon de a stimula productia de testosteron a atras atentia, in special in cazul sportivilor si, ca
urmare, Comitetul Olimpic International a interzis utilizarea acestuia.

Preparatele farmaceutice disponibile contin fie hormoni purificati, fie obtinuti prin tehnici de
recombinare. Urofolitropina (Fertinex, Fostimon, Bravelle) este o forma purificatda a FSH, obtinuta
prin extractia acestui hormon din urind, in general de la femei aflate la menopauza, urmata de
purificare si liofilizare. Medicamentele utilizate pentru maturarea ovocitelor (Pregnyl, Ovitrelle,
Profasi) contin HCG, extrasa si purificatd din urina gravidelor. In cazul insuficientei luteale se
administreazd medicamente ce confin progesteron (Arefam, Utrogestan) sau analogi sintetici
precum didrogesteron (Duphaston, Femoston).

Folitropina alfa (Gonal F, Merck Serono si biosimilarul Bemfola, Finox Biotech),
folitropina beta (Puregon, Merck, Sharp & Dohme; Follistim, Merck; Fertavid, Merck, Sharp &
Dohme) si mai nou folitropina delta (Rekovelle, Ferring Pharmaceuticals) sunt variante
recombinate ale hormonului uman foliculostimulant. Corifolitropina alfa (Ovaleap, Teva Pharma)
este un analog al FSH uman, fuzionat cu HCG umana. Lutropina alfa (Luveris, EMD Serono) este
0 hormonul luteinizant uman recombinat. Acestea sunt produse prin inginerie genetica in celule
CHO, fiind printre primele biofarmaceutice de uz general aprobate in UE pentru tratarea
infertilitatii. Exista si preparate farmaceutice injectabile ce contin combinatii precum folitropina
alfa/lutropinai alfa (Pergoveris, Merck Serono).

Coriogonadropina alfa umani recombinata (Ovitrelle, Merck Serono) formata din
subunitatile a si B, prezintd o secventa de aminoacizi identica si detalii de glicozilare foarte similare
cu HCG umana. Este produsa intr-o linie celulara CHO si purificata prin cromatografie in mai multe
etape, ultrafiltrare si nanofiltrare.

Dozarea de masa versus dozarea biologica

Gonadotropinele recombinate dispun de o activitate specificd, puritate ridicata si
conformitate garantata in toate loturile produse. Aplicarea tehnologiei recombinante a generat
preparate inalt purificate. Initial, calibrarea produsului a fost dependentd de teste biologice bazate
pe masurarea greutatii ovariene dupa injectarea hormonului in sobolani (filled-by-bioassay). Acest
test este asociat cu variabilitatea masurarii activitatii biologice (10-20%) si a continutului hormonal
de la lot la lot. Pentru a imbunatati calibrarea produsului final, a fost elaborat un nou concept de
evaluare in functie de masa proteinei obtinute. Noua formulare prin dozare de masa (filled-by-mass)
a folitropinei alfa prezinta o variabilitate foarte scazuta de la lot la lot (<2%). Avantajele acestei
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formuldrii au fost evaluate in practica clinici. O imbunatatire semnificativd a consistentei
raspunsului ovarian raportatd in ciclurile FIV este probabil sa fie legatd de dozarea mai precisd a
loturilor. Tn mod similar, la pacientele tratate pentru inducerea ovulatiei, rata de anulare a ciclului a
fost semnificativ redusd, precum si nevoia de ajustare a dozei si de monitorizare repetitiva. Mai
mult, durata tratamentului si doza totald de FSH necesard pentru ciclurile cu si fard FIV au fost
semnificativ reduse. In concluzie, noua formulare folitropinei alfa, prin furnizarea unei dozari mai
precise a continutului de FSH 1in fiecare lot, imbunatateste semnificativ confortul si eficacitatea
(Hugues si Durnerin 2011; Winstel si colab. 2017).

Hormonii eliberatori ai gonadotropinelor si antagonistii gonadotropinelor

Inainte de punctia ovocitara se urmareste inhibarea ovulatiei si inhibarea maturarii foliculare
pe o anumita perioada, prin administrarea de analogi si/sau antagonisti ai gonadotropinelor. Dupa o
stimulare initiald, administrarea prelungita de preparate medicamentoase ce contin analogi Sintetici
ai gonadotropinelor inhiba secretia acestora, determinand supresia functiilor ovariene. Antagonistii
blocheazid hormonul de eliberare a hormonului luteinizant (LHRH). In timpul tratamentului de
fertilitate, stimularea ovariana este utilizata pentru a determina ovarele sa producd mai multe ovule.
Prin blocarea efectului LHRH, medicatia antagonista opreste productia de LH si, prin urmare,
previne ovulatia prematura, care poate avea ca rezultat eliberarea unor ovule imature si improprii
pentru utilizare Tn cadrul unor tehnici precum FIV.

Triptorelina (Diphereline, Decapeptyl) si acetatul de buserelina (Suprefact) sunt analogi de
sinteza ai peptidei naturale LHRH. Dupa o stimulare initiald, administrarea lor prelungitd inhiba
secretia de gonadotropine, determinand supresia functiilor testiculare si ovariene. Cetrorelix
(Cetrotide), ganirelix (Orgalutran, Antagon) si leuprorelina (Lupron, Synarel) sunt peptide sintetice
ce functioneaza ca antagonisti ai gonadotropinelor. Modulatorii selectivi ai receptorilor de estrogeni
precum tamoxifen sau raloxifen functioneaza ca antagonisti ai estrogenilor, crescand astfel secretia
de FSH, LH si respectiv testosteron.

Gonadosteroizii

Gonadosteroizii sunt hormoni produsi de gonade si includ androgenii (testosteron,
dihidrotestosteron), estrogenii (estradiol) si progestagenii (progesteron). Progesteronul si estrogenii
sunt utilizati in combinatie, in principal la femei, in terapia hormonald pentru deficitul hormonal,
pentru a sprijini sarcina si fertilitatea, pentru a trata tulburari ginecologice (sindrom premenstrual,
sangerari anuvolatorii, dureri etc), pentru a ameliora simptomele menopauzei, in contraceptia
hormonald si in procesul de schimbare a sexului. Testosteronul este utilizat pentru a trata
hipogonadismul si disforia de sex la barbati, precum si in procesul de schimbare a sexului.
Administrarea pentru cresterea performantelor atletice este consideratd dopaj. Hormonii steroizi
sunt utilizati de asemenea in terapia oncologica.

Gonadosteroizii fac parte din grupul steroizilor, o familie de lipide terpenoide larg
raspandite in naturd, care prezintd o structura comuna relativ rigida formata din patru inele aliciclice
condensate, numita gonan. Starea de oxidare a inelelor nucleului de steroizi si prezenta diferitelor
grupdri functionale atasate determind proprietdtile biologice particulare ale fiecarei molecule
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steroidice, adica functia sa biologicd. Compusii steroizi joaca roluri biologice importante Tn
organism, inclusiv stabilizarea membranei celulare si reglarea proceselor celulare precum
proliferarea celulara si diferentierea tesuturilor. Dupa descoperirea lor in anii 1950, steroizii au fost
sintetizati prin procese chimice. In prezent, acesti hormoni steroizi sunt produsi prin cuplarea unor
etape microbiologice de fermentatie cu etape de sinteza chimica. Biotransformarea microbiana a
sterolilor ofera o serie de avantaje: functionalizarea stercospecificd a moleculelor, reactii
consecutive multiple efectuate intr-o singura operatie si procese mai prietenoase cu mediul
inconjurator. Sapogenine precum diosgenina extrasa din Dioscorea sp. au fost multd vreme utilizate
ca precursori, insa ulerior au fost inlocuite de steroli naturali. Fitosterolii extrasi din soia, pin ori din
deseuri rezultate din industria hartiei sunt utilizati in general ca materie prima industriala in locul
colesterolului obtinut din grasimi si uleiuri animale. In acest mod se eviti un laborios control al
calitatii impus precursorilor de origine animala.

In general, actinobacteriile care produc acizi micolici precum cele apartindnd genurilor
Gordonia, Mycobacterium, Nocardia si Rhodococcus sunt capabile sa metabolizeze colesterolul si
alti steroli naturali, producand intermediari ai steroizilor (sintone) de interes pentru industria
farmaceutica: 4-androsten-3,17-diona (AD), 1,4-androstadien-3,17-diona (ADD), 9a-hidroxi-4-
androsten-3,17-diona (90OH-AD). Spre exemplu, testosteronul este produs prin bioconversia AD.
Prin inginerie geneticd rationald, in urma insertiei ori deletiei unor gene au fost create tulpini
mutante de Mycobacterium sp., Gordonia sp. si Rhodococcus sp. capabile sa produca, sa acumuleze
si sa mineralizeze acesti intermediari. La scard industriald sunt utilizate doar tulpini de
Mycobacterium. De reguld, intermediarii sunt produsi de microorganisme in diferite mixturi si
necesita etape suplimentare de purificare, iar o bioconversie 100% nu poate fi realizatd momentan.
Recent a fost creata tulpina recombinata M. smegmatis MS6039-59410, obtinuta prin insertia a doua
gene 17B-HSD, capabila sa produca testosteron intr-o singura etapa (Fernandez-Cabezén si colab.
2018).

Biosinteza de novo a progesteronului din diverse surse de carbon (galactoza, etanol) a fost
realizata cu succes in tulpini recombinate de Saccharomyces cerevisiae, prin manipularea caii de
biosinteza a sterolului endogen pentru a genera o molecula asemanatoare colesterolului, ce serveste
ca precursor a unei cai heterologe multi-enzimatice care imita biosinteza steroizilor umani.

Bioconversia steroizilor bazata pe procese enzimatice in Vvitro, catalizatd de proteine
recombinate, nu a fost implementata industrial, din cauza costurilor mari ale acestor enzime. Se
apreciaza ca metodele actuale de editare a genomului (CRISPR-Cas) vor permite designul versatil
al micobacteriilor si al altor microorganisme pentru a eficientiza biotehnologia sterolilor si pentru a
implementa cai de bioconversie competitive industrial.

Terapia hormonala in oncologie

Terapia hormonald constituie una dintre ramurile oncologiei medicale (farmacoterapiei
anticancer) ce implica manipularea sistemului endocrin prin administrarea exogena de hormoni
specifici, in special hormoni steroizi sau medicamente care inhiba productia sau activitatea acestor
hormoni (antagonisti hormonali). Deoarece hormonii steroizi sunt factori puternici ai exprimarii
genelor in anumite celule canceroase, modificarea nivelurilor sau activitatii anumitor hormoni poate
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determina incetarea cresterii anumitor tipuri de tumori sau chiar apoptoza. indepartarea chirurgicala
a organelor endocrine, cum ar fi orhiectomia si ooforectomia, poate fi, de asemenea, utilizatd ca
forma de terapie hormonala. Terapia hormonala este utilizata Tmpotriva mai multor tipuri de cancer:
de san, prostatd, endometru si cortex suprarenal. Terapia hormonald poate fi utilizatd si in
tratamentul sindroamelor paraneoplazice sau pentru ameliorarea anumitor simptome asociate
cancerului si chimioterapiei, cum ar fi anorexia. Stimularea hormonald a sistemului imunitar cu
interferoni si citokine este utilizata pentru tratarea cancerelor specifice, inclusiv carcinom renal si
melanom.

Terapia hormonald are multiple aplicatii in oncologie, prin:

- Inhibarea sintezei hormonale cu analogi ai gonadotropinelor, ce au ca efect castrarea chimica —
supresia completa a estrogenilor si progesteronului de catre ovare, respectiv a testosteronului de
catre testicule: goserelina (Zoladex) si leuprorelina (Eligard, Lorelin);

- Antagonisti ai receptorilor hormonilor cu modulatori selectivi ai receptorilor pentru estrogeni
precum tamoxifen, raloxifen sau antiandrogeni precum flutamid (Eulexin); chiar mai eficienti
sunt inhibitorii de aromataza precum letrozol, anastrozol, aminoglutetimida;

- Suplimentarea hormonala cu preparate farmaceutice ce contin progestageni — acetat de megestrol
(Megace), androgeni — fluoximestron (Halotestin), estrogeni — fosfat de poliestradiol (Estradurin)
sau somatostatine — acetat de octreotid (Sandostatin).

Antihormonii

Terapia antihormon cu antagonisti ai gonadotropinelor blocheaza hormonii vizati sau
efectele lor, in contrast cu terapia de substitutie hormonala, care incurajeaza activitatea hormonala.
Activitatea antihormonala se realizeaza de obicei prin antagonizarea functiei (cu un antagonist al
hormonilor) si, uneori, prin prevenirea producerii acestora. Acest lucru se poate face atat
medicamentos, cat si cu radiatii sau chiar chirurgie. Suprimarea anumitor hormoni poate fi benefica
pentru pacientii cu afectiuni precum acneea, alopecia si diferite tipuri de cancer, deoarece anumiti
hormoni promoveazd sau ajutd la cresterea unei tumori, fapt valabil mai ales in cazul cancerelor
legate de organele sexuale. Tratamentul antihormon este, adesea, specific pentru fiecare sex. De
exemplu, terapia de deprivare de androgeni care utilizeazd antiandrogen este importanta in tratarea
cancerului de prostatd. Cancerul de san, care apare atat la femei, cat si la barbati, dar a carui
incidentd a bolii este majoritara la femei, poate fi tratat si cu terapie de deprivare a estrogenului
folosind antiestrogeni. Antiestrogenii nu sunt foarte eficienti in cazurile de cancer ovarian.

9.6.5. Hormonul stimulator al tiroidei

Structural, hormonul stimulator al tiroidei (TSH sau tirotropina) este clasificat ca membru al
familiei gonadotropinelor, desi functional vizeaza glanda tiroida. Este o glicoproteina
heterodimericd de 118 aminoacizi, care prezinta o subunitate o comuna gonadotropinelor si o
subunitate 3 unica. TSH este sintetizat de un tip distinct de celule hipofizare. Sinteza si eliberarea sa
sunt promovate de hormonul care elibereaza tirotropina, un hormon hipotalamic. TSH 1si exercita
efectele caracteristice prin legarea receptorilor specifici care se gasesc in primul rand, dar nu
exclusiv, pe suprafata celulelor glandei tiroide. Efectele caracteristice ale TSH asupra functiei
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tiroidiene includ promovarea absorbtiei de iod din sange, sinteza hormonilor tiroidieni continand
iod (tiroxind si triiodotironind) si eliberarea acestor hormoni in sange. Nivelurile plasmatice
crescute de tiroxina (T4) si triiodotironina (T3) scad sinteza si eliberarea TSH printr-un mecanism
de feedback negativ.

TSH este aprobat pentru utilizare medicala pentru diagnostic in detectarea cancerului
tiroidian si a resturilor de tiroida la pacientii cu post-tiroidectomie. Cancerul tiroidian este relativ
rar, prezentand o incidentd mai mare la adulti, in special la femei. Tratamentul presupune
indepartarea chirurgicala a glandei tiroide, urmata de terapia de supresie a hormonilor tiroidieni,
care implicd administrarea de T3 sau T4 la niveluri suficiente pentru a mentine niveluri serice
scazute de TSH. Suprimarea TSH este necesard pentru a preveni stimularea mediatd de TSH a
celulelor ramase. Recidivarea cancerului tiroidian activ poate fi detectata prin administrarea de TSH
impreund cu iod radioactiv. TSH promoveaza absorbtia radioactivitatii, care poate fi apoi detectata
prin tehnici adecvate de radioimagistica (Walsh 2007).

Un produs biofarmaceutic pe baza de TSH recombinat este disponibil comercial, sub
denumirea de tirotropina alfa (Thyrogen, Sanofi Genzyme). Este produsa intr-o linie celulara CHO
transfectatd cu plasmide care includ secventele de ADN ce codifica subunitatile a- si B-ale TSH
uman. Celulele sunt cultivate in bioreactoare, iar dupa recuperare si concentrare prin ultrafiltrare,
TSH este purificat cromatografic si formulat la o concentratie de 0,9 mg/ml Tn tampon fosfat
continand manitol si clorurd de sodiu ca excipienti. Dupa filtrarea sterila si transferul aseptic in
flacoane de sticla, produsul este liofilizat.

9.6.6. Parathormonul si calcitonina

Hormonul paratiroidian (PTH) secretat de glandele paratiroide este o polipeptida de 84 de
aminoacizi ce functioneaza ca un regulator principal al metabolismului fosfo-calcic. Stimuleaza
formarea osoasa de catre osteoblaste, care prezinta receptori de suprafatd de inaltd afinitate pentru
hormon. PTH creste, de asemenea, absorbtia intestinald a calciului si activeaza vitamina D la nivel
renal.

O serie de produse pe baza de PTH recombinat sunt disponibile inca din 2002. Teriparatida
(Forsteo, Eli Lilly) este o un fragment al proteinei umane, capabil sa se lege de receptorul PTH
nativ si sa declanseze aceleasi efecte. Este produsa in E. coli, purificatd si formulatd intr-0 solutie
sterila, aprobata pentru tratamentul osteoporozei la femeile aflate in postmenopauza. Biosimilarii
Terrosa (Gedeon Richter) si Movinia (STADA Arzneimittel) au fost aprobati in UE in anul 2017,
pentru aceeasi indicatie. Medicamentul Natpar (Shire-NPS Pharmaceuticals), destinat
hipoparatiroidismului, ce contine parathormon uman recombinat produs in E. coli, este similar
cu Preotact (NPS Pharma) care a fost retras de pe piata.

Calcitonina umana sintetizata de celulele parafoliculare specializate din tiroida este 0
polipeptida cu un singur lant de 32 de aminoacizi. Secventa de aminoacizi a calcitoninei provenite
de la somon difera de hormonul uman prin noua reziduuri de aminoacizi. Cu toate acestea, are o
potenta de aproximativ 100 de ori mai puternica decat hormonul nativ uman. Potenta mare se
datoreaza unei afinitati mai bune pentru receptor si unei rezistente mai mari la degradare in vivo. Ca
atare, calcitonia de la somon recombinati este utilizata clinic, iar 0 astfel de molecula a obtinut
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aprobarea de comercializare (Fortical, Upsher-Smith Laboratories). Calcitonina recombinata este
produsa intr-o tulpina de E. coli modificata. Structural, calcitonina de somon este amidata terminal,
caracteristica necesara pentru o activitate biologica completd. Deoarece E. coli nu poate efectua
modificari post-translationale, amidarea calcitoninei recombinate se efectueaza in vitro folosindu-se
o enzima care este la randul ei produsa prin inginerie genetica intr-o linie celulara CHO. Produsul
finit purificat i amidat este formulat intr-un tampon de acetat (Walsh 2007).

Peptida genei calcitoninei (calcitonin gene-related peptide, CGRP) este 0 neuropeptida de
37 de aminoacizi exprimata in tesutul nervos, intr-o cale alternativa exprimarii calcitoninei in
tesutul tiroidian. CGRP moduleaza semnalizarea nociceptiva si este un vasodilatator care a fost
asociat cu fiziopatologia migrenei. Spre deosebire de alte neuropeptide, s-a dovedit ca valorile
CGRP cresc semnificativ in timpul migrenei si revin la valori normale odatd cu ameliorarea
cefaleei. Lansat in anul 2018, erenumab (Aimovig, Amgen) este un anticorp monoclonal uman
1gG2 complet, produs prin utilizarea tehnologiei ADN recombinat in celule CHO, indicat in terapia
migrenei. Erenumab se leaga de receptorul CGRP, situat in situsuri care sunt relevante pentru
fiziopatologia migrenei, de exemplu, ganglionul trigeminal. Erenumab concureaza in mod potent si
specific cu legarea CGRP si inhiba functia acesteia la nivelul receptorului, neavand o activitate
semnificativa impotriva altor receptori din familia calcitoninei. Este indicat pentru profilaxia
migrenei la adultii care prezintd migrene de cel putin 4 ori pe luna.

9.6.7. Peptidele natriuretice atriale

Peptidele natriuretice sunt hormoni vasodilatatori secretati de celulele musculare atriale ale
inimii, implicate in reglarea homeostaziei apei, sodiului, potasiului si lipidelor. Stimuland
natriureza, factorii natriuretici atriali actioneaza pentru a reduce cantitatea de apa si sodiu din
plasma, reducand astfel tensiunea arteriald. Disponibild din anul 2001, nesiritida (Natrecor,
Johnson&Johnson / Scios) este o varianta recombinata a unui fragment al factorului natriuretic de
tip B. Peptida de 32 de aminoacizi produsa in E. coli este indicata in insuficienta cardiaca
congestivd descompensatd. Totusi, eficienta medicamentului este controversatd (Gong si colab.
2016).
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10. TERAPII GENETICE SI CELULARE

Pe langa proteinele terapeutice, biofarmaceuticele includ si medicamentele bazate pe acizi
nucleici, ce au potentialul de a revolutiona practica medicald. Cateva tipuri de tehnologii genetice
sunt in plind dezvoltare: terapia genica, vaccinurile ADN si ARN, oligonucleotidele antisens,
aptamerii, ARN interferent mic si moleculele modificate de ARN. Putine astfel de produse
farmaceutice sunt aprobate in prezent, Insa cercetarile sunt intense pentru dezvoltarea acestor terapii
inovative. Medicamentele pe bazd de celule ofera, de asemenea, un potential extraordinar. Un
numar mic de astfel de produse au obtinut recent aprobarea, dar este imbucurator faptul ca tot mai
multe boli pediatrice dar si cancere vor putea fi vindecate cu succes prin aplicarea clinica a acestor
terapii avansate. Circa 20 de terapii cu celule modificate genetic (inclusiv CAR-T), sase
biomolecule pe baza de ARN interferent si aptameri si patru medicamente pe baza de ARNi au lost
lansate pe piata foarte recent.

10.1. Terapia genica

Terapia genica este definita ca procedura utilizatd pentru tratarea sau imbunatatirea starii de
sanatate prin modificarea geneticd a celulelor pacientului. Ofera o abordare unica pentru tratarea
atat a bolilor ereditare, cat si a celor dobandite, prin livrarea in nucleu a materialului genetic
terapeutic si a elementelor de reglare asociate. Scopul este de a corecta pierderea functiei cauzata de
mutatie sau de a exprima produsul genetic deficitar la nivel fiziologic. De mai bine de 30 de ani,
sute de cercetatori au sustinut ca modificarile genetice ar oferi tratamente eficiente pentru multe boli
ereditare, oferind beneficii clinice durabile si posibil curative cu un singur tratament (Mendell si
colab. 2021). Potentialul terapiilor genetice ca abordare curativd pentru anomaliile metabolice
ereditare si alte afectiuni induse de prezenta unei alele afectate a unei gene specifice este evident.
Descifrarea bazei moleculare a diferitelor boli, precum cancere, boli infectioase, genopatii
hemoragice si afectiuni neurologice, are un rol esential pentru dezvoltarea terapiei genice.

Teoretic, principiul fundamental care sta la baza terapiei genice este destul de simplu, insa
este mai dificil de realizat in practica. Abordarile practice in terapia genica includ:

A. Terapia genica in vitro ce presupune prelevarea celulelor tintd de la pacient, urmata de
incubarea lor cu vectorul transformat care contine acid nucleic. Dupa ce vectorul livreaza acidul
nucleic in celulele umane, acestea sunt reintroduse in organism. Strategia este utilizata pentru celule
stem, celule sangvine, epiteliale, musculare si hepatice.

B. Terapia genica in situ implica injectarea directd a vectorului transformat imediat
adiacent celulelor tinta ale corpului. Poate fi administrat si prin aerosolizare, spre exemplu, pentru
celulele epiteliului respirator in fibroza chistica.

C. Terapia genica in vivo implica administrarea eficienta si sigurd a vectorului conceput
astfel incat sa recunoasca si sa vizeze numai celulele tinta intentionate. O modalitate revolutionara o
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constituie tehnica CRISP-Cas, care permite editarea specifica a genelor si corectarea unor defecte
genetice.

Pionieratul tehnologiei ADN recombinat a fost marcat de utilizarea virusului simian
vacuolant (SV40) ca vector de transductie. Pentru aceste cercetari, Paul Berg a fost distins cu
Premiul Nobel pentru Chimie in anul 1980, impreund cu Walter Gilbert si Frederick Sanger.
Tehnologia a condus la dezvoltarea unor produse biofarmaceutice, si multe altele sunt incd in
cercetare. Abordarea este vasta, orientata inspre tratamentul bolilor cauzate de tulburari genetice
recesive (fibroza chisticd, hemofilie, distrofie musculard si anemie falciforma), boli genetice
dobandite cum sunt unele tipuri de cancer, boli autoimune precum artrita reumatoida si anumite
infectii virale, cum ar fi SIDA etc. Protocoalele aplicate in practicd au ca obiectiv substitutia
enzimatica (adenozin deaminaza, dezoxiribonucleaza, glucocerebrozidaza), substitutia proteinelor si
a peptidelor (alfa 1 antitripsina, receptorii lipoproteinelor, factorul IX al coagularii), inactivarea
antigenelor virale, eliberarea de citokine, imbunatatirea functiei imune, indepartarea tumorilor,
chemoprotectie, marcarea celulelor stem etc.

10.1.1. Vectori utilizati in terapia genicd

Principiul de baza consta in inserarea genei functionale Tntr-un vector capabil sa o livreze in
conditii de siguranta in celulele pacientului, tintind celule predeterminate. Pasul critic n realizarea
terapiei genetice 1l constituie alegerea vectorilor. Vectorul si sistemul de cedare optim depind de
caracteristicile celulelor tintd, de durata de exprimare si dimensiunile materialului genetic care
urmeaza sa fie Incorporat. Vectorii utilizati pentru terapia genica pot fi vectori virali (transductie),
vectorii non-virali (transfectie) si vectori proiectati. Vectorii virali raman in continuare atragatori,
desi recent au fost dezvoltate metode noi de manipulare a genelor (CRISPR-Cas) si metode de
livrare mai eficiente pentru vectorii non-virali. Domeniul terapiei genice progreseaza extrem de
rapid, cu mii de studii clinice efectuate. Dintre acestea, 64,6% se refera la terapia cancerului, 10,5%
se concentreazd pe boli monogenice, 7,4% pe boli infectioase si 7,4% pe boli cardiovasculare.
Aproape 70% din studii se bazeaza pe constructe genetice cu vectori virali (Beitelshees si colab.
2017).

Vectorii virali

O gama larga de virusuri sunt utilizate pentru proiectarea vectorilor virali (Tabel 16).
Constructia vectorilor genetici presupune inlocuirea genelor virale endogene, necesare pentru
replicarea virald normald, cu gena exogend de interes (transgena). In urma indepartarii genelor
structurale virale, vectorul rezultat nu se poate reproduce. Dezvoltarea vectorilor virali n scopuri
terapeutice implica propagarea initiald in linii celulare animale adecvate, recuperarea, concentrarea,
purificarea si formularea produsului (Walsh 2007). Printr-o tehnica asemanatoare VLP, capside
virale goale pot fi generate prin exprimarea unor proteine structurale in E. coli. O abordare noua o
constituie vectorii virali himerici. Acestia incorporeaza proprietatile favorabile a doi sau mai multi
vectori, manipuland avantajele si dezavantajele fiecdruia, iar combinarea sistemelor vectoriale
permite aplicatii specifice ale terapiei genice.

234



Terapii genetice si celulare

Tabel 16. Vectori virali utilizati in terapia genica (dupa Lundstrom 2018; 2019).

Virus Genom Insert (kb) Caracteristici
Retrovirusuri ARNmMc 8 Transductia celulelor capabile de diviziune
(MMSV, MSCV) Sistem de impachetare

Exprimare pe termen lung
Integrare aleatoare
Lentivirusuri ARNmMC 8 Multe tipuri de gazde (celule care nu se divid)
(HIV-1, HIV-2, EIAV) Exprimare pe termen lung
Integrare in cromosom
Citotoxicitate scazuta
Adenovirusuri (Ad5) ADNdc <75 Multe tipuri de gazde
Neintegrante Tn genom
Exprimare tranzitorie
Imunogenitate accentuata
Parvovirusuri (AAV2, 3, | ADNmc <4 Multe tipuri de gazde
5,6,8,9) Se integreaza In cromosom
Debut lent la exprimare
Imunogenitate
Herpesvirusuri (HSV) ADNdc >30 Multe tipuri de gazde
Infectie latenta

Exprimare pe termen lung
Toxicitate scazuta

Insert de dimensiuni mari

Poxvirusuri ADNdc >30 Multe tipuri de gazde
(VV) Insert de dimensiuni mari

Vectori competenti de replicare
Alfavirusuri ARNmMC 8 Multe tipuri de gazde, inclusiv neuroni
(SFV, SIN, VEE, M1) Auto-amplificatoare

Exprimare tranzitorie
Imunogenitate scazuta
Lipsa unui sistem eficient de impachetare

Flavivirusuri ARNmMC 6 Multe tipuri de gazde
(DV, KV, TBEV, WNV, Auto-amplificatoare
YFV) Exprimare tranzitorie
Sistem de impachetare
Rhabdovirusuri ARNmMC 6 Multe tipuri de gazde
(virusul rabiei, VSV) Auto-amplificatoare

Exprimare tranzitorie
Imunogenitate scazuta

Paramixovirusuri ARNmMC 6 Vectori oncolitici
(MV, NDV) Auto-amplificatoare

Exprimare tranzitorie
Picornavirusuri (virusuri | ARNmc 6 Vectori oncolitici
Coxsackie)

AAV - virusul adeno-asociat; Ad — adenovirus; dc — dublucatenar; DV — virusul Dengue; EIAV — virusul anemiei
infectioase ecvine; HIV — virusul imunodeficientei umane; HSV — virusul Herpes simplex; KV — virusul Kunjin; M1 —
virusul M1; mc — monocatenar; MMLV - virusul leucemiei murine Moloney; MMSV — virusul sarcomului murin
Moloney; MSCV - virusul celulelor stem murine; MV — virusul rujeolic; NDV — virusul bolii Newcastle; SFV — virusul
Semliki Forest; SIN — virusul Sindbis; TBEV — virusul encefalitei transmise de capusa; VEE — virusul encefalitei ecvine
venezuelene; VSV — virusul stomatitei veziculare; VV — virusul vaccinia; YFV — virusul febrei galbene; WNV — virusul
West Nile

Ingineria vectorilor virali cuprinde doud strategii: modificarea suprafetei vectorului si
modularea secventelor de reglare din genomul vectorului. Proiectarea particulelor vectoriale la
suprafata lor nu reduce capacitatea de impachetare si diminueaza pierderile particulelor vectoriale la
celule netinta (Buchholz si colab. 2015). O componenta critica a vectorilor orientati catre receptor o
constituie ligandul de directionare ce mediazd afinitatea selectiva la receptorul tintd (Frank si
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Buchholz 2019). Sunt vizati anticorpi, factori de crestere sau hormoni dispusi la suprafata unor
vectori.

I. Vectorii retrovirali. Retrovirusurile sunt virusuri nvelite, cu genomul format dintr-o
moleculd de ARN monocatenar de aproximativ 5-8 kb. Desi retrovirusurile sunt incadrate in diferite
subfamilii, existda trei grupe de baza: oncoretrovirusuri, lentivirusuri si spumavirusuri.
Oncoretrovirusurile pot provoca cancer, lentivirusurile pot cauza imunodeficientd severa, iar
spumavirusurile sunt benigne. Multe retrovirusuri provoaca boli grave la om, alte mamifere si
pasari: HIV-1 si HIV-2, virusul T-limfotropic uman (HTLV), virusul leucemiei murine etc.

Dupa infectarea celulelor gazda, ARN-ul viral este transcris cu ajutorul reverstranscriptazei
virale in ADNCc si in cele din urma produce ADN dublucatenar. Acesta se integreaza ulterior in
genomul celulei gazda ca ADN proviral, iar transcrierea genelor provirale pe baza resurselor celulei
genereazd ARNm responsabil de sinteza proteinelor necesare virionilor. Acestia evadeaza din celula
Tngloband elemente membranare ce vor constitui peplosul virusurilor nou formate.

Genomul retroviral contine cel putin trei gene structurale: gag (codifica proteinele capsidei
virale), pol (codifica reverstranscriptaza) si env (codifica proteinele invelisului viral). La ambele
capete ale genomului viral se afld secvente repetate terminale lungi (LTR), care contin promotori
puternici, secvente amplificatoare si secvente necesare integrarii in ADN-ul gazdei. De asemenea,
imediat adiacenta secventei LTR la capatul 5 se afld secventa de impachetare a ARN-ului viral,
responsabila de asamblarea particulei virale. Lentivirusurile detin in plus doua gene reglatoare, tat
(codifica un transactivator transcriptinal) si rev (codifica un reglator post-transcriptional). Vectorii
retrovirali sunt modificati prin deletia genelor ce codifici proteine structurale. In cazul
lentivirusurilor, deletia genei tat suprima replicarea virala, iar genele responsabile de asamblarea
vectorului sunt inserate in trei plasmide pentru a reduce riscul de recombinare. Pentru a genera
virioni maturi care contin acidul nucleic al vectorului, genele structurale sunt introduse in celule
recombinate ce vor fi capabile sa produca particule virale cu deficienta de replicare. Ca sisteme de
Tmpachetare (packaging cell lines) se utilizeaza adesea liniile celulare HEK293 transfectate cu
plasmide de Timpachetare ce contin genele codificatoare ale proteinelor capsidei si
reverstranscriptazei virale. Aceste sisteme de transfer genetic functioneaza pe principiul o singura
data, o singura lovitura (one time, single-hit). Mai recent, au fost operate modificari in acest sistem
retroviral de baza: includerea unui fragment al genei gag, promotori tisulari specifici etc.

Capacitatea retrovirusurilor de a patrunde efectiv in diferite tipuri de celule si de a-si integra
materialul genetic in genomul celulei gazda intr-un mod stabil, pe termen lung, le-a facut sa fie
vectori potentiali evidenti pentru terapia genicad. Totusi, vectorii retrovirali au si unele dezavantaje:
sunt labili in diferite conditii, nu infecteaza toate celulele capabile de diviziune, iar gena transferata
se insereaza aleator in cromosomul celulei gazda, ceea ce poate genera complicatii (Walsh 2007).
Vectorii lentivirali au capacitatea de a infecta atat celule care se divid cat si celule incapabile de
diviziune, au un risc mult mai scazut de a activa oncogene, iar biofarmaceuticele de ultima
generatie dispun de livrare §i sigurantd imbunatatite.

Retrovirusurile reprezinta abordarea clasica pentru aplicatiile de terapie genicd, iar primul
studiu de terapie genica umana a implicat implantul autolog de celule ale maduvei osoase transduse
ex Vvivo cu vectori retrovirali. Mai recent au fost vizate celule dendritice, celule stem hematopoietice
sau celule T modificate care exprima un receptor de antigen himeric (CAR-T) (Lundstrom 2018). O
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serie de produse biofarmaceutice (Strimvelis, Zynteglo, Zalmoxis, Yescarta, Kymriah si Tecartus)
au la baza transferul de celule transduse cu retrovirusuri si sunt detaliate in subcapitolul Terapii pe
baza de celule.

I1. Vectorii adenovirali. Adenoviridele constituie o familie de virusuri cu potential patogen
la om si alte diferite specii. Sunt virusuri nude, cu genom ADN dublucatenar de aproximativ 35 kb,
mai complex decét cel al retrovirusurilor. De reguld o mica parte din genom este eliminat atunci
cand se construieste un vector bazat pe adenovirus. Tn urma infectiei, ADN-ul adenoviral ajunge Tn
nucleu, dar nu se integreaza in genomul celulei gazda. Avantajul major in ceea ce priveste terapia
genica il reprezinta capacitatea lor de a infecta celulele care nu se divid si de a exprima produsul
transgenei. Totusi, durabilitatea lor este limitatd si tratamentul presupune administrari repetate
(Walsh 2007).

Peste 50% din candidatii la vaccinuri pe baza de vectori virali utilizeaza n prezent
adenovirusuri: impotriva virusurilor Ebola, Zika, hepatitei C, HIV, SARS-CoV-2 si malariei (vezi
subcapitolul Vaccinuri cu vectori virali recombinati). Adenovirusurile oncolitice modificate genetic
reprezinti o perspectivd in dezvoltarea terapiilor anticancer. In cercetiri se afli constructe de
adenovirus modificat conjugat cu SYENFSA, un ligand ce tinteste celulele tumorale pancreatice.
Vectorii himerici bazati pe Ad5/3 sau Ad11/Ad3p s-au dovedit eficienti, demonstrand propagare
selectiva si uciderea celulelor tumorale (Lundstrom 2018). Molecule dezvoltate:

e Ad-p53 (Gendicine, Shenzhen SiBiono GeneTech) este primul medicament bazat pe terapie
genica, aprobat in anul 2003 in China. Contine un adenovirus oncolitic care exprima gena p53,
codificatoare a unui factor supresor tumoral. Este recomandat in cancerul capului si gatului (Zhang
si colab. 2018).

e Candidatul CG0070 (Cold Genesys) este un imunoterapic oncolitic cu replicare selectiva
bazat pe un construct pe baza de adenovirus (Ad5) modificat, care contine un promotor selectiv
pentru cancer si o transgend GM-CSF. Acesta distruge celulele tumorale ale vezicii urinare in doua
moduri complementare: se reproduce 1in interiorul celulelor tumorale ce posedda gene Rb
disfunctionale, provocand liza acestora; liza celulelor canceroase poate elibera antigene derivate din
tumori, si impreuna cu GM-CSF stimuleaza un raspuns imun sistemic antitumoral. CG0070 este un
agent promitator pentru o varietate de tipuri de tumori solide, singur sau in combinatie cu inhibitori
ai punctelor de control imunitar (Burke si colab. 2012).

I11. Parvovirusurile sunt sisteme atractive pentru ingineria unor vectori de terapie genica
siguri, eficienti si specifici. Virusurile adeno-asociate (AAV) sunt virusuri ADN foarte mici,
monocatenare, ce contin doar doua gene in genomul de aproximativ 4,8 kb. Nu au capacitatea de a
se replica autonom, ci doar in prezenta unui adenovirus co-infectant sau a altor virusuri. Desi se
gasesc in populatia umana, nu sunt asociate cu nicio boala cunoscuta. Ca dezavantaj, sistemele
vectoriale virale adeno-asociate suportd doar constructe relativ mici. Totusi, acestea ofera un
mecanism de transfer al genelor in celule care nu se divid si faciliteaza exprimarea pe termen lung a
transgenei. Spre deosebire de adenovirusuri, acidul nucleic transferat de virusurile adeno-asociate se
poate integra Tn genomul celulei receptoare (Walsh 2007). Bocavirusurile sunt parvovirusuri care
pot cauza boli respiratorii, inclusiv la om, studiate ca vectori virali. O abordare noud o constituie
vectorii himerici, precum cei alcatuiti dintr-un virus adeno-asociat recombinat si un bocavirus, care
permit inserarea unor transgene de dimensiuni mai mari (Fakhiri i colab. 2019). Sunt disponibile:
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¢ Alipogene tiparvovec (Glybera, UniQure) a primit, in anul 2012, prima autorizare pentru
terapie genica in UE si SUA. Medicamentul este indicat pentru deficitul de lipoprotein lipaza
(LPL), ce cauzeaza pancreatita severa. Contine vectorul viral adeno-asociat serotip 1 (AAV1), care
livreaza o copie intactd a genei LPL in celulele musculare. Vectorul a fost produs intr-o linie
celulara de lepidoptere (Sf9 de la Spodoptera frugiperda). Gena LPL nu este inserata in cromosom,
ci ramane ca ADN liber in nucleu. Injectia este urmata de terapie imunosupresiva pentru a preveni
reactiile sistemului imunitar. Boala are o prevalenta foarte mica la nivel global (1-2:1.000.000) iar
tratamentul are un cost foarte ridicat. Autorizatia nu a fost reinnoita de producator in anul 2017 din
cauza cererii reduse.

e Voretigene neparvovec-rzyl (Luxturna, Spark Therapeutics) a fost aprobat in UE in anul
2017 ca medicament orfan indicat pentru distrofie retiniand (amauroza congenitala Leber). Este o
tulburare ereditara (1:40.000 nou-nascuti) datd de mutatia homozigota a genei RPEG65, care
provoaca orbire progresiva. Medicamentul contine virusul adeno-asociat (AAV2) viu, nereplicativ,
in care a fost inserat ADNc al genei umane RPEG65 cu o secventd Kozak modificata si promotor
hibrid (actind beta de pui si potentiator al citomegalovirusului). Virusul este crescut in celule
HEK293 si purificat pentru administrare (Russell si colab. 2017).

e Disponibila din anul 2019, onasemnogene abeparvovec (Zolgensma, Novartis Gene
Therapies) este prima terapie genica destinatd atrofiei musculare spinale la copii. Tulburarea
neuromusculara este cauzatd de o mutatie a genei SMN1, care duce la deficitul proteinei SMN,
necesara pentru supravietuirea neuronilor motori. Medicamentul orfan este bazat pe un vector AAV
recombinat nereplicativ, care utilizeaza capsida AAV9 pentru a furniza o transgena SMN1 umana
complet functionald. Capsida AAV9 poate traversa bariera hematoencefalica si transduce neuronii
motori. Gena SMN1 a fost conceputd pentru a functiona ca ADN episomal in nucleul celulelor
transduse si poate fi exprimata stabil pentru o perioada extinsa de timp. Exprimarea transgenei este
asigurata de un promotor constitutiv (potentiator al citomegalovirusului si actina beta de pui), avand
ca rezultat producerea continua si sustinuta a proteinei SMN.

IV. Herpersviridele precum virusul Herpes simplex (HSV) sunt virusuri cu ADN
dublucatenar si reprezinta un alt sistem vectorial de perspectiva. HSV este un virus neurotrofic ce
poate fi deosebit de util Tn administrarea genelor cédtre neuronii sistemului nervos central si
periferic. Tn urma infectiei, virusul rimane de obicei latent in neuronii care nu se divid, genomul siu
pastrandu-se intr-o forma neintegranta. Este dificil sa se genereze particule de Herpes simplex
nereplicative, dar totusi viabile, fara ca virusul sa-si pastreze capacitatea de a deteriora celulele pe
care le infecteaza. Totusi, datorita efectului pe termen lung, vectorii HSV sunt propusi pentru multe
aplicatii in diferite boli. Biofarmaceutice lansate:

e Talimogene laherparepvec (Imlygic, Amgen Europe) a fost lansat pe piatd in UE in anul
2015 ca terapie impotriva melanomului. Este un construct cu vector HSV-1 oncolitic, modificat prin
deletia ambelor copii ale genei ICP34.5 (infected cell protein) si insertia genei GM-CSF uman.
Ulterior, si gena ICP47 a fost indepartata. In infectia cu tulpina silbatica, proteina ICP47 suprima
raspunsul imunitar, iar deletia genei are ca scop activarea sistemului imunitar. Talimogene
laherparepvec se replica in celulele canceroase, iar exprimarea GM-CSF in contextul oncolizei
virale favorizeaza recrutarea si activarea celulelor prezentatoare de antigen, promovand initierea
unui raspuns imun care tinteste tumorile. Vectorul viral ramane susceptibil la tratamentele anti-
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HSV-1, cum ar fi aciclovir, ceea ce ofera un control suplimentar de siguranta asupra replicarii si
raspandirii virale (Pol si colab. 2016).

V. Poxvirusurile sunt de asemenea utilizate ca vectori de livrare, in special virusul vaccinia
al carui genom alcatuit din ADN dublucatenar de aproximativ 190 kb poate gazdui mai mult de 30
kb de ADN strain. Au fost proiectati vectori competenti pentru replicarea selectiva in tumori,
intrucat acestia nu deterioreaza celulele normale. Vectorii virali ce utilizeaza virusul vaccinia s-au
dovedit utili in tratamentul cancerului. Au fost create o serie de sisteme recombinate bazate pe
virusul vaccinia si virusul variolei aviare, in care au fost inserate gene stimulatoare ale imunitatii
antitumorale (PANVAC impotriva cancerului pancreatic, PROSTVAC impotriva cancerului de
prostati etc). In dezvoltare se afla:

e Candidatul pentru vaccin rilimogene galvacirepvec/rilimogene glafolivec (Prostvac,
Bavarian Nordic) constituie o imunoterapie bazata pe poxvirusuri recombinate care exprima
antigenul specific prostatei (PSA) ca antigen asociat tumorii, pentru a genera un raspuns al celulelor
T impotriva cancerului de prostata. Prostvac este alcatuit dintr-un regim heterolog care utilizeaza
doi vectori poxvirali diferiti: PROSTVAC-V, un virus vaccinia recombinat (rilimogen
galvacirepvec) si PROSTVAC-F, un virus al variolei aviare recombinat (rilimogen glafolivec).
Ambii vectori contin transgene pentru PSA uman si trei molecule costimulatoare pentru celulele T
denumite colectiv TRICOM (LFA-3, ICAM-1 si B7.1) (Gulley si colab. 2019).

e Pexastimogene devacirepvec (Pexa-Vec sau JX594, SillaJen) este un compus candidat aflat
in studii clinice, testat ca medicament anticancerigen Tmpotriva carcinomului hepatic, renal etc.
Constructul contine un vector vaccinia tulpina Copenhaga modificat prin insertia genei GM-CSF, a
genei LacZ si indepartarea genei timidin kinazei. Aceasta deletie permite replicarea doar in celule
ce contin un nivel ridicat al enzimei, cum este cazul celulelor tumorale cu mutatii ale genelor RAS si
p53. Virusul lizeaza celulele canceroase infectate si, de asemenea, exprimda GM-CSF care poate
ajuta la initierea unui rdspuns imun antitumoral (Moehler si colab. 2019).

VI. Au fost construiti si vectori ce utilizeaza virusuri auto-amplificatoare cu ARN
dublucatenar, cum sunt reovirusurile. Desi reovirusurile sunt in majoritate nepatogene la om,
acestea au servit ca modele experimentale foarte productive. S-a demonstrat ca reovirusurile au
proprietati oncolitice, replicandu-se selectiv in celulele canceroase activate de proteine RAS, ceea
ce a Incurajat dezvoltarea acestor terapii. Lansate:

e Pelareorep (Reolysin, Oncolytics Biotech) este un medicament ce detine statutul de
medicament orfan pentru gliom, cancer ovarian, pancreatic, peritoneal si gastric (FDA) si pentru
cancerul ovarian si pancreatic (EMA), din anul 2018. Contine un reovirus nud tip T3D, propagat in
culturi de celule HEK293S, purificat din lizatul celular prin cromatografie pe schimbdtori de ioni,
permeatie 1n gel si filtrare pe membrane cu porozitate de 0,22 um (Ungerechts si colab. 2018).

VII. Si alte virusuri auto-amplificatoare cu ARN monocatenar sunt utilizate ca vectori
virali, in afara de retrovirusuri. Astfel sunt alfavirusurile (virusul Semliki Forest, virusul Sindbis,
virusul encefalitei ecvine venezuelene si M 1) si flavivirusurile (virusul West Nile, virusul Dengue si
virusul Kunjin), ce poseda un genom cu polaritate pozitiva. In schimb, rhabdovirusurile (virusul
rabiei si virusul stomatitei veziculare) si virusul rujeolic au un genom ARN cu polaritate negativa.
Polaritatea ARN monocatenar determina mecanismul replicativ. Majoritatea virusurilor ARN auto-
amplificatoare pot integra fragmente de 6-8 kb si genereaza niveluri ridicate de exprimare genica
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tranzitorie pe termen scurt. Paramixovirusul bolii Newcastle se reproduce in mod specific in
celulele tumorale, fiind aplicat ca vector pentru terapia genica oncologica. Coxsackievirusurile
apartinand familiei Picornaviridae sunt alte virusuri nude cu ARN monocatenar ce sunt utilizate ca
vectori oncolitici (Lundstrom 2019).

Vectorii non-virali

Eficienta transductiei celulare este relativ ridicatd atunci cand se utilizeaza vectori virali, dar
existda si dezavantaje asociate acestora, precum imunogenitatea si citotoxicitatea. Sistemele de
livrare a genelor terapeutice bazate pe vectori non-virali prezinta avantajul ca nu sunt imunogene si
nu se integreazd in cromosomii gazdei. Astfel, transfectia nu perturbd gene si nu activeaza
oncogene. Vectorii non-virali constau in ADN liber, particule sau molecule chimice ce pot transfera
molecule mici de ADN (oligonucleotide), molecule mari de ADN (plasmide) sau molecule de ARN
(ribozime, ARNm, ARN interferent mic) (Tabel 17). Vectorii non-virali au si avantajul de a nu
limita dimensiunea fragmentului de ADN transferat.

Tabel 17. Metode de livrare a vectorilor non-virali (dupa Ramamoorth si Narvekar, 2015).

Metoda de livrare Mecanism Tesut / organ tinti | Avantaje Dezavantaje
Livrare directa Endocitoza Muscular, cardiac, Sigur Eficientd scazuta a
(ADN liber, tegument, hepatic, Simplu transfectiei
plasmide) tumori solide
Tun de gene Jet de inaltd presiune | Ovar Flexibil Penetrare redusa
cu heliu Citotoxicitate redusa
Eficient
Electroporare Cresterea Tegument, muscular | Eficient Distrugere tisularad
permeabilitatii Repetabil Acces limitat la
membranei celulare organele interne
Ultrasonare, Cresterea Encefal, cornee, Sigur Eficientd redusa
microbule permeabilitatii rinichi, muschi, Flexibil
membranei celulare | inima
Nanoparticule Pinocitoza si In vitro Flexibilitate Transfectie
magnetice endocitoza Citotoxicitate redusa | tranzitorie
Molecule anorganice | Endocitoza In vitro Productie simpla Eficientd redusa
Stabilitate
Functional

Livrarea materialului genetic la tintele celulare poate fi directd, prin injectare, sau prin
metode fizice ori chimice. Metodele fizice includ injectarea, tehnici balistice, electroporarea,
sonoporarea, fotoporarea, hidroporarea, cuplarea cu particule magnetice etc. Metodele chimice
includ particule anorganice (fosfat de calciu, silicati, aur) sau purtatori policationici cum sunt
liposomii (complexe lipoplex) si polimerii (complexe poliplex). Sunt utilizate o varietate de
materiale biodegradabile sintetice ori naturale: lipide cationice, emulsii nanolipidice, nanoparticule
lipidice solide, peptide mici, vectori polimerici precum polilizina, polietilenimina, chitosanul,
poliesteri PLA si PLGA, dendrimeri, polimetacrilat etc.

Lipoplexele. Lipidele cationice sunt purtatori sintetici ai materialului genetic si constau in
amestecuri de fosfolipide cationice pentru condensarea si protejarea acizilor nucleici. Lipidele
cationice se pot agrega in sisteme apoase pentru a forma vezicule denumite liposomi, care la randul
lor interactioneaza spontan cu ADN-ul. Sute de lipide cationice au fost dezvoltate pentru transferul
genelor (fosfatidilcoline, fosfatidilserine, sfingomielina etc). Fosfolipidele cationice au o structura
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comund, reprezentatd de capul hidrofil ncarcat pozitiv si coada hidrofoba cu o structurd linker.
Grupul incarcat pozitiv se leaga de grupul negativ fosfat din acizii nucleici si formeaza o structura
compactata unic numita lipoplex. Eficienta transfectiei depinde de forma geometrica generald, de
numarul grupurilor Incarcate, de natura ancorei lipidice si de legatura linkerului.

Datorita sarcinil pozitive, lipoplexele interactioneaza electrostatic cu glicoproteine si
proteoglicani din membrana celulara, facilitind endocitoza acizilor nucleici. Lipidele incarcate
pozitiv inconjoara materialul genetic si il protejeazd impotriva nucleazelor intracelulare si
extracelulare. Cu toate acestea, problema rezida in incarcarea de suprafata, ce reduce timpul de
circulatie al lipoplexelor in sange, limitandu-le utilitatea la celulele endoteliului vascular. Diferite
moduri de livrare pot tinti epiteliul respirator, hepatocitele sau celulele musculare. PEG este un
polimer neutru utilizat ca ecran de suprafata pentru a limita sarcina si a prelungi timpul de
injumatatire. Desi au toxicitate redusa, lipoplexele devin citotoxice la un raport lipide:ADN mai
mare de 3:1 (Ramamoort si Narvekar 2015).

Poliplexele. Polimerii cationici, cum sunt moleculele de polilizina sau polictilemimina,
formeaza cu ADN-ul un complex electrostatic denumit poliplex. Poliplexele sunt mai stabile decat
lipoplexele si au acelasi rol, de a stabiliza si a proteja gena terapeutica. Tesuturile/organele tinta
sunt plamanii sau cavitatea bucala. Nu sunt imunogene, insa eficienta lor este scazuta.

10.1.2. Tehnologia antisens: oligonucleotide antisens si aptameri

Diferite stiri de boala sunt asociate cu productia sau superproductia necorespunzatoare a
produsilor de exprimare a unor gene. Spre exemplu: exprimarea oncogenelor, supraexprimarea
citokinelor in timpul unor stari de boald, superproductia de angiotensinogen, transcrierea
intracelulara si traducerea genelor virale in timpul replicarii virale intracelulare. In toate aceste
cazuri, consecintele medicale ale unei astfel de exprimari inadecvate ar putea fi prevenite sau
ameliorate prin reglarea exprimarii, abordare denumita tehnologie antisens.

Abordarea antisens se bazeaza pe generarea unor secvente de ADN sau ARN scurte (12-30
nucleotide), specifice, monocatenare. Acestea sunt oligonucleotide antisens capabile sa se lege
specific de ADN, sau mai frecvent de ARNm derivat din gene specifice. Legarea se face pe baza de
complementaritate §i impiedica exprimarea produsului genetic prin blocarea procesului de
transcriere sau de traducere. Sunt mai ales concepute pentru a lega microARN, ARN necodificator
de aproximativ 22 nucleotide si pentru a creste exprimarea proteinelor in scop terapeutic. Ca
potentiale medicamente, oligonucleotidele antisens prezinta o serie de caracteristici importante,
printre care specificitatea. Analiza statistica arata ca orice secventda de nucleotide de cel putin 17
baze este putin probabil sda apard de mai multe ori in genomul celulei umane. Prin urmare, o
oligonucleotida proiectata sa se lege la ARNm, este putin probabil sa formeze un duplex cu orice
alta molecula de ARNm netinta.

Avantajele suplimentare ale abordarii oligonucleotidice antisens includ toxicitatea scazuta si
posibilitatea de a sintetiza automat fragmente oligonucleotidice. Dezavantajele includ sensibilitatea
la nucleaze, timpul de Tnjumatatire foarte redus in ser, rata slaba de absorbtie celulara si inactivarea
oralad rapida. S-au facut unele progrese pentru a depasi aceste dificultati si se preconizeaza un avans
semnificativ al noilor generatii de oligonuclotide, mult mai eficiente terapeutic. Oligonucleotidele
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native prezintd o legatura fosfodiesterica 3" — 57, fiind sensibile la nucleazele prezente in mod
natural Tn majoritatea fluidelor extracelulare si a compartimentelor intracelulare. Timpul de
injumatatire plasmatica al oligonucleotidelor din ser este de circa 15 minute, iar oligonucleotidele
ARN sunt chiar mai putin stabile decat oligonucleotidele ADN. Modificarea selectiva a legaturii
fosfodiesterice native poate face produsul rezistent la degradarea nucleazelor. Cel mai frecvent,
modificarea presupune inlocuirea unuia dintre atomii de oxigen liberi ai legaturii fosfodiesterice cu
un atom de sulf. S-oligos au o rezistenta crescutd la nucleaze, ramanand solubile in apa. De
asemenea, sunt usor de sintetizat chimic si prezintd un timp de injumatatire de cateva ore (Walsh
2007). Oligomerii morfolinici (morpholino) sunt secvente specifice mici (aproximativ 25 de baze)
ce contin baze de ADN atasate unor inele de metilenmorfolind, legate prin grupari
fosforodiamidate.

Aptamerii, sau anticorpii chimici, sunt oligonucleotide ADN sau ARN monocatenar,
capabile sa se lege de proteine prin recunoasterea structurii terfiare sau cuaternare, $i nu pe baza de
complementaritate a secventei. Avantajele acestora de a fi usor sintetizati si mai putin imunogeni in
comparatie cu anticorpii monoclonali 1i fac promitatori pentru dezvoltarea de terapii Tmpotriva
leucemiei limfoblastice, leucemiei mieloide, leucemiei limfocitare, limfomului Hodgkin,
limfomului anaplazic cu celule mari, limfomului Burkitt, limfomului difuz cu celule B mari,
mielomului multiplu, a bolii grefa-contra-gazda, anemiei aplazice, anemiei falciforme etc.

Aptamerii au un mare potential Tn analiza proteomica multiplex pentru screeningul cu
randament ridicat al noilor biomarkeri de diagnostic, prognostic si receptivitate la tratament, pentru
identificarea de noi tinte moleculare. In plus, datorita afinitatii lor mari si selectivitatii fata de
moleculele tintd, aptamerii pot fi utilizati eficient pentru detectarea celulelor tumorale prin
citometrie n flux si pot fi utilizati pentru monitorizarea mai precisa a unor cancere si, de asemenea,
pentru diagnosticarea bolilor hematologice maligne.

O serie de biofarmaceutice pe bazd de oligonucleotide antisens si aptameri au fost aprobate
in UE s1 SUA:

e Fomivirsen (Vitravene, Isis Pharmaceuticals / Novartis Ophtalmics Europe), a fost prima
terapie antisens aprobatd incad din 1998, destinata retinitei cauzate de citomegalovirus la pacientii cu
SIDA. Este un S-oligo de 21 de nucleotide, sintetizat chimic si formulat in solutie sterild de
bicarbonat de sodiu, ce impiedicad replicarea citomegalovirusului. A fost ulterior retras datoritd
cererii reduse, in urma succesului inregistrat de managementul terapeutic al HIV/SIDA si
dezvoltarii terapiilor antiretrovirale.

e Pegaptanib (Macugen, Eyetech / Pfizer, Pharma Swiss) (2004) este o oligonucleotida
conjugata cu PEG, indicat pentru tratamentul degenerescentei maculare neovasculare. Este un
aptamer al VEGF, ce se leaga in mod specific de izoforma 165 a VEGF, o proteina care joaca un rol
critic in angiogeneza si permeabilitate.

e Mipomersem (Kinamro, Kastle Therapeutics) (2013) este o oligonucleotida antisens indicata
in hipercolesterolemie familiala homozigota. Se leagda de ARNm ce codifica apolipoproteina B-100
(ApoB-100), componenta principala a lipoproteinelor cu densitate joasa (LDL) si a lipoproteinelor
cu densitate foarte joasa (VLDL). In consecinti, ARNm este degradat de ribonucleaza H, iar ApoB-
100 nu este exprimata.
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o Eteplirsen (Exondys 51, Sarepta Therapeutics) (2016) este o oligonucleotida antisens indicata
in distrofia musculara Duchenne. Distrofia musculara Duchenne este o maladie recesiva X-linkata
ce apre cu o incidenta de 1:5.000 de nou-nascuti baieti. Eteplirsen este un oligomer morfolinic care
tinteste anumite mutatii, declansand excizia exonului 51 din pre-ARNm a transcriptului distrofinei.
Omiterea exonului 51 modifica cadrul de citire din aval, avand ca rezultat producerea de distrofina
functionala.

e Nusinersen (Spinraza, Biogen) este o oligonucleotida antisens de 18 baze, indicata in atrofia
musculara spinala, o tulburare neuronald asociata mutatiei in gena SMN1. Este un medicament orfan
aprobat in anul 2016.

¢ Inotersen (Tegsedi, lonis USA) (2018) este o oligonucleotida monocatenara de 20 de baze
destinata deteriorarii nervoase la pacientii adulfi cu amiloidoza ereditara tip transtiretind. Maladia
este o boald neurodegenerativa autozomala dominantd, endemica in doua zone din Portugalia.

10.1.3. ARN interferent si ribozime

Interferenta ARN (iIARN) este un proces celular natural prin care se realizeaza inactivarea
anumitor gene selectate (gene silencing). Mecanismul iIARN ofera protectie celularda impotriva
secventelor de nucleotide straine (virusuri, transpozoni etc) si detine un rol important in reglarea
exprimarii genelor. Exprimarea genelor este redusa sau chiar stopatd prin introducerea unor
molecule mici de ARN necodificator care inhiba traducerea secventei ARNm. Multe caracteristici
sunt comune cu tehnologia antisens, dar exista si cateva diferente importante in mecanismul prin
care se realizeaza acest efect. Moleculele de ARN care realizeaza iARN n mod natural includ:

A. ARN mic de interferenta (ARNSsi, small interfering RNA) — fragmente scurte de
ARNdc (20-25 de pb) rezultate din clivarea unor molecule mari de ARNdc de origine exogena;

B. MicroARN (ARNmi) — fragmente scurte de ARNmc (20-22 nucleotide) rezultate din
procesarea ARN necodificator.

Inactivarea genelor poate fi usor aplicata prin transfectie si joaca un rol important in biologia
celulara si moleculara. Tn celulele mamiferelor, ARNdc induce de regula sinteza de interferoni ce
contribuie la apararea antivirald. Acest raspuns la interferon determind stoparea generalizata a
sintezei proteinelor. Ca urmare, molecule mari de ARNdc nu pot fi utilizate pentru inactivarea unei
gene specifice, dar ARNSsi se poate sustrage radarului raspunsului la interferon si poate inactiva
specific o anumita gena.

Ambele cai ale IARN (ARNsi si ARNmi) se bazeaza pe structuri celulare precum
ribonucleaza DICER si complexul de inductie a inactivarii (RISC, RNA-induced silencing complex).
Proteina DICER initiaza iARN prin procesarea ARNdc pentru a forma ARNsi sau ARNmi. Aceste
fragmente se pot lega de secvente complementare de ARNm in cadrul RISC, un complex efector
multienzimatic. Helixul ARNSsi dublucatenar se deruleaza prin activitatea helicazei, iar catena sens a
ARNdCc este eliminata. Catena antisens ramasa faciliteaza legarea specifica a RISC la ARNm, prin
complementaritatea bazelor. ARNm este scindat de componenta catalitica, proteina Argonaute, care
in cele din urma impiedica traducerea.

O abordare alternativa bazatd pe iARN o reprezinta inhibarea exprimarii cu ajutorul ARN n
ac de par (ARNsh, short hairpin RNA), secvente sintetice scurte de ARN ce pot fi exprimate prin
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vectori virali sau non-virali. Produsul exprimat de ARNsh este procesat de ribonucleaza DICER si
incorporat in complexul RISC pentru degradarea tintita a ARNm.

Indiferent daca IARN este mediatd de ARNsi, ARNmi sau ARNSsh, trebuie stabilit obiectivul
general al inactivarii genei. De asemenea, trebuie sa se ia in considerare tintele genetice si tipurile
de celule utilizate, sa se proiecteze secventa Specificd adecvatd, sd se determine durata exprimarii
genice si sa se selecteze cele mai eficiente mijloace de livrare a ARN interferent. Tehnologia iIARN
are un potential clinic evident, iar tintele terapeutice initiale includ infectiile virale, bolile
neurologice si oncologice. Sinteza ARN cu secventa de nucleotide dorita este simpla, insa exista
obstacole majore, printre care timpul mic de injumatatire plasmatica a ARNSsi (<1 minut), din cauza
degradarii de catre nucleazele serice. Tn prezent, dezvoltarea produselor biofarmaceutice bazate pe
iARN vizeazad imbunatatirea profilului farmacocinetic prin optimizarea stabilitatatii ARNsi si
ARNmMI, livrarea catre tesutul tintd, intrarea in celulele tintd, evitarea raspunsului imun innascut si
reducerea efectelor in afara tintei.

Cateva medicamente pe baza de ARNsi au fost recent lansate pe piata:

e Patisiran (Onpattro, Alnylam) (2018) este indicat pentru tratamentul amiloidozei ereditare
mediate de transtiretind (TTR) la pacientii adulti cu polineuropatie. Este un ARNSsi dublucatenar
care tinteste in mod specific o secventd conservatd genetic din regiunea 3' a ARNm al TTR.
Patisiranul este formulat sub forma de nanoparticule lipidice, pentru a furniza ARNSi Tn hepatocite,
sursa primara a proteinei transportoare TTR din circulatie. Prin procesul de iARN, patisiranul
provoaca degradarea catalitici a ARNm al TTR la nivelul ficatului, ceea ce duce la scaderea
valorilor serice ale proteinei (Akinc si colab. 2019).

e Givosiran (Givlaari, Alnylam) (2019) indicat pentru tratamentul porfiriei hepatice acute
(AHP) la adulti si adolescenti cu varsta de peste 12 ani, este un ARNSsi dublucatenar care determina
degradarea ARNm al sintazei 1 a acidului aminolevulinic (ALAS1) in hepatocite. Prin iARN rezulta
o reducere a concentratiilor plasmatice ale unor intermediari neurotoxici precum acidul
aminolevulinic si porfobilinogenul, factorii cauzali ai crizelor AHP. Givosiran foloseste un nou
sistem de livrare hepatica care conjuga trei molecule de GalNac (N-acetilgalactozamind) la ARNsi.
GalNac se leaga de receptorul asialoglicoproteinei hepatice, favorizand internalizarea fragmentelor
ARNSsi conjugate cu GalNac in celulele hepatice (Brandao si colab. 2020).

e Inclisiran (Leqgvio, Novartis) (2020) indicat pentru tratamentul bolilor cardiovasculare
aterosclerotice (ASCVD), echivalentilor de risc ASCVD si hipercolesterolemiei familiale
heterozigote (HeFH). Este un ARN mic de interferentd care inhiba translatia proteinei PCSKO.
ARNSsi este conjugat cu carbohidrati GalNac triantenari ce se leaga de receptorii asialoglicoproteici
exprimati abundent n ficat, ceea ce conduce la absorbtia inclisiranului in mod specific in hepatocite
(Kosmas si colab. 2018).

e Lumasiran (Alnylam Pharmaceuticals) (2020) indicat pentru hiperoxaluria primara de tip 1.
Biomolecula de ARNSsi reduce nivelul enzimei glicolat oxidaza, vizdnd ARNm al genei HAO1 ce
codifica hidroxiacid oxidaza, prin interferenta ARN Tn hepatocite. Scaderea nivelului enzimei
reduce cantitatea de glioxilat disponibil, substratul pentru productia de oxalat, avand ca rezultat
reducerea concentratiilor de oxalat urinar si plasmatic, cauza principald a manifestarilor bolii.

Ribozimele sunt secvente de ARN ce pot functiona drept catalizatori ai clivajului ARNm la
secvente specifice, blocand astfel traducerea. Multe ribozime cliveaza ARNm tinta acolo unde
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existd o anumita secventd de nucleotide GUC. Statistic, este probabil ca acest triplet sa apara cel
putin o datd in majoritatea moleculelor de ARNm. Ribozimele pot fi directionate specific catre
ARNmM prin introducerea de oligonucleotide scurte, complementare cu ARNm tintd. Un avantaj
potential al ribozimelor este ca o singurd moleculd ar putea distruge mii de copii ale ARNm tinta si
prin urmare, un astfel de medicament ar fi foarte puternic. Cateva ribozime sintetice au fost
dezvoltate pentru indicatii antivirale (HCV, HIV, IAV, IBV, SARS-CoV etc), insd aceste proiecte
au ramas in stadiul preclinic.

10.1.4. ARN mesager

O categorie de terapii pe baza de ARN o constituie medicamentele cu ARNm supus unor
modificari chimice pentru imbunatatirea stabilitatii. Dupa introducerea in celule, ARNm este tradus
n proteine si isi exercita functia. In prezent, astfel de produse biofarmaceutice sunt concepute ca
vaccinuri profilactice (vezi subcapitolul Vaccinuri impotriva SARS-CoV-2) si terapeutice. Vaccinul
personalizat Tmpotriva cancerului presupune identificarea mutatiilor specifice cancerului in
genomul pacientului, selectarea posibilelor secvente care pot fi utilizate pentru producerea de
antigene si sinteza ARNm pe baza acestei predictii. ARNm este injectat in cele din urma in regiunea
tumorii, iar limfocitele T cu specificitate antigenica pot fi extinse pentru a elimina celulele
tumorale. Marele potential al acestei proceduri este cd imunoterapia personalizata este posibila intr-
un timp relativ scurt, comparativ cu alte terapii personalizate (Kim 2020).

10.1.5. Obtinerea genelor, plasmidelor si oligonucleotidelor

Fragmentele genetice pot fi obtinute fie prin clonare, fie prin sinteza chimica. Abordarea
generala utilizata pentru a produce ADN plasmidial in scopul terapiei genice presupune inserarea
plasmidei de interes cu ajutorul unui vector intr-o tulpind a microorganismului producator,
cultivarea microorganismului sursa in bioreactoare, recuperarea si disruptia celulelor, indepartarea
resturilor celulare, precipitarea si purificarea plasmidelor, concentrarea si formularea.

Spre deosebire de alte produsele biofarmaceutice (proteine recombinate, gene si plasmide),
oligonucleotidele antisens sunt fabricate prin sinteza chimicd directa. Tehnologia sintetica a fost
dezvoltatd si optimizatd, oligonucleotidele fiind reactivi folositi pe scara largd in biologia
moleculara ca amorse, sonde si in scopul mutagenezei directionate. Nucleotidele necesare sunt mai
intai legate de o grupare chimica de protectie. Fiecare nucleotidd protejata este apoi cuplata la
capatul in crestere al lantului nucleotidic, atasat la o fazd solida. Dupa cuplare, gruparea protectoare
este indepartatd, iar cand sinteza secventei este completa, legatura care ancoreaza substanta chimica
in faza solida este hidrolizata, eliberand oligonucleotida libera. Fragmentele oligonucleotidice sunt
purificate prin HPLC (Walsh 2007).

Aptamerii sunt produsi in vitro printr-un proces denumit SELEX, in care oligonucleotidele
scurte cu secvente de capat fixe din biblioteci mari aleatorii sunt amplificate prin PCR si incubate
cu molecule tinta. Ulterior, secventele nelegate sunt indepartate, iar aptamerii sunt eliberati din
complexele aptamer-molecula tinta si secventele sunt amplificate prin PCR sau transcriere inversa.
Etapele de incubare-legare-eliberare-amplificare sunt repetate in 8-12 runde. Dupa fiecare runda,
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aptamerii cu afinitate crescuta sunt selectati, amplificati, clonati si secventiati. O variantd a
procesului este cell-SELEX, care presupune selectia aptamerilor prin incubare cu linii celulare care
exprima sau nu anumite proteine, pentru selectia pozitiva sau negativa, dupa caz. O altd metoda este
X-SELEX, in care sunt utilizate biblioteci de acizi nucleici xenobiotici, rezistenti la atacul
nucleazelor, pentru a creste stabilitatea aptamerilor (Giudice si colab. 2020).

10.1.6. Tehnologia CRISPR-Cas

Vectorii virali continud sa fie esentiali pentru terapia geneticd actuald, insd abordarile
editarii genetice s-au diversificat. O strategie mai atractiva decét introducerea genei terapeutice intr-
un locus nou si potential problematic o reprezintd corectarea directd in Situ a aberatiilor genetice
existente. Aceasta alternativa permite repararea mutatiei patologice, evitdnd in acelasi timp riscul de
oncogeneza insertionald. Descoperirea si utilizarea nucleazelor pentru editarea genelor
programabile au facut acest lucru posibil, incepand cu dezvoltarea nucleazelor ZFN, TALEN si, mai
recent, a sistemului CRISPR-Cas (vezi subcapitolul Enzime specifice ingineriei genetice si biologiei
moleculare). Tehnologia CRISPR ofera o alternativa relativ simpla si eficientd pentru editarea
specificd a genelor, fara dezavantajele terapiei genetice traditionale, precum oncogeneza
insertionala si toxicitatea imunogend. Reprezintd cea mai recentd descoperire inovativa, pentru care
cercetatoarele Jennifer Doudna si Emmanuelle Charpentier au primit Premiul Nobel pentru Chimie
n anul 2020.

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) constituie o familie de
secvente de ADN bacterian ce contin fragmente de ADN din virusuri care au atacat anterior
bacteria. Aceste fragmente sunt folosite de bacterii pentru a detecta si a distruge ADN exogen
similar, Tn timpul atacurilor ulterioare. Secventele CRISPR joaca un rol cheie in sistemul bacterian
de aparare, iar sistemul CRISPR-Cas poate imuniza bacteriile Tmpotriva anumitor bacteriofagi.

Sistemele CRISPR constau dintr-o succesiune de spatiatori (Spacers) si secvente repetate
(repeats), iar genele cas adiacente codifica proteinele implicate in raspunsul imun si mecanismele
reparatorii ale moleculei de ADN. Diverse gene cas au fost descoperite in diferite organisme, ceea
ce face clasificarea lor foarte dificila. In prezent sunt cunoscute 93 de gene cas grupate in
aproximativ 45 de familii, pe baza similaritdfii secventelor proteinelor codificate.

La procariote, mecanismul de apdrare mediatda de CRISPR-Cas se deruleaza in trei etape:
adaptarea, exprimarea si interferenta. Adaptarea are loc atunci cand bacteria este invadata pentru
prima oara de molecule de ADN exogen. Exprimarea si interferenta sunt realizate de cate ori se
repetd invazia.

|. In prima etapi, adaptarea, secvente scurte ale ADN-ului striin, complementare spatiatorilor,
denumite protospatiatori (protospacers), sunt recunoscute datorita unor regiuni adiacente conservate
cu o lungime de 2-5 pb (protospacer-adjacent motif, PAM). Recunoasterea protospatiatorilor este
urmatd de generarea si integrarea unei noi secvente de acizi nucleici identici cu protospatiatorul in
matricea CRISPR, ca un nou spatiator. Urmeaza repararea sistemului CRISPR si duplicarea
secventel repetate proximale. Este posibild si achizitia de spatiatori de la molecule de ARN, cand
este prezentd o revers-transcriptazad fuzionata in principal cu proteina Casl.
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II. Tn etapa a doua, exprimarea, spatiatorul este transcris intr-un precursor al ARN CRISPR
(ARNpre-cr), care este ulterior procesat de un complex distinct de proteine Cas Th ARNcr matur.
Secventa exprimata a spatiatorului furnizata de catre ARNCr recunoaste si ghideaza complexul
pentru a lega tinta specificad a protospatiatorului.

[1l. In a treia etapa, interferenta, acidul nucleic striin este recunoscut si distrus de catre ARNecr si

proteinele Cas. Complexul ARNcr-Cas localizeaza protospatiatorul corespunzitor si declanseaza
degradarea tintei cu ajutorul nucleazelor Cas specifice. Daca nu exista complementaritate intre
spatiatorul CRISPR si ADN-ul strdin, atunci secventa ADN nu este neutralizatd de transcriptul
spatiatorului (Butiuc-Keul si colab. 2021).

Astfel a luat nastere tehnologia cunoscutd sub numele de CRISPR-Cas, care permite
modificarea in mod eficient si specific a genelor cu ajutorul unor endonucleazelor recombinate Cas.
Dintre acestea, prima studiatd a fost Cas9. Prin livrarea intr-o celuld a nucleazei Cas9 complexata
cu ARN ghid (ARNQg) sintetic, genomul celulei poate fi taiat intr-un situs dorit, permitand
indepartarea, inactivarea sau corectia genelor existente, si chiar insertia unor noi gene in Vvivo.
Aparitia recentd a tehnologiilor CRISPR-Cas usor accesibile permite oportunitati aproape nelimitate
de editare a genomului. In afard de potentialul siu ca instrument terapeutic, sistemul declanseaza in
prezent o revolutie In descoperirea de noi medicamente.

Secventele CRISPR simplifica crearea de animale modificate genetic care imitd boala sau
indica ce se intampla atunci cand o gena suferd mutatii. De asemenea, permit alterari de exprimare,
putand fi utilizate la nivelul liniei germinale sau orientate citre celule non-germinale. Tn crearea de
modele celulare ale bolilor umane, sistemul CRISPR poate fi aplicat celulelor stem pluripotente
umane. Celule stem pluripotente modificate cu CRISPR pot fi ulterior cultivate in organoide umane
care prezinta fenotipul specific bolii. In acelasi timp, fenotipul bolii este absent in organoidele de
control cu fond genetic identic, dar fard modificarile CRISPR (Scott 2018; Enzmann si Wronski
2019).

Sistemele CRISPR-Cas3, CRISPR-Cas9 si CRISPR-Casl3a pot fi utilizate pentru a viza
factorii de virulenta, genele care codifica rezistenta la antibiotice si alte secvente relevante din punct
de vedere medical. Aceastd tehnologie reprezinta astfel o noud forma de terapie antimicrobiana si o
strategie prin care se pot manipula populatiile bacteriene. Studiile recente au sugerat o corelatie
intre interferenta locusului CRISPR-Cas si achizitia rezistentei la antibiotice. Acest sistem asigura
protectia bacteriilor impotriva ADN strdin invaziv, cum ar fi transpozonii, bacteriofagii si
plasmidele, principalele cai de obtinere a rezistentei la antibiotice si a factorilor de virulenta in
bacteriile patogene. O perspectiva interesanta a sistemelor CRISPR-Cas programate sa discrimineze
intre agenti patogeni si bacterii comensale este cea de modificare a comunitatilor microbiene (spre
exemplu a microbiomului uman).

Sistemele CRISPR-Cas9 au fost proiectate sa combata infectii virale cauzate in principal de
catre dezoxiribovirusuri (HBV, HPV, virusul Epstein-Barr etc), nefiind eficiente in lupta cu
ribovirusurile, intrucat endonucleaza Cas9 nu poate interactiona direct cu molecule de ARN.
Cercetarile sugereaza faptul ca CRISPR constituie o modalitate eficientd de limitare a replicarii
virusurilor HBV, HPV si a mai multor virusuri herpetice. Sistemele CRISPR anti-herpes au aplicatii
promitatoare, cum ar fi indepartarea virusului Epstein-Barr din celulele tumorale, ajutand la
eliminarea invadatorilor virali din organele de transplant sau prevenirea aparitiei unor eruptii
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cutanate si infectii oculare recurente prin blocarea reactivarii virusului Herpes simplex (van Diemen
si colab. 2016). Foarte recent au fost concepute sisteme CRISPR cu proteine Cas13a sau Cas13d,
care tintesc ARN, precum si molecule de ARNg capabile sa inactiveze coronavirusuri, fara a afecta
transcriptomul uman (Abbot si colab. 2020; Nguyen si colab. 2020). O alta aplicatie promitatoare in
contextul pandemiei COVID-19 o reprezintd dezvoltarea metodelor de diagnostic pentru
monitorizarea imbolnavirilor. Aceste instrumente se bazeaza pe metoda SHERLOCK (specific
high-sensitivity enzymatic reporter unlocking) dezvoltata de Kellner si colab. in anul 2019. Metoda
exploateaza capacitatea proteinelor Casl2 si Casl3 de a taia nespecific molecula de ARN 1in
apropierea lor, daca ARNcr isi gaseste tinta. Hibridizarea sondelor oligonucleotidice marcate
fluorescent conduce la o emisie de semnal fluorescent, atunci cand acidul nucleic tinta este prezent .
Mai multe tipuri de ARNcr au fost concepute pentru a viza secvente specifice in SARS-CoV-2
(Ding si colab. 2020; Metsky si colab. 2020; Curti si colab. 2021) si in alte virusuri umane
(Ackerman si colab. 2020; Butiuc-Keul si colab. 2021).

Editarea genetica cu ajutorul CRISPR-Cas vizeaza unele dintre genele afectate de mutatii
asociate bolilor umane, inclusiv cele implicate in diferentierea musculara, sinteza hemoglobinei
fetale, cancer, inflamatie etc. Principalul obstacol Tn implementarea terapeutica bazata pe CRISPR-
Cas9 1l constituie dezvoltarea unor nanovectori de livrare care sa ghideze sistemul catre anumite
mutatii genetice intr-un mod specific. Sunt utilizati in acest sens vectorii virali adeno-asociati,
metodele de electroporare, nucleofectie, microinjectie ori nanoparticulele. Vectorii virali adeno-
asociati raman un vehicul cheie de livrare pentru terapia genica CRISPR si continua sa fie utilizati
pe scara largd pentru eficienta lor ridicata de livrare. Setul CRISPR poate fi ambalat ca ADN
plasmidial care codifica inclusiv Cas9 si ARNg, sau poate fi livrat ca ARNm al Cas9 si ARNQg.
Metodele de electroporare sau microinjectare evita riscurile asociate vectorului viral, dar sunt
dificile din punct de vedere tehnic si sunt potrivite doar pentru livrarea ex vivo (Cai si colab. 2016).

Odata selectatd modalitatea de livrare, modificarile CRISPR-Cas9 pot fi facilitate fie ex
vivo, daca celulele sunt modificate genetic in afara pacientului si reintroduse inapoi, fie in vivo, cu
livrarea directd a componentelor CRISPR la pacientul al carui genom este editat. Avantajele pentru
livrarea ex vivo includ o sigurantd mai mare, deoarece pacientii nu sunt expusi instrumentului de
modificare a genei, fezabilitate tehnicd si un control mai strict al calitatii celulelor editate. Cu toate
acestea, provocarile acestei metode includ supravietuirea si retinerea functiei in vivo a celulelor in
afara pacientului dupa manipulare genetica si cultura extinsa in vitro. De asemenea, este necesara o
cantitate adecvatd de celule pentru o reincarcare eficientd. Aceste conditii limiteazd metoda la
anumite tipuri de celule care pot supravietui si se multiplica Tn culturi, cum ar fi celulele stem,
celulele progenitoare hematopoietice si limfocitele T.

In timp ce terapia genicd ex vivo ofera beneficii terapeutice pentru tulburarile hematologice
si imunoterapia cancerului, editarea geneticd prin aceastd metodda nu este adecvatd pentru multe
tipuri de tesuturi. Manipularea in vivo este astfel necesara pentru a extinde utilitatea CRISPR in
tratarea unei game mai largi de boli genetice, cum ar fi distrofia musculara Duchenne si tirozinemia
ereditara (Li si colab. 2020). Componentele CRISPR pot fi administrate in vivo sistemic prin injectii
intravenoase sau pot fi injectate local in tesuturile tintd. Odata cu livrarea sistemica, componentele
CRISPR si vehiculul sdu sunt introduse in sistemul circulator, unde exprimarea setului de
instrumente de editare genica poate fi controlata pentru a viza organe specifice, prin intermediul
promotorilor specifici tesutului. Cu toate acestea, provocarile livrarii in vivo includ degradarea de
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catre proteaze sau nucleaze circulante, opsonizarea de catre opsonine sau eliminarea de catre
sistemul fagocitar mononuclear. Mai mult, incarcatura trebuie sa ajungd la tesutul tinta dar sa
ocoleasca endoteliul vascular, acestea fiind adesea strans legate prin jonctiuni celulare ce Tmpiedica
accesibilitatea vehiculelor de livrare cu diamterul mai mare de 1 nm. In plus, odati ce incircatura a
atins celulele tinta, aceasta trebuie internalizatd, in general prin endocitoza, ceea ce 0 poate supune
degradarii de citre enzimele lizosomale. In plus, localizarea sistemului de editare in apropierea
punctului de injectie poate duce la o distributie neuniforma a repertoriului celular editat in tesut,
ceea ce poate induce rezultate terapeutice suboptime. In timp ce progresele continui si rafineze
tehnicile de livrare, sistemele actuale au permis utilizarea terapiei genice CRISPR 1in clinica (Uddin
si colab. 2020). Tehnologia CRISPR este utilizata si pentru a dezvolta aplicatii n ingineria
tesuturilor si in medicina regenerativa. Au fost create vase de sange utilizand celule endoteliale care
nu exprima proteinele MHC clasa I si Il. Acestea nu activeaza celulele T citotoxice si astfel se
previne respingerea transplantului (Merola si colab. 2019).

Un avantaj major este faptul ca secventele CRISPR permit ajustarea concomitentd a mai
multor gene, tinand seama de faptul ca majoritatea bolilor umane nu sunt determinate monogenic.
Tumorile, de exemplu, sunt foarte eterogene, avand de obicei multe tipuri de mutatii, precum si
diferente in cadrul aceleiasi tumori. Incepand cu anul 2016, sistemul CRISPR a fost studiat pe
modele animale si pe linii de celule canceroase, pentru a afla daca poate fi folosit pentru a repara
sau a contracara genele mutante care provoaca cancer. Primul studiu clinic implicand tehnologia
CRISP-Cas9 a fost aprobat de FDA in anul 2016, inroland 22 de pacienti. Terapia a constat in
editarea genei PD-1 in limfocitele T recoltate de la pacienti cu cancer pulmonar si administrarea
celulelor modificate inapoi la aceeasi persoand. In anul 2020 rezultatele au fost publicate,
concluzionandu-se ca aplicarea clinica a celulelor T editate cu CRISPR-Cas9 este in general sigura
si fezabild. Studiile viitoare ar trebui sa utilizeze abordari superioare de editare geneticd pentru a
imbunititi eficacitatea terapeutica (Lu si colab. 2020). Tn prezent, 43 de studii clinice in curs de
derulare sunt inregistrate in platforma www.clinicaltrials.gov.

10.2. Terapii pe baza de celule si tesuturi

Medicina regenerativa se refera la tratamentele prin care se pot inlocui parti ale corpului
adult. Cateva strategii prezinta potential in acest domeniu:
1. utilizarea celulelor stem;
2. utilizarea unor celule proiectate;
3. transplantarea organelor/tesuturilor obtinute in vitro;
4. inducerea regenerarii cu ajutorul unor substante specifice.

Progresele legate de identificarea, izolarea si manipularea celulelor stem au condus la o
atentie enorma acordata atat din partea comunitatii stiintifice, cat si din partea publicului. Celulele
stem dispun de un mare potential medical, iar aplicarea lor in tratamentul afectiunilor medicale inca
necesitd cercetiri. In schimb, celulele complet diferentiate sau gruparile de celule (organe si
tesuturi) se afla deja Tn uz medical de rutina. Astfel de produse includ celule sau tesuturi utilizate in
scopul transplantului, precum si cateva produse biofarmaceutice pe baza de celule proiectate.
Inovatia radicald adusa de terapiile avansate pe baza de celule proiectate a necesitat perioade de
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dezvoltare de 20-30 de ani, de la introducerea conceptului pana la lansarea pe piatd. Momentan,
dezavantajele majore ce conduc la un nivel redus de comercializare a medicamentelor pe baza de
celule sunt cele date de complexitatea tehnologiilor, dificultatile legate de procesele de fabricatie,
barierele de reglementare si factorii economici. Utilizarea clinica a celulelor stem inca intampina
multe provocari, precum problema etica a utilizarii embrionilor umani, respingerea dupa transplant
si formarea tumorilor.

10.2.1. Transplantul

Transplantul presupune transferul de celule vii, tesuturi sau organe de la un donator la un
receptor. In unele cazuri, cum este cel mai frecvent pentru grefele de piele, donatorul si receptorul
sunt de fapt acelasi individ, iar transplantul este autolog. Cand donatorul si destinatarul sunt indivizi
diferiti, transplantul este alogen. Formele obisnuite de transplant includ transfuziile de sénge
integral, transplantul de maduva osoasa, grefele de piele si transplantul unei game largi de organe
(rinichi, ficat, pancreas, plamani, inimi etc). Imbunatatirea tehnicilor de transplant chirurgical,
impreuna cu disponibilitatea medicamentelor imunosupresoare eficiente, asigura rate de succes de
75-95% pentru majoritatea transplanturilor de organe. Fragmentele de tesut si organele destinate
transplantului sunt rareori considerate produse farmaceutice. Materialul pentru transplant este de
obicei recoltat direct de catre medici prin intermediul unor tehnici chirurgicale sau a altor tehnici
adecvate, urmate de transplantare directa, fara prelucrare semnificativa in vitro.

Cea mai comuna forma de transplant o constituie transfuzia de sange. Principala indicatie a
transfuziilor de sange o reprezinta ameliorarea transportului de oxigen la nivel tisular, grav afectat
in anemii severe de diverse etiologii, stari de soc, diateze hemoragice, circulatie extracorporeala,
extrasanguinotransfuzie, leucopenii severe si stari de imunodeficientd. Sangele integral proaspat
este recoltat in unitati de 450 ml iar numarul de unitati administrate depinde de starea de sanatate si
varsta beneficiarului, impreuna cu indicatia terapeutica. Administrarea de sange poate fi efectuata,
de asemenea, pentru a furniza unui destinatar un anumit constituent sangvin (de exemplu un factor
de coagulare, imunoglobulina, trombocite sau eritrocite).

Administrarea de sange sau produse din sange prezintd riscul transmiterii accidentale a
agentilor infectiosi. Prevenirea riscului infectios se bazeaza pe examinarea atentd a donatorilor,
inactivarea agentilor patogeni in timpul etapelor de procesare si screeningul atent al tuturor
produselor finite. Identitatea fiecarui donator de sange este inregistrata, iar pungile de sénge sunt
etichetate, trasabilitatea donatorilor si donatiilor individuale de sange fiind esentiala.

Exista cateva criterii de admisibilitate la donarea de sange:
- Varsta cuprinsa intre 18-60 ani;
- Greutate peste 50 kg;
- Tensiune arteriala sistolica intre 100-180 mmHg;
- Puls regulat, 60-100 batai/minut;
- Sa nu fi suferit interventii chirurgicale in ultimele 6 luni;
- Pentru femei: sa nu fie insarcinate, in perioada de lauzie, in perioada ciclului menstrual;
- Sa nu fi consumat grasimi sau bauturi alcoolice cu cel putin 48 de ore inaintea donarii;
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- Sa nu fie sub tratament pentru diferite afectiuni: hipertensiune, boli cardiovasculare, renale,
hepatice, endocrine sau boli psihice;

- Sa nu fi avut antecedente hepatice, TBC, malarie, sifilis, bruceloza, epilepsie si alte boli
neurologice, boli psihice, ulcer, diabet zaharat, boli de inima, boli de piele (psoriazis, vitiligo),
miopie (peste -6 dioptrii), cancer.

Suplimentar, existda cateva criterii de excludere permanenta: afectiuni cardiovasculare
(inclusiv hipertensiune arteriald cronica in tratament, angina pectorald), traumatisme craniene cu
sechele, etilism cronic, schizofrenie, hepatita cronica, ciroza hepatica, pancreatita, hiperlipidemie,
astm bronsic, alergie severa, boli endocrine, lupus eritematos diseminat si alte colagenoze.
Persoanele pensionate medical, indiferent de diagnosticul de pensionare, sunt excluse de la donare.
Criteriile de excludere temporara includ afectiuni si situatii recente: boli infectioase, anemie,
examinare endoscopicd, transfuzii, interventii chirurgicale, tatuaje, contact apropiat cu persoane cu
hepatita sau HIV, vaccinari, tratamente dentare, consum de alcool Tn ultimele 48 de ore, consum de
medicamente. Criterii suplimentare de excludere ce vizeaza donatorii de componente sanguine prin
afereza constituie: trombocite <200.000/mm?3 de singe, pat vascular necorespunzitor, hipocalcemie,
tratament cu antiagregante plachetare, corticosteroizi, anticoagulante in ultimele 7 zile.

Etapele recoltarii si prelucrarii sangelui:

1. Completarea formularului de autoexcludere;

2. Controlul biologic predonare: determinarea grupei sanguine si a Rh-ului, hemoglobinei si

glicemiei;

3. Consultatia medicala care evalueaza chestionarul de autoexcludere, rezultatele controlului

biologic predonare si include examenul clinic propriu-zis (tensiune arteriala, puls, greutate, examen

obiectiv);

4. Prelevarea asepticd a sangelui,

5. Adaugarea unui anticoagulant adecvat: heparina, citrat-fosfat-dextroza sau adenina-dextroza-

sorbitol-clorura de sodiu-fosfat monosodic-manitol (ADSOL);

6. Testarea screening pentru unele boli infectioase cu transmitere prin sange (hepatite, sifilis,

infectie HIV);

7. Dupa caz, centrifugarea fractionatd pentru separarea plasmei, a masei eritrocitare, leucocitare si

trombocitare, depozitarea sangelui integral sau a componentelor sangvine:

- Sangele integral stocat la temperatura de 4°C cu o durata de valabilitate variabila in functie de
anticoagulantul adaugat: 48 de ore dupa colectare dacd se foloseste heparind, pand la 35 de zile
cu citrat-fosfat-dextroza sau 45 de zile conservat cu ADSOL;

- Masa trombocitara se prepard prin centrifugarea diferentiatd a sangelui proaspat recoltat pe
anticoagulant la 4°C, utilizata in primele 6 ore de la recoltare;

- Concentratul leucocitar se prepara si utilizeaza in primele 12 ore de la recoltare;

- Masa eritrocitara poate fi stocata pana la un an la -80°C Tn asociere cu glicerol;

- Plasma sangvina se prepara prin centrifugare sau sedimentare spontana din sangele recoltat pe
anticoagulant Tn maxim 48 de ore si se utilizeaza sub forma de: plasma integrala proaspata (4-
8°C, 6 ore); plasma conservatd prin congelare (-20°C, 3 luni); plasma conservata uscatd prin
liofilizare sau evaporare (10 ani); plasma antithemofilica liofilizata preparata prin centrifugare,
congelare si liofilizare.
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Materialul transfuzabil este reprezentat de sange integral proaspat sau conservat si derivatele
acestuia (plasma, masa eritrocitard, leucocitard, trombocitard, fractiuni plasmatice etc). Plasma
defibrinatd, fibrinogenul, albumina umand, crioprecipitatele factorilor coaguldrii sau
imunoglobulinele specifice constituie derivatele din plasmd ce se administreazd in diverse
deficiente si afectiuni. Sangele integral proaspat administrat in primele 24 de ore are utilitate
limitata, si la fel masa trombocitara. In functie de tipul concentratului sanguin si procedura de
stocare, materialul transfuzabil se decongeleaza sau se resuspenda in apa ultrapurd sterilda si
apirogena. Se incdlzeste la 37°C imediat Tnainte de transfuzie si se administreaza intravenos in
perfuzie lenta, exceptand hemoragiile masive cand se impune accelerarea ritmului transfuziei.

Organele transplantate cu succes sunt inima, rinichii, ficatul, plamanii, pancreasul,
intestinul, timusul si uterul. Tesuturile includ oase si tendoane (grefe musculo-scheletice), cornee,
piele, valve cardiace, nervi si vene. La nivel mondial, rinichii sunt organele cel mai frecvent
transplantate, urmate de ficat si apoi de inima. Cornea si grefele musculo-scheletice sunt cele mai
frecvent tesuturi transplantate. Donatorii de organe pot fi persoane vii, aflate in moarte cerebrala sau
moarte cardiaca. Prelevarea tesuturilor de la donatori se realizeaza de regula in termen de 24 de ore
dupa incetarea batailor inimii. Spre deosebire de organe, majoritatea tesuturilor, cu exceptia corneei,
pot fi conservate si depozitate timp de pana la cinci ani. Transplantul ridica o serie de probleme
bioetice, inclusiv definitia mortii, cdnd si cum ar trebui acordat consimtamantul pentru transplantul
unui organ si plata pentru organele de transplant. Exista documetari istorice despre realizarea unor
transplanturi, insa prima operatie medicala reusita, de la un donator viu, a constat intr-un transplant
de rinichi, in anul 1954.

Dezvoltarea biologiei sintetice ca inginerie rationala a cdilor si materialelor biologice a adus
beneficii in domeniul transplantului, prin doua domenii de aplicare: generarea de tesuturi si organe
din celule si matrice compozite si modificarea genomului pentru indeplinirea functiei Tn organismul
gazdei. Tehnicile actuale au permis trecerea de la culturile bidimensionale de celule la cele
tridimensionale si dezvoltarea platformelor organ-intr-un-chip (organ-on-a-chip), revolutionand
major domeniul testarii produselor farmaceutice in cercetarea preclinica. Organoide au fost produse
in vitro, dar, cu toate acestea, generarea unor organe functionale este momentan impracticabila,
deoarece organogeneza rimane dificild in conditii artificiale.

10.2.2. Celulele stem

Cu toate cd celulele stem au fost descoperite in anii 1960, primul transplant de maduva rosie
osoasa a fost realizat in anul 1939, iar primul transplant alogen In 1957. Cercetdrile au fost intense
in perioada de dupd Al Doilea Razboi Mondial, impuse de cresterea cazurilor de cancer ca urmare a
expunerii la radiatii ionizante. Transplantul de celule stem hematopoietice presupune transplantul
acestor celule multipotente, de obicei derivate din maduva osoasd, sange periferic sau sange din
cordonul ombilical. Poate fi autolog, alogen sau simgen (de la un geaman identic). Este cel mai
adesea efectuat la pacientii cu anumite tipuri de cancer precum mielom multiplu sau leucemie, dar
si boli autoimune, displazii scheletice ereditare, Tn special osteopetroza infantila maligna si
mucopolizaharidoza. Infectiile si boala grefa contra gazda sunt complicatii majore ale transplantului
alogen.
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Celulele stem se regasesc in orice organism multicelular, fiind caracterizate prin abilitatea
de a se inmulti continuu prin mitozd si de a se diferentia apoi intr-o gama largd de celule
specializate. Dupa origine, exista cateva mari categorii de celule stem:

- Celule stem embrionare, izolate din blastocisti;

- Celule stem din cordonul ombilical sau din placents;

- Celule stem adulte, izolate din tesuturi somatice;

- Celule stem pluripotente induse, generate din celule somatice;

- Celule stem canceroase, responsabile de formarea tumorilor si recidiva acestora.

Dupa potentialul de diferentiere, celulele stem pot fi:

a)totipotente (omnipotente) - se pot diferentia in tipuri de celule embrionare si extraembrionare:
zigotul si celulele rezultate in urma primelor cateva diviziuni ale acestuia;

b)pluripotente - sunt descendentii celulelor totipotente, se pot diferentia in aproape toate tipurile
de celule, adica celule derivate din oricare dintre cele trei straturi germinale;

c)multipotente - se pot diferentia intr-un numar de tipuri de celule, dar numai cele ale unei
familii de celule strans nrudite;

d)oligopotente - se pot diferentia in doar cateva tipuri de celule, cum ar fi celulele stem limfoide
sau mieloide;

e)unipotente - pot produce un singur tip de celule, dar au proprietatea auto-reinnoirii, care le
distinge de celulele non-stem.

Celulele stem sunt utile in medicind in trei directii generale: terapii bazate pe celule,
descoperirea medicamentelor si cercetare fundamentala. Avantajele conferite de celulele stem
embrionare, precum totipotentialitatea, capacitatea nelimitatda de diviziune si plasticitatea le fac
ideale pentru aplicatii in medicina regenerativa. Utilizarea acestora ramane controversata, desi
tehnicile de extragere a celulelor stem embrionare permit prelevarea acestora fard distrugerea
blastocistilor. Sursele cele mai utilizate de celule stem raman cordonul ombilical, placenta, maduva
rosie osoasd si tesutul adipos. Cele mai populare in terapiile cu celule sunt celulele stem
hematopoietice si celulele stem mezenchimale. Tratamentele potentiale cu celule stem includ o
gama largd de afectiuni: cancer, leziuni ale sistemului nervos, afectiuni cardiace, hematopoietice,
oculare, ortopedice, calvitie etc.

Recoltarea de celule stem la nastere

Este o procedura simpla, care durecaza cateva minute, realizdndu-se prin metode
standardizate, in conditii riguroase de asepsie. Contraindicatii absolute ale recoltarii constituie
infectia materna cu HIV, HTLV, sifilis activ, infectie activa cu HBV, HCV sau CMV.
Contraindicatii relative reprezinta starea de purtator sau infectie inactiva cu HBV, HCV, rubeola si
toxoplasmoza contractate Tn cursul sarcinii. Recoltarea se realizeza din sange si tesut de cordon
ombilical, sange si tesut din placenta.

Cordonul ombilical reprezinta o sursa importanta de celule stem mezenchimale, capabile sa
genereze celule cartilaginoase, osoase, musculare, interstifiale, grasoase, tegumentare, nervoase etc.
Cordonul ombilical reprezintd atat sursa celor mai tinere celule stem mezenchimale, cit si una
dintre cele mai bogate surse, comparativ cu maduva osoasa, tesutul adipos sau structurile dentare.
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Prezervarea acestor celule se practica sub forma criogenata, pentru a-si pasta toate calitdtile initiale,
fara a se maturiza si fara a fi afectate de factori de mediu, boli sau unele tratamente.

Grefa de sange placentar contine un numar suficient de celule nucleate corespunzator unui
transplant, cu rezultate bune in cazul copiilor cu boli de sange maligne, dar si non-maligne sau
(asocierea grefelor de celule stem, administrarea intraosoasa, aplicarea tehnicilor experimentale de
multiplicare celulard etc) au extins potentialul de utilizare a acestora la adolescenti si adulti. Noile
perspective in domeniul medicinei regenerative ofera diverse aplicatii de utilizare a grefelor de
sange placentar.

Etapele parcurse la recoltarea la nastere sunt urmatoarele:
1. Sectionarea cordonului ombilical;
2. Pregatirea prealabila a cordonului ombilical pentru recoltare, spalare cu ser fiziologic si
pulverizarea din abundenta a unei substante dezinfectante;
3. Recoltarea singelui ramas la nivelul cordonului ombilical si la nivelul placentei;
4. Recoltarea de tesut de cordon ombilical;
5. Recoltarea de tesut placentar.

Transportul sangelui si a tesutului prelavat se face in concordantd cu prevederile normelor
pentru transportul de material biologic. Intervalul de timp de la recoltare pana la procesarea probei
nu trebuie sa depaseasca 96 de ore pentru sangele placentar, 72 de ore pentru tesutul de cordon
ombilical, si respectiv 10 ore pentru tesutul placentar, la temperaturi intre 2 si 22°C. Modul de
ambalare al probelor recoltate trebuie sa respecte ceringa de tripla impachetare. Exista doua strategii
de conservare a sangelui placentar: conservarea tuturor elementelor celulare din sangele placentar si
separarea celulara pentru reducerea volumetrica a grefei. Cel de-al doilea tip de procesare reduce
volumul materialului biologic si costul depozitarii, dar odata cu indepartarea plasmei si a hematiilor
existd posibilitatea unei pierderi din numarul total al celulelor utilizabile pentru transplant, dar si al
altor categorii de celule (celulele stem mezenchimale, celule foarte mici aseméanatoare celulelor
stem embrionare).

Etapele de pregatire a sdngelui placentar ca grefa pentru transplant, in laborator:
1. Verificarea integritatii pungii in care a fost recoltat sangele, etichetarea si introducerea datelor de
identificare in sistemul de administrare a datelor;
2. Evaluarea cantitativa a unitatii de sange prin aprecierea Volumetrica a sangelui recoltat si
aprecierea numarului de celule utilizabile pentru transplant;
3. Esantionarea probei pentru verificarea sterilitatii si screeningul agentilor infectiosi;
4. Centrifugare fractionata, pentru a separa plasma de restul componentelor celulare ale sangelui
(celulele nucleate utilizabile pentru transplant si hematiile);
5. Pregatirea unitatii de singe in vederea criogenarii, prin tratarea celulelor cu dimetilsulfoxid
(DMSO) pentru a preveni formarea cristalelor de gheata si balonizarea celulara;
6. Criogenarea propriu-zisa prin inghetare progresiva, pe paliere termice, proces asistat si
monitorizat digital, pana la atingerea temperaturii finale de -196°C;
7. Depozitarea unitatii de sange criogenat in vapori de azot, in conditii termice si de presiune
stabile, pentru o durata indelungata, ideal pentru tot timpul vietii donatorului.
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Recoltarea celulelor stem la adulti

Celulele stem pot fi recoltate si de la pacienti adulti, in prezent utilizandu-se mai multe surse
pentru prelevare: maduva rosie osoasa, sangele periferic, tesutul adipos, lichidul sinovial si pulpa
dentara. In aceste tesuturi se gisesc celule stem hematopoietice, celule stem mezenchimale, celule
cu potential osteogenic si condrogenic si adipocite. Identificarea acestora este posibila prin
utilizarea unor tehnici precum:

- Sortarea celulelor cu ajutorul anticorpilor fluorescenti si utilizand un citometru de flux;

- Selectarea cu ajutorul sferelor imunomagnetice;

- Colorarea imunohistochimica;

- Cu ajutorul unor criterii fiziologice si histologice, incluzand fenotipul, proliferarea, chemotaxia,
activitatea de mineralizare si diferentierea.

Aplicatii ale celulelor stem adulte includ:

e Transplantul de celule stem hematopoietice, indicat ca tratament in urmatoarele boli: anemie
aplastica severd, leucemie acutd, mielodisplazie, leucemie mieloida cronica, leucemie limfocitara
cronica, talasemie majora, siclemie, mielom, limfom, boala mieloproliferativa, boli imunodeficitare,
anemie Fanconi, dereglari metabolice ereditare, sindroame de insuficienta medularda, anemie
diseritropoietica congenitald, trombocitopatie ereditara severa,

e Celulele stem mezenchimale folosite cu succes pentru a repara leziuni ale maduvei spinarii si
pentru a restabili sensibilitatea si miscarea in cazul pacientilor cu paralizii. Sunt utilizate pentru a
trata tulburdri degenerative neuronale precum boala Parkinson, paralizia cerebrald, boala Alzheimer
si alte asemenea tulburari.

e Condrocitele si osteoblastele, folosite pentru a creste dinti intacti la animale, prezentand un
potential uriag pentru stomatologia regenerativa a implanturilor dentare umane.

o Adipocitele, utilizate pentru a trata diferite afectiuni ale coloanei vertebrale si probleme
ortopedice, boala Crohn, boli cardiovasculare si, de asemenea utile in chirurgia plastica.

10.2.3. Abordari emergente ale medicinei regenerative

Complementarea blastocistului, combinatd cu editarea genelor, constituie 0 tehnica
avansata care ar putea rezolva problema mondiala a deficitului de organe si tesuturi pentru
transplant. Tn practica, prin complementarea blastocistului au fost generate tesuturi diferentiate
(pancreatic, renal, pulmonar, vascular, tiroidian etc) si organe animale functionale in himere
interspecifice, prin microinjectarea celulelor stem embrionare in blastocistii altei specii. Acestia au
fost anterior modificati genetic prin deletia tintitd a unor gene cu ajutorul tehnologiilor CRISPR sau
TALEN, pentru a nu dezvolta organele respective. Din considerente etice au fost induse deficiente
in linia germinald si neurald (Hashimoto si colab. 2019). In teorie, metoda poate genera in vivo
organe sau tesuturi umane complet functionale, Insa o serie de bariere etice si neajunsuri tehnice
raman in continuare de rezolvat (Crane si colab. 2019).

Celulele stem pluripotente induse (iPSC) reprezinta celule stem pluripotente generate din
celule somatice. Cercetatorii Shinya Yamanaka si John Bertrand Gurdon, laureati ai Premiului
Nobel pentru Medicind sau Fiziologie in anul 2012, au demonstrat ca celulele mature pot fi
reprogramate pentru a deveni pluripotente. Tehnica permite accesul la celule stem pluripotente
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derivate de la pacient si revolutioneaza medicina personalizatd, evitandu-se astfel respingerile
imune sau complicatele strategii de imunosupresie. Desi iPSC umane pot prolifera nelimitat in
cultura si pot dispune de potentialul de a genera toate tipurile de celule din corpul adult,
functionalitatea celulelor diferentiate este inca limitatd. O strategie alternativd pentru a realiza
intregul potential al iPSC uman pentru medicina regenerativa este generarea de tesuturi si organe in
vivo prin complementarea blastocistului.

O perspectiva a IPSC umane, atractiva pentru industria farmaceutica, este oportunitatea de a
studia baza celulard si genetica a bolilor umane. Deoarece iPSC se auto-reinnoiesc si sunt
pluripotente, ele reprezinta o sursa teoretic nelimitatd de celule derivate de pacienti cu diverse
afectiuni, care pot fi transformate in orice tip de celula. Acest lucru este deosebit de important,
deoarece multe alte tipuri de celule umane derivate de la pacienti tind sa nu se mai multiplice dupa
cateva pasaje. iPSC au fost generate pentru o mare varietate de boli genetice umane, inclusiv
tulburari frecvente. in multe cazuri, iPSC derivate de la pacienti prezinti defecte celulare care nu au
fost observate n celulele de la persoane sanatoase, oferind informatii despre fiziopatologia bolii.

La nivel international, exista cateva banci de iPSC umane, precum New York Stem Cell
Foundation Research Institute Repository, Coriell-California Institute for Regenerative Medicine,
RIKEN Bio-Resource Centre, Human Induced Pluripotent Stem cell Initiative, European Bank for
Induced Pluripotent Stem Cells si Stem cells for Biological Assays of Novel drugs and prediCtive
toxiCology (StemBANCC). Liniile celulare din bancile de celule stem nu sunt utilizate in scop
clinic, ci sunt destinate exclusiv cercetarii si dezvoltdrii, ca instrumente pentru screeningul
medicamentelor candidat, pentru modelarea in vitro a bolilor umane si pentru dezvoltarea metodelor
de diagnostic farmacogenetic. Initiat in anul 2012, proiectul StemBANCC gestionat de
Universitatea din Oxford a generat o colectie de 1.500 de linii celulare iPSC umane de la 500 de
voluntari. Participantii au fost pacienti cu una dintre cele noud antecedente medicale complexe pre-
specificate (autism, boala Alzheimer, tulburare bipolard, diabet, migrenda, neuropatie, boala
Parkinson, schizofrenie si raspuns advers la medicamentele obisnuite). Proiectul a inclus si o
cohortd de voluntari sanatosi. Au fost prelucrate probe de piele sau par de la participanti, pentru
reprogramarea fibroblastelor in celule stem. Aceste linii celulare au fost apoi caracterizate si
utilizate pentru dezvoltarea testelor pe baza de celule pentru screeningul toxicitatii medicamentelor
cu molecule mici (Morrison 2018). Un exemplu de aplicatie ulterioara il constituie producerea
macrofagelor din linii celulare iPSC umane din colectia StemBANCC. Macrofagele constituie tinte
principale in dezvoltarea medicamentelor, intrucat o serie de boli sunt asociate cu disfunctii ale
acestor celule: dereglarea sistemului imunitar, boli metabolice, alergice, autoimune, inflamatorii,
neurodegenerative si cancer. Macrofagele tisulare sunt greu de izolat din sange, tesuturi sau linii
celulare neoplazice, iar productia la scara larga de macrofage derivate din iPSC modificate genetic
este promitdtoare pentru testarea noilor medicamente (Gutbier si colab. 2020).

Terapia cu celule CAR-T constituie cel mai avansat tratament al cancerului, ce utilizeaza
celule T modificate genetic pentru a produce un receptor artificial himeric (CAR, chimeric antigen
receptor). Receptorii sunt himerici deoarece combina atat functiile de legare a antigenului, cat si
functiile de activare a celulelor T intr-un singur receptor. Premisa imunoterapiei CAR-T este de a
modifica celulele T pentru a recunoaste celulele canceroase spre a le tinti si distruge eficient.
Celulele CAR-T pot fi derivate fie din celule T proprii pacientului (autolog), fie din celule T ale
unui alt donator sanatos (alogen) (Depil si colab. 2020). Odata izolate de la o persoana, limfocitele
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T sunt modificate genetic pentru a exprima un CAR specific, care le programeaza pentru a viza un
antigen prezent pe suprafata celulelor tumorale. Pentru siguranta, celulele CAR-T sunt proiectate
pentru a fi specifice unui antigen tumoral, care nu este exprimat pe celule sanatoase. Perfuzate unui
pacient, celulele CAR-T actioneaza ca un ,,medicament viu” impotriva celulelor canceroase. Cand
intrd in contact cu antigenul vizat, celulele CAR-T se leaga de acesta si devin activate, exercitand
un efect citolitic asupra celulelor {inta, apoi continud sa prolifereze si devin citotoxice. Celulele
CAR-T distrug celulele prin mai multe mecanisme, inclusiv proliferarea extinsa si secretia unor
citokine precum interleukine si factori de crestere. Daca reapar celule tumorale, celulele CAR-T le
vor recunoaste si distruge (Benmebarek si colab. 2019). Terapia CAR-T are avantajul ca necesitd o
singura administrare, constituind simultan o tripla terapie: celulard, genica si imunoterapie.

10.2.4. Biofarmaceutice pentru terapii pe bazdi de celule

Celulele vii constituie cea mai noud generatie de produse terapeutice. Terapiile cu celule vii
profita de functiile terapeutice naturale ale unor tipuri de celule pentru a regla sau a facilita
procesele biologice cheie. De exemplu, celulele stem pluripotente pot reface si vindeca tesuturile iar
celulele imune reprogramate pot utiliza sistemul imunitar pentru vaccinare si tratamentul
cancerului. Provocarile dezvoltarii terapiilor pe baza de celule stem il constituie timpul redus de
validitate al celulelor recoltate, cultivate si modificate ex vivo. Cateva biofarmaceutice pe baza de
celule stem si celule proiectate au fost recent aprobate:

¢ Holoclar (Chiesi Farmaceutici) este prima terapie comerciald aprobata in Italia (2008) si apoi
in UE (2015) ca medicament orfan destinat deficientei de celule stem de la nivelul limbului
(periferia corneei) cauzate de arsuri oculare. Pacientii cu aceastd afectiune nu au suficiente celule
stem la nivelul limbului care, In mod obisnuit, ar actiona ca sistem de regenerare, refacand celulele
de pe suprafata exterioard a corneei atunci cand acestea sunt deteriorate si cand Imbatranesc.
Holoclar este un produs realizat prin inginerie tisulara si contine celule stem autologe corneene
multiplicate ex vivo, astfel incat sa poata repara suprafata deteriorata a corneei.

e Sipuleucel-T (Provenge, Dendreon Pharmaceuticals) este o imunoterapie oncologica, un
vaccin autolog ce contine celule mononucleate din sangele periferic, recoltate si modificate cu o
proteind de fuziune (antigenul fosfatazei acide produsa de prostata legat de GM-CSF) produsa intr-0
linie celulara de insecte (Sf21 de la Spodoptera frugiperda). Este indicat Tn tratamentul cancerului
de prostata metastatic, asimptomatic, refractar la hormoni. A fost aprobat in anul 2010 in SUA si in
2013 in UE, insa EMA a retras autorizatia in anul 2015.

e Betibeglogene autotemcel (Zynteglo, Bluebird Bio) este un medicament orfan (2013)
destinat pacientilor cu beta talasemie. Beta talasemia este cauzata de mutatii sau deletii ale genei
HBB, care genereaza un deficit de lanturi beta ale hemoglobinei. Terapia genica se bazeaza pe
transferul autolog de celule stem hematopoietice CD34+ transduse ex vivo cu un vector lentiviral.
LentiGlobin BB305 este un vector retroviral care introduce o versiune functionald a genei HBB Tn
celulele stem hematopoietice, iar celule transformate sunt reinfuzate pacientului.

e Strimvelis (GSK) (2016) este un tratament personalizat indicat in imunodeficienta severa
combinatd cauzatd de deficienta adenozin deaminazei (ADA-SCID). ADA-SCID este o maladie
ereditara rarda, cu o incidentd estimata intre 1:200.000 — 1:1.000.000 nou-nascuti. Strimvelis un
tratament autolog, celulele stem hematopoietice fiind extrase si purificate astfel incat sa ramana

257



BIOTEHNOLOGII FARMACEUTICE

doar celulele care exprima glicoproteina CD34. Acestea sunt cultivate cu citokine si factori de
crestere, apoi transduse cu un gammaretrovirus care contine gena umana adenozin deaminaza si
reinfuzate bolnavului. Celulele se stabilesc in maduva osoasa unde se multiplica, se maturizeaza si
produc adenozin deaminaza. Tnainte de recoltare se aplici o schemi de tratament cu GM-CSF
pentru a creste numarul de celule stem, iar inainte de reinfuzie se administreaza chimioterapice
citotoxice pentru a ucide cat mai multe dintre celulele stem hematopietice ale gazdei si a creste
sansele de supravietuire pentru noile celule.

e Zalmoxis (MolMed) (2016) este indicat ca tratament adaugat in transplantul de celule stem
hematopoietice haploidentice (transplant alogen de la rude de gradul 1) la pacienti adulti cu risc
crescut de malignitati hematologice, In boala grefa contra gazda. Substanta activa consta din celule
T alogene modificate genetic cu un vector retroviral pentru o forma trunchiata a receptorului cu
afinitate scazutd pentru factorul uman de crestere neuronala (ALNGFR) si timidin kinaza virusului
Herpes simplex tip 1 (HSV-TK Mut2).

¢ Axicabtagen ciloleucel (Yescarta, Kite Pharma) (2017) este indicat pentru tratarea pacientilor
adulti cu limfom cu celule B mari. Este un produs de imunoterapie cu celule T autologe modificate
genetic, directionate catre CD19 (marker al limfocitelor B). Limfocitele T ale pacientului sunt
recoltate si modificate genetic ex vivo prin transductie retrovirala pentru a exprima un receptor de
antigen himeric (CAR) care cuprinde un fragment variabil cu catend unica anti-CD19 murin
conectat la domeniul costimulator CD28 si un domeniu de semnalare CD3-zeta. Celulele T viabile
CAR-pozitive anti-CD19 sunt multiplicate si perfuzate inapoi pacientului, unde pot recunoaste si
elimina celulele tinta care exprima CD19.

e Tisagenlecleucel (Kymriah, Novartis) (2017) este o terapie imunocelulara bazata pe celule T
autologe, modificate genetic ex vivo cu un vector lentiviral care codifica un receptor himeric de
antigen anti-CD19. Este dedicat pentru tratarea leucemiei acute limfoblastice si a limfomului cu
celule B mari.

e Lisocabtagen maraleucel (Breyanzi, Bristol Myers Squibb) a fost aprobat in anul 2018 in
EU. Imunoterapia cu celule T autologe modificate este indicata pentru tratamentul pacientilor adulti
cu limfom cu celule B mari recidivant sau refractar. Recoltarea limfocitelor T CD8+ si CD4+ se
realizeazd prin leucaferezd, urmatd de activare, transductie, expansiune, formulare si
crioconservare. Imunoreceptorul contine o proteina de fuziune scFv directionata catre CD19 si un
domeniu 4-1BB-CD37.

e Brexucabtagen autoleucel (Tecartus, Kite Pharma) este un tratament personalizat, indicat
pentru tratamentul limfomului cu celule de manta, aprobat in anul 2020. Constituie 0 imunoterapie
autologa cu celule T modificate genetic cu un vector retroviral incapabil de replicare, orientate catre
CD19.

10.2.5. Produse bioterapeutice vii

Produsele bioterapeutice vii sunt definite ca organisme vii concepute si dezvoltate pentru a
trata, vindeca sau preveni o boald sau o afectiune la om. Aceastd categorie de biofarmaceutice
exclude vaccinurile, virusurile filtrabile, oncovirusurile si organismele utilizate ca vectori pentru
transferul de gene. Produsele bioterapeutice vii se disting de suplimentele probiotice pe baza
incadrarii, reglementarii si dezvoltarii, deoarece majoritatea probioticelor sunt disponibile ca
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suplimente alimentare. Suplimentele alimentare nu parcurg etapele de cerectare preclinica si clinica
specifice medicamentelor, nici regulile de buna practica in fabricatie, iar in comercializarea lor nu
se pot face afirmatii legate de tratarea sau prevenirea bolilor. Cu toate acestea, unele probiotice sunt
produse bioterapeutice vii si pot fi dezvoltate ca atare dacd au o eficacitate potentiald in ceea ce
priveste boala. Aceastd categorie de produse poate include organisme modificate genetic
(recombinate) daca au fost reprogramate prin adaugarea, deletia sau modificarea materialului
genetic al organismului proiectat. Atat in UE, cat si in SUA, dezvoltarea lor necesitd demonstrarea
calittii prin stabilirea sigurantei, fiabilitatii, robustetii si consistentei fiecdrui lot produs. De
asemenea, acestea trebuie investigate in studii clinice bine controlate la populatia de pacienti
intentionati pentru a stabili siguranta si eficacitatea. Pana in prezent nu a fost aprobat niciun produs
bioterapeutic viu recombinat, dar exista studii clinice Tn derulare. Farmacopeea europeana a stabilit
standardele de calitate pe care trebuie sia le indeplinescd aceste produse (The European
Pharmacopoeia Commission 2019).

Microbiomul se refera la habitatul, conditiile de viatda si genomul colectiv al unei
microbiote. Se aproximeazi ca tractul gastrointestinal uman contine 4 x 10% bacterii, mai mult
decat numarul total de celule proprii. Termenul de hologenom (genom holobiont) descrie
combinatia genomului gazdei (la om ~ 20.000 de gene) si a genomurilor microbiene colective
asociate (> 33 de milioane de gene), dintre care 9 milioane sunt gene unice care codifica proteine.
Rezidentii nostri microbieni isi extind astfel substantial repertoriul genetic si ne confera abilitati de
adaptare pe care nu le-am putea realiza in lipsa lor (Harper si colab. 2021). Lansat in anul 2007,
Proiectul Microbiomului Uman a permis caracterizarea si intelegerea importantei microbiomului in
starea de sanatate si respectiv asocierea unor disturbari ori disfunctionalitati ale acestuia cu anumite
afectiuni sau boli umane. Compozitia microbiotei asociate organismului uman este decisa inca de la
nastere, evolueaza de-a lungul vietii si este influentata la randul ei de factori precum conditiile de
mediu, starea de sanatate, dieta, stilul de viatd si rutina personald. Modificarile calitative si
cantitative ale microbiotei, ale activitatii sale metabolice si ale distributiei acesteia poarta numele de
disbioza. Acest dezechilibru este implicat in aparitia unor tulburari localizate (la nivel tegumentar,
respirator, digestiv), dar si a unor boli sistemice (obezitate, sindrom metabolic, boli cardiovasculare
si vasculare periferice, astm bronsic si atopii, tulburari neurologice, alterarea capacitdtii de
metabolizare a unor medicamente). Studiile de descifrare a compozitiei microbiomului uman si a
impactului unor germeni asupra acestuia au adus multe rezultate:

« Tn microbiota sugarilor nascutilor pe cale naturald predomina lactobacilii, iar in cazul celor
nascuti prin cezariana stafilococii si E. coli;

* Abundenta Actinomyces viscosus si A. naeslundii la nivelul cavitatii bucale conduce la
persistenta placii dentare;

« 1In cazul unor afectiuni ale pielii, s-a demonstrat cd speciile de Malassezia sunt asociate cu
dermatita atopica, Cutibacterium acnes si Malassezia sp. cu unele forme de acnee iar Acremonium
sp. predomina la persoanele cu scalpul afectat de matreata;

* S-a observat o legitura intre microbiota sistemului respirator si severitatea afectiunilor
astmatice: speciile de Stafilococcus, Streptococcus si Moraxella au fost asociate cu agravarea bolii,
n timp ce Corynebacterium si Dolosigranulum au fost asociate cu imbunatatirea starii de sanatate;

* Abundenta anumitor familii bacteriene in tubul digestiv este asociata cu boli inflamatorii
intestinale (boala Crohn, colita ulcerativd), obezitate si chiar cu probleme de sdnatate mintala
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precum depresia si anxietatea (Abenavoli si colab. 2019; Alam si colab. 2020; Limbana si colab.
2020).

» Desi cancerul este, in general, 0 boala atribuita bagajului genetic si factorilor de mediu,
microorganismele (oncobacterii si oncovirusuri) sunt implicate in aproximativ 20% din cancerele
umane. Microbiota bacteriana poate afecta carcinogeneza in trei moduri largi: (i) modificarea
echilibrului dintre proliferarea si apoptoza celulelor tumorale; (ii) reglarea functiei sistemului
imunitar si (iii) influentarea metabolismului factorilor produsi de gazda, a alimentelor si produselor
farmaceutice. Tn prezent, densitatea microbiana poate fi utilizata ca instrument de prognostic Tn
evaluarea cancerelor colorectale. S-a concluzionat ca prezenta unor specii bacteriene este direct
asociata riscului cancerigen: Helicobacter pylori pentru cancer gastric, H. hepaticus, H. bilis si
Salmonella typhi pentru cancerul vezicii biliare, Campylobacter jejuni pentru limfom intestinal,
Porphyromonas gingivalis pentru cancerul pancreatic, Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma
sp., Chlamydia pneumoniae, C. trachomatis si C. psittaci pentru cancerul pulmonar, Streptococcus
bovis si S. gallolyticus pentru cancerul colorectal (Cummins si Tangey 2013; Garrett 2015).

Totodata, in microbiota umand au fost identificate o serie de bacterii caror prezentd are
efecte benefice asupra starii de sanatate. Dovezile sugereaza ca diferite bacterii comensale si
probiotice influenteaza mecanismele organismului gazda, cu o relevanta importanta pentru terapia si
preventia unei game variate de afectiuni gastrointestinale, respiratorii, neurodegenerative si infectii.
Microbiota intervine in reglarea metabolismului, a functiei neuroendocrine, a raspunsului inflamator
si imun. Mecanismele responsabile sunt atat directe, cat si indirecte si includ: functia imbunatatita a
barierei mucoasei, Secretia de peptide antimicrobiene si antiinflamatorii, inhibarea atasarii
patogenilor la celulele gazda si modularea functiei leucocitelor responsabile de imunitatea innascuta
si adaptativa. Astfel, in categoria terapiilor pe baza de celule vii sunt incadrate microorganismele ce
pot interactiona cu microbiomul gazdei pentru a regla imunitatea mucoasei, procesele metabolice si
procesele inflamatorii. Astfel de terapii se bazeaza pe administrarea unor bacterii cu eficienta
terapeutica dovedita, sub forma de celule vii sau bacterii viabile liofilizate.

Una din strategiile bacterioterapiei disbiozei implica transplantul fecal (autolog sau de la
donatori sanatosi), ale carui beneficii sunt investigate n peste 400 de studii clinice. Peste 100 de
studii clinice au fost finalizate, vizand afectiuni gastrointestinale (sindromul intestinului iritabil,
boala Crohn, colita ulcerativa, colangita sclerozanta, bolile hepatice, pancreatita, obstructia
intestinala, constipatia, diareea indusd de medicamente, infectiile cu Clostridium difficile,
colonizarea cu germeni multirezistenti), urinare (bolile renale, infectiile urinare recurente),
obezitatea, sindromul metabolic, scleroza multipla, boala Parkinson, artrita psoriazica, infectia cu
HIV, CMV, diverse forme de cancer, boli autoimune (sindrom Sjogren) sau alergii (arahide).

O serie de suplimente alimentare continadnd bacterii vii au parcurs etapele cercetarii clinice
demonstrand beneficii in diverse afectiuni:
Bifidobacterium sp. in infectia cu H. pylori, boala celiaca, diabet etc;
B. longum in diareea asociata tratamentului cu antibiotice, sindromul intestinului iritabil etc;
B. bifidum pentru stimularea dezvoltarii prematurilor;
B. breve in obezitate;
Blautia hydrogenotrophica in sindromul intestinului iritabil,
Lactobacillus reuteri in boli periodontale si alergii;
L. acidophilus, L. casei si L. rhamnosus in sindromul intestinului iritabil;
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- L. casel, L. plantarum, Streptococcus faecalis si Bifidobacterium breve pentru prevenirea si
decolonizarea bacteriilor rezistente la antibiotice;

- L. rhamnosus in pneumonia asociatd ventilarii mecanice;

- L. plantarum in boli inflamatorii etc.

Instaurarea si progresia patologiilor umane este legata de mai multi factori, ce includ
raspunsul imun deficitar, predispozitia genetica si disbioza, iar interactiunea complexa dintre acesti
factori a impiedicat in mare masura dezvoltarea unor terapii eficiente. In prezent, terapia bacteriana
cu celule modificate genetic ofera perspective promitatoare. Cercetarea si  dezvoltarea
bioterapeuticelor pe baza de bacterii vii modificate genetic a avansat o serie de candidati aflati Tn
diverse stadii clinice:

- AGO013 (Orgagenics), AG014 si AG019 (ActoBioTherapeutics) contin tulpini de Lactococcus
lactis, cu indicatii terapeutice in mucozitd orald, inflamatie gastrointestinald, imunodeficienta
primara si diabet de tip 1;

- ADXS-HOT, ADX-HPV si ADX-PA (Advaxis Immunotherapies) contin tulpini de Lysteria
monocytogenes al caror efect este investigat in cancerul pulmonar cu celule non-mici, cancerul
asociat infectiei cu HPV si in metastazele prostatei;

- ASO01F (Anaeropharma Science) si bacTRL-IL-12 (Symvivo) investigheaza efectele
Bifidobacterium longum asupra pacientilor cu tumori solide;

- AZT-04 (Azitra) contine tulpini de Staphylococcus epidermidis, investigat in ameliorarea
eruptiilor asociate terapiei oncologice;

- MRx 1234 sau Blautix (4D Pharma) cu tulpini liofilizate de Blautia hydrogenotrophica izolate
de la donatori sandtosi, indicd imbunatatirea simptomatologiei la pacientii cu sindromul
intestinului iritabil;

- SYNB1020, SYNB1618 si SYNBI1891 (Synlogic) testeaza tulpina E. coli Nissle 1917 in
hiperamoniemie, fenilcetonurie si tumori solide;

- VXMO1 (VAXIMM) investigheaza tulpina Salmonella Typhi Ty21a in glioblastom progresiv.

Se evidentiaza insa cateva consideratii suplimentare specifice privind dezvoltarea clinica a
terapiilor cu bacterii vii modificate genetic:
1. Furnizarea catre autoritati a secventei transgenei si a secventei complete a genomului pentru
tulpina proiectata, impreuna cu dovezi care sa sustina stabilitatea in timp a acestor modificari.
2. Asigurarea ca organismul proiectat nu poate transfera orizontal casete de rezistenta la antibiotice
catre alti membri ai microbiotei rezidente. O modalitate de a aborda aceastd preocupare este de a
elimina toate genele cunoscute sau suspectate de rezistenta la antibiotice utilizate in crearea tulpinii
proiectate, sau prezente in bacteria utilizata.
3. Caracterizarea capacitatii microorganismului de a se replica sau de a persista in gazda si / sau in
mediul inconjurdtor; incorporarea unor strategii de biocontentie pentru a restrictiona replicarea
tulpinii candidate in corp.
4. Determinarea timpului de persistenta si eliminarea organismului modificat din corp, indiferent de
includerea strategiilor de biocontentie. O abordare pentru a caracteriza mai bine tulpina este de a
studia mai intai clearance-ul fecal al tulpinii administrate oral la primate neumane si voluntari
sanatosi.
5. Determinarea biodistribuirii organismului modificat in afara situsului sau tintd (de exemplu,
tractul gastro-intestinal sau tumorile solide) (Charbonneau si colab. 2020).
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11. ABORDARI COMPLEXE. TERAPIA ONCOLOGICA

Dezvoltarea noilor biofarmaceutice pentru terapia bolilor oncologice a cunoscut un avans
semnificativ. Eforturi uriase se intreprind pentru diagnosticarea precoce si tratarea cancerului, acest
domeniu fiind unul dintre cele mai vizate de catre medici si cercetatori.

Procesul de transformare a unei celule normale in celuld tumorala se numeste oncogeneza.
Tn cadrul acestui proces au loc modificiri la nivel celular, genetic si epigenetic, ce conduc la
reprogramarea celulei pentru diviziune necontrolata, rezultand o masa celulara denumita tumora.
Tumorile maligne invadeaza alte organe si se disemineaza la distantd (metastazeaza), fiind
incompatibile cu viata. Tumorile benigne nu se raspandesc in alte tesuturi si sunt incompatibile cu
viata doar cand afecteaza structuri active fiziologic. In prezent se diferentiazi peste 120 de tipuri de
cancer ce afecteaza diverse organe, toate fiind potential letale. Principalele tipuri de cancer sunt
carcinomul, sarcomul, melanomul, limfomul si leucemia.

Chimioterapia sistemica clasica include:

1. Terapiile cu citostatice citotoxice (agenti alchilanti), ce formeaza legaturi covalente cu
molecula de ADN avand efect antineoplazic (impiedica mitoza), sunt utilizate pentru tratarea
leucemiei, limfomului, mielomului, sarcomului, a cancerului pulmonar, mamar, ovarian. Exemple:
derivati de azotiperitd (clormetind, clorambucil, ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan),
alchilsulfonati (busulfan), nitrozourea (streptozotocind, carmustind, lomustind), triazine
(dacarbazina), etilenimine (tiotepa, altretamina), derivati de platina si germaniu (cisplatina,
carboplatina, oxaliplatind) etc.

2. Antimetabolitii cu actiune citostatica (antimetaboliti ai acidului folic, antimetaboliti cu
nucleu purinic, antimetaboliti cu nucleu pirimidinic), care interfereaza in faza S a ciclului celular,
fiind inclusi in scheme chimioterapice in leucemie, cancer ovarian si mamar. Exemple: 5-
fluorouracil, 6-mercaptopurind, citarabind, capecitabina, fludarabina, gemcitabind, metotrexat,
pemetrexed, pentostatind, tioguanina etc.

3. Antibioticele citotoxice, ce actioneaza prin inhibarea topoizomerazelor de tip II,
intercalarea intre catenele ADN sau generarea de specii reactive de oxigen. Sunt utilizate pentru
tratarea multor tipuri de cancer, inclusiv leucemie, limfom, cancer pulmonar, mamar, uterin,
ovarian, gastric, urinar si pumonar. Exemple: antracicline (doxorubicinid, daunorubicina,
idarubicina, epirubicind), actinomicind, bleomicina, mitomicina C etc.

4. Alcaloizii vegetali, ce intrerup faza M a ciclului celular, stopdnd mitoza prin actiuni
asupra sistemului de microtubuli, ori inhiba topoizomerazele de tip I, sunt utilizati pentru tratarea
cancerului mamar, pulmonar, ovarian, intestinal, a mielomului, limfomului si leucemiei. Exemple:
taxani derivati din extracte obtinute de la genul Taxus (paclitaxel si docetaxel), alcaloizi vinca
derivati de la Vinca rosea (vinblastind, vincristind si vinorelbind), derivati de captotecina de la
Camptotheca acuminata (topotecan, irinotecan) etc.
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5. Lignanii citotoxici precum derivatii de podofilotoxind (Podophyllum peltatum) au
diverse efecte antimitotice, cum ar fi perturbarea microtubulilor prin legare de tubulind, inhibarea
topoizomerazelor de tip II, fiind utilizai cu succes in terapia impotriva numeroaselor tipuri de
cancer, inclusiv testicular, mamar, pancreatic, pulmonar, gastric si ovarian. Exemple: procarbazina,
etopozid, tenipozid etc.

6. Agentii hormonali pot fi hormoni naturali, cum sunt hormonii steroizi, precum si analogi
sintetizati artificial. Efectele biologice ale hormonilor steroizi sunt mediate de receptori intracelulari
specifici fiecarei clase de steroizi, precum receptorii glucocorticoizilor. Activarea acestor proteine
citoplasmatice si translocarea lor in nucleu implicd legarea de secvente specifice ale ADN si
alterarea transcrierii. Sunt administrati pentru tratarea limfomului, leucemiei si mielomului
multiplu. Exemple: prednison, metilprednisolon, dexametazona etc.

Chimioterapia sistemica moderna adauga terapii tintite:

7. Anticorpii monoclonali se atageaza celulei canceroase actionand specific: ca markeri ce
stimuleaza raspunsul imun (alemtuzumab, rituximab), blocheaza antigene implicate in cresterea
celulelor tumorale (cetuximab, trastuzumab), inhibitori ai angiogenezei (bevacizumab). Anticorpii
monoclonali pot fi conjugati cu alte particule, fie marcati radioactiv (ibritumomab tiuxetan), fie
conjugati cu alte substante medicamentoase (brentuximab vedotin, ado-trastuzumab emtanizind).
Exista si medicamente compuse din doi anticorpi monoclonali ce se pot lega de doua proteine
simultan (blinatumomab). Anticorpii monoclonali au importante roluri antitumorale, iar
medicamentele lansate recent sunt numeroase, spre exemplu brentuximab vedotin (Adcetris)
recomandat in tratamentul limfomului Hodgkin si a limfomului anaplazic cu celule mari. Este vorba
de un complex anticorp-medicament (antibody-drug compound, ADC) ce ofera un agent
antineoplazic (monometil auristatina E) care determina moartea celulelor apoptotice 1n mod selectiv
in celulele tumorale ce exprima proteina membranara CD30. Legarea complexului ADC de CD30 la
suprafata celulelor initiazd internalizarea complexului ADC-CD30, care ajunge apoi 1in
compartimentul lizosomal. in interiorul celulei, monometil auristatina E este eliberata prin scindare
proteolitica, se leaga de tubulina dizlocand reteaua microtuburilor, induce oprirea ciclului celular si
moartea apoptoticd a celulelor tumorale CD30+.

In functie de tinta lor, anticorpii monoclonali pot fi:

- cu tinte la receptorii transmembranari: inhibitorii EGFR (sau HER1) precum cetuximab (cancer
de colon, rect, ORL, pulmonar cu celule non-mici, cancer de piele non-melanom), panitumumab
(cancer de colon, penis, rect); inhibitorii HER2 (ErbB2 sau HER2/neu): trastuzumab (cancer
mamar, gastric, esofagian), pertuzumab si emtazina-trastuzumab (cancer de san);

- Cu tinte pe sistemul imunitar, legind antigene de suprafata: alemtuzumab (anticorp anti-CD52
utilizat pentru limfoame non-Hodgkin si macroglobulinemia Waldenstrom), ofatumumab
(anticorp anti-CD20 cu aceleasi indicatii), brentuximab vedotin (anticorp anti-CD30),
ipilimumab (anticorp anti-CTLA4 in tratamentul melanoamelor), ibritumomab tiuxetan
(anticorp anti-CD20 ce eclibereaza substante radioactive, utilizat pentru unele limfoame non-
Hodgkin), obinutuzumab (anticorp anti-CD20 recomandat pentru unele limfoame non-
Hodgkin), rituximab (anticorp anti-CD20 utilizat pentru leucemie limfoblastica acuta, cancer ale
sistemului nervos central, Boala Hodgkin, limfoame non-Hodgkin si macroglobulinemie
Waldenstrom);
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- cu tinte ale angiogenezei, precum inhibitorii VEGFR: bevacizumab (cancer de san, sistem nervos
central, col uterin, colon, rinichi, ovar, rectal, sarcoame, cancer pulmonar cu celule non-mici).

8. Inhibitorii tirozin-kinazei, ce blocheazid activitatea enzimei fie concurand cu ATP,
entitatea fosforilantd, cu substratul, sau cu ambele, fie actionand intr-un mod alosteric, printr-o
schimbare conformationald, legandu-se de un situs din afara situsului activ. In celuld, tirozin-
kinazele catalizeaza fosforilarea transferand o grupare fosfat din ATP in resturile de tirozinad ale
proteinelor specifice, rol important in multiple functii celulare. Dintre tipurile de receptori tirozin-
kinazici tintiti de citostatice sunt: VEGFR (axitinib — cancer renal), EGFR (erlotinib, gefitinib —
cancer 0sos, esofagian, renal, pancreatic, pulmonar cu celule non-mici), ai PDGFR (nilonitib —
leucemie acuta limfoblastica, leucemie mieloida si sarcoamele tesuturilor moi) etc. Tirozin-kinazele
fara receptori sunt enzime citosolice cu rol esential in transmiterea semnalului in limfocite T si B,
precum Kkinazele Janus (JAK), tintite de ruxolitinib, medicament orfan dezvoltat Tmpotriva
mielofibrozei si a cancerului pancreatic. Medicamentele inovatoare de ultimad generatie sunt
inhibitori multikinazici: bosutinib, crizotinib, dasatinib, imatinib, lapatinib, nilotinib, pazopanib,
ponatinib, regorafenib, sorafenib, sunitinib, vandetanib etc, fiecare indicat in anumite afectiuni
oncologice.

9. Inhibitorii m-TOR, ce reprezinta tinta rapamicinei in celulele mamiferelor, o protein-
kinaza care fosforileaza serina si treonina, regland astfel cresterea si proliferarea celulard, sinteza
proteinelor, transcriptia si autofagia: rapamicina, ridaforolimus, everolimus, temsirolimus.

10. Retinoizii (derivati naturali si sintetici ai vitaminei A), ce manifesta efecte importante de
diferentiere si de supresie a cresterii in diverse celule normale, premaligne si maligne. Noile
medicamente fintesc receptorii acidului retinoic si receptorii retinoizilor: alitretinoind, bexaroten,
izotretinoind, tamibaroten, tretinoina etc.

11. Imunoterapia este specifica fiecarui tip de boald oncologica si include:

e Inhibitori ai punctelor de control (checkpoint inhibitors) precum proteinele specifice
limfocitelor T: PD-1 (cemiplimab, nivolumab, pembrolizumab), PD-L1 (atezolizumab, avelumab,
durvalumab) sau CTLA-4 (ipilimumab) etc.

¢ Inhibitorii deacetilazei histonelor, care induc alterarea exprimarii genice, precum
romidepsinad, valproat si vorinostat.

o Antagonistii receptorilor Smoothened (SMO), ce functioneaza ca inhibitori ai cdii Hedgehog
(importanta la fat): vismodegib (cancer de piele non-melanom si alte tipuri de cancer).

e Inhibitorii proteasomici (inele de proteine ce descompun alte proteine): bortezomib si
carfilzomib (mielom multiplu).

o Terapia celulara cu celule T care exprima receptori himerici (CAR-T), cum este receptorul
CD19 anumite tipuri de leucemie sau limfom: tisagenlecleucel, axicabtagen ciloleucel,
brexucabtagen autoleucel etc.

o Modulatori ai raspunsului imun de tipul citokinelor ce stimuleaza sistemul imunitar Tn lupta
cu cancerul: interferon o, interleukina 2 etc.

e Virusuri oncolitice continute in preparate concepute pentru a distruge tumori §i a stimula
raspunsul imun: Herpes simplex (talimogene laherparepvec), adenovirus H101 (Oncorine),
ecovirusul ECHO-7 (Rigvir) - aprobate pe piata, iar virusul vaccinei, virusul stomatitei veziculare,
poliovirusul si alte virusuri modificate sunt in diferite stadii de cercetare.
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¢ Vaccinuri oncologice ce pot fi preventive, spre exemplu anti-HPV (Cervarix, Gardasil) sau
anti-HBV (Engerix-B, HBVAXPRO) ori terapeutice impotriva cancerului de prostata (Prostvac,
Sipuleucel-T), Timpotriva cancerului pulmonar (CimaVax-EGF), Tmpotriva melanomului
(talimogene laherparepvec) etc.

Scopul principal al tratamentelor cu agenti chimioterapici este de a preveni ca celulele
canceroase sa se multiplice, sd invadeze, sa metastazeze si in final sa ucida gazda. Chimioterapia
oncologica actioneaza pe principiul toxicitatii selective, in care o substantd medicamentoasa ucide
selectiv celulele neoplazice, fara a afecta celulele normale. Tn general, citostaticele citotoxice fsi
exercita efectele asupra proliferarii celulare si cresterii tumorale. Deoarece multiplicarea celulara
este o caracteristica a majoritatii celulelor normale si canceroase, citostaticele isi exercita efectele
toxice asupra tuturor celulelor cu o ratd rapida de diviziune, inclusiv cele din maduva osoasa,
celulele germinale, foliculii firului de par, celulele mucoaselor etc. De aici deriva efectele secundare
ale chimioterapiei: mielosupresia si in consecintd imunosupresia, mucozita, alopecia. O
caracteristca esentiala este a chimioterapiei clasice este absenta unei specificitati absolute asupra
celulei canceroase. In cazul chimioterapicelor clasice este foarte importantd cunoasterea ferestrei
terapeutice, adicd a dozei necesare pentru obtinerea concentratiei plasmatice a substantei
medicamentoase care sd ofere beneficii optime. Clinic, se urmareste o mare probabilitate de succes
terapeutic, definit prin micsorarea tumorii, dar fara a creste efectele toxice. Fereastra terapeutica
poate sa difere la nivel individual, in contextul polimorfismului genetic in ceea ce priveste
metabolizarea substantei medicamentoase, finta biologici a medicamentului, receptorii,
transportorii si alti factori ce pot interactiona cu activitatea agentilor chimioterapeutici (Malhotra si
Perry 2003).

Un beneficiu relevant al tratamentelor oncologice inovative este acela ca nu au efect
citotoxic generalizat, ci constituie terapii tintite, cum este cazul anticorpilor monoclonali ce tintesc
proteine exprimate anormal in celulele canceroase. Unele chimioterapice sunt utilizate si in alte
afectiuni, precum scleroza multipld, boala Crohn, amiloidoza, artrita reumatoida, spondilita
anchilozantd, psoriazis, lupus eritematos, scleroderma.

O serie de strategii implicd administrarea simultand a mai multor medicamente in
chimioterapia cancerului. In functie de organele afectate de boala oncologici sunt disponibile
protocoale prestabilite, care sunt permanent adaptate noutatilor clinice si farmaceutice.

Biomarkerii si medicina translationala

Medicina translationala este o disciplind emergenta care implicd traducerea rezultatelor de
laborator in proiectarea si aplicarea studiilor clinice in stadiu incipient. Se concentreaza pe
traducerea datelor preclinice din studiile in vivo, in vitro si in silico in clinica pentru a ajuta la
proiectarea studiilor, a determina metodele si a alege biomarkerii. In plus, utilizeazi datele din
studiile clinice pentru a se reintoarce in experimente preclinice si a imbunatiti descoperirea
viitoarelor medicamente.

Odata cu dezvoltarea tehnologiilor genomice si a terapiilor moleculare tintite, biomarkerii
joaca un rol din ce Tn ce mai important in managementul clinic al pacientilor cu cancer si nu numai.
Un biomarker reprezinta o caracteristica masurabila in mod obiectiv, care descrie o stare biologica
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normala sau anormala intr-un organism prin analiza biomoleculelor precum ADN, ARN, proteine,
peptide si modificari chimice ale biomoleculelor. Conform WHO, un biomarker este orice
substanta, structurd sau proces care poate fi masurata in organism sau in produse si influenteaza sau
prezice incidenta rezultatului sau a bolii.

Strategiile de preventie si terapie iau in considerare variabilitatea individuala, fiind introduse
analize bazate pe amprentarea uneia sau a mai multor gene ori proteine ca biomarkeri predictivi
pentru diferite tipuri de cancer. Tn ceea ce priveste utilitatea clinica, un biomarker oncologic poate
masura riscul de a dezvolta cancer intr-un tesut specific sau, alternativ, poate reflecta riscul de
progresie a cancerului sau raspunsul potential la terapie.

Pe baza utilizarii lor, biomarkerii oncologici pot fi clasificati in urmatoarele categorii:
1. Biomarkeri cu valoare predictiva, capabili sa prezica raspunsul la interventii terapeutice specifice
(de exemplu activarea HER2, care prezice raspunsul la trastuzumab in cancerul de san);
2. Biomarkeri cu valoare de prognostic, ce reflecta riscul clinic, recurenta cancerului sau progresia
bolii (de exemplu scorul de recidiva cu 21 de gene pentru recurenta cancerului de san tratat cu
tamoxifen);
3. Biomarkeri de diagnostic, utilizati pentru a identifica daca un pacient are o afectiune specifica
(de exemplu testul Cologuard ce detecteaza mutatii multigenice specifice cancerului colorectal,
testarea microARN circulant pentru cancer pancreatic etc).

Cu toate ca exista inca un decalaj intre studiile initiale de descoperire a biomarkerilor,
validarea si implementarea lor clinica, perspectivele pentru medicina personalizatd sunt
incurajatoare (Goossens si colab 2015).
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