% CHISINAU o)

: & FACULTATEA
FARMACIE
4, :
7,

Facultatea de Farmacie
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' Generatia noua de medicamente
bazata pe
BIOTEHNOLOGII MODERNE
IN VITRO si RECOMBINARI

I alisnn ’ - Calalb Tatiana — dr.hab.in gt. biol., prof. univ.,
Sef catedra de farmacognozie si botanica farmaceutica
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Actualitatea temel

tvgu I TS
OVERCOOKER! 2

Numarul bolnavilor cu diverse patologii este in ascensiune si
intinerire (maladiile s-au extins la varsta copiilor si adolescentilor)
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Organizatia Mondiala a Sanatatii 3 l,i'j;;vl
World Health
Organization

Asigurarea fiecarei persoane cu servicii medicale de calitate;

N\

Asigurarea necesarului de medicamente - pacientii
cu dependenta la preparate medicamentoase;

Elaborarea preparatelor medicamentoase pentru
maladiile SIDA, cancer etc.;

Elaborarea remediilor pentru diagnosticul precoce al
maladiilor;

Alimentul functional echilibrat (coraportul: hidrati de carbon,
proteine, uleiuri grase si surse de fibre, vitamine, antioxidanti)

SANATATEA este o achizie de valoare (zestre) incontestabila primita la

! De investit in calitatea vietii, fortificarea sanatatii si nu in
medicamente

HEALTHY LIFE WITHOUT DRUGS!

International Scientific Symposium ”Advanced Biotechnologies-Achievments and Prospects”, 5 ed.,
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\;/, /‘ N
Vorld Healtll

raanization

ALIMENT FUNCTIONAL-ECHILIBRAT

Proteine (0,8-1,5 g/kg/corp)
Constituienti | Carbohidrati (4 g per kg/corp)

de baza: Grasimi (acizi grasi nesaturati) (1,5-2 g per
' kg/corp)

Vitamine

Constituienti Minerale, micro- si oligoelemente
aditionali: | Antioxidanti

Fibre alimentare (25-35 g)

Conditii Activitate fizica dozata (minim 30min)
Non-poluants, Hidratare (30 ml per Kg/corp)

’ Odihna (8 ore de somn)
Dinamism
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'EXISTA RESURSE NATURALE DESTULE
pentru satisfacerea necesitatilor mereu
crescande ale populatiei?!

International Scientific Symposium "Advanced Biotechnologies-Achievments and Prospects”, 5 ed.,
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SOLUTII
STIINTA - NOI Cﬂl, NOI SURSE...

1. Tehnicile ingineresti in
ameliorarea genomulul;

2. Culturile biotehnologice in vifro

International Scientific Symposium "Advanced Biotechnologies-Achievments and Prospects”, 5 ed.,
21-22 October 2019 ¢



Scopul: Evaluarea bazei de date, literaturii de specialitaie
privind produsele biotehnologice n
domeniul farmaceutic si medical

Producenti biotehnologicli i
Tari, firme, filiale biofarmaceutice

Tehnicl ingineresti
Produse biotehnologice in vitro in biomedicina

Obiective:

Generatia noua de biomedicamente D
Domenii de aplicare

A

6
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Tehnicile ingineresti inovationale si
biotehnologiile moderne In vitro

- ~

Protejarea
mediului
ambiant

Hranirea
echlibrata
a
umanitatii

Tratarea
umanitatii
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Utilizatorn biotehnicilor 1n vitro sunt Tntr-o
continua ascensiune

..i;c';- “ﬂ I

Sectorul

Sectorul : rul
ecologic vectoru
agricoli i energetic S
9 (bioconsevarea) R —
produce:

legume, fructe, 1/4 a lumii 2/4 a lumii (cca 250 000

Material saditor, aplica ~aplica firme)
produse biotehnologii || P'otehnologii
animaliere

__

18
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Companii biotehnologice active in domeniu

farmaceutic (in lume, cca 5000)

B Europa B America o
® Japonia, China, India m Australia /j@ &

—

7
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Companii farmaceutice cu linii

biotehnologice industriale

| f

Europa il San Diego-La Jolla
Bay Area
Veniturile si
T m Japonia Australla bioprodusele -
a 1l/4 din ale SUA
Blogen Arch
Oncology
Bayer

International Scientific Symposium ”Advanced Biotechnologies-Achievments and Prospects”, 5 ed.,
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Bioindustria in vifro farmaceutica

Produse
blotehnologlce

Aminoacizi
Proteine Antibiotice
/ D 4
Acizi organici,
L Anticorpi monoclonali
Alcaloizi
Interferoni
[ Vitamine
Hormoni
Carotenoide, |
. .. Enzime
Compusi fenolici \
Uleiuri, rezine, balsamuri Celule stem




Companii biofarmaceutice in vitro

Firma/

EUROPA

Produsul

Domeniul de

Filiala biotehnologic aplicare
I 1. Elvetia " Seronto > Hormoni, Endocrinologie
> Enzime, Imunologie
> Anticorpi Reproductologie
(Solutionarea problemelor
de infertilitate)
> producator global
2. Spania I Seronto al somatotropinei I Endocrinologie I

(hormonul de crestere)

|Olyzont Genomi65| Ibiomedicamente I ‘

Pentru boala Parkinson

din Europa)

3. Germania - 1 Alzheimer
_B’OteCh GPS - I Diverse I Endocrinologie
lider european cu 400 Imunologie
filial
S Cardio-vasculare
Sang Stat Oncologie

4. Franta Eurofins i e

’ Eli Lily I RIVEISS I Medicina
Drug Abuse Science Cosmetica
Alimentatie
> Diverse

5. Marea Britanie Celltech (40% din Medicina

biofarmaceuticile Cosmetica




Firmalffiliala Produsul Domeniul de
biotehnologic aplicare
Japonia - ) _
Fujitsu’s > cercetari ale genelor Endocrinologie
Biotechnolo implicate in cancer, Imunologie
DI. ision Y procese inflamatorii, Solutionarea problemelor de
fvisto hipertensiune infertilitate
Kanto, Japan Bioindustry | > biofarmaceutice Medical (diagnostic)
. .| Association (JBA) pentru diagnostic (94), Cosmetic
Kinki/Kansai > biofarmaceutice Alimentar
si Hokkaido (proteine, gene, Tehnologiilr Informationale
’ secvente de AND (78) Energetic
> bioinformatice (41)
» consumabile (38)
Japonia Proiectul Millenium | > Genetica orezului; Obiective:
(Lansat in Ians7t2:)no.(:apoma > Genetica umana si medicina > studiul genelor pentru tratarea
anul 2000) s ) regenerativi; cancerului, dementei, diabetului si

Australia

» Initierea centrului de analiza a
infromatiei obtinute in cercetarea
biologica si elaborarea liniilor de
producere industriald).

hipertensiunii;

> producerea secventelor de ADN si
biopreparatelor prin microorganisme
cu genomul ameliorat




Schema procesului biotehnologic

Conditiile: Sursa de Cresterea in

biologice materie prima bioreactoare
fizice, in calitate de =B GEREEE
chimie g diferita.

P“"l“‘:ﬂl“ Amidon,
PH, presiunea, Tarate
Temperatura, Smalt,

Mediul de cultura, Melasa,

Concentratia de Deseurile

02 industriei lactate,
de panificatie.

Purificarea iIzolarea

standarizarea £~




Producenti biotehnologici in vitro

biofarmaceutice

‘1. Bacterii (genomul ameliorat) ‘

‘2. Microalge (genomul ameliorat) ‘

3. Ciuperci (drojdii, mucegaiuri cu
genomul ameliorat)

| 4. Plante (culturi /n vitro celulare si tisulare) |

5. Animale, inclusiv organismul uman (culturi in vitro
celulare si tisulare)

International Scientific Symposium "Advanced Biotechnologies-Achievments and Prospects”, 5 ed.,
21-22 October 2019 10



Producenti biotehnologici In vitro

n bioindustrn farmaceutice

Celule
animale,

umane

. 10%

Bacterii
35%

Fungi
(drojdii,
mucegaiuri)
28%

11
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Avantajele bacteriilor —

oroducenti biotehnologicl In vitro

Structura

Accesibilitate simpla, Rezistenta
studiata
. < - .. Separare
Viteza de Dimensiuni gl <
. . eficienta a
crestere mici SBA
Stabliitate in Digestibilitate

cultura

12
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Bacteriile — producenti biotehnologici in vitro

Genurile solicitate cu calitati productive Tnalte sunt: Bacillus, Streptomyces
(antibiotice), Escherichia, Enterobacter, Brevibacterium, Lactobacillus, Lactococcus,
Gluconobacter (proteine, aminoacizi, enzime, interferoni), Bacillus, Arthrobacter,
Corynebacterium (procese de solubilizare si decontaminare a solului), Azobacter,
Acetobacter (in alimentatie si agricultura ecologica).

mmedicina
mecologie
malimentatie

15
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Echerihia coli— model de producent
biotehnologic

Singurul cromozom circular a fost aproape complet studiat si secventiat
(4300 secvente potentiale de codificare)

E. coli

30% gene
policistronice

- 4600 kb

55% proteine 25% Acizi nucleici

25%

9% lipide glicogen

3% alti metaboliti \ Y
eal ! 70% gene » s

singulare 4300

Sunt elaborate microtehnici ingineresti

avansate pentru ameliorarea genomului 1800
- protelne

sp. E. coli

16



Venituri vs Investitii in cercetare

se0’e,
Uss 33.3 bil.
‘ese0®

US$ 20.5 bil

)

US$ 7.6 bil
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Generatia noua de medicamente in baza

sp. E. coli modificat genetic (MG)

Diabet
25%

Anemie
15%

Terapia Afectiuni
cancerului inflamatorii

50% E.coli — 10%

(MG)

22

International Scientific Symposium ”Advanced Biotechnologies-Achievments and Prospects”, 5 ed.,
21-22 October 2019



E. coli MG — producent de Insulina Umana

"} Conform OMS in lume sunt cca 485 min. diabetici

108 min (1980) — 422 min (2017)
Diabetul zaharat tip 1 (insulino-dependent) - 5-10% din totalul cazurilor de diabet.

Diabetul zaharat tip 2 (diabet non-insulino-dependent) - cea mai frecventa forma
de diabet.

Alte forme de diabet zaharat includ diabetul gestational si diabetul secundar.

| Diabetul de tip I, apare la orice varsta, dar prevaleaza la
' copii si dupa 18 ani (diabetul juvenil) de la 4.7% (1980) la
9.5% In 2017

f{

N

in Chisinziu — 23 400 cazuri ' 1922,
" L. Thompson

S



SCURT ISTORIC...

1970 - creati | molecula de ADN recombinant -
"Era Geniului Genetic".

1973 - dintr-o bacterie E.coli- inofensiva, modest-provocatoare de
flatulenta si diaree, prin inserarea unei gene de Salmonella (toxinfectii
alimentare letale) s-a obtinut un organism viu letal-agresiv.

1973 - 1 CONFERINTA DE BIOETICA ASILOMAR (CALIFORNIA)

1976 - crearea unei tulpini de E. co/i MG capabila sa
produca insulina, care, pana atunci era extrasa si purificata
din pancreas de vitel (Genentech

e 1977 - prin inginerie genetica o tulpina de oli MG va incepe
sa produca hormonul uman, somatostatina, realizare cu
adevarat importanta pentru umanitate.

Geniul genetic paraseste domeniul stiintei fundamentale, devenind
prin noile biotehnologii create o stiinta industriala




Producatorii de insulina In vitro
la nivel global

Nor d ISk ' - ' u Novo Nordisk = Sanofi m Eli Lilly m alte tari

(Danermarca) f:
Bioton | Eli Lily
(Polonia) (SUA)
Julphar
(UAE)
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Necesarul de insulina

Desi peste 90 din 132 de tari nu au tarife pentru insulina, medicamentul raméne
in continuare scump si inaccesibil.

Tn SUA (20 min. diagnosticati ca diabetici, iar cheltuielile din insulini au crescut cu 89%
intre 2000 si 2010 (valabil si pentru adultii asigurati).

Potrivit lui (Geneva), responsabil de controlul global al insuliniei,

unele tari nu au acces la furnizori (inlocuiesc insulina genetica cu bioinsulina

1. Un nou studiu n revista Lancet Diabetes and Endocrinology, denoti ci
cca 80 de min. diabetici vor avea nevoie de insulina pana in 2030
(2015 — 48 min) si cererea medicamentului va creste cu 20%.

2. Dar, cca 1/2 dintre cei care vor avea nevoie (posibil
majoritatea din Asia si Africa) $i nu vor putea obtine acest
lucru.

3. Azi, una din 3 persoane cu diabet nu are acces la insulina de
care au nevoie.

26




2. E. coli MG — producent de somatotropina

1 Prima productie industriala a somatotropinei a fost in 1979 (Genentech).
1 Gena pentru somatotropina pituitara umana a fost inserata in plasmida PBr322

din E. coli prin tehnici de ADN recombinant.

m America de Nord mEuropa

m Asia Africa

l U.S. human growth hormone market, by application, 2014-2025 (USD Billion)

2015 2016 2017 2018 2019 2020 221 2022 2028 204 2025
23%

® Growth Hormone Deficiency ¥ Turner Syndrome u [diopathic Short Stature
% Prader-Willi Syndrome u Small for Geslational Age W Others 599,

80/
10% |°

|
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DOMENIILE DE APLICARE A SOMATOTPROPINEI

natural-hgh.vitaminarzenal.com

HORMONUL DE
CRESTEREUMAN

GHID COMPLET

I II! Cresterea masei musculare - culturismul I

28



INDUSTRIA DE CRESTERE A BOVINELOR, OVINELOR,
PORCINELOR, AVICOLA

W AT CAML B (19 SN S

P ) M R
BAMOA. UMY § MLA B0 PR

USD VETERINARIO

CONTEM: 25 seringas
com 2 md cada (25 doses)

\ €3 MSD
29
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E. coli MG - producent de somatostatina

1 Somatostatina, cunoscuta si sub denumirea de hormon de inhibare
a hormonului de crestere (GHIH) sau cu mai multe alte nume, este
un hormon peptidic care regleaza sistemul endocrin.

1 Produce Novartis Pharmaceutical, Elvetia

Sandostatin® LAR

!

>
| Solve
2 ’ fumedica ]
: Somatostal ¢ ML
- ! 1ah %]
' | v ’?'laotre:;o:n
Irehilized foe LV £
Saroge: Stm-ﬁ'c ) By @ IC
onloining somaliR] g, L =
' ivclent fo somolosnl | s ;;;\;j;fff
SEPHARMASA | B e

SAINE - ' ALLEUD - 387 5
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3. E. coli MG - producent de interferoni
.

Interferonul gama uman (IFN-y) este o componenta
imuna ce protejeaza organismul impotriva agentilor
patogeni si a tumorilor.

Prima expresie a interferon-gamma recombinant in
celulele E.coli a fost efectuata in 1982 si produs prin
biotehnici in vitro.

Un litru suspensie E. coli Un litru de sange ’
MG produce: produce: hIFN-
Q 5mg de interferon 0 0.001 mg de interferon “ieciinical ex vivo 5
s 00 o
Costul: &

de 200 de ori mai ieftin
decat cel produs prin
culturi de celule umane

26



4. E. coli MG — medicamente nol Tn terapia
cancerului

e Avastin
s |_eucentis

Novartis
(Suedia)

Eli Lily
Neulasta (SUA)

Cancer pulmonar, de prostata, carcinoma



5. E coli MG —in terapia sangelui

- Eritropoietina este  hormonul raspunzator de diferentierea si
proliferarea globulelor rosii.

- In 1989 a fost introdus tratamentul cu eritropoietind umani recombinat:
in baza sp. E. coli. anemie cronica, anemie in mielodysplasie si in anemia
provocata de chimioterapia cancerului.

Bioyetin®

Enlr zpoyeuna Humana Recombin .«

: 4000Ul

10 1 4000 Unity el Gange e Yos NOGC 5551314890

ACEN’

W EPaEN |
oF EPOETIN ALFA ' P prOBIOMED'
[ e oot [
o= 4000 Units/mL
| == Single Usa Yals fsoetaeog 1 mL)
Toe mtrvesies & Tabcetaneies Uie Quiy 3

odwtion - Ko
l“«’ ?"0 Cn‘ % 45°F) Do Kef Feoede & S300e

wmum‘-} MHUAA {
Lowws N 1000 Q0017 A in R Dwy 9
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Medicamente bazate pe recombinogena si

microtehnici in vitro Tn terapia sangeluilui

Amgen (California),

Romiplostim (rINN, USAN) este 0 proteini
‘ 2002

recombinata — analogus trombopoietinei —
hormon stimuleaza producerea
trombocitelor.

In tratamentul — purpura trombocitopenica

idiopatica cronica (imuna)
- FDA aaprobat Romiplostim ca tratament de
lunga durata pentru ITP cronica la adultii,

care nu au raspuns la alte tratamente, cum
ar fi corticosteroizii, imunoglobulina
intravenoasa, imunoglobulina Rho (D)

splenectomia.

International Scientific Symposium ”Advanced Biotechnologies-Achievments and Prospects”, 5 ed.,28
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https://en.wikipedia.org/wiki/International_Nonproprietary_Name
https://en.wikipedia.org/wiki/United_States_Adopted_Name

Biotehnologii vegetale /in vitro

Producerea industriala a SBI de origine
vegetala (alge, plante) prin microtehnici
biotehnologice in vitro, astazi reprezinta
adevarate bioindustrii farmaceutice.

Biotehnologii celulare si tisulare
animale si umane /n vifro

Celulele osoase, elementele sangelui,
epiteliale, multiplicarea genelor,
celulele-stem, fertilizarea in vitro etc.

35




. Culturile /in vitro servesc surse noi de materie
prima netraditionala pentru obtinerea
produselor biotehnologice, care in viitorul
apropiat vor constitui componentul de baza al
industriei alimentare, farmaceutice si
cosmetice.

e Aceasta necesita programe de ameliorare a

cunostintelor si educarea biotehnologica a
consumatorilor, care trebuie sa fie un element
activ, promovator, constient in

“Era geniului genetic si era biotehnogica”!
Asigurarea biosecuritatii si calitatea

bioproduselor este determinata de factorul uman. |

Internatiori‘eil Scientific Symposium ”Advanced Biotechnologies-Achievments and Prospects”, 5
ed., 21-22 October 2019 36
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Progresul cercetarilor este foarte alert si
trebuile sa constientizam ca nu toate
Inovatiile sunt benefice in viata noastra,
ceea ce necesita informare corecta,
adecvata si multa prudenta, 1ar nol, n
calitate de consumatori trebuie sa ne
implicam in luarea deciziilor nationale
legale!!!

International Scientific Symposium ”Advanced Biotechnologies-Achievments and Prospects”, 5
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Concluzi

Biotehnologiile moderne in vitro au nregistrat progrese de importanta majora n
ultimele 2-3 decenii in domeniile farmaceutic, medical, agroalimentar si ecologic

]

Bacteriile sunt producenti biotehnologici in vitro actuali si de perspectiva in
obtinerea produselor farmaceutice cu noi efecte terapeutice.

|

Generatia noua de medicamente utilizate in terapia cancerului, anemiei, afectiunilor
inflamatorii, precum si in nanism, bazate pe genomul modificat al bacteriilor.

5

Printre cele 5442 de produse farmaceutice din Nomenclatorul de Stat al
Medicamentelor din R. Moldova (01.03.19), se regasesc 35 de produse pe baza de
bacterii, care constituie doar 10% din totalul de produse inregistrate, toate fiind
Importate.
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VECTOR: PLASMIDE

EcaR | E1 imm

(ProteinaKil Alte plasmide naturale:

Colicina E1

Aval .
arl

mob1 > pSC101;

> pRS2124;

> pBR322;

> pBluescript (de tip fagimide);

Primul plasmid natural
Col E1 de la E. eoli

(greutate moleculara de 4.6 x 106)

19
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Introducerea genel Sinteza ADN

prin plasmida

modificat

pBluescript
recombinat

1=
PLASMIDA 8 4
g =
+ T1LARN palimuraca
« INTPs
+ T4ADNligaza m nqm.;,n_ y z
- =
_,
ARN wanscrigt T
= \;(' -
5 §; -
Vectorul pBR322 v
recombinat ¥
%} i
Inl‘) . I E . (i— =
Symposiuml”AdVanced
Bisteeknologies- = mage s

4 chievménts and

RECOMBINAREA Prospects”, 5 ed., 21-22
October 2019 ZQ




Viitorul biotehnologiilor in vitro

In industria farmaceutica, medicina, cosmetica

Astazi BTin vitro reprezinta o
parte componenta in
obtinerea produselor
biotehnologice eficiente,
rentabile si cu noi insusiri, iar
in viitorul apropiat vor
constitui componentul de
baza al industriilor,
farmaceutice, alimentare si
cosmetice.

MEDICINALS &
BOTANICALS

MEDICAL DEVICES _—

| é‘y— )

BIOLOGICAL PRODUCTS

PHARMACEUTICAL
PREPARATIONS
™
=
\ .~
-

DIAGNOSTIC SUBSTANCES
G W
>

COSMETICS, PERFUMES &
TOILETRIES

LABORATORIES
a:'c. I =

Al



COMPANII BIOFARMACEUTICE

EUROPA

Produsul
Tara Firma/ biotehnologic Domeniul de
' filiala (biofarmaceutic) aplicare
v Endocrinologie
. Seronto > Hormoni, vImunologie
ElVetla > Enzime, v'Reproductologie (Solutionarea
> Anticorpi problemelor de infertilitate)
i Seronto > producator global al vEndocrinologie
Spania somatotropinei v'Veterinarie
(hormonul de crestere) (cresterea animalelor)
Sang Stat
Eurofins > Diverse bioproduse vMedicina
Franta Eli Lily vCosmetica
Drug Abuse v Alimentatie
Science
Biotech GPS - lider
i european cu 400 > Diverse bioproduse v Endocrinologie
Germania filiale v'Imunologie
v'Cardiologie
vOncologie
Marea Celltech > Diverse (40% din v'Medicina,
] ) biofarmaceuticile din vCosmetica
Britanie Europa)
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