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CAPITOLUL 1

Biotehnologia - progres major in terapia
bolilor inflamatoare reumatice, biologice
originale/Biosimilare

Mirela Pdarou, Ruxandra Ionescu

Introducere in biotehnologie

Strategia terapeutica in bolile inflamatorii reumatisma-
le este de a introduce cat mai precoce tratamentul de fond,
pentru a reduce inflamatia, dar si pentru a imbunitati func-
tionalitatea si a creste cahtatea vietii pacientilor, 1na1nte ca
dlstructla articulars si disabilitatea si apara.

in’ bolile autoimune inflamatorii, unde productia de
citokine guverneaza debutul si parcursul bolii, tratamentul
s-a canalizat pe a suprima productia si eliberarea acestor
citokine, si a permis aplicatiile biotehnologiei in domeniul
ingrijirii medicale prin dezvoltarea si promovarea unor
agenti profilactici, instrumente diagnostice si produse tera-
peutice (1, 2, 3). Considerate ca fiind ,produse farmaceuti-
ce inteligente”, medicamentele biologice sunt produse bio-
tehnologice care oferd adesea noi abordari ale controlului
bolii, cu rate de succes clinice mai mari si ingrijiri imbu-
ndtdtite ale pacientilor, dar si o protectie extinsid a breve-
telor si o probabilitate semnificativd de rambursare (4).

Agentia Europeand a Medicamentului (EMA) defineste
produsele biologice ca ,medicamente care contin una sau
mai multe substante active produse sau obtinute dintr-o
sursa biologica. Substantele active din medicamentele bio-
logice sunt mai mari si mai complexe decidt medicamente-
le non-biologice, iar organismele vii sunt singurele care pot
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reproduce aceastd complexitate” (5). Unele medicamente
biologice sunt reproduceri ale unor substante deja prezen-
te in corpul uman, precum proteinele, insulina, hormonul
de crestere si eritropoietinele. Altele sunt obtinute prin pro-
cesare din sdnge uman, organe si tesuturi, cum ar fi vac-
cinurile si ADN-ul recombinat (3, 6, 7). In 1982 a fost apro-
bat primul produs biologic, Insulina. Astdzi sunt comercia-
lizate peste 200 de produse biotehnologice, iar peste 900
sunt in fazd de cercetare clinicd (1).

Medicamentele biologice sunt alcatuite din substante
care se regisesc adesea in mod natural in corpul uman pre-
cum hormonul de crestere, insulina, eritropoietina, enzime,
anticorpii. Dezvoltarea si productia de medicamente biolo-
gice este un proces complex care a deschis un spectru larg
de servicii in ceea ce priveste utilizarea materialului biolo-
gic in scop diagnostic si de tratament al celor mai grave
boli - cancer, diabet, boli cardiovasculare, neurologice, boli
autoimune etc. (1). Spre deosebire de medicamentele clasi-
ce, care sunt obtinute prin sinteza chimicd, medicamentele
biologice sunt produse de organisme vii - celule vegetale
sau animale, bacterii, virusuri $i drojdii.

Pentru anticorpii monoclonali (mAb), se folosesc linii
celulare modificate genetic, astfel ca celula sd produca sub-
stanta doritd (7). Produse din celule vii, medicamentele bio-
logice au fost concepute si mimeze comportamentul anti-
corpilor produsi in mod natural in organism, cu rol de a
tinti precis anumite celule din sistemul imunitar (7).

Fiecare companie de biotehnologie are o banca proprie
de celule, cu linii celulare unice, care sunt folosite pentru
fabricarea medicamentelor, proceduri standardizate, si plat-
forme de productie, care in timp pot fi modificate si adop-
tate strategii adecvate de dezvoltare a proceselor, adaptate
cerintelor cu respectarea reglementarilor in vigoare (7, 8).

Similitudinea caracteristicilor si proprietdtile molecula-
re in cazul mAb-urilor, face ca abordarea platformelor de
productie sa fie fezabile, desi este posibil ca procesele folo-
site si nu fie pe deplin optimizate pentru fiecare molecu-
la (8, 9).
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Ce este biotehnologia si aplicarea ei
in domeniul medical

Termenul de biotehnologie vine de la cuvintele grecesti
»bios” - viatd, ,technikos” - tehnici si ,logos” - studiu (10).

Dezvoltatd ca stiinta bazatd pe biologie, biotehnologia
are ca scop utilizarea in tehnicd a microorganismelor sau a
produselor derivate de la acestea, a culturilor de celule
vegetale si animale, pentru producerea de substante utile in
agriculturd, in industria alimentara, farmaceuticid etc. in
folosul activitatii umane (11).

Conventia ONU (Organizatia Natiunilor Unite) privind
diversitatea biologicd, defineste biotehnologia drept ,orice
aplicatie tehnologica care utilizeazd sisteme biologice, orga-
nisme vii, sau derivate ale acestora, pentru a crea sau
modifica produse sau procese in scopuri bine determinate”
(10, 11).

in domeniul medical, biotehnologia, cunoscuta ca bio-
tehnologie rosie, s-a dezvoltat utilizdnd materialul biologic in
producerea unui medicament, test de diagnostic sau un vac-
cin, care a fost produs folosind organisme vii, utilizand teh-
nici de recombinare a ADN-ului. ADN-ul recombinat este
o forma creatd prin combinarea de secvente genice care, in
mod normal, nu coexistd in acelasi organism (12).

In medicina modernd, biotehnologia a permis descope-
rirea si producerea de noi medicamente, descoperirea in
care genomul influenteazd rdspunsul la medicamente si
screeningul genetic. Bazata pe legile ereditatii descoperite
de Mendel, si cercetdrile in domeniul geneticii efectuate de
Thomas H. Morgan, termenul de biotehnologie a fost folo-
sit pentru prima datd de cdtre inginerul de origine ungara
Karl Ereky in 1919, cercetdrile in domeniul ingineriei gene-
tice fiind continuate de Herbert W. Boyer, Stanley N.
Cohen, si Paul Berg, care au contribuit la dezvoltarea teh-
nologiei ADN-ului recombinat, adici modul in care mate-
rialul genetic dintr-un organism este introdus artificial in
genomul unui alt organism si apoi reprodus si exprimat de
acel organism (13, 14). Pionieratul in industria biotehnolo-
giei medicale apare la inceputul anilor 1980, cand apar pri-
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mele investitii cu potential medical si se extinde cu rapi-
ditate dupa ce Kary Mullis a primit premiul Nobel pentru
chimie, pentru descoperirea tehnologiei polimerasechain-
reaction (PCR) si co-descoperirea lui Phillip A. Scharp si
Richard J. Roberts, care au primit premiul Nobel pentru
Medicina si Fiziologie in 1993, si definirea termenului de
matisare geneticd (splicing) - adicd un proces complex de
transcriptie a ADN-ului la nivel nuclear si translatie a
ARN-ului mesager (ARNm) la nivel citoplasmatic, astfel c4,
putem obtine secvente de nucleotide din ADN care nu codi-
ficd anumiti aminoacizi si intrerupe secventa de codificare
a unei gene (15, 16).

Istoria cercetdrii si dezvoltarii mAbs terapeutici, ince-
pe in 1975 cand Gerges J.F. Kohler si César Milstein, au
pus la punct tehnologia hibridoma pentru a crea anticorpii
monoclonali, activitatea lor fiind recunoscutd, prin acordarea
in 1984 a Premiului Nobel pentru Medicind si Fiziologie,
alaturi de Niels K. Jerne, ,pentru teoriile privind specifici-
tatea in dezvoltarea si controlul sistemului imunitar si des-
coperirea principiului pentru producerea de anticorpi mono-
clonali” (17, 18). Aceasta descoperire a stat la baza dez-
voltarii, producerii si aprobdrii primului anticorp monoclo-
nal, orthoclone-OKT3 (muromonab-CD3), derivat din hibri-
domul de soarece, care a fost utilizat la pacienti, pentru a
preveni respingerea transplantului (18).

Ingineria geneticd a stat la baza biotehnologiei medi-
cale in producerea produselor biofarmaceutice, prin aplica-
rea proceselor biologice in scopul obtinerii unor substante
necesare in medicind. Tehnologia ADN recombinat repre-
zintd un ansamblu de metode si tehnici prin care se obtin
organisme modificate genetic prin introducerea in ADN-ul
unei specii a unor segmente de ADN (gene) de la alte spe-
cii (19).

Un prim pas in producerea medicamentelor biologice
il constituie identificarea si izolarea proteinei de interes, si
a genei care o codificd. Apoi prin folosirea unor vectori de
expresie (plasmidele R, bacteriofagul A, virusul simian SV-40,
cosmidele, cromozomi artificiali bacterieni-BAC, cromozomi
artificiali ai drojdiilor-YAC etc.), proteina identificatd este
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introdusa’ in nucleul celulei gazde unde are loc procesul de
transcriptie si translatie a informatiei la nivelul ARN-ului
mesager, iar proteina astfel modificata este supusa unui
proces de glicozilare prin adaugarea unor grupdri ce ii inta-
resc proprietatile farmacologice (20, 21). Clonarea, procesul
de obtinere a unui numdr mare de copii ale secventei de
interes, se poate realiza in vivo - folosind enzime de res-
trictie si ligaze, si in vitro - utilizdnd tehnica polymerase
chain reaction-PCR(19). Gazdele de clonare pot fi organis-
me procariote (bacterii Gram - negative sau pozitive) sau
eucariote (plante, animale, drojdii) (19, 22, 23). Alegerea
gazdei se bazeaza pe proprietdtile proteinei tinta si scopul
sau de viitor (22), fiecare organism gazdd avand propriile
caracteristici, puncte forte si puncte slabe, legate in princi-
pal de usurinta in utilizare, nivelurile de expresie, randa-
mentul final obtinut/costul de productie (19-23). Clonele de
ADN sunt utilizate pentru determinarea structurii primare,
cartare restrictiva, producere de sonde moleculare, analiza
zenelor, sinteza proteinelor solicitate (21, 23). Pentru anali-
za ADN poate fi utilizata orice celuld nucleata (de ex. la
om pot fi folosite celule dintr-o picaturd de sange, din sali-
va, fire de pdr, tesut epitelial etc.). In cercetare sunt folo-
site bibliotecile de ADN, bibliotecile genomice, bibliotecile
cromozomiale si bibliotecile de ADN complementar (ADNc)
‘ormate din colectiile fragmentelor de ADN clonate dintr-o
celula, tesut sau organism (19).

De exemplu, pentru producerea anticorpilor monoclo-
nali (mAb) terapeutici, sunt folosite cateva linii celulare, de
ovar de hamster chinezesc CHO, celule murine NSO,5p2/0,
celule umane PER.C6® (8). Celulele CHO au atribute de
performantd a proceselor, cum ar fi: cresterea rapidd, expre-
sia inaltd si capacitatea de a fi adaptate pentru cresterea in
medil bine definite chimic (9,23,24). Cercetdrile recente au
sratat ca fragmente de anticorpi neglicozilate pot fi produ-
se¢ si in bacteria E. coli BL21 (DE3), care are ca avantaj,
oroductivitatea ridicatd si cresterea pe medii ieftine (24).
Pentru productia mAb-urilor s-au folosit si sistemele de
expresie a drojdiilor Saccharomyvces cerevisiae si Pichiapas-
‘oris, insa, inca sunt unele probleme legate de glicozilare
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si plierea corespunzitoare a proteinelor in acest sistem de
expresie, care necesitd cercetare si Imbunadtdtiri (25).

Calitatea si comparabilitatea produselor trebuie si fie
monitorizate atent atunci cdnd apar modificari ale procesu-
lui atat in faza de dezvoltare, cét si in cea de stadiu avan-
sat. Stabilirea si selectarea liniilor celulare, cu profile de
concentratie intracelulara stabile si fard modificdri ale ratei
de reactie datorate regldrii genei, mediul de fermentatie/
dezvoltare si conditiile din bioreactor, au impus folosirea
unor platforme de productie speciale, bine studiate cu para-
metrii de functionare binecunoscuti, modificabili in timp
pentru ca procesele sd fie optimizate pentru fiecare mole-
cula si lot (8, 23).

Medicamente biologice originale si biosimilare

Medicamentele traditionale sunt medicamente chimice
obtinute prin sintezad chimicd, care urmeazad aceeasi refetd
de a combina ingrediente chimice in obtinerea aceluiasi pro-
dus finit.

Medicamentele biologice sunt medicamente produse de
organisme vii, fiind compuse din proteine sau alte sub-
stante derivate dintr-o sursd biologica. Un medicament bio-
logic trebuie cultivat, respectdnd anumite etape si procese
complexe pentru a obtine un produs stabil. Medicamentele
biologice sunt macromolecule cu o structura complexd (pana
in 50.000 atomi/moleculd si peste 1.000 de aminoacizi/
moleculd) cu greutate moleculara de peste 20.000 dal-
toni/moleculd, spre deosebire de medicamentele chimice,
care sunt molecule mici, pand in 100 atomi/moleculd, si cu
structurd chimicd bine cunoscutd si reproductibila (6, 21).
Medicamentele biologice sunt alcdtuite din proteine, unita-
tea structurald a proteinei fiind aminoacidul. Succesiunea de
aminoacizi determind structura primard a proteinelor, care
constituie baza informatiei genetice. Interactiunile sterice
dintre resturile de aminoacizi determinad formarea structurii
secundare a proteinei care se impacheteazd apoi intr-un
anumit volum forméand structura tridimensionald a protei-
nei, care este responsabila de proprietdtile biologice.
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Proteinele oligomere, alcdtuite din mai multe lanturi poli-
peptidice, au o structura cuaternara (26).

Anticorpii monoclonali sunt structuri complexe cu ©
anumitd aranjare a aminoacizilor in lantul polipeptidic si ©
structura tertiara individuald, indreptati impotriva unor
antigene tintd de pe suprafata celulara (27, 29). mAb pot
intercepta prin reactia antigen-anticorp orice structurd bio-
logica strdina organismului-celule, receptori, enzime, pro-
teine, deci pot influenta procesul patologic prin tintirea
exactd a structurilor implicate (26).

In mod fiziologic, anticorpii sunt o componentd impor-
tanti pentru rdspunsul imun dobéandit, jucand un rol
important in recunoasterea antigenelor strdine si in stimu-
larea unui rdspuns imun fatd de acesta. Biotehnologia medi-
cald a facut posibild realizarea de mAb indreptati impotri-
va unor antigene specifice si care sunt substante care
neutralizeazd orice agent patologic cu structurd proteica.
Cercetdrile si studiile de inginerie geneticd s-au concentrat
pe imbunitdtirea mAbs, in ceea ce priveste modificarea tim-
pului de injumatdtire, cresterea eficacitatii si o toxicitate
redusa. Ex: In acest scop, pentru a reduce imunogenitatea
s-a recurs la chimerizarea anticorpilor si umanizarea prin
inlocuirea portiunii de anticorp murin cu omologii umani,
iar ulterior s-au dezvoltat mAb umani (18, 27, 28).

Dupa originea lor, mAbs folositi in scop terapeutic
sunt clasificati astfel:

- anticorpi monoclonali chimerici, cu origine umana si
murind, contin 25% din fractiunea murina in fragmentul
Fab, restul fiind uman. Denumirea lor se termina in -ximab.
Ex: infliximab (IFX), rituximab (RTX) (27, 28);

- anticorpii monoclonali umanizati, care contin 2-5%
din fractiunea murina in regiunile hipervariabile ale frag-
mentului Fab. Denumirea lor se termina in -zumab. Ex:
tocilizumab (TCZ) (27, 28);

- anticorpii monoclonali umani. Denumirea lor se ter-
mind in - umab. Ex: adalimumab (ADA), golimumab (GOL),
certolizumabpegol (CEP), sekukinumab (SEK) (3, 28);

- anticorpii monoclonali murini, obtinuti din soareci si
sobolani cu ajutorul tehnologiei hibridome. Denumirea lor
se termind in -omab (27, 28).
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De exemplu, in bolile autoimune, suprimarea inflama-
tiei se poate realiza prin atacarea moleculelor implicate in
rdspunsul inflamator precum: interleukinele (IL), factorul de
necrozd tumorald alfa (TNF-a), limfocitul B sau T.

RTX este un mAb chimeric, uman/soarece, produs prin
inginerie geneticd care reprezintd o imunoglobulind glicozi-
latd, cu regiuni constante de IgG 1 uman si cu secvente
regionale variabile de lanturi murine usoare si grele. Este
directionat impotriva CD 20, receptor aflat pe suprafata
unor celule B (LB) (29).

IFX a fost primul inhibitor al TNF-o dezvoltat si este
o imunoglobulind chimera (Ig) compusd dintr-o regiune
variabild murind si o regiune constantd umand Impotriva
TNF-alfa (27, 28).

TCZ este un mAb de receptor anti-IL-6 de clasa IgG1
umanizat, care a fost generat prin altoirea regiunilor deter-
minante de complementaritate ale anticorpului receptorului
anti-IL-6 de soarece (Ab) in IgGl uman, directionat impo-
triva receptorilor solubili si ai celor membranari ai IL-6 (27,
28).

ADA si GOL sunt mAbs complet umani indreptati
impotriva TNF-a. CEP este un fragment Fab umanizat con-
jugat cu polietilen glicol (PEG). Atasarea PEG prelungeste
perioada de injumadtdtire a medicamentului, in timp ce ab-
senta unui fragment Fc previne functiile efectoare, cum ar
fi citotoxicitatea celulard dependentd de Ab si citotoxicita-
tea celulard dependentd de complement, precum si transfe-
rul activ al CEP peste placentd in timpul sarcinii (27, 28).

SEK este un anticorp monoclonal uman complet recom-
binant, selectiv pentru IL-17A (30).

Etanerceptul (ETA) este o proteind de fuziune con-
stdand din doud domenii extracelulare ale receptorului TNF
2 (cunoscut si ca receptor p75TNF) si un fragment Fc uman
de clasa IgGl. Deoarece TNF-o si limfotoxina se leaga la
receptorul TNF 2, ETA neutralizeaza activitatea biologica a
ambelor citokine (22, 28).

Abatacept (ABA) o proteind de fuziune solubild con-
stand din domeniul extracelular al CTLA4 uman si un frag-
ment al portiunii Fc a IgGl umand, este un inhibitor de
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costimulareB7/CD28 care poate impiedica rdspunsul imun
prin prevenirea activarii celulelor T native (31).

Procesul de productie pentru produsele biofarmaceuti-
ce este unul complex, izolarea proteinelor recombinate fiind
o sarcina dificild, care incepe cu clonarea secventei cores-
punzdtoare, urmatd de selectia unei linii celulare (gazda
pentru cresterea proteinei) care exprimd proteina recombi-
natd in cantitdti suficiente si cu modificdrile dorite post-
translational (20, 25) figura IL.1.

9 izolarea genei dorit3
. introducerea intr-un vector
. expresia celulelor gazda

t cultura de celule

X stabilirea si caracterizarea bancilor celulare
% productia de proteine
g purificarea proteinelor

{‘] depozitare si manipulare

Figura 1.1. Model ce rezumd procesul de productie a medicamentului
biologic. (dupd M. Kuhlmannand A. Covic).

Clonarea genelor sau clonarea moleculard cuprinde mai
multe etape:

1. obtinerea pasagerului prin extractia ADN-ului de la
un organism donor si scindarea lui cu ajutorul enzimelor
de restrictie,

2. pregitirea pasagerului si a vectorului, adici ADN-
ul strdin este introdus in interiorul unei celule bacteriene
gazdd pentru a evita degradarea lui in celula receptoare,
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3. introducerea si exprimarea ADN-ului recombinat in
celula receptoare, care are rolul de a accepta, multiplica si
exprima moleculele de ADN recombinat ce contin pasage-
rul cu informatia dorita.

Ca orice organism viu, aceste celule au nevoie de con-
ditii speciale de supravietuire si crestere, nutrienti, anumi-
te conditii de pH, presiune, temperaturd, oxigen, sterilitate
prin absenta totald a microorganismelor in mediu. Acestea
sunt mentinute constante pe toatd durata procesului. Ur-
meazi un proces de fermentare in conditii foarte bine sta-
bilite urmat de un proces indelungat si complex de purifi-
care care trebuie si mentind intactd structura activd tridi-
mensionald a proteinei recombinate, fiind necesare teste de
verificare a activitdtii si cantitdtii proteinei la fiecare etapd
de purificare (9, 23, 25). Pe parcursul fermentdrii, mediul
lichid contine celule bacteriene, celule lezate, fragmente
celulare, nucleotide, proteine bacteriene normale, proteine
recombinate si componenti particulari ai mediului. Dacd au
fost utilizate bacterii Gram-negative ca E. coli pot fi pre-
zente si endotoxine pirogene, polizaharidice, iar dacd au
fost utilizate culturi de celule animale, sunt prezente diver-
se componente virale. Conditiile de bioreactie - timp, pH,
temperaturd, nivelul de oxigen/acumularea de acid lactic,
sunt factori care influenteazd proprietdtile moleculei (23,
25). Cel mai frecvent afectate sunt profilul de glicozilare,
sarcina electrica, diverse agregate.

Proprietdtile moleculei/produsului, structura sa activa
si concentratia proteicd pot si fie influentate de indeparta-
rea ADN-ului celulei - gazdd si a anumitor proteine, inde-
pirtarea unor fragmente si agregate (23). Sunt folosite bio-
rectoare cu un singur val, de unicd folosintd, sau cuve fixe
din otel inoxidabil (23, 25).

In etapa urmitoare, proteinele sunt izolate din cultu-
rile celulare respective purificate si formulate ca medica-
ment. Purificarea include mai multe etape ca inlaturarea
particulelor prin centrifugare, filtrare, ultrafiltrare si filtra-
rea prin flux tangential, concentrarea, cand volumul ames-
tecului este redus, ceea ce duce la cresterea concentratiei
proteinei active, purificarea initiald, intermediard si finala



