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PROTEINELE MEDICAMENT

Una dintre aplicatiile com erciale im purii ale tehnicilor de manipulre geneticaa fost producerea de
proteine umane de catre bacterii, in scopuri terapeutice.

Deloc surprinzator, primele astfelde produse au fost versiunile recan binante ak unor proteine deja
utilizate in erapeutica: hormonul de crestere uman si nsulina. Anterior punerii la punct a metodebr care sa
perm itd obtinerea acestor com pusi cu ajutorul bacteriilor, hormonul uman de aestere era obtinut prin extractia
sa din glanda pituitard prelevatd de la cadavre. Restrictiile acestei metod au aparut nu doar din lipsa
materialuluiuman disponibil, ci mai ales dincauza pericolului contam inarii, in unele cazuri cuagenti etiologici
ai unor maladii neurodegenerative grave (Creutzfeld-Jakob).

Tehnologia recombinanta a eliminat astfel de probleme, oferind in cantitdfi nelimitate, com pusi
ferapeuticiabsolut siguri.

Aceste aspecte sunt cumult mai importante cu cat de exem plu, unii factori de coaguhre necesari
tratam entului hem ofiliei, obtinuti din singe uman, preznta riscuri deloc neglijabile, de contaminae cu HIV.
Clonarea genelor acestor factori a devenit insd, din ce in ce mai accesibila, si in acelasi tim p mai sofisticata,
permitand astazi cresterea numarului de limfokine si citokine identificate si implicit, producerea lor in scop
erapeutic, i cantitdti nelim itate.

Prima generatie de proteine — medicament era reprezentata de copii fidele a unor m olecule umane,
dar astazi, incep sd apard din ce ince mai multe proteire m odificate genetic, cu caracteristici im bunatatite fata
de variantle lor naturale, proteinecare apartin deja uneia doua generatii de proteine medicament.

Cel mai recent exemplu: receptorul factorului de necroza al tumorilor (TNF = tumour necrosis
factor) cuplht cu regiunea Fc a IgGl, care a primit aprobarea pentruutilizare intratam entul artritei reumatoride
umane (1998).

ANIMALE SI PLANTE TRANSGENICE UTILIZATE CA BIOREACTOARE.
CONCEPTUL DE PHARMING

ANIMALE TRANSGENICE

Pharming reprezintd un cuvdnt ezultat in uma unei combinatii de termeni si care dessmneaza
metodologia de utilizare a plantelor sau animalelor transgenice in scopul producerii de proteine recom binante
cu rol terapeutic.

Sinteza de proteine recombinante in celulele animale prezintd o serie de avantaje comparativ cu

sistemele de expresie bacteriene, avantaje dintre care cel mai important este reprezentat de modificrile post-
translationale care suntefectuate & catre celula animala.

in conditiile in care culturile de celule animak la scard industriald a fi exorbitant de scumpe, iar un
control al conditiilor de cultura aproape im posibil de realizat, cercetdtorii si-auindreptat atentia si asupra altor
strate gii.
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Producerea de hormonde crestere uman de cite soarecii transgenici (Palmiter si colab.,1982), la
nivelul serului sanguin,a reprezentat prima dovada privind posibilitatea producerii continue, in fluidele corpului
unui animal a unor proteine heterologe (strdine).

Ulterior, circi echipe & cercetatori au prezentat rezultatele unor studii privind secretia de proteine
recom binante in lapte,la soareci. in fiecare astfel decaz gena strama (transgena)a fost cuplatd cu unprom otor
de transcriptie specific pentru celulele ghndelor mamare, promotor cum ar fi cel al gnei responsabile de
biosinteza cazeinei.

Primele proeine produse pe aceastd cak au fost lactoglobulina fde oaie (Simons si colah., 1987) si
activatorul plasminogenului tisularuman (tP A) (G ordonsi colab., 1987).

Cu toate ca aceste prokine pot fisecretate inconcentrati ridicate i laptele de soarece, sistemul nu
este ideal, deoarece cantitatea de lapte produsa de soarece este foate mica. Din acest motiv §i nu numai, alte
animale, cum ar fi oile si caprele au fost luate in studiu ca posibile bioreactoare.

Astfel de mam ifere nudoar produc lapt in cantititi im portant, dar si consum atorii sunt, evident, de
acord sa consum e laptle acestor animale.

Un succes i domeniuil reprezintd oaia Tracy, o oaie transgenicd are a produs cantitati mari de o/
—antitripsindumand (AAT) in laptele sau (30g /1) (Wright si colah, 1991).

Antitrombina III umand recombinantd (deci obtinutd de h alt organism decitcel uman), folosita in
scopul impiedicarii formarii cheagurilor de éinge la pacientii ce wmeaza a fi supusi unei interventi pe cord,
este prima proteind transgenici umand exprimatd in lapte de animak, care a primit aprobarea pentruuz uman si
productie canerciali, fiind un patent al Corpaatiei Genzyme Transgenics (SUA).

Producerea de protine strdine cae sd fie secretate in fluidele corpului prezintd avantaje evident, in
special decarece animalele transgenice pot fiutilizate ca o sursd continud de proteine dorit.

In afard de secretia in lapte, au fost investigate si alte sisteme de productie: in ser (Massoud si
colab., 1991), sperm a Dycksi cohb., 1999) s urina (Kerr si colah, 1998).

in fiecare @z, considerentul criic luat in cakul a fost stabilitatea produsului si daci proteina
secretatd a avut configuwatia tridimensionala functionala.

In prezent sunt investigate si alte cai de producere a proteinelor recom binante cu rol terapeutic, cum
ar fi in albusul oudlor de gdina, sau ca proteine de fuziune cu proteina de matase din coconii viermilor de
matase (Tamura si colab., 1999).

PLANTE TRANSGENICE

Plantele reprezinta o alternativa utila in producerea de protine recombinante, deoarce pot fi
cultivate pe suprafete marila un pret de cost relativ redus.

Actualmente se manifestd un interes crescut in utilizarea plantelorca sisteme de producere a unor
proteine recom binante sau a altor com pusi de interes.

in conditiile in care producerea de molecule erapeutice cu ajutorul sistemelor de expresic animale
prezintd chiar si cel mai mic risc de contaminare virald sau de preznta a prionilor, utiliarea in acelasi scop a
plantelor poate eliminacom pkt astfel de riscuri.

Mai mult, celulele vegetale efectucazd toate modificarile post-translationale care conduc la
producerea unei proteine functionale, ca si celulele animale, cu doar minore diferente in ceea ce priveste
pattern-ul glicozilarii (Cabanes — Macheteau si colab., 1999). Este deci evident faptul cd plantele sunt
potrivite pentru producerea de proteine recombinant umane, in scopuri terapeutice.

Primele reaultate in aceastd directie au fost obtinute de Barta si colab. (1986), care au exprimat
hormonul de crestere uman ca proteind de fuziune cu nopalin sinttaza de la Agrobacterium tumefaciens, in
plante transgenice de tutun si floarea-soarelui.

Desi tutunul a fost planta cel mai frecvent utilizatd pentru producerea de proine recombinante, in
prezent alte plante,cum ar fi orezul, au devenit populare in astfel decercetari, in special datoritd faptului cd sunt
comestibile si astfel, proteinele recom binante pot fi administrate faa purificare, odatd cuconsumul respectivei
plante.

Expresia unor anticorpi umani cu ajutorul plantelor reprezuitd cel mai relevant exemplu in acest
sens, deoarece consumarea materialului vegetal respectiv, contindnd anticorpi recanbinanti a asigurat
voluntarilor imunitate pasivd fafi de anumii patogeni (fird ca sistemul lor munitar si fi fost simuht cu
antigeni specifici).
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Plante producdtoare de /g4 wmand recanbinantd, directionata impotriva patogenului oral
Streptococcus mutans (agentul etiologic al cariilor dentare) au fost obtinute de catre Ma si colab, in 1998.
Anticorpii produsi de aceste plante (care au primit denumiea genericd de planticorpi) au inceput sd fie
comercilizati recent, sub denumira comercialda CaroRx, sub patentPlanet Biotechnology Inc.(SUA).

TRANSFERUL DE GENE LA OM - TERAPIA GENICA

SCOPUL TERAPIEI GENICE

Terapia genicd reprezinta o cale de tratarea unor makdii, prin modificarea informatiei genetice
(corectarea uneori a acesteia) detinute de celulele pacientului.

in esenta, terapia genidi reprezintd incercarea de a corecta alterarea genetici side a reda ndividului
respectiv sanatatea.

Transferul de gene la an poate firealizat pe multiple cai, cum ar fi culturi de celule prekvate de la
pacient (deci, in vitro),celule care dupa ce vor fim odificate genetic vor fi reintroduse in organism ul bolnavului;
ADN-ul poate fi introdus in vivo, in organismul pacientului, fie prin metode directe, fic prin intermediul unor
vectori virali.

Calea de transfer in vitro poate fi aplicatd insa, doar in cazul celulelor apartinand anum itor tesuturi,
cum ar ficele dinmaduva osoasd,celule care sunt disponibile pentrucultivare.

Terapia genica poate fi utilizatd in tratamentl unor maladii proveeat de mutatii la nivelul ADN-
ului pacientului (maladii genice mostnite, anum ite tipuri de cancer), catsi a unor maladii infectioase. Terapia

genica este in mod particular valoroasa in special in situatiile in care nu exis@i un tratament conventional, sau
cind tratamentul disponibil este extrem de riscant pentruviata pacientului.

Existd maimulte strategii puse la punct in domeniul terapiei genice, fiecare inregistrand dga succese

i tratarea unor maladii umane.

STRATEGII iN TERAPIA GENICA UMANA

1. Terapia prin amplificare genicd (gene augmentation therapy — GAT)

Reprezintd modalitatea de terapie prin care ADN-ul apatindnd genei nomale, functionak, este
addugat ADN-ului celulelor pacientului, cu scopul ca, prin functionarea acestei gene sa se suplineasca lipsa
produsului genei mutante sau deteriorate, lipsi ce a produsmaladia.

2. Terapia prin inloc uire

in acest caz gena deteriorai este inlocuitd (prin mecanisme de recom binare om oloagi) cu varianta
sa normala si functionala.

3. Terapia prin inhibarea expresiei genice (gene expression inhibition therapy)

in aceastd situatie se folosesc tehnici bazate pe expresia de ARN antisens sau producerea de
anticorpi intracelulari directionatiim potriva produsului geneim utante.

4. Terapia prin ,,ajutorarea’” medicamentului

Se bazeazd pe introducerea in celulele bolnave a unei gene straire, responsabile de aparitia unei
sensibilitatideosebite a acestor celule la actiunea unor chimioterapice

Terapia genicd in cancer a fost mitial, o extensie a primelor experimente de marcare a genelor.
Astfel, leucocitele infiltrante in tumori au fost transformate prin aditia genei responsabile de biosinteza
factorului de necroza al tumorilor, in scopul de a imbunatati eficienta acestor celule in distrugerea celulelor
maligne, prin cresterea nivelului de factor de necroza al um orilor secretat. Remarcabil a fost si faptulcd aceasta
erapie nu a avut gi efecte secundare nedorite, lim focitele actionand foarte specific asupra celulelor tum orale, in
conditiile in care factorul de necroza al tumorilor are o toxicitate extrema (chiar la concentratii de 1pg/kg
greutate corporald) (Hwu si colab, 1993).

O strategie alternativa consta in transformarea chiar a celulelor tumorale, in sensul cresterii
sensibilitatii acestora b atacul sstemului imunitar al pacientului ca umare a exprimarii de cate celulele
maligne a anum itor antigene de suprafafi, citokine etc., sintetizate pe baza informatiei genetice strdine introduse
in genomullor.

Existd deja, in faza de teste clinice, un numar de terapii genice in cancer, bazate in mgoritate pe
,sinuciderea” indusi a celulelor tumorak.



in ultimul deceniu a devenit de asem enea posibil si coractim secventa nuckotidicd a unei gene care
declanseaza aparitia unor forme de cancer.

O terapie ¢ mare vitor in domeniu are la bazd stratgia de ,ajutorare” a activarii com pusului
erapeutic. Aceastd terapic se bazeazd pe activarea unei enzime particulare, in mod specific, h celulele
tumoralk, enzima care va produce conversia unui com pus netoxic (prom edicamentul) intr-unul toxic, care va
distruge celula tumorala. Un exemplu este gena timidin kinazei virusului herpetic are poate fi introdusa in
genomul celulelor tumorale si exprimatd specific doar de acestea, gratie utiizarii unor elemente de control
transcriptional active doar in celulele tumorale (Su §i colab., 1996). Acecastd gend este responsabild de
biosinteza enzimei care va putea converti ganciclovirul (care aici functioneazi ca promedicament) intr-un

analog nuckosidic care, incorporat in catena ADN in timpul biosintezei acestuia, va blocareplicarea ADN-ului
celulei tumorale prin inhibarea enzmei responsabile de replicare — ADN polimeraza. Inacest fel, ganciclovirul,
meficient ca agent erapeutic asupra celulelor maligne se poate ransforma intr-o arma redutabila de lupta
im potriva acestora.
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