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1. Scopul, obiectivele, activitatile si rezultatele propuse spre realizare in cadrul proiectului si

cele obtinute 1n cadrul proiectului

Scopul (uri) propus(e)

Scopul (uri) realizat(e)

Crearea WCB (working cell
bank) a culturii de Pichia
pastoris pentru stocare de durata
scurtd si lungd, cu preparare
ulterioara a inocului (inoculum)
pentru cresterea culturii de
Pichia pastoris cu expresia
hormonului de crestere uman.

A fost creatd banca celulelor de lucru (WCB - working cell
bank) a culturii de Pichia pastoris pentru stocare de durata
scurtd si lunga, ulterior a fost preparat inocul (inoculum)
pentru cresterea culturii de Pichia pastoris cu expresia
hormonului de crestere uman.

Obiectivele propuse

Obiectivele realizate

1. Elaborarea sarcinii tehnice a
proiectului

2. Achizitionarea
echipamentului, reactivelor si
consumabilelor necesare
executarii proiectului

3. Crearea WCB (working cell
bank)

4. Prepararea inocului si
cresterea culturii de Pichia
pastoris in paharul Erlenmeyer

1. A fost elaborata sarcina tehnica a proiectului si scris
caietul de sarcini al proiectului

2. Au fost achizitionate echipamente si utilaje (20 unitati
de echipamente si fermentatorul Biorus BLBio-30SJDA
pentu cresterea biomasei de Pichia pastoris), reactive si
reagenti (45 pozitii), precum si consumabile necesare
pentru executarea proiectului

3. Au fost stabilite conditiile necesare pentru crearea WCB
in cadrul intreprinderii Balkan Pharmaceuticals, s-a
elaborat Procedura Standart de Operare "Crearea bancii
celulelor de lucru”, au fost formulate Regulamentele
Tehnologice ale proceselor de stocare pe termen scurt si pe
termen lung a tulpinilor de Pichia pastoris cu expresia
hormonului de crestere uman recombinat.

4. Au fost stabilite conditiile necesare pentru prepararea
inocului, mediului de crestere a coloniilor si procesului de
inoculare cu scopul cresterii culturii de Pichia pastoris in
paharul Erlenmeyer in cadrul intreprinderii Balkan
Pharmaceuticals. A fost elaboratd Procedura Standart de
Operare BIOASSAY — Activitatea biologica a preparatului
hormon de crestere uman recombinat.

A fost elaborat Regulamentul Tehnologic al procesului de
pregatire, inoculare si crestere a tulpinii de Pichia pastoris
cu hormonul de crestere uman recombinat in paharul
Erlenmeyer.

Activitatile propuse

Activitatile realizate




1. Elaborarea sarcinii tehnice a
proiectului cu stipularea
principalelor obiective ca
domeniul de aplicare, scopul si
continutul lucrarilor, rezultatele
scontate, metode si mijloace de
realizare a proiectului.

2. Achizitionarea
echipamentului, reactivelor si
reagentilor, consumabilelor
necesare executarii proiectului.

3. Elaborarea conditiilor de
creare a Working Cell Bank.

1. A fost elaborat caietul de sarcini ale proiectului cu
stipularea obiectivului general, obiectivelor stategice si
specifice; domeniului de aplicare, continutului si duratei
lucrarilor; rezultatelor scontate (inclusiv rezultatul general
final al proiectului si rezultatele per etapa), precum si

produselor livrabile, adaptate scopului proiectului;
activitatilor  contractuale etapizate; metodelor — si
mijloacelor de realizare; sustenabilitatii proiectului,

asigurate de intreprinderea Balkan Pharmaceuticals care
poseda capacitatile necesare de a asigura operarea Si
intretinerea investitiei dupa finalizare.

2.1. A fost perfectat demersul de achizitie a utilajului si
echipamentului in cadrul proiectului. Au fost elaborate
algoritmul si criteriile de selectare, stipulate caracteristicele
cautate ale echipamentului pentru colectarea si procesarea
probelor biologice (20 unitati de echipamente).

2.2. A fost perfectat demersul de achizitie a reactivelor si
reagentilor pentru scopuri stiintifice in cadrul proiectului.
Au fost elaborate specificatiile tehnice depline solicitate si
stipulate standardele de referinta pentru reactive si reagenti
(45 pozitii de reactive si reagenti).

2.3. A fost perfectat demersul de achizitie a consumabilelor
in cadrul proiectului. Au fost elaborate algoritmul si
criteriile de selectare, stipulate caracteristicele cautate ale
consumabilelor pentru executarea proiectului.

2.4. A fost selectat fermentatorului Biorus BLBi0-30SJDA
pentu cresterea biomasei de Pichia pastoris si petrecut
procesului de procurare a bioreactorului de catre
cofinantator SC Balkan Pharmaceuticals SRL.

3. A fost elaborata Procedura Standart de Operare "Crearea
WCB (Working Cell Bank)" cu scopul de a stabili
procedura corectd si principiile necesare pentru formarea
béncii de celule de Pichia pastoris cu hormonul de crestere
uman in cadrul laboratorului de microbiologie al
intreprinderii producatoare SC Balkan Pharmaceuticals
SRL. Au fost stabilite echipamentele, materialele,
reactivele si mediile necesare credrii bancii de celule. A
fost elaborat modul de lucru, inclusiv procesul de pregatire,
igienizare a incdperii, mediilor, reactivelor, materialelor
folosite, precum si pregatirea coloniilor de P.pastoris
pentru stocare. Protocolul stipuleazd etapele, conditiile,
durata, compozitia mediului de culturd etc. necesare




4. Elaborarea Regulamentului
Tehnologic al procesului de
stocare de scurta durata.

5. Elaborarea Regulamentului
Tehnologic al procesului de
stocare pe termen lung.

procesului de insdmantare a tulpinilor de P.pastoris.

4. A fost elaborat Regulamentul Tehnologic al procesului
de stocare pe termen scurt a tulpinilor de Pichia pastoris cu
expresia hormonului de crestere uman recombinat CU
scopul de a stabili pasii si principiile necesare pentru
stocarea pe termen scurt a tulpinilor de P. pastoris in cadrul
laboratorului  de  microbiologie al  Intreprinderii
producatoare SC Balkan Pharmaceuticals SRL. Au fost
stabilite echipamentele, materialele, reactivele si mediile
necesare executarii etapei de stocare. A fost stabilit modul
de lucru, inclusiv procesul de pregatire, igienizare si dotare
a incaperii; pregatirea si deschiderea mediilor, reactivelor,
materialelor necesare.

In procesul de pregitire a coloniilor de P.pastoris pentru
stocare pe termen scurt se utilizeazd YPD agar cu adaos de
geneticin, G418 (pentru GS115- HGH ClonaB9) turnat in
placi Petri sau eprubete (inclinat). Protocolul descris
stipuleaza etapele, conditiile, durata de incubare si durata
de stocare cu concretizarea conditiilor de temperatura
optima pentru procesul de stocare a tulpinilor de P.pastoris
pe termen scurt timp de 2-4 zile la 30°C sau céteva
saptamani sau luni la temperatura 4°C.

5. A fost elaborat Regulamentul Tehnologic al procesului
de stocare pe termen lung a tulpinilor de Pichia pastoris cu
expresia hormonului de crestere uman recombinat cu
scopul de a stabili pasii si principiille necesare pentru
stocarea pe termen lung a tulpinilor de P. pastoris in cadrul
laboratorulut  de  microbiologie al  Intreprinderii
producdtoare SC Balkan Pharmaceuticals SRL. Au fost
stabilite echipamentele, materialele, reactivele si mediile
necesare executdrii etapei de stocare. A fost stabilit modul
de lucru, inclusiv procesul de pregatire, igienizare si dotare
a incaperii; pregatirea si deschiderea mediilor, reactivelor,
materialelor necesare.

In procesul de pregitire a coloniilor de P.pastoris pentru
stocare pe termen lung se utilizeaza YPD agar cu adaos de
geneticin, G418 (pentru GS115- HGH ClonaB9) in 30 ml
de YPD bullion intr-un pahar Erlenmeyer, dupd care se
plaseaza pe un Shaker la viteza 150 rpm si se incubeaza 24
ore la 30°C, apoi se adaogi 5% glycerol (steril, de 99%),
Se amesteca bine si se toarna in criovase de 2 ml cate 1ml
de solutie. Criovasele se congeleaza si se pastreaza in azot




6. Elaborarea procedurii pentru
determinarea activitdtii biologice
a hormonului de crestere
recombinat uman pentru
biotestare in-vitro.

7. Elaborarea Regulamentului
Tehnologic al procesului de
pregdtire, inoculare si crestere a
tulpinilor de Pichia pastoris cu
hormonul de crestere uman
recombinat in paharul
Erlenmeyer.

lichid sau la -80°C. La maximum 2 ani Working Cell Bank
se reinnoieste. Protocolul descris stipuleazd etapele,
conditiile, durata de incubare si durata de stocare cu
concretizarea conditiilor de temperaturd optima pentru
procesul de stocare a tulpinilor de P.pastoris pe termen
lung timp de 2 ani maximum la -80°C sau in azot lichid.

6. A fost elaborata Procedura Standart de Operare
BIOASSAY — Activitatea biologicd a preparatului
hormonul de crestere uman recombinat, avand ca scop
stabilirea unei proceduri pentru determinarea activitatii
biologice a hormonului de crestere recombinant uman prin
biotestare in-vitro, care tine de controlul calitatii
produsului finit solicitatda de Farmacopeea FEuropeana
(Monografia Somatropin 0951), aceasta testare urmand sa
fie realizatd In cadrul laboratorului de microbiologie al
intreprinderii producatoare SC Balkan Pharmaceuticals
SRL. A fost stipulat modul de lucru, inclusiv procesul de
pregatire, igienizare si dotare a incaperii; pregatirea si
deschiderea mediilor, reactivelor, materialelor necesare.
Analiza in-vitro urmeaza sa utilizeze o linie celulara
limfom adecvatd, Nb2-11, a céaror proliferare depinde de
lactogeni de mamifere, iar cresterea celulelor si densitatea
in prezenta HGH este masuratd cu ajutorul unui colorant
fluorescent sau a unei citiri vizibile cu colorant MTT sau
colorant MTS. Au fost stabilite echipamentele, materialele,
reactivele si mediile necesare determindrii activitatii
biologice a hormonului de crestere recombinat uman. Au
fost stabilite etapele testarii si metodologia testarii, descrisa
identificarea prin metoda cu MTS si MTT. A fost
prezentata citirea si aprecierea rezultatelor in conformitate
cu cerintele Farmacopeei Europene. Astfel, potenta
estimatd a HGH trebuie sa fie cuprinsa in limitele> 80% si
<125% din potenta declaratd. Limitele de incredere (p =
0,95) ale potentei estimate trebuie sa fie incluse in limitele
64% - 156% din potenta declarata.

7. A fost elaborat Regulamentul Tehnologic al procesului
pregatire, inoculare si crestere a tulpinilor de Pichia
pastoris cu hormonul de crestere uman recombinat in
paharul Erlenmeyer, cu scopul de a stabili pasii si
principiile necesare pentru pregatirea, inocularea si
cresterea tulpinilor de P. pastoris in cadrul laboratorului de
microbiologie al intreprinderii producatoare SC Balkan




Pharmaceuticals SRL. Au fost stabilite echipamentele,
materialele, reactivele si mediile necesare executarii
acestei etape. A fost stabilit modul de lucru, inclusiv
procesul de pregitire, igienizare si dotare a incdperii;
pregatirea si deschiderea mediilor, reactivelor, materialelor
necesare. Au fost stabilite etapele testarii si anume: 1)
dezghetarea coloniilor de P.pastoris din WCB, 1ii)
prepararea  mediului  de crestere a  coloniilor
microorganismului, iii) primul proces de inoculare a
coloniilor in paharul Erlenmeyer cu capacitatea 500ml pe
mediu YPg timp de 24-26 ore, iv) al doilea proces de
inoculare a coloniilor de P. Pastoris, obtinute la etapa
precedentd in paharul Erlenmeyer cu capacitatea de 41 pe
mediu YPg timp de 20 ore, v) determinarea densitatii
optice la 600nm. Pentru fiecare ctapa a fost elaborata
metodologia si conditiile de testare, a fost stabilit termenul
de valabilitate a mediului utilizat.

8. A avut loc sedinta de lucru cu reprezentantul ICGEB
(Dna doctor Natasa Scoco, Head of Biotech Development
Unit, ICGEB, Italia) privind implicarea si aportul ICGEB
in desfasurarea proiectului.

9. A fost prezentat raportul "Perspectives of biosimilars
research and manufacturing in Republic of Moldova" in
stiintifico-practice cu participare
internationala "Perspective 1in cercetarea produselor
farmaceutice de origine sintetici si naturala" din
14.05.2021, autori V.Grigoriev, V.Valica, R.Cazacu, V.
Cazacu, L.Rusnac.

cadrul conferintei

Rezultatele propuse

Rezultatele obtinute

Rezultatul general: elaborarea
procesului tehnologic de cultivare
a vectorului Pichia pastoris cu
expresia hormonului de crestere
uman: elaborarea conditiilor de
creare a working cell bank,
conditiilor de preparare a inocului
si de crestere a culturii Pichia
pastoris. Elaborarea
documentatiei aferente acestor
activitati.

Rezultate:

Rezultatul general: a fost realizatd elaborarea procesului
tehnologic de cultivare a vectorului Pichia pastoris cu
expresia hormonului de crestere uman: au fost elaborate
conditiile de creare a working cell bank, conditiile de
preparare a inocului si crestere a culturii de Pichia pastoris
cu hormonul de crestere uman recombinat in paharul
Erlenmeyer. A fost elaborata documentatia aferenta acestor
activitati (Caietul de sarcini al proiectului, 3 Regulamente
Tehnologice, 2 Proceduri Standarde de Operare).

Rezultate:




1.Achizitionarea echipamentelor
si utilajelor, reactivelor,
reagentilor si consumabilelor
necesare executarii proiectului.

2. Elaborarea procedurii de
operare pentru conditiile de
creare a working cell bank.

3. Elaborarea Regulamentului
Tehnologic de stocare pe durata
scurtd si pe termen indelungat al
celulelor de Pichia pastoris.

4. Elaborarea procedurii de
operare pentru determinarea
activitatii biologice a
preparatului hormonul de
crestere uman recombinat -
BIOASSAY.

5. Elaborarea Regulamentului
Tehnologic al procesului de
prerarare a inocului, inoculare si
crestere a tulpinilor de Pichia
pastoris cu hormonul de crestere
uman recombinat n paharul
Erlenmeyer.

6. Elaborarea si aprobarea
documentatiei tehnice de
realizare a proceselor vizate.

1.In baza algoritmului si criteriilor de selectare elaborate,
avand in vedere caracteristicele necesare, specificatiile
tehnice depline si standardele de referintd, au fost
achizitionate echipamente si utilaje, reactive, reagenti si
consumabile necesare executarii proiectului.

2. A fost elaborata Procedura Standart de Operare "Crearea
bancii celulelor de lucru".

3. A fost elaborat Regulamentul Tehnologic al procesului
de stocare pe termen scurt a tulpinilor de Pichia pastoris cu
expresia hormonului de crestere uman recombinat. A fost
elaborat Regulamentul Tehnologic al procesului de stocare
pe termen lung a tulpinilor de Pichia pastoris cu expresia
hormonului de crestere uman recombinat.

4. A fost elaboratd Procedura Standart de Operare
BIOASSAY — Activitatea biologicd a preparatului
hormonul de crestere uman recombinat.

5. A fost elaborat Regulamentul Tehnologic al procesului
de prerarare a inocului, inoculare si crestere a tulpinilor de
Pichia pastoris cu hormonul de crestere uman recombinat
in paharul Erlenmeyer.

6. Au fost elaborate in cadrul proiectului de transfer
tehnologic si aprobate in cadrul Intreprinderii Balkan
Pharmaceuticals 3 Regulamente Tehnologice si 2 Proceduri
Standarde de Operare.

2. Descrierea detaliatd a tehnologiei/serviciului/produsului obtinut in cadrul proiectului
(functionalitatea, durabilitatea, parametri distinsi/diferiti de cei existenti deja in sectorul respectiv al
economiei tarii)

Cresterea gradul de constientizare cu privire la eficacitatea hormonilor de crestere, cererea de
terapii cu hormoni de crestere eficiente din punct de vedere al costurilor; cresterea prevalentei




bolilor cronice grave, cum ar fi bolile renale cronice si retardul de crestere si disfunctiile
hipofizare; si cresterea conformitatii pentru formularile de hormoni de crestere sunt principalii
factori care determina cresterea pietei globale a acestora. Proiectul s-a soldat cu crearea in cadrul
intreprinderii Balkan Pharmaceuticals in procesul de skale-up de la faza de labortor la faza pilot a
WCB (working cell bank) a culturii de Pichia pastoris pentru stocare de durata scurta si lunga, cu
prepararea ulterioara a inocului si cresterea culturii Pichia pastoris cu expresia hormonului de
crestere uman in paharul Erlenmeyer, care constituie 0 etapa incipienta indispensabila producerii
biosimilarelor. Intrucat administrarea medicamentului de sinteza chimica s-a dovedit a fi adesea
devastatoare asupra sanatatii populatiei umane, utilizarea produselor biosimilare constituie o
alternativa superioara de necontestat, anume gratie faptului ca medicamentele biologice contin
substante active provenite dintr-o sursa biologica, de exemplu din celule sau organisme vii si sunt
mult mai apropiate organismului viu, si respective poseda o eficienta si inofensivitate sporita.
Mentinerea unei linii celulare in cultura continua sau extinsa prezintd in Sine 0 practica cu multe
puncte slabe printe care se numara:

- riscul de contaminare microbiana;

- pierderea caracteristicilor de interes (de exemplu, expresia antigenului de suprafata sau a
anticorpilor monoclonali);

- deriva genetica, in special in celulele cunoscute ca avand un cariotip instabil; pierderea
liniei celulare din cauza depasirii duratei de viata finite (de exemplu, celule diploide
umane, cum ar fi MRC-5);

- risc de contaminare incrucisata cu alte linii celulare;

- cresterea consumabilelor si a costurilor cu personalul

Toate aceste riscuri sunt minimizate sau excluse prin utilizarea working cell bank. Implementarea
WCB asigura: calitate constantda a materialului, efectuarea experimentelor folosind culturi din
acelasi interval de numere de trecere, presenta celulelor in cultura numai atunci cand este necesar,
pastrarea caracteristicilor liniei celulare originale. Utilizarea working cell bank reduce, de
asemenea, costul proceselor de cultura celulara, oferind o0 alternativa rentabild pentru pastrarea
constanta a celulelor in culturd. De asemenea, acesta reduce in mod eficient frecventa
esantioanelor de celule care se diversifica de la diviziunile celulare naturale in timp.

Pe piata autohtond crearea working cell bank are loc in premierd, analogi si concurenti locali
realizarea acestui proiect nu are. Perioada redusa de desfasurare a proiectului a permis initierea
cercetarii conceptului si implimentarii locale a experientei internationale impartasite de partenerii
proiectului, identificarea unor metode de implimentare in practica, mijloace adecvate de
mentenantd, documentarea modului de lucru si conditiilor optime de functionare. Actualmente pe
piata Republicii Moldova este autorizat un singur produs medicamentos din grupul hormonilor
lobului hipofizar anterior si analogi, anume Saizen®, pulbere si solvent pentru solutie injectabila,
8 mg, detindtor certificat de inregistrare Ares Trading S.A., Elvetia, producator Merck Serono
S.P.A., Italia. Astfel putem conclude cd piata farmaceutica autohtond nu se confruntd cu
fenomenul de concurenta la capitolul produse medicamentoase din grupul ATC HO1ACO1. Dat
fiindca terapia cu thGH are de reguld o duratd recomandatd de cétiva ani si un regim de dozare
individualizat cu un calcul al dozei bazat pe greutatea corporald a pacientului o problema
prioritara este cresterea aderentei si compliantei la tratament a pacientilor. Avantajul oferit




sistemului national de sandtate de concurenta dintre medicamentele biosimilare constd in
imbunatatirea accesului pacientilor la medicamente biologice sigure si eficace, de o calitate
doveditd si pret mai mic. Finalizarea proiectului nu presupune si finalizarea explorarii si
exploatarii subiectului. Scopul global al activitatii constd nu doar in fabricarea primului biosimilar
din Republica Moldova — un scop exhaustiv in sine, dar si in productia interna fara precedent a
hormonului de crestere uman recombinant (thGH). Acest fapt asigura explorarea empirica a celui
mai promitator segment al industriei farmaceutice globale cu cea mai rapidd ratd a cresterii.
Realizarea proiectului a permis dotarea uzinei locale si USMF "N.Testemitanu" cu echipamentele
si utilajele corespunzatoare, reactivele, reagentii si consumabilele necesare. Pe baza acestora se
planifica implementarea unui sir de metode analitice si de control actuale si performante.
Adiacenta acestei misiuni a fost atinsa cresterea gradului de calificare a angajatilor ambilor
parteneri de proiect. Per se domeniul biosimilarelor este unul eminamente nemarginit pentru
diverse cercetari stiintifice locale si internationale in diapazonul imens al disciplinelor de
medicina si farmacie si cu certitudine poate fi afirmat ca pasii interprinsi in cadrul proiectului sunt
un start reusit si promitator atat pentru industria farmaceuticd autohtond cat si pentru cercetarea
stiintifica in cadrul USMF.

Pentru obtinierea hormonului de crestere recombinat a fost selectat in calitate de sisteme de
expresie Picha pastoris, care are multe avantaje in comparatie cu alte organisme. Printre ele putem
enumera prelucrarea, folding-ul proteinelor si modificarile posttranslationale ale proteinelor, dar
in acelasi timp, acest organism este la fel de usor de manipulat ca E. coli. Picha pastoris este o
drojdie metilotrofa, capabild sa metabolizeze metanolul ca singura sursa de carbon. Primul pas in
metabolizarea metanolului este oxidarea lui cu formarea de formaldehida folosind oxigen
molecular. Enzima care catalizeaza acestd reactie este alcool oxidazi. Pe langd formaldehida,
aceasta reactie genereazad peroxid de hidrogen si din acest motiv reactia are lor in peroxizomi
pentru a proteja celula de efectul toxic a peroxidului de hidrogen. In acelasi timp alcool oxidaza
are o afinitate slaba pentru O2, iar Pichia pastoris compenseaza aceasta prin expresia maritd a
acestei enzime. Promotorul care regleaza productia de alcool oxidaza este unul din cei mai
utilizati pentru productia proteinelor recombinante. La Picha pastoris alcool oxidaza este
codificatd de doud gene AOXI1 s1 AOX2. Desi similitudinile dintre aceste gene este de 97%, se
stie cd drojdiile care au doar gena AOX2 activa cresc foarte Incet. Ele sunt cunoscute ca tulpine
Mut®. Produsul genei AOX1 reprezintd cea mai mare parte a alcool oxidazei din celuld. Expresia
genei AOXI este strict reglatd si indusa de metanol ajungand la niveluri foarte ridicate (pind la
30% din proteina totala solubild).

In dependenta de necesitati, Pichia pastoris poate expresa proteina de interes atat intracelular cét si
extracelular in forma secretatd. Secretia necesitd prezenfa unei secvente semnal pe proteind
expresati. In acest context, Pichia pastoris are un avantaj major fiind folosita in calitate de sisteme
de expresie prin aceea ca ea secreta niveluri foarte scazute de proteine native, ceea ce inseamna ca
in mediul de culturd in mare parte se va afla proteina recombinatd. Tipul vectorilor utilizati are
influente asupra locului de concentrare a proteinelor. Dacd dorim sd avem o expresie intracelulara
vom utiliza vectorii pHIL-D2 si pPIC3.5, iar daca una extracelulara — vectorii pHIL-S1 si pPIC9.
In proiectul “Procedeu de cultivare a materiei prime pe baza de Pichia pastoris cu expresia
hormonului de crestere”, gena somatropinei umana recombinantd a fost introdusd in genomul




culturii de Pichia pastoris. In calitate de vector a servit plasmidul pPICIK care este predistinat
pentru proteine secretate in interiorul cdruia a fost introdusd gena somatropinei.

In organismul uman somatropina este codificata de

catre gena GH1, localizata pe cromozomul 17 si are

Gena GH1 5 exoni. Pentru a fi introdusd in vectorul selectat

(pPIC9K), gena GHI a fost modificati. In primul
rind au fost eleminati intronii, fiind pastrata doar
secventa codificatoare. Mai apoi au fost inlocuifi
unii codoni cu cei care sunt mai des utilizati de catre
Pichia pastoris, astfel incat sd nu se modifice
secventa de aminoacizi a somotropinei umane. In
continuare, la secventa modificatd s-a adaugat
secventa “Prepro-alpha Factor Leader” de la S.
cerevisiae pentru ca somatropina obtinuta sa fie
secretata in mediul de cultura.
Secventa de ADN ce continea gena GH1 modificata
a fost introdusa in vector cu ajutorul restrictazelor in
apropierea de promotorul genei AOXI (fig.1). In
acest fel gena GH1 va fi actitvatd de promotorul
genei AOXI1 care poate fi indus cu usuringd de
prezenta metanolului in mediul de cultura.

Fig. 1. Reprezentarea grafica a
vectorului pPIC9K cu gena GH1
inserata

In cadrul colaborrii intre USMF "N.Testemitanu",
intreprinderea farmaceutica Balkan Pharmaceuticals
si ICGEB (Centrul international pentru inginerie genetica si biotehnologie) au fost efectute lucrari
de transfer tehnologic a primelor etape de elaborarea a biomasei de Pichia pastoris. In cadrul
ICGEB a fost obtinut prin fermentare un numdr de proteine recombinate farmaceutic active
printre care si hormonul de crestere uman.

Conform Regulelor de Buna practica in Producere (GMP — Good Manufacturing Practice)
transferul tehnologic in procesul de extrapolare (scale-up) de la faza de laborator la faza pilot
permite trecerea usoard si fard grija a unui produs creat de serviciul de cercetare la faza de
microproductie in cadrul intreprinderii producdtoare de medicamente si ulterior la faza de
producere a seriilor comerciale.

In procesul transferului tehnologic la etapa extrapolarii de la faza de laborator la faza pilot a
crearii WCB - bancii celulelor de lucru si cresterii tulpinilor de Pichia pastoris in paharul
Erlenmeyer au fost observate influenta procedeului tehnologic ales asupra unor parametri ale
produsului obtinut, au fost elaborate Regulamente Tehnologice pentru procesele de stocare pe
durata scurta si pe termen lung al celulelor de Pichia pastoris si pentru procesul de preparare a
inocului, inoculare si crestere a tulpinilor de P. pastoris cu hormonul de crestere uman recombinat
in paharul Erlenmeyer. Au fost elaborate Proceduri Standarte de Operare a proceselor de creare a
bancii celulelor de lucru, determindrii activitatii biologice a preparatului hormonul de crestere
uman recombinat in cadrul intreprinderii producédtoare SC Balkan Pharmaceuticals SRL.




3. Descrierea infrastructurii si resurselor disponibile pentru continuarea proiectului si demonstrarea
functionalitatii acestuia (inclusiv utilajele procurate si/sau confectionate in cadrul proiectului)

Axa prioritara a proiectului “Procedeu de cultivare a materiei prime pe baza de Pichia pastoris cu
expresia hormonului de crestere” a fost implementarea inovatiilor si tehnologiilor noi, inclusiv prin
transferul tehnologic, in scopul fabricarii produselor competitive noi sau perfectionate, precum si in
scopul utilizarii unor procese, servicii si tehnologii progresive, in corespundere cu prioritatile si
directiile strategice din Programul National de Cercetare si Inovare pentru anii 2020-2023, aprobat
prin Hotararea Guvernului nr. 381/2019.

Proiectul se va sustine financiar dupd incetarea finantarii solicitate prin prezentul proiect de
cercetare si transfer tehnologic, intreprindera Balkan Pharmaceuticals avand capacitatea de a asigura
operarea si intretinerea investitiei dupd finalizare. Fondurile provin din veniturile proprii ale
intreprinderii. Conducerea Balkan Pharmaceuticals SRL va lua masurile necesare pentru asigurarea
anuald a unor sume suficiente pentru acoperirea sustenabilitdtii derularii ulterioare a proiectului.
Compania Balkan Pharmaceuticals este prezentd pe piata din Republica Moldova din 2006. Din
ianuarie 2009 inregistreaza primele medicamente pe piata din Ucraina. In octombrie 2010, participa
sl castigd prima licitatie publica de achizitie a medicamentelor pentru necesitatile clinicilor si
spitalelor din tard. La moment, compania Balkan Pharmaceuticals dispune de doua fabrici de
producere a medicamentelor, una in Chisindu si alta in or. Singera, amplasata pe un teritoriu de 2,5
hectare, in cadrul carora activeaza peste 200 angajati — medici, chimisti, tehnologi, mecanici,
programatori, ingineri. Fabrica permite cresterea semnificativd a volumului de productie si
extinderea pe piata CSI si a Uniunii Europene. Compania are in portofoliul sdu actual peste 250 de
medicamente in diferite forme si doze, printre care produse antitumorale, hormonale, medicamente
cu efect asupra sistemului nervos, a celui cardio-vascular, digestiv, preparate cu efect
antiinflamator, analgezic etc. Cu certitudine se poate afirma ca Balkan Pharmaceuticals reprezinta
una din iIntreprinderile care au cea mai mare pondere pe piata autohtond. Compania dispune de
avantaje competitive precum dimensiunea foarte mare, oferirea de produse la cele mai mici prefuri
st la cel mai inalt nivel calitativ, domina segmentul de piatd de medicamente antitumorale si
hormonale. Realitatile din mediul de afaceri competitiv au demonstrat ca elementul comun al
avantajelor competitive mentionate duc la crearea unui segment viabil si suficient de mare in
atragerea utilizatorilor interesati de achizitionarea produselor oferite de companie, deoarece sunt
percepute ca avand o valoare globala superioara. Punctele forte ale companiei presupun oportunitati
potentiale precum: posibilitatea incheierii unor acorduri avantajoase cu parteneri din CSI si EU, in
rezultat aparitia de noi piete, cresterea si liberalizarea celor deja existente, accesul la noi surse de
investitii; investitiile strdine directe; cererea din parte utilizatorilor de produse noi; accesul la
categorii majore: financiari, comerciali, umani, tehnici, manageriali, organizationali.

In baza algoritmului si criteriilor de selectare elaborate, caracteristicelor necesare a echipamentului
pentru colectarea si procesarea probelor biologice (prezentare detaliatd in tabelul de mai jos) si
intocmirii demersului, a fost efectuata achizitia echipamentului prezentat, functionalitatea si aria de




potentiale.

implimentare a caruia depaseste curentul proiectului si poate fi exploratd in cadrul altor proiecte

Echipament

Utilitatea

Caracteristicile

Laminar vertical cu
UV si Hepa filtre.

Locul steril unde se va efectua manipulatiile
cu materialul biologic. Locul de lucru are
filtre de protectie speciale, iar suprafatele pot
fi prelucrate cu UV, ceea ce diminuiaza sansa
de contaminare a probele cu material strain si

la aparitia rezultatelor eronate

-Suprafata de lucru monolitica din
otel inoxidabil; -suport pentru

laminar; -UV lampi incorpérate; -

Hepa filtre; -prezenta pre-filtrelor; -

sistem de control cu afisaj digital
pentru viteza fluxului de aer; -

recircularea aerului filtrat; -2 sau

mai multe prize electrice

Agitator termic
pentru eprubete
1,5-2,0 ml si PCR
placi.

In cadrul izolarii ADN-ului, este necesar de a
incalzi probele pentru a liza membranele
celuluare si pentru a elibera ADN din
celulula. Versabilitatea acestui aparat creste
daca are incorporat si un agitator ceea ce
mareste eficieinta reactiei.

- Diapazonul temperaturii
disponibil +25°C- +99°C; -
Stabilitatea temperaturii in
intervalul £0.1°C; - viteza medie de
incalzire 4°C/min sau mai mare; -
prezenta pre-filtrelor;
-setarea timpului de lucru; -
temperatura, viteza de amestecare
si timpul de functionare controlata
de microprocesor; - diapazonul de
viteze a agitatorului 250-1400 rpm;
- stativ pentru eprubete 1,5-2,0 ml
si PCR placi

Vortex cu
centrifuga pentru
eprubete

Un echipament absolut indenspensabil in
orice laborator fiind utilizat la omogenizarea
solutiilor si mai apoi la eliminarea picaturilor

de pe capac prin intermediul centrifugarii.

-prezenta capacului de protectie; -

moduri de functionare continua si

impulsive; -pentru eprubete 0.2ml,
0.5ml, 1.5ml, 2.0ml

Centrifuga cu

racire (14000RPM)

pentru eprubete
1,5-2,0 ml

O etapd importanta in izolarea acizilor
nucleici o reprezinta centrifugarea la viteze
inalte a ADN/ARN precipitat de alcool.
Aceasta cetrifuga va fi utila in procesul de
extractie a acizilor nucleici din drojdiile
Pichia pastoris, iar prezenta sistemului de
racire va permite de izolat chiar si ARN total
al celulelor.

-Rotor pentru 24 de eprubete de 1.5
/ 2.0 ml; -viteza maximala de
14000RPM sau mai mare; -
diapazonl de temperaturii de
centrifugare de la -10 pana la +40
°C.

Aspirator pentru
solutii lichide

In urma cetrifugirii, de obicei, apar doua sau
mai multe faze. in cazul cand noi avem
nevoie numai de precipitat atunci noi vom
folosi aspiratorul pentru solutii lichide care ne
va ajuta sa eliminam supranatantul fara a
risca sa pierdem precipitatul necesar.

-Vacuum -500 mbar; -rezervor de 1
L; -filtru hidrofobic incorporat; -
utilizeaza varfuri de 200l de unica
folosinta

Centrifuga pentru
eprubete 15 ml

Aceasta centifuga va fi utilizata pentru
selectarea celulelor de Pichia pastoris din

-Rotor pentru eprubete de 15 ml; -
viteza maximald de 6000RPM sau
mai mare

mediul de cultura, care dupa cenrtrifugare pot




fi gasite la fundul eprubetei.

Cantar de laborator

Aparat necesar pentru prepararea diferitor
solutii exacte necesare 1n procesul de
extractie a acizilor nucleici

- Capacitate maxima 2100g sau mai
mare; - scara de citire a greutatii de
0.01g

Agitator magnetic

Este necesar pentru a agita solutiile preparte
pentru a facilita dizolvarea regentilor.

-Viteza de agitare de 3000 rpm sau
mai mare; -volum maxim de agitare
de 20L sau mai mare; - placa de
lucru din otel inoxidabil; -
dimensiunile placii de lucru ¢
160mm

Congelator de
laborator, orizontal,
-60-80 °C, cu
accesorii pentru
stocarea probelor
(rafturi, boxe, etc.)-

Problele de ADN si in deosebi de ARN
obtinute in urma studiului vor fi stocate la
temperaturi joase de -80 °C.

-Volumul congelatorului 200L sau

mai mare; -diapazonul temperaturii

disponibil -70...-80°C; -congelator

orizontal; -alarma de intrerupere a

alimentarii; -alarma de temperatura

ridicata /scazuta; -zgomot 55dB sau
mai jos

Congelator
biomedical, -30°C -
40°C,

Acest congelator este predestinat pentru
stocarea reactivilor, cét si a celulelor de
Pichia pastoris care urmeaza a fi analizate.

-Volumul congelatorului 400L sau

mai mare; -diapazonul temperaturii

disponibil -30...-40°C; -congelator

orizontal; -alarma de intrerupere a

alimentarii; -alarma de temperatura
ridicata /scazuta.

Pipetd manuala cu
un singur canal cu
diapazonul de
volum 2-20 pl
20-200 pul
100-1000 pl
500-5000 pl

Pentru manipulérile cu solutii lichide si
pentru lucru de laborator in general sunt
necesare un set de pipete de diferite volume.

-Prezenta certificatului CE; -un
singur canal; -prezenta ejectorului
de varfuri; -diapazonul de volum 2-
20 pl/20-200 pl/ 100-1000 pul /
500-5000 pl; -treapta de modificare
a volumului de 0.5 u1/ 1.0 ul /5.0
pul/ 50 ul

Frigider cu
congelator
incorporat

Stocarea reactivelor si probelor biologice
pentru o scurtd durata de timp

- Dotare obligatorie cu congelator
incorporat; -diapazonul de
temperaturi a frigiderului — +4...—
+8°C; -temperatura congelatorului -
-20°C; -volumul total cel putin
340L; -sitem NoFrost in congelator
si frigider

Imprimanta pentru
etichete cu
barcoduri

Etichetarea bioprobelor cu barcoduri si coduri

-Termoimprimarea de etichete cu
barcoduri pe suport cu lipici pentru
marcarea eprubetelor; - rezolutia
minimala - 203DPI; - conexiune la
calculator; -posibilitate de
imprimare barcoduri 1D si 2D




Incubator de
laborator

Incubarea probelor la temperaturi anumite
necesare pentru izolarea ADN

-Capacitatea 30L; - diapazonul de
temperatura: 5...70°C; -
termoizolare satisfacatoare; -
posibilitate de programare;-
indicator de alarma; - cel putin 2
rafturi reglabile verticale; - precizia
controlului temperaturii: +/- 0,3°C
la 37°C si +/- 0,4°C la 70°C;

- convectie naturald; -usi duble
(permitand vizualizarea mostrelor
printr-o usa din acril); -protectie la
supraincalzire; - perete dublu

Congelator de
laborator, orizontal,
-60-80 °C, cu
accesorii pentru
stocarea probelor
(rafturi, boxe, etc.)-

Problele de ADN si in deosebi de ARN
obtinute in urma studiului vor fi stocate la
temperaturi joase de -80 °C.

-Volumul congelatorului 200L sau
mai mare; -dimensiuni maxime
admise: 2010 x 1265 x 1070 mm; -
latimea sau indltimea
congelatorului nu trebuie sa
depaseasca 900 mm; -diapazonul
temperaturii disponibil pentru lucru
-70...-80°C; -diapazonul
temperaturii minim/maxim -60...-
86°C;-congelator orizontal; -alarma
de intrerupere a alimentarii; -alarma
de temperatura ridicata /scazuta; -
zgomot 60dB sau mai jos

Pentru desfasurarea proiectului a fost selectat si se afla in proces de achizitionare de catre co-
finantatorul proiectului bioreactorul de crestere a biomasei Biorus BLBi0-30SJDA, in baza
considerentelor: pret avantajos, raport satisfacator calitate/cost si durata satisfacatoare de livrare a
bioreactorului. Fermentatorul de crestere a biomasei de P.pastoris intruneste urmatoarele criterii:
1. Este prevazut pentru cultivarea microorganismelor si culturilor celulare

A N

aditionala de sterilizare a partii ei exterioare

©O© 00 N O O1

. Prezenta camasii termoreglatoare si bioreactor aerob

. Mecanism de agitare a mediului: cu amestecare mecanica
. Software este prevazut cu functia de auto-sterilizare

. Prezenta a doua porturi predestinate pentru senzorii de pH si 02
. Vasul este confectionat din otel inoxidabil

. Vasele de cultura au volumele de lucru minim 10 | si maxim 30 |
. Exista posibilitatea de a opera si de a ajusta parametrii operationali la distanta
. Prezenta unei valve in partea inferioara, ce permite preluarea probelor zilnice, cu functie

Pentru necesitatile proiectului au fost selectate reactive si reagenti maxim apropiate celor produse
de Sigma Aldrich in materie de calitate si inalte standarde conforme pentru producerea produselor

biologice. Din cauza incapacititii de a alege un anumit producétor, ci doar a parametrilor necesari
au fost elaborate specificatiile tehnice depline solicitate, precum si standardele de referinta pentru

reactive si reagenti In documentele de achizitii.




4. Descrierea succinta a activitatilor de diseminare a rezultatelor obtinute

1. In baza studiului literaturii de specialitate si datelor stiintifice obtinute in urma activitatilor de
cercetare efectuate in cadrul proiectului a fost pregitit si prezentat raportul "Perspectives of
biosimilars research and manufacturing in Republic of Moldova" in cadrul conferintei stiintifico-
practice cu participare internationala "Perspective in cercetarea produselor farmaceutice de origine
sinteticd si natuala" din 14.05.2021, raportor V.Grigoriev, coautori V.Valica, R.Cazacu, V.
Cazacu, L.Rusnac.

2. In baza raportului la conferinta cu participare internationala a fost scris articolul "Perspectives
of rhGH biosimilar research and manufacturing in Republic of Moldova", V.Grigoriev, V.Valica,
R.Cazacu, V. Cazacu, L.Rusnac, publicat in Revista Farmaceutica a Moldovei, vol-45, Nr. 1, iulie
2021.

3. A fost publicata teza "Dezvoltarea hormonului de crestere biosimilar”, in cadrul Conferintei
stiintifice anuale "Cercetarea in biomedicina si sdnatate: calitate, excelenta si performanta", autori
R.Cazacu, L.Rusnac, V.Valica, C. Scutari, 20-22 octombrie 2021. Chisinau: Medicina, 2021, p.
434,

4. A fost scris articolul "Dezvoltarea biosimilarelor si hormonului de crestere biosimilar", autori
C.Scutari, L.Rusnac, V.Valica, M.Todiras, R. Cazacu. Se gdseste In proces de publicare in Revista
Sanatate publicd, Economie si Management in Medicina. 2022, Chisinau, R. Moldova. ISSN
1729-8687.

5. Descrierea colaborarii intre organizatia executor si organizatia partener/alte organizatii in cadrul
proiectului si a perspectivelor de extindere in viitor (specificul si continuitatea colaborarii)

Cercetarile din cadrul proiectului au fost realizate in colaborare cu institutii si intreprinderi din
tara:

- Catedrele de profil ale USMF "N.Testemitanu", IMSP Institutul Mamei si Copilului,
Intreprinderea farmaceutica industriala Balkan Pharmaceuticals SRL, si de peste hotare:

- ICGEB (International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology) - Centrul international
pentru inginerie genetica si biotehnologie, Organizatia Natiunilor Unite.

Derularea acestui proiect de cercetare - dezvoltare complex a contribuit la dezvoltarea cercetarii
fundamentale pentru dobandirea de cunostinte avansate, pentru asigurarea rezervorului de metode,
tehnici aplicative, proceduri, modele si teorii, pentru cresterea valorii si vizibilitdtii stiintifice pe
plan international.

Cu ajutorul experientei si expertizei impartasite de ICGEB vor fi rezolvate probleme majore
precum dezvoltarea si fabricatia produsului biosimilar hormonul de crestere, asigurarea si
optimizarea calitatii produsului biologic, obtinerea si caracterizarea substratelor celulare utilizate
pentru productia produsului biologic, etc.

Stagierea angajatilor Balkan Pharmaceuticals si cercetatorilor din cadrul USMF "N.Testemitanu"
in cadrul laboratoarelor specializate de cercetare ale ICGEB a permis dobandirea unui know-how
intern, stabilirea unei noi directii in dezvoltarea competentelor specialistilor autohtoni, prevenirea
erorilor grosolane in initierea activitatilor, realizarea si minimizarea riscurilor, insusirea practica a
noi echipamente si proprietatilor reactivelor, familiarizarea cu cele mai noi tehnici si metode
biotehnologice, fundamentarea si extinderea unor relatii constructive a cercetatorilor autohtoni cu
comunitatea stiintifica internationald, stabilirea vectorului de dezvoltare a activitatilor odata cu




finisarea proiectului.

Implicarea catedrelor de profil ale USMF "N.Testemitanu" asigura o platforma solida de cercetare
si diseminare a rezultatelor obtinute, standardizare si cuantificare a datelor, eficientizare a
metodelor implimentate, dezvoltare a programului didactic dedicat biotehnologiilor.

Finalizarea proiectului nu presupune sistarea acestor colaborari, ci odata cu obtinerea produsului
finit implicarea organizatiilor precum IMSP Institutul Mamei si Copilului s.a. in etapa de cercetari
clinice.

6. Descrierea activitatilor de comercializare si/sau utilizare a rezultatelor obtinute in cadrul
proiectului la moment si perspectivele in viitorul apropiat (date cu privire la beneficiari de rezultate,
volumul de produse/servicii/ comercializate/utilizate, efect economic obtinut, obiecte de proprietate
intelectuala comercializate/implementate, alte beneficii cuantificabile).

Partea narativa:

Realizarile principale care constituie obiecte de proprietate intelectualda implimentate in cadrul
proiectului sunt crearea WCB, prepararea inocului si cresterea culturii de Pichia pastoria in paharul
Erlenmeyer. Rezultatele au fost documentate in Procedura Standart de Operare pentru crearea Bancii
celulelor de lucru, Regulamentul Tehnologic al procesului de stocare de scurta durata si pe termen
lung al celulelor, Procedura Standart de Operare pentru determinarea activitatii biologice a
hormonului de crestere recombinat uman prin biotestare in-vitro, precum si Regulamentul
Tehnologic al procesului de pregatire, inoculare si crestere a culturii de Pichia pastoris in paharul
Erlenmeyer. In cadrul proiectului au fost elaborate diverse algoritme, protocoale, regulamente
necesare desfasurarii activitatilor preconizate. Elaborarea a inceput cu studiul literaturii de
specialitate, comunicare cu partenerii ICGEB pentru a stabili lista de echipamente si materiale,
reactive si medii, studiul pietii pentru a identifica echipamente si materiale, reactive si medii de la
diversi producatori, a le compara dupa parametri si corespundere activitatilor preconizate, precum si
raportul pret/calitate. A urmat sistematizarea informatiei obtinute, organizarea sedintelor de
consiliere cu implicare consultantilor proiectului si expertilor externi care s-au soldat cu sedinta
operationald pentru a lua decizia asupra listei finale, drept consecintd listei de echipamente si
materiale, reactive si medii indispensabile derulirii activitatilor planificate. In cadrul colaboririi
intre USMF "N.Testemitanu", intreprinderea farmaceuticd Balkan Pharmaceuticals si ICGEB au fost
efectuate lucrari de transfer tehnologic a primelor etape de crestere a biomasei de Pichia pastoris. in
cadrul ICGEB a fost obtinut prin fermentare un numar de proteine recombinate farmaceutic active
printre care si hormonul de crestere uman. Conform Regulelor de Buna practicad in Producere (GMP
— Good Manufacturing Practice) transferul tehnologic in procesul de extrapolare (scale-up) de la
faza de laborator la faza pilot permite trecerea usoara si fara grija a unui produs creat de serviciul de
cercetare la faza de microproductie in cadrul intreprinderii producatoare de medicamente si ulterior
la faza de producere a seriilor comerciale. In procesul transferului tehnologic in cadrul scale-up de la
faza de laborator la faza pilot al credrii bancii celulelor de lucru si procesului de inoculare si crestere
a tulpinii de Pichia pastoris in paharul Erlenmeyer au fost elaborate Regulamente Tehnologice si
Proceduri Standarte de Operare a proceselor vizate, care urmeaza sa fie implementate in procesul de
producere al hormonul de crestere biosimilar uman recombinat in cadrul intreprinderii producatoare




SC Balkan Pharmaceuticals SRL. In Moldova nu existd un precedent in productia de biosimilare.
Dimensiunea pietei globale a rhGH este estimata la 2.840,70 milioane USD 1n 2018 si se asteapta sa
ajungd la 5.563,60 milioane USD pand 1in 2026, Inregistrind o ratd anuala
compusi de crestere (CAGR) de 8,6% din 2019 pana in 2026. in Moldova anual se desfisoara
licitatia publicd centralizata cu obiectul achizitiondrii medicamentelor pentru tratarea pacientilor cu
insuficienta hipofizard/nanism hipofizar. Pentru perioada bugetara 2021 in scopul realizarii
Programului National «Combaterea maladiilor rare» autoritatea contractantd Centrul pentru achizitii
publice centralizate in sandtate a lansat invitatia de prezentare a ofertelor pentru Somatropinum 1.33
mg sau 3.33 mg sau 8 mg sau 10 mg in cantitate de 21827,00 bucati de cétre operatorii economici
interesati. Acesta trebuie sd corespunda specificarii tehnice depline solicitate: forma farmaceutica —
pulbere si solvent pentru solutie injectabild/solutie injectabild, modul de administrare — subcutanat,
unitatea de masurd — milligram. Volumul estimativ al productiei bazat pe inovatie care va fi
comercializat pe piata internd va fi calculat reiesind, in primul rand, din cantitatea solicitata in
licitatia publicad pentru a acoperi toate cerintele sau asa numitul “consumul intern” al tarii, atingand
100% 1n materie de coeficient de autoaprovizionare. Volumul estimativ al productiei bazat pe
inovatie care va fi comercializat pe piata externd se va axa pe cererea pietelor CSI si UE la
momentul respectiv. Raportand cantitatea de Somatropina solicitata actualmente de 21827,00 bucéti
la numarul de locuitori din Republica Moldova obtinem un coeficient de 0,006. Extrapoland, de
exemplu, la numarul de locuitori al Ucrainei (41,98 milioane), obtinem o cantitate de 251.880
bucati, pentru Federatia Rusa (144,5 milioane) aceasta cifrd ar fi de 867.000. Cifrele obtinut poarta
un caracter pur estimativ si teoretic, necesitdnd ajustari considerabile. Scopul este elucidarea
faptului ca cantitatile destinate exportului nu vor cobora pragul de 1 milion de buciti.

Indicatori masurabili:

Indicatori de monitorizare Cantitatea §i unitatea de mdasurd
(a se introduce cantitatea)

Volumul productiei inovationale comercializate | cca. 21827 unitati (in R.Moldova)
sau a serviciilor inovationale prestate cca. 300000000 lei

Efectul economic in urma implementarii

. . cca. 1358300000 lei
tehnologiei inovationale

Numarul locurilor de munca nou create cca. 25 locuri in cadrul intreprinderii

Volumul investitiilor atrase suplimentar pentru

: . cca. 7000000 lei
dezvoltarea proiectului

Volumul exporturilor din volumul vanzarilor | cca. 77000 unitati (in Ucraina, Rusia)
productiei inovationale cca. 1058300000 lei

... (a se introduce alti indicatori dupa caz)




7. Dificultatile in realizarea proiectului

In procesul de realizare al proiectului au fost intilnite urmatoarele dificultati: financiare — semnarea
retardatd a Contractului de finantare a proiectului de cercetare si respectiv initierea finantdrii tarzii
a proiectului, salarizarea joasa a echipei proiectului (este admis doar salariul de baza, fara sporuri);
organizationale — procesul anevoios de achizitionare a utilajului, reagentilor, reactivelor si
consumabilelor pentru proiect, ca rezultat riscul inalt de a nu reusi finalizarea proiectului in
termenii propusi.

8. Concluzii

In cadrul colaboririi intre USMF "N.Testemitanu", intreprinderea farmaceutici Balkan
Pharmaceuticals si ICGEB a fost efectuat transferul tehnologic la etapa extrapolarii de la faza de
laborator la faza pilot a proceselor crearii bancii celulelor de lucru si cresterii tulpinilor de Pichia
pastoris in paharul Erlenmeyer. Pentru obtinierea hormonului de crestere recombinat in calitate de
sistem de expresie a fost selectat Pichia pastoris, care posedda numeroase avantaje comparativ cu
alte organisme, inclusiv folding-ul proteinelor, modificarile posttranslationale ale proteinelor si
manipularea ugoard. Gena modificatd GHI a somatropinei umane recombinate a fost introdusa in
genomul culturii de Pichia pastoris cu ajutorul restrictazelor in apropierea promotorului genei
AOXI1, in calitate de vector servind plasmidul pPIC9K. Gena GH1 a fost activata de promotorul
genei AOXI care poate fi indus cu usurinta de prezenta metanolului in mediul de cultura. Ulterior,
la secventa modificata s-a adaogat secventa ”Prepro-alpha Factor Leader” de la Saccharomyces
cerevisiae pentru ca somatropina obtinutid si fie secretati in mediul de culturi. In cadrul
proiectului "Procedeu de cultivare a materiei prime pe baza de Pichia pastoris cu expresia
hormonului de crestere” au fost examinate influenta procedeelor tehnologice alese asupra unor
parametri ale produsului obtinut, au fost elaborate Regulamente Tehnologice pentru procesele de
stocare pe duratd scurtd si pe termen lung al celulelor de Pichia pastoris si pentru procesul de
preparare a inocului, inoculare si crestere a tulpinilor de P. pastoris cu hormonul de crestere uman
recombinat in paharul Erlenmeyer. Au fost elaborate Proceduri Standarte de Operare ale
proceselor de creare a bancii celulelor de lucru, determindrii activitatii biologice in-vitro a
preparatului hormonul de crestere uman recombinat, cu implimentarea ulterioard in procesul de
producere a biosimilarului rhGH la intreprinderea SC Balkan Pharmaceuticals SRL.

In collaboration of SUMPh '"N.Testemitanu", the pharmaceutical company Balkan
Pharmaceuticals and ICGEB the technology transfer during scale-up from the laboratory phase to
the pilot phase of the processes of creating the working cell bank and growing Pichia pastoris
strains in the Erlenmeyer flask were carried out. Pichia pastoris was selected for recombinant
growth hormone as an expression system, which has many advantages over other organisms,
including protein folding, post-translational changes in protein, and easy handling. The GH1
altered recombinant human somatropin gene was introduced into the genome of Pichia pastoris
culture using restriction near the AOX1 gene promoter as a vector serving the pPIC9K plasmid.
The GH1 gene was activated by the AOX1 gene promoter which can be easily induced by the
presence of methanol in the culture medium. Subsequently, the "Prepro-alpha Factor Leader"




sequence from Saccharomyces cerevisiae was added to the modified sequence so that the obtained
somatropin could be secreted into the culture medium. In the project "Cultivation process of raw
material based on Pichia pastoris with the expression of growth hormone" the influence of the
chosen technological processes on some parameters of the obtained product were examined,
Technological Regulations were developed for short and long term storage processes of Pichia
pastoris cells and for the process of inoculum preparation, inoculation and growth of P. pastoris
strains with recombinant human growth hormone in the Erlenmeyer flask. Standard Operating
Procedures were developed for the processes of creating the working cell bank, determining the
in-vitro biological activity of the recombinant human growth hormone preparation, with
subsequent implementation in the process of producing rhGH biosimilar at CS Balkan
Pharmaceuticals Ltd.




Executarea devizului de cheltuieli, conform anexei nr. 2.3 din contractul de finantare
Cifrul proiectului: 21.80015.8007.244T

Cheltuieli, mii lei

Cod Anul de gestiune

Denumirea Fk%(; Aprobat Moi'/flcat Precizat | Executat | Sold
Remunerarea muncii temporare 211200 2195 - - 2195 -
Contributii de asiguriri sociale de stat 212100 52,7 - - 52,7 -
obligatorii
Procurarea masinilor si utilajelor 314110 2173,2 - - 2173,2 -
Procurarea materialelor pentru scopuri 335110 174,6 - - 174,6 -
didactice, stiintifice si alte scopuri
Total 2620,0 2620,0
Conducatorul organizatiei / Emil CEBAN
L.S.
Economist sef / Svetlana LUPASCO
Conducatorul de proiect / Liliana RUSNAC

Data:




Componenta echipei proiectului

Cifrul proiectului 21.80015.8007.244T

Echipa proiectului conform contractului de finantare (Ia semnarea contractului)

Nume, prenume . . Norma de munca Data
Nr (conform contractului Anul Titlul conform Data eliberarii
de finantare) nasterii stiintific . angajarii
’ T contractului
1. | Rusnac Liliana 1970 d.s. 0.5 04.01.2021 | 31.12.2021
2. | Scutari Corina 1973 d.s. 0.5 04.01.2021 | 31.12.2021
3. | Cazacu Radu 1995 f.0. 0.5 04.01.2021 | 31.12.2021
4. | Organ Adina 1996 f.0. 0.5 04.01.2021 | 31.12.2021
5. | Grigoriev Valeria 1994 f.0. 0.5 04.01.2021 | 31.12.2021
6. | Boiciuc Chiril 1990 f.0. 0.5 04.01.2021 | 31.12.2021
7. | Cazacu Vasile 1973 d.s. - 04.01.2021 | 31.12.2021
8. | Besliu Alexandrina 1989 f.g. - 04.01.2021 | 31.12.2021
9. | Gligor Olga 1997 f.g. - 04.01.2021 | 31.12.2021
10. | Valica Vladimir 1956 d.h.s. - 04.01.2021 | 31.12.2021
11. | Todiras Mihai 1964 d.h.s. - 04.01.2021 | 31.12.2021
| Ponderea tinerilor (%) din numirul total al executorilor conform contractului de finantare 67%
Modificari in componenta echipei pe parcursul anului 2021
Norma de
Nr Nume, prenume Anul nasterii | Titlul stiintific munea Data angajarii
’ T conform
contractului

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

| Ponderea tinerilor (%) din numarul total al executorilor la data raportarii

Conducatorul organizatiei / Emil CEBAN
LS
Economist sef / Svetlana LUPASCO

Conducatorul de proiect

Data:

/ Liliana RUSNAC
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