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UvoD

Bioloske ucinkovine, med katerimi prevladujejo ucinkovine
peptidne in proteinske narave, so bistveno spremenile
zdravljenje nekaterih resnih akutnih in kroni¢nih bolezni,
kot so rak, avtoimunske, nalezljive in krvne bolezni (1). V
primerjavi s tradicionalnimi ucinkovinami sinteznega izvora
so proteini bistveno vec¢je molekule z znaciino zapleteno
strukturo, ki zajema ve¢ nivojev zgradbe: od primarnega
aminokislinskega zaporedja, preko sekundarnih in terciar-
nih struktur, do kvartarne strukture v primerih proteinov,
zgrajenih iz ve€ podenot. BioloSka zdravila so nova in zelo
aktualna generacija zdravil, ki pa imajo zaradi zapletenosti
doloCene omejitve: nizka bioloska uporabnost, fizikalna in
kemijska nestabilnost, imunogenost ter kratek plazemski
razpolovni ¢as. Ker je bioloSka uporabnost proteinov obi-
¢ajno zelo nizka, na trziS¢u prevladujejo parenteralne far-
macevtke oblike (npr. raztopine in suspenzije za injiciranje),
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POVZETEK

Sodobna bioloska zdravila pokrivajo Sirok spekter
uporabe v terapiji razli¢nih bolezni. V primerjavi s
tradicionalnimi ucinkovinami sinteznega izvora so
ucinkovine peptidne in proteinske narave bistveno
vedje in bolj zapletene molekule. Zaradi Stevilnih
funkcionalnih skupin in razli¢nih nivojev strukture so
terapevtski proteini izpostavljeni razlicnim oblikam
nestabilnosti, ki jih v splosnem delimo na fizikalne
in kemijske. NajpogostejSa oblika fizikalne nestabil-
nosti je denaturacija proteinov s kasnejSo agregacijo,
precipitacijo in adsorpcijo na povrsine. Kemijska
nestabilnost proteina pa vkljucuje oksidacijo, dea-
midacijo in druge manj pogoste reakcije. Obe obliki
nestabilnosti imata lahko za posledico zmanjSanje
bioloSke aktivnosti in/ali pove€anje imunogenosti,
zato je v okviru zagotavljanja kakovosti potrebno
prouciti mehanizme nestabilnosti. V prispevku pov-
zemamo najpogostejSe mehanizme nestabilnosti in
dejavnike, ki povzroCajo nestabilnost, ter predla-
gamo ustrezne pristope k stabilizaciji proteinov.

KLJUCNE BESEDE:
bioloSka zdravila, nestabilnost, terapevtski proteini,
stabilizacija

ABSTRACT

Biopharmaceuticals represent an important class
of pharmaceuticals that are widely used in clinical
practice. Compared to traditional synthetic active
ingredients, peptide and protein molecules are sub-
stantially larger with more complex structure. Be-
cause of their unique three dimensional structures
and many functional groups, therapeutic proteins
are susceptible to various degradation mechanisms,
which can be divided in two general classes: chem-
ical and physical instability. The most common form
of physical instability is denaturation with subse-
quent aggregation, precipitation and surface ad-
sorption. Chemical instabilities include oxidation,
deamidation and other less frequent reactions. Both
types of instability can increase the likelihood of ad-
verse immunogenic effects and/or result in a de-
creased biological activity. Therefore, characteriza-
tion of instability mechanisms is a critical part of
quality assurance process. The article summarizes
the most common degradation mechanisms and
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factors, which affect proteins stability and also dis-
cusses appropriate approaches towards protein
stabilization.

KEY WORDS:
biopharmaceuticals, instability, therapeutic proteins,
stabilization

kjer so procesi nestabilnosti proteinov Se bolj izraziti. Me-
hanizme nestabilnosti te skupine ucinkovin v sploSnem
delimo na fizikalne in kemijske. Pri fizikalni nestabilnosti
primarna struktura proteina ostane nespremenjena, spre-
meni se fizikalno stanje oz. vi§ji nivoji strukture proteina.
Najpogostejsi proces fizikalne nestabilnosti je denaturacija
proteinov s kasnejSo agregacijo, precipitacijo in adsorpcijo
na povrSine. Mozne posledice fizikalne nestabilnosti so
zmanjSanje koncentracije proteina, znizanje ali izguba bio-
loSke aktivnosti in poveCana imunogenost terapevtskega
proteina. Kemijska nestabilnost vkljuCuje procese, v katerih
zaradi tvorbe ali cepitve kovalentne vezi prihaja do spre-
membe primarne strukture proteina, posledi¢no pa lahko
spremeni tudi njegove visje strukturne nivoje. Spremenjena
primarna struktura proteina lahko povzroci fizikalne spre-
membe proteina in pogosto vpliva tudi na ucinkovitost
in/ali imunogenost proteina. Kemijska nestabilnost proteina
vklju€uje oksidacijo, deamidacijo in/ali druge manj pogoste
reakcije. Neredko se oblike nestabilnosti prepletajo: ke-
mijske spremembe lahko sproZijo fizikalno nestabilnost,
oksidaciji npr. pogosto sledi agregacija ali obratno, dena-
turacija proteinov lahko poveca njihovo kemijsko reaktiv-
nost (2).

Zaradi Stevilnih funkcionalnih skupin in razliénih nivojev
strukture so terapevtski proteini dovzetni za spremembe,
ki potekajo ze pod milimi pogoji. Stevilni fizikalni in kemijski
dejavniki lahko vplivajo na kakovost in stabilnost biofar-
macevtskih izdelkov, zlasti pri dolgoroCnem shranjevaniu,
saj bodo verjetno izpostavljeni temperaturnim spremem-
bam, svetlobi in mehanskemu stresu zaradi dostave in
shranjevanja. Zaradi tega predstavlja nestabilnost terapevt-
skih proteinov problem, ki se kaze v celotnem ¢asu od
proizvodnje do uporabe, saj morajo terapevtski proteini
ustrezati definiranim kakovostnim zahtevam do navede-
nega roka uporabnosti, da zagotovimo ustrezno varnost
in ucinkovitost zdravila.

Vrednotenje stabilnosti bioloSkih zdravil zahteva uporabo
zapletenih analiznih tehnik. Splosna nacela testiranja sta-
bilnosti biotehnoloskih izdelkov so navedena v okviru smer-
nic Q5C Mednarodne konference o harmonizaciji (ICH).
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Pristopi za proucevanje mehanizmov nestabilnosti kakor
tudi dejavnikov, ki vplivajo na nestabilnost proteinov, so
zaradi raznolikosti teh ucinkovin posebe;j prilagojeni za po-
samezne proteine in temeljijo na kombinaciji ustreznih se-
paracijskih, spektroskopskih in imunokemijskih metod (3).

KEMIJSKA NESTABILNOST
PROTEINOV

2.1 DEAMIDACIJA

Deamidacija je ena glavnih kemijskih pretvorb peptidov in
proteinov, pri kateri stranska veriga asparagina, redkeje tudi
glutamina, hidrolizira do asparaginske oz. glutaminske ki-
sline, kar povzroCi dodaten negativen naboj na makromo-
lekuli (slika 1). Posledice te spremembe so lahko denatura-
cija, spremenjena funkcija in mozna encimska deaktivacija
proteinov kakor tudi zmanjSana bioloska aktivnost ter mo-
rebitna imunogenost proteina (2). Deamidacija poteka z ne-
posredno hidrolizo (pH < 3) ali preko cikli¢ne imidne oblike
(pH > 5) (4). Stopnja deamidacije proteina je zelo odvisna
od primarne strukture in polozaja asparagina oz. glutamina
znotraj tridimenzionalne strukture proteina kakor tudi od
lastnosti raztopine (pH, temperatura, ionska moc) (5).

B

|

..-“x‘._,.-"
/L " [ o
i - -, (=]
'H.E. ",. i \T/
b |

]

L-upasparagrke kiHiPG  fupoaiparsginees kiskina

# #

¥ e Racemizedifa fﬁ({:;_-.nn

J\""J Darnidacja

" I — . = 1 s
'\-r:.-" ‘v-,\._’_.- M, I""‘hhf' -ch" M"‘;‘r%‘&“"
1 it B " !
o a
L=Azparagin L-udloti ndméd D-gukcinimad

! I
f’Lm

I
fy -7
u,,n,Ern.H_ *-un ..f'\‘",ll'-.,_

[+ ] (]

L-wipaiagiriche ikaling D pui w g ik hiafing

Slika 1: Mehanizem deamidacije asparagina ter racemizacije in
[izomerizacije asparaginske Kisline v izoasparaginsko kislino, prevzeto po (6).
Figure 1: Mechanism of asparagine deamidation and racemization and
isomerization of aspartic acid into isoaspartic acid (6).
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STABILNOST TERAPEVTSKIH PROTEINOV

2.2 OKSIDACIJA

Oksidacija je zelo pogosta reakcija nestabilnosti za peptidne
in proteinske ucinkovine, pri kateri se v molekulo vkljudujejo
bolj elektronegativni atomi (predvsem kisik) oz. pride do
tvorbe intra- ali intermolekulske disulfidne vezi med dvema
cisteinskima ostankoma. Aminokisline metionin in cistein
(zaradi vsebujoCega zvepla) ter histidin, tirozin in triptofan
(zaradi aromatskega obroc¢a) so najbolj dovzetne za oksi-
dacijo (7). Na sliki 2 je prikazana oksidacija metionina, kjer
pri milejSih pogojih pride do reverzibilne pretvorbe tioetrne
skupine v sulfoksid, pri ostrejSin pogojih pa nastane sulfon
— ta del reakcije je ireverzibilen. Oba produkta kazeta vecjo
hidrofilnost in polarnost lokalne strukture (8). Oksidacijo
proteinov lahko sprozijo razliéni dejavniki: prisotnost kisika,
peroksidov, radikalov, kovinskih ionov ali svetlobe. Oksidi-
rani proteini imajo spremenjeno konformacijo in fizikalno-
kemijske lastnosti, kar ima za posledico zmanjSano biolo-
Sko aktivnost, spremenjeno farmakokinetiko in bioloSki
razpolovni ¢as in potencialno imunogenost.
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Slika 2: Oksidacija metionina pod milejSimi (a) in ostrejSimi pogoji
(b), prevzeto po (8).

Figure 2: Methionine oxidation under milder conditions (a) and more
rigorous conditions (b) (8).

2.2.1 Fotooksidacija

Izpostavljenost svetlobi lahko povzroci oksidacijo fotola-
bilnih aminokislin: triptofan, tirozin, fenilalanin in cistein.
Razgradnja se zaCne z absorpcijo fotona, kar povzroCi
prehod elektrona v vzbujeno stanje in vodi v neposredno
cepitev molekule ali v posredno oksidacijo preko kisika (9).
Komponente zdravila lahko v nekaterih primerih vplivajo
na fotooksidacijo; npr. fosfatni pufer pospesi oksidacijo
metionina v primerjavi z drugimi pufrskimi sistemi (10).

2.4 RACEMIZACIJA IN B-ELIMINACIJA

Ti dve obliki nestabilnosti sta medsebojno povezani, saj je
zacetna stopnja enaka pri obeh: bazi¢no katalizirano de-
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protoniranje a-C atoma aminokisline, za katerega je po-
treben povisan pH. V nadaljnjem koraku se pri racemizaciji
na nastali karboanion ponovno veze proton in nastane ra-
cemna zmes. Vse aminokisline razen glicina so lahko iz-
postavljiene racemizaciji. Asparaginska kislina je v odvisnosti
od svojega polozaja in mobilnosti v proteinu najbolj dov-
zetna za racemizacijo (slika 1). Pri B-eliminaciji pa pride do
preurejanja karboaniona in izstopa skupine iz 3-C atoma,
pri Cemer se tvori dvojna vez med a- in 3-C atomom. Med
aminokislinami je cistein najbolj podvrzen B-eliminaciji (11).

2.5 IZMENJAVA DISULFIDNE VEZI

Preurejanje obstojeCih disulfidnih vezi znotraj molekule
lahko vpliva na celotno konformacijo in posledi¢no biolosko
aktivnost proteina, Ceprav se Stevilo in tip kemijskih vezi
ne spremenita. Pri reakciji izmenjave disulfidne vezi sode-
lujeta disulfidna vez in ionizirana tiolna skupina cisteina, pri
C¢emer je potreben visji pH. Prosti cisteinski ostanki (po re-
dukciji disulfidov ali B-eliminaciji pri cisteinu) so osnova za
tovrstne reakcije (12).

2.6 DRUGE REAKCIJE

Druge pomembne, manj pogoste poti razgradnje proteinov
in vitro so: hidroliza peptidne vezi, encimsko katalizirana
razgradnja proteinov in deglikozilacija proteinov (2).

FIZIKALNA NESTABILNOST
PROTEINOV

3.1 DENATURACIJA

Denaturacijo proteinov definiramo kot porusenije tridimen-
zionalne nativne strukture proteina, kar posledi¢no vodi v
zmanjSanje ali izgubo bioloske aktivnosti in vecje tveganje
za pojav imunogenosti. Zaradi denaturacije se lahko izpo-
stavijo hidrofobne skupine iz notranjosti, kar vodi v nastanek
drugih oblik fizikalne in kemijske nestabilnosti.

3.2 AGREGACIJA

Agregacija proteinov je najpogostejSa oblika fizikalne ne-
stabilnosti, ki se lahko pojavi v skoraj vseh stopnjah razvoja
zdravila. Osnova za agregacijo je najpogosteje denaturacija
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oz. razvitie molekule proteina. Mehanizmi agregacije so ra-
zli¢ni: zdruzevanje nativnih monomerov, agregacija kon-
formacijsko spremenjenih monomerov, agregacija kemijsko
spremenjenih monomerov ali povrsinsko povzrocena agre-
gacija. Do agregacije lahko pride zaradi nekovalentnih ali
kovalentnih povezav (na primer disulfidnih), kar vpliva tudi
na reverzibilnost agregacije. Agregati terapevtskih proteinov
so potencialno imunogeni, manj ucinkoviti zaradi manjse
vsebnosti nativnih topnih in aktivnih monomerov ter lahko
spremenijo videz farmacevtskega izdelka (13, 14).

3.3 PRECIPITACIJA

Precipitacija je makroskopsko vidna agregacija, ki se kaze
kot zamotnitev ali sedimentacija biofarmacevtskega pri-
pravka. Zaradi delnega ali celotnega razvitja proteina se
hidrofobne skupine izpostavijo na povrSino in povezejo
med seboj preko hidrofobnih interakcij; nastali agregati so
ireverzibilni (15).

3.4 ADSORPCIJA NA POVRSINE

Proteini se lahko v vodnih raztopinah zaradi svoje amfifiine
narave adsorbirajo na razlicne povrSine (steklo, plastika,
filtri ...). Adsorpcija proteinov zmanjSa koncentracijo tera-
pevtsko uporabnega proteina, kar je Se posebej pomem-
bno pri zdravilih z majhnimi odmerki. Ta interakcija je ener-
gijsko ugodnejsa, e je molekula proteina delno razvita in
se njena hidrofobnost poveca. Na adsorpcijo poleg kon-
formacije proteina vplivajo tudi narava in razpoloZljivost po-
vrSine in lastnosti raztopine (pH, ionska Mog). (16).

DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA
KEMIJSKO IN FIZIKALNO
NESTABILNOST PROTEINOV

Najpomembnejsi dejavniki, ki vplivajo na kemijsko nesta-
bilnost proteinov so: struktura proteina, pH, temperatura
in svetloba. Na fizikalno nestabilnost proteina bistveno vpli-
vajo struktura proteina, temperatura, pH in koncentracija
proteina.

Prostorska razporeditev aminokislinskin stranskih verig
vpliva na vse kemijske pretvorbe proteinov. Npr. aminokislini
glicin ali serin ob asparaginskem ostanku moc¢no povecata
reaktivnost asparagina zaradi manjSega stericnega oviranja
imidne strukture, medtem ko aminokisline z velikimi stran-
skimi verigami (na primer prolin) na teh mestih zmanjsajo
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dovzetnost asparagina za deamidacijo (17). Podobno je pri
racemizaciji: tvorba izoasparaginske kisline je bolj verjetna,
¢e ima asparaginska kislina na sosednjem mestu ostanke
z majhnimi stranskimi verigami (18). Izpostavljene oksidati-
vno nestabilne aminokisline (metionin, cistein, histidin, tirozin
in triptofan) so v sploSnem bolj dovzetne za oksidacijo.

V splodnem se pri poviSanem pH poveca teznja za reakcije
oksidacije zaradi poveCanega oksidativnega potenciala si-
stema. Prav tako se poveca ionizacija aminokislinskih
ostankov (npr. cistein in histidin), kar tudi poveca obseg iz-
menjave disulfidnih vezi. Za reakcije racemizacije in 3-eli-
minacije je ravno tako potreben bazi¢en pH medija. V
splosnem je deamidacija najmanj izrazita pri pH od 3 do
5. Pri zelo nizkih vrednostih pH (< 3) lahko pride do izome-
rizacije in neposredne hidrolize stranskih verig asparagina
in glutamina (17). Vzrok za fizikalno nestabilnost proteinov
pri ekstremnih vrednostih pH je ionizacija in posledi¢no
povecCan elektrostatski odboj med enako nabitimi stran-
skimi verigami posameznih aminokislin. Pove€ana elektro-
statska prosta energija povzroCi proces denaturacije pro-
teina, ki deluje v smeri zmanjSanja energije (19, 20). Proteini
so fizikalno najbolj stabilni v ozkih obmocjih pH, najpogo-
steje pri pH 7 (21).

Pri visjih temperaturah so v sploSnem kemijske reakcije
izrazitejSe, vendar je tukaj pomembnejsa fizikalna destabi-
lizacija proteinov. Povisana temperatura je najpogostejSi
razlog za denaturacijo, ki je najvecCkrat ireverzibilna. Nizka
temperatura lahko v nekaterih primerih tudi povzrodi de-
naturacijo proteinov. Ta proces je znan kot hladna denatu-
racija proteinov in je ve¢inoma reverzibilen. Zamrzovanje
proteinov, Se posebej pa cikli zamrzovanja in odtajevanja,
lahko vodi v agregacijo in precipitacijo proteinov zaradi
strukturnih sprememb na povrsini kristalov ledu ali ostalih
pomoznih snovi. Tovrstne spremembe se lahko pojavijo
tudi pri procesu liofilizacije (22).

Ucinek soli je zelo raznolik in odvisen od narave in kon-
centracije soli, od narave ionskih interakcij ter od naboja
stranskih verig aminokislinskih ostankov. Razli¢ne soli lahko
stabilizirajo, destabilizirajo (povzroc€ijo denaturacijo) ali pa
ne vplivajo na stabilnost proteinov (2). Goveji serumski al-
bumin je npr. stabiliziran v prisotnosti natrijevega tiocianata
in natrijevega perklorata, destabilizirata pa ga gvanidinijev
klorid in litijev perklorat (23).

Kovinski ioni, predvsem ioni prehodnih elementov (npr.
zeleza ali bakra) destabilizirajo proteine. Pogosto delujejo
kot katalizatoriji oksidacij, tako da omogocajo odcep elek-
trona iz molekule in s tem nastanek radikala. Nastali radikali
reagirajo s kisikom, lahko pa tudi neposredno s stransko
verigo doloCenega aminokislinskega ostanka (npr. s tiolno
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skupino cisteina), da nastane radikal, ki kasneje vodi v ra-
zlicne produkte oksidacije (24). Nekateri izmed njih (kalcij,
cink in kobalt) pa lahko v ozkem koncentracijskem obmodju
tudi stabilizirajo proteine (2).

Svetloba lahko povzro¢i notranje in zunanje spremembe
proteinov. Med notranje sodijo neposredne spremembe
strukture proteinov zaradi oksidacije nekaterih aminokislin-
skih ostankov (najpogosteje na metioninu), kar lahko vodi
v deaktivacijo, denaturacijo in agregacijo proteinov. Do zu-
nanjin sprememb prihaja zaradi vpliva svetlobe na razto-
pino: spremembe v topilu ali pomoznih snoveh. Nekatere
pomozne snovi, kot so kovinski ioni, makrogoli, polisorbati,
askorbinska kislina in lipidi, lahko pod vplivom svetlobe
tvorijo reaktivne zvrsti, ki povzro¢ajo oksidativne spre-
membe proteinov (19).

Mehanske sile, kot so stresanje, strizne sile in visoki pri-
tiski, lahko sprozijo denaturacijo in kasnejSo agregacijo
proteinov (2).

PRISTOPI K STABILIZACIJI
PROTEINOV

Zaradi raznolikosti molekul proteinov je pri pristopih za sta-
bilizacijo potrebna individualna obravnava. V sploSnem po-
znamo tri pristope za stabilizacijo proteinov: notranja in
zunanja stabilizacija ter stabilizacija z liofilizacijo. Za zago-
tavljanje stabilnosti je seveda pomembna tudi izbira ustre-
zne ovojnine, ki mora biti inertna in zagotavljati ustrezno
zaSCito pred zunanjimi dejavniki (svetloba, kisik).

5.1 NOTRANJA STABILIZACIJA

Tehnologija rekombinantne DNA nam omogoc¢a, da nare-
dimo spremembe na nivoju aminokislinskega zaporedja
proteinov, z namenom povecanja njihove fizikalne in ke-
mijske stabilnosti.

Pegilacija

Najbolj znan pristop za povecanje tako kemijske kot fizi-
kalne stabilnosti je pegilacija proteina (kovalentno pripe-
njanje verig polietilenglikola na proteinsko molekulo), kar
spremeni njegove fizikalno-kemijske lastnosti (konformacija,
elektrostati¢ne interakcije, hidrofobnost). V prvi vrsti je pe-
gilacija proteinov namenjena izboljSanju farmakokinetike
(daljsi razpolovni ¢as, man;jSi volumen porazdelitve in manjsi
oGistek), kar omogoCa manj pogosto aplikacijo in bolSi
farmakodinamicni u¢inek zdravila. Vendar pegilacija prinasa
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tudi Stevilne prednosti v smislu priprave stabilne kon¢ne
farmacevtske oblike, saj imajo pegilirani proteini boljSo in
vitro stabilnost in topnost, kar je Se posebej pomembno
pri hidrofobnih proteinih, ki so nagnjeni k agregaciji in ad-
sorpciji na povrsine (22, 25).

Glikozilacija

Konjugacija proteinov s sladkorji lahko poveca njihovo sta-
bilnost, vendar imajo lahko glikoproteini drugacne fizikalno-
kemijske lastnosti, kar vpliva tudi na biolosko aktivnost
(26). Tako npr. odstranitev N-vezanih polisaharidov s koa-
gulacijskega faktorja VI, ki ga uporabliamo za zdravljenje
hemofilije A, vodi v ve€ kot 30-odstotno izgubo aktivnosti
in znatno povecCa nagnjenost k agregaciji (27).

Zamenjava aminokislin

Eden od pristopov za zmanjsanje oksidativne pretvorbe
proteinov je zamenjava aminokislin, dovzetnih za oksidacijo,
z aminokislinami, odpornimi na oksidacijo, ¢e to narava
proteina dopusca. Zamenjava cisteina s serinom na mestu
17 v terapevtskem interferonu beta tako npr. poveca nje-
govo stabilnost ob primerljivi u€inkovitosti (28).

Tvorba disulfidnih vezi

Medsebojno povezovanje prostih tiolnih skupin cisteina
poveca stabilnost proteinov tako, da preprecuje oz. oteZzuje
razvitie polipeptidne verige in posledicno porusenje ter-
ciarne strukture in nadaljnjo agregacijo. Poleg tega tudi
zmanjSa moznosti za reakcije kemijske nestabilnosti (iz-
menjava disulfidne vezi in oksidacije) (29).

5.2 ZUNANJA STABILIZACIJA

Eden od najenostavnejsih pristopov za stabilizacijo je shra-
njevanje raztopljenih proteinov pri nizkih temperaturah, ve-
¢inoma pri 2-8 °C, kar v sploSnem podalj$a njihov rok
uporabnosti. Proteini so obcutljivi na temperaturne spre-
membe in lahko pri nizkih temperaturah denaturirajo, ven-
dar je denaturacija v tem primeru reverzibilna, za razliko
od denaturacije pri povisani temperaturi. Z zamrzovanjem
lahko dosezemo Se nizje temperature, vendar lahko vec-
kratno zamrzovanije in odtajevanje moc¢no spodbudi agre-
gacijo proteinov. Reakcije oksidacije in drugih sprememb
proteinov lahko omejimo z ustrezno izbiro in nadzorovanjem
razli¢nih dejavnikov: pH, koncentracija proteina, tempera-
tura in sestava pufra. V sploSnem, pH vrednost raztopine
med 3 in 5 zmanjSa deamidacijo in oksidacijo proteinov,
vendar je za izbiro optimalne vrednosti pH potreben indivi-
dualen pristop glede na stabilnost posameznega proteina.
Pufrne raztopine lahko stabilizirajo proteine po razli¢nih
mehanizmih. Poleg tega da vzdrzujejo ustrezen pH razto-
pine, posamezne komponente pufrov delujejo kot lovilci
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radikalov, kelatorji kovinskih ionov ali se neposredno vezejo
na proteine ter tako povecajo stabilnost konformacije (2).
Dodatek stabilizatorjev je Siroko uporabljan pristop za pre-
precevanje razli¢nih oblik nestabilnosti pri terapevtskih pro-
teinih. Najpogosteje uporabljane stabilizatorje in njihove
mehanizme delovanja opisujemo v nadaljevanju:
Aminokisline: stabilizirajo s preferencno interakcijo (glicin),
z antioksidativnim delovanjem (metionin in cistein), s kelacijo
kovinskih ionov (asparaginska in glutaminska kislina) in s
prepreCevanjem agregacije (arginin) (19, 22).
Antioksidanti: glutation, askorbinska kislina, kelatorji ko-
vinskih ionov (EDTA, citronska kislina) in sladkorii ali polioli
preprecujejo oksidativno nestabilnost proteinov (2).
Humani serumski albumin kot inertni protein, ki zasede
povrsino vsebnika, dodajamo v prebitku za omejevanje
adsorpcije proteinov na povrsine (18).

Kovinski ioni: ione kalcija, magnezija in cinka lahko upora-
bimo kot proteinske stabilizatorje, saj se vezejo na protein
in tako naredijo strukturo proteina bolj togo, kompaktno in
stabilno (30).

Organska sotopila: npr. glicerol in etanol. V majhnih kon-
centracijah zmanjSajo dielektricno konstanto raztopine in
posledicno omejujejo reakcije deamidacije in izomerizacije,
vendar je pri njihovi uporabi potrebna previdnost, saj lahko
v primerih dvofaznega organsko-vodnega sistema pride
do denaturacije proteinov na meji faz (30).

Polimeri: makrogole uporabliamo kot krioprotektante ter
za zasdito pred adsorpcijo in obarjanjem proteinov. Ciklo-
dekstrini izboljSajo topnost in povecajo fizikalno stabilnost
proteinov (2, 30).

Povrsinsko aktivne snovi: najpogosteje uporabliamo Tween
20, Tween 80 in Brij 35, vendar je njihovo kakovost zaradi
moznega oneciscenja s peroksidi potrebno nadzorovati.
Adsorbirajo se na mejne povrsine in preprecujejo adsorpcijo
proteinov na povrsine ter njihovo medfazno denaturacijo
in agregacijo (30).

Sladkorji in polioli: glukoza, saharoza, trehaloza, sorbitol,
manitol, glicerol, etilenglikol. Mehanizem njihovega delo-
vanja je stabilizacija nativne strukture proteina zaradi pre-
feren¢ne interakcije in antioksidativnega delovanja (22).
Soli: stabilizirajo ali destabilizirajo protein. Za stabilizacijo
najveckrat uporabljamo NaCl in KCI, ki stabilizirata proteine
na osnovi elektrostatskih interakcij in tvorbe ionskih mostov
(31).

5.3 LIOFILIZACIJA

Naslednji pristop pri stabilizaciji je izbira trdne farmacevtske
oblike oz. omejitev mobilnosti molekul proteina z liofilizacijo
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0z. suSenjem z zamrzovanjem, kar ugodno vpliva na dol-
goro¢no stabilnost proteina in njegovo odpornost pri tran-
sportu in proti temperaturnim spremembam. Ta postopek
je s stabilnostnega staliS¢a prav tako problematicen, saj
lahko tako suSenje kot zamrzovanje povzrocita spremembe
proteina in zahtevata dodatne pristope k stabilizaciji. Kot
stabilizatorje uporabljamo krioprotektante (sladkoriji, polioli,
aminokisline), ki Citijo pred zamrzovanjem, in lioprotektante
(sladkorii), ki S¢itijo pred dehidracijo (2, 30).

SKLEP

Razvoj stabilnih terapevtskih proteinov je aktualno podrodje
farmacevtske industrije, hkrati pa tudi zelo zahtevno, saj
S0 proteini zaradi svoje zapletene strukture in Stevilnih funk-
cionalnih skupin tako kemijsko kot fizikalno nestabilne mo-
lekule. NajpogostejSa oblika fizikalne nestabilnosti je de-
naturacija proteinov s kasnejSimi agregacijo, precipitacijo
in adsorpcijo na povrsine, kar lahko poslediéno zmanjsa
koncentracijo ali bioloSko aktivnost terapevtsko uporab-
nega proteina ali celo poveca njegovo imunogenost. Pri
kemijskih reakcijah (najpogosteje deamidacija in oksidacija)
turni nivoji in fizikalne lastnosti proteina, kar vpliva na ucin-
kovitost in/ali imunogenost proteina. Z vidika zagotavljanja
kakovosti posebno pozornost posve¢amo nestabilnosti
oz. stabilizaciji proteinov, Kjer je zaradi raznovrstnosti in
zapletenosti potrebna individualna obravnava posamez-
nega proteina. Izmed Stevilnih pristopov za stabilizacijo
proteinov najpogosteje uporabliamo pegilacijo, ki izboljSa
njihove in vitro in in vivo lastnosti.
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