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Povzetek: V zadnjih nekaj letih se je povecalo Stevilo bioloSkih zdravil druge generacije, ki jih dobimo z razli¢nimi naéini spreminjanja proteinov: s
spremembo aminokislinskega zaporedja, s sklopitvijo dveh proteinov ali s postprodukcijskimi modifikacijami, kot je kovalentna povezava proteinov
s polimeri (PEGilacija, HESilacija, polisialilacija). Trenutno je glavni pristop za povecanje ucinkovitosti in izboljSavo fizikalno-kemijskih lastnosti

bioterapevtikov PEGilacija in v 20 letih se je na trziS¢u zvrstilo ve¢ PEGiliranih proteinov, ki potrjujejo varnost in u¢inkovitost tega pristopa. V €lanku
smo se osredotocili na PEGilacijo in podali prednosti, zaradi katerih so PEGilirani bioterapevtiki tako zelo uspesna zdravila.

Kljucne besede: druga generacija terapevtskih proteinov; PEGilacija; PEGilacijski reagenti; PEGilirani proteini; HESilacija

Abstract: In recent years an increasing number of modern biopharmaceuticals called second-generation biopharmaceuticals were engineered.
Engineering can entail changes in the amino acid sequence, protein-protein fusion or post-production modifications such as conjugation with polymers
(PEGylation, HESylation, polysialylation). PEGylation has become the most widely used post-production modification methodology for improving
biomedical efficacy and physicochemical properties of therapeutic proteins. Several PEGylated products have been on the market for some time,
confirming their efficacy and safety. In this review we focus on PEGylation and PEGylated biopharmaceuticals and try to explain why four of eight
approved PEGylated biopharmaceuticals are blockbuster drugs.
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drugi generaciji terapevtskih proteinov, so predvsem spremembe
nukleotidnega zaporedja v genu, ki kodira izhodni protein, katerih rezultat
je lahko sprememba ene ali ve¢ aminokislin, kar lahko pripelje do
popolnoma drugac¢nih farmakokineti¢nih in farmakodinamicnih lastnosti
terapevtskega proteina in tako do druga¢nega delovanja. V drugo
generacijo Stejemo tudi sklopitve dveh proteinov, uvedbo dodatnih
posttranslacijskin modifikacij in razlicne sintezne (postprodukcijske)
modifikacije.

1 Uvod

Odkar so leta 1982 odobrili uporabo rekombinantnega inzulina, so
raziskovalci razli¢nih strok dokazali u€inkovitost in varnost Stevilnih drugih
produktov biotehnologije za zdravljenje mnogih bolezni.

Molekule biotehnoloSkega izvora lahko razdelimo na dve generaciji, in
sicer glede na to, ali so jih kemijsko spremenili (druga generacija) ali ne
(prva generacija). Tako v prvo generacijo sodijo preprosti proteini, ki
posnemajo telesu lastne proteine, ter protitelesa (1). Za terapevtske
proteine prve generacije (kot tudi za proteine na splodno) je znacilno, da
so relativno slabo stabilni in obcutljivi na dejavnike v okolju (temperatura,
pH, strizne sile, prisotnost proteaz), nimajo dolgih ¢asov zadrzevanja v
krvnem obtoku, lahko izkazujejo vecjo imunogenost in ne dajejo visokih

Nedavni napredek na podrocju izdelave naprednih dostavnih sistemoy,
med katere Stejemo liposome, nanodelce in druge, je omogodil tudi
pripravo sistemov z nadzorovanim spros¢anjem terapevtskih proteinov.

Kovalentne povezave proteinov s polimeri, Se posebej PEGilacija

izkoristkov pri rekombinantnem izrazanju (Preglednica 1) (2).

Druga generacija terapevtskih proteinov ima veliko boljSe in za terapijo
primernejSe lastnosti. Njihova struktura je obi¢ajno kemijsko nekoliko
spremenjena, kar ima za posledico manj pogosto dajanje na manj
stresen nacin, s tem pa so pacientu prijaznejsi. Postopki, ki so v rabi pri

(kovalentno pripetje polietilenglikolnih verig na protein), je trenutno glavni
pristop za povec€anje ucinkovitosti bioterapvetikov. Zaradi PEGilacije se
spremeni afiniteta oziroma vezava proteina na specifi¢ne receptorje, zato
ima PEGiliran protein druga¢no bioloSko aktivnost in vitro ter in vivo,
spremenjeno hitrost in obseg absorpcije in biodistribucije ter spremenjen
farmakokineticni in farmakodinamicni profil.
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Preglednica 1: Primerjava bioterapevtikov prve in druge generacije.

Table 1: Comparison of first- and second-generation biopharmaceuticals.

Prva generacija bioterapevtikov

Druga generacija bioterapevtikov

Relativno slaba stabilnost

IzboljSana stabilnost

Nizka topnost v vodi oziroma pufru

IzboljSana topnost

Kratek ¢as zadrzevanja
v krvnem obtoku

Podalj$an ¢as zadrzevanja
v krvnem obtoku

Obcutljivi na proteolizo

Manj ob¢utljivi oz. neobdutljivi
na proteolizo

Izkazujejo lahko manjSo

So lahko imunogeni .
imunogenost

Slabi izkoristki pri
rekombinantnem izrazanju

BoljSi izkoristki
pri rekombinantnem izrazanju

Zaradi kompleksne zgradbe proteinskih molekul je tezje zagotoviti
konstantnost zvitja proteina v pravilno strukturo in zato tudi Stevilo in
mesta vezave molekul PEG velikokrat variira. Za uporabo v terapeviske
namene so ustrezne le proteinske molekule, ki popolnoma ustrezajo
nacrtovanim (2).

2 PEGilacija

Zacetki kovalentne modifikacije proteinskih molekul s polietilenglikolom
(PEG), znane kot PEGilacija, segajo Ze v leto 1970, v zadnjih letih pa se
je slednja uveljavila kot ena najbolj razsirjenih in najuspesnejsih metod za
modifikacijo lastnosti bioloskih zdravil. Shematski prikaz postopka
PEGilacije je prikazan na sliki 1.

Zdravilna uéinkovina:

-slaba topnost

-kratka bioloSka razpolovna doba
-nizka stabilnost v bioloskih teko€inah

Konjugat PEG-zdravilna uéinkovina:
-izboljsana topnost

-podaljéan razpolovni éas
-poveéana stablinost

Slika 1: Shematski prikaz postopka PEGilacije.
Figure 1: Scheme of PEGylation.

Prednost tako modificiranega proteina so podalj$an razpolovni ¢as v
serumu, zmanj$ana imunogenost in obcutljivost na proteolitiéno
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razgradnjo ter povec€ani stabilnost in topnost. PEG lahko aktiviramo na
razlicne nacine, da dosezemo vezavo na specificne skupine na povrsini
proteinskih molekul. V preteklosti so razvili Stevilne reagente za naklju¢no
PEGilacijo, ki so ciljali predvsem na aminske skupine v stranski verigi
lizina. Ker je lizin precej pogosta aminokislina, ki zajema okoli 10 % vseh
aminokislin znotraj proteinov, je rezultat nakljuéne PEGilacije pogosto
heterogena mes$anica razli€nih konjugatov. Razliéni aminokislinski
ostanki v proteinih ne izkazujejo enake nukleofilnosti, zaradi ¢esar lahko
nekaj specifi¢nosti pri vezavi dosezemo z izvajanjem reakcije pri razliénih
vrednostih pH. Pri vi§jih vrednostih (pH 8 ali ve¢) je PEGilacija
najverjetnejSa na aminskih skupinah stranskih verig lizina. Pri nizjih
vrednostih (pH 7.5 in manj) pa reakcija poteka tudi na N-konéni aminski
skupini, z imidazolnimi dusiki histidinskih ostankov in celo s serinskimi,
treoninskimi, tirozinskimi in cisteinskimi ostanki, kar je v skladu z njihovimi
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Slika 2: Mestno specificna PEGilacija: a) mestno specificna PEGilacija
na N-kon¢nem delu, b) mestno specificna PEGilacija na tiolnih
skupinah.

Figure 2: Site-specific PEGylation: a) N-terminal PEGylation, b)

PEGylation of thiol groups.
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nizjimi vrednostmi pK,. Prav tako lahko s spreminjanjem posameznih
parametrov med sintezo (temperatura, ¢as reakcije, koli¢ina dodanih
reagentov,...) vplivamo na stopnjo PEGilacije (mono-, di-, tri- ali visje
PEGilirani konjugati).

Jasno je, da je s staliS¢a zahtev za terapevtsko uporabne spojine in
regulatornih pravil zelo pomembno, da je rezultat PEGilacije samo en
dobro definiran konjugat, kar omogocajo zgolj tako imenovane mestno
specificne PEGilacije (Slika 2). Glavna prednost uporabe reakcij
PEGilacije na specificnem mestu je, da dobimo dobro definiran produkt,
ki ga lazje ustrezno ocistimo. Dobro znane so PEGilacije na N-konénih
aminokislinah ter na tiolnih skupinah, ¢e so te oddaljene od aktivnega
mesta proteina (2).

2.1 PEG reagenti in njihove lastnosti
PEGilacija je trenutno najuporabnej$a metoda biokonjugacije. Znano je,
da mora biti idealen polimer, ki se uporablja v terapeviske namene,
biorazgradljiv ali kako drugace odstranljiv iz telesa, saj se tako izognemo
dolgoro¢ni akumulaciji in vivo. Za polimere, ki so v rabi v reakcijah
biokonjugacije, je tudi zaZeleno, da imajo nizko stopnjo polidisperznosti
(povezana je s Sirino porazdelitve molekulske mase) in da reagirajo samo
s specifiéno funkcionalno skupino na proteinu.

Po Stevilnih podatkih iz literature imajo PEG reagenti mnoge prednosti pred
drugimi reagenti za modifikacijo, kot so polisaharidi (dekstrani, modificirani
Skrobi, siali¢na kislina idr.) ali mas¢obne kisline in njihovi derivati. Glavne
med njimi so netoksi¢nost, neimunogenost, hidrofilnost ter nenabitost,
veljajo pa tudi za nerazgradijive polimere in jih je Ze pred ¢asom odobrila
FDA ter jih splosno priznavajo za varne (3).

PEG sintetizirajo s polimerizacijsko reakcijo iz etilenoksida. Proizvajalci
ponujajo na razli¢ne nacine aktivirane PEG, ki omogocajo vezavo s
specifiénimi funkcionalnimi skupinami na proteinih (2). Vezava PEG na
terapevtski protein ponavadi spremeni njegove terapevtske lastnosti tako,

da se povecajo njegov ¢as zadrzevanja in vivo, odpornost pred encimsko
razgradnjo, topnost in stabilnost, zmanjSa pa se imunogenost. Vecino teh
pridobitev lahko povezemo z zelo povecanim hidrodinamskim volumnom
konjugata, kar je rezultat fleksibilnosti verige PEG in njene lastnosti, da
lahko veze veliko koli¢ino vode (4). Verige PEG lahko zaradi svoje fleksibilne
strukture na povrsini proteina valujejo (steri¢na stabilizacija), s cemer
protein zasencijo, zmanjSajo vpliv okolice na povrSino ter spremenijo
njegove interakcijske lastnosti, odgovorne za bioloSko aktivnost.

2.2 Biodistribucija in farmakokineti ne

lastnosti PEG-protein konjugatov
PEGilacija poveca ¢as zadrZevanja proteina v telesu in v sploSnem lahko
re¢emo, da ¢as eliminacije konjugata iz telesa naras¢a z dolzino verige
PEG in z njeno razvejanostjo. Dolgi in $e posebej razvejani PEG imajo
lastnost, da ovirajo potovanje konjugata po telesu in prehajanje skozi
bioloske membrane.

Za proteine z molekulsko maso, manj$o od 40 kDa, je ledvi¢na filtracija
glavna potizloGanja iz organizma, zaradi Eesar se ti proteini zelo kratek ¢as
zadrzujejo v krvnem obtoku. S konjugacijo s polietilenglikolom se ta ¢as
bistveno podalj$a, saj protein pridobi na velikosti in se v krvi zadrzi tudi do
desetkrat dlje. PEGiliran protein je zasSciten, zaradi ¢esar se zmanjSajo
encimska razgradnja, odstranjevanje s celicami retikuloendotelijskega
sistema in prepoznavnost s strani imunskega sistema (2). Proteini z
molekulskimi masami, vecjimi od 70 kDa, in ve€ina konjugatov PEG-protein
se izlo¢ajo iz telesa preko drugih poti, kot so privzem v jetra, proteoliticna
razgradnja ali odstranjevanje s pomocjo imunskega sistema. Oblika in
velikost konjugatov PEG-protein tudi dolocata, kako se bodo porazdeljevali
in morebiti akumulirali v dolo¢enih delih telesa. Najpogosteje se konjugati
PEG-protein nahajajo v organih, bogatih z retikuloendotelijskimi celicami,
kot so jetra, vranica, limfni vozli, plju€a in tudi ledvice. Ocistek iz teh
organov je nizji za konjugate kot za telesu lastne in glikozilirane proteine.

Preglednica 2: PEGilirani biofarmacevtiki, ki se danes uporabljajo za zdravijenje (10).

Table 2: Marked pegylated biopharmaceuticals (10).

Ime biofarmacevtika Originalni protein Proizvajalec zdravila Terapevtska indikacija Leto odobritve v ZDA
Adagen adenozin deaminaza Enzon Motnje imunskega sistema | 1990
Oncaspar asparaginaza Enzon Akutna_pmfoblastna 1994
(Pegaspargase) levkemija

PEG-Intron IFN-02b Schering-Plough/Enzon | Hepatitis C 2001
(PEGIFN- a2b) g-rloug P

Pegasys ) i -

(PEGIFN- a2b) IFN- a2b Hoffmann-La Roche Hepatitis C 2002
Neulgsta ’ G-CSF Amgen/Nektar Nevtropenija 2002
(pegdfilgrastim)

Somavert mutein hGH Pfizer/Nektar Akromegalija 2003
(Pegvisomant)

Ce.rtolllzumab pegol anti-TNF Fab UCB Revmatoidni artritis in 2008
(Cimzia) Crohnova bolezen

Mircera . o Anemija, povezana s

PEGylated epoetin-3 eritropoetin-p Roche kroni¢no odpovedijo ledvic 2008
Macugen or Macuverse | anti-VEGF aptamer Plizer Starostna degeneracija 2004
(pegaptanib) (RNA- oligonukleotid) rumene pege
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Kljub temu, da trenutno ne obstajajo raziskave, ki bi kazale na slabosti
konjugatov PEG-protein, $e zmeraj ne vemo, kaj se v resnici zgodi z njimi
po dolgotrajnih terapijah, Se posebej pri modernih konjugatih z
razvejanimi verigami PEG velikih molekulskih mas, ki zelo povec¢ajo
hidrodinamski radij in volumen. Ceprav obstajajo porogila, v katerih
raziskovalci svarijo, da kopi¢enje PEG-protein konjugatov v jetrih lahko
pripelje do toksi¢nih ucinkov (5, 6, 7), o resni toksi¢nosti za jetra poro¢ajo
le redki (8).

2.3 PEGilirani proteini v terapiji

PEGilacija je dobro raziskana, Siroko uporabljana in hitro rastoca
tehnologija, ki zado$¢a strogim zahtevam za varnost in ucinkovitost
zdravil. Prvi poskusi PEGilacije proteinov segajo ze v leto 1970, vendar
je FDA Sele leta 1990 odobrila prvi PEGilirani protein: PEGilirano obliko
adenozin deaminaze. Danes se za zdravljenje uporablja ze osem
razli¢nih PEGiliranih proteinov druge generacije in en PEGiliran aptamer
(RNA-oligonukleotid) (Preglednica 2).

V bliznji prihodnosti lahko pri¢akujemo Stevilne nove PEGilirane proteine,
ki so trenutno v razliénih fazah kliniénih preizkusanj. Kot primere lahko
navedemo PEGilirani IFN-B1 za zdravljenje multiple skleroze, ki je na
zacetku faze Il (9), mestno specificno PEGilirani analog G-CSFa, ki je
uspesno zakljucil fazo lla (10), in PEGilirano rekombinantno urikazo
(encim, ki zniza koncentracijo plazemske sec¢ne kisline), ki je uspesno
zakljucila fazo Ill klini¢nih preizku$anj (11).

(] >0 ] oge (1]
3 Drugi naéini modifikacije
proteinov
Razen PEGilacije, ki je trenutno glavni pristop za povecanje ucinkovitosti
bioterapvetikov, se za dosego enakih ciljev uporabljata e HESilacija in
sialilacija.

3.1 HESilacija

Podjetje Fresenius Kabi je razvilo novo tehnologijo priprave dostavnih
sistemov, ki temelji na derivatizaciji izhodne ucinkovine s hidroksietil
Skrobom, ki jo imenujemo HESilacija ali HESiliranje. HESilacija
podobno kot PEGilacija vpliva na lastnosti terapevtske ucinkovine. Ta
derivatizacija omogoci podaljSano zadrzevanje v krvnem obtoku zaradi
povecanja in stabilizacije molekule, kot tudi zmanjSevanje ocistka preko
ledvic. Nadalje lahko HESilacija spremeni imunogenost in alergenost. V
nasprotju s PEGom je HES (hydroxyethyl starch) naravni polimer, ki ima
za vecjo obstojnost premrezeno strukturo. Pridobivajo ga iz voskastega
koruznega Skroba in ga ¢loveski encimi lahko razgradijo, razgradni
produkti pa se izlo¢ajo iz telesa preko ledvic. HES se Ze nekaj ¢asa
uporablja v klini¢ni praksi, in sicer kot sredstvo za povec¢evanje volumna
krvne plazme.

Glede nato, da s HESiliranjem lahko kontroliramo ¢as delovanja, kinetiko
izlo€anja ter nacin povezovanja z ucinkovino, verjamejo, da so tako
dobljeni produkti primerni za terapevtsko uporabo. Druzba Fresenius
Kabi je tako ze razvila nekaj tehnologij vezave HES na ucinkovine (12).
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3.2 Sidlilacija

Pri tem postopku gre za pripenjanje polisiali¢ne kisline na aminokislinske
ostanke proteina, s Cimer se podaljSa razpolovni ¢as in zmanjSa
imunogenost terapevtskega proteina. Ceprav so se pokazali dobri
rezultati, je sialilacija ostala v senci PEGilacije (13).

4 Sklep

Bioloska zdravila prve generacije so bila korak v pravo smer, a so imela
Se veliko pomanikljivosti, ki so jih v veliki meri uspeli izboljsati pri drugi
generaciji bioloskih zdravil. Od slednjih so se izkazali za najucinkovitejSe
PEGilirani proteini, saj so s PEGilacijo dosegli podaljSan razpolovni ¢as,
zmanj$ano imunogenost, pove¢ano proteazno rezistenco ter povec¢ano
topnost in stabilnost bioloske ucinkovine. Glede na Stevilna nova odkritja
na tem podrocju se lahko v bliznji prihodnosti nadejamo Stevilnih novih
in izboljSanih PEGiliranih zdravil.
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