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OZET
Pegilasyon ozellikle peptid-protein yapisinda olan molekiillere bir veya daha fazla polietilen glikol

(PEG) zincirinin baglanmas: olarak tanmimlanmaktadir. PEG toksik, immunojenik ve antijenik olmayan, suda
yiiksek ¢oziiniirliige sahip, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) tarafindan
onayll bir polimerdir. PEG-etkin madde konjugatinin viicutta kalis siiresinin uzamasi, metabolik enzimlerle
parcalanmasinin onlenmesi ve protein immiinojenitesinin azalmasi veya eliminasyonu gibi avantajlar
bulunmaktadir. Giiniimiizde ila¢ tasinmasinda 6nemli bir yeri bulunan pegilasyon ile peptit ve proteinlerin
terapdtik kullamim potansiyelleri artmistir. Bu derlemede pegilasyonun tammi, faydalari, modifikasyon
amacwla kullamilan PEG tiirevieri, pegilasyonun farmasétik alandaki uygulamalar: ve PEG kullanimini

kasitlayan faktorler hakkinda bilgiler 6zetlenecektir.

Anahtar Kelimeler: Polietilen glikol, Pegilasyon, Peptid-protein, Pegilasyon kimyasi.

ABSTRACT

Pegylation is defined as the modification of especially protein-peptide molecules by the linking of one
or more polyethylene glycol (PEG) chains. PEG is a nontoxic, non-immunogenic, non-antigenic, highly
water soluble and FDA approved polymer. The PEG-drug conjugates have several advantages: a prolonged
residence in body, a decreased degradation by metabolic enzymes and a reduction or elimination of protein
immunogenicity. Today the potential of peptides and proteins usage as therapeutic agents is enhanced via
pegylation. In this publication definition and benefits of pegylation, PEG derivates used for modification,

applications of pegylation in pharmaceutical area and the limiting factors of PEG usage is reviewed.
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GIRIS

Peptid-protein yapisindaki biiyiik biyolojik molekiillerin ilag¢ etkin maddesi olarak kullanimi
her gecen giin artmaktadir. Peptid-protein maddelerin ¢ogu oral yolla alindiginda midede
parcalanmakta veya enjekte edildiginde plazma yar1 Omiirleri ¢ok kisa olmaktadir [1]. Bu
maddelerin viicuttaki tasinma ve farmakokinetik problemlerinin ¢dziimlenebilmesi amaciyla
aragtirmacilar polimerler {izerinde yogunlagsmislardir. 1950°li yillarin sonlarina dogru proteinlerin
modifikasyonuna yonelik ¢aligmalar artmigtir. Protein molekiillerinin yapi-etki iligkisinin analizini
kolaylastirmak amaciyla teknikler gelistirilmistir. 1970’1i yillardan itibaren polietilen glikol (PEG)
gibi sentetik makromolekiillerin proteinlere konjugasyonuyla ilgili ¢aligmalar yaymlanmaya
baslamistir. Protein modifikasyonlarinda amag¢ immunoreaktifligin veya immunojenligin
azaltilmas1 ve medikal islemlerde immunglobulin E (Ig-E) iiretiminin baskilanmas1 olmustur. ilk
kez 1977 yilinda serum albumini ve katalaz enzimine PEG’nin kovalan olarak baglanmasimin

antikorlara kars1 immunoreaktifligi azalttig1 gosterilmistir.

In vivo calismalarda polen alerjeninin sebep oldugu Ig-E sinifi antikorlarin olusumunun
PEG-alerjen uygulamasi ile baskilandigi bulunmustur. Bir diger uygulama ise peroksidaz, katalaz,
lipaz ve kimotripsin gibi enzimlerin PEG ile modifiye edilmesidir. Bu modifiye enzimlerin
hepsinin aktif olduklar1 ve organik ¢oziiciilerde ¢oziindiikleri belirtilerek bu ¢oziiciilerdeki ters
hidroliz reaksiyonunu katalizledikleri gosterilmistir. Elde edilen sonuglar biyomedikal ve
biyoteknolojik islemlerin gelistirilmesi i¢in yeni yollar agmistir. Konjugasyon islemi sadece
proteinlere degil, enzimler ve hemin, melanin, klorofil gibi biyoaktif maddelere de uygulanmistir.

971- 1994 yillar1 arasinda protein ve biyoaktif maddelerin pegilasyonuyla ile ilgili yapilan
caligmalarin sayis1 Sekil 1°de verilmistir [2] Goriildiigii gibi her gecen sene pegilasyon ile ilgili

caligmalar artmaktadir.
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Sekil 1: PEG veya tiirevleri ile protein modifikasyonunun yapildig: ¢caligmalarin sayis1 [2].
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Pegilasyon Kimyasi

Sekil 2°de kimyasal yapist verilen PEG 500-20,000 arasi molekiil agirligina sahip ve
immunojenik olmayan bir maddedir. Sulu ¢ozeltilerde ve pek ¢ok organik c¢ozeltide
¢oziinebilmektedir. Amerikan Gida ve ilag Dairesi’nden (Food and Drug Administration-FDA)
onay almis bir polimer olan PEG toksik degildir, aktif proteinlere veya hiicrelere hasar vermez [2].
PEG viicuttan biitiin olarak bobrekler (< 30 kDa olan PEG’ler) veya feges (> 20 kDa olan PEG’ler)
yoluyla atilmaktadir [3].

HD\‘{/\O/\}‘ﬁDH

Sekil 2: Polietilen glikol’ iin (PEG) kimyasal yapisi.

Pegilasyon basitge protein, peptid veya bunlarin digindaki molekiillerin bir veya daha fazla
PEG zincirinin baglanmasi ile modifikasyona ugratilmalar1 olarak tanimlanmaktadir. Pegilasyon
isleminden sonra molekiillerin enzimatik aktivite veya reseptor tarafindan algilanma gibi biyolojik

ozellikleri degismemektedir.

Pegilasyon iglemi genellikle proteinlerin amino gruplarindan agilasyon ve alkilasyon
reaksiyonlar1 ile olusturulmaktadir. Bunun sebepleri amino gruplarinin niikleofil olarak aktif
oluslar1 ve proteinlerin yiizeyinde yer almalaridir. Ozel kimyasal ve enzimatik reaksiyonlar

kullanilarak tiyol, hidroksil ve amid gruplarindan da pegilasyon islemi yapilabilmektedir [2].

Bir molekiile (polipeptid, polisakkarit, poliniikleotid ve kiiciik organik molekiiller)
baglanabilmesi i¢in PEG’nin bir veya iki terminalinde de fonksiyonel grup igerecek sekilde aktive
edilerek PEG tiirevinin hazirlanmasi gerekmektedir. Fonksiyonel grup, molekiilde bulunan ve PEG
ile birlesecek uygun reaktif grubun tipine gore secilmektedir. Proteinler igin reaktif aminoasitler
lizin, sistein, histidin, arjinin, aspartik asit, glutamik asit, serin, treonin, tirozin, N-terminal amino
grubu ve C-terminal karboksilik asittir. Glikoproteinlerde ise yakin hidroksil gruplar periyodat ile

okside olarak iki reaktif formil (-CHO) grubu olustururlar [4].
Modifikasyon amaciyla kullanilan polietilen glikol tiirevleri

Polietilen glikoller beyaz sividan mumsu katiya kadar degisen sekillerde bulunmaktadir. Bu
bilesikler suda ¢oziiniir ve ugucu degildir. Lubrikant, vezikiil, ¢oziicii, baglayici olarak ve gida,
ilag, lastik, kozmetik, ziraat, tekstil, kagit, petrol ve diger bircok endiistri alaninda kullanilmaktadir.

PEG’lerin genel 6zellikleri su sekilde verilebilir:
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1. Amfipatik 6zelliktedir; su, toluen, 1,1,1-trikloroetan ve benzende ¢oziiniir, etil eter ve alifatik

hidrokarbonlarda ¢6ziinmez.

2. Molekiil agirligi (MA) 1000°den biiyiik olan PEG’ler toksik degildir. MA’1 4000 olan PEG
%10’ luk ¢ozeltisi intravendz (i.v.) olarak 16 g/kg dozda sigan, domuz, tavsan ve maymunlara

uygulanabilir (Dahilen kullanim i¢in FDA onay1 alinmustir.).
3. Zayif immunojeniktir.
4. Yiksek konsantrasyonda hiicre fiizyonuna sebep olur.

5. Dekstran veya konsantre tuz ¢ozeltisi gibi bazi makromolekiillerin sulu ¢ozeltileri ile iki fazli

sistemler olustururlar.
6. Protein ve niikleik asitleri ¢oktiirmek amaciyla kullanilabilirler.

Pegilasyon islemi i¢in ¢esitli PEG tiirevleri kullanilabilmektedir. Bu tiirevler genellikle

monometoksi-PEG (mPEG) kullanilarak sentezlenmektedir. Bazi PEG tiirevleri asagida verilmistir.
-Stiksinimidil PEG

Terminal karboksil grubu bulunan mPEG c¢ok yonlil bir tiirevdir. Karboksil grubu polimerin
aktif esterlerinin hazirlanmasi ve biyolojik énemi olan molekiillere dogrudan baglanmasi amaciyla
kullanilabilmektedir. PEG’nin N-hidroksisiiksinimidil (NHS) esteri, pH 7-9 arasinda protein

yapisindaki amino gruplari ile dogrudan etkilesmektedir [2].

-PEG-aminoasit

PEG’nin aminoasit tiirevleri hazirlanmistir. mPEG-asit norldsin’in a-amino grubuna veya
lizinin e-amino grubuna baglanmistir (Sekil 3) [2].

- PEG-siiksinimidil karbonat

Aragtirmacilar PEG aktivasyonu amaciyla mPEG’nin hidroksil grubunu fosgenle reaksiyona
sokup NHS ile aktive etmislerdir. Elde edilen yap1 olan PEG-siiksinimidil karbonat pH 7-10
arasinda proteinlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek dayamikli iiretan bagi meydana
getirmektedir [2].

- PEG-triazin

Diger tipteki modifiye edicilerden olan 2-(O-metoksipolietilenglikol)-4,6-dikloro-s-striazine,
PEG1 olarak (Sekil 3) ve 2,4-bis (O-metoksipolietilenglikol)-6-kloro-s-triazin ise PEG2 olarak

kisaltilmistir. mPEG yapisindaki primer alkol siyaniirik kloriir ile reaksiyona girerek sirastyla bir

veya iki triazin grubu ile yer degistirmekte ve aktive edilmis PEG1 veya PEG2‘yi olusturmaktadir.
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Aktive edilmis PEG1 veya PEG2, proteinlerin amino gruplan ile pH 8-9 ve 9,5-10 arasinda
reaksiyona girmektedir. Iki PEG zinciri protein yapisindaki bir amino grubuna triazin zinciri ile
baglanmakta ve boylece PEG1 ile PEG2’den daha etkili bir protein modifikasyonu saglanmaktadir.

Bu tip modifiye edici tiirevler “zincir sekilli PEG’ler” olarak isimlendirilmektedir [2].
- Fur¢a sekilli PEG ’ler

PEG ve maleik anhidrit kopolimeridir ve aktive edilmis PM olarak kisaltilmaktadir. Firga
seklinde olup cok degerlikli reaktif kisimlar1 bulunmaktadir. Proteinlerin amino gruplart PM
yapisindaki maleik anhidriti ile birleserek amid bagi olugturmaktadir. Firga sekilli PEG’ler protein
molekiiliinii 6rtmekte ve/veya protein ylizeyine anyonik gruplar (-COOH) yerlestirmektedir [2].

- Diger PEG tiirevieri:

PEG tiirevleriyle amino grubu modifikasyonunun disinda protein modifikasyonu i¢in degisik
stratejiler gelistirilmistir. PEG-amin, karbonil bilesiklerinin modifikasyonu i¢in kullanilmistir. Son

zamanlarda heterofonksiyonel PEG tiirevleri yeni tip modifiye ediciler olarak sentezlenmistir [2].

Siiksinimid PEG 8 PEG._triazin
a mPEG-O-COCHgCHECOO-N:] mPEG-0 mPEG-O
=N =N
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‘ f Ny J>_C| g N, ’;)—01
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v Fir¢a sekilli PEG
PEG.aminoasit i
CaHg 8 (':—CH;;-CH-CH Aktive edilmis PV1z:
PEG-C-N-G-COO-N’ | T =H, mw
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PEG-Nle . T .
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Sekil 3: Proteinleri ve biyoaktif maddeleri modifiye etmek amaciyla kullanilan PEG tiirevleri [2].
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Birinci kusak pegilasyon islemi

Birinci kusak pegilasyon metodlarinda genellikle PEG, lizinlerin g-amino gruplarina
baglanmsgtir. Ancak bu durum bir¢ok lizinin modifiye olmasina neden olmusg ve farkli molekiil
agirliginda PEG izomeri karigimlarini vermistir. Bu izomerlerin olugmasi ilag serilerinin tekrar
iiretilebilirligini zora sokmus, ilag antijenligini artirmig ve kotii klinik sonu¢ alinmasina neden
olmustur. Birinci kusak pegilasyon metodlarinda o6zellikle dogrusal ve 12 kDa biiytlikliigiindeki
PEG’ler kullanilmistir. Bazen ila¢ ve etkin madde arasinda zayif baglar olustugundan iiretim ve
enjeksiyon esnasinda ilag-PEG konjugatinin par¢alanmasi gibi problemler meydana gelmistir. Bir
baska problem ise dnceleri kullanilan PEGdiol ile kontamine olan mPEG’den dolay1 proteinlerin
capraz baglanarak aktif olmayan agregatlar olusturmasidir. Diol kontaminasyonu polimerizasyon
sirasinda ortamdaki su kalintilar1 nedeniyle olmaktadir. PEGdiol yapisi, polimerin iki ucundan da
polimerizasyon gergeklestigi i¢in yiliksek molekiil agirligina sahiptir [4]. mPEG yapisindaki diol
kontaminasyonu %10-15 arasinda olabilmektedir. Bu dezavantajlar arastirmacilart ikinci kusak

pegilasyon iglemine yonlendirmistir.

ikinci kusak pegilasyon islemi

Aragtirmacilar PEG tiirevlerini ve etkin maddelerle olan baglarint iyilestirmek ve
proteinlerin spesifik bolgelerine PEG zincirinin konjuge edilmesini saglamak amaciyla cesitli
calismalar yapmislardir. Ornegin transglutaminaz kullanarak PEG’nin alkilamin tiirevlerinin
proteinlere, aktivite kaybi olmadan istenen bolgeden baglanmasi saglanmigtir. Bu durumun PEG-
protein konjugatlarinin klinikteki kullanimlar1 i¢in avantaj saglayacagi belirtilmistir [5]. Bu sekilde
hassas bolgelere yakin reaktif gruplarin saklanmasi amaciyla enzimlerin aktif bolgelerini veya
proteinlerin algilama bolgelerini bir inhibitor, substrat veya spesifik ligant varliginda koruyarak da

pegilasyon yapilabilmektedir.

PEG-asetaldehit yerine PEG-propiyonaldehit kullanimi PEG’de safsizlik olusumunu
engellemistir. PEG’nin karboksilik asit ara f{iriinlerinin hazirlanmasi, PEG etkin maddeye
baglanmadan o6nce diol safsizliklarinin % 97 oranina kadar iyon-degisimi kromotografisi ile
uzaklastirilmasini saglamustir. Ikinci kusak metodlarda bir baska amag ise daha biiyilkk PEG
polimerleri sentezleyerek farmakokinetik ve farmakodinamik etkinligi artirmak olmustur. Tablo
1’de baz1 polipeptitlerin pegilasyon sonrasi degisen farmakokinetik ve farmakodinamik etkinlikleri

verilmistir.
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Tablo 1: Pegilasyonun farmakokinetik ve farmakodinamik parametreler tizerine etkisi [3].

Farmakokinetik Etki Farmakodinamik Etki

interferon-a2a

Stirekli absorpsiyon In vivo antiviral aktivitede 12-135 kat artis
Artan yar1 Omiir (3-8 saatten 65 saate) Antitiméral aktivitede 18 kat artis
Azalan dagilma hacmi (31-73 L’ den 8-12 L’ ye) Kronik hepatit C’ye artan siirekli cevap

Azalan sistemik atilim
(6,6-29,2 L/saat’den 0,06-0,10 L/saat’e )
Interlokin-6

Artan yar1 6miir (2,1dak’dan -206 dak.ya) Trombopoetik etkide 500 kat artis

Tiimor nekroz faktor

Artan yar1 0miir (3 dak.dan 45-136 dak.ya) Antitiimoral aktivitede 4 ila 100 kat artis

Bolgeye spesifik pegilasyon islemi biyolojik aktivite kaybim1 ve immiinojeniteyi
azaltabilmektedir. Polipeptitlerde lizin gruplarindan daha az sistein rezidiisii oldugu i¢in sisteinin
tiyol gruplarn modifikasyon i¢in daha uygundur. Ayrica sistein gruplart polipeptid yapisina gen
mithendisligi teknikleriyle eklenebilmektedir. Yiiksek aktiviteli, uzun siire dolasimda kalabilen ve

stabil interferon konjugatinin hazirlanisi bu sekilde yapilmistir.

Pek c¢ok proteinde bolgesel pegilasyon olamasa da antikor parcalari gibi bazi yapilarda

PEG’nin baglanma boélgesinden uzak bir yere baglanmasi énemlidir.

Pegilasyon isleminde bir diger gelisme ise hedef bdlgelerde etkin maddenin salinabilmesini
saglayan parcalanabilir baglarin olusturulmasi ve heterobifonksiyonel PEG’lerin sentezlenerek
kullanilmasi olmustur. Etkin maddenin salimi i¢in kullanilan metodlardan birisi benzil iiretanin
para- veya orto- distlfitinin kullanilmasidir. Hiicre endozomlarinin igi gibi ortamlara maruz
kaldiginda etkin madde serbest hale gecer. Heterobifonksiyonel PEG’ler benzer olmayan terminal
gruplar igerirler. Bu durum immuno-assay, biyosensor ve problar kullanilarak makromolekiillerin
ylizeylere baglanmasi, etkin maddelerin, lipozom veya viriislerin hedef dokulara ulagmasi agisindan

avantaj saglamaktadir.

Ikinci kusak PEG polimerlerindeki bir baska gelisme ise birinci kusakta kullanilan lineer
PEG’lerin aksine dallanmig yapilarin kullanilmasi olmustur. Birinci kusakta kullanilan 12 kDa olan
yapilarin yerini dallanmig 60 kDa PEG molekiilleri almistir. Bu PEG molekiilleri bagli polipeptidi
immiin sistem ve proteolitik enzimlerden daha kolay koruyup antijeniteyi ve par¢alanma olasiligini

azaltmiglardir.
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Pegilasyon islemlerinde PEG baglanma bdlgesinin kontroliiniin saglanmasinin yaninda,
PEG-etkin madde konjugatinin PEG tiirevlerinden ayrilmasi da onemlidir. Saflastirma iki fazli
partisyon veya SEC (Size Exclusion Chromatography), HIC (Hydrophobic Interaction
Chromatography) ve IEX (Ion Exchange Chromatography) gibi kromotografik metodlar ile
yapilabilmektedir [6].

PEG-etkin madde konjugatlarinin avantajlar

Pegilasyon islemi sonucu elde edilen konjugatlar asagida belirtilen Ozellikleri
gostermektedir(Sekil 4) [2,7,8-15].

1. PEG, protein yiizeyini sterik engellemeyle maskelemekte ve degrade edici ajanlara karsi
korumaktadir.

2. Polipeptidin molekiiler biiyiikliiglinii artirmakta ve bunun sonucunda renal ultrafiltrasyonu
azalmaktadir.

3. Antikor veya antijen isleyici hiicrelerin temasi da PEG zincirlerince engellenmektedir .

4, Protein immiinojenisitesi azalmakta veya elimine edilmektedir.

5. PEG fizikokimyasal ozelliklerini baglandig1 peptit veya nonpeptit molekiile tasimakta ve
boylece o maddenin biyodagilim ve ¢oziiniirliik 6zellikleri degismektedir.

6. Enzim ve biyoaktif maddeler organik ¢6ziicli veya sulu ¢ozeltilerde ¢oziinmektedir.

7. In vivo olarak PEG-protein konjugatinin atilmimi ve kandaki sirkiilasyon siiresini
uzatmaktadir.

8. Protein ve biyoaktif maddelerin fizyolojik 6zelliklerini stabilize etmektedir.

9. Cesitli etkin maddelerin farmakokinetik 6zellikleri iyilestirilmektedir.

10.  Biyolojik molekiiller, membranlar, hiicre partikiilleri ve hiicreler ayrilmaktadir.

11. Tumorli dokulardaki birikimi artirmaktadir.

PEG hidrofilliginden
................................. doelayr ¢dziiniirligiin
artmasi

Partikiil '__
hayutunun Proteolitik
enzimlerin ve
antikorlarn
engellenmesi

arlmas sonucy
hibreklerden
atilimm
engellenmesi ~ TZ_§W__ __ ___

Protein

Sekil 4: Pegilasyona ugramis proteinin avantajlarinin sematik gosterimi [7].
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Pegilasyonun Farmasotik Alandaki Uygulamalar

PEG konjugatlartyla, kanser [16-19], enflamasyon [20,21], enzim eksikligi [22], kan
stibstitlisyonu [23,24] gibi pek ¢ok hastaligin tedavisi amaciyla caligilmaktadir. Pegilasyon ile ilgili
caligmalar 1971 senesinden baglayarak artan bir sekilde ilerlemistir. Tablo 2° de 70’li yillardan

baslayarak pegilasyon agisindan 6nemli uygulamalara yer verilmistir.

Tablo 2: 1970 yilindan itibaren gergeklestirilen dnemli pegilasyon uygulamalari.

Yil

1977 PEG’nin serum albuminine ve katalaz enzimine kovalan olarak baglanmasi sonucunda
antikorlara kars1 immiin etkinin azaldiginin gosterilmesi

1977 Alerjenlerin pegilasyonu

1986 Hidrofilik-hidrofobik enzimlerin pegilasyonu

1990 Kalitsal adenozin deaminaz eksikligine bagli immiin zayifligin tedavisinde kullanilan yetim
ilag (orphan drug) olan Adagen®’in (PEG-adenozin deaminaz) FDA’dan onay almast.

1994 Lenfoblastik 16semi ve diger lenfoid malignitelerin tedavisinde kullanilan Oncaspar™’in
(PEG-L-asparginaz) onay almasi [25].

1995 Kaposi sarkoma, metastazik over kanseri tedavisinde kullanilan Doxil®’in (doksorubisinin
pegile edilmis lipozomal formiilasyonunun) onay almasi.

2000 Hepatit C tedavisinde kullamlan PEG-Intron®‘un (Peginterferon alfa-2b) onay almasi
[26,27].

2002 Hepatit C tedavisinde kullanilan Pegasys ““in (Peginterferon alfa-2a) onay almasi [28,29].

2002 Kemoterapi sirasinda meydana gelen graniilosit azalmasinin tedavisinde kullanilan,
Pegfilgrastim ®’in (PEG-graniilosit stimule edici faktor) onay almasi.

2002 Akromegali tedavisinde kullanilan Pegvisomant®’in (PEG-biiyiime hormonu reseptor
antagonisti) onay almasi.

2004 Yasa bagh makular dejenerasyon tedavisinde kullanilan Pegaptanib®‘in (PEG-anti-vaskiiler
epitelyal biiyiime faktorii aptameri) onay almasi.

PEG-Lipozomlar

Yaklasik 0,02-3,5 pm c¢apinda kolloidal tastyici sistemler olan lipozomlar kiiresel
vezikiillerdir [30]. Lipozomlara PEG konjugasyonu yapma stratejisi lipozomlarin tiimor gibi hasarl
dokularda absorbe olabilme 6zelligine dayanilarak gelistirilmistir. Lipozomlara PEG baglanmas1
retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan lipozom alimini 6nlemektedir; bu nedenle PEG kaph
lipozomlar “stealth lipozom” olarak adlandirilmaktadir. PEG-lipozomlari tiimér igindeki
dagilimlan yiiksektir [31]. Lipozomlarin pegilasyon islemi, lipozom siispansiyonunun uygun PEG

ile inkiibasyonu veya sonikasyonuyla yapilabilmektedir [32,33]. Kanser tedavisinde uygulanan
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fotodinamik terapi ajan1 olan fotofirin’in lipozomal formiilasyonlarinin PEG ile konjuge edilmesi
sonucu sitotoksik etkinin arttigi goriilmiistiir [32]. Managit ve ark. [34] galaktozil baglanmig
lipozomlar iizerine PEG kaplayarak bu lipozomlarm kayip olmadan karaciger parankimatik
dokularina hedeflenmesini saglamislardir. Lipozom yiizeyindeki galaktoz gruplarinin reseptorle

etkilesiminin PEG zincirlerince kontrol edilebilecegi belirtilmistir.
PEG-Nanokapsiilleri

Aragtirmacilar  6zellikle kiiciik boyutlarindan dolayr avantajli olan nanotasiyicilar
pegilasyon ile modifiye ederek 6zelliklerini iyilestirmeye c¢alismislardir [35-40]. Nanotasiyicilarin
absorplayici epitelyum ile yiizey etkilesimi fazladir. Biyoadhezif materyallerin kullanilmasi ile bu
ozellik artmaktadir ve koruyucu oOzellik de desteklenmektedir. Nanotasiyicilarin etkinligini
kullanilan polimer bilesimi ¢ok etkilemektedir. Ozellikler kitozan bu agidan siklikla tercih
edilmektedir. Aragtirmacilar kitozan nanokapsiillerinin PEG ile modifikasyonunu yapmiglardir
(Sekil 5). PEG kaplamasinin biyolojik sivilardaki stabiliteyi artirarak barsak epitelyumundan gegisi
artirdig1 bulunmustur [35].
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Sekil 5: Kitozan-PEG nanokapsiiliiniin teorik illiistrasyonu [35].

Pegile proteinlerin mikropartikiil gibi tasiyici sistemlere yiiklenmesi de s6z konusudur [41].
Bu sayede arastirmacilar bazal insiilinin haftada tek doz verilecek sekilde siirekli salimin

gerceklestirmislerdir.
Pegilasyonun oral yolla biyoyararlanim artirmaya yonelik kullanim

Bilindigi gibi peptit ve protein yapisindaki maddeler oral olarak uygulandiginda, enzimatik
degradasyona ugramalart ve barsak epitelindeki diisiik gecgirgenlik nedeniyle absorbe
olamamaktadir [42]. Pek cok arastirmaci bu tarzdaki etkin maddelerin oral biyoyararlanimini
artirmaya yonelik formiilasyonlar1 gelistirmeye calismistir. Bu amagla pegilasyon islemleri de
yapilmigtir. Calceti ve ark. [43] PEG-insiilin konjugatinin elastaz ve pepsin degradasyonuna karsi

insiilini korudugunu gdstermislerdir. PEG-insiilinin poliakrilik asit-sistein ile hazirlanan matris
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tabletlerinin oral olarak verilmesi sonucunda serbest insiiline gore kan sekerinde belirgin derecede

diisiis saglanmistir.
Pegilasyonun doku miihendisligi alanindaki uygulamasi

Zhang ve ark. [44] miyokard enfeksiyonunun tedavisi amaciyla izole edilmis mezensimal
kok hiicrelerini (MSC) pegile edilmis fibrin bazli yama (patch) yardim ile tasimaya ¢alismiglardir.
Sonug olarak hazirlanan sistemin kok hiicreleri canli tutma yeteneginin oldukga yiliksek oldugu

bulunmustur.
Pegilasyonun diyagnostik tasiyici olarak kullanimi

In vivo olarak invazif olmayan tan1 magnetik rezonansla veya radyoaktivite ile bulunabilen
izleyiciler (tracers) ile yapilmaktadir. Izleyicilere selatlama vasitasiyla spesifik dagilim ve
hedeflenme o6zellikleri katilabilmektedir. Bu amacgla polimerler, antikorlar gibi selatlayicilar
kullanilmaktadir. Arastirmacilar pegilasyonun paramanyetik selatlarin vucutta kalis siirelerini
artirdigin1 ve bdylece manyetik rezonansta daha detayli goriintiilerin elde edilmesini sagladigini
gostermislerdir. Bunun yanisira pegilasyonun protein hedefli tamida, spesifik olmayan protein-
protein etkilesmelerine bagl olan arka plan kirliligini engelleyerek daha iyi goriintiiler almay1

sagladig1 belirtimektedir [7].
Antijen ve antikorlarin pegilasyonu

Farmasotik endiistride monoklonal antikorlarin arastirilmasi ve gelistirilmesi amaciyla yogun
caligmalar yapilmaktadir. Antikorlarin immunojenitelerini diisiirerek dolasimdaki yar1 dmiirlerini
uzatmak amaciyla PEG konjugatlar1 hazirlanmistir. Pegile antikorlarm tiimore hedefleme, kronik
hastaliklarin immiinoterapileri gibi 6zel klinik uygulamalarda avantaj getirecegi belirtilmistir.
PEG’in antikorlara spesifik olarak baglanabilmesi antijen baglanmasinda goriilen kayiplar
engelleyerek baglanma affinitesini ve homojenitesini, biiyiik tiretimin daha homojen olmasini

saglayabilmektedir [45].
Kiiciik molekiillii etkin maddelerin pegilasyonu

Kiiciik molekiil agirlikli etkin maddelerde en ¢ok goriilen sikinti diisiik ¢oziliniirliikleri, hizli
atilima ugramalar1 ve hedefsiz bir sekilde dagilima ugramalaridir. Arastirmacilar pegilasyon ile bu
problemleri elimine etmeye calismislardir. PEG’nin 6zellikleri konjuge oldugu etkin maddeye
gecebilmektedir. Konjugatin viicut igindeki davraniglart polimerinkine benzer olmaktadir. Taksol,
kamptotesin, doksorubusin gibi ilaglarda pegilasyondan sonra ¢oziiniirliik artarken farmakokinetik

ve hedeflenme 6zelliklerinin degistigi belirlenmistir [7].
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Peptit yapisinda olmayan etkin maddelerin konjugasyonunda daha az problemler
yasanmaktadir. Kiiclik molekiillerde daha az fonksiyonel grup bulunmaktadir, konformasyonel
ozellikler zorlayici degildir, daha kolay saflastirilma ve karakterizasyon asamalarina sahiptirler.
Pek ¢ok arastirmaci kiiciik molekiillii etkin maddelerin pegilasyonunu, artmis permeabilite ve
retansiyon etkisi (EPR) ile kati tiimorlere pasif hedefleme amaciyla kullanmistir. Etkin maddenin
etki gosterebilmesi icin salimmasi gerekmektedir. Bu nedenle konjugatlar makromolekiiler
prodruglar olarak siniflandirilmaktadir. Son yillarda etkin maddeyi kontrollii bir sekilde istenilen
bolgede konjugattan salabilecek metotlar gelistirilmistir. Kiigiik molekiilli etkin maddelerin
pegilasyonunda karsilasilan en genel problem polimerin az oranda yiiklenmesidir. Aktive edilebilen
bir veya iki hidroksil terminal grubu bulunmaktadir. Bu engeli asmak amaciyla dendrimerik
yapidaki PEG dendronlar olusturmuslardir. Bugiin piyasada pegile edilmis kii¢iik molekiillii etkin

madde bulunmamaktadir [7].
Diger pegilasyon calismalar

Kanser tedavisinde kullanilan ve suda ¢éziinmeyen bir ajan olan kamptotesin’in pegilasyon
ile suda ¢oziinen oOn-ilact (prodrug) hazirlanmistir. Bdylece dolasimda kalig siiresi uzatilarak
biyoyararlanimi artirilmigtir. Serbest kamptotesin’e gore daha fazla tiimorde birikme gozlenmis ve

antitiimor aktivite artmastir [46].

Integrin, a4f1’in 16kositleri enflamasyonlu dokuya tagimasini diizenleyerek enflamasyonda
onemli rol almaktadir. Pepinsky ve ark. [47] kiicilik bir molekiil olan BIO5192 molekiiliiniin o411
inhibe ettigini bulmuslardir. Ancak antienflamatuvar etki i¢in bu maddenin yliksek dozlarinin
giinliik olarak uygulanmasi gerekmistir. Bu durum etkin maddenin kisa yar1 émriine baglanmistir.
Aragtirmacilar etkin maddenin yarilanma 6mriinii pegilasyonla uzatarak hem dozu 30 kat azaltmay1

hem de dozlama rejimini haftada bire diislirmeyi basarmislardir.

Yiizey proteinlerinin pegilasyonunun, yiizey proteini-platelet etkilesmelerini bloke ederek
hasarli damarlarda veya biyomateryallerin yiizeyindeki trombozisi 6nledigi belirlenmistir. PEG ile
modifiye edilmis fibrinojenle yiizeylere platelet adhezyonunun azaldigi gdsterilmistir. Sonug
olarak protein reaktif PEG’lerin akut trombotik depozisyonun dnlenmesi amaciyla kullanilabilecegi

bildirilmistir [48].
PEG-Protein konjugatlarinin biyodagilimi ve farmakokinetik ézellikleri

Dogal proteinlerin farmakokinetik 6zelliklerinin dogru olarak belirlenebilmesi, yapilar1 tam
olarak bilinse dahi zor olmaktadir. PEG konjugatlarinda ise bu durum daha da zorlagmaktadir.

Bunun nedeni degisen molekiil agirligi, polimer sekli, modifikasyonun biyiikligii ve PEG
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baglanma bolgesi gibi cesitli degiskenlerin de sisteme eklenmis olmasidir. Bu parametrelerin
tamami belirli bir dl¢lide konjugatin viicut igindeki glomeriiler filtrasyonu, immunojenitesi,
stabilitesi, doku lokalizasyonu, hiicresel alimi, karacigerden atilimi gibi biyolojik olaylar
etkilemektedir. Giinlimiizde bu konu ¢ok fazla agikliga kavusturulamamistir ve maalesef PEG
konjugatlarinin davranislarinin her bir durum igin ayri ayr1 deneysel olarak gdsterilmesi

gerekmektedir [49,50].

Ozellikle pegilasyon sonucunda partikiil boyutunun artmasi, bobreklerdeki ultrafiltrasyonu
yavaglatmakta ve gegirgen dokularda birikimi artirmaktadir. Yiiklenme ve glikolizasyon
neticesinde maskeleme 0Ozelligi ortaya c¢ikmakta ve bunun neticesinde RES ve karaciger
hiicrelerince fagositoz azalmaktadir. Proteinin korunmasi eliminasyonda onemli yollar olan
proteolizi ve immiin sistem tarafindan algilanmay1 azaltmaktadir. Pegilasyonun proteinin
fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerine etkisi, proteinin ve polimerin 6zellikleri ile uygulanan

pegilasyon stratejisine baglidir.

Hinds ve Kim [51] insiilin ile diisiik molekiil agirliktaki mPEG’yi konjuge etmislerdir. Elde
edilen yapida insiilinin sekonder ve tersiyer yapisinin ve etkinliginin in vivo olarak degismedigi
belirlenmistir. Pegilasyon ile agregasyon azalirken in vivo olarak konjugatin immunojenite,
allerjenite ve antijenitesi de ortadan kalkmistir. Subkutan uygulamada modifiye edilmemis insiiline

gore daha uzun siire dolasimda kalmustir.
PEG kullanimim kisitlayan faktorler

PEG kimyasal sentez yoluyla elde edilmekte ve tiim sentetik polimerler gibi polidispers, yani
farkli sayida monomerleri olan molekiillerden olusmaktadir. Bu durum bazi ilag konjugatlarinin
vucutta kalma siiresi ve immunojenitesi agisindan farkli biyolojik 6zellikler gostermesine neden
olabilmektedir. Giinlimiizde bir takim saflastirma islemleriyle polidispersite 6zelligi azaltilmistir.
Ancak bu durumun, 6zellikle peptitlerle veya peptit yapisinda olmayan diisilk molekiil agirlikli

etkin maddelerle caligiliyorsa, hesaba katilmasi gerekmektedir.

Ikinci bir problem ise polimerin vucuttan atilimiyla ilgilidir. Diger polimerler gibi PEG’ler
de idrar veya fecesle atilmaktadir. Ancak yliksek molekiil agirligina sahip ise karacigerde birikerek

makromolekiiler sendroma sebep olabilmektedir [7].
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SONUC

Pegilasyonun etkin bir sekilde farmasotik alanda ortaya ¢ikisi yaklagik olarak 20 yil almistir.
Bu siire zarfinda pegilasyon kimyasinda ve PEG-etkin madde konjugatlarmin yapisimnin
anlasilmasinda onemli asamalar katedilmistir. Artik giiniimiizde pegilasyon 06zellikle protein
tarzindaki etkin maddelerin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini iyilestirmek amaciyla
kullanilmaktadir. PEG ile modifiye edilmis ila¢ tasiyict sistemlerin kullanimi biiyiikk 6nem
arzetmektedir. Arastirmalarda PEG ile kiiciik molekiillerin modifikasyonu gibi yeni c¢alisma
alanlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Pegilasyonun farmasotik bilim ve teknolojideki roliiniin giderek

artacagi kuskusuzdur.
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