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Kohdennettu proteiinien pilkkominen (TPD, engl. targeted protein degradation) on uusi potentiaalinen
menetelmd sairautta aiheuttavien proteiinien toiminnan estdmiseksi. Erityisesti se, ettd TPD:n avulla
voitaisiin vaikuttaa aiemmin ld&kekehityksen saavuttamattomissa olleisiin kohdeproteiineihin, on tehnyt
siitd kiinnostavan kohteen ladkekehitykselle.

Proteiinien kohdennettu pilkkominen voidaan toteuttaa PROTACien (engl. proteolysis targeting
chimera) avulla. PROTACit ovat pienid bifunktionaalisia molekyylejd, jotka kayttivit
hajotustoiminnassaan  solun  normaaliin  toimintaan  kuuluvaa proteolyyttistd  ubikitiini-
proteasomijarjestelmidd.  PROTACit koostuvat kolmesta osasta: kohdeproteiiniligandista, E3-
ligaasiligandista sekd linkkeristé, joka yhdistdd ligandiosat. PROTAC:It sitovat kohdeproteiinia ja E3-
ligaasia samanaikaisesti muodostaen kolmen komponentin rakenteen (kohdeproteiini-PROTAC-E3-
ligaasi). Télloin PROTAC tuo kohdeproteiinin riittdvén ldhelle E3-ligaasia, jolloin kohdeproteiini
ubikinoituu ja paétyy proteasomin hajotettavaksi.

PROTAC:ekilla on useita hyvid ominaisuuksia, minkd vuoksi niitd pidetddn lupaavina lddkekehityksen
kohteina. Useita PROTACeja onkin edennyt kliinisiin tutkimuksiin ja niilld on saavutettu lupaavia
tuloksia, mutta ne eivdt kuitenkaan ole vield edenneet ladkekéyttoon. PROTACien heikot
fysikokemialliset ominaisuudet rajoittavat niiden muuntamista ladkeaineisiksi. Erityisesti PROTACien
suuri koko tuottaa haasteita, silld se vaikeuttaa PROTACien oraalista annostelua. Fysikokemiallisia
ominaisuuksia on kuitenkin onnistuttu parantamaan optimoimalla PROTACin rakennetta.

Myo6s PROTACien heikko selektiivisyys rajoittaa niiden kayttdd ldékeaineena. Selektiivisyyteen
voidaan vaikuttaa PROTACin rakenteen suunnittelulla. Selektiivisyyttd voidaan parantaa myos
kontrolloimalla PROTAC en aktiivisuutta olosuhteiden mukaan. Potentiaalisia strategioita olosuhteiden
avulla kontrolloitaviin PROTACeihin ovat valon avulla kontrolloitavat PROTACit, hypoksia-aktivoidut
PROTAC:it seki folaattikonjugoidut PROTAC:t.

PROTACien kehittdmisessd lddkekdyttoon soveltuviksi on vield useita haasteita ratkottavana.
Tarkeimpid kehityskohteita ovat uusien spesifisten E3-ligaasien l6ytdminen, linkkerin rakenteen
optimointi, selektiivisyyden parantaminen seké oraalisesti annosteltavien PROTACien kehittédminen.

Avainsanat: lddkekehitys, proteiinien kohdennettu pilkkominen
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epidermaalisen kasvutekijén reseptori (engl. epidermal growth factor receptor)
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folaattireseptori-1
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1 Johdanto

Thmisen proteomi koostuu noin 20 300 proteiinista. Elimistd sddtelee niiden toimintaa tarkasti, jotta
proteiinien homeostaasi, proteostaasi, sidilyy. Usein sairauden puhkeamisen syynd ovatkin
poikkeavuudet proteiinien toiminnassa ja ilmentymisessa.!

Télld hetkelld proteiinien toimintahdirididen aiheuttamiin sairauksiin  kdytetddn
pienimolekyylisid ladkeaineita, jotka toimivat patogeenisten proteiinien inhibiittoreina. Patogeenisen
proteiinin toiminta estetdin kohdentamalla inhibitorinen ldikeaine entsyymin tai reseptorin
aktiiviseen tai sditelevddn osaan.! Téllaiset perinteiset inhibitoriset liéikeaineet ovat kuitenkin
rajoittuneet proteiineihin, joissa on ligandin sitoutumiselle aktiivinen kohta, kuten entsyymeihin ja
reseptoreihin.? Niiden proteiinien lisédksi on vield monia muita patogeenisia proteiineja, kuten
esimerkiksi transkriptiotekijét, jotka ovat merkittivia tekijoitd monissa sairauksissa, kuten syovéssa.
Transkriptiotekijdt ovat sellaisia proteiineja, joilla ei ole ligandin sitoutumiselle aktiivista kohtaa ja
ovat siten olleet lddkekehityksen saavuttamattomissa. 3

Pienimolekyylisten inhibiittorien kiytossa ladkeaineena on myds muita haasteita. Niitd pitdd
kdyttdd suurina annoksina, jotta haluttu terapeuttinen vaikutus saavutettaisiin. Suuret annostukset
puolestaan voivat johtaa epétoivottuihin sivuvaikutuksiin.'? Lisiksi inhibiittoreilla kyetdén
tyypillisesti vaikuttamaan proteiinissa vain yhden domeenin toimintaan, jolloin muiden domeenien
aktiivisuudet ja vuorovaikutukset muiden proteiinien kanssa sdilyvit.! Proteiinien toiminnan
estdmisessd on siis haasteensa, minkd vuoksi on pyritty kehittdmédn menetelmi, joilla patogeeniset
proteiinit saataisiin hajotettua kokonaan. !

Kohdennetusta proteiinien pilkkomisesta (TPD, engl. targeted protein degradation) on tullut
potentiaalinen menetelmd patogeenisten proteiinien aiheuttamien sairauksien hoitoon. TPD-
menetelmdssd on monia etuja inhibitoristen ldékeaineiden kédyttoon ndhden.* TPD:ssd voidaan
kayttad pienempid annostuksia, jolloin myds mahdollisia sivuvaikutuksia ilmenee vihemmaéan. TPD:n
avulla voidaan vaikuttaa kaikkiin proteiineihin ja proteiinin pilkkoutumisen yhteydessd koko
proteiinin toiminta estyy.* Hajotusprosessi menetelmdssd perustuu pédasiassa kahteen solujen
normaaliin toimintaan kuuluvaan proteolyyttiseen jirjestelmdin, joita ovat ubikitiini-
proteasomijirjestelmé sekd lysosomaalinen hajoamisreitti. *

Téssd tutkielmassa keskitytddn ubikitiini-proteasomijirjestelmén toimintaan perustuvan
PROTAC-teknologian (PROTAC, engl. proteolysis targeting chimera) kdyttdon proteiinien
kohdennetussa pilkkomisessa ladkekehityksessd. Tutkielmassa késitellddan PROTACien toimintaa,

rakennetta, selektiivisyyttd sekd PROTACien saamista lddkekayttoon.



2 PROTAC-teknologia

PROTAC-teknologian  kdyttdmisestd proteiinien kohdennetussa pilkkomisessa on tullut
potentiaalinen menetelmd sairauksien hoitoon.> PROTACIit ovat bifunktionaalisia pienid
molekyylejd. Ne koostuvat E3-ligaasiligandista, kohdeproteiiniligandista sekd linkkeristd, joka
yhdistdd ligandiosat.® Solun luonnollisessa hajotustoiminnassa E3-ubikitiiniligaasi liittdd ubikitiinin
hajotettavaan proteiiniin, jolloin proteiini padtyy proteasomin hajotettavaksi. PROTACIt kykenevit
sitomaan E3-ubikitiiniligaasia sekd kohdeproteiinia samanaikaisesti, jolloin muodostuu kolmen
komponentin rakenne (kohdeproteiini-PROTAC-E3-ubikitiiniligaasiligandi). Kolmen komponentin
rakenteen muodostuminen tuo kohdeproteiinin riittdvén ldhelle E3-ubikitiiniligaasia, miké saa aikaan
kohdeproteiinin ubikinoitumisen.®” Ubikinoitumisen seurauksena proteasomi pilkkoo kyseisen
proteiinin peptideiksi ja aminohapoiksi. Kohdeproteiinin hajoamisen yhteydessd PROTAC vapautuu

takaisin kiytt6on. PROTACin toimintamekanismi on esitetty kaaviossa 1.
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Kaavio 1. PROTACIin toimintamekanismi. Kaavio on piirretty viitteessd 6 esitettyd kaaviota

mukaillen.

PROTACzeilla on useita hyvid ominaisuuksia, joiden ansiosta ne voisivat toimia potentiaalisina
ldakeaineina sairauksissa, joita proteiinien toimintah&iriot aiheuttavat.” Farmakodynamiikan kannalta
PROTACin vapautuminen takaisin kdyttoon on merkittavin tarkedd, silli PROTAC kykenee
toimimaan katalyyttisesti eli yksi PROTAC kykenee hajottamaan useita proteiineja.® PROTACien



katalyyttinen luonne mahdollistaa ladkeaineen pitkékestoisen vaikutuksen, mikd mahdollistaa pienten
annostuksien kidyttimisen.” PROTACit kykenevdt sitoutumaan mihin tahansa kohtaan
kohdeproteiinissa, mikd mahdollistaa myos sellaisten proteiinien pilkkomisen, joissa ei ole ligandin
sitoutumiselle aktiivista kohtaa, jolloin yhd useampien proteiinien toimintaan sekd ilmentymiseen
voitaisiin vaikuttaa.®’

Ensimméinen PROTAC raportoitiin vuonna 2001.! Viime vuosikymmenen aikana
PROTAC:en kehittaminen on ollut todellisessa suosiossa ja yli 25 PROTAC-molekyylid on edennyt
kliinisiin tutkimuksiin.!® Proteiinien kohdennettuun pilkkomiseen suuntaavan ladkeyhtion Arvinan
kaksi PROTACia eteni kliinisiin tutkimuksiin vuonna 2019. Kummankin PROTACin rakenne on
esitetty kuvassa 1. Toinen PROTACeista, ARV-110, pilkkoo kohdennetusti androgeenireseptoria.
Tutkimuksen tulokset osoittivat, ettd ARV-110 on tehokas ja turvallinen hoitomenetelma
eturauhassyovdn hoitoon. Toinen PROTAC, ARV-47, pilkkoo kohdennetusti tyypin 1

estrogeenireseptoria, mika tarjoaa potentiaalisen hoitomenetelmén rintasyévén hoitoon. !
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Kuva 1. PROTACien ARV-110 ja ARV-471 rakenne. Oranssilla pohjalla on kohdeproteiiniligandi
ja siniselld pohjalla E3-ubikitiiniligaasiligandi. Ligandeja yhdistdd linkkeri. Kuva on piirretty

viitteessd / esitettyd kuvaa mukaillen.

Vaikka useita PROTACeja on edennyt kliinisiin tutkimuksiin, on vield monia haasteita
ratkottavana, jotta ne saataisiin lddkekdyttoon.! Yhtend merkittdvind haasteena on PROTACien
mahdollinen toksisuus sekd kohteessa ettd kohteen ulkopuolella. Toksisuudella kohteessa viitataan
proteiinin pitkittyneeseen pilkkomiseen, joka johtuu PROTACien katalyyttisestd luonteesta.
Katalyyttisyys hankaloittaa PROTACien aktiivisuuden séételyd annostelulla, silldi on vaikeaa

médrittdd hajotukseen tarvittava PROTACin madrd. Kohteen ulkopuolisella toksisuudella



tarkoitetaan muiden kuin kohdeproteiinien pilkkomista.® Tdstd syystd on pyritty suunnittelemaan
PROTACien rakenne niin, ettd saataisiin aikaan mahdollisimman hyvd kohde- ja
kudosselektiivisyys.!! Lisdhaasteita tuottaa PROTACien suuri koko, joka on tyypillisesti 700—~1000

Da, kun taas optimaalinen koko pienimolekyyliselle lidkeaineelle on 300-500 Da. ¢
2.1 PROTACIien rakenteen suunnittelu ja kehitys
2.1.1 ES-ligaasiligandi

E3-ligaasiligandin tehtdvdnd on tunnistaa ja vérvdtd E3-ligaasi osaksi kolmen komponentin
rakennetta. Ensimméisen sukupolven PROTACeissa kéytettiin E3-ligaasiligandina fosfopeptidia.'?
Fosfopeptidien heikkoutena on niiden huono pysyvyys solussa, silld ne hydrolysoituvat fosfataasin
seurauksena.! Molekyylin pysyvyys solussa vaikuttaa merkittdvisti lddkeaineen vaikutuksen
kestoon.! Myoskaén fosfopeptidien suuri molekyylimassa ei ole optimaalinen ominaisuus, silld suuret
ladkeaineet kyetddn annostelemaan ainoastaan mikroinjektiolla eikd oraalisesti, miké olisi toivottava
ominaisuus lddkeaineelle.!®!? Fosfopeptidien kiyttoon lddkeaineena liittyy haasteita, minkd vuoksi
on alettu kehittémaén ldakeaineeksi soveltuvampia ei-peptidisiéd E3-ligaasiligandeja.'2

Uuden sukupolven PROTACeissa kéytetddn E3-ligaasiligandina pienid molekyyleja.
Pienimolekyylisten ligandien kdytolld on saavutettu parempi pysyvyys solussa sekd nopeampi
kohdeproteiinien hajotus.!? Haasteena on kuitenkin se, ettd pienimolekyylisten PROTACien
kehittamisessa pystytddn kdyttimiin vain muutamia E3-ligaaseja, vaikka ihmisen genomista niitd on
identifioitu yli 600 erilaista.® Tdma johtuu siitd, ettd pienimolekyylisia spesifisid E3-ligaasien
ligandeja tunnetaan hyvin vihdn.! Kahdelle E3-ligaasille on kuitenkin onnistuttu 16ytdméaén
pienimolekyylisid E3-ligaasiligandeja, joita voidaan hyodyntdd PROTACien kehityksessd. Namé E3-
ligaasit ovat von Hippel-Lindau (VHL) seké cereblon (CRBN).!®

VHL-ligandien kehitys sai alkunsa hypoksiaindusoitavan tumatekijin HIFlo:n (engl.
hypoxia-inducible factor-1a) sekd pVHL-proteiinin (engl. von Hippel-Lindau tumor-suppressor
protein) vuorovaikutuksen selvittimisestd.!> Hypoksiaindusoitava tumatekija HIFla sddtelee
hypoksisissa eli vdhdhappisissa olosuhteissa, kuten syOpdkasvaimessa, ilmentyvid geenejd sekd
edistdd syovan etenemistd. Hypoksisissa olosuhteissa pVHL-proteiinia ei ilmenny, jolloin HIFla
ilmentyy ja toimii hallitsemattomasti.'* Soluissa, joissa taas hapen osapaine on normaali, HIF 1a:aan
muodostuu hydroksylaation seurauksena proliinitéhteitd, jolloin muodostuu sitoutumiskohta pVHL-
proteiinille.!® pVHL-proteiini on CRL2YHL-E3-ligaasin substraattireseptori, jolloin HIFla:n
sitoutuminen pHVL-proteiiniin aiheuttaa HIFlo:n ubikinoitumisen ja siten proteosomaalisen

hajotuksen. ' PROTACien kehityksessd tdmé tarkoitti sitd, etti HIFlo:aa voitaisiin kdyttdd E3-



ligaasiligandina.!!3

Ensimmadisissda pVHL-proteiinin ja HIFlo:n vuorovaikutukseen perustuvissa
PROTACeissa kéytettiinkin seitsemdn aminohapon pituista HIF1a:aa VHL-E3-ligaasin tunnistajana.
Naissd peptidiketju oli huomattavasti lyhyempi kuin fosfopeptideissd, joten ne Kkyettiin
annostelemaan ilman mikroinjektiota ja niitd voitiin kiyttdd pienempind pitoisuuksina. Peptideilld on
kuitenkin huono pysyvyys solussa, mikd on johtanut pienimolekyylisten VHL-ligandien
kehittdmiseen. Ensimméiinen pienimolekyylinen VHL-ligandi on VHO032 (kuva 2.) ja my6hemmin
raportoitiin my6s pienimolekyyliset VH101 ja VH298 VHL-ligandit (kuva 2.).!

Talidomidia ja sen johdannaisia, kuten pomalidomidia ja lenalidomidia, on kéytetty jo pitkddn
immunologisina ladkeaineina. Myohemmin on huomattu, etté talidomidi sitoutuu CRBN:4én, joka on
Cullin-RING-E3-ligaasin substraattireseptori. Viime vuosina tehdyt tutkimukset ovat osoittaneet, ettd
talidomidin ja sen johdannaisten glutaari-imidi -rakenne sitoutuu CRBN:&édn aiheuttaen spesifisesti
kohdeproteiinien, kuten transkriptiotekijoiden, ubikinoitumisen ja péddtymisen proteasomin
hajotettavaksi. ! Talidomidi ja sen johdannaiset soveltuvat hyvin lddkeaineiksi niiden ominaisuuksien

takia ja sen vuoksi niitd kidytetddn laajalti PROTACien suunnittelussa. Talidomidin ja sen

johdannaisten rakenteen perusteella on kehitetty uusia E3-ligaasiligandeja, kuten TD-106 (kuva 2.).!
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Kuva 2. VHL- ja CRBN-ligandit. Kuva on piirretty viitteessd / esitettyd kuvaa mukaillen.

PROTACien hajotustoiminta pystytddn kohdistamaan tiettyyn soluun tai kudokseen
hyodyntamélld E3-ligaaseja, joita ilmenee rajoitetusti.’ Esimerkiksi valitsemalla E3-ligaasi, jota
ilmenee piddasiassa sairaassa kudoksessa eikd juurikaan normaalissa kudoksessa, saadaan

mahdollisesti aikaan tehokkaampi terapeuttinen vaikutus haluttuun kohteeseen.”!! Tillaisella



ldhestymistavalla voidaan vilttdd PROTACien aiheuttama hajotustoiminta terveissd kudoksissa.®
PROTACien yksi kehityskohteista onkin 10ytdd spesifisid E3-ligaaseja ja niiden ligandeja, joita

voitaisiin kdyttda tietyissa soluissa tai kudoksissa.®
2.1.2 Kohdeproteiiniligandi

Kohdeproteiiniligandin on tunnistettava kohdeproteiini seké varvittiva kohdeproteiini osaksi kolmen
komponentin rakennetta.!! PROTACeissa kéytettivid kohdeproteiiniligandeja suunnitellaan sen
perusteella, mikd kohdeproteiini halutaan tunnistaa. Kohdeproteiiniligandeilla voidaan tunnistaa
selektiivisesti proteiinien alatyyppejd, proteiinikomplekseja sekd aiemmin lddkekehityksen
saavuttamattomissa olleita proteiineja.! Sopivan kohdeproteiiniligandin kdyttimiselld voidaan
vaikuttaa lddkeaineen selektiivisyyteen sekd oraalisen lddkeaineen biologiseen hyotyosuuteen, eli
sithen osuuteen, joka ladkeannoksesta padtyy verenkiertoon.!

Ensimmdisissd kliinisiin tutkimuksiin edenneissa PROTACeissa kohdeproteiineina ovat
perinteiset lddkekohteet, kuten androgeeni- ja estrogeenireseptorit. * Téllaisilla kohdeproteiineilla oli
jo olemassa ladkekdytossd oleva inhibiittori, jota voitiin kdyttdd kohdeproteiiniligandina.'®
Perinteisiin lddkekohteisiin kohdistuvien PROTACien menestyminen kliinisissé tutkimuksissa on
osoittanut, ettd PROTAC:it voisivat olla paras lddkemuoto kyseisten kohdeproteiinien aiheuttamien
sairauksien hoitoon, koska ne hajottavat kohdeproteiinin pelkén inhiboimisen sijaan.!®

Elintarvike ja ladkevirasto FDA (engl. Food and Drug Administration) on hyviksynyt
ladkekayttoon ligandeja noin 400 ihmisesséd ilmentyvélle proteiinille. Niistd yli 90 % on rajoittunut
entsyymeihin ja reseptoreihin sekd muihin proteiineihin, jotka ovat helppoja kohteita
ladkekehitykselle. On kuitenkin arvioitu, ettd on olemassa yli 3000 geenid, jotka aiheuttavat
sairauksia. Télléin noin 85 % taudinaiheuttajaproteiinia on ldakekehityksen saavuttamattomissa.’
PROTACzE illa ei ole perinteisten inhibiittorien tapaan vaatimuksia estdd proteiinien katalyyttistd
aktiivisuutta tai proteiinin vuorovaikutuksia muiden proteiinien kanssa. Tdmé mahdollistaa sen, ettd
kohdeproteiiniligandi voi sitoutua mihin tahansa kohtaan kohdeproteiinia ja virviti kohdeproteiini
E3-ligaasin hajotettavaksi. Koska PROTACIit kykenevét sitoutumaan mihin tahansa kohtaan
kohdeproteiinia, on PROTACeilla mahdollista vaikutta myds aiemmin laddkekehityksen
saavuttamattomissa oleviin proteiineihin.® Esimerkiksi syopésoluissa suurissa méérin esiintyvii ja
aktiivisesti toimivaa STAT3-proteiinia on pitkddn pidetty klassisena lddkekohteena sydvénhoitoon,
mutta elintarvike ja ladkevirasto FDA ei ole hyviksynyt yhtidkdidn STAT3-proteiiniin kohdistuvaa
ladkeainetta. STAT3-proteiini sditelee geenejd, jotka vaikuttavat syOpdsolujen elossapysymiseen,
lisddntymiseen, etdpesdkkeiden syntyyn ja lddkeresistenssiin, minkd vuoksi inhiboimalla STAT3-

proteiini aktiivisuutta voitaisiin saada aikaan kasvainten kasvua estivé vaikutus.! Lupaavia STAT3-



proteiiniin hajotukseen kohdistuvia PROTACeja on onnistuttu kehittdiméan. Esimerkiksi SD-91 -
PROTACilla pystyttiin selektiivisesti vihentdméan STAT3-proteiiniin pitoisuutta sydpdkudoksessa.

2.1.3 Linkkeri

PROTACien ominaisuudet ja toiminta kohdeproteiinien pilkkomisessa eivit riipu ainoastaan
kohdeproteiiniligandin ja E3-ligaasiligandin valinnasta, vaan myds oikeanlaisen linkkerin valinnalla
on merkitystd.! Linkkerin pituudella, rakenteella ja kiinnityskohdilla on tirked merkitys kolmen
komponentin rakenteen muodostumisessa, hajotusaktiivisuudessa ja selektiivisyydessd. Linkkeri
vaikuttaa myds molekyylin fysikokemiallisiin ominaisuuksiin seké oraalisen lddkeaineen biologiseen
hyodtyosuuteen. !! Fysikokemialliset ominaisuudet vaikuttavat siihen, miten elimistd késittelee
ldakeaineita eli esimerkiksi oraalisesti annosteltavan ladkkeen imeytymiseen.!® Koska linkkeri on
tarkedssd roolissa PROTACIin toiminnassa, on linkkerin suunnittelu ja optimointi yhtend térkedna
kehityskohteena PROTACien kehittdmisessd. Optimoinnin kohteena ovat linkkerin pituus, rakenne,
jaykkyys seki ligandien kiinnityskohdat.!

Linkkerille ei kuitenkaan ole olemassa yleisesti sovellettavissa olevaa strategiaa, jolla
optimaalinen rakenne saataisiin muodostettua. Yleensd lyhyitd ja rakenteeltaan yksinkertaisia
alkyyliketjuja tai lineaarista synteettisesti valmistettua polyetyleeniglykoliketjua (PEG) kéytetdén
linkkerin pohjana. Niihin tulee tehdd kuitenkin modifikaatioita, silld alkyyliketju sekd PEG-ketju ovat
kuitenkin alttiita oksidatiiviselle aineenvaihdunnalle, mikd véhentdd lddkeaineen pitoisuutta
elimistossi ja siten lyhentdd ladkeaineen vaikutuksen kestoa.® Modifikaatioita tehddén iteratiivisen
tutkimuksen sekd puutteiden perusteella, jolloin ketjun rakennetta muokataan tarpeiden mukaiseksi.!
Linkkereitd, jotka sisdltdvit sekd alkyyliketjun ettd PEG-ketjun, kaytetddn yleisimmin PROTACien

suunnittelussa.!

3 PROTACIien selektiivisyys

PROTACien kayttimisessé lddkeaineena on useita turvallisuusriskejé, jotka johtuvat PROTACien
selektiivisyydestd. PROTACIt voivat aiheuttaa kohdeproteiinien lisdksi my6s muiden proteiinien
hajoamisen, mikd vaikeuttaa farmakologian ennustettavuutta.® Esimerkiksi proteiini, joka ei ole
suoraan sitoutunut PROTAC!in voi ubikinoitua ja pddtyd proteasomin hajotettavaksi osana kolmen
komponentin rakennetta. Myds PROTACin kohdeproteiiniligandi voi sitoutua bindérisesti
kohdeproteiinin lisdksi myds muihin proteiineihin aiheuttaen ndiden ubikinoitumisen ja siten niiden
pilkkoutumisen.® Lisdksi PROTACit kayttdvdt solun luonnollista proteolyyttistd ubikitiini-

proteasomijirjestelméé, minkd vuoksi ne kilpailevat E3-ligaasista luonnollisten substraattien kanssa.



Tama voi johtaa luonnollisten substraattien kertymiseen, miké hiiritsee solun normaalia toimintaa.®
Néma selektiivisyyden puutteeseen liittyvit riskit rajoittavat PROTACien kdyttod ladkeaineena.b
Ladkeaineen selektiivinen vaikutus haluttuun kohdeproteiinin on keskeisté niiden kehityksessé, jotta
kohteen ulkopuoliset rakenteet eivét vaurioituisi.” Tamén vuoksi on kehitetty PROTACeja, joilla on
parempi solu tai kudosselektiivisyys.5”

PROTAUC:ien rakenteen suunnitelulla voidaan vaikuttaa niiden selektiivisyyteen, mutta silti
ongelmia tuottaa se, ettd niiden aktiivisuuden kontrollointi on haastavaa, jolloin myds haitallisten
sivuvaikutusten estdminen hankaloituu.! Téstd syystd on kehitetty PROTACEeja, jotka voidaan
aktivoida tietyissd olosuhteissa. Télloin PROTACien toimintaa pystytddn kontrolloimaan siten, ettd
ne toimivat oikeaan aikaan oikeassa paikassa, jolloin viltyttdisiin mahdollisilta haitallisilta
sivuvaikutuksilta.! Olosuhteiden avulla kontrolloitaviin PROTACeihin potentiaalisia strategioita
ovat valon avulla kontrolloitavat PROTACIit, hypoksia-aktivoidut PROTACit sekd
folaattikonjugoidut PROTACit.!

3.1 Valon avulla kontrolloitavat PROTACIit

PROTACien aktiivisuutta pystytddn kontrolloimaan valon avulla. Valoa on jo aiemmin kéytetty
menestyksekkéisti biologisten prosessien kontrolloimisessa.!” PROTACien toiminnan siétely valon
avulla perustuu kahteen péistrategiaan: fotolabiilin suojaryhmén liittdiminen molekyyliin sekd valon
avulla saddeltavin kytkimen liittdiminen molekyyliin. Strategiat perustuvat PROTACin inaktiivisen

ja aktiivisen muodon ilmenemisen sdételyyn valon avulla. !
3.1.1 pc-PROTACIt

Fotolabiililla suojaryhmélld suojattujen PROTACien, pc-PROTACien (engl. photocaged
PROTACS), suunnitteleminen on suhteellisen helppoa, koska aktiivisen PROTACin rakenne
tunnetaan yleensd etukdteen ja ligandien kemialliset ominaisuudet ovat yleisesti saatavilla.!”
Tarvitsee siis vain valita sopiva fotolabiili eli valon siteilyn vaikutuksesta irtoava suojaryhmd. 81
Fotolabiilin suojaryhmén valinnassa tulee ottaa huomioon, etti sen sitoutuminen PROTAC!in estda
tdmén toiminnan. Suojaryhméd voidaan kiinnittdd mihin tahansa PROTACin osaan eli E3-
ligaasiligandiin, kohdeproteiiniligandiin tai linkkeriin.!” Kun fotolabiili suojaryhmé on kiinnitettyné
E3-ligaasiin, se estdd PROTACIn sitoutumisen E3-ligaasiin, jolloin kolmen komponentin rakenne ei

padse muodostumaan eli PROTAC on inaktiivisessa muodossa. Kun PROTAC altistetaan



valodrsykkeelle, fotolabiili suojaryhmé irtoaa ja PROTAC aktivoituu. '® Fotolabiililla suojaryhmalla

suojatun PROTAC:In toiminta on esitetty kaaviossa 2.

Fotolabiili suojaryhma
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Kaavio 2. Fotolabiililla suojaryhmaéllad suojatun PROTACin toimintamekanismi. Kaavio on piirretty

viitteessd 6 esitettyd kaaviota mukaillen.

Useissa solututkimuksissa on kéytetty fotolabiilina suojaryhménd 4,5-dimetoksi-2-
nitrobentsyyliryhméé, joka pystytddn irrottamaan valonsiteilyn aallonpituudella 365 nm." 4,5-
dimetoksi-2-nitrobentsyylisyhmin irtoaminen PROTACista valonséteilyn vaikutuksesta on esitetty

kaaviossa 3.
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Kaavio 3. Fotolabiililla 4,5-dimetoksi-2-nitrobentsyyli-suojaryhmélld suojatun PROTACin

aktivoituminen. Kaavio on piirretty viitteessd /9 esitettyd kaaviota mukaillen.



Fotolabiilin suojaryhmén liittdiminen PROTACiin ei tee molekyylistd tdysin inaktiivista.
Vaikutus PROTAC:In aktiivisuuteen riippuu siitd, mihin kohtaan PROTACin rakennetta suojaryhma
liitetdéin. Fotolabiilin suojaryhmén liittdminen E3-ligaasiligandiin tekee PROTAC:ista inaktiivisen
proteiinien pilkkomisen suhteen, mutta se kuitenkin siilyttdd kohdeproteiinia inhiboivan
aktiivisuuden eli kohdeproteiini kykenee sitoutumaan kohdeproteiiniligandiin. ! Suojaryhmén
liittdminen kohdeproteiiniligandiin ehkédisee sekd kohdeproteiinin pilkkomisen ettd kohdeproteiinia
inhiboivan vaikutuksen. PROTACIit, joissa suojaryhméd on liitettynd kohdeproteiiniligandiin,
kykenevit kuitenkin toimimaan molekyyliliiman tavoin varvdadmalla neo-substraatteja eli muita kuin
kohdeproteiineja E3-ligaasille. On myds mahdollista, ettd ulkopuoliset proteiinit sitoutuvat
suojaryhmilld varustettuun kohdeproteiiniligandiin, jolloin ne saattavat tahattomasti joutua
hajotetuiksi.!” Suojaryhmi voidaan my®os liittda ligandien vélilla sijaitsevaan linkkeriin. T4ll4 tavoin
suojatulla PROTAC:Illa voi silti olla inhiboivaa aktiivisuutta molemmissa péissd sekd se voi varvita
sellaisia proteiineja pilkottavaksi, joita ei pitdisi pilkkoa. 7

Fotolabiililla suojaryhmaélld suojatut PROTACIit eivét ole tdysin optimaalisesti toimivia
selektiivisyyden kannalta, silli my0s inaktiivisella muodolla on joko inhiboiva aktiivisuus tai
mahdollisuus saattaa muita proteiineja hajotettavaksi. Ongelmien ratkaisemiseksi voitaisiin ajatella
useamman suojaryhmin kayttamistd, mutta se aiheuttaisi molekyylin koon kasvamisen. Suurempi
koko hankaloittaisi PROTACin kulkeutumista soluihin.!” My6s aktiivisen PROTACin tehokas ja
puhdas fotokemiallinen vapautumien on merkittdvé tekija suojaryhmailld suojattujen PROTACien
toiminnassa. Epdtdydellisen suojauksen poistamisen tai fotokemiallisten sivutuotteiden seurauksena
jéljelle jadnyt yhdiste voisi kilpailla PROTACin kanssa E3-ligaasin tai kohdeproteiinin
sitoutumisesta.!” Fotolabiililla suojaryhmélld suojattujen PROTACien kiytdssdé on my0s
turvallisuusriskinsd sen vuoksi, ettd ne vapauttavat aktiivisia PROTACeja peruuttamattomasti UV-
valon siteilyn vaikutuksesta.’ Tdhin valon avulla péille kytkettavat PROTACIt toisivat toisenlaisen

ldhestymistavan, silld ne voidaan myds tarpeen tullen muuttaa takaisin inaktiiviseen muotoon.5!?
3.1.2 Valon avulla paalle kytkettavat PROTACit

PROTAC:en aktiivisuutta voidaan sdddelld valon avulla sdddeltivdn kytkimen avulla. Suurimassa
osassa tapauksista valokytkimelld varustettu PROTAC on inaktiivisessa muodossa pimeéssd ja
valolle altistaminen saa aikaan PROTACin aktivoitumisen.!” Valokytkin voi olla kiinnitettynd E3-
ligaasiligandiin, linkkeriin tai kohdeproteiinia sitovaan ligandiin. Toisin kuin fotolabiili suojaryhma,
valokytkin ei poistu rakenteesta valolle altistamisen jilkeen. Valokytkin on upotettuna PROTACin
rakenteeseen, mikd tekee valokytkimelld varustetun PROTACin suunnittelusta haastavampaa kuin

fotolabiililla suojaryhmailld suojattujen PROTACien. Kytkimen avulla kuitenkin saadaan lisdttya
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aktiivisuuden hallintaa eikd myrkyllisid sivutuotteita muodostumaan valokytkimen ollessa pysyva
osa PROTAC!n rakennetta.!”

Valokytkimen liittiminen E3-ligaasiligandiin on kaikkein yleisintd.!” Jos valokytkin halutaan
upottaa linkkeriin, tdytyy ottaa huomioon linkkerin pituus. PROTACIn ligandien tulee olla tietyn
minimietdisyyden pédssé toisistaan, jotta ne kykenevét sitoman kohdeproteiinia sekd E3-ligaasia

samanaikaisesti.20-2!

Valon avulla piélle kytkettivi PROTAC on onnistuttu valmistamaan
kayttamaélla linkkerind orto-Fs-atsobentseenid (engl. o-F4-azobenzene). PROTACin pohjana kiytetiin
Arvinaksen ARV-771-PROTAC!a, jonka ligandien vilinen etdisyys on 11 A.>! ARV-771:n linkkeri
korvattiin orfo tetrafluori atsobentseenilld, jolloin muodostui cis- ja trams-isomeerit. Aktiivisen
transPROTACin ligandien vilinen etiisyys oli 11 A, miki on optimaalinen pituus ARV-771-
PROTACin toiminnalle. Inaktiivisen cisPROTACin ligandien vilinen etiisyys taas oli 8§ A.20
Kfriittisen eron linkkerin pituudessa aktiivisen ja inaktiivisen muodon vililld onkin osoitettu olevan
noin 3 A useissa tutkimuksissa.’’ Kun inaktiivinen cisPROTAC altistetaan siteilylle, jonka
aallonpituus on 415 nm, muodostuu aktiivinen #ransPROTAC (kuva 3.). Kun taas aktiivinen

transPROTAC altistetaan siteilylle, jonka aallonpituus on 530 nm, PROTAC palaa takaisin

inaktiiviseen cis-muotoonsa (kuva 3.). 2°

415 nm

F F
F F. O 530 nm H N=N H
N, N— cF
HN N H 0 o)
\ )

Y
11 A 8 A

Aktiivinen transPROTAC Inaktiivinen cisPROTAC

Kuva 3. PROTAC!n, jossa valokytkin on upotettuna linkkeriin, cis- ja trans-isomeeri rakenteet seké
sateilyn vaikutus cis-ja trans-isomeerien muodostumiseen. Kuva on piirretty viitteessid 20 esitettya

kuvaa mukaillen.
3.2 Hypoksia-aktivoidut PROTACIit

Hypoksiaa esiintyy useissa pahalaatuisissa syOpdkasvaimissa ja sitd voidaan hyddyntda
kudosspesifisten PROTACien kehittdmisessd.???* Hypoksia on viahdhappinen tila, joka on seurausta

kasvaimen alhaisesta hapensaannista.?? Kasvaimen mikroymparistdssd hypoksia aiheuttaa lukuisten
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syovén kasvua edistdvien proteiinien, kuten epidermaalisen kasvutekijan reseptorin, EGFR:n (engl.
epidermal growth factor receptor)®, tuotannon.?*

Hypoksia-aktivoidut PROTACit muodostetaan samankaltaisella periaatteella kuin
valohédkkiin sidotut PROTACIt, eli hypoksia-aktivoitu ldahtevd ryhmid, HALG (engl. hypoxia-
activated leaving group), liitetdén kohdeproteiini- tai E3-ligaasiligandiin. Hypoksialle altistuessaan
HALG irtoaa, jolloin PROTAC-molekyyli aktivoituu. ¢

Hypoksiasta seuraa my0s nitroreduktaasin (NTR) ylituotanto. Nitroreduktaasin méadrd
normaaleissa kudoksissa ja soluissa on todella alhainen tai sitd ei esiinny lainkaan, minkd vuoksi
NTR-aktivoidut PROTACIt pystyttiisiin kohdistamaan sydpésoluihin ja -kudoksiin.?? Ensimméinen
NTR-aktivoitu PROTAC on esitetty kaaviossa 4. Siind NTR-aktivoitu ldhtevd ryhmd on liitetty VHL-
E3-ligaasi-ligandiin. NTR:lle altistuessaan ldhtevd ryhmi irtoaa, jolloin aktiivinen PROTAC-

molekyyli vapautuu ja alkaa tehokkaasti hajottamaan EGFR-proteiinia (kaaviossa 4).22

NTR-aktivoitu ryhma
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Kaavio 4. NTR-aktivoidun EGFR-proteiinia hajottavan PROTACin rakenne ja sen aktivoituminen

NTR:lle altistumisen seurauksena. Kaavio on piirretty viitteessd 22 esitettyd kaaviota mukaillen.

3.3 Folaattikonjugoidut PROTACit

Yksi yleisimmistd lddkeaineen kuljetustrategioista perustuu siihen, ettd ladkeaine konjugoidaan
folaattiin eli ligandiin, joka elimistossd sitoutuu folaattireseptoreihin.!® Folaattireseptori-1:a
(FOLR1) ilmentyy erityisesti sydpdkudoksissa, mutta vain vdhén terveessd kudoksessa.!®
Ilmentymiserojen vuoksi folaattikonjugointia, esimerkiksi FOLRI-ligandilla, voidaan kayttda

PROTACien kohdennettuun kuljetukseen sydpésoluihin.®
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Folaattikonjugoidut PROTACit muodostetaan kiinnittdimélld FOLRI1-ligandi E3-
ligaasiligandiin sellaisella linkkerilld, joka lohkeaa helposti. Folaattikonjugoitu PROTAC kuljetetaan
soluun FOLRI reseptorin avulla (kuvassa 8). Solun sisdlld FOLRI1-ligandi irtoaa PROTACin
rakenteesta endogeenisen hydrolaasin katalysoimana aktiivinen PROTAC vapautuu ja kykenee

hajottamaan kohdeproteiinia.® Folaattikonjugoidun PROTACin toiminta on esitetty kaaviossa 5.
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Kaavio 5. Folaattikonjugoidun PROTAC!n toimintaperiaate. Kaavio on piirretty viitteessd 6 esitettyé

hydrolaasi

oD

aktiivinen PROTAC \

kaaviota mukaillen.

Kuten aiemmin on esitetty, aktiivisissa PROTACeissa on kolme toiminnallista osaa:
kohdeproteiiniligandi, E3-ligaasiligandi seké linkkeri. Konjugoitujen PROTACien suunnittelussa on
tarkedd ottaa huomioon, ettd kaikki kolme toiminnallista osaa pystyvédt konjugoinnin jilkeen
toimimaan normaalisti.>> Esimerkiksi VHL-ligandin hydroksyyliryhmd on edellytys VHL-E3-
ligaasin varvdidmiselle, minkd vuoksi folaattikonjugoidussa ARV-771 PROTACissa folaatti on
liitetty VHL-ligandin hydroksyyliryhméédn esterisidoksella, joka saadaan hajotettua hydrolaasi
entsyymin toiminnan seurauksena.’ Folaattikonjugoidun ARV-771:n rakenne sekd ARV-771:n

aktivoituminen endogeenisen hydrolaasin seurauksena on esitetty kaaviossa 6.
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Kaavio 6. Folaattikonjugoidun ARV-77 -PROTACin rakenne sekd aktivoituminen hydrolaasi

entsyymin toiminnan seurauksena. Kaavio on piirretty viitteessd 25 esitettyd kaaviota mukaillen.

4 PROTACien saaminen laakekayttoon

Vaikka PROTACEeilla on monia lupaavia ominaisuuksia, niiden lddkeainekdyttoon sisdltyy myos
haasteita. PROTACien annostelu oraalisesti on haastavaa erityisesti niiden suuren koon vuoksi.
Verenkiertoon pdityessdin PROTACit kuitenkin toimivat perinteisten pienimolekyylisten
lddkeaineiden tavoin: PROTACien altistusannos kohteessa on verrannollinen annostukseen,
PROTAC!n levinneisyys kudoksessa on hyva sekd PROTACIin kertyminen verenkierrosta maksaan
on alhainen.?® Téllin suoraan verenkiertoon injektoitavien strategioiden kiyttiminen PROTACien
annostelussa olisi potentiaalinen vaihtoehto. Téllaisia strategioita ovat: suonensisdinen injektion,
subuktaaninen injektio seké intraperitoneaalinen injektio eli injektoiminen vatsaonteloon. Useat eri
julkaisut ovatkin osoittaneet PROTACien hajottavan vakaasti kohdeproteiinia prekliinisissé
tutkimuksissa. Esimerkiksi subkutaanisesti eli ihonalaisesti injektoimalla Brd4-proteiinia hajottava
PROTAC kykenee pilkkomaan Brd4-proteiinia syopdkudoksessa jopa > 90 % tehokkuudella.?®
Prekliiniset tutkimukset ovat osoittaneet, etti PROTACien katalyyttisen luonteen takia riittdva
tehokkuus proteiinien pilkkomiseen voidaan saavuttaa PROTACien alhaisella, noin 100-200 nM,
konsentraatiolla plasmassa. Jos riittivd PROTACin tehokkuus, kuten syOpdsolun tdydellinen
tuhoaminen, voidaan saavuttaa jaksottaisella annostuksella, tdlldin suonensisdinen annostelu voisi

olla helpoin tapa saada PROTACit lddkekayttoon. 26
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Oraalinen annostelu on kuitenkin suositeltavin pienimolekyylisten lddkkeiden kuljetusreitti.®26

PROTAC:en ladkekédyton yhtend merkittdvina haasteena onkin oraalisesti biosaatavien PROTACien
kehittdminen.!? Ideaalisen lddkeaineen fysikokemialliset ominaisuudet noudattavat Lipinskin viiden
sdantdéd (Ro5), silld viiden sddnndn toteuttavan lddkeaineen biologinen aktiivisuus oraalisesti
annosteltuna pystytddn ennustamaan. Viiden sddnndn mukaan lddkeaineen tulisi tiyttdd seuraavat
ehdot: molekyylimassan tulisi olla alle 500 Da, hydrofobisuutta kuvaavan log P:n arvon tulisi olla
alle 5, polaarisen pinta-alan tulisi olla alle 140 A tai tasan 140 A ja rakenteessa saa olla enintién 10
kiertyvdd sidosta, enintddn viisi vetysidoksen donoria ja enintdén 10 vetysidoksen akseptoria.'%’
PROTACien fysikokemialliset ominaisuudet eivét toteuta miltdéin osin viiden sddntdd. Heikot
fysikokemialliset ominaisuudet aiheuttavat lddkeaineen huonon imeytyvyyden sekd epdedulliset
farmakokineettiset ominaisuudet in vivo, mitkd vaikuttavat negatiivisesti lddkkeen oraaliseen
biologiseen hyotyosuuteen.!® PROTACien imeytyvyyttd on kuitenkin mahdollista parantaa
lisddmalla ldpaisevyyden voimistajia ja ulosvirtauksen inhibiittoreita ladkevalmisteeseen.® Oraalisesti
annosteltavien ja riittivdn biologisen hyo6tyosuuden omaavien PROTACien kehityksen kannalta
tarkeimpid kehityskohteita ovat moolimassan ja vetysidosdonorien méérddn laskeminen sekd
linkkerin joustavuuden optimointi, jolla voidaan sdadelld ligandien etdisyyttd sopivaksi. '© Myos
kohdeproteiini-  sekd  E3-ligaasiligadien  optimoinnilla ~ voidaan  vaikuttaa  otollisten
farmakokineettisten ominaisuuksien saavuttamiseksi in vivo.!°

Vaikka PROTACien oraalinen biosaatavuus tuottaa haasteita, muutamia oraalisesti annosteltavia
PROTACe¢gja on raportoitu. Arvinaksen ARV-110 on ensimmaiinen oraalisesti annosteltava PROTAC,
joka on edennyt kliinisissd tutkimuksissa. Alkuperdisen ARV-110:an rakennetta on optimoitu, jotta
saavutettaisiin riittdvd biologinen hydtyosuus oraalisesti annosteltuna. Alkuperdisessd rakenteessa
E3-ligaasiligandina oli VH-032-ligandi (kuva 2.). Kyseinen PROTAC kykeni hajottaman
androgeenireseptoria 95 % tehokkuudella testatuissa solulinjoissa. PROTAC ei kuitenkaan imeytynyt
verenkiertoon eikd siten padssyt kulkeutumaan haluttuun kohteeseen. Optimoidussa PROTACissa
E3-ligaasiligandiksi vaihdettiin talidomidi sekd kohdeproteiiniligandia muokattiin, jolloin
saavutettiin lupaava biologinen hy6tyosuus. Liséksi optimoidun rakenteen linkkerid muokattiin seka
ligandeihin tehtiin  muutamia pienid muutoksia, jolloin saavutettiin rakenne, jonka
androgeenireseptorin hajotustehokkuus oli yli 90 % ja biologinen hy&tyosuus hiirilld 37,89 %. Télla
hetkelld ARV-110:aa tutkitaan eturauhassyovin hoitomenetelmind Faasi-II vaiheessa kliinisissé
tutkimuksissa. !

PROTAC:ien annostelureitteihin liittyvien haasteiden lisdksi on vaikeaa ennustaa kuinka suuria
méiirid PROTACia tulisi annostella. Liian suuri PROTACin konsentraatio saattaa johtaa kahden

dimeerin muodostumiseen kolmen komponentin rakenteen muodostumisen sijaan, mikd estda
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PROTACia toimimasta kunnolla. ¢ PROTACien toiminnan havainnointi in vivo ja in vitro on
kuitenkin osoittanut, ettd kolmen komponentin rakenteen muodostaminen saattaa olla molekyylille

suotuisampi vaihtoehto kuin kahden dimeerin muodostaminen, mika on véhentényt huolta aiheesta.?

5 Johtopaatokset ja yhteenveto

Proteiinien kohdennettu pilkkominen lddkekehityksessi PROTAC-teknologian avulla tarjoaa
potentiaalisen hoitomuodon patogeenisten proteiinien aiheuttamien sairauksien hoitoon. Erityisesti
se, ettd PROTACi en avulla voitaisiin kohdentaa hajotustoiminta sellaisiin proteiineihin, jotka ovat
aiemmin olleet lddkekehityksen saavuttamattomissa, tekee PROTACeista kiinnostavan kohteen
ladkekehityksessa.

Useita PROTACeja on edennyt kliinisiin tutkimuksiin ja niilld on saavutettu lupaavia tuloksia.
On kuitenkin vield useita haasteita ratkottavana, jotta PROTACeja voitaisiin kayttdd l1ddkkeena.
Selektiivisyys on yksi suurimmista huolenaiheista PROTACien kiyttamisessd. Siitd syystd
PROTAC:ien rakenteen suunnitteleminen vaatii kehitystyoti, silld olisi tirkedd 16ytdd uusia spesifisid
E3-ligaasi- ja kohdeproteiiniligandeja sekd optimoida linkkerin rakennetta, jotta saavutettaisiin
riittdva selektiivisyys. Myos PROTACien heikot fysikokemialliset ominaisuudet tuottavat haasteita,
joista merkittdvimpénd haasteena on se, etti PROTACIt ovat suurikokoisia, minkd vuoksi niiden
annostelu oraalisesti on hankalaa.

PROTACien selektiivisyyttd on onnistuttu parantamaan ligandivalinnoilla sekd linkkerin
optimoinnilla. My®6s olosuhteiden avulla kontrolloitavia PROTACeja on onnistuttu valmistamaan,
jolloin niiden selektiivisyyttd on saatu parannettua. PROTACien fysikokemiallisia ominaisuuksia on
pystytty parantamaan ja siten onnistuttu valmistamaan oraalisesti annosteltava PROTAC, jolla on
myo0s riittdvdn hyvéd biologinen hydtyosuus. PROTAC-teknologia on siis kehittynyt huimasti
viimeisen vuosikymmenen aikana ja PROTACien saaminen lddkekdyttoon on merkittdva

kehityskohde lddkekehityksessé.
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