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Talla hetkelld perinteisessd lddkekehityksessd on keskitytty sellaisten yhdisteiden kehittdmiseen, jotka
muokkaavat proteiinien toimintaa. Kuitenkaan kaikissa sairauksissa pelkén proteiinin toiminnan
muokkaaminen ei riitd vaan koko proteiini on hajotettava. Téll6in esiin nousee kohdennettu
proteiininen hajottaminen (engl. targeted protein degradation, TPD).

TPD on kehittymissd uudeksi ldhestymistavaksi sySpésairauksien, tulehdus- ja immuunisairauksien
sekd infektioiden hoitoon. Viimeaikaiset edistysaskeleet ovat johtaneet sellaisten molekyylien
kehittdmiseen, joiden avulla solun oma hajotuskoneisto hajottaa proteiinin kokonaan sen toiminnan
estdmisen sijaan. Ndma molekyylit ovat parhaillaan ihmiskokeissa, ja osalla niisti on jo lupaavia
kliinisié tuloksia. TPD:ssé tutkittavat proteiinit hajotetaan ubikinaation ja proteasomivilitteisen
hajoamisen avulla. Témén ldhestymistavan keskidsséd on kolmiosainen kompleksi, joka muodostuu E3-
ubikitiiniligaasista, kohdeproteiinista seké hajottajamolekyylistd. Hajottajamolekyylit voivat olla joko
yhden- tai kahdenarvoisia, riippuen molekyylin sisidltdmien eroteltavissa olevien kohdistusosien
médrastd. Télld hetkelld eniten kdytetyt molekyylihajottajaluokat TPD:ssé ovat yhdenarvoiset
molekyyliliimahajottajat sekd kahdenarvoiset PROTACIt. Yhdenarvoiset hajottajat ovat linkkerittomia
molekyylejd. Kahdenarvoiset hajottajat koostuvat linkkeristé sekd E3-ubikitiiniligaasin ja
kohdeproteiinin ligandeista.

TPD:ssd muodostuvan kolmiosaisen kompleksin karakterisoimiseksi on kehitetty erilaisia kokeellisia
tekniikoita ja méirityksid. Yleisimmin kéytetyt mééritykset voidaan jakaa karkeasti kolmeen
luokkaan: kohteen sitoutumiseen liittyviin méérityksiin, kolmiosaisen kompleksin muodostumiseen
liittyviin méarityksiin sekd funktionaalisiin solututkimusmaérityksiin. Kohteen sitoutumista
koskevissa médrityksissd mitataan molekyylihajottajan kykya sitoutua kohdeproteiiniin tai E3-
ubikitiiniligaasiin. N&itd menetelmié ovat esimerkiksi isoterminen titrauskalorimetria ja
pintaplasmoniresonanssi. Kolmiosaisen kompleksin muodostumiseen kohdistuvia menetelmié ovat
aikaerotteinen Forsterin resonanssienergiansiirto ja ALPHA-menetelmét. Méadrityksié kéytetdan
hajottajien karakterisointiin, niiden spesifisyyden arviointiin sekd mahdollisten terapeuttisten hyGtyjen
médrittimiseen.

Avainsanat: kohdennettu proteiinien hajottaminen, molekyylihajottajat, molekyyliliimahajottaja,
PROTAC, molekyylihajottajien seulonta
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Biokerrosinterferometria (engl. bio-layer interferometry)

Fluoresenssipolarisaatio (engl. fluorescence polarization)

Isoterminen titrauskalorimetria (engl. isothermal titration calorimetry)

Massaspektrometria (engl. mass spectrometry)

Y dinmagneettinen resonanssi (engl. nuclear magnetic resonance)

Proteiiniproteiini-interaktio (engl. protein-protein interaction)

Proteolyysiin kohdistuvat kimeerit (engl. proteolysis targeting chimeras)

Pintaplasmoniresonanssi (engl. surface plasmon resonance)

Proteiinin kohdennettu hajottaminen (engl. targeted protein degradation)

Aikaerotteinen Forsterin resonanssienergiansiirto (engl. time-resolved Forster resonance
energy transfer)
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1 Johdanto

Kohdistettu proteiininen hajottaminen (engl. targeted protein degradation, TPD) on viime
vuosikymmenien aikana noussut esiin merkittdvénd uutena ladkemuotona, jonka avulla solunsisdisié
proteiineja voidaan hajottaa pienilld molekyyleilld. TPD:n avulla voidaan hoitaa aiemmin
ladkkeettomid kohteita, kuten kasvaimia ja autoimmuunisairauksia, joissa pelkkd proteiinin
toiminnan muokkaaminen ei riité.!

TPD:std on tullut merkittdvd ldhestymistapa proteiinien hajottamiseksi solun normaaliin
toimintaan kuuluvan ubikinaation ja proteasomivilitteisen hajoamisen avulla.? Tihdn mennessé
suurin osa TPD:td koskevasta tutkimuksesta on keskittynyt ubikitiini-proteasomijirjestelméin kautta
tapahtuvaan hajottamiseen, joka kohdistuu pédasiassa solunsisdisiin proteiineihin.> TPD on
kehittymdssd uudeksi ldhestymistavaksi muun muassa syOpidsairauksiin, tulehdus- ja
immuunisairauksiin sekd infektioihin, jotka johtuvat sairautta aiheuttavien proteiinien epanormaalista
esiintyvyydestd.! Tassd ldhestymistavassa keskidssd on kolmiosainen kompleksi, joka muodostuu
E3-ubikitiiniligaasista, kohdeproteiinista sekd niiden vililli olevasta hajottajamolekyylistd.?
Hajottajamolekyylit voivat olla yhden- tai kahdenarvoisia. Yhdenarvoiset hajottajat ovat useimmiten
pienimolekyylisid molekyyliliimahajottajia. PROTAC:it ovat kahdenarvoisia hajottajia, ja siséltavit
erilliset kohdistusosat, jotka sitoutuvat ja muodostavat kolmiosaisen kompleksin.

Hajottajien toimintamekanismeja tutkitaan laajasti in vitro- ja in cellulo -menetelmilld. Nailla
médrityksilld pyritddn saamaan tietoa hajottajien toiminnasta, erityisesti niiden vaikutuksesta
kolmiosaisen kompleksin muodostumiseen ja siten kohdeproteiinin hajottamiseen. Namaé tiedot ovat
tarkeitd, jotta voidaan ymmairtdd molekyylihajottajien toimintaa ja mahdollista soveltuvuutta
ladkekehityksessd. Vaikka in vitro -menetelmét tarjoavat merkittdvdd tietoa kompleksin
muodostumisesta, on tarkedd tunnistaa niiden rajoitukset erityisesti soluymparistossd. Tdméan vuoksi
in cellulo -menetelmid tarvitaan tdydentimddn in vitro -tutkimusta ja varmistamaan hajottajien
toiminnan tehokkuus ja soveltuvuus solutasolla.’

Sekd hajottajien ettd menetelmien kehittdminen on ajankohtaista, mutta tdlld hetkelld
molekyyliliimahajottajien 16ytdminen on ollut sattumanvaraista. Olisi l0ydettdvd keino, jolla
mahdollistettaisiin  hajottajien rationaalinen suunnittelu. Molekyylihajottajat ovat lupaava
kehityskohde lddkekehityksessd, ja niiden avulla voitaisiin tulevaisuudessa hoitaa sairauksia, joiden
hoitoon on aiemmin kdytetty perinteisid pienimolekyylisid inhibiittoreita.

Tutkielmassa kasitellddn aluksi kohdennettua proteiinien hajottamista ja siihen tarvittavia
molekyylihajottajia sekd niiden ominaisuuksia ja eroja verrattuna perinteisiin inhibiittoreihin.
Tutkielman painopisteend on in vitro -yhteensopivat seulontamenetelmit. Lopuksi tarkastellaan

molekyylihajottajien sekd niiden seulontamenetelmien tulevaisuutta.



2  Molekyylihajottajat

Molekyylihajottajat ovat keskidssd proteiinien kohdennetussa hajottamisessa. Ne ovat luokka
ldheisyyttd aiheuttavia molekyylejé, joilla on kyky sitoa kaksi proteiinia yhteen. Molekyylihajottajat
muodostavat kohdeproteiinin ja E3-ubikitiiniligaasin kanssa kolmiosaisen kompleksin, jonka
kohdeproteiini merkitddn hajotettavaksi ubikitiiniproteiinien avulla.

Kolmiosainen kompleksi on tirked, jotta proteiinin hajoaminen voi tapahtua ubikitiini-
proteasomijirjestelmén (engl. ubiquitin-proteasome system, UPS) avulla.* Kolmiosaisen kompleksin
kohdeproteiini merkitddn hajotettavaksi kiinnittdmalld ubikitiini kovalenttisesti pintalysiinin
sivuketjun aminoryhmédn, jonka jdlkeen merkityt proteiinit tunnistetaan proteaasikompleksin eli
proteasomin avulla (Kuva 1). Ubikitiiniproteiini on 76 aminohappoa siséltdvd polypeptidi, joka
vapautuu hajoamisprosessissa ja se voidaan kdyttid uudelleen.* Itse ubikinaatio on monivaiheinen
prosessi, joka alkaa ubikitiiniproteiinin kiinnittyessd kovalenttisesti ubikitiinia aktivoivaan
entsyymiin El. Téamén jilkeen ubikitiini siirtyy toiseen entsyymiin, jota kutsutaan
ubikitiinikonjugoivaksi entsyymiksi E2. Lopullisen ubikitiinin konjugoinnin kohdeproteiiniin
vilittdd kolmas entsyymi, E3-ubikitiiniligaasi, joka vastaa ubikitiinin siirtdmisestd E2-entsyymisté
kohdeproteiiniin. Kun ensimméinen ubikitiini on kiinnittynyt, E3 voi muodostaa pidempid
ubikitiiniketjuja ~ luomalla  ubikitiini-ubikitiini-peptidisidoksia. =~ E4-entsyymi  on  ketjun
pidentdmistekijd, joka voi katalysoida prosessia. Tdméd prosessi johtaa lopulta proteiinin

proteasomaaliseen hajoamiseen aminohapoiksi ja peptideiksi.’
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Kuva 1. Molekyylihajottajavilitteinen kolmiosaisen kompleksin muodostuminen ja sen vilittimé kohdeproteiinin
ubikinaatio ja hajotus. Hajotettava proteiini merkitddn ubikitiiniproteiineilla, jonka jdlkeen proteasomi tunnistaa

hajotettavan proteiinin ja hajottaa sen aminohapoiksi seké peptideiksi.

Kolmiosaisen kompleksin ymmartdmiseksi on tehty paljon tyoti, silld sen tunteminen mahdollistaa
my0s hajoamisprosessin ymmartdmisen. Tdmén nopeasti hajoavan kolmiosaisen vilituotteen
tutkiminen on osoittanut hyvin vaativaksi, mutta saaduilla tuloksilla on parannettu ymmaérrysté
molekyylihajottajista. Seuraavaksi tarkastellaan molekyylihajottajien rakennetta ja tarkemmin niiden

jakoa yhden- ja kahdenarvoisiin hajottajiin.



2.1 Kahdenarvoiset molekyylihajottajat

Hajottajamolekyylien aiheuttama kolmiosainen kompleksinmuodostus voidaan saavuttaa
bifunktionaalisilla eli kahdenarvoisilla hajottajilla. Tallaisia kahdenarvoisia hajottajia ovat
proteolyysiin kohdistuvat kimeerit (engl. proteolysis targeting chimeras, PROTAC), jotka perustuvat
E3-ligaasin ohjaamiseen haluttuun substraattiin, proteiinien kohdennettua hajottamista varten.
PROTAC koostuu kohdeproteiinin ligandista, E3-ubikitiiniligaasin ligandista sekd ndima yhdistavasta
linkkeristd (Kuva 2A). E3-ligaasin ligandi tunnistaa E3-ligaasin ja hankkii sen osaksi kolmiosaista
kompleksia. Télla hetkelld E3-ligandeina kdytetddn pienikokoisia molekyylejd. Niilld on parempi
solunldpéisevyys ja ne hajottavat kohteen nopeammin kuin ensimmadisen sukupolven PROTACien
fosfopeptidit. Niiden ongelmana oli myds suuri molekyylipaino ja peptidisidoksen herkkyys, jotka
rajoittivat peptidipohjaisten PROTACien kliinistd kdyttod.® Kohdeproteiinin ligandi tunnistaa
hajotettavan kohdeproteiinin sekd hankkii sen osaksi kolmiosaista kompleksia. Kohdeproteiinin
ligandi valitaan hajotettavan kohteen mukaan ja on usein pienimolekyylinen inhibiittori. 7 Sopiva
kohdeproteiinin  ligandi  vaikuttaa —myos lddkeaineen  selektiivisyyteen.® PROTACien
hajottamistehokkuus ei riipu ainoastaan kohdeproteiinin ligandista ja E3-ligaasin ligandista, vaan
myos linkkerin valinnalla on vaikutusta. Linkkerin pituus, kiinnityskohdat seki rakenne ovat térkeité
kolmiosaisen kompleksin muodostumiseen sekd hajoamisaktiivisuuden ja kohdeselektiivisyyden
kannalta.”  Linkkeri yhdistdd E3-ubikitiiniligaasin ja kohdeproteiinin ligandin toisiinsa
kovalenttisesti, ja se siséltda yleensd 515 hiiltd tai muuta atomia.’

PROTACIit ovat kemiallisista molekyyliryhmistd tunnetuin, jolla saadaan aikaiseksi
kohdeproteiinin hajottaminen.!® Sitoutumalla samanaikaisesti kohdeproteiiniin ja tiettyyn E3-
ligaasiin, pystyviat PROTACit muodostamaan kolmiosaisen kompleksin, jolloin kohdeproteiini ja E3-
ligaasi pysyvit ldhelld toisiaan (Kuva 2A). E3-ligaasi sitoo polyubikitiiniketjun kohdeproteiiniin ja
signaloi sen proteasomaalista hajottamista varten. Mikéli hajottajamolekyylien tutkimus keskittyy
padasiassa E3-ligaasin ja kohdeproteiinin vilisiin vuorovaikutuksiin ja se suoritetaan in vitro, ei

vaadita E2-entsyymin kayttod.'°
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Kuva 2. Kolmiosaisen kompleksin muodostumisen esimerkkiyhdiste dBET1 avulla. (A) PROTAC koostuu E3-
ligaasia kohdentavasta ligandista, linkkeristd ja kohdeproteiinin ligandista. Se sitoutuu samanaikaisesti
kohdeproteiiniin ja E3-ubikitiiniligaasiin ja aiheuttaa kohdeproteiinin polyubikinaation ja hajottamisen. (B)

Esimerkkiyhdiste dBET1 on spesifinen PROTAC-molekyyli, joka hajottaa BET-proteiineja.'"!?

Yksi tutkituista PROTACeista on dBET1 (Kuva 2B), joka on suunniteltu hajottamaan BET-
proteiineja (engl. bromodomain and extra-terminal demain protein family). BET-proteiinit sidételevit
geenien ilmentymistd ja ovat tirkeitd solujen kasvun ja jakautumisen kannalta. Niitd esiintyy myods
monissa syOvissd, joissa ne voivat edistdd syoOpidsolujen lisddntymistd. dBET1:1lda on sopivat
farmakokineettiset ominaisuudet ja se voi tehokkaasti estéid kasvaimien kasvua, silld BET-proteiinien
hajottaminen estda syopésolujen lisdéntymisen sekd edistéé niiden solukuolemaa. dBET1 on kehitetty
erityisesti akuutin myelooisen leukemian ja muiden hematologisten sydpien hoitoon.!?
PROTAC:zEeilla on havaittu koukkuvaikutusta eli niiden teho heikkenee suurina pitoisuuksina.
Télloin kolmiosaisten kompleksien muodostumisen estyy, silld molemmat proteiinit kompleksoituvat
PROTAC:in. Néin ollen muodostuu kaksiosaisia komplekseja ja havaitaan kellonmuotoinen annos-
vaste-kdyrd (Kuva 3).> Kun kolmiosaisen kompleksin muodostumista tutkitaan in vitro, PROTACin
pitoisuuden kasvaessa muodostuu enemmain kolmiosaisia komplekseja, mutta maksimin saavutettua
kolmiosaisia komplekseja ei endd muodostu vaan PROTAC:t sitoutuvat vain joko E3-ligaasiin tai
kohdeproteiiniin. Kun kolmiosaisia komplekseja ei muodostu, estyy myos ubikinaatiovilitteinen
hajoaminen.'* Koukkuvaikutus vaikeuttaa lddkkeen annostelua ja vaikuttaa sen turvallisuuteen, silld
kaksiosaisten kompleksien muodostumiselle on teoriassa haitallisia seurauksia. E3-PROTAC-
kompleksin hajoamisaktiivisuus voi lisddntyd ulkopuolisiiin kohteisiin, eli kohteisiin, joita ei ole
tarkoitus hajottaa. Liséksi mahdollista on farmakologisen vasteen muodostuminen, joka johtuu

PROTAC-kohdeproteiini-kompleksin vuorovaikutuksista.!
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Kuva 3. PROTACin koukkuvaikutus kuvattuna kolmiosaisen kompleksin muodostumisena PROTACin
logaritmisen pitoisuuden funktiona. PROTACin pitoisuuden kasvaessa muodostuu enemmén kolmiosaisia
komplekseja. Huipun kohdalla havaitaan optimaalinen PROTACIn pitoisuus, jossa kolmiosaisia komplekseja
muodostuu eniten. Kuitenkin PROTACIn pitoisuuden noustessa lisdd, kahdenarvoisia komplekseja muodostuu
todenndkodisemmin kuin kolmiosaisia komplekseja. Tamé védhentdd kohdeproteiinin hajoamista sekd PROTACin
tehoa liian korkeilla pitoisuuksilla. Lisdksi kaksiosaisten kompleksien muodostuminen voi aiheuttaa haittaa

potilaalle, kohteen ulkopuolisen hajotuksen ja farmakologisen vasteen seurauksena.

Useat PROTACit ovat osoittautuneet erittdin lupaaviksi lddkkeiksi kliinisissd tutkimuksissa.
PROTAC:ien teknologiaan liittyy kuitenkin vield monia haasteita, kuten PROTACien suuri koko, joka
vaikuttaa muun muassa solun ldpéisevyyteen. Lisdksi PROTACIt saattavat aiheuttaa toksisuutta, silld
ne toimivat katalyyttisesti hajottaessa kohdeproteiineja. Témi saattaa johtaa kohdeproteiinin
hajottamisen pitkittymiseen. PROTACien katalyyttisyys vaikeuttaa my6s PROTACIin aktiivisuuden
sadtelyd, sillé silloin on hankala arvioida tarkasti kohteen hajottamiseen tarvittava PROTACin maira.
Lisdksi toksisuuteen vaikuttaa, ettdi PROTACIt voivat hajottaa kohdeproteiinin lisdksi muitakin

kohteita.!3:1¢

2.2 Yhdenarvoiset molekyylihajottajat

Kun PROTAC en avulla oli onnistuttu saamaan aikaan proteiinin hajoaminen, on titi 1dhestymistapaa
pyritty laajentamaan yhdenarvoisiin hajottajiin, molekyyliliimoihin, jotka pystyisivit aiheuttamaan
proteiinien ldheisyyden ilman PROTACien tyyppisié ligandeja sisdltivié linkkereité.!”

Yhdenarvoiset molekyylihajottajat ovat linkkerittdmid molekyylejd, jotka ovat pienid,
lddkemolekyylin  kaltaisia  yhdisteitd.>  Yhdenarvoisiin ~ molekyylihajottajiin ~ kuuluvat

molekyyliliimahajottajat, jotka muodostavat kolmiosaisen kompleksin E3-ubikitiiniligaasin ja
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kohdeproteiinin kanssa (Kuva 4A). Molekyyliliimahajottajat tehostavat olemassa olevia heikkoja
vuorovaikutuksia tai saavat aikaan uusia vuorovaikutuksia sellaisten molekyylien vilille, jotka eivét
normaalisti  vuorovaikuttaisi keskendin.!” Molekyyliliimahajottajat  vaikuttavat proteiinin
hajoamiseen aiheuttamalla tai tehostamalla proteiini-proteiini-interaktiota (PPI) E3-ligaasin ja

kohdeproteiinin  vélilld, joka siten johtaa proteiinin ubikinaatioon ja hajottamiseen.!:!?

A
)/(v substraatti
E3- ; E3- — molekyylilima —_— E3- L,
. . | substraatti i : " . v ‘
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' proteiini
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Kuva 4. Kolmiosaisen kompleksin muodostuminen yhdenarvoisen hajottajan avulla ja esimerkkiyhdisteet. (A)
Molekyyliliiman sitoutuminen E3-ligaasiin muokkaa sitoutumiskohtaa, joka estdd entsyymid sitoutumasta
substraattiinsa ja tdten mahdollistaa sitoutumisen kohdeproteiiniin muodostaen kolmiosaisen kompleksin. (B)

Molekyyliliimojen esimerkkiyhdisteet talidomidi, pomalidomidi ja lenalidomidi.'!

Molekyyliliimahajottajien 10ytdminen on useimmiten ollut sattumanvaraista. On kuitenkin 16ydetty
tapoja, joissa inhibiittoreihin on tehty pienid rakenteellisia muutoksia, jotka ovat muuttaneet nama
yhdisteet proteiinikompleksien hajottajiksi.> On siis erityisen tirkedd ymmartdd molekyyliliiman
hajottajien rakenteellisia ja Dbiologisia ominaisuuksia, jotta kohdennettujen proteiinien
hajotusstrategiat voitaisiin siirtdd kdytdnnon kliinisiin sovelluksiin.

Télla hetkelld kliiniseen kdyttoon on hyviksytty kolme molekyyliliimaa, joita ovat talidomidi
ja sen johdannaiset lenalidomidi ja pomalidomidi (Kuva 4B) ja ne kuuluvat immuunivilitteisten
tulehdussairauksien ladkkeisiin (IMiD). Ndméd molekyyliliimahajottajat pystyvét vaikuttamaan
immuunijirjestelméddn, vahentdvét tulehduksia ja ne omaavat sydvénvastaisia ominaisuuksia.'*

Néiden molekyyliliimojen toimintamekanismit perustuvat niiden kykyyn sitoutua cerebloniin, joka
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on osa E3-ubikitiiniligaasikompleksia. Kun talidomidi tai sen johdannaiset sitoutuvat cerebloniin, ne
muuttavat sen substraattispesifisyyttd. Normaalisti cereblon tunnistaa tiettyjd proteiineja, jotka se
merkitsee ubikitiinilla hajotettavaksi, mutta IMiD-l4a4kkeiden avulla se tunnistaa ja merkitsee uusia
proteiineja hajotettavaksi. Tdmd mekanismi on tirked muun muassa syovan hoidossa, silld se voi
johtaa syopésolujen eloojddmiselle kriitisten proteiinien hajottamiseen proteasomissa. Esimerkiksi
multippelin myelooman hoidossa talidomidin johdannaiset tehostavat sydpédsolujen kuolemaa
aiheuttamalla ndiden solujen tarvitseman proteiinin hajottamisen. Liséksi ndmd molekyyliliimat
vihentévit tulehdusta estimélld tulehdusta edistédvien sytokiinien tuotantoa.'®

PROTACeihin verrattuna molekyyliliimahajottajilla on pienempi molekyylipaino, ja niiden
solunldpidisevyys ja imeytymisnopeus on parempi. Liséksi molekyyliliimahajottajat sitoutuvat
ensisijaisesti E3-ligaasin, ja niiden affiniteetti kohdeproteiinin on minimaalinen, joka minimoi myds
koukkuvaikutuksen esiintymisen.'* Haasteena on kuitenkin molekyyliliimojen tunnistaminen, silld
monia tunnetuista yhdisteisti ei ole tunnistettu rationaalisen seulonnan avulla, vaan
sattumanvaraisina 10ydoksind. Painopiste on kuitenkin siirtymissd kohti menetelmid, jotka

mahdollistavat rationaalisen ldhestymistavan.!”

2.3 Molekyylihajottajien erityispiirteet

Pienten molekyylien aiheuttamien kolmiosaisten kompleksien muodostumista ja toimivuutta voidaan
kuvata useilla ominaisuuksilla, joita ovat esimerkiksi sitoutumisasento, stoikiometria, viipymé&aika,
affiniteetti ja yhteistoiminnallisuus.?

Sitoutumisasento kuvaa, kuinka E3-ligaasi, hajottajamolekyyli ja kohdeproteiini yhdistyvit
muodostaakseen kolmiosaisen kompleksin. PROTACEeilla linkkerin pituus ja tavat, joilla kaksi
proteiinia ovat vuorovaikutuksessa keskendén, maérittdvit sitoutumisasennon. Tdmé asento maaridi
lopulta, onnistuuko proteiinin ubikinaatio ja hajottaminen.?

Hajottajien muodostamien kolmiosaisten kompleksien stoikiometria on  1:1:1
(E3:hajottaja:kohdeproteiini). Hajottajien katalyyttinen toimintatapa kolmiosaisten kompleksien
kautta mahdollistaa annostelun pienemmilld pitoisuuksilla kohdeproteiinin  hajoamisen
aikaansaamiseksi. Viipymaéajalla tarkoitetaan aikaa, jonka komponentit pysyvit kompleksina. Se
riippuu  kompleksin dissosiaationopeudesta. Hajottajien osalta tarvitaan riittdvdn hidas
dissosiaationopeus, jotta kohdeproteiinin ubikinaatio ehtii tapahtua. 3

Affiniteetti méadrittdd molekyylien taipumusta sitoutua toisiinsa, ja se ilmaistaan usein
dissosiaatiovakion (Kq4) avulla. Alhainen Kg¢-arvo osoittaa molekyylien vilistd korkeaa affiniteettia,
eli koska todennikoisyys molekyylien viliselle hajoamiselle on pieni, on silloin molekyylien valilla

korkea affiniteetti, eli taipumus sitoutua. PROTACeilla kummallakin ligandilla on affiniteetti
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kohdeproteiinia tai E3-ligaasia kohtaan. Affiniteetti sekd kohdeproteiiniin ettd E3-ligaasiin on tarkeda
kohteen sitoutumisen kannalta.?

Yhteistoiminnallisuus on tarked parametri molekyylihajottajien muodostamien kolmiosaisten
kompleksien ymmartdmiseksi. Yhteistoiminnallisuudella kuvataan kuinka yhden molekyylin
sitoutuminen  vaikuttaa toisen molekyylin  sitoutumiseen, esimerkiksi muokkaamalla
kohdemolekyylin rakennetta. Yhteistoiminnallisuus merkitdin o:lla, ja se on mahdollista saada
laskemalla kaksiosaisen ja kolmiosaisen kompleksin sitoutumisaffiniteettien suhde.!” Kun
yhteistoiminnallisuus on positiivinen, eli a>1, kolmiosaisen kompleksin muodostuminen on
suotuisaa. Kun o<l on yhteistoiminnallisuus negatiivinen, mika tarkoittaa, ettd kompleksin
muodostuminen on episuotuisaa. Kun =1 on kompleksi ei-yhteistoiminnallinen. PROTACien osalta
positiivinen yhteistoiminnallisuus mahdollistaa heikkojen ligandien kdyton ja parantaa hajoamisen
tehokkuutta. Kuitenkin my0s ei-yhteistoiminnalliset PROTACit voivat aiheuttaa voimakasta
hajoamista. Molekyyliliimahajottajat ovat riippuvaisia yhteistoiminnallisten kompleksien

muodostumisesta, silld niiden sitoutumisaffiniteetti kompleksin proteiineihin on usein heikko.?

2.4 Molekyylihajottajien ja inhibiittoreiden erot

Suuri osa hengenvaarallisista sairauksista on edelleen vaikeasti hoidettavissa perinteisten
inhibiittoreiden avulla.’ Perinteisilld inhibiittoreilla on monimutkainen rakenne, ja ne estivét vain
osan proteiinin toiminnasta, koska ne sitoutuvat yleensd vain tiettyihin aktiivisiin kohtiin. Tdma
osittainen toiminnan esto voi johtaa riittaméttomaan terapeuttiseen vaikutukseen, koska jéljelle jadva
proteiiniaktiivisuus voi yhd ylldpitdd sairauden ilmenemistd. Tdmdn vuoksi molekyylihajottajia on
alettu kehittdiméaan inhibiittorien rinnalle erityisesti vaikeasti hoidettavissa oleville sairauksille. ¢

PROTACzEeilla on useita etuja perinteisiin pienimolekyylisiin inhibiittoreihin verrattuna.
PROTAC:it hajottavat kohdeproteiinin ja poistavat siten kaikki sen toiminnot, toisin kuin inhibiittorit.
PROTAC:ien avulla on mahdollista my6s minimoida l4ékeresistenssin muodostuminen, silld niitd
voidaan kiyttdd vain pienind pitoisuuksina. Tdmé vdhentdd myos mahdollisten sivuvaikutuksien
esiintymistd.!®

PROTAC:en liséksi myds molekyyliliimahajottajat soveltuvat sellaisille proteiineille, joita ei
ole ennen pidetty lddkekohteiksi soveltuvina. Perinteiset inhibiittorit toimivat sitoutumalla
kohdeproteiinissa olevaan ligandille sopivaan “taskuun”. Sen sijaan molekyyliliimahajottajien
toiminta ei edellytd kohdeproteiinin sitoutumistaskua, vaan ne aiheuttavat vuorovaikutuksen E3-
ligaasin ja kohdeproteiinin vilill4, jotka eivit normaalisti suoraan vuorovaikuttaisi keskenéén.?°

Kuitenkin perinteisillé inhibiittoreilla on useita etuja, kuten suunnittelun ja synteesin helppous

sekd hyvit farmakokineettiset ominaisuudet. Farmakokineettiset ominaisuudet kuvaavat, kuinka
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mahdollinen lddkeaine imeytyy, jakautuu, kuinka sen aineenvaihdunta toimii ja miten se poistuu
elimistostd. PROTACeilla on usein huonot farmakokineettiset ominaisuudet, joka johtuu niiden
suuresta molekyylipainosta. Molekyyliliimahajottajien ongelmana on niiden suunnittelun

haastavuus. !4

3 Menetelmit molekyylihajottajien seulontaan

Hajottajien toimintamekanismeja tutkitaan erilaisilla in vitro- ja in cellulo -menetelmilld. Néilla
médrityksilld saadaan tirkedd tietoa muun muassa affiniteetista, termodynamiikasta, kinetiikasta ja
sitoutumisasennosta, jotka ohjaavat kolmiosaisen kompleksin muodostumista, ja ndin ollen
kohdeproteiinin hajottamista.’> Yleisimmin kdytetyt méaritykset voidaan jakaa kolmeen luokkaan:
kohteen sitoutumiseen liittyvat méaritykset, kolmiosaisen kompleksin muodostumisen méiritykset
sekd funktionaaliset solututkimusmairitykset. Kohteen sitoutumiseen kohdistuvissa mairityksissa
mitataan hajottajan kykya sitoutua kohdeproteiiniin tai E3-ubikitiiniligaasiin. Néitd menetelmid ovat
esimerkiksi pintaplasmoniresonanssi ja isoterminen titrauskalorimetria. Kolmiosaisen kompleksin
muodostumisen madrityksissd keskitytdin kolmiosaisen kompleksin muodostumiseen. Menetelmié
ovat aikaerotteinen Forsterin resonanssienergiansiirto (engl. time-resolved Forster resonance energy
transfer, TR-FRET) ja ALPHA-menetelmit (engl. amplifies luminescent proximity homogenous
assay). Funktionaalisissa solututkimusmaiirityksissd arvioidaan hajottajan kykyéd aiheuttaa
kohdeproteiinin hajoamista ja sen my6hempid vaikutuksia solutoimintoihin. Ndiden maéiritysten
yhdistelmid kdytetédidn hajottajien karakterisoimiseksi sekd niiden spesifisyyden arvioimiseksi.?!
Seuraavassa osassa tarkastellaan sekd in cellulo etté in vitro -menetelmid molekyylihajottajien
seulontaan. Pddpaino on in vitro -menetelmissd, ja laskennalliset menetelmét on jétetty tarkastelun

ulkopuolelle.

3.1 In cellulo -menetelmit

In cellulo -menetelmilld tarkoitetaan menetelmid, jotka suoritetaan solun sisdlld soluviljely-
ympéristdssd. Historiallisesti molekyylihajottajia on 16ydetty sattumalla eikd niinkdidn suunniteltua

strategiaa noudattamalla.!”

Jotta molekyylihajottajien toimintaa voidaan tutkia ja uusia
suunnittelustrategioiota kehittdd, on tirkedd, ettd kiytettdvissd on menetelmid, joilla saadaan tietoa
kolmiosaisen kompleksin kohdeproteiinin hajoamisesta myds solun sisilld.? Tavoitteena in cellulo -
menetelmille on varmistaa, ettd hajottajat saavat aikaan halutun kohdeproteiinin hajoamisen
soluympéristossd. Yhtend keskeisend ongelmana on, ettei in cellulo -mééritykset aina sovellu suurten

molekyyliméérien tehoseulontaan niiden monimutkaisuuden ja aikaa vievien protokollien vuoksi.
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Témin vuoksi menetelmid kidytetddnkin usein varmistamaan ldydettyjen kandidaattiligandien
vaikutus solujen sisill.!!

Molekyylihajottajien seulontaan solussa voidaan kayttdd EFC:td (engl. enzyme fragment
complementation), NanoBRET- (engl. nanoluciferase bioluminescence resonance energy transfer) ja
TR-FRET-menetelmid. TR-FRET-menetelméssd solut hajotetaan ja nithin lisdtdén kullekin
vuorovaikutuskumppanille spesifisid leimattuja vasta-aineita. Vuorovaikutuskumppaneiden
laheisyys aiheuttaa energian siirtymisen luovuttajan ja vastaanottajan vililldi. NanoBRET-
menetelmdd  kdytetddn mittamaan kolmiosaisen kompleksin sitoutumistapahtumia. BRETissé
energiansiirto tapahtuu luovuttajan lusiferaasin ja vastaanottajan fluoroforin vélilla. Néissd kahdessa
menetelmadssé detektiokomponentit voidaan tuottaa suoraan solun sisélld. EFC perustuu kahteen (3-
galaktosidaasi entsyymifragmenttiin, jotka toimivat vastaanottajana ja luovuttajana. Kun fragmentit
yhdistetdéin muodostavat ne aktiivisen (-galaktosidaasi-entsyymin, joka hydrolysoi substraattinsa
tuottaakseen kemiluminesenssisignaalin. Menetelmilld voidaan tutkia kolmiosaisen kompleksin
kohdeproteiinin hajottamista.!”

In cellulo -méirityksid kéytetddn ensisijaisesti muiden seulontojen jdlkeen, kun potentiaalisia
molekyylejd on jo 16ydetty, ja joiden toiminta ja tehokkuus halutaan varmistaa solujen luonnollisessa

ympéristossa.

3.2 Invitro -menetelmait

In vitro -menetelmissd tutkimus suoritetaan solun ulkopuolella kdyttden puhdistettuja proteiineja.
Useimmissa in vitro -menetelmissd kdytetdén rekombinanttiproteiineja, jotka on luotu geenitekniikan
avulla. In vitro -menetelmien edellytyksend on, ettd kolmiosaisen kompleksin E3-ubikitiiniligaasi
sekd kohdeproteiini ovat jo tiedossa. Silloin vuorovaikutuksen tutkimiseen voidaan kayttda
pintaplasmoniresonanssia, isotermistd titrauskalorimetriaa, ALPHA- ja TR-FRET-menetelmid.!!
Seuraavaksi késitellddn tarkemmin menetelmien toimintaperiaatteita, sekd kuinka niitd voidaan

kayttad molekyylihajottajien seulontaan.

3.2.1 Lé&heisyyteen perustuvat menetelméit

Liheisyyteen perustuvia menetelmid ovat esimerkiksi TR-FRET ja ALPHA-menetelmét. Néitéd
menetelmid kiytetdin karakterisoimaan kolmiosaisen kompleksin muodostumista sekd médrittimaan
konsentraatioalueita, joissa komplekseja muodostuu. Molemmat menetelmét mittaavat energian
siirtymistd luovuttajan ja vastaanottajan vililld niiden ollessa ldhekkdin. Kompleksien muodostumista
tutkitaan titraamalla tutkittava yhdiste systeemiin, joka sisdltdd kahta kohdeproteiinia. Yhdisteen

konsentraation lisdédntyminen johtaa kolmiosaisen kompleksin populaation kasvuun ja siten
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suurempaan signaaliin, kunnes saavutetaan maksimisignaali. Molekyyliliimahajottajien osalta
parametrit, kuten ECS50 ja saavutettu maksimivaste (Emax) antavat tietoa tehosta ja
yhteistoiminnallisuudesta. PROTACien tapauksessa havaitaan kellonmuotoinen kéyrd, jossa
kompleksin pitoisuus pienenee suurilla PROTACIin pitoisuuksilla koukkuvaikutuksen seurauksena
(Kuva 3). Saatuja vastekdyrid voidaan kayttdd myds osoittamaan PROTACin yhteistoiminnallisuutta.
Yhteistoiminnallisempi PROTAC muodostaa suuremman populaation kolmiosaisia komplekseja,
joka johtaa korkeampaan maksimipiikin intensiteettiin laajemmalla pitoisuusalueella.?

TR-FRET-menetelméin perusperiaatteena on energian siirto luovuttajan ja vastaanottajan
fluoroforien vililld. Kun ndma osat ovat 14helld toisiaan, luovuttajan virittyminen valon vaikutuksesta
johtaa energian siirtymiseen vastaanottajaan. Témén jdlkeen vastaanottaja  ldhettda
fluoresenssisignaalin tietylld aallonpituudella, joka riippuu kdytetystd fluoroforista (Kuva 5A). Néin
ollen molekyylien vilisid vuorovaikutuksia voidaan seurata kiinnittdmilld fluoresoiva leima
kumpaankin osapuoleen ja mittaamalla energiansiirtoaste.'’

ALPHA-menetelmét ovat partikkelipohjaisia menetelmid, joita kdytetddn molekyylien
vélisten vuorovaikutuksien tutkimiseen. Menetelmd perustuu kahden tutkittavan proteiinin
sitomiseen spesifisiin partikkeleihin. Kun ndma kaksi molekyylid ovat 1dhekkéin ja vuorovaikuttavat
keskendén, luovuttajapartikkelin laservirityksen jélkeen ympériston happi muuntuu kithdytetympééan
singlettitilaan, joka sitten reagoi vastaanottajapartikkelin kanssa tuottaen kemiluminesenssisignaalin
(Kuva 5B).""

Liheisyyteen perustuvat mééritykset ovat korkean ldpimenon herkkid ja homogeenisia
tekniikoita, joilla voidaan mitata suoraan kolmiosaisen kompleksin muodostumista in vitro -
olosuhteissa. TR-FRET-menetelméssd luovuttajan fluoresenssin elinikd on huomattavasti pidempi
kuin taustafluoresenssin, joka vihentéd mahdollisia yhdisteiden aiheuttamia héiri6itd, kuten
autofluoresenssia. Yhdisteet voivat kuitenkin johtaa fluoroforin sammumiseen, miké johtaa viériin
negatiivisiin tuloksiin. ALPHA-menetelmissd yhdisteiden aiheuttamaa héiriotd voi esiintyd
esimerkiksi luovuttajapartikkelin virittyessé syntyvéan singlettihapen vaimentamisesta. TR-FRET
maédrityksilld on tyypillisesti kapeampi dynaaminen alue, alhaisemmat teoreettiset ldheisyysrajat ja
suurempi maérityksen vaihtelu verrattuna ALPHA-menetelmiin. ALPHA-menetelmit ovat erittdin
herkkid muutoksille, jonka takia on harkittava huolellisesti, miten véltetddn yhdisteiden
pitkdaikaista altistumista ympériston valolle ja lampdtilan muutoksille. Lisdksi ALPHA-menetelmét
ovat erittdin kalliita ja vaativat erikoistuneemmat laitteet kuin TR-FRET.> ALPHA-menetelmilld on
kuitenkin merkittdva etu verrattuna TR-FRET-menetelméén, sillé energian siirto luovuttajan ja
vastaanottajan vililld tapahtuu singlettihapen vilitykselld, joka mahdollistaa jopa noin 200 nm

sidontaetdisyyden. TR-FRET-menetelméssi luovuttajan ja vastaanottajan etiisyysvili, jolla



16

mentelma toimii parhaiten ja energiansiirto tapahtuu, on noin 9 nm. Kuitenkin pitkd sidontaetiisyys
voi olla haitallinen, sill télldin ei voida tietdd tarkkaan, onko esimerkiksi kompleksi

muodostunut.?
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Kuva 5 Liheisyyteen perustuvat menetelmét molekyylihajottajien seulontaan. (A) TR-FRET -menetelmén
toiminta kolmiosaisen kompleksin muodostuessa. Terbium -vasta-aine toimii luovuttajana ja on sitoutuneena E3-
ligaasiin. Energia siirtyy kohdeproteiiniin sitoutuneeseen fykoerytriiniin, joka emittoi aallonpituudella 575 nm."”
(B) ALPHA-menetelmén perusperiaate. Tutkittava kolmiosainen kompleksi sitoutuu luovuttaja- ja
vastaanottajapartikkeliin. Kolmiosaisen kompleksin muodostuessa ja luovuttajapartikkelin laservirityksen jilkeen
ilmakehdn happi muuntuu singlettitilaan ja reagoi vastaanottajapartikkelin kanssa tuottaen signaalin. Tehty

lahteessd /1 olevaa kuvaa mukaillen.

3.2.2 Isoterminen titrauskalorimetria

Isoterminen titrauskalorimetria (engl. isothermal titration calorimetry, ITC) on leimavapaa
liuoksessa tapahtuva menetelmad, joka mittaa sitoutumistapahtumiin liittyvid lammon muutoksia, ja
sitd voidaan kiyttdd kolmiosaisen kompleksien muodostumisen termodynamiikan tutkimiseen.?
ITC:n avulla saadaan tietoa termodynaamisista parametreista, kuten assosiaatio- ja
dissosiaatiovakioista (K, ja Kq), sitoutumisen stoikiometriasta (N) seki entalpian (AH) ja entropian
(AS) sekd Gibbsin vapaan energian (AG) muutoksista.?* Hajottajamolekyyli lisdtddn ruiskun avulla
ndytekennoon, jossa E3-ligaasi ja kohdeproteiini ovat. ITC mittaa [amp64, joka vapautuu tai sitoutuu
hajottajan sitoutuessa kohdeproteiiniinsa ja muodostaessa kolmiosaisen kompleksin (Kuva 6A).%!

Kun néyte injektoidaan, ITC-laite havaitsee vuorovaikutuksesta syntyvidn vapautuvan tai
absorboituvan ldmmon. Tdméd tapahtuu mittaamalla tehon muutos, jota tarvitaan ylldpitiméién
isotermisid olosuhteita. Injektiot suoritetaan toistuvasti, ja tuloksena on piikkejé, jotka pienenevit
ndytemolekyylin saturoituessa (Kuva 6B). Lopulta piikkien koot pysyvit vakioina, ja kuvaavat vain

laimenemislampdjd. Kun titraus on saatu pédétokseen, laiteohjelmisto integroi yksittdiset piikit ja
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esittdd ne Wisemanin kuvaajana. Kuvaajasta saadaan tietoa sitoutumisentalpiasta, assosiaatiovakiosta
ja stoikiometriasta. Nisté tiedoista voidaan laskea Gibbsin vapaan energian seké entropian muutos.?

ITC:ti rajoittaa kuitenkin hyvin alhainen 1dpdisykyky ja suuri proteiinikulutus, jonka vuoksi
se el sovellu suurten yhdisteméérien tutkimiseen. ITC vaatii suuren konsentraation ja tarkan
olosuhteiden sddtelyn. Esimerkiksi kaikkien materiaalien on oltava samassa puskurissa, jotta saadaan
tarkkoja tuloksia. ITC:td on sovellettu ymmirtdmédén entropian ja entalpian vaikutusta

sitoutumisaffiniteettiin.**
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Kuva 6. ITC-menetelméd molekyylihajottajien havaitsemiseksi. (A) ITC-menetelméssa hajottajamolekyyli
titrataan néytekennoon pienind annoksina ruiskun avulla. Molekyylihajottajan muodostaessa kolmiosaisen
kompleksin havaitaan ldampétilan nousu. Kuva tehty mukaillen 1dhdettd /7. (B) ITC-mittauksessa muodostuvat
kéyrdt. Ylemmassa kuvaajassa havaitaan jokaisen injektion tuottama lampdvirtauksen tehon piikki lampokéayrassa.
Alemmassa kuvaajassa on piirretty integroidut lampopiikit ndytemolekyylin moolisuhteen funktiona. Sen avulla
voidaan analysoida tutkittavan vuorovaikutuksen termodynaamisia parametreja. Kuvassa on esitetty myos, miten
ndytemolekyylin konsentraatiot vaikuttavat kuvaajan muotoon. Muokattu Open Acces -kuvasta. Caulton, Simon,

ITC Thermogram, CC BY 4.0, https://en.wikipedia.org/wiki/Isothermal_titration calorimetry, 15.5.2024

3.2.3 Pintaplasmoniresonanssi ja biokerrosinterferometria

Termodynamiikan liséksi kolmiosaisen kompleksin muodostumisen kinetiikka on tarked nikokulma
hajottajien karakterisoinnissa ja optimoinnissa. Pintaplasmoniresonanssi (engl. surface plasmon
resonance, SPR) on leimavapaa tekniikka, jota voidaan kdyttad sitoutumisparametrien stoikiometrian
ja kinetiikan eli assosiaatio ja dissosiaatio nopeusvakioiden méaarittimiseen.’ Lisdksi sitd voidaan
kayttad Gibbsin vapaan energian méérittdmiseen kuvaamaan kompleksien stabiilisuutta. SPR-ilmi6
syntyy valon ja johtavien elektronien kollektiivisen vérdhtelyn, niin sanottujen pintaplasmonien
vuorovaikutuksesta metalli-dielektrin rajapinnassa (Kuva 7A). Kun polarisoitu valonsidde
kohdistetaan metallipinnalle tietyssd kulmassa, se vuorovaikuttaa pintaplasmonien kanssa, jolloin

muodostuu sdhkdmagneettinen aalto, joka etenee SPR-sensorilevyn rajapintaa pitkin. SPR-



18

tekniikassa kéytetty sensorilevy on usein valmistettu ohuesta kerroksesta jalometallia ja se on
paéllystetty ohuella kerroksella dielektristd materiaalia. Sensorilevy on rakenteeltaan prisma, jotta
SPR-ilmion aikaansaaminen ja havaitseminen olisi helpompaa. Tutkittava ndyte, joka siséltda
hajottajamolekyylit sekd kohdeproteiinit, virtaa sensorilevyn yli ja vuorovaikuttaa pinnalle
immobilisoidun E3-ubikitiiniligaasin kanssa (Kuva 7A). Seuraamalla muutoksia SPR-signaalissa,
joka mitataan tyypillisesti kulman tai aallonpituuden siirtymind, on mahdollista saada tietoa

immobilisoidun molekyylin ja ndytteen vélisistd sitoutumisvuorovaikutuksista (Kuva 7B).%*
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Kuva 7. SPR-menetelmé molekyyliliimahajottajien havaitsemiseksi. (A) Tutkittava ndyte virtaa sensorilevyn yli
vaikuttaen sen pinnalle immobilisoidun E3-ligaasin kanssa. SPR-signaalien avulla on mahdollista saada tietoa
kolmiosaisen kompleksin sitoutumisvuorovaikutuksista.”* Kuva tehty mukaillen ldhdetté /1.

(B) SPR-menetelmén kuvaaja, joka kuvaa vuorovaikutuksen edistymistd ajan suhteen. Kohdassa 1 havaitaan
kolmiosaisen komplekin assosiaatio, kohdassa 2 dissosiaatio ja kohdassa 3 pinta puhdistetaan poistamalla jiljella

oleva sitoutunut analyytti.

Biokerrosinterferometria (engl. bio-layer interferometry, BLI) on SPR:n ohella yleisimmin kéytetty
tekniikka biomolekyylien vuorovaikutusten ja niiden kineettisten parametrien tutkimiseen.?® BLI on
leimavapaa tekniikka, jonka toiminta perustuu sensorin pinnalta heijastuvan valon muutoksiin
molekyylikompleksien muodostuessa. Menetelméssi seurataan valkoisen valon
interferenssikuvioita, jotka heijastuvat kahdelta pinnalta: referenssikerroksesta ja biosensorin kirkeen
sidotusta biomolekyylien kerroksesta. Kun analyytti sitoutuu immobilisoituun biomolekyyliin, toisen
kerroksen paksuus kasvaa riippuen analyytin koosta ja affiniteetista kohdetta kohtaan. Tdma aiheuttaa
muutoksen interferenssikuviossa, joka johtaa myds aallonpituuden siirtyméin. Biosensoreiden kirjet

on padllystetty materiaalilla, joka estdd epdspesifisen sitoutumisen. Ladketutkimuksessa kédytetddn
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useimmiten streptavidiinia, joka sisdltdd biotiinin sitoutumiskohtia, joihin biotinyloidut ligandit,
kuten proteiinit, voidaan immobilisoida.?®

BLI:td on kidytetty menestyksekkdisti kolmiosaisen kompleksin tutkimiseen. Sen avulla
saadaan samanlaista tietoa kompleksien affiniteetista ja kinetiikasta kuin SPR:lld. SPR ja BLI
mahdollistavat  kolmiosaisen kompleksin muodostumisen perusteellisen karakterisoinnin

tehoseulonnalla ja pienemmalla ndytetarpeella kuin esimerkiksi ITC:ssd.?

3.2.4 Muut menetelmét

Edelld esiteltyjen tekniikoiden lisdksi myos ydinmagneettista resonanssia (engl. nuclear magnetic
resonance, NMR) ja fluoresenssipolarisaatiota (engl. Fluorescence polarization, FP) kiytetddn
kompleksien muodostumisen tutkimiseen. Verrattuna ITC:hen, BLIL:hin ja SPR:&&n on FP
tehokkaampi ja edullisempi vaihtoehto. FP:td kdytetddin kolmiosaisten kompleksien muodostumisen,
sitoutumisaffiniteetin ja selektiivisyyden tutkimiseen. Menetelma perustuu leimatun pienmolekyylin
pyorimisnopeuden muutokseen. Kompleksiin sitoutuneena sen pydrimisnopeus hidastuu. Tyypilliset
médritykset edellyttdvdt leimaamattoman kohdeproteiinin titraamista leimatun pienmolekyylin
kiinteddn pitoisuuteen. PROTACien aiheuttaman kolmiosaisen kompleksin tutkimisessa FP:ssd
sidotun fluoresoivan koettimen syrjaytyminen johtaa polarisoidun fluoresenssin hividmiseen. 3

FP-mittaus ei vaikuta ndytteisiin, joten niitd voidaan kdsitelld ja analysoida uudelleen. FP:ssd
pieni fluoresoiva molekyyli viritetddn tasopolarisoidun valon avulla, jolloin emittoinut valo on
suurelta osin depolarisoitunutta. Jos merkkiaine sitoutuu suurempaan molekyyliin, sen tehollinen
molekyylitilavuus kasvaa ja fluoresoivan ligandin pyoriminen hidastuu niin, ettd emittoituva valo on
samassa tasossa kuin viritysenergia. Kummallakin ligandiin sitoutuneella ja vapaalla tilalla on oma
polarisaatioarvonsa: ligandiin sitoutuneella tilalla on korkea arvo ja vapaalla tilalla matala. Mitattu
polarisaatio on nididen kahden arvon painotettu keskiarvo, jolloin saadaan tulos reseptoriin
sitoutuneen merkkiaineen osuudesta. 2’

FP:n etuna laheisyyteen perustuviin menetelmiin verrattuna on vaatimus vain pienmolekyylin
leimaukseen sekd suunnittelun helppous. FP edellyttdd kuitenkin, ettd fluoresoivan molekyylin
pyOrimisnopeus muuttuu sitoutumisen yhteydessd. Liséksi yhdisteet, joilla on autofluoresenssia,
voivat johtaa védriin tuloksiin. Kuitenkin fluoresenssipolarisaatio on paljon kiytetty menetelméa
molekyylihajottajien seulontaan.

NMR mahdollistaa kompleksin muodostukseen osallistuvien vilitilojen tutkimisen. Téata
tekniikkaa voidaan kdyttdd monikomponenttiseoksista muodostuvien kolmiosaisten kompleksien

tutkimiseen yhdelld kokeella. Vaikka NMR avulla voidaan arvioida PROTACien ja
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molekyyliliimahajottajien aiheuttaman kolmiosaisen kompleksin muodostumisen tehokkuutta, se ei
kuitenkaan anna arvoja termodynaamisille tai kineettisille parametreille.?

NMR-menetelmd on tehokas ldhestymistapa proteiinien ja matalan affiniteetin omaavien
ligandien  vilisten  vuorovaikutuksien  havaitsemiseen. = NMR  selvittdd  ligandin
sitoutumisaffiniteetteja, sitoutumiskohtia, kemiallisia ympadrist6jé ja reaktiotiloja. NMR on kuitenkin
erittdin kallis hankkia ja ylldpitda, ja sen kéyttd on haastavaa ja vaatii teknistd osaamista. Menetelma
on myds suhteellisen epétarkka ja vaatii suuria ndyteméérid, jolloin monimutkaisten ndytteiden
analysointi vie aikaa. Lisdksi NMR soveltuu parhaiten pienten molekyylien tutkimiseen, jolloin
suurten molekyylien tutkiminen voi olla haastavaa. Haasteista huolimatta NMR on toimiva

menetelmd molekyylihajottajien toiminnan tutkimiseen.?®

4 Molekyylihajottajien ja seulontamenetelmien tulevaisuus

Molekyylihajottajien ja niiden seulontamenetelmien tulevaisuus ndyttdd lupaavalta varsinkin, kun
proteiinien kohdennettuun hajottamiseen perustuva ldhestymistapa yleistyy. Tamén l&hestymistavan,
jossa koko proteiinin hajotetaan, vaikutukset ovat paremmat kuin aikaisemmin proteiinin toiminnan
estdimiseen perustuneissa ldhestymistavoissa. Viimeaikaiset edistysaskeleet 1ddkekehityksen alalla
ovat johtaneet proteiinien hajottamista aiheuttavien yhdisteiden kehittdmiseen, ja osalla on jo
lupaavia kliinisid tuloksia.?’

Hajottajamolekyylit, erityisesti PROTACIit, ovat yleensd suurempia kuin tavanomaiset
pienimolekyyliset lddkkeet, joka aiheuttaa haasteita muun muassa solun ldpdisevyydessd ja
liukoisuudessa.?! Useat viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet, etti PROTACien tapauksessa
linkkereilld on térked rooli kolmiosaisen kompleksin muodostumisessa. Siksi linkkerin suunnittelu ja
optimointi ovat yksi PROTACien kehityksen painopisteistd, silld tdlld hetkelld niiden suunnittelulle
ei ole olemassa yleisesti sovellettavia kehitysstrategioita.” Tulevaisuudessa PROTACien
kehittamiselle olisi tirkedd uusien linkkerien 16ytdmisen lisdksi myds useampien eri E3-ligaasien
hy6dyntdminen kolmiosaisen kompleksin muodostamisessa.

Molekyyliliimahajottajat ovat vield melko uusi alue kohdennetussa proteiinien hajottamisessa ja
niitd on tdlld hetkelld 16ydetty vain sattuman kautta, joten niiden rationaaliseen kehittdmiseen tulisi
tulevaisuudessa panostaa. SyOpéataudit ovat kaikkien molekyyliliima luokkien aktiivisimmin tutkittu
kayttokohde, mutta mahdollisuuksia on muillekin kohteille. Proteiinien hajotustekniikoiden
spesifisyyden vuoksi jatkokehitys ja soveltaminen olisi suunnattava ladkkeisiin, joita tarvitaan
nykyisen kysynnin mukaan.

Tulevaisuudessa tekodlyn rooli molekyylihajottajien 16ytdmisessd on merkittdvd. Tekodlyn

avulla on mahdollista ennustaa, sitoutuuko tietty yhdiste proteiiniin. Sen avulla voidaan verrata myods
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mahdollisten kohdeproteiinien, ligandien ja linkkerien yhdistelmien sitoutumiskykyé kohteisiinsa.
Témi ennustava ldhestymistapa voi myods arvioida hajottajien turvallisuutta, vdhentéien siten
ladkekandidaattien testaamisen kuluja sekd sithen kéytettdvdd aikaa, silld sellaisten yhdisteiden
testaamista, joista tiedetdédn jo valmiiksi, etti ne tulisivat olemaan vaaraksi potilaalle, ei tarvitse enda
suorittaa.?”

Suunnittelustrategioiden puute rajoittaa molekyylihajottajien 16ytdmisen tehokkuutta ja
sovellettavuutta. Uusien laskennallisten menetelmien kehittdiminen voisi olla hyddyllistd uusien
hajottajien rationaalisessa suunnittelussa.?’ Laskennallinen mallintaminen onkin yleistymassé
molekyylihajottajien suunnittelussa ja TPD:n ymmaértamisessd, mutta niiden tehokkuutta laskee télla
hetkelld véhdinen tunnettujen kolmiosaisten kompleksien méara.?

Hajottajien tehokkuuteen liittyvéssd tutkimuksessa on tdlld hetkelld keskitytty ldhinna
kohdeproteiinin hajoamisen seurantaan ja tdmédn seurauksena kolmiosaisen kompleksin
perusteellinen biofysikaalinen ymmaértdminen usein puuttuu. Liséksi nykyisin on keskitytty 1&hinni
PROTACien suunnitteluun, vaikka molekyyliliimahajottajien rationaalisen suunnittelun
kehittdminen olisi tirkedd. Uusien rakenteellisten ja biofysikaalisten tietojen saaminen
molekyyliliimahajottajista voi kuitenkin nopeuttaa suunnittelua.® Edistyneiden biokemiallisten
menetelmien, laskennallisten strategioiden ja solupohjaisten seulontojen yhdistiminen on
tulevaisuudessa  lupaava tapa  molekyylihajottajien  tehokkaaseen  tunnistamiseen ja
karakterisointiin.!”

Molekyylihajottajat ovat tdlld hetkelld nouseva trendi, jonka vuoksi tulevaisuudessa tullaankin
keskittyméddn yhd enemmdn hajottajien sekd niiden seulontamenetelmien kehittimiseen.
Seulontamenetelmit tarvitsevat kuitenkin edelleen tutkimusta ja kehitystd kustannusten alentamiseksi
ja menetelmien herkkyyden parantamiseksi. Myds menetelmien nopeutta, helppokéyttdisyyttd ja
materiaalin vdhdisempéd kulutusta on kehitettévi, jotta niiden kéytto olisi tehokasta ja taloudellisesti

kannattavaa.

S Yhteenveto ja johtopaatokset

Molekyylihajottajat ovat keskeisessd roolissa proteiinien kohdennetussa hajottamisessa. Ne
muodostavat kolmiosaisen kompleksin kohdeproteiinin ja E3-ubikitiiniligaasin kanssa, joka
mahdollistaa kohdeproteiinin merkitsemisen ubikitiiniproteiinilla, ja joka titen johtaa
kohdeproteiinin hajoamiseen. Kolmiosainen kompleksi on vilttimaton, jotta kohdeproteiini voidaan
hajottaa ubikitiini-proteasomijérjestelmén avulla.

Molekyylihajottajat, erityisesti PROTACit ja molekyyliliimahajottajat tarjoavat lupaavia

ldahestymistapoja proteiinin kohdennettuun hajoamiseen ja mahdollistavat uusien lddkkeiden
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kehityksen. Vaikka molekyylihajottajat tarjoavat etuja perinteisiin inhibiittoreihin verrattuna, niiden
kdytdssd on monia haasteita, kuten PROTACien toksisuus ja suuresta koosta johtuva huono
solunldpidisevyys sekd molekyyliliimahajottajien haastava rationaalinen suunnittelu. Liséksi
PROTAC:ien koukkuvaikutukseen tulisi kiinnittdd huomiota ja ymmartié, kuinka suuri haitta se olisi
potilaalle. Tulevaisuudessa painopisteen tulisi olla ndiden haasteiden ratkaisemisessa sekd uusien
lahestymistapojen kehittdmisessd, jotta molekyylihajottajista saadaan entistd tehokkaampia ratkaisuja
sairauksien hoitoon.

Vaikka in vitro -menetelmait tarjoavat arvokasta tietoa hajottajien toiminnasta ja kompleksien
muodostumisesta, ne eivdt ota huomioon soluympériston monimutkaisuutta ja siithen vaikuttavia
tekijoitd. Kdytdnnon sovelluksissa onkin tdrkedd yhdistdé erilaisia menetelmid ja arvioida niiden
tulosten yhtendisyyttd ja sovellettavuutta soluympdiristossd tapahtuvaan toimintaan. Tamé
monipuolinen ldhestymistapa mahdollistaa luotettavamman ja kattavamman kuvan hajottajien
toiminnasta ja niiden potentiaalista kliinisissid sovelluksissa. Seulontamenetelmien osalta tarvitaan
kuitenkin jatkuvaa tutkimusta ja kehitystd kustannusten alentamiseksi, herkkyyden parantamiseksi
sekd menetelmien nopeuttamiseksi ja materiaalien kulutuksen vahentdmiseksi.

Liséksi tarvitaan lisdtietoa laskennallisista menetelmistd sekd molekyylihajottajien
rakenteellisista ja biofysikaalisista ominaisuuksista. Alalla siirrytddn sattumanvaraisista 16ydoksisté
kohdennettuun ja tarkoitukselliseen hajottajien etsintdéin. Uudet seulontamenetelmét voidaan
kohdistaa vaikeisiin tai muuten haastaviin kohteisiin, joissa perinteiset ldhestymistavat ovat
epdonnistuneet. Molekyylihajottajien kehityksessd ollaan tilanteessa, jossa teknologiset
edistysaskeleet menetelmissé, biofysikaalisissa ja rakenteellisissa tutkimuksissa sekd tekodlyyn
perustuvissa tietokonemallinnuksissa voivat yhdistdd ymmaérrystd hajottajien ominaisuuksista, jotka
mahdollistavat uusia ja parannettuja proteiinien vélisid vuorovaikutuksia. Tdmé avaa uusia
mahdollisuuksia, jolloin molekyylihajottajista sekd niiden seulontamenetelmistd saadaan entisté

tehokkaampia ja taloudellisesti kannattavampia metodeja lddkekehitykseen ja sairauksien hoitoon.
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