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Online Yaymnlanma: 05.07.2023 ziyade, degredasyonuna yol agan iki iglevli bir molekiildiir. PROTAC

molekiilleri, bir hedef protein ligandi, E3 ligaz ve bir baglayici olmak
iizere li¢ kisimdan olugsmakta ve farkli hedef proteinleri par¢alamak icin
hiicredeki ubikutin proteozom sistemini kullanmaktadir. PROTAC

Anahtar Kelimeler:

BE(S)TAC teknolojisi, son yirmi yilda énemli 6lgiide ilerlemis ve giliniimiizde de
Tlag kesfi dikkatleri iizerinde toplayarak kanser tedavisinde ¢igir acabilecek bir
Kanser tedavisi doniim noktast haline gelmigtir. PROTAC yaklagimi ayn1 zamanda ilag

kesif ¢aligsmalarinda g¢arpict bir degisiklige sebep olmakla birlikte bu
teknolojinin Oniinde yatan bir¢ok potansiyel avantaj ve olaganiistii
zorluklar tartisilmaktadir. Bu derlemede, PROTAC 1 geleneksel ve
modern tedavi yontemleri ile karsilastirilarak, kanser tedavisine ve ilag
kesif calismalarina katki saglayacak avantaj ve zorluklarina yonelik
bilgilere yer verilmektedir.
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1. Giris

Yunan mitolojisinde “Kimera”, bir aslanin kafasina, disi keg¢inin govdesine ve bir ejderhanin
kuyruguna sahip, ates soluyan ii¢ bagh bir yaratik olarak bilinmektedir. Séylentilere gore, kimera,
bogazina saplanan kursun uglu mizragi, agzindan ¢ikan alevle eriterek, kendi oliimiine sebep olmustur
(Oztiirk, 2016). Kimera’nin eski Yunan mitolojisindeki bu efsanevi anlamindan yola ¢ikarak Proteoliz
Hedefli Kimera adi verilen (PROTAC) teknolojinin asil amacimi anlamlandirabilmekteyiz.

PROTAC lar, ilgilenilen bir proteini (Protein of Interest, POI) baglayan bir savas basligi, esnek bir

baglayict ve bir E3 ligazina baglanan, liganddan olusan heterobifonksiyonel kiigiik molekiillerdir
(Guang-Wei ve ark., 2016; Alabi ve ark., 2021). PROTAC lar, kanseri tedavi etmede geleneksel ve
modern tedavi yontemlerinin aksine, belirli bir proteini hedefleyerek degredasyonuna sebep olan etkili
bir strateji sunmaktadir. Hedef proteinlerin PROTAC molekiilleri tarafindan, ubikutin-proteozom
sistemi yardimiyla ortadan kaldirilmasi, kanser hiicrelerinin 6liimiine sebep olmakta ve bununla
birlikte bu tiir hastaliklar1 tedavi etmede potansiyel bir teknoloji olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Albitar
ve ark., 2007). Ayn1 zamanda PROTAC’lar, kazanilmis ilag direncini yenme potansiyelini teskil

edebilmekte, bunlar1 yaparken de birgok avantaj ve zorlugu da beraberinde getirmektedir (Liao ve ark.,
2020; Qu ve ark., 2021).

Target-moiety

Linker

Sekil 1. (A) Chimera (Yunanca Xipapa), Khimera veya Kimera, Yunan Mitolojisinde bir aslanin kafasina,
disi keginin gdvdesine ve ejderhanin kuyruguna sahip ates soluyan bir yaratik (Oztiirk, 2016) (B) PROTAC’1n
molekiiler yapisi (Web, 2021)

PROTAC lar ilk olarak E3 ligaz ve POI ile birbirine baglanarak {i¢lii kompleks olusturmaktadir. E1,
E2 ve E3 ligazlarin etkisiyle ubikutinler, siirekli olarak hedef proteine aktarilabilir ve bu da hedef
proteinin poliubikutinlesmesine neden olabilmektedir (Hu ve ark., 2022). Poliubikutinlesmis hedef

protein, 26S proteozomu tarafindan taninarak deubikutinasyon ile proteozomal degredasyona neden
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olmaktadir. Bu siire¢ gergeklestikten sonra PROTAC molekiilii ayrisarak bir sonraki degredasyon
dongiisiine devem edebilmektedir (Li ve ark., 2022).
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Sekil 2. PROTAC molekiillerinin in vivo etki mekanizmasi. Kii¢iik bir PROTAC molekiilii, hedef proteine ve E3
ligazina ayni anda baglanabilir. Ubikutinler, E1, E2, E3 ligazin etkisi altinda siirekli olarak hedef proteine
aktarilabilir ve hedef proteinin poliubikutinlesmesine neden olur. Poliubikutinlesmis hedef protein, 26S

proteozomu tarafindan taminir ve deubikutinasyondan sonra bozulur (Li ve ark., 2022).

1.1. Ubikutin-Proteozom Sistemi

Proteinlerin yanhs katlanmasi veya yanlis diizenlenmesi, norodejeneratif hastaliklar, kanserler ve tip 2
diyabet (T2DM) dahil olmak iizere bir¢ok hastaligin gelismesine yol agmaktadir (Samarasinghe ve
Crews, 2021). Bu nedenle hiicreler normal proteomlar: korumak i¢in protein yapilarini siirekli olarak
diizenlemelidir. Yanlis katlanmis proteinler, kalite kontrol sistemleri tarafindan yeniden katlanir,
katlanamayan proteinler ise bozularak ortadan kaldirilir (Relini ve ark., 2014). Yanls katlanmis
proteinlerin fizyolojik kosullar altinda ortadan kaldirilmasi, enzimler, saperonlar, lektinler ve ATP ile
yonlendirilen molekiilleri igeren bir ag tarafindan kontrol edilmektedir (Wang ve ark., 2020).
Proteinler, asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve ubikutinasyon dahil olmak tizere 200’den fazla
translasyon sonrasit modifikasyon (PTM) ile degistirilmektedir. Bu sayede spesifik yapi proteinlerinin
farkli fonksiyon kazanmasina sebep olmaktadir (He ve ark., 2019). Farkli PTM tiirleri arasinda
ubikutinasyon, okaryotik hiicrelerde gorev alan 6nemli bir siiregtir. Ubikutinasyon, merkezi 76 amino
asitten olusan kii¢iik kiiresel bir protein olan ubikutinden olusmaktadir ve bir C-terminal ¢ift glisin

kuyruguna sahiptir (Yalgin, 2012). Ubikutin, E1 (ubikutin aktive edici enzim), E2 (ubikutin konjuge
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edici enzim) ve E3 (ubikutin ligaz) enzimatik kaskad tarafindan katalize edilen, ubikutinasyon yoluyla

diger protein substratlarina baglanabilme yetenegine sahip bir molekiildiir (Khalil, 2018).

1 Ub

O i
_.e -  ®_.

1.Aktiflestirme 2.Birlestirme

3.Ubikutinasyon

Sekil 3. Ubikutinasyon agamalar1 (Web, 2017). Ubikutini aktive eden bir enzim olan E1 ligazina baglanmasi
yoluyla ubikutinin aktivasyonu ile baglar. E1 ligaz daha sonra ubikutini, ubikutin-konjuge edici bir enzim olan
bir E2 ligazina aktarir ve belirli bir E3 ligazina baglanarak bir E2-E3-Ub kompleksi olusturur. Bu E2-E3-Ub

kompleksi, ubikutinin belirli bir E3 ligazina baglanan spesifik bir proteine transferi i¢in hazirlanir.

Ubikutinasyon esnasinda ubikutin-lizin kalintis1 veya ubikutinin kendisi ile protein substratlarinin N-
terminal metionin rezidiisii arasinda bir peptit bagi olusmaktadir. Diger yandan ubikutin, substratlarin
sistein, serin ve treonin rezidiilerinin yan zincirlerine bir ester bagi ile baglanmaktadir (Paiva ve
Crews, 2019). Ayrica, ubikutin sirasiyla mono-ubikutinasyon ve multi-mono-mono ubikutinasyon
olarak adlandirilan substrat kalintilarina dahil edilebilir veya bunun yerine poliubikutin zinciri adi
verilen bir dizi ubikutin molekiilii substratlarla birlestirilebilmektedir. Poliubikutin zincirleri homojen,
heterojen veya dallanmis olabilir, bu nedenle; ubikutin konjugatlart ve poliubikutin zincirleri, protein
substratlarinin kaderini belirleyen “ubikutin kodlart” olarak kabul edilmektedir (Li ve ark., 2021).
Ubikutinasyonun rol oynadigi en énemli biyolojik siireclerden biri protein degredasyonudur. E1-E2-
E3 kademeli sistemi aracilifiyla degredasyonu amaclanan proteinler, dalli ubikutin zincirleri gibi
proteolize egilimli ubikutin kodlar1 ile modifiye edilmektedir. Ardindan bu proteinler, ubikutin
zincirlerinin proteozom yoluyla baglandigi 26S proteozomuna aktarilmaktadir. Son olarak poliubikutin
reseptorleri ve bagli protein substratlari, 26S proteozomun bir pargasi olan 20S proteozomu igerisinde
degredasyona maruz birakilmaktadir (Chen ve Jin, 2020). Ubikutin Proteozom Sistemi (UPS), hiicre
i¢i protein homeostazini siirdiirme sorumlulugunun yani sira 6karyotik hiicrelerde DNA onarimu, stres
tepkileri ve hiicre ¢cogalmasi gibi birgok hiicresel siireci diizenleyen onemli bir proteolik sistemdir
(Park ve ark., 2020). Hiicresel protein homeostazi, saperonlar ve proteolitik sistemi i¢eren bir ag

tarafindan sirdirilmektedir. Saperonlar, proteinlerin katlanma siireglerinde aktif gorevler
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iistlenmektedirler (Luengo ve ark., 2019). 26S proteozom odakli proteolitik sistem ise katlanmamig
veya hasar gérmiis proteinlerin degredasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Wang ve Zhou, 2018). 26S
proteozomu, iki 19S diizenleyici alt birimlerinden ve bir 20S proteozom c¢ekirdeginden meydana

gelmektedir (Samarasinghe ve Crews, 2021).
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Sekil 4. Ubikutin-proteozom sistemi (Protein ve ark., 2015) Ubikutin (Ub), adenilasyon yoluyla Ub-aktive edici
(E1) enzimleri tarafindan aktive edilir ve yiiksek enerjili ester bagi olusur. Ardindan enzimler Ub-
konjugasyonuna (E2) aktarilir ve Ub-baglayici (E3) enzimlerin yardimiyla, hedef proteinin lizin kalintis1 Ub
sonunda bir reaktife aktarilir. Ubikitinlenmis proteinler, 19S tarafindan taninir. 26S proteazomu ve
oligopeptidlere par¢alanmasi i¢in 20S katalitik ¢ekirdegi beslenir. Ub daha sonra geri doniistiiriilmek iizere

serbest birakilir.

Proteozom bagli boliinme esnasinda degredasyonun gergeklesebilmesi icin ortaya ¢ikan etmenler, 19S
partikiilleri tarafindan belirlenmekte ve 20S c¢ekirdek partikiiline yonlendirilmektedir (Collins ve
Goldberg, 2017). Proteozom pargalanma siirecinde ilk adim olarak E1 proteini, bir E1-Ubikutilasyon
konjugati olusturmak i¢in ATP’ye bagli bir mekanizmada ubikutini aktive etmektedir (Paiva ve
Crews, 2019). Daha sonra ubikutin, bir transtioesterifikasyon reaksiyonu yoluyla E1’den E2 enzimine
aktarilmaktadir. Son adimda ise E3-Ubikutin ligaz, hem E2-Ubikutini hem de substratt ayn1 anda
baglamaktadir. Bu islemi gercgeklestirirken ubikutinin transferini kolaylastirabilmek icin E2’den
dogrudan substrata veya E3 ubikutin ligaz ile dolayli olarak ubikutine baglanmasi
gerceklestirilmektedir. Ubikutin ile etiketlenen substratlar, degredasyon i¢in 26S proteozom tarafindan

hedeflenmektedir (Nalawansha ve Crews, 2020).
1.2. Protein Degredasyon Mekanizmalari

Ubikutin-proteozom sistemi (UPS) ve otofaji, proteinlerin dogal olarak yikimu igin hiicrede bulunan
iki ana mekanizmadir. Bu iki mekanizma arasinda yakin koordinasyon olmasina ragmen, aslinda farkli

mekanizmalar oldugu bilinmektedir (Li ve ark., 2021). UPS, kisa Omiirli ve yanlis katlanmis
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proteinlerin degredasyonundan sorumludur (Liu ve ark., 2016) Otofaji ise uzun 6miirlii proteinleri,
coziinmeyen protein kiimelerini, organelleri (mitokondri, peroksizom gibi), makromolekiiler
bilesikleri ve hatta parazitleri ortadan kaldirabilme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir (Li ve
Zhang, 2019). Geleneksel kiigciik molekiillii inhibitorler/ilaglar, reseptorler (Li ve ark., 2020) ve
enzimler (Savvidou ve ark., 2018) gibi izlenebilir bir ligand baglama bolgesine sahip olan “druggble”
olarak adlandirilan proteinlerle sinirlandirilmistir (Bakhache ve ark., 2019). Insan proteomunun
yalmzca kiicik bir kismi (yaklasik %25) yenilik¢i ilag stratejilerine dayali farmasotik olarak
erisilebilmektedir. Ornegin transkripsiyon faktdrleri, yapi iskele proteinleri ve enzimatik olmayan
proteinler degrade edilememektedir (Radchikov ve ark., 2021). Herhangi bir kemoterapétik ajan, hedef
proteinin aktif bolgesini ne kadar uzun siire isgal edip bloke edebilirse, elde edilen klinik etkinin o
kadar biiylik oldugu fikri benimsenmektedir. Ayni zamanda bu durumun farmakolojik modellemenin
bir {iriinii oldugu da bilinmektedir (Wang ve Zhou, 2018). Bu modellemenin, druggble/aktif bolgeye
sahip protein siirlamasi, yeterli inhibe edici konsantrasyon (ICso-o05) elde edebilmek i¢in yiiksek doz
kullanim1 gibi birtakim zorluklari da beraberinde getirmektedir (Muddassir ve ark., 2020).
Ongoriilebilen dogal sonuglar arasinda, potansiyel “hedef disi” (off-target) baglanma (Jackson ve
Linsley, 2010) ve istenmeyen yan etkiler (Helgason ve ark., 1998) yer almaktadir. Son yirmi yilda,
hastalifa neden olan proteinlerin ekspresyonunu azaltmak icin niikleik asit hedefli stratejiler
kullanilmistir. Bununla birlikte, antisens oligoniikleotitleri ve RNA interferans gibi genetik yikim
teknikleri protein seviyelerini ortadan kaldirabilir veya azaltabilirken, metabolik, biyolojik dagilim ve
hedef dis1 etkileri terapdtik faydalarini kisitlamaktadir (Toure ve Crews, 2016). Konvansiyonel gen-
hedefli protein nakavt teknolojiler arasinda ¢inko parmak niikleazlar (ZFN), transkripsiyon aktivatorii
benzeri efektor niikleazlar (TALEN) ve diizenli araliklarla boliinmiis kisa palindromik tekrarlar/iliskili
protein niikleaz-9’lar (CRISPR-Cas-9) yer almaktadir. Bu teknolojiler, geri dondiiriilemez etki sekline
ve yiksek maliyete sahip olmalari nedeniyle tedavi arastirmalarinin 6niinde asilmasi gereken biiyiik
engeller olarak gorilmektedir (Xia ve ark., 2019). Aym1 zamanda, in vivo modeller ile yapilan
aragtirmalarda telafisi miimkiin olmayan siireclerin tetiklenmesine veya gen mutasyonu nedeniyle
fenotipik yanlis anlagilmalara (mis-understanding) neden olmaktadirlar. Daha da Onemlisi,
konvansiyonel genetik metotlar ile in vivo-embriyonik- genleri incelemede uygun bir yontem olmadigi
goriilmistiir (Sun ve ark., 2020). Ayn1 zamanda RNAi ve CRISPR-Cas-9 teknolojileri, proteinlerin
degredasyonuna neden olan yontemlerdendir. Bu iki teknolojinin kullaniminda bazi siirlamalar
mevcuttur. Ornegin, CRISPR-Cas-9 teknolojisi, in vivo uygulamay: smirlayan, istenmeyen hedef dis
etkilere ve diisiik verimlilige sahiptir (Bondeson ve ark., 2015). Diger yandan, in vivo hedef hiicrelerin
tagmiminin verimsiz olmasi, sistemik ve/veya lokal uygulamay1 takiben spesifik olmayan bagisiklik
tepkileri gibi sorunlar, RNAi’nin klinik uygulamasi i¢in engel teskil etmektedir. Bunlarin disinda 1s1
sok proteinlerinin (HSP’ler) de kinaz degredasyonunda énemli roller oynadig1 bilinmektedir (Wang ve
ark., 2020). Protein degredasyonunu kontrol etmek icin yukarida bahsedilen yontemler, cogunlukla

biyomakromolekiiller araciligiyla gergeklestirilmeye c¢aligilmaktadir. Son yillarda arastirmacilar,
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yeterince yiiksek verimlilige sahip daha genis bir protein yelpazesini (undruggble-proteinlerinde dahil
oldugu) hedeflemek adina, kii¢iik molekiiller kullanarak protein degredasyonu ig¢in yeni stratejiler
gelistirdiler. Bu onemli stratejilerden biri de UPS’1 ele gegirerek proteinleri pargalayan Proteoliz

Hedefli Kimera (Proteolysis Targeting Chimera PROTAC)’dir (Rathod ve ark., 2019). PROTAC lar,

genom diizeyinde miidahale yerine, hedef proteinleri dogrudan yok etmeyi amaglamaktadir. Bu
nedenle, yetiskin organizmalarda embriyonik-6liimciil proteinlerin fonksiyonel ¢alismasi ic¢in gerekli
sartlarin saglanmasi gerekmektedir. Bu sartlardan biri de PROTAC’larin mitkemmel bir zamansal
kontrole sahip olmasidir. Belirli bir siire zarfinda, hedef proteinin yikilmasina izin vererek tedavinin
tamamlanmasint ve akabinde hedef proteinin geri kazanilmasini saglamaktadirlar (Nguyen ve ark.,
2022). Yeni, hizli ve geri doniisiimlii bir protein degredasyon yontemi olan PROTAC, mevcut genetik
araclara (RNAI) alternatif bir destek olarak kullanilabilmektedir (Sun ve ark., 2020).

1.3. Proteoliz Hedefli Kimera

Proteoliz Hedefli Kimera, belirli bir proteini hedeflemek ve hiicrede degredasyonunu indiiklemek igin
ubikutin-proteaz sistemini kullanan heterobifonksiyonel kii¢iik molekiillerden olusan bir yapidir (Zou
ve ark., 2019). Bu kompleks yapiy1 olusturan bir ligand, ilgili proteini kendi yapisina baglarken, diger
taraftan bir E3 ubikutin ligaz bu yapiya baglanmaktadir. POI ve ligazin PROTAC tarafindan es
zamanli baglanmasinin ardindan UPS, POI'nin degredasyonuna sebep olmaktadir. POI’nin
degredasyonu sonrasinda PROTAC, POI'nin bagka bir kopyasim1 hedeflemek icin geri
donistiirilmektedir (Békés ve ark., 2022).

Proteozom

Sekil 5. PROTAC ile protein degredasyonu (Web, 2022).

PROTAC, hiicrelerden spesifik olarak hedeflenen proteinleri ortadan kaldirmak icin hiicrenin kendi
geri donlisiim mekanizmasini kullanmaktadir (Zou ve ark., 2019). Ayn1 zamanda PROTAC, ilgilenilen
niikleer proteinin degredasyonunu indiikleyen ve oldukga dikkat ¢ekici bir tedavi yontemi olarak da

tanimlanmaktadir (Jin ve ark., 2020). PROTAC teknolojisi, transkripsiyon faktorleri (Zhuang ve ark.,
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2022), iskelet proteinleri (Inuzuka ve ark., 2022), enzimler ve diizenleyici proteinler (Zheng ve ark.,
2020) dahil olmak tizere birgok protein ¢esidini hedeflemek i¢in kullamilmustir (Zou ve ark., 2019).
Son zamanlarda bu teknoloji kanserden norodejeneratif hastaliklara kadar farkli bir¢cok alanda
aragtirmacinin biyiik ilgisini ¢ekmektedir. Birgok ¢alismada, kanseri tedavi etmek igin bir proteini
pargalayarak ortadan kaldirmanin, proteini inhibe etmekten daha etkili oldugu ortaya konmustur (Sun

ve ark., 2020).

@ @ PROTAC
= @
ligase @ @
PROTAC @ @
Protein
Degredasyonu
I Proteozom

PROTAC

Sekil 6. PROTAC konjugatlarmin etki mekanizmas1 (POI: ilgili Protein, Ub: Ubikutin, T: Talidomid) (Soural,
2019)

1.4. Peptit Bazlh PROTAC Teknolojisi

Ilk PROTAC teknolojisi, bir E3 ubikutin ligazin1 tamimak icin kisa peptit dizisinin elde edilmesiyle
ortaya ¢ikmustir. Bu nedenle arastirmacilar bu duruma peptit bazli PROTAC (pPROTAC) adim
vermislerdir (Zou ve ark., 2019). ik basarii PROTAC aracili degredasyon, bir pPROTAC
kullanilarak elde edilmistir. pPROTAC’larda 6nemli bir basar1 elde edilmesine ragmen, peptit
kararsizlig1 ve zayif hiicre gecirgenligi gibi farmakolojik simirlamalar nedeniyle, arastirmalarin yonii

kiiciik molekiillii PROTAC’lara ¢evrilmistir (Hughes ve ark., 2021).
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Sekil 7. Peptit bazli PROTAC (Zou ve ark., 2019)

Yiiksek molekiiler agirlik problemlerine ragmen peptit bazli PROTAC’lar, POI ile ilag lizerinde daha
fazla modifikasyon uygulama kapasitesi yoniiyle, kiiciik molekiiler ilaglara kiyasla daha avantajlidir.
Yapilan ¢aligmalar pPROTAC’lar1 diger optimizasyon yollariyla daha fazla aragtirmak gerektigine
isaret etmektedirler (Liu ve ark., 2020). pPROTAC’lar ile hedeflenen protein degredasyonunun
uyarilmast ve bu proteinlerin aktivitesinin inhibe edilmesi olduk¢a zorlu bir siiregtir. Ancak bu
pPROTAC lar i¢in hiicre zarina niifuz etmedeki zorluklar, hala dnemli bir kisitlayici olarak karsimiza
cikmaktadir (Zou ve ark., 2019). pPROTAC lar i¢in bir baska sorun ise bagisiklik sistemi tarafindan
antikor iiretmek igin taminabilen kimerik molekiillerin boyutlaridir. Uretilen antikorlar molekiiliin
etkisini in vivo olarak notralize edebileceginden bu durum insandaki klinik uygulama g¢aligmalarini

kisitlamaktadir (Jiang ve ark., 2018).

1.5. Kiiciik Molekiil Bazhh PROTAC Teknolojisi

Birinci nesil pPROTAC lar, proteinin yart Oomriinii yenilemek i¢in E3 ligazlar1 hedeflemenin

potansiyel ilag gelistirmede uygun bir strateji oldugu kanitlanmigtir (Ma ve ark., 2020).
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Sekil 8. Kii¢iik molekiil bazli PROTAC (Zou ve ark., 2019)

Kiigiik molekiilli PROTAC’larin  pPROTAC’lara gore daha yiiksek stabilite, daha genis biyolojik
dagilim ve potansiyel olarak daha iyi etki saglamasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir (Fang ve ark.,
2020). Cesitli E3 ligazlart (MDM2, cIAP, CRBN ve VHL) i¢in kiigiik molekiillii ligandlarin
gelistirilmesi ve buna dahil edilmesi, PROTAC teknolojisini terapdtik bir yaklasim olarak ortaya
cikarmustir (Toure ve Crews, 2016). Murin ¢ift dakika 2 (MDM2), apoptoz proteini hiicre inhibit6rii
(cIAP), cereblon (CRBN) ve von hippel lindav (VHL) E3 ligazlari, kii¢ciik molekiill PROTAClar i¢in
basgarili bir sekilde kullanilmakta ve bu molekiillerin terap6tik aday olmalar1 beklenmektedir (Wang ve
ark., 2020).

1.6. Kanser Tedavisinde PROTAC

Cesitli sinyal yollarindaki proteinlerin asir1 ekspresyonu, kanserin baglamasinin ve gelismesinin temel
nedeni olarak kabul edilmektedir (Memon ve Patel, 2022). Bu nedenle, insanlari etkileyen kanser ve
diger hastaliklar1 tedavi etmek i¢in etkili ilaglar gelistirmeye yonelik calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir
(Sakamoto ve ark., 2003). Uzun yillar kanser tedavisinde kii¢iik molekiil inhibitdrleri kullanilmis ve
bu inhibitorlerin kanseri tedavi etmede belirli stnirlamalar1 oldugu ortaya ¢ikmustir. Bu sinirlamalari
ortadan kaldirmak i¢in bazi yenilik¢i terapotik yaklagimlar tasarlamada ¢ok fazla ¢aba sarf edilmistir
(Memon ve Patel, 2022). insan genom dizisinin yakin zamanda tamamlanmas1, akilci ilag tedavisi icin
makul bir hedef olarak hizmet edebilecek yiizlerce proteini ortaya ¢ikarmustir (Kargbo, 2019). Ne
yazik ki bu protein hedeflerinin ¢ogu, enzim olmadiklar1 ve islevlerinin kiiclik molekiillii ilaclarla nasil
inhibe edilecegi agik olarak bilinmedigi i¢in bu proteinler, kolayca hedeflenememektedir. Bu nedenle

biyokimyasal islevi ne olursa olsun istenen herhangi bir protein hedefinin spesifik ve etkili
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inhibisyonunu miimkiin kilacak bir yonteme sahip olmasi gerekmektedir (Sakamoto ve ark., 2003).
PROTAC teknolojisi ile hastaliklar ve pro-onkojenik siirece katilan ilgili proteinler, proteozomal

degredasyonu kolaylastirmak i¢in kullanilmaktadir (Ocana ve Pandiella, 2020).
1.6.1. Prostat ve Meme Kanserinde PROTAC

Siurli terapdtik seceneklerin bulundugu genis bir protein ailesini temsil eden transkripsiyon faktoérleri
(TF) ve niikleer reseptorler, birka¢ malignitenin onkojenik olusumunda rol oynamaktadir. Aslinda, c-
MYC, FOXO1 veya androjen reseptoriindeki genomik degisiklikler sirasiyla noroblastom (Mariani ve
ark., 2014), meme (Pietri ve ark., 2016) veya prostat (Barfeld ve ark., 2017) kanserinde
tanmimlanmistir. Tasarlanan bir terapotik strateji ile bu proteinlerin degredasyonlarimi indiikleyerek
ekspresyonlarimin azaltilmasi saglanmaktadir. Bu baglamda, 2020 yilinda, androjen reseptorii (AR) ve
ostrojen reseptoriinii (ER) hedefleyen iki farkli PROTAC, prostat (ARV-110) (T. Neklesa ve ark.,
2019) ve oOstrojen reseptorii (ERD-308) (Hu ve ark., 2019) calismalarda ele alinmistir (Ocaia ve
Pandiella, 2020). PROTAC’larin AR pozitif prostat kanseri hiicrelerinde ve ER pozitif meme kanseri
hiicrelerinde etkili olup olmadig: test edilmistir (Hu ve ark., 2019; Zhao ve ark., 2020). Androjene
bagimli prostat kanseri hiicreleri HIF1 testesteron PROTAC ile tedavi edildiginde, endojen AR
seviyelerinde ve proliferasyonun inhibisyonunda 6nemli bir diisiis oldugu gézlemlenmistir (Sakamoto
ve ark., 2003). Androjenden bagimsiz hiicrelerde, PROTAC’larin AR seviyesi veya hiicre
proliferasyonu iizerinde hicbir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Benzer sekilde dstrojene bagimlt MCF7
hiicreleri, HIF1 strojen PROTAC ile tedavi edildiginde hiicrelerin biiyiimesi durmus ve ER seviyeleri
azalmustir (Liu ve ark., 2022). Bu sonuglar dogrultusunda hormona bagimli hiicrelerin PROTAC ile
tedavi edildiginde reseptorlerin yalnizca aktivitesini azaltmakla kalmayip, ayn1 zamanda fonksiyonel
olarak da inhibe edilebilecegini gostermistir (Sakamoto, 2010). PROTAC etki mekanizmasi, bir
tiimorde hedef protein degredasyonunun toksisiteye neden olabilecegi ihtimalinden dolayi, diger
dokulardan bir E3 ligazinin alinmasimi gerektirmektedir (Han ve ark., 2019). Boyle bir yaklagimi
kolaylastirabilecek en o6nemli durum, belirli bir E3 ligazin yiiksek diizeyde tiimore 0Ozgii
ekspresyonunun saglanmasidir. Hiicre dongiisii fazina 6zgii E3 ligaz varligi ya da E3 ekspresyon
eksikligi, hedef protein degredasyonunun toksik yan etkilerine neden olmaktadir (He ve ark., 2020).
PROTAC yaklagiminin en Onemli rollerinden biri, hasarli bir hiicrenin sitoplazmasindaki veya
cekirdegindeki bir proteine uygulanabilir olmasidir. Bdylelikle proteomdaki biiylik bir protein

fraksiyonuna kars1 terapétiklerin gelistirilmesini saglayabilmektedir (Sakamoto ve ark., 2003).
1.6.2. Kan Kanserinde (Losemi) PROTAC

PROTAC ]ar, solid tiimérler ve hematolojik maligniteler i¢in farkli POI’lere kars1 gelistirilmis olup
bazi kanser hiicrelerine kars1 aykir1 bir davranis sergilemektedir. Ornegin, BRD4, BTK, BCR-ABL ve
CDK-6’ya karst PROTAC’lar 16semi tedavisinde O6nemli etkiler gostermistir (He ve ark., 2020).

Kronik miyeloid 16semi (KML), kan ve kemik iligini etkileyen bir tiir malign tiimordiir. Kemik iliginin
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normal hematopoezi inhibe etmek i¢in ¢ok sayida olgunlagsmamis l6kosit iretimi ile karakterizedir.
BRC-ABL, kemik iliginde beyaz kan hiicrelerinin asir1 iiretimini ve genislemesini saglayan sonunda
da kemik iligindeki normal hiicreleri sikistiran KML’de kritik bir kinazdir. Crews lab, BRC-ABL1
proteini i¢in bir dizi PROTAC gelistirmistir. Bununla birlikte fiizyon proteinini par¢alamak igin
onceden gelistirilmis E3 ligaz VHL ligandlar1 kullanilmistir. Bu sayede PROTAC, 16semi tedavisinde
terapdtik bir yontem olmanin disinda biyolojiyi kesfetmede bir arag olarak kullanilmustir (Qi ve ark.,
2021) Bunun yani sira AR, ER, FAK, p38 gibi PROTAC’lar farkli solid tiimor tedavilerinde, karsit bir
yaklagim gelistirmislerdir (Burslem ve ark., 2019).

1.6.3. Pankreas Kanserinde PROTAC

PROTAC’lar, hedef proteinin degredasyonunu tetiklemek icin E3 ubikutin ligazina baglanan
pomalidomid adli efektdr liganda bir baglayici ile baglanan iki islevli molekiillerdir. Bu yeni
PROTAC ARV-825 (ARV), BRD4 proteinini hedefleyen OTXO015 ve E3 ubikutin ligaz sereblonunu
hedefleyen pomalidomid ligandlarini igermektedir. Saraswat ve arkadaglarinin yakin zamanda yapmig
olduklar1 calismada, BRD4’iin ARV aracili degredasyonunun pankreas kanserini tedavi etmede
potansiyel bir roliiniin oldugu bildirilmistir. Bu da ARV’nin pankreas kanseri hiicrelerinde dnemli
sitotoksik ve apoptotik aktivite gosterdigi 2D ve 3D hiicre kiiltlirii deneylerinde gosterilmistir (Minko,
2020). Bazi PROTAC’lar, losemiyi ve kati tiimor hiicrelerini in vitro olarak etkin bir sekilde
oldiirebilen genis spektrumlu anti timor aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, kat1 timoérlere (Tang ve
ark., 2020) karsi hematolojik malignitelerde, PROTAC stratejisi kullanilarak PROTAC’larin

etkinligini degerlendirmek ve hedef tiimor tiplerini belirlemek 6nem arz etmektedir (He ve ark., 2020).

1.7. PROTAC’larin  Kiiciik Molekiil inhibitorler ve Monoklonal Antikorlarla

Karsilastirilmasi

Geleneksel olarak kiiciik kimyasal molekiiller, proteinin aktivitesini inhibe etmeyi amaglayan spesifik
proteinleri baglamak igin kapsamli bir sekilde sentezlenmis molekiillerdir. Tedavi siirecinde veya
sonrasinda olusan ilag direnci (DeGruttola ve ark., 2000), siklikla kii¢iik molekiillii inhibit6rler
kullanildiginda ortaya ¢ikmakta ve proteinlerin birikmesine yol agmaktadir (Zeng ve ark., 2021).
Ayrica timdr olusumu sirasinda belirli  bir mutasyona sahip bazi proteinlerin dayanikli yapilari
nedeniyle gosterilen bir¢ok ¢abaya ragmen kiigiik molekiillii inhibitorleri tam anlamiyla tanimlamada
basarisiz olunmustur (Wang ve ark., 2020). Son zamanlarda ila¢ tasarimcilart kiigiik inhibitdrleri
gelistirmek icin kritik olan protein-protein etkilesimini hedeflemeye odaklanmiglardir. Biiyiik ugraslar
sonucunda protein degredasyonunu indiiklemek icin gelecek vaat eden teknolojilerden biri olan
PROTAC"1 kesfetmislerdir (Nalawansha ve Crews, 2020). PROTAC’lar, geleneksel kiiciik molekiil
inhibitorlerine (SMI) kiyasla potansiyel olarak avantaj teskil etmektedirler (He ve ark., 2020). Olaya
dayali farmakoloji gibi benzersiz etki mekanizmasiyla ilgili olarak bir PROTAC molekiilii, coklu POI
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molekiillerinin degredasyonunu katalize etme yetenegine sahiptir. Bu katalitik etki modu nedeniyle
SMTI’lerin toksisitelerini azaltabilecek, PROTAC’larin, SMI’lerden daha diisiik konsantrasyonlarda
olmast gerekmektedir (Li ve ark., 2021). PROTAC’lar, isbirlik¢i bir {iglii kompleks olusturma
gereksinimi nedeniyle ilave segicilik katmani saglarken, SMI’leri ise hedeflerin afinitesine bagli olarak
etkinlik ve 6zgiilliik kavramlarini olusturabilmektedir (McCoull ve ark., 2018). Bu nedenle aktif bir
baglanma bdlgesi veya mutasyona ugramig proteinler olmadan dayaniksiz proteinleri
etkilememektedir. PROTAC’lar, dayanikli olmayan proteom ve mutasyona ugramis proteinleri
hedefleyebilmekte (Sun ve ark., 2018) ve aym1 zamanda, tiimore 6zgli E3 ligazlar kullanarak timér
seciciligini elde edebilmektedir (He ve ark., 2020). PROTAC lar, kii¢iik molekiil inhibit6rlerinden
daha gii¢lii anti-proliferatif aktivite sergilemektedirler. Geleneksel inhibitdrler tarafindan yonlendirilen
doluluktan farkli olarak, PROTAC kaynakli protein degredasyonu (Raina ve ark., 2016) olay
glidiimliidiir (bir olayin ardindan ilgili metotlarin tetiklenmesi). Bu nedenle teorik olarak hedef protein
degredasyonunu hizlandirmak i¢in yalnizca katalitik miktarda PROTAC lara ihtiyag¢ vardir (Weng ve
ark., 2021). Ayrica PROTAC’lar, kii¢ikk molekiiller tarafindan inhibe edilmesi zor olan hedeflerin
degredasyonunu indiikleyebilir ve yeni ilag gelistirmek igin hedef araligini genisletebilmektedir
(Zhang ve ark., 2020). inhibitérler, bir protein alanina baglanarak ¢alismaktadir, fakat proteinler ¢oklu
alanlardan olusmakta ve baglanamayan protein alanlar1 bu durumdan etkilenmemektedir. Baglayici
bolgeleri olan proteinler, tiim proteomun yalnizca kiigiik bir boliimiinii olusturmakta ve inhibitorler
tarafindan islenemeyen ¢ok sayida dayaniksiz proteinleri barindirmaktadir (Pu ve ark., 2019). Bunun
yant sira inhibitorlerin ¢aligmasi igin yiiksek ila¢ konsantrasyonlarina ihtiya¢ vardir ve yan etkileri de
beraberinde getirmektedir (Zhou ve ark., 2020). Kiigiik molekiil inhibitérleri, hedef proteinler
tizerindeki bolgeleri isgal ederek POI’nin iglevini olumsuz yonde etkilemektedir. Ardindan POI’dan
ayrildiktan sonra etkileri kayboldugu i¢in buna “doluluk odakli model” adi verilmektedir. Protein
inhibisyonu sitokiyometriktir ve bir inhibitér molekiilii sadece bir hedef protein molekiiliinii inhibe
edebilmektedir. Ote yandan PROTAC lar “olay odakli model” araciligiyla calisir ve her yerde bulunan
POI’nin degredasyonu, PROTAC’larin ayrilmasindan sonra bile devam edebilmektedir (Hu ve Crews,
2022). Geleneksel inhibitorlerin rekabete dayali ve doluluk odakli siirecinden farkli olarak
PROTAC’lar, diisiik maruziyetlerde hedef protein degredasyonunu destekleyebilen katalitik etkiye
sahiptir. PROTAC’lar, geleneksel terapi (inhibitdr/aktivator) ile elde edilemeyen hedef patojenik
proteinleri pargalama ve ilgili sinyal yollarin1 diizenleme potansiyeline sahiptir (Saeki ve ark., 2012).
Geleneksel kiiciikk molekiil inhibitorleri genellikle hedefin enzimatik aktivitesini inhibe ederken,
PROTAC’lar sadece proteinin enzimatik aktivitesini degil, ayn1 zamanda tiim proteini pargalayarak
enzimatik olmayan aktiviteyi de etkilemektedir (Klein ve ark., 2020). PROTAC, mevcut hedeflerin
ilaglanabilir alanim1 genisletebilmekte ve geleneksel kiiciik molekiil inhibitorleri tarafindan kontrol
edilmesi zor olan proteinleri diizenleyebilmektedir (Sun ve ark., 2020). PROTAC’lar ile SMI’ler ve
monoklonal antikorlar (mAb’ler) arasinda bir karsilastinlma yapilmaktadir. Bu durumda

PROTAC lar, iskelet proteinlerini hedefleyebilir; “dengesiz” hedefleri bozabilir, SMI’ler ise iskelet
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proteinlerini hedef alamaz ve dengesiz hedefi hedefleyemez. PROTAC’lar, oral olarak biyolojik yolla
temin edilebilirken, mAb’ler oral olarak biyoyayarli degildir ve yalmzca zar proteinlerini
hedefleyebilmektedir (Liu ve ark., 2020). Geleneksel kiigiik molekiil inhibitérleri, proteinin islevini
bloke ederek etki gosterirken, PROTAC’lar proteinleri proteozom yoluyla bozarak islev gérmektedir
(Wang ve ark., 2022).

1.8. lla¢ Direncinin Ustesinden Gelen PROTAC

flag direnci, mevcut klinik tedavide biiyiik bir zorluk haline gelmektedir (Kordestani ve ark., 2012).
Yeni hedeflerin ve ilag kesif stratejilerinin gelismesiyle birlikte patojenik proteinleri veya reseptorleri
hedef alan, kanser tedavisinde kullanilabilecek giiclii ilaglar ortaya ¢ikmaktadir (Wang ve Zhou,
2018). Ozellikle son 20 yilda kinaz inhibitdrlerinin giiclii gelisimi klinik uygulamada sasirtict sonuglar
elde etmis ve yasam kalitesini biiyiik dl¢iide iyilestirmistir. Hedefe yonelik ilaglarin 6nemli etkilerine
ragmen, hastalar genellikle bir tedavi periyodundan sonra degisen derecelerde ilag direnci
gelistirmektedir. Olusan bu ila¢ direnci de hastaligin niiksetmesine neden olmaktadir. Bu nedenle
kazanilmig ilag direncinin {istesinden gelmek icin yeni teknolojilerin gelistirilmesine dnem verilmistir
(Sun ve ark., 2020). PROTAC teknolojisi, enzalutamide direngli prostat kanseri i¢in androjen
reseptoriinii hedeflerken (Barfeld ve ark., 2017), ilaca direngli meme kanseri igin Ostrojen reseptoriinii
hedeflemektedir (Pietri ve ark., 2016). Diger yandan, Ibrutinib direngli lenfoma i¢in BTK’y1 ve
kastrasyona direncli prostat kanseri i¢cin BET proteinlerini hedefleme gibi ila¢ direncinin iistesinden
gelen onkojenik hedefi degrade etmede basariyla kullanilmistir (Zeng ve ark., 2021). PROTAC lar,
POI'nin mutasyonlarindan kaynaklanan ilag¢ direncinin istesinden gelmek i¢in de kullanilabilmektedir.
Ornegin BRC-ABL mutantlar1 (Yang ve ark., 2020), reseptor tirozin kinazlar (RTK) (Buhimschi ve
ark., 2018), ostrojen reseptor alfa (ERa) (Lin ve ark., 2020) ve Brutan tirozin kinaz (BTK) (Tinworth
ve ark., 2019) gibi proteinlerin mutasyona ugramig formlarmi hedefleyen PROTAC’lar rapor
edilmistir (He ve ark., 2020). Hedef proteine baglanan bir ilacin kisa bir siire igerisinde birikmesine
yol acabilmektedir. Bu durumu agiklayan iki mekanizma bulunmaktadir. ilk olarak ilag baglanmasi,
proteini stabilize edebilmekte ve boylece yari omriinii uzatabilmektedir. Bu fenomen, bazen kiigiik
molekiillii problar1 taramak, bazen de hedef etkilesimi dogrulamak igin kullamilmaktadir. Ilaca
maruziyet durumunda, protein seviyelerinin yiiksek miktarda ortamda birikmesi ve bununla es zamanli
olarak inhibit6r seviyelerinin en aza indirilmesi, protein stabilizasyonunun olumsuz bir sonucu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Neklesa ve ark., 2017). ikinci mekanizmada, belirli durumlarda hedefi
antagonize ederek, transkripsiyonel seviyede telafi edilebilir yiiksek ekspresyon seviyelerini
gdstermelerine yol agmaktadir. Ornegin, AR kendi transkriptinin transkripsiyonel bir baskilayicisi
olarak hareket etmektedir. inhibitorlerle AR baskisi iizerine AR’nin mRNA seviyesi artar, bu da daha
yiiksek ve daha diisiik AR seviyelerine eslik ederek duyarlasmaya neden olmaktadir (Rashighi ve
Harris, 2017). Ilag hedefi birikiminin tiim mekanizmalari, inhibitériin etkinligine zarar

verebilmektedir. (Hu ve Crews, 2022). BRD4 PROTAC’lar ile yakin zamanda yayinlanan sonuglar,
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BRD4 inhibitorlerinin BRD4 artan regiilasyonu nedeniyle hizla etkinligini kaybederken, BRD4
PROTAC’larin BRD4 yikimimi ve transkripsiyonel olarak baskilandigini gostermektedir (Gadd ve
ark., 2017). Yakin tarihli bir ¢alismada, BRD4’e karsi VHL bazli ve CRBN bazli PROTAC’larin
kullanilmasinin, ila¢ direncine yol agtigi bildirilmistir. Ancak daha fazla kanit ile elde edilen bu
direncin, E3 ligaz kompleksinin ¢ekirdek bilesenindeki genomik degisiklikten kaynaklandigi
gosterilmistir (Liu ve ark., 2020). Nokta mutasyonlarinin ortaya ¢ikmasi, edinilmis ilag direncinin
yaygin bir mekanizmasi olarak bilinmektedir. HIV tedavisinde antivirallere veya kanserde BCR-ABL,
AGFR, ALK ve BTK inhibitorlerine karsi direncin ortaya ¢ikmasi durumunda, ilag hedefindeki
mutasyonlar neredeyse kaginilmaz olmaktadir (Roskoski, 2017). Bu mutasyonlarin proksimal dogast,
genellikle ilacin baglanmasini onlemekte ve boylece etkinligini bloke edebilmektedir. Yine de hedefin
tamamen ortadan kaldirilmasinin gerekli oldugu reseptér kompleksinde baska modifikasyonlar da yer
almaktadir (Farnaby ve ark., 2021). PROTAC’lar tarafindan hedeflenen protein degredasyonu, bu
diren¢ mekanizmalarini hedeflemek icin alternatif bir yaklasim sunmaktadir. flgili proteinin ortadan
kaldirilmasi, inhibitorlere direngli yardimci proteinlerle ilag hedef kompleksinin gelismesini
engellemektedir. Daha da onemlisi bu diren¢ mekanizmalarindan bazilar1 klinik deneylerde direng
ortaya cikana kadar tahmin edilemediginden, PROTAC yoOnteminin ilag gelistirme programlarinin
riskini de azaltabilecegi diisiiniilmektedir (Neklesa ve ark., 2017). Kanser hiicreleri hayatta kalabilmek
icin belirli bir hedefe bagl olabilir ve bu hedefi ilaglamak i¢in alternatif stratejileri kullanarak etki
saglayabilmektedir. PROTAC teknolojisi kullanmilarak proteinlerin parcalanmasi, bu stratejinin ilag
direncinin Ustesinden gelebilecegini kanitlamigtir. PROTAC’lar tarafindan elde edilen bu etki
modundaki degisiklik, kanser hiicrelerinin yeniden duyarli hale getirilmesine izin vermektedir

(Rashighi ve Harris, 2017).
19.  Gecmisten Gelecege PROTAC Calismalar:

PROTAC ¢aligmalarma kronolojik sirayla bakacak olursak, 2000 yilinda Zhou ve arkadaslari maya ve
insan osteosarkom SARS-2 hiicrelerinde pRB’y1 hedeflemek igin spesifik bir protein etkilesim alani
kullanarak SCF E3 ubikutin ligaz kompleksini tasarlamiglardir (Zhou ve ark., 2000). Bu c¢abalar
sonucunda Kathleen M. Sakamoto ve Raymond J. Deshaires tarafindan Kyungbo Kim, Frank
Mercurio ve Craig M. Crews ile birlikte 2001-2003 yillarinda gelistirilen bu ¢alisma, PROTAClarin
onciilii olarak kabul edilmektedir (Zou ve ark., 2019).
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Sekil 9. ilk PROTAC. (A) PROTAC 1n ilk sematik diyagrami. Bu PROTAC, MetAP-2 ubikutinasyonu
tetikleyen MetAP-2 ile baglanmak i¢in bir baglayici ve ovalisin olan E3 ubiquitin ligaz SCFb-TRCP'yi almak
icin IkBa'dan tiiretilen bir fosfopeptid icerir. (B) Bilesik 5: Birinci PROTAC'in yapisi, Mavi: hedef proteinler

icin ligand, Kirmizi: E3 ubiquitin ligazin1 almak icin ligand (Wang ve ark., 2020).

Bu ¢alismada, ubikutin E3 ligazin, SCF BTrCP’ye baglandig: bilinen bir IKBa fosfopeptit epitopuna
bagli kiigiik molekiillii MetAP2 inhibitorii kullanilmistir. Diger yandan, ovalisinin bir hibriti
kullanilarak aminopeptidaz MetAP2‘nin hiicresel degredasyonu gerceklestirilmistir (Zhang, 2004).
Proteolizi hedefleyen kimera (PROTAC) terimini ilk kez kullanan bu ¢alismada, {iglii bir kompleks
olusumu yiiksek PROTAC konsantrasyonlarinda Xenopus Oziitlerinde gosterilmistir (Sakamoto ve
ark., 2001). Bu doniim noktasi niteligindeki ¢alisma, konseptin uygulanabilirligini gostermis, fakat
ligaz alimi i¢in yiiksek oranda yiiklii bir peptit par¢asina gereksinim duyulmustur. Bu nedenle hiicresel
bir ortamda degredasyon olasiliginin diisiik olmasi ve bdylelikle ila¢ kesfine yonelik uygulamalarin
hala net olmamasi diisiiniilmiistiir (Békés ve ark., 2022). O zamanlar kimyasal biyoloji uygulamalar1
icin protein yikimi agik bir sekilde gerceklesmesine ragmen, calisma ilag kesif gruplarindan ¢ok az ilgi
gormiistiir. Bu erken ¢i1g1r agan ¢aligmalarin bir bagka ilging tuhafligi, kovalent bir etkilesim yoluyla
MetAP2’ye baglanan bir ovalisin tiirevinin se¢ciminden kaynaklanmistir. Ayni1 zamanda bu kovalent
etkilesim, PROTAC’larin katalitik etkisini engellemekte ve potansiyel olarak gozlenen degredasyon
etkinligini sinirlandirmaktadir (Churcher, 2018).
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Sekil 10. PROTAC teknolojisinin tarihsel gelisimindeki kilometre taglari (Langley ve Crews, 2022)’ den

modifiye edilmistir.

Sonraki yillarda 6strojen reseptorii (ER) (Hu ve ark., 2019) ve androjen reseptorii (AR) (Neklesa ve
ark., 2019) gibi hedefleri bozmak i¢in bir dizi ek PROTAC karakterize edilmistir. Fakat yine de
peptidik ligandlara olan gliven bozulmamis ve hiicreler igin de bozulmayr goéstermek icin
mikroenjeksiyon gerekmistir. PROTAC larn ilag kesfinde kullanima yonelik evrimindeki bir sonraki
onemli adim, peptit olmayan E3 ligaz baglayict kisimlarin degredasyon kaniti géstermeye basladigi
zaman olarak kabul edilmektedir (Hughes ve ark., 2021). Elde edilen bu veriler, cesaret vericiydi fakat
ayn1 zamanda bir PROTAC’a dahil edilebilecek E3 ligazlar1 i¢in daha fazla ilaca benzer ligand bulma
ihtiyac1 gerekmekteydi. 2004’iin baslarinda ilk peptidik PROTAC makalesi yaymlandiginda (Zhang,
2004), iki makale HIFa peptidin E3 VHL’ye baglanma modunu tanimladigini bildirmistir (Song ve
ark., 2020). VHL’ nin HIFa’nin degredasyonuna aracilik ettigi biliniyordu (Maranchie ve ark., 2002)
ve VHL’ye baglanmadan once gergeklesmesi gereken HIFa iizerinde spesifik bir prolin P564
hidroksilasyonu oldugu gosterilmisti. SCF B TRCP, kisa hipoksiprolinpeptitler, VHL E3 ligazin
almak icin peptidik PROTAC’a dahil edilmis ve bu PROTAC’larin FKBP12 ve AR’nin
degredasyonuna yol agtig1 gosterilmistir (Schneekloth ve ark., 2004). PROTAC taki HIFa pargasinin
peptidik yapisi, bunlarin in vivo kullanimini sinirlamig ancak hidroksiprolin ¢ekirdeginin iyonik
olmayan yapisi ilaca benzer E3 ligaz elde edilecegini one stirmistiir (Neklesa ve ark., 2017).

2008’de E3 ligaz MDM2’ye baglandig1 agiklanan bir Nutlin, hiicrelerin i¢inde 10 pM’lik bir
konsantrasyonda peptidik olmayan PROTAC’lar verilerek androjen reseptoriine yonelik ligandlarla
birlestirilmistir (Xia ve ark., 2008). Degredasyonun, proteozomal bagimli oldugu gosterilmis

olmasina ragmen, aciklanan smirli verilerden bircogu AR ligandinin kendilerinin ayni kdkenli
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reseptorlerini kararsizlagtirdigini belirtmistir. Ayn1 zamanda bagka bir sekilde degredasyonuna izin
verdigi goz Oniine alindiginda, MDM2 baglanmasinin gerekli olup olmadigimi degerlendirmek zor
olmustur (Churcher, 2018). Bununla birlikte Nutlin’in MDM2 ligandlarinin bir PROTAC ortaminda,
E3 ligaz toplama kisminin da dahil edilerek test edilmesi istenmistir. Bunun sonucunda ne yazik ki
PROTAC’larin giigleri buna yeterli olmamustir (Neklesa ve ark., 2017). PROTAC’larin daha fazla
ilerlemesinde 6nemli bir gelisme olarak 2010-2012°de daha fazla ilaca benzer E3 ligaz baglayicilarinin
tamamlanmasi ile ger¢eklesmistir. Craig Crews, Alessio Ciulli gruplar1 ve ardindan GSK’da kiigiik bir
grup ila¢ kesif bilimcisi, alt tabakas1 HIF-1a’ya baglanan VHL’ nin ayrintili X 1511 ve biyofiziksel
analizinden elde edilen bilgileri kullanmistir. Sonrasinda dogal peptidik VHL alt tabakasim taklit
etmek i¢in peptidik olmayan ligandlari basarili bir sekilde tanimlayarak parca-bazli ilag¢ tasarim
ilkelerini uygulamstir (He ve ark., 2020). 2012’deki bir dizi yaym, HIFa ve VHL etkilesiminin kii¢iik
molekiil inhibitorlerinin gelisimine katki sagladigimi bildirmistir (Porta ve ark., 2012). PROTAC’larin
geleneksel kiiciik molekdiller gibi davranmasi saglanabilmis fakat bunlarin etki bigimleri kisiye yeni
terapotik islevler kazandirmigtir. 2013’te Arvinas’in ve C4 Therapeutic’in kurulmasiyla kanitlandigi
gibi PROTAC larin pazarlanan ilaglara doniistiirmeye yonelik ticari bir ilgileri bulunmustur (Neklesa
ve ark., 2017) 2013 yilinda reseptorlerle etkilesime giren protein kinaz-2’ye (RIPK2) bir ligand
baglandiginda ilk kez 1 nm civarinda, oldukga giiclii hiicresel etkiler veren bir PROTAC kesfedilmis
ve bu PROTAC’in 6nceki molekiillerden daha aktif oldugu goriilmiistiir (Lupfer ve ark., 2013).
Onemli olarak degredasyonun E3 ligaz bagimliligy, ligaz islevini yerine getiremeyen ve degredasyona
sebep olmayan bir VHL baglayici olmayan enantiyomerik kontrol kullanilarak dogrulanmigtir (Gadd
ve ark., 2017). Etki mekanizmasi, varsayilan ti¢lii kompleksin olusumunun gosterilmesiyle daha da
dogrulanmis ve substratin kullanimiyla PROTAC’larin etkisinin degredasyona aracilik ettigi
gosterilmistir. Bu 6nemli yaklasim, diger kiigiik molekiillii farmakolojik miidahalelerin ¢ogundan
ayrilan benzersiz bir PROTAC eylemi yoniini dogrulamigtir. Yani doluluk odakli farmakolojiden
ziyade olay odakli oldugu belirlenmis, bununla birlikte mekanizmanin da oldukg¢a segici oldugu
gosterilmistir (Churcher, 2018). 2015 yilinda hizli bir sekilde art arda yaymlanan PROTAC’larin ilk
kez ila¢ kesfine ger¢ek bir uygulamali yaklasim olarak geldigi duyurulmustur. PROTAC
yaklagimlarina yatirim ve ilgi diizeyi onemli Olgiide artmus, dikkatler PROTAC fikirlerinin test
edilebilmesi i¢in ele alinmasini gerektiren ¢ok sayida soru elde etmistir (Dale ve ark., 2021). Yine
2015 yili igerisinde kiiciik molekiilli VHL tabanli PROTAC’lar hakkinda bir dizi yaym
yayinlanmistir. VHL nin yan1 sira talidomidin E3 ligaz Cereblon ile etkilesime girdiginin anlagilmasi
nedeniyle birka¢ grup tarafindan E3 parcalar olarak talidomid analoglarmin kullanildigt ve bu
nedenle PROTAC’larin olustugu belirtilmistir (Lu ve ark., 2015). Simdiye kadar hem VHL hem de
Cereblon tabanli PROTAC lar kesfedilmis, dogrulanms ve yaymlanmustir (Neklesa ve ark., 2017). ik
kiiciik molekiillii PROTAC’n literatiirde bildirilmesinden bu yana gegen 20 yil igerisinde, akademiden
birka¢ teknoloji ve ila¢ sirketinin klinik Oncesi ve erken klinik gelisim programlarini yaydigi

endiistriye gecilmistir. 2018’de ilk PROTAC molekiilleri klinik testlere girmis, 2020°de bu denemeler
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iki kokli kanser hedefine karsi modalite icin ilk klinik kavram olan ostrojen reseptorii (ER) ve
androjen reseptorii (AR) olarak kanitlanmistir (Békés ve ark., 2022). 2020°de, ARV-110 ve ARV-
471’in faz 1 denemelerinden (Cimas ve ark., 2020) bildirilen ilk olumlu veriler yalnizca bilesiklerin
kendileri i¢in degil, tim TPD alami igin temel sorulara yanit bulmustur. Ayni zamanda tolere
edilebilirlik ve etkinlik agisindan umut verici veriler ortaya c¢ikarmustir (Ishida ve Ciulli, 2021).
PROTAC teknolojisi kesfedilmesinden bu yana hem temel biyolojik aragtirmalarda hem de terapotik
gelistirmede yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Yillar boyunca PROTAC teknolojisi niikleer
reseptorler, kinazlar, G- protein bazli reseptorler (GPCR’ler), transmembran proteinler, epigenetik
proteinler, kiigiik GTPaz’lar, transkripsiyon faktorleri ve protein agregatlari gibi bir¢ok protein sinifina
bagariyla uygulanmistir (Nalawansha ve Crews, 2020). Yeni ve gelecek vaat eden teknikler olarak
PROTAC’lar ilaca direngli hedeflere karsi 6zel bir hassasiyet gdstermistir. Kemoterapi geleneksel
olarak kanser tedavileri i¢in ana tedavi yontemi olarak yerini almustir. Bu nedenle kemoterapi
ilaglarina kars1 kazanilan direng nedeniyle klinik uygulamalar engellenmis ve hastaliklarin niiksetmesi
ile sonuglanmistir. Yeni hedefler ve yeni ilag kesif teknolojileri iizerine arastirmalarin ilerlemesiyle
birlikte, onkojenik proteinlerin veya reseptorlerin islevlerini dogrudan spesifik olarak kiigiik
molekiiller ile inhibe etmek igin giiclii stratejiler ortaya ¢ikmaya devam etmektedir (Sun ve ark.,
2019).

1.10. PROTAC’larm Avantajlari ve Gelecekteki Zorluklari

Son yirmi yilda PROTAC’lar, dikkate deger basarilar elde etmistir. Ozellikle birinci ve ikinci oral
PROTAC’larin klinik deneylere girmesiyle bu yeni teknoloji, ila¢ gelistirme i¢in yeni bir kapi
acmugtir. Diger yeni teknolojiler gibi PROTAC da benzeri goriilmemis firsatlar ve zorluklar ile karsi
karsiya kalmaktadir (Zeng ve ark., 2021). PROTAC teknolojisinin avantajlarma baktigimizda, ilk
olarak PROTAC’lar diisiik konsantrasyonlarda bile protein degredasyonunu etkili bir sekilde
indiikleyebilmektedir (Burslem ve ark., 2018). Bununla birlikte PROTAC’lar kinaz grubunda yeniden
baglanma endisesi olmaksizin daha etkili ve daha dayanikli sinyal iletim inaktivasyonu ve biiyiime
inhibisyonu ile karsilagsmaktadir. PROTAC’lar aym1 zamanda mutant proteinlerin ayrilmalarim
onlemek i¢in degredasyonunu indiikleyebilmektedir (Wang ve ark., 2020). PROTAC’larin diger bir
avantaj1 da izoform secici protein bozulmasim indiikler ve Pan inhibitorleri, izoform arasindaki dizi ve
yapisal benzerlikler nedeniyle ¢oklu izoformlar1 baglayarak inhibe edebilmektedir. PROTAC lar hem
enzimatik hem de enzimatik olmayan rolleri ortadan kaldirmak icin ¢ok alanli proteinlerin
degredasyonunu uyarabilmektedir (Mares ve ark., 2020). Bunlarin yani sira PROTAC’lar rastgele
ligandlar segici yikicilara doniistiiriir ve rastgele inhibitorler birden fazla proteine baglanir. Bununla
birlikte rastgele inhibitdrden tiiretilen PROTAC 1ar, bagli proteinlerin degredasyonunu indiikleyemez.
Son olarak PROTAC’lar, proteozomal degredasyon icin ¢ok bilesenli kompleksleri
hedefleyebilmektedir. Bir kompleksteki tek bir proteine baglanan inhibitorler, protein kompleksinin

iskele fonksiyonlarini bloke etmede etkisizdir. PROTAC’lar protein kompleksine tek bir protein alt
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birimi yoluyla baglanir ve kompleks icindeki bir¢ok proteinin degredasyonunu indiikleyebilmektedir

(Nalawansha ve Crews, 2020).

A inhibitdr

\PROTAC/.)
o le P 2 3 i, o

Proteozom

Kararh Uglii Kompleks ici F
Rastgele Kinaz PROTAC ¢ P Secici Protein Yikimi

Sekil 11. PROTAC’larin avantajlari. (A) PROTAC hem kinaza bagimli hem de bagimli olmayan proteini
pargalamak i¢in inhibit6rlere gore avantajlidir. (B) Degredasyon igin E3 ile potansiyel bir substrat arasinda
kararl bir tiglii kompleks gereklidir (Wang ve ark., 2020).

PROTAC lar, potansiyel terapétik ajanlar olarak gelisimleriyle iliskili benzersiz zorluklara sahiptir ve
PROTAC’larin hiicre zarina nasil niifuz ettigi ile ilgili mekanizma hala yeterince agik degildir.
PROTAC’larin absorpsiyonunu, dagilimini, metabolizmasini, atilimimi ve toksisitesini aydinlatmak
icin daha fazla teori ve uygulamaya gereksinim duyulmaktadir (Li ve ark., 2021). Farmakolojik
aktivite i¢in zorunlu PROTAC konsantrasyonunu korumak ve ideal fizikokimyasal 6zelliklere sahip
molekiiller elde etmek i¢in hiicre alimini, biyoyayarlanimimi arttirmak hala ¢ok biiyiik bir zorluktur
(Zeng ve ark., 2021). PROTAC teknolojisinin ilag¢ gelistirmede parlak bir gelecegi olmasina ragmen,
bircok zorlukla da karsi karsiya kalmaktadir. Simdiye kadar ugrasilmaz bir hedef icin rapor edilen
yalnizca bir PROTAC 6rnegi bulunmaktadir; fakat PROTAC’larin avantajlarin1 gelecekte ugrasiimaz
hedeflerde kanitlamak i¢in daha fazla vakaya ihtiya¢ duyulmaktadir. PROTAC, katalitik modda
hareket ettiginden geleneksel yontemler PROTAC’larin farmakokinetik (PK) ve farmakodinamik (PD)
ozelliklerini dogru bir sekilde degerlendirememektedir (Liu ve ark., 2021). Bu nedenle PROTAC’lar
icin PK ve PD degerlendirme sistemleri olusturarak daha fazla c¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
PROTAC’larda, Ozellikle de protein-protein etkilesimlerini hedefleyenlerde kullanilabilen hedef
protein ligandlarinin nasil hizli ve etkili bir sekilde taranacagi bagka bir zorluk olarak bilinmektedir
(Juan ve ark., 2022). Bozunma aktivitesinin, seciciligin ve olas1 hedef dis1 etkilerin (farklt hedeflere,
farkl1 hiicre hatlarina ve farkli hayvan modellerine dayali olarak) nasil anlagilacagi ve PROTAC’larin
rasyonel olarak nasil tasarlanacag: hala belirsizligini korumaktadir. insan genomu 600°den fazla E3
ubikutin ligazin1 kodlamaktadir. Ancak PROTAC’larin tasariminda kullanilan ¢ok az sayida E3 ligazi
(VHL, CRBN, CIAP ve MDM2) bulunmaktadir (Li ve ark., 2020). E3 ubikutin ligaz kapsaminin nasil
genisletilecegi bu alanda karsilasilan bir diger zorluktur. PROTAC teknolojisi hizla gelismekte ve hem
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akademi hem de endiistrideki ¢ok sayida bilim insaninin ortak ¢abalariyla bu sorunlar yakin gelecekte

¢oziilmeyi beklemektedir (Sun ve ark., 2020).
2. Sonuc¢

PROTAC teknolojisi, son yillarda kanseri tedavi etme ve ilag gelistirmede 6nemli basarilara imza
atmis bir yontem olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte bu strateji, geleneksel tedavi yontemlerinin
yetersiz ve ila¢ direncinin diisiik oldugu durumlarda yeni bir modalite olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
PROTAC’lan diger tedavi stratejilerinden ayiran en énemli 6zelliklerinden biri, hedeflerinin islevsel
olarak yikilmasini saglamak icin gecici ve zayif etkilesimleri kullanmalaridir. PROTAC’lar bu
yeteneklerinden yararlanarak doluluk odakli paradigmalar altinda etkisiz hale getirilen ligandlar
yeniden devreye koyabilmektedir. Aymi zamanda PROTAC’larin geleneksel kiiciik molekiil
inhibitorlerine karsi 6dnemli bir avantaji ise benzersiz katalitik etki modeline sahip olmasidir. Teorik
olarak benzersiz etki mekanizmasi ve katalitik karakteri sayesinde optimal farmakokinetik potansiyel
teskil etmektedir. Bununla birlikte PROTAC’lar, hedef protein rezervuarlarini hizli ve verimli bir
sekilde tiiketmek icin POI degredasyonunu indiikleyebilmektedir. Onceden var olan POI
rezervuarlarinin ¢ikarilmasiyla yeni sentezlenen POI’yu parcalamak i¢in az miktarda PROTAC
molekiiliine ihtiya¢ duyulmaktadir. Fakat bir¢cok proteinin oldukg¢a yavas ¢evrilmesi gibi durumlar géz
Ontine alindiginda var olan PROTAC’larin diisiik seviyelerde bile hedef proteinleri verimli bir sekilde
degredasyona ugratabilecegi bilinmektedir. PROTAC’lar, bircok ¢aligmada potansiyel hedef olarak
kullanilmalarina ragmen, klinik uygulama ile ilgili pek ¢ok endise halen devam etmektedir. Hizla
gelismekte olan PROTAC teknolojisi hem akademide hem de endiistrideki ¢cok sayida bilim insanimin

ortak ¢abalartyla bu sorunlarin yakin gelecekte ¢oziilmesi beklenmektedir.
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