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Abstract: PROTAC („Proteolysis Targeting Chimera“) ist eine
schnell wachsende alternative Therapiestrategie, die großes
Potenzial hat, aktuelle Herausforderungen der Wirkstoffent-
wicklung zu bew�ltigen. Die neue Strategie nutzt niedermole-
kulare Verbindungen, um Zielproteine zur zellul�ren Ubiqui-
tinierungsmaschinerie und dadurch an das Proteasom zu re-
krutieren. Hier beschreiben wir die Synthese von PROTACs,
die den Abbau von c-ABL und BCR-ABL durch die Rekru-
tierung der Cereblon- oder Von-Hippel-Lindau-E3-Ligasen
auslçsen. Die F�higkeit eines PROTAC, Proteinabbau zu in-
duzieren, beruht nicht allein auf der Wechselwirkung mit dem
Zielprotein – die Identit�t des Liganden, der an das Zielprotein
bindet, und der rekrutierten E3-Ligase beeinflusst weitgehend
das Abbauprofil des PROTAC. Als Ausgangspunkt fîr weitere
Entwicklungen sollten daher sowohl der Ligand, der an das
Zielprotein bindet, als auch der E3-Ligase-Ligand variiert
werden, um auf dem schnellsten Weg einen PROTAC mit ge-
wînschtem Abbauprofil zu erstellen.

Chronische myeloische Leuk�mie (CML) wird oft durch ein
Fusionsprotein, BCR-ABL, verursacht in dem die sonst au-
toinhibitorische Regulation der c-ABL-Kinase aufgehoben
wird. Diese durchgehend aktive Tyrosin-Kinase treibt die
unkontrollierte Zellvermehrung îber STAT5, MAPK, PI3K/
Akt und CrkL-basierte Signaltransduktionswege an.[1–3] Mit
der Entwicklung von Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKI), die
BCR-ABL inhibieren, wurde CML zu einer beherrschbaren
Erkrankung. Imatinibmesylat, der erste TKI, der BCR-ABL
als Zielprotein hatte, bindet kompetitiv an der ATP-Binde-
stelle von c-ABL und inhibiert dadruch c-ABL und BCR-
ABL, was zur Hemmung der Zellvermehrung und zur Apo-
ptose von Leuk�miezellen, mit Ausnahme der Vorl�uferzel-
len, fîhrt.[4, 5] Die zweite Generation von TKIs (Dasatinib,
Bosutinib usw.) wurde anschließend entwickelt, um Patienten
zu behandeln, die Resistenzen gegenîber Imatinib entwickelt
hatten.[6] Trotz des Erfolgs von BCR-ABL-TKIs mîssen alle
CML-Patienten eine lebenslange Behandlung in Kauf
nehmen, da Leuk�miestammzellen trotz BCR-ABL-Hem-
mung bestehen bleiben. Eine Hypothese besagt, dass BCR-
ABL auch als so genanntes Gerîstprotein fîr kompensato-
rische Signaltransduktionswege fungieren kann und dadurch

den Stammzellen ein �berleben trotz Kinaseinhibition er-
mçglicht.[7–9] Daher w�re der „Knock-down“ von BCR-ABL
eine effektive Mçglichkeit, eine lebenslange Therapie durch
die Heilung der Krankheit zu ersetzen.

Vor kurzem haben unsere und weitere Arbeitsgruppen
eine Plattform entwickelt, die den Abbau von Proteinen in-
duziert und daher das Potenzial hat, die Herausforderungen
der derzeitigen Wirkstoffentwicklung zu bew�ltigen.[10–13] Die
PROTAC-Technik („Proteolysis Targeting Chimera“) nutzt
heterodifunktionelle niedermolekulare Substanzen, um eine
Ubiquitin-E3-Ligase und ein Zielprotein zu rekrutieren.[14]

Nach der Bildung eines trimeren Komplexes ubiquitiniert die
E3-Ligase das Zielprotein und fîhrt dadurch dessen prote-
asomalen Abbau herbei (Abbildung 1A). Im Unterschied zu

Pharmakologie, die auf Inhibitoren basiert, erfordert die
PROTAC-Technik nur eine transiente Wechselwirkung mit
einer beliebigen Oberfl�che des Zielproteins, um katalytisch
die Ubiquitinierung und den Abbau des Proteins auszulçsen.
PROTACs stellen daher eine vielversprechende Therapie-
strategie dar, um das derzeit pharmazeutisch unzug�ngliche
Proteom („undruggable“) zu erreichen, und sie wurden be-
reits erfolgreich eingesetzt, um verschiedene Proteine wie
ERRa[13] („estrogen-related receptor alpha“), CRABPs[15]

(„cellular retinoic acid binding proteins“) und BRD4[10–12]

abzubauen. Bei all diesen Erfolgen wurden noch keine
PROTACs beschrieben, die den Abbau von Tyrosin-Kinasen
induzieren.[13] Hier haben wir nun darauf abgezielt, den

Abbildung 1. Strategie der PROTAC-Entwicklung. A) PROTACs wirken
durch r�umliche N�he induzierte Ubiquitinierung, die zum proteas-
omalen Abbau fíhrt. B) �berlagerung der Kristallstrukturen von Bosu-
tinib (blau; PDB: 3UE4) und c-ABL-Dasatinib (gelb; PDB: 2GQG). Die
Linker wurden an der rot umrandeten, zug�nglichen Position ange-
h�ngt. C) Linker, die verwendet wurden, um die TKIs und E3-Ligase-
Liganden zu verbinden.
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Abbau des Fusionsproteins BCR-ABL – einer klassischen
onkogenen Tyrosin-Kinase – zu induzieren.

Nachfolgend beschreiben wir die Entwicklung der ersten
PROTACs, die den Abbau des Onkoproteins BCR-ABL in-
duzieren. Im Laufe der Entwicklung haben wir eine Synthe-
sestrategie fîr PROTACs gefunden, die die Variation des
Liganden, der an das Zielprotein bindet, und des E3-Ligase-
Liganden beinhaltet und dadurch eine schnelle Erfassung der
Abbauprofile von PROTAC-Gruppen ermçglicht.

Um BCR-ABL abbauende Verbindungen herzustellen,
haben wir die BCR-ABL-TKIs (Imatinib, Bosutinib und
Dasatinib), die an die c-ABL-Kinasedom�ne binden, an einen
bekannten Von-Hippel-Lindau(VHL)-E3-Ligase-Liganden
und an ein Thalidomidderivat (Pomalidomid), um die E3-
Ligase Cereblon (CRBN) zu rekrutieren, konjugiert.[10, 13, 16,17]

Die resultierenden difunktionellen Molekîle sollten BCR-
ABL durch den TKI binden und die E3-Ligasen durch den
entsprechenden rekrutierenden Liganden. Unter Verwen-
dung der Kristallstrukturen der c-ABL-Kinasedom�ne, ge-
bunden an die TKIs (Imatinib, Dasatinib und Bosutinib),
konnten wir den besten Anknîpfungspunkt fîr die Linker
und den E3-Ligase-Liganden bestimmen, der wesentliche
Wechselwirkungen intakt l�sst (Abbildung 1B).[18–20] Vier
Linker mit unterschiedlicher L�nge und chemischer Zusam-
mensetzung wurden evaluiert, um einen �berblick îber den
potenziellen chemischen Raum zu erhalten (Abbildung 1C).
Die Linker enthalten hydrophobe und hydrophile Anteile,
um die Hydrophobie und die Hydrophilie der Hybridver-
bindungen im Gleichgewicht zu halten. Die Serie an Hy-
bridverbindungen wurde dann durch KinomeScan auf ihre
Wechselwirkung mit der c-ABL-Kinasedom�ne getestet
(Tabelle 1). Alle Verbindungen haben, verglichen mit dem
Ausgangsinhibitor, eine niedrigere Affinit�t zu phosphory-
lierter und unphosphorylierter Form von ABL.

Interessanterweise zeigte in jeder TKI-Serie der 1,5-Bis-
(hexyloxy)pentan-Linker (von hier an als „6-5-6“ bezeichnet)
den maximalen Affinit�tsverlust (bis 86-fach; Tabelle S1).
Der hydrophobe Charakter von 6-5-6 kçnnte dazu fîhren,
dass sich die Verbindung einfaltet. Dies wîrde einen hçheren
Entropieaufwand in der Wechselwirkung mit ABL zur Folge
haben. Trotz des Affinit�tsverlusts binden alle Hybridver-
bindungen noch mit geringer nanomolarer Affinit�t an un-
phosphoryliertes c-ABL (0.28 nm–24 nm), und die Bosutinib-
und Dasatinib-basierten PROTACs binden im hohen piko-

molaren Bereich an phosphoryliertes c-ABL (88 pm–
1500 pm).

Alle PROTACs wurden in Zellkulturexperimenten
darauf getestet, ob sie den Abbau von c-ABL und BCR-ABL
aulçsen. �berraschenderweise wurde kein Abbau von c-ABL
oder BCR-ABL in K562-CML-Zellen beobachtet, wenn die
Zellen mit Imatinib-VHL (IMA-VHL) oder Imatinib-CRBN
(IMA-CRBN) PROTACs inkubiert wurden, obwohl die
PROTACs noch an die Zielproteine binden konnten (Ab-
bildung S1–4). Dies wurde durch die Abnahme an Phos-
phorylierung von CrkL und STAT5 bei hçheren PROTAC-
Konzentrationen gezeigt. Da der Imatinib-PROTAC c-ABL
und BCR-ABL nicht im gleichen Ausmaß wie die Aus-
gangsverbindung inhibierte, nahmen wir an, dass ein poten-
terer Inhibitor (Bosutinib oder Dasatinib) eine bessere Wahl
fîr die n�chste PROTAC-Serie darstellt.

Auf einem �hnlichen Syntheseweg wurde Bosutinib an
den VHL-Liganden konjugiert und dadurch Bosutinib-VHL-
(BOS-VHL)-PROTACs hergestellt. Trotz der Wechselwir-
kung mit dem Zielprotein konnten die BOS-VHL-PROTACs
den Abbau von BCR-ABL oder c-ABL nicht auslçsen (Ab-
bildung 2 A). Dieses Ergebnis trifft auf alle verschiedenen

Linker zu, die verwendet wurden, um Bosutinib und den
VHL-Liganden zu verbinden (Abbildung S2–4). Der repr�-
sentative Western-Blot in Abbildung 2A zeigt BOS-VHL
mit dem Linker 1-{2-[2-(Hexyloxy)ethoxy]ethoxy}hexan, der
von hier an als „6-2-2-6“ bezeichnet wird. Die Nomenklatur
bezieht sich auf die Alkyl/Ether-Zusammensetzung des Lin-
kers.

Zus�tzlich zur BOS-VHL-Serie haben wir auch Dasatinib
zur Rekrutierung des Zielproteins verwendet. Anders als mit
den IMA-VHL- und den BOS-VHL-PROTACs lçsten Da-
satinib-basierte PROTACs (DAS-VHL) in einer Konzentra-

Tabelle 1: Ausgew�hlte PROTAC-Affinit�ten zur ABL-Kinasedom�ne.

Verbindung ABL (nicht phosphoryliert) ABL (phosphoryliert)

Imatinib 0.86 nm 36 nm
IMA-6-2-2-6-VHL 4.3 nm 93 nm
IMA-6-2-2-6-CRBN 6.2 nm 110 nm
Bosutinib 0.063 nm 0.023 nm
BOS-6-2-2-6-VHL 1.4 nm 0.63 nm
BOS-6-2-2-6-CRBN 0.91 nm 0.55 nm
Dasatinib 0.03 nm 0.02 nm
DAS-6-2-2-6-VHL 0.92 nm 0.47 nm
DAS-6-2-2-6-CRBN 0.60 nm 0.32 nm

Abbildung 2. VHL-basierte PROTACs. A) BOS-6-2-2-6-VHL und B) DAS-
6-2-2-6-VHL wurden fír 24 h mit K562-Zellen inkubiert. Die Konzentra-
tionen der Ausgangsinhibitoren sind 1 mm. Der Western-Blot zeigt den
Abbau von c-ABL, beginnend bei einer Konzentration von 1 mm DAS-
VHL. Allerdings wurde kein Abbau von BCR-ABL beobachtet.
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tion von 1 mm einen klaren Abbau (> 65 %) von c-ABL aus
(Abbildung 2B). Der offensichtliche Verlust an Proteinabbau
bei hçherer PROTAC-Konzentration (10 mm) wurde bereits
fîr andere PROTACs beobachtet. Der Effekt ist der Bildung
von separaten c-ABL-PROTAC- und VHL-PROTAC-Di-
meren zuzuschreiben, die der Bildung eines trimeren c-ABL-
PROTAC-VHL-Komplexes, der fîr Ubiquitinierung nçtig ist,
entgegenwirken. Der Abbau von c-ABL, der mit dem Pro-
totyp DAS-VHL-PROTAC erzielt wurde, wurde auch fîr
PROTACs mit anderer Linkerzusammensetzung beobachtet
(Abbildung S2–4). Somit haben wir festgestellt, dass unab-
h�ngig von einer einfachen Bindung an das Zielprotein der
rekrutierende Ligand (Imatinib, Bosutinib oder Dasatinib)
weitgehend die F�higkeit des PROTAC beim c-ABL-Abbau
bestimmt.

Trotz des Erfolgs von DAS-VHL beim Abbau von c-ABL
wurde kein Abbau von BCR-ABL durch die VHL-basierten
PROTACs beobachtet. Dies kann nicht dem Verlust von
Bindungsaffinit�t zuzuschreiben sein, da die VHL-basierten
PROTACs in Zellkulturexperimenten noch immer an c-ABL
und BCR-ABL binden und deren Kinaseaktivit�t inhibieren
(Abbildung 2). Da die Ausrichtung des Zielproteins gegen-
îber der E3-Ligase und die Zug�nglichkeit von Lysinresten
essenziell fîr dessen Ubiquitinierung sind, vermuteten wir,
dass eine anders positionierte E3-Ligase fîr die Ubiquitinie-
rung und folglich den Abbau von BCR-ABL nçtig ist. An-
gesichts der jîngsten Erfolge beim Proteinabbau, der durch
die Rekrutierung der Cereblon(CRBN)-E3-Ligase induziert
wurde, nahmen wir an, dass der Wechsel zu CRBN einen
BCR-ABL-Abbau ermçglichen wîrde. Außerdem stellt diese
Studie den ersten direkten Vergleich zwischen den beiden E3-
Ligasen dar.[10, 11]

Wenn Dasatinib an Pomalidomid konjugiert wurde, um
CRBN zu rekrutieren, behielt der entstandene Dasatinib-
CRBN(DAS-CRBN)-PROTAC nicht nur seine F�higkeit,
den Abbau von c-ABL (> 85% bei 1 mm) auszulçsen, sondern
induzierte zus�tzlich den Abbau von BCR-ABL (> 60% bei
1 mm) und fîhrte damit den ersten PROTAC-basierten
Abbau einer onkogenen Tyrosin-Kinase herbei (Abbil-
dung 3). Dieses Ergebnis trifft auf alle verschiedenen Linker
zu, die bereits in der VHL-basierten PROTAC-Serie ver-
wendet wurden (Abbildung S1–4). Noch bemerkenswerter ist
die Tatsache, dass wir den Abbau von c-ABL (> 90%) und
BCR-ABL (> 80%) bei einer Konzentration von 2.5 mm be-
obachten konnten, wenn der VHL-Ligand in der Bosutinib-
PROTAC-Serie gegen den CRBN-Liganden ausgetauscht
wurde (Abbildung 3A).

Der Abbau von BCR-ABL und c-ABL, der durch die
BOS-CRBN-PROTAC-Serie ausgelçst wurde, bildet einen
Gegensatz zur BOS-VHL-Serie, in der trotz Wechselwirkung
mit dem Zielprotein kein Abbau von c-ABL oder BCR-ABL
beobachtet wurde. Somit wurden inaktive BOS-VHL-Ver-
bindungen durch den Wechsel zum CRBN rekrutierenden
Ligand in aktive, BCR-ABL und c-ABL abbauende Verbin-
dungen umgewandelt. Die beiden PROTAC-Serien mit ver-
schiedenen Liganden, die das Zielprotein rekrutieren, zeigen,
dass das Ansprechen des Onkoproteins BCR-ABL auf
PROTAC-induzierten Abbau abh�ngig von der E3-Ligase
(VHL oder CRBN), die rekrutiert wird, variiert.

Da der Abbau von BCR-ABL schon bei einer Konzen-
tration von 25 nm des DAS-6-2-2-6-CRBN-PROTAC beob-
achtet werden konnte, haben wir in einem Folgeexperiment
zellul�re Effekte des PROTAC bestimmt (Abbildung 3B). In
einem Assay, der die Zelllebensf�higkeit misst, stellten wir
fest, dass DAS-6-2-2-6-CRBN gegen die BCR-ABL-abh�n-
gige K562-Zelllinie mit EC50 = 4.4� 2.1 nm aktiv ist (Abbil-
dung 4). Außerdem ist der PROTAC gegen die BCR-ABL-

unabh�ngigen HEK293T-Zellen und die SK-BR-3-Brust-
krebszelllinie 103-fach weniger aktiv. Der PROTAC beh�lt
somit die Selektivit�t fîr die BCR-ABL-abh�ngige K562-
Zelllinie und ist ein Hilfsmittel, um die Kinase-unabh�ngigen
Funktionen von BCR-ABL in Leuk�miestammzellen expe-
rimentell zu erforschen.

Abbildung 3. CRBN-basierte PROTACs. A) BOS-6-2-2-6-CRBN und
B) DAS-6-2-2-6-CRBN wurden fír 24 h mit K562-Zellen inkubiert. Die
Konzentrationen der Ausgangsinhibitoren sind 1 mm. Wie dieser Wes-
tern-Blot zeigt, kçnnen die DAS-CRBN- und BOS-CRBN-PROTACs den
Abbau von c-ABL und BCR-ABL induzieren.

Abbildung 4. Zelllebensf�higkeit mit DAS-6-2-2-6-CRBN. Verglichen mit
BCR-ABL-unabh�ngigen Zelllinien ist dieser PROTAC >103-fach effekti-
ver bezíglich der BCR-ABL-abh�ngigen K562-Zelllinie (bestimmt durch
„CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay“ nach 48h Inkubation).
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (n = 3).
Die Daten wurden auf die DMSO-Kontrolle normalisiert.
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Zusammengefasst beschreiben wir hier das Design und
die Synthese von difunktionellen niedermolekularen Ver-
bindungen, die auf zwei potenten TKIs (Bosutinib und Da-
satinib) basieren, die den Abbau von c-ABL und BCR-ABL
auslçsen, indem sie die E3-Ligasen CRBN oder VHL re-
krutieren. Weiterhin sind die hier beschriebenen neuen
PROTACs selektiv fîr die BCR-ABL-abh�ngige K562-
Krebszelllinie. Im Zuge der Entwicklung dieser PROTACs
haben wir festgestellt, dass die Ab�nderung von Liganden,
die an das Zielprotein binden, und E3-Ligase rekrutierenden
Liganden Einfluss darauf hat, welche Proteine auf den
PROTAC-induzierten Abbau ansprechen (Abbildung 5).

Wir haben auch beobachtet, dass durch die Variation der
rekrutierten E3-Ligase das Substratspektrum des PROTAC
erheblich ver�ndert werden kann. Diese Beobachtung deutet
auf die Mçglichkeit hin, die Selektivit�t von Inhibitoren zu
erhçhen, indem sie an verschiedene E3-Ligasen rekrutieren-
de Liganden gekuppelt werden. Abschließend ist zu sagen,
dass zukînftige Anwender als Ausgangspunkt fîr die
PROTAC-Synthese die Liganden, die an das Zielprotein und
die E3-Ligase binden, variieren sollten, um das Abbaupo-
tenzial niedermolekularer PROTACs fîr den Proteinabbau
schnell erfassen zu kçnnen.
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Abbildung 5. Zusammenfassung. Die Variation der Liganden, die das
Zielprotein oder die E3-Ligase rekrutieren, ermçglicht den Abbau der
Zielproteine. IMA-basierte PROTACs lçsten trotz Wechselwirkung mit
dem Zielprotein weder den Abbau von c-ABL noch BCR-ABL aus.
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