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Niedermolekulare PROTACSs: neue Wege zum Abbau

von Proteinen
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Die heutigen, auf Inhibitoren basierenden Therapieansitze sind
zwangsliufig eingeschrinkt durch 1) die Notwendigkeit von hoher
systemischer Exposition, um ausreichende In-vivo-Effekte zu ge-
wdhrleisten, 2) mogliche Nebenwirkungen aufgrund von hohen In-
vivo-Konzentrationen des Wirkstoffs und 3) die Notwendigkeit, an ein
aktives Zentrum zu binden, und die damit einhergehende Einschriin-
kung der zugdanglichen Zielproteine. Ein alternativer Ansatz nutzt
einen neuen, katalytischen Mechanismus, um die Funktion eines
Proteins irreversibel zu hemmen: den induzierten Abbau des Proteins
durch die Rekrutierung an die zellulidre Maschinerie zur Qualitiits-
kontrolle. Friihere Proteinabbau-Strategien hatten kein hohes thera-

peutisches Anwendungspotenzial, doch neue Studien zu niedermole-
kularen PROTAC: (,, Proteolysis Targeting Chimeras*) haben gezeigt,
dass diese Technik den Abbau von mehreren verschiedenen Protein-

klassen iiberaus effizient vermitteln kann.

1. Einfiihrung

Herkommliche niedermolekulare Substanzen beschrén-
ken sich darauf, Proteine mit einer Ligandenbindestelle, wie
Enzyme und Rezeptoren, zu erreichen. Deshalb ist nur einer
kleiner Teil des Humanproteoms (ca. 25% ) pharmazeutisch
zuganglich, wihrend die Mehrheit der Proteine, wie Tran-
skriptionsfaktoren, Geriistproteine und nichtenzymatische
Proteine fiir Wirkstoffe unzuginglich (,,undruggable*)
bleibt.! Diese Situation ist die Folge der derzeitigen phar-
makologischen Herangehensweise, die auf eine Belegungs-
quote fokussiert ist. Die Hauptidee dieses Ansatzes ist, dass
die Zeit, die eine Substanz das aktive Zentrum eines Proteins
blockiert, in direktem Zusammenhang mit dem erzielten
klinischen Effekt steht. Zusitzlich dazu, dass Pharmakologie,
die auf diese Belegungsquote abzielt, das Spektrum der
Zielmolekiile (,,Targets®) einschriankt, sind hohe Dosierun-
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gen notig, um Konzentrationen im
Bereich der 1Cy, 45 zu erreichen. Dies
fiihrt oft zu unerwiinschten Neben-
effekten.

In den letzten zwei Jahrzehnten
wurden vor allem Nukleinsdure-ba-
sierte Strategien verfolgt, um die Ex-
pression von krankheitsverursachen-
den Proteinen zu reduzieren. Trotz des
erfolgreichen Einsatzes von genetischen Methoden wie
»Antisense“-Oligonukleotiden oder RNA-Interferenz, um
Proteinkonzentrationen zu kontrollieren, ist die therapeuti-
sche Anwendbarkeit dieser Methoden aufgrund von meta-
bolischen und Bioverteilungsproblemen sowie Nebeneffek-
ten sehr eingeschrinkt.”! Ein neuer Ansatz kombiniert daher
die ADME-Charakteristika von niedermolekularen Sub-
stanzen und die Vorteile von genetischen Methoden, indem
niedermolekulare Substanzen Zielproteine zum Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) rekrutieren und dadurch ihren se-
lektiven Abbau auslosen.”! Die Rekrutierung von E3-Ligasen
durch PROTACs (,,Proteolysis Targeting Chimeras“) war
bisher hauptsdchlich auf Peptidliganden beschrédnkt, was das
therapeutische Anwendungspotenzial eingeschrinkt hat.
In diesem Kurzaufsatz beschreiben wir neueste Erkenntnisse
in der Entwicklung von niedermolekularen PROTACsS, die
den Abbau von Zielproteinen vermitteln. Dariiber hinaus
werden wir den therapeutischen Anwendungsbereich sowie
Moglichkeiten und Herausforderungen der neuen Technik
diskutieren.
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2. Friihe ,,niedermolekulare“ Verbindungen die zu
Proteininstabilitdt fiihren

In dem Bestreben, neue Methoden und Verbindungen zu
entwickeln, die die Stabilitit von intrazelluliren Proteinen
steuern konnen, haben unsere und weitere Arbeitsgruppen
verschiedene Ansitze beschrieben, um in das UPS einzu-
greifen. Diese Techniken umfassen HSP90-Inhibitoren
(kiirzlich zusammengefasst®l), Ansitze, die die Herstellung
von Fusionsproteinen mit destabilisierenden Doménen (DD)
oder ligandeninduzierten Abbau (,,ligand-induced degrada-
tion“, LID) erfordern, aber auch hydrophobes Markieren
(,,hydrophobic tagging*, HyT). All diese Methoden waren
sehr hilfreich, um die Funktion von Proteinen zu charakteri-
sieren und um Zielmolekiile zu evaluieren,*!

2.1. Destabilisierende Domdinen und ligandeninduzierter Abbau:
Shield-1

Die unterschiedlichen Halbwertszeiten verschiedener
Proteine in Zellen wurden dazu genutzt, Fusionsproteine mit
regulierbarer Stabilitdt herzustellen. In bahnbrechenden
Studien aus den Arbeitsgruppen um Pickart und Deshaies
wurde diese Strategie eingesetzt, um den Abbau von Ubi-
quitin-Fusionsproteinen zu inhibieren oder zu induzieren.P!
Die Fusion von Proteinen und so genannten Degrons kann
aber auch direkt zum Proteinabbau fithren. Da die Ligan-
denbindung an ein Protein durch eine Vielzahl von Mecha-
nismen die Stabilitdt eines Proteins beeinflusst, ist eine leis-
tungsfihige Strategie, die intrazelluldre Stabilitdt eines Pro-
teins zu bestimmen und es vor Abbau zu schiitzen, die Sta-
bilisierung eines Degrons durch die Bindung einer nieder-
molekularen Verbindung (Abbildung 1).") Eine instabile
Version des Proteins FKBP12-YFP kann beispielswiese durch
den hochaffinen Shield-1-Liganden stabilisiert werden.”*!
Weiterhin wurde in einer aufbauenden Studie eine FKBP-
basierte Proteindomine beschrieben, deren Stabilitdt durch
Bindung an den Shield-1-Liganden reduziert wird. Dieser
alternative Ansatz hat den gegenteiligen Effekt zur DD-
Technik: die Zugabe des Shield-Liganden fithrt hier zum
Abbau des Fusionsproteins. In diesem Fall wird eine Deg-
ronsequenz zusammen mit einer prolinreichen Sequenz, die
spezifisch im aktiven Zentrum an die FKBP-Doméne bindet,
mit FKBP verkniipft. In Abwesenheit von Shield-1 ist die
Peptidsequenz durch die Bindung an FKBP maskiert und
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wirkt als kryptisches Degron. Wenn jedoch Shield-1 an FKBP
bindet, wird das Degron exponiert, und dies fiihrt in der Folge
zum Abbau des Fusionsproteins.”) Das beschriebene System
wurde weitldufig in chemisch-genetischen Studien eingesetzt,
um beispielsweise dendritische Proteine!'” oder Transkripti-
onsfaktoren!'!! zu erforschen. Ein Nachteil der Strategie in
Bezug auf ihre mogliche therapeutische Anwendung ist die
Notwendigkeit der genetischen Manipulation und das Ein-
bringen eines Fusionsproteins, um die Technik in Zellen oder
Tiermodellen anzuwenden.

Ahnlich zum LID-System wurde kiirzlich eine neue Me-
thode beschrieben, die sich das Auxin-induzierbare Degron
zunutze macht. Ein lichtinduzierbares Auxinderivat kann
Auxin nach gezielter lokaler Bestrahlung freisetzen. Nach der
Freisetzung bindet Auxin eine kiinstliche E3-Ligase und re-
krutiert Proteine, die mit einem Auxin-induzierbaren Degron
verkniipft sind, und induziert damit den Abbau dieser Ziel-
proteine.?! Obwohl das System noch immer den Einsatz von
Fusionsproteinen bedingt, bietet es zusitzliche zeitliche und
subzelluldre Kontrolle und ermoglicht dadurch die Feinre-
gulierung der Proteinfunktion.

2.2. Hydrophobes Markieren

Aufbauend auf den erfolgreichen Einsatz von spezifischen
Degrons hat unsere Arbeitsgruppe die Entwicklung von
»chemischen Degrons“ oder niedermolekularen Substanzen,
die die Enfaltung von Proteinen auslosen, verfolgt. Diese
Strategie des hydrophoben Markierens wurde zuerst unter
Verwendung von hydrophoben Chloralkanliganden unter-
sucht; die Liganden fiihrten den Abbau von Proteinen herbei,
die an die Dehalogenase HaloTag2 fusioniert waren.” Es
wird angenommen, dass die hydrophobe Markierung ein
teilweise ungefaltetes Protein imitiert und dadurch von
Chaperonen erkannt wird, die in der Folge den Chaperon-
abhéngigen Abbau des Proteins durch das Proteasom auslo-
sen (Abbildung 2). Hydrophobe Markierungen (HyTs) mit
einer hydrophoben Adamantylgruppe erwiesen sich als du-
Berst effektiv, um den Abbau von verschiedenen HaloTag2-
Fusionspoteinen (GFP, Luciferase, HRas19'?Y, ROR2) zu
vermitteln. Aulerdem konnte hydrophobes Markieren den
Abbau eines HRas-Halotag2-Fusionsproteins in vivo auslo-
sen und dadurch eine Riickbildung von Ras-abhéngigen Tu-
moren in Miusen bewirken.¥! Weiterhin haben wir auch ein
Molekill (HALTS) identifiziert, das HaloTag2-Fusionspro-
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Abbildung 1. Shield-1 destabilisiert ein FKBP-Fusionsprotein. DD = destabilisierende Doméne, POI
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Abbildung 2. Die Strategie des hydrophoben Markierens und Strukturformeln von reprisentativen HyTs.

teine stabilisiert.'”) Mit HyT-induziertem Abbau und
HALTS-bedingter Stabilisierung ist es moglich, die intrazel-
luldre Stabilitédt eines Halotag2-Fusionsprotein iiber einen 50-
fachen Bereich zu kontrollieren.

Hydrophobe Markierungen ohne Adamantylgruppe
wurden eingesetzt, um zu bestitigen, dass sie als ,,greasy tags®
den Abbau eines Proteins induzieren kénnen. Hedstrom und
Mitarbeiter zeigten, dass Boc3-Arg als hydrophobe Markie-
rung wirken kann.®! Obwohl Boc3-Arg deutlich groBer als
Adamantan ist, kann es den Abbau von GST (Gluthation-S-
Transferase) und E.-coli-DHFR auslosen, wenn es an die
entsprechenden Liganden gekuppelt ist. In dieser Studie
wurde auch zum ersten Mal demonstriert, dass die hydro-
phobe Markierung nicht kovalent an ein Zielprotein gebun-
den sein muss, um dessen Abbau zu induzieren.

Kiirzlich wurde hydrophobes Markieren dazu genutzt,
den Abbau des bisher pharmazeutisch unzugénglichen Pro-
teins HER3, das eine Rolle bei Krebserkrankungen spielt,
herbeizufithren. Ein potenter HER3-Ligand (TX2-121-1)
wurde mit einem kurzen Linker an eine Adamantylgruppe
gekuppelt.'"”! Zellbiologische Experimente zeigten, dass die
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so entstandene Verbindung den ,,Knockdown* von HER3 bei
einer Konzentration von 2 pMm in PC9-GR4-Zellen herbei-
fithren kann. Dies fiihrt zu einer Reduktion von phospho-
ryliertem Akt (p-Akt) und p-Erk, Elementen aus einem
nachgeschalteten Signaltransduktionsweg, nach der Stimula-
tion mit Neuregulin. Adamantan-gekuppeltes TX2-121-
1 wirkt antiproliferativ und ist 7-fach wirksamer bei der
Verminderung von Zellwachstum als die Negativkontrolle
TX2-135-2."1 Diese Resultate zeigen die erste Anwendung
des hydrophoben Markierens im derzeitig pharmazeutisch
unzuginglichen Bereich, an der Pseudokinase HER3. Die
notige kovalente Bindung der TX2-121-1-basierten Verbin-
dung und die geringe Wirksamkeit, die sich derzeit im ein-
stelligen pMm-Bereich befindet, begrenzen jedoch die zukiinf-
tige therapeutische Anwendung.

Wegen seiner maligeblichen Rolle bei Prostatakrebs und
Brustkrebs ist der Androgenrezeptor (AR) der Angriffspunkt
zahlreicher Krebstherapeutika, z.B. des AR-Antagonisten
Enzalutamid. Nach dem erfolgreichen Abbau von HER3
durch hydrophobes Markieren wurde der Androgenrezpetor
als nédchstes Ziel ausgewihlt, um selektive Abbauagentien fiir
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den Androgenrezeptor (,selective androgen receptor degra-
ders*, SARDs) zu entwickeln. Kiirzlich hat unsere Arbeits-
gruppe erstmals den Abbau von AR durch hydrophobes
Markieren demonstriert.'" Der bereits bekannte AR-Ago-
nist RU590631"”) wurde mit einem kurzen PEG-Linker an eine
Adamantangruppe gekuppelt. Die neue niedermolekulare
Verbindung, SARD279, mit einem nur 8 Atome langen Lin-
ker 16ste den Abbau von 50% AR bei einer Konzentration
von 1 um (DCsj) aus. Im Vergleich dazu war SARDO033 mit
einem langeren Ether-Linker (13 Atome) halb so potent.
Dieses Ergebnis unterstreicht die Bedeutung von Linkerzu-
sammenstellung und -linge und der physikochemischen Ei-
genschaften von SARD, um das Zielprotein optimal zu re-
krutieren. SARD279 hemmt das Zellwachstum mit dhnlicher
Wirksamkeit wie Enzalutamid."™ Trotz der Wirksamkeit von
Enzultamide im Bereich von AR-basierten CRPCs (,,castra-
tion-resistant prostate cancer®) erleiden Patienten oft Riick-
falle, die auf die Entwicklung von Resistenzen und folgliche
Reaktivierungen von AR zuriickzufithren sind. SARD-ba-
sierter Abbau von AR konnte die Resistenzmechanismen
umgehen, die im Fall von Enzalutamid auftreten.

3. Die PROTAC-Technik

Wie hydrophobe Markierungen sind auch PROTACs
heterodifunktionelle Molekiile, in denen zwei Liganden
durch einen Linker verbunden wurden. Ein Ligand bindet das
Zielprotein (,,protein of interest, POI), wihrend der andere
Ligand eine E3-Ligase rekrutiert. Durch gleichzeitiges Bin-
den von POI und E3-Ligase fiihrt ein PROTAC die Bildung
eines trimeren Komplexes herbei. Durch die Rekrutierung
der E3-Ligase wird das POI giinstig positioniert, um seine
Ubiquitinierung zu ermdglichen und so seinen Knockdown zu
erzielen (Abbildung 3).”" Ein Vorteil dieser Strategie ist, dass
PROTACs im Vergleich zu niedermolekularen Inhibitoren
katalytisch wirken und dadurch mehrere Zyklen des POI-
Abbaus vermitteln konnen (Abbildung 3).

3.1. Peptid-basierte PROTACs

Mangels niedermolekularer Liganden, die an E3-Ligasen
binden, wurden die ersten PROTACs basierend auf groeren
Peptidmotiven wie beispielsweise einem Degron von IxBa,
einem Protein, das von der SKP-Cullin-F-Box-E3-Ligase
BTRCP abgebaut wird, entwickelt.”"! Diese ersten PROTACs
demonstrierten die Wirksamkeit des Konzepts des PROTAC-
induzierten Proteinabbaus. Die Peptid-enthaltenden PROT-
ACs sind jedoch nicht zellpermeabel, und ihr Einsatz war
dadurch stark eingeschrinkt.””!

Um diese Einschrinkung zu iiberwinden, wurde der erste
zellpermeable PROTAC entwickelt. Eine 7-Aminosduren-
Sequenz des HIF-Proteins (ALAPYIP) wurde dazu an eine
Poly-D-Arg-Sequenz angehédngt. Dieses Peptide wurde dann
an einen ,,Bump-hole“-Liganden (AP21998) der FKBP12-
F36V-Mutante gekuppelt.™ Der so entstandene PROTAC
induzierte den Abbau eines GFP-FKBP12-F36V-Fusions-
proteins bei einer Konzentration von 25 um in Zellen.”¥
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Abbildung 3. Direkte Rekrutierung einer E3-Ligase durch einen
PROTAC.

Weitere Peptid-basierte PROTACs induzierten erfolgreich
den Abbau des Ostrogenrezeptors und des Aryl-Hydrocar-
bon-Rezeptors, wobei sie interessanterweise keine Poly-D-
Arg-Sequenz benétigten.!

Ahnlich dazu wurde ein weiterer zellpermeabler Peptid-
basierter PROTAC beschrieben, der den Abbau des X-Pro-
teins des Hepatitis-B-Virus induziert. Die ODD-Doméne
(,;oxygen-dependent degradation®) von HIF-1a, die von der
E3-Ligase VHL gebunden wird, wurde an die X-Protein-
Oligomerisierungsdoméne und an ein zellpenetrierendes Po-
lyargininpeptid gekuppelt. So erzeugte PROTACSs vermittel-
ten den fast vollstindigen Abbau von Volllingen-X-Protein
und verkiirzten Formen.”*

In Anlehnung an frithe Studien zu Phosphopeptid-ba-
sierten PROTACs, wurde ein vollstindig Peptid-basierter
Phospho-PROTAC (¥"52PP,¢) entwickelt um den Abbau
von PI3K in Abhiéngigkeit von Wachstumsfaktorstimulation
zu ermoglichen (Abbildung 4). Wie auch frithere PROTACs
beinhaltet der PROTAC ein VHL-bindendes Peptid sowie
eine Poly-D-Arg-Sequenz, um die Zellpermeabilitdt zu erho-

H o
Ho,N-GPGGDYAAMGACPASEQGYEEMRA” N %QZ\)J\ALAPYI P-(D-R)g-CONH,

ErbBZPPPBK

Abbildung 4. Peptid-basierter Phospho-PROTAC, der VHL bindet.
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hen. Im Unterschied zu niedermolekularen PROTAC: bindet
der Phospho-PROTAC das Zielprotein nur nach der Zugabe
des Wachstumsfaktors. Das System basiert auf der Verwen-
dung einer bestimmten Sequenz einer Rezeptortyrosinkinase,
die eine Phosphorylierungsstelle enthilt, die als Bindungs-
motiv fiir nachgeschaltete Signaltransduktionsproteine (z.B.
PI3K) fungiert. In einem Experiment lste der Wachstums-
faktor Neuregulin die Phosphorylierung von Erb3 und der
Phosphorylierungsstelle im Phospho-PROTAC aus.”” Dies
fithrte zur Rekrutierung und in weiterer Folge zur Ubiquiti-
nierung und zum Abbau von PI3K. Dariiber hinaus bewirkte
EBZpp, .« in Tumorxenotransplantaten in Méusen eine 40 %-
ige Reduktion der Tumorgrofe und bewies damit zum ersten
Mal die Wirksamkeit von PROTAC: in vivo. Trotz der viel-
versprechenden Resultate sind Phospho-PROTACs aufgrund
ihres hohen Molekulargewichts, ihrer eher geringen Zellper-
meabilitdt und der moglichen metabolischen Instabilitét kei-
ne guten Kandidaten fiir die pharmazeutische Weiterent-
wicklung.

3.2. VolIstindig niedermolekulare PROTACs

Obwohl die erste Generation der Peptid-basierten
PROTACs kaum Charakteristika von herkommlichen Arz-
neimitteln aufwies, zeigte ihr Einsatz, dass der Einsatz von
E3-Ligasen, um die zelluldre Lebenszeit eines Proteins zu
beeinflussen, einen guten Ansatz zur Therapeutikaentwick-
lung darstellt. Der nédchste Schritt in diesem Prozess wiirde
allerdings die Entwicklung von vollstdndig niedermolekula-
ren PROTACs bedingen, die groBere Ahnlichkeit zu beste-
henden Therapeutika zeigen. Diese PROTACs hitten klare
Vorteile gegeniiber den Peptid-basierten Versionen: hohere
In-vivo-Stabilitdt, Bioverteilung und mogliche Wirksambkeit.
Erfreulicherweise hat die Entwicklung und Evaluierung von
niedermolekularen Verbindungen, die an E3-Ligasen binden,
die PROTAC-Technik unter dem Gesichtspunkt der thera-
peutischen Anwendung vorangetrieben.

3.2.1. Rekrutierung der Ubiquitin-E3-Ligase MDM2

Der erste vollstindig niedermolekulare PROTAC nutzte
den bekannten MDM2-Liganden Nutlin als E3-Ligase-re-
krutierenden Part (Abbildung 5).”® Durch die Kupplung von
Nutlin an einen Androgenrezeptorliganden wurde ein
PROTAC erzeugt, der den Abbau des Androgenrezeptors in
Prostatatumorzellen auslosen konnte. Dieser erste vollstdn-
dig niedermolekulare PROTAC war ein wichtiger Schritt, um
iiber Peptid-basierte PROTACSs hinauszukommen, er ist je-
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Abbildung 5. Niedermolekularer PROTAC, der die E3-Ligase MDM2
rekrutiert.
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doch wesentlich weniger effektiv als Peptid-basierte Versio-
nen. Ob diese geringe Wirksamkeit durch eine Optimie-
rung des Linkers erhoht werden kann, ist noch offen.

3.2.2. Rekrutierung der Ubiquitin-E3-Ligase clAP1

Vor kurzem hat die Gruppe von Hashimoto Bestatin-Es-
ter, die an cIAP (,cellular inhibitor of apoptosis®) binden,
eingesetzt, um den Abbau von Zielproteinen herbeizufithren
(Abbildung 6).7% Diese Bestatin-Ester-basierten PROTACs

OH

H Y
/NAO/\],N\/\O/\/O\/\O NWPh
(¢] O NH,

PROTAC gegen clAP1

HO,C A A

Abbildung 6. Niedermolekularer PROTAC, der die E3-Ligase cIAP
rekrutiert.

bewirkten den Abbau von nukledren Rezeptoren, wie dem
Androgenrezeptor, dem Ostrogenrezeptor und dem Retino-
idsdurerezeptor.®!! Die neue Klasse von niedermolekularen
PROTAGC: hat jedoch einige wesentliche Einschriankungen.
Eine Vielzahl von Nebenwirkungen wurde beobachtet, die
dem Bestatin-Anteil, einem gewohnlichen Aminopeptidase-
inhibitor,”” zuzuschreiben sind. Zusitzlich dazu sind sehr
hohe Konzentrationen notig, um den gewiinschten Abbau zu
erzielen.®!! Schlussendlich ist bekannt, dass IAP-Liganden
zur Autoubiquitinierung und zum Abbau von IAPs fiihren.
Dies konnte sich vor allem in Bezug auf eine therapeutische
Anwendung dieser PROTACS als problematisch erweisen.

3.2.3. Rekrutierung der Ubiquitin-E3-Ligase CRBN

Obwohl die ersten vollstindig niedermolekularen
PROTAG:S, die die E3-Ligasen MDM?2 oder cIAP rekrutie-
ren, den Abbau vieler Proteine ausgelost haben, waren diese
PROTAC S nur im zweistelligen um-Bereich aktiv. Dies war
ein grofler Anreiz, wirksamere und selektivere PROTACSs zu
entwickeln. Eine dieser neuen PROTAC-Serien, die auf das
Krebsprotein BRD4 abzielt, verwendet Phthalimidverbin-
dungen als E3-Ligase-Liganden. Diese Liganden rekrutieren
Cereblon (CRBN), eine Cullin-RING-Ubiquitinligase (Ab-
bildung 7). In den letzten Jahren ist das Interesse an Thali-
domid und an den Derivaten Lenalidomid und Pomalidomid
aufgrund ihres Einsatzes als immunmodulierende Arznei-
mittel gestiegen. Eine neue Studie ergab, dass Thalidomid an
die E3-Ligase Cereblon bindet und den Abbau von essenzi-
ellen Transkriptionsfaktoren im multiplen Myelom, IKZF1
und IKZF3, bedingt.’® Diese Resultate zeigten, dass Thali-
domid und seine Derivate als Ansatzpunkt fiir die Entwick-
lung neuer PROTAGC:, die die E3-Ligase Cereblon rekrutie-
ren, genutzt werden konnen.

Ausgehend von OTXO015, einem potenten BRD4-Wirk-
stoffkandidat, wurde ein PROTAC entwickelt, der den Ab-
bau dieses fiir das Wachstum und Uberleben von Krebszellen
essenziellen Proteins auslost. In diesem PROTAC (ARV-825)
war OTXO015 iiber einen kurzen Alkyllinker an Pomalidomid
gekuppelt.* ARV-825 bewirkte den nahezu vollstindigen

Angew. Chem. 2016, 128, 2002 —2010


http://www.angewandte.de

L Kurzaufsdtze
0 ls ’\}tr\fij
7 No
N N NHO \NJ/AN%HY\O%O
- TNO Oowo/\/owox\/w 0 e HdBET1 ° g
=N N ARV-825 cl 0:2:2
P S %

N

N-Methyl-ARV-825

Cl
Abbildung 7. Niedermolekulare PROTACs, die die E3-Ligase CRBN rekrutieren.

Abbau von BRD4 bei einer Konzentration von 10 nm binnen
6 Stunden und erzielte einen lang anhaltenden Effekt (langer
als 24 Stunden). Der PROTAC ist bereits bei einer substo-
chiometrischen Konzentration aktiv, da die Bindungsmotive
fiir BRD4 und Cereblon eine Affinitdt von 28-90 nm und ca.
3 uMm zu ihren jeweiligen Wechselwirkungspartnern aufwei-
sen. Dieses Ergebnis ist Teil der ersten Belege fiir die kata-
lytische Aktivitdt von PROTACs. Auch der charakteristische
»hook effect” fiir einen Proteinabbau, ausgelost durch die
Bildung eines PROTAC-abhéngigen trimeren Komplexes,
wurde beobachtet. In einer Negativkontrolle wurde die NH-
Gruppe des Piperidion-Fragments methyliert. Diese Modifi-
zierung lieferte den inaktiven N-methylierten ARV-825-
PROTAUC, der weder an Cereblon binden noch den Abbau
von BRD4 auslésen konnte. Interessanterweise zeigte ARV-
825 hohere antiproliferative Wirkung und konnte effektiver
Apoptose induzieren als die BRD4-Inhibitoren JQ1 und
OTXO015.

Ein dhnlicher PROTAC wurde erzeugt, indem der BRD4-
Ligand JQ1 an Thalidomid gekuppelt wurde.*! Der resul-
tierende PROTAC, dBET1, induzierte den Abbau von 87 %
BRD4 bei 100nm in der AML-Zelllinie MV4-11 nach
18 Stunden, wihrend ein dBET1(R)-Epimer inaktiv war. Wie
zu erwarten war, loste dBetl auch den Abbau von anderen
BRD-Proteinen (z.B. BRD2 und BRD3) aus, da JQ1 nicht
spezifisch fiir BRD4 ist. Die pharmakologischen Eigen-
schaften von dBET1 wurden in Proliferationsassays evaluiert.
Der Abbau von BRD4 hemmte das Wachstum von mehreren
Lymphomzelllinien und war dem urspriinglichen Inhibitor
JQL1 in der Wirksamkeit iiberlegen. Weiterhin wurde in einem
Xenograft-Modell von MV4-11-Leukidmiezellen gezeigt, dass
die tédgliche Behandlung mit dBetl innerhalb von 14 Tagen
zur Tumorriickbildung fiihrt. Die Menge an BRD4 wurde
allerdings 24 Stunden nach der Behandlung mit dBET1 wie-
der erreicht; Moglicherweise aufgrund der Instabilitdt des
PROTAG S, einer bekannten Schwiche von Phthalimiden.
Diese Beobachtung konnte ein Problem fiir die weitere
Entwicklung von dBET1 als zukiinftiges Therapeutikum
darstellen.

Obwohl ARV-825 und dBETT1 sich strukturell sehr &hn-
lich sind, baut ARV-825 10mal wirksamer BRD4 ab. ODb diese
Uberlegenheit durch den Phenylring in ARV-825 zustande-
kommt oder in einem Aspekt des Linkers liegt, muss erst in
einer Linkeroptimierungsstudie geklart werden.
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3.2.4. Rekrutierung der Ubiquitin-E3-Ligase VHL
(,Von-Hippel-Lindau*)

Peptid-basierte PROTACs, die VHL rekrutieren, erwie-
sen sich als sehr effektiv im Auslosen von Proteinabbau. Die
Umstellung auf einen vollstdndig niedermolekularen PROT-
AC war allerdings sehr schwierig, da keine hochaffinen Li-
ganden fiir VHL existierten. Gliicklicherweise wurden in
neueren Studien niedermolekulare Verbindungen gefunden,
die kompetitiv an der HIF-Bindungsstelle von VHL bin-
den.P”" Mit der Entdeckung dieser Liganden wurden mehrere
PROTAC S entwickelt, die VHL binden. Der erste PROTAC
zielte auf den nukledren Rezeptor ERRa ab (Abbildung 8),
indem ein Thiazolidin-basierter selektiver ERRa-Ligand an
einen VHL-Liganden gekuppelt wurde.® Dieser PROTAC
induzierte den Abbau von 50 % ERRa bei einer Konzentra-
tion von 100 nMm (DCsy). Bemerkenswert ist, dass der PROT-
AC auch invivo aktiv war. Die Behandlung mit PROT-
AC ERRa fiihrte zu Reduzierung von ERRo auf 44 % in
Herzen und Nieren von Méusen sowie auf 39 % in MDA-MB-
231-Xenograft-Tumoren.™

Aufbauend auf diese vielversprechenden Resultate wurde
ein weiterer PROTAC entwickelt, der auf die Serin/Thereo-
nin-Kinase RIPK2 (ein wichtiger Bestandteil der angebore-
nen Immunitét) abzielt. Um den PROTAC RIPK2 zu er-
stellen, wurde ein RIPK2-Ligand mit einem 12 Atome langen
Linker an den VHL-Liganden gekuppelt. Der so erhaltene
PROTAC bedingte die Ubiquitinierung und folglich den
proteasomalen Abbau von RIPK2 mit einer maximalen Ef-
fizienz von 95 % bei einer Konzentration von nur 10 nm. Als
Negativkontrolle wurde das Epimer PROTAC RIPK2 epi
eingesetzt, das keinen RIPK2-Abbau induziert. Im Unter-
schied zu CRBN-basierten PROTACs kann fiir VHL-
PROTACS eine optimale Kontrolle (Hydroprolin-Epimer)
hergestellt werden, die einen akkurateren Vergleich von
Abbau und Inhibierung ermoglicht. Aulerdem wurde der
maximale Knockdown von RIPK2 nach nur 4 Stunden er-
reicht. Dies ist bemerkenswert, wenn man bedenkt, dass die
natiirliche intrazellulire Halbwertszeit des Proteins bei
60 Stunden liegt.

Eine wesentliche, aber bislang nicht bewiesene Annahme
besagt, dass PROTACs theoretisch mehrere Zyklen der
Ubiquitinierung des Zielproteins vermitteln und dadurch
katalytisch wirken konnen. Obwohl die katalytische Aktivitét
bereits in Studien, die den PROTAC-abhingigen Proteinab-
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Abbildung 8. Niedermolekulare PROTACs, die die E3-Ligase VHL rekrutieren.

bau mit DCy,-Werten, die weit unter der Bindungsaffinitidten
zu den jeweiligen Zielproteinen und E3 Ligasen liegen, an-
gedeutet wurde, gab es noch keinen direkten Beweis dafiir.
Erst kiirzlich beschiftigten sich Bondeson et al. direkt mit
dieser Fragestellung in In-vitro-Ubiquitinierungsassays.
1 pmol PROTAC RIPK2 fiihrte zur Bildung von 3.4 pmol
ubiquitinertem RIPK2, was eine Stochiometrie von 3.4 er-
gibt.*” Dieses Resultat demonstriert die substéchiometrisch
katalytischen Eigenschaften von PROTACS, ein wesentlicher
Vorteil gegeniiber herkommlichen niedermolekularen Inhi-
bitoren.

Niedermolekulare VHL-Liganden wurden auch verwen-
det, um PROTAC:S fiir BRD4 herzustellen. Der BRD4-Inhi-
bitor JQ1 wurde mit einem VHL-Liganden verbunden, um
die PROTACs MZ1 und MZ2 zu erzeugen.””! Beide PROT-
ACs induzieren den Abbau von BRD4 innerhalb von
24 Stunden, wobei MZ1, der einen kurzen PEG-Linker ent-
hélt, wirksamer war. Dieses Ergebnis zeigt noch einmal, dass
Linkerldnge und -zusammensetzung wichtige Variablen bei
der Entwicklung von effizienten PROTACs darstellen.!*!!
Bemerkenswert ist, dass die neuen Verbindungen nur den
partiellen Abbau von BRD2 und BRD3 innerhalb von 24
Stunden vermittelten,™ im Unterschied zu den CRBN-ba-
sierten BRD4 PROTACs ARV-825" und dBET1.”! Diese
gegensitzlichen Resultate werfen die Frage auf, ob die Re-
krutierung von verschiedenen E3-Ligasen zu verschiedenen
Selektivitdtsprofilen fithren kann. Wiahrend MZ1 (90 %
BRD4 Abbau bei 100 nm) geringere Wirksamkeit als ARV-
825 zeigt, ist die Verbindung eindeutig so potent wie dBET1.
Diese Beobachtungen legen nahe, dass — zumindest im Fall
von BRD4 — VHL oder CRBN rekrutiert werden kénnen, um
den effizienten PROTAC-abhingigen Abbau auszulosen.
Dennoch wire ein direkter Vergleich der beiden E3-Ligasen
niitzlich, um die Entscheidung zu unterstiitzen, welche E3-
Ligase verwendet werden sollte, um mit zukiinftigen PROT-
ACs erhohte Wirksamkeit und Selektivitét zu erzielen.
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Um den Einfluss des Linkers zwischen den beiden Li-
ganden in einem PROTAC auf optimalen PROTAC-abhén-
gigen Proteinabbau zu untersuchen, wurde ein vereinfachter
chemisch-biologischer Assay entwickelt. Es wurden ver-
schiedene VHL-PROTAC:s in Bezug auf ihre Aktivitit be-
ziiglich des Abbaus eines intrazelluliren GFP-HaloTag7-Fu-
sionsproteins getestet.!') Durch das Testen von verschiede-
nen Linkerldngen und Befestigungspunkten wurde der beste
PROTAC, HaloPROTAC3, gefunden. Dieser zeigte mehr als
90% Abbau von GFP-HaloTag7 — mit 50 % Abbau nach 6
Stunden. Diese Untersuchung lieferte zwar einen sehr wir-
kungsvollen PROTAC, doch die Entwicklung von optimalen
Linkern in zukiinftigen PROTACs ist abhidngig vom Ziel-
protein und wird daher eine individuelle Optimierung in je-
dem Einzelfall erfordern. Beindruckend ist, dass der Halo-
PROTAC3 bei einer Konzentration von 500 nm den voll-
stindigen Knockdown von wichtigen Kinasen, die an Halo-
Tag7 fusioniert wurden (HaloTag7-ERK1 und HaloTag7-
Mek1), vermittelte.”! Zusammengefasst deuten diese Er-
gebnisse darauf hin, dass der HaloPROTAC3 eine Alterna-
tive zur weit verbreitenden Shield-1-Technik darstellt, um die
biologische Rolle von bestimmten Proteinen zu erforschen.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Im letzten Jahrzehnt hat die Strategie PROTACsS zu nut-
zen um E3-Ligasen zu rekrutieren und dadurch den Abbau
von Zielproteinen zu erzwingen, das Potenzial fiir therapeu-
tische Anwendung gezeigt. Viele Proto-Onkoproteine wie
der Androgenrezeptor, Ostrogenrezeptor, BRD4, ERRa. und
RIPK2 wurden erfolgreich mithilfe dieser neuen Technik
abgebaut, die robuster als beispielsweise hydrophobes Tag-
ging ist. Dariiber hinaus unterstreicht eine neue Studie die
katalytische Aktivitdit von PROTACs. Dies legt nahe, dass
PROTAGC: schon bei geringeren Konzentrationen als einfa-
che Inhibitoren die entsprechenden therapeutischen Effekte
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erzielen konnen. Die PROTAC-Strategie erscheint vielver-
sprechend, um auch Proteine zu erreichen, die zurzeit als
pharmazeutisch unzugénglich angesehen werden, da sie kein
aktives Zentrum aufweisen oder eine nichtenzymatische
Funktion ausiiben, die nicht mit Inhibitoren adressierbar ist
(z.B. im Fall von Pseudokinasen). Dennoch ist noch viel Ar-
beit notig, um PROTACS in die klinische Entwicklung zu
bringen. Die Herausforderungen bestehen jetzt darin, fiir
jedes Zielprotein die optimale Linkerldnge und -zusammen-
setzung zu bestimmen und metabolische Schwachstellen zu
beseitigen. Die Losung dieser Probleme mithilfe von medi-
zinischer Chemie wird es der PROTAC-Technik ermoglichen,
in das Stadium der klinischen Erprobung vorzustof3en.
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