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Introduction

PROTAC® (PROteolysis Targeting Chimeras) est une nouvelle approche de l'utilisation de
petites molécules en thérapeutique ou en tant qu’outils chimiques d’exploration du vivant. Cette
technologie contourne la machinerie cellulaire de dégradation protéique, le systeme ubiquitine
protéasome, pour induire la dégradation spécifique d’une protéine d’intérét ou pathologique. Le
systeme ubiquitine-protéasome est I'une des deux principales voies biologiques de dégradation
protéique permettant le maintien de I'"homéostasie. Ce systeme utilise un mécanisme appelé
I"'ubiquitination permettant de marquer les protéines n’étant plus désirées, donc a dégrader, et de
les adresser au protéasome.

Ces molécules, catalysant la dégradation spécifique de protéines, s’averent étre une
stratégie et une arme efficace pour lutter en particulier contre le cancer. En effet, I'étiologie du
développement de cancers est souvent une expression aberrante d’une protéine ou un

développement protéique incontrolé.

Cette these abordera tout d’abord, la structure et les fonctions du protéasome, pour
expliquer les mécanismes biologiques du systeme ubiquitine protéasome, puis le mécanisme de
marquage par l'ubiquitine. Le concept, la découverte et le design de PROTAC® seront détaillés, en
incluant leurs avantages et inconvénients, et des exemples concrets d’applications de ces molécules.
Seront présentés enfin, les perspectives thérapeutiques de ces composés seront définies et
illustrées notamment avec les deux molécules PROTACs®, actuellement, en phase 1 d’études

cliniques pour des applications en oncologie.






I Introduction : le systéme ubiquitine protéasome

Le renouvellement permanent des protéines est I'un des moyens efficaces et nécessaires pour
maintenir I'homéostasie des organismes. Les cellules eucaryotes possédent plusieurs voies de
dégradation protéique comprenant : les protéases membranaires, les enzymes lysosomales, les
protéases mitochondriales et le systeme protéasomal. Le systéme ubiquitine-protéasome (UPS) est
l'une des deux voies principales, avec celle de l'autophagie, permettant la médiation de la
dégradation protéique chez les cellules eucaryotes. La premiére mention de ce complexe date de
1983 sous I'appellation de « multicatalytic proteinase complex »*. La découverte de ce systéme UPS
a ensuite fait I'objet d’un prix Nobel en 20042. Ce systéme permet de dégrader des protéines en
générant de petits oligopeptides de 3 a 25 acides aminés eux-mémes ensuite dégradés en unité
d’acides aminés par les peptidases cytosoliques. Dans les systemes eucaryotes, la voie UPS joue
également un role important dans la régulation de I'expression protéique, du trafic cellulaire et de
la localisation intracellulaire des protéines. Ces différents devenirs sont rendus possibles par la
grande diversité du marquage protéique par ce systeme. Suite a différents signaux cellulaires et
dans le but du maintien de ’homéostasie protéique cellulaire il va y avoir un marquage spécifique
des protéines par une, ou plusieurs ubiquitines. Ce marquage spécifique par 'ubiquitine est rendu
possible grace a I'action de trois familles d’enzymes distinctes permettant d’activer et de transférer
ces unités d’ubiquitines sur les protéines a moduler.

1. Le protéasome

a. Généralités

Le protéasome est une structure protéique volumineuse (2 500 KDa) conservée chez les
eucaryotes, composée d’au minimum 28 sous-unités différentes formant un corps catalytique
appelé protéasome 20S (20S CP) di a son coefficient de sédimentation. Le protéasome posséde
une, ou deux parties terminales régulatrices appelées particules régulatrices 19S (19S RP) servant a
reconnaitre les substrats ubiquitinylés, eux-mémes composés de deux sous parties, une « base » et
une « coiffe ». 3

L'assemblage du protéasome 20S avec une ou deux 19S5 RP forme respectivement le
protéasome 26S et 30S bien que ces deux dernieres appellations soient souvent simplifiées en

« protéasome 26S » sans distinguer les deux formes (Figure 1).

(1) Wilk, S.; Orlowski, M. J. Neurochem. 1983, 40 (3), 842—849.
(2) The Nobel Prize in Chemistry 2004, (accessed Aug 22, 2019).
(3) Schweitzer, A.; et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2016, 113 (28), 7816-7821.
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FIGURE 1: STRUCTURE DU PROTEOASOME EUCARYOTIQUE (ADAPTE DE )

b. Structure

Le corps du protéasome est une structure cylindrique résultant de I'assemblage de quatre
anneaux heptamériques empilés, deux anneaux 3 externes et deux anneaux a internes. Ces anneaux
forment une structure a17B17B1.7017 d’approximativement 150 A de long et 115 A de diameétre
externe contenant 'activité protéolytique du protéasome.” Seules les sous-unités (SU) B1, B2 et B5
possedent une activité protéolytique. Cette activité est permise grace a un résidu thréonine
catalytique au niveau de leur partie N-terminale (N-ter) donnant une activité N-ter nucléophile (Ntn)
hydrolase, hydrolysant de maniere spécifique les liaisons peptidiques. Les SU B1, B2 et B5 sont
respectivement associées a une activité caspase-like, trypsine-like et chymotrypsine-like permettant
de cliver respectivement les liaisons peptidiques du coté C-terminal (C-ter) d’un acide aminé acide,

basique et hydrophobe.®

Les anneaux a périphériques servent quant a eux de régulateurs et sont presque
completement fermés afin de prévenir I’'entrée et la dégradation incontrélée des protéines dans ce
canal catalytique. L'ouverture des canaux catalytiques du protéasome par les anneaux a nécessite

la liaison du corps du protéasome avec un régulateur comme par exemple une RP 19S.”

(4) Tanaka, K. Proc. Jpn. Acad. Ser. B Phys. Biol. Sci. 2009, 85 (1), 12-36.
(5) Unno, M.; et al. Structure 2002, 10 (5), 609-618.

(6) Groll, M.; et al. Nature 1997, 386 (6624), 463—471.

(7) Rabl, J.; et al. Mol. Cell 2008, 30 (3), 360-368.



En effet le protéasome enzymatiquement actif est généralement fixé par une, ou deux,
particules régulatrices appelées RP 19S au niveau d’une ou de ces deux extrémités. Cette particule
régulatrice, constituée de différentes sous-unités, permet de recruter les protéines marquées par
une chaine d’ubiquitines, de recycler la chaine et de rendre possible I’entrée de la protéine dans le
corps du protéasome pour y étre dégradée.

Cette particule est composée d’une coiffe au niveau de sa partie externe et d’une base qui est
la partie la plus proximale au corps catalytique. La coiffe est composée d’au moins neuf sous-unités
non ATPase (Rpn3, Rpn5-9, Rpnl1, Rpn12 et Rpnl5) et a pour fonction principale de retirer la chaine
de polyubiquitine de la protéine substrat capturée pour la recycler. La base est composée de six
sous-unités homologues ATPase (Rtp1-Rtp6) et de quatre sous-unités non ATPase qui sont Rpnl,
Rpn2, Rpn10 et Rpn13 (Figure 2). La base de cette RP 19S a trois principaux roles : capturer les
protéines substrats par reconnaissance des ubiquitines, les dénaturer en rompant leurs structures

tertiaires et ouvrir le canal du protéasome en modulant les sous-unités a.8-1°

19S RP

19S RP

FIGURE 2: REPRESENTATION DES SOUS-UNITES DU PROTEASOME 26S (apapTee DE %)

(8) Stadtmueller, B. M.; Hill, C. P. Mol. Cell 2011, 41 (1), 8-19.
(9) Rosenzweig, R.; et al. Nat. Struct. Mol. Biol. 2008, 15 (6), 573-580.
(10) Lander, G. C.; et al. Nature 2012, 482 (7384), 186—191.
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c. Mécanisme catalytique

La dégradation des protéines de fagon ubiquitine-dépendant nécessite quatre grandes étapes.
Tout d’abord, il y a la capture de la protéine substrat par les sous-unités Rpn1, Rpn10 et Rpn13 de
la base qui sont capables de reconnaitre les motifs ubiquitines des protéines substrats. Ensuite, il y
a I'ouverture de la porte a, c’est la liaison de protéines substrats par la RP 19S qui permet cette
ouverture en induisant un changement conformationnel des sous-unités ATPase de la RP 19S.
Ce changement de conformation permet au motif C-ter des sous-unités ATPase de la base de la
RP19S d’interagir avec le CP 20S provoquant une rotation de 7° des sous-unités a sur elles-mémes
ainsi qu’une rotation de 4° de 'lanneau a complet.”8!

Une fois la cavité ouverte, il y a une dénaturation ATP-dépendante de la protéine substrat par
la base de la particule régulatrice, c’est-a-dire la rupture de sa structure tridimensionnelle afin de
provoquer son dépliement formant un filament d’acides aminés qui lui, moins volumineux, peut
entrer dans ce canal dont I'ouverture mesure environ 13-20 A de diameétre (contre 9 A en
conformation fermée) (Figure 5).47:12-14

Pour terminer, il y a la déubiquitination de la protéine par la sous-unité Rpnl1 de la coiffe.
Rpnll est une métalloisopeptidase a zinc et a pour role de cliver la chaine de polyubiquitine de la
protéine. Cette sous-unité fait partie de la famille des enzymes déubiquitinantes (DUBs).
Cette chaine est ensuite clivée par d’autres DUBs afin de la recycler en générant des unités
monomériques d’ubiquitines réutilisables.'®

La protéine, une fois dépliée et déubiquitinée, rentre dans le protéasome 20S par
translocation pour s’y faire cliver par les sous unités 1, 2 et 5 qui ont respectivement des activités
caspase-like, trypsine-like et chymotrypsine-like, permettant de cliver respectivement les liaisons
peptidiques du coté C-ter d’un acide aminé acide (B1), basique (B2) et hydrophobe (B5).® Suite a
I’action du protéasome 20S, des petits polypeptides de 2 a 25 acides aminés sont générés et ensuite

clivés en acides aminés par des peptidases cytosoliques (Figure 3).

(11) Yu, Y.; etal. EMBO J. 2010, 29 (3), 692-702.

(12) Bard, J. A. M; et al. Annu. Rev. Biochem. 2018, 87, 697-724.
(13) Kenniston, J. A.; et al. Cell 2003, /14 (4), 511-520.

(14) Collins, G. A.; Goldberg, A. L. Cell 2017, 169 (5), 792-806.
(15) Verma, R.; et al. Science 2002, 298 (5593), 611-615.
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FIGURE 3: SCHEMA REPRESENTANT LA DEGRADATION D'UNE PROTEINE PAR LE PROTEASOME (ADAPTEE DE 6)
2. Le protéasome comme cible thérapeutique

Les protéines ayant une conformation anormale doivent étre dégradées pour éviter
d'endommager les cellules. La voie UPS permet la dégradation de ces protéines en les marquant
pour les adresser au protéasome. Cette voie peut également éliminer rapidement une protéine
régulatrice ou inhibitrice d’'un systéme pour moduler la production ou l'activité de certaines
protéines. Toutes ces fonctions permettent une bonne survie cellulaire en évitant I'agrégation de
protéines non fonctionnelles voire toxiques.

Ce systéme est une voie biologique trés importante et on peut y voir un intérét
thérapeutique dans sa modulation. L’inactivation ou I'atténuation de cette voie biologique entraine
une accumulation de protéines intracellulaires.

Cette accumulation non physiologique induit par divers signaux la voie pro-apoptotique des
cellules et donc la mort cellulaire par apoptose. L’apoptose est une mort cellulaire programmée dite
« douce », non inflammatoire et non nécrotique ayant pour but d’éliminer les cellules défectueuses
afin de protéger I'ensemble du tissu. Les cellules apoptotiques déclenchent elles-mémes leur
autodestruction en exprimant sur le feuillet externe de leurs membranes plasmiques un
phospholipide particulier, présent normalement uniquement sur le feuillet interne,

la phosphatidylsérine.’

(16) Thibaudeau, T. A.; Smith, D. M. Pharmacol. Rev. 2019, 71 (2), 170-197.
(17) Nagata, S. Annu. Rev. Immunol. 2018, 36 (1), 489-517.
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En effet, pour exploiter ce mécanisme en thérapeutique, il existe une classe de modulateurs
de ce systeme représentée par les inhibiteurs du protéasome (IPs) qui sont a ce jour au nombre de
trois. Le chef de fil, le bortezomib approuvé en 2003 (FDA) et 2004 (EMA) est suivi du carfilzomib en
2012 (FDA) puis de I'ixazomib en 2015 (FDA).>3 Cette famille de médicaments est une des classes
thérapeutiques les plus importantes dans le traitement du myélome multiple (MM), cancer
hématologique touchant les plasmocytes.'8

Ce cancer est caractérisé par une surproduction d’immunoglobulines de type G (IgG). C'est le
second cancer hématologique le plus fréquent, apres le lymphome non-hodgkinien, représentant
1,8 % de tous les cancers. Il y a eu plus de 30 000 nouveaux cas et a causé 12 590 morts en 2017 aux
Etats-Unis avec une médiane de survie de cing ans.’® L'une des caractéristiques de ce cancer est
I'induction d’un stress protéotoxique important par la surproduction d’lgGs induisant une
accumulation de protéines mal conformées dans le RE. Ici, les inhibiteurs du protéasome servent a
accentuer ce stress protéotoxique présent dans les cellules cancéreuses en bloquant la dégradation
protéique provoquant la mort cellulaire par apoptose et permettant le contrdle de la maladie.*®

L'activité catalytique des SU du protéasome est portée par une thréonine N-terminale
nucléophile de leurs structures. L'utilisation d’un pharmacophore ciblant cette thréonine N-ter
catalytique est donc nécessaire afin d’obtenir une molécule inhibitrice du protéasome.?® C’est pour
cela que les inhibiteurs du protéasome sont composés d’un groupement électrophile, appelés
« warhead », permettant de lier, et donc d’inhiber, les sous-unités catalytiques du protéasome.

La sous-unité B5 est en particulier ciblée d{i a la structure trées hydrophobe de son site actif. Le
groupement réactif de ces composés est soit un acide boronique, soit une époxycétone liant
respectivement de facon réversible ou irréversible les SU afin de bloquer leurs actions

protéolytiques.’®2!

(18) Gandolfi, S.; et al. Cancer Metastasis Rev. 2017, 36 (4), 561-584.
(19) Siegel, R. L.; et al. CA. Cancer J. Clin. 2017, 67 (1), 7-30.

(20) Jung, T.; et al. Mol. Aspects Med. 2009, 30 (4), 191-296.

(21) Cancer Cell 2005, 8 (5), 407-419.
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Les IPs mis sur le marché sont des mimes de substrat, c’est-a-dire qu’ils ressemblent
structurellement aux substrats naturels du protéasome, donc a un peptide. Le bortezomib, premier
IP mis sur le marché, ressemble structurellement a un dipeptide phénylalanine-leucine avec un acide
boronique remplacant 'acide carboxylique de la leucine C-ter. Les autres IPs sont le carfilzomib, un
peptide présentant une époxycétone afin de se lier irréversiblement au protéasome et I'ixazomib,

un tripeptide présentant un acide boronique comme warhead (Figure 4).2

. 5 - 2o . (o] n ?‘H Ou/\n,“\:/?f'oH
O\)LN[[ N\-)Lu/[ NE)K@O [Nj)\ujio Y oM [j o Y
Y Y T

Carfilzomib (Kyprolis®) Bortezomib (Velcade®)  Ixazomib (Ninlaro®)

: Warhead

FIGURE 4: STRUCTURE DES IPS SUR LE MARCHE

Linhibition du protéasome par les IPs s’est avérée étre une stratégie efficace dans le

traitement du myélome multiple révolutionnant le traitement de ce cancer. Le bortézomib, s'est
montré efficace en premiere ligne de traitement ainsi qu’en cas de rechute. Cependant le MM reste
une maladie incurable et les patients traités par IPs développent inévitablement une résistance au
traitement et montrent des effets secondaires ce qui peut limiter 'utilisation de ces composés.
Le bortezomib présente des effets secondaires graves tels qu’une neuropathie périphérique
douloureuse, une toxicité hématologique par thrombocytopénie, une neutropénie, une
lymphopénie et une anémie.?>?% Pour pallier aux phénomeénes de résistance au bortezomib et
augmenter la tolérance de ces thérapeutiques, des IPs de seconde génération sont apparus.

Les IPs de seconde génération, le carfilzomib et I'ixazomib, ont été approuvés dans le
traitement du MM en cas de rechute et peuvent aider a surmonter les mécanismes de résistance et
a accroitre la tolérance du traitement en présentant moins d’effets indésirables.

Les inhibiteurs du protéasome sont tres largement utilisés en clinique dans le traitement de

différents cancers.

(22) Adams, J.; et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8§ (4), 333-338.
(23) Merin, N. M.; Kelly, K. R. Pharmaceuticals 2014, 8 (1), 1-20.
(24) Kaplan, G. S.; et al. Free Radic. Biol. Med. 2017, 103, 1-13.

9



Cependant, l'utilisation est toujours limitée avec |'apparition de résistance et de toxicités
hématologiques qui représentent un effet indésirable de classe dépendant du mécanisme d’action
d’inhibition du protéasome.?>?* La neuropathie périphérique représente l'effet secondaire
inévitable du bortézomib, ce qui est également le cas de beaucoup d'autres chimiothérapies.
Les connaissances actuelles sur le mécanisme sous-jacent de cette neuropathie périphérique sont
tres limitées. Les lésions du réticulum mitochondrial ainsi qu’un stress oxydatif semble avoir un role
déterminant dans I'apparition de cet effet secondaire. Le bortézomib est, en effet, capable d'activer
la voie apoptotique mitochondriale de fagon calcium-dépendante entrainant des dommages au
niveau des neurones sensoriels pouvant étre la cause de cette neuropathie périphérique.?>2®
Cependant, le systeme ubiquitine protéasome reste reconnu comme une cible efficace et
intéressante pour accroitre I'arsenal thérapeutique contre le cancer.

3. Ubiquitine

a. Généralité et structure

L'Ubiquitine (Ub) est une petite protéine (8,5 kDa) présente dans la grande majorité des
organismes eucaryotes. Elle est composée de 76 acides aminés. Cette petite protéine est utilisée
par les systémes cellulaires comme marqueur protéique par un processus appelé I'ubiquitination.
Cette conjugaison a d'autres protéines a d'abord été décrite comme étant un marqueur de
dégradation protéique mais désormais nous savons que ce marquage peut étre trés divers et
conduire a des devenirs trés différents. Chez les vertébrés et les plantes supérieures, I'ubiquitine
(Ub) est une protéine dont la séquence est hautement conservée et les différences entre les Ubs
animales, végétales et fongiques sont seulement de deux ou trois acides aminés. Ce degré
remarquable de conservation suggere que l'ubiquitine de différentes especes peut étre
fonctionnellement interchangeable facilitant I’étude et la compréhension de cette protéine.?’

L'Ub est une protéine de structure secondaire repliée composée de feuillets B et d’hélices a
enroulées (Figure 5).28 Ces enroulements sur eux-mémes sont possibles grace a la présence d’un
noyau hydrophobe de 16-17 acides aminés ainsi que d’importantes liaisons hydrogénes

intramoléculaires.

(25) Al¢, A.; et al. NeuroToxicology 2014, 43, 28-35.

(26) Argyriou, A. A.; et al. Blood 2008, 112 (5), 1593-1599.

(27) Callis, J.; et al. J. Biol. Chem. 1990, 265 (21), 12486—-12493.

(28) Peters, J.-M.; et al. Ubiquitin and the Biology of the Cell; Springer Science & Business Media, 2013.

10



L'ubiquitine a une grande stabilité structurelle grace a son noyau hydrophobe, ses liaisons
hydrogenes intramoléculaires et sa structure moléculaire tres rigide la protégeant des enzymes
métaboliques, L'Ub est une protéine présentant une thermostabilité exceptionnelle avec une
température de fusion moléculaire (Tm)de71 2C a pH 3 et supérieure a 90 2C a pH > 4,
contrairement aux protéines typiques ou le Tm est dans la gamme 20-85 2C.2°-3!

La surface de I'Ub est complexe et présente de multiples fonctionnalités. Tout d’abord, la
premiere boucle d’acides aminés, contenant la Leu-8, est capable d'adopter différentes
conformations. Ceci est important pour l'interaction aux protéines fixant I'ubiquitine.3? Une autre
région, composée de lle-44, Leu-8, Val-70 et His-68, appelée le patch hydrophobe lle-44 (lle-44
patch), interagit avec le protéasome et d'autres protéines liant I’'Ub. En plus de ce patch hydrophobe
comprenant le résidu C-ter de la Leu-8 important pour la fixation, un autre élément de liaison aux
protéines s'est avéré essentiel pour I'endocytose : c’est la région autour de la Phe-4, comprenant
Thr-12 et GIn2. Il existe également d'autres surfaces, non essentielles a l'interaction, mais

contribuant a divers autres réles.33

A C-Terminale B

/ C-Terminale

Patch
hydrophobe

Lys63

FIGURE 5: REPRESENTATION DE LA STRUCTURE MOLECULAIRE D'UNE UBIQUITINE (apaPT pE %)

(29) El-Baba, T. J.; et al. J. Am. Chem. Soc. 2017, 139 (18), 6306-63009.
(30) Liu, F.; et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2008, 105 (7), 2369-2374.
(31) Waegele, M. M.; Gai, F. J. Chem. Phys. 2011, 134 (9), 095104.

(32) Lange, O. F.; et al. Science 2008, 320 (5882), 1471.

(33) Callis, J. Arab. Book Am. Soc. Plant Biol. 2014, 2.

(34) Winget, J. M.; Mayor, T. Mol. Cell 2010, 38 (5), 627-635.
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b. Le marquage par ubiquitination

L'extrémité C-Ter de 'ubiquitine constitue son point d’ancrage et celle-ci peut étre liée de
facon covalente a une protéine substrat ou a une deuxieme Ub via l'un de ses sept groupes
lysyl e-amino ou la partie amino N-ter de cette derniere, formant des chaines d’Ubs. Ainsi,
une protéine peut étre marquée par une seule Ub (monoubiquitination) ou par plusieurs Ub mais
sur différents sites du méme substrat (multi-monoubiquitination) ou par des chaines d’Ubs
(polyubiquitination).

Ces chaines peuvent étre de type homotypique, c’est-a-dire reliées ensemble par le méme
résidu lysine de leur structure, de type mixtes, générées par polymérisation d’Ubs sur des lysines
différentes, ou bien de type ramifiées (Figure 6).333>

De plus, les différentes liaisons Ub-Ub forment des conformations bien distinctes et
différentes et par conséquent elles ont une interprétation différente donnant des signaux variés.
La technique de spectrométrie de masse a été utilisée pour déterminer les types de liaisons Ub-Ub
présents in vivo ainsi que les sites d'ubiquitinations sur les protéines substrats.

Les chaines Ub les plus abondantes in vivo chez Arabidopsis sont des chaines liées par les
Lys-48 (K48), puis par Lys-63 (K63) et par Lys-11 (K11) suivies ensuite, a faible abondance, des
chaines liées par K33, K6- et K29.3° La seule liaison Ub-Ub manquante est la Lys-27, qui est la seule
lysine non exposée en surface.?” Des liaisons Lys-27 Ub ont été identifiées dans des cellules de
levures et de mammiféeres et nécessiteraient des changements de conformation pour exposer ce

résidu.383°

Monoubiquitination Polyubiquitinations Chaines ramifiées
® e
’ Ub
‘ Substrat‘ wésplt o8

Ub

Multi-monoubiquitinations ‘ Substrat‘ M K63-pUb

o p
$ Substraf _ ‘ 7Substrat» ‘ substratv)

FIGURE 6: REPRESENTATION DES DIFFERENTS TYPES D'UBIQUITINATIONS (apapTeE DE ©0)

(35) Sadowski, M.; et al. I[UBMB Life 2012, 64 (2), 136—-142.

(36) Maor, R.; et al. Mol. Cell. Proteomics MCP 2007, 6 (4), 601-610.

(37) Kim, D.-Y; et al. Plant Cell 2013, 25 (5), 1523-1540.

(38) Xu, P.; etal. Cell 2009, 137 (1), 133-145.

(39) Meierhofer, D.; et al. J. Proteome Res. 2008, 7 (10), 4566—4576.

(40) Emmerich, C. H.; Cohen, P. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2015, 466 (1), 1-14.
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¢. L'ubiquitination : la cascade ubiquitine E1-E2-E3 thioester

Le processus d'ubiquitination nécessite trois enzymes distinctes formant la cascade ubiquitine
E1-E2-E3 thioester. La premiere enzyme de cette cascade est appelée I'enzyme activatrice de
I"'ubiquitine (Ub activating ou E1). Il n’existe qu’une ligase E1 connue chez I'homme possédant deux
isoformes, une nucléaire et une cytoplasmique.*! En utilisant I'énergie de I'hydrolyse de I'ATP, cette
enzyme catalyse I'activation de la glycine C-Ter de I'Ub. Dans une premiéere étape, il y a adénylation
de I'Ub. Pour cela, I'E1 lie simultanément le complexe ATP-Mg?* et I'Ub, permettant
I'acyl-adénylation de la glycine C-ter de la molécule d'Ub. La deuxieme étape est le transfert de I'Ub
a un résidu cystéine actif de I'E1, avec libération d'AMP. Cette étape aboutit a la formation d’'une
liaison thioester entre la partie C-ter de I'Ub, ou une protéine de type Ub (UBLs), et la fonction thiol
d’une cystéine de I'E1. Les UBLs sont de petites protéines, comme I’'Ub, pouvant également
marquer des protéines via la cascade Ub E1-E2-E3 thioester. Le marquage par UBLs est réversible et
peut servir a modifier I'état fonctionnel des protéines.*?

La deuxieme enzyme dans le processus est appelée I'enzyme conjuguante de |'Ub
(Ub conjugating enzyme, E2 ou UBC). Cette enzyme accepte I'Ub activée de I'E1 en la transférant
sur un de ses résidus cystéines. Il existe environ 40 enzymes E2 différentes chez ’lhomme.*3

La troisieme enzyme de ce systeme est |'ubiquitine ligase (ou E3) qui va recruter la protéine
substrat pour l'ubiquitination. Les E3 catalysent la derniere étape de la cascade d'ubiquitination.
Les enzymes E3 transferent I'ubiquitine, directement ou indirectement, a la protéine substrat pour
permettre I'ubiquitination de celle-ci. Le transfert de I’Ub se fait en formant une liaison amide entre
la glycine C-Ter de I’'Ub et un résidu lysine du substrat. En cas de non présence ou accessibilité de
lysine, I'Ub peut étre exceptionnellement attachée a la partie aminée N-Ter du substrat (Figure 7).
Il existe au moins 600 enzymes E3 connues chez I'homme et le choix de la ligase par le systeme UPS

dépend de la capacité d’interaction entre celle-ci et la protéine polyubiquitié.***3

(41) Iconomou, M.; Saunders, D. N. Biochem. J. 2016, 473 (22), 4083—4101.
(42) Li, W.; Ye, Y. Cell. Mol. Life Sci. CMLS 2008, 65 (15), 2397-2406.
(43) Ye, Y.; Rape, M. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2009, 10 (11), 755-764.

13



peut se lier a plusieurs E2s, qui a leur tour peuvent se lier a des centaines d'E3s. Un seul E2 peut
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FIGURE 7: SCHEMA DE LA CASCADE UBIQUITINE E1-E2-E3 THIOESTER (ADAPTE DE #4)

Dans cette cascade d'ubiquitination, les combinaisons possibles sont multiples. Chaque E1

interagir avec différents E3 formant des complexes E2-E3s différents.

Afin d’étudier les interactions possibles entre les domaines catalytiques des E2 et E3, un criblage a
haut débit a été réalisé sur des levures montrant que plus de 300 interactions E2-E3s de haute

stabilité sont possibles en utilisant 35 E2s humains et 250 E3s de type RING (Really Interesting New

Gene) montrant la grande diversité possible de ce systéme de marquage.®

similarités structurales. Il y a la famille des E3s de type HECT (Homologous to E6AP C-terminus), de
type RING, également appelée U-box, et les E3s de type RBR (Ring Between Ring). Toutes ces familles

d’Ubs ligases interagissent avec I'enzyme E2 et le substrat pour permettre le transfert de I’'Ub mais

Ces ubiquitines ligases sont regroupées en trois grandes familles, dépendants de leurs

de différentes facons dépendants de leurs types (Figure 8).4°

(44) Maupin-Furlow, J. Nat. Rev. Microbiol. 2012, 10 (2), 100-111.

(45) van Wijk, S. J. L.; et al. Mol. Syst. Biol. 2009, 5, 295.
(46) Berndsen, C. E.; Wolberger, C. Nat. Struct. Mol. Biol. 2014, 21 (4), 301-307.
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Ubiquitine ligase E3 de type RING

La famille des ligases de type RING est la famille la plus représentée des E3s. En effet, elle
est codée par plus de 600 génes, dépassant les 518 genes des protéines kinases faisant donc d’elle
la famille d’enzyme la plus abondante du génome humain. Cette famille est caractérisée par la
présence d’un domaine de liaison au zinc appelé RING (Really Interesting New Gene) ou d’un
domaine U-box apparenté mais ne contenant pas de zinc.*”*8

Les domaines RING ou U-box sont responsables de la fixation de 'enzyme E2 ubiquitinée et
permettent le transfert direct de I’'Ub sur la protéine d’intérét en orientant correctement I'enzyme
E2 (Figure 8). Cette famille d’E3 a la particularité de reconnaitre le résidu déstabilisant N-ter de la
protéine d’intérét, marqueur de la nécessité de dégradation par le protéasome. Cette capacité est

appelée « N-end rule » du fait de la nature des acides aminés qui se trouvent en position N-ter et

qui déterminent sa stabilité in vivo.64°

Ligase E3 de type HECT

La famille E3 HECT (homologue C-terminal de I'E6AP) contient environ 60 genes. Cette famille
catalyse le transfert de I'Ub vers la protéine substrat par une réaction en deux étapes. L'Ub est
d'abord transférée a une cystéine catalytique sur I'enzyme E3, puis de I'E3 au substrat (Figure 8).
L'activité catalytique des E3s de type HECT est souvent régulée par des interactions
intramoléculaires maintenant la ligase dans un état auto-inhibé dans les conditions physiologiques

normales. L'inhibition est ensuite levée en réponse a divers signaux.*346

Ubiquitine ligase E3 de type RBR

Par analogie avec les E3s de type HECT, les E3s de type RBR (RING-between-RING) catalysent
également le transfert d'Ub par une réaction en deux étapes en fixant premierement I'Ub sur
I’enzyme E3 avant de la transférer sur le substrat (Figure 8). Il existe environ 15 protéines RBR chez
I'hnomme.>° Le nom RBR provient de la présence de deux domaines RING (RING1 et RING2) séparés
par un domaine "in between-RING" (IBR). RING1 recrute I'’enzyme E2 ubiquitinée, puis transfére ’'Ub
a une cystéine catalytique présente dans le domaine RING2 (également appelé domaine Rcat (requis
pour la catalyse)) qui transfére ensuite I'Ub activée au substrat. L’activité de ces enzymes est régulée
de la méme maniere que pour la famille HECT avec une auto-inhibition de son activité en condition

physiologique normale.*®

(47) Deshaies, R. J.; Joazeiro, C. A. P. Annu. Rev. Biochem. 2009, 78 (1), 399-434.
(48) Borden, K. L. B. J. Mol. Biol. 2000, 295 (5), 1103-1112.

(49) Tasaki, T.; et al. Annu. Rev. Biochem. 2012, 81, 261-289.

(50) Eisenhaber, B.; et al. Genome Biol. 2007, § (3), 209.
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FIGURE 8: REPRESENTATION DES MECANISMES D'ACTION DES FAMILLES D'UB LIGASES*®

4. Marquage par ubiquitine (adressage, dégradation, et autres roles)

Le marquage de protéines par une ou plusieurs Ubs peut induire différents devenirs aux
substrats. Ceci est permis par la grande diversité d’interactions structurellement différents possibles
en fonction du type d’enchainement et de configuration des Ubs. En effet, selon le résidu de lysine
sur lequel I'ubiquitine est fixée, la polyubiquitination peut avoir des résultats tres différents.

Par exemple, les marquages par des chaines polyUbs K48 et K11, qui sont les plus fréquents,
sont des signaux de dégradation par le protéasome. Ce marquage entraine une dégradation
protéasomale par le 26S en quelques secondes.”! Les marquages par des chaines K29 et K33 sont
décrits comme des signaux de dégradation lysosomale. Les protéines polyubiquitinées K63 sont
associées a des réponses de dommages a I'ADN en recrutant des protéines réparatrices par la voie
de la réponse aux dommages de I'ADN (DDR) tout comme certains marquages par
monoubiquitination. Les chaines linéaires d’Ubs reliées de type “téte a queue’” sont associées a une
activation du facteur NF-kB.>278
Le marquage par une ou plusieurs ubiquitines peut, par exemple, altérer la structure condensée de

I’ADN, modifier I’expression de certains génes et moduler I'activation de facteurs de transcription.

(51) Finley, D. Annu. Rev. Biochem. 2009, 78, 477-513.

(52) Mansour, M. A. Int. J. Biochem. Cell Biol. 2018, 101, 80-93.

(53) Alpi, A. F.; et al. Mol. Cell 2008, 32 (6), 767-777.

(54) Su, S.; et al. Curr. Issues Mol. Biol. 2020, 59-84.

(55) Komander, D.; Rape, M. Annu. Rev. Biochem. 2012, 81 (1), 203-229.
(56) Rahighi, S.; et al. Cell 2009, 136 (6), 1098—1109.

(57) Chastagner, P.; et al. EMBO Rep. 2006, 7 (11), 1147-1153.

(58) Feng, L.; Chen, J. Nat. Struct. Mol. Biol. 2012, 19 (2), 201-206.
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De plus, ces ubiquitines et chaines d’Ubs peuvent aussi étre modifiées par d’autres protéines de
type UBLs comme, par exemple, les protéines de la famille SUMO ou NEDD. Les modifications par
ces protéines sont respectivement appelées SUMOylation et NEDDylation. Ces modifications

peuvent également étre de type acylation ou phosphorylation augmentant considérablement la

diversité possible de marquage.®®

(59) Swatek, K. N.; Komander, D. Cell Res. 2016, 26, 399.
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Il. PROTACs®

1. Concept

Les PROTACs® (proteolysis-targeting chimeras) sont de petites molécules, par opposition aux
molécules biologiques (anticorps, protéines, SiRNA...), hétérobifonctionnelles, qui lient
simultanément une ubiquitine ligase (E3) et une protéine cible, permettant I'ubiquitination et la
dégradation de celle-ci. PROTAC® est une nouvelle stratégie de découverte de médicaments basée
sur le concept du recrutement simultanément d’une enzyme ubiquitine ligase et d'une protéine
cible par une petite molécule chimique. Ce recrutement permet le rapprochement spatial et
I'induction d’une interaction protéine-protéine (PPI) non physiologique entre I'ubiquitine ligase a la
protéine cible forgant I'ubiquitination de celle-ci et donc sa dégradation spécifique par le systeme
ubiquitine protéasome (Figure 9).5° PROTAC®, technologie découverte par Craig Crews et son équipe
en 2001,%! est donc une nouvelle stratégie thérapeutique détournant la machinerie cellulaire
marquant spécifiquement une protéine intracellulaire indésirable a des fins de dégradation.
Avec de meilleures propriétés pharmaceutiques que le siRNA et le CRISPR, les PROTACs® offrent une
potentielle nouvelle modalité thérapeutique en dégradant spécifiquement les protéines

pathogénes par le systéme ubiquitine protéasome.5%63
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FIGURE 9: ILLUSTRATION DU MECANISME D'ACTION D'UN PROTAC®

Ces composés sont donc de petites molécules, par opposition aux biothérapies ou thérapies
géniques, qui permettent de dégrader rapidement des protéines cibles que I'on appellera ici
protéines d’intéréts (POI). Pour cela, une molécule PROTAC® doit étre composée de deux molécules

synthétiques reliées entre-elles par un linker chimique.

(60) Churcher, 1. J. Med. Chem. 2018, 61 (2), 444-452.

(61) Sakamoto, K. M.; et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2001, 98 (15), 8554-8559.
(62) josh@comocreative.com. Crews Laboratory.

(63) Paiva, S.-L.; Crews, C. M. Gener. Ther. 2019, 50, 111-119.
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La premiére partie permet de fixer une protéine d’intérét comme le ferait un ligand naturel
ou une molécule thérapeutique. Et la seconde partie appelée E3RE (E3 recruiting element), reliée a
I’autre partie par le biais d’un linker chimique, permet la liaison a une enzyme ubiquitine ligase (E3)
(Figure 10).

Ce type de molécule permet donc de relier simultanément la POl a une enzyme induisant
I'ubiquitination des protéines, une ubiquitine ligase (E3). Cette liaison va permettre le
rapprochement spatial des deux protéines et forcer lI'induction d’'une PPl non physiologique
provoquant le marquage de la POl par une chaine d’ubiquitines dans le but de provoquer sa
dégradation par adressage au protéasome.

Linker
Ligand de la ligase l Ligand de la cible

E3RE \ /

‘/\

FIGURE 10: REPRESENTATION SCHEMATIQUE D'UNE MOLECULE PROTAC®

2. Origine du concept PROTAC®

L'infectiologie est a I'origine du concept PROTAC®. En effet, le mécanisme de défense du virus,
le papillomavirus (HPV), engage I'ubiquitine ligase comme mécanisme d’échappement aux défenses
antivirales en induisant la dégradation de P53.546°

Ce mécanisme de défense a été mis en évidence par M. Howley qui a montré la dégradation de
cette protéine P53 par le systeme ubiquitine-protéasome dépendante d’une protéine virale d’HPV.
64,65

Quand un virus infecte une cellule, il se passe deux choses. Il prend le contréle de la cellule pour
se répliquer et essai de combattre les mécanismes de défense cellulaire mis en place pour
combattre I'infection virale. Un des mécanismes de défense dans les cellules eucaryotes implique la
protéine P53, la protéine suppresseur de tumeur. Cette protéine détecte différents types de
stresseurs et active divers mécanismes de réponse a ces stresseurs incluant I'apoptose pour induire
la mort cellulaire de la cellule infectée. Le virus HPV produit un petit polypeptide appelé E6 qui va
venir lier d’'une part une ubiquitine ligase, appelée E6-AP pour protéine associée a E6, et d’autre
part, P53. Cette petite protéine va donc former un pont moléculaire reliant la ligase E6-AP et la
protéine P53 induisant l'ubiquitination de P53 et sa dégradation rapide par le systeme
ubiquitine-protéasome. La protéine E6 du virus HPC permet donc de combattre un des mécanismes

cellulaires de défenses antivirales contre I'infection au papillomavirus.
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[ P53
FIGURE 11: SCHEMA REPRESENTANT LE RECRUTEMENT DE L’UBIQUITINE LIGASE E6-AP PAR HPV (aparte ok %)

3. Mécanisme d’action de PROTAC®

Le mode d’action d’un PROTAC® est de nature catalytique et se fait en plusieurs étapes.
Tout d’abord, il y a une fixation simultanée de la molécule sur la POl et I'E3 ciblée. Cette fixation
simultanée de ces deux protéines par le composé va permettre leur rapprochement spatial et
I'induction d’une interaction protéine-protéine non physiologique entre la POl et I'E3 forcant
I'ubiquitination de la cible. La fixation du PROTAC® étant un mécanisme dynamique, il y aura
dissociation de I’'enzyme E3 et de la POl mono-ubiquitinée avec recyclage de la molécule qui pourra
se fixer a nouveau sur une autre enzyme E3 et la POI. L’enchainement de plusieurs cycles va
permettre de continuer I'ubiquitination pour provoquer a terme la polyubiquitination de la POlI,
marqueur de dégradation protéasomique. Ce mécanisme catalytique est par ailleurs bien illustré
par l'inactivité d’'un composé PROTAC® possédant une liaison irréversible a sa cible par rapport a
son analogue direct réversible.®® La derniére étape est I’adressage de cette protéine polyubiquitinée
au protéasome 268, par I'intermédiaire de sa particule régulatrice 19S, provoquant sa dégradation

(Figure 12).%0
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FIGURE 12: MECANISME DE L'ACTION PROTEOLYTIQUE D'UN PROTAC®

(64) Howley, P. M.; Cell. 1993, 75 (3), 495-505.
(65) Deshaies, R. J ; Webinar (CDD), 2020.
(66) Tinworth, C. P.; et al. ACS Chem. Biol. 2019, 14 (3), 342-347.
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Le mécanisme biologique d’'un PROTAC® a lieu une fois qu’un complexe ternaire stable s’est
formé entre la POI, PROTAC® et I'E3. C'est une fois ce complexe formé qu’il y a possibilité de
transfert d’ubiquitine de I'enzyme E3 a la POL.

La mise en évidence de la nécessité de ce complexe ternaire peut étre illustrée par la diminution
de I'effet du PROTAC® sur la dégradation de la cible quand la concentration en molécule augmente
favorisant donc la formation de complexe binaire et donc I'inhibition de la formation de complexes

E3_PROTAC®_POI (Figure 13).

PROTAC_RIPK2

S &
[PROTACI(M) 0 o2 ~ » O o @‘S\O\} A
- —— s amw . RIPK2
% control 100y58 37 1 3 3 9 52g76
- Adls
1 1
I I
H.— 1 H‘— 1 ‘—
F3¢ - Ee— . Ee— ._.
Eo— L Ee—  Ee—> ¢
& . Ee N =4 =
I |
E@— i E3( I E3(
& . B . Ee—
1 1
Faible concentration ! Concentration optimale ! Concentration élevée
en PROTAC® en PROTAC® en PROTAC®
SITES INNOCUPES COMPLEXE TERNAIRE COMPLEXE BINAIRE
-> faible dégradation -> Dégradation optimale -> Arrét de la dégradation

Western blot mesurant la dégradation dose dépendante du composé PROTAC®_RIPK267 illustré par I’équilibre entre le complexe
ternaire et le complexe binaire
FIGURE 13 : SCHEMA EXPLIQUANT LA DYNAMIQUE DU COMPLEXE TERNAIRE FORME

Cet effet, appelé « Hook effect », est une particularité de PROTAC® représentant I'arrét
progressif de la dégradation du substrat lorsque les concentrations plasmatiques en composé
augmentent.

Ceci est d( a la saturation univalente de la ligase et de la POl inhibant ainsi la formation du
complexe ternaire au profit de complexes binaires PROTAC®-POI et PROTAC®-E3. Une fois que le
composé arrive en exces, il y a suffisamment de ligands disponibles pour lier chacune des deux
protéines ciblées, empéchant ainsi la formation de complexes ternaires au profit de complexes
binaires entre d’une part, le composé et la cible et d’autre part, entre le composé et la ligase,

empéchant la dégradation de la cible.®®

(67) Bondeson, D. P.; et al. Nat. Chem. Biol. 2015, 11 (8), 611-617.
(68) Pettersson, M.; Crews, C. M. Drug Discov. Today Technol. 2019, 31, 15-27.
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Coopérativité de liaison

Toutes protéines, dont l'ubiquitine ligase E3 et la protéine d’intérét, ont une certaine forme et
une polarité. C'est donc pour cela que chaque élément du PROTAC® a son importance dans I'action
PROTAC®. En effet, ces protéines doivent étre compatibles en regard de ces caractéristiques.
Certaines combinaisons POI-E3s ne seront pas capables de former un complexe ternaire stable et
donc ne permettront pas 'ubiquitination de la POI. Ainsi, dans le cas d'un complexe ternaire
PROTAC® (ABC), I'affinité de liaison du PROTAC® "B" a une protéine partenaire "C" (liaison binaire)
peut étre augmentée ou réduite par la présence de la deuxiéme protéine partenaire "A"
(liaison ternaire). Cet effet peut étre quantifié par un indice de "coopérativité" (a), calculable par le
ratio entre la constante de dissociation (KD) du complexe binaire et celle du complexe ternaire.
Cet indice peut étre soit > 1 lorsque que des interactions protéines-protéines stabilisantes ont lieu
entre les deux protéines favorisant la formation du complexe ternaire, soit < 1 lorsque l'interaction
des deux partenaires rend difficile la formation du complexe ternaire ABC.%°

Différents mécanismes peuvent étre attribués a une non-compatibilité entre la POl et I'E3
comme par exemple une répulsion des charges ou un clash stérique empéchant leur rapprochement
spatial et donc la formation de ce complexe ternaire stable. (Figure 14).%8
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FIGURE 14: REPRESENTATION DE LA FORMATION DU COMPLEXE POI-PROTAC®-E3

Le paradigme thérapeutique actuel est basé sur le taux d’occupation, c’est-a-dire la
proportion de fixation d’une molécule (Kq) a sa cible afin d’en affecter directement celle-ci. Dans ce
paradigme, la maximisation du taux d’occupation d’un récepteur provoque un effet maximal.
Cette stratégie nécessite une haute concentration en principe actif et peut conduire a des
phénomeénes de « off-target » c’est-a-dire des fixations non désirées du composé sur une ou

plusieurs autres cibles entrainant donc des effets secondaires indésirables.

(69) Roy, M. I.; et al. ACS Chem. Biol. 2019, 14 (3), 361-368.
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PROTAC® apparait comme un véritable changement de paradigme avec son mode d’action
innovant basé sur un processus catalytigue provoquant une diminution de la concentration
plasmatique de protéines. De plus, comme dit précédemment I'importance dans le mécanisme de
ce type de composé n’est plus tant I'affinité de liaison entre PROTAC® et ses ligands, mesurée par
I'lCs0, mais la force de liaison permettant de stabiliser le complexe ternaire formé (Figure 15).
La capacité de dégradation d’un ligand par PROTAC® est mesurée par la DCsp (concentration de
PROTAC® a laquelle 50 % de la protéine cible est dégradée) et en effet, celle-ci n’est pas strictement
corrélée a I'lCsp du composé a sa cible. Par exemple, un PROTAC® _RIPK2 ciblant comme ligase le
VHL a montré une DCso de 1.4 nM alors que I'lCso du ligand VHL est que de 660 nM. Il y a donc, avec
ce composé, 50% de dégradation a 1.4 nM alors qu’a cette concentration le PROTAC® n’est pas
capable de fixer 50% de l'ubiquitine ligase. Ceci est expliqué par le mécanisme catalytique de
PROTAC®, recyclant le composé chimérique a chaque cycle, et par la formation d’'un complexe

ternaire stable avec le composé permettant une bonne ubiquitination.%367.70
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FIGURE 15: REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA FORMATION DU COMPLEXE TERNAIRE (ADAPTE DE )

Ce mécanisme d’action nécessitant la formation d’un complexe stable peut étre illustré par un
test de dégradation en utilisant différents composés PROTACs® ciblant les mémes POl mais des E3s
différentes. Foretinib, un inhibiteur non sélectif de kinase pouvant lier plus de 133 types de kinases
a 10 uM, a été utilisé pour synthétiser deux PROTACs® ciblant deux différentes E3, le VHL et le CRBN.
Les composés ont permis respectivement la dégradation de 9 et 14 kinases avec des profils de
dégradation différents puisque seulement six kinases ont été dégradées simultanément par les deux
composés.’t D’autres travaux similaires ont été réalisés montrant I'importance du choix de la E3RE,

utilisée pour moduler I'activité d’un PROTAC®.72774

(70) Xi, M.; et al. Eur. J. Med. Chem. 2019, 174, 159-180.
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4. Découverte

La premiere preuve de concept PROTAC® a été publiée par le laboratoire de Crews et Deshaies
en 2001 sous le nom de PROTAC-1. La molécule était composée d’une part, d’un inhibiteur de
I'angiogenése, I'ovalicine, ligand covalent de I'aminopeptidase-2 méthionine (MetAP-2) et d’autre
part de IkBa, un phospho-peptide naturel de 18 unités reconnu par la ligase E3, SCF?TR? (Figure 16).
En présence de PROTAC-1, MetAP-2 a été ubiquitinée par la ligase SCFPTRCP et dégradée par le
systeme UPS. Cependant, en raison de son caractere peptidique, PROTAC-1 souffrait d'une faible
perméabilité cellulaire et donc d'une faible activité, ce qui a limité la technologie PROTAC® dans le

développement de nouvelles thérapies.®!

R= GGGGGGRAEDS*GNES*EGE-COOH
ou GGGGGGDRHDS*GLDS*M-COOH

* Sérine phosphorylée

Structure du PROTAC_1, ligand covalent de MetAP-2, |'ovalicine (vert), ligand phospho-peptidique de la ligase SCFF-TRCP (bleu).
FIGURE 16: STRUCTURE DU PROTAC® PEPTIDIQUE PROTAC_1°!

La premiere petite molécule PROTAC®, c’est-a-dire composée uniquement de petites
molécules, a été décrite en 2008. Ce PROTAC® permettait le recrutement de la ligase MDM2 grace
a un inhibiteur de PPl connu de cette ligase, la nutlin, et un ligand SARM (selectif androgen receptor
modulator), ligand non stéroidien des récepteurs aux androgenes provoquant |'ubiquitination du
récepteur aux androgénes (AR) et sa dégradation par le protéasome.”> Ces PROTACs® de seconde
génération, de nature non-peptidique, ont été une véritable avancée scientifique significative dans
la technologie PROTAC® car elles sont plus stables et possedent des propriétés pharmacocinétiques

plus compatibles avec une utilisation thérapeutique.

(71) Bondeson, D. P.; et al. Cell Chem. Biol. 2018, 25 (1), 78-87.€5.

(72) Zoppi, V.; et al. J. Med. Chem. 2019, 62 (2), 699-726.

(73) Hu, J.; et al. J. Med. Chem. 2019, 62 (3), 1420-1442.

(74) Hines, J.; et al. Cancer Res. 2019, 79 (1), 251-262.

(75) Schneekloth, A. R.; et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18 (22), 5904-5908.
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Le Pr Crews, co-fondateur de Proteolix avec Dr. Raymond J. Deshaies, est a |'origine de la
découverte du mode d’action de I’'époxomycine, un produit naturel inhibiteur sélectif et puissant
du protéasome. Son équipe a également développé le carfilzomib (Kyprolis®), analogue de
I’epoxomycine, mis sur le marché en 2012 par la FDA pour traiter le myélome multiple.
Onyx Pharmaceuticals a fait l'acquisition de Proteolix en 2009 pour 850M $ apreés le succés des

études de phase Il du carfilzomib.”®

En 2013, le Pr Crews fonde la société Arvinas, basée a New Haven, utilisant la technologie
PROTAC® de son laboratoire pour développer des médicaments contre le cancer et d'autres
maladies. Arvinas est en collaboration avec Pfizer, Bayer, Genentech et différents laboratoires
académiques dans le but de développer l'utilisation de cette technologie et de permettre son

utilisation sur un plus large nombre de cibles thérapeutiques.

5. Design d’'un composé PROTAC®
a. Le choix du E3RE

Pour rappel, les E3s sont classées en trois grandes familles dépendant de la similarité de leurs
structures. Il y a la famille de type HECT, de type RBR et la famille de type RING (également appelée
U-box) qui est la famille la plus importante en nombre de ligases. Ayant plus de 600 E3s existantes,
la technologie PROTAC® pourrait posséder un large choix quant a la ligase ciblée. Cependant, bien
que le choix de cet élément est important dans le design de PROTAC®, assez peu de ligases ont été
explorées et validées a ce jour, et toutes sont de la famille des RING E3. Les ligases E3 continuent
d’étre explorées afin de développer des ligands supplémentaires nécessaires a I’élaboration et au
bon développement de cette technologie.””

Dans le but d’améliorer la DCso d’'un composé, il est possible de changer la ligase employée
afin d’essayer de cibler une ligase présentant une meilleure compatibilité avec la POl et ainsi former
un complexe ternaire plus stable permettant une meilleure ubiquitination et donc une

augmentation de I'activité du composé.

(76) Onyx strikes $851M deal to buy Proteolix, (accessed Sep 35, 2019).
(77) Blaquiere, N.; et al. J. Med. Chem. 2020.
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De nos jours, les ligases exploitées pour la synthése de PROTAC® sont les ligases VHL,
Céréblon (CRBN), IAP, MDM2 APC/C, ces deux dernieres étant trés faiblement utilisées
(voir Annexe : Tableau 1). En effet ces ligases sont exploitées car elles possédent des ligands connus
permettant de les cibler spécifiguement comme par exemple, un ligand hydroxyproline, mime de
I’"hypoxia-inducible factor (HIF) pour la ligase VHL. Le lenalidomide, ainsi que les autres analogues
de la Thalidomide qui ciblent la ligase céréblon (CRBN). Les Nutlins, dont la Nutlin 3, analogue de
cis-imidazoline sont connus pour cibler la ligase MDM2. Pour finir, il existe des inhibiteurs ou ligand
de la ligase IAP dont la bestatin permettant de cibler cette ligase (Figure 17).23 De maniére
intéressante, lors du développement d’un PROTAC®_IAP_TACC3, il s’est avéré que la bestatin,
originellement ligand de la ligase IAP, permettait , dans ce cas, le recrutement de la ligase APC/C
pour induire I"'ubiquitination de la protéine cible TACC3.78

Ligand du CRBN Ligand du VHL Ligand de MDM2 Ligand d’IAP

OH
0 HZN§N? 5
o 5 B e
Wmpo o " H/\Q\é(n " OH ;
4 ry T

Pomalidomide VHO032 Nutlin-3 Bestatin

: point d’accroche du linker le plus fréquemment rencontré

FIGURE 17: EXEMPLE DE LIGANDS DE LIGASE UTILISES POUR LA SYNTHESE DE PROTAC®

A ce jour, il n’existe pas de rationnel quant au choix de la ligase ou du ligand de ligase a
utiliser pour la synthese d’'un PROTAC®. Cela est tres dépendant de la compatibilité entre la
structure de la ligase et la structure de la protéine cible et de leur possibilité a réaliser une
interaction protéine-protéine stable. Lors de |la découverte et du développement de PROTACs®,
différents ligands de ligases ciblant différentes E3 sont souvent explorés afin de trouver la ligase
ayant une meilleure compatibilité avec la protéine cible.

Plusieurs exemples montrent que le simple changement du ligand de ligase employé, donc
le ciblage d’'une autre ligase, tout en conservant le méme ligand de la POl voire le méme linker, peut

provoquer une perte ou une diminution de I'activité du composé.”%7472

(78) Ohoka, N.; et al. Cell Death Dis. 2014, 5 (11), e1513—e1513.
(79) Lai, A. C.; et al. Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55 (2), 807-810.
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Certaines équipes de recherches développent des outils de modélisation moléculaire
(modele in silico) pour aider le développement de composés PROTAC®. Différentes approches
existent quant au choix du ligand de la POl et du point d’accroche du linker, mais la plus intéressante,
et également la plus complexe a développer, et celle étudiant la formation du complexe ternaire et
la compatibilité stérique et chimique entre la cible et les différentes ligases possibles afin de

sélectionner celle qui aurait la meilleure compatibilité (Figure 18).
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FIGURE 18: ILLUSTRATION DE L'ETUDE IN SILICO DE COMPLEXES TERNAIRES (ADAPTE DE80)

Cependant, le manque de données cristallographiques d’interactions entre la POl et la ligase
E3 médiée par le composé PROTAC® est un frein au développement de ces outils. A ce jour, par
manque d’informations concernant la formation de ce complexe ternaire et les mécanismes de
transfert d’ubiquitines, les outils de modélisations ne sont pas assez puissants pour permettre un
bon développement in silico de composés PROTAC®.&0

Cependant, la DCso d’'un composé PROTAC® n’étant pas strictement corrélée a son I1Csp pour
les protéines cibles, la modulation de cette partie ou du ligand de la protéine cible est possible pour
améliorer 'activité ou les propriétés drug-like des composés méme si cela est au dépend de I'lCso.
Il est également possible de modifier les points d’accroche des ligands au linker pour moduler le
positionnement et I'orientation des molécules pour améliorer I'activité des composés en modulant
I'orientation des protéines et essayer d’améliorer la formation du complexe ternaire

POI-PROTAC®-E3.81

(80) Drummond, M. L.; Williams, C. 1. J. Chem. Inf. Model. 2019, 59 (4), 1634-1644.
(81) Smith, B. E.; et al. Nat. Commun. 2019, 10 (1), 131-131.

28



b. Limpact du linker

Le linker du PROTAC® est tout aussi important que les deux autres parties dans I’activité du
composé. En effet, le linker n’est pas juste une chaine linéaire permettant de relier le ligand de la
POI et I'E3RE. Celui-ci est une structure chimique pouvant lui aussi réaliser des interactions avec les
protéines et donc favoriser I'interaction entre I'E3 et la POI, entrainant une coopérativité positive
pour l'ubiquitination de la POI. L'étude cristallographique de I'interaction entre BRD4, un composé
PROTAC® et VHL (PDB : 5T35) montrant le complexe ternaire formé a mis en évidence I'importance
du linker dans cette interaction.

Son linker, composé de trois enchainements PEG, liés aux autres parties du composé par deux
liaisons amides, réalise des liaisons hydrogenes ainsi que des interactions de type Van der Waals
(VdW) entre les deux protéines permettant une stabilisation de I'interaction protéine-protéine

formée entre deux partenaires (Figure 19).82
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FIGURE 19: STRUCTURE CRISTALLOGRAPHIQUE DU COMPLEXE TERNAIRE ENTRE BRD4-PROTAC®-VHL®?

Le linker ainsi que son point d’attache aux différentes parties semblent donc aussi étre un
élément de modulation important afin d’améliorer I'activité du PROTAC® en améliorant le complexe
ternaire formé. En effet, différents linkers, de structures et de tailles différentes, peuvent étre

employés.

(82) Gadd, M. S.; et al. Nat. Chem. Biol. 2017, 13 (5), 514-521.
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Tout d’abord, les plus fréquemment utilisés sont les linkers de type PEG avec un nombre
d’unités variables, possédant des propriétés intéressantes permettant de donner une flexibilité au
linker et également d’interagir avec les protéines et de stabiliser leurs orientations®3.
L'introduction d’un linker contenant une pipéridine peut étre une bonne stratégie pour améliorer la
solubilité du composé.?* Il existe aussi des linkers aliphatiques, des linkers de type amide ou
composé d’un triazole, ayant I'avantage d’étre obtenu facilement par une réaction chimique de type
click.8>86

De plus, ce triazole est une structure chimique permettant de réaliser une large gamme
d’interactions comme par exemple des interactions dipolaires, des liaisons hydrogenes, des
ni-stacking et des interactions cations-mt avec les protéines. De par sa structure le triazole permet
également d’augmenter la solubilité et présente une certaine rigidité permettant d’aider a

'orientation spatiale du composé. 828788

La taille du linker a également une importance dans I’activité du composé. Premierement, si
le lien entre les deux parties est trop petit les ligands ne pourront pas lier simultanément leurs cibles
respectives a cause d’encombrements stériques empéchant donc la formation du complexe ternaire
au profit de complexes binaires. Inversement, si le lien est trop long les deux protéines seront trop
espacées et ne pourront pas interagir entre elles et permettre le transfert d’ubiquitines.®? Lors de
I’élaboration d’un PROTAC®, un linker assez long peut étre préférentiellement utilisé suivi d’une
diminution progressive de celui-ci jusqu’a perte de l'activité dans le but de trouver la meilleure
combinaison possible. En effet, il n’existe pas de rationnel sur la taille ou la structure de celui-ci.
La taille n’est pas corrélée a I'activité. Cela est tres dépendant de la structure spatiale du complexe
ternaire formé.” Pour synthétiser un composé de ce type il faut essayer plusieurs combinaisons afin
de trouver la bonne structure permettant une bonne liaison aux différents partenaires mais surtout
permettant la formation du complexe ternaire le plus stable possible.

Les points d’accroches du linker ont également un impact sur I'activité du composé.! Ce point
d’accroche se situe généralement sur la partie de la molécule exposée au solvant lorsqu’elle est liée
a sa cible. Modifier ce point d’accroche peut permettre de changer I'orientation des protéines

recrutées et donc la fagon dont elles interagissent entre elles.

(83) Wang, Y.; et al. Acta Pharm. Sin. B 2020, 10 (2), 207-238.
(84) Han, X.; et al. J. Med. Chem. 2019, 62 (2), 941-964.

(85) Wurz, R. P.; et al. J. Med. Chem. 2018, 61 (2), 453-461.
(86) Cyrus, K.; et al. Mol. Biosyst. 2011, 7 (2).

(87) Schiedel, M.; et al. J. Med. Chem. 2018, 61 (2), 482-491.
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La variation du point d’accroche entre le linker et le ligand de la ligase VHL a permis par
exemple de modifier la sélectivité de dégradation du composé PROTAC® VHL_MAPK vis-a-vis de

différentes isoformes (MAPKa et P388) en orientant différemment la ligase VHL(Figure 20).8!
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FIGURE 20: SELECTIVITE DE DEGRADATION DE DEUX PROTAC®_VHL_MAPK EN UTILISANT DEUX POINTS D’ ACCROCHE DIFFERENTS DU
LINKER AU LIGAND DU VHL

Des données cristallographiques de complexes ternaires pourraient donner des informations
importantes permettant une meilleure compréhension de ce systeme et donc une meilleure
conception de PROTAC®. Cependant un nombre limité de co-cristallisation montrant ce complexe

entre POI-PROTAC®-E3 a été publié a ce jour.

c. Le choix de la molécule ciblant la POI

La partie contenant la molécule ciblant la POI permet de fixer et donc de cibler la protéine a
dégrader. Ce n’est généralement pas la partie de la molécule la plus critique lors du développement
de PROTAC®. Souvent cette partie utilise une molécule déja décrite dans la littérature, une molécule
étant déja utilisée comme médicament et étant sur le marché ou bien une molécule vendue et
utilisée comme outil chimique d’exploration du vivant. Cette molécule doit cependant posséder un
point d’accroche du linker, souvent une fonction amine ou acide carboxylique et idéalement sur une
zone de la molécule accessible au solvant. Si ce n’est pas le cas la structure de la molécule doit étre
adaptée de facon a y ajouter ce point d’accroche.

La molécule utilisée ne doit pas forcément étre la molécule la plus sélective. En effet, plusieurs
exemples de développement de composés PROTAC® sélectifs pour une seule cible existent malgré

I"utilisation d’un ligand de POI non sélectif.

(88) Bozorov, K.; et al. Bioorg. Med. Chem. 2019, 27 (16), 3511-3531.
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Ceci est d( a la différence de compatibilité entre la ligase E3 et les protéines ciblées par le ligand de
la POI, ce qui permet parfois une compatibilité de formation du complexe ternaire avec une seule

des cibles de la molécule liant la POI.7+8%%0 (Figure 21).
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FIGURE 21: ILLUSTRATION DE LA SELECTIVITE D'UN PROTAC® DEPENDANT DE LA COMPATIBILITE DES CIBLES

Cette molécule ne doit pas non plus étre la molécule la plus puissante, ni la plus affine pour sa
cible pour permettre la synthése d’un PROTAC® puissant. Par exemple, un PROTAC® possédant
comme ligand de POl le foretinib ayant une faible affinité pour une de ses kinases cibles (Kd =11 uM
pour p38a) a permis la dégradation de cette kinase p38a a faible concentration (DC50 = 210 nM,
Dmax = 91 %). Cette faible affinité pour p38a a été compensé par des PPI stabilisantes, et donc une
coopérativité positive, entre la ligase VHL et p38a.”! Inversement, il a été montré qu’un PROTAC®
contenant un ligand possédant une haute affinité pour BRD4 (I BET726 (Kd = 4 nM)) possédait une
moins bonne activité qu’un PROTAC® utilisant un ligand avec moins d’affinité pour sa cible, JQ1 (Kd
=100 nM pour BRD4). Pour expliquer cela il a été montré que la ligase VHL liait plus fortement le
composé PROTAC®_I-BET726 (Kd = 110 nM) seul qu’en présence de BRD2 (Kd = 330 nM) ou BRD4
(Kd =180 nM) montrant une coopérativité négative sur la formation du complexe ternaire composé
de la ligase, du PROTAC® et de la protéine cible.’® Cette observation met en évidence que la
puissance d’un composé PROTAC® n’est pas strictement corrélé a la puissance et a I'affinité du

ligand de POI pour sa cible.

(89) Yang, K.; et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2018, 28 (14), 2493-2497.
(90) Zhang, X.; et al. Eur. J. Med. Chem. 2020, 192, 112186.
(91) Chan, K.-H.; et al. J. Med. Chem. 2018, 61 (2), 504-513.
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6. Avantages de la technologie PROTAC®

Action a quantité sub-stcechiométrique

De par son mécanisme d’action, la technologie PROTAC® possede de nombreux avantages
comparée a l'inhibition classique d’une molécule sur sa cible. PROTAC®, apres avoir fixé une
protéine d’intérét et provoqué sa dégradation, est recyclée et peut étre a nouveau recrutée dans
un nouveau cycle. En effet, ces molécules agissent de maniere catalytique c’est-a-dire qu’elles
peuvent permettre la dégradation des protéines cibles méme a trés petite quantité car elles sont
recyclées et peuvent réaliser plusieurs cycles de dégradation. Une molécule PROTAC® exerce son
action en quantité sub-stoechiométrique, c’est-a-dire que la quantité de PROTAC® doit étre
largement inférieure a la quantité de protéine cible contrairement a une molécule inhibitrice
classique qui nécessite d’étre administrée en plus grande quantité pour avoir un maximum
d’effet.®”.70 ’activité de PROTAC® n’étant pas limitée par le taux d’occupation, les quantités requises
pour obtenir |'effet désiré sont de I'ordre de 10-100 nM voir du pM, ce qui permet de limiter voire

d’éviter le phénomeéne de « off-target ».%?

Ciblage d’une plus large partie du génome

Les thérapeutiques traditionnelles a petites molécules sont limitées aux cibles ayant un site
de liaison comme les récepteurs et les enzymes. La FDA a approuvé des thérapeutiques contre
environ seulement 400 protéines humaines dont plus de 90 % sont des enzymes, transporteurs,
récepteurs couplés aux protéines G, canaux ioniques ou récepteurs nucléaires. Pourtant, il existe
environ 3 000 maladies causées par une mutation de gene codant pour une protéine, ce qui fait que
les thérapeutiques actuelles ciblent uniquement 13 % du protéome thérapeutique (Figure 22).%3

Ceci peut s’expliquer par le fait qu’une seule petite partie du protéome humain est
pharmaceutiquement accessible selon la stratégie thérapeutique des petites molécules
traditionnelles ciblant des protéines sur lesquelles elles peuvent directement agir. La majorité des
protéines, comme par exemple les facteurs de transcription, les protéines chaperonnes, protéines
non enzymatiques et les protéines structurales, demeurent "non ciblables" par le mécanisme
d’action des petites molécules traditionnelles car elles n’ont pas d’activité directement modulable,

et manquent de sites actifs ol celui-ci est peu propice a des liaisons stables.®*

(92) Neklesa, T. K.; et al. Pharmacol. Ther. 2017, 174, 138—144.
(93) Rask-Andersen, M.; et al. Nat. Rev. Drug Discov. 2011, 10, 579.
(94) Hopkins, A. L.; Groom, C. R. Nat. Rev. Drug Discov. 2002, 1 (9), 727-730.
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PROTAC®, tout comme les modulateurs des interactions protéines-protéines ne requierent
pas de poche de liaison, ni de site actif pour agir. Un composé PROTAC® n’apporte pas son activité
uniguement par sa liaison modulant 'activité de la cible mais par sa dégradation et posséde donc
un grand potentiel pour dégrader des protéines « non ciblables » par les inhibiteurs classiques, ou
pour agir sur des protéines non enzymatiques. De plus il est plus facile de trouver une molécule se
liant a wune cible plutot qu’un inhibiteur fonctionnel. Ceci permettrait d’augmenter
considérablement le champs d’action thérapeutiques ouvrant la possibilité a des traitements

innovants en ciblant des protéines encore jusque-ici non exploitées.

Génome humain
~ 30 000

Protéome thérapeutique
~ 3000

FIGURE 22: ILLUSTRATION DE DE LA COUVERTURE THERAPEUTIQUE DU PROTEOME PAR LES PETITES MOLECULES TRADITIONNELLES

Action prolongée de I’action et évite I'accumulation des protéines

Une fois le réservoir de protéines d’intéréts dégradé, PROTAC® a seulement besoin de recruter
les protéines nouvellement synthétisées afin de les dégrader pour maintenir ['action.
Son mécanisme d’action catalytique lui permet de maintenir son activité méme a trés faible
concentration. Ainsi, lors de la diminution de sa concentration plasmatique suite au métabolisme
cellulaire, celle-ci reste suffisante pour continuer a exercer son effet face aux nouvelles protéines
lentement re-synthétisées. De plus, méme apres la clairance compléte de la molécule, les cellules
mettent un temps significatif avant de retrouver un niveau suffisant de protéines rétablissant les
conditions physiologiques ce qui prolonge, de ce fait, également le temps d’action de ces
composés.’®

D’autant plus, la liaison d’'une molécule a une cible pour provoquer, par exemple, son inhibition

va par mécanisme de stabilisation de la cible, induire son accumulation. Premiérement car la liaison

a la protéine entraine sa stabilisation et donc augmente sa demi-vie (tx)%®.

(95) Toure, M.; Crews, C. M. Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55 (6), 1966—1973.
(96) Martinez Molina, D.; Nordlund, P. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2016, 56 (1), 141-161.
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Deuxiémement, dans certaines circonstances, I'inhibition/antagonisme de la cible peut conduire
a un feedback positif @ un niveau transcriptionnel et donc augmentant sa synthése®.
Les conséquences de cette accumulation de protéines deviennent apparentes lorsque la
concentration en molécules actives tombe sous le niveau minimal requis pour l'inhibition. Ainsi,
I'élimination de protéines cibles a I'aide d'un PROTAC® est particulierement adaptée aux protéines
qui pourraient échapper a I’activité d’un inhibiteur par leur stabilisation ou surexpression induisant
donc une résistance aux thérapeutiques traditionnelles et un échappement au traitement.®? L’effet
bénéfique de la dégradation des protéines par rapport a leur simple inhibition a été démontré, par
exemple, avec la protéine BRD4. En effet, les inhibiteurs de BRD4 perdent rapidement leur efficacité
en raison de la régulation positive de BRD4 entrainant son augmentation.’® A la différence,
des composés PROTACs® de BRD4 ont montré la stabilité de leur action en maintenant la répression

de BRD4 pendant une période prolongée.*®

Surpasse les phénomenes de résistance

PROTAC® est capable de passer au-dessus de certains phénomeénes de résistance. En cas
d’inhibition d’une protéine, des mécanismes de compensation peuvent se mettre en place en
surexprimant cette protéine, comme vu précédemment, ou en activant des voies alternatives en
passant par d’autres voies biologiques pour maintenir I'effet de la protéine. Ces mécanismes ont
pour conséquence de provoquer une résistance a la thérapeutique utilisée et un échappement au
traitement. C’est le cas par exemple pour le bortezomib (VELCADE®), une molécule utilisée contre
le myélome multiple. Ce traitement conduit inévitablement a une résistance par une réorganisation
du métabolisme bloquant I'activité du composé en augmentant les défenses anti-oxydantes des
cellules.1%

Les inhibiteurs de kinases, surtout ceux ayant une grande affinité, font aussi face a ce mécanisme
de résistance expliqué par le dynamisme du kinome qui peut se réarranger rapidement en cas de
perturbation suite a des feedbacks. Par son mécanisme catalytique, PROTAC® est capable de passer
au-dessus de ces mécanismes car il ne provoquera pas I'inhibition de la protéine mais sa destruction.
Celle-ci ne pourra donc pas induire de feedback au niveau la voie biologique, empéchant la survenue

de résistance par ce mécanisme.?’

(97) Cai, C.; et al. Cancer Cell 2011, 20 (4), 457-471.

(98) Duan, Y.; et al. MedChemComm 2018, 9 (11), 1779—1802.
(99) Lu, J.; et al. Chem. Biol. 2015, 22 (6), 755-763.

(100) Zaal, E. A.; et al. Cancer Metab. 2017, 5.
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De plus, des mutations au niveau de la structure des protéines ont fréqguemment lieues.
En particulier pour des cellules cancéreuses, pouvant modifier le site de liaison des protéines a leurs
substrats les rendant insensibles a I'action des molécules thérapeutique par impossibilité de liaison.
La dégradation par PROTACs® n’étant pas conditionnée par le temps de résidence (koff) ni par
I’affinité (Kq) avec ses ligands, mais plutot par I'association réversible et transitoire a leurs cibles afin
de former transitoirement un complexe permettant le transfert d’ubiquitine. De ce fait, I'activité
contre des protéines mutantes est donc conservée avec ce type de thérapeutique méme si la
protéine est devenue moins affine avec son ligand PROTAC®.%01 C’est le cas par exemple du composé
PROTAC® basé sur la structure de l'ibrutinib, inhibiteur irréversible de la kinase BRK, qui conserve
son activité sur la forme C418S mutée de cette kinase alors que pourtant cette mutation induit une
résistance a I’action de I'ibrutinib en empéchant sa liaison irréversible!®l. En effet, méme si la liaison
irréversible n’est plus possible, la molécule PROTAC® est capable de lier la kinase C481S BTK

suffisamment longtemps et efficacement pour permettre son ubiquitination et donc sa dégradation.

Utilisation plus versatile, rapide et réversible

Des alternatives existent pour la régulation des niveaux de protéines pathogenes comme par
exemple avec les ARN interférents (siRNAs), les oligonucléotides anti sens qui ciblent les génes plus
ou moins sélectivement afin de les mettre transitoirement sous silence et de bloquer la synthése de
protéines.!%? Cependant, du fait de leurs immunogénicités, instabilités, non sélectivités ainsi que de
leurs propriétés d’administration, |'utilisation de ces techniques restent compliquées. De plus, la
mise au silence des genes par ces techniques n’est jamais totale et donc des taux résidentiels de
protéines persistent dans la cellule.

Plus récemment, la technique de CRISPR/Cas9 a fait son apparition qui est une technique
d’édition du génome en exploitant une endonucléase naturelle appelée Cas9. Ceci offrant la
possibilité de modifier directement le génome pour permettre, par exemple, la mise au silence d’un
géne et d’empécher la synthése protéique.l®® Cette technique, qui n’est pas sélective, posséde

comme risque une modification irrévocable non désirée du génome.

(101) Buhimschi, A. D.; et al. Biochemistry 2018, 57 (26), 3564-3575.
(102) Dana, H.; et al. Int. J. Biomed. Sci. IJBS 2017, 13 (2), 48-57.
(103) Jiang, F.; Doudna, J. A. Annu. Rev. Biophys. 2017, 46 (1), 505-529.
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Tandis que PROTAC® ne bloque pas le géne ni sa traduction, cette technique montre une
réversibilité d’effet, une action plus rapide ainsi qu’'une meilleure sélectivité. En effet, en cas de
liaison « off-target » PROTAC® n’induit pas forcement de dégradation de la protéine, car cette
dégradation est tres dépendante de la capacité de formation du complexe ternaire avec la
ligase E3104,

7. Limites

Propriétés pharmacocinétiques (passage membranaire, solubilité)

Avec un poids moléculaire se situant entre 700 et 1300 Da, ces types de composés sont des
molécules dont plusieurs de leurs propriétés chimiques se situent en dehors de diverses lignes
directrices comme la "régle des cing" ou les regles de Weber (Figure 23).

Représentation graphique des différentes régles de
conduite ainsi que la place des composés PROTACs MW
dans cette espace chimique

#Rot B cLogP
(] AB-MP
[ Lipinski and Veber : ::?:MZ i::
l::] Kihiberg A hidos .
[ Abbvi Y CRBN 246
e
TPSA HBD

FIGURE 23: REPRESENTATION GRAPHIQUE DES PROPRIETES MOLECULAIRES DES COMPOSES PROTAC®105

Ces différentes regles ont longtemps été considérées comme des lignes directrices
permettant de prédire la biodisponibilité ou non des molécules bioactives. Au cours de ces dernieres
années, un certain nombre de médicaments ont été développés en dehors de ces regles tout en
ayant des propriétés pharmacocinétiques et de biodisponibilités suffisantes. De ce fait, ces regles
ne sont plus strictement a respecter, mais restent des criteres d’évaluation parfois utilisés pour
filtrer et sélectionner des molécules lorsqu’un choix doit étre effectué lors de développements de

composeés.

(104) Lai, A. C.; Crews, C. M. Nat. Rev. Drug Discov. 2017, 16 (2), 101-114.
(105) Edmondson, S. D.; et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2019, 29 (13), 1555-1564.
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L'administration ainsi que la biodisponibilité de ces composés restent les plus grands
obstacles dans le développement de ces molécules. Une fois absorbés et se trouvant dans la
circulation, ces composés se comportent comme les petites molécules traditionnelles. En d'autres
termes, s'ils sont administrés par voie intraveineuse, intrapéritonéale ou sous-cutanée, ces
molécules présentent les comportements traditionnels de petites molécules avec une exposition
proportionnelle a la dose et une bonne distribution tissulaire.*?

L'utilisation de stratégies de type « pro-drug », en utilisant par exemple, une structure
facilitant le passage transmembranaire qui est ensuite modifiée par les enzymes hépatiques pour
donner le composé actif, pourrait permettre d’aider I'administration orale de ces composés.
De plus, utiliser d’autres formulations augmentant la perméabilité cellulaire peut étre une option
envisageable, comme par exemple, la co-administration avec des inhibiteurs des pompes d’efflux
ou avec des cyclodextrines aidant le passage transmembranaire. Un composé PROTAC® de type
« pro-drug », ciblant la dégradation des CDK 2/4/6 a tres récemment été synthétisé. La fonction
rajoutée sur le composé est un carbamate masquant I'azote d’'un diamide cyclique rendant le
composé biodisponible & 68%.19

Les PROTACs® restent, cependant, administrables par de nombreuses voies augmentant les
options d’utilisations thérapeutiques de ces composés bien que la voie orale reste la voie
d’utilisation préférentiellement visée pour la plupart des thérapeutiques. L'assemblage
intracellulaire de composés PROTACs® (CLIPTACs®) par une réaction biocompatible de type de
chimie «click » (click chemistry)l®” peut &tre une stratégie envisageable pour raccourcir ces
molécules hybrides lors de I'administration orale et donc favoriser leurs biodisponibilités. Cette
technique permettrait d’administrer deux molécules distinctes au patient dans la méme forme
pharmaceutique et c’est ensuite, in cellulo que la molécule PROTAC® se formerait.1%®

Un certain nombre de PROTACs® exercent leurs activités a des concentrations
nanomolaires®’ voire méme aux picomolaires'®. Le taux de pénétration membranaire peut donc
étre faible et lent, bien que les concentrations finales accumulées au site d’action soient suffisantes

pour exercer I'effet pharmacologique.”®

(106) Wei, M.; et al. Eur. J. Med. Chem. 2021, 209, 112903.

(107) Huisgen, R. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1963, 2 (10), 565-598.
(108) Lebraud, H.; et al. ACS Cent. Sci. 2016, 2 (12), 927-934.

(109) Zhou, B.; et al. J. Med. Chem. 2018, 61 (2), 462—481.
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Syntheése

Une autre limite de cette technique est la difficulté de synthese. Avec leurs trois parties, les
PROTACs® sont des molécules relativement complexes a synthétiser, nécessitant de nombreuses
étapes diminuant ainsi le rendement global des composés. Des alternatives sont possibles en
utilisant par exemple des synthéses convergentes, c’est-a-dire en synthétisant les trois parties de la
molécule parallelement et les relier ensuite. Les trois différentes parties sont ensuite reliées par des
réactions simples et présentant de 33bons rendements comme par exemple des réactions de
couplage par amidification ou par chimie click.”? La synthése chimique sur phase solide est aussi
une possibilité permettant une synthése plus rapide et plus facile.1°

Pour la syntheése convergente les différentes parties doivent étre fonctionnalisées par des
groupements réactifs afin de pouvoir y introduire le linker.

Outre le fait du nombre d’étapes di a la taille des composés pouvant induire des rendements
faibles, le plus gros challenge est la modulation de la partie reliant les deux ligands. En effet lors du
développement d’'un PROTAC®, la partie nécessitant le plus de modulation est le linker, car la
variation de sa taille ou de sa structure permet de moduler I'activité du composé. La chimie de cette
partie est une chimie assez particuliere utilisant la plupart du temps des groupements polyéthylénes
glycol (PEG). La chimie des PEG est une chimie assez compliquée car le suivi de ces réactions se fait
difficilement d( a leur difficulté de détection par les méthodes de suivi les plus courantes du fait de
leur non visibilité aux UVs. Ce sont également, de par leurs structures, des molécules tres
hydrophobes ainsi il est généralement difficile de les isoler et de les purifier. Les PEG étant composés
d’un enchainement du méme motif éthyléne glycol, les extrémités de ces chaines ne possédent pas
de groupement réactif. Ceci est un obstacle car il faut réussir a moduler la taille de ces chaines et
également de les fonctionnaliser avec des groupements réactifs différents pour pouvoir lier ce linker
aux deux différents ligands du PROTAC®. Deux approches sont couramment utilisées pour la
fonctionnalisation de ces PEG. La premiere passe par une altération du groupement hydroxyle
terminal par une série de réactions chimiques pour obtenir un groupement fonctionnel plus réactif.

La seconde fait réagir une des extrémités latérales de la chaine PEG dans des conditions
particulieres et avec des groupement di-fonctionnalisés mais de réactivités différentes de sorte

qu'un seul des groupements ne réagisse avec le PEG et que I'autre reste fonctionnalisé (Figure 24).11!

(110) Krajcovicova, S.; et al. Chem. Commun. 2019, 55 (7), 929-932.
(111) Li, J.; Kao, W. J. Biomacromolecules 2003, 4 (4), 1055-1067.
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FIGURE 24: METHODES UTILISEES POUR LA FONCTIONNALISATION DE CHAINES PEG
8. Exemple de PROTACs® existants

PROTAC® AR-MDM2

En 2008, le premier PROTAC® composé entierement de petites molécules, c’est-a-dire de
molécules de faibles poids moléculaire (< 800 Da) a été décrit. Ceci a été un des plus gros progrés
dans le développement de cette technologie en se démarquant de I'ancienne génération qui était
composé d’au moins un fragment peptidique correspondant a un petit peptide mimant un ligand
naturel d’une des protéines cibles. Ce premier PROTAC® petite molécule consistait en I'assemblage
d’un ligand des récepteurs aux androgénes non stéroidiens avec un ligand de la ligase MDM2, la
nutlin, reliés ensemble par un linker de type PEG (Figure 25). Le récepteur aux androgenes est un
récepteur nucléaire impliqué dans la régulation de I'expression des génes permettant le maintien
du phénotype masculin. Ce récepteur est surexprimé dans différents cancers et sa dégradation
pourrait étre un moyen thérapeutique efficace contre ces cancers. Ce PROTAC®_SARM-nutlin a

montré une dégradation cellulaire des récepteurs aux androgénes dépendants de la voie UPS.”>

D\ )l7/\ O o \/\o/\/ TN/\ /N
Y

Structure du PROTAC®_AR-MDM?2, ligand des récepteurs aux androgénes (vert), ligand MDM2 (bleu)
FIGURE 25: PROTAC®_AR-MDM2
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PROTAC® RIPK2-VHL

RIPK2 est une serine-thréonine kinase connue pour étre un médiateur important dans la
signalisation de I'immunité innée. Une fois activée, cette kinase s’associe avec NOD1 et NOD2 pour
recruter d’autres kinases impliquées dans I’activation des voies de signalisations NF-kB et MAPK.
Une dysfonction de cette kinase RIPK2 est associée a des maladies auto-inflammatoires. Ainsi,
provoquer la dégradation de RIPK2 lors de son déreglement semble étre une stratégie

thérapeutique intéressante dans le traitement de ces pathologies.

En 2015, un PROTAC® provoquant une dégradation dose dépendante de RIPK2 a faible
concentration plasmatique (DCso= 1,4 nM) a été décrit (Figure 26B). Cette molécule PROTAC®
posséde un ligand de RIPK2 (pICso = 8.6) a une extrémité et de I'autre extrémité un E3RE spécifique
de la ligase VHL.

L'extrémité E3RE est un mime du peptide HIF1a possédant une hydroxyproline, critique pour la
liaison a VHL (Figure 26A). HIF (hypoxia-inducible factor) est un médiateur important dans la réponse
cellulaire a I'hypoxie, en activant des voies métaboliques d’adaptations et de survies. Dans des
conditions d’oxygénation physiologiquement normales, il y a hydroxylation d’une proline conservée
dans sa structure peptidique. Cette hydroxylation est un marqueur de sa dégradation par le systeme
UPS en recrutant la ligase VHL. Cette modification est dépendante du niveau d’oxygene et donc en
cas d’hypoxie cellulaire, il n’y aura pas I’hydroxylation de cette proline sur HIF qui ne sera donc pas
dégradée permettant ainsi I'induction de la transcription de plusieurs genes.

Ceci provoque par exemple la synthese de I'angiogenese, en partie grace a la production d’EPO,
et I'augmentation du métabolisme anaérobique. L'ensemble de ces réponses permet, ainsi, de

résister a des conditions d’hypoxie cellulaire.'1?

(112) Buckley, D. L.; et al. J. Am. Chem. Soc. 2012, 134 (10), 4465-4468.
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La dégradation de RIPK2 par ce PROTAC® a été observée sur monocyte humain de type THP-1 et
une réversibilité d’effet, avec un retour a un niveau physiologique normal apres 24h, a été montrée

aprés lavage et élimination du composé (Figure 26C).%’
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Fig. 26 A. Structure du PROTAC®_RIPK2-VHL, ligand de RIPK2 (vert), ligand VHL (bleu) ; Fig 26 B Western blot montrant I'activité
concentration dépendante de PROTAC®_RIPK2 ; Fig 18 C Western blot montrant la réversibilité d’action de du PROTAC®_RIPK2 apres
étape de lavage. L’actine est utilisé comme contréle négatif.

FIGURE 26: STRUCTURE DE PROTAC®_RIPK2 ET SES ACTIVITES CELLULAIRES SUR THP-157

PROTACE® Sirt2-CRNB

La sirtuine 2 ou Sirt2 est une histone désacétylase (HDAC) de type lll, plus particulierement
une lysine désacétylase (KDAC) NAD dépendante. Cette enzyme utilise comme cofacteur le NAD*
tandis que les HDACs de type |, Il et IV sont des métalloprotéases a zinc ayant donc comme cofacteur
un ion zincique. Il existe sept isotypes de sirtuines différents par leurs activités catalytiques et leurs
localisations. Sirt2 est majoritairement localisée dans le cytoplasme et a un role important dans le
cycle cellulaire, I'autophagie, la myélination périphérique et dans les réponses immunitaires et
inflammatoires. Des dérégulations de Sirt2 ont été montrées dans des infections bactériennes, dans
le diabete de type 2, dans les maladies neurodégénératives et dans des cancers faisant donc de Sirt2
une cible intéressante en thérapeutique.

Cependant, son mécanisme n’est pas encore élucidé et il y a un besoin d’outils chimiques afin
d’explorer et de mieux caractériser les effets cellulaires de cette enzyme et son lien dans ces

pathologies.
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Afin d’explorer cette enzyme, un PROTAC® basé sur un ligand de Sirt2 et la thalidomide,
ligand de référence de la ligase CRBN, a été synthétisé par une équipe de recherche. Cette équipe
avait déja réalisé une sonde chimique spécifique sur cette protéine Sirt2 et connaissant donc déja
ou introduire le linker sur leur molécule sans induire une perte de liaison ou de sélectivité. Afin de
concevoir cette molécule une technique de modélisation moléculaire a été utilisée. Il s’agit du
docking, consistant a réaliser virtuellement des ligands par ordinateur et d’étudier leurs capacités
de liaison a leurs cibles et en I'occurrence, ici, la capacité de former un complexe ternaire stable
avec le composé et ses protéines cibles. Pour ce docking ils se sont basés sur la co-cristalisation de
la protéine Sirt2 avec son ligand permettant de déterminer la taille nécessaire du linker pouvant
recruter la ligase CRBN a une distance suffisante pour induire une PPl entre Sirt2 et CRBN et

permettre une ubiquitination de Sirt2 (Figure 27).

Sirt2 représenté en gris et la ligase CRBN en orange.

FIGURE 27: DOCKING DE PROTAC®_SIRT2 SUR CRBN ET SIRT2%7

La thalidomide, ligand du CRBN, et le ligand de la protéine cible sont reliés ensemble par un linker
possédant un triazole formé par une réaction de Huisgen catalysée au cuivre. Ici, la réaction de
Huisgen permet de faciliter la voie de synthése et d’obtenir le composé en seulement six étapes

(Figure 28).87.113

(113) van Zundert, G. C. P.; et al. J. Mol. Biol. 2016, 428 (4), 720-725.
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Réactifs et conditions : (a) méthanol, chlorure de thionyle, 0-80 °C, 4 h, 63% de rendement; (b) NaNs, DMF, TA, 12 h, puis hydrate
d’hydrazine, éthanol, 0 °C a TA, 24 h, 99% de rendement; (c) Chlorure de chloroacétyle, triéthylamine, DMF, 0 °C a TA, 1 h, 82% de
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50% de rendement; (f) Ascorbate de sodium, CuSO,, eau/tert-BuOH (1:1), 60 °C, 1 h, puis TA, 16 h, 33% de rendement.

FIGURE 28: SYNTHESE DU COMPOSE PROTAC®_SIRT2%’

Ce composé montre une haute sélectivité de liaison a Sirt2 vis-a-vis de deux autres isoformes,
Sirtl et Sirt3 ainsi qu’une sélectivité de dégradation sur Sirt2 avec un effet dose dépendant a des
concentrations situées entre 0,05 uM et 5 uM. Ce composé PROTAC® est un nouvel outil
d’exploration de Sirt2 afin d’étudier le réle de cette enzyme et sa potentielle application en
thérapeutique.

De plus, le ligand de CRBN présentant un linker avec un azoture terminal pourrait servir a
synthétiser d’autres composés PROTAC® en le couplant a d’autres ligands de POl présentant un

alcyne terminal .8’

9. CLIPTAC

Ces molécules PROTAC®, par leurs structures bi-fonctionnelles, sont des molécules
volumineuses bien qu’elles restent classées, comparées aux thérapies cellulaires et aux anticorps,
dans la catégorie des petites molécules. Ce haut poids moléculaire, allant de 700 a 1 200 Da, limite

le passage membranaire, la solubilité ainsi que d’autres propriétés « drug-like ».1%>
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La « in-cell click-formed proteolysis targeting chimeras » (CLIPTACs) consiste a former dans la
cellule, par des réactions bio-compatibles, le PROTAC® assisté par la POl et la ligase en partant de
précurseurs plus petits possédant donc de meilleures propriétés pharmacocinétiques. Ce principe a
été publié en 2006 et a permis la dégradation cellulaire de deux protéines clés ciblées en oncologie,
BRD4 et ERK1/2, en recrutant la ligase CRBN par un dérivé de la thalidomide. Pour cela, le dérivé de
la thalidomide a été fonctionnalisé par une tétrazine et les ligands de BDR2 et d’ERK1/2 par un
trans-cyclo-octéne (TCO). Ces groupements chimiques peuvent réagir ensemble par une réaction de
Diels Alder, la « inverse electron demand Diels—Alder (IEDDA) », une réaction appartenant a la
famille des réactions de type « click ».1#

Cette réaction est bio-compatible, c’est-a-dire compatible avec le vivant, et se fait rapidement,
sans |'aide de catalyseur et avec un haut rendement permettant donc de former in situ les composés
PROTACs®. La formation des composés PROTACs® BRD4 et ERK 1/2 a été confirmée par des
techniques de chromatographies liquides couplées a un spectrometre de masse quadripble (LCMS-
MS). L'inhibition du protéasome par le carfilzomib a permis de retrouver un taux normal de protéine

cellulaire montrant que I'activité passe bien par le protéasome.%8
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(114) Oliveira, B. L.; et al. Chem. Soc. Rev. 2017, 46 (16), 4895-4950.
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Ces résultats valident I'approche CLIPTAC et montrent qu'un ligand de recrutement de ligands
E3 marqué avec un élément « clickable », tel qu’un tétrazole, pourrait fournir un moyen versatile
d'exploiter un large éventail de protéines. De nombreuses réactions bioorthogonales existent,
comme la réaction de cycloaddition de Huisgen, ce qui permettrait de pouvoir développer ce
principe et I’étendre a d’autres ligands en utilisant d’autres réactions chimiques.'®

Il est donc possible de synthétiser in cellulo des composés PROTACs® en utilisant deux
précurseurs, une molécule liant la POl et une molécule liant la ligase, fonctionnalisés par des
groupements chimiques permettant de former le linker de facon rapide et d’obtenir le PROTAC®.
Pour ces composés bi-fonctionnels, la taille, la forme ainsi que la composition du linker ont une
grande importance pour la bonne efficience du PROTAC®. La bonne interaction entre la POl et la
ligase permettant I'ubiquitination a une importance sur I'activité de la molécule. Le choix de la ligase
dans la synthese de ce type de composé est donc également important. Nous avons vu que la
dégradation d’'une protéine par un PROTAC® ne dépend pas uniquement de la composition du ligand
de la POI qui va prendre en charge la cible mais aussi de la compatibilité physico-chimique entre la
protéine cible et la ligase.”* En effet, un composé PROTAC® ciblant une ligase peut se montrer
inefficace suite a la non-compatibilité avec la protéine cible empéchant I'interaction entre les deux

protéines.

10. Une plateforme click pour la synthése de PROTAC®

En 2018, une stratégie de liaison d’un ligand de POl avec plusieurs ligands de ligase a été
développée afin de former rapidement plusieurs composés PROTACs® en faisant varier la ligase
recrutée mais également la taille du linker. La réaction chimique utilisée était la cycloaddition 1,3
dipolaire de Huisgen permettant de relier un azoture terminal avec un alcyne terminal, formant un
triazole. Cette réaction, catalysée au cuivre, est facile a mettre en place, rapide, possede de bons
rendements et nécessite des quantités stoechiométriques de réactifs (1:1). De plus, les groupes
fonctionnels possédent une bonne compatibilité chimique avec d’autres conditions réactionnelles

facilitant 'utilisation de ces groupements chimiques.®®

(115) Patterson, D. M.; et al. ACS Chem. Biol. 2014, 9 (3), 592-605.
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L'utilisation de cette plateforme permet de générer rapidement et facilement différents
analogues de PROTAC® en modulant les deux parties les plus impactant, d’une part la ligase recrutée
et d’autre part la taille du linker. Pour cela, d’une part le ligand de la POI, ici BRD4 de la famille des
protéines BET, est fonctionnalisé par un amide contenant a son extrémité un azoture terminal
nécessaire pour la réaction « click » de Huisgen. Et d’autre part, une librairie de différents ligands
de ligases, ici les ligands du CRBN et du VHL, sont synthétisés et fonctionnalisés par un linker PEG
de taille variable. Ici, de un a cinq enchainements PEG et possédant en bout de chaine un alcyne
terminal afin de pouvoir réagir avec 'azoture terminal du ligand de la POI. Ce ligand de POI est mis
en réaction individuellement avec les différents ligands de ligase fonctionnalisés par un linker PEG
afin de les relier ensemble par un triazole. Dix composés chimériques ont pu ainsi étre synthétisés
parallélement par la réaction de Huisgen, cing PROTACs® ciblant VHL et cing ciblant la ligase CRBN
avec des linker de tailles variables. Les dix composés synthétisés en paralléle ont été testés par alpha
screen afin d’étudier leur capacité a permettre l'induction d’une PPI entre la ligase et la POI en

formant le complexe ternaire POI-PROTAC®-Ligase.

Un test alpha screen (amplified luminescent proximity homogeneous assay) a été développé
pour quantifier la formation du complexe ternaire par les composés PROTAC®. Ce test, basé sur la
proximité physique de deux billes, une donneuse et une acceptrice, permet d’étudier la proximité
spatiale de deux éléments, ici la POI et la ligase, par transmission d’énergie luminescente entre la
donneuse et 'acceptrice. Dans ce test, la bille donneuse d’énergie est une bille de glutathionne liée
a la protéine BRD4 et la bille receveuse est fixée sur la ligase E3.

Le rapprochement spatial de ces deux billes va rendre possible la transmission de |'énergie
lumineuse d’excitation d’une longueur d’onde X recue par la bille donneuse a la bille acceptrice qui
va ensuite émettre une lumiere de longueur d’onde d’émission Y. S’il y a formation d’un complexe
ternaire suite a la liaison par le PROTAC® I'énergie lumineuse regue suite a I’excitation par un laser
sera différente.

Cependant, s’il n’y a pas de formation de complexe ternaire elle sera de méme énergie dans ce test

alpha screen car il n’y aura pas eu la possibilité d’échange d’énergie entre les deux billes.
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Dans ce test, deux PROTACs® commercialement disponibles, un ciblant VHL et un ciblant CRBN
ont été utilisés comme contréle positif. Ce PROTAC® VHL_BRD4 a montré une relation dose-effet
mettant en évidence I’équilibre entre le complexe ternaire et le complexe binaire avec dans les deux
cas un impact de la taille du linker. Pour le PROTAC® VHL, on observe une différence d’un Log entre
le composé synthétisé présentant un triazole dans le linker et le composé de référence avec un
linker de méme taille mais composé uniquement d’enchainement PEG. Ce résultat montre ici un
impact négatif du triazole, non présent pour le composé de référence.

Cette étude est la premiere étude montrant I'impact de la taille ainsi que de la structure du linker
sur l'activité de PROTAC® a former un complexe ternaire stable.®> Ce principe de chimie
combinatoire pourrait étre développé et réalisé a plus grande échelle en utilisant d’autres ligands
de ligases pour cibler d’autres E3s, avec d’autres variabilités concernant le linker et son point
d’accroche. Comme par exemple, la forme, la structure et la structure du lien tout en continuant a
faire varier la taille, élément clé dans la conception d’un PROTAC, et en faisant varier le point
d’accroche pour se linker pour moduler le complexe ternaire en orientant différemment

les partenaires.
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11. Nouveaux concept émergeants de la technologie PROTAC®

Les composés PROTACs® sont capables d’agir uniquement sur des protéines intracellulaires.
De ce fait, il existe des protéines échappant a cette stratégie comme par exemple les protéines
membranaires et les protéines sécrétées. En effet, par exemple, le ciblage des protéines
extracellulaires pour l'internalisation et la dégradation, comme les cytokines et les chimiokines qui
se lient aux récepteurs extracellulaires présents a la surface des cellules, dépasse les capacités de la
technologie actuelle des PROTACs®. Certaines variations intéressantes du concept originel
élargissent la portée de celui-ci en permettant par exemple, la dégradation des protéines
extracellulaires en détournant d'autres processus permettant ainsi I'adressage vers la voie de

dégradation endolysosomale plutot que protéosomale.

a. LYTACs

L’équipe de Carolyn Bertozzi a Stanford utilise des composés chimériques permettant un
adressage direct aux lysosomes appelés LYTACs. Ces types de composés permettent de relier la
protéine cible a un lysosome provoquant ainsi sa dégradation. Pour la conception de ces composés,
I'’équipe a exploité un récepteur présent sur la surface des lysosomes, le récepteur
mannose-6-phosphate indépendant des cations (CI-M6PR), ce qui permet de cibler spécifiguement
les lysosomes (Figure 31). Les composés LYTACs de I'équipe de C. Bertozzi sont composés d’une part
d’un anticorps ciblant une protéine a dégrader, et d’autre part d’un glycopeptide synthétique
agoniste du récepteur CI-M6PR. Pour prouver leur concept, ils ont utilisé un polypeptide possédant
de multiples ligands affins pour ce récepteur CI-M6PR attachés a la biotine. Ils ont ensuite étudié,
par microscopie a fluorescence, la localisation de la NeutrAvidine (NA-647), tétramére déglysosylé
de I'avidine, possédant une trés forte affinité pour la biotine. L’équipe a montré, par des études de
colocalisation, que la NeutrAvidin été localisée spécifiguement dans les lysosomes et les endosomes
en présence de la biotine_LYTAC®, montrant I'internalisation dans les lysosomes de la biotine LYTAC
ayant liée au préalable la NeutrAvidin. Cette équipe a également synthétisé deux composés LYTAC
qui ont montré leur efficacité sur test cellulaire, I'un ciblant le récepteur extracellulaire EGFR et
I'autre ciblant le récepteur transmembranaire PD-L1, protéine ayant des implications dans
différents cancers.

Pour cibler le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR), jouant un réle dans la
prolifération de cancers lymphoides, le cetuximab, un anticorps anti EGFR, a été conjugué a un

glycopeptide possédant de multiples ligands du récepteur CI-M6PR.
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Le traitement des cellules par le composé LYTAC® anti-EGFR, a permis de considérablement
réduire la quantité d’EGFR par rapport au traitement témoin, ce qui montre la dégradation de
ce récepteur par le composé.

En utilisant un LYTAC® couplé a un anticorps ciblant une autre protéine membranaire, PD-L1, un
récepteur surexprimé sur les cellules cancéreuses, la quantité de PD-L1 a la surface des cellules été
a diminuée dans deux lignées cellulaires différentes possédant des taux de CI-M6PR différents.

En rassemblant toutes ces données, la preuve de concept de Banik et al. de I'équipe de
C. Bertozzi montre que ces composés chimériques appelés LYTACs® pourraient permettre la
dégradation de protéines extracellulaires ou membranaires en ciblant, d’'une part une protéine
d’intérét et d’autres part un récepteur membranaire lysosomale comme par exemple ici le

Cl-M6PR.116

b. AUTAC/ATTEC

Le systeme AUTAC (autophagy-targeting chimera) a une conception similaire a la technologie
PROTAC®. Les molécules AUTACs et PROTACs® fonctionnent toutes deux en détournant la
machinerie d’ubiquitination. Les molécules AUTAC déclenchent la polyubiquitination K63, qui est
reconnue par la voie de I'autophagie sélective, conduisant ainsi a la dégradation de la protéine cible
(Figure 31).

Une molécule AUTAC contient le marqueur de dégradation qui est un dérivé de guanine et un
ligand de la POI pour assurer la spécificité de la cible. Le marqueur de dégradation imite la
S-guanylation, une modification post-traductionnelle marqueur autonome d’une autophagie
sélective en induisant une polyubiquitination K63 (Figure 31).1/

Le concept de composé autophagosomique « autophagosome-tethering compounds »
(ATTEC) illustre une stratégie plus directe visant a exploiter I'autophagie pour dégrader les protéines
d'intéréts. Contrairement au PROTAC® et a I'AUTAC, les molécules ATTEC sont indépendantes de
['ubiquitination. Les molécules ATTEC se lient directement a la POl et aux autophagosomes afin de
provoquer leur rapprochement pour former le phagophore et d’induire la dégradation
autophagique de la protéine cible. Pour cela les molécules ATTECs sont congues afin de pouvoir se
lier d’une part a la protéine a dégrader et d’autre part a une protéine clée de l'autophagosome,

LC3 (Figure 31). 118

(116) Banik, S.; et al. 2019.
(117) Takahashi, D.; et al. Mol. Cell 2019, 76 (5), 797-810.¢10.
(118) Li, Z.; et al. Autophagy 2020, 16 (1), 185-187.
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Cette protéine LC3 permet le recrutement du complexe de conjugaison sur I'autophagosome
et permettrait également, une fois liée a la phosphatidyléthanolamine (PE) d’avoir une fonction

structurale permettant I’élongation et la formation de I"autophagosome mature.'*°
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(119) Tanida, L.; et al. Methods in Molecular Biology, NJ, 2008; pp 77-88.
(120) Ding, Y.; et al. Trends Pharmacol. Sci. 2020, 41 (7), 464—474.
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lll. PROTAC®, vers une application en clinique

1. Les potentielles applications thérapeutiques

L'application de ce type de thérapeutiques, permettant la dégradation spécifique d’une protéine
cible, se situerait autour des pathologies, ou état pathologique, ol il y aurait un bénéfice
thérapeutique dans la modulation directe ou indirecte de la quantité d’une protéine spécifique.
C’est par exemple le cas ou il y aurait surexpression, ou accumulation pathologique d’une protéine
suite a un défaut de dégradation.

Jusqu’a présent, ces types de composés ciblent un large nombre d’aires thérapeutiques qui
sont : I'inflammation, I'immunologie, la virologie, la neurologie mais surtout I'oncologie. PROTAC®
pourrait donc étre une nouvelle technologie de traitements avec de larges applications dans

plusieurs aires thérapeutiques.

a. Oncologie

Jusqu’a présent la plus grande majorité des composés PROTACs® synthétisés aurait une
application dans cette aire thérapeutique. En effet, un grand nombre de cancers peut étre attribué
a une surexpression de protéines pro-oncogénes ou a un recrutement aberrant de protéines de
signalisation. De plus, la prolifération de certains cancers peut également induire une surproduction
de protéines qui, par leur accumulation au sein de la cellule, deviendrait pathologique. Dans les
deux cas, la dégradation de ces protéines en excés ou non désirées, qu’elle soit la cause ou la
conséquence du cancer, est nécessaire a une bonne stratégie thérapeutique. A ce jour, de
nombreuses protéines pro-oncotiques ou ayant une implication dans le développement ou la
progression de cancers ont déja été ciblées par cette technologie PROTAC® comme par exemple, les
récepteurs nucléaires aux cestradiols ou aux androgénes, des protéines kinases telles que BCR-Ab,
RIPK2, des régulateurs transcriptionnels comme BDR4 ou HDAC6 qui pour ce dernier a une

implication dans la métastase de certains cancers.'?!

(121) Zou, Y.; et al. Cell Biochem. Funct. 2019, 37 (1), 21-30.
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b. Inflammation

L'inflammation est I'ensemble des mécanismes réactionnels de défense par lesquels
I’organisme reconnait, détruit et élimine toutes les substances qui lui sont étrangeres. La réaction
inflammatoire est donc une réaction de défense et d’adaptation de I'organisme qui est utile au bon
fonctionnement de I'organisme mais qui peut parfois étre exacerbée et donc devenir néfaste.

Lors d’un processus inflammatoire, il y a recrutement ces cellules immunitaires, dont les
polynucléaires neutrophiles, les lymphocytes T CD8 et CD4 et les macrophages qui eux libéerent des
médiateurs de I'inflammation tels que les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNF a) pouvant
étre la cause de symptdmes cliniques généraux.

L'asthme et la BPCO (BronchoPneumopathie Chronique Obstructive) sont deux pathologies
caractérisées par l'existence d'une inflammation bronchique chronique. Dans ces deux pathologies
I'inflammation s'accompagne d'un processus de cicatrisation qui aboutit a un remodelage de la paroi
bronchique avec une bronchoconstriction des fibres musculaires lisses, un épaississement des
parois et une hypersécrétion bronchique. Ce remodelage va se traduire par une diminution
progressive de la taille des bronches pouvant aller jusqu’a I'obstruction permanente induisant la
clinicité de ces pathologies qui est une géne ou une difficulté respiratoire pouvant conduire a la
nécessité d’une ventilation artificielle.

L'inflammation dans l'asthme et la BPCO est médiée par de multiples mécanismes de
régulation, dont la signalisation cellulaire, régulée de fagon critique par des modifications
post-traductionnelles (PTM). Ces modifications de protéines sont des processus dynamiques
permettant la modulation des propriétés de la protéine concernée et donc d’impacter son activité.
La PTM la plus étudiée est I'acétylation, dans laquelle un groupe acétyle est ajouté a un résidu lysine
par une histone acétyl transférase (HAT) ou enlevé par une histone désacétylase (HDAC).
Cette acétylation permet leur interaction avec I’ADN favorisant donc la transcription de I’ADN. La
perturbation de ce processus contribue a la pathogenése de |'asthme et de la BPCO.

Par exemple, l'inhibition sélective de I'HDAC8 a montré une diminution de I'hyperréactivité et

de l'inflammation des voies respiratoires.
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Une autre HDAC importante dans la physiopathologie de I'asthme est I’'THDAC6 dont la fonction
principale est la désacétylation de I'a-tubuline, intervenant dans le remodelage des voies
respiratoires. La tubuline, un composant majeur du cytosquelette, est impliquée dans la motilité
cellulaire et son acétylation par HDAC6 conduit a la stabilisation des microtubules, diminuant ainsi
cette motilité.!??

L'inhibition d'HDAC6 pourrait ainsi atténuer le remodelage des voies respiratoires en cas
d'inflammation. En effet, lors du traitement de souris asthmatiques avec l'inhibiteur sélectif
d'HDACS6, la tubastatine A, I'hyperréactivité et l'inflammation des voies respiratoires ont été

atténuées, de méme que la diminution des marqueurs de remodelage des voies respiratoires.*?3

Des molécules PROTAC® permettant la dégradation sélective de HDAC6 ont récemment été
développées. Ces composés sont constitués d’un inhibiteur non sélectif d'HDACs, le crebinostat, et
de la thalidomide comme ligand ciblant la ligase E3, le céréblon (Figure 32). La dégradation sélective
d’"HDACS6 vis-a-vis des ligases peut étre expliquée par la formation d’un complexe ternaire stable

avec I'HDAC6 et d’une coopérativité négative entrainant une non compatibilité avec les autres

HDACs.®
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Structure du PROTAC®_HDAC6-CRBN, ligand non sélectif d’"HDACs (vert), ligand CRBN (bleu)
FIGURE 32: PROTAC®_HDAC6-CRBN

(122) Hubbert, C.; et al. Nature 2002, 417 (6887), 455-458.
(123) Ren, Y.; et al. Inflamm. Res. Off. J. Eur. Histamine Res. Soc. Al 2016, 65 (12), 995-1008.
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c¢. Maladies neurodégénératives

Un grand nombre de maladies neurodégénératives sont liées a une accumulation de
protéines au niveau cérébral. C’est le cas par exemple de la maladie de Parkinson ou les patients
présentent une agrégation de la protéine a synucléine au niveau des neurones synaptiques
entrainant leur mort. Pour la maladie d’Alzheimer, il y a une accumulation de la protéine tau et des
protéines B amyloides formant les plaques B amyloides appelées également plaques séniles.

Afin de traiter ces pathologies par des traitements ceux-ci ont la nécessité de franchir la
barriere hémato-encéphalique (BHE) pour arriver au niveau du site d’action, le cerveau, ou ils
exerceront leurs effets. De par leur grande taille moléculaire, les molécules PROTAC® sont des
composés qui semblent imperméables a cette barriere. De ce fait, peu de composés PROTAC® ont
pour cibles ces pathologies et cette aire thérapeutique.8® Cependant trés récemment, la société
Arvinas a montré la pénétration dans le cerveau d’'un composé PROTAC® en pré-clinique et donc
leur possibilité a franchir cette BHE ouvrant ainsi la voie au développement de composés de ce type
dans cette aire thérapeutique.'?* La Société Arvinas a d’ailleurs deux projets de développement de
PROTACs® dans cette aire thérapeutique avec des molécules visant a dégrader la protéine tau et la

protéine a-synucléine.l®

d. Immunologie et virologie

Des composés PROTAC® ont déja été étudiés dans ces aires thérapeutiques, comme par
exemple, un composé PROTAC® visant a dégrader la protéine IRAK4 (Interleukin-1
Receptor-Associated Kinase 4). IRAK4 est une sérine/thréonine kinase intervenant dans les voies de
transduction induit par les récepteurs de type Toll (TLR) et la famille des récepteurs de
I'interleukine-1 (IL-1). Cette kinase 4, associée au récepteur de l'interleukine 1 (IRAK4), est un
médiateur clé de I'immunité innée. Son hyperstimulation est, par ailleurs liée a plusieurs maladies
inflammatoires auto-immunes telles que le lupus érythémateux systémique, le psoriasis, ou la

polyarthrite rhumatoide.

(124) Cacace, A.; Neuroscience, V. 22.
(125) https://www.arvinas.com/pipeline-programs/neurodegeneration-next-generation-targets (accessed Mar 24, 2020).
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Une application intéressante en virologie a également été évaluée. Il s’agit d’'un composé
visant a dégrader la protéase NS3 du virus de I’hépatite C. La protéine NS3 a un rble essentiel dans
la réplication et donc dans la progression de I'infection du virus de I’hépatite C (VHC). Tout d’abord,
cette protéine s’associe a la protéine NS4A pour former la protéase NS3/A4 permettant de cliver la
polyprotéine du VHC provoquant la libération de protéines structurales (capsides et glycoprotéines
d’enveloppes) et de protéines non structurales. Cette protéine NS3 joue aussi le role d’hélicase et
permet la réplication de ’ARN virale qui pourra ensuite infecter d’autres cellules. Actuellement, des
inhibiteurs de la protéase NS3/A4 existe comme traitement du VHC. Cependant certains patients
atteints du VHC développent des résistances a ces traitements par I'émergence de virus mutant au
niveau de cette protéine.1?®

Le Pr. Yang et son équipe ont développé une série de nouveaux PROTACs® permettant la
dégradation de la protéine NS3. Le composé a montré son efficacité a dégrader la protéine NS3 avec
une IDsp variant plus faiblement en fonction de différents mutants de la protéine par rapport a la
variation de I'lCsop composé de référence sur lequel le composé PROTAC® a été synthétisé. Ceci
montre que son activité est moins sensible aux mutations de la cible. Ces résultats démontrent que
la dégradation ciblée de protéines virales pourrait s’avérer étre une stratégie efficace dans le
traitement d’infections virales et pourrait diminuer I'émergence de mutations et donc de

résistances aux traitements.1?”

En plus des exemples d’applications précédemment cités, de trés nombreux composés
PROTACs® ont été développés ces dernieres années et ce dans diverses aires thérapeutiques
(voir Annexe : Tableau 1). Les nombreux efforts dans la recherche et le développement de cette
technologie ont permis sa croissance, I’extension de sa diversité applications et 'amélioration des
connaissances scientifiques relatives a ce mécanisme de dégradation.

La recherche autour des PROTACs® continuant, de nombreuses autres nouvelles applications dans
des domaines de plus en plus variés en ciblant d’autres aires thérapeutiques et de nouvelles cibles

jusque-la encore inexplorées verront slirement le jour dans les années a venir.

(126) McPhee, F.; et al. Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56 (7), 3670-3681.
(127) de Wispelaere, M.; et al. Nat. Commun. 2019, 10 (1), 3468.
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2. PROTAC® en clinique

A ce jour, il n’existe aucune molécule de ce type sur le marché mais tres récemment, en mars et
en aolt 2019, deux composés PROTACs® on franchit une barriere qui est celle de I'évaluation chez
I"'Homme en entrant en phase 1 d’essai clinique. Ces deux molécules ARV-110 et ARV-471, dont les
structures restent confidentielles et non dévoilées a ce jour, sont toutes les deux développées par
la société Arvinas fondée par C. Crews.

Il existe également plusieurs molécules PROTAC® actuellement en études précliniques
développées par différentes industries pharmaceutiques comme par exemple Kymera, un autre

laboratoire pharmaceutique également spécialisé dans le développement de PROTACs®.

a. ARV 110

ARV-110 est un PROTAC® recrutant la ligase céréblon et ciblant le récepteur aux androgenes
(AR) par une molécules dérivée de I'’enzalutamide, un inhibiteur des récepteurs aux androgénes.?8
ARV-110 a pour indication potentielle le traitement du cancer de la prostate métastatique résistant
a la castration (mCRPC) apres inefficacité des thérapeutiques existantes. L'activité de ces récepteurs
joue un roéle clé dans le développement du cancer de la prostate. La capacité a réguler leur
signalisation est un moyen important pour contréler la progression de la maladie. Chez ’lhomme, le
cancer de la prostate est le deuxieme cancer le plus répandu et la deuxieme cause de déces par
cancer. Les traitements standards actuels de la mCRPC, sont I'enzalutamide et de I'abiratérone, mais
leur efficacité peut étre réduit par I'émergence de mécanismes de résistances, notamment par une
augmentation de la production d’androgénes et/ou de I'expression du récepteur aux androgenes.
De ce fait, jusqu'a 25% des patients ne répondent pas ou plus a ces traitements, et la grande majorité
des patients qui y répondent finiront par devenir résistants. L'émergence de ces résistances se
traduit par un mauvais pronostic de ce cancer. Par son mécanisme d’action catalytique PROTAC®
pourrait permettre, en provoquant une dégradation de ce récepteur AR, de ne pas étre impacté par

sa surexpression, sa mutation ni par I'augmentation du taux d’androgéne et donc résister a ces trois

mécanismes courants de résistance et d’échappement aux traitements actuels.

(128) Salami, J.; et al. Commun. Biol. 2018, I (1), 100.
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Dans les études précliniques, ARV-110 a montré une activité prometteuse en tant que
dégradant ciblé de I'AR. Dans des modeles sensibles a I'enzalutamide, I'ARV-110 montre une
réduction de I'antigéne prostatique spécifique (PSA) similaire a celle de I'enzalutamide, mais a des
doses de traitement plus faibles. Dans les modeles in vivo de résistance, acquise et intrinseque a
I'enzalutamide, il a été démontré que ARV-110 continuait a inhiber la croissance tumorale

respectivement de 70% et 100%.12°130 (Figure 33)
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modeéle résistant a I'Enzalutamide modele de résistance acquise a I'Enzalutamide
600 Vehicle 500 Vehicle
- Enzalutamide, 20 mpk PO, qd

- Enzalutamide, 20 mpk PO, qd

? 500 ARV-110, 10 mpk PO, qd :g 400 =—e— ARV-110, 10 mpk PO, qd
£ £ ARV-110, 3 mpk PO, qd
< 400 =
‘_& ,—‘3 300
g 300 E
2 2 200
g 200 g
3 3
o (=]
> 100 S 100

0 0

0 3 5 9 13 16 20 0 4 7 11 14 18 21 25 28
Jours de traitement Jours de traitement

FIGURE 33: RESULTATS PRECLINIQUES D'ARV-110 SUR MODELES RESISTANTS A L'ENZALUTAMIDE

L’étude clinique d’ARV 110 est réalisée sur une cohorte de 36 patients atteints de cancer de
la prostate métastatique résistant a la castration et ayant montré un échec thérapeutique a au
moins deux thérapies systémiques existantes dont l'une d’entre elle est obligatoirement

I’enzalutamide ou I’abiraterone avec une escalade de dose de 35 mg, 70 mg et 140 mg.*3!

(129) Neklesa, T.; et al. J. Clin. Oncol. 2019, 37 (7_suppl), 259-259.

(130) Arvinas https://www.arvinas.com/pipeline-programs/androgen-receptor (accessed Mar 24, 2020).
(131) ClinicalTrials.gov NCT03888612 (accessed Mar 24, 2020).
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b. ARV 471

ARV-471 est un PROTAC® recrutant la ligase céréblon par le |énalidomide et ciblant le
récepteur aux oestrogénes (ER).132 ARV-471 a pour indication potentielle le traitement du sein
localement avancé ou métastatique ER positif et HER2 négatif. Environ 80 % des cas de cancers du
sein nouvellement diagnostiqués sont ER alpha-positif (ER*). Bien que les traitements approuvés
aient produit un certain succés dans cette population de patients, de nombreux cancers du sein ER+
deviennent résistants aux thérapeutigues connues.

Aujourd'hui, le fulvestrant, un dégradant sélectif des récepteurs d'cestrogénes (SERD), est le
traitement de référence pour le cancer du sein métastatique ER* apres échec d’une thérapie
anti-cestrogénique. Cette molécule, un stéroide synthétique dérivé de I'cestradiol, possede son
action en fixant le récepteur aux estrogénes, le déstabilisant, provoquant son agrégation et sa
dégradation par la machinerie cellulaire.’33

L’action pharmaceutique du fulvestrant a validé I'intérét thérapeutique de la dégradation du
récepteur ER. Cependant, jusqu'a 50 % des récepteurs peuvent subsister par mécanisme de
résistance apres une durée prolongée de traitement conduisant a un mauvais pronostic du patient.
De récentes évaluations montrent que ce mécanisme de résistance serait provoqué par I'émergence
de résistance par mutation du gene PIK3CA codant pour une sous-unité catalytique de la protéine

PIsK impliquée dans la voie biologique MAPK/ERK.134
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Contrairement au fulvestrant, qui est administré par injection intramusculaire, ARV-471, est
une thérapie orale en cours de développement pour le traitement des femmes atteintes d'un cancer
du sein métastatique ER*/HER2". Dans les études précliniques, ARV-471 a montré une activité
prometteuse en tant que dégradant des récepteurs ER en montrant une inhibition supérieure de la
croissance tumorale par rapport au fulvestrant. La puissance d’ARV-471 a été montrée en
monothérapie mais également en association avec des inhibiteurs de CDK4/6 connus pour
améliorer I'activité du fulvestrant lorsqu’ils lui sont associés. En effet, il a été montré que les
dysfonctionnements de la voie cycline D-kinases dépendante des cyclines (CDK) 4/6-INK4

contribuaient au mécanisme de résistance a I'hormonothérapie.33135136

Inhibition de la croissance tumorale sur un Inhibition de la croissance tumorale sur un
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FIGURE 34: RESULTAT PRECLINIQUES D'ARV-741 SUR MODELES XENOGREFFE

(132) patent/US20180237418A1/en - Google Patents. US20180237418A1, January 26, 2018.
(133) Flanagan, J. J.; et al. 1. Poster presentation Arvinas, 2018

(134) Huang, D.; et al. Biochim. Biophys. Acta BBA - Rev. Cancer 2017, 1868 (1), 148-156.
(135) Shah, M.; et al. Oncol. Williston Park N 2018, 32 (5), 216-222.

(136) https://www.arvinas.com/pipeline-programs/estrogen-receptor (accessed Mar 24, 2020).
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3. Vers une arrivée en thérapeutique

De plus en plus d’articles scientifiques décrivant des PROTACs® paraissent chaque année. Cette
explosion du nombre d’articles sur PROTAC® ainsi que leur taux de citation montrent I’effort réalisé
par la communauté scientifique dans le développement de cette technique (Figure 35).

De nombreux PROTACs® sont désormais décrits, et ce avec diverses applications, permettant
une meilleure compréhension des mécanismes biologiques associés a cette dégradation protéique
mais également sur les mécanismes de liaisons des composés a leurs cibles permettant un design
plus rationnel lors du développement et de la synthese des composés de ce type.

Deux molécules PROTACs® ont déja réussi a atteindre la phase 1 d’essai clinique et les progres
dans la compréhension et le développement de ces composés vont permettre d’aider le
développement pharmaceutique de futurs composés PROTACs® leur permettant ainsi d’arriver sur

le marché et d’étre utilisés comme thérapeutiques dans diverses pathologies.

Nombre d'articles sur PROTAC® publiés et leurs taux de citations en
fonction de I'année
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Le graphique représentant le nombre d’article PROTAC® et leur taux de citation de 2000 a 2020 a été généré par
www.webofknowledge.com, mot clé « PROTAC® » et en excluant « protein C activator » sur toute les bases de données disponibles
le 22/12/2020.

FIGURE 35: GRAPHIQUE DU NOMBRE D'ARTICLES PROTAC® ET DE LEURS CITATIONS EN FONCTION DE L'ANNEE
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Le développement pharmaceutique d’'un médicament est un processus long et colteux
prenant généralement entre 10 et 15 ans entre la découverte de la molécule active et son
autorisation par les autorités de santé permettant sa mise sur le marché et son utilisation

thérapeutique par les patients. (Figure 36)
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FIGURE 36: SCHEMA DES ETAPES DU DEVELOPPEMENT DU MEDICAMENT

En prenant en compte le temps du processus de développement et de mise sur le marché
d’'un médicament, encore plusieurs années de recherches et de développement sont a prévoir avant

de voir une molécule PROTAC® arriver sur le marché.
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CONCLUSION

PROTAC® (PROteolysis Targeting Chimeras) est une nouvelle approche de l'utilisation de
petites molécules en thérapeutique ou en temps qu’outils chimiques d’exploration du vivant.
Premierement décrites par C. Crews et son équipe en 2001, elles connaissent depuis ces quelques
dernieres années un essor, avec notamment le premier PROTAC® composé uniguement de petites
“molécules” en 2008. De nombreux composés commencent ainsi a étre décrits améliorant les
connaissances scientifiqgues dans ce domaine. Ces molécules hybrides bi-fonctionnelles lient a la fois
I'ubiquitine ligase (E3) et une protéine cible entrainant sa polyubiquitination par le complexe
ubiquitine ligase E3 provoquant sa dégradation par systeme ubiquitine-protéasome (UPS). Il s'agit
d'une nouvelle approche des petites molécules qui pourrait offrir des interventions thérapeutiques
dépassant les limites des approches actuelles et offrir des avantages considérables sur la robustesse
et la sécurité thérapeutique du traitement. En effet, la stratégie thérapeutique actuelle, basée sur
I'action directe de la molécule sur sa cible, ne permet pas de cibler toutes les protéines.
Contrairement aux PROTAC® qui elles catalysent la dégradation des protéines cibles ce qui
augmenterait les possibilités de traitement en ciblant des protéines jusque-la inexplorées. De plus,
le mécanisme catalytique permis par PROTAC® permettrait de diminuer voire d’éviter la survenue
de résistance aux traitements, entrainant un échappement thérapeutique, et permettrait une
diminution de la concentration plasmatique nécessaire pour avoir un effet ceci permettant de
diminuer la survenue d’effets indésirables.

A ce jour, aucune molécule PROTAC® n’existe sur le marché mais trés récemment deux
PROTACs® on franchit une barriere qui est celle de I'évaluation chez I’'Homme en entrant en phase
1 d’essai clinigue montrant que ces types de molécules, autrefois controversées, pourraient avoir

leur place en thérapeutique et étre utilisées comme traitement chez I’'Homme.
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ANNEXE

E3 Ligand E3 Ligand de la POI Protéines d'intéréts
MDM2 | nutlin3 Ligand non stéroidien des AR AR’®
Dérivé du Niraparid PARP1137
idasanutlin Jal BRD474
IAP bestatin ATRA CRABPs138139
Ch55 RARa40
dihydrotestostérone AR™40
estrone, 4-OHT ER140-142
Inhibiteur d'IAP Inhibiteur de JAK JAK1,2, 3 et TYK2143
ibrutinib BTK®®
navitoclax BCL-X 44
Dérivé LCL161 4-OHT ERa#
JQl BRD4146
Inhibiteur de PDE4 PDE4146
dasatinib ; asciminib BCR-ABL46:147
Antagoniste AR : bicalutamide AR™48
palbociclib CDK4/64°
APC/C bestatin KHS101 TACC378
RNF-114 | nimbolide dasatinib BCR-ABL*°
VHL VH032 ligand basé sur la thiazolidinedione ERRa®’
Inhibiteur de RIPK2 RIPK267
JQ1 changer REF BRD2/3/48%151
JQl BRD474152
lapatinib HER1%>3
foretinib C-Met, p38, 9

kinases 71,153,154

enzalutamide

AR128

IACS-7e TRIM2415>
TBK1 ligand TBK11>6
ceritinib Protéine ALK >/
Dérivé d’hydroxyproline VHL®8
dasatinib C-ABL”®
HG-7-85-01 BCR-ABL!471>°
AC220 FLT3160
defactinib Fak?'6!

Dérivé benzamide inhibiteur d'"HDACs HDAC1/2 et 3162
palbociclib CDK4/64°
brigatinib ALK163
Inhibiteur spécifique EGFR XTF-262, EGFR164-166
genfitinib

nexturastat A HDAC61®’
Inhibiteur de BCL-2/BCL-XL: navitoclax BCL-X 90.168
Dérivé du raloxiféne ERa’®®
Inhibiteur d'EGFR EGFR170.171
ARI-16 AR72.173
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Ligand dérivé d’EED226

PRC274

JQl BRD2/4'7>
Ligand d’IRAK4 : PF-06650833 IRAK4176
Ligand ER ERal”’
Inhibiteur SGK 308-R SGK3178
MRTX849 KRASG12C 179
Inhibiteur d’SHP2 dérivé de SHP099 SHP2180
Ligand de I a-Synucléine (a-syn) a-syn's?
RU-59063 AR182
MAPK p38a &
foretinib p38p3t
ABT-869 VEGFR-2183
SR-3558 HDAC318
Ligand de SMARCA 2/4 SMARCA 2/418>
Dérivé du VH032 | JQ1l BRD482,186

chloroalkane

protéines de fusion
HaloTag7'®’

raloxigéne ER”3
Dérivé du VH298 | antagonist AR AR®*
BrdL1 BRD7/9, BET"2
Dérivé de l'inhibiteur KRAS 2 KRAS?'88
CRBN pomalidomide OTX015 BRD4%:18

BI-7273 BRD91%0

wogonin CDK9™!

AC220 FLT31?

RN486, dérivé d'ibrutinib, dérivé phényl BTK10%,193,194

pyrazole

/STK474 PI3K1%>

ceritinib protéines fusion
ALK 196

CX-4945 CK21%7

bosutinib, dasatinib BCR-ABL/c-ABL7%:147

foretinif 14 kinases’!

palbociclib CDK4/6106,149,198

palbociclib CDK2 ou CDK9
sélectif4®

palbociclib CDK6'*®

Inhibiteur non sélectif d'"HDAC : HDAC6%°

tubastatine A

Inhibiteur sélectif d'HDACG6 : nexturastat A | HDAC62%°

BCL-2/BCL-XL Double inhibiteur : BCL-X.*°

navitoclax

a-naphthoflavone CYP1B120!

Dérivé de l'ibrutinib Kinases BTK et
BLKZOZ

Inhibiteur BET sélectif BD1 BRD2/4%03

BI2536

BRD4 and PLK1204
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Ligand d'IRAK4

IRAK 4205

dasatinib TrkC206
entrectinib et GNF-8625 TRK207

Inhibiteur Bcl-2/Mcl-1 Bcl-2 and Mcl-12%8
rapamycine FKBP1220°

Dérivé de I'epacadostat IDO,210

Structure commune de deux ligands IGF-1R et Src?!?
BMS-8 PD-L1%12

Ligand SLC9A1

SLC Transporters?!3

Dérivé de la deltazinone

PDE&?

MAPK p38a &
PH-797804 p38B15
Olaparib, veliparib et rucaparib PARP1216
C1994 HDAC32Y/
Ligand de FAK : PF562271 FAK?18
epacadostat IDO1%1°
prazosin ai1a-AR?19
thalidomide SLF FKBP12220
JQ1, BETi-211 BRD2/3/4%20.:221
JQ1,JQ1-TCO BRD4108,222
Dérivé d'aminopyrazole, SNS-032 CDK9?23:224
Dérivé de 5-chloropyrimidine BCL6?»
Analogue SirReal Sirt287
GSK4027 PCAF/GCN522%6
BrdL1 BRD972
Apcin-A Cdc20%%’
A484954 eEF2K?28
tinostamustine HDAC??°
Dérivé de Pyrrolotriazine (AZ) IRAK3230

alisertib

Kinase AURORA-A%**

Acide pseudolaric

CD147%%1

Analogue tricycle

de Ia thalidomide télaprevir NS3/A4 protease’?’
lenalidomide HIB97 BRD2/3/410°
QCA276 BRD2/3/4%32
I-BRD9 BRD7/9, BET®°
MI-1061 MDM?2233,234
dasatinib BCR-ABL?%
Inhibiteur d'EGFR EGFR!70
Inhibiteur non sélectif d'AKT : ipatasertib | AKT?3®
CJ-887 STAT32%
Ligand d'IRAK4 IRAK420>
Jal BET protein?3®
ibrutinib BTK®®
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