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SOUHRN

Inhibice proteind nizkomolekuldrnimi inhibitory je omezena na enzymy a receptory, které tvori priblizné 25 % lidského
proteomu. Vétsina proteind, jako jsou transkrip¢nf faktory, strukturdini proteiny, regula¢ni proteiny a proteiny bez
funkce enzymu, je nedostupna (undruggable) pro inhibi¢ni molekuly. Béhem poslednich 20 let byl vyvinut postup
zaloZeny na mechanismu indukované degradace proteinl, vyuzivajici polyubikvitinaci a rozklad v proteazomech
pomoci PROTACs (proteolysis-targeting chimeras). Dvoufunkéni molekuly PROTACs jsou slozeny ze specifického
ligandu pro protein ur¢eny k degradaci, spojky (linker) a ze specifického ligandu pro E3 ubikvitinligdzu vyuzivanou
v polyubikvitinaci cilového proteinu pro jeho naslednou degradaci v proteazomech. Uvedené dvoufunkéni molekuly
byly experimentalné Uspésné pouzity k degradaci rady protein(, které hraji dllezité funkce v patogenezi hemato-
logickych malignit a jsou predmétem tohoto souhrnného ¢lanku.
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SUMMARY

Fuchs O., BokorovaR.

Targeted degradation of undruggable, malignant haematological disorder-causing proteins using bifunctional
molecules, exploiting polyubiquitination and degradation in proteasomes

Inhibition of proteins with small-molecule inhibitors is restricted to receptors and enzymes which make up approximately
25% of the human proteome. The majority of proteins such as transcription factors, scaffolding proteins, regulatory proteins
and non-enzymatic proteins are difficult (“undruggable”) targets for small-molecule inhibitors. In the past 20 years, new
procedures have been developed based on the mechanism of inducible protein degradation that exploits polyubiquitination
and degradation in proteasomes using proteolysis targeting chimeras (PROTACSs). Bifunctional molecules (PROTACS) are
composed of specific ligand for the protein of interest connected via a linker to a specific ligand for E3 ubiquitin ligase
used in protein of interest polyubiquitination and its subsequent degradation in proteasomes. The presented bifunctional
molecules have been successfully used experimentally in degradation of many proteins of interest that have important
functions in the pathogenesis of haematological malignancies and are the subject of this review.
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uvob

RNA interference a nizkomolekularni inhibitory
nebo protilatky lze pouzit k inhibici biologické funkce
proteinti zptsobujicich riznid onemocnéni. Pfi RNA
interferenci dochazi k zablokovani translace nebo roz-
kladu mediatorové RNA (mRNA) pro cileny protein
[1, 2]. Vybrané a optimalizované nizkomolekuldrni
inhibitory nebo protilatky se vazi specificky do dobte
definovaného aktivniho mista cilového proteinu (enzy-
mu nebo receptoru) a blokuji jeho biologickou aktivitu.
Jak jsme jiz uvedli v souhrnu, pfiblizné 75 % proteint
nema aktivni misto a nelze jejich biologickou funkci za-
blokovat pomoci nizkomolekularnich inhibitorti a na-
vic ¢asto dochazi pfi dlouhodobé terapii k rezistenci.
Protilatky jsou obvykle o velké molekulové hmotnosti
a jsou schopné blokovat jen proteiny na vnéjsi strané
bunécné membrany a nepronikaji do buniky [1].

Tyto obtiZe vedly k nové strategii vyuzivajici E3
ubikvitinligazy v ubikvitin-proteazomovém systému
(UPS). Uvedené E3 ubikvitinligazy jsou soucasti dvou-
funkénich molekul PROTACs (proteolysis-targeting chi-
meras). Kromé obou funkci, vazat cilovy protein urceny
k degradaci a E3 ubikvitinligdzu pomoci specifickych
ligand, je zde jesté linker (spojka), ktery oba ligandy
spojuje a na jehoz optimalni délce téz zavisi vysledna
polyubikvitinace a degradace cilového proteinu v 26S
proteazomech [1-4].

Za objev ubikvitinu, evolucné konzervativniho
malého proteinu obsahujiciho 76 aminokyselinovych
zbytki, a jeho funkci v nelysosomalni cesté degrada-
ce proteinu obdrzeli doktofi Avram Hershko, Aaron
Ciechanover a Irwin Rose v roce 2004 Nobelovu cenu
za chemii [5-7]. Schematicky priibéh polyubikvitinace
proteinti v UPS je ukizan na obrazku 1. Ubikvitinace
je posttransla¢ni kovalentni modifikace proteinu.
Ubikvitin je aktivovan pomoci enzymu E1 v zavislosti
na ATP. Aktivovany glycin v poloze 76 na C-konci mo-
lekuly ubikvitinu vytvori thioesterovou vazbu s cys-
teinem enzymu E1. Nasledné je pfenesen na ubikvi-
tin - pfenasejici, nebo konjugujici enzym E2. Pfenos
ubikvitinu na cilovy protein, ktery ma byt degradovan,
je uskutecnén pomoci E3 ubikvitinligazy, ktera roz-
pozna pravé tento protein a obvykle i nékolik dalsich
proteinti. Je tedy ze vSech tii enzym vybavena nejvyssi
specificitou. Ubikvitinace probiha na primarni amino
skupiné lysinu jako nukleofilni Gitok na vazbu E2-Ub za
vzniku stabilni izopeptidové vazby. Po navazani prvého
ubikvitinu (Ub) ndsleduje navazani dal$ich ubikvitind.
Nejbéznéjsi zptisob vazby dvou ubikvitini v polyubikvi-
tinovém fetézci je pres lysin 48 (K48). Nejméné Ctyf-
¢lenny fetézec ubikvitinovych zbytkd je vyZadovan pro
nasledné rozpoznani cilového proteinu 26S proteazo-
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Obr. 1 Schematicky priibéh polyubikvitinace proteint v ubikvitin
proteazomovém systému (UPS). Jednotlivé kroky jsou popsany

v odstavci Uvod.

HECT E3 ubikvitinligdza - homologous to E6 associated protein
carboxyl terminus E3 ubikvitinligdza, RING E3 ubikvitinligaza - really
interesting new gene E3 ubikvitinligdza, Ub - ubikvitin

mem a jeho degradaci v uvedeném proteazomu, Lidské
buriky obsahuji dva E1 enzymy, pfiblizné 40 E2 enzymu
avicenez 600 E3 ubikvitinligaz [8]. Existuji dvé hlavni
skupiny E3 ubikvitinligdz. Byly pojmenovany podle
charakteristickych oblasti RING (really interesting new gene)
a HECT (homologous to E6-associated protein carboxyl terminus)
[9-12]. HECT druh E3 ubikvitinligaz funguje jako kova-
lentni meziprodukt v ubikvitinaci. Ubikvitin je nejpr-
ve dopraven do aktivniho mista cysteinu E3 enzymu
transthiolaci pfed konjugaci k substratu. RING druh
E3 ubikvitinligaz zprostfedkuje ptimo vazbu z E2-Ub
k substratu. Nékolik E3 ubikvitinligaz tohoto typu
RING bylo zatim vyuzito pro rozklad cilového proteinu
pomoci PROTACS. Jedna se pfedevsim o VHL (von Hippel
Lindau disease tumor suppressor protein E3 ubikvitinligaza /
CRL2VHL/), CRL4ACREN (cyllin-4 really interesting new gene /
RING/ E3 ubikvitinligaza s cereblonem /CRBN/ vaza-
jicim derivaty thalidomidu a cIAP (cellular inhibitor of
apoptosis protein 1 E3 ubikvitin ligaza).
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Obr. 2 Schematické zndzornéni molekuly PROTAC. Molekula PROTAC je slozena ze tii ¢asti. Prvni soucasti
je ligand pro cilovy protein urceny k polyubikvitinaci a ndsledné degradaci v proteazomu. Druhou &asti je
linker. Treti slozkou je ligand pro E3 ubikvitinligdzu vybranou pro proces ubikvitinace cilového proteinu.

PROTAC - proteolysis targeting chimera

PRVNI GENERACE MOLEKUL PROTACs
VYUZIVAJICi PEPTIDY A VHL

Schematické znazornéni molekuly PROTAC je pre-
zentovano na obrazku 2. Molekula PROTAC je sloZena
ze ti{ ¢asti. Prvni soucasti je ligand pro cilovy pro-
tein urceny k polyubikvitinaci a nasledné degradaci
v proteazomu. Druhou ¢asti je linker. Tfeti sloZkou je
ligand pro E3 ubikvitinligazu vybranou pro proces
ubikvitinace.

Molekuly PROTACs prvni generace vyuzivaji jako
ligand pro E3 ubikvitinligdzu CRL2"%" malé peptidové
fetézce, které napodobuji interakci protein-protein
mezi VHL a jejim endogennim substratem - hypoxii in-
dukovatelnym faktorem la (HIF-1ar) [13, 14]. V roce 2019
byla Nobelova cena za fyziologii nebo 1ékafstvi udélena
americkym onkologim (William G. Kaelin a Gregg L.
Semenza) a britskému nefrologu (Peter J. Ratcliffe) za
objev mechanismu, jak buriky vnimaji a prizptisobuji
se dostupnosti kysliku, kde hydroxylace prolinovych
zbytkll 402 a 564 v molekule HIF-1«, polyubikvitinace
za pomoci E3 ubikvitinligdzy VHL a nasledna degradace
HIF-1a v proteazomu pii normalni koncentraci kysliku
hraje klicovou tlohu [14]. Uvedeny maly peptidovy
fetézec obsahuje sekvenci ALA-Hyp-YIP, podobnou
sekvenci zahrnujici hydroxylovany prolinovy zbytek
Hyp 564 v molekule HIF-1la. Tento peptid byl prodlou-
Zen pro lepsi prostupnost molekuly PROTAC bunécnou
membranou o osm argininovych zbytka (poly-D-Arg)
[15-17]. Vysledny peptid byl konjugovan s dihydrotesto-
steronem pro polyubikvitinaci androgenniho receptoru
(AR) a jeho rozklad v burikach HEK 293. Tento PROTAC
v koncentraci 25uM zpisobil za 1 hodinu pisobeni
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Cilovy protein je dopraven k E3 ubikvitinligaze pro ubikvitinaci a naslednou degradaci v proteazomech

degradaci AR. V komplexu E3
ubikvitinligazy VHL jsou dale
obsazeny elonginy B a C, kulin
2 a Rbx1 (RING-box protein 1)
[16]. Pokud je pouzit jako li-
gand pro cilovy protein urceny
k polyubikvitinaci a nasled-
né degradaci estradiol misto
dihydrotestosteronu, slouzi
PROTAC k polyubikvitinaci
a degradaci estrogenniho re-
ceptoru [18].

Prvni generace PROTACS
meéla jako hlavni nedostatek
prilis velkou molekularni
hmotnost. Dal$imi nevyhoda-
mi byly labilni peptidové vaz-
by, Spatnda prostupnost pres
bunécnou membranu a nizka
aéinnost [19].

DRUHA GENERACE MOLEKUL PROTACs
VYUZIVAJICi NIZKOMOLEKULARNI LATKY
JAKO LIGANDY PRO CIiLOVE PROTEINY

E3 ubikvitinligdza CRL4ARN je nejvice vyuzivana
u této generace molekul PROTACS. Cereblon je soucasti
komplexu této E3 ubikvitinligazy vedle DDB1 (damaged
DNA binding protein1), kulin 4A a ROC 1 (regulator of cullins1).
CRL4A se za normalnich podminek podili na autou-
bikvitinaci cereblonu [20] a polyubikvitinaci proteinu
MEIS 2 (transkrip¢ni faktor obsahujici homeobox) [21],
glutaminsyntetazy [22] a amyloidového prekurzorového
proteinu [23]. Thalidomid a jeho derivaty (imunomo-
dulacni latky, IMiDs) se vazi k hydrofobni kapse na
C-konci cereblonu tvorené tfemi tryptofanovymi zbytky
ajednim fenylalaninovym zbytkem. Po piisobeni IMiDs
méni CRLAA®R®N specificitu a misto uvedenych substrat
za normalnich podminek se podili na polyubikvitinaci
transkripcnich faktorti IKZF1 (Ikaros) a IKZF3 (Aiolos)
v burikdch mnohocetného myelomu [24-27]. Psobeni
IMiDs je schematicky ukdzano na obrazku 3. IMiDs
jsou pouzivany jako ligand pro CRL4ACREN pri konstrukci
PROTACsS [28].

DVOUFUNKCNI MOLEKULY PROTACs PRO .
POLYUBIKVITINACI A DEGRADACI PROTEINU
S BROMO- A EXTRATERMINALNIi DOMENOU
Rodina proteinti BET byla pojmenovana podle dvou
tandemovych bromodomén a extraterminalniho mo-
tivu [29-31]. Obsahuje proteiny BRD2, BRD3, BRD4
a BRDT. Bromodoména je evolu¢né konzervativni motiv
a prednostné se vaZze na acetylované lysinové zbytky
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Obr. 3 Zména specificity E3 ubikvitinligdzy CRL4AEN po navazani IMiDs na cereblon. Misto
transkripéniho faktoru MEIS 2, glutaminsyntetdzy a amyloidového prekurzorového proteinu se podili
na polyubikvitinaci transkripcnich faktord IKZF1 (Ikaros) a IKZF3 (Aiolos) v burikdch mnohocetného

myelomu.

CRL4 - cullin-RING E3 ubiquitin ligase, CRBN - cereblon, DDB1 - DNA damage binding protein 1,
IFN-y - interferon-y, IKZF1/3 - Ikaros family zinc finger proteins 1/3, IL-2 -interleukin 2,
IMiDs - immunomodulatory drugs, IRF4 - interferon regulatory factor 4, Rocl - regulator of cullin 1,

Ub - ubikvitin.

histonii. Acetylované histony jsou asociovany vyhradné
s transkrip¢né aktivni, méné kondenzovanou struktu-
rou chromatinu a zvySenou ptistupnosti transkripc-
nich faktor k DNA. Nejlépe prostudovanym ¢lenem
proteinti BET je BRD4, ktery se ¢asto nachazi v oblasti
superenhancert dalezitych onkogent c-myc, bcl-xL
a bcl-6 a zvysuji jejich expresi [32, 33].

Cela fada nizkomolekularnich inhibitord BET pro-
teinti (JQ1/TEN-010, BI 894999, GSK525762/Molibresib,
I-BET151/GSK1210151A, AZD5153, CPI-0610, INCB057643,
ZEN-3694, Birabresib/OTX015/MK-8628, HYD276,
I-BET762, RX-37, HJ897, NHWD-870) byla a stale je zkou-
Sena u hematologickych malignit i solidnich nadord
v Klinickych studiich faze I a II [34-36]. Casto vSak do-
chazi k rezistenci na tyto nizkomolekularni inhibitory,
a proto byly vyvinuty molekuly PROTACS, které prekona-
vajiuvedenou rezistenci (obr. 4) [37]. Degradace cilového
proteinu je tedy vyhodnéjsi nez jeho pouha inhibice
specifickym nizkomolekularnim inhibitorem, ktera
je Casto spojena s rezistenci na pouzité inhibitory [37].

U¢innéjsi PROTACSs pouzivaji k vazbé proteinti BET
urcenych k degradaci pravé vazebné motivy z uvede-
nych nizkomolekularnich inhibitor@ proteint BET,

E3 ubikvitinligaza CRL4

spojené linkerem s ligandem
pro CRL4AREN obvykle tha-
lidomidem nebo lenalidomi-
dem. Prvni PROTAC dBET1 pro
polyubikvitinaci a naslednou
degradaci proteinu BRD4 ob-
sahoval jako ligand pro BRD4
BET inhibitor JQl, ktery byl
pfes N-butyl-2-hydroxy-aceta-
mid spojen s thalidomidem
jako ligandem pro CRL4CREN,
ZvySena apoptéza primarnich

A a bunék pacientd s akutni mye-
. : 4 loidni leukemii (AML) byla po-
. zorovana po pusobeni dBET1

(38].
DasSimi molekulami

PROTACS Kk cilené polyubikvi-
tinaci a nasledné degradaci
protein@ BET jsou ARV-825
a ARV-771 (Arvinas Inc.). Zde
byl pouzit thiazolo-diazepin
acetamid odvozeny z vazebné
¢asti inhibitoru proteinti BET
OTXO015 jako ligand pro cilové
T proteiny BET a lenalidomid
nebo peptid odvozeny z mo-
lekuly HIF-1la pro E3 ubikvi-
tinligdzy CRL4REN 3 CRL2VHL,
Saenz a spolupracovnici porovnali tc¢innost ARV-825
a ARV-771 s nizkomolekuldrnim inhibitorem OTX015
[35]. Pri koncentraci 100-500 nM byla i¢innost uvede-
nych PROTACs 10-100x vy$§i nez nizkomolekularniho
inhibitoru OTX015. Bylo také zjisténo vétsi snizeni
hladin c-myc, JAK2, STAT3, STATS a fosforylovanych
forem obou proteinti STAT, PIM1 a bcl-xL. PIM1 je
protoonkogen, ktery stabilizuje c-myc. Bcl-XL je an-
tiapoptoticky protein, ktery brani uvolnéni cytochro-
mu c z mitochondrii a inhibuje kaspazy a apoptézu
[39]. Porucha regulace signalni drahy STAT, zejména
silné zvySenda exprese STATS, je spojena se zvySenou
proliferaci a snizenou diferenciaci a zablokovanim
apoptdézy u bunék AML.

PROTAC ARV-825 silné snizil membranové CXCR4
(chemokinovy receptor obsahujici C-X-C motiv, také
pojmenovany fusin nebo CD184) a CD44, ktery hraje
ulohu v mezibunécné interakci. Snizeni exprese
téchto glykoproteind v burikich AML vede k poruse
adheze a migrace bunék a ke zvySenému oxida¢nimu
stresu [40].

ARV-825 a ARV-771 byly pouzity k polyubikvitinaci
anasledné degradaci proteint BET téZ v burikach lym-

PROTEAZOM
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v SELEKTIVNI

— DEGRADACE SERIN/
Cilena éba ER /THREONIN PROTEIN
tradiénimi KINAZY 6 ZAVISLE NA
1&ky je PROTAC i— BTK CYKLINECH (CDK®6)
spojena s POMOCI PROTAC
rezistenci na BET ZALOZENEM NA
tyto Iéky. —> | Rezistence PALBOCIKLIBU

padesay BCR-ABL Cyklin dependentni ki-

Rezistence na tradiéniléky je
prekonana pouzitim PROTACs, které
degradujiuvedené cilové proteiny.

nazy hraji zasadni dlohu
v signalizac¢ni kaskadé, ktera
vede k progresi bunécného

Obr. 4 Molekuly PROTACS, které polyubikvitinuji a nasledné degraduji uvedené cilové proteiny

v proteazomu, pfekondvaji rezistenci na tradicni Iéky.

AR - androgenni receptor, ER - estrogenni receptor, BTK - Brutonova tyrozinkindza, BET - proteiny
s bromo- a extratermindini doménou, BCR-ABL - fuzni onkoprotein tyrozinkindza, PROTAC - proteolysis

targeting chimera

2%

fomu z plastovych bunék. Indukovaly zde apoptézu
ac¢innéji nez nizkomolekularni inhibitory proteinti BET
a snizily hladinu c-myc, cdk4, cyklinu D1 a nékolika
cilovych proteinti transkripéniho faktoru NF-«B (bcl-xL,
induktor apoptézy spojeny s chromozomem X /XIAP/
a Brutonova tyrozinkinaza /BTK/) [41].

ARV-825 snizil hladinu c-myc také v bunikdch
Burkittova lymfomu (bunécné linie Namalwa a Ramos)
(33].

PROTAC ARV-825 byl také zkouman u bunék mnoho-
cetného myelomu (MM) invitroa invivo. ARV-825 inhibo-
val proliferaci bunék MM u 13 lidskych linii a 3 erstvych
vzorkd z pacientli s MM. Zplisobil zastaveni bunécéného
cyklu a apoptézu. Proteiny BRD2 a BRD4 byly ucinné
degradovany. Citlivost bunék MM k ARV-825 korelovala
s hladinou cereblonu. Byla snizena hladina myc, myb,
chemokinového receptoru s motivem C-C typu 1 (CCR1)
aregulatoru signalni drahy G-proteinu (RGS) [42, 43].

PROTAC PRO POLYUBIKVITINACI
A NASLEDNOU DEGRADACI
ONKOPROTEINU-TYROZINKINAZY BCR-ABL1
Inhibitory tyrozinovych kinaz (TKI) potlacuji aktivi-
tu onkoproteinu ber-abll. Vyznamnym mechanismem
rezistence bunék chronické myeloidni leukemie (CML)
vQci TKI jsou mutace v kinazové doméné bcr-abll.
Rozklad fazniho onkoproteinu bcr-abll by pfekonal
uvedenou rezistenci. Burslem et al. pfipravili fadu
PROTACS na zakladé alosterického inhibitoru GNF-5,
spojky a ligandu pro CRL2VH:, NejucinnéjSim byl
PROTAC GMB-475, ktery zpusobil rychlou degradaci
ber-abll v bunikdch K562 a mysich bunkach Ba/F3 a sni-
zil téz aktivitu STATS [44].
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cyklu a bunécéné prolifera-
ce. Palbociklib je selektivni
inhibitor cyklin dependent-
nich kinaz CDK4 a CDKe6.
Palbociklib proto blokuje bu-
nécény cyklus a redukuje tak
proliferaci nadorovych bunék. Pisobeni molekuly
PROTAC pripravené za pouziti palbociklibu jako li-
gandu pro CDKG6, kterd je polyubikvitovana a nasledné
degradovana v proteazomech, je schematicky ukazano
na obrazku 5. U¢inek PROTAC je proti u¢inku nizko-
molekularniho inhibitoru - palbociklibu - selektivni
a specificky predurci k degradaci pouze CDK6 a nema
vliv na CDK4, PROTAC navic ve srovnani s nizkomo-
lekuldrnimi inhibitory zasdhne i na kinazové aktivité
nezavislé vlivy CDK6 [45-47].

Exprese CDK6 je na rozdil od exprese CDK4 nezbyt-
na pro rast bunék akutni lymfoblastické leukemie
s filadelfskym chromozomem (Ph*ALL). PROTAC
YX-2-107 vedle specifické inhibice CDK6 v bunikach
Ph*ALL snizil fosforylaci retinoblastoma proteinu
(Rb) a tim pfechod z kontrolniho bodu faze G1 do
faze S bunécného cyklu, ktery je fizen komplexem
cyklinu D s CDK4 a CDKG6 [47]. PROTAC YX-2-107 snizil
i expresi transkripéniho faktoru FOXM1 (Forkhead box
protein M1) zahrnutého v regulaci bunécného cyklu
a nezbytného pro DNA replikaci a mitézu. Jeho nad-
mérna exprese je spojena s maligni transformaci
bunék. Tyto vlivy pfidaného PROTAC YX-2-07 nebyly
pozorovany v normalnich hematopoetickych CD34*
progenitorovych bunkach, i kdyZ CDK6 byla i¢inné
degradovana. Leukemie byla potlacena i v mysich
injikovanych s de novo nebo na inhibitor tyrozinkina-
zy rezistentnimi bunikami Ph*ALL a YX-2-107. Tento
ucinek PROTAC YX-2-107 byl srovnatelny nebo lepsi
nez ucinek palbociklibu. Je zde i mens$i nebezpeci
vzniku neutropenie pfi pisobeni PROTAC YX-2-107
nez pti pouziti nizkomolekularniho inhibitoru -
palbociklibu [47].
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DEGRADACE BRUTON TYROZINKINAZY
(BTK) POMOCIi PROTAC

Aktivita BTK je dileZita pro preziti a proliferaci
leukemickych B bunék a pro jejich interakci s bunikami
mikroprostfedi. BTK se kromé bunécné signalizace ptes
BCR (B cell receptor) icastni i signalizace pfes TLR (toll-like
receptor) a Fc receptor. Nizkomolekularni inhibitory BTK
(ibrutinib a fada dalSich experimentalnich latek) vyka-
zaly silny protinddorovy G¢inek zejména u chronické
lymfocytarni leukemie (CLL) a lymfomu z plastovych
bunék (MCL).

Konstrukce PROTAC za ucelem polyubikvitinace
anasledné degradace BTK vyuzily nizkomolekularni in-
hibitory BTK, napt. ibrutinib, CGI1746 nebo spebrutinib
(CC-292, AVL-292) jako ligandy pro BTK a lenalidomid
[48], pomalidomid [49-53] jako ligand pro CLR4CREN
nebo RG-7112 jako ligand pro E3 ubikvitinligdzu MDM2
(murine double minute 2) [48]. Tyto konstrukty byly Gi¢inné
in vitro v modelech B bunécnych leukemii a lymfoma
a v mysim xenograftovém modelu ustaveném z bu-
nék pacientli s témito B bunécnymi malignitami.
Tyto PROTACs zptisobily polyubikvitinaci a naslednou
degradaci BTK vedle transkripénich faktort Ikaros
a Aiolos [48-51]. PROTACSs s CLR4REN byly i¢innéjsi nez
PROTACS s E3 ubikvitinligdzou MDM2 [52].

‘?
>< Proliferace

Palbociklib B
Transkripéni aktivita |

Katalytlcké
aktivita

Palbociklib

PROTAC

Degradace

L

Katalyticka
aktlvlta
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Transkri pi‘.nl aktivita

Obr. 5 Plsobeni molekuly PROTAC YX-2-107 pripravené za pouziti palbociklibu jako ligandu pro CDK6,

kterd je polyubikvitovana a nasledné degradovana v proteazomech.

CDKG6 - cyclin-dependent kinase 6, P - fosfatova skupina, RB - protein retinoblatomu, Ub - ubikvitin

DEGRADACE S RECEPTOREM
PRO INTERLEUKIN-1 ASOCIOVANE
KINAZY 4 (IRAK4)

Firma Kymera (Cambridge, Massachusetts, USA)
vyvinula PROTAC KYM-001 cileny na degradaci serin/
threonin kinazy IRAK4. Tento protein fosforyluje TLR
a IL-1R (receptor pro interleukin-1) a je zahrnut v sig-
nalnich drahach pfes uvedené receptory. Funguje ijako
leSeni pro usporadani a aktivaci myddozomu s funkci
v NF-kB a MAPK signalnich drahach a produkci zanétli-
vych cytokin@. IRAK4 hraje kli¢ovou ilohu u difuznich
velkobunécénych B-lymfom® s mutaci v genu MYD88
(myeloid differentiation primary response 88). Podani KYM-
-001 zptisobilo 75% redukci v hladiné IRAK4 a regresi
nadoru v mySim modelu lymfomu s mutaci v genu
MYD88 [54, 55].

DEGRADACE TRANSKRIPCNIHO FAKTORU
STAT3 POMOCIi PROTAC SD-36

Transkripcni faktor STATS3 (signal transducer and acti-
vator of transcription 3) je aktivovan riznymi cytokiny,
rastovymi factory a onkogeny v riznych lidskych
malignich onemocnénich, véetné leukemii a lymfo-
mu. Degradace STAT3 se zda proto jako slibny tera-
peuticky pfistup. Pro syntézu molekuly PROTAC byly
pouzity dva nizkomolekularni
inhibitory STAT3 (SI-109 nebo
S1-108) jako ligandy pro STAT3
a dale ligandy pro CRBN nebo
VHL v komplexu E3 ubikvitin-
ligdz (CRL4R*Nnebo CRL2VHL),
PROTAC SD-36 obsahuje li-
gandy SI-109 a lenalidomid
spojené linkerem. SD-36 de-
gradoval STAT3 v zavislosti na
Case i koncentraci v bunkach
AML linie MOLM-16 a v buni-
kach anaplastického velko-
bunécného lymfomu linii SU-
-DHL-1, DEL a KI-JK [56, 57].

Proliferace

DEGRADACE LIDSKEHO
HOMOLOGU E3
UBIKVITINLIGAZY MDM2
MDM2 (murine double minute
2) je E3 ubikvitinligaza, ktera
se t¢astni na polyubikvitina-
ci a nasledné degradaci nado-
rového supresoru - proteinu
p53. Plisobi také jako inhibitor
transkripéni aktivity p53 a je-
ho translokace z jadra do cyto-
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Tab. 1 Prehled ligandd pro E3 ubikvitinligdzy a cilové proteiny, které byly pouzity pfi syntéze molekul PROTACs
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E3 ubikvitinligaza Ligand pro E3 ubikvitinligazu Ligand pro cilovy protein  Cilovy protein Literatura
ClRILAaRER thalidomid Jai BRD2/3/4 38
pomalidomid OTX015 BRD2/3/4 39-43
CRL2 7 HIF-la-odvozeny (R)-hydroxyprolin derivat JQI BRD2/3/4 39,41
z HIF-1a-odvozeny (R)-hydroxyprolin GNF-5 ber-abll 44
CIRILACRE pomalidomid palbociklib CDK6 45-47
CRL2 z HIF-Ta-odvozeny (R)-hydroxyprolin palbociklib CDKé 45-47
novel IAP recruiting PROTAC derivat LCL16] palbociklib CDK6 45-47
CIRILAgRE lenalidomid ibrutinib BTK 48
pomalidomid ibrutinib, CGI1746, BTK 49-53
spebrutinib
ERIEEEL pomalidomid PF-06650833 IRAK4 54,55
CRL2VH z HIF-la-odvozeny (R)-hydroxyprolin SI-08 STAT3 56
CIRILAGREN lenalidomid SI-109 STAT3 57
CIRJLAREN lenalidomid MI-1061 HDM2 58

plazmy. Existuje nékolik skupin nizkomolekuldrnich
inhibitorit MDM2 (nutliny, imidazoly, benzodiazepiny,
spirooxindoly, indoly, isochinoliny, piperidony, pyr-
rolidony a pyrrolidiny). Uvedené nizkomolekularni
inhibitory, hlavné nutliny, byly pouzity pfi syntéze
PROTAC jako ligandy pro cilovy protein HDM2. Tento
ligand MI-1061 byl ptes spojku konjugovan s lenalido-
midem jako ligandem pro CRL4R®N pii piipravé PROTAC
MD-224 [58].

ZvySena exprese MDM2 a jeji aktivaéni mutace byly
nalezeny u AML a CLL a pravé v téchto ptipadech byly
pouzity inhibitory MDM2 a PROTAC MD-224, Tento
PROTAC indukoval rychly rozklad MDM2 v koncentra-
cich <1 nM u lidskych leukemickych bunék. MD-224
inhiboval rdst bunék AML linie RS4;11 s prestavbou
chromozom 4 a 11 a také rist nadoru v xenograftovém
myS$im modelu RS4;11 [58].

Prehled ligand{ pro E3 ubikvitinligazy a cilové pro-
teiny, které byly pouzity pfi syntéze molekul PROTACs
pro popsané cilové proteiny je ukazan v tabulce 1.

DEGRADACE E3 UBIKVITINLIGAZ POMOCI
HOMO-PROTACs NEBO HETERO-PROTACS
HOMO-PROTACS jsou bivalentni molekuly, které
obsahuji dva identické ligandy pro cilovou E3 ubikvi-
tinligdzu spojené linkerem [59-62]. Homo-PROTACS
degraduji tedy jako cilovy protein stejnou E3 ubikvitin-
ligdzu, kterou vyuzivaji jako prostifedek ke svému tcin-
ku. Pred rozkladem je tato E3 ubikvitinligaza vlastné
dimerizovana a nasledné dochazi k jejimu sebezniceni
uvnitf bunky chemickym odbouranim prostfednictvim
ubikvitin proteazomového systému. Degradace CRBN
v komplexu CRLA®®N pomoci homo-PROTAC vyuzivajici
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CRL4CR®N neovlivnila proliferaci bunék MM, znemoz-
nila degradaci transkripénich faktorti Ikaros a Aiolos
a zpusobila rezistenci na pomalidomid a lenalidomid
u raznych linii bunék MM.

Obdobné dochazi k rozkladu VHL pomoci homo-
-PROTAC dimerizujiciho dvé molekuly CRL2H [60].

Dvouvalentni molekuly PROTAC mohou také privést
do interakce dvé molekuly riznych E3 ubikvitinligaz,
napriklad CRL4RBN 3 CRL2VEL[63]. Zde dochazi k hetero-
dimerizaci obou E3 ubikvitinligaz a jejich vzajemnému
odbourani prostfednictvim ubikvitin proteazomového
systému.

ZAVER

Nizkomolekularni inhibitory hraji dlezitou tlohu
pfi syntéze molekul PROTACS, kde jsou vyuzivany jako
ligandy pro cilovy protein k polyubikvitinaci a nasledné
degradaciv proteazomech. Uvedené molekuly PROTACs
pfekonavaji rezistenci na nizkomolekularni inhibi-
tory a jejich mechanismus ptisobeni se tplné 1isi od
nizkomolekuldrnich inhibitor. Mechanismus piso-
beni PROTACS je zalozen na polyubikvitinaci cilového
proteinu a jeho degradaci v proteazomu. Pripravené
PROTACSs jsou zatim testovany u hematologickych ma-
lignit v preklinickych studiich jako potencialni 1é¢iva
in vitro a in vivo. Popsany PROTAC KYM-001 pro polyu-
bikvitinaci a naslednou degradaci IRAK4 ma nejblize
ke klinickym zkouskam. Pouze dva PROTACS jsou jiz
v klinickych zkouskach u karcinomu prsu a karcinomu
prostaty. PROTAC ARV-110 vykazoval vysokou Géinnost
jak u divokého typu cilového proteinu androgenniho
receptoru, tak u jeho mutované formy vyhovujici bez-
pecnost a snasenlivost. PROTAC ARV-110 je nyni v kli-
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nickém testovani (NCT03888612) u metastazujici formy
rakoviny prostaty, kde neni mozna kastrace a kde vy-
brani pacienti jiZ absolvovali nejméné dva druhy tera-
pie. Oba tyto oralné aplikované PROTACs byly vyvinuty
firmou Arvinas, Inc., zaloZenou pfednim badatelem
v této oblasti - Craigem Crewsem z Yaleovy univerzity
v New Haven v americkém staté Connecticut. Jedna se
0 jiz zminény PROTAC ARV-110 pro degradaci andro-
genniho receptoru a PROTAC ARV-471 pro degradaci
estrogenniho receptoru u Zen s pokrocilym lokalnim
nebo metastazujicim na estrogenni receptor pozitivnim
nadorem prsu a naopak na HER2 (¢len receptorl pro
epidermalni rastovy faktor s tyrozinkinazovou aktivi-
tou) negativnim nalezem.

Cetné farmaceutické spole¢nosti (Arvinas, C4 Thera-
peutics, Kymera Therapeutics, Captor Therapeutics,
AstraZeneca, Bayer, Novartis, Amgen, Pfizer, Glaxo
SmithKline, Merck a Boehringer Ingelheim) vyvijeji
PROTACS pro cilenou degradaci proteinti. Provéfenim
knihoven nizkomolekuldrnich latek na vazbu k cilovym
proteiniim bez znamych vazebnych mist pro nizkomo-
lekularni inhibitory lze roz$ifit mnozstvi proteint,
které by bylo mozno timto zpisobem polyubikvitinovat
arozlozit v proteazomech. PROTACs maji vyhodu oralni
aplikace a schopnosti polyubikvitinovat a degradovat
jinymi zptsoby neinhibovatelné (napt. transkripcéni
faktor STAT3) nebo pfechodné inhibovatelné ale po
rezistenci na nizkomolekularni inhibitory jiz neo-
vlivnitelné cilové proteiny (napt. AR, ER, BTK, BET,
BCR-ABL a dalsi proteiny). Nevyhodou PROTACs muizZe
byt mutace v komplexu E3 ubikvitinligdz v ubikvitin
proteazomovém systému a s ni souvisejici rezistence
na PROTACs.

PouZité zkratky

AR - androgenni receptor

Bcl2 - B-cell lymphoma 2

Bcl-xL - B-cell lymphoma-extra large

BET - bromodomain and extraterminal domain
BRD - bromodomain and extraterminal domain
BRT - Brutonova tyrozinkinaza

CCR1 - receptor pro chemokin s motivem C-C
typul

CDK - cyclin-dependent kinase

CIAP1 - cellular inhibitor of apoptosis protein 1

CRBN - cereblon

CRL - cullin-RING E3 ubiquitin ligase

ER - estrogenni receptor

FLT3 - FMS-Ilike tyrosine kinase 3

FOXM1 - Forkhead box protein 1

HECT - homologous to E6 associated protein carboxyl

terminus

HIFla - hypoxii indukovatelny faktor 1a
IKZF - Ikaros family zinc finger protein

IL-1R - receptor pro interleukin 1

IMiDs - immunomodulatory drugs

IRAK - interleukin-1receptor-associated kinase
MAPK - proteinkinaza aktivovana mitogeny
MCL - mantle cell lymphoma

MDM2 - murine double minute 2

MYD88 - myeloid differentiation primary response
NPM1 - nukleofosmin

PROTAC - proteolysis targeting chimera

RB - retinoblastoma protein

RING - really interesting new gene

Rbx1 - RINGbox protein1

RGS - reguldtor signalni drahy G-proteinu
STAT - signal transducer and activator of transcription
T-ALL - T-cell acutelymmphoblastic leukemia

TKI - inhibitor tyrozinkinazy

TLR - toll-like receptor

VHL - von Hippel-Lindau

XIAP - X-linked inhibitor of apoptosis protein
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