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1. Introduction
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1. Introduction
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2. Protéasome : cible thérapeutique a double intérét
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2. Protéasome : cible thérapeutique a double intérét

Protéasome :
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3. Protéasome : structure et fonctions

Regulatory
particle

Core
particle

Regulatory
particle

Polyubiquitin
A chain

Target protein

rin
R threaded into
’ x proteasome
Short
Protein substrate Ubiquitin &E peptides

7 to 9 amino acids

Dégradation des protéines mal repliées, dénaturées ou obsolétes



3. Protéasome : structure et fonctions

Dégradation des protéines cellulaires

» La dégradation des protéines est un AMmP
processus cellulaire  essentiel et
hautement réglementé;

Ars ATP
* Elle est contrélé principalement par le +ub

- i iti - A . ! - Proteasomal
systeme UbIC{UItlne proteasome, S - degradation

« Les protéines ciblées pour la
destruction sont « taggée » par un
« code barre » constitué d’une chaine
d'ubiquitine créée via les enzymes E1
(activation), E2 (conjugaison) et E3

(ubiquitine ligase).

DUBs = deubiquitylating enzymes




3. Protéasome : structure et fonctions

e Le protéasome hydrolyse les protéines ciblées sur certains types
d'acides aminés spécifiques. Les résidus thréonine dans trois sous-
unités B distinctes de la particule centrale attaquent la liaison
peptidique de I'acide aminé cible (fleches colorées).

e Chymotrypsine-like (fleche bleue): clivage du c6té carboxyle des
acides aminés hydrophobes encombrants de la protéine cible

e Trypsin-like (fleches violettes): clivage du c6té carboxyle des
acides aminés basiques

e Caspase-like (fleches rouges): coupe du coté carboxyle des acides
aminés acides

4 i ! 41 d14d !

LeuGlnA:gAlaPmLeuLysSer‘IQQQP&\eG!yLysLysAtg

Protease
target sequence



3. Protéasome : structure et fonctions
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Ubiquitine : structure et fonctions

 ~ 76 acides aminés

 Marqueur de protéines

* Ubiquitaire : elle est localisée dans tous les )y
compartiments subcellulaires de toutes les cellules
des organismes

* L'ubiquitination désigne la fixation (covalente, ATP

dépendante grace a une cascade d'enzymes E1, E2,
E3) spécifigue et régulée d'une ou plusieurs ubiquitin PDB 1TBE

ubiquitines sur une protéine cible.



3. Protéasome : structure et fonctions

Ubiquitinylation : les protéines sont généralement marquées pour la destruction sélective
dans des complexes protéolytiques (protéasomes) par fixation covalente de l'ubiquitine, une
protéine compacte hautement conservée.

I
C—S—Cys—Ez + HoN—Lys—protein to be degraded

lES (Ubiquitin-Protein Ligase)
(0]
|

C—I|\I—Lys—proteinto be degraded + HS—Cys—E2

H

Une Ubiquitine-Protéine Ligase (E3) favorise le transfert de I'ubiquitine de E2 au groupe &-
amino d'un résidu Lys d'une protéine reconnue par cette E3, formant une liaison
isopeptidique.



3. Protéasome : structure et fonctions

Ubiquitin

Isopeptide Bond

Une Ubiquitine-Protéine Ligase (E3) favorise le epsilon N
transfert de l'ubiquitine de E2 au groupe €-amino
d'un résidu Lys d'une protéine reconnue par cette
E3, formant une liaison isopeptidique.

Peptide Bonds



Protéasome : structure et fonctions
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4. Inhibiteurs du
protéasome







Protéasome et cellule tumorale

Tumor-suppressing factor p53




Protéasome et cellule tumorale

Protein Mdm2 = E3 ubiquitin ligase, encoded by the MDM2 oncogene

! Acting as a
Eubiquitin ligase .

*L @, @ —— Gene expressit

Protéasome
(prolifération 1\




Inhibiteurs du Protéasome

Substrate (Protein)
Bortezomib
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Inhibiteurs du Protéasome

Bortezomib Velcade®

(originally PS-341 and marketed as Velcade by
Millennium Pharmaceuticals) is the first therapeutic
proteasome inhibitor to be tested in humans.

O
N
=z N
H
Ej)k |
N

Pyrazine — Phe — Leu - B(OH),
Bortezomib is a dipeptide analogue of boric acid
administered as a mannitol ester (HOH,C-(CHOH),-CH,OH)

OH

VELcADE 1¥
Bection - inyectat¥®
epes bonezo:pib ; E:'

N2
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Inhibiteurs du Protéasome

Stable

Methanol
D-mannitol Stir 15 min, rt




Inhibiteurs du Protéasome

bortezomib boroxine

bortezomib D-mannitol ester




Inhibiteurs du Protéasome

The boron atom within bortezomib catalytically binds the active site of the 26S proteasome with high
affinity and specificity, thereby resulting in cell cycle arrest and apoptosis.

In normal cells, the proteasome is involved in
degradation of ubiquitylated proteins that have
been tagged for destruction because they are
damaged or unneeded by the cell.

In cancerous cells, proteasome activity degrades
pro-apoptotic proteins such as p53 that would
normally result in programmed cell death of the
dysfunctional cells. Proteasome inhibitors such as
bortezomib interrupt this process, resulting in
destruction of cancerous cells.

Indication: treatment of relapsed multiple
myeloma and mantle cell lymphoma

TApofiﬁosis
’ Bidl Bax
t b akion Vs | Apoptosis
Apoptosis i
\ QOQ%T cleavage
rd N / Va 1 Apoptosis
ol Rl Sl
/ ll \ \ | Angiogenesis
p21, p27 =0 lAdheslon
stabilization st
/ Caveolin-1
| Proliferation stabilization
| Migration INK, c-Jun N-terminal kinase;

Ros, reactive oxygen species.

CCR Reviews

AR

Clinical Cancer Research DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-09-2882
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Limites des petites molécules inhibitrices

Several limitations of small molecular inhibitors

OO O
e O ), &

@ t Undruggable proteins owing Off-target effects Reservation of other activities

@ to the lack of active sites for multidomain proteins

Sy ©
@ O Proteins without active sites
Inhibition induced by @ @% ™ @ T,
O

occupying the active site @ similar active sites
of the target protein @ @ Targets with
changed conformation

Accumulation of the Drug resistance @ Multidomain proteins

target pro.telr.n; . due to mutations
Incomplete inhibition

EBioMedicine 36 (2018) 553-562




Limites des petites molécules inhibitrices

One of the biggest current challenges in
treating human disease is targeting the so-
O O called “undruggable” portion of the proteome.

QO
O

Undruggable proteins owing
to the lack of active sites

PROTACs have the potential to target previously "undruggable"
proteins. This opens up completely new possibilities in the

development of new drugs and therapeutic modalities.



5. Conception de PA :
une approche inédite

qui cible la
dégradation des
protéines

Proteolysis-Targeting
Chimera Protein
Degraders (PROTAC)



Paradigme actuel

e Aujourd'hui, jusqu'a 80% du protéome
humain est toujours considéré comme
“undruggable” par de petites molécules.

 De nombreuses cibles médicamenteuses
validées, y compris des cibles
cancéreuses telles que les sous-unités
RAS, MYC, SWI/SNF ou des facteurs de
transcription, sont considérées comme
pharmacologiquement inaccessibles.

‘

Molecules 2018, 23, 1958; doi:10.3390/molecules23081958
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Nécessité de concevoir
des traitements innovants
mps d’action plus larges.

\
\pécher
ines cibles

, 3 I'idée est de les dégrader
| A apreés formation.

Molecules 2018, 23, 1958; doi:10.3390/molecules23081958



Dégradation des protéines : différentes stratégies

Molecular-glue degrader Monovalent degrader Ewalent degrader

Thalidomide: Fulvestrant: ARVTT1:
IKZF1/3 degrader ER«x degrader VHL-BRD2/3/4 PROTAC
BRD2/3/4 degrader Ho

Nature Chemical Biology volume 16, pages1157-1158 (2020)



Dégradation des protéines : molecular glues “MG"”’

(A) Proteasomal
degradation

POI

E3 ligase

‘Molecular glue’

Poly-Ubq
Available for
another round of
poly-Ubq of the
POI

Les colles moléculaires “Molecular Glues” MG induisent de nouveaux PPI* entre la ligase E3 et la
protéine cible qui contribuent a la formation d'un complexe trimere E3:MG:protéine cible.

Bien que cela laisse entrevoir la possibilité excitante de dégrader des protéines non ligandables
“unligandable proteins’’, la découverte de MG modulatrices E3 a jusqu'a présent été essentiellement
fortuite et ne peut étre facilement généralisée a d'autres cibles et classes de cibles.

proteins interactions Trends in pharmacological Sciences



Immunomodulatory imide drug “IMiDs”’

Clinically approved IMiDs IMiDs under developpment

/ A~ Thalidomide (Thalidomia) \ 3,6"-Dithiothalidomide 3,6'-DithioPomalidomide
o Q s O MHg s O
NH NH NH
N (0] N s N S
L °) 1 J o o

Y Y
Phthalimide  Glutarimide N-adamantyl phthalimidine . D.ithiophthalir_nit.ie
(isoindolin-1,3 dithione)

Lenalidomide (Revlimid) Pomalidomide (Pomalyst)
S CH3 s

Apremilast (Otezla)

0 o}
IMiDs can be structurally altered to enhance function,
increase bioavailability, and reduce adverse side effects. p
N

Front. Neurosci., 2021 https://doi.org/10.3389/fnins.2021.656921



Dégradation des protéines : différentes stratégies

Molecular-glue degrader Monovalent degrader Ewalent degrader

{PHDTAG}
HO Q N \ 7 Nj
- (s
A |

Thalidomide: Fulvestrant: ARVTT1:
IKZF1/3 degrader ERux degrader VHL-BRDZ2/3/4 PROTAC
BRD2/3/4 degrader

Nature Chemical Biology volume 16, pages1157-1158 (2020)



SERD: Selectively Estrogen Receptor Down-regulators

Les premieres molécules identifiées comme dégradant sélectivement la protéine cible sont des régulateurs
négatifs des récepteurs des oestrogénes (SERD, Selectively Estrogen Receptor Down-regulators), ciblant
spécifiguement le récepteur des oestrogeénes a, contrélant la signalisation oncogénique dans le cancer (sein).

Ex : Fulvestrant régulateur sélectif qui se lie au récepteur RE = le blocage provoque sa dégradation et bloque la
signalisation.

P ————

For Single-Patient Use Only

ﬂ f'ASLOD;)} - 3

fulvestrant injection

250 mg /5 mL (50 mg/mL)

For Intramuscular Use Only
mmmmw-uq

F
Fulvestrant (Monvalent degrader)

Molecules 2018, 23, 1958; doi:10.3390/molecules23081958



SERD: Selectively Estrogen Receptor Down-regulators

Owvaries Adrenal Owaries Adrenal Qvaries Adrenal
icsion st st
( pomsisa) Cromaigy | 1 AOTEESE | Gl
Eﬂll-::g&n - SERMs Emrlngen mhiiers Esnjl:.gen — SERDs
X N | [ N
SR S --....-."'...-...-....-...-... S e e T W
& @ & & "
@ 151, E,, and E
R e T ets
MOV
EREs EREs Proteasome  Peplides

J. Med. Chem. 2020, 63, 24, 15094



Dégradation des protéines : différentes stratégies

Molecular-glue degrader Monovalent degrader Ewalent degrader
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Thalidomide: Fulvestrant: ARVTT1:
IKZF1/3 degrader ER«x degrader VHL-BRD2/3/4 PROTAC
BRD2/3/4 degrader Ho

Nature Chemical Biology volume 16, pages1157-1158 (2020)



Technologies de dégradation induite des protéines

« A) Hydrophobic Tags (HyTs) « B) PROTAC

PROTAC
. ﬂ /\. hydrophobic Target E3 ligase
POl ligand degron Protein — Recognition

Ligand Linker Domain




Technologies de dégradation induite des protéines (HyT)

hydrophobic
degron

POI ligand ‘—-‘\/\.

Protein Quality Control i Hydrophobic Tagging

v

mimic of exposed
hydrophobic region

exposure of
hydrophobic region

\

recruitment of HSP70/CHIP machinery
& proteasomal degradation

« A) Hydrophobic Tags (HyTs)

L’enfouissement de résidus
hydrophobes au cceur d’'une protéine
est 'une des principales forces motrices
du repliement des protéines ; en
revanche, I'exposition de ces régions
hydrophobes est considérée par la
cellule comme la signature dune
protéine mnon repliée “unfolded
protein” > donc appelée a étre

dégradée.

ACS Med. Chem. Lett. 2022, 10.1021/acsmedchemlett.1c00500



Technologies de dégradation induite des protéines (HyT)

PROTAC A PETITES MOLECULES

O

En ajoutant une grande fraction
hydrophobe a la surface de la
protéine cible, le HyT (hydrophobic
tag) conserve a la protéine sa forme
«non repliée» (“unfolded”), reconnue
par les protéines chaperons de la
cellule qui la dirigent vers le

protéasome en vue de sa dégradation.

Protein of interest Kk, 57 peptides

Hydrophobic tag

Proteasome

Nature Chemical Biology 2011, 7, 538-543



Technologies de dégradation induite des protéines (HyT)

Mutant Huntingtin Degrader by Small-Molecule Hydrophobic Tags

Hydrophobic tag (HyT) In vivo brain
permeability analysis
WO o R
aggregate binder  hydrophobic degron JL~PROTAC
HyT

protein
aggregate

/‘\ _* (Mouse, i.v.)
| 2

ad O
HSP70

=) proteasomal Ko prain: 4+89
degradation

ACS Med. Chem. Lett. 2022, 10.1021/acsmedchemlett.1c00500



Technologies de dégradation induite des protéines (HyT)

(A) £ 3
:@\OM ,@ ‘5? 1 3 10 [uMm]
'@‘ _QS % Q145-EGFP L
3 a-tubulin | -

—
)
(=]

DMSO

I . .4_ o mlcroscopy
0

HyT 3 decreases mHtt aggregates in cells. Hela cells transiently expressing mHtt exon 1-Q145-EGFP
were treated with DMSO or 10 uM HyT 3 and incubated for 24 h.

B @ =
& 8 8 8

relative numbers of foci (fold)
=

ACS Med. Chem. Lett. 2022, 10.1021/acsmedchemlett.1c00500



B) PROTAC :

Proteolysis-targeting chimaera (PROTAC) technology

Inhibitor

= |nhibition de la fonction catalytique

e

Enzyme \ c/l.‘ — Dégradation de I'enzyme
X lam

E3 ligase

PROTAC

2022, 10.1021/acs.biochem.2c00366



IUPAC Top Ten Technologies selection for 2021.

IUPAC Top Ten Emerging Technologles in Chemistry 2021 :,‘N;Eguhw APRUED o{Mc;m

Blockchain Semisynthetic ife Superwettabilty Artificial humus RNA synthesis

El Ii EA}
‘

Soncchemical coating Chemolurmmnescence Sustainable ammonia Targeted pratein degradatior Single-cell metabolomics

Nat. Chem. (2022). https://doi.org/10.1038/s41557-021-00887-9



B) PROTAC : mécanisme

PROTAC, candidats médicaments, encore
appelés « Dégronimides™ » sont des molécules
bifonctionnelles : une partie se lie a la protéine
ciblée et I'autre partie recrute I'enzyme E3 ligase
afin d’induire une ubiquitinylation sélective, les

deux parties fonctionnelles étant reliées par un

bras « espaceur ».

Qargotod protoia PROTAC = ubl(t:)tc:rL\)ligase

* Theidea: 1998, Crews/Deshaies

*« Dégronimides™ » (dénomination dérivée des imides comme le thalidomide, le |énalidomide et le pomalidomide)



PROTAC : mécanisme d’action

o Targeted protein
! is degraded by the
proteasome

Iterative PROTAC
degrader activity © Formation of trimer

“; complex and
ubiguitination

© Multiple ubiquitin ,
molecules “tag” target g

L protein for degradation VY

. of target protein A g




PROTAC : mécanisme d’action

PROTAC

Catalytic
process

o Protease "
Protein Fragments ~ PROTAC Polyubiquitination




PROTAC : mécanisme

, B) Proteolysis-targeting chimaera (PROTAC) technology J

* Le Protac recrute (« pirate ») une ligase E3 pour
Dm;‘;‘;ﬂﬂm marquer la protéine cible avec I'ubiquitine, qui la
dirige vers sa dégradation via le protéasome.

* Le Protac élimine de nombreuses molécules de
protéines de la cellule.

N * L'action catalytique permet de libérer la forme
\ active du Protac.

Y >

Polyubiquitination Peptide
Profeasnme Fragments

Vidéo mécanisme d'action PROTAC


https://www.astrazeneca.com/r-d/next-generation-therapeutics/protacs.html%23modal-generic
https://www.astrazeneca.com/r-d/next-generation-therapeutics/protacs.html%23modal-generic

PROTAC : mécanisme

Addition of ubiquitin
marks the protein
for degradation.

Conjugating
enzyme

Propriétés des Protac :

- Affinité et sélectivité pour
la(les) cible(s) a dégrader.

- PK appropriée : Frofeasome
Bonne absorption cellulaire,
biodistribution...

of interest




PROTAC : mécanisme

» Effet pharmacodynamique d’une durée notablement supérieure a la durée déduite de
leurs propriétés pharmacocinétiques, le temps que les cellules synthétisent a nouveau la
protéine dégradée.

* Les résistances au traitement induites notamment par des mutations ou une
augmentation du nombre de récepteurs (aux androgénes par exemple) devraient étre
réduites, puisque ce mécanisme catalyse la dégradation d’une protéine, quelle que soit
sa forme.

Vidéo mécanisme d'action PROTAC


https://www.astrazeneca.com/r-d/next-generation-therapeutics/protacs.html%23modal-generic

Allosteric-PROTACs

a)

ATP binding
pockets

\

Binding

b) PN i
i ;
H = ‘
_________________________________ : !
NH, E NH,  CI i o 5 ;
: s N : HN. o |
cl SN Allosteric-PROTAC | N A ( N/\ o4 9 :
cl N \%N E N)\éN OE K/N\/\/\/\,:V\H/N N é
O(NHZ : H2N7© S Linker ' o [
ST AT - = oH!
SHP099 . SHP2-D26 RRUREIR. VHL OH}
MV4-11 DCso = 2.6 nM
KYSE520 DCs = 6.0 nM

Eur. J. Med. Chem 2022. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2022.114142



Glue Degraders vs. PROTACs

Degrading Disease Causing Proteins
Bifunctional vs. Glue Degraders — Two Faces of the same Coin

Glue Degraders
+ Drug-like, Rule-of-5 compliant

Bifunctional Degraders
- Beyond Rule-of-5 property space

- Limited target space (degron)

- Prone to polypharmacology (?)

- Identification by serendipity (?)
MM affinity for one binding partner

+ Predictable target space (?)

+ High target specificity

+ Modular design approach

MM affinity on both ends, Hook effect

Shapira et al. Nat. Rev. Drug Disc. 2019, 26, 156




Glue Degraders vs. PROTACs

Effet de saturation avec PROTAC: effet Hook

Optimal ternary complex
Optimal degradation

arget
5 . —
e A des concentrations 4
intracellulaires élevées de

PROTAC, les complexes binaires oo

sont favorisés par rapport aux

Binary complexes !

. . s No complex
complexes ternaires, ce qui 3 No degradation | Nodegradation |
entraine une réduction de la §° o—0 : . orcesc meoubetroes
dégradation de la cible. g | : gracation”
= ! i
Irl'etg N Ie\fgfzndi;t/antagonist
i :

Log [PROTAC]

Br J Pharmacol. 2020; 177: 1709



The tenets of PROTAC targets..

Undruggable

Tenets of
PROTAC
targets

Gene
amplification/
protein
overexpression

Békés, M., Langley, D.R. & Crews, C.M. Nat Rev Drug Discov (2022)



B) PROTAC targets scaffolding function

Powrguei Laliserti (Unhibiteuns ATP-cormpétitifs sélectif AURGRA-A)
a présents de faibles tawx de réperse dams la suppression de La

o




B) PROTAC targets scaffolding function

R
D

Reservation of other activities
for multidomain proteins

AURORA-A est une kinase qui est impliquée de maniere essentielle dans la régulation de la mitose.
Quand elle est amplifiée, AURORA-A se comporte comme une véritable oncoprotéine.

De plus, AURORA-A régule les proto-oncoprotéines de la famille MYC et empéche leur dégradation,
de maniére indépendante de I'activité kinase (scaffolding function).

Ces résultats suggerent que la fonction non catalytique d'AURORA-A peut également étre un facteur
clé de la croissance tumorale (par exemple, via la stabilisation de MYC).



B) PROTAC targets scaffolding function

Inhibitor
. c
Enzyme \ ./L. Inhibition of the catalytic function
—
i -1 Removal of the scaffolding function

E3 ligase

Inhibition of the catalytic function
—

Mo effect on the scaffolding function

FROTAC

Jusqu'a présent, les inhibiteurs ATP-compétitifs puissants d'AURORA-A (par exemple, I'alisertib) ont

présenté de faibles taux de réponse dans la suppression de la croissance tumorale dans plusieurs
essais cliniques.

- La dégradation d'AURORA-A par le Protac a provoqué un arrét sévere de la phase S et la mort

cellulaire qui s'en est suivie, ce qui n'a pas été observé avec les inhibiteurs de la kinase AURORA-A
compétitifs en ATP.




B) PROTAC targets scaffolding function

Inhibitor

> G

Enzyme \ ./L. Inhibition of the catalytic function
i -1 Removal of the scaffolding function

E3 ligase

Inhibition of the catalytic function
—

Mo effect on the scaffolding function

FROTAC

Comparison of a Small-Molecule Inhibitor and a PROTAC-Based Degrader

small-molecule inhibitor PROTAC-based degrader

structure often active site-directed (i.e., ATP for kinases and NAD" for two functional ligands (ie., target-binding ligand and E3 ligase ligand)
PARPs) bridged by a linker

target enzymes that have catalytic functions with a suitable active site enzymes that have both catalytic functions and scaffolding roles

selectivity enzyme—inhibitor interactions restricted to the active site, with potentially enhanced selectivity owing to ternary complex formation
potential off-target effects

mechanism of direct inhibition of the enzymatic activity direct inhibition of the enzymatic activity

action

targeted protein degradation to remove the scaffolding functions (i.e., via
the ubiquitin—proteasome system)

effect reversible and competitive inhibition sustained target depletion via a catalysis-based mechanism

potential tci develop acquired drug resistance (e.g, via gatekeeper less likley to develop acquired drug resistance
mutation




PROTAC : mécanisme et structure

Quelle ubiquitine ligase E3 choisir ?

Plus de 600 protéines a activité ubiquitine ligase E3 sont connues.
Mais seules quelques protéines possédant cette activité enzymatique sont
actuellement utilisées : protéines VHL, céréblon, IAP ou encore la protéine Mdm2.

Inhibitor of Apoptosis

Ligase d'Ubiquitine E3 : Von Hippel Lindau (VHL) cereblon Protein (IAP) Family
rDH o Hu’%
i Beee:
Ligand : E)L?;B Hﬁn ~ o
° H,\%" 0o 0 >;HH
5 e e
o#:; x
* VHLbinder (HIF1a mimetic) = Cereblon binder (thalidomide-based) - Many cIAP binders identified
= E3Ky~0.5uM = E3 Ky~1pM - E3 K, low nM across family
= DCspdown to low nM = DCse down to low/sub-nM + DCy, down to low/sub-nM
Nat Ghem Biol 2015, 11, 611 Chem & Biol 2015, 22, 755 Cancer Sei 2013, 104, 1492
See also ACS Chem Biol 2015, 10, 1770 Science 2015, 248, 1376 J Biol Ghem 2017, 292, 4556-70

Cell Biochemistry and Function, 2019, 37, 21-30,



PROTAC : quelques exemples

Target proteins Ligand for targets

Ligand for E3 E3 ubiquitin ligase

Linker

Cell Biochemistry and Function, 2019, 37, 21-30,



PROTAC : les bonnes réponses !

Ligand : liaison avec la cible Linker Ligand de recrutement de
* Permet le positionnement [’'ubiquitine ligase E3
* Affinité plus élevée (généralement correct du complexe.
meilleure) Kd <1uM * Induit des interactions Peut recruter les protéines a activité
* Unligand sélectif provoque une secondaires. ubiquitine ligase E3 telles que VHL, le
dégradation sélective. * Controle les prop. physico- céréblon, IAP, ou mdm?2...
chimiques.

J. Med. Chem. 2018, 61, 444-452

PROTAC COMPONENT COMBINATIONS

Target Protein )2} IS, E3 Ligase

Ligand with (One) Linker E3 Ligase

Non-Critical Binding Moiety
Functional Group

Overall Molecular size 800-1500 Da
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Weak or
Promiscuous
Ligands Can Be
Converted

into Potent and
Selective PROTAC
Degraders, e.g.
Foretinib

6. PROTAC
Case study 01
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PROTAC : exemple

When developed into PROTAC degraders, weak binders can become potent

@ O\@\ o o /©/F
degraders NS NJXJ\N

* Foretinib is a c-Met tyrosine kinase inhibitor and is a relatively weak binder
to p38a
» foretinib's relatively promiscuous inhibition of multiple kinases

* At 10 uM foretinib binds to 133 different kinases

Percent Control
0%

® o1%

® o01-1%
@
o
~

1-5%
5-10%
10-35%
> 35%

Source: Bondeson et al., 2018, Cell Chemical Biolog




PROTAC : exemple

O
K/N\/\/O

O/
F
@] F
T O LY
H H
Foretinib

dun quelle partie de Fertimib sera finé Le limker peur comcerein des

phetocs ? i

Source: Bondeson et al., 2018, Cell Chemical Biolog




PROTAC : exemple

* Based on the co-crystal structure of foretinib bound to the c-Met
kinase domain, the disordered and solvent-exposed morpholine
of foretinib was dispensable for affinity

* Utilizing the solvent-exposed morpholine of foretinib as a linker
attachment point for E3 ubiquitin ligase-recruiting molecules.

Two Generated Protacs: VHL-Recruiting PROTAC and CRBN-

Recruiting PROTAC

N

Source: Bondeson et al., 2018, Cell Chemical Biolog

1 - R = R Stereocenter - lBu l\r
Active VHL PROTAC

3 - R= S Stereocenter -
Inactive VHL Control

O, ok -

J/\ /j\ 0

2-R=H-
Active CRBN PROTAC
4-R=Me-
Inactive CRBN Control

Q%F




PROTAC : exemple

When developed into PROTAC degraders, weak binders can become potent o

degraders

* PROTAC 1 is a foretinib-based PROTAC degrader with a p38a binding affinity of \Q % /©/

11 uM

Foretinib
e Despite its 11 uM binding affinity, PROTAC 1 has a DC;, of 210 nM?

— Based on experience, optimization of potency better than 210 nM is likely.

Disabled
Foretinib (uM) PROTAC 1 (uM) PROTAC (uM)

10
OMSO 0.3 30 003 —m——— ' "

p38a T ——— —— — - -

DCso =210 nM?

! DC,, = Half-maximal degradation concentration

Source: Bondeson et al., 2018, Cell Chemical Biolog



PROTAC : exemple

1-R = R Stereocenter - i )
Active VHL PROTAC
(0] P /N (0] o NH
3 - R= S Stereocenter - | Y B
Inactive VHL Control 07NN i) 7
I b/ N

. .- e A « F
When developed into PROTAC degraders, S 7NN R
' DS I ® "l%o
. . . “ BB AR % "
promiscuous ligands can become selective Le® :"-?;:'"
i } ® 15%
MG s ow °  5.10% 54 2
J * 10-35% o
degraders C o o’J/\ oj/\w'“ R

e Foretinib binds to 133 protein kinases (left

Sl
2-R=H- - o
Active CRBN PROTAC ~ © N_ O /=0

4-R=Me- o x
Inactive CRBN Control |

panel)

I VHL PROTAC 1 (black) [
Foretinib (gray) [ |

|
CRBN PROTAC 2 (black) Z NJX‘*O
Foretinb (gray) :

e In cells treated with a foretinib-based

Affinity in KinomeScan
(Closer to X-axis is lower affinity)

PROTAC degrader, only a small subset of

cellular proteins are degraded.

D - VHL PROTAC 1 VHL Control 3 CRBN PROTAC 2 CRBN Control 4
- A 1 10 A 1 10 1 1 10 A 1 10 uM

il el

[ c-Met

— — ——— ——
Source: Bondeson et al., 2018, Cell Chemical Biolog S T e

Tubulin



RIP2 en tant que 6. PROTAC
cible prototype de Case study 02

dégradation de
protéine

RIPK2 - Receptor-Interacting serine/threonine-protein kinas



PROTAC : exemple _

* RIP2 est une cible thérapeutique prometteuse pour
de nombreuses maladies auto-immunes.

« Intérét thérapeutique : réduire I'activité de cette cible
présenterait un intérét dans la maladie de Crohn,
I'asthme, la polyarthrite rhumatoide et la sclérose en

plaques.

RIP2 (Receptor-interacting protein kinase-2)

J. Med. Chem. 2018, 61, 444-452

e

Z>N -
s N Cocrystal structure of 5 bound within the ATP binding
N pocket of RIP2 kinase (2.62 A, PDB code 6RNA).

0 0

N
Xs
0O
W)

RIPK2 FP ICy = 5 nM




PROTAC : une synthese convergente

Ige; - Re
%j:ﬁ e y“fﬂ"»ﬁm

W : b ey Y

Bl
3% cwarall

HIHANN

4 Sleas
Iwﬁmll
MHy

?“. TR S

H3ANIF TxdIY

H3AaNI8 THA

A Lo
ke O mpen I

* Syntheses are modular - longest linear sequence 10 steps
» Efficient and scalable D




PROTAC : affinité sur la cible

%RIPK2 (of DMSO control)

200

150+

100-

3]
<

I
NH o) S

: H
éﬁ% Bhestad

® PROTAC1
= PROTAC 2 =
A PROTAC 3 VHL based RIPK2 PROTAC 1 Dc50 2nM

IAP based RIPK2 PROTAC 2 DC.,0,2 nM

%QNH HN
'3 ;5 -:' m\g\vmﬂowowox\g“&j

[PROTAC] log (M)

Cereblon based RIPK2 PROTAC 3 DC;, 6 nM




6. PROTAC
Case study 03a

EML4-ALK Fusion

Gene




ALK

« ALK = Anaplastic Lymphoma Kinase est une tyrosine kinase de la sous-famille des
récepteurs de l'insuline (IR) kinase

* L'activation oncogene de I'ALK est étroitement liée a la
survenue et au développement de nombreux cancers humains,
y compris :

- le lymphome diffus a grandes cellules B,

- le lymphome anaplasique non hodgkinien a grandes
cellules,

- le carcinome de |'cesophage, cancer du poumon non a
petites cellules (NSCLC),

- le cancer du rein (RCC), neuroblastome,

- le cancer de la thyroide,

- le cancer de l'ovaire,

- le carcinome du cblon

- et le cancer du sein Crystal structure of the ALK kinase domain in
complex with Entrectinib

J. Med. Chem. 2016, 59, 7, 3392




Le gene de fusion EML4-ALK

Pres de 30 types différents d'une protéine de
fusion ALK ont été identifiés, et parmi eux, les
formes fusionnées de EML4A-ALK, NPM-ALK,
KIF5B-ALK et TGF-ALK ont été couramment
trouvées dans différents types de cancer

Le géne EML4-ALK a été identifié pour la premiere
fois dans le cancer du poumon non a petites
cellules (CPNPC) en 2007

Une inversion dans le chromosome 2p entraine la
fusion des génes EML4 et ALK

La fusion entraine une redistribution du domaine
ALK kinase de la membrane cellulaire au
cytoplasme.

Identification of the transforming
EML4~-ALK fusion gene in non-small-cell

lung cancer

EML4

ALK

Soda M et al. Nature 2007;448:561-567



Chronologie des progres rapides réalisés dans le traitement de I'ALK +

Crizotinib Ceritinib Alectinib Brigatinib Lorlatinib
Pfizer Novartis Chugai/Roche ARIAD Pfizer
EEE—— Yy ¥ ® o mp
2011 2014 2014 2017 2018
§ ) i E ...................... § E....-.........(.._B...§ :. ----------------- l-\;/- ---------------------------
' n . . - R
A ' (0] s . 5 .
e cl: HN ¢l : : : : { '>
WP N 4 P N : Q
N : - : : o=
NN =N _< : O : : Q : wig N
H O : - :
10 : — : =N
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N - NH : SN

; O : s }\—2 ||
: :H cl

N NH . Q :

" Poi N A

1 2 3 : 4 : 5
N\ P
Y
1% generation 2" geperation

3" generation
Chemical structures of FDA-approved ALK small-molecule inhibitors.




Résistance a la crizotinib

A ce jour, cinq inhibiteurs de I'ALK,
dont [l'alectinib, le brigatinib, le
céritinib, le crizotinib et le lorlatinib,
ont été approuvés par la FDA pour le
traitement du CPNPC ALK-positif.

Malgré une réponse initiale a ces
inhibiteurs, wune résistance aux
médicaments a été observée dans 1-
2 ans chez la majorité des patients.

- Ainsi, de nouvelles approches
thérapeutiques sont nécessaires de
toute urgence pour surmonter la
résistance aux médicaments.

Patterns of progression on crizotinib
Isolated CNS
progression  {&h »

———f

"4

Extracranial
oligoprogression

& —
%

Multisite progression

CPNPC = cancer poumon non a petites cellules

Mechanisms of resistance to crizotinib

A\

. Activation of
bypass tracks
(e.g. EGFR)

:
£
- =
V4 -
, AHD o o \
ERE RN Kinase domain

mutations

AL

Copy
w98
3 —
gain

Epithelial-mesenchymal
transition




PROTAC conjugués avec des inh. de I'ALK

PROTAC

Target E3 ligase
Protein Recognition
Ligand Linker Domain

- Ainsi, de nouvelles approches
thérapeutiques sont nécessaires de
toute urgence pour surmonter la

résistance aux médicaments. \




PROTAC conjugués avec des inh. de I'ALK

- %

ceritinib

céritinib




PROTAC conjugués avec des inh. de I'ALK

N " <«—  PEG B H
0 N~ o o N
ek TRl P S \H/\N Y
o O C
4 (MS4077) N/\/l[
N)\\N N
&0 2 Ho=g=0
& s
/\/

QO(Q = H \[]/\N Y
N o) o N

’ CI 7 ege o
o Oﬁ )\/\/I[ /@ céritinib
O NS
NH 5 (MS4078) 5 S

Ha oo
o 0=S=0

* En plus de dégrader NPM-ALK et EMLA4-ALK, MS4077 et MS4078 pourraient inhiber la
phosphorylation d'ALK et de STAT3. MS4077 et MS4078 ont montré une puissante activité
antiproliférative dans les cellules SU-DHL-1 (Large Cell Lymphoma). En outre, MS4078 a présenté une
bonne exposition plasmatique chez la souris, et les souris testées ont été bien tolérées a une dose de
50 mpk (mg/kg).




Alectinib-Based
PROTACSs as Novel 6. PROTAC
Potent Degraders Case study 03b
Anaplastic Lymphoma
Kinase (ALK)




PROTAC conjugués avec des inh. de I'ALK

Crizotinib
Pfizer

1% generation

Ceritinib
Novartis

Alectinib
Chugai/Roche

Brigatinib
ARIAD

2" geperation

Lorlatinib
Pfizer

3" generation




PROTAC conjugués avec des inh. de I'ALK

(o]
Alectinib




PROTAC conjugués avec des inh. de I'ALK

Alectinib (3)
MW: 482.6 MW: 481.6 MW: 398.5

i Alectinib - compound 37 b compound 36
= 2 g0
£ § g
z 3 o 2 0
£ z Z

3 30 30 >

IC50 = 1.03 £ 0.29 nM ICsp=0.29 = 0.13 nM ICs = 0.32 % 0.04 nM
TR 10 10? 104 10 10° 10° 104 102 10° 10° 104
Concentration (nM) Concentration (nM) Concentration (nM)
. H3122 Karpas 299

£ 5
E s E
z £
5 * Alectinib ICs5o=45:2nM = * Alectinib 1Cs, = 47+1 nM
E - 36 ICs0 = 38+1 nM g - 36 1Cs0 = 4642 nM
r— -3 ICsp=40t1nM & - - 37 I1Csp= 5041 nM
DMSO 10 10" 10* 10" 104 DMSO 100 10! 102 107

Concentration (nM) Concentration (nM)




PROTAC conjugués avec des inh. de I'ALK

17: n=1, R=H 25
18: n=3, R=H

19: n=5, R=H

20: n=1, R=Me

Chemical structures of designed alectinib-based ALK degraders and negative control 20.




PROTAC conjugués avec des inh. de I'ALK

A H3122 cells
Compounds 13 14 15 16 17 18 19
(16 h, uM) 8 I R R | > R s &
S — un — — — = — — 0 — =
Ao © ~ S & —w S & —w S S — A ©o—-— © ©—~ S & — (@)
EMLA-ALK | o e s g o o o s s o w—— .o-n—.- .““--‘.

GAPDH | cevms egin eGPl ap s sswt il | o oo o e " e w— "

B Karpas 299 cells
Compounds 13 14 15 16 17 18 19 21 22 23 24 25
(24 h, uM) 8 el el el el 8 el et el 8 P R R L L
, 2 = 9 = 2 S 9 = Z = @9 = = 0 = = - = =
A S 8 ~8 © —38 ©o ~88 & —~ A S - &8 oo~ S o —~ A S -~ — S —m S — S —
NPM-ALK | il 650 D sws s s s s 00 0 s — || ——— - — |.-..—--.-—

N B e ———— M gy — D — ——————

Figure 5. Effects of compounds 13-19 and 21-25 on reducing the ALK protein level in (A) H3122 cells and (B) Karpas 299 cells. Both
cell lines were treated with the indicated compounds and concentrations for 16 or 24 h, respectively.



PROTAC conjugués avec des inh. de I'ALK

A H3122 cells
Compounds 13 14 15 16 18 19 21 22 23 24 25
(16 h, uM) 8 B R S R | S R | = S R G =
E — w — wy — w — wv — w) — w - E — — — — —
A S ©o~ 3 & —~wS © — S S @)

EML4-ALK
GAPDH
B Karpas 299 cells
Compounds 13 14 15 16 18 19 21 22 23 24 25
(24h,uM)8“‘_-“_"‘—-“— 8___‘_4—___-_ 8“_“‘
, Z = wv = ow ~ n - = = v - 0 ~ = — = — —
A o ~88 &8 —38 & —38 o -~ AS S — 8o~ S © ~ A S -8 —S8 -~ S — S —
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Figure 5. Effects of compounds 13-19 and 21-25 on reducing the ALK protein level in (A) H3122 cells and (B) Karpas 299 cells. Both
cell lines were treated with the indicated compounds and concentrations for 16 or 24 h, respectively.



PROTAC conjugués avec des inh. de I'ALK

Karpas 299 Tumor growth
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Good practice after identifyning an active PROTAC

Good Practice: After Identifying an Active PROTAC, Rigidify the Linker

O Maximize positive cooperativity between target protein & E3 ligase
O More potent & complete degradation, widening of the bell-shaped curve
O Increased degrader selectivity when starting from promiscuous target binder
O Modulate ADME & PhysChem properties:
O Less flexibility = higher metabolic stability
O Optimize solubility (e.g. mildly basic linker) & permeability (reduce #HBD, optimize logD)

RIPK2 hWB CLND  Chrom  CLix CLint

13 OO 75000 791008 97 43 ND ND |
14 TO)E 691006 504005 304 42 L7 055 0 - = ok e o

15 W0 801006 81:012 170 39 <04 064 25 30 35 40 45 S50 S5 60 65 70
Chromatographic LogD

Mia et al. J. Med. Chem.
2021, 64, 12978.

F .
RIPK1 Cpnd s plCso pICso Sol.  logD7s Human  Rat
IAP 7 OO 681001 724010 >429 3.6 3.07 0.84 600 Consuanes [RYEEITY
0 Linker Solubility
HN N o S
’% RV, M 8 “OHKOK 804007 764006 51 46 248 <046 £ 00— —gui > {7 pec Linker [FRROT
H s-.O QAS i—\_C N o = ", + —
m 5 o 9 HYE 742002 782005 34 48 222 06l 2 ol ot @ f(l_
= O,'S‘“ 10 OO 75:00 854017 14 52 364 066 § ) &
300 N 5
EXF R o 4 & !
~NH 1 O 66:002 771005 5311 42 074 048 2 ) o & ©
12 OO 812006 871005 154 40 127 078 g 200 = (r% ™
T
g i
100 o s 060 "5

16 OHE 684004 78205 271 40 05T <046
17 WO 794004 884009 180 37 068 072




Dual-PROTACs

Ubiquitination
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7. Protac : études cliniques

Prostate Cancer

The 2" most prevalent cancer in men

@E,
:,<< \”/ O\o/\/\/\o/\/\o/\rr"\/ll\ V°

ARV-110




7. PROTAC : études cliniques

Prostate cancer is the second leading cause of cancer death in men in the U.S. (~*160k diagnosed/yr1);

DHEA Testosterone

% T % “ 3 O - production

Abiraterone

* Downstream PSA

* Disease progression

Enzalutamide

Androgen Receptor (AR) Activity Drives
Prostate Cancer?

* Current agents work by decreasing androgen levels
(abiraterone) or blocking androgen binding to AR

(enzalutamide)

» 15-25% of patients do not respond to abiraterone or
enzalutamide (intrinsic resistance)

1. American Cancer Society
2. DHEA, dehydroepiandrosterone; DHT, dihydrotestosterone; AR, androgen receptor; ARE, androgen response element; Prostate Specific Antigen (PSA)

L

Acquired Resistance Mechanisms to
Abiraterone and Enzalutamide

* AR gene amplification (40-60% of patients)

* AR gene enhancer amplification (>70% of patients)
* AR point mutations (~15% of patients)

* Intra-tumoral androgen production




7. PROTAC : études cliniques

Ligand RA: . -
Dérivé de enzalutamide  Ligand de la protéine VHL

ARV-110 est un agent PROTAC de
dégradation de la protéine concu en vue de
la dégradation sélective du récepteur des
androgénes (RA).

en cours de développement dans le
traitement du cancer de la prostate
résistant a la castration métastatique
(CPRCm).

ARV-110

Le premier PROTAC est entré en essai clinique au début de 2019.




7. PROTAC : études cliniques

. N N F
Tumor Growth Inhibition in an Enzalutamide- F/ﬁij T @;rﬂ\
Resistant VCaP Xenograft Model w 0

Enzalutamide
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0 In vivo mouse xenograft model of acquired
0 4 7 1 14 18 21 25 28 enzalutamide resistance

Days of Treatment

PO = per os ; qd = once a day




1- Introduction

2- Protéasome : cible thérapeutique
3- Protéasome : structure et fonctions
4- Inhibiteurs du protéasome

5- Conception rationnelle de principes actifs :

une approche inédite qui cible la dégradation des protéines :
Proteolysis-Targeting Chimera Protein Degraders (PROTAC)

6- PROTAC Cases studies
7- Protac : études cliniques
8- Outils en ligne

9- Conclusion




8. Outils en ligne

€

Active Degraders
TAG Degradation

Platform

Degrader Building

Blocks Custom Degrader
Services

&l

s

Ubigquitin
Proteasome

- Assay for Protein
System Proteins

Degradation

https://www.tocris.com/product-type/targeted-protein-degradation




8. Outils en ligne

View PROTAC®
+ @& 1. E3 Ligand + exit vector - select one from the list

° Thalidomide 4'-ether m view structure
O Thalidomide 4'-oxyacetamide m view structure
O Thalidomide 5-amine m view structure
O Lenalidomide 4° m view structure
O Pomalidomide 4' m view structure
O A 410099.1 amide m view structure
O VH 032 phenol m view structure
O VH 032 amide m view structure
O VH 101 phenol m view structure
O LCL 161, phenol m view structure



https://www.tocris.com/protac-panel-builder?utm_source=chemistry-world&utm_medium=email&utm_campaign=protacs-panel-builder-8-12-20&utm_term=&utm_content=main-cta

8. Outils en ligne

View PROTAC®

+ @ 1. E3 Ligand + exit vector = selsci one from the list

+ Q 2. Linker - select as many Linkers as you would like from the list

I:‘ PEG1
[ ] eec2
I:‘ PEG3
PEG4
PEGS
PEG6
[ ] alkyic1
| ] alkylc2
[ ] alkyic3
[ ] alkylca
alkylCs
|| alkyice
|| alkylc7
|| alkyics
| ] alkylcs
|| alkylc10




8. Outils en ligne

View PROTAC®

+ & 1. E3 Ligand + exit vector - select one from the list

+ 0 2. Linker - select as many Linkers as you would like from the list

+ o 3. Functional Group (reactive handle on Linker for onward chemistry) - select one from the list

amine
acid
alkyne
azide

alcohol

OO000




8. Outils en ligne

View PROTAC®

+ @& 1. E3 Ligand + exit vector - select one from the list

+ Q 2. Linker - select as many Linkers as you would like from the list

+ G 3. Functional Group (reactive handle on Linker for onward chemistry) - select one from the list

+ & 4. Quantity Required

‘ 50 ‘ ‘mg v




8. Outils en ligne

S e e

PEG4 Thalidomide 4'-ether-PEG4-amine PEGE Thalidemide 4'-ether-PEGE-amine

PEGS Thalidomide 4"-sther PEGE-amine alkylC5 Thalidomide 4'-ether-alkylC5-amine

y
O ™0 o o
D™ 0™
D g ;
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Conclusion : Pourquoi administrer les PROTACs ?

e La dégradation d'une protéine constitue une
approche pharmacologique, alternative a
I'inhibition de l'activité enzymatique.

- Effet pharmacologique prolongé,
méme apres élimination du PA.

* Nouvelle approche pour des cibles “undruggable” Improving
- Une sonde d'affinité est seulement nécessaire pour les protéines U::r:z::i‘ﬁw Sy
ou le site fonctionnel est absent.
Reducing
 Potentiel catalytique pour une puissance élevée / o
. Overcoming
falble dose Resistance Improving

- Des problémes de formulation et de toxicité surviennent Selertivity

souvent avec les inhibiteurs classiques a fortes doses.

®®
PROTAC B~
* Grande sélectivité fonctionnelle par rapport a celle oo
de l'inhibiteur correspondant.




Protac-Induced Protein Degradation in Drug Discovery: Breaking the Rules
or Just Making New Ones? J. Med. Chem. 2018, 61, 2444-452.
https://doi.org/10.1021/acs.jimedchem.7b01272

PROteolysis TArgeting Chimeras (PROTACs) — Past, present and future.
Drug Discovery Today: Technologies, 2019, 31, Pages 15-27
https://doi.org/10.1016/j.ddtec.2019.01.002

PROTAC-induced BET protein degradation as a therapy for castration-
resistant prostate cancer. Proceedings of the National Academy of Sciences
2016, 113 (26), 7124-7129.

https://doi.org/10.1073/pnas.1521738113

NEWS - 06 MARCH 2019

. . . . nawure
First targeted protein degrader hits the clinic REVIEWS BTN
New therapeutics that harness cellular machinery to degrade targets are entering clinical
trials, led by a PROTAC anticancer candidate developed by Arvinas. Nature Reviews Drug Discovery 18, 237-239 (2019)

PROTACs to Address the Challenges Facing Small Molecule Inhibitors
Eur. J. Med. Chem. 2020 https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2020.112993



https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.7b01272
https://doi.org/10.1016/j.ddtec.2019.01.002
https://doi.org/10.1073/pnas.1521738113

Merci de votre attention

)
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