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La technologie PROTAC

Une approche thérapeutique prometteuse

en oncologie
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> Au cours des derniéres décennies, des
progrés remarquables ont été accomplis
dans la lutte contre le cancer grce aux
thérapies ciblées avec le développement
des inhibiteurs de kinases et plus récem-
ment des inhibiteurs de points de contrdle
immunitaire. Bien que tres efficaces pour
contrdler la croissance ou la progression
des tumeurs, ces thérapies se heurtent
sur le long terme a des phénomeénes de
résistance des cellules cancéreuses qui
induisent des rechutes chez les patients.
Une alternative innovante a ces straté-
gies anti-cancer repose sur la dégradation
ciblée de protéines d’intérét et non sur leur
inhibition, et ce, grdace a la technologie
PROTAC (proteolysis-targeting chimera)
développée des 2001 par le laboratoire de
C. Crews et R.J. Deshais [1].
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permettant la dégradation ciblée de
protéines d’intérét (Pl). Elle est compo-
sée d’un ligand spécifique de la protéine
d’intérét, relié par un linker a un ligand

1 La molécule PROTAC est composée 1) d’un ligand de la
protéine d’intérét, souvent une petite molécule inhibitrice qui
a déja été développée par ailleurs et a montré une efficacité
in vitro et in vivo contre la protéine d’intérét, et que 'on va
utiliser pour construire cette molécule PROTAC ; 2) d’un ligand
du complexe €3 ligase (la pomalidomide par exemple, ligand
de I'€3 ligase Cereblon). Ces deux ligands (I’un spécifique de
la protéine d’intérét, I'autre de I'€3 ligase) vont alors étre
reliés entre eux par un linker dont la nature chimique est
importante pour améliorer la stabilité de la molécule PROTAC,
sa bio-disponibilité et sa perméabilité cellulaire.

spécifique d’une €3 ligase. Une partie
de la molécule PROTAC se lie donc a la
protéine cible alors que I'autre partie
recrute le complexe ubiquitine ligase
€3. Cette proximité entre I'ubiquitine
ligase et la protéine cible facilite alors
la polyubiquitination de cette derniére
et sa dégradation par le systeme UPS
(ubiquitin proteasome system) (Figure 1)
[1].

Différents types de molécules PROTAC
ont été développés. Concernant la nature
du ligand spécifique de la protéine d’in-
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Figure 1. Principe de la dégradation ciblée de protéines par la technologie PROTAC. (1) Entrée de la molécule PROTAC dans la cellule. (2) Formation

du complexe ternaire : une extrémité du PROTAC se lie spécifiquement au complexe €3 ligase tandis que I'autre extrémité se fixe spécifiquement

a la protéine ciblée par le PROTAC. (3) Recrutement de I’enzyme €2 chargée en ubiquitine par le complexe €3 ligase. (4) Ubiquitination de la pro-

téine d’intérét par I’enzyme €2. (5) Dégradation par le protéasome de la protéine cible ubiquitinylée. (6) Séparation du complexe €3 ligase et de

I’enzyme €2, et recyclage de la molécule PROTAC.

térét, on retrouve les PROTAC a base
de petites molécules inhibitrices qui
nécessitent la présence de poches de
liaison relativement profondes sur la Pl,
mais aussi, plus récemment, des PRO-
TAC a base de peptides spécifiques de
la PI, nommés p-PROTAC. Ces derniers
présentent une plus forte spécificité et
induisent des taux de dégradation de
la PI plus élevés que les PROTAC a base
de petites molécules, mais ont une per-
méabilité membranaire et une stabilité
cellulaire plus faibles [4]. Concernant
le recrutement du complexe €3 ligase, la
plupart des PROTAC utilisent des ligands
spécifiques d’une des €3 ligases ubi-
quitaires suivantes : Von Hippel-Lin-
dau (VHL), Cereblon (CRBN), ou encore
Mouse Double Minute 2 (MDM2) [1].

€n paralléle, des molécules PROTAC uni-
verselles ont également été dévelop-
pées. Leur intérét est de pouvoir cibler
n’importe quelle Pl préalablement éti-
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quetée par génie génétique, la molé-
cule PROTAC universelle reconnaissant
I’étiquette et non la Pl elle-méme. Les
deux systémes PROTAC universels les
plus utilisés sont les systemes HaloPRO-
TAC et dTAG. Ils permettent de répondre
a des questions biologiques, mais ils
ne peuvent étre utilisés comme agents
thérapeutiques pour le traitement des
maladies, contrairement aux PROTAC
décrits précédemment [1].

La technologie PROTAC : de multiples
avantages pour invalider une cible

Le systeme PROTAC est une véritable
révolution pour I'invalidation d’une
cible thérapeutique puisqu’il permet de
détruire la Pl au lieu de I’inhiber, contrai-
rement aux thérapies ciblées actuelle-
ment utilisées en clinique. Les molécules
inhibitrices utilisées en cancérologie
fonctionnent selon un modeéle «occu-
pancy-driven », I’inhibition s’arrétant

des lors que le traitement est stoppé.
Le premier avantage du PROTAC réside
dans son mode de fonctionnement qui
repose sur un « event-driven model »,
c’est-a-dire que la dégradation de la
Pl a lieu méme apres la dissociation du
complexe PROTAC-PI [2]. Ainsi, une seule
molécule PROTAC peut participer a la
dégradation de plusieurs molécules de
la PI. Une trés faible quantité de PROTAC
est requise pour la destruction des PI
nouvellement synthétisées. Le second
avantage du systeme PROTAC réside dans
la diversité des ligands (peptide ou petite
molécule inhibitrice) pouvant étre utili-
sés pour cibler la P, permettant ainsi de
dégrader des Pl diverses et variées [3].
D’ailleurs, il est désormais possible de
cibler des protéines jusqu’ici considé-
rées comme « undruggable », telle que
la protéine RAS mutée, qui joue un réle
central dans la prolifération incontrolée
des cellules cancéreuses. Il est également
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envisageable de cibler des facteurs de
transcription comme le proto-oncogene
c-MYC par exemple, dont Iinhibition
pharmacologique est complexe en raison
de I'absence de site catalytique [3]. Plus
généralement, cette stratégie représente
un avantage pour cibler les protéines
non enzymatiques (et donc plus difficiles
a inhiber d’un point de vue pharma-
cologique) qui jouent un rdle dans les
processus tumoraux (« scaffolding pro-
teins », ubiquitine ligase c-Cbl, facteurs
de transcription, etc.) [4].

Par ailleurs, une difficulté de taille dans
les traitements anti-cancéreux actuels est
de lutter contre la résistance aux théra-
pies induite par une adaptation des cel-
lules cancéreuses a long terme. avantage
majeur du systeme PROTAC est de limiter
cette résistance en détruisant de maniere
efficace et durable les protéines surexpri-
mées, premier mécanisme de résistance.
Les propriétés pharmacocinétiques des
molécules PROTAC sont également un
atout : leur action est rapide (quelques
heures aprés I’injection), stable et
durable (plusieurs semaines in vivo) [5].
’avantage majeur par rapport d une thé-
rapie ciblée au moyen d’anticorps mono-
clonaux humanisés est que les molécules
PROTAC ont démontré une importante
biodisponibilité orale et une bonne péné-
tration tissulaire [2].

Des essais prometteuts in vitro et chez
’animal

Plusieurs résultats prometteurs in vitro
et en pré-clinique permettent d’attes-
ter de la pertinence de I'utilisation de
cette nouvelle technologie. &n effet, de
récentes études menées avec des PROTAC
ciblant différentes protéines mutées de
la voie de signalisation RAS/RAF/MEK/
€RK ont témoigné de leur efficacité.

C’est le cas notamment du PROTAC LC-2,
le premier PROTAC a cibler I’oncogéne
KRAS®'C endogene, retrouvé dans 50 % des
adénocarcinomes pulmonaires possédant
la mutation G12C de KRAS. LC-2 combine
un ligand du complexe VHL-€3 ligase et le
ligand MRTX849, un inhibiteur covalent de
KRASEIZC, Cet inhibiteur MRTX849 a montré
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une efficacité dans des essais cliniques
mais a court terme seulement, puisqu’une
résistance adaptative et une réactivation
de la voie de signalisation RAS/RAF/MEK/
€RK ont été observées lors de ces essais.
Une dégradation maximale de KRAS®!2C
a pu étre observée a une concentration
faible (2,5 M) du PROTAC LC-2 avec une
forte sélectivité dans différentes lignées
tumorales homo- et hétérozygotes pour
la mutation KRAS G12C. Cette dégradation
rapide et stable est maintenue jusqu’a 72 h
(durée maximale testée) et n’entraine pas
de ré-expression du géne KRASCC €lle
permet ainsi une atténuation prolongée
de la voie de signalisation, contrairement
a un traitement avec 'inhibiteur MRTX849
seul [6].

Une autre molécule PROTAC, le SJF-
0628, a également fait ses preuves
in vitro pour le ciblage du mutant
constitutif actif V600E de la protéine
kinase BRAF, un oncogene dont I'im-
plication n’est plus a démontrer dans
les cancers humains, et notamment
dans le mélanome cutané. Dans cette
stratégie thérapeutique, le ligand de
BRAFV600E présent sur le PROTAC cor-
respond au Vemurafenib, un inhibi-
teur spécifique du mutant V600€E. Cet
inhibiteur, utilisé seul dans le cadre
de thérapies ciblées, est tres efficace
mais finit par générer des résistances
a long terme [7]. Afin d’éviter ces
derniéres, la molécule PROTAC SJF-
0628 a été développée pour permettre
la dégradation spécifique de toutes
les formes mutantes du gene BRAF,
tout en épargnant la forme WT.

Il'a été démontré dans un modele
murin de xénogreffe de cellules de
mélanome BRAF'®%¢ humaines que
"administration de 100 nM de SJF-0628
pendant 3 jours, induit une dégrada-
tion presque compleéte de BRAF/600€ qy
sein de la tumeur dés 4 h de traite-
ment, et se prolongeant jusqu’a 72 h.
Le SJF-0628 a également été testé en
administration quotidienne pendant
10 jours dans un modéle de xénogreffe
de cellules de mélanome portant
cette fois la mutation BRAF G469A.

Une réduction tumorale significative
a alors pu étre observée. Ce candidat
PROTAC pourrait donc étre utile pour
réduire la croissance tumorale médiée
par toutes les mutations oncogéniques
de BRAF et pas seulement la mutation
V600E, tout en présentant une toxicité
minime pour I’organisme [8].

Les BET-PROTAC qui induisent la dégra-
dation des BET (bromodomain and extra-
terminal domain), activateurs de la
transcription d’oncogénes et dont fait
partie BRD4, ont également été dévelop-
pés comme stratégie thérapeutique dans
le cancer du sein triple-négatif (TNBC).
Les BET-PROTAC MZ1 et ARV-825 ciblant
BRD4 ont montré une efficacité impor-
tante sur la prolifération tumorale et sur
I’induction de I'apoptose de lignées cellu-
laires de TNBC sensibles ou résistantes aux
inhibiteurs de BET (BETi). Ces molécules
thérapeutiques induisent également une
diminution de la croissance tumorale dans
un modele in vivo de souris xénogreffées
avec des cellules résistantes aux BETI.
Ces BET-PROTAC sont d’autant plus inté-
ressants que BRD4 est un acteur retrouvé
également dans d’autres types de cancers,
dont les leucémies myéloides aigués et les
cancers de la prostate [9].

Un passage clinique en bonne voie

La technologie PROTAC fait I'objet d’essais
cliniques dans le traitement de divers
cancers. L'un des premiers PROTAC a avoir
franchi le cap des essais cliniques est
’ARV-110 (Bavdegalutamide), actuelle-
ment en phase Il dans le traitement du
cancer de la prostate métastatique résis-
tant a la castration. Ce PROTAC s’attaque
au récepteur aux androgénes (AR), facteur
clé dans I'évolution du cancer et cible
actuelle des traitements d’hormonothéra-
pie. €n pré-clinique, une meilleure inhibi-
tion de la progression tumorale comparé a
I’enzalutamide, un inhibiteur classique des
AR, avait été démontrée en présence de
I’ARV-110. Dans I’étude clinique de phase
[/11 avec I’ARV-110, une diminution des
niveaux d’antigéne spécifique de la pros-
tate (PSA) a été observée de méme qu’une
réduction tumorale chez les patients pré-



PROTAC Cible
ARV-110 AR
ARV-471 ER
AC682 ER
ARV-766 AR
CC-94676 AR
DT2216 BCL-xI
FHD-609 BRD9
KT-413 IRAK4
KT-333 STAT3
NX-2127 BTK
NX-5948 BTK

Type de cancer ciblé
Cancer de prostate

Cancer de sein

Cancer de sein

Cancer de prostate

Cancer de prostate

Phase clinique

Hémopathies malignes et tumeurs solides récidivantes/réfractaires |

Sarcome synovial

Lymphome diffus a grandes cellules B (mutant MyD88) I

Hémopathies malignes et tumeurs solides récidivantes/réfractaires |

Lymphome a cellules B

Lymphome a cellules B

Tableau 1. Molécules PROTAC en essai clinique pour le traitement de divers cancers. AR : Androgen Receptor, ER: Estrogen Receptor, BCL-xI : B-cell

lymphoma-extra large, BRD9 : Bromodomain-containing protein 9, IRAK4 : interleukin-1 receptor-associated kinase 4, STAT3 : signal transducer

and activator of transcription 3, BTK : Burton’s tyrosine kinase.

sentant les mutations T878X et/ou H875Y
du récepteur aux androgénes [10].

Un autre PROTAC, le ER-PROTAC ARV-471,
est, quant a lui, en essai de phase Il pour
le traitement du cancer du sein métas-
tatique ER+/HER2-. Les études cliniques
de phase | ont montré une innocuité de la
molécule PROTAC mais surtout une acti-
vité anti-tumorale. €n effet, 'analyse des
biopsies tumorales a montré que I’ARV-471
dégradait jusqu'a 89 % le récepteur des
oestrogeénes (ER). De plus, cette molé-
cule PROTAC a démontré 40 % d’effets
cliniques bénéfiques chez les patientes
traitées, avec rémission partielle pour 3
d’entre elles. Il est a présent également
envisagé d’évaluer I'effet d’une thérapie
combinée avec le palbociclib, un inhi-
biteur de CDK4/6, et donc inhibiteur de
la prolifération cellulaire, dans I’espoir
d’observer un effet synergique (https://
clinicaltrials.gov/study/NCT04072952). Ces
deux exemples de molécules PROTAC ne
sont cependant pas les seules a étre en
essai clinique : il existe d’autres candidats
actuellement en phase | pour le traitement
de différents cancers, présentés dans le
Tableau I [11].
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La technologie PROTAC présente un
grand nombre d’avantages par rapport
aux thérapies ciblées anti-cancer et
a su faire ses preuves in vitro, mais
surtout in vivo chez ’lhomme. Les pers-
pectives d’améliorations des PROTAC
concernent la possibilité de controler
leur activation, de les coupler avec des
anticorps monoclonaux afin d’atteindre
une encore plus grande spécificité, ou
encore de s’affranchir d’une perméabi-
lité limitée dans certains cas, en assem-
blant directement la molécule PROTAC a
Pintérieur de la cellule (in-cell CLIPTAC)
[12]. Dans un premier temps, ils repré-
sentent un réel espoir pour les patients
atteints d’un cancer du sein ou de la
prostate et pourraient bientot arriver
sur le marché, tout en restant relative-
ment abordables par rapport au cofit
élevé des thérapies ciblées. ¢

PROTAC technology: a promising
approach in oncology
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