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SAZETAK

Cilj istrazivanja:

Cilj ovog specijalistickog rada je provesti sustavan pregled saznanja o ciljanoj razgradnji proteina
(TPD) kao novom terapijskom modalitetu. U radu su opisani molekularni principi TPD-a, dan je
pregled razvoja molekula degradera te klinic¢kih ispitivanja degradera. Detaljno su obradeni
razliciti pristupi ciljanoj razgradnji proteina koji iskoriStavaju: UPS (kimere koje usmjeravaju
ciljanu proteolizu (PROTAC), molekulska ljepila, selektivni degraderi estrogenih receptora
(SERD), selektivni degraderi androgenih receptora (SARD) i dr.) i lizosomski put (kimere koje
usmjeravaju lizosomsku proteolizu (LYTAC), PROTAC-i temeljeni na protutijelima (AbTAC),
kimere koje usmjeravaju autofagiju (AUTAC, ATTEC i AUTOTAC) i dr.). Opisane su prednosti i
mane TPD-a, mehanizam djelovanja degradera formiranjem ternarnog kompleksa, dizajn
degradera, te optimiranje farmakokinetickih (PK) i farmakodinamickih (PD) svojstava degradera

za oralnu primjenu.

Materijali i metode:

Za izradu ovog specijalistickog rada koriSteni su originalni znanstveni radovi, stru¢ni i pregledni
radovi te ostala znanstvena 1 strucna literatura na engleskom jeziku koja obuhvaca informacije o
tehnologiji TPD. Podaci su dobiveni pretrazivanjem bibliografskih baza podataka PubMed i

Science Direct te baze podataka klinickih ispitivanja (clinicaltrials.gov).

Rezultati:

Provedeno istraZivanje rezultiralo je sustavnim pregledom trenutnih saznanja o TPD-u. U ovom
specijalistickom radu detaljno su opisane razliCite vrste molekula degradera (PROTAC-i,
molekulska ljepila, destabilizacijske domene i destabilizatori — SERD i SARD te oznake za
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razgradnju, LYTAC, AbTAC, AUTAC, ATTEC, AUTOTAC, saperonom posredovana autofagija
(CMA) idr.) te je opisan njihov mehanizam djelovanja, prednosti i mane. Detaljno je opisan razvoj
PROTAC-a. Posebno je objasnjeno nastajanje ternarnog kompleksa i pojam kooperativnosti te
dizajn, sinteza i evaluacija bioloSkog djelovanja PROTAC-a. Opisana su farmakokineticka
svojstva PROTAC-a te njihova optimizacija. Dan je pregled aktivnih klinic¢kih ispitivanja i opis

PROTAC-a, molekulskih ljepila i SERD-ova.

Zakljucak:

Koncept TPD-a inovativna je terapijska strategija koja je posljednjih godina iznimno aktualna u
farmaceutskoj industriji i akademskoj zajednici. Trenutno se u klinickim istrazivanjima nalazi vise
od 30 molekula degradera. Uspjesne studije faza I i II klinickih ispitivanja ve¢ su dokazale da se
PROTAC-i mogu uspjesno optimizirati za primjenu kod ljudi. Pojavom degradera otvorila se
mogucénost djelovanja na mete koje su tradicionalnim lijekovima bile nepristupacne, $to je posebno
obecavajuce za lijeCenje raka, autoimunih i1 neurodegenerativnih bolesti. U narednim godinama
sigurno ¢emo svjedociti razvoju novih kandidata za klinicka ispitivanja, koji bi mogli donijeti

znacajne napretke u medicini.
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SUMMARY

Objectives:

The aim of this research is to systematically review existing literature on targeted protein
degradation (TPD) as a new therapeutic modality. The paper explains the molecular principles of
TPD, discusses the development of degraders, and provides an overview of degraders in clinical
trials. It explores various approaches to targeted protein degradation, including those that utilize
the ubiquitin-proteasome system (proteolysis targeting chimeras (PROTACs), molecular glues,
selective estrogen receptor degraders (SERDs), selective androgen receptor degraders (SARDs))
and the lysosomal pathway (lysosome targeting chimeras (LY TACs), antibody-based PROTACs
(AbTAC:S), autophagy-targeting chimeras (AUTAC, ATTEC, and AUTOTAC, etc.). The thesis
covers the advantages and disadvantages of TPD, the mechanism of action of degraders through
ternary complex formation, degrader design, and optimization of pharmacokinetic and

pharmacodynamic properties of orally available degraders.

Materials and methods:

The thesis was written using original scientific and review articles, professional papers, and other
scientific and professional literature in English containing information on TPD technology. The
data was gathered by searching bibliographic databases such as PubMed and ScienceDirect, as

well as the clinical trials database (clinicaltrials.gov).

Results:

The conducted research resulted in a systematic review of current knowledge about TPD. This
thesis discusses different types of degrader molecules (PROTACs, molecular glues, destabilizing

domains, and destabilizers — SERD and SARD, as well as degradation tags, LYTACs, AbTACs,
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AUTACSs, ATTECs, AUTOTAC S, chaperone-mediated autophagy (CMA). Each type is described
in detail, including their mechanisms of action, advantages, and disadvantages. The text provides
a detailed explanation of the development of PROTAC:S, including ternary complex formation and
cooperativity, design, synthesis, and biological evaluation. It also discusses the pharmacokinetic
properties of PROTACs and their optimization. It provides lists and descriptions of PROTACs,

molecular glues, and SERDs in active clinical trials.

Conclusion:

TPD is an innovative therapeutic strategy that has gained significant attention in the
pharmaceutical industry and the academia in recent years. Currently, over 30 degraders are
undergoing clinical trials. Successful Phase I and II trials have already demonstrated that
PROTAC: can be effectively optimized for human use. The emergence of degraders has opened
up the possibility of targeting previously undruggable proteins, which holds great promise for the
treatment of cancer, autoimmune and neurodegenerative diseases. It is anticipated that new clinical
candidate degraders will emerge in the upcoming years, potentially leading to significant

advancements in medicine.
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1. Uvod i pregled podrudja istrazivanja

Ljudski genom ¢ini oko 20 000 gena koji kodiraju proteine (1). Razvojem proteomike i genomike
otkriveno je da je hipoteza ,,jedan gen—jedan protein“ prejednostavna te se danas procjenjuje da
ljudski proteom cini izmedu 80 000 i 400 000 proteina (2). Tijekom svog Zivota, proteini se
sintetiziraju, stupaju u interakcije s drugim proteinima ili malim molekulama te u konacnici umiru.
Svi ovi procesi u stanici strogo su regulirani i koordinirani. Malim molekulama, kao §to su lijekovi
ili kemijske probe, moZemo utjecati na Zivot proteina u stanici, a time i na zivote pacijenata.
Medutim, samo 20-25 % ukupnog proteoma cine proteini ,,na koje se moZze djelovati‘
tradicionalnim lijekovima, malim molekulama (engl. druggable). Takvi proteini imaju dobro
definirano vezno mjesto na koje se velikim afinitetom vezu male molekule, kao §to su inhibitori
enzima ili agonisti/antagonisti receptora. Znacajno ve¢i udio ljudskog proteoma (oko 80 %) €ine
proteini koji su tradicionalno smatrani proteinima ,,na koje se ne moze djelovati“ malim
molekulama (engl. undruggable) zbog njihovog Sirokog i plitkog podrucja vezanja liganada. Takvi
proteini su primjerice transkripcijski faktori 1 konstrukcijski (engl. scaffold) proteini koji stupaju
u protein-protein interakcije (PPI) i/ili ¢ine viSeproteinske komplekse (3,4). Upravo proteini ,,na
koje ne moZemo djelovati® predstavljaju velik izazov u razvoju novih lijekova jer mnogi klju¢ni

patoloski proteini nisu mete tradicionalnih lijekova.

Razvijene su razlicite tehnologije molekularne biologije koje mogu smanjiti ekspresiju specifi¢nih
proteinskih meta. Medu njima su najznacajniji antisense oligonukleotidi i interferiraju¢e RNA koje
ukljucuju upotrebu nukleotida. Iako predstavljaju vrlo koristan i mocan alat u temeljnim
istrazivanjima, razvoj lijekova koji se temelje na ovim tehnologijama oteZan je zbog njihove

ograni¢ene bioraspolozivosti 1 znacajnog djelovanja na ne-ciljne proteine. CRISPR/Cas9



tehnologija uredivanja genoma posebno je mocan istrazivacki alat. Medutim, za utiSavanje gena

potrebna je geneticka manipulacija Sto znacajno ogranicava primjenu ove tehnologije u klinici.

Za razliku od prethodno opisanih tehnologija, ciljana razgradnja proteina (engl. fargeted protein
degradation, TPD) tzv. molekulama degraderima, poput kimera koje usmjeravaju ciljanu
proteolizu (engl. proteolysis targeting chimeras, PROTACs) i molekulskih ljepila, potice
razgradnju proteina na posttranslacijskoj razini (5). TPD je inovativna terapijska strategija sa
sposobnosc¢u prosirenja kemijskog prostora lijekova na dio proteoma ,,na koji se ne moze
djelovati* tradicionalnim pristupima. TPD iskoriStava stanicne mehanizme za razgradnju proteina,
ubikvitin-proteasomski sustav (UPS) ili lizosomsku proteolizu, te na taj nalin kontrolira
koncentraciju ciljnog proteina (engl. protein of interest, POI) (6). Za razliku od klasi¢nog pristupa
u otkricu i razvoju novih lijekova kojim se nastoje razviti male molekule visokog afiniteta prema
POI koje modificiraju njegovu aktivnost, kod TPD-a je dovoljno da se degraderi samo veZu na
POI kako bi usmjerili njegovu razgradnju pri ¢emu snazna inhibicija mete nije potrebna (7).
Drugim rije¢ima, mehanizam djelovanja degradera temelji se na odredenom dogadaju (engl. event-
driven pharmacology) — razgradnji proteina koju degraderi poticu i tako reguliraju koncentraciju
POl-a, dok se mehanizam djelovanja tradicionalnih lijekova zasniva na zauzetosti veznog mjesta
(engl. occupancy-driven pharmacology). Osim §to imaju terapijski potencijal, degraderi su i
vrijedni alati u kemijskoj biologiji, tzv. kemijske probe, za validaciju i dublje razumijevanje

funkcije proteina i stani¢nih putova (8).

Koncept ciljane razgradnje proteina posljednjih godina iznimno je aktualan u farmaceutskoj
industriji 1 akademskoj zajednici te se trenutno u klini¢kim ispitivanjima nalazi vise od 30

molekula degradera.



1.1. Razgradnja proteina u eukariotskim stanicama

Homeostaza proteina (proteostaza) kljucna je za normalno funkcioniranje stanica i obuhvaca
procese od sinteze do razgradnje proteina. Razgradnja proteina esencijalan je proces odrzavanja
stani¢ne proteostaze jer se njome regulira koncentracija nezeljenih ili pogreSno smotanih proteina.
Poremecaji u ovim visoko reguliranim i koordiniranim procesima mogu dovesti do nakupljanja
takvih patoloskih proteina te razvoja i progresije razlicitih bolesti kao §to su rak, dijabetes,
autoimune, neurodegenerativne i kardiovaskularne bolesti (9). Vremena poluZivota proteina u
stanici znacajno se razlikuju i mogu iznositi od nekoliko minuta do nekoliko dana, a razlicite brzine
razgradnje proteina vazan su aspekt regulacije stani¢nih procesa. Mnogi proteini kratkog vremena
poluzivota djeluju kao regulatorne molekule (npr. transkripcijski faktori), a brza sinteza i
razgradnja ovih proteina nuzna je radi odgovora na vanjske podrazaje (10). IskoriStavanje stani¢nih

puteva razgradnje proteina za TPD zahtijeva razumijevanje ovih puteva na molekulskoj razini.

U eukariotskim stanicama postoje dva glavna puta razgradnje proteina: ubikvitin-proteasomski
sustav (UPS) koji je primarni put razgradnje unutarstani¢nih proteina i alternativni put autofagija

1 lizosomska proteoliza kojom se uglavnom razgraduju izvanstani¢ni proteini i stani¢ni organeli

(10).

1.1.1. Ubikvitin-proteasomski sustav (UPS)

U sredistu UPS-a je ubikvitin (Ub), visokoocuvani polipeptid kod svih eukariota (kvasaca,
zivotinja 1 biljaka). Ub je izgraden od 76 aminokiselina, koji tijekom posttranslacijskih
modifikacija selektivno oznacCava proteine za razgradnju ili modulaciju njihove funkcije. Proteine

obiljezene poliubikvitinskim lancem prepoznaje i razgraduje 26S proteasom (10,11).



Ubikvitinacija ili oznacavanje proteina Ub-om (Slika 1A) slozen je proces koji se odvija u vise
koraka medusobno uskladenih djelovanjem ubikvitiniraju¢ih enzima: enzima koji aktivira Ub
(E1), enzima koji konjugira Ub (E2) i Ub ligaze (E3) (11). U prvom koraku aktivira se Ub uz
utrosSak adenozin-trifosfata (ATP) vezanjem karboksilne skupine na C-kraju Ub-a s tiolnom
skupinom cisteina enzima E1 pri ¢emu nastaje tioesterska veza. Zatim se transtioesterifikacijom
Ub prenosi na tiolnu skupinu cisteinskog ostatka u aktivnom mjestu enzima E2. Konacno se
ubikvitinacija dogada kada E3 ligaza istovremeno veze supstratni protein i enzim E2
tioesterificiran Ub-om dovode¢i ih na taj nacin blizu kako bi se Ub mogao prenijeti izravno ili
preko E3 na supstrat. Ubikvitinacijom supstratnog proteina nastaje izopeptidna veza izmedu
karboksilne skupine Ub-a 1 g-amino skupine lizinskog ostatka supstrata ili njegovog N-kraja.
Monoubikvitinirani supstrat moze disocirati s E3 ligaze, dodatno se ubikvitinirati pri ¢emu moze
nastati poliubikvitinski lanac ili deubikvitinirati uz kataliticki uc¢inak deubikvitiniraju¢ih enzima
(DUB) (11,12). Vrste Ub-lanaca odreduju sudbinu supstratnih proteina, $to se oznacava pojmom
,ubikvitinski kod* (13). Poliubikvitinski lanac sastavljen od barem cetiri molekule Ub-a,
povezanih medusobno preko ostataka Lys48, oznaCava unutarstanicne proteine za razgradnju
putem 26S proteasoma (Slika 1B), ali razgradnja proteina putem proteasoma dogada se 1 u
slucajevima kada je Ub vezan preko Lysll ili Lys29 supstrata (13). S druge strane,
monoubikvitinirani proteini i neke vrste poliubikvitinskih lanaca (npr. Ub-i povezani preko Lys63)
uglavnom modificiraju funkciju supstratnog proteina ili usmjeravaju lizosomsku proteolizu
(11,12). E3 ligaza je ujedno odgovorna za selektivno uparivanje supstratnog proteina i E2 te
katalizu prijenosa Ub-a na supstratni protein. Strukturni motivi koji E3 ligaze prepoznaju na

supstratnom proteinu nazivaju se ,,degroni‘ te za ve¢inu E3 ligaza jo§ uvijek nisu otkriveni (14).



o Ubikvitinacija

Ubikvitin (Ub)

PPi +

Proteasom

Slika 1. Ubikvitin-proteasomski put razgradnje proteina (kreirano u BioRender.com, prilagodeno prema (11)). Ub — ubikvitin; ATP —
adenozin-trifosfat; AMP — adenozin-monofosfat; PPi — pirofosfat; E1 — enzim koji aktivira Ub; E2 — enzim koji konjugira Ub; E3 — Ub
ligaza;, RING — RING (engl. really interesting new gene) tip E3 ligaze; HECT — tip E3 ligaze homologan C-kraju proteina povezanog s

E6 (engl. homologous to the E6-assocoiated protein carboxyl terminus); RBR — RBR (engl. RING-in between-RING) tip E3 ligaze.



Eukariotski 26S proteasom (Slika 2) je veliki, viSepodjedini¢ni unutarstani¢ni proteazni kompleks
izgraden od srediSnje Cestice 20S bacvastog oblika i regulatornih Cestica 19S smjesStenih na
polovima 20S sredisSnje Cestice (15). Regulatorne Cestice 19S, koje se sastoje od baze i1 poklopca,
nuzne su za vezanje supstratnog proteina i njegovo odmotavanje uz utrosak ATP-a. Baza sadrzi
receptore za Ub (engl. regulatory particle non-ATPase 1, 10 and 13, Rpnl, 101 13), konstrukcijski
protein Rpn2 1 Sest podjedinica ATP-aza povezanih s razli¢itim stani¢nim aktivnostima (engl.
ATPases associated with various cellular activities, AAA+) koje Cine heteroheksamerni prstenasti
motor. U poklopcu su smjesteni DUB 1 nekoliko strukturnih Rpn podjedinica. Kako bi 26S
proteasom mogao ucinkovito prepoznati supstratne proteine, oni moraju biti oznaceni
poliubikvitinskim lancem koji se veZe na receptore za Ub. Osim toga, moraju imati nestrukturiranu
regiju koja stupa u interakciju s ATP-aznim motorom koji mehani¢ki odmotava i usmjerava
supstrat u Supljinu 20S cestice gdje se odvija proteoliza. Prije premjeStanja supstrata u srediSnju

cesticu, DUB deubikvitiniraju supstrat (16).

19S regulatorna <
Cestica

268 proteasom < 20S sredisnja <
Cestica

19S regulatorna <
Cestica

Slika 2. Grada 26S proteasoma (kreirano u BioRender.com)



1.1.1.1.  Ubikvitin ligaze (E3)

Stanice sisavaca posjeduju samo dva enzima E1, oko 40 enzima E2 i preko 600 razli¢itih E3 ligaza
koje ¢ine humani E3-om. Procjenjuje se da je oko 40 % E3 ligaza ukljuc¢eno u UPS (17). Ovisno

o mehanizmu prijenosa Ub-a, razlikuju se tri osnovne vrste E3 ligaza:

1) HECT tip E3 ligaza (tip E3 ligaza homologan C-kraju proteina povezanog s E6; engl.
homologous to the E6-assocoiated protein carboxyl terminus) koje tvore tioestersku vezu
s Ub-om prije nego §to se Ub prenese na supstrat (12,14,17),

2) RING tip E3 ligaza (engl. really interesting new gene) koje preko RING domene vezu
konjugat E2 1 Ub-a te kataliziraju izravan prijenos Ub-a s E2 na supstrat (12,14,17) i

3) RBR tip E3 ligaza (engl. RING-in between-RING) su hibridi izmedu RING 1 HECT tipova
E3 ligaza koje, poput RING-tipa E3, preko jedne RING domene vezu konjugat E2 i Ub-a,
a druga domena RING posjeduje cistein u aktivnom mjestu koji tvori tioestersku vezu s

Ub-om prije prijenosa Ub-a na supstratni protein, analogno HECT-tipu E3 (12,14,17).

U TPD-u najvise se iskoriStavaju E3 ligaze RING tipa. Domene na koje se veZe supstrat i RING
domene mogu pripadati istom ili razli¢itim proteinima koji ¢ine viSepodjedini¢ne komplekse.
Potonje E3 ligaze su Cullin RING ligaze (CRL) koje ¢ine najvecu porodicu E3 ligaza. CRL (Slika
3) se sastoje od konstrukcijskog proteina Cullina, supstratnog receptora koji specifi¢no prepoznaje
supstrat putem PPI, RING domene prsta (engl. Ring-box protein 1, RBX1) koja veze konjugat E2

1 Ub-a te adaptorskog proteina koji povezuje supstratni receptor s Cullinom (8).
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Slika 3. Shematski prikaz organizacije podjedinica u kompleksu CRL koji sadrzZi supstratni
receptor, adaptorski protein, konstrukcijski protein Cullin i RBX podjedinicu koja veze konjugat
E2 i Ub-a (kreirano u BioRender.com).

Selektivnost prema supstratima postize se pomocu supstratnog receptora kao Sto je Cereblon
(CRBN) ili von Hippel-Lindau protein (VHL), adaptorskih proteina (DDB1 (engl. DNA damage-
binding protein I) kod CRBN-a 1 elongina B 1 C kod VHL-a) i1 enzima E2. Strukturne studije
otkrile su da su kompleksi CRL-a veliki i modularni te izgledom nalik na slovo U (engl. U-box)

Sto omogucuje pozicioniranje E2 blizu supstratnog proteina i prijenos Ub-a (17).

Od svih vrsta E3 ligaza, CRL su najbolje istrazene i u TPD-u se najvise iskoritavaju CRL4REN j
CRL2VHL te RING tip E3 ligaza iz porodice proteina stani¢nih inhibitora apoptoze (cIAP) i mouse

dobule minute 2 homolog (MDM?2) koje ne pripadaju CRL ligazama (8,18).

Manje od 2 % svih E3 ligaza danas se koristi u TPD-u, a razlog tome je $to su E3 ligaze op¢enito
vrlo zahtjevne mete za razvoj lijekova malih molekula, odnosno pripadaju dijelu proteoma ,,na
koji se ne moZe djelovati tradicionalnim lijekovima. Razvoj molekula degradera koji
iskoriStavaju stani¢ni sustav za razgradnju proteina ima veliki potencijal za lijeCenje razlicitih

bolesti (14).



Ekspresija razli¢itih E3 ligaza znacajno varira u razli¢itim stanicama i tkivima, a CRBN i MDM2
su najSire eksprimirane ligaze. Izazovi u razvoju degradera koji se temelje na iskoriStavanju E3
ligaza svakako je razgradnja ne-ciljnih proteina (engl. off-target proteins) i razvoj rezistencije.
Iskoristavanje dodatnih E3 ligaza koje su selektivno eksprimirane u odredenim tkivima ili

stanicama znacajno moze prosiriti primjenjivost degradera u terapiji razlicitih bolesti (8,14).

Cereblon (CRBN)

CRBN je supstratni receptor u kompleksu CUL4-RBX1-DDB1-CRBN (CRL4“RBN) E3 ligaze koja
pripada porodici faktora povezanih s DDB1 i Cullinom 4 (engl. DDBI-associated and Cul4-
associated factor, DCAF) unutar superporodice CRL (14). Njegovi endogeni supstrati ukljuc¢uju
a-podjedinicu kinaze ovisne o adenozin-monofosfatu (AMP), glutamin sintetazu i protein

prekursor amiloida (14).

Imunomodulator (IMiD) talidomid i njegovi analozi, koji se danas koriste u terapiji multiplog
mijeloma i drugih malignih bolesti, ligandi su CRBN-a te usmjeravaju TPD posredujuéi interakcije
izmedu CRBN-a 1 neosupstrata kao Sto su transkripcijski faktori ikar (IKZF1, gr¢. Ikaros) 1 eol
(IKZF3, gr¢. diolos) (Slika 4). Neosupstrati postaju supstrati CRBN-a tek nakon vezanja IMiD-a
na CRBN pri ¢emu dolazi do indukcije novih PPI. Ligandi temeljeni na IMiD-ima koriste se kao
dijelovi struktura PROTAC molekula ili kao tzv. molekulska ljepila (engl. molecular glues) koja
iskoriStavaju CRBN za razgradnju razli¢itih neprirodnih supstrata, kao $to su o ciklinu ovisne
kinaze (engl. cyclin-dependent kinase, CDK), protein 4 koji sadrzi bromodomenu (engl.
bromodomain-containing protein 4, BRDA4), kinaza A tropomiozinskog receptora (engl.

tropomyosin receptor kinase A, TrkA), indolamin-2,3-dioksigenaza 1 (engl. indoleamine-2,3-



dioxygenase 1, IDO1), antiapoptoticki protein velikostanicnog limfoma B stanica (engl. anti-

apoptotic protein B cell lymphoma extra-large, Bcl-xL) 1 dr. (14).

IKZF1/3 talidomid

CUL4A/B

Slika 4. Kompleks E3 ligaze CUL4-RBX1-DDBI1-CRBN (CRL4“®®Y) (kreirano u
BioRender.com).

Ostale DCAF E3 ligaze

Osim CRBN-a, iz porodice DCAF u TPD-u se koriste 1 supstratni receptori DCAF15, DCAF16 te
receptor aromatskih ugljikovodika (engl. arylhydrocarbon receptor, AhR) (14). DCAF15 je
takoder Siroko rasprostranjen u razli¢itim tkivima i1 vrstama stanica, a njegovi endogeni ligandi su
proteini vazni u odrZzavanju strukture kromosoma 1A 1 3 (SMC1A 1 SMC3) (19). Antitumorski
aromatski sulfonamidi, kao §to je indisulam (Slika 5a), preko DCAF15 posreduju ubikvitinaciju i
razgradnju proteina 39 koji veze RNA motiv (engl. RNA-binding motif protein 39, RBM39), a koji
je ukljucen u ekspresiju gena specificno ukljucenih u karcinogenezu i alternativno izrezivanje (20).
Zanimljivo je da se indisulam vrlo slabo veze na DCAF15 kompleks E3 ligaze (Kp ~50 uM) te da

se uopce ne veze na RBM39. Medutim, kada su prisutni 1 DCAF15 1 RBM39, Kp 1znosi 200 nM,
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a iz kristalne strukture je vidljivo da se indisulam veze kao molekulsko ljepilo izmedu DCAF15 i

RBM39 (Slika 5b) (21).
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Slika 5. a) Struktura indisulama, liganda DCAF15; b) Struktura ternarnog kompleksa izmedu
RBM39, proteinskog kompleksa E3 ligaze DCAF15-DDB1-DDAI i indisulama (Protein Data
Bank kod: 6UD7 (21)).

DCAF16 je supstratni receptor CUL4-DDB1 kompleksa E3 ligaze smjeSten u jezgrama stanica
razlicitih tkiva koji se moze koristiti kao meta elektrofilnih PROTAC-a koji poticu TPD u jezgri

(22).

AhR je protein s dvojakom funkcijom. Djeluje kao transkripcijski faktor aktiviran ligandom 1 kao
E3 ligaza te je Siroko eksprimiran u razliitim tkivima, ali u neSto manjoj mjeri nego CRBN.
Poznato je da je transkripcijska aktivacija AhR povezana s razvojem karcinoma (23). U kompleksu

E3 ligaze Cullin 4B-AhR (CUL4BAMR), AhR je supstratni receptor za steroidne receptore

11



(estrogene receptore (ER) o 1 B 1 androgene receptore (AR)) ¢iju ubikvitinaciju i razgradnju

posreduje (24).

Von Hippel-Lindau (VHL) protein

VHL je supstratni receptor u kompleksu E3 ligaze CUL2-RBXI-ElonginB-ElonginC-VHL
(CRL2VHL) (Slika 6) koji specifiéno prepoznaje hidroksiprolinske ostatke u hipoksijom
induciranom faktoru 1o (HIF1a). HIF1a je tumor supresorski protein mutiran u VHL bolesti koji,
osim §to poti¢e stvaranje eritropoetina u uvjetima hipoksije, sudjeluje u razli¢itim bioloSkim
procesima kao $to su metaboli¢ko reprogramiranje, sprjeCavanje stvaranja reaktivnih kisikovih
vrsta, angiogeneza i metastaziranje tumorskih stanica. U uvjetima normoksije prolin hidroksilaza
katalizira hidroksilaciju Pro564 u strukturi HIF1a, $to omogucuje vezanje hidroksiliranog HIF 1 a
na VHL 1 posljedi¢nu ubikvitinaciju 1 proteasomsku razgradnju. HIFla se dakle konstitutivno
ubikvitinira 1 razgraduje pri normalnom parcijalnom tlaku kisika. Ligandi za VHL dizajnirani su
racionalnim dizajnom temeljenim na strukturi (engl. structure-based drug design, SBDD) i na
fragmentima (engl. fragment-based drug discovery, FBDD) budu¢i da su i visokoproto¢ni probir
(engl. high throughput screening, HTS) 1 in silico probir bili uglavnom neuspjesni u identificiranju
liganada za VHL (25). Ciulli 1 Crews su na temelju strukture kokristala veznog mjesta na VHL
proteinu i hidroksi-HIFla dizajnirali nove ligande za VHL oponaSaju¢i klju¢ne PPI izmedu
prirodnog supstrata hidroksi-HIF1a i VHL-a (26). Utvrdeno je da je (25,4R)-hidroksiprolin nuZan
strukturni motiv za prepoznavanje HIF 1o putem VHL-a te je izabran kao pocetna okosnica za de
novo dizajn malih molekula liganada za VHL. Inhibitori PPI izmedu VHL-a i HIFla, VH032,
VH101 1 VH298 (Slika 7), dizajnirani SBDD pristupom, imaju dobar afinitet vezanja za VHL 1

poboljsana fizikalno-kemijska svojstva §to je klju¢no za dizajn i razvoj PROTAC-a (27).
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CUL2

Slika 6. Kompleks E3 ligaze CUL2-RBX1-EloB-EloC-VHL (CRL2VHY s HIF Ia (kreirano u
BioRender.com).

/ 1
VH101 s—/ VH298 S
(Kq = 44 nM) (Kg = 90 nM)

Slika 7. Strukture inhibitora VHL-a (VH032, VHI01 i VH298) i kristalna struktura kompleksa
VHL i VHO032 (prilagodeno iz ref. (27) uz dopustenje Royal Society of Chemistry).
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Protein inhibitor apoptoze (IAP)

Porodica proteina IAP ima ulogu u inhibiciji apoptoze. Pet od osam c¢lanova ove porodice,
ukljucujuéi cIAP i X-vezani IAP (XIAP) takoder imaju RING domenu pa se stoga ponasaju kao
E3 ligaze. Metil-bestatin (MeBS) (Slika 8a) se veze na cIAP1 te poti¢e autoubikvitinaciju cIAP1 i

posljedi¢nu proteasomsku razgradnju (25).

Mouse double minute 2 homolog (MDM2)

MDM2 je E3 ligaza koja inducira ubikvitinaciju i razgradnju tumor-supresorskog transkripcijskog
faktora p53 ukljuc¢enog u regulaciju popravka oste¢enja DNA, stani¢nog ciklusa i apoptoze. Nutlin
(Slika 8b) je ligand MDM?2 koji, vezuéi se za MDM2, onemoguc¢uje MDM2-p53 PPI 1 jedna je od

prvih otkrivenih malih molekula koje se vezu na E3 ligaze (28).
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Slika 8. Strukture: a) metil-bestatina (MeBS), liganda cIAP1 i b) nutlina, liganda MDM?2.
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1.1.2. Lizosomska proteoliza i autofagija

Lizosomska proteoliza (Slika 9) je drugi glavni put razgradnje proteina u eukariotskim stanicama
prilikom koje se razgraduju izvanstanicni ili membranski proteini uneseni endocitozom te stani¢ne
organele i dugozivuéi citosolni proteini. Lizosomi su organele okruZzene membranom koje sadrze
viSe od 50 razli¢itih hidrolaza za razgradnju proteina, nukleinskih kiselina, polisaharida i lipida.
Supstrati za lizosomsku razgradnju dopremaju se u lizosom autofagijom i1 vezikularnim
transportom (13). Izvanstani¢ni i membranski proteini u stanicu ulaze endocitozom kao oblikom
vezikularnog transporta, dok fagocitozom ulaze virusi, bakterije i druge velike Cestice. Autofagija
je proces koji stanice koriste za uklanjanje nefunkcionalnih stani¢nih organela, proteina i
unutarstani¢nih patogena. Razlikuju se makroautofagija, mikroautofagija i autofagija posredovana

Saperonima (29).

Tijekom makroautofagije (Slika 9) nastaju dvomembranske vezikule (autofagosomi) unutar kojih
se nalaze mali dijelovi citoplazme ili stani¢ne organele. Autofagosom preko mikrotubula dospijeva
do lizosoma pri ¢emu dolazi do fuzije njihovih membrana i predaje sadrzaja autofagosoma
lizosomu za razgradnju (10). U mikroautofagiji sadrzaj za razgradnju ulazi izravno u lizosom (29).
Poseban put dostave sadrZaja u lizosome je autofagija posredovana Saperonima koja zaobilazi
stvaranje autofagosoma 1 fuziju, a ciljni proteini, nakon $to ih odabere Saperon, izravno ulaze u
lumen lizosoma preko odgovarajuceg transportera (30). Razgradnjom sadrZaja lizosoma nastaju

gradevni blokovi (aminokiseline) koji se zatim recikliraju u citoplazmi (31).

Ovisno o sadrzaju za razgradnju, autofagija moze biti neselektivna ili selektivna. Kod neselektivne
autofagije veliki dijelovi citoplazme izdvajaju se prekursorima autofagosoma, fagoforima, za
razgradnju kako bi se osigurali nutrijenti u stanici, zbog ¢ega se uglavnom aktivira tijekom stresa

i gladovanja. S druge strane, selektivna autofagija je strogo regulirani proces kojim se odrzava broj
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1 integritet stani¢nih organela te Stiti stanica od patogena (9). Sadrzaj autofagosoma kod selektivne
autofagije tako mogu ciniti mitohondriji, dijelovi citoplazme, ribosomi, peroksisomi, lipidne
kapljice, proteinski agregati, feritin i dr. (32). Sadrzaj se odabire pomocu selektivnih receptora
autofagije koji sluze kao most koji povezuje sadrzaj za lizosomsku razgradnju s fagoforom (9).
Ovi receptori omogucuju selektivno prepoznavanje Secera, lipida ili ubikvitinske oznake na
supstratu od strane nastajuc¢eg autofagosoma na nacin da povezuju supstrat za razgradnju s jedne
strane s proteinima LC3/GABARAP na membrani fagofora s druge strane (Slika 9). LC3 je protein
konjugiran s fosfatidiletanolaminskim lipidima i jedan je od klju¢nih proteina koji sudjeluju u
stvaranju 1 dozrijevanju autofagosoma te je vrlo zanimljiv protein za iskoriStavanje lizosomskog

puta razgradnje proteina u TPD-u (6,9).

Selektivno usmjeravanje lizosomske razgradnje membranskih proteina moZe se regulirati
ubikvitinacijom, fosforilacijom, acetilacijom 1 oligomerizacijom (9). Ubikvitinske signale
prepoznaju 1 proteini vezikularnog transportnog sustava ili sustava endosomskog sortirajuéeg
kompleksa potrebnog za transport (ESCRT) koji potice nastajanje multivezikularnih tijela (MVT)
stvarajuci intraluminalne vezikule koje se mogu u potpunosti razgraditi u lizosomima (Slika 9)
(33). S obzirom da je ubikvitinska signalizacija ukljucena i u proteasomsku i lizosomsku

razgradnju, potrebno je do kraja razjasniti ubikvitinski kod.

Neovisno o putu dopreme sadrzaja (vezikularnim transportom ili autofagijom), lizosomska
razgradnja uglavnom zahtjeva fuziju lizosoma s odgovaraju¢om dostavnom vezikulom kako bi
sadrzaj postao dostupan hidrolitickim lizosomskim enzimima. Iako je otkriveno da su za fuziju
kljucni membranski proteinski kompleksi SNARE (engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein receptor) i Rab GTP-aza, joS§ uvijek nije do kraja razjasSnjen mehanizam

(34).
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Slika 9. Lizosomki put razgradnje proteina u eukariotskim stanicama (13).
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2. Cilj istrazivanja
Cilj ovog specijalisticCkog rada je napraviti sustavan pregled saznanja o TPD-u kao novom
terapijskom modalitetu. U radu ¢e biti opisani molekularni principi TPD-a, bit ¢e dan pregled

razvoja molekula degradera te klinickih ispitivanja degradera. Detaljno ¢e biti obradeni razliciti

pristupi ciljanoj razgradnji proteina koji iskoriStavaju:

1) UPS (PROTAC, molekulska ljepila, selektivni degraderi estrogenih receptora (SERD),
selektivni degraderi androgenih receptora (SARD) idr.) i

2) lizosomski put (kimere koje usmjeravaju lizosomsku proteolizu (engl. lysosome targeting
chimera, LYTAC), PROTAC-i temeljeni na protutijelima (engl. antibody-based PROTAC,
AbTAC), kimere koje usmjeravaju autofagiju AUTAC (engl. autophagy targeting

chimera), ATTEC (engl. autophagosome tethering compounds) i dr.).

Bit ¢e opisane prednosti 1 mane TPD-a, mehanizam djelovanja degradera formiranjem ternarnog
kompleksa, dizajn degradera, te optimiranje farmakokinetickih (PK) 1 farmakodinamickih (PD)

svojstava degradera za oralnu primjenu.

Hipoteza istraZivanja:

Ciljana razgradnja proteina molekulama degraderima predstavlja inovativnu tehnologiju u otkri¢u
1 razvoju novih lijekova koja omogucuje selektivnu degradaciju patogenih proteina, ¢ime se

postizu potencijalno efikasniji klinicki ishodi u usporedbi s tradicionalnim lijekovima.
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3. Materijali i metode — sustavni pregled saznanja o temi

Za potrebe pisanja specijalistickog rada koriSteni su originalni znanstveni radovi, strucni i
pregledni radovi te ostala znanstvena i stru¢na literatura na engleskom jeziku koja obuhvaca
informacije o tehnologiji TPD. Podaci su dobiveni pretrazivanjem bibliografske baza podataka
(PubMed), baze podataka s cjelovitim tekstom (Science Direct) te baze podataka klinickih
ispitivanja (clinicaltrials.gov) koriStenjem kljucnih rijeci ili kombinacija klju¢nih rijeci: targeted
protein degradation; ubiquitine-proteasome system; E3 ligase,; l[yososome pathway; autophagy:;
PROTAC; molecular glue; SARD; SERD; LYTAC; AbTAC; GlueTAC; AUTAC; ATTEC; AUTOTAC;
dTAG; HyTag; degradation tag; degron; ternary complex. Odabrani izvori detaljno su prouceni i
izdvojeni su najvazniji rezultati, rasprave i zakljucci te je napravljen sustavan pregled saznanja o
temi. Za dodatna saznanja pregledane su i relevantne reference navedene u publikacijama.
Istrazivanje se provodilo u razdoblju od ozujka do srpnja 2024., a pretrazivana je relevantna

znanstvena literatura od 2000. godine do danas.

3.1. Ciljana razgradnja proteina (TPD) u eukariotskim stanicama

TPD predstavlja inovativan i obecavajuéi pristup u otkri¢u i razvoju novih lijekova, ali i alat u
istrazivanjima funkcije proteina u stanicnoj biologiji. U fokusu TPD-a su molekule degraderi —
kemijski alati koji mogu kontrolirati endogene puteve razgradnje proteina. Degraderi ostvaruju
bioloski ucinak induciranjem razgradnje POI-a i posljedicnom promjenom stani¢ne funkcije

(13,29).
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Tradicionalan pristup djelovanju na proteine ukljucene u patofiziologiju razli¢itih bolesti jest
pomocu malih molekula, kao $to su inhibitori enzima. Ovaj pristup je uglavnom bio vrlo uspjesan
kroz povijest, medutim, nemaju svi proteini enzimsku funkciju ili dobro definirano vezno mjesto
na receptoru na koje se moze vezati mala molekula 1 potaknuti bioloski odgovor. Djelovanje na
takve proteine ,,na koje se ne moze djelovati* tradicionalnim lijekovima jedna je od prednosti TPD
strategije. Upravo male molekule inhibitori predstavljaju idealne pocetne tocke za dizajn degradera

u TPD-u (13).

S obzirom na strukturu, degraderi se mogu podijeliti u dvije osnovne skupine:

1) monovalentne i

2) bivalentne degradere.

Monovalentni degraderi su molekulska ljepila 1 destabilizatori poput SERD-a i SARD-a te
hidrofobnih oznaka (HyTag), dok su bivalentni degraderi razliCite hibridne molekule koje
induciraju razgradnju proteina iskoriStavaju¢i UPS (npr. PROTAC) ili lizosomski put (npr.
LYTAC) (6). Osim navedenih osnovnih skupina degradera, postoje i trovalentni PROTAC-i (35).

Degraderi mogu biti male molekule, peptidi, proteini i nukleinske kiseline (36).

Danas se vec¢ina postojecih strategija u TPD-u zasniva na UPS-u i cilja unutarstani¢ne proteine, ali
iskoriStavanje lizosomske proteolize znacajno bi moglo prosiriti spektar mogucih proteinskih meta
(29). TPD strategije koje se temelje na UPS-u iskoriStavaju E3 ligaze za razgradnju POI jer su E3
odgovorne za prepoznavanje supstrata te su u ljudskom proteomu zastupljene u znac¢ajno veéem
broju nego enzimi E1 i E2. Osim ve¢ spomenutih PROTAC-a i molekulskih ljepila, na UPS-u se

zasnivaju i SERD, SARD, oznake za razgradnju, ukljucuju¢i HyTag, specifi¢ni i negeneticki
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proteinski brisaci ovisni o IAP-u (engl. specific and nongenetic IAP-dependent protein eraser,

SNIPER) i dr. (29).

3.1.1. Pregled povijesnog razvoja TPD-a i degradera

Znanstveno podrucje razgradnje proteina pocelo se razvijati sredinom 20. st. Belgijski biolog
Christian de Duve 1963. g. opisao je koncept autofagije, procesa u kojem stanice izdvajaju vlastite
komponente za lizosomsku razgradnju. Desetljece ranije de Duve je otkrio lizosome, a 1974. za to
je dobio Nobelovu nagradu, §to je dodatno potvrdilo znacaj njegovih otkri¢a za razumijevanje
stani¢ne biologije (37). Nakon §to je 1975. g. Gideon Goldstein otkrio Ub, sljedeca dva desetljeca
su Irwin Rose, Avram Hershko 1 Aaron Ciechanover intenzivno istrazivali proces ubikvitinacije 1
mehanizme razgradnje proteina u stanicama, a njihov rad doveo je 1980. g. do otkri¢a puta
razgradnje proteina neovisnog o lizosomu — UPS-a (38). Za otkri¢e ubikvitinskog koda ili tzv.
»~molekulskog poljupca smrti“ kojeg stanica daje nezeljenim proteinima, Rose, Hershko 1
Ciechanover dobili su Nobelovu nagradu za kemiju 2004. g. (39). Proteasom je otkriven 1988., a
kristalna struktura mu je razrijeSena 1997. g. (40). Ova otkri¢a postavila su temelje za danasnje

razumijevanje odrzavanja stanicne proteostaze.

Inspirirano prethodno opisanim otkri¢ima, krajem 1990.-ith godina javlja se interes za
iskoriStavanjem stani¢nih sustava za razgradnju proteina molekulama degraderima u svrhu TPD-
a. Prve bivalentne kimerne molekule za ciljanu proteolizu, PROTAC-i, otkrivene su na Sveucilistu
Yale 2001. g. u istrazivackoj skupini prof. Crewsa. Prvi PROTAC-i bili su peptidne strukture, a
pomoc¢u njih je in vitro dokazan koncept da je moguca inducirana proteoliza bez geneticke

modifikacije POI-a (41).
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Nedugo nakon otkrica prvog PROTAC-a na trziSte je doSao fulvestrant (Slika 10) kao prvi
predstavnik monovalentnih degradera iz skupine SERD-a za lijeCenje karcinoma dojke (42).
Mehanizam djelovanja fulvestranta otkriven je sluc¢ajno tijekom razvoja antiestrogena pocetkom
1990.-ih kada je uocen neobican fenomen da fulvestrant, iako pokazuje dva puta manji afinitet
prema ER od estradiola, smanjuje odgovor stanica na estradiol (42). Otkriveno je da fulvestrant ne
blokira samo funkciju ER-a djeluju¢i antagonistic¢ki, nego 1 izravnim smanjenjem koncentracije
ER-a u stanici $to u konacnici dovodi do smanjenog odgovora na estrogen. Takvi lijekovi novog
mehanizma djelovanja nazvani su SERD i jo$ uvijek su jedni od najkoristenijih lijekova za ER"
karcinom dojke. SERD sprjecavaju dimerizaciju receptora i stvaraju nestabilan proteinski
kompleks koji dovodi do proteasomske razgradnje ER-a (43). Od tada svjedofimo znafajnom
napretku u razumijevanju mehanizma djelovanja SERD-a 1 drugih molekula degradera. Na temelju
boljeg razumijevanja interakcija izmedu liganda i1 receptora dizajnirani su novi SERD poboljSanih
svojstava (44). Medutim, unato€ intenzivnom istrazivanju posljednjih 30 godina, to¢an mehanizam

djelovanja fulvestranta i dalje nije poznat (42).
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Slika 10. Struktura fulvestranta, prvog SERD-a odobrenog za lijecenje ER" karcinoma dojke.

Prva generacija PROTAC-a zbog svoje peptidne strukture imala je loSu stani¢nu permeabilnost pa

zlatna groznica u podruc¢ju TPD-a zapocinje 2004. g. pojavom stani¢no permeabilnih PROTAC-a
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1 traje sve do danas. Drugu generaciju PROTAC-a nepeptidne strukture opisali su takoder Crews 1

sur. 2008. g. (45).

Do kraja 2000.-ih godina postignut je znacajan napredak u podrucju ciljane razgradnje proteina:
otkriveni su novi ligandi za E3 ligaze (CRBN, VHL i cIAP) i nove strategije za ciljanu razgradnju
proteina (42). Nishimura i sur. su 2009. g. opisali sustav degrona induciranih auksinom (engl.
auxin-inducible degron, AID). Geneti¢kim modifikacijama pripravljeni su rekombinantni fuzijski
proteini POI-AID, a razgradnja je inducirana auksinom koji djeluje kao molekulsko ljepilo (46).
Itoh i sur. su 2010. g. predstavili SNIPER-e, heterobifunkcionalne kimere koje preko cIAP E3
ligaze usmjeravaju razgradnju proteina koji veze retinoi¢nu kiselinu (47), a godinu nakon su Crews
1 sur. opisali hidrofobno oznac¢avanje pomo¢u HyTag-a kao novu strategiju u TPD-u pomocu koje
se oponasa nepravilno smatanje proteina i na taj nacin usmjerava razgradnja (48). Ciulli 1 Crews
su se ranih 2010.-ih usmjerili na istraZivanje liganada za VHL te su koriste¢t FBDD 1 SBDD

dizajnirali male molekule peptidomimeticke analoge hidroksiliranog HIF1a (26).

Prvi in vivo eksperimenti ispitivanja uc¢inkovitosti PROTAC-a provedeni su 2015. g. (49), a ve¢
2019. prvi PROTAC-i1 degraderi AR-a (bavdegalutamid) 1 degraderi ER-a (ARV-471) usli su u
klinicka ispitivanja za lijeCenje karcinoma prostate, odnosno dojke (50). Iako je ve¢ina degradera
koji se nalaze u klinickim ispitivanjima za onkoloske indikacije, KT-474 1 NX-5948 se ispituju za

lijecenje autoimunih bolesti (42).

Osim PROTAC-a i SERD-a, molekulska ljepila su jo$ jedna zanimljiva skupina malih molekula,
monovalentnih degradera, koje, slicno PROTAC-ima, induciraju PPI izmedu POI i E3 ligaze. Prva
otkrivena molekulska ljepila bili su imunosupresivi ciklosporin A i takrolimus, a 2010. g. otkriveno
je da IMiD-i (talidomid, lenalidomid, pomalidomid i derivati) takoder djeluju kao molekulska

ljepila koja posreduju razgradnju neosupstrata preko E3 ligaze CRBN (51,52).
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Potaknute dosada$njim uspjehom TPD-a i potvrdom da se pomocu bifunkcionalnih molekula
mogu inducirati funkcionalne PPI, brojne istrazivatke skupine intenzivno razvijaju sli¢ne
modalitete koji mogu kontrolirati koncentraciju ciljnog proteina. Istrazivacka skupina Matthew
Disneya 2018. g. dizajnirala je kimere koje ciljaju ribonukleaze (engl. ribonuclease targeting

chimera, RIBOTAC) i usmjeravaju razgradnju miRNA (53).

Osim iskoriStavanja UPS-a, danas se sve viSe radi na degraderima koji usmjeravaju lizosomsku
proteolizu. Banik i sur. su 2020. g. opisali kimere temeljene na protutijelima, LY TAC-e, koje poti¢u
razgradnju izvanstani¢nih i membranskih proteina te stani¢nih organela iskoristavajuci lizosomski
put razgradnje (54). Za razgradnju membranskih proteina opisani su 2021. g. AbTAC-i (55), dok

su kimere koje usmjeravaju autofagiju (AUTAC, AUTOTAC 1 ATTEC) male molekule (56).

Uz degradere, danas se istrazuju 1 bifunkcionalne hibridne molekule koje, umjesto ubikvitinacije,
induciraju fosforilaciju ili defosforilaciju, deubikvitinaciju, acetilaciju i druge bioloske procese
(42). Danas se u klinickim ispitivanjima nalazi viSe od 30 molekula degradera, ve¢inom u fazama
1 ili 2. Trenutno je jedan PROTAC, vepdegestrant, u fazi 3 klinickih ispitivanja za lijeCenje
uznapredovalog karcinoma dojke, te Cetiri SERD-a 1 tri molekulska ljepila, takoder za onkoloSke
indikacije (57,58). Pocetkom 2024. g. najavljena je first-in-human studija PROTAC-a za lijecenje

neurodegenerativnih bolesti (59). Na slici 11 kronoloski je prikazan tijek razvoja TPD-a (42).
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>30 degradera u klinickim
ispitivanjima

Vepdegestrant usao u fazu 3
klinickih ispitivanja

*Prvi PROTAC za neonkoloske
indikacije u klinickim ispitivanjima
(KT-474)

Bavdegalutamid usao u fazu 2

Prvi CRBN-PROTAC-i u
klinickim ispitivanjima
(bavdegalutamid i
vepdegestrant)

Prvi PROTAC-i u
in vivo
eksperimentima

Osnovana prva biotehnoloska tvrtka
(Arvinas) orijentirana na PROTAC-e

HyTag

Otkriven mehanizam
djelovanja IMiD-a

AID

Stani¢no permeabilan PROTAC

Prvi znanstveni rad koji
opisuje degradere -
peptidne PROTAC-e

2024

2024

Prvi PROTAC u klinickim
ispitivanjima za

neurodegenerativne bolesti

Prvi VHL-PROTAC u
klinickim ispitivanjima
(DT2216)

LYTAC, AUTAC, ATTEC

Prvi PROTAC koji prelazi
krvno-mozdanu barijeru

Prva mala molekula
ligand za VHL

clAP SNIPER

Prvi PROTAC mala
molekula

Odobren fulvestrant

SERD

Slika 11. Kronoloski tijek razvoja TPD-a (42,57,58).

25



3.1.2. Ciljana proteasomska razgradnja proteina

Kako bi doslo do inducirane proteasomske razgradnje proteina u eukariotskim stanicama, trebaju
biti zadovoljeni odredeni preduvjeti: potrebno je ostvariti interakciju s metom, odnosno POI,

mobilizirati ubikvitinacijski sustav te ostvariti interakciju s proteasomom (13).

Za uspjeSnu TPD kljuc¢no je stupanje POI u interakciju s ubikvitinacijskim sustavom na razini E3
ligaze. E3 ligaze prepoznaju odgovarajuce signale na povrsini POI, dovode¢i lizinske ostatke POI-
a u fizicku blizinu konjugata E2 1 Ub-a, odnosno E3 i Ub-a, ovisno o vrsti E3 ligaze. E3 ligaze
mogu komunicirati s POl izravno ili preko adaptorskih proteina. Kod visepodjedini¢nih E3 ligaza,
kao §to su ligaze iz porodice CRL, sredis$nji konstrukeijski proteini stupaju u interakcije s razli¢itim
adaptorskim proteinima kako bi imali sposobnost vezati razli¢ite mete (12). TPD pristupi temelje
se na principu da induciranje blizine E3 ligaze i POI-a rezultira poliubikvitinacijom i degradacijom

POl-a.

Najznacajnije vrste degradera koji na ovaj nacin induciraju razgradnju POI-a su svakako
PROTAC-1 1 molekulska ljepila. Proteasomska razgradnja proteina moze se posti¢i 1 pomocu
SERD-a, SARD-a, razli¢itih sustava oznaCavanja (tzv. TAG sustava), kao Sto su dTAG,
HaloPROTAC ili HyTag. TAG sustavi uglavnom induciraju razgradnju rekombinantnih fuzijskih
proteina mobiliziraju¢i E3 ligaze pa se stoga viSe upotrebljavaju u eksperimentalne svrhe u

molekularnoj biologiji (36).
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3.1.2.1. PROTAC

3.1.2.1.1. Mehanizam djelovanja

PROTAC-i su heterobifunkcionalne kimerne molekule posebno dizajnirane za indukciju TPD-a.
Sastoje se od tri dijela: liganda za POI, liganda za E3 ubikvitin ligazu i poveznice koja ih spaja
(Slika 12). Istovremenim vezanjem PROTAC-a na POI i E3 ligazu nastaje ternarni kompleks $to
priblizava POI E3 ligazi te je omogucena ubikvitinacija POl i posljedi¢na razgradnja pomo¢u UPS-

a (Slika 13).

Poveznica

Slika 12. Shematski prikaz PROTAC-a (kreirano u BioRender.com).

Za razliku od mehanizma djelovanja tradicionalnih lijekova koji se zasniva na zauzetosti veznog
mjesta, PROTAC-i djeluju kataliticki. U substehiometrijskoj koncentraciji poti¢u razgradnju POI-
a 1 na taj nacin utjecu na sve funkcije proteina. Primjerice kinaze, osim enzimske, imaju i funkciju
konstrukcijskog proteina, odnosno djeluju kao okosnice oko kojih se formiraju proteinski
kompleksi koji sudjeluju u stani¢noj signalizaciji. Prednost razgradnje kinaza u odnosu na

inhibiciju je eliminacija svih funkcija proteina (36).
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POI
PROTAC

Ligand;M_Egand
E3 ligaza ne moze za POI a E3
Poveznica  ligazu

ubikvitinirati udaljeni POI

bemmmmmmmaaaay

PROTAC se veze na POl i
E3 ligazu i na taj nacin
priblizava POI E3 ligazi

Slika 13. TPD posredovana PROTAC-om (kreirano u BioRender.com).

Zbog vrlo modularne strukture, PROTAC-i, te op¢enito multivalentni degraderi, se u teoriji mogu
pripraviti za usmjeravanje razgradnje bilo koje mete povezivanjem liganada za razli¢ite POl 1 E3
ligaze preko poveznice. To je jedan od razloga zasto broj predstavnika ove skupine degradera puno
brze raste u usporedbi s monovalentnim molekulskim ljepilima. Do danas su razvijeni
mnogobrojni PROTAC-1 za razgradnju razlicitih POI ukljucenih u patofiziologiju brojnih bolesti,

a viSe od 25 PROTAC-a se trenutno nalazi u klini¢kim ispitivanjima (36,57,58).
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3.1.2.1.2. Nastajanje ternarnog kompleksa i kooperativnost

Nastajanje ternarnog kompleksa POI-PROTAC-E3 klju¢ni je dogadaj u mehanizmu djelovanja

PROTAC-a i drugih degradera (60).

Orijentacija 1 pozicioniranje PROTAC-a prilikom vezanja na POI 1 E3 ligazu klju¢no je za
ucinkovitu ubikvitinaciju POI. Prava vezna poza omogucuje optimalne interakcije izmedu
PROTAC-a, POI 1 E3 ligaze Sto povecava afinitet vezanja. Vezna poza ovisi o nacinu na koji su se
PROTAC veZe na POI 1 E3 ligazu, svojstvima poveznice te nacinu na koji proteini stupaju u

medusobne interakcije (60).

Kooperativnost ternarnog kompleksa je mjera kojom se opisuje koliko je jaci ili slabiji afinitet
vezanja unutar ternarnog kompleksa u odnosu na zbroj individualnih binarnih afiniteta vezanja
(POI-PROTAC 1 E3-PROTAC). Kooperativnost se pojednostavljeno izrazava faktorom
kooperativnosti a, koji predstavlja omjer afiniteta vezanja binarnog i ternarnog kompleksa

(jednadZba (1)) (60). Afinitet vezanja izrazen je ravnoteznom konstantom disocijacije (K ).

Kq (binarni)

@ = L2 (1)

Kq (ternarni)

Ako vezanje PROTAC-a na jedan protein povecava afinitet vezanja na drugi protein, govorimo o
pozitivnoj kooperativnosti. Drugim rije¢ima, afinitet vezanja ternarnog kompleksa tada je ve¢i od
afiniteta vezanja binarnog kompleksa (K; (binarni) > K, (ternarni)) i vrijedi « > 1 (Slika
14a, gore). U tom slucaju je nastajanje ternarnog kompleksa favorizirano i nastaju dodatne PPI. U
obrnutom slucaju, kada je a < 1, govorimo o negativnoj kooperativnosti, §to znaci da nastajanje
binarnog kompleksa ometa nastajanje ternarnog zbog sterickih smetnji, elektrostatskog odbijanja

i/ili nepovoljne entropije vezanja (Slika 14a, dolje). U slucaju kada je a =1, sustav je
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nekooperativan, tj. binarni kompleks nema utjecaj na nastajanje ternarnog kompleksa i afinitet

vezanja je nepromijenjen (61).

@ Nastajanjeternarnog kompleksa
Stabilizirajuce PPI A

@ Ternarnikompleks

e

Ternarni kompleks
Razgradnja POI

Ternarni kompleks s PPI

Pozitivha kooperativnost (a > 1)
Elektrostatsko
odbijanje i/ili
2 ~ stericke smetnje

Ternarni kompleks bez PPI Log [PROTAC]
Negativna kooperativnost (a < 1)

[Ternarni kompleks]

Binarni kompleksi
Nema razgradnje
Efekt udice

Nekompleksirani proteini
Nema razgradnje

Slika 14. a) Pozitivna kooperativnost je postignuta kada su prisutne stabiliziraju¢e PPI izmedu
POI'i E3 (gore), dok se negativna kooperativnost primjecuje kada dolazi do elektrostatskog
odbijanja i/ili sterickih smetnji izmedu POI i E3 (dolje), b) Nastajanje ternarnog kompleksa i
efekt udice. POI je oznacen svijetloplavo, E3 ligaza zeleno, POI ligand plavo, E3 ligand
tamnoplavo i poveznica crno (prilagodeno prema (62), uz licencu CC BY-NC-ND).

Kod PROTAC-a kooperativnost poticu interakcije izmedu dva proteina (POI i E3) u induciranom
ternarnom kompleksu, ali i nove interakcije 1 konformacijske promjene unutar samog PROTAC-a
koje dodatno poticu nastajanje ternarnog kompleksa ili ga otezavaju. Kooperativnost se uglavnom
ostvaruje slabim interakcijama izmedu povrsina dva proteina koje su udaljene od veznog mjesta

(60).
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Stehiometrija vezanja je joS jedan klju¢ni faktor kod PROTAC-a jer ternarni kompleks tipicno
treba biti u obliku 1 : 1 : 1, tj. jedna molekula PROTAC-a veze jednu molekulu POI i jednu
molekulu E3. Pri niskim koncentracijama PROTAC se uc¢inkovito veze na E3 ligazu i POI pri
¢emu nastaje stabilni ternarni kompleks. Kako koncentracija PROTAC-a raste, nastaje sve vise
ternarnog kompleksa 1 razgradnja postaje maksimalno ucinkovita. Medutim, pri vrlo visokim
koncentracijama PROTAC-a moze do¢i do tzv. efekta udice (engl. hook effect) (Slika 14b) kada se
ucinkovitost razgradnje smanjuje. Do ovoga dolazi zbog zasi¢enja veznih mjesta na oba proteina
pa prevladavaju neproduktivni binarni kompleksi umjesto ternarnog. Potrebno je odrediti
optimalan raspon koncentracija PROTAC-a unutar kojeg je nastajanje ternarnog kompleksa
maksimizirano, a efekt udice izbjegnut. Osim paZljivim izborom koncentracije, efekt udice se

moze izbjedi i optimiziranjem poveznice (60).

Vrijeme trajanja interakcija u ternarnom kompleksa je takoder vazno. PROTAC mora dovoljno
dugo biti vezan za dva proteina kako bi se mogla uspjesno odvijati ubikvitinacija. To se uglavnom
odrazava na konstantu brzine disocijacije kompleksa (korr). Manje vrijednosti ko bi trebale
osigurati dovoljno vremena ubikvitinacijskom sustavu za uspjes$nu ubikvitinaciju POI koji se u
ternarnom kompleksu nalazi na ogranicenom prostoru u blizini supstratnog receptora. S druge
strane, vece vrijednosti kofr bi mogle skratiti vrijeme trajanja interakcija u ternarnom kompleksu
toliko da ne moZe do¢i do uspjesne ubikvitinacije, $to se nekad moZe nadoknaditi ako je konstanta
brzine nastajanja ternarnog kompleksa kon dovoljno velika. Medutim, male vrijednosti kofr mogle
bi onemoguciti dovoljno brzu disocijaciju kompleksa pa ucinkovita razgradnja POI nece biti

moguca zbog kataliticke prirode PROTAC-a (60).

Kod PPI koncept plasti¢nosti predstavlja mogucénost zauzimanja razli¢itih konformacija, odnosno

stupanja u interakcije s veznim partnerom na vise razli¢itih nacina. Kako PROTAC-i uglavnom
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induciraju slabe PPI, vjerojatno ¢e postojati viSe razlic¢itih veznih poza s jednako slabim
induciranim PPI koje doprinose nastajanju ternarnog kompleksa. Visoka plasti¢nost moze povecati
sposobnost induciranja razgradnje za odredeni par E3-POI. Zbog velikog broja veznih poza ili

dinamicnije fleksibilnosti sprije¢eno je zaklju¢avanje kompleksa u neproduktivnom obliku (60).

Svi ternarni kompleksi posjeduju odreden stupanj fleksibilnosti i dinami¢nosti. Medutim, dok je
mnogo degradera potentno zbog visoke fleksibilnosti ternarnih kompleksa, kod drugih uspjesnih
degradera izgleda da je broj veznih poza ograni¢en. Jo$§ uvijek ne postoje sustavne studije
dinamic¢ne prirode ternarnih kompleksa induciranih degraderima jer je fleksibilnost intrinzi¢no

tesko proucavati, ali sigurno postoje odredeni parametri koji usmjeravaju produktivnu razgradnju

(60).

3.1.2.1.3. Razvoj PROTAC-a

Prvi PROTACH-i1 su bili peptidne strukture i razvijeni su 2001. g. u grupi prof. Crewsa. Protac-1
(Slika 15) pripravljen je kako bi potaknuo razgradnju metionin aminopeptidaze-2 (MetAP-2)
posredovanu kompleksom E3 ligaze Skp1-Cullin-F-box (SCF) (41). Za interakciju sa SCF bio je
potreban dvostruko fosforiliran IkBa dekapeptid kojeg prepoznaje F-box protein. U Protac-1, [kBa
povezan je poliglicil-suberatnom poveznicom s ovalicinom, kovalentnim ligandom za MetAP-2.
Jednako kao 1 ovalicin, Protac-1 se kovalentno veZze na MetAP-2 i iz tog razloga ne djeluje
substehiometrijski, za razliku od PROTAC-a novijih generacija. Takoder, Protac-1 ne ulazi u
stanicu zbog ¢ega je morao biti mikroinjektiran u stanicu te su jedino bili moguéi in vitro

eksperimenti bili ograniceni na (41).
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R = GGGGGGDRHDS*GLDS*M-COOH
* = mjesto fosforilacije

Slika 15. Struktura prvog PROTAC-a objavijena 2001. g. (41).

Nedugo nakon otkrica PROTAC-a prve generacije, ista istrazivacka skupina je postigla je
razgradnju ER i1 AR koriste¢i dva nekovalentna PROTAC-a s prethodno opisanim bisfosforiliranim
dekapeptidom kao ligandom za E3. Iako je dokazan koncept kemijske razgradnje proteina te su

ovi PROTAC-i djelovali kataliticki, jo§ uvijek nisu mogli u¢i u stanicu (63).

Otkriée hidroksiliranog HIF 1 koji se veze na CRL2YHL (64) omoguéilo je dizajn permeabilnih
PROTAC-a koji mogu inducirati razgradnju velikog broja unutarstani€nih POI. Crews 1 Deshaies
su 2004. g. prethodno koriSten ligand za E3 ligazu, bisfosforilirani dekapeptid, zamijenili
heptapeptidom, odnosno najmanjim mogucim dijelom strukture HIF1a koji je nuzan za vezanje
na VHL. Kako bi se postigla stanicna permeabilnost, ovi PROTAC-i su bili oznaceni
poliargininskim lancem vezanim na odgovaraju¢i ligand za POI (Slika 16), a inducirali su
razgradnju AR-a ili fluorescentno obiljeZenog mutiranog proteina koji veze FK506 i rapamicin
(FKBP) (26,65). Peptidni PROTAC-1 koji mobiliziraju VHL pripravljeni su za uspjesnu razgradnju
razli¢itih POI — ER (66-68), AhR (69,70), X-proteina virusa hepatitisa B (71), Akt (72), Smad3

(73) 1 proteina tau (74).
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Slika 16. Struktura PROTAC-4 za razgradnju fluorescentno obiljezenog mutiranog FKBP.
Zeleno je oznacen AP21998 (ligand za mutirani FKBP), crno je poveznica, crveno najmanji
aminokiselinski slijed nuzan za vezanje na VHL (ligand za E3 ligazu), a plavo poliargininski

lanac koji omogucuje ulazak u stanicu (65).

Prvi PROTAC-i koji su prouCavani in vivo bili su dipeptidi ovisni o fosforilaciji
(PhosphoPROTAC). PhosphoPROTAC-i su prolijekovi ¢ija aktivacija ovisi o fosforilaciji uz TrkA
ili uz eritroblastozni onkogen (ErbB3), nakon ¢ega ih prepoznaju njihove prave mete, tj. nizvodni
signalni proteini receptor faktora rasta fibroblasta 2a ili fosfatidilinozitol-3-kinaza (PI3K), redom,
koji se potom ubikvitiniraju i razgraduju putem UPS-a. Ovi prolijekovi PROTAC-a pokazali su
odredenu in vivo u€inkovitost nakon ponovljene intraperitonealne primjene na misjem modelu

karcinoma, unato¢ maloj statistickoj znacajnosti (75).

Iako su ova otkri¢a bila od izuzetne vaznosti za podru¢je TPD-a, peptidni PROTAC-i bili su
ucinkoviti tek u mikromolarnoj koncentraciji 1 vrlo Cesto osjetljivi na djelovanje endogenih
fosfataza, zbog Cega je postojala potreba za istrazivanjem PROTAC-a prikladnijih fizikalno-

kemijskih svojstava za lijekove (7).
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Istrazivacka skupina prof. Crewsa 2008. g. dizajnirala je prvi PROTAC malu molekulu koristeci
ligand za MDM2 E3 ligazu nutlin-3a koji je zamijenio prethodno koristene peptidne ligande.
Nutlin-3a je bio povezan s nesteroidnim antagonistom AR-a pomocu polietilenglikolne (PEG)
poveznice (Slika 17) te je uzrokovao razgradnju AR-a u humanim stanicama karcinoma grli¢a
maternice (HeLa) (45). Medutim, razgradnja AR-a posredovana MDM2 bila je ogranicena te je
otkriveno da nutlini mogu bez posredovanja E3 ligaze izravno inducirati razgradnju AR-a zbog

¢ega MDM2 u pravilu nije dobar odabir E3 ligaze (42).
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Slika 17. Struktura prvog PROTAC-a male molekule koji inducira razgradnju AR—a
posredovanjem MDM?2. Zeleno je oznacen ligand za AR, crno PEG poveznica, a narancasto
nutlin-3a (ligand za MDM2) (42).

Druga generacija PROTAC-a malih molekula bili su tzv. SNIPER-1 koji pomocu liganda za cIAP,
MeBS-a, induciraju razgradnju stani¢nog proteina koji veze retinoi¢nu kiselinu (CRABP-1 1 -11),
pri ¢emu ja kao ligand za CRABP-I 1 -II koriStena sve-tfrans-retinoi¢na kiselina (engl. all-trans-
retinoic acid, ATRA) (Slika 18) (47). Spektar meta SNIPER-a proSiren je na receptor za retinoi¢nu
kiselinu (RAR), ER, AR, BCR-ABL tirozin kinazu i dr. (7). No usprkos boljoj permeabilnosti,
SNIPER-i su uzrokovali autoubikvitinaciju 1 razgradnju cIAP E3 ligaze, zbog ¢ega je u¢inkovitost

razgradnje SNIPER-ima bila ograni¢ena (42). Ohoka 1 sur. su iz tog razloga zamijenili MeBS
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peptidomimeti¢kim antagonistima IAP te su postigli razgradnju ER in vivo na mi§jem modelu ER"

karcinoma dojke. Ovi SNIPER-i su u manjoj mjeri uzrokovali razgradnju samog [AP-a (76,77).

Slika 18. Struktura prvog SNIPER-a. Zeleno je oznacena ATRA (ligand za CRABP-1i -11), crno
PEG poveznica, a narancasto MeBS (ligand za cIAP) (47).

Pravi uzlet podrucja TPD-a dogodio se 2015. g. kada je dokazana selektivna razgradnja ciljnih
proteina 1 u¢inkovitost PROTAC-a in vivo (49,78). Otkri¢e nepeptidnih malih molekula inhibitora
VHL-a, kao $to su VH032, VH101 1 VH298 (26), omogucilo je racionalan dizajn potentnih 1
selektivnih PROTAC-a poboljSanih fizikalno-kemijskih svojstava koji se temelje isklju¢ivo na
malim molekulama (49). Ovi ligandi za VHL u strukturi imaju zadrzan sredi$nji (2S,4R)-
hidroksiprolin, ali su im smanjene peptidna priroda i relativna molekulska masa (~400 Da).
Pomocu dostupne kristalne strukture VHL-a 1 kombinacije SBDD-a 1 FBDD-a, K4 ovih spojeva
smanjen je ispod 1 puM, a fizikalno-kemijska svojstva, kao Sto su topoloSka plostina polarne
povrsine (TPSA), logaritam koeficijenta razdjeljenja (log P) te broj donora i1 akceptora vodikove
veze (HBD i HBA, redom), ve¢inom su zadovoljavala Lipinskijeva i Veberova pravila za oralno
bioraspolozive lijekove (26,79). Za razliku od peptidnih PROTAC-a, vjerojatnije je da ce
PROTAC-i koji su u potpunosti male molekule biti permeabilni te da ¢e se moc¢i u odgovaraju¢em
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opsegu apsorbirati Sto je jedan od preduvjeta za uspjesan razvoj lijekova. Bondenson i sur. su
upotrijebili upravo takve peptidomimetike kao ligande za VHL kako bi postigli razgradnju
receptora o povezanog s estrogenim receptorima (engl. estrogen receptor-related receptor alpha,
ERRa) 1 serin/treonin protein-kinaze RIPK2 kod miseva te su dokazali da PROTAC-i djeluju

substehiometrijski (Slika 19) (49).
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Slika 19. Strukture VHL PROTAC-a koji induciraju in vivo razgradnju: a) ERRa. i b) RIPK?2
(49). Zeleno su oznaceni ligandi za ERRo. (a) i RIPK?2 (b), crno poveznice, a narancasto VHL
ligand.

PROTAC ARV-771 je mala molekula, neselektivni degrader proteina bromodomene i
ekstraterminalne domene (engl. bromodomain and extraterminal domain, BET) koji se sastoji od
BET inhibitora JQ1 i VH032 kao liganda za VHL E3 ligazu (Slika 20) (80). (+)-JQ1 je potentan
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neselektivni triazolodiazepinski inhibitor BET proteina aktivan in vivo koji se kompetitivno veze
na bromodomene BET proteina (Kq 50-90 nM) ¢ime su sprijecene PPI s acetiliranim histonima i
transkripcijskim faktorima (81,82). U odnosu na inhibiciju BET pomoc¢u JQ1, ARV-771 je in vitro
1 in vivo pokazao znacajno poboljSanu u¢inkovitost na karcinom prostate ovisan o kastraciji (engl.
castration-resistant prostate cancer, CRPC) (80). PROTAC mala molekula MZ1 (Slika 20) prvi
je selektivni degrader BRD4 koji se zasnivao na VHL-u. MZ1 se takoder sastojao od BET
inhibitora JQ1, a u odnosu na ARV-771, selektivna razgradnja BRD4 postignuta je variranjem
duljine poveznice (83). BRD4 je transkripcijski koaktivator iz porodice BET proteina ukljucen u
regulaciju genske ekspresije te stani¢nu proliferaciju i1 prezivljavanje, a poremecena aktivnost
BRD4 povezana je s ekspresijom onkogena, karcinogenezom i upalom (84). Gadd 1 sur. objavili
su kristalnu strukturu MZ1 u ternarnom kompleksu s VHL i BRD4 (Slika 21) (85). To je prva ikada
objavljena kristalna struktura ternarnog kompleksa PROTAC-a, a omogucila je uvid u mehanizam
njihovog djelovanja. 1z kristalne strukture je vidljivo da se PROTAC smota prilikom vezanja u
Supljinu izmedu VHL 1 BRD4 zbog ¢ega dolazi do priblizavanja VHL 1 BRD4 te ovi proteini

stupaju u snazne PPI §to rezultira izrazitom stabilno$¢u i kooperativnoséu kompleksa.
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Slika 20. Strukture PROTAC-a koji poticu razgradnju BET proteina (78,80,83,86).

39



ElonginB

Slika 21. PROTAC MZ1 u kompleksu s drugom bromodomenom BRD4 i
VHL:ElonginC:ElonginB dijelu CRL2"L (PDB kod: 5T35).

Potaknuti otkri¢em mehanizma djelovanja talidomida 1 njegovih analoga (52), nekoliko
istrazivackih skupina iskoristilo je talidomid ili njegove derivate kao ligande za CRBN podjedinicu
E3 ligaze te pomocu takvih PROTAC-a postiglo u¢inkovitu razgradnju BRD4 in vitro i in vivo.
Winter i sur. su pripravili PROTAC-e za razgradnju BRD4 koji su se, kao i prethodno opisani
PROTACHi, sastojali od JQ1 inhibitora BRD4, ali su umjesto VHL liganda imali CRBN ligand 4-
hidroksitalidomid. Najucinkovitiji PROTAC bio je dBET1 (Slika 20) koji je uzrokovao razgradnju
BRD2, BRD3 i BRD4 na mi§jem modelu leukemije u niskoj nanomolarnoj koncentraciji (78). Lu
1 sur. su opisali vrlo potentan PROTAC ARV-825 (Slika 20) koji se sastojao od neselektivnog BET
inhibitora OTX015 1 CRBN liganda pomalidomida. ARV-825 je u pikomolarnoj koncentraciji
uzrokovao selektivnu razgradnju BRD4 u stani¢noj liniji Burkittovog limfoma (BL) te je znacajno

pojacao apoptozu stanica limfoma u usporedbi s OTX015 (86). U daljnjim studijama pokazao je
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ucinkovitost i na in vivo modelu akutne mijeloi¢ne leukemije (AML) (87). Ovi PROTAC-i su u
odnosu na roditeljske male molekule BET inhibitore bili u¢inkovitiji i selektivniji (78,86). Ovim
studijama je pokazano da se selektivnost PROTAC-a moze posti¢i odabirom E3 ligaze, izlaznog

vektora na E3 ligandu te variranjem vrste 1 duljine poveznice.

Weng i sur. su kreirali bazu PROTAC-a (PROTAC-DB) koja objedinjuje podatke o kemijskim
strukturama, bioloskom djelovanju (koncentraciji koja uzrokuje razgradnju 50 % proteina (DCso),
maksimalnom postotku razgradnje (Dmax) ili postotku razgradnje pri odredenoj koncentraciji,
koncentraciji koja uzrokuje 50 %-tnu inhibiciju enzima (/Cso) ili 50 %-tnu inhibiciju rasta stanica
(GIs0)), fizikalno-kemijskim svojstvima (afinitetu vezanja izrazenom kao Kg, termodinamickim
parametrima vezanja) te PK parametrima (stanicna permeabilnost, 7Tmax, f12, Cmax, AUC, klirens,
bioraspolozivost i dr.) PROTAC-a, ovisno o dostupnosti podataka u literaturi (88). Baza PROTAC-
a se od kraja 2022. do danas gotovo udvostrucila te trenutno sadrzi 6111 PROTAC-a, 569 liganada

za POI, 107 E3 liganada, 2753 poveznice i 959 modela ternarnih kompleksa (89).
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3.1.2.1.4. Dizajn PROTAC-a

Prilikom dizajna PROTAC-a prvenstveno je potrebno odabrati metu, odnosno POI i njen ligand, a
zatim E3 ligazu i poveznicu. Strukturna raznolikost i optimizacija PROTAC-a postize se
variranjem liganada za POI i E3 ligazu, vrste 1 duljine poveznice te mjesta povezivanja i izlaznih

vektora.

Odabir mete (POI)

Tradicionalan pristup otkricu i razvoju novih lijekova uglavnom je usmjeren na razvoj
kompetitivnih ili alosterickih inhibitora enzima ili agonista/antagonista receptora velikog afiniteta
vezanja. lako je ovaj pristup relativno uspjesan, ne rjeSava problem djelovanja na proteine sa
Sirokom i plitkom povrS§inom na koje se ligandi teSko mogu vezati. Logi¢an odabir mete PROTAC-
a bi bili upravo takvi proteini ,,na koje se ne moze djelovati* tradicionalnim lijekovima ili za koje
ne postoje dobri inhibitori, s obzirom na veliku relativnu molekulsku masu PROTAC-a i loSa PK
svojstva. Naime, PROTAC-1 ne podlijezu Lipinskijevom pravilu 5 za oralno bioraspolozive
lijekove, ve¢ pripadaju podrucju tzv. molekula ,,izvan pravila 5 (engl. beyond rule of 5, bRo5)

(57).

Za odabir mete PROTAC-a ne postoje uvrijeZzena pravila. Medutim, opéenito se smatra da idealna
meta, osim $to se na nju ne moze djelovati, treba biti patoloski promijenjen protein (npr. pretjerano
eksprimiran, mutiran, agregiran ili eksprimiran u krivom tkivu), treba imati povrsinu preko koje
moze stupiti u interakcije s E3 ligazom, nestrukturiranu regiju koja ¢e ga usmjeriti u proteasom i
vezno mjesto za malu molekulu kojem E3 ligaza mozZe pristupiti (50). Vrlo zanimljivi proteini za

razgradnju PROTAC-ima su konstrukcijski proteini, transkripcijski faktori i drugi signalni proteini
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na koje se inace ne moze djelovati tradicionalnim lijekovima. Primjeri meta ,,na koje se ne moze
djelovati‘ tradicionalnim lijekovima, a ¢ija je razgradnja postignuta PROTAC-ima su protein tau
(90), signalna molekula KRAS (engl. Kirsten rat sarcoma virus) GTP-aza (91) i signalni
transduktor 1 aktivator transkripcije 3 (engl. signal transducer and activator of transcription 3,
STAT3) (92). Cak i kada je odabrani ligand za POI neselektivan, PROTAC-ima se moZe postiéi
selektivna razgradnja mutiranih proteina i izoformi karakteristiénih za odredenu bolest, dok je

malim molekulama tesko posti¢i selektivnu inhibiciju takvih meta (57).

Medutim, nisu sve mete pogodne za razgradnju. Kemoproteomika omogucava sustavno
pretrazivanje meta podloznih razgradnji pomoc¢u masene spektrometrije. Pomocu neselektivnih
degradera koji induciraju razgradnju viSe razli¢itih meta, tzv. pandegradera, procjenjuje se
podloznost proteina razgradnji na razini cijelog proteoma ili dijela proteoma (npr. kinoma) (93).
Za bolje razumijevanje i procjenu podloznosti POI razgradnji, Zhang 1 sur. su razvili model
strojnog ucenja (engl. Model-based Analysis of Protein Degradability, MAPD) koji procjenu
temelji na intrinzicnim svojstvima proteina. Proteini s ve¢om vrijednosti MAPD imaju vecu
vjerojatnost za razgradnju TPD-om. Medutim, proteini s manjim MAPD nece nuzno biti teze
razgradeni, nego imaju manje strukturnih karakteristika koje su vazne za TPD, primjerice manji

broj lizinskih ostataka dostupnih za vezanje Ub-a (94).

Odabir liganda za POI

U klasiénom dizajnu PROTAC-a koriSteni su dostupni ligandi za odabranu metu, ve¢inom
inhibitori enzima. Razvojem proteomike identificirane su nove mete pogodne za razgradnju.

Medutim, za takve mete nisu poznati ligandi i smatraju se metama na koje se ,,ne moze djelovati*,
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zbog Cega su istrazivanja liganada za takve mete iznimno aktualna. Velika prednost PROTAC-a je
Sto odabir liganda za POI nije ogranicen na potentne i selektivne inhibitore koji se moraju ¢vrsto
vezati na metu, odnosno nije bitno dolazi li do odredenog farmakoloskog ucinka uslijed vezanja
liganda na metu (50). Na primjer, IACS-9571, snazan ligand za bromodomenu TRIM24,
transkripcijski regulator ¢ija je ekspresija povecana u razli¢itim vrstama karcinoma, sam po sebi
nema antitumorsko djelovanje, ali kada ¢ini dio strukture PROTAC-a, pospjesuje selektivnu
razgradnju TRIM24 posredovanu VHL-om 1 ima antiproliferativno djelovanje (95). Uglavnom se

smatra da ligandi mogu imati umjereni afinitet vezanja (> 1-500 nM) (50).

U odabiru odgovarajuc¢eg liganda za odabrani POI mogu pomoc¢i razli¢ite baze podataka o
objavljenim ligandima 1 proteinima na koje se vezu. DrugBank (https://go.drugbank.com/) 1
ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/) su najvece baze koje sadrze informacije vezane za
lijekove 1 dobra su pocetna tocka u dizajnu PROTAC-a. BindingDB (www.bindingdb.org) je baza

koja sadrzZi podatke o interakcijama ligand—protein i patentima (96).

Jedna od metoda pronalaska liganada za mete ,,na koje se ne moze djelovati* je pomoc¢u DNA-
kodiraju¢ih knjiznica (DKK) koje sadrze molekule oznacene jedinstvenim oligonukleotidnim
slijedom (kodom) (97). Prednost ovog pristupa je Sto ne gleda biolosko djelovanje liganda (npr.
inhibiciju enzima), ve¢ iskljucivo afinitet vezanja. Osim toga, mjesto vezanja DNA koda na
ligandu odgovara mjestu vezanja poveznice u budu¢em PROTAC-u, $to dodatno olaksSava daljnji
dizajn PROTAC-a (98). DKK tehnologija se koristi i za identifikaciju monovalentnih degradera

molekulskih ljepila, liganada za E3 ligaze 1 samih PROTAC-a (25,99,100).

E3 ligaza mora imati osiguran pristup povrsini ciljnog proteina kako bi se mogla dogoditi
ubikvitinacija. Odabir veznog mjesta liganda za POI posebno je vazan kod konstrukcijskih

proteina jer POI mozZe biti skriven unutar kompleksa, odnosno samo djelomi¢no izloZen i dostupan
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E3 ligazi. Umjesto samog POI, mogucée je 1 neizravno utjecati na razinu POI razgradnjom
susjednog proteina u kompleksu. Osim za konstrukcijske proteine i1 viSekomponentne proteinske
komplekse, ovaj pristup je koristan za razgradnju transkripcijskih faktora i nekih membranskih

proteina (50).

Proteini stani¢ne povrSine trenutno se ne smatraju dobrim metama PROTAC-a jer je UPS aktivan
unutar stanice. Medutim, pomocu sustava za oznacavanje dTAG, o kojima ¢e kasnije biti rijec,
Bensimon i sur. uspjeli su inducirati o UPS-u ovisnu razgradnju transmembranskog transportera
iz porodice SLC (engl. solute carrier) ¢iji supstrati ni inhibitori nisu poznati (101). Takoder, Wang
i sur. su pokazali da PROTAC koji se zasniva na CRBN-u poti¢e in vitro razgradnju proteina

stani¢ne povrsine liganda 1 programirane stani¢ne smrti (PDL1) (102).

Odabir E3 ligaze

lako postoji preko 600 razli¢itth E3 ligaza u ljudskom proteomu, za dizajn PROTAC-a je
iskoristeno samo 13 E3 ligaza (CRBN, VHL, AhR, cIAP, XIAP, DCAF11, DCAF15, DCAF16,
KEAPI, MDM2, RNF4, RNF114, FEM1B), §to ¢ini oko 2 % ukupnog E3-oma. Razlog tome je
nedostatak njihovih dobrih 1 selektivnih liganada (103). Najcesce koriStene E3 ligaze u TPD-u su
CRBN i1 VHL zbog Siroke rasprostranjenosti u razli¢itim stanicama i tkivima, dostupnosti malih
molekula liganada te moguénosti razgradnje velikog broja razli€itih proteina. Vazno je napomenuti
da svi PROTAC-i u klinickim ispitivanjima djeluju isklju¢ivo preko CRBN-a, s nekoliko izuzetaka
koji poti¢u razgradnju preko VHL-a (57), a o ¢emu ¢e biti rije¢ naknadno u poglavlju o klinickim

ispitivanjima.
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Danas su vrlo intenzivna istrazivanja liganada za druge E3 ligaze koje bi bile prikladne za TPD u
¢emu u velikoj mjeri pomaze kemoproteomika (104—107). BRD4 je modelna meta koja je vrlo
podlozna razgradnji putem PROTAC-a te se ¢esto koristi kao POI za identifikaciju novih E3 ligaza
za PROTAC-e. Primjeri PROTAC-a koji su uspjesno inducirali razgradnju BRD4 koristec¢i nove
E3 ligaze (navedene u zagradi) su (Slika 22): DP1 (DCAF15) (108), KB02-JQ1 (DCAF16) (106),
MS83 (KEAP1) (109), NJH-1-106 (FEM1B) (110), CCW 28-3 (RNF4) (104) i XH2 (RNF114)
(107). PROTAC-i koji su inducirali razgradnju alternativnih meta takoder koriste¢i nove E3 ligaze
su: PROTAC 21-ARL inducira razgradnju AR-a posredovanu DCAFI11 E3 ligazom (111), dok
PROTAC-1 BT1 1 NJH-2-142, koji se sastoje od dasatiniba kao inhibitora tirozin kinaza BCR-ABL
i c-ABL te nimbolida ili EN106 kao liganada za RNF114 i FEM1B E3 ligaze, redom, pospjesuju

selektivnu razgradnju onkogenog fuzijskog proteina BCR-ABL (Slika 23) (105,110).
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Slika 23. Strukture PROTAC-a koji induciraju razgradnju BCR-ABL.

Unato¢€ Cinjenici da je uspjesSna razgradnja BRD4 postignuta posredstvom gotovo svih ispitanih
E3 ligaza, ipak nisu sve E3 ligaze pogodne za razgradnju svih meta. Primjer su KEAP1 PROTAC-
1 koji su potaknuli uspje$nu razgradnju BRD4 1 kinaze fokalne adhezije (FAK), ali nisu imali
utjecaja na Brutonovu tirozin kinazu (BTK), BRD4, CDK4/6 i receptor za epidermalni faktor rasta
(EGFR). Ove mete su bile uspjesno razgradene posredstvom CRBN i VHL PROTAC-a (112). Iz
tog razloga je u ranoj fazi istrazivanja preporucljivo ispitati viSe razliCitih ligaza jer se slaba

aktivnost PROTAC-a ponekad moze poboljsati zamjenom E3 ligaze (96).

Razli¢ita ekspresija E3 ligaza u razli¢itim stanicama i tkivima moZe se iskoristiti za selektivnu

TPD, gdje se kao primjer isti¢e degrader antiapoptotickog proteina Bcl-xL DT2216 koji, za razliku
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od male molekule inhibitora koji ¢ini ligand za POI, ne uzrokuje trombocitopeniju jer je VHL slabo
eksprimiran u trombocitima (113). Za razvoj antitumorskih PROTAC-a zanimljive su E3 ligaze
koje su pojacano eksprimirane u tumorskom tkivu kako bi se postigla ciljana razgradnja POI u
tumoru, a smanjila toksi¢nost na druga tkiva (50). Medutim, takve E3 ligaze Cesto su eksprimirane

1 u drugim stanicama koje se brzo dijele (50,114).

Idealan ligand za E3 ligazu veze se visokim afinitetom na E3 i vrlo sporo disocira. Kovalentno
vezanje PROTAC-a na E3 ligazu moglo bi imati prednosti jer tada, umjesto ternarnog, nastaje
pseudobinarni kompleks izmedu supstrata i adukta E3-PROTAC, §to pojednostavljuje kinetiku
vezanja (50,115). Trenutno postoji ograni¢en broj metoda za selektivno kovalentno vezanje na
protein in situ. Primjeri elektrofilnih E3 liganada koji se kovalentno vezu na pripadajuce E3 ligaze
su prethodno spomenuti nimbolid (RNF ligand) te derivati kloralkana EN106 (FEM1B ligand),
KB02 (DCAF16) i CCW 16 (RNF4 ligand). Ovi kovalentni E3 ligandi koriSteni su u dizajnu
PROTAC-a koji djeluju preko neuobicajenih E3 ligaza. Napretkom bioortogonalne kemije,
odnosno kemijskih reakcija koje se odvijaju in sifu s minimalnim ucinkom na funkciju
biomakromolekule, vjerojatno ¢e biti moguce dizajnirati PROTAC-e duzeg djelovanja i vece

kataliticke u¢inkovitosti (116).

Liu i sur. su 2023. g. sistemati¢no karakterizirali E3 ligaze s obzirom na njihova temeljna obiljezja
relevantna za razvo] PROTAC-a koriste¢i kemoproteomiku 1 30-ak dostupnih baza podataka.
Identificirali su 76 E3 ligaza koje su najbolji kandidati za PROTAC-e te su razvili i lansirali web

portal (https://hanlaboratory.com/E3 Atlas/) koji istraziva¢ima pomaze u brzem odabiru E3 ligaza

za specifi¢ne mete (117).
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Odabir poveznice

Dizajn i optimizacija poveznice su od kljucne vaznosti u razvoju PROTAC-a jer vrsta i duljina
poveznice igra veliku ulogu u stani¢noj permeabilnosti i nastajanju kooperativnog ternarnog
kompleksa, S§to u konacnici ima utjecaj na ucinkovitost razgradnje i selektivnost prema POI.
Medutim, niti u ovom slucaju ne postoje opce prihvacena pravila. Zbog dostupnosti i jednostavne
sinteze, najcesée se zapocinje s kratkim i jednostavnim alkilnim ili PEG lancima te se iterativno
metodom pokusaja i pogreske optimizira poveznica (118). Najcescée vrste poveznica prikazane su

u Tablici 1 (118).
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Tablica 1. Najcesci strukturni motivi poveznica u PROTAC-ima (118).

Karakteristike
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Prilikom dizajna poveznice prvo je potrebno odabrati mjesta povezivanja i prikladne izlazne
vektore na ligandima za POI 1 E3 ligazu. Kod ve¢ih liganada se prilikom vezanja poveznice moze
izostaviti dio strukture koji nije bitan za vezanje na protein. Zbog sintetske dostupnosti, najcesce
se kao izlazni vektori odabiru karboksilne ili amino skupine na ligandu. Idealno mjesto spajanja
poveznice na ligand predstavlja onaj dio liganda koji ne ulazi u klju¢ne interakcije s POI ili E3
ligazom kako se ne bi utjecalo na vezanje izmedu male molekule i njenog ciljnog proteina, a to je
cesto potrebno i eksperimentalno potvrditi. To je najéesc¢e dio liganda koji je izloZen otapalu (118).
Na kokristalnim strukturama VHL-a (Slika 24a) i CRBN-a (Slika 25a) s njihovim ligandima
primjecuju se dijelovi strukture izlozeni otapalu. Variranjem mjesta povezivanja mozZe se utjecati
na sposobnost razgradnje, ali 1 na selektivnost $to je vidljivo na primjerima PROTAC -a za
razgradnju izoformi p38a 1 6 (Slika 24b) (119). S druge strane, na primjerima CRBN PROTAC-a
za razgradnju poli(ADP-riboza) polimeraze 1 (PARP1) (Slika 25b) pokazano je kako promjena
mjesta povezivanja na E3 ligandu (iz orto- u meta-polozaj) smanjuje razgradnju vjerojatno zbog
destabilizacije ternarnog kompleksa (120). Medutim, PROTAC-i u klinickim ispitivanjima, kao
Sto su ARV-110 i ARV-471, uglavnom imaju poveznicu u meta-poloZaju na derivatu talidomida
(118). Bricelj 1 sur. su pokazali da mjesto povezivanja CRBN liganda s poveznicom moZe utjecati
1 na stabilnost derivata talidomida u otopini te na razgradnju neosupstrata (121). Pomocu

poveznica se mogu optimizirati i PK svojstva (57).
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Slika 24. a) Kristalna struktura kompleksa VHL i njegovog liganda VHI101 (PDB:5LLI), b)
racionalan dizajn VHL PROTAC-a za selektivnu razgradnju izoformi p38 (119).
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Slika 25. a) Kristalna struktura kompleksa CRBN i njegovog liganda pomalidomida (PDB:
4TZU), b) racionalan dizajn CRBN PROTAC-a za razgradnju PARPI (119).
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PROTAC-i s prekratkom poveznicom Cesto ¢e preferirano tvoriti binarne umjesto ternarnih
kompleksa. S druge strane, preduge poveznice ¢e destabilizirati ternarni kompleks ili ¢e otezavati
ulazak PROTAC-a u stanicu (114) pa bi u poc¢etnim eksperimentima trebalo ispitati razlicite vrste
1 duljine poveznica. Osim polozaja poveznice na E3 ligandu, i duljina poveznice utjeCe na
selektivnost PROTAC-a. Primjer su PROTAC-i s lapatinibom kao ligandom za POI za razgradnju
EGFR 1 humanog epidermalnog faktora rasta 2 (HER2). PROTAC s dvije PEG jedinice
neselektivno potice razgradnju EGFR 1 HER2, dok produzenje poveznice za samo jednu PEG
jedinicu daje PROTAC za selektivnu razgradnju EGFR (122). Na sli¢an nacin postignuta je i

selektivna razgradnja CDK6 (123).

U sintezama PROTAC-a cesto se koristi click kemija zbog dobrih iskoriStenja, brzine i blagih

reakcijskih uvjeta te je triazolski prsten vrlo Cesto prisutan u poveznicama (118).

Optimizacijom poveznice mogu se poboljsati fizikalno-kemijska svojstva kao Sto su TPSA,
topljivost 1 fleksibilnost 1 utjecati na permeabilnost PROTAC-a 1 kooperativnost ternarnog
kompleksa. Kooperativnost moze smanjiti efekt udice pri visokim koncentracijama (61). Nunes i
sur. su zamjenom dugog fleksibilnog alkilnog lanca spirociklickim piridinom zakljucali poveznicu

u odgovarajucoj konformaciji i poboljSali topljivost (124).

Makrociklizacija je metoda zakljuavanja molekule u njenoj bioaktivnoj konformaciji, a
makrocikli takoder mogu djelovati na induciranje PPI i povecanje koopearivnosti ternarnih
kompleksa. Primjeri iz prirode su makrolidni spojevi ciklosporin i rapamicin koji kao molekulska
ljepila induciraju stvaranje ternarnih kompleksa (118). Testa i sur. su pomo¢u SBDD-a na temelju
kristalne strukture ternarnog kompleksa VHL:MZ1:BRD4BP? razvili makrociklicki PROTAC
(Slika 26) dodajuci poveznicu pomocu koje su ciklizirali BET PROTAC MZI1. Duga poveznica

izmedu JQI1 1 VHL liganda odabrana je tako da je zadrzan nacin vezanja linearnog PROTAC-a, a

55



ciklizacijom su pospjeSene PPI koje doprinose stvaranju stabilnog i kooperativnog ternarnog
kompleksa. MacroPROTAC je bio selektivan prema drugoj bromodomeni (BD2) BRD4, BRD2 i
BRD3 u odnosu na prve bromodomene ovih proteina. lako je afinitet vezanja binarnog kompleksa

macroPROTAC-BRD4 smanjen, in vitro razgradnja BRD4 usporediva je s MZ1 (125).
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Slika 26. Makrociklicki PROTAC (zeleno je oznacen BET inhibitor JQI, narancasto VHL ligand,
a crno poveznice) (125).

Racunalno modeliranje ternarnog kompleksa i optimizacija poveznice

Nekoliko ra¢unalnih modela koji se temelje na strukturi proteina razvijeno je u svrhu racionalnog
SBDD dizajna kooperativnih PROTAC-a. Pomoc¢u tih modela moguce je predvidjeti strukture
ternarnih kompleksa te optimizirati ligande ili poveznicu kako bi se osigurao optimalan kontakt
unutar ternarnog kompleksa. Skra¢ivanjem poveznice mogu se pospjesiti ¢vrsée ili specificnije
interakcije, dok se promjenom vrste poveznice moze usmjeriti vezanje u odgovarajucoj pozi. Neki

primjeri racunalnih modela su CHARMM, Rosetta, Model 4B, PRosettaC, PROTAC-ternary i
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PROTAC-Model. Oni mogu predvidjeti poznate vezne poze te u odredenoj mjeri i o¢ekivane (60).
Rosetta je software u otvorenom pristupu (www.rosettacommons.org) koji se koristi za sidrenje
(engl. docking) ternarnog kompleksa na temelju ¢ega se dizajnira poveznica izmedu dva liganda
ili se iterativno sidre dva proteina 1 ispituju razli¢ite konformacije PROTAC-a koji se veze na njih.
Racunalnim metodama moze se racionalizirati sinteza novih molekula. Ogranienje ovog pristupa
je u smanjenoj to¢nosti sidrenja ternarnog kompleksa kada kristalna struktura proteina i liganda

nije dostupna (125).

Unato¢ velikom interesu za poveéanje pozitivne kooperativnosti, postoji puno primjera uspjesne
razgradnje uz nekooperativne ili ¢ak negativno kooperativne PROTAC-e, kao §to su dBET6,
dBET23 i dBETS57, koji imaju a. < 0,4 (126,127). Pomocu fleksibilnih poveznica, kojima se mogu
izbjec¢i stericke smetnje (126), ili s druge strane, rigidnih poveznica kojima se izbjegavaju
neproduktivne konformacije (124), moze se posti¢i uspjeSna razgradnja neovisno o

kooperativnosti.

3.1.2.1.5. Sinteza PROTAC-a

PROTAC-i se pripravljaju konjugacijom prethodno sintetiziranih funkcionaliziranih liganada 1
poveznice na nekoliko nacina (Slika 27). U prvom pristupu moze se pripraviti konjugat liganda za
POI 1 poveznice, nakon ¢ega se nastali meduprodukt povezuje s E3 ligandom (Slika 27a). Drugi
nacin ukljucuje obrnuto povezivanje E3 liganda s poveznicom, nakon ¢ega slijedi povezivanje s
ligandom za POI (Slika 27b). U trecoj strategiji, koja je vrlo Cesta, prvo se priprave meduprodukti
konjugati liganda za POI i dijela poveznice, odnosno E3 liganda i dijela poveznice koji se zatim

spajaju jednostavnom kemijskom reakcijom kao Sto je coupling reakcija ili click reakcija (Slika
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27¢). Ve¢ spomenuti triazolski prsten Cest je u strukturama PROTAC-a zbog jednostavne sinteze,
ali 1 zbog moguceg povecanja topljivosti i metaboliCke stabilnosti. Osim toga, triazolski prsten je
rigidan 1 moze tvoriti vodikove veze s nekim aminokiselinama POI-a i E3 ligaze, Sto moze

doprinijeti stabilnosti ternarnog kompleksa (118).
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Slika 27. Pregled strategija i reprezentativnih primjera sinteze PROTAC-a (118).



3.1.2.1.6. BioloSka evaluacija PROTAC-a

Slika 28 prikazuje tipi¢an hodogram u TPD projektu. Nakon odabira mete te dizajna i sinteze
preliminarnih PROTAC-a na temelju poznatih liganada za POI i E3 ligazu i upotrebom najces$¢ih
poveznica, potrebno je ispitati razgradnju proteina, identificirati aktivne degradere i validirati
mehanizam djelovanja. Validacija spoja uzora je nuzna te moze usmjeriti dizajn selektivnijih

degradera i osigurati napredak do in vivo ispitivanja (61).

Ispitivanje razgradnje

Najcesca i najdostupnija metoda za ispitivanje razgradnje proteina je kvantifikacija koncentracije
proteina u stanici pomo¢u Western blota. Druge metode koje se koriste za kvantifikaciju proteina
su primjerice oznacavanje POI ili E3 ligaze fluorescentnim ili luminescentnim biljegom (npr.
zelenim fluorescentnim proteinom ili nanoluciferazom) i1 pracenje gubitka signala tijekom
vremena. Za pracenje razgradnje je kljuan odabir vremenskih to¢aka, a najéesce se odabiru i kraci
(4-8 h) 1 duzi (12-24 h) vremenski intervali. Evaluacija razgradnje u vremenskim intervalima
duzim od 8 h omogucava detekciju spore ili djelomicne razgradnje. Razgradnja se najcesce ispituje
u koncentracijskom nizu. Kada se utvrdi optimalna vremenska tocka, moze se izraditi krivulja
odnosa doze i uc¢inka iz kojih proizlaze Dmax 1 DCso. lako ne postoji standardna potentnost, idealni
kandidati za daljnji razvoj ili optimizaciju trebali bi pokazati razgradnju u koncentraciji pri kojoj
meta nije zasi¢ena da se osigura mehanizam djelovanja koji se zasniva na dogadaju, a ne na

zauzetosti veznog mjesta (61).

Ispitivanje permeabilnosti

PROTAC-i su molekule velike relativne molekulske mase $to moZe utjecati na permeabilnost i

posljedi¢no razgradnju. Uobicajeni modeli koji se koriste za ispitivanje stani¢ne permeabilnosti
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malih molekula, kao §to su test propusnosti na umjetnim membranama (engl. parallel artificial
membrane permeability assay, PAMPA) ili stanicni modeli Caco-2, MDCKII ili LLC-PK1, mogu
se koristiti 1 za PROTAC-e (61). Medutim, zbog izazovnih fizikalno-kemijskih svojstava
PROTAC-a, stani¢ni modeli imaju prednost pred PAMPA testom, ali i tu je Cesto potrebna

prilagodba eksperimentalnih uvjeta zbog slabe topljivosti 1 nespecificnog vezanja (128).
Ispitivanje vezanja na POI i E3 ligazu

Ispitivanje interakcija izmedu proteina i liganda moze se provesti na stani¢cnim modelima, ali za
odabir odgovarajuéih liganada i mjesta vezanja poveznice, prednost imaju biofizikalne tehnike s
procis¢enim proteinima jer se na taj nacin izravno ispituje vezanje. Tehnike koje se koriste za
ispitivanje afiniteta binarnih 1 ternarnih kompleksa su Alphal.ISA, vremenski razlu¢iv
fluorescentni rezonantni prijenos energije (TR-FRET), polarizacija fluorescencije, mikroskalarna
termoforeza, '°F nuklearna magnetska rezonancija, izotermna titracijska kalorimetrija, rezonancija

povrSinskih plazmona, bioslojna interferometrija i dr. (60,61).
Ispitivanje nastajanja ternarnog kompleksa

Potvrda da razgradnja POI-a ovisi o nastajanju ternarnog kompleksa nuzna je prije optimizacije
PPI u ternarnom kompleksu. Ispitivanje nastajanja ternarnog kompleksa u Zivim stanicama
provodi se bioluminescentnim tehnikama. NanoBiT je metoda koja se temelji na NanoLuc
luciferazi podijeljenoj na dva fragmenta koji su rekombinantno povezani s E3 ligazom i POI. Kada
se POl 1 E3 povezu preko degradera, dolazi do rekonstitucije luciferaze Sto generira
luminescenciju. Stvaranje ternarnog kompleksa u stanicama moguée je pratiti i tehnikom
koimunoprecipitacije,  fluorescentnim  rezonantnim  prijenosom  energije  (FRET),

bioluminescentnim rezonantnim prijenosom energije (BRET) i afinitetnim tehnikama u
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kombinaciji s Western blotom. Tehnike ispitivanja nastajanja ternarnog kompleksa zahtijevaju

upotrebu inhibitora proteasoma (npr. bortezomib) kako bi se sprijecila razgradnja mete (61).

Validacija spoja uzora

Kada je identificiran potentan PROTAC kandidat, prije daljnjih bioloskih pokusa potrebno je
validirati mehanizam djelovanja i selektivnost PROTAC-a. Prvi korak je potvrda da je smanjenje
koncentracije proteina posljedica razgradnje, a ne smanjenja transkripcije. To se ispituje
mjerenjem razine mRNA POI-a u stanicama tretiranim PROTAC-om, pri ¢emu ne smije do¢i do
zna¢ajne promjene u razini mRNA nakon tretiranja PROTAC-om. Takoder, kompeticijskim
studijama s ishodiSnim ligandima utvrduje se ovisnost razgradnje o formiranju ternarnog
kompleksa. Kako bi se potvrdilo da je razgradnja ovisna o E3 ligazi, moze se utiSati ekspresija E3
ligaze ili koristiti negativna kontrola koja se ne veze na E3 ni POI. Negativna kontrola se uglavnom

pripravlja promjenom stereokemije na ligandu za POl i E3 ligazu (61).

Globalna proteomika je klju¢na za provjeru selektivnosti PROTAC-a na cijelom proteomu. Kraca

vremena inkubacije (< 6 h) koriste se za identifikaciju izravnih meta PROTAC-a (61).
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3.1.2.1.7. Farmakokineticka svojstva PROTAC-a

PROTACH-i su velike fleksibilne molekule koje uglavnom ne zadovoljavaju Lipiniskijevo pravilo
5 (Ro5) ni Veberova pravila koja su u farmaceutskoj industriji dugo bila zlatni standard za
racionalan dizajn malih oralno bioraspolozivih molekula. Molekule ¢ija fizikalno-kemijska i
ADME svojstva izlaze iz okvira Ro5, ali i dalje posjeduju dovoljnu oralnu bioraspolozivost,
nazivaju se bRo5 molekule, te se u zadnje vrijeme sve vise razvijaju. Predikcije koje se koriste za
klasicne male molekule manje su prediktivne za bRo5 molekule, a time i PROTAC-e. Tome u
prilog ide i Cinjenica da je vise PROTAC-a koji se nalaze u klinickim ispitivanjima oralno

bioraspolozivo, iako ne zadovoljavaju Ro5 (8,128).

Maple 1 sur. su analizirali fizikalno-kemijska svojstva PROTAC-a objavljenih izmedu 2014. i
2019. g. 1 usporedili s u¢inkovito$¢u razgradnje. Jedino je log P pozitivno korelirao s razgradnjom,
pri ¢emu su najpotentniji degraderi imali log P oko 6. Autori takoder preporucuju da se HBD drzi
na ili ispod 5 i TPSA ispod 250 A2, dok je broj HBA manje kriti¢an. TPSA je kod analiziranih
PROTAC-a bio generalno niZi u usporedbi s drugim bRo5 molekulama, §to upucuje na to da je

vjerojatno to svojstvo uspjesno optimizirano (129).

Volak 1 sur. su tijekom 2021. g. proveli istrazivanje o iskustvu farmaceutske industrije s
karakterizacijom 1 optimizacijom ADME svojstava degradera (130). U tablici 2 prikazana su

pozeljna svojstva za oralno bioraspoloZive degradere na temelju rezultata istraZivanja.
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Tablica 2. Fizikalno-kemijska svojstva pozeljna za oralno bioraspolozZive degradere (130).

M <900
HBA <14
HBD <5
log D 3-5
TPSA 100-200 A2

Zanimljivo je da jedino broj HBD odgovara Ro5. Broj HBD je vjerojatno povezan s kameleonskim
svojstvima degradera koja oznaCavaju sposobnost molekula da se prilagode lipofilnosti ili
hidrofilnosti okoliSa zbog svoje fleksibilnosti i tvorbe intramolekulskih vodikovih veza (130).
Kameleonska svojstva nisu jedinstvena za PROTAC-e, ve¢ su i karakteristika makrocikli¢kih
lijekova, nekih antivirotika i dr. lijekova (131) i moguce su objasnjenje za oralnu bioraspolozivost
PROTAC-a. Medutim, PROTAC-i za oralnu primjenu koji se nalaze u klinickim ispitivanjima
dokazuju da poveznica ne mora biti previSe fleksibilna za postizanje odgovarajuce oralne

bioraspoloZivosti.

Lipofilnost se smatra klju¢nim svojstvom koje utjeCe na permeabilnost, topljivost, oralnu
apsorpciju, efluks posredovan transportnim proteinima, vezanje na proteine plazme, potencijal
interakcija s drugim lijekovima, metabolicku stabilnost i klirens. Optimalna lipofilnost osigurava
istovremenu topljivost i permeabilnost molekule. Medutim, lipofilnost PROTAC-a nije lako
odrediti metodom izmuckivanja zbog ograni¢ene topljivosti te se preporucuje koriStenje
surogatnih kromatografskih metoda (npr. chromLogD) ili imobiliziranih umjetnih membrana (A

log Kow) (128).

Za predvidanje kameleonskih svojstava PROTAC-a uvedeni su novi molekulski deskriptori, kao

Sto su eksperimentalno odredena izloZena ploStina polarne povrSine (engl. experimentally
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determined exposed polar surface area, EPSA) i1 deskriptor kameleonskih svojstava (ChameLogD)
(132,133), koji uzimaju u obzir dinamicke intramolekulske vodikove veze u svrhu postizanja bolje

korelacije fizikalno-kemijskih svojstava s eksperimentalno odredenom permeabilnosti (3).

Generalno je uoceno da su CRBN PROTAC-i boljih fizikalno-kemijskih svojstava za oralnu
bioraspolozivost nego PROTAC-i koji iskoriStavaju druge E3 ligaze. Kod dizajna degradera
pozeljno je odmah odabrati ligande manje velicine i polarnosti, pogotovo ako je pozeljna oralna

apsorpcija (134).

Permeabilnost i aktivni transport

Stani¢na permeabilnost veliki je izazov u razvoju PROTAC-a zbog njihove veli¢ine 1 polarnosti.
Ocekivano, spojevi koji imaju manju M; i manji broj HBA 1 HBD, u pravilu su permeabilniji.
Dizajn molekula koje pokazuju kameleonsko ponasanje jedan je od nacina kako poboljsati
permeabilnost. Kao §to je ve¢ spomenuto, testove permeabilnosti je Cesto potrebno prilagoditi za
PROTAC-e. PAMPA test ne uzima u obzir transportne proteine, ve¢ mjeri isklju¢ivo pasivnu

permeabilnost, zbog ¢ega stani¢ni modeli imaju prednost (134).

Interakcije izmedu degradera i transportnih proteina, kao Sto je P-glikoprotein (P-gp), uglavnom
su slabo istraZzene. Aktivni efluks posredovan P-gp-om i drugim transportnim proteinima moze
ograniciti u¢inkovitost PROTAC-a, a istovremena primjena inhibitora P-gp-a (npr. ciklosporina A)
moze povecati ufinkovitost razgradnje POI-a u stanicama. Medutim, ovi pokusi se uglavnom
odnose na permeabilnost u ciljnim stanicama, a ne na oralnu bioraspolozivost (134). Iako je
razumijevanje aktivnog transporta bRo5 molekula ograni¢eno, modeli koji se zasnivaju na odnosu
strukture i1 djelovanja (SAR) Ro5 i bRo5 molekula pokazali su neke generalne trendove. Porastom

broja vodikovih veza u pravilu efluks raste. Osim toga, na efluks imaju utjecaj i veli¢ina 1 oblik
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molekule (135). Opcenito, spojevi koji pokazuju visoku pasivnu permeabilnost imaju najmanji
potencijal biti supstrati P-gp-a, za razliku od spojeva umjerene pasivne permeabilnosti. Efluks
transportnim proteinima, osim za apsorpciju u gastrointestinalnom sustavu, znacajan je 1 za
djelovanje PROTAC-a u srediSnjem ziv€anom sustavu jer je P-gp u velikoj mjeri eksprimiran 1 na
krvno-mozdanoj barijeri (KMB). S druge strane, postoje primjeri PROTAC-a koji prelaze KMB
Sto upucuje na vjerojatan aktivni transport. Takoder, aktivni transport mogao bi objasniti renalnu,

intestinalnu 1 bilijarnu eliminaciju PROTAC-a (130).

Topljivost

Topljivost PROTAC-a opcenito je vrlo niska i izazovno ju je ispitati koriste¢i standardne metode.
Dobra strategija povecanja topljivosti PROTAC-a jest modifikacija poveznice, pri ¢emu su se
najbolje pokazale PEG i piperidinske poveznice (136). Napredne formulacije, kao $to su amorfni
ili samoemulgiraju¢i terapijski sustavi te nanoformulacije, mogu pospjesiti topljivost i

permeabilnost (134).

Primjena raunalnih metoda za predvidanje topljivosti PROTAC-a ogranicena je jer trening setovi
dostupnih modela uglavnom ne pokrivaju bRo5 molekule, stoga je preporucljivo eksperimentalno
odrediti topljivost (134). U ranoj fazi istraZivanja najprakti¢nije je odredivanje kineticke topljivosti
jer je potrebna velika protocnost zbog velikog broja spojeva. Medutim, kod fleksibilnih molekula
precipitacija ¢e se dogadati relativno sporo pa ova metoda nije najpogodnija za odredivanje
topljivosti PROTAC-a. Odredivanje termodinamicke topljivost trebalo bi dati relevantnije 1
realisticnije podatke o topljivosti. Cantrill i sur. usporedili su topljivost PROTAC-a dobivenu
kinetickom i termodinami¢kom metodom. Za odredivanje termodinamicke topljivosti koristili su
metodu izmuckivanja nakon dodatka degradera u obliku krutine u puferiranu 10 %-tnu otopinu (2-
hidroksipropil)-B-ciklodekstrina (HP-B-CD) u vodi, dok je za odredivanje kineticke topljivosti
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degrader prvo otopljen u PEG400 i1 zatim dodan puferiranoj otopini HP-B-CD. Neki degraderi su
pokazali sli¢cnu kineticku i1 termodinamicku topljivost, dok su se kod drugih vrijednosti znacajno
razlikovale. Jedno od mogucih objasnjenja jest utjecaj pufera na topljivost i taloZenje te sugerira
da je kinetic¢ka topljivost ovisna o eksperimentalnim uvjetima koji se moraju uzeti u obzir kod

interpretacije rezultata (134).

Vezanje na proteine plazme

Vezanje lijeka na proteine plazme utjece na koncentraciju slobodnog, nevezanog lijeka u plazmi
koja moze do¢i na mjesto djelovanja te odreduje in vivo ucinkovitost i farmakokinetiku lijekova.
Zbog velike lipofilnosti, degraderi su uglavnom u visokom postotku vezani na proteine plazme.
Niska koncentracija nevezanog lijeka u praksi je problemati¢na za odredivanje. Umjesto
standardne metode dijalize koja zahtjeva dugo vrijeme za postizanje ravnoteze, najprikladnija
metoda za odredivanje vezanja PROTAC-a na proteine plazme je ultracentrifugiranje, pri cemu
treba uzeti u obzir stabilnost degradera u plazmi u odgovaraju¢em vremenu. Ultrafiltracija
uglavnom nije prikladna metoda zbog vjerojatnosti nespecificnog vezanja na membranu ili
dijelove aparature. Drugi problem jest odredivanje koncentracije jer su potrebne vrlo osjetljive

analiticke metode zbog niske koncentracije nevezanog lijeka (134).

Metabolizam PROTAC-a

PK svojstva degradera moraju biti takva da osiguraju dovoljnu koli¢inu intaktnog lijeka na mjestu
djelovanja kako bi moglo do¢i do stvaranja ternarnog kompleksa te uspjeSne razgradnje POI in
vivo 1 bioloskog ucinka. Metaboli¢ki nestabilni degraderi metaboliziraju se i eliminiraju iz

organizma prije nego S§to uspiju ispoljiti svoje djelovanje. Takoder, metaboliti mogu tvoriti
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neproduktivne binarne i ternarne komplekse koji onemogucuju uspjeSnu ubikvitinaciju i

razgradnju (128).

Utvrdeno je da PROTAC-i podlijezu reakcijama I i II faze metabolizma jednako kao i klasi¢ne
male molekule, pri ¢emu su najznacajniji enzimi za metabolizam PROTAC-a citokromi P450
(CYP), posebno CYP3A4, te u odredenoj mjeri i aldehid oksidaze (AOX) te UDP-
glukuronoziltranferaze. Njihov metabolizam ne moze se predvidjeti na temelju metabolizma

individualnih liganada (136).

Na metabolicku stabilnost najviSe utjece poveznica i nacin vezanja s ligandima. Metabolicki
najvecoj mjeri odvijaju reakcije N-dealkilacije ili hidrolize. Bez obzira na to, amidne veze su vrlo
Ceste zbog jednostavne sinteze. PEG poveznice su u pravilu metabolicki nestabilnije od alkilnih te
je primijecen velik broj reakcija O-dealkilacije. Medutim, ukupna metabolicka stabilnost PEG
PROTAC-a usporediva je s PROTAC-ima koji imaju alkilnu poveznicu, pri ¢emu su vremena
polueliminacije PEG PROTAC-a bila usporediva ili ¢ak duza. No, zaStita velikog broja
metabolic¢ki osjetljivih poloZaja kod PEG PROTAC-a sintetski je puno zahtjevnija. Poveznice do
Cetiri jedinice vrlo su stabilne u usporedbi s duzim poveznicama te u pravilu vrijedi da su krace
linearne poveznice stabilnije od duzih vjerojatno zbog sterickih smetnji susjednih liganada 1
nemogucnosti pristupa katalitickom mjestu enzima. Medutim, duZe poveznice se vrlo ¢esto koriste
kod optimizacije aktivnosti PROTAC-a. Upotreba ciklickih poveznica dobra je strategija

povecanja metabolicke stabilnosti (136).

Sto se ti¢e E3 liganada, CRBN PROTAC-i, koji u strukturi imaju derivate talidomida, podlijezu
ne-enzimskoj hidrolizi ftalimida i glutarimida u vodenom mediju. Kod VHL liganada, 5-feniltiazol
podlozan je oksidaciji uz kataliti¢ki u¢inak AOX (136).
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PK/PD studije i modeliranje

Cilj PK/PD modeliranja je utvrdivanje terapijskog raspona, kvantifikacija odnosa izmedu
izlozenosti lijeku i bioloskog odgovora, utvrdivanje optimalne doze i rezima doziranja. Vezanje na
metu i posljedi¢na razgradnja posljedica je prisutnosti lijeka na mjestu djelovanja. Predvidanje
izlozenosti pacijenta lijeku nakon primjene odredene doze pociva na dobrom razumijevanju
fizikalno-kemijskih i ADME svojstava lijeka, kao Sto su permeabilnost, topljivost, vezanje na
proteine plazme i oralna apsorpcija. Razumijevanje PK degradera i povezanosti s PD ucincima
klju¢no je za predvidanje trajanja supresije POI-a, §to ima utjecaj na rezim doziranja. PK/PD
modeli su korisni za utvrdivanje tih odnosa. Produljeni u¢inak degradera u velikoj mjeri ovisi o
brzini resinteze POI-a. Ako je brzina obrta proteina mala, znaci da je i1 resinteza POI-a spora, zbog
cega ¢e nakon maksimalne razgradnje POI-a biti potrebno neko vrijeme da se koncentracija
proteina vrati na normalne vrijednosti. S druge strane, koncentracija POI-a ¢e puno brze doseci
pocetnu kod proteina s velikom brzinom obrta. To je razlog zaSto degraderi pokazuju nelinearan
odnos PK/PD. Za razliku od tradicionalnih inhibitora ¢iji se mehanizam djelovanja temelji na
zauzetosti veznog mjesta, kod PROTAC-a se ne ocekuje korelacija izmedu koncentracije lijeka u
plazmi i farmakodinamickog odgovora u odredenom trenutku. U trenutku kada je koncentracija
lijeka u plazmi visoka, razgradnja POI-a moZe biti vrlo niska ili se ne mora uopce dogadati jer jo$
uvijek nije proSlo dovoljno vremena da proces u€inkovite razgradnje zapocne. S druge strane,
koncentracija POI-a moze biti vrlo niska ili moZe biti u potpunosti razgraden u trenutku kada
degradera viSe nema u plazmi. Na slici 29a prikazana je kinetika razgradnje POI-a. Vrijeme obrta
proteina moze se pronaci u literaturi ili odrediti eksperimentalno na nacin da se stanice inkubiraju
s razli¢itim koncentracijama degradera tijekom odredenom vremenskog intervala (npr. 24-36 h),

nakon ¢ega se isperu te se prati koncentracija proteina kroz odredeni vremenski period. Treba imati
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treba odabrati relevantne stani¢ne linije kako bi se rezultati mogli preslikati na in vivo. Na slici
29b su prikazani PK profili degradera u plazmi pri razli¢itim rezimima doziranja s jednakom
ukupnom izloZenos¢u. Slika 29c¢ prikazuje odgovarajuc¢e razine POI-a i njegovih nizvodnih
markera, dok je na slici 29d vidljiv rast tumora. PK/PD modeli razvijeni na temelju PK/PD studije
mogu biti korisni za procjenu ucinka razli¢itih rezima doziranja na razinu POI-a, biomarkera i
terapijski ucinak. S obzirom da kod degradera nije relevantna koncentracija na mjestu djelovanja,

smanjenje koncentracije POI-a uzima se umjesto koncentracije degradera.
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Farmakokinetika degradera
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Slika 29. Simulirani PK/PD profili hipotetskog degradera. a) Postotak razgradnje POIl-a sa
sporim (crveno) ili brzim (plavo) obrtom nakon 24-satne infuzije degradera. Osim jace razgradnje,
koncentracija POI-a nakon prestanka infuzije duze se odrzava niskom kod proteina sa sporim
obrtom; b-d) Utjecaj rezima doziranja na terapijski ucinak; b) Tri simulirana reZima doziranja:
jednom tjedno (TD — zeleno), svaka tri dana (3D — crveno) i jednom dnevno (DD — Zuto) rezultiraju
razlicitim profilima koncentracije degradera u plazmi; c) Kinetika razgradnje POI-a (puna linija)
i njegovih nizvodnih biomarkera (iscrtkana linija) razlikuje se ovisno o reZimu doziranja.
Doziranje jednom dnevno odrzava nisku razinu POI-a i biomarkera bez znacajnih fluktuacija. d)
Terapijski ucinak na rast tumora. Doziranje jednom dnevno uzrokuje produzenu inhibiciju rasta
tumora, dok tjedno doziranje, osim jaceg inicijalnog odgovora, ne inhibira rast tumora u kasnijim
vremenskim tockama. Doziranje svaka tri dana ima ucinak izmedu ova dva rezima doziranja
(prilagodeno prema (128), uz dopustenje izdavaca John Wiley & Sons).
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Toksicnost PROTAC-a

Iako je na mnogo primjera pokazano da su PROTAC-i, zbog svog jedinstvenog mehanizma djelovanja
koji zahtjeva stvaranje ternarnog kompleksa, u pravilu selektivniji u odnosu na ligande iz kojih su
razvijeni, postoji moguénost razgradnje i ne-ciljnih proteina. Za ispitivanje selektivnosti, a time i

potencijalne toksi¢nosti degradera, danas se koristi globalna proteomika (137).

Rizik od djelovanja na ne-ciljne proteine posebno je izrazen kod CRBN PROTAC-a, s obzirom da IMiD-
1 mogu potaknuti razgradnju nekoliko neosupstrata (npr. IKZF1, proteina 4 slicnog Sal-u (engl. Sal-like
protein 4, SALL4), kazein kinaze 1a (CK1a) i dr.) posredovanu CRBN-om (14). Primjerice, Ishoey i
sur. 2018. g. pripravili su PROTAC-e sastavljene od IMiD-a i promiskuitetnog inhibitora kinaza koji su
bili ucinkoviti protiv stanica leukemije zbog razgradnje ne-ciljnog proteina faktora 1 terminacije
translacije prijelaza iz G1 u S fazu (engl. the translation termination factor GI-to-S phase transition 1,
GSPT1) iako nisu imali sposobnost potaknuti razgradnju kinaza (138). Takoder, PROTAC-i s
pomalidomidom u strukturi koji ciljaju BTK istovremeno poti¢u i1 razgradnju neosupstrata IKZF1,
IKZF3, ZNF 827 i ZFP91 (126). Medutim, malim promjenama u strukturi molekule, na primjer
mijenjanjem vrste poveznice, Cak 1 bez promjene njene duljine, moze se sprijeCiti razgradnja
neosupstrata CRBN-a (139). Osim toga, 1 vrsta CRBN liganda moze odrediti specifi¢nost prema
supstratu. Tako primjerice, lenalidomid poti¢e razgradnju CKla, za razliku od talidomida 1

pomalidomida (140).

Rizik povezan s degraderima koji se temelje na IMiD-ima je zadrzavanje neZeljenih svojstava IMiD-a
kao §to su prethodno opisana kemijska nestabilnost, inverzija konfiguracije in vivo i teratogenost (141).
Nedavne studije su pokazale da je razgradnja embrijskog transkripcijskog faktora SALL4 posredovana
CRBN-om povezana s teratogenim u¢incima IMiD-a i degradera koji se na njima temelje, iako jo$ uvijek

treba utvrditi je li to jedini razlog teratogenosti (141,142). Kod pacijenata oboljelih od refraktornog
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mijeloma uocen je razvoj rezistencije na IMiD-e §to se povezuje s mutacijama na genu za CRBN (143),

te predstavlja dodatan poticaj za pronalazenje novih E3 ligaza koje se mogu iskoristiti za TPD.

3.1.2.1.8. PROTAC-i u klinickim ispitivanjima

U tablici 3 dan je prikaz klinickih ispitivanja PROTAC-a. Trenutno se u fazama I-III nalazi 22
PROTAC-a (58). U nastavku su prikazani podaci koji su dostupni u znanstvenim publikacijama ili
sazecima sa znanstvenih skupova, dok podaci iz novinskih ¢lanaka ili web stranica farmaceutskih tvrtki
nisu prikazani. U tablici su zvjezdicom oznacena klini¢ka ispitivanja koja su zavrSena, s dvije zvjezdice
ona koja su iz bilo kojeg razloga prekinuta te s tri zvjezdice suspendirana studija. S obzirom da sluzbeni
razlozi prekida ili suspenzije studija nisu objavljeni u znanstvenoj literaturi, o tim degraderima nije

diskutirano.

Tablica 3. Popis PROTAC-a u klinickim ispitivanjima (58).

Degrader E3 ligaza Identifikator Faza Indikacija Put primjene
clinicaltrials.gov
ABBV-101 BTK Nepoznato NCT05753501 I B-stanicni limfom Oralno
AC176 AR Nepoznato NCT05241613** I mCRPC Oralno
NCT05673109** I mCRPC Oralno
AC682 ER CRBN NCT05080842%** I Lokalno Oralno
uznapredovali ili (prelazi KMB)
metastatski
ER"HER2~
karcinom dojke
AC699 ER Nepoznato NCT05654532 I Lokalno Oralno
uznapredovali ili
metastatski
ER"HER2"
karcinom dojke
ARV-102 LRRK2 Nepoznato - IND  Neurodegenerativne Oralno (prelazi
bolesti KMB)
Bavdegalutamid AR CRBN NCT03888612 /11 mCRPC Oralno
(ARV-110)
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NCTO05177042 Ib mCRPC rezistentan Oralno
na abirateron (kombinacija s
abirateronom)
ARV-393 BCL6 CRBN NCT06393738 I Relapsni/refraktorni Oralno
ne-Hodgkinov
limfom
Vepdegestrant ER CRBN NCT05654623 1T Uznapredovali Oralno
(ARV-471) metastatski
karcinom dojke
NCT05909397 111 Uznapredovali Oralno
ER'HER2™ (monoterapija ili
karcinom dojke kombinacija s
palbociklibom
NCT05549505 II Lokalizirani Oralno
ER'HER2™
karcinom dojke
NCT05501769 Ib Uznapredovali Oralno
ER'HER2" (kombinacija s
karcinom dojke everolimusom)
NCT04072952 v Uznapredovali Oralno
ER'HER2™ (monoterapija ili
karcinom dojke kombinacija s
palbociklibom)
NCT06125522 /11 Uznapredovali ili Oralno
metastatski (kombinacija s
karcinom dojke samuraciklibom)
NCT05548127 v Uznapredovali Oralno
ER'HER2~ (kombinacija s
karcinom dojke abemaciklibom)
NCT05573555 v Uznapredovali Oralno
ER*HER2™ (kombinacija s
karcinom dojke ribociklibom)
NCT06206837 /11 Uznapredovali Oralno
metastatski (kombinacija s
karcinom dojke PF-07220060)
NCT05463952 I Uznapredovali Oralno
ER"HER2~
karcinom dojke
NCT05732428 I Uznapredovali Oralno
ER*HER2~
karcinom dojke
Luksdegalutamid AR CRBN NCTO05067140 /1T mCRPC Oralno
(ARV-766) (monoterapija ili
kombinacija s
abirateronom)
BGB-16673 BTK CRBN NCT05006716 I B-stani¢ni limfom Oralno
NCT05294731 I B-stani¢ni limfom Oralno
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BMS-986458

CC-94676

CFT8634

CFT1946

GT20029

HP518

HSK29116
KT-474
(SAR444656)

LT-002-158

NX-2127

NX-5948

ASP3082

DT2216

FHD-609

BCL6

AR

BRD9

BRAFV6OOE

AR

AR

BTK

IRAK4

IRAK4

BTK

BTK

KRASG12P

Bel-xL

BRD9

CRBN

CRBN

CRBN

CRBN

Nepoznato

Nepoznato

CRBN

CRBN

Nepoznato

CRBN

CRBN

Nepoznato

VHL

Nepoznato

NCT06090539 /Il Relapsni/ refraktorni

ne-Hodgkinov

limfom
NCT04428788 I mCRPC
NCT06417229 1
NCT06433505 I
NCT05355753** /11 Uznapredovali
sinovijalni sarkom
ili SMARCB Ineg
tumori
NCT05668585 NI Uznapredovali

solidni tumori s

mutacijom
BRAFV600E
NCT05428449* I Androgena
alopecija, acne
vulgaris
NCTO05428449 I Androgena
alopecija, acne
vulgaris
NCT05252364* I mCRPC
NCT06155084 I mCRPC
(Kina)
NCT04861779 I B-stani¢ni limfom
NCT06058156 II Umjereni do teski
atopijski dermatitis
NCT06028230 I Umjereni do teski
hidradenitis
supurativa
NCT06082323 I Hidradenitis
supurativa ili
atopijski dermatitis
NCT04830137 I B-stani¢ni limfom
NCT05131022 I B-stani¢ni limfom
NCT05382559 I Uznapredovali
solidni tumori s
mutacijom
KRASG!12D
NCT04886622* I Relapsne i/ili
refraktorne maligne
bolesti
NCT04965753** I Uznapredovali

sinovijalni sarkom
ili SMARCBI1neg
tumori
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Oralno
(monoterapija ili
kombinacija s
rituksimabom)
Oralno
Oralno
Oralno
Oralno

Oralno
(monoterapija ili
kombinacija s
trametinibom)
Topikalno

Topikalno

Oralno
Oralno

Oralno
Oralno

Oralno

Oralno

Oralno
Oralno
(prelazi KMB)
Intravenski
(monoterapija ili
kombinacija s
cetuksimabom)
Intravenski

Intravenski



KT-253 MDM?2 MDM2? NCTO05775406 I Relapsne i/ili Intravenski
refraktorne
mijeloi¢na maligna
oboljenja ili solidni

tumori
KT-333 STAT3 VHL NCT05225584 I Leukemije, limfomi Intravenski
i solidni tumori
KT-413 IRAK4 CRBN NCT05233033*** I Ne-Hodgkinov Intravenski
limfom B-stanica
PRT3789 SMARCA2 VHL NCT05639751 I Uznapredovali ili Intravenski
metastatski solidni (monoterapija ili
tumori sa kombinacija s
SMARCA4 docetakselom)
mutacijom

* zavrSila; ** prekinuta; *** suspendirana;

BTK — Brutonova tirozin kinaza; AR — androgeni receptor; ER — estrogeni receptor; mCRPC — metastatski karcinom prostate
otporan na kastraciju; CRBN — Cereblon; LRRK2 — leucinom bogata ponavljajuéa kinaza 2; IND — (engl. investigational new
drug) ; KMB — krvno-mozdana barijera; BCL6 — protein B stanicnog limfoma 6; TRK — kinaza tropomiozinskog receptora; BRD9
— protein 9 koji sadrzi bromodomenu,; BRAF"%"F — B-Raf serin/treonin protein kinaza s mutacijom V600E;, EGFR"R — receptor
za epidermalni faktor rasta s mutacijom L858R; HER2 — receptor za epidermalni faktor rasta 2; IRAK4 - kinaza 4 pridruzena
receptoru za interleukin-1; KRAS®'’P — Kirsten rat sarcoma virus s mutacijom GI2D; Bcl-xL — antiapoptoticki protein
velikostanicnog limfoma B stanica; STAT3 — signalni transduktor i aktivator transkripcije 3; SMARCA?2 — kataliticka podjedinica
SWI/SNF (engl. SWitch/Sucrose Non-Fermentable) kompleksa; MDM?2 — mouse dobule minute 2 homolog, VHL — von Hippel
Lindau,; IKZF1/3 — ikar i eol.

Prvi PROTAC-i koji su 2019. g. usli u klinicka ispitivanja su bavdegalutamid (ARV-110) i
vepdegestrant (ARV-471). Vepdegestrant je napredovao u fazu III klini¢kih ispitivanja, dok se
bavdegalutamid nalazi u fazi II. Ve¢ina PROTAC-a u klini¢kim ispitivanjima indicirana je za

lijecenje razlicitih vrsta raka.

Degraderi AR-a

Prva linija lijeCenja karcinoma prostate je antiandrogena terapija kojom se snizava razina
androgena 1ili blokira AR. Medutim, antiandrogena terapija neuc¢inkovita je kod oko 15-25 %
pacijenata te AR predstavlja vrlo zanimljivu metu za razgradnju degraderima. Bavdegalutamid
prvi je PROTAC koji je usao u klinic¢ka ispitivanja kao degrader AR-a za lije¢enje metastatskog
karcinoma prostate rezistentnog na kastraciju (mCRPC) (57). Trenutno je, osim bavdegalutamida,
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jos§ cetirt AR PROTAC-a (AC176, ARV-766, CC-94676 1 HP518) u klini¢kim ispitivanjima za

lije¢enje mCRPR, a GT20029 se ispituje za lijeCenje androgene alopecije 1 akni (58).

Bavdegalutamid (ARV-110) (Slika 30) se sastoji od ariloksicikloheksanskog liganda za AR 1
CRBN liganda talidomida koje spaja kratka i rigidna poveznica sastavljena od piperazinskog i
piperidinskog prstena medusobno odvojenih metilenskim mostom. Na slici 30 prikazan je razvoj
bavdegalutamida. Neki od izazova koji su se javili tijekom optimizacije strukture i razvoja
bavdegalutamida su bili poveéan klirens, nedovoljna in vivo ucinkovitost, agonizam AR-a i

premala izloZzenost usprkos eskalaciji doze (137,144).

Pretklini¢ka ispitivanja su pokazala da bavdegalutamid inducira potentnu razgradnju AR-a (DCso
~1 nM) u stani¢nim linijama karcinoma prostate (VCaP i LNCaP). Globalnom proteomikom
dokazana je selektivnost bavdegalutamida prema razgradnji AR-a u odnosu na 4000 ostalih
proteina (Dmax = 85 % pri 10 nM). Osim divljeg tipa AR-a, uzrokovao je razgradnju i nekoliko
mutiranih varijanata koje su povezane s razvojem rezistencije na abirateron 1 enzalutamid

(144,145).
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U usporedbi s enzalutamidom, bavdegalutamid je jaCe inhibirao sintezu prostata specifi¢nog
antigena (PSA) 1 proliferaciju stanica karcinoma prostate te je uzrokovao jacu apoptozu stanica.
Ucinkovitost bavdegalutamida ispitana je na razli¢itim Zivotinjskim modelima karcinoma prostate.
Kod kastriranih i nekastriranih miseva s VCaP karcinomom prostate, uzrokovao je znacajno jace
smanjenje rasta tumora u odnosu na enzalutamid. Na miS§jem modelu karcinoma prostate doveo je

do 100 %-tne inhibicije rasta tumora i viSe od 90 %-tne redukcije koncentracije PSA (144,145).

Na misjim modelima karcinoma prostate rezistentnim na odobrenu hormonsku terapiju,
ukljucujuéi enazalutamid i abiratereon, u odnosu na kontrolu je inhibirao rast tumora za 60 % pri
dozi od 3 mg/kg, odnosno 70 % pri dozi od 10 mg/kg (145). U pretklini¢koj studiji koja je
provedena u tri faze na kastriranim miSevima, evaluirani su abirateron, enzalutiamid, odnosno
bavdegalutamid u monoterapiji te kombinacije abiraterona i bavdegalutamida (faza 1). Nakon toga
je slijedilo tretiranje s abirateronom do pojave rezistencije (faza 2) te je u fazi 3 randomizirana
terapija s abirateronom ili bavdegalutamidom. Rezultati faze 1 pokazali su da je kombinacija
abiraterona 1 bavdegalutamida superiornija u odnosu na monoterapije, dok je u fazi 3
bavdegalutamid doveo do smanjenja veli¢ine tumora rezistentnog na abirateron u usporedbi sa
samim abirateronom. Rezultati ove studije su ukazali na prednost kombinacije abiraterona i
bavdegalutamida kao i1 na potencijal bavdegalutamida za dodatnu terapiju u slucaju porasta PSA
vrijednosti kako bi se nadvladala rezistencija na abirateron, §to se trenutno ispituje u fazi Ib

klinickih ispitivanja (NCT05177042) (146).

Pocetno klinicko ispitivanje faze I/II bavdegalutamida (NCT03888612) usmjereno je na pacijente
s mCRPC koji su prethodno lije¢eni hormonskom terapijom. Cilj ovog ispitivanja na ljudima bilo
je procijeniti sigurnost 1 podnosljivost bavdegalutamida, odrediti maksimalnu toleriranu dozu 1

identificirati preporucenu dozu za fazu II. U ispitivanju eskalacije doze, doze su se kretale od 35
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mg do 700 mg jednom dnevno ili 140 mg do 420 mg dva puta dnevno kod muskaraca koji su
primili barem dvije prethodne terapije, ukljuuju¢i abirateron i/ili enzalutamid (144,147,148).
Odabrana je doza od 420 mg/dnevno zbog toga §to je njome postignuta izloZenost veca od gornje
granice u¢inkovitosti predvidene na pretklinickom modelu karcinoma rezistentnog na enzalutamid
(144). Nadalje, poboljsana aktivnost je zabiljezena kod pacijenata s tumorima koji sadrze AR T878
1/ili H875 mutacije, odgovorne za rezistenciju na hormonsku terapiju. U ovoj podskupini, 40 %
pacijenata imalo je smanjenje PSA > 50 % (148). Na temelju pretklinickih rezultata i ovih rezultata
iz faze 1, dizajnirana je faza II u kojoj su pacijenti bili podijeljeni u podskupine s obzirom na
prethodno primljene terapije i sekvencioniranje DNA tumora. Ispitivanje je pokazalo klinicku
ucinkovitost bavdegalutamida kod prethodno lijecenih pacijenata s mCRPC, posebno onih s AR
T878 1 H875 mutacijama, koji vjerojatno predstavljaju posebno osjetljivu populaciju na
bavdegalutamid. Lijek je pokazao podnosljiv sigurnosni profil, $to podrzava daljnja klinicka

ispitivanja u ovoj populaciji pacijenata (148).

Luksdegalutamid =~ (ARV-766)  (Slika  31), degrader = AR-a, sastoji se od
ariloksitetrametilciklobutanskog AR liganda i CRBN liganda, a razvijen je iz ARV-110
optimizacijom oba liganda. Pretklini¢ke studije su pokazale supresiju rasta tumora ¢ak pri vrlo
visokim razinama androgena. Klinicke studije su napredovale u fazu II (NCT05067140) za

lijecenje mCRPC-a u monoterapiji ili u kombinaciji s abirateronom (149).
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Slika 31. Struktura AR PROTAC-a luksdegalutamida (ARV-766). AR ligand oznacen je zeleno,
CRBN ligand narancasto, a poveznica crno (149).

Podaci o ostalim AR PROTAC-ima koji se nalaze u klini¢kim ispitivanjima nisu dostupni.

Degraderi ER-a

ER" karcinom dojke najées¢i je oblik karcinoma dojke kod Zena. Endokrina terapija Koristi se za
blokiranje aktivnosti ER-a ¢ime se usporava rast tumora. Primjeri lijekova koji se koriste u
endokrinoj terapiji su SERM, inhibitori aromataze i SERD. Fulvestrant je antagonist ER-a i SERD
kojim je potvrdena vrijednost razgradnje ER-a kao terapijskog pristupa u lijeenju ER" karcinoma
dojke. Medutim, zbog nepotpune razgradnje ER-a i mutacija koje dovode do rezistencije, potrebni
su u€inkovitiji degraderi ER-a. Vepdegestrant je prvi PROTAC degrader ERa koji je 2019. g. uSao
u klinic¢ka ispitivanja. Osim njega, trenutno se u klini¢kim ispitivanjima nalazi jo§ jedan ER

PROTAC (AC699) te ¢ak 11 SERD-ova (58).

Vepdegestrant (ARV-471) (Slika 32) se sastoji od ER liganda 1 lenalidomida kao CRBN liganda
koje spaja jednaka poveznica kao u bavdegalutamidu i luksdegalutamidu. Na slici 32 prikazan je

razvoj vepdegestranta (150).

U pretklini¢kim ispitivanjima vepdegestrant je inducirao razgradnju ER-a u nekoliko stani¢nih

linija ER" karcinoma dojke, uklju¢ujuéi stani¢nu liniju adenokarcinoma dojke MCF-7 (DCso = 1,8

82



nM) i stani¢ne linije s ESR1 mutacijom. Na animalnom modelu PDX s mutacijom ESR1 (ERY*37%)
inhibirao je rast tumora za 99 % nakon oralne dnevne doze od 10 mg/kg, odnosno 106 % pri dozi
od 30 mg/kg. Western blot analiza je pokazala razgradnju ER-a za 79 % pri dozi od 10 mg/kg i 88
% pri dozi od 30 mg/kg, u odnosu na fulvestrant koji je uzrokovao 63 % razgradnje. Takoder,
kombinacija vepdegestranta i palbocikliba pokazala je jacu inhibiciju rasta tumora nego svaki lijek

zasebno (150).
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U klinicke studije faze 11 II (NCT04072952) bili su ukljuceni pacijenti s lokalno uznapredovalim
ili metastatskim ER"HER2™ karcinomom dojke, koji su prethodno bili lijeeni palbociklibom ili
endokrinom terapijom. U dozama od 30 do 500 mg, farmakokineticki parametri su bili ovisni o
dozi. Klinicki dokaz koncepta bila je razgradnja ER-a od 64 % (srednja vrijednost) s maksimumom
od 89 % pri dozi od 500 mg, dok je fulvestrant uzrokovao 40-50 % razgradnje ER-a. Razgradnja

je dokazana 1 kod karcinoma dojke s ESR1 mutacijom.

U fazi II ispitivane su doze vepdegestranta od 200 i 500 mg jednom dnevno. Vepdegestrant je
pokazao obecavajucu pretklinicku i klini¢ku u¢inkovitost u lije¢enju ER" raka dojke, posebno kod
pacijenata s ESR1 mutacijama. Razina klini¢ke koristi kod pacijenata koji su prethodno bili
lijeceni CDK4/6 inhibitorima, hormonskom terapijom 1/ili kemoterapijom, bila je oko 40 % kod
obje ispitane doze. Medu pacijentima s ESR1 mutacijom, stope su bile 47 % za dozu od 200 mg i
55 % za dozu od 500 mg. Lijek pokazuje dobar sigurnosni profil (150). Doza od 200 mg jednom
dnevno odabrana je za studije faze III. Trenutno su aktivne dvije randomizirane studije faze Il u
kojima se usporeduje monoterapija vepdegestrantom s terapijom fulvestrantom (NCT05654623,
VERITAC-2), odnosno kombinacija vepdegestranta i palbocikliba s kombinacijom letrozola i
palbocikliba (NCT05909397, VERITAC-3) kod pacijenata s uznapredovalim metastastatskim

ER'HER2 karcinomom dojke (58).

AC699 je ER PROTAC u fazi I klini¢kih ispitivanja za lijecenje ER'HER2™ karcinoma dojke
(NCTO05654532). Prelimirani rezultati studije faze I pokazuju obecavajuéi sigurnosni profil,
podnosljivost 1 antitumorsko djelovanje u dozama do 300 mg p.o. jednom dnevno (151). Osim
ovih ograni¢enih podataka, o AC699 nije dostupna druga literatura kao ni za ostale degradere ER-

a 1z skupine PROTAC-a koji se nalaze u klinickim ispitivanjima.
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BTK PROTAC-i

BTK je kljuc¢na kinaza u signalnim putevima koji vode do aktivacije, proliferacije i prezivljenja B
stanica. Nekoliko malih molekula inhibitora BTK je odobreno (npr. ibrutinib, acalabrutinib) ili je
u klinickom razvoju za lijecenje malignih oboljenja B stanica. Medutim, u¢inkovitost ovih lijekova
je ograni¢ena zbog razvoja rezistencije uslijed mutacija BTK. Cetiri CRBN PROTAC-a koji poti¢u
razgradnju BTK (NX-2127, NX-5948, BGB-16673, HSK29116) i jedan PROTAC ¢iji E3 ligand

nije poznat (ABBV-101) nalaze se u klinickim ispitivanjima za lije¢enje limfoma B stanica (57).

NX-2127 (Slika 33) inducira razgradnju divljeg tipa BTK u stani¢nim linijama difuznog
velikostani¢nog limfoma B stanica (DLBCL) (DCso =4 nM) i limfoma stanica plasta (MCL) (DCso
= 4-6 nM te mutiranog BTK rezistentnog na ibrutinib (BTK“*!'S) (DCsp = 13 nM). Takoder,
sprjecava proliferaciju DLBCL stanica. NX-2127 djeluje slicno IMiD-ima s obzirom na razgradnju
neosupstrata IKZF1/3, §to dovodi do aktivacije T stanica i stvaranja interleukina-2. U
pretklinickim ispitivanjima inhibirao je rast tumora na misjem modelu limfoma u dozama od 30 1
90 mg/kg. Kod majmuna je uzrokovao znac¢ajnu razgradnju BTK pri dozama od 1, 3 1 10 mg/kg
(152). Medu ostalim, NX-2127 je pokazao znacajno antiproliferativno djelovanje na stani¢ne linije
DLBCL 1 MCL te je uzrokovao smanjenje ekspresije gena koji kodiraju proteine ukljuc¢ene u

replikaciju 1 popravak DNA (153,154).

Studija faze I klinickih ispitivanja provedena je na pacijentima s relapsnim ili refraktornim
malignim oboljenjem B stanica koji su bili na prethodnim terapijama BTK inhibitorima. NX-2127
pokazao je dobar sigurnosni profil te znacajnu ranu klinicku uc¢inkovitost u razgradnji BTK,

ukljucujuéi njegov mutirani oblik (155).

Za razliku od NX-2127, NX-5948 (Slika 33) inducirao je vrlo u¢inkovitu razgradnju BTK bez

utjecaja na IKZF1/3 (DCso (divlji tip) = 0,32 nM, DCso (BTKC481S) = 1 nM) in vitro. Na misjem
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modelu DLBCL-a rezistentnom na ibrutinib, inhibirao je rast tumora za 36 % pri dozi od 3 mg/kg,
odnosno 99 % pri 10 mg/kg. Vazno je naglasiti da NX-5948 ima sposobnost prelaska KMB, §to je
dovelo do > 80 % razgradnje BTK u implantiranim DLBCL stanicama 1 mikroglijama u mozgu
(156). Podaci iz rane faze I klinickih ispitivanja ukazuju na dobru podnosljivost te brzu, uc¢inkovitu

1 odrzanu razgradnju BTK, neovisno o vrsti tumora (157).
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Slika 33. Strukture BTK PROTAC-a NX-2127 i NX-5948.

Preliminarni rezultati studije faze I klinickih ispitivanja BTK PROTAC-a BGB-16673 pokazuju
podnosljiv sigurnosni profil 1 klini¢ki odgovor kod pacijenata s malignim oboljenjima B stanica,
ukljuCujuéi pacijente s rezistencijom na BTK inhibitore koji su prethodno primali terapiju.
Zabiljezeno je znacajno smanjenje razine BTK u perifernoj krvi 1 tumorskom tkivu ¢ime je

dokazan koncept snaznog djelovanja na metu (158).
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Ostali PROTAC-i u klinickim ispitivanjima za lijeCenje raka
S obzirom da rezultati klinickih ispitivanja ostalih PROTAC-a nisu dostupni, prikazani su rezultati

pretklinickih ispitivanja, takoder ovisno o dostupnosti. Na slici 34 su prikazane objavljene

strukture opisanih PROTAC-a.

Oralni CRBN PROTAC CFT1946 je selektivni degrader BRAFY"E (DCsy = 14 nM nakon 24 h)
mutiranog oblika serin/treonin protein kinaze B-Raf koja igra vaznu ulogu u razli¢itim vrstama
raka, pogotovo kod melanoma. CFT1946 takoder inhibira fosforilaciju kinaze aktivirane
izvanstani¢nim signalom (ERK). Na migjem modelu BRAF Y melanoma, znacajno je inhibirao
rast tumora u dozi 10 mg/kg dva puta dnevno, a bio je uc¢inkovit i na mutantni oblik rezistentan na
BRAF inhibitore. U kombinaciji s inhibitorom mitogenom aktivirane protein kinaze (MEK)
trametinibom pokazao je jacu inhibiciju fosforilacije ERK-a i rasta tumora nego kombinacija
enkorafeniba i trametinib ili svaki lijek zasebno. Osim V600E mutanata, CFT1946 bio je u¢inkovit
i na druge BRAF mutante. Zbog potencijala za ciljanu terapiju karcinoma s BRAF Y mutacijom
1 nadvladavanje rezistencije, trenutno se nalazi u fazi I/II klini¢kih ispitivanja (NCT05668585) za
lije¢enje uznapredovalih solidnih tumora koji nose mutaciju BRAFVY®’E kao monoterapija ili u

kombinaciji s trametinibom.

ARV-393 je CRBN PROTAC za oralnu primjenu koji inducira potentnu ciljanu razgradnju proteina
B stani¢nog limfoma 6 (BCL6) u stani¢nim linijama DLBCL i BL (DCso 1 GIso < 1 nM). U
pretklini¢kim ispitivanjima na nekoliko misjih modela limfoma demonstrirao je ucinkovitu
razgradnju BCL6 1 inhibiciju rasta tumora (159) te je 2024. g. usao u fazu I klini¢kih ispitivanja

za lijeCenje relapsnog/refraktornog ne-Hodgkinovog limfoma (NCT06393738) (58).

ASP3082 je PROTAC za intravensku primjenu koji selektivno cilja KRASY?P mutaciju K-Ras

proteina koji sudjeluje u RAS/MAPK signalnom putu vaZznom za stani¢nu proliferaciju i
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prezivljenje. Osim $to je u in vitro ispitivanjima inducirao potentnu razgradnju KRASY"?P y
stanicama karcinoma gusSteracCe, takoder je inhibirao fosforilaciju ERK-a. U pretklinickim

ispitivanjima na misjem modelu duktalnog adenokarcinoma gusterade se KRASS!?P

mutacijom,
ASP3082 primijenjen jednom tjedno uzrokovao je smanjenje rasta tumora, ukljucujuci i potpunu
regresiju (160). Trenutno se nalazi u fazi [ klinickih ispitivanja za lije¢enje uznapredovalih solidnih

tumora s mutacijom KRASSY!?P kao monoterapija ili u kombinaciji s cetuksimabom

(NCT05382559) (58).

DT2216 je prvi PROTAC u klini¢kim ispitivanjima koji djeluje preko VHL E3 ligaze, a
primjenjuje se intravenski. DT2216 inducira potentnu i selektivnu razgradnju Bcl-xL te potice
porodici Bcel-2 antiapoptotickih proteina koji, osim §to potice rast tumora, dovodi i do rezistencije.
Stoga je razvoj novih lijekova koji ciljaju Bel-xL od iznimne vaznosti. VHL je racionalno odabrana
E3 ligaza jer je vrlo slabo eksprimirana u trombocitima, pa za razliku od inhibitora Bcl-xL,
DT2216 ne uzrokuje trombocitopeniju (113). U pretklini¢kim ispitivanjima na mi§jem modelu
akutne limfoblasti¢ne leukemije T stanica doveo je do zna€ajne inhibicije rasta tumora i razgradnje
Bcel-xL primijenjen jednom tjedno (113,161,162). Faza I klini¢kih ispitivanja za relapsne i/ili
refraktorne maligne bolesti (NCT04886622) zavrSena je krajem 2023. g., ali rezultati jo§ uvijek

nisu objavljeni (58).

KT-333 je VHL PROTAC koji cilja STAT3, transkripcijski aktivator uklju€en u stani¢nu
proliferaciju i preZivljenje, a koji je prethodno smatran proteinom ,,na kojeg se ne moZze djelovati®.
KT-333 inducira potentnu razgradnju STAT3 u razliitim vrstama stanica, ukljucujuéi stanice
solidnih tumora i limfoma, kao 1 primarne imunosne stanice, s DCso vrijednostima uglavnom nizim

od 10 nM. Razgradnja STAT3 posebno je selektivna u stanicama limfoma. KT-333 ucinkovito
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smanjuje proliferaciju i inducira apoptozu stanica in vitro. U pretklinickim ispitivanjima na misjem
modelu limfoma, KT-333, primijenjen intravenski jednom ili dva puta tjedno, znacajno smanjuje
rast tumora (163). Trenutno se nalazi u fazi I klinic¢kih ispitivanja za lijeCenje leukemija i solidnih

tumora (NCT05225584) (58).

KT-253 je intravenski PROTAC koji potice razgradnju E3 ligaze MDM2, onkoproteina klju¢nog
za razgradnju 1 inaktivaciju tumor supresorskog proteina p53. U odnosu na MDM2 inhibitore,
KT253 pokazuje i do 200 puta jacu inhibiciju rasta tumora i indukciju apoptoze in vitro jer
sprjeCava povecanje ekspresije MDM?2 ovisno o p53. U pretklini¢kim ispitivanjima na misjem
modelu akutne mijeloi¢ne leukemije i akutne limfoblasticne leukemije, jedna doza KT-253
uzrokovala je znacajnu i brzu apoptozu te produljenu regresiju tumora, a utvrdena doza je iznosila
1 mg/kg svaka tri tjedna. Na modelu leukemije rezistentnom na venetoklaks, doslo je do jace i
dulje inhibicije rasta tumora kada je KT-253 primijenjen u kombinaciji s venetoklaksom nego
svaki lijek posebno (164). Nalazi se u fazi I klinickih ispitivanja za lijeCenje visokog stupnja
mijeloi¢nih oboljenja, akutne limfocitne leukemije, limfoma 1 solidnih tumora (NCT057754006)

(58).

PRT3789 je potentan i selektivan PROTAC za intravensku primjenu koji potice razgradnju
SMARCAZ2 u stanicama tumora. SMARCA2 1 SMARCAA4 su kataliticke podjedinice SWI/SNF
(engl. SWitch/Sucrose Non-Fermentable) kompleksa koji sudjeluje u remodeliranju kromatina i na
taj nacin regulira gensku ekspresiju. Kod nekih vrsta raka dolazi do gubitka ekspresije SMARCA4
te stanice raka postaju jako ovisne o SMARCAZ2. Na stanicama karcinoma plu¢a ne-malih stanica
(NSCLC) 1 animalnom modelu NSCLCL PRT3789 je imao antiproliferativno djelovanje, dok na

stanice koje eksprimiraju SMARCA4 nije djelovao (165). Trenutno se nalazi u fazi I klinickih
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ispitivanja za lijeCenje uznapredovalih ili metastatskih solidnih tumora sa SMARCA4 mutacijom

kao monoterapija ili u kombinaciji s docetakselom (NCT05639751) (58).
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Slika 34. Strukture PROTAC-a u klinickim ispitivanjima za lijecenje raka, izuzev degradera AR, ER i BTK. U zagradi su navedene mete
Narancasto je oznacen E3 ligand (gornji red CRBN, a donji VHL). Strukture ostalih PROTAC-a u klinickim ispitivanjima nisu



PROTAC-i u klinickim ispitivanjima za ostale indikacije

Prvi PROTAC za neonkoloske indikacije koji je uSao u klinicka ispitivanja bio je KT-474 (Slika
35), degrader kinaze 4 pridruZzene receptoru za interleukin-1 (engl. interleukin-1 receptor-
associated kinase 4, IRAK4). Iako je dobro poznata vazna uloga IRAK4 u upalnim bolestima i
limfomima B stanica, jo§ uvijek ne postoje odobreni lijekovi koji specificno ciljaju IRAK4.
Nekoliko inhibitora IRAK4 nalazi se u klinickim ispitivanjima za lije¢enje autoimunih bolesti.
Medutim, inhibitori mogu jedino blokirati kinaznu funkciju IRAK4, a ne mogu djelovati na
konstrukcijsku funkciju, koja je vrlo znac¢ajna u TLR (engl. Toll-like receptor) signalizaciji, te

upravo tu lezi potencijal degradera. KT-474 je CRBN PROTAC za oralnu primjenu.
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Slika 35. Struktura PROTAC-a KT-474 za ciljanu razgradnju IRAK4 u atopijskom dermatitisu i
hidradenitisu suppurativa. Narancasto je oznacen CRBN ligand, a zeleno IRAK4 ligand.
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Podaci iz faze I klinickih ispitivanja za lijeCenje atopijskog dermatitisa 1 hidradenitis suppurativa
pokazali su da kod zdravih ispitanika dolazi do > 95 % razgradnje IRAK4 nakon 14 dana terapije.
Rezultati studije na pacijentima bili su sli¢ni rezultatima na zdravim ispitanicima te je dokazan
koncept razgradnje IRAK4 za lijeCenje atopijskog dermatitisa 1 hidradentisa suppurative . Trenutno
se KT-474 nalazi u dvije studije faze II klinic¢kih ispitivanja za lijeCenje atopijskog dermatitisa

(NCT06058156) 1 hidradenitisa suppurative (NCT06028230) (58).

LT-002-158 je takoder PROTAC degrader IRAK4 koji je u fazi I klinickog ispitivanja za lijecenje
atopijskog dermatitsa i hidradenitisa suppurative (58), ali podataci o njemu nisu dostupni u

literaturi.

S obzirom da je jedno od glavnih svojstava degradera sposobnost razgradnje proteina ,,na koje se
ne moze djelovati“ tradicionalnim lijekovima, podrucje neurodegenerativnih bolesti je u tom
smislu izuzetno aktualno. Nepravilno smotani agregirani proteini (tau, mutirani huntingtin, a-
sinuklein), kinaze 1 histon deaacetilaze predstavljaju pogodne mete degradera (50). Farmaceutska
tvrtka Arvinas najavila je fazu I klinickih ispitivanja oralnog PROTAC-a ARV-102 za ciljanu
razgradnju leucinom bogate ponavljajuce kinaze 2 (LRRK?2), kinaze ukljucene u patofiziologiju
neurodegenerativnih bolesti kao Sto su Parkinsonova bolest 1 progresivna supranuklearna paraliza.
ARV-102 prelazi KMB. Osim LRRK2 PROTAC-a, u pretklini¢kim ispitivanjima nalaze se

degraderi a-sinukleina, mutiranog huntingtina i proteina tau (166).
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3.1.2.2. Molekulska ljepila degraderi

Molekulska ljepila degraderi pripadaju skupini monovalentnih degradera koji stabiliziraju ili de
novo induciraju vrlo kooperativne PPI izmedu E3 ligaze 1 POI-a. Na taj nacin proteini koji nisu
prirodno supstrati E3 ligaze, postaju tzv. neosupstrati (Slika 36). lako i PROTAC-i 1 molekulska
ljepila degraderi iskoriStavaju UPS za kontrolu koncentracije proteina unutar stanice, postoje
odredene razlike u njthovom mehanizmu djelovanja (Slika 37). PROTAC-i su
heterobifunkcionalne hibridne molekule koje istovremeno stupaju u interakcije s POI1 E3 ligazom.
S druge strane, molekulska ljepila su monovalentna i mogu stupati u interakcije samo s jednim
proteinom 1 inducirati ili stabilizirati interakcije medu proteinima. Primjeri odobrenih molekulskih
ljepila degradera su talidomid i njegovi derivati (IMiD-1) (Slika 38). Dok je kod PROTAC-a mogu¢

prethodno opisan racionalan dizajn, otkri¢e molekulskih ljepila je i dalje uglavnom slucajno (167).

Slika 36. Vezanje molekulskog ljepila (IMiD-a) na CRBN inducira PPI s neosupstratima
(preuzeto iz (168) uz dopustenje izdavaca, American Chemical Society, 2017.).
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Slika 37. Usporedba mehanizama djelovanja bivalentnih PROTAC-a i monovalentnih
molekulskih ljepila (prilagodeno prema (167) uz dopustenje izdavaca John Wiley & Sons).
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Slika 38. Strukture imunomodulatora (IMiD-a) talidomida, lenalidomida i pomalidomida,
molekulskih ljepila liganada CRBN E3 ligaze.

Procjenjuje se da se u ljudskim stanicama odvija oko 300 000 PPI koje su ukljuene u sve
fizioloSke procese (169), stoga PPI predstavljaju vrlo zanimljive, ali jo§ uvijek nedovoljno
istrazene mete lijekova. OtkriCem skupine prirodnih produkata koji induciraju PPI dokazalo se da
th je moguce ciljati (170,171), iako ovaj pristup 1 danas predstavlja izazov (167,172). Takve

molekule nazvane su molekulskim Ijepilima jer induciraju (ili stabiliziraju) PPI izmedu proteina
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koji normalno ne stupaju u interakciju. Koncept ,,molekulskih ljepila“ uveden je u ranim 1990.-im
godina kako bi se opisao mehanizam djelovanja imunosupresivnih mikrobnih makrolida
takrolimusa (FK506) i1 rapamicina (Slika 39) te ciklickog peptida ciklosporina A. Takrolimus 1i
rapamicin se vezu na FKBP12 i induciraju nove interakcije s kalcineurinom, odnosno mTOR-om
(engl. mammalian target of rapamycin). Ciklosporin A inducira dimerizaciju kalcineurina i
ciklofilina (167). Medutim, svojstva molekulskih ljepila nemaju samo molekule tako slozenih
struktura, ve¢ 1 strukturno puno jednostavnije molekule, kao Sto je fungalni metabolit

makrocikli¢ki lakton brefeldin A (173).
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Slika 39. Strukture prirodnih molekulskih ljepila rapamicina i brasinolida te molekulskih ljepila
degradera fitohormona auksina i sintetskog talidomida (prilagodeno prema (167)).

97



Primjeri molekulskih ljepila u biljnom svijetu su fitohormoni poput brasinosteroida (Slika 39)
(174), metil-jasmonata (175) i auksina (176). Auksin (Slika 39) se veze na TIR1 podjedinicu E3
ligaze SCF™™! i inducira PPI s transkripcijskim korepresorom AUX/IAA, $to dovodi do njegove
proteasomske razgradnje i rasta biljke (176,177). Kod virusa takoder postoje primjeri molekulskih
ljepila koji sudjeluju u obrani virusa od imunosnog sustava domacina (178,179). Primjer je

¢imbenik infektivnosti virusa humane imunodeficijencije.

Medutim, veliki interes za ovu vrstu molekula pojavio se tek kada je otkriveno da i sintetske
molekule mogu djelovati kao molekulska ljepila. Najznacajniji primjeri su svakako IMiD-i (167).
Talidomid (Slike 37 i 38) vezanjem na CRL4“RBN E3 ligazu omoguéuje interakciju CRBN-a s
IKZ1/3 koji postaju neosupstrati, te dolazi do njihove razgradnje posredovane UPS-om (52,180).
Na sli¢an na¢in djeluju aromatski sulfonamidi, kao §to je indisulam, koji vezanjem na CRL4PCAF!S
poticu razgradnju RBM39 1 RBM23 (20). Svim molekulskim ljepilima degraderima zajednicka je
osobina sposobnost indukcije razgradnje meta koje su do tada smatrane metama ,,na koje se ne
moze djelovati®. Osim toga, molekulska ljepila iskoriStavaju E3 ligaze koje pripadaju najvecoj

porodici E3 ligaza — CRL, pri ¢emu se najc¢esce vezu na receptorski supstrat u kompleksu CRL

(167).

Molekulska ljepila imaju odredene prednosti u odnosu na PROTAC-e. To je pogotovo izraZeno u
povoljnijim fizikalno-kemijskim svojstvima molekulskih ljepila. S obzirom da ne posjeduju
poveznicu, mnogo su manja u odnosu na PROTAC-e (M, < 500) te uglavnom imaju dobru oralnu
bioraspoloZivost i bolju stani¢nu permeabilnost (141). Osim toga, pomoc¢u njih je ve¢ dokazan
koncept TPD-a u klinici (181-189). Medutim, molekulska ljepila je jako teSko dizajnirati i

uglavnom su otkrivena slucajno, ali danas se veliki napori ulazu u sustavna otkri¢a molekulskih
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ljepila. Takoder treba naglasiti i neosporan utjecaj molekulskih ljepila, pogotovo IMiD-a, na razvoj

PROTAC-a, koji je opisan u prethodnom poglavlju.

3.1.2.2.1. Slucajna otkri¢a molekulskih ljepila

Talidomid se kasnih 1950.-ih godina koristio za lijecenje jutarnje mucnine i kao sedativ u trudnoci,
ali je vrlo brzo povucen s trziSta zbog katastrofalnog teratogenog ucinka (190). Kasnije je
otkriveno da talidomid posjeduje druga vazna djelovanja te je 1998. g. odobren za lijecenje lepre,
a 1999. za lijecenje multiplog mijeloma (191). Ovo otkri¢e potaknulo je razvoj strukturnih analoga
talidomida — pomalidomida i lenalidomida, koji su 2006. g. odobreni za lijeCenje relapsnog ili
refraktornog multiplog mijeloma zbog svog imunomodulatornog i antiangiogenog ucinka (192).
Potrebno je naglasiti da su IMiD-i odobreni prije nego je njihov mehanizam djelovanja bio poznat.
Gotovo 50 godina nakon $to se talidomid poceo upotrebljavati, Handa i sur. otkrili su da se izravno
veze na CRBN podjedinicu E3 ligaze CRL4RBN (52). U pocetku se smatralo da talidomid samo
inhibira djelovanje CRL4®BN te tako doprinosi teratogenosti, ali je kasnije otkriveno da
omogucuje E3 ligazi da preuzme nove funkcije, odnosno vezanjem na CRBN IMiD-i induciraju
proteasomsku razgradnju neosupstrata transkripcijskih faktora kao $to su IKZF1 1 IKZF3
(180,193-196). Lenalidomid dodatno potice razgradnju CK1a (140), ¢cime je dokazano da i samo
male promjene u strukturi mogu znac¢ajno utjecati na selektivnost prema supstratima. Od tada je
otkriveno mnogo drugih neosupstrata ¢iju razgradnju poti¢u IMiD-i (197). Danas se IMiD-i koriste
za lijjeCenje multiplog mijeloma, ne-Hodgkinovog limfoma, mijelodisplasti¢nog sindroma i

Kaposijevog sarkoma (182).

99



Prve kristalne strukture IMiD-a vezanih na CRBN u kompleksu CRBN-DDBI1 objavljene su 2014.
g. (198,199). Otkriveno je da glutarimidni prsten, prisutan u svim strukturama IMiD-a, stupa u
interakcije s hidrofobnim dzepom CRBN-a kojeg Cine tri triptofanska ostatka 1 fenilalaninski bo¢ni
lanac, dok je varijabilni dio IMiD-a (ftalimid ili izoindolinonske skupine) izlozen otapalu (Slika
25a). lako su transkripcijski faktori proteini cinkovog prsta (IKZF1/3) najces¢e mete IMiD-a, prve
kristalne strukture ternarnih kompleksa su bile kompleks CRBN-a s lenalidomidom i CK1a (200)
te kompleks CRBN-a s molekulskim ljepilom CC-885 i GSPT1 (201). Ove kristalne strukture su
bile definitivna potvrda da IMiD-i djeluju kao molekulska ljepila, a tek kasnije je potvrdeno da
IMiD-i tvore ternarne komplekse s razliCitim proteinima cinkovog prsta (202,203). Pomocu
kristalnih struktura utvrdeno je kakve strukturne karakteristike moraju imati degroni za

prepoznavanje pomocu E3 ligaze (204).

Farmaceutska industrija posebno mnogo ulaze u razvoj novih derivata talidomida. Posebno su
privlac¢ni novi IMiD-i koji mogu nadvladati rezistenciju na talidomid ili, djeluju¢i na druge POI,
biti u€inkoviti u novim indikacijama. Lenalidomid je bio tre¢i na listi najprepisivanijih lijekova
2019. 1 2020. g., a prvi kao mala molekula (205,206). S obzirom na velik broj potencijalnih
neosupstrata IMiD-a povecan je rizik toksi¢nosti molekulskih ljepila, kao §to je ve¢ diskutirano
kod PROTAC-a. Teratogenost talidomida povezana je s razgradnjom neosupstrata SALL4 (142),

PLZF (207) i p63 (208).

CRBN pokazuje veliku fleksibilnost u smislu vezanja neosupstrata induciranog IMiD-ima.
Medutim, nisu sve E3 ligaze tako feksibilne. Primjerice DCAF1S5, ¢iji ligandi su aromatski
sulfonamidi, ima puno ogranieniji spektar meta od CRBN-a. Aromatski sulfonamidi
antitumorskog djelovanja druga su skupina sintetskih molekulskih ljepila koji su otkriveni

slucajno. Reprezentativni primjer je indisulam spomenut u uvodnom dijelu, a koji je otkriven
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fenotipskim probirom (209). On se veze na DCAF15 supstratni receptor E3 ligaze CRL4PCAF!S ¢
potice razgradnju RBM39. Za razliku od IMiD-a koji se visokim afinitetom vezu na CRBN i
mijenjaju njegovu konformaciju tako da postane povoljna za interakcije s neosupstratima,
aromatski sulfonamidi pokazuju puno manji afinitet prema samom DCAFI15. Vezanje
arilsulfonamida pospjesuje velika dodirna povrSina izmedu dva proteina te ternarni kompleks
nastaje kada se sve tri molekule nadu u blizini (21). Time je pokazano da i E3 ligaze za koje ne
postoje dobri visokoafinitetni ligandi mogu biti mete u razvoju novih lijekova. Danas jo$ uvijek
nije odobren ni jedan aromatski sulfonamid. Rane studije faze II klinickih ispitivanja indisulama
bile su usmjerene na pacijente s uznapredovalim solidnim tumorima, ali su pokazale ograni¢enu
ucinkovitost (210-212). Takoder je i razvo) DCAF15 PROTAC-a puno zahtjevniji nego CRBN ili
VHL. Medutim, uspjesno je pripravljen ve¢ spomenut DP1, DCAF15 PROTAC za razgradnju

BRD4 (108).

Istrazivanja BCL6 inhibitora dovela su do otkri¢a malih molekula koje djeluju kao molekulska
ljepila te poticu proteasomsku razgradnju BCL6, transkripcijskog faktora ukljucenog u
karcinogenezu limfoma (213). Studije mehanizma djelovanja BI-3802 pokazale su da dolazi do
destabilizacije BCL6 wuslijed polimerizacije potaknute molekulskim ljepilom BI-3802.
Polimerizacija je okida¢ za ubikvitinaciju BCL6 E3 ligazom SIAHI i posljedi¢nu proteasomsku
razgradnju (214). Ovaj mehanizam djelovanja je na granici izmedu molekulskih ljepila i druge
skupine monovalentnih degradera destabilizatora zbog toga $to BI-3802 ,,ne lijepi* izravno E3
ligazu na BCL6, ve¢ uzrokuje polimerizaciju nakon koje se odvija ubikvitinacija. Ovakva posebna

molekulska ljepila pruzaju nove moguénosti u razvoju TPD-a.
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3.1.2.2.2. Racionalni razvoj molekulskih ljepila

Iako je vec¢ina molekulskih ljepila otkrivena slucajno, danas se nastoji racionalizirati razvoj ove
skupine degradera. Ovdje ¢e biti prikazani prvi primjeri molekulskih ljepila dobivenih racionalnim

dizajnom.

Simonetta 1 sur. su 2019. g. opisali malu molekulu koja inducira interakcije izmedu E3 ligaze
CRL1*TP { mutiranog B-katenina. Ta mala molekula je racionalno dizajnirana na temelju poznate
strukture mete 1 E3 ligaze te predstavlja prvi primjer molekulskog ljepila koji inducira nativne PPI
promijenjene u raku (215). B-katenin je ¢esto mutiran u dijelu degrona kojeg prepoznaje E3 ligaza,
zbog Cega je takav mutirani B-katenin manje podlozan proteasomskoj razgradnji te moze do¢i do
razvoja raka. Molekulska ljepila u ovom slucaju pospjesuju PPI izmedu takvog mutiranog proteina

i CRL1PTC? zbog ¢ega je ponovno moguéa ubikvitinacija i razgradnja B-katenina.

Tri istrazivacke skupine su 2020. g. opisale otkri¢e strukturno vrlo razli¢itih molekulskih ljepila
degradera ciklina K (216-218), proteina ukljuenog u regulaciju stani¢nog ciklusa, kontrolu
transkripcije 1 odgovora na oSte¢enje DNA. Ciklin K predstavlja vrlo zna¢ajnu metu u istraZivanju
novih lijekova protiv raka, a zanimljiv je i kao meta degradera molekulskih ljepila. Iako su imali
razli¢ite pristupe u istraZivanju i razvoju, sve tri skupine su dosle do molekulskih ljepila istog
mehanizma djelovanja. Slabicki 1 sur. te Mayor-Ruiz 1 sur. su koristili metode koje su agnosti¢ne
s obzirom na metu i E3 ligazu, dok su Lv i sur. slu¢ajno otkrili degradere ciklina K, medu kojima
1 HQ461 (Slika 40) pokusavajuéi dizajnirati inhibitore NRF2 na temelju strukture NRF2. Slabicki
i sur. su primjenjuju¢i bioinformaticke metode otkrili da ekspresija DCAF15 korelira s
osjetljivos¢u stanica na aromatske sulfonamide i da citotoksi¢nost (R)-CR8 (Slika 40), poznatog
inhibitora CDK, korelira s ekspresijom CRL adaptora DDB1 (217). Mayor-Ruiz i sur. razvili su

strategiju kemijskog profiliranja u stanicama s poremecenom aktivnoséu CRL, $to je dovelo do
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otkri¢a nekoliko degradera ciklina K, medu kojima i dCeMM?2 (Slika 40) (216). Mehanizmi
djelovanja ovih degradera ciklina K otkriveni su studijama multiomike 1 strukturnom analizom
kompleksa. Sva molekulska ljepila vezala su se na CDK12 te pospjeSivala dimerizaciju izmedu
CDK12:ciklina K i adaptora DDB1 CRL E3 ligaze, $to je induciralo ubikvitinaciju ciklina K (217).
Jos jedan strukturno razlicit degrader ciklina K otkriven je slucajno 2021. g. (218). Otkri¢a ovih
degradera su dokazala da se CRL adaptor moZe reprogramirati za vezanje supstrata, odnosno da
se ne mora vezati supstrat nuzno preko supstratnog receptora. Kao $to su aromatski sulfonamidi
pokazali da je moguca mobilizacija DCAF15, tako su degraderi ciklina K to pokazali s DDBI
adaptorom. Kako je moguce da su strukturno toliko razli¢ite molekule degraderi ciklina K, i dalje

ostaje nepoznanica (51).
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HQ461 NH
(Lvisur., 2020)
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=N S 0 NTN\_c H )\
A h/?’ \/(N /O/
N H = (R)-CR8
dCeMM2 (Slabicki i sur., 2020)

(Mayor-Ruiz i sur., 2019)

Slika 40. Strukture molekulskih ljepila degradera ciklina K.

Koduri i sur. su primijenili fenotipski probir za pronalazak novih molekulskih ljepila degradera

IKZF1. Koristili su fuzijski protein IKZF1 i enzima koji aktivira protoksin u toksin. U slu¢aju da
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dode do razgradnje IKZF1, konverzija protoksina u toksin bit ¢e onemogucena. Pretrazili su
knjiznicu spojeva koja je sadrzavala prethodno opisane molekule slicne IMiD-ima i oko sto
novosintetiziranih analoga pomalidomida (219). Iako su u ovom probiru koriSteni samo razliciti
analozi IMiD-a, ova strategija ima velik potencijal za pronalazak novih strukturno razli¢itih

molekulskih ljepila.

Wang i sur. su 2021. g. opisali otkri¢e molekulskih ljepila za razgradnju transkripcijskog faktora
heliosa (IKZF2), koja je takoder posredovana CRBN E3 ligazom (220). Klasi¢ni IMiD-i induciraju
razgradnju iskljucivo IKZF1 (ikara) i IKZF3 (eola). Glutaminski ostatak u njihovoj drugoj domeni
cinkova prsta omogucuje razgradnju induciranu IMiD-ima, dok ju histidinski ostatak kod IKZF2
sprjecava (196). S obzirom da analog IMiD-a CC-885 moZe inducirati slabe interakcije izmedu
CRBN 1 mutiranog oblika IKZF1, gdje je glutamin zamijenjen histidinom, Wang i sur. su
pretpostavili da CRBN mozZe vezati i IKZF2. Pretrazivanjem male fokusirane knjiZnice spojeva
otkrili su molekulska ljepila koja dodatno poticu razgradnju IKZF2, od kojih su neka bila
iskljucivo selektivna prema IKZF2 (220). Iako je otkri¢e ovih molekulskih ljepila namjerno, ono
pociva na velikoj koli€ini strukturnih informacija o drugim proteinima iz porodice IKZF i njihovim
kompleksima s IMiD-ima te ¢e se tek vidjeti kako se sli¢na strategija moze primijeniti za druge

E3 ligaze i POL

Molekulska ljepila koja djeluju preko VHL-a opisana su nedavno na nekoliko znanstvenih
skupova. Tutter 1 sur. su koriste¢i proteinske ¢ipove (engl. protein arrays) otkrili malu molekulu
koja se veZe na vezno mjesto za HIF1la na VHL-u te djeluje kao molekulsko ljepilo degrader
neosupstrata cistein dioksigenaze, klju¢nog regulatora metabolizma cisteina (221). Kod ovog
pristupa poznata je E3 ligaza, ali nije struktura mete. Schreiberova grupa je u istrazivanju VHL

molekulskih ljepila koristila DNA kodirajuce knjiznice spojeva (99). Upotreba proteinskih ¢ipova
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1 DNA kodirajuéih knjiznica predstavlja nove moguénosti za ciljano otkrivanje molekulskih ljepila

degradera.

3.1.2.2.3. Molekulska ljepila u klinickim ispitivanjima

Danas se intenzivno razvijaju novi derivati talidomida s pove¢anom selektivnoScu 1 potentnoscu

koji zaobilaze rezistenciju na odobrene IMiD-e (222). Ovi CRBN modulatori nove generacije

temelje se na modifikacijama koje mijenjaju dodirnu povrSinu izmedu POI-a 1 CRBN-a. Trenutno

se 11 molekulskih ljepila nalazi u klini¢kim ispitivanjima (Tablica 4). Ve¢inom djeluju preko

CRBN-ai ciljaju IKZF1/3 (Slike 41 1 42), a samo cetiri molekulska ljepila poticu razgradnju drugih

meta, od kojih jedno djeluje preko DCAF15 (Slika 43) (58).

Tablica 4. Popis molekulskih ljepila degradera u klinickim ispitivanjima (58).

Indikacija

Put primjene

Molekulska ljepila

Degrader E3 ligaza Identifikator
clinicaltrials.gov
Avadomid IKZF1/3, CRBN NCT05688475
(CC-122) ZFP91
Iberdomid IKZF1/3 CRBN NCT05827016
(CC-220)
NCT04975997
NCT06107738
NCT04464798
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I

III

IT

Solidni tumori, ne-
Hodgkinov limfom,
multipli mijelom
(nastavak studije
kod pacijenata koji
su pokazali klinicku
korist)
Multipli mijelom

Relapsni ili
refraktorni multipli
mijelom

Terapija odrzavanja
nakon
transplantacije
autolognih mati¢nih
stanica kod
multiplog mijeloma
Relapsni ili
refraktorni limfomi

Oralno

Oralno

Oralno (u
kombinaciji s
daratumumabom i
deksametazonom)
Oralno
(kombinacija s
daratumumabom)

Oralno
(monoterapija ili u



Mezigdomid
(CC-92480)

IKZF1/3

CRBN

NCT05560399

NCT02773030

NCT04392037

NCT06215118

NCT05552976

NCT05519085

NCT03374085
NCT03374085

NCT03989414
NCT05372354
NCT06050512
NCT06163898
NCT02343042
NCT05981209

NCT06048250
NCT06318676
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/11

IT

III

III

IT

/11

Relapsni ili
refraktorni multipli
mijelom

Relapsni ili
refraktorni multipli
mijelom

Relapsni ili
refraktorni multipli
mijelom

Relapsni ili
refraktorni multipli
mijelom
Relapsni ili
refraktorni multipli
mijelom

Relapsni ili
refraktorni multipli
mijelom

Relapsni ili
refraktorni multipli
mijelom

(Relapsni ili
refraktorni) multipli
mijelom

Relapsni ili
refraktorni multipli
mijelom

Relapsni multipli
mijelom (nakon
terapije T-stanicama
kimernim
antigenskim
receptorom)

kombinaciji s
anti-CD20
protutijelom)
Oralno (u
kombinaciji s
elotuzumabom i
deksametazonom)
Oralno (u
monoterapiji ili
kombinaciji s
drugim lijekovima
za lijeCenje
multiplog
mijeloma)
Oralno (u
kombinaciji s
ciklofosfamidom i
deksametazonom
Oralno (u
kombinaciji s
elranatamabom)
Oralno (u
kombinaciji s
karfilzomibom i
deksametazonom)
Oralno (u
kombinaciji s
bortezomibom i
deksametazonom)
Oralno
(monoterapija ili u
kombinaciji s
deksametazonom)
Oralno (u
kombinacijama)

Oralno (u
kombinaciji s
elotuzumabom i
deksametazonom)
Oralno



Golkadomid
(CC-99282)

Cemzidomid
(CFT7455)

(S)-avadomid-d1

(SP-3164)

ICP-490

DKY709

FL118

MRT-2359
E7820

IKZF1/3

IKZF1/3

IKZF1/3

IKZF1/3

Helios

DDX5

GSPT1
RBM39

CRBN

CRBN

CRBN

CRBN

CRBN

Nepoznato

CRBN
DCAF15

NCT06356129

NCT06108232
NCT05788081
NCT03930953

NCT06035497

NCT04434196

NCT06209619

NCT04756726

NCT05979857

NCT05719701

NCT03891953

NCT06206876

NCT05546268
NCT05024994

III

II

/1

I/

Ib

/11

/11

Jyl
II

Velikostani¢ni
limfom B-stanica

Folikularni limfom

Relapsni ili
refraktorni ne-
Hodgkinov limfom
Refraktorni limfom
T-stanica
Kroni¢na limfocitna
leukemija, mali
limfocitni limfom
Relapsni ili
refraktorni ne-
Hodgkinov limfom
(nakon CART
terapije)
Relapsni ili
refraktorni ne-
Hodgkinov limfom,
multipli mijelom
Relapsni ili
refraktorni ne-
Hodgkinov limfom
Relapsni ili
refraktorni multipli
mijelom
Uznapredovali
solidni tumori

Duktalni
adenokarcinom
gusterace
Solidni tumori
Relapsne ili
refraktorne
mijeloi¢ne maligne
bolesti

Oralno (u
kombinaciji s
rituksimabom,

ciklofosfamidom,

doksorubicinom,
vinkristinom i
prednizonom)

Oralno (u

kombinacijama)
Oralno

(monoterapijaiu

kombinacijama)
Oralno

Oralno (u
kombinaciji s
obinutuzumabom)
Oralno (u
kombinaciji s
rituksimabom)

Oralno
(monoterapija ili u
kombinaciji s
deksametazonom)
Oralno

Oralno

Oralno
(monoterapija ili u
kombinaciji sa
spartalizumabom)
Oralno

Oralno
Oralno

* zavrsila; ** prekinuta;, CRBN — Cereblon; IKZF1/3 — ikar i eol; DDX5 — engl. DEAD-box helicase 5; GSPTI — faktor 1
terminacije translacije prijelaza iz G1 u S fazu; DCAF15 — faktor 15 povezan s DDBI i Cullinom 4; RBM39 — protein 39 koji veze

RNA motiv.
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Slika 42. Strukture CRBN molekulskih ljepila degradera IKZF1/3 u fazama I-II klinickih
ispitivanja.
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Iberdomid, mezigdomid i golkadomid (Slika 41) su CRBN degraderi IKZF1/3 koji se nalaze u
studijama faze III klinickih ispitivanja. In vitro je mezigdomid pokazao antiproliferativno
djelovanje na stani¢nim linijama multiplog mijeloma, ukljucujuéi stani¢ne linije rezistentne na
lenalidomid i pomalidomid, a osim toga ima i imunostimulativno djelovanje. U studijama faze I/I1
u kombinaciji s deksametazonom bio je dobro podnosljiv i pokazao je dobru ucinkovitost kod
relapsnog 1 refraktornog multiplog mijeloma, sa stopom odgovora izmedu 40 1 50 % (223).
Trenutno se ispituje u kombinacijama sa standardnim terapijama multiplog mijeloma u studijama

faze I/Il te u dvije studije faze I1I u kombinaciji s inhibitorima proteasoma i deksametazonom (58).

Iberdomid je dobio status lijeka siroci¢a 2018. g. za lije¢enje multiplog mijeloma, a trenutno se,
osim za lijecenje multiplog mijeloma, nalazi i u klinickim ispitivanjima za lijecenje limfoma (58).
U studiji faze II pokazao je u¢nkovitost u terapiji odrzavanja nakon transplantacije autolognih
maticnih stanica kod multiplog mijeloma (224). Takoder je u studiji faze II ispitivana u¢inkovitost
iberdomida za lijecenje sistemskog eritematoznog lupusa (SLE), ali su potrebne duZze studije na
viSe ispitanika kako bi se utvrdila u€inkovitost i sigurnost primjene kod SLE (225). Iberdomid je
u biokemijskim testovima pokazo ve¢i afinitet vezanja na CRBN od lenalidomida i pomalidomida
te jacu indukciju razgradnje IKZF1/3 u stanicama, a u fazi I/II klini¢kih ispitivanja u kombinaciji
s deksametazonom imao je dobru podnosljivost i ucinkovitost kod pacijenata s relapsnim i
refraktornim multiplim mijelom koji su prethodno primali terapiju (226). Aktivne su studije faze
IT 1 I u kojima se ispituje u€inkovitost iberdomida u kombinacijama s drugim lijekovima za

lijecenje multiplog mijeloma (58).

Golkadomid je uSao u studije faze III klini€kih ispitivanja za lijeenje velikostani€nog limfoma B
stanica u kombinaciji s ciklofosfamidom, doksorubicinom, vinkristinom i prednizonom na temelju

pozitivnih rezultata studija faze 11 II (227).

109



E7820 (Slika 43) je jedino molekulsko ljepilo u klinickim ispitivanjima koje djeluje preko
DCAF15. To je novi aromatski sulfonamid koji poti¢e razgradnju RBM39, a trenutno je u studiji

faze II za lijeCenje relapsnih ili refraktornih mijeloi¢nih malignih bolesti (58).

DKY709 (I) © FL118 (1)
(Helios) (DDX5)
(0]
/©\S//
F N// / NH
- Q 0 0 ° H
PN M N N
F o H (0] N o /
A\
MRT-2359 (I/1l) E7820 (1) N
(GSPT1) (RBM39/DCAF15)

Slika 43. Strukture molekulskih ljepila degradera u klinickim ispitivanjima koji djeluju na mete
razlicite od IKZF1/3. U zagradi su navedene faze klinickih ispitivanja u kojima se nalaze i mete.

3.1.2.3. Destabilizatori

Destabilizatori su Siroka skupina monovalentnih degradera koji neizravno induciraju PPI izmedu
E3 ligaze i POI-a. Djeluju na nac¢in da destabiliziraju POI, odnosno na razli¢ite na€ine (npr.
izlaganjem degrona, pove¢anjem povrSinske hidrofobnosti, polimerizacijom mete, sprje¢avanjem
protektivnih PPI) dovode POI u stanje koje moze prepoznati E3 ligaza. Primjer destabilizatora je
odobreni lijek antiestrogen fulvestrant, koji inducira razgradnju ERa, te neki inhibitori kinaza koji

takoder djeluju destabilizirajuce .

110



Interakcija E3 1 POI postize se na temelju odgovaraju¢ih signala na povrsini POI. Primjerice,
promjene konformacije proteina i njegovog sklapanja te posttranslacijske modifikacije mogu
utjecati na podloznost razgradnji, a time i na vrijeme poluzivota proteina (228). U nastavku ¢e biti
opisano kako hidrofobni ostaci i degroni, odnosno dijelovi strukture koje prepoznaju E3 ligaze i
aktiviraju UPS, sluze kao modulatori razgradnje proteina kada su izloZeni na njihovoj povrsini.
Takoder, degroni sluze za dizajn liganada heterobifunkcionalnih hibridnih molekula, kao §to su

PROTAC-i (13).

Razvoj malih molekula selektivnih liganada proteina koji poticu njegovu TPD zahtjevan je i
dugotrajan proces. Ponekad prednost mogu imati pristupi gdje se male molekule genetickim
modifikacijama fuzioniraju s metom te se na taj nacin iskoriste prednosti i malih molekula i
genetickih modifikacija. Ovaj pristup je ¢est u molekularnoj biologiji za istrazivanje funkcije 1

validaciju mete.

3.1.2.3.1. Destabilizacijske domene

Jedna od strategija razgradnje proteina jest inkorporiranje destabilizacijskih domena u strukturu
razli¢itih proteina genetiCkim modifikacijama, pri ¢emu nastaju nestabilni fuzijski proteini.
Smatanje takvih fuzijskih proteina moZe se kontrolirati malim molekulama (229). Na primjer,
destabilizirane varijante dihidrofolat reduktaze (DHFR) 1 FKBP12 zadrzavaju pravilnu
konformaciju u prisutnosti liganada trimetoprima 1 Shielda-1, redom, dok se nakon uklanjanja
liganada, fuzijski proteini prepoznaju kao pogresno smotani i razgraduju putem UPS-a (Slika 44)

(168).
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Slika 44. Destabilizacijska domena kontrolirana malom molekulom (prilagodeno prema (168) uz

—_—

Stabiliacija
ligandom

dopustenje izdavaca American Chemical Society, 2017.).

Postoje 1 strategije sa suprotnim u¢inkom, gdje ligand destabilizira proteinsku domenu ili vezanjem
izaziva izlaganje hidrofobnih ostataka na povrSini proteina. Specifi¢ni aminokiselinski ostaci na
N-1li C-krajevima mogu sluziti kao degroni. Proteini mogu biti kratkoZivuéi upravo zbog izloZenih
destabiliziraju¢ih degrona. Degroni se ugraduju u strukturu proteina odmah za vrijeme sinteze ili
kasnije tijekom posttranslacijskih modifikacija (13). Fuzija degronskih slijedova s POI moze
posluziti kao strategija u TPD-u. Vezanje liganda moze dovesti do promjene konformacije 1
izlaganja degrona na povrSini POI-a $to predstavlja okida¢ za razgradnju, a poznato je kao
ligandom inducirana razgradnja (engl. ligand-induced degradation, LID) (Slika 45) (168). S druge
strane, vezanje liganda mozZe sprijeciti i posttranslacijsko izrezivanje degrona ¢ime se opet potice
razgradnja POIl-a (13). Osim vezanjem male molekule, degroni se mogu aktivirati i pomocu
svjetlosti ili temperature (8) ili uvesti posttranslacijskim modifikacijama, poput fosforilacije.
Pomocu hibridnih malih molekula koje induciraju fosforilaciju (PHIC) i kimera koje usmjeravaju
fosforilaciju (engl. phosphorylation targeting chimera, PhosTAC) moguca je mobilizacija kinaza

ili fosfataza za fosforilaciju ili defosforilaciju POI, §to utjecCe na razgradnju POI-a .(13)
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Degron

Slika 45. Shematski prikaz LID (preuzeto iz (168) uz dopustenje izdavaca American Chemical
Society, 2017.).

3.1.2.3.2. Oznacavanje molekula

Specifi¢no oznacavanje meta predstavlja vrlo moc¢an pristup u TPD-u kojim se moZe postici
razgradnja vrlo raznolikih meta bez potrebe za identifikacijom odgovarajucih liganada. Uglavnom
se koriste u eksperimentalne svrhe u molekularnoj biologiji. U ovom slu¢aju molekula degradera
prepoznaje specificnu oznaku na POI-u, §to rezultira ucinkovitom razgradnjom oznacenog
proteina. Primjeri takvih metoda oznacavanja su HaloTag i dTAG sustavi u kojima molekule
degraderi induciraju razgradnju HaloTag, odnosno FKBPF®Y fuzijskih proteina. Sliéno kao kod
PROTAC-a, bifunkcionalni degrader priblizava E3 ligazu 1 oznaCeni POI te omogucuje

ubikvitinaciju 1 razgradnju takvog oznacenog POl-a.

Proteinska oznaka (HaloTag) je modificirana bakterijska dehalogenaza genetickim

modifikacijama uvedena u strukturu POI-a koja kovalentno veze sintetske ligande (HaloTag
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ligande). HaloTag ligandi mogu biti fluorescentne boje, afinitetne oznake, ¢vrsti nosaci, ligandi za
E3 ligaze (uglavnom VHL) ili hidrofobne skupine (npr. adamantil) koji preko poveznice imaju
vezanu kloralkansku skupinu (Slika 46). Kovalentna veza izmedu HaloTag oznake na proteinu i
kloralkanske skupine nastaje vrlo brzo pri fizioloSkim uvjetima i uglavnom je ireverzibilna (230).
Karakteristicna osobina pogresno smotanih proteina su izlozene hidrofobne regije na povrsini
proteina, Sto aktivira stani¢ni sustav za kontrolu kvalitete proteina koji ¢e ili pokrenuti proces
pravilnog smatanja ili razgradnju. Kako bi sprijecili nakupljanje potencijalno toksi¢nih, nepravilno
smotanih proteina, molekulski Saperoni Stite hidrofobne povrSine proteina i pomazu ponovno
uspostavljanje nativne konformacije (231). To se moze posti¢i pomocu takvih HaloTag
hidrofobnih oznaka koje se kovalentno vezu preko kloralkanske poveznice na HaloTag oznacene

fuzijske proteine 1 destabiliziraju ih, Sto aktivira sustav za kontrolu kvalitete proteina i pokrece

Halo

Tag }ﬁ
C
—_—

razgradnju.

Slika 46. Shematski prikaz HaloTag sustava u kojem vezanje HaloTag liganda destabilizira POI
(prilagodeno prema (168) uz dopustenje izdavaca American Chemical Society, 2017.).

Iako ne pripadaju skupini monovalentnih degradera, HaloPROTAC-i (Slika 47) su obradeni ovdje

jer se temelje na HaloTag tehnologiji. To su kovalentni PROTAC-i koji sadrze VHL ligand i
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kloralkansku skupinu koja reagira s HaloTag fuzijskim proteinom, $to dovodi do brze i gotovo
potpune razgradnje takvih oznacenih proteina. S obzirom da se kovalentno vezu na POI, ne djeluju

substehiometrijski, Sto je nedostatak ove vrste PROTAC-a (168).
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Slika 47. Struktura VHL liganda i HaloPROTACI (preuzeto iz (168), uz dopustenje izdavaca
American Chemical Society, 2017.).

Hidrofobne oznake (HyTag) se, osim na kloralkan, mogu kovalentno vezati 1 na ligand za POI, §to
uzrokuje destabilizaciju proteina uslijed vezanja liganda 1 posljedi¢nu razgradnju POI-a (48). HyT
uglavnom sadrze hidrofobne skupine u svojoj strukturi (npr. adamantil ili tert-
butoksikarbamatarginin (BocszArg)). HyTag tehnologija je uspjeSno primijenjena za razgradnju
AR-a 1 nekih kinaza, iako se uglavnom koristi u eksperimentalne svrhe ili za razgradnju HaloTag
fuzijskih proteina, $to je prethodno spomenuto i prikazano na slici 46. Nedostaci HyT tehnologije

su loSa bioraspoloZivost i nepotpuna razgradnja POI-a.

dTAG sustav koristi sintetski ligand za FKBP™V fuzijski protein koji je povezan s derivatom
IMiD-a kako bi se mobilizirala CRBN E3 ligaza za razgradnju FKBP™V obiljezenog POIl-a.
FKBP™® se moze uvesti pomoéu CRISPR/Cas tehnologije u strukturu POI-a (232). Pomoéu

dTAG sustava uspjesno su i selektivno razgradeni BRD4, histonska deacetilaza 1, KRASS!?V i
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drugi proteini (233). Medutim, nedostatak ovog pristupa je potreba za genetickom modifikacijom
POI-a. Razvijeni su i brojni drugi sustavi za oznacavanje koji se temelje na opisanim HaloTag i

dTAG, a uglavnom se koriste u eksperimentalne svrhe te nisu obradeni.

3.1.2.3.3. SERD

Osim u molekularnoj biologiji, destabilizacija proteina danas se uspjesno koristi i u terapiji.
Primjer je fulvestrant, koji djeluje kao SERD, a koristi se preko 20 godina za lijecenje karcinoma
dojke (234). Za razliku od selektivnih modulatora ER-a (SERM), kao $to su tamoksifen, raloksifen
i toremifen, koji djeluju kao kompetitivni antagonisti ER-a (ili agonisti, ovisno o tkivu), SERD
uzrokuju destabilizaciju ER-a i1 posljedi¢no njihovu razgradnju (235). Prednost SERD-ova je §to
zbog svog mehanizma djelovanja imaju sposobnost nadvladati rezistenciju na SERM 1 inhibitore

aromataze (236).

Vezanjem fulvestranta na ERa dolazi do konformacijske promjene receptora 1 izlaganja
hidrofobnih aminokiselina na povrsini receptora, Sto privlaci E3 ligazu 1 proteasom te inducira
razgradnju. Za razliku od SERM-a, fulvestrant je Cisti antagonist ER-a te ne povecava rizik od
karcinoma maternice (235,237). Pokazao je u¢inkovitost u terapiji ER" karcinoma dojke kao prva
(238) 1 druga (239) linija lijeCenja. Trenutno je odobren kao monoterapija ili u kombinaciji s
citostaticima iz razli¢itih skupina kao $to su inhibitori CDK4/6, PI3K 1 AKT, a u klinickim
studijama se ispituje 1 kombinacija s lijekovima iz drugih skupina (237). Fulvestrant ima losu
oralnu bioraspolozivost te se primjenjuje jednom mjesecno intramuskularno u obliku uljne
suspenzije. Medutim, zbog ovakvog nacina primjene 1 rezima doziranja dolazi do velikih

fluktuacija u plazmatskoj koncentraciji fulvestranta i suboptimalne razgradnja ER-a. Tijekom
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posljednjih 15 godina veliki napori se ulazu u istrazivanje SERD-ova nove generacije boljih

antiestrogenih 1 PK svojstava (237).

Sedam SERD-ova nalazi se u klini¢kim ispitivanjima za lije¢enje ER'HER2™ karcinoma dojke
(Tablica 5). To su kamizestrant, giredestrant, imlunestrant, borestrant, SCR-6852 te ve¢ odobreni

elacestrant, pri cemu su kamizestrant, giredestrant i imlunestrant napredovali u fazu III (58).

Uz iznimku fulvestranta i1 borestranta koji su steroidne strukture, nesteroidni SERD-ovi se mogu
podijeliti u dvije osnovne skupine: s akrilnim postrani¢nim lancem i s bazicnom amino skupinom

u postrani¢nom lancu, koji jace induciraju razgradnju ER-a (240).

Tablica 5. Popis SERD i SARD u klinickim ispitivanjima (58).

Degrader Identifikator Faza Indikacija Put primjene
clinicaltrials.gov
Elacestrant SERD NCT03778931 I Uznapredovali ili Oralno
NCT06492616 relapsni ER"HER2~
NCT05512364 karcinom dojke
NCT05596409 v ER'HER2~ Oralno (u
NCT05618613 ili 11 karcinom dojke kombinacijama)
NCT05982093
NCT04791384
NCT05386108
NCT06201234
NCT05963997
NCT06062498
NCT05563220
NCT06126575 I ER*HER2™ Oralno
karcinom dojke
Borestrant (ZB716) SERD NCT04669587 /1T ER*HER2~ Oralno
karcinom dojke (monoterapija ili u
kombinaciji)
Kamizestrant SERD NCT06380751 111 ER"HER2~ Oralno
NCT05952557 karcinom dojke (monoterapija ili u
NCT05774951 kombinaciji)
NCT04711252
NCT04964934
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NCT04214288 I ER"HER2~ Oralno
karcinom dojke
NCT03616587 I ER"HER2" Oralno
karcinom dojke (monoterapija ili u
kombinaciji)
Giredestrant SERD NCT04961996 111 ER"HER2" Oralno
NCT04546009 karcinom dojke (monoterapija ili u
NCT06065748 kombinaciji)
NCT05296798
NCTO05306340
NCT05634499 II Karcinom Oralno
NCT04486352 NI endometrija
NCT06259929 1411 ER"HER2" Oralno
NCT05659563 ili II karcinom dojke (monoterapija iliu
NCT05896566 kombinaciji)
NCT04436744
NCT04802759
NCT04576455
NCT03332797 I ER"HER2" Oralno
karcinom dojke (monoterapija ili u
kombinaciji)
Imlunestrant SERD NCT04975308 11 ER"HER2~ Oralno
NCT05514054 karcinom dojke (monoterapija ili u
kombinaciji)
NCT04188548 1 Metastatski Oralno
karcinom dojke ili
endometrija
Taragarestrant SERD NCT03471663* I ER'HER2~ Oralno
(D-0502) karcinom dojke (monoterapija ili u
kombinaciji)
SCR-6852 SERD NCT05293964 I ER'HER2™ Oralno
karcinom dojke (monoterapija ili u
kombinaciji)
(prelazi KMB)
ONCT-534 SARD NCT05917470 141 mCRPC Oralno

POI — ciljni protein; ER — estrogeni receptor; HER2 — receptor za epidermalni faktor rasta 2; SERD — selektivni
degrader estrogenih receptora; SARD — selektivni degrader androgenih receptora;, mCRPC — metastatski karcinom
prostate otporan na kastraciju.

Borestrant (ZB716) (Slika 48) ili fulvestrant-3-boronska kiselina je strukturni analog fulvestranta
kojem je fenolna skupina zamijenjena boronskom kiselinom kako bi se povecala oralna

bioraspolozivost 1 u¢inkovitost. /n vitro ima sli¢an profil fulvestrantu, djeluje antiproliferativno
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(ICso = 4,1 nM) te uzrokuje razgradnju ERa receptora u stanicama karcinoma dojke osjetljivim 1
rezistentnim na tamoksifen. Postize puno vise koncentracije lijeka u tumoru nakon oralne primjene
u odnosu na fulvestrant nakon supkutane primjene te je na pretklinickim animalnim modelima
karcinoma dojke bio ucinkovitiji u inhibiranju rasta tumora nego fulvestrant (240). Trenutno je

aktivna faza I/II klinickog ispitivanja (58).

Slika 48. Struktura borestranta (ZB716).

SERD-ovi s bazicnom amino skupinom u postrani¢cnom lancu

Elacestrant (Slika 49) je drugi SERD koji je na trziste Europske unije doSao krajem 2023. g.
Odobren je kao druga linija lije¢enja uznapredovalog ili metastatskog karcinoma dojke kod Zena
u postmenopauzi ili odraslih muskaraca s ER"HER2™ karcinomom dojke s ESR1 mutacijom.
Elacestrant posjeduje svojstva 1 SERM-a 1 SERD-a. U odnosu na fulvestrant, pokazao je
superiorniji antiestrogeni uc¢inak kod pacijenata s ESR1 mutacijom uz prihvatljiv sigurnosni profil,
dok kod pacijenata bez ESR1 mutacije nije pokazao klinicku korist (241,242). Trenutno su aktivne
tri studije faze III, devet studija faze II ili I/Il u kojima se evaluira u¢inkovitos kombinacija s
CDK4/6 inhibitorom abemaciklibom kod pacijenata s progresivnim metastazama na mozgu te

jedna studija faze I (58,240).

Kamizestrant (Slika 49) je oralni SERD 1 potpuni antagonist ERa s 3-(fluormetil)azetidinskim

bo¢nim lancem. U razli¢itim stani¢nim linijama ER " karcinoma dojke doveo je do vrlo u¢inkovite
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razgradnje ERa, pri ¢emu je maksimalna razgradnja bila slicna kao kod fulvestranta (243). U
pretklinickim studijama pokazao je u¢inkovito antitumorsko djelovanje na razli¢itim animalnim
modelima, ukljucujuéi one s mutacijama ER-a (244). U klinickim studijama faze I pokazao je
dobru podnosljivost i antitumorsko djelovanje u monoterapiji ili u kombinaciji s palbociklibom
(244), a u fazi II bolju u¢inkovitost u odnosu na fulvestrant kod Zena s uznapredovalim ER "HER2™
karcinomom dojke i ESR1 mutacijom te je napredovao u fazu III klinickih studija (245). Trenutno
je aktivno pet studija faze III u kojima se usporeduje kamizestrant sa standardnom endokrinom

terapijom raka dojke (58).

Giredestrant (Slika 49) je potentni oralni SERD s tetrahidro-B-karbolinskim prstenom i
difluorpropilnim bo¢nim lancem vezanim na dusik tetrahidropiperidinskog prstena. U usporedbi s
fulvestrantom, inducirao je znacajno jacu razgradnju divljeg i mutiranog tipa ER-a u MCF-7
stanicnoj liniji (246). Rezultati studija faze II pokazali su obecavajuce antiproliferativno i
antitumorsko djelovanje te dobru podnoSljivost giredestranta u monoterapiji 1 u kombinaciji s
palbociklibom te je napredovao u fazu III (247). Trenutno je aktivno pet studija faze III u kojima
se usporeduje ucinkovitost i sigurnost primjene giredestranta u monoterapiji ili u kombinaciji s
palbociklibom, everolimusom ili monoklonskim protutijelima u odnosu na standardnu endokrinu

terapiju kod pacijenata s ER"/HER2™ uznapredovalim i/ili metastatskim karcinomom dojke (58).

Imlunestrant (LY3484356) (Slika 49) je oralni SERD ¢&ija struktura oponaSa steroidni prsten
estradiola (240). Pokazao je antitumorsko djelovanje u pretklini¢kim ispitivanjima na miSjem
modelu karcinoma dojke, uklju¢uju¢i ESR1 mutaciju sam ili u kombinaciji s abemaciklibom,
everolimusom 1 alpelisibom.(240). U aktivnoj fazi I ispituje se u€inkovitost imlunestranta u
lijeCenju ER' karcinoma dojke kao monoterapija ili u kombinaciji s abemaciklibom,

everolimusom, alpelisibom, trastuzumabom ili inhibitorima aroamtaze. Trenutno su aktivne i dvije
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studije faze III gdje se usporeduje ucinkovitost imlunestranta samog ili u kombinaciji s
abemaciklibom u odnosu na fulvestrant ili eksemestan za lije¢enje uznapredovalog ER " karcinoma

dojke (58).

SCR-6852 (Slika 49) je vrlo potentan i u¢inkovit SERD in vitro i in vivo na animalnim modelima
sam ili u kombinaciji s inhibitorima CDK4/6. Vrlo uinkovito prelazi KMB, §to je potvrdeno na
razli¢itim animalnim modelima (248). Trenutno je aktivna faza I klini¢kih ispitivanja za lijecenje
uznapredovalog ili metastatskog ER"THER2™ karcinoma dojke u monoterapiji ili u kombinaciji s

palbociklibom ili everolimusom (58).

elacestrant F\/\/N/j/ giredestrant
kamizestrant
/C/N/\/\
HN
| X
N A
F
N/\K
F
HO\B ,,/// F
|
i OH
imlunestrant SCR.6852

Slika 49. Strukture SERD-ova s bazicnom amino skupinom u postranicnom lancu koji su u
klinickim ispitivanjima.
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SERD s akrilnom kiselinom u postrani¢nom lancu

Taragarestrant (D-0502) (Slika 50) je oralni SERD tetrahidro-B-karbolinskim prstenom s akrilnom
kiselinom u bo¢nom lancu koji pokazuje antiproliferativno djelovanje na razliite stani¢ne linije
ER" karcinoma dojke te antitumorsko djelovanje na animalne modele karcinoma dojke,
ukljucujuéi s ESR1 mutacijama. Studija faze I je zavrSena te je utvrdena maksimalna tolerirana

doza i dobar sigurnosni profil kada se primjenjuje u monoterapiji ili u kombinaciji.

Slika 50. Struktura taragarestranta, SERD-a s akrilnom kiselinom u postranicnom lancu.

3.1.2.3.4. SARD

SARD-ovi, analogno SERD-ovima, induciraju razgradnju AR-a kod karcinoma prostate (249).
Trenutno se jedan SARD, ONCT-534 (Slika 51), nalazi u klinickim ispitivanjima faze I/II za
lijecenje mCRPC-a (58). Osim ovog pristupa analognog SERD-u, razvijaju se 1 degraderi AR-a

koji poticu disocijaciju Saperona Hsp90 nuznog za stabilizaciju AR-a (249).
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Slika 51. Struktura jedinog SARD-a ONCT-534 u klinickim ispitivanjima (faza I/Il) (249).

3.1.3. Ciljana lizosomska razgradnja proteina

Dok molekulska ljepila i PROTAC-i usmjeravaju razgradnju unutarstani¢nih proteina preko UPS-
a, degraderi temeljeni na lizosomskom putu razgradnje mogu potaknuti razgradnju izvanstani¢nih
i transmembranskih proteina te unutarstani¢nih proteinskih agregata i stani¢nih organela, ¢ime se
nadvladavaju nedostaci TPD-a temeljenog na proteasomskoj razgradnji proteina. Selektivno
usmjeravanje proteina na razgradnju u lizosomima posredovano je autofagijom i vezikularnim

transportom (endocitozom) koji se mogu iskoristiti u TPD-u.

Razvijene su brojne strategije u TPD-u koje se temelje na lizosomskom putu razgradnje proteina,
a mogu se podijeliti na strategije koje se temelje na endosomsko-lizosomskom putu (LYTAC,
AbTAC, GlueTAC 1 bispecificne aptamerne kimere) 1 autofagiji (ATTEC, AUTAC, AUTOTAC 1

Saperonom posredovana autofagija (CMA)) (232).

3.1.3.1. TPD strategije koje se temelje na endosomsko-lizosomskom putu

3.1.3.1.1. LYTAC

LYTAC (engl. lysosome targeting chimera) (Slika 52) su skupina bifunkcionalnih degradera koji

primarno ciljaju izvanstani€ne i membranske proteine mobiliziraju¢i POI prema receptorima
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stanicne povrSine koji usmjeravaju u lizosom. LYTAC predstavlja dobru komplementarnu
strategiju PROTAC-ima jer izvanstani¢ni i membranski proteini ¢ine viSe od 40 % svih proteina
te su ukljueni u patofiziologiju raka, neurodegenerativnih i autoimunih bolesti. Oni se
istovremeno vezu za izvanstani¢ni protein ili izvanstani¢nu domenu membranskog proteina i
receptor koji usmjerava u lizosom pri ¢emu nastaje ternarni kompleks. To je okidaC za

internalizaciju proteina endocitozom posredovanom klatrinom te razgradnju u lizosomu (29,232).

Prvi LYTACH-i temeljili su se na receptoru za manoza-6-fosfat neovisnom o kationima (CI-MPR
ili IGF2R) koji sudjeluje u unutarstanicnom prometu lizosomskih enzima (250). Nizak pH u
kasnim lizosomima dovodi do disocijacije CI-MPR i lizosomskih enzima modificiranih N-
glikanima s manoza-6-fosfatom (M6P) na krajevima. Lizosomski enzimi se razgraduju u
lizosomima, dok se CI-MPR reciklira transportirom u Golgijev aparat i na stani¢nu povrsinu (251).
Ovaj prirodni proces je iskoriSten kod prvih LYTAC-a, koji su se sastojali od malih molekula ili
protutijela fuzioniranih sa sintetiziranim ligandom za CI-MPR (poli-manoza-6-fosfatom) (250).
Ova strategija dala je obecavajuce rezultate u razgradnji nekoliko terapijski zanimljivih proteina.
Primjerice, LYTAC kojeg cine kovalentno povezana poli-M6P i EGFR protutijelo cetuksimab

specifi¢no je inducirao razgradnju EGFR u razli¢itim vrstama stanica (250).

Nedostatak iskoriStavanja CI-MPR receptora je njegova ubikvitarna ekspresija, zbog cCega
potencijalno moze do¢i do toksi¢nosti LY TAC-a. Stoga su pripravljeni LY TAC-i koji iskoriStavaju
asijaloglikoproteinski receptor (ASGPR) specifican za jetru (252). Takoder, optimizacija LY TAC-
a sli¢na je optimizaciji velikih bioloSkih molekula te predstavlja izazov 1 potrebne su detaljnije
studije kojima bi se ispitala njihova PK svojstva 1 toksi¢nost (253). Medutim, LYTAC-i svakako

predstavljaju obecavajucu strategiju za ciljanu razgradnju izvanstani¢nih i membranskih proteina.
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3.1.3.1.2. AbTAC

AbTAC (engl. antibody-based PROTAC) (Slika 52) je jo$ jedna nova strategija u TPD-u za
razgradnju membranskih proteina (254). Iako u nazivu sadrze PROTAC, srodni su LYTAC-ima.
AbTAC koriste bispecifi¢na protutijela kod kojih jedan kraj cilja transmembranski POI, a drugi
transmembransku E3 ligazu, kao Sto je NFR43. Vezanjem AbTAC-a dolazi do internalizacije i
posljedi¢ne lizosomske razgradnje POI (255). Tako i AbTAC-i iskoriStavaju endosomsko-
lizosomski put, mehanizam djelovanja AbTAC-a nije u potpunosti razjaSnjen kao kod LYTAC-a.
Nije poznato dolazi li do ubikvitinacije unutarstanicne domene POI-a prije endocitoze te, u slu¢aju
da dolazi, kako to doprinosi internalizaciji kompleksa. Takoder se ne zna moze li se NFR43

reciklirati kao receptori koje iskoristavaju LYTAC-i (29).

3.1.3.1.3. GlueTAC

Zhang i sur. su 2021. g. predstavili GlueTAC-e (Slika 52) kao jo$ jednu lizosomsku strategiju za
razgradnju membranskih proteina. GlueTAC-1 se sastoje se od tri dijela: kovalentnog nanotijela
(GlueBody), peptida koji omogucuje ulazak u stanicu 1 aminokiselinskog slijeda koji usmjerava u
lizosom. Nanotijelo se kovalentno veze na antigene na stanicnoj povrSini, a peptid 1
aminokiselinski slijed omogucuju internalizaciju 1 lizosomsku razgradnju POI-a. Zhang i sur. su
pomocu GlueTAC-a postigli uspjeSnu razgradnju proteina 1 programirane stani¢ne smrti (PD-L1)
(256). Iako GlueTAC-i imaju odredene prednosti poput visokog afiniteta zbog kovalentnog
vezanja, upravo kovalentno vezanje je povezano s toksi¢nosti (257). Osim toga, uglavnom koriste
neprirodne aminokiseline za pospjeSivanje vezanja na membranski antigen, $to potencijalno isto

moze dovesti do toksi¢nosti.
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Slika 52. Shematski prikaz degradera koji iskoristavaju endosomsko-lizosomki put razgradnje
(preuzeto iz (232) uz dopustenje izdavaca).

3.1.3.1.4. Bispecifi¢ne aptamerne kimere

Bispecificne aptamerne kimere (Slika 53) sliéne su LYTAC-ima, ali koriste DNA aptamere za
vezanje na CI-MPR i transmembranske POI. Aptamerne kimere mogu usmjeriti lizosomsku
razgradnju receptorske tirozin kinaze MET 1 PTK-7, pri ¢emu nema ucinak na ne-ciljne proteine
(258). Nukleinske kiseline imaju brojne prednosti u odnosu na protutijela, ukljucujuéi jednostavnu

sintezu i vecu stabilnost (29).
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Slika 53. Bispecificne aptamerne kimere (preuzeto iz (258) uz dopustenje izdavaca John Wiley &
Sons).

3.1.3.2. TPD strategije koje se temelje na autofagiji i lizosomskoj razgradnji

3.1.3.2.1. AUTAC

AUTAC (engl. autophagy targeting chimera) je strategija u TPD-u koja iskoriStava autofagiju, a
moZze se primijeniti za razgradnju unutarstani¢nih proteina i organela. AUTAC-i se sastoje od
liganda za POI ili stani¢nu organelu, poveznice i1 specificne cGMP oznake za razgradnju koja se
veze na §-nitro-cGMP, vaznu molekulu koja posreduje uklapanje u autofagosom. AUTAC
vezanjem na POI pomo¢u cGMP oznake imitira S-gvanilaciju koja poti¢e ubikvitinaciju POI-a
preko Lys63. Takav ubikvitinirani POI prepoznaju receptori za autofagiju, Sto posljedi¢no dovodi
do lizosomske razgradnje (259,260). Za razliku od AUTAC-a, PROTAC-i induciraju
ubikvitinaciju preko Lys48. Takashi i sur. su razvili AUTAC4 koji poti¢e mitofagiju fragmentiranih

mitohondrija tako §to se preko 2-fenilindolskog liganda veze na transporter na vanjskoj membrani

127



mitohondrija. Tretiranje stanica s AUTAC4 dovelo je do uspostavljanja mitohondrijskog
membranskog potencijala i stvaranja ATP-a (259). Ovi rezultati upuc¢uju na mogucu Siroku
primjenu AUTAC-a, primjerice za razgradnju proteinskih agregata. U odnosu na UPS strategije,
pomoc¢u AUTAC-a je moguce ciljati Siri spektar meta. S druge strane, kako je autofagija vrlo slozen

proces, utjecaj na Citav stani¢ni proteom jo$ uvijek nije poznat.

3.1.3.2.2. ATTEC

ATTEC-i (engl. autophagy tethering compounds) (Slika 54) su degraderi koji povezuju POI s
autofagosomom, na sli¢an na¢in kao AUTAC-i. Razlika je u tome $to se ATTEC-1 izravno vezu na
receptor na autofagosomu LC3 te induciraju autofagiju proteina i lizosomsku razgradnju. Li 1 sur.
su opisali ATTEC-e za indukciju selektivne razgradnje mutiranog huntingtina (mHTT) kojeg
prepoznaju preko poliglutaminskog dijela na mHTT-u (261). Osim proteina, ATTEC-i mogu
inducirati razgradnju stani¢nih organela te DNA 1 RNA (262). Li i sur. su takoder opisali ATTEC-
e koji ciljaju lipidne kapljice u stanici povezujuci kapljice s receptorom LC3 (263). Nakupljanje
lipidnih kapljica u stanici prisutno je kod kardiovaskularnih bolesti, Se¢erne bolesti tipa 2, masne
jetre, ateroskleroze, upalnih bolesti, pretilosti i raka, a specifi¢na razgradnja lipidnih kapljica moze
predstavljati novu potencijalnu strategiju za lije¢enje ovih bolesti. S obzirom na nisku relativnu
molekulsku masu, izravno ciljanje autofagosoma, potencijalno Sirok spektar meta i u¢inkovitost

pri niskim koncentracijama (264), ATTEC-i ¢e se vrlo vjerojatno razvijati u buduénosti.

3.1.3.2.3. AUTOTAC

AUTOTAC (engl. AUTOphagy Targeting Chimera) (Slika 54) su bifunkcionalne molekule koje
usmjeravaju stvaranje autofagosoma preko receptora autofagije p62. p62 sadrzi domenu za vezanje
Ub-a i domenu za interakciju s LC3 te povezuje oznaceni poliubikvitinirani protein s

autofagosomom. Vezanjem poliubikvitiniranog sadrzaja na p62, dolazi do promjene konformacije
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p62 1 izlaganja dijela strukture koji stupa u interakcije s LC3 na autofagosomu. AUTOTAC-i se
sastoje od liganda za POI i liganda za receptor autofagije p62 koji su medusobno vezani
poveznicom. Razgradnja proteina posredovana AUTOTAC-ima ne ovisi o ubikvitinaciji POI-a.
AUTOTAC-i mogu posredovati razgradnju 1 agregata proteina, Sto su pokazali Ji i sur. na primjeru

proteina tau (265).

3.1.3.2.4. Degraderi koji se temelje na CMA

CMA (engl. chaperone-mediated autophagy) (Slika 54) je lizosomski put selektivne razgradnje
unutarstaniénih proteina. Molekulski Saperon Hsp70 prepoznaje citosolne proteine s
aminokiselinskim slijedom KFERQ. Kompleks Hsp70-POI se veze na membranski protein 2A
povezan s lizosomom (LAMP2) koji se nalazi na membrani lizosoma te pomaze translokaciju POI
u lumen lizosoma za razgradnju (266). CMA su bifunkcionalni degraderi koji se sastoje od tri
dijela: slijeda koji olakSava ulazak u stanicu, domene koja se veze na POl i slijeda koji se veze na
Hsp70 (267). Ova strategija je takoder upotrijebljena za razgradnju mHTT-a (268) te proteinske
kinaze 1 povezane sa smréu (DAPK1) i a-sinukleina (269). Najveci nedostaci ovog pristupa su

nestabilnost degradera i u¢inkovitost dostave u stanicu (232).
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Slika 54. Shematski prikaz degradera koji iskoristavaju autofagiju (preuzeto iz (232) uz
dopustenje izdavaca).
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4. Rasprava

U posljednjih nekoliko desetljeca napretkom genetike, genomike i proteomike, otkriveno je mnogo
novih potencijalnih meta lijekova. Medutim, novootkrivene mete ¢esto predstavljaju proteine na
koje se ne moze djelovati tradicionalnim lijekovima. Takoder, terapija raka, neurodegenerativnih
ili autoimunih bolesti jo§ uvijek nije zadovoljavajuéa te je razvoj novih lijekova drugacijeg
mehanizma djelovanja imperativ. Klasi¢an razvoj lijekova uglavnom je usmjeren na male
molekule (inhibitore enzima i agoniste/antagoniste receptora) ili bioloske lijekove. Ovi lijekovi
djeluju samo na mali dio humanog proteoma (20-25 %) te ne mogu djelovati na cijelu skupinu
proteina kao $to su transkripcijski faktori, konstrukcijski proteini, proteinski agregati ili drugi ne-

enzimski proteini.

Revolucionarni pristup u razvoju lijekova je TPD koji se temelji na primjeni molekula degradera
za razgradnju dereguliranih proteina. TPD predstavlja alternativnu strategiju jer kombinira
svojstva malih molekula s unutarstanicnom regulacijom koncentracije proteina te moze zaobici
ograni¢enja tradicionalne farmakoterapije 1 ciljati proteine na koje do sada nije bilo moguce
djelovati. Osim kao potencijalni lijekovi, degraderi 1 destabilizacijske domene se koriste i1 kao

kemijski alati u eksperimentalne svrhe za istraZivanje funkcije proteina.

Zadnja dva desetljeca svjedo€imo procvatu razlic¢itih TPD tehnologija. TPD iskoriStava dva glavna
puta razgradnje proteina u eukariotskim stanicama koji sudjeluju u odrZavanju stani¢ne
proteostaze: UPS koji je primarni unutarstaniéni put razgradnje proteina ili alternativnu
lizosomsku proteolizu kojom se mogu razgradivati izvanstani¢ni proteini, unutarstanicni

proteinski agregati i/ili stani¢ni organeli.
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Degraderi se na temelju strukture dijele u dvije osnovne skupine: monovalentne i bivalentne
degradere. Monovalentni degraderi su molekulska ljepila i destabilizatori kao sto su SERD, SARD
1 hidrofobne oznake. Bivalentni degraderi su razli¢ite kimerne molekule koje usmjeravaju ciljanu
proteolizu (npr. PROTAC-i koji induciraju razgradnju proteina iskoristavaju¢i UPS te LYTAC,
AbTAC, GlueTAC, bispecificne aptamerne kimere, AUTAC, ATTEC, AUTOTAC 1 CMA koji

iskoriStavaju lizosomski put).

TPD strategije pocivaju na posebnom mehanizmu djelovanja koji se temelji na odredenom
dogadaju — razgradnji proteina. To je u suprotnosti s mehanizmom djelovanja tradicionalnih
lijekova malih molekula koji se temelji na zauzetosti veznog mjesta. Kod tradicionalnih lijekova
uglavnom je potrebna visoka koncentracija lijeka na mjestu djelovanja, koju je ¢esto vrlo izazovno
posti¢i 1 odrzavati te su potrebni lijekovi koji imaju visok afinitet za POI. Mehanizam djelovanja
degradera, s druge strane, ne ovisi o blokiranju funkcije proteina te se ne moraju visokim
afinitetom vezati na POI. Njihova uloga je posredovati prolazne PPI izmedu dva proteina — POI,
kojeg Zelimo razgraditi, i proteina koji sudjeluje u UPS-u (najcesce E3 ligaza) ili lizosomskom
putu razgradnje proteina (npr. receptori koji usmjeravaju u lizosom ili receptori autofagije). Takva
inducirana privrzenost ovih proteina omogucuje odigravanje svih dogadaja koji prethode
razgradnji POI-a posredovanoj stani¢nim sustavima za razgradnju proteina (kod UPS-a to je
ubikvitinacija katalizirana E3 ligazom). Pod uvjetom da se ne vezu kovalentno na metu, degraderi
djeluju kataliticki, te koncentracije na mjestu djelovanja ne moraju biti visoke. Kako je dovoljno
da degraderi mobiliziraju POI, ¢ak se 1 agonisti nekog proteina mogu uspjesno koristiti kao dijelovi

strukture degradera.

Brojne su prednosti razgradnje proteina u odnosu na klasi¢nu inhibiciju enzima: osim katalitickog

ucinka u niskim koncentracijama, degraderi su selektivniji, eliminiraju sve funkcije proteina, a
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posebno su zanimljivi za mete nepristupacne malim molekulama te za nadvladavanje problema

rezistencije na tradicionalne lijekove.

Najnaprednije i najvece skupine degradera su heterobifunkcionalni PROTAC-i i monovalentna

molekulska ljepila koji se temelje na UPS-u, a koriste se za razgradnju unutarstani¢nih proteina.

Prvi PROTAC-i bili su peptidne strukture te su, usprkos kljucnoj ulozi u razvoju TPD-a, ostali
nezapazeni gotovo 15 godina zbog nezadovoljavaju¢ih fizikalno-kemijskih svojstava i
nemogucnosti ulaska u stanicu. Unato¢ brojnim nedostacima ovih prvih PROTAC-a, pomocu njih
je dokazano da mala molekula moze potaknuti TPD bez potrebe za genetiCkom modifikacijom
POI. Dokazi o in vivo ucinkovitosti i superiornosti u odnosu na ishodise molekule te otkri¢e malih
molekula liganada za E3 ligaze koje osiguravaju bolju permeabilnost, doveli su do eksplozije
podru¢ja TPD-a jer je farmaceutska industrija uvidjela stvaran terapijski potencijal TPD-a u

odnosu na male molekule.

Klju¢ni dogadaj u mehanizmu djelovanja PROTAC-a i drugih degradera je stvaranje ternarnog
kompleksa POI-degrader-E3 ligaza (ili drugi protein stani¢nog sustava za razgradnju proteina).
Upravo zbog ukljucivanja E3 ligaze i stvaranja ternarnog kompleksa, PROTAC-i su selektivniji
nego lijekovi tradicionalnog mehanizma djelovanja ¢ime se potencijalno smanjuje toksicnost zbog
djelovanja na druge proteine. lako se naizgled ¢ini da je nastajanje ternarnog kompleksa
jednostavan proces priblizavanja dvije molekule pomocu trec¢e, mnogo ¢imbenika utjece na samo
nastajanje, ali 1 sposobnost razgradnje ciljnog proteina. To ukljucuje veznu pozu, afinitet i
kooperativnost, stehiometriju vezanja, vrijeme trajanja interakcija u ternarnom kompleksu,
plasticnost i fleksibilnost. Primjerice razlike u kooperativnosti mogu dovesti do razlika u
selektivnosti razgradnje jer razlic¢iti POI 1 E3 ligaze imaju razli¢ite povrSine koje mogu biti

komplementarne pa su kod nekih degradera odredeni parovi POI-E3 ligaza favorizirani. Nadalje,
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moze do¢i do nezeljenog efekta udice kod prevelike koncentracije PROTAC-a. PROTAC se u tom
slucaju natjeCe sam sa sobom za vezanje na POI i E3 ligazu zbog Cega se smanjuje vjerojatnost
istovremenog vezanja oba proteina. Drugim rijeCima, ve¢ina PROTAC-a je zarobljena u
neproduktivnim binarnim kompleksima (POI-PROTAC ili PROTAC-E3) jer su vezna mjesta na
POI 1 E3 zasi¢ena. Efekt udice moze se nadvladati visoko kooperativnim ternarnim kompleksima.
U slucaju takvih kooperativnih kompleksa, pri puno nizoj koncentraciji PROTAC-a dolazi do
potpune razgradnje mete. Prilikom proucavanja ternarnog kompleksa zapravo se postavlja pitanje
dovodi li bas$ taj kompleks do razgradnje. Niti jedna dostupna tehnologija ne moze sa sigurnoséu
utvrditi kako se ternarni kompleksi ponasaju u otopini ili u stanicama. Moguce je da postoji vise
razli¢itih populacija ternarnog kompleksa, no u odredenom trenutku moze se uhvatiti samo jedna
vrsta ternarnog kompleksa. Stoga se odredena vezna poza zapravo ne bi trebala smatrati ternarnim
kompleksom ve¢ dominantnim kompleksom u $iroj populaciji kompleksa. Kod vrlo stabilnih
kompleksa s velikim dodirnim povrSinama medu proteinima, veéa je vjerojatnost da je upravo to
stanje koje vidimo ternarni kompleks. Medutim, ne moZe se iskljuciti postojanje alternativnih

kompleksa koji takoder mogu biti znacajni.

Dizajn PROTAC-a uglavnom je empirijski proces pokusaja i pogreske. Primarno je potrebno
odabrati metu koja je pogodna za razgradnju. Mete koje imaju veliku brzinu obrta (razgradnje 1
ponovne sinteze), odnosno kratko vrijeme poluZivota, uglavnom nece biti prikladne i ne¢e se moci
posti¢i potpuna razgradnja. Danas se jo$ uvijek kao ligandi za POI najces¢e koriste poznati
inhibitori enzima, ali napretkom proteomike sve viSe proteina postaje zanimljivo za terapiju
razli¢itih bolesti. Pronalazak odgovaraju¢ih liganada za te proteine vrlo je izazovno jer su to
uglavnom proteini ,,na koje se ne moze djelovati“. DKK je metoda koja je pogodna za pronalazak

takvih liganada. Primjer uspjeSne primjene DKK je otkri¢e novih liganada za ERa koji su
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iskoriSteni u dizajnu PROTAC-a (98). Velika je prednost §to se ligandi za POI ne moraju velikim
afinitetom vezati na metu, odnosno dovoljno je i pozeljno da se PROTAC-i samo prolazno vezu

na POL

Odabir E3 ligaze, a time i liganda, ogranicen je na E3 ligaze s poznatim ligandima, ve¢inom VHL
1 CRBN. S obzirom da je oko 98 % E3 ligaza jos uvijek neistrazeno, otkrivanjem novih liganada
za te E3 ligaze Siri se i1 repertoar meta na koje ¢e se moci djelovati strategijama TPD-a. Kod
istrazivanja novih E3 ligaza koje su prikladne za PROTAC-e, uglavnom je BRD4 preferirani POI
jer je vrlo podlozan razgradnji. Medutim, bas zbog toga su od izuzetnog znacaja otkri¢a razgradnje
drugih meta. Za razliku od liganda za POI koji se mogu slabo vezati na metu, idealan ligand za E3
ligazu veze se visokim afinitetom na E3 1 vrlo sporo disocira. Kao §to je ve¢ receno, u slucaju da
se PROTAC kovalentno veze na POI, gubi se njegovo kataliti¢ko djelovanje, ali ako se veze
kovalentno na E3 ligazu, viSe ne nastaje ternarni, ve¢ pseudobinarni kompleks izmedu supstrata 1
adukta E3-PROTAC. To pojednostavljuje kinetiku vezanja jer ,,problem tri tijela” postaje
,problem dva tijela® te se povecava kataliticka ucinkovitost. E3 ligaze specifi¢ne za odredene
stanice 1 tkiva vrlo su zanimljive za PROTAC-e jer bi se iskoristavajuci takve E3 ligaze moglo
djelovati ciljano 1 izbje¢i rizik od razgradnje mete u ne-ciljnim stanicama, pogotovo ako je meta
ubikvitarna. Primjerice, povecana ekspresija odredenih E3 ligaza ponekad znaci da su tumori
postali ovisni o toj E3 ligazi. Tako se potencijalno smanjuje i vjerojatnost razvoja rezistencije na
takve PROTAC-e jer je manja vjerojatnost da ¢e se dogoditi mutacija esencijalne E3 ligaze, za
razliku od rezistencije koja je opazena na PROTAC-e koji koriste CRBN i VHL E3 ligaze (50).
Medutim, takve E3 ligaze Cesto su povezane sa stani¢nim ciklusom i eksprimirane su i u drugim
stanicama koje se brzo dijele kao $to su stanice imunosnog sustava ili hematopoetske stanice, §to

povecava rizik od toksic¢nosti (50,114).
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Pronalazak potentnog i selektivnog PROTAC-a dobrih PK svojstava danas se ve¢inom svodi na
problem pronalaska odgovaraju¢e poveznice u ogromnom kemijskom prostoru mogucih
poveznica. Medutim, otkrivanjem novih E3 ligaza i njihovih liganada optimizacija strukture
PROTAC-a zasigurno ¢e se okrenuti i prema E3 ligazama. Iako click kemija moze olaksati
kombinatornu sintezu velikih knjiznica spojeva, postoji nebrojeno mnogo kombinacija liganada
za POI 1 E3 ligazu, poveznica 1 mjesta povezivanja. Otkrivanjem novih E3 ligaza broj mogucih
kombinacija samo raste, iako su one prijeko potrebne. Kao i kod svih bRo5 molekula, sinteza
PROTAC-a €esto je dugotrajna, sastoji se od mnogo sintetskih koraka te je stoga vrlo skupa. Ovaj
proces se moze racionalizirati, olakSati 1 ubrzati raCunalnim metodama. SBDD dizajn PROTAC-a
danas je uglavnom mogu¢ zbog sve viSe dostupnih kristalnih struktura ternanih kompleksa.
Dostupno je nekoliko racunalnih programa (CHARMM, Rosetta, Model 4B, PRosettaC,
PROTAC-ternary 1 PROTAC-Mode) za modeliranje ternarnih kompleksa koji mogu predvidjeti
poznate vezne poze te u odredenoj mjeri i ocekivane (60). Medutim, tocnost im ovisi o dostupnosti
kristalnih struktura kompleksa proteina s ligandima. Iako su ratunalne metode za PROTAC-e sada
jo§ u zacecima, daljnjim razvojem molekulskog modeliranja i umjetne inteligencije, sigurno ¢e

postajati sve mocnije.

Zlatni standard u ispitivanju razgradnje PROTAC-a je Western blot, a njegov glavni nedostatak je
niska proto¢nost. Kod pocetnih ispitivanja klju¢ni su odabir koncentracija i vremenskih tocaka u
kojima se prati razgradnja. U slucaju da je prekratak vremenski period, mozda joS$ nije postignuta
maksimalna razgradnja, a s druge strane, duzi vremenski intervali nose rizik lazno pozitivnih
rezultata koji se javljaju zbog drugih utjecaja na koncentraciju proteina, kao $to su promjene u
nizvodnoj signalizaciji zbog produljene inhibicije mete ili utjecaja na stanicni ciklus. Zbog toga se

u pocetnim ispitivanjima uvijek odabiru i kra¢i (4-8 h) i duzi (12-24 h) vremenski intervali (61).
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Takoder, koncentracije spojeva se moraju pomno odabrati jer bivalentni degraderi pri visokim
koncentracijama mogu izgubiti u€inak zbog efekta udice. Stoga je preporucljivo ispitati razgradnju
pri nizu koncentracija. Prilikom bioloSke evaluacije PROTAC-a, u sluaju da nema aktivnih
molekula, rezultati dobiveni ispitivanjem permeabilnosti, vezanja PROTAC-a na POI 1 E3 ligazu
te nastajanja ternarnog kompleksa koriste se za racionalnu optimizaciju nove generacije PROTAC-

a.

Modifikacije PROTAC-a u svrhu poboljsanja PD i PK svojstava (npr. topljivosti, metabolicke
stabilnosti, permeabilnosti) zahtijevaju dugotrajan i naporan rad u usporedbi s molekulama manje
veli¢ine koja zadovoljavaju Lipinskijeva i Veberova pravila. Optimizacija oralne bioraspolozivosti
PROTAC-a jo§ uvijek je u zacCecima te je definicija optimalnih svojstava molekula podlozna
zna¢ajnim promjenama. Veliki izazov u razvoju PROTAC-a je posti¢i odgovarajucu topljivost i
permeabilnost, a to se postize uglavnom optimizacijom poveznice. Napredni terapijski sustavi, kao
Sto su nanoformulacije, mogu pospjesiti topljivost 1 permeabilnost, ali primjena ovih tehnologija
dodatno komplicira i ovako izazovan razvoj, stoga bi trebala biti krajnja opcija kada se bolja
topljivost u biorelevantnom mediju ne moze posti¢i promjenom kemijske strukture (134).
PROTAC-i u klini¢kim ispitivanjima su dokaz da je permeabilnost moguce optimizirati. Osim
toga, ve¢ 1 mala koncentracija PROTAC-a u stanici moZze biti dovoljna za u€inkovitu razgradnju

zbog njihovog katalitickog djelovanja.

Zbog svoje veli¢ine 1 lipofilnosti, PROTAC-i su vjerojatno supstrati efluksnih proteina, poput P-
gp-a, koji kontroliraju koncentraciju lijeka u stanici te mogu ograniciti apsorpciju i prelazak KMB-
a. Medutim, PROTAC-i koji prelaze KMB vjerojatno iskoriStavaju aktivni transport influksnim
proteinima jer je mala vjerojatnost da mogu pasivno prije¢i KMB. S toksikoloskog stajalista

najveca bojazan je mogucénost razgradnje ne-ciljnih proteina. Iako su PROTAC-i puno selektivniji
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u odnosu na ishodisne molekule, rizik je mogu¢, pogotovo u slucaju PROTAC-a s CRBN
ligandima IMiD-ima. Stoga je kod razvoja PROTAC-a nuzno globalnom proteomikom koja se
zasniva na masenoj spektrometriji provjeriti utjecaj na cijeli stani¢ni proteom. Na toksi¢nost se

takoder moze utjecati optimizacijom poveznice ili odabirom E3 liganda.

PROTAC-i zbog lipofilnosti i veli¢ine podlijezu reakcijama biotransformacije kataliziranim
enzimima CYP, ponajvise CYP3A4, koji je odgovoran za metabolizam vecine lijekova i
ksenobiotika. Zanimljiva je ¢injenica da PROTAC-i ne podlijezu istim metabolickim reakcijama
kao ligandi od kojih su sastavljeni te se molekula PROTAC-a mora promatrati kao cjelina.
mjesto vezanja poveznice na ligande. Suprotno o€ekivanju, PROTAC-1 s PEG poveznicama koje
su metabolicki labilnije, gotovo su jednako metabolicki stabilni kao i PROTAC-i s alkilnim

poveznicama.

Racunalne metode za to¢no predvidanje fizikalno-kemijskih svojstava, stanicne permeabilnosti i
apsorpcije iz GIT-a nuzne su za daljnji razvoj ovog podrucja jer bi omogucile racionalan odabir 1
prioritizaciju pojedinih spojeva prije sinteze. Trenutno dostupni ra¢unalni modeli razvijeni su za
male molekule te uglavnom ne mogu to¢no predvidjeti ove parametre za kompleksne kimerne
degradere. Tako je primjerice nemogucée precizno predvidjeti najpovoljniju vrstu 1 duljinu
poveznice niti konformaciju potrebnu za uspjesnu ubikvitinaciju POI pomoc¢u odabrane E3 ligaze.
Jedan od razloga je Sto PROTACH-i, slicno makrociklima, pokazuju kameleonska svojstva za
razliku od klasi¢nih malih molekula. Stoga je u svrhu predvidanja PK svojstava potrebno uvesti
nove molekulske deskriptore, kao Sto su EPSA 1 ChameLogD (133). Danas su jos uvijek ograniceni
podaci o tome kako se zapravo optimizacija PK u pretklinickoj fazi translatira u kliniku. S obzirom

na ogranicene podatke o PK degradera iz klinickih ispitivanja tesko je uspostaviti PK modele za
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predvidanje PK svojstava degradera kod ljudi 1 utvrditi jesu li jednako dobri kao modeli za

tradicionalne male molekule.

Kod PK/PD modeliranja degradera bitno je imati na umu da koncentracija degradera necée biti
proporcionalna farmakoloSkom djelovanju. Takva farmakokinetika je karakteristi¢na za degradere
jer je potrebno odredeno vrijeme da dode do razgradnje proteina. S obzirom da je potrebno i neko
vrijeme za resintezu proteina, ucinak deplecije proteina bit ¢e prisutan i nakon eliminacije

degradera iz organizma, a trajanje ucinka ovisit ¢e o brzini obrta proteina.

Razvoj degradera dozivio je relativno brz uspjeh — od dizajna i optimizacije molekula, preko
bioloske evaluacije u pretklinickim ispitivanjima, do potvrde koncepta u klinickim studijama.
Objavljeni rezultati pretklinic¢kih ispitivanja ¢vrsto podupiru tezu o selektivnosti PROTAC-a, ali 1
potentnosti u inhibiciji rasta tumora u usporedbi s malim molekulama inhibitorima. Takoder,
rezultati pretklinickih ispitivanja indiciraju da su PROTAC-i aktivni na stanice tumora koje su
razvile rezistenciju nakon terapije malim molekulama inhibitorima. Rezultati klini¢kih studija,
iako ograni¢eni, pokazuju uc¢inkovitost PROTAC-a kod pacijenata s uznapredovalim stadijem
karcinoma prostate, dojke 1 kroni¢ne limfocitne leukemije, ukljucuju¢i one s rezistentnim
mutacijama AR-a, ER-a 1 BTK. Posebno je vazno naglasiti izuzetno dobru podnoSljivost
PROTAC-a kod pacijenata. Nema naznaka da je neki od Stetnih dogadaja izravno povezan sa
samom tehnologijom 1 iskoriStavanjem UPS-a, ali ¢e se tek na ve¢im populacijama pacijenata

vidjeti u€inkovitost 1 sigurnost primjene.

Iako najveca prednost i potencijal PROTAC-a lezi u moguénosti razgradnje meta ,,na koje se ne
moze djelovati“ tradicionalnim lijekovima, prvi PROTAC-i koji su usli u klini¢ka ispitivanja
induciraju razgradnju upravo klasi¢nih, validiranih meta ,,na koje se moze djelovati“ (AR, ER 1
BTK). Ovaj pristup u dizajnu PROTAC-a omogucuje iskoriStavanje postoje¢ih znanja o tim
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metama i inhibitorima te nudi brojne prednosti. Validirane mete su ve¢inom nedvojbeno ukljucene
u patofiziologiju bolesti te je djelovanje na takve mete s toksikoloSkog aspekta sigurno ili su rizici
poznati. Nadalje, poznati inhibitori su prosli rigoroznu evaluaciju sigurnosti i u¢inkovitosti, poznat
je SAR te je u konacnici veca vjerojatnost napredovanja takvih PROTAC-a do klini¢kih ispitivanja.
Upotreba validiranih meta i poznatih inhibitora predstavlja ¢vrst temelj za dizajn 1 razvoj
PROTAC-ajer smanjuje rizik neuspjeha u klinickim ispitivanjima i povecava vjerojatnost uspjesne
razgradnje odabrane mete. Razgradnja proteina 1 terapijska u¢inkovitost dokazana je na PROTAC-
ima bavdegalutamidu (razgradnja AR-a), vepdegestrantu (razgradnja ER-a) i NX-2127 (razgradnja
BTK), te se o¢ekuje da ¢e ih vrlo brzo slijediti ostali PROTAC-1 u klini¢kim ispitivanjima. Klju¢na
prekretnica bit ¢e dokaz klinicke u¢inkovitosti PROTAC-a na mete ,,na koje se ne moze djelovati*

tradicionalnim lijekovima inhibitorima.

Mnogi PROTAC-i su pokazali obecavajuée rezultate u klinickim ispitivanjima §to ukazuje na
njihova prihvatljiva PK 1 PD svojstva. Trenutno se u aktivnim studijama faze I-III klinickih
ispitivanja nalazi 22 PROTAC-a ve¢inom za lije¢enje razli¢itih malignih bolesti (mCRPC,
ER'HER2" karcinom dojke, limfomi, sarkomi, razli¢iti solidni tumori). Vepdegestrant, PROTAC
za ciljanu razgradnju ER-a, nalazi se u fazi III klini¢kih ispitivanja. Dva PROTAC-a u klinickim
ispitivanjima djeluju na imunosni sustav te se ispituje njihova ucinkovitost za lijecenje
hidradenitisa suppurative 1 atopijskog dermatitisa. Jedan PROTAC se ispituje za lijeCenje
androgene alopecije 1 akni. Mnogo PROTAC-a su tzv. ,,me-too degraderi. Pet PROTAC-a u
klini¢kim ispitivanjima djeluje na AR, dva na ER te Cetiri na BTK. Ve¢ina PROTAC-a iskoriStava
CRBN kao E3 ligazu. Tri su VHL PROTAC-a u fazama I klini¢kih ispitivanja. Klini¢ka ispitivanja
nekoliko PROTAC-a su prekinuta zbog strateskih razloga ili zbog vjerojatnog odabira krive mete,

kao Sto je sluaj s BRDY degraderima koji nisu pokazali dovoljnu uc¢inkovitost u klinickim
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ispitivanjima (270). Razvoj DCAF15 PROTAC-a puno je zahtjevniji nego CRBN ili VHL. Zbog
veznog mjesta arilsulfonamida koji se nalazi duboko u dzepu DCAF15 1 zbog velike povrSine
preko koje DCAF15 i RBM39 stupaju u interakcije, nije lako napraviti tranziciju iz molekulskog

ljepila u PROTAC-e.

Unato¢ preprekama i na prvi pogled nepovoljnim fizikalno-kemijskim svojstvima PROTAC-a,
neosporivo je postignut ogroman napredak u ovom podrucju te su uspjeSno pripravljeni i
PROTACH-i koji ciljaju mete ,,na koje se ne moze djelovati“ kao §to su transkripcijski faktori.
PROTAC-i za ciljanu razgradnju takvih meta na koje se ne moze djelovati tradicionalnim
lijekovima, KT-333 (razgradnja STAT3) i PRT3789 (razgradnja SMARCA?2), usli su u klinicka
ispitivanja. Suprotno o¢ekivanjima, mnogo PROTAC-a jest oralno bioraspolozivo, a neki prelaze
i1 KMB. Najavljena je faza I Kklinickih ispitivanja LRRK2 PROTAC-a za lijeCenje

neurodegenerativnih bolesti.

Zanimljivo je da PROTAC-1 u klinickim ispitivanjima imaju rigidne poveznice koje sadrze
heterociklicke prstenove pri ¢emu je najeS€a poveznica sastavljena od piperazinskog 1

piperidinskog prstena medusobno odvojenih metilenskim mostom.

Iako su PROTAC-i do sada u pretklini¢kim i klinickim ispitivanjima pokazali obecavajucu
ucinkovitost 1 sigurnosni profil, joS uvijek nije poznato hoce li se 1 na njih razvijati rezistencija.
Pretklini¢ki podaci o rezistenciji na PROTAC-e su ogranieni, a najviSe primjera pojave
rezistencije uzrokovano je mutacijama nekih od sastavnica UPS-a, primjerice gubitkom E2 Ub-
konjugiraju¢eg enzima, razli¢itih domena kompleksa E3 ligaza ili regulatora aktivnosti E3 ligaza

(216,271-273).
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Druga najveca i najznacajnija skupina degradera su molekulska ljepila. Ova vrsta degradera pocela
se intenzivno razvijati otkricem mehanizma djelovanja odobrenih lijekova IMiD-a. Molekule koje
djeluju kao molekulska ljepila puno su ¢esce nego Sto se smatralo te nude vazne lekcije za razvoj
ucinkovitih degradera. Za razliku od PROTAC-a koji imaju dva liganda (za POI i E3 ligazu),
molekulska ljepila degraderi su monovalentni 1 vezu se na samo jedan protein (¢es¢e E3 ligazu)
Sto mijenja njegovu konformaciju na nacin da moze stupiti u PPI s drugim proteinom koji mu
prirodno nije supstrat. Procjenjuje se da molekulska ljepila mogu poticati interakcije izmedu
otprilike 600 E3 ligaza i viSe od 20 000 potencijalnih meta, zbog ¢ega su vrlo vrijedni kao alati za

istrazivanje funkcija proteina i kao lijekovi male molekule (274).

U odnosu na PROTAC-e, molekulska ljepila imaju bolja fizikalno-kemijska svojstva pozeljna za
lijekove zbog manje relativne molekulske mase, bolje permeabilnosti i oralne bioraspoloZivosti.
Klini¢ka ucinkovitost talidomida je dokazala da je indukcija TPD-a mehanizmom molekulskih
ljepila obecavajuca terapijska strategija u razvoju novih lijekova. Ova otkri¢a djelovala su

kataliti¢ki na razvoj podrucja TPD-a.

Vec¢ina molekulskih ljepila, 1 prirodnih (ciklosporin A, rapamicin, takrolimus, biljni hormoni 1 dr.)
1 sintetskih (IMiD-1), otkrivena je slucajno te ¢e fenotipsko pretraZivanje vjerojatno i1 dalje ostati
kljucno za ovu vrstu degradera. Racionalan dizajn molekulskih ljepila vrlo je izazovan te je 1 dalje
u povojima, a ocekuje se da ¢e se razvijati prema naprednijim i sofisticiranijim pristupima
temeljenim na strukturi mete. Osim slucajnog otkri¢a mehanizma djelovanja, kao $to je bio slucaj
s IMiD-ima, razvijaju se metode racionalnijeg, namjernog razvoja molekulskih ljepila, kao Sto su
HTS, kemoproteomicko profiliranje ili sustavno rudarenje podataka. Ove metode se uglavnom
temelje na iscrpnom probiru, nakon kojeg slijedi validacija mehanizma djelovanja. Nedostatak

metoda za racionalni dizajn molekulskih ljepila ograni¢ava njihovu primjenu i ucinkovitost.
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Razvoj novih raCunalnih metoda za predvidanje strukturnih karakteristika koje mogu odrediti
vjerojatnost da ¢e se neki supstrat vezati ovim mehanizmom te nacina induciranja PPI pomocu
molekulskih ljepila, bio bi koristan za virtualno pretrazivanje i SBDD. Osim toga, umjetna
inteligencija bi mogla poboljsati u¢inkovitost rudarenja podataka 1 molekulskog dizajna. Algoritmi
strojnog ucenja mogli bi pomo¢i u izradi pouzdanog modela na temelju mnoStva podataka
dobivenih HTS-om, multiomikom 1 istrazivanjem PPI koji bi mogao precizno predvidjeti
potencijalne kombinacije proteina i molekulskih ljepila. Strojno ucenje je korisno 1 za dizajn 1
optimizaciju novih molekulskih ljepila izgradnjom modela na temelju dostupnih informacija o

strukturi 1 SAR-u.

Drugi vazan problem u vezi molekulskih ljepila je njihov razvoj do uc€inkovitih lijekova. IMiD-i
su poznati lijekovi ¢iji je mehanizam djelovanja otkriven naknadno. Iako je mehanizam djelovanja
novootkrivenih molekulskih ljepila dobro definiran, njihovi PK/PD profili su jo$ uvijek nepoznati
Sto ograni¢ava njihovu optimizaciju do klinickih kandidata. U tu svrhu je vazno odrediti endogenu
brzinu sinteze proteina, konstantu razgradnje proteina molekulskim Iljepilima i njihova PK
svojstva. Medutim, izazovno je uraCunati sva svojstva bitna za klinicke kandidate ako SAR nije
poznat ili ga je teSko utvrditi. Dok za PROTAC-e postoje relativno dobro definirane metode
optimizacije strukture liganada i poveznice, kod molekulskih ljepila jo§ uvijek nije jasno kako ih

racionalno optimizirati.

Prvi racionalno razvijen PROTAC CC-900009, CRBN degrader GSPT1, povucen je iz klinickih
ispitivanja zbog nuspojava (275). S obzirom da molekulska ljepila u klinickom razvoju ciljaju mete
,,ha koje se ne moze djelovati tradicionalnim lijekovima, rizik neuspjeha je puno vec¢i. Medutim,

to je nuzno da bi se doista dokazala prednost TPD-a u odnosu na male molekule inhibitore.
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Trenutno je 11 molekulskih ljepila u fazama I-III klinic¢kih ispitivanja za lijeCenje razlicitih
malignih oboljenja, ve¢inom multiplog mijeloma 1 limfoma. Tri molekulska ljepila iberdomid,
mezigdomid 1 golkadomid napredovala su u fazu III. Ve¢ina ih djeluje preko CRBN-a, a poticu
razgradnju transkripcijskih faktora IKZF1 i1 3. Jedno molekulsko ljepilo u klini¢kim ispitivanjima,

aromatski sulfonamid E7820, koristi DCAF15 E3 ligazu za razgradnju RBM39.

Iako su istrazivanja vrlo intenzivna, podrucje racionalnog razvoja molekulskih ljepila je na samom
pocetku te ¢e se tek morati potvrditi je li moguce uspjesno racionalno razviti uc¢inkovit i siguran

degrader molekulsko ljepilo.

Osim talidomida, lenalidomida i pomalidomida kao molekulskih ljepila, jo§ je jedna skupina
degradera u klinickoj primjeni. To su SERD-ovi koji pripadaju vrlo Sirokoj skupini molekula
destabilizatora, monovalentnih degradera koji, kako im samo ime govori, destabiliziraju POI pri
¢emu on postaje podlozan razgradnji. Fulvestrant je prvi SERD koji se dugi niz godina koristi za
lijeGenje ER" karcinoma dojke, a njegov mehanizam djelovanja je takoder slu¢ajno otkriven
prilikom razvoja antiestrogena. Vazan mehanizam rezistencije na endokrinu terapiju je razvoj
ESR1 mutacije, koja se Cesto javlja u tumorima koji su prethodno bili izlozeni SERM-u ili
inhibitorima aromataze. lako je karcinom dojke s ESR1 mutacijom otporan na nove inhibitore
aromataze, osjetljiv je na SERD-ove poput fulvestranta. Medutim, klinicka primjena fulvestranta
ograni¢ena je intramuskularnom formulacijom koja se dozira jednom mjesec¢no te dovodi do
nepotpune razgradnje ER-a. Oralni SERD-ovi se razvijaju kao potencijalna zamjena za fulvestrant

u ljjecenju karcinoma dojke.

Trenutno se sedam SERD-ova nalazi u klinickim ispitivanjima, pri ¢emu je ¢ak cCetiri u fazi IIL
Elacestrant je prvi oralni SERD koji je u 2023. g. odobren za lijeCenje metastatskog ER"HER2™

karcinoma dojke s ESR1 mutacijom. Mnogo drugih SERD-ova bilo je u razli¢itim fazama
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klinickih ispitivanja, pri ¢emu je amcenestrant bio ¢ak u fazi III, ali je zbog nedovoljne klinicke
ucinkovitosti ili toksi¢nosti, njihov daljnji razvoj zaustavljen te nisu ovdje prikazani (240).
Nedostatak tumora s ESR1 mutacijom moze djelomi¢no objasniti negativne rezultate, stoga je

kljucno testiranje na ESR1 mutaciju.

S obzirom na uspjeh SERD-ova u terapiji karcinoma dojke, aktivna su istrazivanja SARD-ova koji
bi, analogno razgradnji ER-a, inducirali razgradnju AR-a kod karcinoma prostate. Trenutno je

jedan SARD u fazi I/II klini¢kih ispitivanja za lije¢enje mCRPC-a.

Osim navedenih destabilizatora, postoje razli¢ite tehnologije destabilizacije proteina, kao §to su
uvodenje destabilizacijskih domena ili hidrofobno oznacavanje molekula (HyTag, dTAG) koje se
uglavnom koriste kao alternativa genetickim metodama u molekularnoj biologiji za istrazivanje

funkcije mete i signalnih puteva.

U posljednjih nekoliko godina pojavile su se tehnologije koje iskoriStavaju lizosomski put
razgradnje proteina ¢ime se mogu nadvladati nedostaci TPD-a temeljenog na proteasomskoj
razgradnji proteina. S obzirom na mehanizam djelovanja, mogu se podijeliti u skupine koje
iskoriStavaju endosomsko-lizosomski put za razgradnju izvanstani¢nih i membranskih proteina
(LYTAC, AbTAC, bispecificne aptamerne kimere i GlueTAC) ili autofagiju (AUTAC, ATTEC,
AUTOTAC, CMA) za razgradnju pogre$no smotanih proteina, proteinskih agregata ili oStecenih

organela.

U usporedbi s PROTAC-ima, tri vrste degradera (ATTEC, AUTAC i AUTOAC) imaju Siri spektar
potencijalnih meta jer za TPD iskoriStavaju autofagiju te je moguca razgradnja i stani¢nih organela
(AUTAC 1 ATTEC) ili proteinskih agregata kao Sto su neurofibrilarni snopiéi proteina tau

(AUTOTAC 1 ATTEC) (265). Usprkos tome, ove tehnologije za sada imaju nekoliko ograni¢enja.
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Dizajn ATTEC-a je u vrlo ranom stadiju te joS uvijek nema sustavnih metoda probira spojeva koji
ciljaju proteine ukljucene u autofagiju, kao sto je LC3. Niska stopa razgradnje pomo¢u AUTAC-a
1 AUTOTAC-a znacCajno ograni¢ava njihovu primjenu u medicinskim istrazivanjima zbog
neizravnog ciljanja LC3. Takoder, potrebna su dodatna istrazivanja to¢nog mehanizma razgradnje

ovim vrstama degradera.

IskoriStavanje Saperonima posredovane autofagije pomocu CMA i endosomsko-lizosomskog puta
pomocu LYTAC-a i AbTAC-a takoder predstavlja zanimljive pristupe TPD-u koji imaju potencijal

za razvoj novih lijekova, ali takoder zahtijevaju dodatna istrazivanja.

Prije translacije u kliniku potrebno je razmotriti i izazove u dostavi degradera koji iskoriStavaju
autofagiju do ciljnih tkiva i stanica. Jedno od moguéih rjesenja moglo bi biti uklapanje u
nanocestice koje se istrazuje kod PROTAC-a. Na ovaj nacin bi se moglo smanjiti nezeljeno
djelovanje na ostale stanice i povecati u¢inkovitost dostave do ciljnog tkiva te ubrzati translaciju
u kliniku. Napredak postignut u TPD-u potaknuo je interes za ove srodne terapijske modalitete te

¢e njihov razvoj biti fascinantno pratiti u narednim godinama.

Konac¢no, koncept TPD-a posljednjih godina je iznimno aktualan u farmaceutskoj industriji 1
akademskoj zajednici. Trenutno se u klinickim istraZivanjima nalazi viSe od 30 molekula
degradera. Jo$ uvijek nije moguce predvidjeti hoc¢e li neki od mnogih klinic¢kih programa dovesti
do uspjesnih 1 revolucionarnih novih opcija lijecenja za pacijente jer je neuspjeh u razvoju novih
lijekova uobi¢ajen. Medutim, malo je vjerojatno da ¢e PROTAC-i, ali i molekulska ljepila, biti
samo prolazna moda u otkriu i1 razvoju novih lijekova. Veliko pitanje bilo je hoce li se
nekonvencionalne molekule, kao sto su PROTAC-i, mo¢i uspjesno optimizirati za primjenu kod
ljudi, a to je ve¢ dokazano uspjeSnim studijama faza I i II klinic¢kih ispitivanja. Rizik od neuspjeha
trenutacnih klinickih projekata degradera vjerojatni nije puno drugaciji od rizika bilo kojeg lijeka
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male molekule. Pojavom degradera otvorila se mogucénost djelovanja na mete koje su
tradicionalnim  lijekovima bile nepristupacne, S§to posebno obecava u lijeCenju
neurodegenerativnih bolesti. U narednim godinama sigurno ¢emo svjedociti razvoju novih
kandidata za klinicka ispitivanja, od kojih ¢e neki mozda posti¢i uspjeh i dovesti do znacajnih

napredaka u medicini.
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5.  Zakljuéak

Ovaj specijalisti¢ki rad pruza sveobuhvatan pregled inovativne terapijske strategije TPD-a, koja
koristi molekule degradere za selektivno uklanjanje patogenih proteina unutar stanica. Razvoj
tehnologija kao Sto su PROTAC-i i molekulska ljepila pokazuje znacajan potencijal za proSirenje
terapijskog prostora na dio proteoma koji je bio nedostupan tradicionalnim lijekovima malim

molekulama.

U radu su prikazani osnovni molekularni principi TPD-a u eukariotskim stanicama. Detaljno su
obradeni razli¢iti pristupi ciljanoj razgradnji proteina koji iskoriStavaju: UPS (PROTAC-i,
molekulska ljepila, destabilizatori) i1 lizosomski put (LYTAC-1, AbTAC-i, AUTAC-i, ATTEC-i i

dr.) te su opisane razlike bivalentnih i monovalentnih degradera.

Mehanizam djelovanja degradera temelji se na odredenom dogadaju — razgradnji proteina koju
degraderi poticu i tako reguliraju koncentraciju POI-a, dok se mehanizam djelovanja tradicionalnih
lijekova zasniva na zauzetosti veznog mjesta. Osim §to imaju terapijski potencijal, degraderi su 1
vrijedni alati u kemijskoj biologiji, tzv. kemijske probe, za validaciju i dublje razumijevanje
funkcije proteina i1 signalnih putova. Nastajanje ternarnog kompleksa srediSnji je dogadaj u
mehanizmu djelovanja degradera te je postizanje kooperativnog ternarnog kompleksa jedan od

izazova u optimizaciji PK i PD svojstava degradera.

Brojne su prednosti razgradnje proteina u odnosu na klasi¢nu inhibiciju enzima. Degraderi djeluju
kataliticki u niskim koncentracijama, selektivniji su, eliminiraju sve funkcije proteina, a posebno
su zanimljivi za mete nepristupane malim molekulama te za nadvladavanje problema rezistencije

na tradicionalne lijekove.
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Kljucni izazovi u razvoju degradera su njihov racionalan dizajn 1 optimizacija farmakokinetike i
farmakodinamike, ¢emu ¢e sigurno pomoc¢i daljnji napredak racunalnih metoda i umjetne
inteligencije. Unatoc¢ tim izazovima, dosadasnji napredak u ovom podrucju obecava daljnji razvoj

specificnih 1 ucinkovitih terapeutskih strategija.

Trenutno je vise od 30 molekula degradera (PROTAC-i, SERD i molekulska Ijepila) u klinickim
ispitivanjima. Jedan PROTAC, cetiri SERD-a i tri molekulska ljepila su u studijama faze III.
Uspjeh koji su prvi PROTAC-i dozivjeli u klini¢kim ispitivanjima potvrduje njihov status
perspektivnih novih terapijskih modaliteta i naglasava potencijal PROTAC-a da postanu lijekovi

izbora za djelovanje na razlic¢ite mete.

U narednim godinama oc¢ekuje se daljnji razvoj TPD-a i pojava novih klini¢kih kandidata, od kojih
¢e neki mozda posti¢i uspjeh i dovesti do znacajnih napredaka u medicini. Razvoj 1 optimizacija
lije€enju raznih bolesti, ukljucujuci neurodegenerativne bolesti, rak i autoimune poremecaje. Ovi
inovativni pristupi otvaraju nove mogucnosti za lijecenje bolesti koje su do sada bile neizljecive

tradicionalnim terapijama.
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AbTAC

AhR

AID

AML

AMP

AOX

AR

ASGPR

ATP

ATRA

ATTEC

AUTAC

AUTOTAC

BCL6

ATP-aze povezane s razliCitim stani¢nim aktivnostima

PROTAC-i temeljeni na protutijelima (engl. antibody-based PROTAC)

receptor aromatskih ugljikovodika (engl. arylhydrocarbon receptor)

degroni inducirani auksinom

akutna mijeloi¢na leukemija

adenozin-monofosfat

aldehid oksidaza

androgeni receptor

asijaloglikoproteinski receptor

adenozin-trifosfat

sve-trans-retinoicna kiselina (engl. all-trans-retinoic acid)

engl. autophagosome tethering compounds

kimere koje usmjeravaju autofagiju (engl. autophagy targeting chimera)

kimere koje usmjeravaju autofagiju (engl. AUTOphagy Targeting

Chimera)

protein B stani¢nog limfoma 6
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Bcel-xLL

BD2

BET

BRAF

BRD

BRET

bRo05

BTK

clAP

CDK

CI-MPR

CKla

CMA

CRABP

CRBN

CRL

CRPC

antiapoptoticki protein velikostani¢nog limfoma B stanica (engl. anti-

apoptotic protein B cell lymphoma extra-large)

druga bromodomena

proteina bromodomene i ekstraterminalne domene (engl. bromodomain

and extraterminal domain)

B-Raf serin/treonin protein kinaza

protein koji sadrzi bromodomenu (engl. bromodomain-containing protein)

bioluminescentni rezonantni prijenos energije

izvan okvira pravila 5

Brutonova tirozin kinaza

protein stani¢ni inhibitor apoptoze

o ciklinu ovisne kinaze (engl. cyclin-dependent kinase)

manoza-6-fosfat neovisan o kationima

kazein kinaza la

Saperonom posredovana autofagija (engl. chaperone-mediated autophagy)

stani¢ni protein koji veze retinoi¢nu kiselinu

Cereblon

Cullin RING ligaze

karcinom prostate ovisan o kastraciji
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CYP

D max

DAPK1

DCs

DCAF

DDBI1

DHFR

DKK

DUB

El

E2

E3

EGFR

EPSA

ER

ERK

citokrom P450

maksimalni postotak razgradnje

proteinska kinaza 1 povezana sa smréu

koncentracija koja uzrokuje razgradnju 50 % proteina

faktori povezani s DDB1 i Cullinom 4 (engl. DDB-associated and Cul4-

associated factor)

engl. DNA damage-binding protein 1

dihidrofolat reduktaza

DNA-kodiraju¢a knjiznica

deubikvitiniraju¢i enzimi

enzim koji aktivira Ub

enzim koji konjugira Ub

Ub ligaza

receptor za epidermalni faktor rasta

izloZena ploStina polarne povrSine (engl. experimentally determined

exposed polar surface area)

estrogeni receptor

kinaza aktivirana izvanstani¢nim signalom
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ERRa

ESCRT

FAK

FBDD

FKBP

FRET

GSPT1

HBA

HBD

HECT

HeLa

HER2

HIFla

HP-B-CD

HTS

HyTag

receptor o povezan s estrogenim receptorima (engl. estrogen receptor-

related receptor alpha)

endosomski sortiraju¢i kompleks potreban za transport

kinaza fokalne adhezije

dizajnom temeljenim na fragmentima (engl. fragment-based drug

discovery)

protein koji veze FK506 i rapamicin

fluorescentni rezonantni prijenos energije

faktor 1 terminacije translacije prijelaza iz G1 u S fazu

broj akceptora vodikove veze

broj donora vodikove veze

homologan C-kraju proteina povezanog s E6 (engl. homologous to the E6-

assocoiated protein carboxyl terminus)

humana stanicna linija karcinoma grli¢a maternice

humani epidermalni faktor rasta 2

hipoksijom induciran faktor la

(2-hidroksipropil)-B-ciklodekstrin

visokoprotoc¢ni probir

hidrofobna oznaka
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IDO1

IKZF1

IKZF3

IMiD

IND

IRAK4

Ky

KMB

KRAS

LAMP2

LID

log P

LRRK2

LYTAC

M6P

mCRPC

MCF-7

MDM?2

indolamin-2,3-dioksigenaza 1

ikar

eol

imunomodulator

engl. investigational new drug

kinaza 4 pridruzena receptoru za interleukin-1

ravnotezna konstanta disocijacije

krvno-mozdana barijera

Kirsten rat sarcoma virus

membranski protein 2A povezan s lizosomom

ligandom inducirana razgradnja

logaritam koeficijenta razdjeljenja

leucinom bogata ponavljajuca kinaza 2

kimere koje usmjeravaju lizosomsku proteolizu (engl. lysosome targeting

chimera)

manoza-6-fosfat

metastatski karcinom prostate otporan na kastraciju

stani¢na linija adenokarcinoma dojke

mouse dobule minute 2 homolog
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MeBS

MEK

MetAP-2

mHTT

MVT

PAMPA

PARP1

PD

P-gp

PhosTAC

PI3K

PK

POI

PPI

PROTAC

PSA

metil-bestatin

mitogenom aktivirana protein kinaza

metionin aminopeptidaza-2

mutirani huntingtin

multivezikularna tijela

test propusnosti na umjetnim membranama (engl. parallel artificial

membrane permeability assay)

poli(ADP-riboza) polimeraza 1

farmakodinamic¢ki

P-glikoprotein

kimere koje usmjeravaju fosforilaciju (engl. phosphorylation targeting

chimera)

fosfatidilinozitol-3-kinaza

farmakokineticki

ciljni protein (engl. protein of interest)

protein-protein interakcije

kimere koje usmjeravaju ciljanu proteolizu (engl. proteolysis targeting

chimeras)

prostata specifi¢ni antigen
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RBM39 proteina 39 koji veze RNA motiv (engl. RNA-binding motif protein 39)

RBR RING-in between-RING

RBX1 RING domena prsta 1 (engl. Ring-box protein 1)

RIBOTAC kimere koje ciljaju ribonukleaze (engl. ribonuclease targeting chimera)
RING engl. really interesting new gene

Ro5 Lipiniskijevo pravilo 5

Rpnl, 10113 receptori za Ub (engl. regulatory particle non-ATPase 1, 10 and 13)
SALL4 protein 4 sli¢nog Sal-u

SARD selektivni degraderi androgenih receptora

SBDD dizajn temeljen na strukturi (engl. structure-based drug design)
SCF kompleks E3 ligaze Skp1-Cullin-F-box

SERD selektivni degraderi estrogenih receptora

SERM selektivni modulator ER-a

SLE sistemski eritematozni lupus

SMARCA2 kataliticka podjedinica SWI/SNF (engl. SWItch/Sucrose Non-

Fermentable) kompleksa

SMCIA protein vazan u odrZavanju strukture kromosoma 1A

SMC3 protein vazan u odrZavanju strukture kromosoma 3
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SNARE

SNIPER

STAT3

TPD

TPSA

TR-FRET

TrkA

Ub

UPS

VHL

XIAP

engl. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein

receptor

specifi¢ni 1 negeneticki proteinski brisaci ovisni o IAP-u (engl. specific

and nongenetic IAP-dependent protein eraser)

signalni transduktor i aktivator transkripcije 3

ciljana razgradnja proteina (engl. targeted protein degradation)

topoloska plostina polarne povrsine

vremenski razluciv fluorescentni rezonantni prijenos energije

kinaza A tropomiozinskog receptora (engl. fropomyosin receptor kinase A)

ubikvitin

ubikvitin-proteasomski sustav

von Hippel-Lindau protein

X-vezani [AP
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