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RESUMEN

Las quimeras orientadas a proteolisis (PROTAC) son una nueva modalidad terapéutica que
juegan un papel interesante en el descubrimiento de farmacos. Estas moléculas
heterobifuncionales median la degradacion de las proteinas diana al ser poliubiquitinadas por
las E3 ligasas, generalmente Cereblon o Von Hippel-Lindau, a través del sistema de
ubiquitina proteasoma (UPS). Los PROTACS presentan varias ventajas sobre otras
estrategias terapéuticas, y han desencadenado un aumento del descubrimiento de farmacos
en los ultimos afios que incluso, en algunos casos han llegado a ensayos clinicos. En esta
revision, se proporciona una descripcion de la funcion de los PROTAC, su importancia y las
oportunidades que aporta. Por otra parte, se hace referencia al desarrollo de PROTACs
basados en moléculas pequefias y ligandos derivados de las E3 ligasas con sus ejemplos, y
también se menciona otra tecnologia llamada “Hydrophobic tagging” que esta muy
relacionado con los PROTACS, pero en este caso se usa un grupo hidréfobo en vez de
ligandos peptidicos o moléculas pequefias. Ademas, se discuten los beneficios potenciales de

la degradacion de proteinas sobre la inhibicion, asi como los desafios que se deben superar.
ABSTRACT

Proteolysis-oriented chimeras (PROTAC) are a new therapeutic modality that play an
interesting role in drug discovery. These heterobifunctional molecules mediate the
degradation of the target proteins by being polyubiquitinated by the E3 ligases, which are
generally Cereblon or Von Hippel-Lindau, through the ubiquitin proteasome system (UPS).
With several advantages over other therapeutic strategies, PROTACs have triggered an
increase in drug discovery in recent years, and in some cases have reached clinical trials.
This review provides a description of the role of PROTAC, its importance and the
opportunities it brings. On the other hand, the development of PROTACs based on small
molecules and ligands derived from E3 ligases with their examples, and another technology
is also mentioned called "Hydrophobic tagging” that is closely related to PROTACs, but in
this case is used a hydrophobic group instead of peptide or small molecule ligands. In
addition, the potential benefits of protein degradation on inhibition are discussed, as well as

the challenges to be overcome.
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1. Introduccion

En la dltima década, ha surgido una nueva estrategia llamada degradacién inducida de
proteinas, basada en moléculas quiméricas disefiadas con ese fin denominadas quimeras
orientadas a proteolisis (PROTACS, proteolysis-targeting-chimers). Esta estrategia consiste
en la inhibicion de la actividad biol6gica de una proteina objetivo a través de la formacion
de un complejo ternario entre una molécula quimérica, PROTAC, una ubiquitin ligasa y la
proteina objetivo de inhibicion [1]. Comparando los inhibidores del tipo molécula pequefia
con esta nueva estrategia, vemos que la primera se basa en la ocupacién de sitios activos en
la diana para ejercer su actividad de inhibicion, mientras que la segunda se basa en el empleo
del sistema celular ubiquitina-proteasoma (UPS) para inducir la ubiquitinacion de las
proteinas diana y alcanzar la pérdida de su funcién a través de la destruccion de la misma.
Ademas presenta la ventaja de que solo necesita una breve interaccion con la proteina
objetivo para conseguir que esta Ultima pierde su funcién [2]. Después de la destruccién de
la proteina objetivo, el PROTAC se recicla y lleva a cabo otro ciclo de degradacion de la
proteina diana [3]. Los PROTAC y la estrategia de marcado hidrofobico (Hydrophobic Tags,
HyTs) constituyen la primera generacién de farmacos dirigidos a la degradacién de proteinas,
sin embargo, su aplicacion clinica ha sido mas costosa debido a ciertas complicaciones que

con el tiempo se han ido superando [4].

Especialmente se ha demostrado su uso exitoso en la degradacion de dianas proteicas
relacionadas con una gran variedad de enfermedades como es el cancer, infecciones viricas,

enfermedades neurodegenerativas y trastornos del sistema inmunitario [5].

Esta estrategia comenzo a desarrollarse por primera vez hace aproximadamente dos décadas
[6], [7], y desde entonces hasta el dia de hoy, se ha observado un aumento del interés por la
misma, que incluso ha llevado el descubrimiento de nuevos PROTACs por parte de
compafiias farmacéuticas, como es el caso de la pionera Arvinas, que ha desarrollado el
farmaco ARV-110, que se encuentran ya en la primera fase de ensayos clinicos, y es un

PROTAC que degrada el receptor de andrégenos siendo el principal impulsor del cancer de



préstata resistente a la castracion durante la transicion de una enfermedad localizada a una

enfermedad metastésica [8].

Con el tiempo, se han disefiado PROTAC que tienen un comportamiento similar a las
moléculas pequefias tradicionales, y que dado su modo de accion han cobrado un gran interés
desde el punto de vista terapéutico estando actualmente en el punto de mira de la industria
farmacéutica. Asi, hoy en dia diversas industrias farmacéuticas desarrollan programas de
investigacion basados en la estrategia PROTAC, dirigidos a una gran variedad de dianas
terapéuticas, con el fin ultimo de llegar a farmacos indicados para el tratamiento de diferentes

enfermedades [7]:

= AstraZeneca: PROTAC dirigidos al linfoma de células B 6 (BCL6) [9].

» GlaxoSmithKline (GSK): factor asociado a P300 / CBP y control general no
representable 5 (PCAF / GCN5) [10]; y quinasa 4 asociada a receptor de interleucina-
1 (IRAK4) [11].

= Pfizer: tirosina quinasa (BTK) de Bruton [12].

= Boehringer Ingelheim: quinasa de adhesion (FAK) [13].

= Abbvie y sus investigadores descubrieron la resistencia causada por los PROTAC
[14].

= Arvinas como se ha comentado anteriormente, ha descrito un PROTAC denominado
ARV-110 de estructura no revelada que se encuentra en ensayo clinico de fase | [8].
Por otra parte, también en ensayos clinicos en fase | estd el PROTAC ARV-471,
degradador de estrdgenos para el tratamiento en mujeres con cancer de mama

localmente avanzado o metastasico ER positivo / HER2 negativo [15].

La historiay evolucion de los PROTAC comenzo con la primera prueba de concepto en 2001
(Fig. 1), cuando se demostrd que una molécula quimérica era capaz de unirse a la proteina
MetAP2 y la ubiquitina ligasa E3 SCF-B-TRCP a la vez conduciendo a la poliubquitinacion
de MetAP [6]. En el mismo afio, se describid el modo de union del péptido HIFa a E3 VHL
ligasa. Entonces, se sabia que VHL media la degradacion de HIFa [16]. Partiendo de la
primera idea de SCFB-TRCP, se penso en incorporar péptidos cortos de hidroxiprolina en un
PROTAC peptidico para reclutar la ligasa VHL E3 y como resultado se demostré que estos

PROTACSs conducian a la degradacién de FKBP12 y el receptor de andrégenos (AR) [17].
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Después, ligandos de MDM2 constituyeron la prueba de incorporacion de estos ligandos
como un resto reclutador de E3 en un entorno PROTAC [18]. Posteriormente, se
desarrollaron inhibidores de moléculas pequenias de la interaccion HIFa y VHL. Con la
estructura cristalina adquirida de VHL, el Ky de estos compuestos se consiguié mejorar a
valores por debajo de 1 uM y, lo que es méas importante, es que las propiedades de estas

moléculas PROTAC empezaron a asemejarse mas a las de los farmacos [19].

1.Estructura Ligandos de Publicacién de
publicada de VHL: MDM2 melécula méleculas pequefias PROTALC de
hif pequefia de  Opjetivo de  VHL reportados CRBN y VHL
2, PROTAC PROTAC PROTAC talidomida Fundado

péptidico B-TRC péptidico VHL CREM identificado por Arvinas

2001 2004 2008 2010 2012 2013 2015

Figura 1. Hitos histdricos en el desarrollo de la tecnologia PROTAC

A partir de 2015, se empieza a apreciar un ligero aumento en las publicaciones de PROTAC
basadas en VHL de molécula pequefia. Al mismo tiempo el descubrimiento de que la
talidomida interactia con la ligasa E3 Cereblon despertd el interés en varios grupos de
investigacion por el disefio de PROTACs utilizando la talidomida y sus derivados como
restos de reclutamiento de E3 ligasa [20]. Hasta dia de hoy, se han descrito varios PROTAC

basados en VHL y Cereblon, que ademas han sido validados.

1.1. Qué son los PROTAC

Los PROTAC son moléculas heterobifuncionales de disefio que se componen principalmente
por 3 elementos (Fig. 2): ligando de la proteina de interés (POI), o de la diana terapéutica,
por otro lado, ligando que se une a la ligasa E3 ubiquitinay, por ultimo, el espaciador “linker”
que conjuga los dos elementos anteriores. La ligasa E3 ubiquitina y la proteina diana unidas
por el PROTAC, formando un complejo ternario, provocan la activacion del sistema

ubiquitina-proteosoma (UPS) promoviendo la degradacion de la proteina diana. Una vez



ocurre la poliubiquitinacion en la POI, esta es reconocida por el proteasoma que la digiere

cataliticamente en amino&cidos y péptidos pequefios (Fig. 3) [21].

Debido a su naturaleza catalitica, los PROTAC se han descrito como "activadores esenciales
programables™ de enzimas ubiquitin-ligasas [22]. Se les llama programables ya que los
PROTAC se pueden disefiar especificamente para apuntar a cualquier POI; por otra parte, se
les llama esenciales ya que al no existir previamente la ubiquitinacion de la proteina diana,
la transferencia de ubiquitinas sobre la POI solo ocurrira en un determinado momento y justo
después tendra lugar la degradacion; y finalmente, como activadores ya que median la
formacion del complejo ternario de manera catalitica. Contemplar a los PROTAC como
activadores puede proporcionar segun los estudios, un marco mas adecuado para un disefio
PROTAC maés robusto.

Ligando para reclutar E3 ligasa Ligando para unir proteina diana

Figura 2. Representacién de elementos de PROTAC

Entrelazador

Los PROTAC destruyen las proteinas que causan enfermedades al atraer el UPS, en lugar de
inhibirlos mediante el uso de inhibidores tradicionales, lo que proporciona una estrategia
mejor y mas eficiente. Ademas, la proteina diana podria ser cualquier proteina de interés
terapéutico, lo que sugiere una gran utilidad para la aplicacion de la tecnologia PROTAC en

el desarrollo de farmacos [6].

1.2. Modo de accidn y su importancia

El mecanismo que abrio el campo de desarrollo de los PROTAC es el sistema ubiquitina-
proteosoma (UPS). Esta es una de las principales vias responsables de la degradacion de

proteinas para el mantenimiento de la homeostasis celular. Este sistema se compone de:
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ubiquitina, proteasoma, tres enzimas y proteinas diana intracelulares. Su papel es clave en
varios procesos bioldgicos importantes, como la progresion del ciclo celular, la transduccion
de senales, el mantenimiento de la integridad del genoma y la génesis tumoral. La
ubiquitinacion de proteinas es una reaccion enzimatica dependiente de ATP mediada por las
tres enzimas siguientes: la E1 como activadora de ubiquitina, E2 una enzima conjugadora de
ubiquitina y E3 una ubiquitina ligasa [23]. El proceso implica tres pasos: primero, E1 activa
una molécula de ubiquitina formando un mediador de &cido acilamida en el extremo C-
terminal de la ubiquitina en una reaccion dependiente de ATP. En segundo lugar, la
ubiquitina activada se transfiere a un E2. Finalmente, una ligasa E3, que reconoce Yy recluta
el sustrato de la proteina, cataliza la transferencia de la subiquitina del E2 a un residuo de
lisina en el sustrato mediante la formacién de un enlace covalente. La ubiquitina en si misma
contiene residuos de sietelisina'y un residuo de metionina N-terminal, sobre la cual se forman
cadenas de poliubiquitina después de multiples ciclos de esta reaccion. Las proteinas
poliubiquitinadas son reconocidas y destruidas de manera predominante por el proteasoma
[24].

Y -——,
-
i e
Proteolisis .y
e
.

—

PROTAC ’

Figura 3. Esquema del mecanismo de degradacion por parte de PROTAC

En definitiva, el mecanismo de degradacién inducida por PROTAC depende de la formacion
de un complejo ternario (POI-PROTAC-E3) que permite la poliubiquitinacion de POl y la
posterior degradacion proteasomica, como se ha detallado previamente (Fig. 4) [20].

= Una vez que la POI ha sido ubiquitinado, el PROTAC no continta uniéndose a la
misma, sino que se disocia. De hecho, esto es una ventaja ya que una vez disociado,

busca un nuevo objetivo para ser ubiquitinado. La unién muy fuerte del PROTAC a



la POI (covalente) produce una velocidad de desconexion lenta, y esto puede incluso
reducir la eficiencia general del ligando. Es decir, en términos de enzimologia, el
tiempo de residencia del ligando PROTAC en la POl afectara en su grado de
renovacion catalitica. Este efecto puede tener una dependencia en forma de campana:
tiempo de residencia demasiado corto (baja afinidad) y el E3 no tendra tiempo
suficiente para catalizar la transferencia de ubiquitina del E2 al POI [24]. Por otro
lado, un tiempo de residencia demasiado largo puede ralentizar el viaje del ligando
PROTAC entre diferentes POI. Por supuesto, una vez que se degrada la POI, se
liberara la molécula PROTAC (no covalente) para que siempre pueda lograr su
funcién. Esto sugiere que no hay necesidad de una afinidad exquisita del ligando por
la POI. De hecho, un estudio meticuloso muestra claramente que los aglutinantes de

guinasas muy potentes no son necesariamente degradadores efectivos [25].

Una molécula PROTAC puede mostrar muy buena potencia para la ligasa E3 y POlI,
pero si estas no pueden formar un complejo adecuado, no se daré la ubiquitinacion y
con ello la degradacion. Diferentes estudios han demostrado que no existe correlacion
entre la afinidad de la molécula PROTAC por las quinasas y el grado de degradacion
inducida. La afinidad del PROTAC por la proteina no es un factor determinante aqui,
sino que es la formacién del complejo ternario lo que proporciona la eficiencia [25].
Para explicar la formacion de complejos ternarios (Fig. 5), existen modelos
matematicos establecidos que predicen una dependencia en forma de campana de la
concentracion de PROTAC. Por ejemplo, a altas concentraciones de PROTAC
pueden observarse complejos binarios improductivos y este fendmeno se conoce
como el efecto gancho. Ademas, las interacciones favorables o repulsivas entre el
POl y el E3 pueden afectar la formacion del complejo ternario. Se usa el término
cooperatividad (o) para describir estas interacciones donde la cooperatividad positiva
(o> 1) ocurre cuando la estabilizacion de los PPIs (interacciones proteina—proteina)
entre el POl y E3 promueven la formacion de complejos ternarios. En contraste, la
cooperatividad negativa (a <1) ocurre cuando la interaccion invalida la formacion del
complejo ternario [26]. Se ha demostrado que la cooperatividad positiva minimiza la
extension del efecto de gancho, dando como resultado una formacion de complejo



ternario productivo mejorado, y con ello una mayor potencia y selectividad del

PROTAC para la degradacion inducida de miembros individuales [27].

= La longitud del espaciador y su union a los ligandos individuales POl y E3 juega un
papel muy importante. La ligasa E3 y la POI no estan destinadas a interactuar, por
ello el conector determinard en su mayor parte la orientacion relativa de las dos
proteinas en el complejo ternario. Para que un espaciador sea eficaz tiene que
posicionar las proteinas de tal forma que surja cierta complementariedad superficial,
siendo las lisinas POI accesibles para la ligasa E3, a la vez que ocurra la minima
interaccion [28].

Estabilizador PPls
Complejo ternario

Degradacion de diana -::J
) . .
= ’ Complejo ternario con PPI
£ Cooperatividad positiva (a>1)
- N
o
>
o
g Carga de repulsiony / o
2 choque estérico
~
Log [PROTAC] - A
No complejado Complejo binario
Objetivo sin degradar Objetivo sin degradar

Efecto gancho : o
Complejo ternario sin PPI

Cooperatividad negativa (a<1)

Figura 5. Formacién de complejo ternario mediada por PROTAC y efecto de gancho
en funcion de la concentracion de PROTAC. Compuesto PROTAC: ligando de la POI
(naranja) ligando de laE3 (rosa) conectado por un enlazador (negro), POI (amarillo),

E3 (purpura).

A pesar las significativas ventajas, quedan por abordar varios desafios fundamentales que
limitan las aplicaciones terapéuticas de los PROTAC como [5], [24], [29]

1) Alto peso molecular que afecta la biodisponibilidad, distribucion y absorbabilidad en

los tejidos diana.



2) Baja eficacia por la pobre permeabilidad celular debido al caracter peptidico, con lo
que se administran altas dosis y posologia mas frecuente para arreglar esta limitacion.
3) Dificultades para su uso por administracion oral. El alto peso molecular y la lipofilia
hacen que sea muy dificil lograr una buena solubilidad y permeabilidad, necesarias

para la absorcion oral [30].

Existen numerosas combinaciones para la sintesis de PROTAC debido a que, en primer lugar,
se puede usar una gran variedad de ligandos PROTAC para unirse especificamente a las
proteinas diana correspondientes y reclutar estas proteinas para la ligasa E3; y en segundo,
el genoma humano codifica més de 600 E3 ligasas, haciendo posible el desarrollo de una
amplia gama de PROTAC para el descubrimiento de farmacos. Esta flexibilidad como
moléculas quiméricas, proporciona un gran potencial para aplicaciones practicas para la
eliminaciéon condicional de proteinas promotoras de enfermedades. Sin embargo, las
aplicaciones de esta tecnologia sufren limitaciones como se han comentado anteriormente,
lo que lleva al desarrollo de los PROTAC permeables a las células al modificar ligandos
peptidicos o al reemplazar ligandos peptidicos con pequefias moléculas para mejorar la

permeabilidad, que se analiza a continuacion [28].

Los PROTAC destacan por las interesantes oportunidades que presentan para el disefio y

descubrimiento de farmacos:

= Superar la resistencia a los medicamentos, en concreto en el caso del cancer [31],
como es el caso del PROTAC ARV-110, que ha mostrado una actividad prometedora
ante mecanismos de resistencia comunes como la mutacion o sobreexpresion de
receptores andrégenos producidos por terapias dirigidas a AR actualmente
disponibles [8].

= Eliminacion de las funciones de las quinasas enzimaticas y no enzimaticas [2]. Las
moléculas inhibitorias se encargan principalmente de la inhibicion enzimatica,
mientras que los PROTAC actlan tanto sobre la actividad enzimatica como no
enzimatica de las proteinas, degradando la diana proteica. Por lo tanto, los PROTAC
pueden llegar a mas espacios farmacoldgicos y regular proteinas que son de dificil

acceso por parte de los inhibidores tradicionales [5].



Degradacion de los “undruggable proteins” [2], hasta el dia de hoy se conocen
alrededor de un 20-25 % de proteinas diana alcanzables que son: las quinasas,
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), receptores de hormonas nucleares y
canales ionicos. Todos ellos han sido y pueden ser objetivo en el descubrimiento de
farmacos usando las modalidades convencionales detalladas anteriormente. Por otra
parte, existen proteinas conocidas como “undruggable” es decir de no facilmente
accesibles usando las tecnologias tradicionales, y son todas las estructuras proteicas
que carecen de actividad catalitica y / o tienen las funciones cataliticas
independientes. Para este tipo de proteinas el uso potencial de PROTAC para
atacarlas y degradarlas constituyen una oportunidad. Se entiende mejor, al hablar de
un ejemplo como el transductor de sefial y el activador de la transcripcion 3 (STAT3)
que se considera un objetivo terapéutico atractivo por su papel en la ruta de
sefializacion mdltiple, pero debido a la falta de un sitio farmacoldgico en la superficie
de STATS3 limita el desarrollo de inhibidores convencionales que puedan inhibirlo.
Por ello, en noviembre de 2019, el grupo de Shaomeng Wang informé por primera
vez de un interesante PROTAC dirigido a STAT3 con potente actividad bioldgica in
vitro e in vivo [3]. Este éxito confirma la clave de la tecnologia PROTAC

especialmente en el campo de los objetivos “undruggable”.

Estrategia de eliminacion quimica rapida y reversible in vivo. Las tecnologias
tradicionales para la eliminacion genética de proteinas generalmente tienen un ciclo
largo, modo de accion irreversible y de alto coste, o que trae consigo muchos
inconvenientes para la investigacion, especialmente en primates no humanos.
Ademas, estos modelos genéticos a veces producen malentendidos en el fenotipo
debido a la compensacion o mutacién genética. Por Gltimo, y no menos importante,
los métodos tradicionales de genética no pueden ser usados para estudiar la funcién
de genes embrionarios letales in vivo. Sin embargo, con los PROTAC es adecuado,
ya que destruye las proteinas objetivo directamente, sin actuar a nivel de genoma.
Entonces, los PROTAC debido a su accion sobre las POIs en un momento especifico

y permitir la recuperacion de estas tras la retirada del tratamiento farmacologico,



constituyen un método de eliminacion quimica rapiday reversible, y pueden utilizarse

como una alternativa efectiva para las modalidades genéticas existentes [4], [5].

2. PROTAC hetero-bifuncionales de moléculas pequefias

Para superar las limitaciones de los PROTAC peptidicos han surgido los PROTAC hetero-
bifuncionales de moléculas pequefias. Su disefio se basa en reclutadores de E3 ligasa no
peptidicos de bajo peso molecular, lo que ha permitido mejorar las propiedades
fisicoquimicas [2]. Estos nuevos PROTACs han mostrado una union a las E3 ligasas con
afinidades del orden micromolar dando lugar a una degradacion rapida del objetivo y una
mejor permeabilidad celular. Conjuntamente, presenta mejor estabilidad y biodistribucion
celular, asi como la entrada celular pasiva [32]. Estas moléculas pequefias han demostrado
una alta afinidad por varias E3 ligasas, como son Von Hippel-Lindau (VHL), cereblon
(CRBN), MDM2, clAP1. Destacando las dos ultimas, que son las més estudiadas y que han
sido objetivo de gran parte del trabajo realizado en este campo, ya que la mayoria de small-
PROTAC descritos en la literatura degradan proteinas especificas a traves estas ligasas [5].
Teniendo en cuenta esto, a continuacion, se comenta con mas detalle el trabajo descrito en
relacion a dichas E3 ligasa, VHL y CRBN. Adicionalmente, el ltimo apartado se dedicaré a
describir una estrategia muy relacionada con los PROTACS, llamada Hydrophobic tagging

(HyT), también enfocada hacia la degradacion de proteinas.

2.2. PROTACS derivados de VVon Hippel Lindau (VHL) E3 Ligasa

El desarrollo de PROTAC de VHL como farmacos se ha visto un poco complicado, debido
a la falta de ligandos de moléculas pequefias de alta afinidad para secuestrar el complejo
CRL2VHL. Por lo que se dedico tiempo para el descubrimiento de moléculas pequefias que
se unen especificamente a HIFla que es el sitio de union de VHL [33]. Se consigui6
desarrollar un ligando de molécula pequefia con un resto de hidroxiprolina [34] que aporta

alta afinidad y especificidad hacia VHL para poder crear nuevos PROTACSs no peptidicos
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basado en VHL que se encarguen de degradar el receptor alfa relacionado con el estrogeno
(ERR0).

ERRa es un receptor nuclear huérfano que tiene como funciones: regular la homeostasis de
la energia celular al controlar la transcripcion de genes implicados en el metabolismo de la
glucosa y los &cidos grasos y la biogénesis mitocondrial [19]. El primer PROTAC basado en
VHL, fue PROTAC ERRa (Tabla 1, entrada 1) que mostro actividad dosis-dependiente en
la linea celular de cancer de mama tipo MCF7 disminuyendo los niveles de ERRa
dependiente de VHL. Ademas, el PROTAC ERRa a una concentracion de 100 nM, regula a
la baja los niveles de ERRa en un 50%. Por otra parte, este PROTAC proporciond una
distribucion tisular amplia y eficaz en ratones; conjuntamente, se observaron niveles
reducidos de proteina ERRa en xenoinjertos tumorales y tejidos multiples, tales como tejidos

cardiacos y renales [19].

De la misma forma, otro PROTAC denominado PROTAC_RIPK2 (Tabla 1, entrada 2),
contiene el mismo ligando de molécula pequefia para la union a VHL, pero esta vez se dirige
a la serina / treonina quinasa para la degradacion de RIPK2. La funcion de este ultimo es
activar las vias de sefializacion NF-kB y MAPK vy aparte, ejerce un papel fundamental en la
respuesta inmune innata al interactuar con los sensores bacterianos NOD1 y NOD?2 [38]. El
PROTAC_RIPK2 se utiliza también con vandetanib como inhibidor de la tirosina quinasa
que se usa como medicamento para el tratamiento contra el cancer, en concreto cancer

tiroideo medular, para reclutar la proteina objetivo RIPK2 [35].

La degradacion de RIPK2 por PROTAC_RIPKZ2, se considero potente, con un Dmax de 95%
a una concentracion de 10 nM; de accidn rapida, ya que se observé una reduccion de proteinas
de casi el 50% a una hora aproximadamente después del tratamiento y, ademas, se logré una
degradacion casi completa después de 4 h de tratamiento; y es altamente especifico, ya que
solo se observé degradacion de RIPK2 y otras proteina no relacionadas con esta finalidad se
degradaron. Ademas, no se observo toxicidad evidente a ninguna concentracion de
PROTAC_RIPK2 [19].

Los PROTAC basados en VHL de molécula pequefia también se han sido usados para
degradar la diana BRD4. ARV-771 (Tabla 1, entrada 3) [36], un PROTAC degradador de
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2

pan-BET a concentraciones picomolar basado en VHL, se encuentra bajo estudios clinicos,
ya que ejercio una actividad mucho mejor y eficaz contra un xenoinjerto de raton CRPC, que
los PROTAC basados en CRBN (dBET1 y ARV-825), esto destaca la utilidad de la

tecnologia PROTAC para combatir tumores solidos.

MZ1 (Tabla 1, entrada 4) y MZ2 (Tabla 1, entrada 5), otros dos PROTAC basados en VHL,
se encargan de inducir la degradacion de BRD4 en 24 h. Lo interesante de estos PROTAC es
que eliminan de manera selectiva BRD4 sobre BRD2 y BRD3, en comparaciéon con dBET1
y ARV-825, lo que indica que el reclutamiento de diferentes ligasas E3 puede dar como
resultado diferentes perfiles de selectividad [37]. La eficacia de MZ1 que tiene un espaciador
mas corto se ha observado que es mayor que la de MZ2, lo que sugiere que la longitud del

espaciador también es importante para la degradacion [24].

Tabla 1. Representacién de las estructuras de PROTAC derivados de VHL E3 ligasa, su

diana y su aplicacion bioldgica.

Nombre Diana
proteica o
del PROTAC Estructura Aplicacion bioldgica
PROTAC_ERRa | P | ERRa  Reduccion de niveles
7\ ) - ligando de VHL de ERRa en el
U_CH S}-—-E\ \--Ok“\ N P 2 NH )
\_ N\ A, /N
o )~ ° 0 _a,? “~-—2 ) D (S,J de mama [19].
Vv
_ Iigandoode ERRa AH
PROTAC_RIPK2 5258 o) RIPK2
— =0 -
— ¢ _}j Ll s ;_NH ligando de VHL encuentran
[ I 9 expresados en cancer
____\z 1-Bu - HH
iy NS
L!" }_ < |,|! ) /’J'\
ligando de RIPK2 HO “%'S/JN
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/._-j'.'_.HfJ ,-rJ" N s WP P - UFILE T,N. l P de préstata [36]
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Moy
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i ’; ligando de VHL aguda y carcinoma
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L T Y S . .
s b ¥ o, " ;r ¢ un espaciador mas
57 i P, s largo y la degradacion
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o U ligando de VHL

2.3. PROTACSs derivados de Cereblon (CRBN) E3 Ligasa

Cereblon (CRBN), es un tipo de E3 ligasa, concretamente en el componente de
reconocimiento de sustrato de la ubiquitin-ligasa CRL4CRBN. Recientemente, se ha
descubierto que la talidomida y sus derivados, lenalidomida y pomalidomida interaccionan
con Cereblon (CRBN), el componente de reconocimiento de sustrato de la ubiquitin ligasa
CRL4CRBN implicada en la degradacion de la proteina apoptética Bcl2, el factor de
regulacion de interferon 4 (IRF4) mostrando actividad inmunomoduladora y antiproliferativa
[32]. La talidomida, es un sedante indicado para las nduseas matutinas de las mujeres

embarazadas, y comercializado en forma racémica. Posteriormente, su uso fue suspendido
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en este tipo de pacientes cuando se descubrid que posee efectos teratogénicos provocados

por uno de los isémeros, el isomero S [38].

El primer ejemplo de PROTAC basado en CRBN fue desarrollado por el equipo Crews y
tiene como objetivo la degradacion de la diana onco-proteina BRD4 [39]. Denominado ARV-
825 (Tabla 2, entrada 1), esta compuesto por OTX015 (ligando que se une a la proteina diana)
y pomalidomida (ligando para reclutar CRBN). Esta ultima, es miembro de la familia de
proteinas bromodominio y dominio extraterminal (BET), se considera una diana terapéutica
interesante para varios tipos de cancer, como es el cancer de pancreas, jugando un papel
fundamental en la regulacién de la expresién esencial de oncogenes, como ¢c-MYC, BCL-xL
y BCL-6. De hecho, estudios independientes han demostrado que la eliminacién de BRD4
desencadena la apoptosis en las células de leucemia mieloide aguda (AML), y los inhibidores
de moléculas pequeiias de la familia BET (OTX015, JQ1,...) inducen la detencién temprana
del ciclo celular y la apoptosis en las lineas celulares leucémicas de fusién MLL [40]. El
PROTAC ARV-825 ha demostrado una degradacion répida de BRD4, lo que conlleva a la
supresion de la proliferacién y la induccion de apoptosis en las lineas celulares de linfoma de
Burkitt (BL). Los resultados del compuesto ARV-825 fueron espectaculares degradando casi
al 100% la diana BRD4 a una concentracion de 10 nmol/L en 6 h (DC50<1 nmol/L), lo que
explica su eficacia ante la degradacion de proteinas patégenas. En comparacion de este
compuesto con los inhibidores originales de moléculas pequefias como JQ1 y OTXO015,
ARV-825 origin6 una supresion mas duradera de c-MYC, PIM1, CDK4 / 6, JAK2 y Bcl-xL
y una inhibicién de la proliferacion mas acentuada, ademas la induccion de apoptosis en todas
las células BL analizadas [39]. Con todo esto, se puede decir que ARV-825 es un ejemplo de

PROTAC interesante y prometedor que actua eficazmente sobre las proteinas patogénicas.

Otro ejemplo de PROTAC inhibidor de BRD4 lo constituye d-BET1 (Tabla 2, entrada 2),
descrito por el grupo Winter y sus colaboradores. Esta nueva quimera viene del; JQ1, que se
conjugéd a un derivado de talidomida, que tiene como objetivo la degradacion de la misma
diana que el anterior PROTAC, BRD4 (Fig.). Los resultados observados de d-BET1
demostraron que se da una degradacion de mas del 95% en células AML a una concentracion
creciente desde 100nM en 18h (DCs0=430 nmol/L). Comparando estos dos ultimos

PROTACs ARV-825 y d-BET1, ambos se componen de los mismos ligandos, pero se
14



diferencian en el espaciador. Los estudios indican que ARV-825 tiene una actividad de
degradacion mucho mejor que d-BET1 [38]. La diferencia observada en la actividad de
degradacion entre los PROTACs anteriores sugiere que la eleccion y disefio del espaciador

puede mejorar tanto la afinidad y selectividad [4].

Ibrutinib es inhibidor covalente de la diana tirosina quinasa de Bruton (BTK) de primera
eleccion para tratar tumores linfoides, incluidas la leucemia linfocitica crénica, el linfoma de
células del manto y linfoma no Hodgkin [41]. La sefalizacion de la diana BTK es crucial en
el desarrollo y la activacion de las células B, por lo que si se pierde su funcion por inhibicion
0 degradacion da como resultado un bloqueo de diferenciacion de células B [42]. El
tratamiento con ibrutinib presenta el inconveniente de una variedad de efectos secundarios
debido a la inhibicién de las quinasas de la familia EGFR, ITK y TEC al mismo tiempo. Por
otra parte, la administracion a largo plazo de ibrutinib puede causar la mutacion C481S BTK,
lo que puede provocar resistencia a los medicamentos [43]. Por ello surge el desarrollo de
PROTAC P13l (Tabla 2, entrada 3), que se compone de ibrutinib como ligando de union a la
diana y pomalidomida para reclutar CRBN, y degradar BTK25. En los resultados, se observo
que P13l degrada la diana BTK con la mutacion C481S a 30 nM [43]. Ademas, no demostro
actividad inhibitoria y degradacion contra EGFR, ITK o TEC, con lo que se destaca que este
PROTAC es improbable de causar los efectos adversos que se daban con el ibrutinib original.
Esta interesante investigacion nos hace ver mejor la importancia de la tecnologia PROTAC

como un tratamiento prometedor para los canceres resistentes a los medicamentos [29].

Ademas de los ejemplos anteriores y de las dianas comentadas, otros PROTAC basados en
CRBN mostraron eficacia también frente CDK9, BTK, HDAC6, ALK, BCR-ABL. Entre los
objetivos se encuentran receptores nucleares, reguladores de la transcripcion y proteinas

quinasas, mostrando la universalidad de los PROTAC como tratamientos contra el cancer
[4].

Otros estudios que utilizan los inhibidores de la tirosina quinasa: bosutinib y dasatinib que
se dirigen hacia BCR-ABL y ABL quimeéricos. Se hicieron para comparar PROTAC basados
en VHL y CRBN. En los resultados se observo gue la ligasa CRBN tiene un perfil diferente

de degradacion contra VHL, posiblemente debido a la flexibilidad del andamio de cullina 4A
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1

del complejo CRBN. Esto explica que la selectividad de PROTAC dependen del tipo de

molécula inhibidora, asi como de la ligasa E3 reclutada [38].

Cabe destacar ARV-110, desarrollado por la compafiia farmacéutica Arvinas y actualmente

en la fase | de ensayos clinicos, como se ha comentado anteriormente como ejemplo. Es un

PROTAC que se administra por via oral y que degrada el receptor de andrégeno siendo este

el principal impulsor del cancer de préstata resistente a la castracion durante la transicién de

una enfermedad localizada a una enfermedad metastéasica [8].

Tabla 2. Representacion de las estructuras de PROTAC derivados de CRBN E3 ligasa, su

diana y su aplicacion bioldgica.

Nombre
del Estructura
PROTAC
(4]
' 07015 - ~
{ NI
ARV-825 \ o }_{;_H
~ =N —N [+]
:', 5.,2’ i N\:"h o dsﬁ‘“‘r'Dv"‘*o-"Mfou—’“"O"“aﬂ Ha“a):u‘.;./}'- 0
/__J’ Pomalidomida
Cl )
Kﬁxs}——N!h:rL
d-BET1 A~ j’ ,E I
= o T Gl i W
o~ TN I 73
§2 s AN,
l = .
plalidomida

Diana Aplicacion biol6gica
proteica

Supresion de la
proliferacion y la
induccion de apoptosis
en las lineas celulares de
linfoma de Burkitt [39].

BRD4

Reduccion de niveles
BRD4 en células de
leucemia MV4-11
BRD4 humanas sin afectar el
los recuentos sanguineos
completos normales
después del tratamiento
de degradacion [38].
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Degradacion de la
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resistencia [43].

3. Otros PROTACs

También se han descrito PROTACSs derivados de otras E3 ligasas como son MDM2, clAP1.
MDM2, fue en realidad la primera ligasa E3 utilizada para crear PROTAC basado en
moléculas pequefias, aparte, es un regulador celular negativo primario del supresor tumoral
p53 [44]. Aprovechando esto, se cre6 un compuesto quimérico SARM-nutlin PROTAC 14
(Tabla 3, entrada 1) formado por: un inhibidor de AR no esteroideo, un conector de
polietilenglicol (PEG) y un ligando MDM2 nutlin3, disefiado para la degradacién de AR. El
nivel de proteina AR se midi6 en células Hela tratadas a 10 mM. Pasadas 7 h, se observd una
disminucion significativa en AR. Se identifico que la degradacion es dependiente del
proteosoma, esto se observo suprimiendo previamente las lineas celulares con aproteasoma
epoxomicina [45]. Sin embargo, el gran defecto de este PROTAC si que es cierto que es
permeable a las células pero se necesita una concentracion muy alta, lo que lleva a que no
sea mejor que los anteriores.

Por otra parte, otra E3 ligasa mencionada anteriormente es un inhibidor de la proteina de
apoptosis 1 (clAP1) que su funcion es la regulacion negativa de la apoptosis, induciendo la
progresion celular. En muchas células tumorales se encuentra sobreexpresada [46].
Conociendo esto, el grupo de Y. Hashimoto crearon PROTACs basados en esta ultima E3
ligasa para inducir la degradacion de las proteinas de union al acido retinoico intracelular
(CRABP-II), uniendo ésteres de bestatina con acido retinoico, como es el PROTAC SNIPER-
2 (Tabla 3, entrada 2) [47]. Sin embargo, se experimentaron varias limitaciones, como bajas
potencias y la autodegradacion de clAP1. Para superarlo, se utiliz6 un antagonista de 1AP

LCL161 para reemplazar la bestatina, creando un nuevo PROTAC denominado
17



SNIPER(ER)-87 (Tabla 3, entrada 3), que recluta XIAP otro miembro de la familia de
inhibidores de proteinas de apoptosis en lugar de clAP1, degradando con éxito el objetivo

ER a orden nanomolar [48].

Tabla 3. Representacion de otros PROTACs derivados de E3 ligasas, su diana y aplicacion

biologica.
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PROTAC
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4. Hydrophobic Tags (HyTs)

El concepto de “Hydrophobic tagging” esta muy relacionado con el de “Protein-targeting
chimeric molecules” (PROTACSs). En vez de usar un ligando que recluta una ligasa E3
especifica, se utiliza un grupo hidréfobo, como es el adamantano, que se une a un péptido
que reconoce de manera especifica la proteina de interés, y con ello iniciar la maquinaria de
degradacion. La etiqueta hidrofoba voluminosa unida a la proteina de interés imita o induce
un estado de mal plegamiento de la proteina que atrae a la maquinaria de las chaperonas para
intentar replegar las proteinas de mal estado [49]. Pero debido a que se da una modificacion
covalente en la proteina diana, las chaperonas no pueden eliminar ese mal plegamiento, por
lo que permanece desplegada y finalmente se elimina por degradacion mediada directamente
por el proteosoma [50]. En la mayoria de los compuestos, se ha elegido el grupo adamantano
como grupo hidrofobo a unir, ya que ha demostrado en estudios anteriores ser una buena
molecula para la formacion de HyT al inducir la degradaciéon del proteosoma [51]. Un
ejemplo de esta modalidad lo constituye el estudio reciente llevado a por Crews y

colaboradores:

Estudios recientes han demostrado que una sola mutacién en el receptor de andrégenos (AR)
tipo F876L convierte la accion quimioterapéutico antitumoral MDV3100 de un antagonista
a un agonista. Por lo que se ha pensado en el desarrollo de una nueva clase de degradadores
selectivos del receptor de androgenos (SARDS) para tratar este mecanismo de resistencia.
Este es el caso de SARD279 (Tabla 4, entrada 1), un compuesto que contiene un resto
hidr6fobo unido a un ligando-moléculas pequefias del AR para inducir la degradacion de este,
e inhibe la proliferacion celular de cancer de préstata dependiente de andrdgenos. Con estos
estudios, se demostré que SARD279 exhibe efectos antiproliferativos y que al eliminar AR

se puede superar los mecanismos de resistencia asociados a MDV3100 [52].

La mayor parte de la tecnologia HyT se basé en derivados que contienen el resto adamantilo
y se ha aplicado a una gran variedad de compuestos, pero ademas de este, también se ha
descrito el uso de la arginina triplemente protegida con carbamato de terc-butilo (Boc3-Arg)
como resto hidréfobo para la preparacion de HyTs capaces de inducir la de proteinas [53]. El

inconveniente de Boc3-Arg es que tiene un peso molecular mucho mas alto que el
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2

adamantano, pero su capacidad para inducir la degradacion de proteinas fue confirmada en
2012 [54]. Sus mecanismos de degradacion son varios, tenemos el primer caso, donde el resto
Boc3-Arg se introduce en el proteasoma y este atrae la proteina diana a su camara
proteolitica. EI segundo, el grupo Boc3-Arg se une a la POl para exponer su resto hidréfobo
y de esta manera interactuar con el proteasoma para que se inicie la degradacion, por ultimo,

Boc3 Arg puede interactuar con varios factores proteicos como HSP90 [4].

Como ejemplos se destacan los siguientes: TMP-B3A (Tabla 4, entrada 2) formado por un
inhibidor no covalente trimetoprima (TMP) unido a Boc3-Arg, que como funcion se encarga
de degradar la dihidrofolato reductasa (DHFR) a una concentracién micromolar. De la misma
forma, existe otro ejemplo de EA-B3A (Tabla 4, entrada 3) formado por la unién entre Boc3-
Arg y el inhibidor covalente &cido etacrinico (EA) para degradar la Glutatién-S-transferasa
(GST) [54].

La tecnologia HyT ha utilizado ligandos tanto covalentes, como no covalentes para iniciar la
degradacion de las proteinas diana. Sin embargo, para que se llegue hasta las fases de

desarrollo clinico aun falta por mejorar sus propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas

[4]

Tabla 4. Representacion de otros moléculas HyT, su diana y aplicacion bioldgica.

Nombre Estructura Diana Aplicacion biolégica
RU590063
FL .2 ,
SARD279 *‘1[’ o ' AR Reduccion de AR en cancer
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TMP-B3A 'N‘N('m :H g/\/\’ T 8oc DHFR Reduccion de los niveles de
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3

EA-B3A

Boc3-Arg

GST

Reduccioén de niveles de GST
gue se encuentra en altas
concentraciones en células

tumorales [54].

5. Conclusiones

La tecnologia PROTAC ha demostrado un interés y un auge creciente, que ha ido en aumento
durante la ultima década. Esta tecnologia muestra muchas ventajas en comparacion a los
inhibidores de moléculas pequefias, como inducir la degradacion de las proteinas objetivo,
superar la resistencia a los medicamentos causada por mutaciones, mejorar la selectividad
hacia POI, reducir la dosis debido a su naturaleza catalitica subestequiométrica, la
eliminacién rapida y reversible in vivo, y lo mas destacable es su potencial para degradar
proteinas dificilmente abordables mediante las estrategias tradicionales llamadas
“undruggable”. Aproximadamente el 85% del proteoma humano, estd compuesto por:
factores de transcripcion, las proteinas de andamiaje y las proteinas no enzimaticas que
carecen de actividad enzimatica o interacciones funcionales, por lo que los inhibidores
tradicionales no pueden actuar sobre ellas. Por el contrario, los PROTAC pueden
interaccionar con cualquier sitio de la proteina objetivo, en lugar de un sitio activo
estacionario, lo que hace que estas proteinas “undruggable” puedan ser también dianas
terapéuticas prometedoras para el tratamiento de diversas enfermedades. Ademas, se ha
descrito otra tecnologia relacionada HyT que también ha llevado a resultados interesantes
con aplicacion terapéutica. Hasta el momento, la mayoria de las investigaciones sobre
PROTAC se han centrado especialmente en aplicaciones para el tratamiento contra el cancer,
pero también podria ser valida para otras patologias. Prueba del enorme potencial y
aplicabilidad de los PROTAS, lo constituye el hecho de que ya es una realidad que al menos
un par de PROTACSs ha conseguido progresar a ensayos clinicos, ARV-110 y ARV-471, por
lo que las perspectivas son muy prometedoras.
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