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1. RESUMEN

La PROTAC consiste en una molécula quimérica hetero-bifuncional formada por un ligando
de la diana, otro ligando que recluta una ligasa E3 y un conector. Induce la proximidad entre la
diana y la ligasa E3 favoreciendo la ubiquitinacién y la degradacion de la diana por el sistema
ubiquitina-proteosoma.

La biodisponibilidad y la potencia de las PROTACs de primera generacion son moderadas
debido a la naturaleza peptidica del ligando de ligasa E3. Dichos problemas son resueltos por
las PROTACs de segunda generacion, que estan completamente basadas en moléculas
pequefias. Al mismo tiempo, surgieron una serie de variantes que poseen ventajas adicionales.
Las CLIPTACs presentan una mejor penetracion celular gracias a la capacidad de
autoensamblaje de los precursores. Las homo-PROTAC:s utilizan la propia ligasa E3 causante
de enfermedad para eliminarse a si misma. Las fosfoPROTACs consiguen una mayor
selectividad tisular aprovechando la actividad enzimatica de los receptores de tirosina quinasa.
Y las PROTAC:s foto-inducibles permiten el control no solo espacial sino también temporal de
accion mediante la irradiacion de los grupos fotosensibles. En los SNIPERs tanto la diana como
la ligasa E3 son degradados debido a la capacidad de auto-ubiquitinacion de IAPs. Y
finalmente, las LYTACs y las AUTACs emplean otras maquinarias endogenas, la via lisosomal
y la autofagia, que amplian las dianas accesibles. Hasta el momento dos PROTACs de molécula
pequerfia han llegado a la fase 1 de ensayos clinicos para tratar el cancer de mama y de prostata.
Ademas de poder atacar las dianas no “drogables”, la farmacologia promovida por evento de
PROTAC le aporta mayores potencia y duracion de efecto. Una vez provocado el evento que
es la degradacion de su diana, queda libre y repite el ciclo eliminando cantidades super-
estequiométricas de diana. Se puede aumentar la selectividad a distintos niveles y prevenir las
resistencias farmacologicas mas frecuentes. Pero ain quedan muchos problemas por resolver,
como el procedimiento de desarrollo largo y laborioso, el efecto gancho, los mecanismos de
resistencia peculiares, etc. Las futuras investigaciones se deben centrar en explorar mas ligasas
E3 y dianas, asi como en optimizar y estandarizar el procedimiento de desarrollo y anélisis.
Teniendo todo esto en cuenta, la PROTAC supone un método alternativo excelente para el
tratamiento de muchas enfermedades, especialmente los distintos tipos de cancer.

Palabras clave: PROTAC, protedlisis dirigida, proteosoma, ubiquitinacion, ubiquitin ligasa
E3, VHL, CRBN, CLIPTAC, PHOTAC, LYTAC, AUTAC, SNIPER

2. INTRODUCCION

Hoy en dia la mayoria de los farmacos pertenece a la clase llamada moléculas pequefias, que
pueden ser inhibidoras o activadoras. Los agentes inhibidores actian bloqueando un sitio
especifico de la proteina diana y, si procede, también interrumpen la via de sefializacion en que
participa la diana. Este modo de accién se denomina el modelo farmacoldgico promovido por
ocupacion (occupancy-driven pharmacology model). Una de las principales limitaciones de
este tipo de farmacos es el requerimiento de mantener un grado elevado de ocupacion de la
diana. Como consecuencia, se necesitan dosis altas para obtener el efecto deseado, conduciendo
de esta forma a una mayor probabilidad de la aparicion de efectos “off-target” [1]. Otro gran
problema que presenta es que solo el 22% del ADN humano codificante es farmacoldgicamente
accesible por este tipo de medicamentos [2], el resto del proteoma humano permanece no
“drogable” (undruggable) debido bien a que el sitio activo sea desconocido o bien a que esté
ausente el sitio activo adecuado para la union de los farmacos. Tampoco son utiles frente a
dianas con multiples sitios activos. Entre estas dianas estan los factores de transcripcion, las
proteinas de andamiaje, otras proteinas que carecen de la actividad enzimatica, etc.
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Por otro lado, se estan desarrollando los anticuerpos monoclonales capaces de reconocer los
epitopos especificos de las dianas. A pesar de las elevadas afinidad y selectividad por sus
dianas, estan limitados a las proteinas extracelulares y las asociadas a la superficie celular
debido a su baja permeabilidad de la membrana plasmatica [1]. Ademas, como son farmacos de
naturaleza proteica, la biodisponibilidad oral tampoco es favorable y su administracion esta
restringida a la via parenteral.

Multiples farmacos basados en ARN interferentes se encuentran tanto en ensayos preclinicos
como clinicos y, con ellos se intentan superar los inconvenientes que tienen los farmacos
anteriormente mencionados. No obstante, presentan numerosas dificultades caracteristicas del
oligonucle6tido a vencer, por ejemplo, la inestabilidad frente a nucleasas, la distribucion
limitada dentro del organismo y la falta de selectividad tisular que requieren un disefio muy
delicado del sistema de liberacion [4].

Ante esta situacion, la idea de aprovechar las vias proteoliticas enddgenas, como el sistema
ubiquitina-proteosoma, la via lisosomal y la autofagia, para eliminar las dianas no “drogables”
tanto intracelulares como extracelulares causantes de enfermedades resulta muy atractiva.

2.1. Sistema ubiquitina-proteosoma

El sistema ubiquitina-proteosoma es una de las principales maquinarias de que disponen las
células eucariotas para degradar las proteinas. Este sistema consta de 3 familias de enzimas (E1,
E2, E3) y el proteosoma 26S que actlan en cascada. La ubiquitina, que es un polipéptido de 76
aminoéacidos altamente conservado, sirve como el marcador de la proteina a degradar para que
pueda ser reconocida y degradada por el proteosoma.

En el primer paso que es ATP-dependiente, la enzima de activacion E1 se une a la ubiquitina
gastando una molécula de ATP, el resultado es la formacion de un enlace tioéster entre el
residuo del C-terminal de ubiquitina y un residuo de cisteina situado en el sitio activo de E1.
Después la ubiquitina activada es transferida a la siguiente enzima, la enzima de conjugacién
E2, y finalmente la E2 conjugada con la ubiquitina se une a la ubiquitin ligasa E3 a la que
también estd unida la proteina a degradar. La ubiquitin ligasa E3 es la que se encarga de
transferir la ubiquitina al sustrato. En general la ubiquitinacidn ocurre en un residuo de lisina
del sustrato formandose un enlace isopeptidico con el C-terminal de la ubiquitina [5]. Las
proteinas pueden conjugarse tanto con una molécula de ubiquitina como con varias dando lugar
a una cadena de poliubiquitina. La monoubiquitinacién se relaciona con la regulacion de la
actividad y la localizacion de diversas proteinas celulares [6] mientras que la poliubiquitinacion
esta implicada principalmente en la degradacion proteica.
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Figura 1. Mecanismo del sistema ubiquitina-proteosoma.
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Ahora la proteina poliubiquitinada puede ser reconocida por el proteosoma 26S, que es un
complejo proteico formado por un ndcleo 20S central y dos particulas reguladoras 19S situadas
en los extremos. En primer lugar, el complejo entra en contacto con la proteina diana mediante
los receptores Rpn13 y Rpn10 asociados a la particula 19S, en seguida el Rpn11 corta la cadena
de poliubiquitina desde la proteina (figura 1) [5]. Al mismo tiempo se esta llevando a cabo la
reorganizacion de la conformacion del canal de 19S, que tiene la forma de un anillo formado
por seis ATPasas encargadas de promover la translocacién del sustrato. Gracias a esto la
proteina consigue entrar en el ndcleo 20S para sufrir la protedlisis posterior. EI ndcleo 20S
consta de cuatro anillos, los dos exteriores estdn compuestos por subunidades a, de funcion
estructural, que se encargan del anclaje a las particulas 19S, y los anillos interiores se componen
de subunidades B, de naturaleza catalitica, que son los responsables de hidrolizar el sustrato en
pequefios péptidos.

2.2. Quimeras dirigidas a la protedlisis (PROTACS)

Aunque a veces las moléculas pequefias inhibidoras también son capaces de inducir la
degradacion de su proteina diana, se han observado varios casos en los que el propio inhibidor
produce un efecto contrario contribuyendo a un incremento del nivel de la diana, por ejemplo,
los inhibidores de BRD4, JQ1y OTX015, pueden provocar laacumulacién de BRD4 en funcién
de la dosis [7]. Por lo tanto, realizar una degradacion dirigida de proteinas utilizando la
tecnologia de PROTAC (Proteolysis Targeting Chimera) puede ser un método mas factible y
predecible. Una PROTAC consiste en una molécula quimérica hetero-bifuncional formada por
tres partes: un ligando de la proteina de interés, un ligando que recluta una ligasa E3 y un
conector que los conecta [1]. Se va a formar un complejo ternario con el sustrato y la ligasa E3
que induce la proximidad entre los dos facilitando su interaccion. Al reclutar la enzima E2 por
parte de la ligasa E3, empieza la poliubiqutinacion del sustrato y la consecuente degradacion
por el proteosoma 26S.

El término proteolysis-targeting chimera (PROTAC) fue introducido por primera vez en un
estudio de Sakamoto et al., 2001 [8] en que se disefid una molécula quimérica capaz de unirse
simultaneamente a la metionina aminopeptidasa 2 (MetAP2), una proteina con funcién
proliferativa, y a la ligasa E3 SCF*TRCP (figura 2) y se consiguié demostrar in vitro su capacidad
de provocar la poliubiquitinacién y degradacion de la MetAP-2 por el sistema ubiquitina-
proteosoma. Esa primera PROTAC recibi6 el nombre de PROTAC-1.

Gracias a este primer estudio de PROTAC muy ilustrativo, surgieron en los siguientes afios
sucesivos estudios de PROTACSs dirigidos hacia diferentes dianas como los receptores de
androgeno y estrogeno (AR y ER), el receptor de hidrocarburos de arilos (ARNT) [9][10], entre
otras. Sin embargo, el componente peptidico de estas PROTACs de primera generacion hace
que su permeabilidad celular sea insuficiente. Ademas, estos compuestos presentan una
potencia moderada, es decir, para que sean activas hay que alcanzar una concentracion de nivel
micromolar.

Mas tarde, el descubrimiento de ligandos no peptidicos de varias ligasas E3 dio un gran paso
en el campo de la protedlisis dirigida por quimeras y, como resultado, se generaron numerosas
PROTACs completamente basadas en moléculas pequefas [1].

Las investigaciones recientes también se han enfocado en desarrollar PROTACs de mayor
precision de las que se puede tener un mejor control. A medida que se profundiza el
conocimiento en cuanto al lisosoma, a la autofagia, a la fotofarmacologia, etc., van apareciendo
distintas variantes derivadas de PROTAC. Los ejemplos més representativos son: CLIPTAC,
homo-PROTAC, phosphoPROTAC, pc-PROTAC, PHOTAC, LYTAC y AUTAC, algunos de
ellos presentan una selectividad tisular excelente o permiten un control espaciotemporal preciso.
Vamos a revisar las variantes mas relevantes a lo largo de este trabajo.
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3. OBJETIVOS

Los objetivos principales consisten en obtener una vision general en el &rea de la degradacion
dirigida por moléculas quiméricas, el fundamento, la evolucion desde la primera generacion
hasta los ultimos descubrimientos, las ventajas y limitaciones frente a otros tipos de farmacos
como las moléculas pequefias tradicionales, la terapia génica y los medicamentos bioldgicos asi
como las futuras aplicaciones clinicas dado que en el momento de escribir este trabajo hay 2
medicamentos desarrollados a base de esta tecnologia que se encuentran en fase 1 de ensayos
clinicos.

El objetivo secundario reside en discutir sobre los obstaculos o retos a superar durante el disefio,
sintesis u otros procesos del desarrollo y las posibles direcciones de futuras investigaciones.

4. METODOLOGIA

El método utilizado en este trabajo es la revision bibliografica de los articulos cientificos
procedentes de distintas revistas cientificas mediante la basqueda en las fuentes de informacion
y bases de datos como NCBI, PubMed, Wiley Online Library, ScienceDirect, ResearchGate,
PNAS, clinicaltrials.gov, etc. utilizando las palabras clave: ubiquitina, ubiquitinacion,
proteosoma, ligasa E3, proteolisis dirigida, PROTAC, CLIPTAC, homo-PROTAC, PHOTAC,
LYTAC, AUTAC, SNIPER, VHL, CRBN, IAPs, entre otras.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Primera generacién: PROTACs peptidicas

La ligasa E3 reclutada por la primera PROTAC (PROTAC-1) [8] es la SCFF-TRCP que es un
complejo tetramérico formado por Skpl, Cull, Hrtl y B-TRCP (figura 2). Se seleccioné esta
ligasa E3 porque tiene un sustrato enddgeno bien identificado, el IkBa, que es un regulador
negativo del factor nuclear NFkB. En procesos inflamatorios el IxBo es degradado y, como
consecuencia, se activa el NFkB que regula la respuesta inmune. La union del IxBa al complejo
SCFPTRCP s mediada por una secuencia de 10 aminoacidos. Como respuesta a varias sefiales
inflamatorias, la IkBa quinasa fosforila los dos residuos de serina de ese decapéptido de IkBa
dando lugar a un fosfopéptido capaz de ser reconocido por la subunidad B-TRCP del complejo
SCFPTRCP Entonces los investigadores disefiaron el ligando de SCF*TRCP a partir de ese
fosfopéptido de IxBa (IPP). Por otra parte, una molécula pequefia inhibidora de MetAP-2, la
ovalicina, formé el ligando de la proteina de interés. La molécula quimérica resultante,
PROTAC-1, mostro su capacidad de degradar especificamente la MetAP-2 en los extractos del
huevo de Xenopus. La MetAP-2 cataliza la eliminacion de los residuos de metionina en N-
terminal de diversos polipéptidos, y su actividad esta correlacionada con la proliferacion de las
células endoteliales. En teoria, la reduccion de sus niveles puede causar la suspension del ciclo
celular en las células endoteliales en la fase G1 por un mecanismo dependiente de p53 y de tal
forma, la proliferacién celular queda bloqueada.

En las siguientes PROTACs 2 y 3 [9] se utiliza el mismo fosfopéptido procedente de IkBa y
son dirigidas hacia los receptores de estrogeno y andrdgeno, respectivamente, que estan
estrechamente relacionados con algunos canceres humanos. Todas estas PROTACs mostraron
in vitro el efecto deseado de inducir la poliubiquitinacion y degradacion de su diana, pero
presentaron una penetracion celular nula, probablemente debido al componente peptidico.
Ademas, la potencia también resulté relativamente baja como consecuencia de la
susceptibilidad del fosfopéptido a las fosfatasas.
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A Protac-1

Figura 2 [8]. Mecanismo de accion de Protac-1. H, Hrt1; Cdc34, enzima E2 de conjugacion; Ub, ubiquitina.

Con el fin de aumentar la permeabilidad celular, el grupo de Crews elaboré las PROTACs 4 y
5 [11] donde la parte que atrae la ligasa E3 es una secuencia de siete aminoacidos con una
hidroxiprolina derivada del factor inducible por hipoxia-1a (HIF1a), el cual es un sustrato de
la proteina supresora de tumor von Hippel-Lindau (VHL) que forma parte del complejo de la
ligasa E3 CRL2VHL, Al C-terminal de este heptapéptido se le afiadié una cadena de ocho
argininas que facilita la penetracion en las células mimetizando el mecanismo de las proteinas
Tat de HIV [12]. Mas tarde, los investigadores mejoraron el disefio reduciendo la cadena
peptidica a un pentapéptido unido a una cadena de nueve argininas a través de dos residuos de
glicina. La PROTAC resultante (PROTAC-AA) [13] mostré una mayor potencia comparando
con la versiéon sin la cadena poli-Arg (PROTAC-A). Aunque se ha incrementado la
permeabilidad celular, todavia quedan problemas de estabilidad, de biodisponibilidad, del
proceso de sintesis, etc. a resolver.

5.2. Segunda generacion: PROTACs basadas en moléculas pequefias

La primera PROTAC totalmente basada en moléculas pequefias es la SARM-nutlin PROTAC
desarrollada por Schneekloth et al. [14], que recluta la ligasa E3 MDM2 al receptor de
androgeno. La parte que interacciona con la diana es un ligando no esteroidico denominado
modulador selectivo del receptor de andrégeno (SARM) mientras que el ligando de MDM2 es
derivado de la nutlina, los dos estan conectados por un conector de polietilénglicol (PEG).
Segun se ampliaba el rango de diana, se incremento de forma explosiva el nimero de PROTACs
dirigidas a diferentes proteinas, especialmente aquellas implicadas en el proceso tumoral, como
los receptores de hormonas, proteinas con bromodominio y motivo extraterminal (BET), la
proteina de fusién BCR-ABL, los receptores de tirosina quinasa (RTKSs), etc. A pesar de la
diversidad de dianas, las ligasas E3 reclutadas siguen siendo poco variadas, se concentran sobre
todo en MDM2, VHL, cereblon (CRBN) y las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs). Estas
Gltimas forman parte de un tipo peculiar de PROTAC llamado SNIPERs (Specific and non-
genetic IAP-dependent protein eraser) que se comentaran méas adelante.

En cuanto a las VHL-PROTACSs basadas en molécula pequefia, el grupo de Crews encontré un
ligando de molécula pequefia de VHL al que llamo ligando 1 de VHL, que fue empleado en la
PROTAC-ERRa y la PROTAC-RIPK2 con las que se consiguié una potencia mucho mas
elevada que las PROTACSs de primera generacion, de modo que la DCso de la PROTAC-RIPK2
lleg6 a ser 1,4nM en los monocitos THP-1 humano [15]. Al mismo tiempo, se descubrio que
los farmacos inmunomoduladores (IMiDs) pueden interaccionar con la subundiad CRBN de la
ligasa E3 CRL4REN A partir de este hecho, diferentes equipos de investigacion desarrollaron
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con éxito una serie de CRBN-PROTACSs utilizando IMiDs como pomalidomida, talidomida y
lenalidomida.

Sin embargo, la desventaja comin de todas estas PROTACS es la falta de selectividad tisular,
la cual puede conducir a efectos indeseados. Un ejemplo representativo es la PROTAC-ERRa
del grupo de Crews, pues en el ensayo in vivo se detectd la reduccion de los niveles de ERRa
no solo en los tumores MDA-MB-231, sino también en el corazén y los rifiones [15]. Por este
motivo, el principal objetivo para las siguientes generaciones de PROTAC se asienta en
aumentar la selectividad tisular.

5.3. Otras variantes de PROTAC
5.3.1. CLIPTAC:S (in-cell click-formed proteolysis targeting chimeras)

A pesar de que las PROTACs basadas en moléculas pequefias ya poseen un peso molecular
mucho mas bajo que el de las PROTACs peptidicas, los investigadores siguen intentando
disminuir aun mas el peso molecular y el area de superficie polar para conseguir una mejor
permeabilidad celular. Recurrieron a la quimica clic para desarrollar la PROTAC capaz de
autoensamblarse a partir de dos precursores pequefios administrados después de entrar en la
célula [16]. Entre las reacciones bio-ortogonales actualmente conocidas eligieron la reaccion
de cicloadicion de Diels-Alder de demanda inversa de electrones (IEDDA) entre tetrazina (Tz)
y trans-cicloocteno (TCO) por su gran rapidez, alto rendimiento y sin necesidad de usar
catalizadores [17].

La PROTAC de base de la primera CLIPTAC es dBET1

H
. SNy (figura 3) [18], formada por JQ1, el ligando de las proteinas
Fe =§ 0 @5:"&0 de bromodominio (BRDs), y talidomida, el ligando del
LN L, ¢ CRBN. Basado en los previos analisis de estructura

N, . - -
N mediante cristalografia de rayos X, se marcaron la

5 ol talidomida y el JQ1 con t_etrazipa y trans-ciclqocteno

Figura 3 [18]. dBET1 respectivamente en las posiciones indicadas en la flgurg 4

dando lugar a los precursores de la JQI1-talidomida

CLIPTAC: Tz-talidomida (1) y JQ1-TCO (2) [16]. En los ensayos posteriores se comprobd que

la incorporacion de tetrazina y trans-cicloocteno en tales posiciones no tenia impacto en la

unién de JQ1 y talidomida a sus dianas correspondientes. Después se evalu6 la degradacion de

BRD4 por la CLIPTAC. Se vio que la actividad de JQ1-CLIPTAC era selectiva y dependiente

de las concentraciones de los precursores y del tiempo de incubacion con las células HeLa. Tras

16 horas de incubacién con 10uM de ambos precursores se empez0 a detectar la bajada de los
niveles de BRD4, que tiene un efecto negativo sobre la proliferacion de células tumorales.
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Figura 4 [16]. Los precursores de JQ1-CLIPTAC y ERK-CLIPTAC.
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A continuacion, el mismo equipo sustituy6 el JQ1-TCO por un derivado de un inhibidor
covalente de ERK1/2, también marcado por TCO (figura 4), junto con la Tz-talidomida se va a
formar la ERK-CLIPTAC una vez dentro de las células. Esta CLIPTAC presentd un perfil
similar al de JQ1-CLIPTAC solo que requiere menos concentraciones y tiempo de incubacion.
El ERK es un elemento de la cascada de sefializacion RAS/RAF/MEK/ERK, que esta implicada
en el desarrollo de numerosos canceres.

Finalmente se confirmd que la protedlisis solo es posible cuando la formacién clic de CLIPTAC
ocurre intracelularmente, porque al afiadir las CLIPTACSs preformadas a las lineas celulares no
se observé la disminucién de los niveles de BRD4 y ERK1/2. Esto indica que el peso molecular
o el area de superficie polar de la CLIPTAC ya ensamblada es demasiado elevado y hace
imposible el paso a través de la membrana celular. Asi que un inconveniente potencial de este
tipo de PROTAC puede ser la reaccion clic de los precursores fuera de las células con la
consiguiente pérdida de permeabilidad celular. Una posible solucion sera modular la velocidad
de reaccidn o recurrir a una reaccion alternativa con una cinética méas lenta.

5.3.2. Homo-PROTACs

En las homo-PROTAC:s los dos ligandos situados en ambos lados del conector son iguales,
cuya funcion es reclutar dos moléculas de la misma ligasa E3, una de las cuales se encarga de
inducir la ubiquitinacion y la otra se convierte en la diana a degradar [19]. La inhibicion de las
ligasas E3 presenta muchas dificultades como la falta de acceso al sitio activo y, ademas, al ser
complejos enzimaticos multifuncionales con varios dominios y subunidades, aunque se
consiguiera bloguear un sitio activo, el resto permaneceria intacto y no perderia su
funcionalidad. Por tanto, es mas factible su degradacion que su inhibicién.

] )dap» @; v»k @1

VH032 VH298

i @ $Heoy,
o n=345

Figura 5 [19]. A: los ligandos sintéticos de VHL; B: las VHL-homo-PROTACs activas. El n indica la longitud del
conector de PEG.

Maniaci et al. [19] disefiaron una serie de VHL homo-PROTACSs basadas en los dos potentes
ligandos sintéticos ya existentes de VHL, VH032 y VH298 [20] (figura 5A). Estas moléculas
quiméricas difieren en la longitud del conector, el sitio y el tipo de enlace a través del cual el
conector esta unido a los ligandos. Los compuestos activos obtenidos (figura 5B) mostraron
una preferencia hacia la isoforma larga de VHL (pVHL30) [19]. EI mecanismo por el que
presentan dicha selectividad todavia no esta claro.
El producto més potente es el CM11, con una DCgy de 10nM, mucho menor que el simple
ligando VHO032 cuya concentracion intracelular efectiva esta alrededor de 100uM. Esta Ultima
concentracion del inhibidor puede provocar la acumulacion del HIF-1a, el sustrato endogeno
de VHL, dando lugar a la respuesta hipdxica dependiente de HIF. Pero bajo una concentracion
a nivel nanomolar, solo se observo un minimo incremento del HIF-1a, incapaz de inducir la
correspondiente respuesta. La isoforma corta de VHL (pVHL19) que queda sin degradar
también contribuye a mantener niveles bajos de HIF-1a evitando los efectos indeseados.
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Otra clase de homo-PROTAC destacada son las CRBN homo-PROTACs desarrolladas por
Steinebach et al. [21] donde la molécula responsable de reclutar el CRBN del complejo E3
CRLA4CRBN es |a pomalidomida. Presentan una potencia similar a las VHL homo-PROTACS
induciendo la deplecién de CRBN mediante la formacion del complejo ternario en una
estequiometria 2:1. Y como consecuencia de la actividad farmacologica remanente de la
pomalidomida, pueden producir un ligero descenso de los niveles de IKZF1 e IKZF3, factores
relacionados con la proliferacion de células de mieloma mdltiple [22]. En contraste, el
pretratamiento de las lineas celulares de mieloma multiple con la CRBN homo-PROTAC anul6
el efecto antiproliferativo de los IMiDs posteriormente afiadidos dado que estos actuan
induciendo la degradacion de IKZF1/3 por CRBN.

En ambos casos, las homo-PROTACS resultan Utiles para investigar la funcion bioldgica de las
biomoléculas, por ejemplo, la actividad especifica de las distintas isoformas de VHL [19] o el
papel fisiologico que desempefia el CRBN, proporcionando informacion adicional sobre el
mecanismo molecular de los IMiDs [21]. Asimismo, el descubrimiento de patologias asociadas
a la mutacion de CRBN como el retraso mental no sindrémico [23] confiere a las CRBN homo-
PROTAC:S la posibilidad de ser empleadas en el ambito clinico.

5.3.3. PhosphoPROTACs

Muchos receptores de tirosina quinasa (RTK) desempefian un papel importante en el desarrollo
de diferentes tumores. Se activan por la union del agonista en la region extracelular, se
dimerizan y se autofosforilan o transfosforilan en la region intracelular, y los residuos de
tirosina fosforilados sirven como el punto de unién para las proteinas efectoras con dominio
PTB (phosphotyrosin-binding) y SH2 (Scr homology 2) [24] que van a activar diferentes vias
de sefializacion. Basado en este mecanismo, Hines et al. [25] crearon un tipo de PROTAC cuya
actividad es inducible o condicional denominado fosfoPROTAC.

" H
H\/\,\)'\ N~ ALAPYIP-(D-R] -C TkApp
H,N-IENPQYFSDA~ N/\/\/\J’ ALAPYIP-(D-R)_-CONH FRS2a

H
TrkA autophosphorylation site Linker

ErbBpr

H i fIP-{D-RY -C H
H?N-GPGGDVAAMGACPASEQGVEEMRA-..NNO,?/\Eﬂ-APH- (D-R),-CONH PIK

ErbB2 phosphorylation site
Figura 6 [26]. Estructura de las fosfoPROTACs.

La primera fosfoPROTAC (" APPrrs2q) (figura 6) consiste en un decapéptido derivado de la
tropomiosina receptor quinasa A (TrkA) conectado al ligando de VHL. Tras la union del factor
de crecimiento nervioso (NGF) a TrkA y la consiguiente dimerizacién, éste ademas de
autofosforilarse también fosforila la tirosina del decapéptido de la fosfoPROTAC permitiendo
la union de los siguientes efectores de la sefializacion, entre los cuales destaca el sustrato 2o del
factor de crecimiento de fibroblasto (FRS2a) con dominio PTB, que es la principal proteina
efectora y esencial en la diferenciacion neuronal [27]. La incubacion de células de
feocromocitoma PC12 bajo diferentes concentraciones de esta fosfoPROTAC durante 7 horas
revel6 que una concentracion de 40uM era capaz de reducir en un 50% los niveles de FRS2a.
El tratamiento con NFG debe inducir la diferenciacion neuronal que se puede cuantificar a
través de la medicion de la expresion de neurofilamentos. Pero el co-tratamiento con "™ APPrrs2,
bloqued este fendmeno, lo que confirmo la interrupcion de la sefializacion [25].

Mas tarde estos mismos investigadores disefiaron otra fosfoPROTAC, la EPB2PPpy3k (figura 6),
contra la via de la fosfatidilinositl-3-quinasa (PI3K), implicada tanto en la mitogénesis como
en la supresion de la apoptosis. EI componente que recluta la ligasa E3 es el mismo que en el
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caso anterior, mientras que el ligando del sustrato es un péptido de 24 aminoacidos derivado de
la region intracelular del receptor ErbB3 donde se va a unir la PI3K. El receptor, al ser activado
por el agonista neuregulina (NRG), forma un heterodimero con el ErbB2 [28] que se encarga
de fosforilar el propio ErbB3 y las dos tirosinas que contiene el ligando de sustrato de la
EbB2pp; 5k, permitiendo la union de PI3K a la fosfoPROTAC para la poliubiquitinacion y la
degradacion. A continuacion, los investigadores ensayaron la E82PPp;3x in vivo utilizando ratas
que tenian implantadas subcutaneamente las células tumorales OVCARS. Después de 47 dias,
el peso medio de tumor en las ratas tratadas con E"®2PPp 3« (10mg/kg/dia) se redujo en un 40%
con respecto al grupo control [25].

Ambas fosfoPROTACSs han demostrado su actividad antitumoral bien in vitro o bien in vivo. A
diferencia de las PROTACSs convencionales que degradan la proteina diana de forma sistémica,
las fosfoPROTACSs presentan una selectividad tisular ya que requieren una activacion previa
por un RTK especifico y activo, cuando este receptor esté inactivo no llevard a cabo su
actividad. El hecho de que estos RTKSs suelen estar sobreexpresados o sobreactivados en los
tejidos tumorales contribuye ain mas a la selectividad de las fosfoPROTACs [28].

También existen desventajas como la baja potencia. A pesar de la adicion de la cadena de poli-
Arg para aumentar la permeabilidad celular, la concentracion eficaz sigue encontrandose entre
40-60uM [25] lo que se puede explicar por la naturaleza peptidica de los dos ligandos.

5.3.4. PROTAC:s foto-inducibles

Otra metodologia que puede aumentar la especificidad de las PROTACSs es incorporar un grupo
foto-controlable de modo que en ausencia de la luz de una determinada longitud de onda estas
moléculas permanecen inactivas. Asi se consigue un control espaciotemporal de su accién que
minimiza los efectos “off-targets”.

Existen dos tipos de PROTACs foto-inducibles. Una de et 0., .0

ellas es activada de forma irreversible y se denomina @%j \\‘/\OJ\/@[O
photocaged-PROTAC (pc-PROTAC) [29]. Consiste en - g O>
incorporar un grupo foto-controlable a una PROTAC ya Ao ZNPOM

existente que actta como una tapa blogueando la formacién
del complejo ternario con la proteina diana y la ligasa E3.
Al irradiarlo con luz de la longitud de onda adecuada, este
grupo se separa de la pc-PROTAC dejando la PROTAC funcional libre. Entre los grupos foto-
controlables de este tipo destacan la dietilamino cumarina (DEACM) (figura 7) [30], que es
eliminada bajo radiacion de 405 nm, y el 4,5-dimetoxi-2-nitrobencilo (DMNB) (figura 8) [29],
liberado bajo radiacion de 365 nm. Mas tarde, Naro et al. utilizaron otro grupo foto-controlable,
el 6-nitropiperoniloximetilo (NPOM) (figura 7), también sensible a la luz de 365 nm, porque
es mas estable en medio acuoso y tiene un pKa mas razonable (pKa=14) comparando con el de
DEACM (pKa=30-40) debido a la amina alifatica de este Gltimo grupo.

DEACM
Figura 7 [30]. DEACM y NPOM

pc-PROTAC1 dBET1

Figura 8 [29]. pc-PROTACLI al ser irradiada genera 50% del producto deseado.

La fotoactivacidn de todas estas pc-PROTACSs se produjo en un intervalo de 2-3 minutos dando
lugar a la liberacion eficaz de la PROTAC funcional. La potencia es similar a las PROTACs de
que se derivan. El grupo foto-controlable puede incorporarse a las tres partes de PROTAC, el
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sitio mas adecuado es diferente en cada PROTAC, esto implica un estudio detallado de todas
las posibilidades.

El segundo tipo son las PHOTACs o foto-PROTACs que se pueden activar e inactivar
reversiblemente en funcion de la longitud de onda de la luz que incide. La longitud del conector
de una PROTAC es critica para su actividad y cada una tiene su Optima distancia entre los dos
ligandos [31]. De alli surgi0 la idea de introducir al conector un agente foto-conmutable cuya
conformacién puede alterarse por el estimulo luminoso para controlar la activacion e
inactivacion de PROTAC. El azobenceno fue elegido candidato porque la diferencia de la
longitud entre los isdmeros cis y trans es suficiente para separar la forma activa de la inactiva
[32]. No obstante, la forma mas estable es la trans y esto puede generar algin inconveniente.
Un ejemplo es la PHOTAC-I-3 (figura 9) desarrollada por Reynders et al. [33], cuya forma
activa es la cis que se obtiene por el estimulo luminoso de 390 nm. Al retirar la luz, la cis
PHOTAC-I-3 se va isomerizando al isomero més estable, el trans, con una vida media de 8,8
horas a 37°C. Esto implica que para lograr un efecto prolongado se necesitan multiples ciclos
de fotoactivacién. Sin embargo, el isdmero cis del o-F4-azobenceno es térmicamente estable y
su vida media puede llegar hasta 2 afios [34], lo que le convierte en un interruptor excelente y
fue empleado por Pfaff et al. [32] para sintetizar la photoPROTAC-1 biostable (figura 10).

Q N>\ N .
0 3 N- g s >
F F o N .
cis PHOTAC--3 photoPROTAC-1 \ 3

Figura 9 [33]. cis-PHOTAC-I-3. Figura 10 [32]. trans-photoPROTAC-1

En la oscuridad tenemos una mezcla de trans- y cis-photoPROTAC-1 que presenta una
actividad muy reducida. La irradiacion por la luz de 415 nm induce la transformacion completa
a trans que es la forma activa. En el ensayo in vitro con 0,5uM photoPROTAC-1, la maxima
degradacién de su diana BRD2 se lleg6 siete horas después de la primera irradiacion por la luz
de 415 nm y permanecié durante todo el ensayo. Luego una segunda irradiacién por la luz de
530 nm hizo que se convirtiera de nuevo en la forma inactiva cis perdiendo su funcionalidad.
La combinacion de fotofarmacologia y degradacion dirigida ha generado una mayor precision
espaciotemporal de PROTAC. Los siguientes estudios deben dedicarse a encontrar compuestos
sensibles a radiaciones infrarrojas para aumentar la capacidad de penetracion tisular.

5.3.5. SNIPERs (specific and non-genetic inhibitor of apoptosis protein-dependent
protein erasers)

Las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPS) intervienen en multiples procesos biologicos
como apoptosis, inflamacion, etc. [35]. Algunas tienen actividad ligasa de ubiquitina con la
peculiaridad de que, ademas de la ubiquitinacion del sustrato asociado, también induce la auto-
ubiquitinacion conduciendo a su propia degradacion. En numerosos canceres se ha observado
la sobreexpresion de algunos miembros (XIAP, clAP1, clAP2) de esta familia que le hace ser
una nueva diana en la lucha contra el cancer [36].
Hace afos se descubrié que la metil-ester bestatina (MeBS) (figura 11) es capaz de
interaccionar con el dominio BIR3 de clAP1, causando la auto-ubiquitinacion mediada por el
dominio RING, también de clAP1 [37]. Este es el fundamento de los SNIPERs de primera
generacion donde se combina la MeBS (figura 11A) con ligandos de diferentes dianas.
Buscando nuevos ligandos de IAPs para mejorar la potencia (>10uM) de estos SNIPERs,
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surgieron MV1y LCL161 (figura 11B, C), los dos ligandos de clAP1, clAP2 y XIAP. SNIPER
(ER)-87, que incorpora LCL161 en su estructura, mostro una potencia muy superior, de manera
que era capaz de reducir en un 50% su diana ERa a una concentracion de 3nM [38]. La
degradacién simultanea de la IAP y la proteina implicadas en el desarrollo tumoral puede tener
un efecto sinérgico en el tratamiento de cancer.

A C °

Meojj \” \ /Hr 0

m HN o Q
NHMe

Figura 11. A: MeBS; B: MV1, C: LCL161.

Hay SNIPERs multi-dianas potencialmente Utiles para tratar enfermedades neurodegenerativas
puesto que sus dianas son las agregaciones proteicas o proteinas con tendencia a agregarse
denominadas proteinas poliglutamina o poliQ, que tienen en comun la estructura de laminas f3
cruzadas. Yamashita et al. [39] disefiaron dos SNIPERs usando BTA y PDB como ligandos del
agregado y BEO4 que recluta clAP1 (figura 12). Consiguieron reducir los niveles de todas las
proteinas poliQ del ensayo, que son: ataxina-1, ataxina-7 y atrofina-1, relacionadas con la ataxia
espinocerebelosa (SCA) y la atrofia dentato-rubro-palido-luisiana (DRPLA) [40].

clAP1 |igand' BEO0O4 clAP1 Iigand' BE04
aggregate ligand: PDB

O D | o O 00

SNIPER 1 SNIPER 2
Figura 12 [39]. SNIPERs que atacan proteinas agregadas.

Curiosamente, aqui el efecto gancho que se puede observar en todas PROTACs solo afecta a la
degradacion de la proteina diana mientras que la degradacién de IAPs se mantiene intacta. El
efecto gancho consiste en que cuando hay un exceso de un compuesto bifuncional, se empiezan
a formar dimeros inactivos entre la PROTAC y la diana o la ligasa E3 en lugar del complejo
ternario funcional. Como consecuencia, se disminuye la eficacia de la PROTAC [1]. Una
explicacion es que algunas IAPs como la clAP1 es capaz de llevar a cabo la auto-ubiquitinacion
tras la unién con su antagonista sin necesidad de formar el complejo ternario, el dimero
compuesto por SNIPER y clAP1 resulta suficiente para degradar la propia clAP1. En el caso
de XIAP donde el complejo ternario formado por el SNIPER, la XIAP y la diana es
imprescindible para su auto-ubiquitinacion, la causa es diferente. La XIAP es reclutada
preferentemente por el SNIPER (BRD)-1 que presenta mayor afinidad por BRD4. No obstante,
a concentraciones muy elevadas, éste empieza a unirse a otras dianas de menor afinidad como
BRD2 y BRD3, disminuyendo la degradacion de BRD4. Como la XIAP sigue permaneciendo
en el complejo ternario, aunque la diana incorporada al SNIPER es diferente, su auto-
ubiquitinacion no se ve afectada [41].

5.3.6. LYTACs (lysosome targeting chimeras)

Hasta ahora, todas las variantes de PROTAC mencionadas estan limitadas a dirigirse a las
dianas proteicas intracelulares. Las proteinas asociadas a la membrana celular y las secretadas
permanecen inaccesibles al estar fuera del alcance del sistema ubiquitina-proteosoma. Estas
proteinas se eliminan por la via lisosomal.
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catién-independiente (CI-M6PR), el prototipo de los
receptores dirigidos al lisosoma (LTR o IGF2R) implicado
en el transporte de proteinas extracelulares (sobre todo el
\ ; las LYTACs que se unen simultaneamente al LTR y a las
o* \ -~ proteinas extracelulares induciendo la internalizacién y la
v posterior digestion lisosomal de la diana. Las proteinas
mecanismo de accion de LYTAC . .
grupos N-glicanos que terminan en manosa-6-fosfato.
Una LYTAC consta de un anticuerpo anti-proteina diana conjugado con un glicopolipéptido
agonista del receptor CI-M6PR. Emplearon el poli(manosa-6-fosfonato) o poli(M6Pn) en lugar
ensayo previo una afinidad por el CI-M6PR similar incluso superior a la del poli(M6P) [42].
Para determinar si este tipo de moléculas quiméricas es capaz de guiar agentes extracelulares
al lisosoma nacio la LYTAC Ab-1 compuesta del anticuerpo policlonal anti-IgG de raton
el anticuerpo primario anti-ApoE4 de raton y Ab-1, se observo un incremento de 13 veces en
la captura de ApoE4 comparando con el grupo control.
De forma similar, se sintetizo la Ab-2 con el objetivo de evaluar el efecto acelerador de la
el anticuerpo anti-EGFR cetuximab (ctx) y el mismo glicopéeptido poli(M6Pn). La incubacion
con células HelLa durante 24 horas condujo a una degradacion substancial del EGFR. El mismo
efecto fue producido por la LYTAC Ab-3 o anti-PD-L1-M6Pn sobre el nivel de PD-L1
tumoral porque ayuda a las células tumorales a evadir el sistema inmune.
Viendo los resultados, las LYTACs han mostrado la capacidad de acelerar la degradacion de
las proteinas extracelulares. Una gran cantidad de ellas desempefian un papel importante en el

Banik et al. [42] eligieron el receptor de manosa-6-fosfato

IGF-I1) al sistema endosomal-lisosomal [43], para obtener

Figura 13 [42]. Esquema general del  tanshortadas por este receptor se caracterizan por tener

del poli(manosa-6-fosfato) por su mayor estabilidad frente a fosfatasas y ha mostrado en un

conjugado con el glicopolipéptido poli(M6Pn). Tras incubar la linea celular K562 con la apoE4,

degradacion de proteinas asociadas a la membrana plasmatica. Esta LYTAC es constituida por

superficial en las células de linfoma Hodgkin. EI PD-L1 es un factor importante en el proceso
desarrollo de diferentes canceres y enfermedades neurodegenerativas (ApoE4).

5.3.7. AUTAC:Ss (autophagy targeting chimeras)

Takahashi et al. [44] propusieron una nueva estrategia de la degradacion dirigida que ya no esta
restringida a eliminar dianas de naturaleza proteica, la cual se denomina AUTAC donde la
maquinaria endogena implicada es la autofagia, 0 macroautofagia en concreto, que ademas de
dar respuestas en situacion de ayuno, también se encarga de eliminar las proteinas agregadas,
patdgenos y organulos dafiados para mantener la homeostasis celular. Esta Gltima funcién es de
mayor interés en el area de degradacion dirigida ya que ocurre de manera selectiva.

Diferentes formas de poliubiquitinacion del sustrato pueden llevarlo a distintos destinos. La
macroautofagia estd mediada principalmente por la cadena de poliubiquitina donde las unidades
de ubiquitina se unen a la Lys63 de la unidad anterior [45]. El adaptador autofagico, p62 o
SQSTM-1, al poseer el dominio asociado a ubiquitina (UBA) vy la region de interaccion con
LC3 (LIR), que es un marcador anclado en la membrana del autofagosoma, participa en el
reclutamiento del sustrato poliubiquitinado al autofagosoma [45]. Reconoce preferentemente la
cadena de poliubiquitina con enlaces en Lys63 [45].

Estos investigadores descubrieron que la S-guanilacion del sustrato por GMPc puede acelerar
el proceso autofagico por estar correlacionada con la poliubiquitinacion en Lys63 [44]. Pero
debido a que el GMPc puede activar la proteina quinasa GMPc-dependiente dando lugar a
efectos indeseados, decidieron emplear la p-fluorobencilguanina (FBnG) en lugar de GMPc
mimetizando el proceso enddgeno de S-guanilacion.
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Todas las AUTACS sintetizadas contienen una unidad de FBnG, unida al ligando de la diana
mediante un conector de PEG. Todas ellas redujeron con éxito los niveles de su diana. Pero la
limitacion principal de AUTAC es que la autofagia solo ocurre en el citoplasma. Por ejemplo,
la diana de AUTAC3 es BRD4, perteneciente a la familia BET, que esta localizada en el ncleo
celular. Como la autofagia no se lleva a cabo en el nucleo, la AUTAC3 Unicamente es activa
durante la mitosis que es cuando desaparece la envoltura nuclear y la maquinaria de autofagia
puede entrar en contacto con las proteinas nucleares. Su actividad depende del ciclo celular.

A continuacion, los investigadores dirigieron la atencidn hacia dianas no proteicas y prepararon
la AUTACA4 (figura 15) [44], destinada a inducir la mitofagia que es el proceso por el cual se
eliminan selectivamente las mitocondrias dafiadas y se regula el nimero de mitocondrias [47].
La AUTACA4 consiste en una unidad de FBnG, el conector PEG y un derivado de 2-fenilindol,
el ligando de la proteina translocadora situada en la membrana mitocondrial externa. Al
anclarse en la membrana mitocondrial sirve como una etiqueta de guanina que induce la
poliubiquitinacion de la mitocondria. En el ensayo, trataron las células HeLa con AUTAC4 y
carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP) que es un agente despolarizante para crear
mitocondrias dafiadas. Se detecto la formacion de mitocondrias lisosomales. Sin embargo, la
cantidad total de mitocondrias se mantuvo constante, por lo que se supuso que existia una
regeneracion paralela a la degradacion de mitocondrias. Este hecho se verificO después
mediante la deteccion de la activacion de la biogénesis mitocondrial por la via AMPK-PGCla.

Selective clearance o//l\/\s—(/N | )N\H
Di via autophagy HN\( NN ONH,
|sea§e—related AUTACE O
protein/organelle
isolation membrane i
Figura 14 [44]. Mecanismo de accién de AUTAC. Figura 15 [44]. AUTACA.

Posteriormente se aplicé la AUTACA4 a las células Detroit 532 que son fibroblastos procedentes
de un paciente con trisomia 21, la cual es una patologia genética acompafiada de disfuncién
mitocondrial. La eliminacion de las mitocondrias dafiadas y la regeneracion de las normales
fueron observadas a la vez 24-72 horas después del tratamiento.

En resumen, la guanilacion dirigida de mitocondrias utilizando AUTAC promueve la mitofagia
que ayuda a recuperar eficazmente la homeostasis mitocondrial y mantener el nivel de ATP
intracelular evitando la apoptosis celular inducida por agentes toxicos.

5.4. Ensayos clinicos

Actualmente, hay 2 ensayos clinicos de PROTAC, ambos de fase 1. La primera PROTAC que
entrd en el ensayo clinico recibi6 el nombre de ARV-110 (NCT03888612) [65]. Se trata de una
PROTAC basada en moléculas pequefias y oralmente biodisponible, dedicada a inducir la
degradacién del receptor de andrégeno para tratar el cancer de prdstata metastasico y resistente
a la castracion (MCRPC). En la ultima reunién de la Sociedad Estadounidense de Oncologia
Clinica (ASCO) se publicaron los primeros datos del ensayo, que mostraron, ademas de un
perfil de seguridad favorable, la sefial de actividad antitumoral en el ser humano. Pues en 2 de
los 8 pacientes evaluados que han recibido una dosis diaria > 140mg de ARV-110 se detectd
una declinacién mayor a 50% del antigeno prostatico especifico (PSA) (74% y 97%), un
marcador del cancer de prostata. Y tambien se confirmd la reduccion en un 80% del tamario

-14 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

tumoral por RECIST en uno de ellos [66]. Teniendo todo esto en cuenta, se podran utilizar dosis
mayores en la fase 2.

La otra PROTAC, ARV-471 (NCT04072952), también basada en molécula pequefa, esta
dirigida hacia el receptor de estrogeno a para el tratamiento del cancer de mama metastasico en
pacientes con ER+/HER2- [67].

5.5. Ventajas
Rango de aplicacion

En un estudio de 2017 se estim6 que solo un 22% de los genes humanos codificadores de
proteina era “drogable” [2]. La mayoria de las proteinas carecen del centro activo especifico
apto para unirse al ligando de molécula pequefia. Se incluyen las proteinas que no tienen
actividad enzimatica como los factores de transcripcion, las proteinas de andamiaje, la
agregacion de proteinas, etc. Algunas actian mediante las interacciones proteina-proteina de
gran superficie para las cuales es dificil disefiar la correspondiente molécula pequefia
inhibidora, mientras que otras son multifuncionales que poseen varios dominios cataliticos, por
lo que el blogueo de un dominio resulta ineficaz [3]. Sin embargo, el objetivo de las PROTACs
es degradar la diana en lugar de inhibirla, tedricamente pueden unirse a cualquier sitio de la
diana sin tener en cuenta el efecto de dicha union porque su mision es simplemente reclutar la
ligasa E3, que es la que realmente lleva a cabo la funcién de PROTAC. Sumandose a las
distintas variantes de PROTAC, se cubren potencialmente todas las proteinas asociadas a las
enfermedades, tanto intracelulares como extracelulares, e incluso las dianas no proteicas como
los organulos.

Potencia y duracion del efecto

La farmacologia de las moléculas pequefias inhibidoras estd basada en la ocupacion del sitio
activo de las dianas, con lo cual hay que alcanzar un alto nivel de ocupacion para obtener el
efecto deseado. Esto se traduce en el requerimiento de dosis altas del farmaco que aumentan la
toxicidad y el riesgo de efectos “off-target” [3]. Al contrario, PROTAC adopta la estrategia
Ilamada farmacologia promovida por evento (event-driven pharmacology), esto es, la unién
entre el farmaco y la diana va a provocar un evento que es la disminucion de los niveles de la
diana. Una vez degradada la diana, el farmaco queda libre y puede unirse a la siguiente molécula
y asi sucesivamente. Este proceso catalitico permite la obtencién del efecto farmacologico
deseado a concentraciones muy bajas del farmaco. Ademés de la mayor potencia, PROTAC
también posee una mayor duracion del efecto. Dicha ventaja consigue especial relevancia
cuando la proteina diana es de vida media larga, de manera que el efecto farmacoldgico puede
persistir incluso después de la eliminacion del farmaco como resultado de la resintesis lenta
[48]. Por lo tanto, cabe la posibilidad de tener una pauta posolégica mas simple.

Selectividad

Se puede modular la selectividad de PROTAC en 3 niveles. El primer nivel, como todos los
farmacos, se basa en la seleccion del ligando con una selectividad intrinseca adecuada. Mientras
que el segundo nivel consiste en elegir la ligasa E3 que induce selectivamente la degradacion
de determinadas dianas. Por ejemplo, las PROTACs DAS-VHL y DAS-CRBN, a pesar de tener
el mismo ligando de diana (dasatinib) presentaron diferente comportamiento. EI DAS-VHL
indujo la degradacién de c-ABL con éxito mientras que la proteina de fusion oncogénica BCR-
ABL se mantenia intacta. No obstante, al sustituir el DAS-VHL por el DAS-CRBN la
degradacion de ambas proteinas fueron observada [49]. El ultimo nivel depende del conector,
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pues su longitud, posicion, estructura, etc. pueden contribuir a estabilizar preferentemente algin
complejo ternario especifico aportando la selectividad adicional entre dianas muy similares,
como por ejemplo las proteinas de la misma familia. Este fendmeno fue demostrado por la
estructura cristalina del complejo BRD4:MZ1:VHL, la cual revel6 la capacidad del conector de
MZ1 de establecer interacciones de Van der Waals y un enlace de hidrdégeno con la diana
BRD4, lo que explica la mayor potencia de degradacién de BRD4 que la de BRD2, pese a la
misma afinidad que posee el ligando JQ1 por ambas proteinas [50].

Farmacorresistencia

En primer lugar, varios farmacos inhibidores de molécula pequefia han mostrado el efecto
estabilizador de la proteina diana con la prolongacion de su vida media, como JQ1 y OTXO015,
que son los inhibidores de BRD4, pero al mismo tiempo inducen la acumulacion de BRD4, y
el lapatinib, que también aumenta el nimero de su diana HER?2 en la superficie celular [7][51].
En segundo lugar, la antagonizacion de ciertos receptores puede activar la sobreexpresiéon de
estos como mecanismo de compensacion. De esta forma, se aumenta la sensibilidad frente a los
agonistas endogenos y el efecto inhibidor del farmaco queda debilitado.

La mutacion de las dianas terapéuticas es un mecanismo comun de la resistencia farmacolégica
adquirida, especialmente en las terapias antimicrobiana y antineoplasica. Algunas mutaciones
bloquean la unién del ligando antagonista y otras, en cambio, transforman los antagonistas en
agonistas. Un ejemplo tipico consiste en que las mutaciones F877L y T878A en el receptor de
androgeno (AR) pueden convertir el compuesto antiandrogénico enzalutamida en un agonista
del AR, incrementando la actividad mediada por el AR [52]. Por el contrario, la PROTAC
basada en enzalutamida, ARCC-4, es capaz de degradar los AR mutantes sin provocar el
aumento de la actividad del AR, asi como los niveles del PSA en las células del cancer de
prostata. Cuando las células que expresan los AR mutantes eran tratados por la enzalutamida,
se observod una elevacion substancial de los niveles de PSA [53].

5.6. Limitaciones y Retos

El tiempo que se tarda en desarrollar una nueva PROTAC es relativamente largo debido a que
los procesos del disefio y la optimizacion son generalmente empiricos [1] y, ademas, la
secuencia de sintesis también es compleja y larga. Durante el disefio hay que considerar las
propiedades de todos los componentes incluso las del conector, puesto que muchas PROTACS
poseen una combinacién de estas propiedades que dificulta la caracterizacion analitica y la
optimizacion. Los comportamientos farmacodinamicos y farmacocinéticos resultantes pueden
generar efectos farmacoldgicos no deseados y limitaciones intrinsecas de biodisponibilidad
como la inestabilidad metabdlica [3].

En la fase temprana del desarrollo los principales retos residen en la seleccion de la ligasa E3
que se quiere reclutar y en el disefio del conector.

Normalmente se prefieren atraer las ligasas E3 oncogénicas, porque a veces la funcion
enddgena de la ligasa puede ser inhibida tras unirse a la PROTAC. Esta pérdida, por ejemplo,
de la funcién de MDM2, ofrece el efecto antiproliferativo adicional gracias a la estabilizacion
del supresor de tumor p53, lo que aumenta la eficacia del tratamiento de cancer [54]. Pero otras
veces la seleccion depende de la especificidad intrinseca que tiene la ligasa, que puede ser
inactiva [49] o menos eficaz frente a determinados sustratos como el caso de las PROTACs
contra la tirosina quinasa de Bruton (BTK), entre las cuales aquellas basadas en CRBN eran
maés eficaces que las basadas en MDM2 [55]. La disponibilidad de un ligando de molécula
pequefia adecuada también es un elemento importante que considerar, el ligando ideal deberia
incluir las caracteristicas de elevada especificidad, baja toxicidad, que no interfiere en la
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farmacologia de la PROTAC, entre otras. Si no se dispone de dicho ligando, se puede recurrir
al disefio y la sintesis de novo que cuestan mas tiempo.

El conector no solo sirve para conectar los dos ligandos sino también presenta gran impacto en
cuanto a las propiedades y la eficacia de la PROTAC. El tipo de enlace mediante el cual el
conector se une al ligando afecta sobre todo a la permeabilidad celular [56] y la estabilidad de
la PROTAC. Pues las PROTACs que reclutan VHL al receptor de estrogeno (ER) con el
conector unido al O17 del estradiol formando un enlace éster son mas susceptibles a
hidrolizarse por las esterasas. Un enlace carbono-carbono entre el conector y el estradiol aporta
una mayor estabilidad, més aun, cuando este enlace se encuentra en la posicion C7a del
estradiol la potencia y la afinidad de la PROTAC son éptimas [57]. En relacion con la longitud,
los investigadores utilizaron la misma PROTAC modificando la longitud del conector situado
en el C7a del estradiol y descubrieron que el conector de 16 4&tomos era mas potente en la
degradacion de ER y més efectivo en la inhibicion de la proliferacion de las células tumorales.
A veces la longitud también afecta a la selectividad de PROTAC, como en el caso de las
PROTACSs basadas en lapatinib, la longitud del conector determiné la selectividad entre EGFR
y HER2 [58]. Sin embargo, no mostré impacto en la afinidad por la diana [31].

Uno de los inconvenientes de la PROTAC es el efecto gancho (ver el apartado de SNIPERS),
tipico de los compuestos bifuncionales. Afortunadamente, las PROTACs son muy potentes y
su concentracion efectiva se encuentra muy por debajo de la concentracion a la que se produce
dicho fendmeno.

Aunqgue es mucho menos frecuente que en los farmacos de molécula pequefia, los efectos “off-
target” pueden ocurrir en PROTACSs. Al disponer el conector y el ligando de la ligasa E3 de
una determinada forma, la PROTAC puede dedicarse a degradar otra molécula diferente a la
diana teorica para la cual es disefiada [59]. Esto subraya otra vez la importancia de la estructura
y la disposicién de los componentes de PROTAC.

Al igual que todos los farmacos, la resistencia farmacoldgica siempre es un problema inevitable.
Pero a diferencia de las moléculas pequefias inhibidoras, la resistencia adquirida frente a
PROTACS se debe a las alteraciones gendmicas asociadas a la via de ubiquitinacién en vez de
mutaciones de la diana. Se han revelado los mecanismos de resistencia desarrollados por las
células OVCARS (cancer de ovario) que han recibido el tratamiento prolongado con las BET-
PROTAC:S. Los clones O1R eran resistentes a ARV-771, una BET-PROTAC basada en VHL,
por multiples alteraciones genomicas que afectan al gen que codifica CUL2, que es un
componente esencial para el funcionamiento del complejo CRL2VHL. Y los clones O3R
desarrollaron la resistencia a ARV-825, que recluta el CRBN, mediante la delecion
cromosomica del gen de CRBN [60]. En cambio, las células MV4-11 (leucemia mieloide
agudo) tratadas con dBet1, otra BET-PROTAC, produjeron la resistenca a nivel transcripcional
de una enzima E2 llamada UBE2G. Adicionalmente, también puede existir resistencia
intrinseca en diferentes tipos de tumor, con lo cual un estudio genético previo para detectar los
biomarcadores relacionados con la resistencia en los pacientes resulta esencial [61].

6. CONCLUSIONES

A pesar de todas las posibilidades que lleva, la PROTAC sigue siendo un area muy joven de la
que no hay mucha experiencia. En este apartado se discute sobre las posibles direcciones de
futuras investigaciones.

Existen mas de 600 ubiquitin ligasas E3 humanas [62], solo muy pocas de ellas han sido
utilizadas en el desarrollo de PROTAC (SCFPTRCP CRL2VHL CRL4CREN MDM2, IAPs,
DCAF16, CRL3Keapl, RNF4 y RNF14). Podemos esperar la explotacion de mas ligasas E3
para diversificar laPROTAC y ampliar su aplicacion. Asimismo, cabe la posibilidad de reclutar
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directamente otros miembros del sistema ubiquitina-proteosoma como la enzima de
conjugacién E2 incluso el propio proteosoma para elaborar futuras PROTACS [3].

Varias ventajas tedricas de PROTAC carecen de la comprobacion, ya que hasta ahora solo
existe un ejemplo de PROTAC cuya diana es la que se define tradicionalmente como no
“drogable”, el transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3) [63]. Se necesitan
mas ejemplos a proposito de consolidar dicha ventaja. Tampoco se ha verificado que todas las
localizaciones subcelulares son accesibles. Ya existen PROTACs dirigidas a dianas situadas en
el citoplasma, el nucleo y el endosoma, pero aun faltan ejemplos capaces de degradar las
proteinas no procesadas en el reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi [64].

En general, los procesos del desarrollo de PROTAC son empiricos haciendo que todo el
procedimiento sea muy largo y laborioso [1]. Con el fin de acelerar y optimizarlo hay que
establecer estrategias o principios generales del desarrollo de PROTAC y métodos analiticos
fiables y estandarizados porque debido a la naturaleza quimérica y catalitica, los
comportamientos tanto farmacocinético como farmacodindmico son dificilmente predecibles.
Los ligandos de la diana y de la ligasa E3 pueden ser predeterminados, asi que el principal
obstaculo del disefio consiste en la determinacion de la distancia entre los dos ligandos y la
posicion que adopta el conector. Desgraciadamente todavia no existe un criterio universal para
el disefio del conector, se debe realizar caso por caso [31].

Sin duda, la PROTAC supone una nueva estrategia excelente en la lucha contra las
enfermedades. Las PROTACs maés recientes basadas en moléculas pequefias han conseguido
una potencia muy favorable y las variantes derivadas han mejorado esta tecnologia en diferentes
dimensiones como la penetracion celular, la selectividad tisular, el rango de dianas accesibles,
entre otras. Su ventaja mas relevante es indiscutiblemente la capacidad de dirigirse hacia las
proteinas no “drogables”, ya que muchas de ellas participan en mdltiples canceres y
enfermedades neurodegenerativas, que son una de las causas de muerte mas importantes de hoy
en dia. Aunque quedan muchos retos por superar, la farmacologia promovida por evento de
PROTAC que le confiere mayores potencia y duracién de efecto, junto con la elevada
selectividad y la capacidad de prevenir las resistencias farmacoldgicas mas habituales hace que
se convierta en una oportunidad extraordinaria para abrir brecha en el desarrollo de nuevos
farmacos.
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