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RESUMEN

Tradicionalmente el disefio de farmacos se ha basado en el disefio de moléculas pequeiias hasta la aparicion
de terapias basadas en dcidos nudleicos, ya sea por la modificacion de ciertos genes o por impedir que las pro-
teinas se transcriban de forma efectiva. Empleando estas nuevas aproximaciones se han podido modificar dianas
que hasta el momento se consideraban inmodificables o al menos no lo podian ser por moléculas pequeiias.
Sin embargo, estas nuevas aproximaciones no estdn carentes de limitaciones como la baja biodisponibilidad
debido a su limitada estabilidad y dificultad para poder atravesar las barreras celulares. Ademds, en muchas
ocasiones las modificaciones que generan son irreversibles con el consiguiente riesgo de padecer efectos
adversos de forma cronica.

Como alternativa, han surgido con fuerza una serie de compuestos quiméricos heterobifuncionales denominados
PROTACs (Protein Targeting Chimeras). Estos PROTACs son capaces de mantener en la proximidad de la ligasa
E3 a una proteina de interés, marcdndola con ubiquitina y finalmente, promoviendo su degradacion mediada
por el proteasoma. Esta aproximacion permite la generacion de diferentes estructuras de PROTAC por disefio
racional o basado en la estructura y, ademds, permite las modificaciones estructurales necesarias para mejorar
su perfil de estabilidad y farmacocinético manteniendo su actividad.

Esta revision pretende dar una vision general de qué son los PROTACs, qué ligasas E3 se emplean por el mo-
mento, factores relevantes a la hora de desarrollar un PROTACy ofras aproximaciones similares que no
emplean el proteasoma como ruta de degradacion.

ABSTRACT

The small molecules development has dominated the design of new drugs until the rise of nucleic acid-based
therapies, either by modifying a gene or by preventing it from being effectively transcribed. Taking advantage
of this new approaches, the pharmacological intervention in therapeutic targets that are considered unmodifiable
up to now with small molecules were allowed.

However, these new approaches are not devoid of defects such as low bioavailability due to their stability and
pharmacokinetic problems, in addition to being irreversible DNA modifications in many cases, with the
subsequent risk of suffering chronic adverse effects.

Alternatively, a series of chimeric heterobifunctional compounds, called PROTACs (Protein Targeting Chimeras),
have emerged with force in recent years. These PROTACs are able to bring E3 ligases closer with proteins
of interest in space to label them with ubiquitin. Finally, it was degraded by the proteasome. This approach en-
ables the generation of different PROTACs structures by rational design and, also, allows the chemical structure
modification to improve their stability and pharmacokinetic profile keeping their activity.

This review aims fo give a comprehensive approach of what PROTACs are, what E3 ligases recruit, relevant
factors in PROTAC development, and other approaches similar to this but that use non-proteasomal degradation
pathways.
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1. PROTACs, UNA ALTERNATIVA A LAS APROXIMACIONES BA-
SADAS EN ACIDOS NUCLEICOS

Tradicionalmente en el descubrimiento de farmacos se han
desarrollado moléculas pequefias que actian en sitios especificos
de determinadas proteinas, activando o inhibiendo una accion de-
terminada. Sin embargo, la presencia de proteinas que carecen de
sitios bien definidos impide el desarrollo de moléculas pequeias a
través de este enfoque tradicional. Como alternativa a esta estra-
tegia, han surgido con fuerza nuevas aproximaciones basadas en
dcidos nucleicos que han permitido modificar la expresion de pro-
teinas o inhibirla por completo como es el caso del CRISP/Cas9 o el
empleo de siARN. Sin embargo, estas nuevas aproximaciones no
estdn exentas de limitaciones como pueden ser los problemas de li-
beracion, biodisponibilidad y estabilidad.

Recientemente, se han desarrollado compuestos basa-
dos en moléculas pequeiias, capaces de producir la degradacion
selectiva de proteinas, principalmente a través del sistema ubiqui-
tina-proteasoma (UPS). Esta estrategia se basa en el empleo de
compuestos quiméricos heterobifuncionales (PROTACs, en inglés
Protein Targeting Chimeras), capaces de reconocer por un lado
la proteina diana que debe de ser degradada y por el otro la li-
gasa E3 encargada de marcar a esta proteina para su eliminacion
por parte del proteasoma. Esta estrategia permite silenciar las di-
ferentes proteinas de modo similar a los oligonucledtidos antisentido
(ASO) o los siARN, a través de su degradacion por el proteasoma,
pero evitando los inconvenientes que presentan las terapias basadas
en dcidos nucleicos (1).

El funcionamiento UPS estd basado en un proceso secuen-
cial, en el que una enzima activadora de ubiquitina (E1) tras el em-
pleo de una molécula de ATP liga la ubiquitina al sitio activo de
una ligasa E2. Finalmente, una ligasa E3 se encarga de la transfe-
rencia del residuo de ubiquitina desde la ligasa E2 al residuo de li-
sina adecuado en la proteina a degradar. Posteriormente, la adicion
de cadenas de varias unidades de ubiquitina sobre una proteina
promueve el reconocimiento de esta por parte del proteasoma. El
proteasoma es el encargado de degradar estas proteinas po-
liubiquitinadas y estd formado por un complejo de proteinas or-
ganizado en dos tipos de subunidades:

Una subunidad 20 central, conformada por cuatro anillos
apilados en forma de barril. Cada anillo esta a su vez conformado
por siefe proteinas y se organizan quedando las dos subunidades
a en el centro y las dos [3 en los extremos. Estas dltimas son las que
presentan la actividad catalitica en su cara interior.

Dos subunidades 195, que se apilan sobre la parte exterior
de los anillos B de la subunidad 20S. Estas subunidades mds exter-
nas se encargan del proceso de reconocimiento de las cadenas de
poliubiquitina y se encargan de hidrolizar el ATP
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La intervencion farmacoldgica sobre el proteasoma ha de-
mostrado ser una estrategia eficaz para evitar la degradacion abe-
rrante de proteinas que es el detonante de ciertas enfermedades.
Un ejemplo es la degradacion exacerbada mediada por el protea-
soma de p53, uno de los principales reguladores de la apoptosis y
del ciclo celular, que termina por desencadenar una division celular
descontrolada y estd relacionada con algunos tipos de cdncer. Esta
degradacion irregular del p53 estd provocada por MDM2, una ligasa
E3 que al encontrarse sobreexpresada en algunos tipos de tumores
promueve una elevada degradacion de p53 al marcarlo con cadenas
de ubiquitina. La solucion a esta eliminacion masiva es el empleo
de inhibidores del proteasoma.

Estos inhibidores presentan una estructura de péptidos
con grupos altamente electréfilos en su extremo terminal, como
pueden ser derivados del fipo dcido bordnico en el bortezomib o
epoxidos en al caso del carfilzomib. Estos compuestos se unen gra-
cias a sus grupos electréfilos a residuos tirosina del sitio catalitico
del proteasoma impidiendo que lleve a cabo su actividad amino-
peptidasa.

Por lo tanto, una pregunta logica que surge es éSe puede
emplear el proteasoma para degradar de forma selectiva proteinas
sobreexpresadas o que estén teniendo una funcion aberrante? La
respuesta es si y la solucion es el empleo de los PROTAGs.

Aprovechando esta maquinaria, los PROTACs aproximan
ligasas E3 con diferentes proteinas como receptores nucleares, fac-
tores de transcripcion, proteinas estructurales, enzimas o proteinas
reguladoras que de forma natural no se encontrarian préximas; fa-
voreciendo asi su degradacion y corrigiendo la hiperactivacion que
puede ser la causa de diferentes condiciones patoldgicas o causantes
de enfermedades (2).

La estrategia mds empleada para la obtencion de estos
PROTACs se basa en el empleo de ligandos de una de estas ligasas
bien establecidas y modificar la molécula que se une a la proteina
de interés (PDI), asi como el fragmento que une ambas subunida-
des. Este proceso de optimizacion generalmente da lugar a una mo-
lécula con capacidad para formar un complejo ternario y capaz de
transferir las subunidades de ubiquitina a la proteina de interés.
La primera vez que se mencionan estos compuestos bifuncionales
es en el disefio de degradadores basados en 3-TrCP por Crews y co-
laboradores (3).

2. PROTACS SEGUN SU LIGASA E3

2.1 PROTAC basados en B-TrCP

La primera aplicacion en la prdctica de un PROTAC con
capacidad para degradar una proteina fue descrita de nuevo por
Crews y colaboradores en el que emplearon como ligasa E3 SCF?
"® para la degradacion de los receptores de andrégenos (AR) y de
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Figura 1: Funcionamiento del sistema UPS y como un PROTAC lo emplea para la degradacion selectiva de proteinas de forma esquemdtica. Creado con BioRender.com.

estrogenos (ER). (4) B-TrCP es una proteina que contiene un domi-
nio F-box que actia como reclutador del resto de la ligasa E3 de la
que forma parte formada por Skp1-Cull- F-box (SCF). Dentro de
la estructura de B-TrCP se encuentra un bolsillo formado por un do-
minio WD40 que reconoce como sustratos naturales proteinas que
contienen secuencias fosforiladas en los residuos de serina con la
secuencia genérica DpSGXXpS. (5) El dominio WD40 es el encar-
gado de reconocer a la proteina 1Bk, el inhibidor natural de NF-
«B, marcandola con ubiquitina y promoviendo su degradacion, lo
que finalmente induce la activacion de NF-xB. La secuencia de IBic
reconocida por 3-TrCP es un decapéptido difosforilado en sus serinas
DRHDSpGLDSpM. (6).

Empleando este péptido fosforilado y uniéndolo a través
de un conector al fragmento capaz de reconocer los receptores
de estrogenos y andrdgenos, se obtuvieron las primeras quime-
ras capaces de degradar proteinas que no eran su sustrato natural
dando lugar a Protac-2 (3) y Protac-3 (4).

Sin embargo, esta ligasa E3 no ha sido ampliamente em-
pleada por las dificultades a la hora de buscar moléculas pequenas
capaces de reconocer a 3-TrCP y poder generar asi PROTACs que
tengan unas buenas propiedades farmacocinéticas debido a la es-
tructura peptidica del fragmento «B.

2.2. PROTAC basados en VHL

El factor inducible por hipoxia 1-o (HIF1a) se encarga
de diferentes funciones de regulacion metabélica como respuesta
los niveles de oxigeno (7). En condiciones de normoxia se produce
la hidroxilacion selectiva de residuos de prolina que permiten su
ubiquitinacion y posterior degradacion por el proteasoma, mientras
que durante un proceso de hipoxia esta hidroxilacion no se produce,
permitiendo al factor ejercer su funcion (8). En 1999 se demostro
la degradacion el factor inducible por hipoxia 1-a. por parte de la
proteina supresora de tumores VHL (9) que es una de las subuni-
dades del complejo E3 CRL2VHL formado por CUL2-RBX1-Elon-
ginB-ElonginC-VHL (10).

La obtencion de la estructura de rayos-X del complejo for-
mado por pVHL con el extremo C-terminal de HIF1o encargado de
la degradacion dependiente de oxigeno, permitid identificar las
interacciones clave del anillo de hidroxiprolina con los residuos de
Ser111 e His151 y el posterior desarrollo de peptidomiméticos ba-
sados en esta secuencia (11, 12). Posteriormente, la obtencion de
potentes derivados como VH032 (5) y la publicacion de la estructura
cristalogrdfica unido a pVHL permitio seleccionar el grupo amida
mds proximo al extremo de la molécula como punto optimo para
la vectorizacion hacia el exterior de la molécula (13). Esto permitio
la formacion de una molécula quimérica por la fusion este frag-

PROTAC: Redirigiendo los sistemas de degradacion
de proteinas a nuevos sustratos
fingel Cores Fsperdn y Mercedes Villacampa Sanz h1



. ANAlESI

RANF

www.analesranf.com

|

Protac-3

Figura 2. Esquema del complejo formado por B-TrCP y estructura de los PROTAC 2 y 3. Creado con BioRender.com.

mento a un conector con JQT en su extremo, dando lugar a MZ1
(5), el primer PROTAC basado en VHL. (13) El extremo al que estd
unido JQ1 se encarga de reconocer a profeinas bromodominio- y
extraterminales (BET) BRD2, BRD3 y BRD4 relacionadas con pro-
cesos cancerosos y promoviendo su degradacion VHL dependiente.
En este caso se observd una inesperada selectividad por BRD4, que
no existia en el ligando de partida de esta proteina (JQ1, 6), (13)
recalcando la interesante posibilidad de usar estos compuestos
para ganar selectividad entre subtipos de proteinas con grandes
porcentajes de homologia entre sus secuencias como se discute mds
adelante en el apartado 3.3.

Posteriormente en el mismo grupo de Ciulli se llevé a cabo
una modificacion estructural a través de la ciclacion de la estructura
de MZ1 (7), (14) lo que permiti6 la obtencion de derivados macro-
ciclicos. Esta estrategia permite obtener un mejor perfil farma-
cocinético al reducir la penalizacion energética por reduccion de los

grados de libertad del compuesto (15) y se han descrito como es-
tructuras privilegiadas a la hora de actuar como inhibidores de la
inferaccion proteina-proteina (16).

El estudio sistemadtico de esta ligasa E3, asi como la iden-
tificacion de su estructura ha sido uno de los principales motivos por
los que es uno de los sistemas mds empleados en el desarrollo de
PROTAGs, dando lugar a una gran cantidad de ellos en los tltimos
aios con capacidad para degradar un gran ndmero de proteinas
como receptores nucleares, enzimas y proteinas estructurales im-
plicadas en varias patologias.

2.3 PROTAC basados en CRBN

La talidomida, empleada como sedante para el tra-
tamiento de las molestias y el insomnio en embarazadas, fue
retirada del mercado tras relacionarse con las malformaciones en
8000 a 12000 ninos nacidos en la década de los 60. Afios mds tarde
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Figura 3: Estructura del complejo ligasa E3 formado por VHL. Detalle de la estructura cristalogrdfica entre VHL-BRD4-MZ1 PDB: 5735 (17), Estructuras de JQ1, VH032,

MZ1 y MacroPROTACT. Creado con BioRender.com.
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Figura 4: Estructura del complejo ligasa E3 formado por CRBN con la talidomida (MG) y IZKF1/3. Esquema del complejo formado por CRBN-PROTAC (dBET23)- con la

proteina de interés (BRD4).

demostro ser un agente eficaz contra el mieloma multiple, indicacion
para la que se sigue empleando como uso compasivo y su meca-
nismo de accion todavia no estd completamente claro. En 2010, se
describio por primera vez la union de la talidomida a CRBN una
subunidad de la ligasa E3 CRL4CRBN formada por CUL4-RBX1-
DBBI1- CRBN que explica, en parte, los efectos teratogenos de la ta-
lidomida.

La lenalidomida, un andlogo estructural de la talidomida,
se comporta como un pegamento molecular y mantiene unidos a
CRBN con las proteinas de dedos de zinc de la familia ikaros 1y 3
(IKZF1y IKZF3) induciendo su degradacion dependiente del prote-
asoma. Esto explica su actividad como agentes efectivos en el mie-
loma maltiple, ya que la sobreactuacion de estas proteinas
estd relacionada con la division descontrolada de células linfd-
ticas. (18) En 2014 se obtuvo la estructura cristalogrdfica del com-
plejo DBB1-CRBN permitiendo observar la porcion del ligando
expuesto al exterior de la proteina (19) y que posteriormente apro-
vechando un proceso de disefio racional similar al empleado con
VHL se obtuvieron PROTACs capaces de degradar BRD4 y FKBP
tanto en células como en modelos con ratones (20).

Este reclutador de ligasas E3 junto con el VHL son los mds
ampliamente estudiados y empleados en el disefio de nuevos PRO-
TAGs. Sin embargo en el desarrollo clinico CRBN se encuentra un
paso por delante, ya que es el sistema que emplea los dos PROTACs
mds avanzados en ensayos clinicos de fase |1, ARV-110 contra el re-
ceptor de andrdgenos en cdncer de prostata y ARV-471 en el receptor
de estrdgenos en cdncer de mama.

2.4. PROTACs bhasados en IAP

Las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) fueron
descritas por primera vez en baculovirus, (22) mientras que en ma-
miferos son reguladores negativos de la apoptosis por inhibicion
de las caspasas. La estructura de los IAPs esta y pueden estar
conformadas por entre uno y tres dominios BIR, un dominio aso-
ciado a la ubiquitina (UBA) y un dominio de dedo de zinc RING
dando lugar a una familia de 8 miembros, pero los mds extensa-
mente estudiados son IAP celulares 1y 2 (cIAP1y clAP2) y IAP aso-
ciado al cromosoma X (XIAP) por encontrarse sobreexpresadas en
algunos tipos de cdncer y estar asociadas a un peor prondstico. (23)
Esto se debe a que estas IAPs capaces de reconocer a caspasas acti-
vadas, uniéndose a ellas ubiquitinando las caspasas y a si mismas
lo que da lugar a su degradacion por el proteasoma. Esta elimina-
(ion aberrante de caspasas genera una resistencia a la apoptosis lo
que desencadena el proceso canceroso y del mal prondstico de este.
Por ese motivo la generacion de inhibidores de IAPs ha sido una
estrategia importante en el desarrollo de agentes contra los cdnceres
resistentes a la quimioterapia. Un ejemplo de estos agentes es la
mefilbestatina descrita por Sekine y colaboradores (24) capaz de
incrementar la sensibilidad de las células a agentes antitumorales
por una reduccién de los niveles de clAP1. (24) La degradacion de
clAP1 se produce tras la union de la metilbestatina, que produce la
auto ubiquitinacion por parte de una ligasa E2 que reconoce el do-
minio RING. El estudio de diferentes derivados de la bestatina dio
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Figura 5. Esquema de ubiquitinacion mediada por la metilbestatina y aplicacion de un derivado para la obtencion de un SNIPER. Creado con BioRender.com.

lugar a una relacion estructura-actividad en la que se observa como
la modificacion de su extremo carboxilo terminal por esteres con
grupos voluminosos no afecta a su union y, por lo tanto, ofrece
un punto optimo para poder generar moléculas bifuncionales
capaces de aproximar a estos IAP proteinas que no serian recono-
cidas de forma natural para poder ubiquitinarlas y ser degradas
por el proteasoma. (25) Estas moléculas quiméricas con capacidad
de aproximar a las proteinas de interés a IAP se denominan SNI-
PERS (Specific and Non-genetic IAP-dependent Protein Erasers),
(23) y son capaces de degradar diferentes proteinas como proteina
de bromodominio 4 (BRD4), receptores de estrogenos (ER), recep-
tores de andrdgenos (AR) y la tirosina-quinasa BCR-ABL. (8) Todas
las proteinas descritas anteriormente estdn involucradas en el cdncer
de modo que es interesante como aproximacion el uso de estos SNI-
PERS al eliminar a dos proteinas involucradas en la patologia puede
tener un efecto sinérgico.

2.5 PROTACs basados en MDM?2

La proteina MDM2 (murine double minute protein) es una
proteina codificada por el oncogen mdm2 y que actia como una li-
gasa E3 promoviendo la ubiquitanacion tanto de MDM2 como de
p53 y posterior degradacion de todo el complejo MDM2-p53. Esta
proteina se encarga de mantener la reparacion del ADN y regula
el ciclo celular y la apoptosis, por ese motivo se le conoce como “el
guardian del genoma”. Ademds, p53 induce la expresion de MDM2
cuando los niveles de p53 son elevados, lo que hace que los niveles
de ambos se mantengan estables a través de un ciclo de retroali-
mentacion negativo por la degradacion de p53 MDM2 dependiente.
(26) Es importante destacar que una actividad elevada de MDM2 o
una malfuncion debida a mutaciones en p53 (presente en el 50%
de los tumores) es un factor desencadenante de cdncer.

Derivados de tipo cis-imidazolina como la nutlina y la in-
dasanutlina interfieren en ese proceso de reconocimiento impi-
diendo la degradacion de p53 (27). Estos derivados se han
empleado para generar moléculas bifuncionales capaces de apro-

PROTAC

Figura 6. Esquema del funcionamiento de PROTACs basados en MDM2. Nutlina e idasanutlina como ligandos de MDM2 y el PROTAC A1874 basado en la idasanutlina

para degradar BRD4. Creado con BioRender.com.
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ximar proteinas a MDM2 promoviendo asi su degradacion como
es el caso de los receptores de andrégenos (AR), (28) generando
el primer PROTAC basado en MDM2 (PROTAC14), o BRD4 obte-
niendo PROTACs (A1874) (29) que tienen una doble actividad como
agentes antitumorales al reducir los niveles de una proteina aso-
ciada con el proceso canceroso (AR y BRD4) ademds de incrementar
los niveles de p53. Sin embargo, debido a la limitada capacidad de
degradacion que tienen los PROTACs basado en MDM2 unido al
perfil farmacocinético complicado de sus ligandos hace que se
prefieran ofros sistemas para la obtencion de PROTAGs.

2.6 PROTACs basados en KEAP1

Un ejemplo de nuevos sustratos de ligasas E3 puede ser
KEAP1, ya que esta expresada de forma ubicua y esto es debido en
gran medida, a su papel dentro del sistema Keap1-Nrf2 como uno
de los principales sistemas de defensa antioxidante celular. De forma
constitutiva, Nrf2 es degradado por mediacion de Keap1 impidiendo
su accion. Sin embargo, en presencia de especies reactivas de oxi-
geno o de electréfilos promueven la liberacion de Nrf2 que tras
translocarse al ndcleo produce un aumento en la expresion de pro-
teinas citoprotectoras y antiinflamatorias.

No existe la estructura tridimensional completa cristali-
zada de Keap1 o de Nrf2; sin embargo, si que existen fragmentos
del complejo por separado y de otras proteinas con un elevado
grado de homologia. A través de estas estructuras tridimensionales,
se ha podido obtener modelo préximo a la realidad (30) que puede
permitir entender mejor la funcion de este sistema y relacionarlo
con su estructura. En este modelo se pueden observar las diferentes
proteinas que lo componen, como es el caso de la propia proteina
Keap1, dasificada dentro de la familia BTB-Kelch. El dominio N-
terminal BTB se encarga de la homo-dimerizacion de dos subuni-
dades de Keapl y contiene una region denominada B-box
encargada de reconocer a Cul3. El dominio C terminal se denomina
Kelch, y es el encargado de reconocer a dos secuencias especificas
de Nrf2 (ETGE y DLG). La degradacion de Nrf2 por parte del pro-
teasoma ocurre fras la union de ubiquitina por parte de una ligasa
E2 que se encuentra unida a Cul3 gracias a una proteina accesoria
denominada Rbx1.

Una caracteristica muy importante de Keap] es su elevada
capacidad para reconocer otras proteinas para promover su degra-
dacion por parte de proteasoma. Debido a la relevancia de este sis-
tema de defensa antioxidante y su intervencion en diferentes
enfermedades inflamatorias, neurodegenerativas o cdncer, se han
desarrollado series de compuestos con capacidad para interferir con
este sistema. Se han desarrollado inhibidores de este sistema que
pueden categorizarse principalmente en inhibidores covalentes o
en inhibidores de la inferaccion proteina-proteina.

0

®

2.6.a. Inhibidores covalentes reversibles e irreversi-
bles

Como se ha discutido con anterioridad, Nrf2 se ve activado
de forma fisioldgica al incrementarse el estrés oxidativo en la célula,
pero también lo puede hacer por causas exdgenas como la exposi-
(ion a ciertos electrofilos. Se han propuesto dos mecanismos mayo-
ritarios por los que estos electrofilos pueden llevar a cabo su
accion: (a) induciendo algin tipo de cambio conformacional en
Keap1 impidiendo que reconozca a Nrf2 y disminuyensu degrada-
cion, o (b) tras unirse a alguna de las cisteinas en la region B-box
de Keap1 impide el reconocimiento de esta region por Cul3 y final-
mente no se forma el complejo de proteinas necesario para degra-
dar Nrf2.

Estos inhibidores covalentes de Keap1 pueden ser de ori-
gen natural como la curcumina (20), el sulforafano (21) o diferentes
derivados de quinona; de origen semisintético como los triterpe-
noides de cianoenona (22) como pueden ser la bradoloxona, metil
bradoloxona, CDDO-etilamida y por ultimo los derivados sintéticos
entre los que cabe destacar los esteres del dcido fumdrico (23) como
el MMF o el DMF (Tecfidera®, aprobado por la FDA para el trata-
miento de la esclerosis multiple).

Algunos de estos compuestos, se unen a la cisteina 151
del dominio BTB y en estos casos ademds de reducirse la degrada-
cion de Nrf2, producen una disminucion llamativa de los niveles de
Keapl.

2.6.h. Inhibidores de la interaccion proteina-proteina
Los primeros inhibidores conocidos de esta inferaccion entre
el dominio Kelch y la secuencia ETGE son péptidos que imitan a esta
misma secuencia. Sin embargo, presentan una serie de limitaciones
tipicas de estos compuestos como son los problemas de estabilidad y
su limitada capacidad para pasar por membranas a través de difusion
pasiva, comprometiendo asi su farmacocinética. Otra aproximacion
para interrumpir el reconocimiento del dominio Kelch de Keapl
por Nrf2 es el empleo moléculas pequeiias. Esto es posible gracias
al tamaio asumible de la superficie del dominio Kelch (300-1000
K2) y la clara definicién de este sitio en un bolsillo en el que encaja
perfectamente las secuencia ETGE de Nrf2 en forma de horquilla B.
Este bolsillo a su vez puede verse dividido en cinco cavidades. Las
regiones P1y P2 se caracterizan por encontrarse cargadas positiva-
mente por los residuos de arginina Arg415, Argd83 y Arg485 y que
permiten la inferaccion con grupos de cardcter dcido que mimeticen
el comportamiento de los carboxilatos presentes en los residuos de
Glu 79 y Glu82 en la secuencia ETGE de Nrf2. La zona central del
bolsillo denominada P3 estd formada por residuos de pequefio ta-
mafio, lo que deja espacio importante para acomodar una gran di-
versidad de estructuras heterociclicas. En sus proximidades se
encuentran otras dos cavidades (P4 y P5) conformado por residuos
PROTAC: Redirigiendo los sistemas de degradacion
de proteinas a nuevos sustratos
Angel Cores Esperdn y Mercedes Villacampa Sanz 5‘
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Figura 7. A, estructura tridimensional del complejo Nrf2-Keap1(Kelch)-Keap1(BTB)-Cul1-Rbx1- Nedd8-E2-Ub; B, Dominio Kelch de Keap1 unido al dominio ETGE y
evidenciados las 5 cavidades en colores P1, P2, P3, P4y P5; C, Inhibidores de la interaccion proteina-proteina con cada uno de los fragmentos resaltados de forma com-
plementaria a su cavidad de union; D, CDDO (magenta) unido covalentemente a la Cys151 de la region BTB de Kelch1 (gris) y el impedimento que provoca en la region
en la que se une Cul3 en azul; E, Inhibidores covalentes que se unen a la region BTB de Keap1 con las grupos responsables de esta unién resaltados en amarillo.

de naturaleza alifdtica y en particular por residuos de tirosina. La
definicion tan dara de este sitio de union ha permitido que en los
0ltimos afios un elevado nimero de compuestos hayan sido identi-
ficado y desarrollado para actuar sobre este dominio Kelch.

Un ejemplo ha sido la identificacion de la tetrahidroiso-
quinolina 24 o la naftilsulfonamida 25 que han sido identificadas a
través de campaiias de cribado de alto rendimiento. La posterior ca-
racterizacion estructural de estos compuestos en el bolsillo a través
de cristalografia de rayos-X demostrd como el compuesto 25a se lo-
calizaba en el entorno de P3, P4 y P5. Posteriormente a través de
un proceso de optimizacion basado en la estructura se introdujeron
dos grupos carboxilato que promovian la inferaccion con las cavidades
P1y P2, dando lugar al compuesto 25h. Sin embargo, la presencia
de grupos carboxilo reduce drdsticamente el paso a través de mem-
branas y la presencia del naftilo como estructura central lo convierte
en una molécula facilmente metabolizable y capaz de interferir con
otros farmacos facilmente. Como solucion a esta limitaciones siguio
optimizando la estructura y la sustitucion del naftilo por una isoqui-
nolina y la sustitucion de los dcidos carboxilicos por tetrazoles dio
lugar a los derivados 25¢y 25d respectivamente. Otros derivados han
sido identificados como inhibidores de esta interaccion (Figura 7).
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Actualmente existen PROTACs basados en estos inhibidores
ya conocidos de la via Keap1- Nrf2. El primero de ellos desarrollado
en 2018 se trata de un péptido de gran tamaiio y que contiene la
secuencia ETGE y capaz de reconocer la region PHF6 de TAU y eli-
mindndola de forma efectiva. (31) Sin embargo, la utilidad de este
PROTAC a nivel del SNC queda limitada por su baja capacidad para
cruzar la barrera hematoencefdlica. Recientemente en el afio 2020,
se ha descrito otro PROTAC (CDD0-JQT, 27 )basado en la degrada-
cion a fravés de Keap1 pero en este caso a través de la union a Keap1
por su region BTB empleando un derivado de la bradoloxona que
se une covalentemente. (32) Esta aproximacion consiguié eliminar
la proteina de interés (BRD4) pero también produijo la eliminacion
de Keap1, de modo que este PROTAC no va a poder perpetuar su
efecto en un tratamiento a largo plazo como puede ser el cancer,
enfermedad al que iria dirigido este PROTAC.

En general esta es una limitacion que ocurriria con
muchos de los inhibidores covalentes de Keap1 y que ademds
puede fener repercusiones en ofras rutas de sefializacion, debido a
la implicacion de esta en ellas como se ha comentado con anteriori-
dad.

En contraposicion, recientemente se ha descrito un PRO-
TAC (MS83, 28) que emplea el compuesto 26 como fragmento en-
cargado de reconocer a Keap1 por su dominio Kelch y enfocado como
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(26). Creado con BioRender.com.

en el caso anterior a eliminar BRD4 (33). A través de esta aproxima-
ion se consiguio la degradacion de la proteina diana (BRD4) sin re-
duir los niveles de Keap al contrario de lo que ocurria con los
derivados que se unen de forma covalente a su region BTB.

Por todos estos motivos, la compresion profunda de la es-
tructura de este complejo puede dar lugar a la obtencion de compues-
tos con tamaiios moderados para mantener unas buenas propiedades
farmacocinéticas y su empleo en todo tipo de patologias como pueden
st las enfermedades neurodegenerativas, en el que el paso a través
de la BHE es un factor muy limitante en el desarrollo de terapias efec-
tivas.

2.7 PROTACs basados en DCAF15
Un ejemplo de estos nuevos sustratos de ligasas E3 puede
ser DECAF15, que ha demostrado ser el mediador de la degradacion
de RBM39 gracias a la union de estas dos proteinas por parte de di-
ferentes arilsulfonamidas con cardcter antitumoral como pueden ser
el indisulam, tasisulam 6 E7820. Estas arilsulfonamidas, actian como
"pegamentos moleculares" induciendo un cambio conformacional en

la superficie de DECAF15 que permite el reconocimiento de RBM39.
DCAF15 actda como sustrato de una ligasa E3 que finalmente trans-
fiere la ubiquitina a RBM39 y promueve su degradacion por le prote-
asoma. La actividad antitumoral afribuida a esta degradacion estd
relacionada con la propia actividad de RBM39 que se encarga del spli-
cing de dos quinesinas fundamentales durante la fase G2/M KIF20A
y KIF20B. De modo que al inducir la degradacion RBM39 con las aryl-
sulfonamidas, no se puede producir el procesamiento adecuado del
ARNm que codifica para las quinesinas KIF20A y KIF20B funcionales
impidiendo la division celular y dando lugar a su actividad antitumo-
ral.

Gracias a la determinacion de la estructura por cristalografia
de rayos-X de DCAF15 unido a estas arylsulfonamidas, en concreto a
E1820, (34) ha permitido el redisefio de estos pegamentos moleculares
para poder vectorizar hacia el exterior de la proteina una cadena. Este
nuevo punto de union permite poder conectar fragmentos con capa-
cidad para reconocer a ofras proteinas, como ocurre en el caso de
BRD4 (35) dado lugar a DP1y a una nueva familia de PROTACs ba-
sados en DCAF15 con un perfil farmacocinético muy favorable.
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Figura 9. Esquema del funcionamiento de indisulam y E7820 como pegamentos moleculares MG. Detalle de la estructura cristalogrdfica del complejo DCAF15-RBM39-
E7820 lo que permite observar la mejor posicion para afiadir un grupo que permite vectorizar un espaciador hacia el exterior para poder unirlo a una molécula con ca-
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3. FACTORES CLAVE EN EL DESARROLLO DE UN PROTAC

3.1. Expresion en el tejido en el que tiene que llevar a
cabo su funcién
Uno de los factores clave a la hora de escoger una ligasa
E3 es su expresion en el tejido en el que queremos actuar, ya que
puede no expresarse de la misma forma en todos los tejidos. Este
fenomeno puede ayudar a conseguir la degradacion selectiva
de una proteina en algun tejido concreto aprovechdndose de este
diferente perfil de expresion de ligasas E3. Por esta razon es con-
veniente el desarrollo de degradadores que recluten a diferentes
ligasas E3 y con diferentes perfiles de distribucion por el organismo
tanto en condicionse fisiologicas como patoldgicas afadiéndose asi
a las mds comdnmente empleadas como CBRN y VHL para poder
seleccionar la mejor opcion. Por ofro lado, si la proteina a degradar
tiene una funcion fundamental se deberia de emplear una ligasa
E3 que se encuentra expresada solo o en mayor medida en el tejido
o en la region en la que queremos actuar. Esto es particularmente
util en el caso de ligasas como las IAPs, MDM2 o DCAF15 que estdn
sobreexpresadas en algunos tipos de cdncer.

3.2. Propiedades farmacocinéticas: reduccion de su ta-
maio

El desarrollo de PROTACs como dos subunidades indepen-

dientes unidas por un fragmento de tamaiio variable, da lugar a

la obtencion de moléculas de gran tamao, un elevado nimero de

grados de libertad y una amplia presencia de grupos funcionales

susceptibles de sufrir metabolismo, lo que a su vez puede acarrear

problemas de estabilidad y toxicidad poco deseables. A pesar

de estas limitaciones, algunos PROTACs han demostrado tener un

perfil farmacocinético deseable y una amplia distribucion en tejidos,
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tras procesos complejos de optimizacion. Una estrategia que per-
mitiria, a pesar del gran tamaiio de estos compuestos, mejorar el
paso de estos compuestos por las barreras celulares, es la reduccion
de los grados de libertad por restriccion conformacional al incluirlos
en macrociclos. (15) Como alternativa a ello estdn surgiendo con
fuerza los denominados pegamentos moleculares, estos se tratan
de moléculas de menor tamaiio y que pueden reconocer a ambas
proteinas o que en su defecto, al reconocer una de las pro-
teinas la convierten en una superficie complementaria a la
de la otra, favoreciendo la interaccion proteina-proteina y la de-
gradacion de la proteina diana al encontrarse en el enforno de la
ligasa E3. EI menor tamaiio de estos pegamentos moleculares los
convierte en una mejor aproximacion para la degradacion dirigida
de proteinas al presentar “a priori” unas mejores propiedades far-
macocinéticas.

3.3 Reconocimiento mutuo de ambas proteinas y degra-
dacion efectiva
Sin embargo, esto no siempre ocurre, ya sea por la falta de
complementariedad entre las superficies de ambas estructuras que
les impidan estar proximas en el espacio. Esta complementariedad
pude medirse con la cooperatividad (o). Esta medida nos permite
conocer si el complejo ternario se puede formar a partir de sus cons-
tantes de equilibrio. Cuando ov < 0 se dice que la cooperatividad es
negativa, esto significa que las fuerzas repulsivas entre ambas pro-
teinas con tan grandes que aunque le PROTAC se una a ambas por
separado, nunca se formard el complejo ternario. Cuando o > 0se
dice que la cooperatividad es positiva y por lo tanto que ademds de
interacciona el PROTAC aproximando ambas proteinas espacialmente,
existe complementariedad entre la superficie de ambas proteinas,
dando lugar a un complejo ternario muy estable. Por otro lado, aun-
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Figura 10. Expresion de Keap1 en los diferentes tejidos. Datos extraidos de https://www.proteinatlas.org. Creado con BioRender.com.
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que se forme el complejo ternario, la transferencia de ubiquitina
por parte de la ligasa E3 necesita encontrar un residuo sobre el que
la ligasa E3 pueda unir la ubiquiting, de no ser asi, la formacion del
complejo no dard lugar a una degradacion efectiva (21).

Este hecho hace necesario que nos planteemos el estudio
sistemadtico de estas ligasas para caracterizar su capacidad de ser re-
programadas para reconocer nuevos sustratos y aumentar asi el ng-
mero de ligasas disponibles para la degradacion de proteinas que no
pueden ser modificadas por moléculas pequeiias con las técnicas de
quimica médica tradicionales.

Ademads de las posibles soluciones aportadas ya en cada
uno de estos apartados, el estudio sistemdtico de las ligasas E3 puede
conducir a un mayor ndmero de alternativas a elegir para la obten-
cion de degradadores efectivos. Uno de los puntos clave a la hora de
disefiar un nuevo PROTAC es la eleccion de la ligasa E3, que permite
destruir una proteina que, debido a sus caracteristicas topoldgicas,

carece de sitios de union adecuados para su inhibicion con moléculas
pequeias. Se han descrito alrededor de 600 ligasas E3 en todo el
proteoma. Sin embargo, solamente en torno al 1% de ellas se han
estudiado como degradadores en PROTAC y solamente 2 (CBRN y
VHL) son las que se emplean de forma habitual para dar lugar a la
mayoria de PROTACs ufiles.

4. OTRAS ESTRATEGIAS DE DEGRADACION DE PROTEINAS.

Tomando como modelo la estrategia de los PROTACs, se
han desarrollado una serie de moléculas pequeiias denominadas
ENDTACs/LYTACs y AUTAGs (36,37) que aprovechan los lisosomas y
|la autofagia, respectivamente, para llevar a cabo la degradacion de
proteinas. Presentan la ventaja frente a los PROTACs de que también
permiten la degradacion de proteinas de membrana y extracelula-
res.

Receptor
CI-M6PR
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Figura 12. LYTAGs formados por un anticuerpo conjugado a un glucopéptido capaz de unirse a Cl- M6PR y internalizar proteinas secretadas o de membrana a un

lisosoma. Creado con BioRender.com.
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4.1. LYTAC (lysosome targeting chimera) technology

Los lisosomas degradan proteinas con dominios intrace-
|ulares asi como proteinas extracelulares. La degradacion de estas
dltimas estd mediada por receptores de superficie de membrana
(LTRs, lysosome-targeting receptors) que facilitan el transporte de
dichas proteinas hasta los lisosomas. El receptor prototipo es el re-
ceptor de manosa-6-fosfato independiente de cation (CI-M6PR) que
reconoce proteinas que contienen N-polisacdridos con un resto de
manosa-6-fosfato (M6Pn) terminal.

El grupo de Bertozzi ha disefiado una serie de moléculas
quiméricas pequeiias disefiadas para promover la degradacion de

proteinas extracelulares a través de la via lisosomal, a las que han
denominado LYTAcs (lysosome targeting chimera). (38) Un LYTAC
consta de una molécula o un anticuerpo de la PDI que incorpora
manosa-6-fosfonato (M6Pn), un oligopétido sintético, en los resi-
duos de serina o lisina.

Los ensayos bioldgicos llevados a cabo confirmaron la
efectividad de estos compuestos sobre sobre proteinas extracelulares
como la estraptavidina o la apolipoproteina E4 (ApoE4) implicada
en la enfermedad de Alzheimer. También demostraron que esta es-
trategia se puede aplicar a la degradacion de receptores de mem-
brana utilizando cetuximab, un anticuerpo monoclonal del receptor
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Figura 15. Resumen de ofras estrategias de degradacion de proteinas. Creado con BioRender.com.

del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), funcionalizado con
(M6Pn). Se observd una degradacion del receptor por encima del
70% y que se mantuvo durante tres dias.

A pesar de los buenos resultados obtenidos, estos LYCTACs
presentan algunos inconvenientes como son su alto peso molecular
y la posibilidad de inducir respuestas inmunes debido a la presencia
de anticuerpos o polipétidos en su estructura.

4.2. Macroautophagy Degradation Targeting Chimeras
(MADTACS): AUTACs/ATTECs
La macroautofagia es el principal mecanismo de degra-
dacion celular. Puede llevar a cabo la degradacion de proteinas, asi
como diferentes orgdnulos celulares y agentes patdgenos intrace-
lulares. Es un proceso celular que tiene lugar en varios pasos y en
el que las proteinas a degradar son englobadas en unas estructuras
de doble membrana denominadas autofagosomas que contienen
proteinas LC3 unidas a cadenas lipidicas. Las proteinas LC3 presen-
tan homologia estructural con la ubiquitina por lo que también se
conocen como ubiquitin-like proteins. Contribuye a la formacion del
autofagosoma y a la seleccion de los sustratos para la autofagia.
Los receptores de la autofagia (SQSTM1, p62) reco-
nocen proteinas poliubiquitinadas en el residuo de lisina 63 y las
conducen a los autofagosomas para su eliminacion (39).

En la eliminacion de bacterias por macroaautofagia se ha
visto que es importante un proceso de conjugacion de cisteina con
8-nitro-cGMP (S-guanilacion) que favorece la ubiquitinacion de los
residuos de lisina y la degradacion de los microorganismos en el li-
sosoma. Un estudio llevado a cabo por Arimoto y col. (39) ha de-
mostrado que la introduccion de una marca de cGMP en la proteina
a degradar es suficiente para inducir una autofagia selectiva. Este
grupo ha desarrollado una serie de moléculas denominadas AU-
TACs (autophagy targeting chimeras) para la degradacion se-
lectiva de proteinas y orgdnulos celulares por medio de la autofagia.
Estas moléculas contienen en su estructura un derivado de guanina
(p-fluorobencilguanina, FBnG) y un ligando especifico para el sus-
trato a degradar unidos por un espaciador de polietilénglicol (PEG).
Los AUCTAGs Ty 2 fueron capaces de silenciar de manera selectiva
las proteinas citosdlicas metionina aminopeptidasa 2 (MetAP2) y la
proteina de unién a FK506 (FKBP12), respectivamente, utilizando
en el primero de los casos un ligando de unidn covalente a la pro-
teina y en el segundo, un ligando de union no covalente.

También ensayaron un AUTAC para la degradacion selec-
tiva de BRD4, perteneciente a la familia de proteinas BET (bro-
modomain extraterminal proteins), por la importancia de su papel
en el mantenimiento de los melanomas. Estas proteinas estdn lo-
calizadas en el ndcleo y no es fdcil su degradacion por lisosomas

51.
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que solo se encuentran en el citoplasma. La degradacion de BRD4
utilizando una AUTAC basado en su inhibidor JQ-1 fue muy baja,
probablemente debido a que solo puede tener lugar durante la di-
vision celular, momento en el que BRD4 es accesible en el cito-
plasma.

Este mismo grupo ha demostrado que los AUTACs
que contienen FBnG pueden también utilizarse para la degrada-
cion de sustratos no proteicos, como el AUTAC4 que indujo la de-
gradacion de la mitocondria. Este tipo de AUTACs serian dtiles para
inducir la mitofagia de sistema mitocondriales disfuncionales.

Una variante de esta estrategia es la utilizacion de un
Unico ligando capaz de unirse a la PDIy a la proteina LC3, clave en
la formacion del autofagosoma. Este tipo de compuestos ha sido
desarrollado por el grupo de Lu y se denominan compuestos de
union al autofagosoma, ATTECs (autophagosome-tethering com-
pound). (40) Los cuatro ATTEcs ensayados fueron capaces de pro-
mover la degradacion selectiva por autofagia de la proteina
huntingtina mutada sin afectar a la proteina natural. Estos resul-
tados son esperanzadores y abren una nueva via de investigacion
en la busqueda de nuevos farmacos para el tratamiento de protei-
nopatias.
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