Farmacoforo, SARs e
Bioisosteria




Definizione di Farmacoforo

«La piu piccola unita strutturale di un farmaco,

costituita da un insieme di gruppi funzionali

disposti opportunamente nelle tre dimensioni
spaziali che, interagendo specificatamente con un 7 i /'\g
) | ‘a

recettore, e responsabile dell'attivita biologica.»

Paul Ehrlich

La conoscenza della struttura tridimensionale del
farmacoforo e indispensabile per una progettazione
razionale dei farmaci


http://it.wikipedia.org/wiki/Immagine:Paul_Ehrlich.jpg

Caratterizzazione del Farmacoforo

* Per caratterizzare un modello farmacoforico e necessaria la
preventiva scoperta di un gruppo di molecole che si legano ad
un determinato target modificandone la funzionalita biologica

* La scoperta di queste molecole puo essere attuata attraverso
diversi approcci:

- Screening di prodotti naturali
- Screening casuale di prodotti di sintesi
- Progettazione razionale

- Scoperta di nuovi farmaci attraverso |'osservazione di effetti collaterali



Screening di Prodotti Naturali

Fino alla fine del XIX secolo lo sviluppo di nuove entita chimiche
per scopi medicinali era principalmente assicurato dallo studio di
composti naturali
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Screening casuale di prodotti di sintesi

e La scoperta di un composto dotato di attivita biologia e assicurata da
test farmacologici di migliaia di composti organici assieme ai loro
intermedi di sintesi
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Screening casuale di prodotti di sintesi

e L’evoluzione di questo approccio e rappresentato dall’HTS (High
Throughput Screening) screening ad alte prestazioni

e Si possono saggiare migliaia di composti attraverso sistemi
robotizzati controllati da un computer




Progettazione Razionale

e Attraverso il Rational Drug Design sono
progettate in maniera razionale nuove

entita chimiche dotate di un’attivita

biologica

e Tali tecniche si avvalgono dell’'uso di

calcolatori

e Sidividono in metodi:

— Ligand Based

— Receptor Based



Progettazione Razionale

e La neuraminidasi (NA) € un enzima di membrana dei virus dell’influenza A
e B coinvolto nella rottura catalitica dei legami glicosidici tra un acido sialico
e lo zucchero adiacente

e L’idrolisi dei legami dell’acido sialico facilita la diffusione dei virus e, come
risultato, aumenta la capacita infettiva e la patogenicita del virus

e In assenza di questa rottura, si avra aggregazione virale e legame
all’emagglutinina impedendo cosi il diffondersi dell’infezione
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Progettazione Razionale

e Gli inibitori delle NA sono tutti analoghi dell’acido sialico o piu
precisamente dello stato di transizione della reazione vista prima

e || DANA e stato il primo inibitore delle NA
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Progettazione Razionale

Design of Neuraminidase Inhibitors

Zanamivir
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Studi cristallografici hanno dimostrato anche che in corrispondenza del C-6
esiste una tasca idrofobica. La migliore attivita si ottiene quando il C-6 viene
sostituito con una catena 3-pentilossilica = oseltamivir
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Progettazione Razionale: il target non e stato cristallizato
Agenti antiforfora, beta-CA da Malassezia globosa (MgCA)
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Inibitori della beta-CA da M. globosa
Modello di omologia della proteina MgCAbeta




Fenoli: nuova classe di inibitori della MgCAbeta

R = 4-CN
Ki = 0.6 microM



Scoperta di nuovi farmaci attraverso
I’osservazione di effetti collaterali

e Studi farmacologici su alcune molecole possono evidenziare attivita

biologiche non previste

e Nello sviluppo di un farmaco tali effetti farmacologici inattesi sono da

considerarsi effetti collaterali

e Alcune volte tali effetti collaterali possono essere sfruttati per

portare ad un uso terapeutico di quella particolare struttura chimica

Esempio =2 sviluppo di farmaci antipsicotici



Scoperta di nuovi farmaci attraverso
l’osservazione di effetti collaterali
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Scoperta di nuovi farmaci attraverso
I’osservazione di effetti collaterali
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Scoperta di nuovi farmaci attraverso
I’osservazione di effetti collaterali
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Scoperta di nuovi farmaci attraverso
I’osservazione di effetti collaterali
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Scoperta di nuovi farmaci attraverso
I'osservazione di effetti collaterali
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Relazioni Struttura Chimica — Attivita biologica
(SARs)

e Consistono nell’apporto di modifiche strutturali al composto
d’'interesse e successiva valutazione delle attivita del nuovo
derivato

e Tali modifiche possono riguardare:

— Semplificazioni della struttura di partenza
— Variazioni delle catene alchiliche
— Irrigidimenti strutturali

— Sostituzioni bioisosteriche e non

e Permettono l'identificazione dei gruppi funzionali capaci di
evocare una risposta biologica
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Gli studi SARs: le DHPs

Le diidropiridine (DHPs) sono bloccanti dei canali del calcio
voltaggio-dipendenti di tipo L, localizzati a livello dei vasi periferici
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Recettore canale
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Struttura di un recettore canale

Structure from
electron microscopy
(4.6 A resolution).

1. The extensive
projection out of the
membrane

2. The channel pore
with a narrow spot
(maybe the selectivity
filter and gate,
probably closed)

3. The closed
intracellular end of
the channel, with
laterally placed
outlets for ions




| Canali del calcio

Doyle et al., Science 1998

Rappresentazione 3D del canale
Ca?* (sezione trasversale)

Gli ioni (sfere verdi) occupano tre

siti all'interno del poro del canale:

due nel filtro di selettivita ed uno
idratato al centro del canale

Rosso: carico — ; blu: carico +
Giallo: idrofobico



Antagonisti Canali del calcio




1,4-Diidropiridine
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Il Farmacoforo 3D

* Un ideale modello farmacoforico deve:

- Fornire un modello che spieghi il diversificato grado di attivita di
composti chimicamente eterogenei

- Giustificare l'inattivita di derivati strutturalmente simili

- Determinare i fattori che distinguono tra agonisti ed antagonisti

- Giustificare la possibile stereoselettivita dei composti esaminati

* Un Farmacoforo puo essere utilizzato per :

- Per cercare in databases altre molecole che contenendo lo stesso
faramacoforo che possono essere nuovi leads.

- Per spiegare le SAR di una serie di molecole

- Puo essere utilizzato come base per la progettazione di nuove molecole
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Sottotipi recettoriali
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Sottotipi recettoriali
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Sequenze ammino acidiche delle isoforme CA umane

c | on oB | !'\_v\x m. E} 1 BB pc Be
hca II 4 -——HWGYGKHN———————-| GPEEWHKDFP IAKGERQSPVDIDTHTAKYDPSLKPLSVS—-YDQA--TSLRILNNGHAFNVEFDDSQDKAVLKGGPLD
hca T 5 WGYDDKN GPEQWSKLYPIANGNNQEBVDIKTSETKHDTSEKPISVS—YNPA——TAKEIIEVEHSFHVNFEDNDNRSVLKGGPFS
hCA III 4 -——EWGYASHN———————- -GPDHWHELFPNAKGENQSPVELHTKDIRHDP SLOPWSVS—YDGG——SAKTILNNGKTCRVVEDDTYDRSMLRGGPLP
hca VII 1 GHHGWGYGQDD—— ——GPSHWHELYPIAQGDRQSPINITISSQAVYSPSLOPLELS—-YEAC—-MSLSITNNGHSVQVDENDSDDRTVVIGGPLE
hCA XIII 1 SRLSWGYREHN—-—-—————— GPIHWREFFPIADGDQQOSPIEIKTKEVKYDSSLRPLSIK-YDPS——SAKIISNSGHSFNVDFDDTENKSVLRGGPLT
hca IV 5 ————WCYEVQAESSNYPCLVPVKW-——-GGNCOKDRQSP INIVI TKAKVDKKLGRFFFSGYDKK—-QTWTVONNGHSVMMLLEN-——-KASISGGGLP
hCA IX 2 -DSHWRYGGDP——————————— PWPRVSPACAGRFQSPVDIRPQLBAFCPALRPLELLGFQLPPLPELRLRNNGHSVQLTLPP———GLEMALG—PG
hCA XII 4 ——EKWTYFGPD———————— GENSWSKKYPSCGGLLOSPIDLESDILOYDASLTPLEFQGYNLSANKQFLLTNNGHSVKLNLPS-—-DMHIQG—-LQ
hCa XIV 3 ———HWTYEGPH———————— GODHWPASYPECGNNAQSPIDIQTDSVTFDPDLPALOPHGYDQPGTEPLDLHNNGHTVQLSLPS———TLYLGG——LP
hCA vVa 61 "TRQSPINIQWRDSVYDPQLKPLRVS—YEAA——SCLYIWNTGYLFQVEFDDATEASGISGGPLE
hCA VB 61 GDRQSPINIRWRDSVYDPGLKPLTIS—-YDPA——-TCLHVWNNGYSFLVEFEDSTDKSVIRGGPLE
hCa VI 13 uAHWPQHYPACGGQRQSPINLQRTKVRYNP5LKGLNMTGYET—QAGEFPMVNNGHTVQISLPS———TMRMTVA—DG

r:' Bo >¢—|If£:,¥—|l [ >:(acﬂ o [—— Br >:(0c1~: [ ar e (C:@D
hCA II 86 GTYRLIQFHFHWGSLDG--OGSEHTVDKKKYAAELHLVHWN-—-TKYGDFGKAVOOPDGLAVLGIFLKVG——SAKPGLOKVVDVLDS IKTKGKSADF
hCa I 86 DSYRLFQFHFHWGSTNE--HGSEHTVDGVKYSAELHVAHWNS—AKYSSLAEAASKADGLAVIGVLMKVG——EANPKLOKVLDALOAIKTKGKRAPF

hCA III 86 GPYRLROFHLHWGSSDD-——HGSEHTVDGVKYARELHLVHWN-—PKYNTFREALKQRDGIAVIGIFLKIG——HENGEFQIFLDALDKIKTKGKEAPF

hCA VII 86 GPYRLKQFHFHWGKKHD--VGSEHTVDGKSFPSELHLVHWNA-KKYSTFGEAASAPDGLAVVGVFLETG--DEHPSMNRLTDALYMVRFKGTKAQF

hCA XIIT 86 GSYRLRQVHLHWGSADD--HGSEHIVDGVSYAAELHVVHWNS-DKYPSFVEAAHEPDGLAVLGVFLQIG--EPNSQLOKITDTLDSIKEKGKQTRE

hca IV 86 APYQAKQLHLHWSDLPY-—-KGSEHSLDGEHFAMEMHIVHEKEKGTSRNVKEAQDPEDE IAVLAFLVEAG-TQVNEGFQPLVEALSNIPKPEMSTTM

hCA IX 86 REYRALOLHLHWGAAGR-—-PGSEHTVEGHRFPAETHVVHLS--TAFARVDEALGRPGGLAVLAAFLEEG-PEENSAYEQLLSRLEETAEEGSETQV

hCA XII 86 SRYSATQLHLHWGNPND-PHGSEHTVSGQHFAAELHIVHYNS-DLYPDASTASNKSEGLAVLAVLIEMG--SFNPSYDKIFSHLOHVKYKGQEAFV

hCA XIV 86 RKYVARQLHLHWGOKGS-PGGSEHQINSEATFAELHIVHYDS-DSYDSLSEARERPQGLAVLGILIEVG-ETKNIAYEHILSHLEEVRHKDOKTSV
hCA VA 86 NHYRLKQFHFHWGAVNE-—GGSEHTVDGHAYPAELHLVHWNS-VKYQONYKEAVVGENGLAVIGVFLKLG-—-AHHOTLORLVDILPETKHKDARARM

hCa vB 86 HNYRLKQFHFHWGAIDA--WGSEHTVDSKCFPAELHLVHWNA-VRFENFEDAALEENGLAVIGVFLKLG--KHHKELOKLVDTLPSIKHKDALVEF
hCA VI 86 TVYIAQQMHFHWGGASSEISGSEHTVDGIRHVIEIHIVHYN——SKYKSYDIAQDAPDGLAVLAAFVEVKNYPENTYYSNFISHLANIKYPGQRTTL
A A A *

or ¢ 1 P X 1 Be )-4:' oG ts Eﬁ )

hCA II 177 TNFDPRGLLPE--SL-DYWTYPGSLTTPPLLECVTWIVLKEPISVSSEQVLKFRK-LNFNGEGE-PEELMVDNWRPAQPLKNRQIKASF—-
hCa I 177 TNFDPSTLLPS--SL-DFWIYPGSLTHPPLYESVTWIICKESISVSSEQLAQFRS-LLSNVEGD-NAVPMOHNNRPTOPLKGRTVRASF——

hCA III 177 TKFDPSCLEFPA--CR-DYWIYQGSFTTPPCEECIVWLLLKEPMTVSSDOMAKLRS-LLSSAENE-PPVPLVSNWRPPOP INNRVVRASFK—
hCcAa VII 177 SCFNPKCLLPA——SR—HYWTYPGSLTTPPLSESVTWIVLREPICISERQMGKFRS—LLFTSEDD ERIHMVNNFRPPQPLKGRVVKASFRA

hCA XIII 177 TNFDLLSLLPP--SW-DYWIYPGSLTVPPLLESVIWIVLKQP INISSOOLAKFRS~LLCTAEGE-ARARLVSNHRPPOPLKGRKVRASFH=
hCA IV 177 AESSLLDLLPKEEKLRHYFRYLGSLTTPTCDEKVVWTVFREPIQLHREQILAFSQKLYYDKE——-QTVSMKDNVRPLQQLGQRTVIKS——-

hCA IX 177 PGLDISALLPS——DFSRYFQYEGSLTTPPCAQGVIWTVFNQTVMLSAKQLHTLSDTLWGPGD ————— SRLOLNFRATQPLNGRVIEASFP-

hCa XITI 177 PGFNIEELLPE--RTAEYYRYRGSLTTPPCNPTVLWIVERNPVQISQEQLLALETALYCTHMDDPSPREMINNFROVQKFDERLVYTSFS—

hCa XTIV 177 PPFNLRELLPK--QLGQYFRYNGSLTTPPCYQSVLWIVEYRRSQISMEQLEKLOGTLFSTE--EEPSKLLVONYRATQPLNORMVFASFE——

hCA VA 177 RPFDPSTLLPT--CW-DYWTYAGSLTTPPLTESVTWIIQKEPVEVAPSQLSAFRT-LLFSALGE-EEKMMVNNYRPLOPLMNRRKVWASE--

hca vB 177 GSFDPSCLMPT--CP-DYWTYSGSLTTPPLSESVTWIIKKQPVEVDHDQLEQFRT-LLFTSEGE-KEKRMVDNFRPLOPLMNRTVRSSF——

hCAa VI 177 TGLDVQDMLPR--NLQHYYTYHGSLTTPPCTENVHWFVLADFVKLSRTOVWKLENSLLDHRN-—-—— KTIHNDYRRTQPLNHRVVESNFP -
* *



hCAs come drug targets




Sito attivo «xamfipatico». hCA Il




Il concetto di Lead Compound

Un lead compound € un composto dotato di bassa affinita verso il

target biologico
Costituisce il punto d’inizio nella scoperta e sviluppo di un farmaco

Caratteristiche di un lead:
— Strutture chimiche relativamente semplici
— Facile accessibilita sintetica
— Buone caratteristiche ADME
L'individuazione del farmacoforo nel Jlead puo essere

sperimentalmente determinata attraverso le relazioni struttura-

attivita (SARs)



SARs

e Consistono nell’apporto di modifiche strutturali al composto
d’'interesse e successiva valutazione delle attivita del nuovo
derivato

e Tali modifiche possono riguardare:

— Semplificazioni della struttura di partenza
— Alterazioni delle catene alchiliche
— Irrigidimenti strutturali

— Sostituzioni bioisosteriche e non

e Permettono l'identificazione dei gruppi funzionali capaci di
evocare una risposta biologica



Isosteri e Bioisosteri

e Analisi delle somiglianze delle proprieta
chimico-fisiche di atomi, gruppi, radicali e
molecole con simile struttura elettroniche

e Tali somiglianze si osservano :

— tra atomi appartenenti alla stessa colonna
della tavola periodica che hanno orbitali
esterni simili

— tra atomi adiacenti aventi volume e massa
non molto diversi

e Le molecole si definiscono isosteriche se
contengono lo stesso numero e la stessa Irving Langmuir, 1919
disposizione di elettroni Nobel 1932 per la chimica



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/9/96/Langmuir-sitting.jpg

Isosteri e Bioisosteri

hydrogen hellurn
1 2
H He
1.0078 Key: 4.0026
lithium eryllium alament name baoron carban nitragen cxygen flucrine nec
3 4 atomic number 5 6 T 8 9 10
Li | Be B C| N O] F |Ne
G841 §.0122 10811 12.011 14.00% 15.8939 18 998 20180
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*lanthancids | La | Ce | Pr | Nd |Pm|Sm|Eu | Gd| Tb | Dy | Ho| Er |Tm| Yb
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[227] 33304 331.04 23803 [237] [2d4] [243] [247] [247] [251] [253] [257] [258] [Esg]




Isosteri e bioisosteri

H.G. Grimm, 1925 - Regola dello spostamento degli idruri:

L’aggiunta di un idruro ad un atomo conferisce allo “pseudoatomo” le
proprieta dell’atomo successivo avente numero atomico piu alto

Table 2. Grimm's Hydride Displacement Law

C N O F Ne Na
CH NH OH FH —
CH> NH> OH> FH>"
CHs NH; OH3*
CH, NH,;"

Oscar Hinsberg = estensione del concetto di isosteria tra —-CH=CH-e —
S—, con riconoscimento della possibilita di scambio isosterico tra anelli
aromatici (es. benzene/tiofene)



Bioisosteria

Le modifiche strutturali di un lead compound non devono alterare
in maniera negativa la capacita di una molecola di essere
riconosciuta dal target biologico

Tali modifiche possono servire a:

— Modulare l'interazione di farmaco/recettore

— Migliorare la farmacocinetica

— Diminuire la tossicita

A differenza delle regole dell’isosteria quelle per |la bioisosteria sono
molto meno rigide

Le similitudini biologiche (bioisosteria) appaiono piu spesso di quelle
chimiche (isosteria)



Bioisosteria

e Harris Friedman, 19512 «...sono bioisosteri quei composti che
soddisfano la definizione di isosteri nel senso piu ampio e che
hanno lo stesso tipo di attivita biologica...»

e Dunque, si considerano bioisosteri quei raggruppamenti che:

— Possiedono caratteristiche steriche ed elettrostatiche simili

— Se sostituiti al gruppo originale in una molecola ne
mantengono il tipo di attivita



Bioisosteri: classificazione

* Bioisosteri classici:
— Atomi e gruppi monovalenti
— Atomi e gruppi bivalenti
— Atomi e gruppi trivalenti

— Atomi e gruppi tetrasostituiti
— Equivalenti ciclici

 Bioisosteri non classici:
— Gruppi intercambiabili

— Modelli aperti e modelli chiusi



Atomi e gruppi monovalenti

Le migliori similitudini si trovano nello scambio tra alogeni ed in
gruppi—XH_ con X=C, N, S, O

Gli alogeni sono intercambiabili.
Il cloro puo essere sostituito

Lo scambio di —OH con —NH, puo condurre all’antagonismo

CO0H
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IJ/ “cooH NH, /E’ﬁ/ﬂ\jflwﬂ“*:nm
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Acido folico Aminopterina

Inibitore della folato reduttasi



anestetico locale

aminopirina

analgesico
tossico

Atomi e gruppi bivalenti

Includono —O—, -NH-, =S—, CH,
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Atomi e gruppi trivalenti

Includono —N=, —CH=
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Atomi e gruppi tetravalenti

E il caso di composti ammonici quaternari modificati nei rispettivi
fosfonio, arsonio e analoghi. Lattivita si mantiene in grado ridotto ed i
composti sono piu tossici

Equivalenti ciclici

Sostuzioni di anelli aromatici (es. benzene/tiofene e piridina/tiazolo)
sono estremamente frequenti in chimica farmaceutica

SV W
|
DR o
MH-

sulfapiridina (antibatterico) sulfatiazolo (antibatterico)




Gruppi intercambiabili

* Non presentano le corrispondenza steriche ed elettroniche degli
isosteri classici

* Un buon esempio e l'intercambiabilita del gruppo ossidrile con il
gruppo solfonammidico nelle catecolamine

* Talvolta la sostizione puo condurre all’antagonismo

Solfonammido-bioisostere

Agonisti Fenilefrina
OH
B Adrenergici OH &
NHCH,
m WHCH, CHS0,—N
a0
H
pKa =9.1

pKa =9.6



Modelli aperti e modelli chiusi

» Esempio classico: passaggio dall’estradiolo al dietilstilbestrolo, con
un rapporto di potenza 1:1

* La bioisosteria e attribuita alla capacita dei due supporti lipofili di
tenere i due ossidrili alla distanza necessaria per interagire con in
recettore

estradiolo dietilstilbestrolo



