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Molecular targets

- Quali sono i target molecolari di un farmaco ad attivita specifica?
- Enzimi e recettori: che differenze ci sono?

Marco L. Lolli

University of Torino (UniTO)



Fase Farmacodinamica: cio che il Farmaco fa allorganismo

Studio del comportamento del farmaco nella BIOFASE ovvero di
come Interagisce con Il suo bersaglio macromolecolare attraverso
le interazioni di legame.

Farmaco

W - Sito di legame

u\ Macromolecola bersaglio

i
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Fase Farmacodinamica: cio che il Farmaco fa all'organismo

| farmaci possono essere:

* Strutturalmente aspecifici: non hanno un bersaglio
molecolare ben definito

* Strutturalmente specifici: agiscono attraverso
'Interazione con un recettore o un enzima
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Farmaci strutturalmente specifici:

Caratterizzati da rigorosi requisiti strutturali,
elevata potenza e da interazioni competitive.

Bersagli dei farmaci strutturalmente specifici:

Macromolecole quali proteine (enzimi, recettor,
proteine di trasporto) ed acidi nucleici (DNA, RNA).

Drug targets:
* Recettori
*  Enzimi

Hormonal
control
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Hormone
receptors

4
|
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Teoria recettoriale
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Gruppi funzionali e residui carboniosi
presenti nel farmaco Iinteragiscono
con gruppi funzionali e residul
carboniosi complementari presenti
nel recettore.

| primi si definiscono gruppi di
legame, | secondi siti di legame.

Gruppi di legame:

//“\\‘
/ \\
| 4 H,"- OH ®
NH,Me

Neurotrasmettitore

Teoria recettoriale

Siti di legame:

Regione di legame
Regione di legame 9 9

er van der Waals Regione di legame ionica
per legame a H P , g/ 9
\\\ O/H /’, O }//
> 4 0,C
e" v
ito di lega /

Recettore

Sito di legame (sito di binding): piccola e specifica zona della macromolecola in cui ha luogo
Iinterazione di legame tra il farmaco e la macromolecola stessa.

Tipicamente una insenatura o una fenditura nella superficie macromolecolare.
La complementarieta strutturale richiesta € analoga a quella richiesta tra una chiave ed una

serratura.

/ Farmaco

\ Macromolecola bersaglio

Sito di legame

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



.

Molecular targets

Receptors
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Recettori

Il concetto di recettore risale al 1878 durante gli studi di John Langley, un fisiologo
Britannico, sulle proprieta biologiche dell'atropina e della pilocarpina.

Tuttavia il termine di recettore fu introdotto da Paul Erlich, un famoso pioniere della
chemioterapia e dellimmunochimica.

La sua definizione corpora non agunt nisi fixata (I composti non agiscono se non vengono
legati), Il concetto di bioattivazione, di indice terapeutico, e di resistenza ai farmaci sono
tuttora validi, anche se sono stati profondamente affinati.
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o Recettori
Qualche definizione....

- | recettori sono macromolecole funzionali che costituiscono il bersaglio per 'azione dei Farmaci.

- Strutture biologiche in grado di iniziare una serie di eventi fisico-chimici che conducono ad una
risposta biologica.

- Strutture biologiche finalizzate all'identificazione di substrati naturali ben determinati (mediatori
chimici, ormoni) e specializzate:

|. nella ricezione di un segnale proveniente dall'esterno della cellula
2. nella trasduzione del segnale stesso all'interno della cellula

possono essere presenti all'interno della cellula oppure sulla membrana cellulare.
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Teoria recettoriale

Timeline | Key events in the discovery and establishment of the concept of receptors

Ehrlich assumes specific chemical characteristics of cells as an Ahlquist proposes that adrenaline
explanation for the selective binding of dyes. acts on two pharmacologically

The nicotinic ACh receptor
(NACHhR) is isolated and

I distinct receptor subtypes, which purified, and its subunit

stoichiometry determined.

Langley concludes: “there is some substance he terms ‘o’ and ‘B’ receptors.
... Inthe nerve endings or gland cells with

which atropin and pilocarpin are capable of
forming compounds ... according to some
law of which their relative mass and chemical

Ehrlich is awarded the
Nobel Prize in Medicine or
Physiology in recognition of

Stephenson modifies the receptor-occupancy
theory to account for spare receptors and
discrepancies between the binding (K) and

Black is awarded the
Nobel Prize for his work
on developing receptor-

affinity for the substances are factors”. his work on immunity. effect (EC,,) of drugs at receptors.

subtype-selective drugs.

1954 1956

Ehrlich proposes the
‘side-chain theory’ for the
binding of toxins to cells.

Ehrlich proposes the
existence of
‘chemoreceptors’ for drugs.

Ariens modifies the receptor-
occupancy theory to account for
the intrinsic activity of drugs.

cDNA sequences
for NAChR subunits
are reported.

Langley proposes that nicotine Clark proposes the
and curare act on the ‘receptive ‘receptor-occupancy
substance’ of muscle cells. theory’.

Gilman and Rodbell are awarded the Nobel Prize for
their work on the discovery of G-protein-coupled
receptors and their role in signal transduction.

Propranolol is introduced
as the first clinically useful
B-receptor blocker.

Maehle, A.-H.; Prull, C.-R.; Halliwell, R. F.,“The emergence of the Drug Receptor Theory”Nature
Reviews (Drug Discovery) 2002, 1, 637-641

Erlich, Langley, Clark, Alquist, Ariens, Stephenson, attraverso questi
ricercatori  dalla fine dell'ottocento ad oggi si € venuto a delineare la
moderna teoria recettoriale.
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Recettori: struttura e funzione

SISTEMA DI COMUNICAZIONE

Deriva dal SNC che riceve ed invia
messaggl attraverso una vasta rete di
nervi, come un impulso elettrico che

viaggia lungo la cellula nervosa verso
Il bersaglio.

| neuroni terminano poco prima
della superficie della cellula bersaglio.

Encefalo

Neuroni
parasimpatici
(regione cranica)

Neuroni
simpatici
(regione spinale)

Neuroni
parasimpatici
(regione sacrale)

R I

Cuore
1 ~O- <O—— | Muscolatura liscia
J AC AC Pupille
- o= [Cuore
AC NA Muscolatura liscia
O —(O— Ghiandole sudoripare
AC AC

Noradrenalina

AC Adrenalina

Ghiandole surrenali

[

{O——r <O Vescica

FIGURA 4.1 1l sistema nervoso centrale (AC = acetilcolina; NA = noradrenalina).
Riprodotto da Mann, J. (1992), Murder magic, and medicine, Oxford University Press,
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La Sinapsi

cellula
presinaptica

cellula
postsinaptica

euro
trasmettitore

membrana

postsinaptica
canale ionico
ligand-gated

membrana
postsinaptica

canali ionici
ligand-gated
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Neurotrasmettitore: messaggero chimico, trasporta il messaggio al di la dell'interruzione
sinaptica, si lega con una specifica proteina (recettore) incorporata nella membrana
cellulare, provocando una cascata di effetti secondari dai quali risulta una risposta biologica.
Autacoidi (ormoni locali): sostanze che
Nervo agiscono nelle immediate vicinanze del

¥ segnale sito di produzione.
@ ©
é Messaggero Ormoni: messaggeri chimici che
Recettore -.___ .
= devono percorrere lunghe distanze
(es. adrenalina).
Nucleo --7~ ’@
Cellula Cellula

FIGURA 4.2 T neurotrasmettitori agiscono come messaggeri chimici che si legano a
recettori e innescano reazioni all’interno di una cellula.

Siccome € coinvolto un processo chimico nel sistema di comunicazione, € possibile per altri
agenti chimici (farmaci) interferire o interagire con il processo.
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Tipi di messaggeri endogeni

Molecole semplici:

. Monoammine

2. Amminoacid

3. loni (Ca**, K+, Na*)

Molecole complesse:

Lipidi (prostaglandine)

AW N —

Enzimi (trombina)

Purine (adenosina, ATP)
Peptidi (endorfine, enkefaline, angiotensina)

H OH
0] %,
J]\ ® HO > NHR
NMe
HsC O/\/ 3
HO
Acetilcolina R=H Noradrenalina
R=Me Adrenalina
NH>
HO A HZN\/\/COZH
N
H
Serotonina Acido y-amminobutirrico
@]

OH lo
Prostaglandina F2a

Marco L. Lolli

HO NH,
HO

Dopamina Glicina

HO,C COzH

NH,

Acido glutammico

adenosina

NH

University of Torino (UniTO)



Tipi e sottotipi recettoriali Recettor

| tipi di recettori sono classificati dallo specifico neurotrasmettitore o ormone che |i attiva. /l
recettore attivato dalla dopamina e detto dopaminergico, quello attivato dall’acetilcolina colinergico,
dall'adrenalina adrenergico.

Non tutti I recettori attivati dallo stesso messaggero chimico sono esattamente gli stessi
(sottotipi). Per esempio I recettori adrenergici dei polmoni sono simili ma diversi da quelli del
cuore. Piccole differenze derivano da piccole variazioni aminoacidiche e se queste variazioni
sono a livello del sito di legame, allora si possono trovare farmaci che distinguono tra essi.

| sottotipi possono essere classificati

Endogenous ligand Subtypes
con del numeri o con il nome de

Biogenic amines

Acetylcholine M, M,, M, M, M, prodotti naturali che si legano ad essi

Adrenaline, noradrenaline Bi, B2, Bsoua cup cup, 24, (sottotipo muscarinico o nicotinico
Q2! Q2c : :

BTt D,. D.. Ds, Dy, Ds del recettore colinergico).

Histamine H,, H;, H3, H,

Serotonin 5-HT | A/B/D/ESEs 5- HT2 A/B/Cr

>-HTyq7 5-HTsp8

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Recettori

Attivazione dei recettori (Adattamento indotto)

Nel recettore, incorporato
nella membrana, c'é un'area
che ha la forma adeguata per
accettare iI messaggero che
S avvicina.

|Messaggero|

PR

Membrana

Recettore

cellulare

Cellula

Quando il messaggero si
sistema nel sito di legame, il
recettore, cambia forma , si
“accende”, il messaggio e
ricevuto e parte la catena di
eventl.

Adattamento
indotto

:> |Messagc ero| :>

Recettore

Cellula

Messaggio

Le interazioni devono essere
abbastanza forti da
permettere il processo ma
abbastanza deboli da
permettere che alla fine |l
messaggero si allontani
INnvariato.

|Messaggero|

#*

Recettore

Cellula

Marco L. Lolli
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Recettori

'adattamento indotto ha un effetto urto che modifica la forma complessiva della proteina.

Questo cambiamento innesca un effetto domino che influenza la chimica interna della
cellula attraverso un processo detto trasduzione del segnale che ha anche un effetto di

amplificazione.

© Transduzione del segnale
O/H\, /H ,,,,,,,,,, ©] O/H\. /H oo 02C
. o @ e . o ®
{ NH,Me ? { NH,Me
H H
O Adattamento O
/ indotto 7
Recettore Recettore

Distinguiamo I recettori in:

e di membrana

* intracellulari fétto Biologico

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Teoria recettoriale

E' fondamentale che si formi un complesso tra il farmaco (D) ed il recettore (R) grazie a
legami intermolecolari che possono essere continuamente rotti e riformati.

< [DI [R] .
D + R — DR d ™ [DR] o~ ‘\_o, P gc
/" "NH,Me 2
H
Si'instaura un equilibrio tra il farmaco in
soluzione D ed il farmaco legato al recettore DR y
Recettore

K costante di dissociazione (mol/L)

Il tempo in cui il farmaco rimane legato dipbende dal numero e dal tipo di interazioni
intermolecolari che si formano.

Bassi valori di K;: elevata affinita per il recettore e maggiore stabilita del
complesso Farmaco - recettore DR

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Proteine

Recettori di Membrana <«

I
T R )

RECETTORE: molecola proteica inglobata nella membrana cellulare; nella porzione affacciata verso lo spazio
extracellulare: sito di legame

ADATTAMENTO INDOTTO

Recettore Recettore
Membrana

T

Messaggio

Sitodi
legame

Adattamento indotto coinvolge altri
componenti cellulari

.

effetto biologico

v' AFFLUSSO di IONI nella cellula
PROTEINE G di membrana
v' ENZIMI DI MEMBRANA

Trasduzione del segnale: v

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Classificazione dei recettori di membrana sulla base della
trasduzione del segnale

ioni

* Recettori ionotropi: canali ionici figand-gated e

-

» Recettori metabotropi: recettori accoppiati a proteine G

agonista

agonista

proteina G proteina G enzima o
enzima o attivata canale ionico
canale ionico attivato

agonista

» Recettori ad attivita
enzimatica intrinseca

S
dominio dominio
catalitico catalitico
inattivo attivo

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



|. CANALI IONICI LIGANDO-DIPENDENTE (LIGAND-GATED ion channels)

Complessi proteici che attraversano la membrana cellulare (5 subunita di natura glicoproteica)

TUNNEL IDROFILO

v" APERTO
j § v CHIUSO
£ ,

Idrofilo e
Idrofobo ——

Recettore Sito di legame Messaggero ®

. ®
» ®

Membrana Membrana
cellulare —» cellulare

recettore: una delle subunita proteiche del
canale sensibile ad un neurotrasmettitore Cinque subunita proteiche

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Messaggero

@
Canale )
ionico ., l . Sito Canale
(chiuso) ™. .~ dilegame ionico
| A sulrecettore|  —— (aperto) @ [essaggero

Adattamento
indotto e apertura
del canale ionico

Membrana Membrana Membrana Membrana
cellulare cellullare cellullare cellullare
Cellula Cellula @

. . Gated-ion channel receptors
Recettori lonotropi: 000
o]

» recettori nicotinici per 'acetilcolina

» recettori per il glutammato Intracellular

» recettori GABA, per l'acido y-aminobutirrico (GABA)

» recettori per la glicina R etarioation
COIIuI}reffect

Acetilcolina e Glutammato: neurotrasmettitori eccitatori Time scale: milliseconds

GABA e Glicina: neurotrasmettitori inibitori e AR A roceptors

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



2.

RECETTORI CON ATTIVITA ENZIMATICA INTRINSECA

Il recettore € un enzima, una tirosina chinasi o una guanilato ciclasi; il legame con il messaggero nella porzione
extracellulare promuove direttamente I'attivita enzimatica nella porzione intracellulare del recettore

seoss ocos

soobt lossee

COOH

Recettori di diversi ormoni (es. insulina) e fattori di crescita (insulino simile, epiteliale, delle

piastrine)

Recettori ad attivita tirosin-chinasica

(es.insulina e fattori di crescita) legame
col ligando: porzione citoplasmatica del
recettore subisce autofosforilazione

: 1

cascate di fosforilazioni

Recettori ad attivita guanilato-ciclasica

legame col ligando attiva I'enzima => ciclizzazione del GTP a cGMP

Marco L. Lolli

Receptors with intrinsic enzymatic
activity

Agonist

Autophosphorylation
or cGMP synthesis

!

Cellular effect

Time scale: seconds, minutes
Examples: tyrosine-kinase receptors
guanylate cyclase receptors

rGC

Unive! - O)



3.

RECETTORI ACCOPPIATI ALLE PROTEINE G (proteine di membrana contenenti guanosina

difosfato = GDP) = trasducono il segnale mediante secondi messaggeri

§NH porzione extracellulare amminoterminale
2

???Cm) Cfcf??? singola catena polipeptidica che attraversa la membrana /7
(LJ)JXLCL JXLCLCLJ) volte (7 domini transmembrana, 7 regioni idrofobiche)

COOH porzione intracellulare citoplasmatica carbossiterminale coinvolta
nell'accoppiamento con le proteine G (GTP-asi di membrana)

neurotrasmettitore

O recettore accoppiato
a proteina C ]
~
.m.,‘

segmenti di x-elica
transmembrana

AR

RECETTORI RECETTORI
IONOTROPI METABOTRQPI

proteina G

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)
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Molecular targets

ENzymes
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Enzimi come catalizzatori Enzimi

Agenti che velocizzano una reazione chimica senza essere consumati.

Catalizzano le reazioni cellulari, che in loro assenza sarebbero troppo lente per essere utili.

Agiscono abbassando l'energia di attivazione contribuendo a stabilizzare lo stato di transizione

|. Forniscono una superficie di reazione

I Btstosidoginsl - Ho i ed un ambiente adatto.
_C.___OH + NADH - _C___OH + NAD*
HsC ﬁ Agente ~ H3C ICI Agente
o) riducente le) ossidante .. . . . Co
Acido piruvico Acido lattico 2. Awvicinano i reagenti e li posizionano
FIGURA 3.1 Reazione catalizzata da lattato deidrogenasi. correttamente ne“a Conﬂgur‘aZIOHe del
loro stato di transizione.
e 3. Rendono deboli nei reagenti i legami
" - “ N .
1 S one i che devono essere rotti.
- Energia " ditransizione
di attivazione
Nateriale AT Materiale 4. Possono partecipare al mpeccanismo.
di partenza di partenza
-------------- Prodotto TrTTTTTTTT Prodotto
Avan=zamento Avan;amento

Senza enzima della reazione Sonensmg della reazione

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



I sito attivo di un enzima
pUO essere una cavita, O un
solco In una proteina In cul
sono presentl Importanti
aminoacidi che legano |l
substrato o partecipano al
meccanismo della reazione.

Gli aminoacidi del sito attivo
hanno percio piu ruol:

|. dilegame
2. catdlitico

Sito attivo Sito attivo

FIGURA 3.4 1l sito attivo di un enzima.

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Prodotto
Substrato >
\ B
\\

: \ 1
v Substrato J

Legame Reazione . Rilascio

—_— _ [EEEE——

—yT— —yT— —yT—

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Legame del substrato attivo

I substrato induce il sito attivo ad assumere la forma ideale
per accoglierlo e massimizzare le interazioni di legame
(adattamento indotto).

Nel contempo anche il substrato modifica la sua forma: per
esempio puo ruotare un legame e assumere una particolare
conformazione (non necessariamente la piu stabile!), puo
allungare e indebolire dei legami che si devono rompere.

Owvero si disporra nella conformazione ideale per la
reazione che seguira.

Le interazioni pero devono essere sufficientemente forti da
bloccare il substrato per la successiva reazione, ma
sufficientemente deboli per lasciare il sito attivo alla fine della
reazione e non bloccarlo per una successiva reazione.

Marco L. Lolli

Enzimi

O eaTee H
=0 ®
......... H3N
St Legame
ionico
v

van der Waals Legame ionico

FIGURA 3.8 Esempio di un adattamento indotto.
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Ruolo catalitico Enzimi

|.  Acido base: spesso interviene l'istidina quale donatore ed accettore di protoni.

Enzima _Enzima Enzima ®
i TNH bNH 7 NH
Anello - \
imidazolico{ /) (\/) )
N ';‘@ ';‘
QA H H
@ —

H Stabilizzazione della carica per risonanza

I

FIGURA 3.9 Listidina che agisce come una base debole.

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Ruolo catalitico Enzimi

2. Attacco nucleofilo: serina e cisteina possiedono rispettivamente residui OH ed SH in grado
di reagire con il substrato formando intermedi che possono evitare lo stato di transizione ad
alta energia ed aumentare la velocita. Normalmente nelle vicinanze c'e un residuo di istidina a
catalizzare I'attacco nucleofilo. Si riporta sotto l'idrolisi dei legami peptidici della chimotripsina
che coinvolge una triade catalitica: serina come nucleofilo, istidina come catalizzatore acido-
base, aspartato come orientatore dell'anello imidazolico nella posizione corretta.

:0: v sfye
I 0 S
s e s C~ Co
~La.a. NH-aa r\Ja‘a,// NH-aa N f\_,a.a_//QNH—aaW
‘NP N-He - i NP N-He | - - sNAN-Hel =
(O—H N\_%N ‘0)40 - ( —H FN\_TN ‘o/vro (10: N\“L_(‘N ‘0)¢o
Ser His Asp Ser His Asp Ser His Asp

Y

\




Regolazione degli enzimi Enzimi

Tutti gli enzimi hanno controlli interni od esterni che inibiscono o aumentano I'attivita
catalitica.

Il controllo puo aver luogo a livello dei siti di legami allosterici, ovvero siti il cul legame con |l

proprio agente regolatore provoca un adattamento indotto che altera il sito attivo e lo
rende irriconoscibile al substrato.

Substrato Nessun Substrato
adattamento

N

Cambiamento
conformazionale
=

Sito attivo
(chiuso)

’ Inibitore
allosterico

FIGURA 3.14 Inibizione allosterica di un enzima.

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Regolazione degli enzimi Enzimi

Controllo interno:

Un esempio di controllo interno e il controllo retrogrado: il prodotto di un percorso
biosintetico controlla la propria sintesi inibbendo Il primo enzima del percorso stesso
adattandosi ad un Sito di legame allosterico e provocando un adattamento indotto.

A— B —— = (C = = j== » G
Enzima 1 Enzima 2 Enzimi -
ok :

Controllo retrogrado

Controllo esterno:

Neurotrasmettitori che innescano una cascata di segnali all'interno della
cellula che a loro volta attivano un gruppo di enzimi, le protein kinasi,
che fosforilando aminoacidi quali serina, treonina o tirosina in enzimi
bersaglio, con un legame covalente |i trasformano da inattivi ad attivi

O viceversa.

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Enzimi

La fosforilazione € una reazione chiave nell'attivazione e disattivazione di enzimi.
Elimina interazioni a legame idrogeno con gli OH che fosforila e consente la
formazione di nuovi legami ionici con il nuovo gruppo fosfato che introduce

cambiando la struttura terziaria dellenzima.

I
I
I
1
I
I
!

i1

Sito attivo
(chiuso)

Sito attivo
(aperto)

E——

Marco L. Lolli

University of Torino
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Cinetica enzimatica: eq. di Michaelis-Menten

Vale per un enzima E che si combina con il suo substrato S per formare un complesso
enzima-substrato ES. Il substrato puo poi dissociarsi per ridare E + S o andare avanti a
formare il prodotto R Si assume che la formazione del prodotto sia irreversibile:

Velocita
K4 Ks di
E -+ S ——ES —»E -+ P reazione

Velmax
2

[S] Eqg. Michaelis Menten

V=y
max
5]+ &,
A basse concentrazioni di substrato la velocita di K (s]
reazione aumenta In maniera quaS| propomlonale FIGURA 3.17 Velocita di reazione contro
alla concentrazione del substrato, mentre a concentrazione di substrato.

concentrazioni elevate la velocita diventa praticamente costante;
questo andamento riflette la saturazione dei siti attivi disponibili.

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Isoenzimi

Varianti dello stesso enzima, catalizzano la stessa reazione ma differiscono nella struttura
primaria, nella specificita di substrato e nella distribuzione tissutale.

Ad esempio la cicloossigenasi (COX), enzima coinvolto nella biosintesi delle prostaglandine

(PG, agenti responsabili del dolore e dell'inflammazione), esiste in piu isoforme (ad oggi sono
note le COXI ,COX2, COX3).

Arachidonic acid Le COXI sono presenti in

H.C N _ COOH con¢z'|om fisiologiche
S S (costitutive).
Glucocorticoide, IL-4/IL-10/IL-13
/ )(y (inhibit expression)

Le COX2 sono costitutive in

COX-1 COX-2 . Qo -
(constitutive) (inducible and constitutive)| W@ cuore e reni e inducibili negll
selective altri organi iIn stati
PGs N PGs COX-2 Inhibitors . g
1@ _ inflammatori.
classic
Stomach NSAIDs Macrophages
Intestine Synoviocites
Kidney Endothelial cells
Platelets Disease targets:

Arthritis, Inflammation,
Alzheimer's Disease

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Isoenzimi: inibitori competitivi della cicloossigenasi COX

Inibitori competitivi: si legano In una zona
dellenzima dedicata binding col substrato.
Competono quindi con Il substrato stesso nel |
sito attivo.

coxi (8 v

L'inibizione dellenzima COX
abbassa i livelli di PG e allevia
| sintomi della inflammazione,
tuttavia ci sono PG con effett
benefici nel tratto Gl e nei
reni.

NSAID binding space

La maggior parte degli

antiinffammatori non . T Hs»-(*-fl

steroidei (NSAIDs) agisce .. S v Y
bloccando entrambe le R I

. v s Flurbiprofen DuP697

|Soforme (no SelettIVIta). Figure 4 | Comparison of the NSAID binding sites of COX1 and COX2 after Browner. Schermatic cartoon [modified from Rer: 142),

showing the differencas in the NSAID binding sites of COX1 and COX2. Note that the COX2 binding site is more accommodating and
is characterzed by a "side pockat” that can accommodate bulky groups such as the methyl sulphonyl moiety of DuPE97. COX,
cyclooxygenase; NSAID, non-steroidd anti-inflammatory drug.

niTO)



)-r\yé:“ T

His-513

COX-]

In rosso iI dominio catalitico e in verde il dominio di legame di
membrana della COX. | residui aminoacidici che si affacciano
allinterno del sito attivo sono riportati in bianco e Iin azzurro la
superficie accessibile al solvente.

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Nome: Ibuprofen Targeting COX

(2R)S)-2-[4-(2-Methylpropyl)phenyl]propanoic acid. EUROPEAN PHARNACOPOEIA 42 —
Classe: Antiinflammatort non steroidei (FANS) /. s

Solution S. Dissolve 2.0 g in methanol R and dilute to 20 ml

M . L . o | | . | . . C O>< IBUPROFEN with the same solvent.
eccan I SI I |O. I n I b IZl On e de a CI C OSSIgenaSI Appearance of solution. Solution S is clear (2.2.1) and
Ibuprofenum colourless (2.2.2, Method II).
Angle of optical rotation (2.2.7): —0.05" to + 0.05°.
H CHs Dissolve 0.50 g in methanol R and dilute to 20.0 ml with
> the same solvent.
CHs CO2H and enantiomer Related substances. Liquid chromatography (2.2.29).
HaC Test solution. Dissolve 20 mg of the substance to be
H BA examined in 2 ml of acetonitrile R and dilute to 10.0 ml with
C;H 50, M,206.3 mobile phase A.
’ P e | Reference solution (a). Dilute 1.0 ml of the test solution to
. L ) i DEFINITION o 1100.0 ml with mobile phase A.
Ll pOfI I |C|ty / (2RS)-2-[1HZ-Methylpropyl)phenyl]propanolc.acld, | Reference solution (b). Dissolve 20 mg of ibuprofen CRS in
~ < / | Content: 98.5 per cent to 101.0 per cent (dried substance). |2 ml of acetonitrile R, add 1.0 ml of a 0.06 g/1 solution of
=~ P N ’ | ibuprofen impurity B CRS in acetonitrile R and dilute to
’ i CHARACTERS 110.0 ml with mobile phase A.
= ’ i Appearance: white, crystalline powder or colourless crystals. | Column
z | Solubility: practically insoluble in water, freely solublein | g0, 7_0.15m, @ - 4.6 mm,
T | acetone, in methanol and in methylene chloride. It dissolves _ . A C P ili 1 for
O i in dilute solutions of alkali hydroxides and carbonates. " Y phase: oc siiica get o
H i chromatography R (5 pum).
= CIDENTIRICTION  Mobile phuse
First identification: A, C. — mobile phase A: mix 0.5 volumes of phosphoric acid R,
Second identification: A, B, D. 340 volumes of aceto{‘l{'tn‘le R and 600 volumes of
\ O H - . water R; allow to equilibrate and dilute to 1000 volumes
i I with water R,

"B. Dissolve 50.0 mg in a 4 g/I solution of sodium _ bile phase B: acetonitrile R,
‘ hydroxide R and dilute to 100.0 ml with the same mootte phase B: acetonttrie v,
N alkaline solution. Examined between 240 nm and Time Mobile phase A Mobile phase B g:_
> N 300 nm (2.2.25), using a spectrophotometer with a band (min) (per cent V/V) (per cent V/V) S
‘ N width of 1.0 nm and a scan speed of not more than 0-25 100 0 :é“;',
N 50 nm/min, the solution shows a shoulder at 258 nm and S
~ . i -
S 2 absorption maxima, at 264 nm and 272 nm. The ratio of 555 100 =15 08 =
N H B D the absorbance measured at the maximum at 264 nm to 55-70 15 85
So \ that mgasured at the shoulder at 258 nm is 1.20 to 1.30. 70-75 15 - 100 85 0
N \ The ratio of the absorbance measured at the maximum
So A at 272 nm to that measured at the shoulder at 258 nm Flow rate: 2 ml/min.
N A is 1.00 to 1.10. Detection: spectrophotometer at 214 nm.
N C. Infrared absorption spectrophotometry (2.2.24). Equilibration: for about 45 min with mobile phase A.
|_|pof|||c|ty Prepara{zon: C!lsc& Injection: 20 ul.
Comparison: ibuprofen CRS. System suitability: reference solution (b):
DEFINITION D. Thin-layer chromatography (2.2.27). — peak-to-valley ratio: minimum of 1.5, where H, = height
Test solution. Dissolve 50 mg of the substance to be above the baseline of the peak due to impurity B, and #,=
examined in methylene chloride R and dilute to 10 ml height above the baseline of the lowest point of the curve

(2RS)-2-[4-(2-Methylpropyl)phenyl]propanoic acid. ith the same solvent. separating this peak from the peak due to ibuprofen. I

. . . . necessary, adjust the concentratif
Reference solution. Dissolve 50 mg of ibuprofen CRS in mobile phase A.

Content: 98.5 per cent to 101.0 per cent (dried substance). methylene chloride R and dilute to 10 ml with the same )
Plate: TLC silica gel plate R. — impurity B: not more than the aj

peak in the chromatogram obtais

Mobile phase: anhydrous acetic acid R, ethyl acetate R, i European
CHARACTERS hexane R (5:24:71 V/V/V). solution (b) (0.3 per cent), P

e — any other impurity: not more th Pharmacopoeia
. . . Application: 5 pl. the principal peak in the chroma;
Appearance: white, crystalline powder or colourless crystals. Development: over a path of 10 cm. reference solution (2 (03 per ce
Drying: at 120 °C for 30 min. — total of all impurities apart from|
/17 . 1 1 1 1 Detection: lightly spray with a 10 g/1 solution of than 0.7 times the area of Phe pr]
Solubility: practically insoluble in water, freely soluble in L R g homaapan el i
1 1 1 1 and heat at 120 “C for 20 min. Examine in ultraviolet -{ per cent),
acetone, in methanol and in methylene chloride. It dissolves and heat at 120 _ doregand it 005 timesthe &
1 1 1 1 1 Results: the principal spot in the chromatogram obtained in the chromatogram obtained wi
in dilute solutions of alkali hydroxides and carbonates. Resuls: the principal spot n the chromatogram obtaited .05 per cemt). 90
size to the principal spot in the chromatogram obtained ~ Impurity F. Gas chromatography (2R
with the reference solution. normalisation procedure.
General Notices (1) apply to all monographs and other texts 2737
— -




Targeting COX

- Nome: Ibuprofen

- (2R)S)-2-[4-(2-Methylpropyl)phenyl]propanoic acid.
- Classe: Antiinflammatori non steroidei (FANS)

- Meccanismo: inibizione della ciclossigenasi COX

Lipofilicity Val349A

T

C Arg120A D

Lipofilicity

Marco L. Lolli University of Torino (UniTO)



Nome: Ketoprofen

(2RS)-2-(3-benzoylphenyl)propanoic acid.
Classe: Antiinflammatori non steroidei (FANS)
Meccanismo: inibizione della ciclossigenasi COX

Lipofilicity

HBA

Lipofilicity

(2RS)-2-(3-benzoylphenyl)propanoic acid, calculated with

A white or almost white, crystalline powder, practically
insoluble in water, freely soluble in acetone, in ethanol

DEFINITION
Ketoprofen contains not less than 99.0 per cent and
not more than the equivalent of 100.5 per cent of
reference to the dried substance.
CHARACTERS
(96 per cent) and in methylene chloride.
IDENTIFICATION
First identification: C.

|

Ketoprofen

Targeting COX

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 5.0

01/2005:0922
KETOPROFEN
Ketoprofenum

H CHs

COoH

and enantiomer

DEFINITION

Ketoprofen contains not less than 99.0 per cent and

not more than the equivalent of 100.5 per cent of
(2RS)-2-(3-benzoylphenyl)propanoic acid, calculated with
reference to the dried substance.

CHARACTERS

A white or almost white, crystalline powder, practically
insoluble in water, freely soluble in acetone, in ethanol
(96 per cent) and in methylene chloride.

IDENTIFICATION

First identification: C.

Second identification: A, B, D.

A. Melting point (2.2.14): 94 °C to 97 °C.

100.0 ml with the same solvent. Dilute 1.0 ml to 50.0 ml
with ethanol (96 per cent) R. Examined between 230 nm
and 350 nm (2.2.25), the solution shows an absorption
maximum at 255 nm. The specific absorbance at the
absorption maximum is 615 to 680.

o

. Examine by infrared absorption spectrophotometry
(2.2.24), comparing with the spectrum obtained with
ketoprofen CRS.

Examine by thin-layer chromatography (2.2.27), using
silica gel GF,;, R as the coating substance.

©

Test solution. Dissolve 10 mg of the substance to be
examined in acetone R and dilute to 10 ml with the same
solvent.

Reference solution (a). Dissolve 10 mg of ketoprofen CRS
in acetone R and dilute to 10 ml with the same solvent.

Reference solution (b). Dissolve 10 mg of
indometacin CRS in acetone R and dilute to 10 ml with
the same solvent. To 1 ml of the solution add 1 ml of
reference solution (a).

Apply separately to the plate 10 pl of each solution.
Develop over a path of 15 cm using a mixture of 1 volume
of glacial acetic acid R, 49 volumes of methylene
chloride R and 50 volumes of acefone R. Allow the plate
to dry in air and examine in ultraviolet light at 254 nm.
The principal spot in the chromatogram obtained with
the test solution is similar in position and size to the
principal spot in the chromatogram obtained with
reference solution (a). The test is not valid unless the
chromatogram obtained with reference solution (b) shows
2 clearly separated principal spots.

TESTS

Appearance of solution. Dissolve 1.0 g in acefone R and
dilute to 10 ml with the same solvent. The solution is clear
(2.2.1) and not more intensely coloured than reference
solution Y (2.2.2, Method II).

Related subst: Prepare the soluti i diatel;
before use. Examine by liquid chromatography (2.2.29).
Test solution. Dissolve 20.0 mg of the substance to be
examined in the mobile phase and dilute to 20.0 ml with the
mobile phase.

Reference solution (a). Dilute 1.0 ml of the test solution to
50.0 ml with the mobile phase. Dilute 1.0 ml to 10.0 ml with
the mobile phase.

Reference solution (b). Dissolve 5.0 mg of ketoprofen
impurity A CRS in the mobile phase and dilute to 50.0 ml
with the mobile phase. Dilute 1.0 ml to 50.0 ml with the
mobile phase.

Reference solution (c). Dissolve 5.0 mg of ketoprofen
impurity C CRS in the mobile phase and dilute to 50.0 ml
with the mobile phase. Dilute 1.0 ml to 50.0 ml with the
mobile phase.

Reference solution (d). Dilute 1.0 ml of the test solution to
100.0 ml with the mobile phase. To 1.0 ml add 1.0 ml of
reference solution (b).

The chromatographic procedure may be carried out using:

— astainless steel column 0.15 m long and 4.6 mm in
internal diameter packed with a spherical octadecylsilyl
silica gel for chromatography R (5 um) with a specific
surface area of 350 m?*/g and a pore size of 10 nm,

— as mobile phase at a flow rate of 1 ml/min a mixture of
2 volumes of phosphate buffer solution pH 3.5 R, freshly
prepared, 43 volumes of acetonitrile R and 55 volumes
of water R,

— as detector a spectrophotometer set at 233 nm,

— a loop injector.

Inject 20 pl of reference solution (d). The substances are

eluted in the following order: ketoprofen and ketoprofen

impurity A. Adjust the sensitivity of the detector so that

the heights of the 2 principal peaks in the chromatogram

obtained are not less than 50 per cent of the full scale of the

recorder. The test is not valid unless the resolution between
the peaks corresponding to ketoprofen and ketoprofen

impurity A is at least 7.0.

Inject 20 pl of the test solution, 20 pl of reference

solution (a), 20 pl of reference solyiianstaland 20

reference solution (c). Continue th|

test solution for 7 times the retentig
relative retentions with reference t|
time = about 7 min) are as follows |
impurity H = about 0.39; impurity|
impurity E = about 0.69; impurity
impurity D = about 1.35; impurity
impurity A = about 1.50; impurity
impurity F = about 1.95; impurity
impurity L = about 2.49. In the ch
with the test solution: the areas off
to ketoprofen impurity A and keto,

not greater than the areas of the p

chromatograms obtained with refe|

reference solution (c), respectively

of any peak, apart from the princif 90

corresponding to ketoprofen impu [N,

impurity C, is not greater than the

in the chromatogram obtained with reference solution (a,

(0.2 per cent); the sum of the areas of all the peaks, apart

from the principal peak and any peaks corresponding to the

European
Pharmacopoeia

Second identification: A, B, D.
A. Melting point (2.2.14): 94 °C to 97 °C.

1874 See the information section on general monographs (cover pages)




- Nome: Naproxen Targeling.COX
(25) - 2_ (6_ M eth Oxyn a-p h-th a-| e n - 2_>/|) p ro pa—n O i C a-C i d Test solution. Dissolve 50.0 mg in 0.01 M hydrochloric acid — disregard limit: 0.25 times the area of the principal peak

and dilute to 250.0 mL with the same acid. Dilute 25.0 mL in the chromatogram obtained with reference solution (c)

C | . A ' _F ' ' d ' FA N S of the solution to 100.0 mL with 0.01 M hydrochloric acid. (0.05 per cent); disregard the peak due to the nitrate ion.
- asse . ntl I n | al N I | |a-to rl n O n S-te ro I el Spectral range: 230-350 nm. Chlorides (2.4.4): maximum 330 ppm, determined on solution S.
Absorption maximum: at 270 nm, 280 nm, 287 nm and Loss on drying (2.2.32): maximum 0.5 per cent, determined on

- Meccanismo: inibizione della ciclossigenasi COX pr— A

Sulfated ash (2.4.14): maximu
— Ayg/Aygy =082 10 0.86, 10g

— Ayg/Apgy = 0.65 to 0.69.

C. Infrared absorption spectrophotometry (2.2.24). ?)_SSAIY 0200 g in 30 mL of
. . . . 1ssolve .. mn mL ot g
C{)mpurtson. naphazoline nitrate CRS. ) ) Titrate with 0.1 M perchloric European
. —— D. Dissolve 45 mg of the substance to be examined in 2 mL potentiometrically (2.2.20). .
LIpOfI|ICIty A H BA of water R. Add 1 mL of sulfuric acid R. Shake carefully 1 mL of 0.1 M perchloric acid Pharmacopogia
H B and allow to cool. Add 1 mL of ferrous sulfate solution R2 : P

dropwise along the walls of the container. At the junction of of CyHN;0;.

. | , the 2 liquids, a brown colour develops. STORAGE
‘\ : /’ TESTS Protected from light.
\ \ ’ Solution S. Dissolve 0.5 g in carbon dioxide-free water R, IMPURITIES
\ | // warming gently, and dilute to 50 mL with the same solvent. Specified impurities: A.
\ 1 - Appearance of solution. Solution S is clear (2.2.1) and Other detectable impurities (Yo}
\\ | = ’ colourless (2.2.2, Method II). if present at a sufficient level, VWS
: T O pH (2.2.3): 5.0 to 6.5 for solution S. the tests in the monofgrapla TS
Lo acceptance criterion for other,

‘ Related s‘,lbsmn_ces‘ Liquid chromatography (2.2.29). ) by the general monograph Substances for pharmaceutical use
?‘estsolutzqn. Dissolve 50.0 mg of the substanpe to be exammed (2034). 1t is therefore not necessary to identify these impurities
in the mobile phase and dilute to 100.0 mL with the mobile for demonstration of compliance. See also 5.10. Control of
phase. impurities in substances for pharmaceutical use): B, C, D.

O H Reference solution (a). Dissolve 5 mg of I-naphthylacetic
\ acid R in the mobile phase, add 5 mL of the test solution and O
O ‘ dilute to 100 mL with the mobile phase.
N Reference solution (b). Dissolve 5.0 mg of naphazoline O R
N impurity A CRS in the mobile phase and dilute to 100.0 mL with
N N the same solvent. Dilute 5.0 mL of this solution to 100.0 mL A. R = CONH-[CH,],-NH, : N{2-aminoethyl)-2{(naphthalen-1-
N with the mobile phase. yl)acetamide (naphthylacetylethylenediamine),
' Reference solution (c). Dilute 2.0 mL of the test solution to - . 1 s i (1o :
» HBD 10.0 mL with the mobile phase. Dilute 10 mL o this solution - 01" (raphtbalen-Lylacetic acid (Lnaphthylacetic
\ to 100.0 mL with the mobile phase. ’
\ . C. R=CN: (naphthalen-1-yl)acetonitrile (1-naphthylacetonitrile),
N Column:
\ - — size:1=0.25m, @ = 4.0 mm, O
§ — Sstationary phase: end-capped base-deactivated octylsilyl M
. —— Zz8 silica gel for chromatography R (4 um) with a pore size of O ,’>
Lipofilicity 55 6 nm. y
7 Mobile phase: dissolve 1.1 g of sodium octanesulfonate R
in a mixture of 5 mL of glacial acetic acid R, 300 mL of D. 2-(naphthalen-2-ylmethyl)-4,5-dihydro-1H-imidazole
acetonitrile R and 700 mL of water R. (B-naphazoline).
Flow rate: 1 mL/min.
CHARACI‘ERS Detection: spectrophotometer at 280 nm. 07/2008:0731

Injection: 20 L.

. . . . : - ) NAPROXEN
. Run time: 3 times the retention time of naphazoline.
Appearance' Whlte or almOSt Whlte’ cryStalllne DOWder' Relative retention with reference to naphazoline Naproxenum
e . o . . retention time = about 14 min): impurity A = ab .76;
Solubility: practically insoluble in water, soluble in ethanol purity D — sbout 124 mpuriy b e shout 175 " o

® impurity C = about 2.8.
(96 per cent) and m methano" System suitability: reference solution (a): C°2H
— resolution: minimum 5.0 between the peaks due to HyCO

naphazoline and impurity B.

C,H,,0, M, 2303
. [22204-53-1]
A: not more than the area of the principal peak
: . ram obtained with reference solution (b) DEFINITION
B. Meltlng po"‘]t (2.2. 14) . 154 o C to 158 © C. (25)-2-(6-Methoxynaphthalen-2-yl)propanoic acid.
impurity, not more than Content: 99.0 per cent to 101.0 per cent (dried substance).
in the chromatogram

nt), PCHARACTERS ity :

total: not more than 5 times the area of the principal peak | Appearance: white or almost white, crystalline powder.
in the chromatogram obtained with reference solution (c)
(1.0 per cent),

(96 per cent) and in methanol.

2554 See the information section on general monographs (cover pages)




- Nome: Indometacine
[ I-(4-chlorobenzoyl)-5-methoxy-2-methylindol-3-yl]acetic acid
- Classe: Antiinflammatori non steroidei (FANS)
- Meccanismo: inibizione della ciclossigenasi COX
HBA
Lipofilicity /

Cl

Lipofilicity

CHARACTERS

A white or yellow, crystalline powder, practically insoluble
in water, sparingly soluble in alcohol.

IDENTIFICATION

First identification: A, C.

Second identification: A, B, D, E.

A. Melting point (2.2.14): 158 °C to 162 °C.

PHARMACOPORIA 4

At ang the temperature of the column ot 30 °C

et 0.3 ml of the solations

In the chromatogram o ared with the reference solution,
measure from the dasebow the height A of e peak
corresponding to metrylnitrosoindoline, appearegd rust
before the precipal peak, and the height  corresponding
10 Uhe Sowest point i the curve between s peak and the
principal peak

The test is not valsd unbess in the chromatogram obtaned
with the reference sabution | the difference between A and ¥
I8 o1 Dowst B8 per cont of height A, the peak corresponding
1o methyinitrosendoine appearing just before the princpal
peak has a signaltonoise ratio of at least X

I the chromatogram obtaned with the test solution, the
arva of any peak corresponding 1o methy rtrosirdolire
I not greater han the difference detween the srvas of

1he peaks corresponding to methyinitroscindoline o the
chromatograms obtained with the reference solution ard
10 Lest sodution

Meavy metale (2 45) 20 ¢ complios with Sonit test C for
heavy metals (10 ppm). Prepare the standard using 2 ml of
fond standdurd solution (10 ppm MY R

Water (25 10 Not more Dan 30 per cent, detersived on
0,10 g by the semi micro detersupation of water
Sulphated ash (24241 Not more thas 0.1 per cent,
determined on 10 ¢

ASEAY

Exarrene by bquid chromatograghy (2 229

Carry ouf the assay prodected from Ught and prepare the
sofuthons (imamediately Nefory wse or mainfuis hew of 4 C
Test sofutbon. Dissolve 200 mg of the substance o

be examined i 7 ml of & moture of egual volumes of
ocefonirile R and methamal X and dilute to 20.0 ml with a
0.2 &7 sodution of soufum edetute ¥

Reterence sodution fa) Dissolve 30 0 mg of indapamide
fmperity 8 CRS in 35 sl of 2 misture of equal
of acetonitrile K and methanol & and diute to 100.0 m
with 2 0.2 @/1 solution of sodium edesate K. To 1.0 ml of
10 solution, add 35 ml of & maxbure of egual wolumes of
ocetonitrile K and methamal K and dilute to 100.0 m! with &
0.2 &/ sodution of rodium edetate N

Neference solution ). Dikite 1.0 ml of the test solution to
500 sl with & misture of 175 wolumes of acetondtrile R,
175 volumes of methanol K and 65 volumes of 2 0.2 g1
solution of sodlum edetate K. Dilute 1.0 =l of the solution
1 20,0 ml with & misture of 175 volumes of aortonitrile R,
175 volumes of methanol 8 and 65 wolumes of 2 0.2 g1
solution of sodium edetate K.

Reference sofution f¢). Dissolve 200 mg of indapamide CRS
In 7 mlof & sixture of equal volumes of acetoniteile B and
methanod K and dilute 1o 20,0 ml with 2 0.2 01 solutior

of sodium edetate ¥

Reference solution ). Dissalve 25.0 mg of indapamide CRS
and 45.0 mg of methpinitroscindoline CRS n 175 ml of a
re of egual wolumes of acetondtrile R ard methana! R
50.0 ml with a 0.2 /1 solution of sodium

e &
adetate ¥
The chromatographk
a stainless steel column 030
iterval diameter packed with ocfu
chromatography K (5 um),

s mobede phase at a Pow rate of 2 ml/min o meobure
of 0.1 valumes of glacial acetic acid K, 175 volumes
of acetonitrile R, 17.5 volumes of sethanal R ad
65 volumes of 2 0.2 /1 selution of sodiuse edetate R,

ge may be carried out using
and 4.6 mm in !
sl siliew gef for

Targeting"€OX

o detecton 2 spectrophotometer st ol 254 nm
maintaregd the temperabure of the column at 0 (
When the chromatogr ams are reconded o Pw prescrbel
wnditora the retention bme of Dw principal peak n e
chromatogram oMained with referererce slution (<)
ot 1] min
Irject reference sodution (<) six times. The test is not valid
unless the relative standand &
Indagamade s ot most 10 per
Integrator parameters [rowct o
wd reference solution (<)

Calowdate the per cont m/m 0 European

STORACE Pharmacopoeia
Keare protectal from light

IMPURITIES

O,

y Bl
-
c
B Achiceo V4 Z-met Myl ] Fardei: 1y PR anipharmoryiber s
mide
01 W00

INDOMETACIN

Indometacinum
(¥
0
N v COM
(] OO,
C, M, CINO, N 257

DEFINITION

Iedometacin contains not sess thae W 5 per cent and

not more than the equivalent of 1005 per cont of

| 1{&chlorbenzoyl) 5 methaxy 2 methylindol I yljacetic acnd,
cakeulated with reference to the dred substance

CHARACTERS

A white or yellow, crystalow poswder, practca’y insoluble
In water, sparingly soubie in acohol

IDENTIFICATION

Flest identification: A, C !
Second identification: A & D, & §
A Melting point (22 14) 158 Cro 162 C :

General Notices (1) apply to all monographs amd other fexty




Let’'s compare them!!!

Targeting COX

HBA HBA
HBA Lipofilicity g HBA Lipofilicity  HBA HBA Lipofilicity HBA
Lipoficity /\ i ; Tral (\ y ;.
s . . ¥ p ‘ .
R \ o) 7 ¥ 3 Ny w 2
SUS (Y ey N d
o Uk G '
S N \\ ‘__—‘Y \\\
‘\ HBD » 'HBD > 'HBD HBA ™ b 'HBD
Lipofilicity Lipofilcity Lipofiiity K&/ Cl
Lipofilicity -
Ibuprofen Ketoprofen Naproxen Indomethacine
Pk, 4.34(**) 425 4.13(**) 429(**)
logP 3.97 3.6l 3.29 4.25
from www.drugbank.com
(**) From Marina Shalaeva et al Measurement of Dissociation Constants (pKa Lx_
Values) of Organic Compounds by Multiplexed Capillary Electrophoresis Using Marco L. Lolli University of Torino (UmTO)

Aqueous and Cosolvent Buffers Journal of Pharmaceutical Sciences 2007, pag 1.
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MeO H,NO,S MeO,S H,NO,S
N
Me Me

i N

e N~
0 0 | o N—cF,
~ 7/ —_—
N
@ %
Cl Me
Indometacina Valdecoxib Rofecoxib Celecoxib

Gli antiinfiammatori che nella struttura portano un gruppo in
bloccano selettivamente la COX2 (COXIB).

Pdb: 6COX

Marco L. Lolli

gombrante sulfonamidico

University of Torino (UniTO)



Inibitori non competitivi

Si legano in una zona dell'enzima diversa da quella a cui si lega il substrato: non competono

con Il substrato per Il sito attivo.
Si verifica per alcuni inibitori allosterici, ossia capaci di legarsi ad un sito diverso dal sito attivo. |l

legame causa uno shift nella conformazione dell'enzima, che causa una riduzione dell'efficienza
catalitica.

Substrato Nessun Substrato
adattamento

N

Cambiamento

conformazionale
»

Sito attivo
(chiuso)

’ Inibitore
allosterico
FIGURA 3.14 Inibizione allosterica di un enzima.

Non assomigliano al substrato naturale. Aumentando la concentrazione
del substrato naturale non si osserva alcun effetto sull'inibizione.
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Class 2 human DHODH Esempio
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The hDHODH Ping Pong mechanism
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The hDHODH Ping Pong mechanism
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