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Forze coinvolte
Legami ionici o forze elettrostatiche

• Il più forte dei legami intermolecolari (20-40 kJ mol-1)
• Si instaura tra gruppi con cariche opposte
• La forza dell’interazione è inversamente proporzionale alla distanza tra le due

cariche
• Interazioni più forti in ambienti idrofobici
• La forza dell’interazione diminuisce meno rapidamente all’aumento della distanza

tra le due porzioni rispetto alle altre interazioni intermolecolari
• Interazioni iniziali più importanti quando un farmaco entra nel sito di binding
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Legami idrogeno

• Di forza varia
• Più deboli delle interazioni elettrostatiche, ma più forti di quelle di van der Waals
• Un legame idrogeno ha luogo tra un idrogeno elettron-deficiente e un

eteroatomo ricco di elettroni (N o O)
• L’atomo di idrogeno è generalmente legato a un eteroatomo (O o N)
• Donatore di legami idrogeno
• Accettore di legami idrogeno
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Legami intermolecolari

Forze coinvolte
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• Forti accettori di legami idrogeno
- carbossilati, fosfati, ammine terziarie

• Moderate accettori di legami idrogeno
- acidi carbossilici, ossigeno ammidico, chetone, estere, etere, alcool

• Scarsi accettori di legami idrogeno 
- solfuri, fluoruri, cloruri, anelli aromatici, azoto ammidico, ammine aromatiche

• Buoni donatori di legami idrogeno
- ioni alchilammonici

Legami intermolecolariLegami idrogeno

• L’interazione coinvolge orbitali ed è direzionale
• Orientazione ottimale: il legame H-X punta direttamente verso il doppietto 

elettronico di Y, in modo che l’angolo tra X, H e Y sia di 180°

Forze coinvolte
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Interazioni di Van der Waals

• Interazioni molto deboli (2-4 kJ mol-1)
• Hanno luogo tra le regioni idrofobiche del farmaco e del target
• Aree transitorie di alta e bassa densità elettronica che causano dipoli temporanei
• L’interazione diminuisce rapidamente con la distanza
• Il farmaco deve essere vicino alla regione di legame affinché si verifichino le 

interazioni
• Il contributo complessivo delle interazioni di van der Waals può essere cruciale 

per il binding
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Legami intermolecolari

Forze coinvolte
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Interazioni dipolo indotto 
• Ha luogo quando la carica di una molecola induce il dipolo di un’altra
• Ione ammonio e anello aromatico
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Forze coinvolte

Momento dipolare
localizzato
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• Hanno luogo quando la carica di una molecola interagisce con il momento 
dipolare di un’altra

• Più forti delle interazioni dipolo-dipolo
• La forza del legame diminuisce meno velocemente all’aumentare della distanza 

rispetto a quanto succede per le interazioni dipolo-dipolo
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Forze coinvolte
Interazioni ione-dipolo
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• Regioni polari di un farmaco e del suo target: solvatate prima dell’interazione
• Desolvatazione: necessaria e richiede energia
• L'energia ottenuta dall’interazione farmaco-target deve essere maggiore 

dell'energia richiesta per la desolvatazione

Forze coinvolte
Desolvatazione
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Unstructured water
Increase in entropy

DRUG

Structured water layer 
round hydrophobic regions

Hydrophobic
regions
WaterBinding site Binding site

Drug
DRUG

Binding

• Le regioni idrofobiche del farmaco e del suo target non sono solvatate
• Le molecole d'acqua interagiscono tra loro e formano uno strato ordinato vicino 

alle regioni idrofobiche - entropia negativa
• Le interazioni tra le regioni idrofobiche del farmaco e del suo target ’rilasciano' le 

molecole d'acqua impaccate
• Aumento di entropia
• Vantaggioso per energia di legame

Interazioni idrofobiche

Forze coinvolte
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• Bersagli farmacologici: macromolecole
• Farmaci: molecole generalmente molto più piccole dei loro 

bersagli
• Farmaci: interazione con il target mediante legame ai siti di 

legame del target stesso 
• Siti di legame: tipicamente cavità idrofobiche o fessure sulla 

superficie di macromolecole 
• Interazioni di legame: tipicamente legami intermolecolari
• In genere in equilibrio tra forma legata e non 
• Gruppi funzionali del farmaco coinvolti nelle interazioni di 

legame (binding groups)
• Regioni specifiche all'interno del sito di legame coinvolte nelle 

interazioni di legame (regioni di binding)

Target di farmaci
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Target di farmaci
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Target di farmaci
“Lock and Key”: complementarità 
“rigida” tra target e substrato a esso 
complementare

“Induced fit”: gradi di flessibilità 
della struttura. Adattamento del 
target alla conformazione del 
substrato quando le due parti 
interagiscono
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Le interazioni di legame generalmente portano a un “induced fit” in cui il binding
site cambia forma per accomodare il farmaco (substrato)

L’induced fit può portare anche a variazioni della struttura complessiva del target

Importante per l’effetto farmacologico del farmaco
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Lipidi
Lipidi della membrana cellulare

Carboidrati
Carboidrati della superficie cellulare
Antigeni e molecole di riconoscimento

Acidi Nucleici
DNA
RNA

Proteine
Enzimi
Proteine di trasporto
Proteine strutturali (tubulina)
Recettori

Target di farmaci
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Target di farmaci
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Target di farmaci

Lipidi
Lipidi della membrana cellulare

Carboidrati
Carboidrati della superficie cellulare
Antigeni e molecole di riconoscimento

Acidi nucleici
DNA
RNA

Proteine
Enzimi
Proteine di trasporto
Proteine strutturali (tubulina)
Recettori

Foreign cell
Antigen

Antibodies

Antibody
binding Invasion 

warning!

Cell destruction
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Lipidi
Lipidi della membrana cellulare

Carboidrati
Carboidrati della superficie cellulare
Antigeni e molecole di riconoscimento

Acidi Nucleici
DNA
RNA

Proteine
Enzimi
Proteine di trasporto
Proteine strutturali (tubulina)
Recettori

Target di farmaci



Target di farmaci:
Acidi Nucleici
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principale di una coppia di basi rispetto a quella sottostante e la non
perfetta complanarità delle due basi di una coppia (Fig. 7). La Fig. 8
mostra, attraverso immagini generate al computer, come la variazione
dei parametri dell’elica possa influenzarne la forma.

Variazioni locali, sequenza — dipendenti, della struttura della
doppia elica del DNA possono essere alla base dei meccanismi di ri-
conoscimento molecolare implicati nei processi biologici. Esistono, ad
esempio, numerosi enzimi (enzimi di restrizione), in grado di tagliare
il DNA a doppia elica in corrispondenza di determinate sequenze
con assoluta specificità. Ebbene, se la struttura del DNA fosse del
tutto omogenea lungo la doppia elica, sarebbe veramente diYcile im-
maginare un meccanismo attraverso il quale un enzima di restrizione
riesca a individuare una specifica sequenza per svolgere, a quel livello,
la sua azione. È, invece plausibile che una determinata sequenza, in
virtù della particolare conformazione locale assunta dalla doppia elica
in sua corrispondenza, sia “riconosciuta” dall’enzima specifico. In altri
termini, secondo l’opinione prevalente dei ricercatori nell’area della
biologia strutturale, esiste un meccanismo di lettura “non diretta”
del messaggio genetico: la sequenza “detta” la forma che, a sua volta,
regola l’interazione con l’enzima (una proteina).

Figure 7. Le caratteristiche strutturali locali di una doppia elica possono essere
descritte tramite grandezze angolari o lineari, dette “parametri dell’elica”.

Doppia elica
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Figure 9. Schemi di accoppiamento tra basi del DNA. L’accoppiamento tipo
Hoogsteen prevede il coinvolgimento di gruppi delle basi puriniche situati su un
lato (faccia) diverso da quello impegnato nell’accoppiamento tipo Watson–Crick.

tipo chiave–serratura. Esiste, piuttosto, un’influenza reciproca tra le
molecole, che fa sì che ciascuna di esse, sfruttando la propria flessibil-
ità strutturale, adatti la propria forma a quella dell’altra, dando luogo
a un’interazione più favorevole.

Schemi di accoppiamento di basi diversi da quello di Watson e Crick
aprono la via a strutture di ordine superiore e dotate di una mag-
giore complessità, nelle quali tre o quattro filamenti formano triple
o quadruple eliche (triplex e quadruplex). Recentemente, sono apparsi
in letteratura lavori che descrivono, addirittura, strutture a quintupla
elica [6]. Nella Fig. 10, oltre alle triplex e quadruplex, sono rappresentate
schematicamente ulteriori strutture particolari del DNA, come le forme
hairpin (a forcina per capelli), i bulge (rigonfiamenti) e le three and four
way junctions (strutture cruciformi), che fungono da collegamento tra
più regioni a doppia elica. Questa considerevole versatilità strutturale
trova corrispondenza in una molteplicità funzionale, essendo il DNA
coinvolto in numerosi processi cellulari di vitale importanza. Esistono,
tuttavia, alcune conformazioni osservate finora soltanto in vitro e dal
significato biologico ancora in attesa di essere chiarito.
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ità di riconoscimento molecolare tipiche degli ODN non modificati.
Tra gli ODN analoghi più studiati, vanno citati i fosforotioati, ODN
modificati con un atomo di zolfo al posto di un atomo di ossigeno nei
gruppi fosfato [9], e i PNA (Peptide Nucleic Acid), polimeri formati da
uno scheletro peptidico (simile a quello delle proteine) cui sono legati i
quattro nucleosidi [10].

Anche il nostro gruppo di ricerca è stato attivo nel campo delle
strategie antisenso e antigéne. Riguardo a quest’ultima, nella Fig. 14 è
mostrato, a titolo di esempio, un TFO da noi sintetizzato, che possiede
al centro della catena un’inversione di polarità. Come abbiamo visto
sopra, un prerequisito imprescindibile per la strategia antigéne è il rin-
venimento, che non sempre avviene, di una sequenza omopurinica /
omopirimidinica di lunghezza adeguata (16–18 basi) nel DNA bersaglio.
Il TFO con inversione di polarità consente l’ampliamento del campo
di applicazione della strategia a sequenze omopuriniche / omopir-
imidiniche più brevi, seguite da sequenze omopirimidiniche / omop-
uriniche. Studi NMR da noi condotti hanno, infatti, dimostrato che
Il TFO è in grado di legarsi alla sequenza omopurinica su un fila-
mento, attraversare il solco maggiore e legarsi alla sequenza omop-
urinica sull’altro filamento, formando una tripla elica di considerevole
stabilità termica [11].

Figure 14. Rappresentazione di una struttura triplex canonica e di una struttura
triplex formata da un TFO (Triplex Forming Oligonucleotide) con inversione di polar-
ità 3’–3’. Grazie a questa modifica strutturale, il TFO è in grado di legarsi a tratti
omopurinici seguiti da tratti omopirimidinici sullo stesso filamento, ampliando la
gamma delle possibili sequenze bersaglio.

Tripla elica
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Figure 17. Polimorfismo delle strutture quadruplex. Sono possibili strutture mono–,
bi– e tetra–molecolari. I filamenti possono essere paralleli o antiparalleli. Le guano-
sine possono adottare conformazioni glicosidiche anti e sin.

delle guanine (sin o anti) e il tipo di loop che connette due filamenti
(Fig. 17). Esiste una relazione piuttosto complicata e non del tutto
chiarita tra queste caratteristiche strutturali. Per esempio, una quadru-
plex tetramolecolare a quattro filamenti paralleli mostra tutte le G
nella conformazione glicosidica anti, mentre, in strutture antiparallele,
guanine in conformazioni sin e anti si alternano nell’ambito di una
tetrade e lungo ciascun filamento.

Sequenze ricche di G, in grado di strutturarsi in quadruplex, sono
presenti in regioni biologicamente importanti del genoma, come i
telomeri o i promotori di geni, in particolare oncogeni. Una prima
possibile applicazione in campo terapeutico riguarda l’individuazione
delle strutture quadruplex come possibili target terapeutici. Vediamo
in che modo, partendo da una breve descrizione dei telomeri.

I telomeri sono complessi di DNA con proteine situati alle estremità
dei cromosomi eucariotici e svolgono un ruolo essenziale nel man-

Duetti, trii e quartetti in G maggiore. . . 49

Molto più promettenti, dal punto di vista biomedico, si stanno
rivelando le strutture a quadrupla elica che si formano in ODN o tratti
di DNA contenenti sequenze ricche di G. L’unità costitutiva delle
quadruplex è la tetrade o quartetto di G, una disposizione planare di
quattro guanine, nella quale ciascuna base funge sia da donatore, sia
da accettore di legami idrogeno (Fig. 16). La sovrapposizione verticale
di diverse tetradi di G dà luogo alla formazione delle quadruplex, la
cui stabilità dipende sensibilmente dalla concentrazione e dalla natura
di ioni monovalenti che si sistemano nella cavità di una tetrade o di
due tetradi adiacenti [14].

Le quadruplex possono essere classificate come tetra–, bi– o mono–
molecolari in base al numero di filamenti che si associano per generare
la struttura (quattro, due o uno, rispettivamente) e ulteriormente dis-
tinte per la disposizione topologica e l’orientamento di tali filamenti
(parallelo o antiparallelo), la conformazione del legame N–glicosidico

Figure 16. Aspetti generali di una struttura quadruplex. L’unità fondante è la tetrade
o quartetto di G. La sovrapposizione di più quartetti di G dà luogo a una confor-
mazione in cui quattro filamenti si avvolgono a formare una quadrupla elica. Ioni
monovalenti (in rosa) si dispongono nella cavità centrale di una tetrade o tra due
tetradi adiacenti.

Quadruplex
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Meccanismo d’azione

• Sistemi ad anello planari aromatici o eteroaromatici
• Intercalazione a livello di coppie di basi
• Disturbo della forma dell'elica
• Intercalazione preferenziale o per il solco minore o per il solco maggiore
• Blocco di replicazione e trascrizione
• Possibile inibizione della topoisomerasi
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Chain terminators
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Lipidi
Lipidi della membrana cellulare

Carboidrati
Carboidrati della superficie cellulare
Antigeni e molecole di riconoscimento

Acidi Nucleici
DNA
RNA

Proteine
Proteine di trasporto
Proteine strutturali (tubulina)
Enzimi
Recettori

Target di farmaci



Target di farmaci:
PROTEINE di TRASPORTO e 

STRUTTURALI
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Proteine di Transporto

Molti farmaci attraversano le membrane biologiche mediante diffusione
passiva: le molecole si muovono spontaneamente da una zona di maggiore
concentrazione a una con concentrazione inferiore, con una velocità che
dipende dal gradiente di concentrazione attraverso la membrana.

Alcune sostanze endogene invece utilizzano i sistemi di trasporto e il
processo è definito come attivo. Per questo tipo di trasporto, le membrane
hanno sistemi proteici specifici che "riconoscono" il prodotto da trasportare.

Il trasporto attivo differisce dalla diffusione passiva poiché può avvenire
contro gradiente di concentrazione; tuttavia, il sistema di trasporto presenta
limite di carico e specifica affinità strutturale per le sostanze da trasportare:
sostanze esogene, strutturalmente simili a quelle endogene, possono legarsi al
trasportatore, causando fenomeni di competizione che possono ridurre la sua

efficacia.

Sfruttando questa competizione, un farmaco può esercitare la sua azione
influenzando il trasporto di molecole endogene attraverso la membrana
cellulare. La proteina di trasporto diventa allora il bersaglio farmacologico.
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Proteine strutturali virali

Enfuvirtide: polipeptide di 36 amminoacidi
• Usato vs. HIV dal 2003
• Agisce come inibitore della fusione
• Interagisce con parte della proteina virale (gp41)
• Lega la gp41 e impedisce il processo di fusione

Host cell
Host cell

VirusVirus

gp41 Fusion

Enfuvirtide

Virus

Host cell

Fusion blocked

Host cell

Virus

gp41

Ingresso dell’HIV nella cellula

Blocco della fusione

From Patrick

Proteine Strutturali



Target di farmaci:
Enzimi
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Struttura e funzione degli Enzimi

• Proteine globulari che fungono da catalizzatori
• Più veloce raggiungimento dell’equilibrio della reazione
• Minore energia di attivazione

LDH = Lattato deidrogenasi (enzime)
NADH2 = Nicotinamide adenosine dinucleotide (agente riducente & cofattore)
Acido piruvico = Substrate

LDH

Pyruvic acid Lactic acid

H3C
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C
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NADH2 NAD+++

OH OH
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Diminuzione dell’energia di attivazione di una reazione
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Enzimi: abbassano l’energia di attivazione della reazione ma il DG 
resta uguale
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Caratteristiche degli enzimi
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Struttura e funzione degli Enzimi

Sito attivo

ENZYME

Sito attivo
Sito attivo

• Presentano una superficie “di reazione” (il sito attivo)
• Forniscono un ambiente idoneo (idrofobico)
• Posizionano i reagenti correttamente affinché possa avvenire la reazione
• Indeboliscono i legami nei reagenti
• Portano a catalisi acida / basica
• Forniscono gruppi nucleofili

• Cavità o fessura idrofobica sulla superficie dell'enzima
• Accetta reagenti (substrati e cofattori)
• Contiene amminoacidi che

- legano i reagenti (substrati e cofattori)
- catalizzano la reazione
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• Ioniche
• Legami H
• van der Waals

Forze di legame
S

Enzyme

Active site

vdw
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bond

H-bond
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OH

Asp
CO2

Legame del substrato

• Il sito attivo presenta una forma adatta per interagire con il substrato
• Il binding altera la forma dell'enzima (induced fit)
• Il binding varia la lunghezza dei legami del substrato
• Il binding coinvolge legami intermolecolari tra gruppi funzionali del substrato e 

del sito attivo



• Induced fit – Il sito attivo altera la struttura per massimizzare le interazioni
intermolecolari

Legami intermolecolari di lunghezza 
non ottimale per il legame

Lunghezze di legame intermolecolare 
ottimizzate
Variazione della lunghezza dei legami nel 
substrato, che possono essere facilmente 
scissi
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Acido piruvico nella LDH
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Acido piruvico nella LDH
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• Interazioni di legame abbastanza forti per legare il substrato sufficientemente a 
lungo affinché la reazione avvenga

• Interazioni sufficientemente deboli da consentire al prodotto di staccarsi
• Delicato equilibrio
• La progettazione di molecole con forti interazioni di legame risulta nella 

preparazione di inibitori enzimatici che bloccano il sito attivo
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Processo di catalisi enzimatica



• Molti enzimi sono regolati da agenti presenti nella cellula 
• La regolazione può incrementare o inibire l’attività dell’enzima
• I prodotti di alcuni enzimi possono agire quali inibitori 
• Questi in genere si legano a un sito detto sito allosterico
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ACTIVE SITE
(open)ENZYMEEnzyme

• Inibitore allosterico: si lega reversibilmente a un sito di legame allosterico
• Si formano legami intermolecolari 
• L’induced fit altera la struttura dell'enzima
• Il sito attivo è distorto e non viene riconosciuto dal substrato
• Una crescente concentrazione del substrato non elimina l'inibizione
• La struttura dell’inibitore allosterico non è simile a quella del substrato

Allosteric
binding site

Active site

(open)
ENZYMEEnzyme

Induced
fit

Active site
unrecognisable

Allosteric
inhibitor
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• Enzimi con siti allosterici spesso sono i primi nella catena di un processo 
biosintetico che coinvolge più passaggi (e più enzimi)

• L’enzima è controllato dal prodotto finale del processo 
• Il prodotto finale lega il sito allosterico dell’enzima, inibendolo

• ISOenzimi

P’’’P’’P’

Biosynthetic pathway

Feedback controlInhibition

PS

(open)ENZYMEEnzyme
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Gli inibitori competitivi si legano al sito attivo dell’enzima mediante
legami intermolecolari e il binding è reversibile, permettendo un
equilibrio tra il composto legato e quello libero – una specie di effetto
'yoyo’ in cui il composto si lega al sito attivo, viene rilasciato, si rilega.

Questo significa che l’inibizione causata dal composto è reversibile.

Se la concentrazione del substrato aumenta, quest’ultimo compete per il
sito attivo con maggiore efficacia con l’inibitore e l’inibizione del farmaco
è meno efficacie.
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Inibitori Competitivi
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Alcuni inibitori legano il sito attivo, ma non sono in concorrenza con il
substrato: il sito attivo di qualche enzima può legare, oltre al substrato,
un cofattore enzimatico.

Pertanto, è possibile avere inibitori che si legano alla regione del sito
attivo occupato dal cofattore e competere con esso, piuttosto che con il
substrato.
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Inibitori
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Ci sono alcuni inibitori enzimatici che legano irreversibilmente il sito attivo
dell'enzima e lo bloccano permanentemente.
Gli inibitori irreversibili più efficaci sono quelli che possono reagire con un
amminoacido nel sito attivo formando un legame covalente.
Gli inibitori irreversibili non sono competitivi!
L’aumento della concentrazione di substrato non porta al ripristino
dell’attività, poiché essi non possono essere spiazzati dal sito attivo.
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Inibitori Irreversibili
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Inibitori
Gli inibitori suicidi sono agenti che vengono convertiti a specie altamente reattive
quando subiscono una reazione catalizzata dall’enzima.
Essi formano legami covalenti con l'enzima e lo inibiscono irreversibilmente.
Tali agenti sono progettati per subire una trasformazione enzimatica catalizzata
che li converte in una specie altamente reattiva che forma un legame covalente
al sito attivo.
Quando questo legame covalente si forma formata il sito attivo non è in grado di
legarsi al substrato. Come risultato, l'enzima viene inibito irreversibilmente.

Suicidi

OH

X

OOH



I farmaci possono essere progettati per mimare il controllo naturale
dell'enzima.
Se il farmaco si lega attraverso interazioni intermolecolari, l'inibizione
è reversibile. Se il farmaco contiene un gruppo reattivo che consente di
formare un legame covalente al sito di legame allosterico, l'inibizione è
irreversibile.
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Modulatori
Allosterici

Gli inibitori acompetitivi sono inibitori che possono legarsi solo
reversibilmente all’enzima quando il substrato è già legato al sito attivo:
si legano al complesso enzima-substrato.
L’aumento della concentrazione del substrato non evita l’inibizione come
accade nel caso degli inibitori competitivi.
Il livello di inibizione dipende dalla presenza di una concentrazione di
substrato presente per formare il complesso enzima-substrato. Quindi gli
inibitori acompetitivi sono meno efficaci a basse concentrazioni di
substrato. Gli inibitori acompetitivi non sono molto comuni.

Acompetitivi
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Inibizione mista 
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Plot dei doppi reciproci
(o Plot di Lineweaver-Burk)
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