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Patologia

Descrizione di una demenza senile non
correlabile semplicemente all’'eta

Sintomi

- Perdita della memoria
- Disorientamento

- Confusione

- Allucinazioni

- Paranoia

- Agitazione

- Aggressivita

- Ansia
- Depressione
- Insonnia

1906, Alois Alzheimer

Alzheimer
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Patologia

10% dei soggetti con piu di 65 anni che vivono in comunita
50% dei residenti negli ospizi

Quarta causa di morte nei paesi industrializzati
(malattie cardiovascolari, cancro, ictus)

Demenza: diagnosi clinica. Diagnosi definitiva in sede autoptica

Malattia progressiva

Alzheimer
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Patologia

Alzheimer lieve: ridotta capacita di svolgere computi occupazionali e sociali
complessi. Dura generalmente un paio di anni

Alzheimer moderato: interferenza con la vita indipendente in comunita (difficolta
a preparare bevande semplici come tea o caffé, incapacita a ricordare che anno
€). Dura generalmente un po’ meno di due anni

Alzheimer moderatamente grave: incapacita di vestirsi, lavarsi, a camminare da
soli, comportamento disturbato. Dura generalmente un paio d’anni

Alzheimer grave: incontinenza, urla, pianti, linguaggio limitato. Dura
generalmente un anno e mezzo

Alzheimer
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Patologia

Descrizione del deficit colinergico nella
malattia di Alzheimer (AD)

Descrizione di beta

amiloide e tau Descrizione del ruolo delle
specie reattive dell’ossigeno
nella neurodegenerazione

Descrizione delle alterazioni
glutamatergiche in AD

| Studio del ruolo di
beta amiloide e tau

Dati epidemiologici sui FANS e

Uso degli AChEls i
successivi trials

nella terapia di AD

Uso di antiossidanti nella terapia di AD

Uso di Memantina nella terapia di AD Trials delle terapie Statine e farmaci

anti-amiloide in AD antipertensivi

Uso combinato di memantina

ed AChEls nella terapia di AD

Alzheimer
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Patologia neurodegenerativa

Neuropatologia:

lesioni del tessuto neuronale con
interruzione della trasmissione
sinaptica

Normal brain Alzheimer's brain

Le regioni del cervello coinvolte
nei processi di apprendimento e
memoria risultano ridotte

Normal brain Alzheimer's brain

Pet scans (glucose utilization)

Alzheimer NATURE | VOL 430|5 AUGUST 2004 |
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Hallmarks

* Placche cerebrali (cerebral plaques)

Densi accumuli extracellulari di natura proteica (AB, f—amiloide come principale
componente) circondati da neuroni danneggiati

« Ammassi neurofibrillari (neurofibrillary tangles)

Aggregati intracellulari costituiti prevalentemente da una forma iperfosforilata
della proteina TAU

« Sono semplicemente “indicatori” o anche cause della X tamgl‘es§
patologia? RV, S

« Se cause, quale delle due € associata agli eventi iniziali
della patologia?

Alzheimer
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Strategie terapeutiche

A) Trattamento dei sintomi
Symptoms management therapies
 Unici farmaci in commercio;
 Intervento farmacologico finalizzato a ridurre i sintomi della patologia;

« Non arrestano il decorso della patologia

B) Trattamento della causa (approccio eziologico)

Disease modifying therapies

Intervento farmacologico sulle cause della patologia

Strategie terapeutiche sintomatiche

« Antagonisti del recettore NMDA del glutamato

Alzheimer
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Sistema colinergico

Acetyl
Presynaptic| coA
neuron +
Choline Glial cell

ChAT]| <{======== Choline

Cholinergic ,

receptor: N type 1 1
ACh

Synaptic cleft m

Choline
h| AChE +
Acetate
= <

AChE

Postsynaptic
neuron

Cholinergic receptor: M or N type

Figure 2. Functional features of the cholinergic system. ACh=acetylcholine;
AChE=acetylcholinesterase; BuChE=butyrylcholinesterase; ChAT=choline acetyltransferase;
CoA = coenzyme A.

Alzheimer



Chimica Farmaceutica

Neurochimica dell’acetilcolina

Glial cell

Cholinergic
receptor: N type

Synaptic cleft

- Choline

Postsynaptic AChE
neuron : / =) pcetate
= AChE

Chollnerglc receptor: M or N type

Figure 2. Functional features of the cholinergic system. ACh=acetylcholine;
AChE=acetylcholinesterase; BuChE=butyrylcholinesterase; ChAT=choline acetyltransferase;
CoA = coenzyme A.

Biosintesi
Nei neuroni colinergici ad opera della
colinaacetiltranferasi

H3C. N/\/OH o) HaC s ~_ O CHs

HsC™¢ CH; CoA)LCHg, ChAT HsC CH, \([)I/
Colina AcetilCoA Acetilcolina (ACh)
Deposito

Ach trasportata attivamente in vescicole di
deposito

Rilascio
Per esocitosi regolata dal calcio

Metabolismo
|drolizzata dalla acetilcolinesterasi (AChE)

nello spazio presinaptico
(o)

H3C A~ _© H3CL 5 ~_-OH
HaC (N:H3 ‘g/ AcChE Y Ho S,
3
Em—
Acetilcolina (ACh) Colina Acetato
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Acetilcolinesterasi (AChE)

Ruolo: terminazione dell'impulso nervoso nelle sinapsi colinergiche (svolge
anche funzioni non colinergiche sia a livello centrale che periferico)
Appartiene alla famiglia delle Colinesterasi (AChE, BuChE,..)

Caratterizzata da una elevata specificita di substrato

Reazione di idrolisi: modello

_Ser-AChE
O CHs
)k " CH AChE
N+
O/\/
Aestyicholle st (o REPIda idrolisi e ripristino
CHs dell’enzima
ll\l /CH3
HO/\/ H3
Choline
_Ser-AChE
Ao etyl_AChE ¢m==mmm Formazione dell’enzima acetilato

Alzheimer
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Inibitori dell’acetilcolinesterasi (AChEls)

g Aggressivi chimici per uso bellico )
Irreversibili
- Insetticidi
\ J
|+ Farmaci | Reversibili

Avvelenamento da leptocurari
Miastenia grave

Glaucoma (abbassamento della pressione intraoculare)

« Morbo di Alzheimer

Alzheimer
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AChEls
Rai | AD: perdita dei neuroni colinergici
azlonaie AChEls: aumentando i livelli di ACh mantengono attivi i
rimanenti neuroni
Azione neuroprotettiva degli AChEls:
AChE € coinvolta nella trasformazione della -amiloide in
aggregati tossici
H3C
N
NH, Hscﬁ HaCO :
N He N o ,CH3 H;CO /\©
seclaeve 4
OCH,
Tacrina Rivastigmina Donepezﬂ Galantamina
(Cognex) (Exelon) (Aricept) (Razadyne)

Alzheimer
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Inibitori dell’acetilcolinesterasi (AChEls)

g Aggressivi chimici per uso bellico )
Irreversibili
- Insetticidi
\ J
|- Farmaci | Reversibili

e CON gruppo carbammico:[legame covalente aII’enzima]

* senza gruppo carbammico: legame non covalente allenzima -

[Iegame non covalente all’'enzima

H,C

X

Z
N

Alzheimer
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AChEIls reversibili: Arilcarbammati

« Alcaloide isolato da una leguminosa ~ Fisostigmina, Eserina

« Disponibile sinteticamente dal 1935 H HsC
« Passaggio della barriera ematoencefalica H;,,C’N\n/o N,
- Instabile chimicamente O Ny CHe
« Uso: oftalmologia, miastenia grave, avvelenamento da ‘CH3
J Y o a» anticolinergici
Physostigma
venenosum

Selettivita tra AChE e BuChE Importante la stereochimica

Arilcarbammati piu attivi
degli alchil carbammati

ondamentale la testa

ijonica quaternaria
Critica la distanza tra C=0 e N

N in 8 non importante

Alzheimer
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AChEIls reversibili: Arilcarbammati di sintesi

No oL 3¢
H3C’ \“/ N\
o] CH;
CH& N H

H | _CH CH H
N__O N3 3 N__O +_CH
H3C’ \Ir +\CH3 H3C \Ir I \N 3
O Br O Z B_r
Neostigmina bromuro Piridostigmina bromuro
(Prostigmin) (Mestinon )

Semplificazione molecolare della fisostigmina

Piu stabili della fisostigmina
Non passano la BEE
Uso: Miastenia grave

In fase post-operatoria per antagonizzare gli effetti dei bloccanti
neuromuscolari non polarizzanti

Alzheimer
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AChEIls reversibili: Arilcarbammati di sintesi

H3C\I CH,
N__O _CH
e o
0 CH,

Rivastigmina (Exelon)

Approvato per il trattamento del AD (1997) e per il trattamento della demenza
associata al morbo di Parkinson (2006)

Emivita breve (2 h) ma blocca AChE per circa 10 h
Blocca sia AChE che BUChE: effetti collaterali (nausea a vomito)
Attivita selettiva in zone del cervello clinicamente rilevanti

Alzheimer
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AChEls reversibili (senza carbammato)

NH,
N . Sintetizzata nel 1930
2 - Primo farmaco approvato nel trattamento AD
_ N - Non selettivo nei confronti della AChE: effetti collaterali
Tacrina (nausea, diarrea, incontinenza urinaria, grave
(Cognex) epatotossicita)

Scarsa biodisponibilita: sono necessarie 4
somministrazioni giornaliere

Studio di sistemi dimerici
Interazione con PAS

Alzheimer
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AChEls reversibili (senza carbammato)

1,600
1400 ’ [ Aricept []Exelon [ Razadyne H Namenda ‘

H,CO m

8 1,200 —
=10004 [ |
=
4 800

H,CO S o
L 400
©
T 1 i

0
2004 2005 2006

Figure 1| US sales of marketed AD drugs. Source: IMS Health.

Donepezil (Ar/cept)

Approvato dal FDA per il trattamento del AD nel 1996

Ottime proprieta farmacocinetiche

Ottima biodisponibilita orale

Passa facilmente la BEE

t1/2 =70h

Selettivo nei confronti della AChE (1000 volte rispetto alla BuChE):
minori effetti collaterali (non da epatotossicita)

Alzheimer



Recettori del Glutammato (GluRs)

NH, Presynaptic §re
Ho : OH neuron HO > OH
Y
0] 0]
. . - ° ®
Aclldo L- gllutar.nmllccl) - F ° - % -
Principale aminoacido di tipo "
eccitatorio nel SNC ° ® o
. : Synapti ® L
Ruolo fisiologico: Cloft ¢
Plasticita sinaptica 2 N
*Funzioni cognitive v N AMPAr \&Vl\}
*Appre n.dlmento Ca?* Na® Na* Na®.Ca®*
.Memorla Postsynaptic Pll : T r
. neuron hps._ ¥oamp
Ruolo patologico: e
[ " [ “ [ ;Y_/ \ V /
-ECC|t(_)tOS|C|ta (danr)o negrologlcq e e aaar
associato a patologie quali lesioni oepione I R
traumatiche, l'ictus, AD, SLA) i i o '
. . luR1-4
oEp”eSS'a mGIuR1-8 N:;I:-D u (;le:osz-?
NR3A-B

*Dolore neuropatico
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Eccitotossicita

Eccessiva attivita dei recettori
NMDA del glutammato

l

. () Caspases
Danno apoptotico e morte © 00°

Cytochromec
cellulare o o .
»
NO*
d v
O
Lipid
Caspases \

Apoptosls

“hromatin condensatl

Alzheimer
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Recettori del Glu ionotropici (iGluRs)

AMPA/KA (tNa*, 1Ca**)  NMDA (tNa*, 1Ca**)

Toxins
Polyamines
W ( 7 o = k/ Y £ X /k X \ ( ( | 2A
Antagonists e e e L , / 7/ =R Antagonists
¢ SO .‘1 i h ® Selfotel
@® GYKI 52466 - S : | S W) L) LY ® MRZ2/576
S ‘ ‘ _ L : v ; / v | 111y V. Ifenprodil (2B)
y ‘} i B/D/B)D)) 1l i h ® zn*
Modulators : ( | ( '
_ Agonists 3 {{5 ﬁ Modulators
. o . o Hist i
Alternative spicing : /;n;racetam Cougonlsts istamine
. n :
@ [ J cD;Zg:'?rfe NR1 O@@ Alternative splicing Glycosylation sites @ Phosphorylation sites
Acido a-amino-3-idrossi-5-metil-4- on Acido N-metil-D-Aspartico /CH3
iIsossazolopropionico o HN

Lo L o

OH N
/",' .:\ \O OH O
H O Acido kainico
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Antagonisti dei recettori NMDA

Razionale
Glutammato Rimozione da parte di
l < x trasportatori del Glu (GLT-1) e
Eccitotossicita Glutamina Sintasi (GS)

Perdita deII’omec\lﬂstasi del Ca?t
Formazione di radicali liberi

|

Morte cellulare

« Aumento della concentrazione di Glu: danno eccitotossico

« Ap: induzione di cambiamenti di tipo ossidativo che alterano la funzione dei
trasportatori del Glu (GLT-1) e Glutamina Sintasi (GS)

« Elevata attivita dei NMDARSs: associata all'iperfosforilazione della proteina tau

Alzheimer
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Antagonisti dei recettori NMDA

1,600 —

N H2 1400 — ‘ [ Aricept []Exelon [ Razadyne H Namenda ‘

. £ 1200
Memantina £ 000
vy 800+

(Namenda) S @ [L
% 200 —|

1y : 11 ﬂ
2004 2005 2006

Figure 1| US sales of marketed AD drugs. Source: IMS Health.

Polyamine site

Glutamate Zn2* site
recognition site

Q) « Antagonista non-competitivo
Q Q éne * Blocco del canale aperto
@ ' - Azione agonista-dipendente

 Permette una normale trasmissione

glutammatergica in condizioni fisiologiche

* I|nibisce 'eccessiva attivazione del NMDA in
condizioni di eccessiva e cronica
stimolazione

* Prevenzione del danno eccitotossico

Cytoplasmic
side

Alzheimer
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Strategie terapeutiche

A) Trattamento dei sintomi
Symptoms management therapies
 Unici farmaci in commercio;
* Intervento farmacologico finalizzato a ridurre i sintomi della
patologia;

« Non arrestano il decorso della patologia

B) Trattamento della causa (approccio eziologico)
Disease modifying therapies

Intervento farmacologico sulle cause della patologia

Alzheimer
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Strategie terapeutiche eziologiche (forse)

Modulatori delle secretasi

Inibitori della attivita della B-secretasi
Inibitori della attivita della y-secretasi
Induttori della attivita della a-secretasi
Inibitori della biosintesi del colesterolo

Inibitori della aggregazione della A3

Approcci immunologici

Alzheimer
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Ipotesi della cascata dell’amiloide

Overproduction, decreased clearance or enhanced aggregation
of AB42

l

AB42 oligomerization and deposition as diffuse plaques

l

Subtle effects of AB42 oligomers on synapses

l

Microglial and astrocytic activation (complement, cytokines)

l

Progressive synaptic and neuritic injury

l

Altered neuronal ionic homeostasis, oxidative injury

l

Altered kinase phosphatase activities and tangles

l

Widespread neuronal and neuritic dysfunction and cell death with
transmitter deficits

l

Dementia

Produzione di aggregati di
amiloide 342 (AB42)

-~

Cascata di reazioni
patogeniche

-~

Danno neuronale

-~

Demenza

Alzheimer

TRENDS in Pharmacological Sciences Vol.25 No.2 February 2004
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Neurotossicita del B-amiloide

AB
fe
[H}Cw N
Transporter  lon channel H,0,

2ludip)

Electrg

tra 3

Endoplasmic
reticulum

Alzheimer NATURE | VOL 430|5 AUGUST 2004
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Formazione del -amiloide

Processo antiamiloidogenico Processo amiloidogenico

Cytosol

@
Lumen/extracellular ‘

APP: proteina precursore della amiloide (amyloid-3 precursor protein)
AB: AB40 e AB42 (proteine implicate nella patogenesi dell AD)
Enzimi coinvolti : B secretasi, a secretasi, y secretasi

Alzheimer
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Formazione del -amiloide

B-Secretase a-Secretase Y-Secretase

KM LD’AEFRHDSGY\EVHHQK"*LLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV4 | IA*2 | TVIVITLVMLK..

.NL'l (Swedish Mutation)

- o  *
SlIe Slte g
—
APP 1o
770
| a-SAPP T «-secretase ]
a-secretase pathway
{non-amyloidgenic)
B | B-sAPP
B-secretase pathway
Plaq ue -«

Alzheimer
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Formazione del -amiloide

Alzheimer
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Formazione del B-amiloide

Domande ancora senza risposta

B-amiloide, prodotto fisiologico del metabolismo di APP: a cosa
serve?

B-amiloide: altri ruoli oltre a dare origine a specie neurotossiche?
Specie neurotossiche del peptide:
forme di 42 amminoacidi o di 40 amminoacidi?

forme solubili o quelle aggregate in placche?

| farmaci che oggi vengono usati per la malattia di Alzheimer
modificano il B-amiloide?

Alzheimer
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Formazione del -amiloide

Processo antiamiloidogenico Processo amiloidogenico

Cytosol

%

i
el

p3

Lumen/extracellular

APP: proteina precursore della amiloide (amyloid-3 precursor protein)
AB : AB40 e AB42 (proteine implicate nella patogenesi dell AD)
Enzimi coinvolti : 3 secretasi, a secretasi, y secretasi

it
’gé%é%é%é%

AB

Alzheimer
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Inibitori della B-secretasi

B-secretasi
BACE-1 (B site amyloid precursor cleaving enzyme)
Memapsina-2

Proteasi aspartica

O
X i
e O'
PN R N _R )
H H. s | R”/ N /1\@/ =
o - -« JH ( | GN

i H. H H -~ H H
cCe @ o _C ' AN
- \O H O/ N 0O i to o K‘O o o
SINGTE AN NPT TN NGB8

/\ /@\ (e} /.,\R /O T\R
H H.. — y N . ey
O ‘O O ‘o O
Lo ool - “ | |
ZNGH-0T P SN N P CH TN
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B-secretasi: struttura, inibitori

! * Proteina integrale di
_ membrana
= e+ Molti aspetti in comune con le
altre proteasi aspartiche

Schematic representation of the three-

") dimensional structure of the BACE (p-
secretase) catalytic unit complexed with the
inhibitor OM-99-1 (red), as determined by X-
ray crystallography

- Inibitori basati sulla struttura del substrato
Substrate based approach

- Inibitori non peptidomimetici
Small molecules

Alzheimer
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Inibitori della B-secretasi (peptidomimetici)

Approccio dell’analogo dello stato di transizione:

sostituzione del legame scissile ammidico con un gruppo bioisosterico non
idrolizzabile

OH OH I/\/
HZN\/(/\'( HZM H,N ~

H

z

o
L
o
o
L
o
(@]Il

statina omostatina idrossietile idrossietilammina

* Gruppo —OH: coordinazione con i 2 residui di aspartato
» Spiazzamento della molecola d’acqua
» Natura peptidica o peptidomimetica: scarse caratteristiche

farma.C-().C!ne.tiCh_e _ _ Statina: y-aa presente nella sequenza della
* Possibilita di ottimizzazione pepstatina, inibitore della pepsina e di altre
proteasi

Alzheimer
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Inibitori della B-secretasi (peptidomimetici)

COOH

OHH o
J)/k \j/\”/COOH rﬁ/(g N(\)L

peptide statine based BACE inhibitor 3
IC5p = .030 uM

|dentificazione della minima
sequenza amminoacidica necessaria

O~ "OH
peptide statine based BACE inhibitor 4
|C50 =0.3 uM

COOR

Sequenziale ottimizzazione delle
porzione C-terminale, N-terminale € la
porzione statinica centrale

COOR

R=H statine inhibitor 6 R=CHa3 statine inhibitor 5
|C50 =0.02 }lM |C50 =0.120 ]J,M
ECgo>10uM ECgq=4uM

Alzheimer



Chimica Farmaceutica

Inibitori della B-secretasi (peptidomimetici)

H O
e
F o
COOH
peptidic hydroxyethylene BACE inhibitor 1 (OM99-2)

|Cso =.002 LLM

hydroxyethylene BACE inhibitor 2
ICgq = .002uM

Alzheimer
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Inibitori della B-secretasi (peptidomimetici)

Inibitori a base idrossietilamminica: interazioni con I'enzima

acidic  *--sidechain donor
basic  =-» backbone acceplor
greasy - backbone donor

It proximity contour

g polar - sidechain acceptor

Alzheimer
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Inibitori della B-secretasi (non peptidomimetici)

~ L

“ /\)k /O HTS hit: 0.9 uM | "ff) \rf’t::_:\/\N/L{’
| 2.0
| B e

\-j}df\\ e '
X-ray structure-based N N '
drug design process

Alzheimer
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Inibitori della B-secretasi (non peptidomimetici)

— ) W
[ S e

©) HTS: IC5,= 22 uM

spiropiperidine iminohydantoin
 Nuova modalita di legame
* Interazione con i residui di aspartato
mediata da una molecola d’acqua
« Struttura cristallina

* Progettatti e sintetizzati composti
potenti e in grado di passare la BEE

Aspap

J. Med. Chem., 2008, 51 (20), 6259-6262

Alzheimer
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Inibitori della y-secretasi

Presenilin Nicastrin APHA PEN2

700
8

« Sistema enzimatico piu complesso (costituito da 4 componenti)

« Target piu semplice:
sito attivo & idrofobico
inibitori idrofobici
molecole che passano piu agevolmente le membrane

Alzheimer
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Inibitori della y-secretasi

F
FANS e y-secretasi m Ve

Studi epidemiologici
FANS: riduzione dei rischi per AD
Azione non correlata all’inibizione della COX

Riduzione della formazione del frammento amiloidogenico A342
Modulazione dell’azione della y-secretasi

Alzheimer
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Attivatori dell’a-secretasi

_ * qa-secretasi: catalisi del processo antiamiloidogenico
Razionale l

« Aumento dell’azione delllenzima: APP convertito in
peptidi diversi da A342

Attivatori della a-secretasi

Agonisti M; e M; Oytosol r

Gt L IR e
S

1ote]

Alzheimer
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Inibitori dell’aggregazione del -amiloide

_  Monomeri AB: no neurotossicita
Razionale l

» Blocco della loro aggregazione: no tossicita

B sheet breakers

Chelanti dello Zn2* e del Cu?* (clioquinolo); studi clinici Cl

(Antiamebico) X

Tramiprosato (Omotaurina, Alzhemed™); studi clinici

Alzheimer
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Inibitori della biosintesi del colesterolo

Correlazione tra il metabolismo del colesterolo e AD

« Studi epidemiologici correlano alti livelli di colesterolo con l'incremento della
incidenza di AD

» Terapia con statine: diminuzione dell'incidenza di AD

* Esperimenti su animali

 Meccanismo: non noto

* |potesi:
diversi livelli di colesterolo, diversa modulazione della fluidita delle
membrane, diversa modulazione dell’attivita delle secretasi

Farmaci:
« Statine
* Inibitori ACAT (Acyl-CoA cholesterol acyltransferase)

Alzheimer
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Classificazione dei lipidi

Lipidi semplici Lipidi complessi

Colesterolo Esteri del colesterolo Esteri del glicerolo Altri esteri
- Componente « Colesterolo + AG . Terpeni
strutturale | - Non polare (vit. K, E, A)
» Precursore di »  75% del colesterolo . Sfingolipidi
ormoni ed plasmatico (SNC)
acidi biliari
. 25% del Acidi grassi ¥ ¥
colesterolo « Saturi, - . 4. - ey
plasmatico  monoinsaturi, Trigliceridi Fosfolipidi
polinsaturi * Glicerolo + AG  Glicerolo + AG +
 Importante « Non polare fosfato
fonte . Riserva « Testa polare, coda
energetica energetica apolare;
« Sintesi delle . Tessuto adiposo  ° Membrane
prostaglandine cellulari

Alzheimer
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Classificazione dei lipidi

Lipidi complessi

Esteri del colesterolo Esteri del glicerolo Altri esteri

« Colesterolo + AG . Terpeni
 Non polare (Vit. K, E, A)
« 75% del colesterolo - Sfingolipidi
CH,OH CHZO/CO—F% plasmatico (SNC)
C|>H0H C|)HO—CO—R ¥ ¥
CH2OH Cl;HZO\ . . = s = = gm
- - CO—R Trigliceridi Fosfolipidi
Glicerina Trigliceride . ]
* Glicerolo + AG * Glicerolo + AG +
CO—R . fosfato
R = catena lipofilica CH,0” Non polare
R, = residuo carico é OGO . Riserva - Testa polare, coda
idrofilico CH,O O
~pZ . Tessuto adiposo Membrane
I=o—R, cellulari

Fosfolipide

Alzheimer



Chimica Farmaceutica

Lipoproteine

« Core idrofobico
« Singolo strato di
wopetein - molecole anfipatiche

Apoprotein

Polar

surface coat
Nonpolar
:"."’ . Diverse per

Phospholipid r:;ylg mali »  Dimensione
Cholesterol PR

Unestenfled ester .DenSIta

cholesterol -

Apoprotein 'CompOS|Z|0ne

*Motilita elettroforetica

Nature Reviews | Drug Discovery

o « Scambio di lipidi tra lipoproteine e tessuti
Associazione non covalente
« Separazione per ultracentrifugazione

Alzheimer



Classificazione delle lipoproteine

Chimica Farmaceutica

Chilomicroni 80-95

1-3

2-4

1-2

A-l, A-IV, A-V,
B-48, C-I, C-
I, C-ll, E

Trasporto dei lipidi
(colesterolo e
trigliceridi) esogeni

VLDL 45-65

4-8

16-22

6-10

B-100, C-I, C-
I, C-ll, E

Sintetizzate dal fegato;
Trasportano i lipidi
endogeni dal fegato ai
tessuti periferici

LDL 4-8

6-8

45-50

18-22

B-100

Riconoscono specifici
recettori;

Trasportano
colesterolo ai tessuti
periferici

HDL 2-7

3-5

15-20

45-55

A-1,A-ll E

Responsabili del
trasporto inverso del
colesterolo dai tessuti
al fegato

Alzheimer
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Classificazione delle lipoproteine
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Chimica Farmaceutica

Formazione dell’ateroma

» Ossidazione delle LDL che penetrano

attraverso I'endotelio (in condizioni d’ipertensione, fumo, stress, diabete)

» LDL ossidate mediano una risposta di tipo inflammatorio da parte
dell’endotelio

« Stria lipidica e migrazione delle cellule muscolari

* Lesione fibroadiposa (fibroateroma) con migrazione delle cellule muscolari
lisce aumento del collagene

» Aggregazione e adesione piastrinica, migrazione delle cellule muscolari
lisce, aumento del collagene

Alzheimer
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Terapia delle dislipidemie

« Diminuire i lipidi circolanti (colesterolo e trigliceridi)
 Diminuire la concentrazione di LDL
« Aumentare la concentrazione di HDL

Farmaci

» Sequestranti degli acidi biliari (resine a scambio ionico)
« Ezetimibe

« Acido nicotinico

« Agonisti PPAR: Fibrati

« Statine

In fase di sperimentazione
* Inibitori di ACAT (Acyl-CoA:cholesterol acyltransferase)
Inibitori di CETP (Cholesteryl ester transfer protein)

Alzheimer
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Terapia delle dislipidemie (e di AD?)

i i terolo

Formazione di LDLP
Modulatori CEPT

Utilizzo e
metabolismo dei lipidi

Acido nicotinico;
Agonisti PPAR;
Modulatori ACAT

Inibizione

dell'assorbimento

del colesterolo
Resine a

adipose tissue scambio ionico;
\ \ Ezetimibe;

/ ( Fitosteroli
- AdY

Alzheimer



Chimica Farmaceutica

Colesterolo

\
o

 Componente delle membrane cellulari
* Precursore di:

* Acidi biliari

 Vitamina D

* Ormoni steroidei

Fonti

» Colesterolo dietetico (dai 300 ai 450 mg/giorno)
« Colesterolo dai tessuti extra-epatici (<10%, Trasporto inverso via HDL)
« Sintesi de novo

Alzheimer
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Colesterolo: biosintesi

0 0 o°
I o o |l I
H;C—C—S-CoA + B ~~— H,C—C—S-CoA <«—>» H,C=C—S-CoA BH
Acetil-Co-A
o) o) O O
i o i - S-CoA /U\/U\
H,C—C—S-CoA /+ H,C—C—S-CoA = S-CoA
Acetoacetil-Co-A
O) O O @)
/U\/_U\S-CoA S-CoA 5 OH —
0 3.l _CO—s-CoA 3Gl CO—S-CoA
o Il
H,C—C—S-CoA 0 OH

3-ldrossi-3-metil-glutaril-CoA
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Colesterolo: biosintesi

[ 3-HMG CoA-reduttasi ]

0 ©
; D
o l OH
H3Cll|,.. O
H3Cul CO—S-CoA OH H3Cu.
H

OH . © . (OH
Acido mevalonico

tH\/eB —’)M/;\ .

OPP "%
Isopentenil pirofosfato Isoprenil pirofosfato Isopentenil pirofosfato
Geranil pirofosfato Farnesil pirofosfato
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Colesterolo: biosintesi

Squalene

Colesterolo

Lanosterolo

Alzheimer
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Inibizione competitiva della 3-idrossi-3-metil-

Statine
CH; ( CH, h
HO=— COOH HO=—; COOH
0 3-HMG CoA OH
reduttasi !
S w
CoA” 2H CoA”
3-HMG CoA Intermedio della

> PZZ—NZmMOO

riduzione del 3HMG CoA

Area idrofobica
del CoA

3-Idrossi-3-metil-glutaril
(" CH;
HO—;

OH
\ Acido pantotenico

p-Mercaptoetilammina

glutaril-CoA reduttasi

[

CHs

3-HMG CoA
reduttasi

HO=—t COOH
OH

2H Acido mevalonico

« Affinita nM
 10.000 volte maggiore rispetto al
substrato naturale
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Statine

Inibizione competitiva della 3-idrossi-3-metil-
glutaril-CoA reduttasi

Conseguenza: Riduzione dei livelli di malonato

Riduzione della sintesi del colesterolo*

Meccanismi compensatori

« Stimolata I'espressione della HMG-CoA reduttasi
 Aumenta I'espressione dei recettori per le LDL

« Marcato aumento dell’assorbimento del colesterolo mediato
dai recettori LDL

e Diminuzione LDL circolanti

 Lieve diminuzione della sintesi del colesterolo*
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Statine
Table 1 | Mortality by cause in 4S
Cause of death Simvastatin Placebo (Risk reduction\
(n = 2,221) (n =2,223)
Coronary 111 189 42% (p<0.00001)
Other cardiovascular 18 25
Non-cardiovascular 46 49
All causes 182 256 \EO% (b= 0.0003))1

4S, Scandinavian Simvastatin Survival Study.

Effetti collaterali
Alterazione dei test di funzionalita epatica
*Miotossicita
 Meccanismo non noto
* Incidenza: < 0.1%
* Reversibile
« Dose-dipendente
* Incrementata dall’'associazione con fibrati (soprattutto gemfibrozil), niacina,
farmaci inibitori del CYP P450 3A4
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Statine

Metabolismo e interazioni tra farmaci

Drugs causing Increase plasma Decrease plasma
interaction level of level of
CYP3A4 Barbiturates, carbamazepine, griseo- Atorvastatin
Induction fulvin, nafcillin, phenytoin, rifampin, Lovastatin
troglitazone Simvastatin
CYP3A4 Amiodarone, clarithromycin, erythro- Atorvastatin
Inhibition mycin, cimetidine, cyclosporine, Lovastatin

fluoxetine fluvoxamine, itraconazole, Simvastatin
ketoconazole, nefazodone, verapamil,

diltiazem

HIV antivirals: delaviridine, indanavire,

nelfinavire, ritonavire, sequinavire

CYP2C9 Barbiturates, carbamazepine, pheny- Fluvastatin
Induction toin, primidone, rifampin

CYP2C9 Amiodarone, cimetidine, trimetho- Fluvastatin

Inhibition primsulfamethoxazole, fluoxetine, Rosuvastatin ()

fluvoxamine, isoniazid, itraconazole,
ketoconazole, fluconazole, metro-
nidasole, sulfinpyrazone, ticlopidine

Alzheimer
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Statine

LATTONE
« Fondamentale idrolisi
« Fondamentale la stereochimica

LINKER
 Fondamentale la lunghezza
 Puo essere etilenico o etenilico

HO O
Farmacoforo

\\\O
R3 \

R \H
4 (a Spaziatore
o8

Non coplanari
P Ry
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Statine

LATTONE
« Fondamentale idrolisi
« Fondamentale la stereochimica

LINKER
 Fondamentale la lunghezza
* Puo essere etilenico o etenilico

CH,

\\
CY

SISTEMA BICICLICO
* \ariamente funzionalizzato
« SOSTITUIBILE con sistemi eteroaromatici a 5 o 6 atomi

Tutti gli HMG CoA inibitori sono acidi 3,5-diidrossieptanoici variamente
sostituiti in posizione 7

Possono essere:

« di origine naturale o semi-sintetica

« di origine sintetica

Alzheimer



Chimica Farmaceutica

Statine

Mevastatina Lovastatina: R=H Pravastatina
(compactina) Simvastatina: R = CH4

Alzheimer



Statine

Atorvastatina

COOH

CH3

Fluvastatina

Chimica Farmaceutica

BT

R 0
3
H
AR,
Ri
SISTEMA BICICLICO
* Variamente funzionalizzato
Rosuvastatina e Sostituibile con sistemi

eteroaromatici a 5 o 6 atomi

Pitavastatina Cerivastatina

Alzheimer
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Statine

Atorvastatina (Lipitor)

HO
COO'Na* Di sintesi
oH | sintesi
’ * Anello pirrolico

« Sostituentiin 2 e in 5:
miglior alternativa possibile
» p-fluorofenile non complanare all’anello
centrale

« Introdotta in commercio nel 1997 (Pfizer)
* Meccanismo d’azione simile alle altre statine nella riduzione del
colesterolo
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Statine

HO COO'Na*
OH Fluvastatina (Lescol)

H 1994 (Novartis)

Cerivastatina (Lipobay)
O 1998 -2001 (Bayer)

Maggiore incidenza di
miotossicita (10-80 volte)

HO COONa* ‘Maggiore affinita per gli
OH acidi grassi di membrana

F Z
\Q\KEKK Rosuvastatina (Crestor)
Z | 2003 (AstraZeneca)

“Pubblicizzata” come superiore alle altre statine sia
N L per effetti terapeutici che per minore incidenza di
&y miotossicita (mancano opportuni trials)

3
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