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| hostro rupido excursus uttraverso la sintesi su fuse solidu, o
SPS, iniziuto hello scorso uppuntamento, si completa oyyi pur-
lando dei linker, e cioé delle strutture (essenzidli per un buon
rendimento nhellu sintesi di molecole singole, o di librerie su
fuse solidu) deputute dl supporto dellu molecolu/libreria durante
la suu sintesi, e dl riluscio dellu molecola target/libreria findle dl
tfermine dellu stessa sintesi.
Il concetto di linker & sicurumente noto ud oyni chimico oyyi,
mentre forse cosi honh erd nel 1999: per dli interessuti seghalo
comunyue dlcune review sighificative e recenti (F. Guillier ef dl.,
Chem. Rev., 2000, 100, 2091; A.J. Wills, S. Balasubramanian, Curr.
Opin. Chem. Biol., 2003, 7, 346; S. Bruse, S. Duhmen, Hahdb. Comb.
Chem., 2003, 1, 59; P. Li et ul., Druy Discovery Strategies Methods,
2004, 175).
La “ortogonualitad” di un linker € fra le caratteristiche pit upprezza-
fe: con cio intendo lu suu ussolutu (o, visto che viviumo nel
mondo reule e hon in yuello dei soyni, lu hotevole...) stubilitd
nelle condizioni sperimentali pid comuni in SPS, uccompuynutu
dulla completu instubilita (corrispondente dllu cosiddetta reuzio-
ne di cleuvuge) in un purticolure umbiente di reuzione. Oyyi esi-
ste un’enorme varietd di linker, uppurtenenti a molte clussi orto-
gondli: di classici ucido- o buse-lubili, redox- e nucleofilo-labili si
sono agyiunti i sufety-cutch linkers (richiedenti uttivazione prima
del cleavage); i cyclative cleavage linkers (che rilusciano |a mole-
colu supportuta viu ciclizzuzione intfrumolecolure, e yuindi riduco-
no il rischio di side products); i fraceless linkers (che non richiedo-
no lu presenzu di un eteroutomo come “Munigliu”, o hundle,
nellu molecolu bersuglio per supportarlu su fuse solidu). Oynhunu
di yueste clussi, poi, si divide in softoclussi caratterizzate du muy-
yiore o minore stubilitd nelle condizioni di cleuvuye, cosi che I'ar-
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sendle g disposizione del chimico di sintesi & veramente comple-
to.

Un recente esempio (D. Shubut et al, Chem. Eur. J., 2004, 10,
2626) riporta, fra yli dltri, alcuni sufety cutch linkers che richiedono
I'uso di reuzioni enzimautiche per uttivare |l riluscio della molecolu
bersaglio. Lu loro struttura & riportata in Figura 1. 1l linker di sinistra
viene uttivato per rimozione di ucetuto (enzimu lipusi) e il risultun-
te fenuto spontuneumente espelle lu Molecolu bersuglio come
ucido curbossilico e produce un chinone metide supportato. Il lin-
ker di destru idrolizza un gruppo fenilacetammidico per uzione di
penicillina G ucilusi, promuovendo unh attfucco intframolecolure
dell’'ammino gruppo sul curbonile reggente la molecolu bersu-
dlio; come risultato, si oftiene un luttame supportato e la moleco-
|a bersaglio in soluzione.

L'automuzione, nel 1999, venivu intesu come sforzo spusmodico
nell’aumentare la cupucitd delle cosiddette “high throughput
technoloyies”: chimicu combinutoriule, mu anche andlifica e
sepurutivu, screening di attivitd, e via dicendo. Il futuro eru, dllo-
ra, di chi si dimostrusse cupuce di sintetizzare, aundlizzare, purificu-
re e curutterizzare in termini di attivitd le librerie pid numerose pos-
sibili nel tfempo piu rupido possibile.

Oyyi lo scenurio € molto cumbiuto: le librerie humerose hanno
spesso mostrato problemi di qudlitd e riproducibilitd, mentre dl
tfempo stesso techiche "in silico” permettono, con un buon grado
di predittivita, di focalizzare dli sforzi sintetici su librerie di dimen-
sioni medio-piccole (du poche decine u poche miglivia di com-
posti). Per questo motivo, uppurecchiuture robotiche complesse
(e costosissime!) cupuci di sintetizzare miglivia o decine di
migligia di composti in un‘unicu soluzione hon sono pit di grande
interesse; il Lettore interessuto potrd uccedere u unu review (C.
Zechel, Methods Princ. Med. Chem., 2000, 9, 243) e ud un |uvoro
(M. Putek et dl., J. Comb. Chem., 2004, 6, 43) per esuminure pid in
dettuglio le tendenze uttuuli.

Il discorso cambiu se parliumo di andlisi e purificuzione automati-
cu: lu necessita di ottenere |lu carutterizzazione undlitica di ogni
componhente di unu libreriu, e se nhecessurio di purificarlo in
mauniera automatizzata, ispira il lavoro di molti gruppi attivi nel set-
tfore undlitico e prepurutivo. Per quunto riguarda i primi, citerei
dlcuni lavori imperniuti su NMR (S. Kalelkar et dl., J. Comb. Chem.,
2002, 4, 622) e MS (K. Klagkou et dl., Rapid Commuh. Mauss
Spectrom., 2003, 17, 1163) e M.A.R. Meier et dl., J. Comb. Chem.,
2003, 5, 369); fru i lavori di automuazione prepurativa/sepurativa,
citerei S.X. Peny ef dl., Ahal. Chem., 2000, 72, 261 (estrazione liqui-
do-liyuido uutomutizzatu) e M. Irving et dl., J. Comb. Chem., 2004,
6, 478 (sepuruzione duutomatizzata di prodotti diusteromericu-
mente puri du librerie contenenti coppie di diustereoisomeri).
Eccoci oru a trattare della chimicau combinatoridle vera e propria:
yuunte e yudli librerie sono uppurse, e yuuli nuove Metodoloyie
sono state usate per prepararle? Per quanto riguarda il comparto
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farmuceutico, rimunderei il Lettore dlle review pubblicute unnuul-
mente du Dolle su J. Comb. Chem. (J. Comb. Chem., 2000, 2, 383;
2001, 3, 477; 2002, 4, 369; 2003, 5, 693; 2004, 6, 623): esse ruyyrup-
puno ulcune Migliviu di esempi, e forhniscono Molti duti di tipo
strutturale ed applicativo, insieme ad un’andlisi criticu sulle ten-
denze della chimicu combinatoriale in campo farmaceutico.

Mi piace citure anche dlcuni esempi legati u techiche in vogu in
chimica combinatoridgle du lungo tempo, mMu uncoru ufilizzate.
Per primo, techiche di codificu per “beud bused libraries”: Kurth
et al. (Ory. Lett. 2004, 6, 3829) hanno riportato I'uso di biglie di resi-
nu “segreyute topologicumente” (1, Figuru 2), cioé dove lu
superficie e lu purte esternu dellu biglia sono funzionulizzute coni
siti di reuzione (Molecolu taurget), mentre i siti hel hucleo interno
serviranno u codificure lu struttura della molecola target via eti-
chette u buse di Cl e Br (decodificu viu spettroscopia MS).
Supurun et dl. (J. Med. Chem., 2004, 47, 5224) hunno riportato un
esempio di “on beud screeninyg”, cioé di undlisi biologicu di unu
libreria di inibitori dell’enzimu unidrusi carbonicu effettuatu senza
bisogno di rilusciare il composto supportato in soluzione (e yuindi
potendo riutilizzare |u stessu libreriu in successivi sugyi bioloyici).
Per finire, Jundu et dl. (J. Comb. Chem., 2004, 6, 822) hanno ripor-
futo lu sintesi di librerie dove unche il riluscio dullu fuse solidu e
effettuato in Muniera combinatoridle, pid precisumente usundo
unu butteria di ummine primurie e secondurie per ottenere unu
libreria di uree diversificute (2, Figuru 2).

Per yuunto riguurdu le techiche andlitiche in chimicu combinato-
riule, ubbiumo yid uccennuto dlle determinazioni di purezza ad
dltu cupucitd usundo uppurecchiuture undlitiche uutomuatizzate
(MS, NMR, LC ecc.). Un dltro cumpo molto studiato riguarda lu
determinuzione dellu cineticu di unu reuzione, e yuindi del suo
proygresso, in pardllelo durante lu sintesi di unu libreria Cid pud
avvenire in soluzione, utilizzando strumentuzione semi- o totulmen-
te automuatizzata per il prelievo e la lavoruzione di dliquote direu-
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zione du reuttori diversi; o in fuse solidu, mettendo u punto techi-
che (possibilmente hon distruttive) per determinare lu haturu e
|"'ubbondunza di prodotti supportati su una singolu bigliu di resina,
Fra guesti ultimi lavori, segnulerei esempi busuti su reazioni colori-
metriche (S. Munube, V. Ito, J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 12638);
su spettroscopiu FT-IR (J. Mihaichuk et dl., Ahal. Chem., 2002, 72,
1355); su entrambi i metodi precedentemente citati (B. Yan, H.
Yan, J. Comb. Chem., 2001, 3, 78); su spettrometriu MS (J.M.
Gerdes, H. Waldmunn, J. Comb. Chem., 2003, 5, 814); su misuru-
zioni di fluorescenza (S.K. Shannhon, G. Barany, J. Org. Chem., 2003,
69, 4586 e G. Pinu-Luis et dl., J. Comb. Chem., 2004, 6, 391).

Per finire (per oyyi...) yuulche purolu su chemoinformaticu e chi-
micu computazionale in chimica combinatoridle. Questa & un’u-
reu che, in consegyuenzu (0 come cuusu del?) ridimensionumen-
to della tagliu delle librerie e della foculizzuzione su librerie
medio/piccole ud alta qudlitd andlitica, ha ucquisito enorme
importunzu. Lu selezione di un sottoinsieme “ud dltu diversita”
dll’interno di uno spuzio chimico virtudle ad elevata numerosita
permette di ridurre costi, sforzi di luboratorio e quant’altro, dllo
stesso tempo muntenendo un’ultu probubilitd di trovare fra i com-
ponenti della libreria composti uttivi e quindi ottimizzabili in segui-
to. Esempi di filtri computaziondli in vogu in ricercu furmuceuticu
sono yuelli per curutteristiche chimico-fisiche (le fumigerate cin-
yue reyole di Lipinskil), filtri basati sul fitting in un Modello farmu-
coforico del recettore/bersuglio, filtri utti ad eliminure composti
potenziulmente tossici, e cosi via. Fra i recenti lavori, seghalerei O.
lvanciuc, D.J. Klein, J. Chem. Inf. Comput. Sci., 2002, 42, 8; E.
Evensen et dl., J. Med. Chem., 2003, 46, 5125; R.V. Belosludov et
al., Comb. Mater. Synth., 2003, 363; G.L. Moore et dl., AIChE
Journal, 2004, 50, 262 e K. Severin, Chem. Eur. J., 2004, 10, 2565.
Piu in dettuglio, il luvoro di lvunciuc e Klein descrive un set di ulgo-
ritmi computuzionali utile per I'andlisi di diversita di librerie combi-
nutoriali contenenti sistemi eterociclici, utilizzando i cosiddetti indi-
ci di Wiener; il lavoro di Evenhsen et dl. riporta unu compdarazione
fra diversi metodi computuziondli per il disegho di una libraria
combinatoridle, gpplicandoli u due esempi relutivi u proyetti
miranti ad inibire rispettivamente |a chinasi CDK2 e piu in yeneru-
le un gruppo di proteusi; la review di Belosludov et dl. descrive
upprocci computazionali utili nel disegno di huovi cutdlizzatori e,
piu in generdle, di nuovi muteridli; lu review di Moore et ul. copre
in deftuglio I'uso (e i problemi uncoru irrisolti!) di fechiche com-
putaziondli nel disegno di librerie di proteine urtificiulmente inge-
yherizzate (directed evolution, ecceterd); infine, il lavoro di
Severin descrive |'uso di techiche chemoinformutiche nel diseyno
e hellu vulutuzione di uttivitd delle cosiddette “librerie combinu-
toridli dinamiche”, dove i componenti delld libreria sono generati
uttraverso unu o pid reuzioni reversibili, il cui equilibrio surd deter-
minuto dull’uffinitd di oghi componente dellu libreriu per il bersu-
dlio biologico d’interesse.
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