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Questo articolo € un’introduzione all’ area della chimica
combinatoria. Benché non intenda rappresentarein al-
cun modo una rassegna esauriente dell’argomento, pud
esser e utile come fonte di informazioni di base su questo
campo. L articolo discute numerosi elementi, come le
misurazioni della diversita chimica, le metodiche di sin-
tesi (sintesi in fase solida e in soluzione), il numero di
composti necessari per un particolare progetto di scree-
ning, I’uso di miscele o di composti singoli nello scree-
ning, la progettazione di composti flessibili o di compo-
sti rigidi, I'importanza dell’ applicazione di prodotti
grezzi o purificati, ela quantita di ciascun composto ne-
cessaria per I’ esecuzione di un particolar e progetto.
Parole chiave: Combinatorial chemistry; Parallel syn-
thesis; High throughput chemistry; Solid phase synthe-
sis; Drug discovery techniques.
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Introduzione

Il termine chimica combinatoria é stato coniato circa
dieci anni fa per descrivere la rapida generazione di un ele-
vatissimo numero di composti chimici, diretta principal-
mente allaricercadi nuovi farmaci. Laricercaelo sviluppo
dei farmaci hanno determinato I'impiego di migliaia di so-
stanze chimiche medicinali da parte delle societa farmaceu-
tiche. In passato, la produttivita era tuttavia limitata dagli
strumenti e dalle tecniche a disposizione, e le “linee pro-
duttive” delle nuove IND (investigational new drugs, nuovi
farmaci in fase di studio) si stavano lentamente prosciugan-
do per vari motivi, fra cui le norme sempre piu restrittive
ed i requisiti di prestazione sempre piu elevati. Anche se le
metodiche computazionali di progettazione dei farmaci
hanno riscosso un considerevole successo, i progetti di sco-
perta di nuovi farmaci non riuscivano a raggiungere un
soddisfacente livello di sintesi di nuovi composti, ed a va-
lutarli nei dosaggi biologici rilevanti. Benché i chimici riu-
SCiSsero spesso a sintetizzare piu di un composto alavolta,
non avevano mai sognato di riuscire a produrre diverse mi-
gliaiadi composti in un solo esperimento. Oggi, da quando
il termine chimica combinatoria & diventato di uso comune,
anche la sintesi paralleladi cinque composti puo essere
definita sintesi combinatoria.

Tuttavia, per poter definire un processo come combina
torio, il chimico deve combinare insieme qualcosa almeno
in un passaggio del suo processo di sintesi. Probabilmente,
il termine piu appropriato dovrebbe essere chimica ad elev-
ata cadenza analitica (HTC), definizione in cui non sarebbe
contenuta (ed usata in modo inappropriato) un’indicazione

della natura combinatoria del processo. |l vero approccio
combinatorio alla sintesi verra descritto piu avanti. Tut-
tavia, possono essere classificate come combinatorie le te-
cniche in cui vengono eseguite contemporaneamente piu
operazioni della sintesi. Un esempio puo essere rappresen-
tato in questo caso dalla cosiddetta sintesi a“bustina di t€”,
in cui il supporto solido viene compartimentalizzato in pic-
coli sacchetti di polipropilene che possono essere sottoposti
atrattamento nella stessa fiasca senza miscelare il contenu-
to dei singoli compartimenti (1).

Scopo della HTC e velocizzare la scoperta, o | ottimiz-
zazione, di nuove entita chimiche (composti, composizioni
o materiali) dalle proprieta specifiche desiderate, come |’ at-
tivita biologica o cataitica, o laforza meccanica. Di conse-
guenza, le modalita con cui e stato generato il gran numero
di composti chimici non sono cosi importanti. In questo ar-
ticolo utilizzeremo il termine HTC invece del termine chi-
mica combinatoria, 0 insieme ad esso, in quanto la nomen-
clatura non € stata ancora stabilitain modo preciso.

| primi articoli ad aver focalizzato tutta I’ attuale atten-
zione sulla chimica combinatoria sono stati pubblicati nel
1991 (2-4). Curiosamente, in nessuno di questi articoli €
stato usato il termine “chimica combinatoria’. E’ inoltre in-
teressante che questi non fossero i primi articoli a descrive-
re le tecniche per la preparazione di miscele di composti
per lavalutazione biologica. Il laboratorio di Geysen aveva
gia preparato miscele di peptidi per I’identificazione di
ligandi anticorpali nel 1986 (5, 6). Altri laboratori giaforte-
mente impegnati nella sintesi di gruppi o miscele di peptidi
erano quello di Houghten a San Diego (1), e quello di Fur-
ka a Budapest. Purtroppo, i risultati del laboratorio unghe-
rese non erano facilmente reperibili o pubblicizzati (presen-
tati come poster a due congressi internazionali [7, 8] o di-
sponibili in forma di tesi [9]). Il riconoscimento del lavoro
compiuto dagli autori di questi articoli storici € stato recen-
temente pubblicato nel numero inaugurale del Journal of
Combinatorial Chemistry (10).

In effetti, laHTC & solo uno strumento utilizzato dai
chimici a posto di metodiche adeguate alla progettazione
razionale delle strutture chimiche, o delle composizioni con
proprieta specifiche, quando le informazioni sui requisiti
strutturali responsabili della proprieta desiderata nei com-
posti bersaglio non sono sufficienti a predirne la struttura
ottimale a priori. Questa situazione pud essere comparata a
guella degli alchimisti dei secoli passati, che cercavano di
“trasmutare” il piombo in oro senza conoscere la struttura
atomica dei due elementi (11). Coloro che piu tardi riten-
nero di averla compresaridicolizzarono gli alchimisti, e
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Fig. 1 Copertura dello spazio conformazionale (quadrato) da
parte dei composti di sintesi (stelle). A. | composti sono uniforme -
mente distribuiti nell’intero spazio; tre composti sono simili alla
struttura ottimale (cerchietto), ma nessuno di riesce a “ cen -
trare’ I'attivita bersaglio. B. | composti sono piu simili fraloro e
coprono solo una frazione dello spazio conformazionale; nessuno
dei composti si awicina alla struttura ottimale. C. La stessa situ -
azione di B, ma poiché I’ attivita bersaglio va a coincidere con la
copertura dello spazio, numerose strutture riescono a “ centra -
rla” . (Nellarealta, 10 spazio € multidimensionale, con assi che
vengono definite diversamente da diversi autori).

affermarono che la“trasmutazione” eraimpossibile. Tut-
tavia, gli esperimenti degli alchimisti produssero numerosi
materiali nuovi e, fatto ancora pit importante, migliorarono
la nostra conoscenza della natura. Oggi € ben noto che un
atomo puo essere “trasmutato” in un atro; basta “solo” ri-
mescolare un po’ i protoni ei neutroni nel hucleo atomico.

In considerazione di cio, dobbiamo mantenere un atteg-
giamento di umilta quando giudichiamo la nostra compren-
sione dei principi delle interazioni molecolari, intesa come
la capacita di realizzare razionalmente i composti a partire
da un progetto teorico, in particolare quando si hanno a di-
sposizione scarse informazioni sui requisiti strutturali
responsabili delle proprieta desiderate. Anche se in lettera
tura sono presenti alcuni esempi di progettazione e realiz-
zazione computazionale di nuovi farmaci, larealta di questi
studi & spesso molto pil prosaica, in quanto descrivono
semplicemente osservazioni eseguite in precedenza in altri
esperimenti.

E qui entrain gioco laHTC. | chimici, come molte altre
persone, sono ambizios e vogliono avere successo. Anche
se potrebbero non essere capaci di raggiungere obiettivi
scientifici sensazionali come |" accelerazione di minuscole
particelle ad una velocita superiore a quella della luce,
vogliono comungue riuscire a scoprire nuovi composti in
grado di curare il cancro o ameno di stimolare la crescita
dei capelli. Tuttavia, anche riuscendo arealizzare un nuovo
composto alla settimana, obiettivo che fino a poco tempo fa
era considerato rispettabil mente produttivo nel contesto
dell’industria farmaceutica, un chimico puo prevedere di
produrre circa 1.500 nuove strutture nell’ arco della sua
intera carriera. Statisticamente, le possibilita che uno di
questi composti diventi un nuovo farmaco approvato in
tutto il mondo sono piuttosto ridotte. E se fosse invece pos-
sibile produrre 1.500 composti in un solo giorno? Bene, il
chimico incrementerebbe | e sue possibilita di successo di
un fattore di 7.500. Questo € il semplice motivo per cui le
metodiche di HTC sono state sviluppate, e stanno venendo
rapidamente introdotte praticamente in tutte e strategie per
la scoperta di nuove entita chimiche. Tuttavia, la HTC po-
trebbe avere I'impatto piu considerevole nel campo della

ricerca farmacol ogica, se combinata con la chimica compu-
tazionale e lo screening biologico.

Diversita chimica

Il nostro obiettivo non consiste solo nel realizzare il nu-
mero piu elevato possibile di composti in meno tempo, ma
anche nel renderli talmente diversi I’uno dall’altro da riu-
scire acoprire |'area pitl estesa di quello che viene definito
come spazio conformazionale. Questo spazio si estende
lungo tutte le possibili conformazioni teoriche di tutti i
composti che ricadono in un dato intervallo di dimensioni.
Quando le strutture di un insieme di composti realizzati tra-
mite HTC sono uniformemente distribuite nel rispettivo
spazio chimico, uno dei composti ha una possibilita stati-
sticamigliore di essere identico, o almeno simile, alla con-
formazione “ottimale”’ che conferisce la proprieta desidera-
ta (ad es., I' attivita biologica), rispetto ad un insieme di
composti che coprono solo unafrazione dello spazio chimi-
co, anche se il numero totale di composti € lo stesso in en-
trambi gli insiemi (Fig. 1).

In altri termini, la preparazione di un insieme di com-
posti che differiscono solamente nel numero di gruppi
metilenici in un particolare sostituente coprira probabil-
mente solo una piccola parte dello spazio chimico. Tut-
tavia, un singolo gruppo metilenico puo fare la differenza,
come per esempio nel caso dell’ ormone ossitocina (peso
molecolare 1.000 Da), in cui la sostituzione di un residuo
di asparagina con uno di glutammina, che reca un gruppo
metilenico in piu nella catena laterale, determina la com-
pleta perdita dell’ attivita biologica.

Un ampio insieme di composti sintetici correlati & co-
munemente definito con il termine di library (o library
combinatoria). Le library (biblioteche) hanno una comples-
sita variabile da poche dozzine (una collezione di questo
tipo dovrebbe essere definita scaffale, piuttosto che biblio-
teca) a svariati milioni di composti. La caratteristica che
accomuna le library combinatorie € il fatto che tutte le mo-
lecole che compongono una library rappresentano una
combinazione di uno o piu “blocchi costruttivi” che vengo-
Nno uniti tramite reazioni chimiche.

Lelibrary combinatorie possono essere classificate sulla
base della loro composizione o dellaloro storia sintetica
(vedi Fig. 2). Le library peptide-simili (oligomeriche) (12)
sono composte da unita ripetute di blocchi costruttivi
simili, connessi dalla ripetizione della stessa reazione chi-
mica (o di unareazione di tipo simile). Le library glucosio-
simili (ad impalcatura) sono basate su un’impal catura mult-
ifunzionale, i cui gruppi funzionali vengono selettivamente
impiegati per il legame di vari blocchi costruttivi. La chi-
mica alla base di questo tipo di library é stata suggerita da
Hirschmann e collaboratori (13) con lasintesi di una mole-
coladi glucosio modificata capace di mimare lafunzione
della somatostatina. Le library benzodiazepina-simili (con-
densate) (14) vengono create collegando blocchi costruttivi
capaci di formare strutture uniche a dipendenza dell’ ordine
delle reazioni eseguite, in cui i blocchi costruttivi originali
potrebbero non essere piu facilmente riconoscibili nell’am-
bito della struttura risultante (possono essere usate varie
strategie e tipologie di blocchi costruttivi per formare le
stesse strutture finali). Le library possono essere struttural-
mente omogenee 0 eterogenee; i composti possono cioe
avere “impalcature” o “ossature” identiche oppure varia-
bili. Inoltre, tutte le library combinatorie possono essere
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Fig. 2 Diversi tipi di library. A: Library peptide-simili (oligomeri -
che), B: library glucosio-simili (ad impalcatura), e C: library
benzodiazepina-simili (condensate). Le library oligomeriche ven -
gono costruite collegando blocchi costruttivi simili tramite la ri -
petizione di una (o pitl) reazioni. Sono un tipico esempio i peptidi
e gli oligonucleotidi. Le library ad impal catura sono costruite
tramite la modificazione di gruppi funzionali individuali sulla
molecola bersaglio (impalcatura). Nelle library condensate po -
trebbe essere difficile individuare i blocchi costruttivi di partenza
utilizzati per la costruzione.

complete (contenenti cioé tutte le possibili combinazioni
teoriche dei blocchi costruttivi utilizzati), o incomplete
(contenenti solo una frazione di tutti i composti possibili).
Una library combinatoria completa &€ composta da tutte le
possibili permutazioni dei blocchi costruttivi nelle loro
rispettive posizioni. Se I'impalcatura della library possiede
tre punti di attacco, (posizioni di diversita potenziale), e
vengono usati dieci diversi blocchi costruttivi per ogni
posizione di diversita, alloralalibrary combinatoria com-
pleta sara composta da 103 (1.000) composti (Fig. 3). La
complessita e la diversita strutturale di una library combi-
natoria sono quindi proporzionali rispettivamente a nume-
ro di posizioni di diversita e di blocchi costruttivi ed alla
differenza chimicafra questi ultimi.

Metodiche di sintes

Il processo di sintesi di unalibrary combinatoria puo es-
sere piuttosto semplice, in quanto per tutti i composti viene
tipicamente usato |0 stesso protocollo, e quindi la metodica
deve essere messa a punto soltanto una volta. Tuttavia, in
alcuni casi questo pud non essere semplice come potrebbe
sembrare (considerando elementi come la scelta del tipo di
supporto solido, la chimica di legame del primo blocco co-
struttivo, le strategie di protezione e deprotezione, ed il
distacco dal supporto solido), poiché le condizioni di rea
zione ottimali possono variare enormemente frai diversi
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Fig. 3 Library combinatoria di un’impalcatura ad anello a cinque
membri con una posizione costante (R) e due posizioni variate (A
e B). Quando per entrambe le posizioni variate vengono utilizzati
10 diversi blocchi costruttivi (da Al ad A10 e da B1 a B10), la
library completa sara formata da 100 composti diversi.

blocchi costruttivi utilizzati per un particolare passaggio.

Alcuni potrebbero affermare che a causa dell’ origine si-
mile di tutti i composti contenuti in una data library combi-
natoria questa possa occupare solo una piccola frazione
dello spazio chimico. Questa potenziale carenza delle
library combinatorie puo essere compensata sia utilizzando
delle impalcature flessibili, che coprono uno spazio chimi-
CO pill esteso rispetto a quelle rigide, sia variando non solo
la combinazione dei blocchi costruttivi, ma anche la strut-
tura dell’impalcatura nel contesto dellalibrary (ad es.
diverse dimensioni degli anelli, oppure impal cature cicliche
e lineari), mentre la metodica di sintesi rimane sempre la
stessa per tutti i composti.

Un importante prerequisito della chimica combinatoria
e ladisponibilita di metodiche di sintesi parallela. Citia-
mone velocemente alcune. Abbiamo gia citato la metodica
della“bustina di té&" di Houghten (1). Questatecnicasi basa
sulla segmentazione del supporto solido, ed & particolar-
mente adatta alla sintesi combinatoria. Un supporto di tipo
membranoso (15), ad esempio, pud essere facilmente sud-
diviso in un numero di frammenti pari a quello dei compo-
sti da analizzare. | passaggi di sintesi che sono identici per
numerosi composti, 0 per tutti, possono quindi essere ese-
guiti in recipienti di reazione comuni senza che si verifichi
una contaminazione crociata fra segmenti di supporto soli-
do, che possono essere smistati e ridistribuiti nell’ambito
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Passaggio comune di sintesi

Fig. 4 Processo di smistamento, combinazione e ri-smistamento
dei frammenti del supporto per la sintesi parallela multiplain
fase solida.

dei passaggi sintetici ogni volta che cid si renda necessario
(Fig. 4). Nella tecnica a “bustina di t€” il supporto solido
(resinadi polistirene funzionalizzata) viene racchiuso in
pacchetti realizzati con una reticella di polipropilene (Fig.
5), permeabile ai solventi ed alle soluzioni dei reagenti. Nei
comuni recipienti di reazione é possibile trattare contempo-
raneamente fino a diverse centinaia di questo tipo di pac-
chetti di resina. Dopo ogni passaggio, i pacchetti vengono
smistati per il successivo passaggio di sintesi. Lo smista-
mento puo essere basato su etichette alfanumeriche leggi-
bili, oppure puo essere semplificato includendo un’ etichetta
aradiofrequenza in ciascun sacchetto (16-18). In questo
modo, é possibile sintetizzare fino ad un migliaio di com-
posti utilizzando un numero ragionevole di recipienti di
reazione. Nella sintesi peptidica, ad esempio, sono neces-
sari solo 20 elementi di reazione contenenti i singoli ami-
noacidi per sintetizzare in parallelo un numero pratica-
mente illimitato di peptidi (naturali) di qualsiasi lunghezza.
Questa tecnica pud essere estesa con la cosiddetta tecnica
di “esplosione dei sacchetti”, in cui il contenuto di ciascun
sacchetto viene ad un certo punto distribuito nei pozzetti di
una piastra microtiter, in cui vengono eseguiti i passaggi
successivi della sintesi, moltiplicando quindi il numero dei
composti sintetizzati di un fattore di 96 (di 384, o supe-
riore). Utilizzando questa metodica, € possibile preparare
facilmente library contenenti fino a 100.000 composti (19).
Lasintes in piastra microtiter € semplificata dall’ uso della
tecnica di “aspirazione superficiale”, in cui il solvente
viene rimosso dai pozzetti contenenti il supporto solido
sedimentato poggiando delicatamente una matrice di aghi
sulla superficie del liquido. Questa tecnica esegue il tratte-
mento parallelo di tutti i pozzetti, consentendo quindi di
aggirare i problemi inerenti ala filtrazione a vuoto. Un’al-
tra tecnica che consente di evitare lafiltrazione € detta
“centrifugazione inclinata’ in cui le piastre microtiter ven-
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Fig. 5 Raffigurazione schematica della “ bustina di t&” .

gono sistemate sul perimetro di una piattaforma da centri-
fuga leggermente inclinata (da 1 a 9 gradi) verso il centro.
Durante la centrifugazione, il supporto solido viene tratte-
nuto al’interno di “tasche” (vedi Fig. 6) presenti nei poz-
zetti, che vengono create dalla forza centrifuga e dall’in-
clinazione, ed il liquido surnatante viene rimosso per
“decantazione” (19, 20).

Un’altra semplice tecnica di sintesi parallelarapida si
basa sull’uso di siringhe plastiche monouso dotate di filtri
porosi. Questa tecnica € estremamente semplice ed econo-
mica, e puod essere immediatamente implementata in qual-
siasi laboratorio. Centinaia di composti possono essere sin-
tetizzati manualmente senza grandi investimenti. Sono di-
sponibili strumenti che ne semplificano la manipolazione,
siain formadi siringhe disposte in blocchi con accesso dal -
I’alto (12) (Fig. 7), o in una disposizione che operain pre-
senza del vuoto, la cosiddetta disposizione a tessere di do-
mino (21). In questo caso, le siringhe sono unite tramite il
collettore alla fonte del vuoto tramite pistoni “bloccati”
nella posizione superiore. Lo svuotamento delle siringhe
per espulsione ed il riempimento tramite lo spostamento
verso la fonte del liquido vengono ripetuti durante il ciclo
di lavaggio primadi caricare la siringa con il reagente suc-
cessivo. Il lavaggio di fino a 48 siringhe in paralelo viene
eseguito tramite il semplice intervento di unavalvola(fig. 8).

| puntali plastici funzionalizzati disposti nel formato di
una micropiastra (22) rappresentano un altro diffuso sup-
porto a segmenti per la sintesi parallela. La portata origina-
riamente molto ridotta dei puntali € stata ampliata introdu-
cendo delle “corone”’ dall’ area superficiale piu ampia, che
possono essere unite ai puntali in divers strati (23, 24). In
unavariante di questatecnica, i puntali vengono uniti ad un
nastro, definendone cosi le singole posizioni (codificazione
spaziale) (25).

Una metodica potente, eppure semplice, per lasintesi in
fase solida manuale o semi-automatizzata di miscele conte-
nenti milioni di composti & I’ approccio “una particella di
resina-un composto” (4) (Fig. 9). Questa metodica € stata
inoltre definita come approccio “dividi-e-miscela’ (2) o
“dividi-accoppiaricombina’ (3), ed & basata sull’ accoppia-
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Fig. 6 Principio della “ centrifugazione inclinata” . RCF = forza
centrifuga relativa, G = forza gravitazionale.

mento di ciascun blocco costruttivo con porzioni separate
dellaresina della fase solida, seguito dalla combinazione ed
il miscelamento di tutte le porzioni di resina, primadi divi-
derle ancora per il successivo passaggio di sintesi (Fig. 9).
Ripetendo questa procedura altre tre volte, ed utilizzando
20 diversi blocchi costruttivi per ciascun passaggio di sin-
tes, e possibile preparare facilmente una library di fino a
160.000 (204) composti. Questo processo genera library
contenenti un unico e distinto composto in ciascuna parti-
celladi resina. Dopo aver assemblato lalibrary sullaresing,
guesta puo essere sia clivata per |’ esecuzione di dosaggi
biologici in soluzione, sialasciata sullaresina per i dosaggi
in fase solida. | dosaggi biologici vengono tipicamente ese-
guiti su singole particelle di resina, per cui il formato di
screening delle library del tipo “una particella di resina-un
composto” e quello di composti singoli, piuttosto che di
miscele di composti (26). Il principio delle library “una
particella di resina-un composto” & basato sulla distribuzio-
ne statistica delle particelle durante il processo. Tuttavia,
guesta natura statistica puo essere eliminata utilizzando
supporti solidi continuamente divisibili, come le membrane
o i filamenti. In questo caso, viene garantito che vengano
preparati tutti i membri della library, e che nessuno di
venga preparato in piu di unacopia (27).

| seguenti fattori continuano ad essere fonte di discus-
sioni, talvolta controverse, frai ricercatori che si occupano

Fig. 7 Multiblock: composizione di piu siringhe per la sintesi par -
allela. Snistra: Multiblock sulla piattaforma di lavaggio; Destra:
dettaglio del blocchetto.

Provette di reazione

Solvente

di lavaggio="

Vavola Tesseradi domino

di selezione

Fig. 8 Schema del funzionamento delle tessere di domino.

di HTC (per alcune di queste discussioni [romanzate] vedi
[28]), poiché affrontano elementi salienti dell’ argomento:

Numero di composti necessari per I’ esecuzione di un
particolare progetto di screening: Quanti composti dovreb-
bero essere presenti in una data library? pit sono, meglio &
e semplice statistica. In realta, tuttavia, vi sono delle limita-
zioni pratiche in termini sia di capacita di sintesi che di
screening. Come regola generale, il numero di composti
realizzati dovrebbe essere inversamente proporzionale alla
guantita di conoscenze di cui si dispone sull’interazione
studiata. Se si conoscono caratteristiche strutturali impor-
tanti per le proprieta desiderate del composto ricercato, non
avrebbe molto senso generare composti che non possiedano
tali requisiti, a meno che lo scopo del progetto sia la sco-
perta di nuovi composti completamente differenti da strut-
ture gia note.

Se, viceversa, hon si dispone di dati relativi alla strut-
tura che il composto desiderato dovrebbe avere, come nel
caso dellaricercadi ligandi per una proteina appena sco-
perta, allora é consigliabile produrre il maggior numero
possibile di composti chimicamente differenti.

Riflettendo queste considerazioni, le library di composti
vengono spesso classificate come library di scoperta oppu-
re library di ottimizzazione dei composti lead; le prime so-
No piu vaste e coprono uno spazio chimico pit ampio ri-
spetto alle meno complesse e pill focalizzate library di otti-
mizzazione.

Ledimensioni elacomplessitadi una particolare library
di composti dipendono inoltre dalla decisione di usare o
meno blocchi costruttivi chirali stereochimicamente puri
per la sintesi. Anche in questo caso, se & noto che uno o
I’ altro enantiomero di un particolare blocco costruttivo &
importante per la proprieta desiderata della molecola, allora
la scelta ricadra su quella particolare conformazione strut-
turale. Se non sono note le preferenze stereochimiche, tut-
tavia, si potrebbe usare solo un gruppo di enantiomeri, ri-
ducendo del 50% le probabilita di trovare la molecola giu-
sta (supponendo che sia attivo un solo isomero della mole-
cola), o includere entrambi gli enantiomeri dei blocchi co-
struttivi chirali (se disponibili), scelta che raddoppia I'im-
pegno di sintesi. In alternativa, i blocchi costruttivi chirali
possono essere usati in forma di miscele racemiche, ele
miscele isomeriche attive dei composti possono essere suc-
cessivamente separate, o ri-sintetizzate, in formadi iso-
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Particelle di supporto solido

Passaggio comune di
sintesi/miscelazione

Passaggio separato di sintesi
Legame dei blocchi costruttivi
individuali

Passaggio comune di
sintesi/miscelazione

Fig. 9 Principio della sintesi delle library “ una particella di re -
sina-un composto” . Le particelle di resina vengono esposte ad un

solo reagente alla volta, e quindi ognuna di esse pud contenere
una sola struttura. Il processo di separazione del supporto solido

in aliquote e di miscelazione viene ripetuto tante volte quanti so -
no i passaggi della realizzazione della library utilizzando i bloc -
chi costruttivi individuali. Una sintesi a sette passaggi, in cui tre
di questi utilizzano i vari blocchi costruttivi (in ciascun passaggio
vengono utilizzati 10 diversi blocchi costruttivi), generera 10 x 10
x 10 = 1.000 diverse popolazioni di particelle. Sesi utilizza per la

sintesi 1g di particelle di polistirene da 130 nm (1.000.000 di

particelle), ci saranno in media 1.000 particelle che recano lo

stesso composto. Se per la sintesi venissero usate solo 1.000 par -
ticelle (una situazione piuttosto improbabile), la possibilita di

avere una qualsiasi particolare struttura rappresentata nella
library sarebbe solo del 70% circa.

mero puro allo scopo di identificare |I'isomero attivo del
composto. Questo richiede ovviamente il consenso gene-
rale nei confronti dell’ utilizzo di miscele di composti, il
che ci porta all’ elemento di discussione successivo.

Miscele di composti contro composti singoli: le metodi -
che di chimica combinatoria sono state sviluppate ed usate
per la prima volta per la generazione di library di peptidi
sintetici (12, 29). Questo tipo di library erano composte da
numerosi milioni di peptidi, che venivano preparati sia
come miscele organizzate (3, 6) che come library di com-
posti del tipo “una sferettadi resina-un composto” (4) (vedi
sopra). Il concetto di testare vaste miscele di composti &
stato in effetti preso dalla natura, e non € quindi cosi insen-
sato come affermato da alcuni. Potenzialmente, tutte le
interazioni altamente specifiche che avvengono nei contesti
biologici frai ligandi e le loro molecole accettrici hanno
luogo in un ambiente piuttosto eterogeneo, vale adirein
presenza di numerose altre molecole, senza interferenze.
Inoltre, miscele piuttosto complesse di composti in forma
di estratti vegetali o animali, brodi di fermentazione, e si-
mili, continuano a rappresentare una fonte importante di

nuovi composti bioattivi. Di conseguenza, non deve sor-
prendere che numerosi nuovi composti possano essere
identificati tramite lo screening di miscele altamente com-
plesse di composti sintetici. Se confrontata con il laborioso
processo di isolamento ed identificazione di un composto
sconosciuto da unamisceladi prodotti naturali, la deconvo-
luzione (cioé il processo di identificare singoli composti
attivi nell’ambito di miscele sintetiche di composti sintetiz-
zando miscele sempre meno complesse ed alla fine compo-
sti singoli) rappresenta un processo semplice e lineare.

Tuttavia, sussiste un persistente scetticismo nei confron-
ti della generazione e dello screening di ampie miscele di
composti sintetici, motivo per cui I’ orientamento piu dif-
fuso della HTC rimane verso la redizzazione di matrici di
singoli composti o di miscele dalla portata molto ridotta
(meno di 100 composti per miscela). | principali dubbi che
riguardano I’ uso di miscele sono : 1) che la concentrazione
relativa dei composti attivi nell’ ambito della miscela sia
troppo bassa per essere rivelata dal dosaggio biologico; 2)
che I’ agonista e I" antagonista presenti nella miscela possa-
no annullarsi I'un I'altro; e 3) che I’ attivitarilevata nelle
miscele possa essere causata da artefatti come la presenza
di impurita o di prodotti secondari, che potrebbero non es-
sere riproducibili nella nuova sintesi dei composti singoli
presenti nelle miscele attive.

Anche se questi dubbi potrebbero rappresentare delle
valide ragioni per non utilizzare miscele per uno o I'atro
progetto, non rappresentano una generale controindica-
zione all’ uso delle miscele, come discusso in dettaglio da
Houghten e collaboratori (30). In generale, le miscele de-
VONo essere sottoposte a screening a concentrazioni molto
piu elevate dei composti singoli, avendo una concentrazio-
ne finale di screening inversamente proporzionale a livello
di complessita della miscelain cui sono contenuti. Nei do-
saggi funzionali, un antagonista potente potrebbe in effetti
mascherare |’ attivita di un agonista ugual mente potente
presente nella stessa miscela. Questo non é altrettanto vero
per i dosaggi di legame, in cui I’ antagonista e |’ agonista
creano o stesso segnale. Ed una metodica di sintesi ripro-
ducibile, ben messa a punto e provata ripetutamente, € un
requisito essenziale per lasintes di qualsias library combi-
natoria, Sia questa rappresentata da miscele o da composti
singoli.

Inoltre, I’ utilizzo di miscele & decisamente molto piu
economico in termini di tempo e denaro, in particolare nei
progetti che prevedono |la generazione e lo screening di
grandi quantita di composti, come illustrato dall’ esempio
seguente. Un singolo screening di unalibrary di 50.000
composti formattati come sostanze singole, ad una cadenza
analitica di 2.500 composti a giorno, richiederebbe circa
un mese. Se lo screening ha un costo per composto pari a
un dollaro, lo screening di tuttalalibrary costerain tutto
50.000 dollari. Viceversa, se formattata in miscele di 20
composti, lo screening della stessa library potra essere ese-
guito in un solo giorno, con un costo totale di 2.500 dollari.
Supponendo che la metodica di sintesi sia stata messa a
punto in modo riproducibile, il processo di ri-sintesi e di
valutazione dei singoli composti a partire dalle miscele atti-
ve non dovrebbe richiedere piu di una settimana, per cui il
risparmio di tempo totale sara di ameno il 75%. Sei sin-
goli composti non devono essere ri-sintetizzati, il risparmio
€ ancora maggiore. Inoltre, lavorando con le miscele & ne-
cessario utilizzare molta meno molecola bersaglio, ele-
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mento di particolare importanza quando il bersaglio dello
screening, o atri reagenti di dosaggio, siano costosi €/o di-
sponibili solo in quantita limitate (ad es. una proteina ap-
penaisolata o espressa).

Nel caso di library relativamente piccole (meno di
50.000 composti), potrebbe essere una buona idea sintetiz-
zare tutti i composti separatamente, e quindi miscelare ali-
quote di ogni composto per lo screening, lasciando una
quantita sufficiente di ciascun composto per I’ esecuzione
degli studi di follow-up con le singole molecole. Un' alter-
nativa pud essere rappresentata dal sintetizzare i composti
singoli e le miscele contemporaneamente. Questo approc-
cio elimina la necessita di ri-sintetizzare i composti singoli
dalle miscele attive. Tuttavia, questi approcci Sono meno
pratici nel caso di library piu vaste.

Composti flessibili contro composti rigidi: Questa & una
questione piuttosto controversa. Alcuni sostengono che le
mol ecole rigide hanno una maggiore propensione al legame
ad alta affinita rispetto alle molecole piu flessibili, in
guanto ogni legame capace di ruotare su se stesso sottrae
energia potenziale al’interazione con il bersaglio. Per po-
tersi adattare al rispettivo sito di legame, questo tipo di mo-
lecole rigide devono essere presentate esattamente nella
corretta struttura e conformazione. La scoperta a priori di
nuovi ligandi rigidi ad alta affinita & un gioco piuttosto ri-
schioso del tipo “tutto o nulla’, poiché non sara possibile
individuare le molecole attive anche nella library piu vasta
e complessa se questa manca proprio di quel composto per-
fetto, seppure dovessero esservi presenti molecole analoghe
simili.

Viceversa, le possibilita di trovare un ligando per una
particolare molecola bersaglio in unalibrary di composti
flessibili sono piu elevate, poiché questo tipo di strutture
sono capaci di adottare una gamma di conformazioni, che
con un po’ di fortuna includeranno quella capace di adat-
tars al sito di legame del bersaglio. In alcuni tipi di intera-
zione, tale “conformazione di legame” € adottata dalla
molecola solo quando questa viene atrovarsi in prossimita
del sito di legame del bersaglio (adattamento indotto). Que-
sto tipo di molecole flessihili, tuttavia, sono spesso solo dei
leganti ad affinita modesta o ridotta, e richiedono una di-
screta quantita di ottimizzazione strutturale per poter essere
trasformate in un ligando accettabile.

In conclusione, anche se intendiamo individuare ligandi
rigidi ad alta affinita, il nostro approccio di ricerca dovreb-
be essere flessibile.

Prodotti grezzi e purificati: Anche in questo caso, si
tratta di trovare un equilibrio frarischi e risorse. L’ utilizzo
di composti puri € senza dubbio il modo piu sicuro per ge-
nerare dati chiari e non ambigui, poiché la vautazione dei
composti grezzi porta sempre con sl rischio che I' attivita
osservata sia dovuta a prodotti secondari piuttosto che al
composto stesso. Inoltre, un composto interessante potreb-
be essere scarsamente presente, 0 non essere presente af -
fatto, nel prodotto della sintesi, e non essere quindi indivi-
duato durante il processo di screening. Tuttavia, |’ elimina-
zione di questi rischi spesso non giustifica il tempo impie-
gato a purificare ogni composto, a meno che il fraziona-
mento dei prodotti di sintesi non rappresenti il fine ultimo
della generazione dellalibrary, che includerain questo caso
tutti i prodotti secondari separatamente, anche senza che
siano note le strutture di gran parte di essi.

Gli standard di purezza per i prodotti grezzi dipendono

ampiamente dall’ efficienza della metodica di sintesi, oltre
che dalla robustezza del dosaggio biologico, e ricadono
tipicamente nel range di >70-80% (misurato tramite |’ ana-
lis di un campione statistico dei singoli composti, di solito
con I"HPL C-preferibilmente insieme alla spettrometria di
massa).

Quando si lavora con i prodotti non purificati & asso-
lutamente essenziale che la metodica di sintesi sia ripro-
ducibile, in modo che ogni possibile prodotto secondario
attivo possa essere facilmente generato. Questi prodotti se-
condari potrebbero in effetti essere nuovi lead farmacol ogi-
Ci pit interessanti degli stessi composti intenzionali, poiché
acuni di potrebbero rappresentare strutture completa-
mente nuove.

Quantita di ciascun composto: Storicamente, ai chimici
organici € sempre piaciuto preparare quantita “decenti” di
composto, vale adire piu di 100 mg. Nella chimica combi-
natoria, e nella sintesi parallela in generae, questo tipo di
sintesi su vasta scala diventa economicamente sconvenien-
tein termini sia di costi della sintesi che di spazio di con-
servazione. Inoltre, 100 mg di un composto dal peso mole-
colare di circa 500 D producono circa 2 litri di una solu-
zione 100 mM, decisamente molto pit del necessario, anche
se il composto dovesse essere testato in quadruplicato a di-
verse concentrazioni in centinaia di dosaggi biologici. In
considerazione di cio, le metodiche di sintesi stanno ora
venendo miniaturizzate fino all’ ordine delle picomoli alo
scopo di rendere pit economica la sintesi (31). Infatti, esi-
stono diversi tipi di approccio alasintesi nell’ ordine di sin-
gole particelle del supporto solido (vedi sopra) dal diame-
tro di circa 100 nm. La capacitatipica di questo tipo di par-
ticelle & di circa 100 pmol, per cui il composto presente su
una sola di esse puo produrre tipicamente 10 L di una
soluzione 10 mM. Anche se questa quantita potrebbe essere
sufficiente a testare il composto in un dosaggio biologico,
forse anche in duplicato, non sarebbe sufficiente a stabilire
curve dose-risposta, o atestare il composto in pit di un
dosaggio biologico. Viceversa, il legame alla molecola ber-
saglio pud agevol mente essere osservato anche con parti-
celle piu piccole: 60.000 particelle di 3 nm di diametro
possono essere immobilizzate su una sezione da 1 mm2 di
un fascio di fibre ottiche, consentendo di osservare le inte-
razioni specifiche sulle singole particelle (vedi Fig. 10)
(32). In ogni caso, gli approcci di sintesi altamente minia-
turizzata portano sempre con sé la potenzial e necessita di
ri-sintetizzare successivamente tutti o alcuni dei composti
attivi per gli studi di follow-up o per progetti di screening
ulteriori.

In generale, la quantita di ciascun composto da prepa-
rare in una particolare library dovrebbe dipendere da: 1) le
risorse finanziarie e di spazio disponibili per quel partico-
lare progetto; 2) la capacita e la scala della strumentazione
di sintes utilizzata; 3) sei composti sono purificati, laresa
attesa dei composti purificati; e 4) il numero dei dosaggi
biologici in cui il composto sara testato, oltre che i volumi
e le concentrazioni delle soluzioni di composto necessarie
per ciascun dosaggio. La sintesi che ecceda le quantita di
materiale “ veramente necessario” sara probabilmente pre-
sto considerata un completo spreco di risorse. La miniatu-
rizzazione dei dosaggi biologici dirigerala domanda di
quantitadi composti alivello nanomolare.

Sintesi in fase solida e sintesi in soluzione: Come di-
SCUSSO in precedenza, le tecniche di chimica combinatoria
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Fig. 10 Sezione di un fascio di fibre ottiche con le sferette incluse
ne “ pozzetti” individuali. (Autorizzata dalla Illumina, Inc. [San
Diego, CA]).

sono state sviluppate per la prima volta per la sintesi paral-
lelamultipla di peptidi e di library combinatorie di peptidi.
Lamaggior parte di queste metodiche impiegano il concet-
to di Merrifield di sintesi peptidica in fase solida (33), ba-
sato sull” assemblaggio a tappe delle catene peptidiche in
seguito al legame covalente dell’ aminoacido C-terminale
ad un supporto solido polimerico. Diversamente dalla sin-
tesi in soluzione, in cui gli intermedi ed i prodotti finali
vengono tipicamente isolati e purificati tramite estrazione e
precipitazione, nella sintesi in fase solida queste procedure
sono rimpiazzate dal semplice lavaggio del supporto soli-
do, acui il peptide in crescita rimane legato fino a che non
vienetipicamente clivato dopo il completamento della sintesi.

Oltre a facilitare ed accelerare enormemente il processo
di sintesi, la metodica in fase solida € inoltre adattabile al-
I”automazione, grazie al carattere altamente ripetitivo del
processo (laripetizione del ciclo: legame-lavaggio-deprote-
zione-lavaggio). Sono ora disponibili vari strumenti per la
sintesi parallela automatizzata di fino a centinaia di compo-
sti (34-36), e numerose ditte stanno dedicando molte risor-
se ai programmi interni per [o sviluppo di sistemi propri di
sintesi parallela automatizzata (vedi ad es. [19]).

| classici materiali di supporto per lasintes in fase soli-
da sono delle particelle di resina polimerica funzionalizza-
ta, basate su polistirene con legami crociati, glicole polieti-
lenico, o atri polimeri. Oggi, i materiali di supporto utiliz-
zati per lasintes in fase solida vengono realizzati in molte
forme e strutture, come aghi plastici, dischetti di cellulosa,
e membrane e vetrini spazialmente indirizzabili. Una esau-
riente trattazione di questo argomento é contenuta nella
raccolta di Hudson sulle descrizioni personali dei ricerca-
tori dedicati alo sviluppo di nuovi materiai e tecniche di
supporto solido (37, 38).

Anche se lasintesi in fase solida é diventata piuttosto
popolare e perfezionata nella chimica dei peptidi durante
gli anni ‘80, non ha immediatamente riscosso una partico-
lare attenzione da parte dei chimici organici. E' stato solo
dopo I’ enorme successo delle library combinatorie di pep-
tidi sintetici che il principio della fase solida & stato rapi-
damente adottato per la chimica organica ad elevata caden-
za analitica (39). Infatti, molti degli iniziali articoli sulla
generazione di library combinatorie non peptidiche erano

dedicati a solo adattamento di reazioni organiche generali
e ben affermate alla sintesi in fase solida, allo scopo di
“portare la chimica organica sul supporto solido”. Oggi, la
sintesi in fase solida & diventatala metodica di elezione per
lamaggior parte dei progetti di chimica combinatoria. Su
questo argomento sono stati pubblicati numerosi articoli di
rassegha e humerose raccolte (40-45).

Una variante della sintesi in fase solida é stata definita
come “cattura su resinad’; in questa procedura, la sintesi
viene eseguita in soluzione, e la molecola desiderata viene
intrappolata nel supporto solido mentre I’ eccesso di reagen-
ti viene allontanato con dei passaggi di lavaggio. Il requi-
sito di questa strategia &€ la mancanza di funzionalizzazione,
che consente la reazione con il supporto solido sia del
materiale di partenza che dei prodotti secondari (46). Una
strategia alternativa, in cui il supporto in fase solida intera-
gisce con I’ eccesso del materiale di partenza e dei prodotti
secondari lasciando in soluzione solo il prodotto de-
siderato, € detta“ quenching sostenuto dal polimero” (47).

Tuttavia, molti chimici organici sono rimasti fedeli ala
sintesi convenzionale in soluzione per I’ esecuzione della
sintesi parallela (48). Questa pud apportare dei benefici ala
sintesi che prevede reazioni non facilmente eseguibili su
fase solida, o quando i prodotti della sintesi in fase solida
siano considerevolmente meno puri degli stessi composti
realizzati in soluzione. In generale, tuttavia, la sintesi ata-
mente parallela in soluzione richiede una quantita di stru-
mentazione di sintesi decisamente superiore (ad es. per il
trasferimento parallelo di liquidi e le estrazioni liquido/li-
quido).

Allo scopo di combinare i vantaggi di entrambe le me-
todiche, € stato ideato un sistemadi sintesi ibrido fralafase
solida e lafase liquida (49). Come nella sintesi in fase soli-
da, le molecole vengono assemblate mentre sono legate ad
un supporto solido che, diversamente dalla sintesi in fase
solida, € solubile nel mezzo di reazione, consentendo cine-
tiche di reazione comparabili a quelle della sintesi in solu-
zione. Dopo la reazione, il supporto polimerico puod essere
precipitato per la rimozione dell’ eccesso di reagenti. Il sol-
vente e le condizioni di reazione per la precipitazione de-
vono essere scelti ed ottimizzati attentamente per prevenire
I’inclusione nelle particelle precipitate del reagente residuo,
che potrebbe interferire con il passaggio di sintesi successi-
vo dopo la nuova dissoluzione del polimero. Questo ap-
proccio e stato originariamente sviluppato per la sintesi
peptidica (50 ) ed é stato ora adattato all’'HTC.

Un’ altra tecnologia emergente intesa a combinare i
benefici dellasintesi in fase liquida ed in fase solida € la
sintesi in fase fluorosa (51, 52), in cui la molecola in cre-
scita viene legata ad un’ etichetta chimica contenente un’ al-
ta proporzione di fluoro. La sintesi € eseguitain un sistema
liquido trifasico (un solvente organico, una fase acquosa,
ed un solvente fluorocarbonico); il composto etichettato &
preferibilmente solubile nella fase “fluorosa’, per cui
possibile estrarre il reagente in eccesso e i prodotti secon-
dari nellafase acquosa o nella fase organica.

Prospettive

Il campo della chimica combinatoria sta subendo uno
sviluppo esponenziale, come evidenziato dalla crescita
della banca dati contenente gli articoli relativi aladiversita
molecolare, allagenerazione ed allo screening delle library,
ed alla chimica in fase solida, accessibile via Internet (53).
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Questa banca dati rappresenta un’ ottima fonte di letteratura
dettagliata ed approfondita per il lettore interessato
all’ argomento. Sono stati inoltre pubblicati numerosi libri
sulla chimica combinatoria (54-68). Vogliamo citare The
Combinatorial Index di Barry Bunin (40), una raccolta det-
tagliata di centinaia di procedure per la sintesi ad elevata
cadenza analitica, ed il recente lavoro pubblicato da Kevin
Burgess, Solid-Phase Organic Synthesis (69). Entrambi
rappresentano un’ appropriata fonte di conoscenze dei vari
aspetti della chimica combinatoria e dellasintesi parallela.

| vari approcci e filosofie della chimica combinatoria e
ad elevata cadenza analitica sono stati discussi, difesi e
confutati in numerose occasioni. Noi riteniamo che I’ ap-
proccio piu appropriato a questo settore sia quello di rima-
nere aperti a nuove idee e concetti, anche se questi sembra-
no negare teorie precedenti, e di utilizzare la tecnologia piu
adatta alla soluzione del problema, che potrebbe non essere
sempre la pitl diffusa al momento. Le menti curiose e crea-
tive sono necessarie per far progredire oltre la tecnologia
dell’'HTC, ele questioni irrisolte dovrebbero essere viste
come una sfida dai neofiti di questo impegnativo settore.
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