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Tema 7. Sintesis Combinatoria

Introduccion

Técnicas en Fase Solida
Sintesis Combinatoria
Sintesis Paralela

Nota del equipo docente
El presente material de estudio ha sido adaptado del material bibliografico recomendado para este
curso. Para una profundizacion se recomienda una lectura de la fuente original, en especial de la
siguiente obra:

* G. L. Patrick, An Introduction to Medicinal Chemistry, 52 ed., Oxford, 2013

L. Carrillo, E. Reyes, U. Uria, J. L. Vicario - Productos Organicos de Interés Farmacéutico - UPV/EHU 2019 4



oman ta zabal zazu

‘b’ Introduccion OC\Af

Universidad ~ Euskal Herriko
del Pais Vasco  Unibertsitatea

Cribado de muestrotecas

Se requiere de un cribado de alta productividad (High Throughput Screenning), es decir, muchos
compuestos en muchos ensayos bioloégicos
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Biblioteca de productos de sintesis Ensayos biolégicos Comuestos Hit (para varios receptores)

Se acelera el proceso si se realiza una robotizacion en la sintesis y una automatizacion de ensayos
bioldgicos
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Principio de quimica combinatoria

Se trata de llevar a cabo una generacion de bibliotecas de compuestos a partir de moléculas (“building
blocks") que se utilizan, generalmente, en el cribado de alta productividad

Con la quimica combinatoria se consigue quimiodiversidad

repeticion del proceso

®
|::> Seleccion I::} .

biblioteca de productos

Es una estrategia por la cual se pueden preparar un gran numero de compuestos de forma rapida y
simultanea (bibliotecas, librerias, quimiotecas, muestrotecas), bien como productos discretos (sintesis
en paralelo) o como mezclas de ellos (sintesis combinatoria), mediante la combinacion de un grupo o
grupos de reactivos (building blocks) en unos pocos pasos sintéticos en disolucion (polymeric reagents
o reactivos polimeéricos) o en fase soélida (solid-phase synthesis o sintesis en fase solida), lo que permite
una elucidacion estructural rapida (deconvolution and tagging o deconvolucion y etiquetado), un
conocimiento rapido de las relaciones estructura-actividad (SAR) y la posibilidad de automatizacion
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Biblioteca combinatoria
Las bibliotecas pueden generarse de manera rapida

estructura modelo ‘ ‘ ‘ seleccion de fragmentos

combinaciones posibles - biblioteca de productos

TUYTTTTVEY
1 22 S 220 2 5 Shins

CETTTTUES
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Biblioteca combinatoria

Se crea a partir de un gran numero de compuestos diferentes al mismo tiempo empleando la sintesis
combinatoria

La caracteristica de la sintesis combinatoria es que se generan diferentes compuestos al mismo
tiempo en condiciones de reaccion idénticas de forma sistematica. Se obtienen a la vez los productos
de todas las combinaciones posibles de un determinado conjunto de materiales de partida
(denominados building blochs)

La coleccién de estos compuestos sintetizados se conoce como biblioteca combinatoria

Sintesis tradicional

Sintesis combinatoria

B, — - A-B;  AsB; AsB; .. A,-B;

B, — A-B,  AsB, AsB, .. A,-B,

Ar Ay Ay .. A, + B, — A¢-B;  AsB;  AsBs .. A,-Bs
-

B, — A-B, AsB, AsB, .. A,-B,
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Biblioteca combinatoria

Sintesis tradicional

* Largostiempos

* Procedimientos no generales
* Alto costes

* pocas moléculas/mes-persona

NH
2 o HN)K/OMe

Me * M _ome —
Cl Me

Sintesis combinatoria

In vitro

Automatizado

Miniaturizado

400.000 moléculas/mes-persona

@)
NH, 0]
L — HN)J\RZ
R’ ClI” "R?
R1)\
50 aminas 20 cloruros 1000 productos
de acido de reaccion
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Biblioteca combinatoria

En el proceso hit to lead se realizan modificaciones en el compuesto prototipo: pequenos cambios
pueden producir grandes efectos

Ejemplo:

Norfloxacina es el menos activo de los
antibioticos de la familia de fluoroquinolonas;
ciprofloxacina es un antibidético de amplio

HN
espectro
norfloxacino ciprofloxacino
antibiotico antibiotico
¢Como encontrar la mejor sustitucion?
NH, CHj F,
H, Me, OH,
vinilo, etinilo
o H, F, Cl o
4
5 ©f‘] 3 7 posiciones a sustituir NH, CN, SMe | CO,H, COMe
° N / / / Y~ N

X

o VDO
N
HN§) P Q N A
NH, CF -
HN / NH |

0 @/ -

N
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Tipos de bibliotecas

Bibliotecas aleatorias. Persiguen el objetivo de diversidad estructural
« Generalmente un nucleo quimico comun (starting point scaffold)

« Gran numero de building blocks

« Alta diversidad

* Muchos objetivos

« Generacidnde estructuras lead

« »5.000 compuestos

« Sintesis en fase sélida

« Sintesis orientada a la diversidad (DOS)

Bibliotecas dirigidas. Persiguen el objetivo de estructuras analogas o similares
« Generalmente un nucleo quimico comun

« Numero limitado de building blocks (estructuralmente similares)

« Dirigido hacia un objetivo especifico

» Empleadas para optimizar estructuras lead

* ¢5.000 compuestos

« Sintesis en fase sélida, sintesis en disolucion
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Introduccion

Etapas en la que es necesario la sintesis de un gran numero de compuestos

Encontraruna
Diana Terapéutica

Encontrar un ::>
Compuesto Hit

Aislar/ldentificar la
Estructura

SAR

Optimizar el
Compuesto Lead

—>
—>

Sintesis de
Compuestos

Sintesis de
Compuestos

Sintesis de
Compuestos

OCW
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Caracteristicas fundamentales

Caracteristicas de la técnica

El material de partida, intermedios y los productos finales estan unido a un soporte solido
Los intermedios estan unidos a la resina y no necesitan ser purificados mas que por filtracion
El producto final se separa de la resina al final de la sintesis

1. reaccion PN 1. reaccion

unién 2. filtracién 2. filtracion

ruptura ‘
—  omE e (D)
7
A4

producto soluble

« El exceso de reactivos o subproductos no unidos de cada reaccidén pueden ser retirados facilmente
lavando la resina exceso de reactivo

« El soporte polimérico puede ser regenerado y reutilizado
« Es posible llevar a cabo la automatizacion
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Caracteristicas fundamentales

Caracteristicas del soporte solido

« Unaresina o una superficie funcionalizada para actuar como un soporte sélido
« Molécula que haga de vinculo con el soporte solido (anchor, linker)

« La unidn del compuesto a la molécula vinculo debe ser estable a las condiciones de las reacciones
implicadas.

« Proteccion de grupos funcionales que no participan en la sintesis

Tipos de soportes sélidos

Soportes basados en poliestireno (Hidrofébicos)

Soportes de poliamida (mas polares)

Resina Tentagel: 80% de etilenglicol sobre base de poliestireno (similar al éter, THF)
Superficies de vidrio funcionalizadas

Uniones al soporte solido (anchor/linker)

« Agrupacion molecular unida covalentemente al polimero para construir el soporte sélido y que
contiene un grupo funcional reactivo

« Permite fijar el primer reactivo

« La unidn debe ser estable a las condiciones de reaccion en la sintesis, pero debe poder romperse
facilmente para liberar el compuesto final

« Enlazadores diferentes dependiendo del grupo funcional al que se uniran y el grupo funcional
deseado en el producto
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Resinas
Las resinas suelen ser comercialmente disponibles y existen de muchos tipos segun la propia resina y

segun el linker
" o " el

Merrifield Wang Sheppard
® x
NH,
- ey
a & O
- -
p-metoxibencidrilamina Rink tritilo

« La mayoria de las reacciones se producen en el interior de laresina

« Laresina debe hincharse en el disolvente empleado: el polimero se despliega para que el disolvente
y los reactivos puedan moverse en el interior

« Laresinadebe permanecer estable

hinchado de la resina

O

resina polimero
representacion grafica
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Resinas

Resina de Merrifield en sintesis de péptidos

« Union alaresina por formacion de ésteres

« Empleo del grupo protector de aminoacidos Boc
« Eliminacion con medio acido (HF)

O Boc o
Cl J\/ N O‘<¥ Boc 1. desproteccién
+ N — >
( )—< >4 HO™ ™7 "H TN
= R H 2. 0 IIBOC
N.
HOJ\;/ H

Merrifield
R
Hooa heH Bo
\ a O O N-H
1. HF 00 N‘<¥ bt g o—<¥ !
O‘<¥ >—»,/ R N\ R N /R
2. separacion Q—@—/ ~N RR H R H
R H
H\
H (ON®) N—H
00 N‘<¥ M
HO‘<§ >_/’/ s N\ R
~N RR H
R H
péptido
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Resinas

Resina de Wang en sintesis de péptidos

« Uniénalaresina por formacion de ésteres

« Empleo del grupo protector de aminoacidos Fmoc que se desprotege facilmente con piperidina
« Eliminacion con medio acido (TFA)

Resina de Rink en sintesis de péptidos
« Unidnalaresina por formacion de amidas
 Eliminacion con medio acido (TFA)

Resina de dihidropirano en sintesis de péptidos
« Union alaresina por formacion de acetales
 Eliminacion con medio acido (TFA)

Resina de Barlos en sintesis de péptidos

« Uniénalaresina por formacion de ésteres

« Empleo del grupo protector de aminoacidos Fmoc que se desprotege facilmente con piperidina
 Eliminacion con medio acido (Hac o TFA)
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Grupos protectores

Proteccion de grupos funcionales que no tienen que reaccionar

« Deben protegerse facilmente, con alto rendimiento y bajo condiciones suaves

« Deben ser estables en las condiciones de reaccion

» Diferentes grupos protectores puedan desprotegerse bajo diferentes condiciones

Grupos protectores mas comunes en la sintesis de péptidos en fase solida
« Boc: N-terminal de aminoacidos se protege con un grupo Boc. El grupo se desproteje con TFA

« Bencilo: estable a TFA (con el que se desprotege Boc). Se elimina con HF (el HF se usa para soltar el
péptido de la resina)

* Fmoc: N-terminal de aminoacidos se protege con un grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo. El grupo se
desprotege con piperidina

« t-Bu: el grupo se desprotege con TFA (el TFA se emplea para soltar la cadena de la resina). Estable a la
piperidina empleada para desproteger Fmoc
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Método mix and Split (mezclar y dividir)

Se emplean una gran variedad de sustratos de partida los cuales se hacen reaccionar con diferentes
reactivos obteniéndose mezclas de productos. En la fase siguiente, la mezcla se divide en un numero
determinado y se repite el proceso. A continuacion se haran los tests biolégicos

— — —

9
oo O @@ O @oeD OO
o o © o o © oo oo °
— — = — =
combinar o
~ y dividir N ] 9 dipéptidos
0 O 0 o0 Cogo Qo
o o © o o © oo oo &
— = — —
o
Q0 O 0o ¢ Cogo @O
o o © oo ® o @
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Método mix and Split (mezclar y dividir)

Etapas:

Union de cada aminoacido al soporte sélido

Mezclar y separar en (tres) porciones iguales

Hacer reaccionar cada porcion con un aminoacido diferente

Mezclarlos y dividirlos en (tres) porciones iguales

Hacer reaccionar cada porcion con un aminoacido diferente, separary aislar
Se obtienen (27) tripéptidos en (tres) viales

ok whN =

A continuacion se realizan los tests biologicos de las mezclas para detectar actividad. Aquel vial que
proporcione actividad biolégica contendra el tripéptido activo

Inconvenientes:

No permite emplear muchos reactivos dado que multiplicaria exponencialmente la dificultad en los
tests biologicosy en la identificacién del compuesto active

Ejemplo:

El empleo de los 20 aminoacidos naturales para preparer bibliotecas de hexapéptidos implicaria en 6
sets la obtencion de 34 millones de productos (6 sets de 1.889.568 hexapéptidos /vial)
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Deconvolucion

Es el método para la identificacidon del componente o componentes activos de una mezcla
Mas rapido que sintetizar por separado todos los componentes

Se necesita conservar muestras antes de cada etapa mix and split

Ejemplo:

Preparacion de 27 tripéptidos en tres recipientes

O—Val Aa O—VaI-AIa

+ Ala

-
O— + va _combinar " O—val Vel R Or—val-val
o

y dividir O— Leu O— Leu-Val

+ Leu

O—Val ﬂ» O—VaI-Leu

Continua

Obtencidon de los posibles dipéptidos en tres recipientes. Conservar una muestra de cada recipiente
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Deconvolucion

Continua

Sintesis Combinatoria .O,C\Af

combinar O—VaI-VaI

_ =

y dividir Or—Leuval

Val-Val Or—val-val

Actividad ¢

4 X
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Deconvolucion

Ejemplo:

Preparacion de 27 tripéptidos en tres recipientes

« 9tripéptidos en la mezcla activay todos terminan en Ala

« Anadir Ala a las tres mezclas de dipéptido anteriormente guardadas
» Observar la mezcla activa y sintetizar los 3 tripéptidos

( y=—Ala-Ala  P—Ala-Ala-Ala
Or—val-ala Ala (O—Val-Ala-Ala W Activida

O—Leu-AIa O—Leu-AIa-AIa

( F=—Ala-Val ( =—Ala-Val-Ala
Ala

Val-Val

Or—Leuval (Or—Leu-val-aia

Val-Val-Ala b 4

(Or—na-Leu-Ala

] Al Leu-
(O—val-Leu a (O—val-Leu-Ala %

O—Leu—Leu O—Leu—Leu—AIa
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Etiquetado

Método de identificacion de una estructura presente en una cadena

Se construyen dos moléculas en la misma resina

Se utilizan aminoacidos o nucleotidos para construir la molécula marcada

Un aminoacido o nucledtido se agrega después de cada paso en la secuencia de la reaccion
La etiqueta de péptido se identifica mediante secuenciacion de péptidos automatizada
Secuencia de oligonucleotidos se identifica mediante la secuenciacion de ADN

Requieren un linker con dos grupos funcionales
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Objetivo
La sintesis de una gran cantidad de compuestos en un corto periodo de tiempo mediante una ruta de
reaccion definida y una gran variedad de reactivos

Caracteristicas fundamentales

« Un producto diferente en cada recipiente de reaccion

* Normalmente, se conoce la identidad de cada estructura

« Util para producir una gama de analogos para optimizacion de farmacos (SAR)

Procedimiento:
1. Técnicade Houghton (tea bag)
2. Sintesis en paralelo automatizada
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Técnica de Houghton

Se trata de un procedimiento manual para sintesis en paralelo:

« Soporte polimérico (100 mg) - sellado en prolipropileno

« Malla contenedora (3 x 4 cm) - tea bag (cada una etiquetada)

» Lastea bag se introducen en botellas de polietileno

« En cadaresina un aminoacido, todas la tea bags de un recipiente presentan el mismo aminoacido
« Las tea bag se redistribuyen en botellas para la adiciéon de un segundo aminoacido

« Tras la reaccion el contenido de las diferentes botellas se introduce en el mismo recipiente para
desprotecciones, lavado etc. Y de nuevo se redistribuyen para la adicion de un nuevo aminoacido etc.

Caracteristicas

Se sintetiza un producto en cada tea bag

Barato y posible para cualquier laboratorio, no necesita gran equipamiento
No conveniente para producir grandes cantidades de diversos productos

m'l/ recipiente de polietileno

Ejemplo:

malla de propileno

resina ~—

% -
XA
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Sintesis en paralelo automatizada

Sintesis automatizada de 6, 12, 42, 96, 0 144 estructuras en funcion del equipo y del tamano de los
recipientes de reaccién

« Los disolventes, sustratos de partida y reactivos se adicionan automaticamente mediante jeringas
« Laeliminacion de disolventes, lavados y separaciones liquido-liquido se hace automaticamente
« Se pueden llevar a cabo reacciones en atmaédsfera inerte, calentar, enfriar, etc.

Robot automatico

O— Aa O—Ala val O—AIa—VaI Na

O— Leu O—Leu Leu O—Leu-Leu Leu
— — — etc.
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