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Linh vuc k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé xudt quy trinh didu ché (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on, 1a
hiru ich 1am chét e ché phosphoinositide 3-kinaza-delta (PI3K3), cling nhu dang

mudi va cac hgp chat trung gian lién quan.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Phosphoinositide 3-kinaza (PI3K) thudc ho 16n cac kinaza truyén tin hiéu
lipit ma phosphoryl héa cidc phosphoinositide & vi tri D3 ctia vong inositol
(Cantley, Science, 2002, 296(5573):1655-7). PI3K dugc chia thanh ba nhom
(nhom I, II, va IIT) theo cAu truc, su diéu hoa va tinh dic hiéu co chét cia chuing.
PI3K nhém I, ma bao gém PI3Ka, PI3Kp, PI3Ky, va PI3K9, 1a ho cua lipit dédc
hiéu kép va protein kinaza ma xGc tdc qua trinh phosphoryl hoa cua
phosphatidylinosito-4,5-bisphosphat (PIP,) lam tdng phosphatidylinosito-3,4.5-
trisphosphat (PIP;). PIP; c6 chirc niang lam chét truyén tin thir hai dé kiém soat so
quy trinh té bao, bao gém sy tdng trudng, su séng s6t, su bam dinh va sy di tri. TAt
ca bdn ddng dang PI3K nhém I ton tai & dang heterodime gdm cdu trac dudi phéan
ti xtc tac (p110) va clu trac dudi phan tir didu hoa duoc két hop chit ché dé kiém
so4t su biéu hién, hoat héa va khoanh ving dudi mirc té bao cua ching. PI3Ka,
PI3Kp, va PI3KS két hop véi cdu tric dudi phan tir didu hoa duge goi 1a p85 va
duogc hoat hoa boi cac yéu td tang trudng va xytokin nho co ché phu thudc tyrosin
kinaza (Jimenez, et al., ] Biol Chem., 2002, 277(44):41556-62) trong khi PI3Ky két
hop v6i hai cdu trac dudi phén tir diéu hoa (p101 va p84) va su hoat hoa ctia no
duoc thuc hién nho su hoat héa cia céac thy thé bat cdp véi G-protein (Brock, et al.,
J Cell Biol., 2003, 160(1):89-99). PI3Ko va PI3KP dugc biéu hién khip noi. Trai
lai, PI3Ky va PI3K3 dugc biéu hién chu yéu & bach ciu (Vanhaesebroeck, et al.,
Trends Biochem Sci., 2005, 30(4):194-204).
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Su phén b6 md phan hoa cia PI3K tao ddng dang céc yéu td & cac chuc
nang sinh hoc riéng biét cia ching. Su tach di truyén cia PI3Ka hodc PI3KB din
dén kha nang gy chét phoi, chi ra rang PI3Ka va PI3KP c6 cac chirc nang co ban
va khong thira, it nhit 13 trong qua trinh phét trién (Vanhaesebroeck, et al., 2005).
Trai lai, chudt ma thiéu PI3Ky va PI3K3 c6 thé ton tai, c6 kha ning sinh san va co
vong quay cudc sdng binh thuong mic du ching thé hién hé mién dich bién doi.
Su thiéu PI3Ky dan dén suy giam su bo sung cac dai thuc bao va bach cau trung
tinh vao cac vi tri viém cling nhu suy gidm su hoat hda t bao T (Sasaki, et al.,
Science, 2000, 287(5455):1040-6). Chudt dot bién PI3KS c6 thiéu hut dic hiéu
trong qué trinh truyén tin hiéu té bao B ma dan dén sy phat trién té bao B Suy giam
va su dap tmg khang thé giam sau khi kich thich khang nguyén (Clayton, et al., J
Exp Med. 2002, 196(6):753-63; Jou, et al., Mol Cell Biol. 2002, 22(24):8580-91;
Okkenhaug, et al., Science, 2002, 297(5583):1031-4).

Kiéu hinh cta chudt dot bién PI3Ky va PI3KS dé xuit rang cic enzym nay
c¢6 thé déng vai trd trong bénh viém va cac bénh nén mién dich khac va didu nay
dugc xac minh trong cdc mo hinh cén [am sang. Chudt dot bién PI3Ky dugc bao vé
16n khoi bénh & m6 hinh chudt bi bénh viém khép dang théip (rheumatoid arthritis:
RA) va bénh hen (Camps, et al., Nat Med. 2005, 11(9):936-43; Thomas, et al., Eur.
J. Immunol. 2005, 35(4):1283-91). Ngoai ra, viéc diéu tri cho chudt kiéu dai bang
chét trc ché chon loc PI3Ky dugc chiing minh 1a lam giam bénh viém than tiéu cau
va kéo dai su séng ¢ moO hinh MRL-Ipr bi bénh viém than do luput ban dé hé théng
(systemic lupus nephritis: SLE) va dé trc ché bénh viém khép va ton thuong & mo
hinh RA (Barber, et al., Nat Med. 2005, 11(9):933-5; Camps, et al., 2005). Tuong
tu, ca chudt dot bién PI3KS va chuot kiéu dai duge diéu tri béng chét ¢rc ché chon
loc PI3KS déu duogc ching minh 1a c¢6 bénh viém khi dao di tng va d¢ nhay qua
muc dugc lam gidm & md hinh chudt bi bénh hen (Ali, et al., Nature. 2004,
431(7011):1007-11; Lee, et al., FASEB J. 2006, 20(3):455-65) va c6 bénh dugc
giam & mo hinh RA (Randis, et al., Eur. J. Immunol., 2008, 38(5):1215-24).
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Su tang sinh té bao B d thé hién vai trd chinh trong viéc phat trién cic bénh
viém tu mién (Puri, Frontiers in Immunology (2012), 3(256), 1-16; Walsh, Kidney
International (2007) 72, 676—682). Vi du, té bao B hd trg kha ndng tu phan ung
ctia té bao T, mot thanh phén quan trong cua cic bénh viém ty mién. Khi duoc hoat
hoéa va truéng thanh, té bao B c6 thé di chuyén dén vi tri viém va phuc hoi cac té
bao viém hodc phan hda thanh nguyén bao bach cau. Do d6, hoat tinh cta té bao B
c6 thé duge thuc hién béng viéc nham dich céac xytokin kich thich té bao B, cac thu
thé bé& mat té bao B, hoic thong qua su suy kiét té bao B. Rituximab—mot khang
thé don dong kham & chudt/ngudi IgGl « chbéng lai thy thé bé mit té bao B
CD20—da dugc ching minh 14 lam suy kiét t& bao B CD20+. Viéc sir dung
rituximab da dugc chimg minh 1a c¢6 hi¢u qua trong viéc diéu tri bénh ban Xuét
huyét giam tiéu cau tu phat, thiéu mau mat héng cau ty mién, hodc bénh viém
mach. Vi du, viéc diéu tri béng rituximab dan dén sy mién gidm bénh ¢ bénh nhan
dang trdi qua bénh viém mach hé théng két hop véi khang thé bao twong khang
bach cau trung tinh (anti-neutrophil cytoplasm antibody: ANCA) (AASV) véi su
suy kiét té bao B ngoai vi dugc ching minh (Walsh, 2007; Lovric, Nephrol Dial
Transplant (2009) 24: 179-185). Tuong tu, su dap Gmg tuyét ddi da dugc bio cdo
& mot phan ba dén hai phan ba bénh nhén c6 bénh viém mach cryoglobulin huyét
hén hop sau khi diéu tri bang rituximab, bao gdm cac bénh nhan mac thé ning cia
bénh viém mach ma khang hodc khong dung nap véi céc diéu tri khac (Cacoub,
Ann Rheum Dis 2008:;67:283-287). Tuong tu, rituximab da dugc chimg minh 1a
c6 hiéu qua trong viéc diéu tri cac bénh nhan mic ban xuit huyét giam tiéu cau tu
phat (hoic xuit huyét giam tiéu ciu mién dich) (Garvey, British Journal of
Haematology, (2008) 141, 149-169; Godeau, Blood (2008), 112(4), 999-1004;
Medeo, European Journal of Haematology, (2008) 81, 165-169) va thiéu mau mat
héng cau tu mién (Garvey, British Journal of Haematology, (2008) 141, 149-169).

Truyén tin hi¢u PI3K$ da dugc rang budc véi sy séng sét, di tra, va hoat hoa
té bao B (Puri, Frontiers in Immunology, 2012, 3(256), 1-16, at pages 1-5; and
Clayton, J Exp Med, 2002, 196(6):753-63). Vi du, PI3KS duoc yéu cAu cho viéc
hoat héa té bao B phu thudc khang nguyén dugc thuc hién bdi thu thé té bao B.
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Béng cach chan su bam dinh, su séng sot, sy hoat hoa, va tang sinh té bao B, viéc
trc ché PI3KS c6 thé lam giam kha ning cua té bao B dé hoat hoa té bao T, ngan su
hoat héa va giam tiét thé tu khang va xytokin tién viém ctia ching. Do dé, nho kha
nang cda chung tc ché su hoat hoa té bao B, chit trc ché PI3KS s& duoc mong doi
dé diéu tri cAc bénh gian tiép gy ra bdi té bao B ma ¢6 thé diéu tri dugc bang cac
phuong phap tuong tw nhu 1am suy kiét té bao B bang rituximab. Thuc vay, chit
rc ché PI3KS da duoc chirng minh 1a hitu ich trong md hinh chudt c6 cac bénh tu
mién khac nhau ma ciing c6 thé diéu tri dugc bang rituximab nhu bénh viém khép
(Puri (2012)). Ngoai ra, té bao B bam sinh, ma duoc gin két v4i tinh ty mién la
nhay véi hoat tinh PI3KS, vi té bao MZ va B-1 gan nhu ving mit ¢ chudt thiéu gen
p1108 (Puri (2012). Chét (e ché PI3KS c6 thé lam giam sy van chuyén va hoat
héa clia t€ bao MZ va B-1, ma dugc nhéc dén & cac bénh tw mién.

Ngoai vai trd tiém ning ctia chiing & cc bénh viém, ca bén dong dang PI3K
nhém I déu c6 thé c6 vai trd trong bénh ung thu. Gen ma hoéa p110a bi dot bién
thuong xuyén & bénh ung thu néi chung, bao gém ung thu v, tuyén tién liét, rudt
két va ndi mac tir cung (Samuels, et al., Science, 2004, 304(5670):554; Samuels, et
al., Curr Opin Oncol. 2006, 18(1):77-82). Tam muoi phén trim cac dot bién nay
dugc dai dién boi mot trong ba sy thay thé axit amin & vung xo04n 6¢ hoac kinaza
cla enzym va dan dén su diéu hoa nguoc dang ké hoat tinh kinaza dan dén su bién
ddi gay ung thu & mdi truong nudi té bao va & mo hinh dong vat (Kang, et al., Proc
Natl Acad Sci U S A. 2005, 102(3):802-7; Bader, et al., Proc Natl Acad Sci U S A.
2006, 103(5):1475-9). Khong cé dot bién ndo nhu vay da duoc nhan dang & cac
dong dang PI3K khac mic du cé bang chimg ring chung c6 thé gép phan vao su
phat trién va tién trién 4c tinh. Sy biéu hién qua muc chic chin cua PI3KS duoc
quan sat & bénh bach ciu nguyén tiy bao cép tinh (Sujobert, et al., Blood, 2005,
106(3):1063-6) va chit (rc ché PI3KS c6 thé ngan su phat trién céc té bao bach cau
(Billottet, et al., Oncogene. 2006, 25(50):6648-59). Su biéu hién tang cua PI3Ky
duoc théy & bénh bach cau tiy bao man tinh (Hickey, et al., J Biol. Chem. 2006,
281(5):2441-50). Sy thay ddi vé biéu hién PI3KP, PI3Ky va PI3KS ciing dugc



32395

quan sat & bénh ung thu ndo, rudt két va bang quang (Benistant, et al., Oncogene,
2000, 19(44):5083—90; Mizoguchi, et al., Brain Pathol. 2004, 14(4):372-7; Knobbe,
et al., Neuropathol Appl Neurobiol. 2005, 31(5):486-90). Ngoai ra, cac dong dang
nay déu duoc chimg minh 14 gdy bénh ung thu & méi truong nudi té bao (Kang, et
al., 20006).

Vi nhitng 1y do nay, nén c6 nhu cau phat trién chat tc ché PI3K méi c6 thé
duogc st dung trong cac roi loan viém, céc bénh tu mién va bénh ung thu. Sang ché

nay nham dén nhu cau nay va céc nhu cau khac.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé xudt quy trinh diéu ché hop chét ¢ cong thic I:
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hodc mudi duoc dung cua chung, 1a hitu ich [am chét e ché PI3KS.

Sang ché con dé xudt mudi cua axit clohydric ctia hop chét co cong thic 1.

Sang ché con dé xuét dugce pham chira mudi ciia axit clohydric duge mo ta &
day va chit mang duogc dung.

Sang ché con dé xuét phuong phap tre ché hoat tinh ctia PI3K kinaza, bao
gbm cho kinaza tiép xtc v6i mudi cua axit clohydric ctia hgp chit c6 cong thic 1.

Sang ché con d& xuét phuong phap diéu tri bénh & bénh nhan, trong dé bénh
nay duogc két hop véi su biéu hién hoic hoat tinh khong binh thudng cia PI3K
kinaza, bao gém viéc sit dung cho bénh nhan lugng c6 hiéu luc diéu tri cua mudi
ctia axit clohydric ctia hop chat c6 cong thirc 1.

Sang ché con d& xudt mubi cia axit clohydric ctia hop chét ¢ cong thirc I dé

str dung trong phuong phap bét ky trong sé cac phuong phép duge mo ta & day.
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Sang ché con dé xuat viéc sir dung mudi cua axit clohydric ctia hgp chét co
cong thirc I dé san xuat thudc dé sir dung trong phuong phép bat ky trong s cac
phuong phép dugc mo ta & day.

Sang ché con dé xuit quy trinh diéu ché mudi ctia axit clohydric ctia hop

chét c6 cong thire I, bao gdm cho hop chit ¢6 cong thirc I:
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phan Gng véi axit clohydric dé tao thanh mudi néu trén.

Sang ché con dé xuat quy trinh didu ché hop chét c¢6 cong thirc I, bao gdbm
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CN

XVI

cho hop chat ¢6 cong thire X VI:

phén tng v6i formamidin axetat dé tao thanh hop chét c6 cong thirc I néu trén:

s
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Sang ché con dé xuat hop chét c6 cong thire XIV:
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X1V
hodc muodi dugce dung cia chung.

Sang ché con dé xudt hop chit c6 cong thire XV:

o)
HN
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cl $

NHNH,
XV
hodc mubi duoc dung cua chung.
Séang ché con dé xuat hop chit c6 cong thirc XVI:
HN 0
R
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s
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XVI

hodc mudi dugc dung cia chung.

Sang ché con dé xudt hop chit c6 cong thire XIX:

HN °
R
F " okt
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0
XIX
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hoidc mudi dugc dung cia ching.

Sang ché con d& xudt hop chit c6 cong thirc XX:

HN O
R
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F OEt
Cl 1
“NHBoc
XX

hodc muoi duge dung cua chung.

Sang ché con d& xuat hop chat c6 cong thire XXI:

HN 0
R
F H OEt
of S
HN\NHBoc
XXI

hodc muoi dugce dung cua chung.

M ta vén tit cic hinh vé&
FIG. 1 thé hién biéu dd nhiét DSC dién hinh ctia mudi cta vi du 3.
FIG. 2 thé hién s6 1iéu TGA dién hinh cua mubi cia vi du 3.

FIG. 3 thé hién mau XRPD dién hinh ctia mudi cua vi du 3.

M3 ta chi tiét sang ché
Hop chdt va muoi

Sang ché dé xuét quy trinh diéu ché hop chit c6 cong thic I:



hodc mudi duoc dung cuia chung, 1a hitu ich lam chét wc ché PI3KS, trong d6 Et la
etyl.

Séng ché con dé xuat mudi ctia hop chét ¢ cong thirc .

Do d6, theo mot vai phuong an, sang ché dé xudt mudi cua axit clohydric
cua 4-(3-(1-(4-amino-3-metyl-1H-pyrazolo|3,4-d Jpyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-
etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on. Theo mét vai phuong 4n, sang ché dé xuit mudi
cia axit clohydric cia (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on. ~Theo mot vai
phuong 4n, mudi 1a theo hé sé ty lwong 1:1 cua (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-
1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on
trén axit clohydric.

Céc dang khac nhau cua cung mdt chit c¢6 dic tinh chung khac nhau lién
quan dén, vi du, d6 hut Am, tinh tan, tinh én dinh, va tuong tu. Cac dang voi diém
néng chdy cao thuong cé tinh on dinh nhiét dong hoc t6t ma 1a thuan loi trong
duoc phém c6 thoi han str dung kéo chtra dang ran. Céc dang véi diém néng chay
thép hon thi it én dinh vé nhiét dong hoc hon, nhung 1a thuén loi & chd ching lam
ting tinh tan trong nudc, bién dbi thanh d¢ sinh kha dung duogc chit tang. Céc
dang c6 do hut 4m kém duoc mong mudn vé tinh 6n dinh cua ching véi nhiét va
d6 4m va chdng lai duoc su thoai bién trong qué trinh bao quan 1au dai.

Theo mét vai phuong 4n, mudi clia axit clohydric ctia hop chat ¢ cong thirc
[ dugc dé xuit & day la dang tinh thé. Nhu duoc st dung ¢ day, “tinh thé” hoac
“dang tinh th&” dwoc hiéu 1a dung dé chi cdu hinh mang nhét dinh cta chit dang

tinh thé. Céc dang tinh thé khac nhau ctia cing mot chét thuong cé mang tinh thé

-10-
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khac nhau (vi du, 6 don vi) ma dugc cho la do cac tinh chét vat ly khac nhau dac
trung ctia mdi dang tinh thé. Trong mot sd truong hop, céc cdu hinh mang khéc
nhau c¢6 ham lugng nude hodc dung moéi khéc nhau.

Céc dang mubi khac nhau c¢6 thé dugc nhan dang nhd phuong phap xéc dinh
trang thai rin nhu bang phép do nhifu xa bot tia X (X-ray powder diffraction:
XRPD). Cac phuong phép xac dinh khac nhu phép do nhiét lugng bang cach quét
vi phéan (differential scanning calorimetry: DSC), phin tich nhiét trong
(thermogravimetric analysis: TGA), hdp thu hoi dong (dynamic vapor sorption:
DVS), va cac phuong phép twong tu con gitp nhén dang cling nhu gitip x4c dinh
tinh 6n dinh va ham luong dung méi/nude.

MAu XRPD trong su phan xa (cac dinh) thuong duge coi 1a ddu chi diém cta
dang tinh thé cu thé. Biét rd rang cuong do twong ddi ciia cac dinh XRPD c6 thé
thay d6i nhiéu tiy thudc vao, khong ké nhiing yéu t6 khac, k§ thuét diéu ché mau,
su phan bd ¢d tinh thé, cac bd loc khac nhau duoc st dung, quy trinh lép mau, va
thiét bi cu thé dugc st dung. Trong mot sb truong hop, cac dinh méi co thé duoc
quan sat hodc cac dinh dang ton tai c6 thé bién mat, tiry thudc vao loai thiét bi hoic
su diéu chinh. Nhu duoc sir dung & day, thuat ngit “dinh” chi sy phan xa c6 do
cao/cudng d6 twong ddi cia it nhat khoang 4% do cao/cudng do dinh téi da. Hon
nita, sy thay ddi thiét bi va cac yéu t khac c6 thé anh huéng dén gi tri 2-theta. Do
do, sy phan dinh dinh, nhu dugc bao cdo & day, co thé thay dbi cong hodc trir
khoang 0,2° (2-theta), va thuét ngit “gdn nhu” va “khoang” nhu duoc sir dung
trong pham vi XRPD & day dugc hiéu 1a bao gdm cac bién doi néu trén.

Theo mét vai phuong an, mudi cua axit clohydric ctia hop chét c6 cong thirc
[ ¢o it nhat mot dinh XRPD, tinh theo 2-theta, duoc chon tir khoang 11,3°, khoang
16,4°, khoang 21,0°, khoang 23,0°, khoang 28,1°, khoang 31,2°, va khoang 32,8°.
Theo mét vai phwong 4n, mudi cua axit clohydric cia hop chét c6 cong thirc I ¢ it
nhét hai dinh XRPD, tinh theo 2-theta, dugc chon tir khoang 11,3°, khoang 16.4°,
khoang 21,0°, khoang 23,00, khoang 28,1°, khoang 31,2°, va khoang 32,8°. Theo
mot vai phuong an, mudi cua axit clohydric ctia hop chét c6 cong thirc I ¢ it nhét

ba dinh XRPD, tinh theo 2-theta, dugc chon tir khoang 11,3°, khoang 16.4°,

-11-
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khoang 21,0°, khoang 23,0°, khoang 28,1°, khoang 31,2°, va khoang 32,8°. Theo
mdt vai phuong 4n, mudi cla axit clohydric cua hop chit ¢6 cong thirc I ¢6 it nhét
bdn dinh XRPD, tinh theo 2-theta, duoc chon tir khoang 11,3°, khoang 16,4°,
khoang 21,0°, khoang 23,0°, khoang 28,1°, khoang 31,2°, va khoang 32,8°. Theo
mdt vai phuong 4n, mudi clia axit clohydric cta hop chit c6 cong thie I c6 it nhét
nam dinh XRPD, tinh theo 2-theta, dugc chon tr khoang 11,3°, khodng 16,4°,
khoang 21,0°, khoang 23,0°, khoang 28,1°, khoang 31,2°, va khoang 32,8°. Theo
mdt vai phuong an, mudi cia axit clohydric cia hop chat c6 cong thire I ¢ profiln
XRPD gén nhu duoc thé hién trén Fig.3.

Theo cung mot cach, viéc doc nhiét do lién quan dén DSC, TGA, hoic thu
nghiém nhiét khac c6 thé thay ddi khoang +3°C tily thudc vao thiét bi, sy diéu
chinh cu thé, didu ché mau, v.v.. Do dé, dang tinh thé dugc bio céo & day co bicu
dd nhiét DSC “g?m nhu” nhu dugc thé hién trong hinh v& bt ky hodc thuat ngl
“khoang” dugc hiéu 1a chira céc bién d6i ndy. Theo mdt vai phuong én, mubi cla
axit clohydric ciia hop chét ¢ cong thiic I c6 biéu d6 nhiét DSC ¢ dinh thu nhiét
& khoang 207°C. Theo mdt vai phuong an, mudi ctia axit clohydric ctia hop chét c6
cong thuc I co bidu dd nhiét DSC gan nhu duoc thé hién trén Fig.1. Theo mot vai
phwong an, mudi cua axit clohydric cua hop chit c6 cong thuc I cé biéu do nhiét
TGA gﬁn nhu duoc thé hién trén Fig.2.

Theo mdt vai phuong 4n, mudi va hop chét dugc mo ta & day (vi du, hop
chét c6 cong thire I hogc mudi cua axit clohydric ctia hop chét ¢6 cong thire 1) gan
nhu duoc tach riéng. Thuat ngl “gén nhu duoc tach riéng” dugce hiéu 12 mudi hoac
hop chét it nhét 13 duoc tach mot phﬁn hozc gan nhu dugc tach khéi moi trudng
trong d6 n6 dugc tao ra hodc dugc phét hién. Tach mot phén 6 thé bao gém, vi du,
ché phim dugc lam giau trong mudi duoc md ta & day. Tach dang ké co thé bao
gbm ché pham cha it nhit khoang 50%, it nhat khoang 60%, it nhét khoang 70%,
it nhét khoang 80%, it nhat khoang 90%, it nhit khoang 95%, it nhat khoang 97%,
hoac it nhét khoang 99% theo trong luong cua mudi duoc mé ta & day, hodc mubi
cta ching. Cac phuong phéap dé tach hop chét va mudi ctia chiing 1a thong thudng

trong linh vuc nay.
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Hop chdt trung gian
Sang ché con dé xuét hop chat trung gian ma 13 hitu ich dé diéu ché hop chat
c6 cong thuce L.

Do d6, theo mot vai phuong an, sang ché dé& xuat hop chat co cong thirc

XIV:
HN o
R
F H okt
cl g
o)

~S0,CHj4
XIV
hozic mudi duge dung cua ching.

Sang ché con dé xuat hop chit c6 cong thie XV:

HN O
R,
H
F OEt
cl $

NHNH,
XV
hodac mudi dugc dung ctia chung.

Sang ché con dé xuat hop chit c6 cong thire XVI:

HN—°
R
H
F Ot
cl $
N._NH,
Ny
\
CN
XVI

hodc muoi dugc dung cua chung.

Sang ché con dé xuét hop chat cé cong thire XIX:
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HN 0
R
F ) OEt
Cl
0]

XIX
hodc mudi dugce dung ciia ching.

Sang ché con d& xuét hop chit c6 cong thirc XX:

HN 0
R
H
F OEt
Cl |
N

“NHBoc
XX

hodc mudi dugc dung cia chiing.

Sang ché con dé xuét hop chit c6 cong thirc XXI:

HN—
R
H
F OEt
cl S
HN

“NHBoc
XXI

hodc mudi dugc dung cia ching.

Quy trinh

Sang ché con d¢€ xuat quy trinh diéu ché muoi cia cong thire I:
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HN °
R
H
F OEt
cl S
N
N~ N
/A
=N
H,N
L.
Theo mét vai phuong an, quy trinh nay bao gdbm cho hop chét c6 cong thirc
I:
HN °
R
F " okt
cl S
N
N~ N
/A
=N
HoN
I

phan tng véi axit clohydric dé tao thanh mudi néu trén.

Theo mot vai phuong 4n, axit clohydric 1a dung dich axit clohydric 1M.

Theo mot vai phuong 4n, khoang 3,3 dén 3,7 duong luong ciia axit clohydric
duoc sir dung tinh theo 1 duong luong ciia hop chét ¢6 cong thire 1.

Theo mdt vai phuong an, phan ing nay dugc thyc hién & nhiét do nam trong
khoang tir 45°C dén 55°C.

Theo mot vai phuong an, quy trinh ndy bao gém céc bude:

bd sung axit clohydric vao hop chat ¢ cong thirc I & nhiét do trong phong
dé tao thanh huyén phu dic;

dun néng huyén phu dic nay dén nhiét do ndm trong khoang tir 45°C dén
55°C dé tao thanh dung dich; va

lam lanh dung dich dén nhiét d6 nim trong khoang tir 0°C dén 5°C dé két

tinh muoi nay
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Theo mot vai phwong 4n, quy trinh nay bao gdm budc cho hop chit co cong

thire XVTI:

XVI

HN

Theo mot vai phuong 4n, phan ung cta hop chét ¢ cong thirc XVI vai
formamidin axetat dugc thuc hién trong thanh phan dung mai chira 1,2-etandiol.

Theo mot vai phuong 4n, phan ung cta hop chét c6 cong thirc XVI véi
formamidin axetat duoc thuc hién ¢ nhiét do nim trong khoang tir 100°C dén
105°C.

Theo mdt vai phuong 4n, khoang 8 dén 10 duong luong cta formamidin
axetat duoc str dung tinh theo 1 dwong luong ctia hop chét ¢6 cong thirc XVI.

Theo m6t vai phuong an, quy trinh nay con bao gdm viéc diéu ché hop chét

c¢6 cong thire XVI bang quy trinh bao gdm budc cho hop chét ¢6 cong thire XV:

HN ©
R
F H OEt
Cl S
NHNH,
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XV
phén tng véi (1-etoxyetyliden)malononitril v&i su c6 médt ctiia amin béc ba.
Theo mdt vai phuong an, amin bac ba la N-metylpyrolidinon.
Theo mot vai phuong an, phan ung cia hop chét co cong thire XV véi (1-
etoxyetyliden)malononitril duoc thuc hién & nhiét do trong phong.
Theo mot vai phuong an, quy trinh nay con bao gdm viée didu ché hop chat

c6 cong thirc XV bang quy trinh bao gdm budc cho hop chét c6 cong thire XIV-a:

HN =
R
H
F OEt
cl B
OP?
XIV-a

phan mg v6i hydrazin v6i sy c¢6 mat cia amin béac ba, trong do P! 1a Crg
alkylsulfonyl.

Theo mdt vai phuong an, amin bac ba 1a N-metylpyrolidinon.

Theo mot vai phuong an, phan tng cua hop chét c6 cong thire XIV-a voi
hydrazin dugc thuc hién ¢ nhiét do nim trong khoang tir 35°C dén 60°C.

Theo mot vai phuong an, phan tng cua hop chét c6 cong thirc XIV-a véi
hydrazin dugc thuc hién trong thanh phan dung moi chira diclometan.

Theo mot vai phuong an, P! 1a nhém metansulfonyl.

Theo mdt vai phuong an, quy trinh nay con bao gdm viéc diéu ché hop chat

¢6 cong thirc XIV bang quy trinh bao gbm buéde cho hop chét c6 cong thire XIII:

HN ©
R
F H okt
cl &
OH
XIII

phan g v6i C 6 alkylsulfonylhalogenua véi su c6 mét cia amin béc ba.
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Theo mdt vai phuong an, C,¢ alkylsulfonylhalogenua la metansulfonyl
clorua.

Theo mot vai phuong &n, amin bac ba la NV,N-diisopropyletylamin.

Theo mot vai phuong 4n, khoang 1,1 dén 1,5 dwong luong cua
alkylsulfonylhalogenua duoc st dung tinh theo 1 dwong luong ctia hop chat c6
cong thue XIII.

Theo mdt vai phuong an, phan tng cta hop chét ¢6 cong thire XIII véi C
alkylsulfonylhalogenua dugc thyc hién & nhiét do nam trong khoang ttr -10°C dén
5°C.

Theo mdt vai phuong an, phan tng cua hop chat ¢ cong thire XIII voi C
alkylsulfonylhalogenua dwgc thwc hién trong thanh phin dung méi chira
diclometan.

Theo mét vai phuong 4n, cac bude: (i) phan tmg ctia hop chat c6 cong thire
XIII v6i C ¢ alkylsulfonylhalogenua; (ii) phan Gmg ctia hop chét c6 cong thire XIV-
a voi hydrazin voi sy ¢6 mat ctia amin bac ba dé tao thanh hop chét c6 cong thirc
XV; va (iii) phan tmg ctia hop chit ¢6 cong thic XV v6i formamidin axetat dé tao
thanh hop chét c6 cong thire XVI duge thuc hién trong cling mot binh ma khong
tach hop chét ¢6 cong thirc XIV-a hodc hop chit c6 cong thire XV.

Theo mdt vai phuong 4n, quy trinh ndy con bao gdm viée diéu ché hop chit

c6 cong thirc XVI bang quy trinh bao gdm budc cho mudi cia cong thirc X V-a:

o
HN
R
H
F OEt
Cl S
NHNH,
- TsOH
XV-a

phan ng véi (1-etoxyetyliden)malononitril véi sy ¢6 mét ciia amin bac ba, trong
do6 TsOH la axit p-toluensulfonic.

Theo mot vai phuong an, amin bdc ba 1a N, N-diisopropyletylamin.
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Theo mét vai phuong én, phan tng cta mudi cua cong thirc XV-a véi (1-
etoxyetyliden)malononitril dugc thuc hién & nhiét do trong phong.

Theo mot vai phuong an, khoang 1,3 dén 1,6 duwong luong ciia (1-
etoxyetyliden)malononitril dugc sit dung tinh theo 1 duong luong cua mubi cua
cong thirc XV-a.

Theo mét vai phwong an, phan tng cta mudi cia cong thirc XV-a véi (1-
etoxyetyliden)malononitril dugc thuc hién trong thanh phan dung méi chira etanol.

Theo mdt vai phuong 4n, quy trinh nay con bao gdom budc diéu ché mudi

ctia cOng thirc XV-a bang quy trinh bao gdm budc cho hop chat c6 cong thirc XXI:

HN 0
R
F. H OEt
cl S
HN\NH—Boc
XXI

phan tng vdi axit p-toluensulfonic, trong do Boc la tert-butoxycarbonyl.

Theo mdt vai phuong an, axit p-toluensulfonic 12 monohydrat cta axit p-
toluensulfonic.

Theo mét vai phuong an, khoang 1,3 dén 1,6 duong lwong cia axit p-
toluensulfonic dugc sir dung tinh theo 1 duong lugng ctia hop chat c6 cong thirc
XXI.

Theo mot vai phuong 4n, phan tng ctia hop chét c6 cong thire XXI véi axit
p-toluensulfonic duoc thuc hién & nhiét do ndm trong khoang tir 45°C dén 65°C.

Theo mot vai phuong 4n, phan mg ctia hop chit ¢ cong thirc XXI véi axit
p-toluensulfonic duoc thuc hién trong thanh phan dung mdi chira etanol.

Theo mdt vai phuong 4n, cac bude: (i) phan Gmg cta hop chat c6 cong thiic
XXI véi axit p-toluensulfonic dé tao thanh mubi ctia cong thirc XV-a; va (ii) phan
tmg ctia mudi cia cong thire XV-a v6i (1-etoxyetyliden)malononitril duge thuc

hién trong ciing mot binh ma khong can téch mubi ctia cong thirc X V-a.
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Theo mdt vai phwong 4n, quy trinh ndy con bao gém viéc diéu ché hop chét

¢6 cong thirc XXI bang quy trinh bao gdm budc cho hop chat c6 cong thire XX:

HN O
R
F H OEt
Cl |
“NHBoc
XX

phan tmg v&i khi hydro v6i sy ¢ mit ciia mot hodc nhiéu chit xuc tac hydro hoa
doc lap duoc chon, trong do6 Boc la tert-butoxycarbonyl.

Theo mot vai phuong an, phan tmg ctia hop chét ¢ cong thire XX véi khi
hydro dugc thuc hién v6i sy ¢6 méat cda hai chét xtc tac hydro héa doc 1ap dugc
chon.

Theo mot vai phuong 4n, modt chat xic tic hydro hoa la bis(1,5-
xyclooctadien)rodi(I)tetrafloborat va chit con lai 1a (R)-(-)-1-{(S)-2-[bis(4-
triflometylphenyl)phosphin |feroxenyl } etyl-di-z-butylphosphin.

Theo mdt vai phuong 4n, khoang 13,5 dén 14,5 duong luong cua bis(1,5-
xyclooctadien)rodi(I)tetrafloborat dugc st dung tinh theo 1 duong luong cia hop
chét c6 cong thirc XX.

Theo mot vai phuong an, khoang 12 dén 13 duong luong cda (R)-(-)-1-{(S)-
2-[bis(4-triflometylphenyl)phosphin]feroxenyl}etyl-di-z-butylphosphin ~ dugc st
dung tinh theo 1 duong lwong ciia hop chit co cong thirc XX.

Theo mdt vai phuong 4n, phan tmg cta hop chét ¢6 cong thire XX véi khi
hydro dugc thuc hién & nhiét do trong phong.

Theo mdt vai phuong 4n, phan tng cta hop chét ¢6 cong thire XX vai khi
hydro duoc thyuc hién trong thanh phan dung méi chira metanol.

Theo mot vai phuong 4n, quy trinh ndy con bao gdm viéc diéu ché hop chat

c6 cong thirc XX bang quy trinh bao gdm budc cho hop chat ¢6 cong thire XIX:
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HN 0
R
F " okt
Cl
0
XIX

phan ting véi t-butyl carbazat.

Theo mot vai phuong 4n, phan ung clia hop chét cé cong thirc XIX voi t-
butyl carbazat dugc thuc hién ¢ nhiét d6 nim trong khoang tir 60°C dén 70°C.

Theo mot vai phuong 4n, phan tng clia hop chét cé cong thire XIX vdi t-
butyl carbazat dugc thuc hién trong thanh phan dung moi chira metanol.

Theo mét vai phuong 4n, quy trinh ndy con bao gdm viée diéu ché hop chét
c¢6 cong thie XIX bang quy trinh bao gdm budc oxy héa hop chét ¢6 cong thirc
XIII-a:

HN 0
R
F " okt
cl
OH
XIII-a

v6i su ¢6 mit ciia chét oxy héa.

Theo mdt vai phuwong 4n, cht oxy héa 1a Dess-Martin periodinan.

Theo mdt vai phuong én, khoang 1,2 dén 1,7 duong lugng ctua chét oxy hoa
duoc st dung tinh theo 1 dwong lwong cia hop chit c6 cong thire XIII-a.

Theo mot vai phuong 4n, phan ting oxy héa hop chit co cong thie Xlll-a
duogc thyc hién & nhiét do trong phong.

Theo mét vai phuong 4n, phan tmg oxy hoa hop chit c6 cong thic XIll-a
duoc thuc hién trong thanh phan dung méi chira diclometan.

Theo mét vai phuong an, hop chit co cong thirc XIII duge diéu ché bing

quy trinh bao gdm budc dun néng hop chat c6 cong thire XII:
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XII

v6i su ¢6 mit ctia thanh phan dung moi.
Theo mot vai phuong an, budc dun néng duogc thyc hién & nhiét do nam
trong khoang tir 95°C dén 105°C.
Theo mot vai phuong an, thanh phan dung moi gbm 1,4-dioxan.
Theo mdt vai phuong an, thanh phan dung mdi gém toluen.
Theo mot vai phuong an, thanh phan dung moi gdm 1,4-dioxan va toluen.
Theo mot vai phuong 4n, hop chat c6 cong thirc XIT duge diéu ché bang quy

trinh bao gdm budc cho hop chit c6 cong thire XI:

0
HN
& “CO,Me
F OEt
Cl g
OH
XI

phan g véi sy c6 mét cia bazo manh.

Theo mdt vai phuong an, bazo manh 1a natri hydroxit.

Theo mdt vai phuong an, bazo manh la dung dich natri hydroxit 1M.

Theo mdt vai phuong an, phan ung ndy dugc thyc hién & nhiét do trong
phong.

Theo mot vai phuong an, hop chit c6 cong thirc XI duge diéu ché bang quy

trinh bao gdm buéc cho hop chat c6 cong thire X:

N02 COQMe
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X
phan Gng véi khi hydro véi sy c6 mét cia niken Raney.
Theo mdt vai phuong &n, phan tng nay dugc thuc hién & nhiét do nam trong
khoang tir 50°C dén 70°C.
Theo mdt vai phuong 4n, hop chét c6 cong thirc X dugc diéu ché bang quy

trinh bao gdm budc cho hop chit ¢ cong thire IX:

IX

phén tmg véi sy c6 mit ciia bo triflorua eterat, chat xtic tic (3aS)-1-metyl-3,3-
diphenyltetrahydro-3H-pyrolo[1,2-c][1,3,2]oxazaborole ((S)-MeCBS), va phtc
chit boran.

Theo mdt vai phuong an, khoang 0,03 dén 0,07 duong lugng cua bo triflorua
eterat duoc st dung tinh theo 1 duong lugng cia hop chét co cong thire IX.

Theo mot vai phuong 4n, khoang 0,05 dén 0,15 dwong lugng ctia chat xtic
tac (3aS)-1-metyl-3,3-diphenyltetrahydro-3 H-pyrolo[1,2-c][1,3,2]oxazaborole ((:S)-
MeCBS) duoc sir dung tinh theo 1 dwong lugng ctia hop chat ¢6 cong thire IX.

Theo mot vai phuong 4n, phirc chit boran 1a phiic chat boran-THF 1,0M
trong THF.

Theo mot vai phuong 4n, khoang 0,9 dén 1,1 dwong lugng cta phirc chat
boran dugc str dung tinh theo 1 dwong lugng ciia hop chét cé cong thire IX.

Theo mdt vai phuong an, phan tng nay duoc thuc hién ¢ nhiét do trong
phong.

Theo mot vai phuong 4n, hop cht c6 cong thire IX duge diéu ché bang quy

trinh bao gdm budc cho hop chét cé cong thirc VIII:
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NOZ COzMe

VIII
phan tmg véi iot voi sy ¢6 mit clia thanh phan dung moi.
Theo mot vai phwong 4n, thanh phan dung mdi gém axeton.
Theo mot vai phuong an, khoang 0,75 dén 1,25 duong luong cia iot dugc su
dung tinh theo 1 duong lwong ctia hop chét ¢6 cong thirc VIIL
Theo mdt vai phuong 4n, hop chét cé cong thirc VIII dugc didu ché bang

quy trinh bao gdm budc cho hop chét ¢6 cong thire VII:
NO,

X
F OEt

Cl
U
VII

phan tmg véi dimetyl malonat v6i sur ¢ mit clia chét xtc tac.

Theo mdt vai phuong an, chat xtc tac 1a (15,2S)-N,N'-dibenzylxyclohexan-
1,2-diamin-dibromoniken (chét xtc tac Evans).

Theo mét vai phuong 4n, khoang 1,1 dén 1,3 dwong lugng cua dimetyl
malonat duoc st dung tinh theo 1 dwong luong ctia hop chét c6 cong thire VII.

Theo mdt vai phuong 4n, khoang 0,02 dén 0,03 duong lugng cuia chat xitic
tac kim loai chuyén tiép dugc sit dung tinh theo 1 dwong lugng cua hop chit ¢6
cong thie VII.

Theo mdt vai phuong an, hop chit c6 cong thic VII duoc didu ché bang quy
trinh bao gdm budc cho hop chit c6 cong thirc VI:

CHO
F OEt

Cl
o’ O
_/
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VI

phan Ung v6i nitrometan v6i su ¢6 mit clia axit hitu co dé tao thanh hdn hop thir
nhét.

Theo mdt vai phuong &n, axit hitu co 12 axit axetic bang.

Theo mdt vai phuwong an, khoang 9,5 dén 10,5 dwong lugng clia nitrometan
duoc st dung tinh theo 1 duong luong ciia hop chét cé cong thire VI.

Theo mot vai phuong 4n, phan ing nay con bao gdm budc bd sung amin
bazo vao hon hop thir nhat néu trén dé tao thanh hdn hop thit hai.

Theo mdt vai phuong &n, amin bazo 1a benzylamin.

Theo mot vai phuong an, khoang 0,2 dén 0,3 duong luong cia amin bazo
duoc st dung tinh theo 1 dwong luong ciia hop chit c6 cong thire VI.

Theo mot vai phuong an, hdon hop thtr hai néu trén dugc dun ndéng ¢ nhiét do
tir khoang 55°C dén 65°C.

Theo mdt vai phuong an, hop chat cé cong thire VI duge diéu ché bang quy
trinh bao gdm budc cho hop chit ¢6 cong thirc V:

|
F OEt

Cl
L
\Y

phéan ing v6i phtrc chét (Cy.4 alkyl)magiehalogenua dé tao thanh hdn hop tht nhét.

Theo mdt vai phuong an, phuc (C,4 alkyl)magie halogenua la phuc
isopropylmagie clorua lithi clorua 1,3M.

Theo mdt vai phuong an, khoang 1,1 dén 1,3 duong lwong cua phirc chét
(C1.4 alkyl)magiehalogenua dugc st dung tinh theo 1 duong luong cua hgp chét c6
cong thic V.

Theo mot vai phuong 4n, phan tng nay con bao gém budc bd sung N-

formylmorpholin vao hdn hop thi nhat dé tao thanh hdn hop thir hai.
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Theo mot vai phuong 4&n, khoang 1,8 dén 2.2 duong lugng cua N-
formylmorpholin dugc st dung tinh theo 1 duong lIuwong ctia hop chét co cong thirc
V.

Theo mdt vai phuong &n, phan tng nay dugc thuc hién & nhiét do nam trong
khoang tir -5°C dén 10°C.

Theo mdt vai phuong an, hop chit ¢6 cong thitc V duoc diéu ché theo quy
trinh dugc mo ta trong cong bd don M s 2013-0059835Al.

Theo mdt vai phuong an, hop chit ¢ cong thie VI duge diéu ché bang quy
trinh bao gdbm budc cho hop chét c6 cong thic V-a:

F OFEt
Clm(o
V-a
phan ing v61 N,N-dimetylformamit v&i sy c6 mat cua lithi diisopropylamit.

Theo mdt vai phuong an, lithi diisopropylamit duoc diéu ché bang cach cho
N,N-diisopropylamin phan trng v4i su c6 mét cua n-butyllithi.

Theo mdt vai phuong an, lithi diisopropylamit duoc diéu ché ¢ nhiét d6 nim
trong khoang tir -75°C dén 5°C.

Theo mot vai phuong an:

(i) hop chit c6 cong thirc V-a dwoc cho phan tng véi lithi
diisopropylamit dé tao thanh hdn hop thir nhét; va

(i)  N,N-dimetylformamit dugc bd sung vao hdn hop thir nhat dé tao thanh
hdn hop thit hai.

Theo mdt vai phuong an, khoang 1,2 dén 1,3 dwong lugng clia amin bazo
duoc sit dung tinh theo 1 duong luong ctia hop chat c6 cong thirc V-a.

Theo mot vai phuong an, khoang 1.4 dén 1,6 duong luong cua N,N-
dimetylformamit duoc st dung tinh theo 1 dwong lwong ctia hop chat ¢ cong thirc
V-a.

Theo mét vai phuong 4n, hop chét ¢ cong thire V-a duge diéu ché bang quy

trinh bao gdm budc cho hop chit c6 cong thirc IV-a:
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Fo OEt

O
[V-a
phan tng véi 1,2-etandiol vdi su ¢6 mat cua axit p-toluensulfonic.

Theo mdt vai phuong an, axit p-toluensulfonic 1& monohydrat cua axit p-
toluensulfonic.

Theo mot vai phuong an, khodng 2,2 dén 2,7 duong lugng cua 1,2-etandiol
duoc sir dung tinh theo 1 duong lugng ciia hgp chat c6 cong thirc TV-a.

Theo mdt vai phuong 4n, khoang 0,05 dén 0,1 dwong lwong cla axit p-
toluensulfonic dugc st dung tinh theo 1 duong luong ctia hop chit co cong thirc
[V-a.

Theo mdt vai phuong 4n, phan tmg nay dugc thuc hién & khoang hoi luu.

Theo mot vai phuong 4n, hop chit co cong thirc IV-a dugc didu ché bing
quy trinh bao gdm budc cho hop chét ¢ cong thire II:

F OH
0
II
phan Ung voi CHzCHz-X1 véi su ¢6 mat cia bazo cacbonat kim loai kiém, trong
do:

X' 14 halogenua.

Theo mot vai phuong an, X' 14 iot.

Theo mdt vai phuong an, bazo cacbonat kim loai kiém 1a kali cacbonat.

Theo mdt vai phuong an, khoang 1,1 dén 1,3 duong luong cta CH,CH,-X'
duoc sir dung tinh theo 1 duong luong ctia hop chét c6 cong thire I1.

Theo mdt vai phuong an, khoang 1,8 dén 2,2 duong lugng cua bazo
cacbonat kim loai kiém duoc st dung tinh theo 1 dwong luong cta hop chét co

cong thie II.
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Theo mdt vai phuong an, phan tng nay duoc thuc hién & nhiét do tir khodng
55°C dén 65°C.

Theo mot vai phuong 4n, hop chét co cong thirc IT duoc didu ché theo quy
trinh dugc md ta trong cong bd don M§ s§ 2013-0059835A1.

Dénh gia réng cac dAu hiéu nhat dinh cta sang ché, ma dé ro rang, dugc mo
ta trong pham vi cic phuong 4n riéng biét, cling c6 thé duoc dé xuat két hop trong
mdt phuong an riéng 1é (trong khi cac phuong 4n dugc du dinh dé duge két hop
nhu thé duoc viét & nhiéu dang phu thudc). Tréi lai, céac dAu hiéu khéc nhau cta
sang ché ma, dé ngin gon, duwoc mo ta trong pham vi ciia phuong 4n riéng 1€, ciing
6 thé duoc dé xuét riéng biét hodc trong cac dang Kkét hop phu thich hgp bt ky.

Mubi va hop chat dugc md ta & ddy c6 thé 1a bat ddi ximg (v du, c6 mot
hodc nhiéu tam 1ap thé). Néu khong c6 hoa hoc 1ap thé duogc chi ra, thi tit ca cac
chat dong phan 1ap thé, nhu chat dong phan ddi anh va chét ddng phéan khong dbi
quang, duoc du dinh trir khi ¢é quy dinh khac béi cdu tric hodic tén goi. Mubi va
hop chat theo sang ché chira nguyén tir cacbon dugc thé bat di xung co thé duogc
tach ¢ dang c6 hoat tinh quang hoc hodc dang raxemic. Phuong phap dé didu ché
dang c6 hoat tinh quang hoc tir nguyén li¢u ban dau khong co6 hoat tinh quang hoc
duogc biét trong linh vuc nay, nhu bang cach phan giai hdn hop hoic bing cach
téng hop chon loc lap thé. Nhiéu chét d@)ng phan hinh hoc cuda olefin, lién két doi
C=N, va tuong tu cling co thé c6 mit & dang mudi va hop chat duoc mo ta & day,
va tit ca cac chit dong phan 6n dinh nay duoc du dinh trong sang ché. Chit dong
phan hinh hoc cis va trans ctia mudi va hop chit theo sang ché duoc mo ta va c6
thé duoc tach & dang hdn hop cac chit ddng phan hodc & dang chit ddng phan
duoc tach.

Viéc phéan giai hdn hop raxemic ctia mudi va hop chét c6 thé duoc thuc hién
bing phuong phap bét ky trong sé nhidu phuong phap di biét trong linh vuc nay.
Phuong phép vi du bao goém téi két tinh phan doan bang cach str dung axit phan
giai bat ddi xtmg 13 axit hitu co tao mudi, c6 hoat tinh quang hoc. Cic chét phan
giai thich hop cho phwong phap téi két tinh phan doan 13, vi dy, axit ¢ hoat tinh

quang hoc, nhu dang D va L cua axit tartric, axit diaxetyltartric, axit
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dibenzoyltartric, axit mandelic, axit malic, axit lactic hodc cac axit
camphorsulfonic c6 hoat tinh quang hoc khiac nhau nhu axit f-camphorsulfonic.
Céc chét phan giai khac thich hop cho phuong phap két tinh phan doan bao gdém
dang tinh khiét vé mat dong phén 14p thé cta a-metylbenzylamin (vi du, dang S va
R, hodc dang tinh khiét v& mat dong phan khong dbi quang), 2-phenylglyxinol,
norephedrin, ephedrin, N-metylephedrin, xyclohexyletylamin, 1,2-
diaminoxyclohexan, va tuong tu.

Viéc phan giai hdn hop raxemic cling c6 thé duogc thuc hién béng cach ria
gidi trén cot dwogc nhdi chit phan giai c¢6 hoat tinh quang hoc (vi dy,
dinitrobenzoylphenylglyxin). Ché phdm dung mdi rira gii thich hop c6 thé duoc
x4c dinh béi chuyén gia trong linh vuc nay.

Mudi va hop chit theo sang ché ciing c¢6 thé bao gdm tit ca cac chit dong vi
ctia cic nguyén tir ton tai trong hop chét trung gian hodc mudi hoic hop chét cudi
cing. Céac chat dong vi bao gdm céc nguyén tir ¢6 cling nguyén tir sb nhung sb
khdi khac nhau. Vi du, chét déng vi cia hydro bao gf‘)m triti va doteri.

Theo mdt vai phuong én, hop chit hodic mudi co thé dugc phat hién cung
v6i cac chat khac nhu nude va dung mdi (vi du, hydrat va solvat) hodc c6 thé duge
tach riéng.

Theo mdt vai phuong an, hop chét duoc md ta & day, hoac mudi cua chung
(vi dy, mudi ctia axit clohydric ctia hop chat ¢6 cong thire I), gan nhu duoc tich
riéng. Thuét ngit “gan nhu duoc tich riéng” dugc hiéu 13 hop chéit nay it nhét 1a
duoc tach mot phan hodc gan nhu dugc tich khoi moi truong ma nd duge tao ra
hodc dugc phat hién. Tach mdt phén 6 thé bao gém, vi du, ché phém duoc lam
giau hop chét theo sang ché. Tach dang ké c6 thé bao gdm ché pham chura it nhat
khoang 50%, it nhat khoang 60%, it nhét khoang 70%, it nhat khoang 80%, it nhat
khoang 90%, it nhat khoang 95%, it nhat khoang 97%, hodc it nhat khoang 99%
theo trong luong ctia hop chét theo sang ché, hodc mubi clia ching. Phuong phép
dé tach hop chit va mudi cua ching 13 thong thuong trong linh vuc nay.

Thuét ngit “dugc dung” duoc sir dung & ddy ding dé chi hop chét, nguyén

liéu, duoc phém, va’/hodc dang phan liéu ma, trong pham vi cua danh gia y hoc co
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co sd, thich hop dé sir dung tiép xtic v6i md cua nguoi va dong vat ma khong co
tinh doc, kich ung, dap ung di ing, hoic van dé hoic bién chiung khac qua mic,
phu hop véi ty 1€ loi ich/nguy co hop ly.

Nhu s€ dugc danh gia, hop chit duoc dé xuét & day, bao g@)m mubi cia
chung, c6 thé duoc didu ché bang cach sir dung cac k§ thuét tong hop hiu co da
biét va c6 thé duoc tong hop theo cach bat ky trong sé nhidu cach tong hop c6 thé.
Céc quy trinh duoc md ta & day c6 thé dugc kiém tra theo phuong phap thich hop
bét ky da biét trong linh vyc nay. Vi dy, viéc tao san phém c6 thé duoc kiém tra
bing kinh quang phd, nhu quang phd cong huéng tir hat nhan (vi du, 1H hoic
13C), quang phd hong ngoai, hodc phép do quang phd (vi du, UV-kha kién); hoac
bang phép sic ky nhu sic ky léng tinh ning cao (high performance liquid
chromatography: HPLC) hodc sic ky 16p mong (thin layer chromatography: TLC)
hodc cac k¥ thuat lién quan khéc.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “phan tmg” dugc st dung nhu di biét
trong linh vuc ndy va thuong dung dé chi sy mang dén ciing nhau ciia céc chat
phén tmg héa hoc theo céch sao cho cho phép su tuong tac cia ching & muc phan
ttr dé dat duoc su bién dbi hoa hoc hodc vat ly. Theo mot vai phuong an, phan ting
nay bao gém hai chat phan ting, trong d6 mot hozc nhidu dwong lugng cua chat
phan tmg tht hai duoc str dung so v6i chat phan tng thir nhat. Cac budc phan tng
clia cac quy trinh duoc mo ta & day c6 thé duoc thuc hién trong thoi gian va trong
cac diéu kién thich hop dé diéu ché san pham dong nhét.

Cac phan ng cia cac quy trinh duoc mé ta & ddy c6 thé duoc thuc hién
trong dung moi thich hop ma c¢6 thé dugc chon dé dang boi ngudi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc tong hop hitu co. Cac dung méi thich hop c6 thé gan nhu
khong phan tng v6i nguyén lidu ban dau (chit phan tng), hop chét trung gian,
hodc cac san phém ¢ nhiét d0 ma tai d6 phan tng duoc thuc hién, vi duy, nhiét do
ma c6 thé thay doi tir nhiét do dong lanh clia dung mdi thanh nhiét do soi ciia dung
moi. Phan Uing dugc néu co thé duoc thuc hién trong mot dung moi hodc hon hop
ctia nhiéu hon mot dung méi. Tiy thude vao bude phan tng cu thé, dung méi thich

hop cho bude phan tmg cu thé c6 thé duge chon.
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Dung méi thich hop ¢6 thé bao gdm dung mdi dugc halogen héa nhu cacbon
tetraclorua,  bromodiclometan, dibromoclometan, bromofom, clorofom,
bromoclometan, dibromometan, butyl clorua, diclometan, tetracloetylen,
tricloetylen, 1,1,1-tricloetan, 1,1,2-tricloetan, 1,1-dicloetan, 2-clopropan, 1,2-
dicloetan, 1,2-dibromoetan, hexaflobenzen, 1,2.4-triclobenzen, 1,2-diclobenzen,
clobenzen, flobenzen, hdn hop ciia chiing va tuong tu.

Céc dung moi ete thich hop bao gdm: dimetoxymetan, tetrahydrofuran, 1,3-
dioxan, 1,4-dioxan, furan, dietyl ete, etylen glycol dimetyl ete, etylen glycol dietyl
ete, dietylen glycol dimetyl ete, dietylen glycol dietyl ete, trietylen glycol dimetyl
ete, anisol, t-butyl metyl ete, hdn hop ctia ching va tuong tu.

Dung méi proton c6 thé bao gom, bang vi du va khong giéi han &, nudc,
metanol, etanol, 2-nitroetanol, 2-floetanol, 2,2,2-trifloetanol, etylen glycol, 1-
propanol, 2-propanol, 2-metoxyetanol, 1-butanol, 2-butanol, rugu i-butyl, rugu t-
butyl, 2-etoxyetanol, dietylen glycol, ruou 1-, 2-, hodc 3- pentanol, neo-pentyl,
ruou t-pentyl, dietylen glycol monometyl ete, dietylen glycol monoetyl ete,
xyclohexanol, rugu benzylic, phenol, hodc glyxerol.

Dung moi khéng proton c6 thé bao gdm, bang vi du va khong giéi han 6,
tetrahydrofuran (THF), N,N-dimetylformamit (DMF), N,N-dimetylaxetamit
(DMA), 1,3-dimetyl-3.4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidinon (DMPU), 1,3-dimetyl-
2-imidazolidinon (DMI), N metylpyrolidinon (NMP), formamit, N-metylaxetamit,
N-metylformamit, axetonitril, dimetyl sulfoxit, propionitril, etyl format, metyl
axetat, hexacloaxeton, axeton, etyl metyl keton, etyl axetat, sulfolan, N,N-
dimetylpropionamit, tetrametylurea, nitrometan, nitrobenzen, hoac
hexametylphosphoramit.

Dung méi hydrocacbon thich hop bao gdm benzen, xyclohexan, pentan,
hexan, toluen, xycloheptan, metylxyclohexan, heptan, etylbenzen, m-, o-, hodc p-
xylen, octan, indan, nonan, hodc naphtalen.

Cac phan ung cua céac quy trinh dugc mo ta & day co thé duoc thuc hién &
nhi¢t do thich hop ma co thé duoc xéac dinh dé dang bdi nguoi cé hiéu biét trung

binh. Nhiét dd phan tng sé& tuy thudc vao, vi du, cac diém nong chay va diém soi
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ctia chit phan tmg va dung méi, néu co; nhiét dong hoc ctia phan ung (vi du, phan
ung toa nhiét manh liét co thé can duoc thuc hién & nhiét do giam); va dong hoc
ctia phan ung (vi du, rdo niang lugng hoat héa cao c6 thé can nhiét do tang).

Thuat nglt “nhiét d) moi trudong” va “nhiét do trong phong” hodc “rt” nhu
duoc st dung & day, dugc hiéu trong linh vuc nay, va thudong dung dé chi nhiét do,
vi dy, nhiét d0 phan Ung, tic 1a khoang nhiét do cua phong trong d6 phan tng
dugc thyc hién, vi dy, nhiét do tir 20°C dén 30°C.

Céc phan tng cia cac quy trinh duge md ta & day c6 thé duoc thuc hién
trong khong khi hodc trong mdi trudong tro. Théng thuong, phan ing bao gdm chat
phan tng hoidc san phdm ma gn nhu phan tng véi khong khi c6 thé duoc thuc
hién bang cach str dung cac k§ thuat tong hop nhay khong khi ma duoc biét ro dbi

v&1 nguoi o hi€u biét trung binh.

Phuwong phdp s dung

Mudi va hop chét theo sang ché co thé didu bién hoat tinh ciia mot hodc
nhiéu kinaza khac nhau bao gém, vi du, phosphoinositide 3-kinaza (PI3K). Thuét
ngit “diéu bién” dugc hiéu 1a ding dé chi kha ning lam ting hodc giam hoat tinh
ctia mot hodc nhiéu thanh vién ho PI3K. Do d6, mudi va hop chét theo sang ché c¢6
thé duoc sir dung trong phuong phép diéu bién PI3K bang cach cho PI3K tiép xuc
v&i mdt hodc nhiéu mudi, hop chét hodc dugc phém bat ky dugc mo ta & day.
Theo mot vai phuong 4n, mudi va hop chét theo séng ché c¢6 thé lam chét trc ché
mot hodc nhidu PI3K. Theo céc phuong én khéc, mudi va hop chét theo sang ché
6 thé duoc st dung dé didu bién hoat tinh ctia PI3K & dbi tuong c6 nhu cau diéu
bién thy thé bang cach sir dung lugng c6 tac dung diéu bién ctia hop chét theo sang
ché, hoac mubi duoc dung cia ching. Theo mdt vai phuong an, viéc diéu bién 1a
trc ché.

Can ca vao sy phat trién cua té bao ung thu va sy séng sot bi tac dong boi
nhiéu qua trinh truyén tin hi€u, sang ché 13 hitu ich dé diéu tri cac tinh trang bénh
dic trung boi cac dot bién kinaza khang duoc chét. Ngoai ra, chit e ché kinaza

khéc nhau, thé hién sy uvu tién khac nhau trong céc kinaza ma chung dic¢u bién hoat
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tinh, co thé duoc st dung két hop. Cach tiép cén nay co thé ching minh la cé hiéu
luc cao trong viée diéu tri céc tinh trang bénh bé“mg cach nham dich nhiéu qua trinh
truyén tin hi¢u, [am gidm kha ning xudt hién su khang duoc chét & té bao, va lam
giam doc tinh cua viéc diéu tri bénh.

Cac kinaza ma mudi va hop chét gén két véi va/hodc didu bién (vi du, trc
ché) bao gom thanh vién bat ky cua ho PI3K. Theo mdt vai phuong 4n, PI3K 1a
PI3Ko, PI3Kp, PI3K3, hoac PI3Ky. Theo mot vai phuong 4n, PI3K 1a PI3K3 hodc
PI3Ky. Theo mét vai phuong an, PI3K 1a PI3K3. Theo mot vai phuong an, PI3K
la PI3Ky. Theo mot vai phuong an, PI3K bao gém dot bién. Dot bién co thé duoc
thay thé mot axit amin cho mot axit amin khéc, hoic mat mot hodc nhidu axit
amin. Theo cac phuong an nay, dot bién c6 thé c6 mat & viing kinaza ctia PI3K.

Theo mot vai phuong 4n, nhidu hon mot mudi hodc hop chit theo sang ché
dugc str dung dé e ché hoat tinh ctia mot kinaza (vi du, PI3KS hodc PI3KY).

Theo mdt vai phwong 4n, nhiéu hon mudi hogic hop chét theo sang ché duoc
st dung dé ac ché nhiéu hon mot kinaza, nhu it nhét hai kinaza (vi du, PI3KS va
PI3KY).

Theo mdt vai phuong an, mot hoac nhiéu mudi hoic hop chat duoc su dung
két hop v&i chét (rc ché kinaza khac dé (e ché hoat tinh ctia mot kinaza (vi du,
PI3KS3 hodc PI3KYy).

Theo mot vai phuong an, mdt hodc nhiéu mudi hoic hop chét duoc st dung
két hop véi chét trc ché kinaza khac dé tc ché hoat tinh cta nhiéu hon mot kinaza
(vi du, PI3K5 hodc PI3Ky), nhu it nhét hai kinaza.

Mubi va hop chét theo sang ché c6 thé 1a chon loc. Thuét ngtt “chon loc”
duoc hiéu 1a hop chét gén két hodc tc ché kinaza 14n luot véi ai luc hodc hiéu luc
I6n hon, so v6i it nhat mot kinaza khac. Theo mdt vai phuwong an, mudi va hop
chét theo sang ché 1a chét uc ché chon loc PI3K$ hoic PI3Ky so véi PI3Ka
va/hodc PI3KP. Theo mot vai phuong an, mudi va hop chét theo sang ché 1a chét
e ché chon loc PI3KS (vi du, so v6i PI3Ko, PI3KB va PI3Ky). Theo mot vai

phuong 4n, mudi va hop chat theo sang ché 1a chét trc ché chon loc PI3KS (vi du,
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so voi PI3Ka, PI3Kp va PI3Ky). Theo mot vai phuong an, tinh chon loc ¢ thé 1a
gép it nhéat khoang 2 1an, khoang 5 14n, khoang 10 lan, it nhit khoang 20 lan, it
nhét khoang 50 lan, it nhit khoang 100 lan, it nht khoang 200 lan, it nhét khoang
500 1an hodc it nhat khoang 1000 1an. Tinh chon loc c6 thé duoc xac dinh béng cac
phuong phap thong thuong trong linh vuc nay. Theo mdt vai phuong 4n, tinh chon
loc c6 thé dugc kiém tra & ndng do K., ATP ctia mdi enzym. Theo mdt vai phuwong
an, tinh chon loc cia mudi va hop chét theo sang ché c6 thé duge xac dinh boi thi
nghiém té bao két hop véi hoat tinh PI3K kinaza cu thé.

Khia canh khéc cta sang ché lién quan dén viéc diéu tri bénh hoac r6i loan
két hop véi kinaza (nhu PI3K) ¢ ddi twong (vi du, bénh nhan) bang cach sir dung
cho ddi tugng c6 nhu cau diéu tri lugng c6 hiéu luc diéu tri hoac liéu cua mot hodc
nhiéu mudi hoic hop chit theo sang ché hodc duge phdm cua chung. Bénh két hop
v&i PI3K ¢6 thé bao gém bénh, rdi loan hodc tinh trang bat ky ma lién két truc tiép
hodc gian tiép v6i su biéu hién hodc hoat tinh cia PI3K, bao gém su biéu hién qué
muc va/hodc mtc hoat tinh khong binh thuong. Theo mot vai phuong an, bénh c6
thé lién két voi Akt (protein kinaza B), dich dong vat co6 vl cta rapamyxin
(mammalian target of rapamycin: mTOR), hodc kinaza phu thudc phosphoinositide
(phosphoinositide-dependent kinase 1: PDK1). Theo mdt vai phuong an, bénh lién
quan dén mTOR c6 thé 1a bénh viém, ching vita xo dong mach, bénh vay nén,
chiing tai phat hep, u tuyén tién liét lanh tinh, r6i loan xuong, bénh viém tuy, su
tao mach, bénh vdong mac dai thao duong, chiing vita xo dong mach, bénh viém
khép, r6i loan mién dich hoc, bénh than, hodc bénh ung thu. Bénh két hop véi
PI3K con c6 thé bao gém bénh, rbi loan hodc tinh trang bét ky cé thé duoc ngan
ngtra, cai thién, hodc diéu tri béng cach diéu bién hoat tinh cta PI3K. Theo mot vai
phuong an, bénh dugc déac trung boi hoat tinh khong binh thuong cua PI3K. Theo
mdt vai phuong an, bénh dugc ddc trung bdi PI3K dot bién. Theo cac phuong an
nay, dot bién c6 thé c6 mat & vung kinaza cua PI3K.

Vi du vé bénh két hop véi PIK3 bao g(‘A)m bénh nén ty mién lién quan dén hé
théng bao gém, vi du, bénh viém khop dang thép, bénh di Ung, bénh hen, bénh

viém thén tiéu cau, bénh lupus, hodc bénh viém lién quan dén bénh bat ky néu trén.
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Vi du khéc vé bénh két hop véi PIK3 bao gdm bénh ung thu nhu ung thu v,
tuyén tién liét, rudt két, noi mac tu cung, ndo, bang quang, da, tr cung, buéng
tring, phéi, tuyén tuy, than, da day, hodc ung thu mau.

Vi du khac v& bénh két hop véi PIK3 bao gébm bénh phdi nhu ton thuong
phéi cép tinh (acute lung injury: ALI) va hoi chimng kiét sttc ho hdp ¢ ngudi trudng
thanh (adult respiratory distress syndrome: ARDS).

Vi du khéc vé bénh két hop voi PIK3 bao gdm bénh thodi héa khép, ching
tai phat hep, chiing vita xo dong mach, roi loan xuong, bénh viém khdp, bénh vong
mac dai thao dudng, bénh vay nén, u tuyén tién liét lanh tinh, bénh viém, su tao
mach, bénh viém tuy, bénh than, bénh viém rudt, bénh nhuoc co, bénh da xo cung,
hodc hoi ching Sjogren, va tuong tu.

Vi du khac vé bénh két hop v6i PIK3 bao gdm ban xudt huyét giam tiéu cau
t phat (idiopathic thrombocytopenic purpura: ITP), thiéu méau mét hong cau tu
mién (autoimmune hemolytic anemia: AIHA), bénh viém mach, bénh lupus ban do
hé théng, bénh than lupus, bénh pemphigus, bénh than mang, bénh bach cau
lympho bao man tinh (chronic lymphocytic leukemia: CLL), u lympho khong
Hodgkin (Non-Hodgkin lymphoma: NHL), bénh bach cau té bao toc, u lympho té
bao vo, u lympho Burkitt, u lympho lympho bao nhé, u lympho nang, u lympho
lympho-tuong bao, u lympho ving ria ngoai ndt, u lympho té bao T 16n lan toa
gidng té€ bao B hoat hoa (ABC), hodc u lympho té bao T 16n lan toa té bao B trung
tam mam (GCB).

Theo mét vai phuong 4n, bénh nay dugc chon tir ban xuit huyét giam tiéu
cau ty phat (ITP), thiéu mau mat hong cau ty mién, bénh viém mach, bénh lupus
ban do hé théng, bénh than lupus, bénh pemphigus, thiéu mau mat héng clu tu
mién (AIHA), bénh than mang, bénh bach cau lympho bao man tinh (CLL), u
lympho khong Hodgkin (NHL), bénh bach cau té bao toc, u lympho té bao vo, u
lympho Burkitt, u lympho lympho bao nhd, u lympho nang, u lympho lympho-
twong bao, u lympho ving ria ngoai nut, u lympho Hodgkin, macroglobulin huyét
Waldenstrom, bénh bach ciu tién lympho bao, bénh bach ciu nguyén bao lympho

cp tinh, xo hoa tity xwong, u lympho mé lympho két hop véi niém mac (mucosa-
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associated lymphatic tissue: MALT), u lympho té bao B, u lympho té bao B 16n
trung thét (tuyén wc), bénh bach cau hat dang lympho, u lympho viing ria cua lach,
u lympho tran dich nguyén phat, u lympho té bao B 16n ndi mach, bénh bach cau
tuong bao, u tuong béOk ngoai tiy, u tiy xuong tiém tang (con dugc goi la u tiy
xuong khong tri€u ching), bénh ly gama don dong cé y nghia chua x4c dinh
(Monoclonal gammopathy of undetermined significance: MGUS) va u lympho té
bao B.

Theo mét vai phuong 4n, phuong phap nay 1a phuong phép didu tri ban xuét
huyét giam tiéu cdu tu phat (ITP) dugc chon tir ITP tai phat va ITP dai ding.

Theo mdt vai phuong 4n, phuong phap nay la phuong phép diéu tri bénh
viém mach dugc chon tr bénh Behget, hdi chung Cogan, bénh viém ddng mach té
bao khéng 10, dau co dang thap (polymyalgia rheumatica: PMR), bénh viém dong
mach Takayasu, bénh Buerger (viém thuyén tic mach mau), bénh viém mach hé
than kinh trung wong, bénh Kawasaki, viém nut quanh dong mach, hoi ching
Churg-Strauss, bénh viém mach cryoglobulin huyét hén hop (ban chit hoic do
virut viém gan C (hepatitis C virus: HCV) gay ra), ban xuat huyét Henoch-
Schonlein (Henoch-Schonlein purpura: HSP), bénh viém mach qua man, viém
nhiéu mach nho, u hat Wegener, va bénh viém mach hé théng két hop véi khang
thé bao tuong khang bach cdu trung tinh (anti-neutrophil cytoplasm antibody:
ANCA) (AASV).

Theo mdt vai phuong 4n, phuong phap nay la phuong phap diéu tri u
lympho khong Hodgkin (NHL) dugc chon tir NHL tai dién, NHL dai dang, va
NHL c6 nang tai dién.

Theo mot vai phuong an, phuong phép nay la phuong phap diéu tri u
lympho té bao B, trong d6 u lympho té bao B 1a u lympho té bao B 1én lan téa
(diffuse large B cell [ymphoma: DLBCL).

Theo mot vai phuong an, phuong phép nay la phuwong phip diéu tri u
lympho té bao B, trong d6 u lympho té bao B 1a u lympho té bao T Ién lan téa
gibng té bao B hoat hoa (ABC), hodc u lympho té bao T 16n lan toa té bao B trung
tam mam (GCB).
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Theo mdt vai phuong an, bénh nay 1a bénh thodi héa khdp, chiing tai phat
hep, chung vita xo dong mach, rdi loan xuong, bénh viém khdp, bénh vong mac
dai thao duodng, bénh vay nén, u tuyén tién 1iét lanh tinh, bénh viém, su tao mach,
bénh viém tuy, bénh than, bénh viém rudt, bénh nhugc co, bénh da xo ciing, hodc
hdi chiing Sjogren.

Theo mdt vai phuong 4n, bénh nay 1a bénh viém khép dang thap, bénh di
ung, bénh hen, bénh viém than tiéu cau, bénh lupus, hodc bénh viém lién quan dén
bénh bat ky néu trén.

Theo mot vai phuong an, bénh lupus 1a bénh lupus ban do hé thdng hoic
bénh thén lupus.

Theo mdt vai phuong an, bénh nay la bénh ung thu vi, bénh ung thu tuyén
tién liét, bénh ung thu rudt két, bénh ung thu ndi mac tir cung, bénh ung thu ndo,
bénh ung thu bang quang, bénh ung thu da, bénh ung thu tr cung, bénh ung thu
buéng trung, bénh ung thu phéi, bénh ung thu tuyén tuy, bénh ung thu than, bénh
ung thu da day, hodc bénh ung thu mau.

Theo mdt vai phuong an, bénh ung thu mau 1a bénh bach cau nguyén tuy
bao cép tinh hodc bénh bach ciu tiy bao man tinh.

Theo mdt vai phuong an, bénh ung thu méu la dong ac tinh dang lympho cé
ngudn gdc té bao B bao gdm, u lympho khéng Hodgkin (NHL) té bao B khong dau
/ x4m 14n, va u lympho Hodgkin (Hodgkin's lymphoma: HL).

Theo mdt vai phuong 4n, bénh nay 1a tén thuong phdi cép tinh (ALI) hodc
hoi ching kiét strc ho hdp ¢ nguoi truéng thanh (ARDS).

Nhu duoc st dung & déy, thuat ngit “tiép xuc” dung dé chi sy mang dén cing
nhau ctia nhom duoc chi ra trong hé in vitro hodc in vivo. Vi du, “tiép xuc” PI3K
v6i hop chét theo sang ché bao gdm st dung hop chét theo sang ché cho déi tuong
hodc bénh nhan, nhu nguoi, c6 PI3K, cling nhu, vi du, dua hop chét theo sang ché
vao mau chira té bao hodc ché phdm tinh khiét chira PI3K.

Nhu duoc st dung ¢ ddy, thuat ngt “d6i tuong” hodc “bénh nhan,” dugc su

dung thay dbi cho nhau, dung dé chi dong vat bét ky, bao gém dong vat co vu, tdt
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hon 14 chudt nhét, chuot céng, cac loai gam nham khac, thd, ché, méo, lon, gia suc,
clru, ngua, hodc dong vat linh trudng, va tdt nhét 1a nguoi.

Nhu dugce st dung & day, thuadt nglt “lugng c6 hiéu luc diéu tri” dung dé chi
lugng hoat chét hoac duoc chit ma tao ra dédp tng sinh hoc hodc y hoc dugce nhim
vao mo, hé théng, dong vat, dbi tugng hodc ngudi bdi nha nghién ctru, bac sithuy,
bac si hodc thay thudc 1am sang khéc. Theo mdt vai phuong an, phéan liéu hop
chét, hodc mudi duogc dung cua chung, dugc st dung cho bénh nhan hodc débi
twong nam trong khoang tir 1 mg dén 2 g, khoang 1 mg dén 1000 mg, khoang 1 mg
dén 500 mg, khoang 1 mg dén 100 mg, khoang 1 mg dén 50 mg, hodc khoang 50
mg dén 500 mg.

Nhu dugce st dung ¢ day, thudt ngit “diéu tri” hodc “viéc diéu tri” ding dé
chi mét hodc nhiéu hoat dong (1) ngan nglra bénh; vi du, ngdn ngura bénh, tinh
trang hoac rdi loan & dbi tuong ma cé thé c6 kha nang méc bénh, tinh trang hodc
rdi loan nhung van chua c6 hoic biéu hién bénh ly hodc tri€u chung bénh; (2) tc
ché bénh; vi du, rc ché bénh, tinh trang hoac r6i loan & dbi tuong dang c6 hodc
biéu hién bénh ly hodc triéu chiing bénh, tinh trang hodc rdi loan (tc 13, lam
ngimg sy phat trién thém cta bénh ly va/hodc tridu chung); va (3) cai thién bénh;
vi du, cdi thién bénh, tinh trang hoac r6i loan & dbi tuong dang c6 hodc biéu hién
bénh ly hodc triéu chimg bénh, tinh trang hodc roi loan (tc la, dao chiéu bénh ly

va/hodc triéu ching) nhu lam gidm mtrc d§ ndng cia bénh.

Liéu phdp két hop

Mot hodic nhiéu duoc chit khac nhu, vi du, hoa tri liéu, chét chéng viém,
steroit, chét rc ché mién dich, cling nhu chét trc ché kinaza Ber-Abl, Flt-3, EGFR,
HER2, JAK (vi du, JAK1 hoac JAK2), c-MET, VEGFR, PDGFR, cKit, IGF-1R,
RAF, FAK, Akt mTOR, PIM, va AKT (vi du, AKT1, AKT2, hoac AKT3) nhu, vi
du, cac chat duoc md ta trong WO 2006/056399, hodc céc chit khac nhu, khéang
thé diéu tri c6 thé duoc st dung két hop véi mudi hodc hop chét theo sang ché dé
diéu tri bénh, r6i loan hodc tinh trang két hop véi PI3K. Mot hodc nhiéu duogc chét

khac c6 thé dugc sir dung cho bénh nhan déng thoi hodc 14n luot.
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Theo mot vai phuong éan, duoc chit khac 1a chat uc ché JAK1 va/hodc
JAK2. Theo mdt vai phuong an, sang ché dé xuat phuwong phép diéu tri bénh dugc
mo ta & day (vi du, bénh ac tinh té bao B, nhu u lympho té bao B lan téa) & bénh
nhén bao gém st dung cho bénh nhan hgp chit duoc mo ta & day, hoac mudi duoc
dung cua chung, va chit (rc ché JAK1 va/hodic JAK2. Bénh 4c tinh té bao B c6 thé
bao gdm cac bénh duoc md ta & diy va trong don My s6 61/976,815, nop ngay 8
thang 4 nam 2014.

Theo mdt vai phuong 4n, chit trc ché JAK1 va/hodc JAK2 1a hop chit trong
bang 1, hoic mudi duoc dung ciia ching. Hop chit trong bang 1 13 chat e ché
JAK1 chon loc (chon loc so véi JAK2, JAK3, va TYK?2). ICsy thu dugc béng
phuong phap thir nghiém A & ImM ATP duogc thé hién trén bang 1.

Bang 1
# |Piéu |Tén Céu trac JAK | JAK
ché 1 2/
ICs, |JAK
(nM | 1
)
1 |Us ((2R,58)-5-{2- o/~ N + |[>10
2014/0 | [(1R)-1- -—& ,CO
121198 | hydroxyetyl]-1H- N N
(Vi du | imidazo[45- m
20) d]thieno[3,2- N”

b]pyridin-1-
yl}tetrahydro-2H-

pyran-2-
yl)axetonitril
2 |US 4-[3-(xyanometyl)- = R o +++ | >10
2014/0 | 3-(3',5'-dimetyl- ——3@,@—4
343030 | 1H,1'H-4,4"- NN . HN&F
, (Vi du | bipyrazol-1- 7 FF
7) yl)azetidin-1-yl]- >
2,5-diflo-N-[(1S)- HN-N
2,2,2-triflo-1-
metyletyl]benzamit
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Dicu | Tén Cu tric JAK [JAK
ché 1|2
ICsy | JAK
(nM |1
)
US 3-[1-(6-clopyridin- = + >10
2010/ | 2-yl)pyrolidin-3- N
029833 | yl]-3-[4-(7H- N L N4
4 pyrolo[2,3- Y Cl
(Vidu |d]pyrimidin-4-yl)- N \:1%
2)° 1H-pyrazol-1- U NP N
yl]propannitril
US 3-(1- - + >10
2010/ | [1,3]oxazolo[5,4- B J{\ \_/
029833 | b]pyridin-2- Nw o
4 ylpyrolidin-3-yl)-3- N-N
(Vidu |[4-(7H-pyrolo[2,3- (
13¢) d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1- TN
yl]propannitril k\N N
UsS 4-[(4-{3-xyano-2- A M - >10
2011/ | [4-(7H-pyrolo[2,3- "N CN
005995 | d]pyrimidin-4-yl)- NN
1 1H-pyrazol-1- )/
(Vidy |yl]propyl}piperazi | NC 7
12) n-1-yl)carbonyl]-3- NN
flobenzonitril L
NT N
UsS 4-[(4-{3-xyano-2- R = >10
2011/ | [3-(7H-pyrolo[2,3- O>\ C N
005995 | d]pyrimidin-4-yl)- N
1 1H-pyrol-1- (_ _)
(Vidu |yl]propyl}piperazi N
13) n-1-yl)carbonyl]-3- g\/CN
flobenzonitril N
[ 7
NTX
L
H
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Dicu | Tén Cu triic JAK |JAK
ché 1 2/
ICsy |JAK
(nM | 1
)
US {1-{1-[3-Flo-2- ZON + =10
2011/ | (triflometyl)isonico O AN oF
022419 | tinoyl]piperidin-4- N :
0(Vi |yl}-3-[4-(7H-
dul) |pyrolo[2,3- Q
d]pyrimidin-4-yl)- N
1H-pyrazol-1- g@,\,
yl]azetidin-3- NN
yl}axetonitril 7
Nm \/ N\
N
uUs 4-{3- F + >10
2011/ | (Xyanometyl)-3-
022419 | [4-(7H-pyrolo[2,3- CF,
0 (Vi | d]pyrimidin-4-yl)- O~ _NH
du 154) | 1H-pyrazol-1- T
yl]azetidin-1-yl}-
N-[4-flo-2- Q
(triflometyl)phenyl N
|piperidin-1- g{/;N
carboxamit NN
Y
(PH
N
uUsS [3-[4-(7H- 0 = + >10
2011/ | pyrolo[2,3- Nﬂ“
022419 | d]pyrimidin-4-yl)- Q CFs
0 (Vi 1H-pyrazol-1-yl]-
du 85) | 1-(1-{[2- N
(triflometyl)pyrimi N_N&N
din-4- I
yl]carbonyl}piperi
din-4-yl)azetidin-3- | N© T
yl]axetonitril k\N N
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# |Didu |Tén Cu triic JAK |JAK
ché 1|2
ICsy |JAK
(nM |1
)
10 |US [trans-1-[4-(7TH- cEF + >10
2012/ | pyrolo[2,3-
014968 | d]pyrimidin-4-yl)- NT Y
1 (Vi |1H-pyrazol-1-yl]- | © ﬁ)\)
du 7b) | 3-(4-{[2- (N
(triflometyl)pyrimi N
din-4- /
yl]carbonyl}pipera | | _NQ/// ZN
zin-1- >
yl)xyclobutyl]axeto
nitril "L
N R
11 | US {trans-3-(4-{[4- OH + >10
2012/ | [(3- g:f
014968 | hydroxyazetidin-1-
1 (Vi |yDmetyl]-6- /\ V. F
du 157) | (triflometyl)pyridin | o N g©
- O
yl]oxy}piperidin-1- N
yl)-1-[4-(7H- N
pyrolo[2,3- N_gl/
d]pyrimidin-4-yl)- L
1H-pyrazol-1-
yl]xyclobutyl}axet | N I
onitril NN
12 |US {trans-3-(4-{[4- + >10
2012/ | {[(25)-2- N
014968 | (hydroxymetyl)pyr y OH
1 (Vi | olidin-1-yl]metyl}- I~
du 161) | 6- NCE

(triflometyl)pyridin
-
yl]oxy}piperidin-1-
yl)-1-[4-(7H-
pyrolo[2,3-
d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1-
yl]xyclobutyl }axet
onitril
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Dicu | Tén Céu tric JAK |JAK
ché 1|
ICsy |JAK
(nM | 1
)
uUsS {trans-3-(4-{[4- + >10
2012/ | {[(2R)-2- Q
014968 | (hydroxymetyl)pyr ) o
1 (Vi | olidin-1-yl]metyl}- &
du 162) | 6- g N F
(triflometyl)pyridin O
2- N
yl]oxy}piperidin-1- N
yl)-1-[4-(7H- Qu | /
pyrolo[2,3- ’/\I/N
d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1- l\i \
yl]xyclobutyl}axet N N
onitril
uUs 4-(4-{3- ~u o N + >10
2012/ | [(dimetylamino)me v \G"v(u"
014968 | tyl]-5- - VA
2 (Vi | flophenoxy}piperid AWt
du 20)° | in-1-yl)-3-[4-(7H-
pyrolo[2,3-
d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1-
yl]butanenitril
uUsS 5-{3-(xyanometyl)- | N= N= 09 + >10
2013/ | 3-[4-(7H- N_N> CNKN/ v

001803 | pyrolo[2,3- (

4 (Vi d]pyrimidin-4-yl)- y

du 18) | 1H-pyrazol-1- I\L |
N

yl]azetidin-1-yl}-
N-
isopropylpyrazin-
2-carboxamit

US 4-{3-(xyanometyl)- — o + >10
2013/ | 3-[4-(7H- —
4 T@{W

001803 | pyrolo[2,3- NN A
4 (Vi | d]pyrimidin-4-yl)- ~ i gLF
du 28) | 1H-pyrazol-1- N F
yl]azetidin-1-yl}- LN/ N\
N

2,5-diflo-N-[(1S)-
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# |Didu |Tén Cau tric JAK |JAK
ché 1|2
ICsp | JAK
(nM |1
)
2,2,2-triflo-1-
metyletyl]benzamit
17 | US 5-{3-(xyanometyl)- | n= M=/ + >10
2013/ | 3-[4-(1H- CN_}Q“J\:}_{NT/
001803 | pyrolo[2,3- [
4 (Vi | b]pyridin-4-yl)-1H- Y
du 34) | pyrazol-1- w N\
yl]azetidin-1-y1}- b
N-
isopropylpyrazin-
2-carboxamit
18 | US {1-(cis-4-{[6-(2- \ NN oH |+ >10
2013/ | hydroxyetyl)-2- N\_WQN/O/ EDN/\/
004596 | (triflometyl)pyrimi | ¢ FeF
3(Vi | din-4- NN
du 45) | ylloxy}xyclohexyl) | S~y
-3-[4-(7H-
pyrolo[2,3-
d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1-
yl]azetidin-3-
yl}axetonitril
19 | US {1-(cis-4-{[4- O | >10
2013/ | [(etylamino)metyl] \\7@”’@ N
004596 | -6- ) ) FINF
3 (Vi | (triflometyl)pyridin
du 65) |-2- N?fj:%
ylJoxy}xyclohexyl) | ¥ H
-3-[4-(7H-
pyrolo[2,3-

d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1-
yl]azetidin-3-
yl}axetonitril
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# |Ditu |Tén Cu tric JAK [JAK
ché 1|2/
ICsy | JAK
(nM | 1
)
20 | US {1-(cis-4-{[4-(1- 0 OH | + >10
2013/ | hydroxy-1- \MNIO’ N :
004596 | metyletyl)-6- N-N
3(Vi | (triflometyl)pyridin | {_ FeF
du 69) |-2- N%
ylJoxy}xyclohexyl) L7 ,}
-3-[4-(7H- H
pyrolo[2,3-
d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1-
yl]azetidin-3-
yl}axetonitril
21 | US {1-(cis-4-{[4- ND\OH + >10
2013/ | {I(3R)-3- /& =N
004596 | hydroxypyrolidin- | "¢~ W4 5 ’OANO(;I
3 (Vi 1-yl]metyl}-6- )
du 95) (tzrlﬂometyl)pyndm N%
D- P
yl]oxy}xyclohexyl) "
-3-[4-(7H-
pyrolo[2,3-
d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1-
yl]azetidin-3-
yl}axetonitril
22 | US {1-(cis-4-{[4- N, o + >10
2013/ | {[(3S)-3- o _n
004596 | hydroxypyrolidin- | "7 WA ,O‘,Q(N:
3 (Vi 1-yl]metyl}-6- N
du 95) (‘;rlﬂometyl)pyndm N%
- PN
yl]oxy}xyclohexyl) "
-3-[4-(7H-
pyrolo[2,3-

d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1-
yl]azetidin-3-
yl}axetonitril
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4 |Ditu |Ten Cu triic JAK |JAK
ché 1Y
ICso | JAK
(nM |1
)
23 | US {trans-3-(4-{[4- ~ oA + >10
2014/ | ({[(1S)-2-hydroxy- NH
000516 | 1- y
6 (Vi | metyletyl]Jamino}m ) "
dul) |etyl)-6- o N F
(triflometyl)pyridin O
- N
ylJoxy}piperidin-1- Q ///N
yl)-1-[4-(7H- NN
pyrolo[2,3- (s
d]pyrimidin-4-yl)- %
1H-pyrazol-1- . ,\\l
yl]xyclobutyl}axet NH
onitril
24 | US {trans-3-(4-{[4- )\ + >10
2014/ | ({[(2R)-2- OH
000516 | hydroxypropyl]ami NH
6 (Vi | no}metyl)-6- a
du 14) | (triflometyl)pyridin = FF
- 0 F
yl]oxy}piperidin-1- O
yl)-1-[4-(7H- N \
pyrolo[2,3- %
d]pyrimidin-4-yl)- N_g’/
1H-pyrazol-1- L
yl]xyclobutyl}axet %
onitril T
N3
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# |Diéu |Tén Cu tric JAK |JAK
ché 1|2/
ICs | JAK
(nM | 1
)
25 |US {trans-3-(4-{[4- E + >10
2014/ | ({[(2S)-2- (" on
000516 | hydroxypropyl]ami NH
6 (Vi no ymetyl)-6- h\g
du 15) | (triflometyl)pyridin = CF
2. 0 F
yl]oxy}piperidin-1- O
yl)-1-[4-(7H- N .
pyrolo[2,3- p
d]pyrimidin-4-yl)- N_NQ"‘/
1H-pyrazol-1- [
yl]xyclobutyl}axet
onitril ",{\ R
N B

26 | US {trans-3-(4-{[4-(2-

HO
2014/ | hydroxyetyl)-6-
000516 | (triflometyl)pyridin a2

6(Vi | -2-

+ >10

F
du20) |ylloxy}piperidin-1-| & F
yl)-1-[4-(7H- O
pyrolo[2,3- N N
d]pyrimidin-4-yl)- ///
1H-pyrazol-1- N-N !
yl]xyclobutyl}axet | K/
onitril N%
(>
NN

+ gia tri trung binh <10 nM

++ gia tri trung binh < 100 nM

+++ gid tri trung binh <300 nM

°S lidu cho chéat dong phan dbi anh 1
®S§ lidu cho chat dong phan dbi anh 2

Theo mét vai phuwong 4n, chat e ché JAK1 va/hodc JAK2 1a {1-{1-[3-flo-2-
(triflometyl)isonicotinoyl]piperidin-4-yl}-3-[4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1-yl]azetidin-3-yl } axetonitril, hodc mudi duoc dung cia ching.

Theo mdt vai phuong éan, chét e ché JAK1 va/hodc JAK?2 1a mudi cua axit
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adipic cua  {1-{ 1-[3-flo-2-(triflometyl)isonicotinoyl]piperidin-4-yl}-3-[4-(7H-
pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrazol-1-yl] azetidin-3-yl}axetonitril.

Theo mdt vai phuong an, chit tc ché JAK1 va/hodc JAK2 la 4-{3-
(xyanometyl)-3-[4-(7H-pyrolo [2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrazol-1-yl]azetidin-1-
yl}—2,5—diﬂo-N-[(1S)—2,2,2-triﬂo-1—metyletyl]benzamit, hodac mudi duogc dung cua
chung.

Theo mét vai phuong 4n, chat (rc ché JAK1 va/hoic JAK2 dugc chon tur
(R)-3—[1—(6-clopyridin—2-yl)pyro1idin-3 -yl]-3-[4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-
1H-pyrazol-1-yl]propannitril, (R)-3-(1-[1,3 Joxazolo[5,4-b]pyridin-2-ylpyrolidin-3-
yl)-3-[4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1 H-pyrazol-1-yl|propannitril, (R)-4-[(4-
{3-xyano-2-[4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1 H-pyrazol-1-
yl]propyl}piperazin-1-yl)carbonyl]-3 -flobenzonitril, (R)-4-[(4-{3-xyano-2-[3-(7H-
pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrol-1 -yl]propyl}piperazin-1-yl)carbonyl]-3-
flobenzonitril, hodc (R)-4-(4-{3-[(dimetylamino)metyl]-5 -flophenoxy}piperidin-1-
y1)-3-[4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrazol-1 -yl]butanenitril, (S)-3-[1-
(6—clopyridin-2—yl)pyrolidin—3-yl]-3-[4-(7H-pyrolo[2,3—d]pyrimidin—4—yl)—1H-
pyrazol-1-yl]propannitril, (S)-3-(1-[1,3]Joxazolo[5 ,4-b]pyridin-2-ylpyrolidin-3-yl)-
3-[4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrazol-1 -yl]propannitril, (S)-4-[(4-{3-
xyano-2-[4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)- 1H-pyrazol-1-yl|propyl}piperazin-1-
yl)carbonyl]-3-flobenzonitril, (S)-4-[(4-{3-xyano-2-[3-(7H-pyrolo[2,3-
d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrol-1-yl]propyl}piperazin-1 -yl)carbonyl]-3-flobenzonitril,
(S)-4—(4-{3-[(dimetylamino)metyl]-S—ﬂophenoxy}piperidin-1-y1)-3—[4—(7H-
pyr010[2,3—d]pyrimidin-4—yl)-1H-pyrazol-l—yl]butannitril; va mudi duge dung cta
hop chét bét ky néu trén.

Theo mdt vai phuong an, chét trc ché JAK1 va/hodc JAK2 dugce chon tir hop
chét cua cong bd patent My sb 2010/0298334, ndp ngay 21 thang 5 nam 2010,
cong bb patent My s6 2011/0059951, nop ngay 31 thang 8 ndm 2010, cong bd
patent My s6 2011/0224190, ndp ngay 9 thing 3 ndm 2011, cong bd patent M§ s6
2012/0149681, ndop ngay 18 thang 11 nam 2011, cong bd patent My sb
2012/0149682, ndp ngay 18 thang 11 nam 2011, cong bd patent MY sb
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2013/0018034, ndp ngay 19 thang 6 nam 2012, cdng bd patent My 5O
2013/0045963, nop ngay 17 thang 8 nim 2012, va céng bd patent My so
2014/0005166, ndp ngay 17 thang 5 ndm 2013, dugc dua vao day bang cach vién
dan.

Vi du vé khang thé dé st dung trong liéu phap két hop bao gdm nhung
khong gi6i han & trastuzumab (vi du, khiang-HER?2), ranibizumab (vi du, khang-
VEGEF-A), bevacizumab (Avastin™, vi du, khang-VEGF), panitumumab (vi du,
khang-EGFR), cetuximab (vi dy, khang-EGFR), rituximab (Rituxan™, khéng-
CD20) va khang thé nhim vao c-MET.

Mbt hodc nhiéu chét sau day c6 thé dugc sit dung két hop véi mubi hoic
hop chét theo sang ché va dugc trinh bay dudi dang danh sach khong gidi han:
chit kim té bao, cisplatin, doxorubicin, taxotere, taxol, etoposide, irinotecan,
camptostar, topotecan, paclitaxel, docetaxel, epothilon, tamoxifen, 5-flouracil,
methoxtrexat, temozolomide, xyclophosphamit, SCH 66336, R115777, 1.778,123,
BMS 214662, Iressa, Tarceva, khang thé dbi voi EGFR, Gleevec™, intron, ara-C,
adriamycin, cytoxan, gemcitabine, Uracil mustard, Chlormethine, Ifosfamit,
Melphalan, Chlorambucil, Pipobroman, Trietylenmelamin,
Trietylenthiophosphoramin, Busulfan, Carmustine, Lomustine, Streptozocin,
Dacarbazine, Floxuridine, Cytarabine, 6-Mercaptopurine, 6-Thioguanine,
Fludarabine phosphat, oxaliplatin, leucovirin, ELOXATINTM, Pentostatine,
Vinblastine, Vincristine, Vindesine, Bleomycin, Dactinomycin, Daunorubicin,
Doxorubicin, Epirubicin, Idarubicin, Mithramycin, Deoxycoformycin, Mitomycin-
C, L-Asparaginase, Teniposide 17,alpha.-Ethinylestradiol, Dietylstilbestrol,
Testosterone, Prednison, Fluoxymesterone, Dromostanolone propionate,
Testolactone, Megestrolaxetat, Metylprednisolone, Metyltestosterone,
Prednisolone, Triamcinolone, Clotrianisene, Hydroxyprogesterone,
Aminoglutethimide, Estramustine, ~Medroxyprogesteroneaxetat, Leuprolide,
Flutamit, Toremifene, goserelin, Cisplatin, Carboplatin, Hydroxyurea, Amsacrine,
Procarbazine, Mitotane, Mitoxantrone, Levamisole, Navelbene, Anastrazole,

Letrazole, Capecitabine, Reloxafine, Droloxafine, Hexametylmelamin, Avastin,
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herceptin, Bexxar, Velcade, Zevalin, Trisenox, Xeloda, Vinorelbine, Porfimer,
Erbitux, Liposomal, Thiotepa, Altretamin, Melphalan, Trastuzumab, Lerozole,
Fulvestrant, Exemestane, Fulvestrant, Ifosfomide, Rituximab, C225, Campath,
Clofarabine, cladribine, ‘ aphidicolon, rituxan, sunitinib, dasatinib, tezacitabine,
Smll, fludarabine, pentostatin, triapine, didox, trimidox, amidox, 3-AP, MDL-
101,731, bendamustine (Treanda), ofatumumab, va GS-1101 (con duoc goi la
CAL-101).

Vi du v& héa chit tri liéu bao gdm chit wc ché proteosome (vi du,
bortezomib), thalidomide, revlimid, va chét gdy hai ADN nhu melphalan,
doxorubicin, xyclophosphamit, vincristine, etoposide, carmustine, va tuong tu.

Vi du vé steroit bao gdm coriticosteroi nhu dexamethason hodc prednison.

Vi du vé chét tc ché Ber-Abl bao gbébm hop chit va mudi duoc dung cla
chting, cua loai va dang dugc md ta trong Patent My b 5,521,184, WO 04/005281,
va don M¥ sb 60/578,491.

Vi du vé chét Grc ché Flt-3 thich hop bao gdm hop chit, va mudi duoc dung
ciia chung, nhu dugc md ta trong WO 03/037347, WO 03/099771, va WO
04/046120.

Vi du chét trc ché RAF thich hop bao gb6m hop chét, va mudi duoc dung cua
chung, nhu dugc md ta trong WO 00/09495 va WO 05/028444.

Vi du chét Gc ché FAK thich hop bao gbém hop chét, va mudi duoc dung cia
chiing, nhu dugc md ta trong WO 04/080980, WO 04/056786, WO 03/024967,
WO 01/064655, WO 00/053595, va WO 01/014402.

Vi du chét tc ché mTOR thich hop bao gdm hop chét, va mubi duge dung
cta ching, nhu dugc mo ta trong WO 2011/025889.

Theo mot vai phuong an, mudi va hop chit theo sang ché co thé duge str
dung két hop v6i mot hodc nhiéu chét e ché kinaza khéc bao gém imatinib, cu thé
1a dé diéu tri cho bénh nhan khéng véi imatinib hodc chét (rc ché kinaza khac.

Theo mot vai phuong an, mudi va hop chat theo séng ché co thé duge su
dung két hop v6i hoa tri liéu dé diéu tri bénh ung thu, nhu bénh da u tuy, va ¢6 thé

cai thién su dép tng diéu tri khi so v6i sy dap tmg v6i mot minh tac nhan héa tri
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liéu, ma khong lam ting cac tic dung doc cta n6. Vi du vé duogc chét khac duoc st
dung dé diéu tri bénh da u tay, vi dy, cé thé bao g@)m, nhung khong gidi han ¢,
melphalan, melphalan cong vdi prednison [MP], doxorubicin, dexamethason, va
Velcade (bortezomib). Céc tac nhan khéc nfta duoc su dung dé diéu tri bénh dau
tuy bao gém Ber-Abl Flt-3, RAF va chit tcc ché FAK kinaza. Tac dung thém hodc
tc dung hiép ddng 1a két qua mong mubn ciia viée két hop chét wc ché PI3K theo
sang ché v6i tac nhan khic. Ngoai ra, sy khang cua cac t€ bao da u tiy v6i tic nhan
nhu dexamethason c6 thé dao nguoc viée diéu tri bang chét trc ché PI3K theo sang
ché. Tac nhan nay c6 thé duoc két hop vé6i hop chit theo sang ché ¢ dang liéu don
hodc lidu lién tuc, hodc tac nhan co thé duoc sir dung déng thoi hodc 1an luot &
dang liu riéng biét.

Theo mot vai phuong an, corticosteroit nhu dexamethason dugc su dung cho
bénh nhan két hop véi mudi va hop chét theo séng ché trong d6 dexamethason
dugc st dung khong lién tuc nhu dbi lap voi lién tuc.

Theo mdt vai phuong an khac, su két hop mudi va hop chét theo sing ché
v6i tac nhan diéu tri khéc ¢o thé duogc st dung cho bénh nhan trudc, trong, va/hoac

sau khi ghép tiy xwong hodc ghép té bao gbe.

Duge phém va dang liéu

Khi dugce st dung lam dugc phém, hop chit va mudi theo sang ché co thé
duoc st dung & dang dugc phdm. Cac dugc phim nay c6 thé dugc bao ché theo
cach da biét 1o trong linh vuc duge, va co thé duoc st dung bé‘mg cac duong khac
nhau, tiy thudc vao viéc diéu tri tai chd hay toan than dugc mong mudn va vao
vung duoc diéu tri. Viéc st dung c6 thé 12 tai chd (bao gém qua da, biéu bi, trong
mét va cho mang nhay bao gdm phan phdi trong miii, &m dao va truc trang), phoi
(vi du, bang cach hit hodc bom bot hodc sol khi, bao gbdm bang may khi dung;
trong khi quén hodc trong mii), qua duong miéng hodc ngoai dudng tiéu hoa. St
dung ngoai duong ti€u hoa bao gdm st dung trong tinh mach, trong dong mach,
dudi da, trong mang bung, trong co hodc ti€ém hoac truyén; hodc trong so, vi du,

ndi mac tuy hoac ndi tdm that. Su dung ngoai duong tiéu hoa co thé & dang mot
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liéu thube 16m, hodc c6 thé 1a, vi du, bé“lng bom théng mau lién tuc. Dugc phém va
ché phém dé sur dung tai chd c6 thé bao gém miéng dan qua da, thudc ma, thude
xuc, kem, gel, thudc nhd giot, thubc dan, thube phun, thude long va bot. Chét
mang duoc théng thuong, chira nudc, nén bot hodc dau, chat lam day va tuong tu
c6 thé 1a can thiét hoic mong mudn.

Sang ché cling bao gém duoc phém chtra, lam hoat chét, hop chit hoac mudi
theo sang ché (vi duy, mudi cua axit clohydric ciia hgp chét c6 cong thire I), két hop
vG61 mot hodc nhiéu chét mang dugc dung (ta dugc). Theo mot vai phuong 4n, dugc
pham 14 thich hop dé sir dung tai chd. Trong qua trinh bao ché dugc pham theo
sang ché, hoat chét thuong dugce tron véi ta dugc, pha lodng béng ta duoc hodc
duoc bao trong chit mang & dang, vi du, vién nang, goi, gidy, hodc dd chira khac.
Khi t4 dugc 1am chat pha lodng, né c6 thé 13 nguyén lidu rin, ban ran, hodc léng,
1am chét dan, chdt mang hodc moi truong cho hoat chét. Do do, dugc pham cé thé
& dang vién nén, vién thudc, bét, vién thudc hinh thoi, g6i, vién nhén, cdn ngot,
hdn dich, nhil dich, dung dich, sird, sol khi (¢ dang moi truong ran hoic 16ng),
thudc m& chira, vi du, t6i 10% theo trong lugng cta hoat chét, vién nang gelatin
mém va cung, thudc dan, dung dich dé tiém vo trung, va bot dong gdi vo trung.

Pé didu ché ché phém, hoat chét hodc mudi co thé duoc nghién dé tao thanh
¢& hat thich hop trude khi két hop véi cac thanh phan khac. Néu hoat chat hodc
mudi gan nhu khong tan, né co thé duoc nghién thanh c¢& hat nh6 hon 200 mesh.
Néu hoat chit hodc mubi gén nhu tan trong nudc, c& hat ¢ thé duoc diéu chinh
bang cach nghién dé tao thanh sy phan b6 gan nhu ddng nhét trong ché pham, vi
du, khoang 40 mesh.

Hop chit va mudi theo sang ché co thé dugc nghién bang cach sir dung quy
trinh nghién da biét nhu nghién uét dé thu dugc ¢& hat thich hop cho ché pham
vién nén va cho céc loai ché pham khac. Ché pham duoc nghién min (hat nano)
chira mudi va hop chét theo sang ché c6 thé duoc diéu ché bang quy trinh da biét
trong linh vuc nay, vi du, xem don quéc té s6 WO 2002/000196.

Mot vai vi du vé t4 duoc thich hop bao gém lactoza, dextroza, sucroza,

sorbitol, manitol, tinh bdt, gdbm acacia, canxi phosphat, alginat, tragacanth, gelatin,
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canxi silicat, xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, xenluloza, nuéc, sird, va
metyl xenluloza. Ché phim con c6 thé bao gdm: chat 1am tron nhu bot tale, magie
stearat, va dau khoéng; chét tao Am; chit nhii héa va chét tao hdn dich; chét bao
quan nhu metyl- va propylhydroxy-benzoat; chét tao ngot; va chét tao mui vi.
Duogc pham theo sang ché co thé duoc bao ché sao cho tao ra su giai phong nhanh,
kéo dai hodc chdm cua hoat chat sau khi st dung cho bénh nhan béng cach st dung
quy trinh d& biét trong linh vuc nay.

Duoc phém c6 thé dugc bao ché & dang liéu don vi, mdi lidu chtra tir 5 dén
1000 mg (1 g), thong thuong hon 1a tir 100 dén 500 mg, hoat chat. Thuat ngit
"dang lidu don vi" dung dé chi don vi riéng biét vé mit vat ly thich hop lam lidu
don nhét cho dbi tuong nguoi va cac dong vat co vu khéc, mdi don vi chia lugng
xac dinh trudce cia hoat chit duoc tinh toan dé tao ra tac dung diéu tri mong muén,
két hop véi ta duge thich hop.

Theo mot vai phwong 4n, dugc pham theo sang ché chta tir 5 dén 50 mg
hoat chdt. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé hiéu rang duoc
ph&m nay chira tir 5 dén 10, tir 10 dén 15, tir 15 dén 20, tir 20 dén 25, tir 25 dén 30,
tir 30 dén 35, tir 35 dén 40, tir 40 dén 45, hodc tir 45 dén 50 mg hoat chét.

Theo mdt vai phuong 4n, dugc pham theo sing ché chra khoang 2.5,
khoang 5, khoang 7,5, khoang 10, khoang 12,5, khoang 15, khoang 17,5, khoang
20, khoang 22,5, hoac khoang 25mg hoat chat. Theo mot vai phuong éan, duoc
phim theo sang ché chira khoang Smg hoat chat. Theo mot vai phuong 4n, dugc
phim theo sang ché chira khoang 10mg hoat chat.

Liéu tuong tu co thé duoc st dung chtra hgp chit va mubi duoc mé ta & day
trong phuong phép va st dung theo sang ché.

Hoat chét hodc mudi c6 thé 1a hitu hiéu trong khoang lidu rong va thuong
duogc st dung véi lugng c6 hi€u luc duge. Tuy nhién, can phai hiéu réng lugng hop
chét hodc mudi duoc st dung thuc té thuong s€ duoc xac dinh bdi thf?ly thudc, theo
cac truong hop lién quan, bao gbm tinh trang dugc diéu tri, duong st dung duoc
chon, hop chét hoic mubi thuc té duoc su dung, tudi, trong lugng, va dap ing cua

bénh nhén riéng, mac do ning cua tri¢u chirng cua bénh nhéan, va tuong tu.
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Pé bao ché duoc phém nhu vién nén, hoat chit chinh dugc tron véi ta duoc
d8 tao thanh dugc pham bao ché so bo dang rén chtra hdn hop dong nhat ctia hop
chit hodc mubi theo sang ché. Khi d& cap dén dugc phim bao ché so bo nay 1a
ddng nhét, hoat chit thuong dwoc phan tan déu khip duoc phdm sao cho dugc
phim c6 thé duogc chia nhé dé dang thanh dang lidu don vi hitu hiéu bang nhau nhu
vién nén, vién thudc va vién nang. Sau do, dang bao ché so bd rin nay dugc chia
nhé thanh dang liéu don vi thudc loai néu trén chira tir, vi du, khoang 0,1 dén 1000
mg hoat chat theo sang ché.

Vién nén hodc vién thude theo sang ché co thé duoc pht hodc dugc tron theo
cach khéc dé tao thanh dang liéu dem lai vu diém tac dung kéo dai. Vi du, vién nén
hodc vién thude c6 thé chira thanh phan liéu bén trong va bén ngoai, thanh phan
lidu bén ngoai & dang 16p phu trén thanh phan bén trong. Hai thanh phan nay cé
thé dugc tach riéng boi 16p bao tan trong rudt dé ngan can sy tan ra trong da day va
cho phép thanh phan bén trong di qua nguyén ven vao t4 trang hodc duoc giai
phong cham. Cac nguyén liéu khac nhau ¢6 thé duge st dung cho 16p bao tan trong
rudt hodc 16p phu nay, nguyén liéu nay bao gbm sb luong axit polyme va hon hop
céc axit polyme v&i cac nguyén liéu nay la senlac, ruou xetyl, va xenluloza axetat.

Dang long trong d6 hop chit, mudi, va duoc phidm theo sang ché co thé
duoc dua vao dé sir dung qua duong miéng hodc bing cach tiém bao gdm dung
dich chtra nudéce, sird ¢ vi thich hop, hon dich chtra nuéc hodc chia dau, va nhil
dich ¢6 mui vi v6i du an duge nhu dau hat bong, dau vimng, dau dira, hodc dau lac,
cling nhu cdn ngot va chét dan dugc twong tu.

Dugc phiam dé hit hodc bom bao gbém dung dich va hdn dich trong dung moi
hitu co hodc chtra nude dugc dung, hodc héon hop cua chung, va bot. Duoc phém
long hoac rin c6 thé chira td dugc duge dung thich hgp nhu duge mo ta & trén.
Theo mot vai phuong an, duogc phim duoc sir dung bang duong ho hip qua miéng
hodc miii cho tac dung tai chd hoic toan than. Duoc phém 6 thé dugc bom khi
dung bang cach st dung khi tro. Dung dich bom khi dung c6 thé duoc tho truc tiép
tir dung cu bom khi dung hodc dung cu bom khi dung c6 thé duoc gén vO1 mat na,

nat gac, hodc may thé ap luc duong gidn doan. Dung dich, hdn dich, hodc thudc
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bot 6 thé duogc str dung qua duong miéng hodc qua mii tir dung cu phan phdi ché
phim theo céch thich hop.

Ché phém st dung tai chd ¢6 thé chira mot hodc nhiéu chét mang thong
thuong. Theo mdt vai phuong an, thubc m& c6 thé chita nuéc va mot hodc nhicu
chit mang ky nuéc dugc chon tir, vi du, parafin 16ng, polyoxyetylen alkyl ete,
propylen glycol, vazolin tring, va tuong ty. Thanh phan chit mang ctia kem c6 thé
dua trén nude két hop voi glyxerol va mot hodc nhiéu thanh phéan khac, vi du,
glyxerinmonostearat, PEG-glyxerinmonostearat va ruou xetylstearyl. Gel ¢é thé
duoc bao ché biang cach st dung rugu isopropylic va nuéc, thich hop két hop véi
cac thanh ph?m khac nhu, vi du, glyxerol, hydroxyetyl xenluloza, va tuong tu.
Theo mot vai phuong an, ché phém str dung tai chd chua it nhat khoang 0,1, it nhét
khoang 0,25, it nhat khoang 0,5, it nhét khoang 1, it nht khoang 2, hogc it nhét
khoéang 5% trong luong cua hop chét hodc mubi theo séng ché. Ché phim st dung
tai chd co thé duoc dong goi thich hop trong cac éng, vi dy, 100 g tay ¥ két hop
v6i chi dan d@é diéu tri chi dinh duoc chon, vi dy, bénh vay nén hoic tinh trang da
khéc.

Luong hop chat, mubi, hodc duoc phém duoc st dung cho bénh nhan sé&
thay dbi tiry thudc vao cai gi dang dugc sir dung, muc dich sir dung, nhu du phong
hoac diéu tri, tinh trang ctia bénh nhén, cach sir dung, va twong tu. Trong ung dung
diéu tri, duoc phém c6 thé duoc st dung cho bénh nhén timg méc bénh véi luong
da dé diéu tri hodc it nhét 13 ngin phén nao céc triéu ching cda bénh va cac bién
chirng cua no. Liéu hitu hiéu sé& tuy thudc vao tinh trang bénh dang duoc diéu tri
cling nhu danh gia cua thdy thudc 1dm sang dang theo doi tiry thudc vao cac yéu to
nhu mic do nang ctua bénh, tudi, trong luong va tinh trang chung cua bénh nhan,
va tuong tu.

Duoc phém dugc st dung cho bénh nhén ¢o6 thé & dang duogc phém néu trén.
Céac duge phidm ndy c6 thé duoc kht tring bing cac k¥ thuat khir trung thong
thuong, hodc co thé dugc loc v trung. Dung dich chita nu6e c6 thé duoc dong gobi
dé su dung nhu thyc trang, hodc dugc lam dong kho, ché phém dugc lam dong kho

dugc két hop véi chit mang chtta nude vo trung trude khi sir dung. Do pH cua ché
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phdm hop chét thudng nim trong khoang tir 3 dén 11, tot hon 1a tir 5 d&én 9 va tot
nhét 14 tir 7 dén 8. Can phai hiéu réng viéc st dung mat sb t4 duoc, chat mang,
hodc chét 6n dinh néu trén s& dan dén su tao thanh mubi duoc.

Liéu diéu tri cua hop chét hodc mubi theo sang ché co thé thay ddi theo, vi
du, viéc st dung cu thé ma viéc diéu tri dugc tao thanh, cach st dung hop chét
hodc mubi, stc khoe va tinh trang cua bénh nhén, va danh gia cia théy thudc ké
don. Ty 1& hodc ndng do ctia hop chat hoic mudi theo sang ché trong dugc phdm
c6 thé thay ddi tuy thudc vao mot 36 yéu t6 bao gém liéu, dic tinh hoa hoc (vi du,
tinh ky nuéc), va duong st dung. Vi du, hop chit va mudi theo sang ché c6 thé
duogc tao ra trong dung dich dém sinh ly chta nudc chira tir 0,1 dén 10% trong
lwong/thé tich ctia hop chat dé st dung ngoai dudng tiéu hoa. Mot s6 khoang liéu
thong thuong nam trong khoang tir 1 pg/kg dén 1 g/kg trong luong co thé mdi
ngdy. Theo mét vai phuong 4n, khoang lidu nim trong khoang tir 0,01 mg/kg dén
100 mg/kg trong luong co thé mdi ngay. Liéu nay c6 thé tiy thudc vao cac bién sd
1a loai va mutrc do tién trién cua bénh hodc rdi loan, tinh trang strc khoe chung cua
bénh nhan cu thé, hiéu qué sinh hoc tuong dbi cua hop chat duoc chon, thanh phén
ta duoc, va duong str dung ctia né. Liéu hiru hidu ¢6 thé ngoai suy tir duong cong
lidu-dap tmg thu duoc tir hé théng kiém tra mé hinh dong vat hodc in vitro.

Duoc phém theo sang ché con co thé bao gém mot hodc nhiéu duoc chét
khéac nhu héa chét tri liéu, steroit, hop chit chéng viém, hodc chit tc ché mién

dich, vi du vé ching dugc néu & day.

Kit

Sang ché con bao gém kit duoc hiru ich, vi du, dé diéu tri hodc ngéan ngua
bénh hodc rbi loan két hop v6i PIK3, nhu bénh ung thu, ma bao gém mot hoac
nhiéu dung cu chtra chtra duoc phérn chtra lugng c6 hicu luc diéu tri cua hop chét
theo sang ché. Kit nay con cé thé bao gém, néu mudn, mot hodc nhiéu thanh phén
kit duoc thong thuong, nhu, vi du, dung cu chira véi mdt hodc nhiéu chét mang
dugc dung, dung cu chira khéc, v.v.., nhu s€ 16 rang v41 nguoi ¢ hiéu biét trung

binh trong linh vyc nay. Chi dan, & dang vt chén hodc ¢ dang nhan, chi rd luong

-56-



32395

thanh phén dugc st dung, hudng dan st dung, va/hodc huéng dan dé tron céc
thanh phan, ciing c6 thé co trong kit nay.

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon bang cac vi du cu thé. Céc vi du sau
duoc dua ra nham muc dich minh hoa, va khong du dinh gi61 han séng ché theo
cach bét ky. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& dé dang thira
nhén céc thong sd khong téi han khac nhau ma co thé duoc thay dbi hodc cai bién
dé tao ra cac két qua v& co ban 1a giéng nhau. Mubi cia axit clohydric ctia hop
chat c¢6 cong thirc I va hop chit co cong thire I da duoc phat hién 1a chat e ché

PI3K theo it nhat mot thir nghiém duge mo ta & day.

Vi du thye hién sang ché

Séng ché s& dugc md ta chi tiét hon béng cac vi du cu thé. Céc vi du sau
dugc dua ra dé nham minh hoa, va khong dugc dy dinh gidi han séng ché theo
cach bat ky. Hop chat vi du, hodc mubi cia chung, chta mgt hoac nhiéu tam bat
d6i xtmg thu duge & dang raxemat hoic & dang hdn hop chit dong phan, trir khi c6
quy dinh khéc.
Céc phuong phéap chung

Phuong phép tinh ché LC-MS diéu ché dbi v6i moét vai hop chat dugc diéu
ché dugc thuc hién trén hé théng phan doan truc tiép khdi lugng Waters. Thiét lap
thiét bi co s6, quy trinh, va phan mém kiém soat dé van hanh cac hé thong nay
dugc mo ta chi tiét trong tai li€u. Vi du, xem “Two-Pump At Column Dilution
Configuration for Preparative LC-MS”, K. Blom, J. Combi. Chem., 4, 295 (2002);
“Optimizing Preparative LC-MS Configurations and Methods for Parallel
Synthesis Purification”, K. Blom, R. Sparks, J. Doughty, G. Everlof, T. Haque, A.
Combs, J. Combi. Chem., 5, 670 (2003); and "Preparative LC-MS Purification:
Improved Compound Specific Method Optimization", K. Blom, B. Glass, R.
Sparks, A. Combs, J. Combi. Chem., 6, 874-883 (2004). Hop chit duoc tach
thuong duogc xtr ly dé do phd khdi sic ky 16ng phan tich (liquid chromatography
mass spectrometry: LCMS) dé phan tich d6 tinh khiét trong cac diéu kién sau: thiét
bi; Agilent 1100 series, LC/MSD, c0t: Waters Sunfire™ Cyg 5 um, 2,1 x 50 mm,
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dung dich dém: pha dong A: 0,025% TFA trong nu6c va pha dong B: axetonitril;
gradien 2% dén 80% ctia B trong 3 phut véi tbc d6 dong 2,0 mL/phut.

Mot vai hop chéit duoc didu ché ciing dugc téch trén quy mo diéu ché bang
sic ky léng tinh ning cao pha ddo (reverse-phase high performance liquid
chromatography: RP-HPLC) v6i may do MS hodc sic ky nhanh (silicagel) nhu
duoc néu trong cac vi du. Céc diéu kién cot clia sdc ky léng tinh ning cao pha dao
(RP-HPLC) diéu ché thong thudng 1a nhu sau:

pH = 2 tinh ché: cot Waters Sunfire™ Cyg 5 pm, 19 x 100 mm, tich rtra véi
pha dong A: 0,1% TFA (axit trifloaxetic) trong nuéc va pha dong B: axetonitril;
tdc do dong 1a 30 mL/phut, gradien tach dugc t61 uvu cho mdi hop chét bing cach
st dung quy trinh t6i wu héa phuong phap ddc hiéu hop chét nhu dugc mo ta trong
tai liéu [xem "Preparative LCMS Purification: Improved Compound Specific
Method Optimization", K. Blom, B. Glass, R. Sparks, A. Combs, J. Comb. Chem.,
6, 874-883 (2004)]. Thong ﬂurdng,téc d6 dong dugc st dung véi cot 30 x 100
mm la 60 mL/phut.

pH = 10 tinh ché: cot Waters XBridge Cig 5 um, 19 x 100 mm, tach rtra v6i
pha dong A: 0,15% NH4OH trong nudc va pha dong B: axetonitril; tdc do dong la
30 mL/phut, gradien tdch dugc t61 wu cho mdi hop chat bang cach st dung quy
trinh t6i wu hoa phuong phap dic hiéu hop chét nhu dugc mo ta trong tai liéu [xem
"Preparative LCMS Purification: Improved Compound Specific Method
Optimization", K. Blom, B. Glass, R. Sparks, A. Combs, J. Comb. Chem., 6, 874-
883 (2004)]. Thong thuong, tbc do dong duge sir dung véi cot 30 x 100 mm 1a 60
mL/phut.

Mot vai hop chat dugce diéu ché ciing duge phén tich bang phép do nhiét
luong bang tia quét vi phan (Differential Scanning Calorimetry: DSC). Cac diéu
kién ctia thiét bi DSC la nhu sau:

Thiét bj do nhiét lugng béng tia quét vi phan TA, Model Q200 véi bd lay
mau tu dong: 30 - 350°C & 10°C/phut; khay va chup nhom T-zero; dong khi nito &
50 mL/pht.
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Thiét bi do nhiét luong bang tia quét vi phan Mettler Toledo 822 Instrument:
40 — 340°C v6i tdc do dun néng 1a 10°C/phut,

Mot vai hop chat dugc diéu ché ciing duge phan tich bang phép phan tich
nhiét trong (Thermogravimetric Analysis: TGA). Cac diéu kién thiét bi TGA thong
thuong 1a nhu sau:

May phén tich nhiét trong TA Instrument, Model Pyris: bién d6i nhiét do tir
25°C dén 300°C véi 10°C/phut; dong khi thdi nito & 60 mL/phit; may gitt mau ndi
gbém TGA.

Thiét bi TA Instrument Q3500: bién di nhiét d¢ tr 20°C dén 300°C véi
10°C/pht.

Mot vai hop chat duogc diéu ché cling dugc phan tich béng nhiu xa ké bot
tia X (X-Ray Powder Diffraction: XRPD). Cac diéu kién ctia thiét bi XRPD thong
thuong 1a nhu sau:

Thiét bi nhiéu xa ké bot tia X Bruker D2 PHASER: budc song phat xa tia X:
1,05406 A CuKAI; bot tia X: 30 KV, 10 mA; bot mau: dugc phan tan trén may
gift mau nén khong; cac diéu kién do chung: géc bét dau — 5 do, goc két thic — 60
do, 14y mau — 0,015 do, toc do quét — 2 do/phut.

Nhiéu xa ké bot Rigaku Miniflex: Cu & 1,054056 A véi bo loc KB; cac diéu
kién do chung: gbc bat dau — 3 do, gbc két thuc — 45 do, léy mau — 0,02 do, toc do
quét — 2 do/phut.

Vi du 1. Téng hop (R)-4-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-((R)-1-
hydroxyetyl)phenyl)pyrolidin-2-on
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Buée 1. 1-(5-Clo-4-flo-2-hydroxyphenyl)etanon (ii)

F OH

4-Clo-3-flophenol (i, 166 g, 1,11 mol) va axetyl clorua (107 mL, 1,50 mol)
duoc nap vao binh 5-L ¢ nhiét do trong phong. Hén hop phan tmg duoc khudy va
trd lai dung dich trong trong khi nhiét do meé dugc ghi nhan 1a gidm Xuéng 6°C.
Sau d6, hdn hop phan tng dugc gia nhiét dén 60°C trong 2 h. Hon hop phan tng
duoc nap nitrobenzen (187,5 mL, 1,82 mol) va sau d6 lam ngudi dén nhiét do trong
phong. Sau d6, nhdm triclorua (160 g, 1,2 mmol) dugc bd sung vao hon hop theo
ba phan (50 g, 50g, va 60 g v&i khoang cich 5 phut). Nhiét do mé dugc ting dén
78°C khi két thiic viéc bd sung. Sau d6, hdn hop phan timg duoc dun néng ¢ 100-
120°C trong 3 h, tai thai diém dé phan tich HPLC thé hién phan (ing da két thuc.
Hon hop phan Gng sau do dugc lam lanh dén 0°C va nap hexan (0,45 L), etyl
axetat (0,55 L), va sau d6 nap tir tir dung dich axit clohydric 1,0N (1,0 L) & nhiét
do trong phong. Viéc bd sung dung dich axit clohydric 1a toa nhiét va nhiét do mé
tang tir 26°C dén 60°C. Hon hop thu dugc dugce khudy & nhiét d trong phong
trong 20 phut. Céc 16p dugc tach va 16p hitu co dugce rira 1an luot bang dung dich
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axit clohydric 1,0N (2 x 600 mL) va nudc (400 mL). L6p hitu co sau d6 duge chiét
bang dung dich natri hydroxit 1,0N (2 x 1,4 L). Dung dich bazo két hop dugc axit
hoa dén pH 2 bang cach bd sung dung dich axit clohydric 12 N cho dén khi khong
c6 két tia tach ra. Chét ran thu duoc duoc thu gom bing céch loc, duoc rira bing
nude va 1am kho trong phdu loc c6 hut dé tao thanh hop chét ii 1a chét rin mau
vang (1874 g, 89,5%). '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 12,44 (d, J= 1,4 Hz, 1H),
7,78 (d, J= 8,1 Hz, 1H), 6,77 (d, J=10,2 Hz, 1H), 2,61 (s, 3H).

Budc 2. 1-(5-Clo-4-flo-2-hydroxy-3-iodophenyl)etanon (iii)
|
F OH
bee
i 0
1-(5-Clo-4-flo-2-hydroxyphenyl)etanon (ii, 100,0 g, 530,3 mmol) dugc hoa
tan trong axit axetic (302 mL) va N-iodosucxinimit (179,2 g, 796,5 mmol) duoc bd
sung vao dung dich. Hdn hop phan tng dugc khudy & nhiét do tir 61°C dén 71°C
trong 2 h, tai thoi diém nay phan tich HPLC chi ra ring phan tmg da két thiic. Hon
hop phéan ng sau d6 dugc lam lanh dén nhiét do trong phong, nude (613 mL)
duoc bd sung vao, va huyén phu dic thu duge duoc khudy & nhiét do trong phong
trong 30 phit. San phdm dugc thu gom bang cach loc va rira bang nude dé tao
thanh chét rin mau niu. San pham udt duoc hoa tan trong axit axetic (400 mL) &
60°C. Nudce (800 mL) duoc bd sung (trong 15 phut) vao dung dich dé két tia san
phém tinh khiét. San pham dugc thu gom bang cach loc va dugc rira bang nudce
(100 mL). San pham duoc lam kho trén phéu loc c6 hut trong 18 h dé tao thanh
hop chat iii 13 cht rdn mau nau (164,8 g, hiéu sudt 95,0%). 'H NMR (300 MHz,
DMSO-dy) 613,34 (s, 1H), 8,26 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 2,68 (s, 3H).

Budc 3. 1-(5-Clo-2-etoxy-4-flo-3-iodophenyl)etanon (iv)
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Trong binh day tron ba ¢6 5-L dugc trang bi binh ngung tu va nhiét ké, 1-(5-
clo-4-flo-2-hydroxy-3-iodophenyl)etanon (iii, 280 g, 840 mmol) dugc hoa tan
trong N, N-dimetylformamit (600 mL). Trong khi hoa tan, nhiét do bén trong nam
trong khoang tir 19,3°C dén 17,0°C. Todoetan (81,2 mL, 1020 mmol) duoc b sung
vao hdn hop thu dugc. Kali cacbonat (234 g, 1690 mmol) duoc bd sung trong 2
phut vao hon hop phan tng va khong c6 sy thay d6i vé nhiét d6 mé dugc quan sat.
Hdn hop phan tng dugce dun néng dén 60°C trong 3 h, tai thoi diém d6 phan tich
HPLC chi ra phan ung da két thiic. Hon hop phan tmg dugc dé ngudi dén nhiét do
trong phong va san pham dugc thu gom bing cach loc. Chat rin dugc hoa tan trong
hén hop gdm DCM (1,0 L), hexan (500 ml), va nuéc (2,1 L). Hé hai pha dugc
khudy & 20°C trong 20 phut. Céc 16p dugc tach va 16p nude duge chiét bing DCM
(1,0 L). L6p hitu co két hop duoc rira bang nude (2 x 250 mL) va nude mubi (60
mL). Pha hitu co dugc tach, lam kho béng Na,SOy4 khan, loc, va co trong chan
khong dén kho dé tao thanh hop chét iv 1a chat rdn mau vang (292 g, hiéu sudt
94%). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 87,69 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 3,95 (q, J=17.0
Hz, 2H), 2,62 (s, 3H), 1,49 (t, J = 7,0 Hz, 3H). LCMS dbi véi CoH,(CIFIO, (M +
H)": m/z =342.9.

Buge 4. 2-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-iodophenyl)-2-metyl-1,3-dioxolan (v)

!

Cl
v O\j
Dung dich chtra 1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-iodophenyl)etanon (iv, 250,0 g,

693,4 mmol) va 1,2-etandiol (58,0 mL, 1040 mmol) trong toluen (1,5 L) dugc xur
Iy bang monohydrat ctia axit p-toluensulfonic (10,6 g, 55,5 mmol). Binh phan tng
duoc l&p voi bdy Dean-Stark va hon hop duge dun néng & hdi luu trong 7 h. Phan
tich LCMS chi ra rang hdn hop phan tmg chita 8,3% nguyén liéu ban dau va 91,7%
san pham. H&n hop phan tmg duoc lam ngudi dén 106°C, va bd sung thém luong

1,2-etandiol (11,6 mL, 208 mmol) bang xilanh. Hon hop phan tng sau d6 dugc
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dun néng & hoi luu trong 8 h nita. Phan tich LCMS chi ra rang hon hop phan tng
chira 3,6% nguyén liéu ban dau va 96,4% san pham. Hn hop phan ting duoc 1am
ngudi dén 106°C, va bd sung thém 1,2-etandiol (7,73 mL, 139 mmol) béng xilanh.
Hon hop phan tng duoc dun néng trong didu kién hoi luu trong 15,5 h nita. Phan
tich LCMS chi ra rang hdn hop phan tung chira 2,2% nguyén liéu ban dau va 97,8%
san pham.

Hbn hop phan tmg sau d6 duge 1am ngudi dén 0°C va nude (200 ml) va
dung dich NaHCO; bdo hoa (300 ml) dugc bd sung vao dé didu chinh hdn hop dén
d6 pH 14 9. DCM (200 ml) duoc bd sung vao va mé nay duoc khudy trong 10 phut.
Céc 16p duoc tach va 16p nude duge chiét bang toluen (300 mL). Lép hitu co két
hop duoc rira 1an luot bang hdn hop gdm nude (200 ml) va dung dich NaHCO; bio
hoa (200 ml), nude (300 ml), nude mudi (300 ml), lam kho bang Na,SO, khan, loc,
va ¢b trong chan khong dén kho dé tao thanh hop chit tho v 14 chit rin mau nau
nhat (268 g hiéu suit 100%). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 7,59 (d, J = 8,6 Hz,
1H), 4,26-3,96 (m, 4H), 3,92-3,72 (m, 2H), 1,74 (s, 3H), 1,50 (t, J= 7,0 Hz, 3 H).
LCMS dbi véi C,H4CIFIO; (M + H): m/z = 387,0.

Budc 5. 3-clo-6-etoxy-2-flo-5-(2-metyl-1,3-dioxolan-2-yl) benzaldehyt (vi)

CHO
Cl e \j
Dung dich dugc khudy chira 2-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-iodophenyl)-2-metyl-
1,3-dioxolan (v, 135,0 g, 349,2 mmol) ( do tinh khiét 86,8% bai HPLC véi 5,5%
keton) trong tetrahydrofuran khan (300 mL) & nhiét do tir 0°C dén 3°C duoc bd
sung tlr tr phtrc isopropylmagie clorua lithi clorua 1,3 M trong THF (322,3 mL,
419,0 mmol) trong 1 h. Hon hop phan ung dugc khudy & nhiét do tir 0°C dén 5°C
trong 30 phut tai thoi diém nay phéan tich LCMS chi ra phan tng trao dbi iodo-
magie da két thuc. N-Formylmorpholin (71,1 mL, 700 mmol) sau d6 dugc bd sung
vao hon hop phan tng trong 1 h & nhiét do tir 0°C dén 8°C. Hon hop phan tng
duoc khudy & nhiét do tir 0°C dén 8°C trong 1 h nita, & thoi diém nay phén tich
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LCMS va HPLC thé hién nguyén liéu ban dau da hét va luong dang ké ctia san
pham phu da khir iot, 2-(5-clo-2-etoxy-4-flophenyl)-2-metyl-1,3-dioxolan duoc
quan sat. Phan tmg duoc dép tat bang dung dich axit xitric (120,8 g, 628,6 mmol)
trong nude (1,20 L) & 0°C. Hon hop phan ing da dwoc dép tat, sau d6 dugc chiét
bang EtOAc (2 x 600 mL). Céc pha duoc tach d& dang. Lop hitu co két hop dugc
rira sau d6 bang nuéc (300 ml) va nude mudi (500 mL), 1am kho bang Na,SO,
khan, loc, va cd trong chan khong. Can dugc tinh ché béng sic ky cOt nhanh trén
silicagel v6i 0 - 10% EtOAc/hexan dé tao thanh san pham thd hop chat vi 14 chat
rin mau vang nhat, 13 hdn hop gdm san phim mong mudn, 3-clo-6-etoxy-2-flo-5-
(2-metyl-1,3-dioxolan-2-yl)benzaldehyt (vi, 80 g, 80%) chira 36% mol san pham
phu khtr iot, 2-(5-clo-2-etoxy-4-flophenyl)-2-metyl-1,3-dioxolan nhu dugc chi ra
bai phan tich NMR. San pham tho hop chét vi con duoc tinh ché bing cach tao
thanh san phdm cong natri bisulfit twong tmg.

Natri bisulfit (36,91 g, 354,7 mmol) dugc hoa tan trong nude (74,3 mL,
4121 mmol). Dung dich dugc khudy chua 3-clo-6-etoxy-2-flo-5-(2-metyl-1,3-
dioxolan-2-yl)benzaldehyt tho (vi, 80,00g, 177,3 mmol) trong etyl axetat (256,0
mL), dung dich natri bisulfit vira diéu ché dugc bd sung trong mot phan. Dung
dich duoc khudy trong khoang 10 phut va két tia duoc quan sat. Sau d6, huyén
phi dic duge khudy trong 1 h nita. San phdm cong aldehyt-bisulfit duoc thu gom
bing cach loc, duogc rira bang EtOAc va lam kho duéi chan khong va méi truong
nito trong 20 h dé tao thanh chét rdn mau tring (58,2 g, hiéu sut 83,6%). San
pham cong aldehyt-bisulfit (58,2 g, 148 mmol) dugc tron trong dung dich natri
hydroxit 1,0 M (296 mL, 296 mmol) dugc bd sung metyl ¢-butyl ete (600 mL)
(MTBE). Hon hop phan tmg duoc khudy & nhiét do trong phong trong 6 phit dé
tao thanh hdn hop hai pha trong, va tiép tuc khudy trong 5 phtit nita. Pha hitu co
duoc thu gom va 16p nude duge chiét bang MTBE (2 x 300 mL). Cac 16p hitu co
két hop duogc ria béng nuée mudi (300 mL), lam kho béng Na,SO, khan, loc, va co
trong chan khong dé tao thanh hop chét tinh khiét vi 1a chét rén két tinh mau tring
(31,4 g, hiéu suét 73,4%). '"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 10,27 (s, 1H), 7,78 (d, J =



32395

8,5 Hz, 1H), 4,10-3,96 (m, 4H), 3,87-3,76 (m, 2H), 1,72 (s, 3H), 1,44 (t, J= 7,0
Hz, 3 H). LCMS dbi v6i Ci3H;sCIFO, (M + H)™: m/z = 289,0.

Buéc 6. (E)-2-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-(2-nitrovinyl)phenyl)-2-metyl-1,3-dioxolan
(vii)

NO,
N
F OEt
cl
vii O \j

Binh déy tron 4 ¢ 5-L duoc trang bi canh khuéy phia trén, vach ngén, cdp
nhiét dién, dudng nap nito va dung cu ngung tu dugc nap 3-clo-6-etoxy-2-flo-5-(2-
metyl-1,3-dioxolan-2-yl)benzaldehyt (vi, 566,2 g, 1961 mmol), nitrometan (1060
mL, 19600 mmol), va axit axetic bang (1120 mL). Tiép d6, hdn hop phan tmg
dugc nap benzylamin (53,6 mL, 490 mmol) va hén hop thu dugc duge dun néng
dén 60°C va phan tGng duoc kiém tra bing LCMS dbi vé6i 5,5 h. Phan tich dudng
co 80 ban ddu dugc 1y & t = 0. Phan ung duoc kiém tra sau 2 hva 5 h. Sau 2 h, ¢6
khoang 20% nguyén liéu ban dau aldehyt chwa phan ting. Sau 5 h, profin phan (g
1a nhu sau: nguyén lidu ban dau hop chét vi (< 2%), imin trung gian (< 4%), san
phim hop chét vii (> 93%) va san phidm cdng benzylamin Michael (khong dugc
phat hién). Tai thoi gian phan g 5,5 h, phan mg dugc cho rang da két thic. Hon
hop phan tng duge 1am lanh dén nhiét do trong phong va pha loéng bang etyl
axetat (3,0 L). Hon hop duoc tich mot nira dé xtr Iy do thé tich 16n.

MBJi nira duge xtr Iy theo quy trinh sau: Hon hgp phan tng dau tién dugc ria
bang NaCl 1,5 M trong nuée (2 x 1500 mL; sau mdi 14n rira, thé dung dich dau ra
tang so voi dau vao dé xuat rﬁmg axit axetic va/hodc nitrometan da duoc loai bd).
Hén hop sau dé duoc lam lanh dén 15°C va duoc rita bang dung dich NaOH 4 M
(4 x 300 mL) cho dén khi dung dich chiét dat do pH 1a 8-9. Trong lan rtra ban dau,
16p nude van con axit, song tré thanh bazo nhe trong cac 1an rtra tiép theo, hon hop

duoc dun néng 1én va cht chiét 1a t61 mau. Céc 16p dugc tach. Lop hitu co sau khi
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diéu chinh d6 pH dugc rira bang dung dich natri clorua 1,5 M (1000 mL) va nuéc
(500 mL). Nhii twong va su phan b6 cham duoc quan sat trong cac 1an rira cubi
cung ndy. Pha hitu co duoc 1am khé bang MgSO, khan, loc, va c6 dudi ap suét
giam. Sird mau hé phéach thu dwoc duoc dit dudi chan khong cao qua dém. Sird
hoéa rin va thu dugc 740 g san pham thé.

Heptan (1,3 L) dugc bd sung vao san phém tho, tao thanh huyén phu déc,
duoc dun nong trong bé nude 60°C cho dén khi tat ca chét rin dugc hoa tan. Dung
dich thu duge dugc danh bong loc trong binh déy tron sach 3-L ¢6 4 ¢b dugc trang
bi canh khudy phia trén va dudng vao nito. B loc duge rira bing heptan (40 mL).
Dung dich loc dugc lam lanh dén nhiét do trong phong va khqu trong 5 h. Két tha
rin duoc quan sat va huyén phu ddc dugc lam lanh dén 0°C trong bé nudce da trong
1 h. San phém dugc thu gom bé“mg cach loc va banh uét thu duoc dugc rira béng
500 mL heptan lanh. San phém duoc lam kho mot ph?m trén b0 loc trong diéu kién
huat chan khong va dugc lam kho thém dudi chan khdng cao qua dém. Nudc loc va
dung dich rira dugce cd dudi ap suét giam va cdn thu dugc dugc gitt dé tinh ché cot.

Chét rén tir viéc két tinh heptan duoc hoa tan trong thé tich nho cia DCM va
20% EtOAc/hexan va dugc nap vao cot chira khoang 1 kg silicagel. Cot dugc tach
rira v6i 20% EtOAc/hexan. Cac phan doan mong mudn duge két hop va co dudi ap
suét giam dé tao thanh chét rin mau vang. Chét rin duoc lam khé dudi chan khong
cao qua dém dé tao thanh 497g san phim hop chét vii 1a chat rin két tinh mau vang
nhat.

Nude loc duoce ¢6 va nude ria tir viee két tinh heptan dugc nap vao cung
mot cdt nhu trén st dung 20% EtOAc/hexan. Cot dugce tach ria béng cach st dung
cting hé théng dung méi nhu trén dé loai bo tap chat dudng co s& va axit axetic con
lai. C4c phan doan mong mudn duoc két hop va c6 dudi ap sudt giam dé tao thanh
dau mau hd phéach hoi do. Dau nay duoc dit dudi chan khong cao va khoang 220 g
san pham thd thu dugc. San phim thd nay duge hoa tan trong heptan (500 mL) va
duoc gieo véi lugng nhoé ctia san pham rén thu gom thir nhat. Huyén phu dic duoc
khudy & nhiét d6 trong phong trong 16 h va sau d6 lam lanh trong bé nudc da trong

3 h. San phdm thu gom thir hai dugc thu gom bang cach loc. San phdm duoc lam
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kho duéi chan khong cao va 110 g san pham thu duogc 1 chit rin mau vang. Tong
lwong san pham hop chét vii thu dugc 14 607 g (hiéu sudt 93,3%). 'H NMR (400
MHz, DMSO-ds) & 7,94 (s, 2H), 7,68 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 4,07-3,95 (m, 4H), 3,82-
3,73 (m, 2H), 1,65 (s, 3H), 1,39 (t, J = 7,0 Hz, 3H). LCMS d6i v6i C4H,,CIFNOs
M+ H)": m/z = 332,0.

Budrc 7. (R)-Dimetyl-2-(1-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-(2-metyl-1,3-dioxolan-2-
vl)phenyl)-2-nitroetyl)malonat (viii)

N02 COzMe

Binh d4y tron 2L c¢6 thanh khudy tir va dudng nap nito chita (E)-2-(5-clo-2-
etoxy-4-flo-3-(2-nitrovinyl)phenyl)-2-metyl-1,3-dioxolan (vii, 352,8 g, 1064
mmol) duoc b sung tetrahydrofuran khan (1,06 L) va dimetyl malonat (146 mL,
1280 mmol). (1S,25)-N, N'-dibenzylxyclohexan-1,2-diamin-dibromoniken (chat
xuc tac Evans, 21,4 g, 26,6 mmol), duoc nap vao hdn hop phan tng. Hon hop phan
ing ¢6 mau nau va dung dich ddng nhat dugc quan sat. Hon hop phéan tng dugc
khuéy ¢ nhiét do trong phong trong 18,5 h. Phan ing duoc phén tich sau 18,5 h
bang HPLC. Nguyén liéu ban diu chua phan g, hop chét vii, c6 mat voi lugng
2%. Hdn hop phan tmg duoc ¢ dudi ap sut giam dé loai bd THF va cin thu duoc
duoc tinh ché bang sic ky nhanh (DCM/hexan duoc st dung dé nap, 1422 g
silicagel duoc str dung trong cot ndy, va cot duoc tach rira voi 10% dén 20%
EtOAc/hexan; cac phan doan cot dugc kiém tra béng TLC st dung 30%
EtOAc/hexan lam dung moi rira giai va duoc hién thi bang UV). Céc phan doan
mong mubn dugc két hop va co duéi ap suit giam. Can dugc 1am kho dudi chan
khong cao. Theo thoi gian, sird hoa ran thanh chit rin mau vang nhat (503,3 g) va
mau duoc dem phan tich HPLC bat dbi xtng. B9 tinh khiét bat doi xtng 1a 95,7%
chét ddng phan d6i anh (R) mong mudn va 4,3% chat dong phan déi anh (S) khong
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mong mudn. Etanol (1,0 L) dugc bd sung vao chit ran va hdn hop duoc dun néng
trong bé nude 60°C cho dén khi chét rin dugc hoa tan. Dung dich dugc danh bong
loc trong binh day tron sach 3-L ¢ 4 ¢ bang gidy loc Whatman #1. Dung dich loc
duoc 1am lanh dén nhiét d6 trong phong trong khi khudy. Viéc két tinh duoc quan
st sau 30 phiit khudy va huyén phu dic duoc khudy ¢ nhiét do trong phong trong
16 h. Huyén phu ddc duge 1am lanh trong bé nudc dé trong 1 h. San pham dugc
thu gom bang cach loc va banh loc thu duoc dugc rira bang etanol lanh (500 mL)
va duoc lam kho mot ph?m trén bo loc. Chét ran duoc lam kho dudi chan khong
cao dé tao thanh san phim mong mudn viii (3775 g) 1a chét ran két tinh mau tring.
Do tinh khiét bat ddi xtng duoc xac dinh bang HPLC bit déi xtimg 12 100% chét
ddng phan ddi anh (R) mong mubn va 0% chit déng phan dbi anh (S) khong mong
mubn.

Nude loc va nuée rira duge két hop va ¢o dudi ap sudt giam thanh dau
(118,9g). Dau duoc hoa tan trong etanol (475,0 mL) (4 mL/g) va dugc gieo bing
tinh thé thu gom thir nhat. Huyén phu dic thu dugce dugce khudy trong 16 h & nhiét
d6 trong phong va sau d6 1am lanh trong bé nude d4 trong 5,5 h. San phim thu
gom thir hai dugc tach béng cach loc va duoc lam kho mot phén trén bo loc. No
dugc lam kho dudi chan khong cao dé tao thanh san phém thu gom thtr hai (31,0
g). Do tinh khiét bat dbi xtimg duoc x4c dinh bang HPLC bét dbi xtmg 12 98,3%
chit ddng phan déi anh (R) mong mubn va 1,7% chét dong phan ddi anh (S) khong
mong mubn. Hiéu suat két hop clia san pham thu gom thir nhét va thi hai 1a 408,5
g v6i hiéu sudt 82,8%. '"H NMR (500 MHz, DMSO-d) & 7,51 (d, J= 9,0 Hz, 1H),
5,20-4,81 (m, 2H), 4,62 (m, 1H), 4,14-4,03 (m, 2H), 4,03-3,97 (m, 2H), 3,95-3,88
(m, 1H), 3,84-3,72 (m, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,38 (s, 3H), 1,61 (s, 3H), 1,39 (t, /=6,9
Hz, 3H). LCMS d6i véi C19HpCIFO, (M + H)': m/z = 463,9.

Budée 8. (R)-Dimetyl 2-(1-(3-axetyl-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)-2-nitroetyl)malonat
(ix)
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NO, CO,Me

Dung dich dugc khudy chira (R)-dimetyl-2-(1-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-(2-
metyl-1,3-dioxolan-2-yl)phenyl)-2-nitroetyl)malonat (viii, 244,0 g, 526,0 mmol)
trong axeton (1,2 L) trong binh d4y tron ba ¢b 5-L, duge trang bi dung cu khudy co
hoc, duoc bd sung iot (13,4 g, 52,6 mmol) & nhi¢t dd trong phong. Dung dich mau
nau thu duogc duge dun néng & 50°C trong bé nudce trong 30 phut, & thoi diém nay
phén tich LCMS thé hién phan tmg da két thiic. Hon hop phan ting duoc lam lanh
dén nhiét d6 trong phong, va sau d6 dugc dap tit bang dung dich chia natri
thiosulfat (17,0 g, 108 mmol) trong nuéc (160 mL) dé tao thanh dung dich trong
mau vang nhat. Tai thoi diém nay, luong nita ciia nuée (1,2 L) duoc nap vao dung
dich da duoc dap tat va huyén phu ddc mau tréng thu duoc duoc khuéy o nhiét do
trong phong trong 1 h. Chét rén sau d6 duoc thu gom bang cach loc va duoc hoa
tan lai trong axeton (1,4 L) & 40°C. Dung dich dugc lam lanh dén nhiét do trong
phong, va sau d6 nudce (1,4 L) duge bd sung thém. Huyén phu dic mau tring thu
dugc duoc khudy & nhiét do trong phong trong 1 h. Chét rin dugc thu gom bang
cach loc va dugc rira bang nudce (3 x 100 ml). San pham rin duoc lam kho trong
phéu loc ¢6 hut véi dong nito trong 46 h dé tao thanh hop chét ix 13 chét rin mau
tring (212 g, hidu sudt 96%). 'H NMR (300 MHz, CDCl;) & 7,54 (d, J = 8,6 Hz,
1H), 5,09-4,67 (m, 3H), 4,10-3,83 (m, 3H), 3,90 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 2,57 (s, 3H),
1,46 (t, J=7,0 Hz, 3H). LCMS dbi v6i C17H,0CIFNOg (M + H)": m/z = 420,1.

Bucoc 9. Dimetyl 2-((R)-1-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-((R)-1-hydroxyetyl)phenyl)-2-

nitroetyl)malonat (x)
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Dung dich dugc khudy chita (3aS)-1-metyl-3,3-diphenyltetrahydro-3 H-
pyrolo[1,2-c][1,3,2]oxazaborole, ((S)-MeCBS, 16,39 g, 59,12 mmol, 0,1 duong
luong) trong THF khan (100 mL) trong binh ddy tron 5 L & nhi€t dJ trong phong
duoc bd sung dung dich chtra phirc chét boran-THF 1,0M trong THF (591 mL, 591
mmol, 1 duong lugng), tiép dé 1a bo triflorua eterat (3,75 mL, 29,6 mmol, 0,05
duong lugng). Dung dich thu duoc dugc khudy & nhiét do trong phong trong 30
phut. Dung dich chtra dimetyl [(1R)-1-(3-axetyl-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)-2-
nitroetylJmalonat (ix, 253,0 g, 591,2 mmol) trong THF khan (1,7 L) dugc bd sung
timg giot bang phéu bd sung trong 60 phut. Binh chira keton ix dugc rira bang THF
khan (135 mL) va dung dich dugc bd sung timg giot bang phéu bd sung vao hon
hop phéan timg. Dung dich thu dugc duoc khudy & nhiét do trong phong trong 10
phtt nita, & thot diém nay phan tich LCMS thé hién su bién d6i hoan toan cta
keton thanh rwou. Phan tmg dugc dap tat bing cach bd sung timg giot metanol
(71,8 mL, 1770 mmol) & 0°C. Hon hop phéan tng da duoc dap tit dugc khudy &
nhiét do trong phong trong 15 phut trude khi né duge co trong chén khong dé tao
thanh san pham tho. San pham tho ctia mé nay va mé tuong tu (str dung 200 g
nguyén liéu ban dau) duoc két hop va duge tinh ché bang sic ky cot silicagel su
dung 0 dén 5% MeOH/DCM lam dung moi rira giai d8 tao thanh hop chat x 1a chat
rén mau tréng (437g, hiéu sut 97,9%). 'H NMR (300 MHz, CDCl;) § 7,50 (d, J =
8,8 Hz, 1H), 5,13 (q, J= 6,3 Hz, 1H), 5,01-4,65 (m, 3H), 4,14-3,89 (m, 3H), 3,79
(s, 3H), 3,57 (s, 3H), 1,57-1,42 (m, 6H). LCMS d6i voi C7H, CIFNNaOg (M +
Na)": m/z = 444.,0.

Bueée 10. (4R)-Metyl 4-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-((R)-1-hydroxyetyl) phenyl)-2-
oxopyrolidin-3-carboxylat (xi)
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Binh d4y tron Morton 3 ¢d chia dimetyl ((1R)-1-{3-clo-6-etoxy-2-flo-5-
[(1R)-1-hydroxyetyl]phenyl}-2-nitroetyl)malonat (x, 100,0 g, 237,1 mmol) trong
tetrahydrofuran (800,0 mL) va niken Raney (120 g sau khi loai bé nu6c bing
pipet) dwoc 1ap véi dung cu ngung tu, dung cu khudy co hoc (thanh khudy thity
tinh va gia d& Teflon), va hai binh cau khi hydro (sau khi th6i sach chan khong).
Binh nay dugc dit trong bé diu & 65°C. Mé nay duoc khudy manh trong 16 h va
binh cau duoc loai bé dinh ky va duogc nap lai béng hydro. Mau duoc léy va phan
tich bﬁng HPLC. San phém, hop chét xi, c6 mit v4i 83%. C6 7,8% amin chua tuén
hoan va 5,5% san phdm phu hydroxylamin trong hdn hop phan tmg. Chat xtc tac
duoc loc hét (phai lam cdn than dé khong cho niken Raney bi kho khi tiép xtc voi
khong khi). Nudc loc duge 1am bay hoi dén kho dé tao thanh 91 g san pham tho 1a
bot mau tring. San pham thd (91 g, do tinh khiét dién tich 82,6%) duoc két hop véi
mé san pham tho tuong ty khéc (93 g, do tinh khiét 72,8%) dé tinh ché. San phdm
tho két hop (184 g) dugc tinh ché bang sic ky cot trén silicagel (EtOAc/hexan lam
dung moi rira giai) dé tao thanh hop chit xi (101,1 g, do tinh khiét HPLC 93%,
hiéu suat thd 59,3%). Nguyén liéu tho duoc st dung trong budc tiép theo ma

khong can tinh ché thém. LCMS dbi véi C1sHaCIFNOs (M + H)': m/z = 360,0.

Budc 11. Axit (4R)-4-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-((R)-1-hydroxyetyl)phenyl)-2-
oxopyrolidin-3-carboxylic (xii)
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Binh d4y tron 5 L, 4 ¢b duoc trang bi canh khudy phia trén va dudng nap
nito dugc nap dung dich chira (4R)-metyl 4-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-((R)-1-
hydroxyetyl)phenyl)-2-oxopyrolidin-3-carboxylat (xi, 268 g, 581 mmol) trong
tetrahydrofuran (2150 mL, 26500 mmol). Dung dich nay dugc nap dung dich natri
hydroxit 1,0 M (1420 mL, 1420 mmol). Dung dich duc thu duoc tr¢ thanh trong
trong vong 1 phat. Hon hop phan tng duge khudy qua dém & nhiét do trong phong.
Phéan tmg duogc phan tich bing LCMS sau 15 h va dugc cho rang két thiic vi khong
quan sat thdy nguyén liéu ban ddu. Hon hop phan tmg dugc lam lanh trong bé nudc
d4 dén nhiét d6 bén trong 1a 9,5°C va hon hop duogc axit hoa dén do pH 1-2 béng
cach bd sung dung dich axit clohydric 6,0M (237,0 mL, 1422 mmol) bing phéu
nho giot trong 30 phut. Hon hop phan tmg dugc chia d6i va mdi nira duge chiét
bang etyl axetat (2 x 1 L). Lép nudc két hop duogc chiét tiép bang etyl axetat (500
mL). Hai 16p hitu co dugc rira bing nuée mudi (20% trong lwong/trong luong
NaCl/ nudce, 2 x 1000 mL), 1am kho béng MgSO, khan, loc, va co dé tao thanh axit
trung gian tho xii 1a bot mau hoi vang duoc sir dung ngay trong phan ting tiép theo.
"H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 512,68 (br s, 1H), 8,26 (s, 1H), 7,52 (d, J= 8,0
Hz, 1H), 5,27 (br s, 1H), 4,90 (q, J = 6,3 Hz, 1H), 4,28 (q, J = 8,8 Hz, 1H), 3,92-
3,81 (m, 1H), 3,76-3,65 (m, 1H), 3,57 (t, J= 9,6 Hz, 1H), 3,46 (d, J = 9.4 Hz, 1H),
3,23 (q, J=9,5 Hz, 1H), 1,33 (t, J=6,9 Hz, 3H), 1,28 (d, /= 6,4 Hz, 3H). LCMS
dbi v&i CysH;,CIFNNaOs (M + Na)™: m/z = 368,0.

Budc 12. (R)-4-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-((R)-1-hydroxyetyl) phenyl)pyrolidin-2-on
(xiii)

xii QH

Hop chét tho xii dwgc hoa tan trong 1,4-dioxan (976 mL) va toluen (976
mL) va dung dich mau vang thu dugc dugc dun néng ¢ 100°C. Mau cua dung dich

tré thanh mau ndu vi phan Gmg tién trién. Cac mau dugc lay ra & thoi diém 1 h,2h
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va2,5h. 02,5 h, phan tich HPLC thé hién axit, hop chét 12, 14 0,38% va san pham
mong mubn, hop chét xiii, 1a 78,8%. Hon hop phan tng dugc lam lanh dén nhiét
do trong phong va dugc danh bong loc trong binh ddy tron sach 3-L. Dung dich
smldédUQCC6duéiépsuétgﬁn1vécénﬂm1duqcduchétduéich@nkhéngcao
dé tao thanh bot mau nau (254 g).

Axetonitril (350 mL) dugc nap vao sird mau nau va dun nong trong bé nuéc
65°C cho dén khi viéc hoa tan duoc quan sat. Dung dich dugc lam lanh dén nhiét
d0 trong phong va duoc khudy trong 16 h. Chét ran dwoc tach khoi dung dich.
Huyén phu dac thu dugce dugc lam lanh trong bé nude da trong 1 h. Sén phém
duoc thu gom béng' cach loc va banh loc duoc rira béng 400 mL axetonitril lanh.
Ch&mﬁnduqcchorénghﬁt&n.Ch&nﬁnduqchbatmaﬂongI)Chd(2&)L)véc@
mmmshémémmmdadmﬁdmnkmmgawdéwomwmhgpdﬁwmjmbmnmu
tring (106,4 g).

Nuée loc duge ¢6 thanh sird sAm mau (khoang 120 g) ma dugc tinh ché
bang séc ky nhanh (cot silicagel 4 x 330g, nap véi DCM, téch rira v6i 50% dén
100% EtOAc/hexan, va kiém tra bang TLC st dung 100% EtOAc lam dung moi
rira giai). Céc phan doan tlr sic ky dugc ¢d dudi p suit giam va dat dudi chan
khong cao dé tao thanh bot mau nau nhat (54,4g). Bot duoc nap MTBE (400 mL)
va MeOH (10 mL) va duoc dun néng trong bé nude 56°C trong 15 phit va mot it
chét rin van con. Huyén phu dic dugc 1am lanh dén nhiét do trong phong két hop
VéikhuéyLHuyénphﬁdécduqclocdéloaibécécchétkhéngtan[NUéclocduqc
¢0 thanh sir6 va dat dudi chan khong cao dé tao thanh bot. Bot duoc nap axetonitril
(72 mL, 1,5 mL/g) va dugc dun nong trong bé nudc 60°C cho dén khi dung dich
tré nén déng nhét. Dung dich dugc lam lanh dén nhiét 46 trong phong két hop vai
khuéy va chét rin dugc két tia khoi dung dich va tr¢ nén rat dic. Axetonitril nita
(24 mL) dugc nap vao dé didu chinh muc do pha lodng thanh 2 mL/g. Huyén phu
dic duoc khudy & nhiét do trong phong trong 16 h va sau d6 1am lanh trong bé
nude da trong 1 gid. San pham duge thu gom bing cach loc va rira bang
axetonitril. Hop chét xiii (25 g) thu duoc & dang thu gom tht hai. Téng 1314 g
hop chét xiii thu dugc véi hiéu sudt 74,9% tir hop chét xi. 'H NMR (400 MHz,
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DMSO-dy) 5 7,83 (s, 1H), 7,47 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 5,24 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 4,96-
4,85 (m, 1H), 4,08-3,92 (m, 1H), 3,80 (qt, J = 6.9, 3,5 Hz, 2H), 3,61-3,51 (m, 1H),
3,25 (t, J=9,1 Hz, 1H), 2,61-2,50 (m, 1H), 2,35-2,26 (m, 1H), 1,33 (t, /= 7,0 Hz,
3H), 1,27 (d, J = 6,4 Hz, 3H). LCMS déi véi C4HsCIFNO; (M + H)': m/z =
302,0.

Vi du 2. Tong hop (R)-4-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-((R)-1-
hydroxyetyl)phenyl)pyrolidin-2-on theo cach khac

CHO
TsOH F. OEt
F OH ey keco, F OBt | 0CH,CH,OH m LDADMF  F OEt
- -
cl DMF Cl
i 0O iv- - . o
NO,
MeNO,
cl
vii o\j
HN
Niken Raney

—>F

BuGe 1. 1-(5-clo-2-etoxy-4-flophenyl)etanon (iv-a)
F OEt
iv.a O
1-(5-Clo-4-flo-2-hydroxyphenyl)etanon (Hop chét ii tir Vi du 1, Budce 1,
1350 g, 7160 mmol), N, N-dimetylformamit (3,32 L), iodoetan (1340 g, 8590
mmol), va kali cacbonat (1980 g, 14300 mmol) dugc tron cing nhau va khuéy 6]
nhiét d6 trong phong trong 45 phut. Nhiét d§ mé ting dén 55°C tir 22°C. Hon hop
phén ing dugc dun néng dén 60°C trong 1 h (nhiét d6 mé dat 67°C trong 30 phut
va sau d6 giam xubng 60°C). Phan tich HPLC chi ra rang tat ca nguyén lidu ban

diu duoc ding hét. Nuéc (10 L) dugc bd sung trong mot phan (viéc khudy sé&

-74-



32395

ngimg néu nude duge bd sung timg phan). Huyén phu dic thu dugc dugc khudy 6
nhiét do trong phong trong 30 phiit. San phim duoc thu gom bing cach loc va
duoc rira bang nude (3 L). San phdm dugc 1am kho trén bo loc dudi chan khong
trong 5 ngady dé tao thanh hop chét iv-a 1a chét rdn mau nau vang (1418 g). 'H
NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 7,69 (d, J= 8,9 Hz, 1H), 7,30 (d, /= 11,6 Hz, 1H),
4,15 (q,J="7,0 Hz, 2H), 2,51 (s, 3H), 1,37 (t, J= 7,0 Hz, 3H).

Bucc 2. 2-(5-clo-2-etoxy-4-flophenyl)-2-metyl-1,3-dioxolan (v-a)

F OEt
Clmo
v-a O

Dung dich chira 1-(5-clo-2-etoxy-4-flophenyl)etanon (iv-a, 1481,0 g, 6836.3
mmol) dugc hoa tan trong toluen (6 L). 1,2-Etandiol (953 mL, 17100 mmol) va
monohydrat cta axit p-toluensulfonic (104 g, 547 mmol) duoc bd sung vao dung
dich. Hon hop phan tng dugc dun néng dén hdi luu & 104-110°C 6 sir dung bay
Dean-Stark dé loai bé nudc trong 17,4 h. Phan tich HPLC chi ra 37% nguyén liéu
ban d4u van con chua phan ting. Khoang 600 mL phan cét dugc loai bé va hdn hop
phan tng duoc dun néng dudi hdi luu trong 5 h nita (tng cong 22 h). Phan tich
HPLC chi ra khong con phan ting nita.

Nghién ciru rang K,COj5 con lai trong nguyén liéu ban dau hop chat iv-a co
thé 1am tam dimg phan tmg. Do d6, hdn hop phan ting dugc 1am lanh dén nhiét do
trong phong va dugc rira bang dung dich axit clohydric 1N (3 x 6,66 L). Sau khi
rira dung dich axit, 16p hitu co duge chuyén lai binh phan tmg. 1,2-Etandiol (381
mL, 6840 mmol) va monohydrat cia axit p-toluensulfonic (104 g, 547 mmol) duoc
b6 sung va hdn hop phan tmg dugc dun néng dudi hdi luu trong 16 h. Phan tich
HPLC chi ra khoang 20% nguyén liéu ban dau van con chua phan tmg. Khoang
100 mL phén cat duoc loai bd. 1,2-Etandiol (380 mL, 6800 mmol) dugc bd sung
va hdi luu trong 6 h (tdng cong 22 h). HPLC chi ra 7% nguyén liéu ban dau van
con chua phan tmg. Khoang 125 mL phan cit duoc loai bo. Hén hop phéan tng
duoc dun néng dén hdi luu trong 6 h (téng cong 28 h). HPLC chi ra 5,4% nguyén
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liéu ban dau van con chua phan ing. Khoang 125 mL phén cit duoc loai bo. Hon
hop phan tung duoc dun néng dén hodi luu trong 7 h nita. Phan tich HPLC chi ra
3,5% nguyén liéu ban ddu van con chua phan tng. Khoang 80 mL phan cét duoc
loai bo. Phan Uing duogc cho réng d3 két thuc tai thoi diém nay.

Hbn hop phan tGng duoc rira bang dung dich natri hydroxit IN (2 x 5,5 L).
Nudc ria bazo thit nhat duoc chiét bing toluen (2,1 L). Dung dich toluen két hop
duoc rira bing nudce (7 L) va ¢b dé tao thanh 2153 g dau sim mau. Phan tich
HPLC chi ra d6 tinh khiét san phém ¢ 93,8% vai 1,90% nguyén li€u ban dau va
0,79% san pham khir iot. Phén tich 'H NMR chi ra khoang 0,5 duwong luong ctia
toluen (khoang 256 g) van con trong san phém. Hiéu suét chinh x4c ctia hop chat
v-a la 88,0%. "H NMR (300 MHz, CDCl5) § 7,51 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 6,70 (d, J =
11,0 Hz, 1H), 4,17-3,92 (m, 4H), 3,91-3,80 (m, 2H), 1,75 (s, 3H), 1,46 (t, /=70
Hz, 3H).

Budc 3. 3-Clo-6-etoxy-2-flo-5-(2-metyl-1,3-dioxolan-2-yl) benzaldehyt (vi)

CHO
F OEt
Cl e
vi \J

Binh day tron dugc lam kho trong 10 sdy 3-L c6 4 cb dugc trang bi canh
khudy phia trén, ph&u bd sung 500 mL, dwdng vao nito, vach ngin, va cip nhiét
- dién duoc nap N,N-diisopropylamin (87,8 mL, 626 mmol) va tetrahydrofuran khan
(1090 mL, 13500 mmol). Dung dich nay dugc lam lanh dén -72°C va nap 2,5 M n-
butyllithi trong hexan (261 mL, 652 mmol). Dung dich n-butyllithi dugc bo sung
vao trong 18 phut. Nhiét do t6i da bén trong trong khi bd sung 1a -65°C. Bé da kho-
axeton duogc thay bang bé nudc da va hdn hop phan Gmg duge gia nhiét dén -5°C
dén 0°C va giit trong 15 phut. Hdn hop phin tGng sau d6 duoc lam lanh dén -
74,5°C.

Binh ddy tron 1-L riéng biét chira 2-(5-clo-2-etoxy-4-flophenyl)-2-metyl-
1,3-dioxolan (v-a, 136,1 g, 522,1 mmol) dugc bd sung tetrahydrofuran khan (456

mL) dé hoa tan chét rdn. Dung dich thu dugc dugc 1am lanh trong bé nudc da dén
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0°C. Dung dich chtta hop chét v-a duoc chuyén vao dung dich LDA trong 40 phut
thong qua canun trong khi gitt nhiét dd phan ing nim trong khoang tir -70°C dén -
72,5°C. Hon hop phan ung tré thanh huyén phu dic mau vang va duoc khudy
trong 37 phat & -74°C. N,N-Dimetylformamit (60,6 mL, 783 mmol) dugc nap
trong mdt phan bing xilanh va viéc bd sung ndy tao ra nhiét tir -74,5°C dén -
66,5°C. Phan ung dugc kiém tra bing HPLC & 90 phut sau khi bd sung. Nguyén
liéu ban dau c6 mit & 2,9%. Bé lanh duogc loai bd va hdn hop phan Ung duoc gia
nhiét trong nhiét do mdi truong. Hon hop phan tmg duge ldy mau va phan tich sau
3 h va nguyén liéu ban dau chua phan tng c6 mit & 1,5%. Phan tmg duge cho rang
két thuc va duoc dép tit bang cach bo sung dung dich phan tng vao nudc da (1,4
L) va pha lodng bang etyl axetat (1,5 L). Lép nuéc dugce chiét bang etyl axetat (1,5
L) va l6p hitu co dugc két hop va duoc rira bing nude mudi (dung dich NaCl 20%
trong luong/trong lugng, 2 x 600 mL) va lam kho bang MgSO, khan. MgSO, dugc
loai bd b%lng cach loc va nude loc dugc ¢6 thanh dAu v&i mot it chét rin co mat.
Cin nay dugce hoa tan trong metylen clorua va nap vao tdm silicagel (586 g). TAm
silic oxit dwoc tach rira v6i 2% EtOAc/DCM (dugc kiém tra bang TLC st dung
100% DCM lam dung moi rira giai). Cac phan doan mong mudn dugc thu gom va
o dudi ap sudt giam dé tao thanh dau mau ho phach nhat. Déu duoc dat dudi chan
khong cao dé tao thanh hop chét vi 14 chit rin mau vang (146,5g, hiéu suét 95,1%).
'H NMR (400 MHz, CDCls) & 10,27 (s, 1H), 7,78 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 4,10-3,96
(m, 4H), 3,87-3,76 (m, 2H), 1,72 (s, 3H), 1,44 (t, /= 7,0 Hz, 3 H). LCMS déi vai
C3HsCIFO, (M + H)": m/z = 289,1.

Cdc buéc 4-10. (R)-4-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-((R)-1-hydroxyetyl)phenyl)pyrolidin-
2-on (xiii)
Hop chat néu & d& muc dugc diéu ché bang cach st dung quy trinh twong tu

vGi quy trinh duge md ta trong Vi du 1, cac budc 6-12.

Vi du 3. (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-
yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on hydroclorua
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Buée 1. (R)-1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-((R)-5-oxopyrolidin-3-yl)phenyl)etyl

metansulfonat (xiv)

Cl

xiv

OMs

CN

CN

(R)-4-(3-Clo-6-etoxy-2-flo-5-((R)-1-hydroxyetyl)phenyl)pyrolidin-2-on

(xiii, 172,0 g, 570,0 mmol) (gdm 147 g & 99,83%: dd tinh khiét bat ddi ximg
0,09%, do tinh khiét hoa hoc 99,33%; va 25g, 87,46%: do tinh khiét bit ddi ximg
12,54%, d06 tinh khiét héa hoc 86,74%) dugc hoa tan trong metylen clorua (860
mL). N,N-diisopropyletylamin (149 mL, 855 mmol) dugc bd sung vao dung dich &
nhiét do tir -7°C dén 2°C. Metansulfonyl clorua (57,4 mL, 741 mmol) duoc bd
sung timg giot vao hdn hop phan tng trong 25 phit. Huyén phu tré thanh dung
dich trong. Tai thoi diém phan tng 30 phat, HPLC chi ra phan tGng da két thuc.
Hon hop phan tng nay chaa hop chét xiv dugc sir dung ngay trong phan ting tiép

theo.

Buéc 2. (R)-4-(3-clo-6-etoxy-2-flo-5-((S)-1-hydrazinyletyl)phenyl)pyrolidin-2-on

()
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XV lélHNH2

0 0°C, hydrazin (178,9 mL, 5,7 mol) dugc bd sung trong mot ph?m, tiép do
13 N-metylpyrolidinon (860 mL) vao hdn hgp phan ung chira hop chét xiv tir Budc
1. Hn hop phan ung tré thanh duc va mot it két tia dugc tao thanh. Hon hop dugc
dun néng dén 40-57°C duéi nito trong 90 phtat. HPLC chi ra tat ca mesylat da
duoc ding hét.

Hon hop phan tng dugce 1am lanh dén nhiét do trong phong va dung dich
bao hoa natri bicacbonat (28,3 g) trong nudc (300 mL) duge bo sung vao. Hon hop
duoc khudy trong 20 phit, tai thoi diém nay diclometan (300 mL) duoc b6 sung
vao. Lép hitu co dugc tach va khudy véi dung dich chira natri bicacbonat (14,2 g)
trong nude (150 mL). Lép nudce duge chiét bang diclometan (200 mL x 2). Cac 16p
hitu co két hop duoc rira bang nuwéc mudi (80 mL), lam kho bang Na,SO4 khan
(311 g), cd, va tao hdn hop dong s6i véi toluen (250 mL) dé tao thanh dung dich
N-metylpyrolidinon khong mau chira hgp chat xv duge st dung ngay trong phan
tng tiép theo. MAu dugc tinh ché dé phan tich NMR. "H NMR (400 MHz, DMSO-
ds), 0 7,88 (s, 1H), 7,66 (d, J= 8,5 Hz, 1H), 4,42 (q, J = 6,7 Hz, 1H), 4,06-3,88 (m,
2H), 3,79-3,66 (m, 1H), 3,65-3,51 (m, 1H), 3,24 (t, J = 8,8 Hz, 1H), 2,60-2,46 (m,
1H), 2,36-2,25 (m, 1H), 1,37 (t, J = 6,9 Hz, 3H), 1,26 (d, J = 6,8 Hz, 3H). LCMS
dbi voi C4HoCIFN;0, (M + H)': m/z = 316,1.

Budc 3. 5-Amino-1-((S)-1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-((R)-5-oxopyrolidin-3-
yl)phenyl)etyl)-3-metyl-1H-pyrazole-4-carbonitril (xvi)
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Két hop véi khudy, (1-etoxyetyliden)malononitril (101 g, 741 mmol) duoc
bd sung vao dung dich N-metylpyrolidinon chira hop chét xv tir Buéc 2, theo timg
phan va hdn hop dugc khudy & nhiét d6 trong phong duéi nito. Sau 15 phut, phan
tich HPLC chi ra 11% nguyén liéu ban ddu hydrazin, hop chét xv, so véi san phim
hop chét xvi. N,N-Diisopropyletylamin (15 mL, 86 mmol) duoc bd sung vao va
hdn hop phéan tng duoc khudy & nhiét do trong phong trong 15 h. Phan tich HPLC
chi ra 5,6% nguyén liéu ban déu van con. N,N-Diisopropyletylamin (5 mL, 30
mmol) dugc bd sung vao va hdn hop phan tng duge khudy & nhiét do trong phong
trong 5 h. HPLC chi ra 5,6% nguyén liéu ban dau van con. Hon hop phan tng
duoc khudy trong 2,5 ngay va két hop v&i hai mé twong ty va duge xt ly cung
nhau.

Hdn hop phan Gng clia ba mé chtra hop chét xvi dugc két hop. Dung dich
natri hydroxit 0,5M (3,8 L) duoc b sung & 10-20°C va khudy trong 5 phtit. HPLC
chi ra ring tt ca nguyén liéu ban ddu (1-etoxyetyliden)malononitril da ding hét.
Etyl axetat (4,0 L) duoc bd sung vao va hdn hop duge khudy trong 15 phut. Cac
16p dugc tach. Lép hitu co duge rira bang dung dich natri hydroxit 0,5 M (2,38 L).
Céc 16p duoc tach. Lép nudce két hop dugce chiét bang etyl axetat (2 x 2 L). Céc 16p
hitu co két hop duogc rira béng dung dich axit clohydric 1,0M (3,56 L) va d6 pH
cua 16p nudce thu duoc 1a 2-3. Lép hitu co duge rira bang nudc mudi (5 L), 1am kho
béng Na,SO, khan, ¢6, va lam khd dudi chan khong cao trong 40 h dé tao thanh
hop chit xvi 1a chit rin c6 bot mau ndu nhat (702,7 2). '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) & 7,78 (s, 1H), 7,44 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,53 (s, 2H), 5,64 (q, J = 6,7
Hz, 1H), 3,96 (m, 1H), 3,74 (m, 1H), 3,34 (m, 1H), 3,58 (m, 2H), 2,59-2,50 (m,
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1H), 2,29 (m, 1H), 2,04 (s, 3H), 1,57 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,37 (t, J = 6,9 Hz, 3H).
LCMS d6i v6i C1oHpnCIFNsO, (M + H)™: m/z = 406, 1.

Hiéu sudt tong ctia hop chit xvi ba budc (mesylat héa, phan giai hydrazin va
tao thanh pyrazol) dugc tinh todn la 72,8% tu dau vao téng cua hop chét xiii. Do
tinh khiét dugc xac dinh béng HPLC Ia khoang 80%. Phan tich HPLC chi ra mot
s6 san pham ton tai trong 16p nudc bazo ma dugc chiét tiép bang FtOAc (2 L),
duoc rira bang dung dich axit clohydric 1,0 M va nuéc mudi, 1am kho bang natri
sulfat khan, c6, va lam kho bang bom chan khong cao trong 40 h dé tao thanh hop
chét xvi 1a ddu mau nau (134 g, 13,9%).

Budc 4. (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-pyrazolo[3,4-d[pyrimidin-1-yl)etyl)-
5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on (xvii)

HN ©
R,
H
F. OEt
cl S
N
N~ N
\ /) \)
=N
H,N

xvii
5-Amino-1-((S)-1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-((R)-5-oxopyrolidin-3-
yl)phenyl)etyl)-3-metyl-1H-pyrazol-4-carbonitril (xvi, 702,7 g, 1731 mmol) dugc
bd sung vao binh phan tng véi formamidin axetat (1802 g, 17,31 mol) va 1,2-
etandiol (3,51 L). Hon hop phan tmg dwoc dun néng ¢ 102-103°C két hop véi
khudy trong 18 h. Hon hop phan tng dugc lam lanh dén nhiét d¢ trong phong va
etyl axetat (7 L) va nude (6 L) duoc bd sung vao va hdn hop hai pha duoc khudy
trong 15 phtt. Lép hitu co duoc tach va 16p nude duge pha lodng bang nudc (4,5
L) va etyl axetat (3 L) va khudy trong 10 phut. Lép hitu co duoc tach. Lop nudc
dugc chiét tiép bang etyl axetat (2 L). Lop hitu co duoc két hop va khudy véi nude
(4,5 L). Lép nude duge tach va 16p hiru co duge loc qua tdm xelit (khoang 1 kg).
Lé6p hitu co duge chiét bang dung dich axit clohydric 1,0M (7 L) bang cach khuay
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hdn hop trong 10 phut. Lép nudc dwoc tach. Lép hitu co mau niu trong duge
khudy v6i dung dich axit clohydric 1,0M (3 L) nita trong 10 phat. Lép nude duoc
tach. Lop axit chira nude duoce két hop va duge rira bang toluen (500 mL). Dung
dich axit duoc 1am lanh bing bé nuéc da va metylen clorua (4 L) dugc bd sung
vao. O 5-15°C, dung dich chtra natri hydroxit (530 g) trong nudc (530 mL) (dung
dich NaOH 50%) duoc bd sung tir tir cho dén khi do pH dung dich 1a 11-12. Két
ta ran dugc quan sat. Metylen clorua (3,5 L) va metanol (300 mL) duoc bd sung
tiép va hdn hop dugc khudy trong 10-15 phut. San pham rin dugc thu gom bang
cach loc va lam kho béng bd loc céd hut trong 16 h dé tao thanh hop chat xvii
(289,7 g) 1a chét rin mau nau. 'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) & 8,11 (s, 1H), 7,82
(s, 1H), 7,52 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,30 (br s, 2H), 6,23 (q, J = 7,0 Hz, 1H), 3,97 (p,
J=9,2 Hz, 1H), 3,90-3,73 (m, 2H), 3,57 (t, /= 9,9 Hz, 1H), 3,25 (dd, J= 9,2, 8,7
Hz, 1H), 2,48 (s, 3H), 2,60-2,50 (m, 1H), 2,36-2,20 (m, 1H), 1,69 (d, /= 7,1 Hz, 3
H), 1,39 (t, J = 6,9 Hz, 3H). LCMS dbi v6i C,0H,;CIFNgO, (M + H)": m/z = 433,3.

Nude loc duge chuyén vao phéu riéng biét va 16p hitu co duoc tach. Lop
nuée duge khudy voi metylen clorua (5 L) va metanol (200 mL). Lép hitu co két
hop dugc 1am kho bang natri sulfat khan, c6, 1am kho bang bom chan khéong cao
trong 16 h dé tao thanh thém 259,3 g 1a chét rdn mau nau. Hiéu sudt tong cua xvii

13 548,3 g v6i hidu suat 73,2%.

Budce 5. (R)-4-(3-((S)-1-(4-Amino-3-metyl-1H-pyrazolo[3,4-d[pyrimidin-1-yl)etyl)-
5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on muéi hydroclorua (xviii)

HN O
R
F H OEt
cl S HCI
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Dung dich axit clohydric 1,0M (HCI, 5,0 L, 5,0 mol) dugc bd sung vao (R)-
4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1 H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-
etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on (xvii, 609,8 g, 1,409 mol) & nhiét do trong
phong. Sau d6, huyén phu dic day duoc dun néng dén 50°C dé tao thanh dung dich
trong. 1,82 L dung dich axit clohydric 1,0M nfta (HCI, 1,82 L, 1,82 mol; téng 6,82
L, 6,82 mol, 4,84 duong lugng) dugc bd sung vao dung dich trong & 50°C va dung
dich duoc loc nhd dénh béng loc & khoang 50°C. Hon hop phéan (mg dwoc danh
bong loc dugce lam ngudi tir tr dén nhiét do trong phong trong 2 h truée khi dugce
lam lanh tiép xudng 0 - 5°C. Hdn hop phéan ting duoc khudy & 0 - 5°C trong it nhat
20 phﬁtdé’bétdﬁu két tia. Chat rin thu duoc duqcthu,gonlbéng cach loc, raa
bing modt phan nudc cai lanh, tiép doé 1a dung dich axit clohydric 1,0M (HCI, 200
mL), va lam kho bing phéu loc & nhiét do trong phong co hit dén trong lwong
khong dbi (trong khoang 39 h) dé tao thanh mudi cua axit clohydric ctia hop chét
c6 cong thic I: (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-pyrazolo[3,4-d|pyrimidin-1-
yDetyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on hydroclorua (xviii, 348,7 g,
661,2 g theo 1y thuyét, 52,7%) 1 bot két tinh mau tring. '"H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6 9,39 (br s, 1H), 9,05 (br s, 1H), 8,50 (s, 1H), 7,84 (s, 1H), 7,59 (d, J =
8,4 Hz, 1H), 6,28 (q, J = 6,9 Hz, 1H), 3,95 (m, 1H), 3,79 (m, 2H), 3,55 (m, 1H),
3,22 (m, 1H), 2,59 (s, 3H), 2,55 (ddd, J = 16,8, 10,3, 2,3 Hz, 1H), 2,28 (ddd, J =
16,8, 8,6, 1,5 Hz, 1H), 1,73 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 1,38 (t, J = 6,9 Hz, 3H) ppm. °C
NMR (100 MHz, DMSO-dg) 6 175,3, 156,4 (Jcg = 249,8 Hz), 153,8 (Jor = 7,0 Hz),
152,4, 150,8, 147,3, 144,3, 131,4 (Jor = 3,5 Hz), 1273, 1264 (Jor = 12,6 Hz),
116,1 (Jop = 18,4 Hz), 98,0, 72,1, 49,1, 46,6, 36,0, 29,4, 21,0, 15,4, 14,6 ppm. "°F
NMR (376 MHz, DMSO-ds) 6 — 113,6 (d, Jgg = 7,7 Hz) ppm. CyyHp;3CLEN(O,
(MW 469,34); LCMS (EI) m/e 4332 (M + H; khéi lugng chinh xé4c cta xvii:
432,15). Ham luong nude boi KF: 3,63% theo trong lugng; ham luong clorua (CI)
nhd chuén do: 7,56% theo trong lugng (7,56% theo ly thuyét).

Khoang néng chay/phan huy cua (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on
hydroclorua dang mubi két tinh duoc xac dinh béng DSC, tr nhiét do ban dau 1a
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30°C dén nhiét do cubi cung 1a 350°C str dung tdc do dun néng 1a 10°C/phut. Biéu
dd nhiét DSC boc 16 mot su kién thu nhiét v&i su khoi phat & 194,37°C va dinh &
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206,55°C, nhu dugc thé hién trén FIG 1.

Biéu dd nhiét TGA thé hién téng trong luong gidm sut 1a 4,3% lén t6i

210°C. Trén 210°C, mudi bét ddu phan hiy, nhu dugc thé hién trén FIG. 2.

MAu nhidu xa bot tia X dai dién (XRPD) dugc thé hién trén FIG. 3 va bang 2

thé hién dinh va cudng do twong tmg.

Bang 2.

Cuong Cudng Cuong
2-theta a0 2-theta a0 2-theta do

tuong tuong tuong

dbi doi ddi
5,739 12,20% 25,098 |2,20% 42,916 |2,40%
7,133 1,20% 25,66 | 7,00% 43,373 | 0,50%
7,736 | 0,10% 25,895 14,00% 44,148 |0,40%
10,225 |2,30% 27,168 |3,10% 45,29 10,30%
11,283 1 99,00% 27,792 | 8,50% 46,089 | 1,40%
11,303 | 94,10% 28,1 10,00% 47,572 10,40%
13,666 |2,90% 28,464 | 5,50% 48,897 10,70%
14,166 | 0,90% 30,134 |3,20% 49,647 |0,50%
14,833 | 0,10% 31,239 |13,70% 50,589 |0,30%
15,364 | 3,80% 31,918 |1,30% 51,042 |0,10%
16,354 |9,70% 32,827 19,50% 51,687 | 0,40%
17,136 |0,50% 33,818 10,70% 52,624 | 0,40%
16,866 |2,70% 34,198 |2,80% 53,287 10,50%
17,435 |5,50% 35,033 |2,10% 54,104 | 0,20%
17,635 |3,30% 35,423 | 2,10% 54,127 |0,10%
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18,811 |5,10% 36,226 | 0,30% 54,159 10,20%
18,898 | 6,60% 36,676 | 0,90% 55,42 10,30%
19,603 | 1,50% 37,47 10,90% 56,821 |0,10%
20,157 | 1,80% 37,951 10,50%

20,593 |0,50% 38,457 |1,70%

21,039 |11,10% 39,055 10,20%

21,308 | 3,80% 39,968 |0,20%

22,169 | 7,50% 40,184 |0,30%

23,002 | 11,50% 40,962 |0,20%

24,628 | 6,60% 42 1,30% B

Vi du 4. Téng hop (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1 H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5 _clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on hydroclorua theo
cach khac

Dess-

NH,NHBoc
OFt Martm OEt 2 F
CH,Cl, MeOH
xiii-a OH xix O
EtO
F OEt >—< OFt Et
/ooN \—NH2 HOAC
$ DIPEA, E©OH 5 THOCH,CH,OH :
xv-a NHNH, N
- TsOH \ \ /i \>
o CN
HN xvi HZN
R xvii
F H OEt
Dung dich HCI S
wa cl > HCI
H,O N,N N
N/ \\7
—N
xviii  H2N

Budoc 1. (R)-4-(3-axezj/l—5—clo—Z-etoxy-é-ﬂophenyl)pyrolia’in-Z-on (xix)
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Cl
O
Xix

(4R)-4-[3-Clo-6-etoxy-2-flo-5-(1-hydroxyetyl)phenyl]pyrolidin-2-on (&
dang hdn hop cua hai chit ddng phan khong dbi quang véi cdu hinh R &
pyrolidinon va cAu hinh R hodc S & rugu bac hai) (xiii, 16,7 g, 55,3 mmol) dugc
hoa tan trong diclometan (167 mL). Dung dich dugc lam lanh trong bé nude da va
Dess-Martin periodinan (35,2 g, 83,0 mmol) dugc bd sung timg phan nho. Hén
hop phan tmg duoc khudy ¢ nhiét d trong phong trong 2 h, tai thoi diém nay phan
tich HPLC thé hién phan tng két thiic. Dung dich chira natri sulfit (28 g, 220
mmol) trong nudc (70 mL) duoc bd sung vao hdn hop phan tng va hdn hop duge
khudy trong 20 phut. Dung dich natri hydroxit 1,0M dugc bd sung vao hdn hop va
khudy trong 10 phut. Céc 16p duoc dé ling va 16p hitu co dugc tach va rira lan luot
bang dung dich natri hydroxit 1M (66 mL) va nuéc (60 mL). Lép hitu co dugce lam
kho béng natri sulfat khan. Chét lam khd duoc loai bo bﬁng cach loc va nudce loc
duoc co dé tao thanh (R)-4-[3-axetyl-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl]pyrolidin-2-on 1a

dau dugc sir dung trong phan tng tiép theo ma khong can tinh ché thém.

Budc 2. (R, E)-tert-butyl 2-(1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-(5-oxopyrolidin-3-
vl)phenyl)etyliden) hydrazincarboxylat (xx)

0]
HN
R
F H OEt
Cl |
N
“NHBoc

XX
(R)-4-[3-axetyl-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl]pyrolidin-2-on th6 (hop chét xix
ttr Bude 1) duge hoa tan trong metanol (60 mL) va ¢-butyl carbazat (8,04 g, 60,8
mmol) dugc bd sung vao dung dich. Hon hop phan tmg duge khudy & 65°C trong
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3,5 ngay, tai thoi diém nay phan tich HPLC thé hién phan tmg két thuc. Hon hop
duoc ¢d dudi ap sudt giam va can dugc tinh ché bang sic ky silicagel, tach ria véi
hdn hop gdm 0 — 5% metanol trong etyl axetat dé tao thanh (R,E)-tert-butyl 2-(1-
(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-(5-oxopyrolidin-3-yl)phenyl)etyliden)hydrazincarboxylat
(xx, 19,5 g, 85%). '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 9,83 (s, 1H), 7,78 (s, 1H),
7,36 (d, J= 8,6 Hz, 1H), 4,07 (p, J = 9,1 Hz, 1H), 3,84-3,69 (m, 2H), 3,59 (t, J =
9,5 Hz, 1H), 3,28 (t, J = 9,5 Hz, 1H), 2,54 (m, 1H), 2,33 (m, 1H), 2,14 (s, 3H),
1,46 (s, 9H), 1,25 (t, J= 7,0 Hz, 3H). LCMS ddi v6i CH,5CIFN3NaO, (M + Na)':
m/z =436,1.

Buoc 3. tert-Butyl — 2-((S)-1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-((R)-5-oxopyrolidin-3-
yl)phenyl)etyl) hydrazincarboxylat (xxi)

Cl
xxi MNoypgoc

(R,E)-tert-butyl 2-(1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-(5-oxopyrolidin-3-
ylphenyl)etyliden)hydrazincarboxylat (xx, 0,5 g, 1,2 mmol) dugc hoa tan trong
metanol (25 mL) va dung dich dugc suc khi nito trong 5 phut. Bis(1,5-
xyclooctadien)rodi(I)tetrafloborat (35 mg, 0,086 mmol) va (R)-(-)-1-{(S)-2-[bis(4-
triflometylphenyl)phosphin|feroxenyl}etyl-di-z-butylphosphin = (64 mg, 0,094
mmol) dugc bd sung vao dung dich va hdn hop phan Umg thu dugc dugc suc khi
nito trong 30 phit. Sau d6, hdn hop phan ing duoc khudy dudi dp suét khi hydro
(56 psi (1 psi = 6,895 kPa)) trong 2,5 ngay. Hon hop phan tmg dugc cd dudi ap
suéit giam va cén thu dugc dugc tinh ché bé“mg sic ky cot silicagel, tach rira véi hén
hop gdm metanol (0-10%) trong etyl axetat. Cac phan doan mong mudn dugc co
dé tao thanh fert-butyl 2-((S)-1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-((R)-5-oxopyrolidin-3-
yl)phenyl)etyl)hydrazincarboxylat (xxi, 428 mg, hiéu suit 85%). 'H NMR (500
MHz, DMSO-ds) 6 8,18 (s, 1H), 7,78 (s, 1H), 7,53 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 4,73 (s,
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1H), 4,41 (br s, 1H), 3,98 (m, 1H), 3,75 (m, 2H), 3,61 (m, 1H), 3,26 (m, 1H), 2,53
(m, 1H), 2,29 (dd, J = 17,6, 8,6 Hz, 1H), 1,32 (s, 12H), 1,10 (d, J = 6,5 Hz, 1H).
LCMS dbi v6i C9H,,CIFN;NaO, (M + Na)™: m/z = 437,9. Phan tich HPLC bt dbi
xtmg chi ra san pham chira chit déng phan khong d6i quang mong muén fert-
butyl-2-((S)-1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-((R)-5-oxopyrolidin-3-

yl)phenyl)etyl)hydrazin carboxylat (xxi) & 85,6% va chat ddng phan khong doi
quang khong mong mudn  tert-butyl-2-((R)-1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-((R)-5-
oxopyrolidin-3-yl)phenyl)etyl)hydrazincarboxylat & 14,3%.

Budée 4. 5-Amino-1-((S)-1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-((R)-5-oxopyrolidin-3-
yl)phenyl)etyl)-3-metyl-1H-pyrazol-4-carbonitril (xvi)
HN 0
R
F H OEt
o $
N__NH,
CN
XVi
tert-Butyl 2-((S)-1-(5-clo-2-etoxy-4-flo-3-((R)-5-oxopyrolidin-3-

yl)phenyl)etyl)hydrazincarboxylat (xxi, 130 mg, 0,31 mmol) va monohydrat cta
axit p-toluensulfonic (86 mg, 0,45 mmol) dugc bd sung vao etanol (3 mL) va hdn
hop phan tmg dugc dun nong ¢ 50°C trong 20 h. Phan tich HPLC thé hién co
khoang 88% nguyén liéu ban ddu chwa phin tng. Luong nita cia axit p-toluen
sulfonic (86 mg, 0,45 mmol) dwgc nap va hdn hop phan ung duge dun nong dén
60°C trong 24h. Phan tich HPLC thé hién kht bao vé Boc hoan toan. Hon hop
phan tng nay dugc bd sung v6i (1-etoxyetyliden)malononitril (61 mg, 0,45 mmol)
va N,N-diisopropyletylamin (260 uL, 1,5 mmol). Hon hop phan tmg duoc khudy &
nhiét d6 trong phong trong 2 h. HPLC thé hién su két thic cta qua trinh tao vong
pyrazol. Dung dich natri hydroxit 1,0M dugc bd sung vao hdn hgp phan tng va
khudy trong 20 phut. Etyl axetat (20 mL) dugc bd sung vao hdn hop va khudy.
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Hon hop hai pha dugc dé lang. Lép etyl axetat duge thu gom va 16p nude dugc
chiét bing etyl axetat (10 mL). Dung dich etyl axetat két hop duoc bd sung véi
dung dich axit clohydric 1M (5 mL) va khudy trong 15 phiit. Hon hop hai pha duoc
dé ling va 16p hitu co duge thu gom va lam kho bang natri sulfat khan. Natri sulfat
duoc loai bd béng cach loc va nudce loc duge ¢ dé tao thanh 5-Amino-1-((S)-1-(5-
clo-2-etoxy-4-flo-3-((R)-5-oxopyrolidin-3-yl)phenyl)etyl)-3-metyl-1H-pyrazol-4-

carbonitril (xvi, 126 mg, hiéu suét san phém thd dinh luong) va duoc st dung

trong budc tiép theo ma khong can tinh ché thém.

Buéc 5. (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-pyrazolo[3,4-d[pyrimidin-1-yl)etyl)-
5-clo-2-etoxy-6- flophenyl)pyrolidin-2-on (xvii)

HN O
R
H
F OEt
cl S
N/N N
\ \}
=N
Xvii HoN

5-Amino-1-{(1S)-1-[5-clo-2-etoxy-4-flo-3-(5-oxopyrolidin-3-
yl)phenyl]etyl}-3-metyl-1Hpyrazol-4-carbonitril (xvi, 126 mg, 0,31 mmol) dugc
bd sung v6i formamidin axetat (323 mg, 3,1 mmol) va 1,2-etandiol (2 mL). Hoén
hgp phéan tng dugc dun néng & 104-105°C két hop véi khudy. Sau 8 h, phan tich
HPLC thé hién khoang 44% nguyén liéu ban dau hop chét xvi vin con. Hon hop
phan tng dugc dun nong dén 115°C trong 24 h. Phan tich HPLC thé hién phan tng
da két thuc. Hon hop phan tmg dugc lam lanh dén nhiét do trong phong va etyl
axetat (10 mL) va nuée (5 ml) duge bd sung. Hon hop hai pha duoc khudy. Cac
16p duoc dé cho phan tach. Lép hitu co duge thu gom va 16p nude duge chiét bang
etyl axetat (5 mL). Dung dich etyl axetat két hop duoc rira bang nude (5 mL), 1am
kho bang natri sulfat khan. Natri sulfat dugc loai bo bang céch loc va nude loc

duoc ¢6 thanh can. Can dugc tinh ché béng sdc ky silicagel. Cot dugc tach rira voi
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hdn hop gdm metanol (0-5%) trong metylen clorua. Cac phan doan mong mudn
duoc két hop va dugc lam bay hoi dé tao thanh (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-
1 H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on
(xvii, 94 mg, hiéu suit 69,9%). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,11 (s, 1H),
7,82 (s, 1H), 7,52 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,30 (br s, 2H), 6,23 (q, J = 7,0 Hz, 1H),
3,97 (p, J = 9,2 Hz, 1H), 3,90-3,73 (m, 2H), 3,57 (t, /= 9,9 Hz, 1H), 3,25 (dd, J =
9,2, 8,7 Hz, 1H), 2,48 (s, 3H), 2,60-2,50 (m, 1H), 2,36-2,20 (m, 1H), 1,69 (d, J =
7,1 Hz, 3 H), 1,39 (t, J = 6,9 Hz, 3H). LCMS ddi v6i CoeHpCIFNGO, (M + H)":
m/z =433,3.

Phén tich HPLC bt dbi xtmg san phdm chi ra san phim chtra chat dong
phan khong d6i quang mong mudn, (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on
(xvil), & 87% va chét ddng phan khong ddi quang khong mong mubn (R)-4-(3-
((R)-1-(4-amino-3-metyl-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-
flophenyl)pyrolidin-2-on & 13%.

Buéc 6. (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-pyrazolo[3,4-d[pyrimidin-1-yl)etyl)-
5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on hydroclorua

Hop chét néu & dé muc duoc diéu ché theo quy trinh dugc mo ta trong Vi du
3, Bude 5. Mubi hydroclorua thu duoce phit hgp véi nguyén lidu dugce lam tr quy
trinh téng hop dugc mo ta trong Vi du 3, vé moi khia canh so sanh bao gém do

tinh khiét hoa hoc, do tinh khiét bat dbi xung, va dac tinh trang théi ran.

Vidu Al: Th nghiém enzym PI3K

Kit thir nghiém PI3-kinaza phat quang bao gdm chét nén lipit kinaza, protein
do 1(1,3,4,5)P4, PI(3,4,5)P3 dugc biotinyl hoa, dugc gén két véi D-myo-
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat  (PtdIns(4,5)P2)D (+)-sn-1,2-di-O-
octanoylglyxeryl, 3-O-phospho (PIP2), dugc mua tir Echelon Biosciences (Salt
Lake City, UT). Kit phat hién AlphaScreen™ GST bao gdm hat cho va hat nhén
duoc mua tir PerkinElmer Life Sciences (Waltham, MA). PI3K$ (p1106 /p85a)
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dugc mua tir Millipore (Bedford, MA). ATP, MgCl,, DTT, EDTA, HEPES va
CHAPS dugc mua tir Sigma—Aldrich (St. Louis, MO).

Thtt nghiém AlphaScreen™ di véi PI3KS

Phan tng kinaza dugc thyc hién trong dia REMP 384 16 tr Thermo Fisher
Scientific v6i thé tich cudi cing 14 40 pL. Pau tién, chét Gc ché dugc pha lodng
theo day trong DMSO va dugc bd sung vao 15 trong dia trude khi bd sung céc
thanh phan phan ung khac. Nong do cudi cung cia DMSO trong thir nghiém 14
2%. Thu nghiém PI3K duogc thuc hién & nhiét d¢ trong phong trong 50 mM
HEPES, pH 7,4, SmM MgCl,, 50 mM NaCl, 5SmM DTT va CHAPS 0,04%. Cac
phan tung dugc bét dau bing viéc bo sung ATP, hdn hop phan tng cudi cing gom
20 uM PIP2, 20 uM ATP, 1,2nM PI3K$ dugce u trong 20 phiit. Sau d6, 10 pL hdon
hop phan ung dugc chuyén vao 5 uL 50nM I(1,3,4,5)P4 dugc biotinyl hoa trong
dung dich dém dap tat: 50 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 5
mM DTT, 0,1% Tween-20, tiép do bd sung 10 pL AlphaScreenTM hat cho va hat
nhan duoc tao huyén phu trong dung dich dém dép tit chira 25nM protein do
P1(3,4,5)P3. Néng d6 cudi cung cua ca hat cho va hat nhan 1a 20 mg/ml. Sau khi
gén kin dia, dia dugc G trong viing tdi & nhiét do trong phong trong 2 git. Hoat tinh
cda san phém duoc xac dinh béng bd doc vi dia Fusion-alpha (Perkin—Elmer). Viéc
xac dinh ICsy duoc thuce hién br?mg cach khop duong cong hoat tinh dbi ching phén
trdm so v6i loga clia ndng do chat rc ché bang cach sir dung phan mém GraphPad

Prism 3.0.

Vidu A2: Thir nghiém enzym PI3K

Nguyén lidu: Chét nén lipit kinaza, phosphoinositol-4,5-bisphosphat (PIP2),
duoc mua tir Echelon Biosciences (Salt Lake City, UT). Céc dong dang PI3K o, B,
0 va y duoc mua tu Millipore (Bedford, MA). ATP, MgCl,, DTT, EDTA, MOPS
va CHAPS dugc mua tir Sigma—Aldrich (St. Louis, MO).

Phan Ung kinaza dugc thuc hién trong dia day trong 96 16 tir Thermo Fisher

Scientific voi thé tich cubi cung 1a 24 pL. Pau tién, chat trc ché dugc pha lodng
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theo ddy trong DMSO va duge bd sung vao 16 trong dia trude khi bd sung céc
thanh phan phan ung khéc. Nong d6 cudi cing cia DMSO trong thir nghiém 1a
0,5%. Tht nghiém PI3K dugc thuc hién ¢ nhi€t do trong phong trong 20 mM
MOPS, pH 6,7, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT va CHAPS 0,03%. Hdn hop phan tmg
duoc didu ché chtra 50 pM PIP2, kinaza va nong do thay dbi cta chét tc ché. Phan
tng dugc bt dau bang viéc bd sung ATP chtra 2,2 uCi [y-"P]JATP vao nong do
cudi cing 1000 uM. Ndng do cudi ciing clia dong dang PI3K a, B, § va y trong thit
nghiém lan luot 13 1,3, 9,4, 2,9 va 10,8 nM. Phan Umg dugc t trong 180 phut va
duoc két thuc bing viéc bd sung 100 pL 1M kali phosphat pH 8,0, 30 mM EDTA
dung dich dém dap tit. Sau d6, 100 uL phan phéan wéc ctia dung dich phéan tGng
duoc chuyén vao dia loc 96 15 Millipore MultiScreen IP 0,45 um PVDF (dia loc
dugc lam 4m so bod lan luot bﬁng 200 pL 100% etanol, nugc cat, va 1M kali
phosphat pH 8,0). Pia loc duoc hut khi bang Millipore Manifold duéi chan khong
va duogc rira bang 18 x 200 pL dung dich dém rtra chira 1M kali phosphat pH 8,0
va 1 mM ATP. Sau khi lam kho béng cach hut khi va thdm, dia duoc lam kho
bing khong khi trong may G & 37°C qua dém. Sau do, bd nbi Packard TopCount
(Millipore) duoc gén vao dia, tiép do b sung 120 pL hdn hop nhdp nhéy
Microscint 20 (Perkin Elmer) vao mdi 18. Sau khi gin kin dia, hoat tinh phong xa
cua san phdm duoc x4c dinh bang cich dém nhép nhay trén Topcount (Perkin—
Elmer). Viéc xac dinh ICsy dugc thuc hién béng cach khép dudong cong hoat tinh
ddi ching phan tram so v6i loga ctia ndng do chat te ché bing cach st dung phan
mém GraphPad Prism 3.0.

Mubi ctia axit clohydric cta (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on
duoc kiém tra trong thtr nghiém cua Vi du A2 va dugc xdc dinh la chat e ché
chon loc ddi vé6i PI3KS3.

Mubi cta axit clohydric cua (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on
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duoc kiém tra trong thtr nghiém cta Vi du A2 va duoc xac dinh la chét uc ché

chon loc gdp >100 1an di voi PI3KS so véi mdi PI3Ka, PI3KB, va PI3Ky.

Vi du A3: Tht nghiém gin nhu nhap nhay PI3K§
Nguyén liéu

[y-*P]JATP (10mCi/mL) dugc mua tir Perkin—Elmer (Waltham, MA). Chét
nén lipit kinaza, D-myo-Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PtdIns(4,5)P2)D
(+)-sn-1,2-di-O-octanoylglyxeryl, dugc gin két v&i 3-O-phospho (PIP2), CAS
204858-53-7, duoc mua tir Echelon Biosciences (Salt Lake City, UT). PI3K6
(p1106 /p85a) dugc mua tir Millipore (Bedford, MA). ATP, MgCl,, DTT, EDTA,
MOPS va CHAPS dugc mua tir Sigma—Aldrich (St. Louis, MO). Hat nhap nhay
Wheat Germ Agglutinin (WGA) YSi SPA dugc mua tir GE healthcare life sciences
(Piscataway, NJ).

Phan tng kinaza dugc thuc hién trong dia mau tring nén polystyrene 384 15
tir Thermo Fisher Scientific v6i thé tich cubi ciing 13 25 pL. Pau tién, chét tc ché
duogc pha loang theo day trong DMSO va duoc b6 sung vao 15 trong dia trude khi
bd sung cac thanh phan phan tmg khac. Nong d6 cudi ciing ctia DMSO trong thir
nghiém 1a 0,5%. Tht nghiém PI3K dugc thuyc hién & nhiét d§ trong phong trong
20 mM MOPS, pH 6,7, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT va CHAPS 0,03%. Phan tng
dugc bat dau bang viéc bd sung ATP, hdn hop phan Gng cubi cing gom 20 pM
PIP2, 20 uM ATP, 0,2 uCi [y-P] ATP, 4 nM PI3K$. Phan tng dugc G trong 210
phut va duoc két thuc bang viéc bd sung 40 uL hat SPA dugc tao huyén phu trong
dung dich dém dap tit: 150mM kali phosphat pH 8,0, 20% glyxerol. 25 mM
EDTA, 400 uM ATP. Ndng do cudi cing ctia hat SPA 1a 1,0 mg/mL. Sau khi gin
kin dia, dia dugc lic qua dém & nhiét do trong phong va ly tdm & 1800 vong/phut
trong 10 phut, hoat tinh phong xa cia san phém duoc xac dinh béng cach dém
nhép nhay trén Topcount (Perkin—Elmer). Viéc xac dinh ICso dugc thuc hién béng

cach khdp duong cong hoat tinh d6i chimg phan tram so véi loga cla ndng do6 chat
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te ché bang cach str dung phan mém GraphPad Prism 3.0. Hop chét co cong thirc I
duoc phat hién c6 1Csy < 10 nM trong thtr nghiém cta Vi du A3.

ViduB1: Thir nghiém ting sinh té bao B

Pé thu duoc té bao B, PBMC nguoi dugc tach t méu ngoai vi ciia nguoi
cho binh thuong, ¢6 ding duoc chit bing cach ly tim gradien ty trong chuén trén
Ficoll-Hypague (GE Healthcare, Piscataway, NJ) va u v6i vi hat khang CDI9
(Miltenyi Biotech, Auburn, CA). Sau do, céc té bao B duoc tinh ché bang phan
loai mién dich duong st dung autoMacs (Miltenyi Biotech) theo huéng dan cia
nha san xuét.

Té bao B tinh ché (2x10°/15/200 pL) duoc nudi cdy trong dia gin két cuc
thip 96 16 (Corning, Corning, NY) trong RPMI1640, 10% FBS va IgM khang
nguoi cua F(ab’)2 dé (10 pg/ml) (Invitrogen, Carlsbad, CA) v6i sy c6 mét cua
luong khéac nhau ctia hop chét thir nghiém trong ba ngay. [*H]-thymidin (1 pCi/13)
(PerkinElmer, Boston, MA) trong PBS dugc bd sung vao moi truong nudi chy té
bao B trong 12 gid nita trude khi hoat tinh phong xa hop nhit duoc tach bang cach
loc v6i nude qua bd loc GF/B (Packard Bioscience, Meriden, CT) va duoc xac

dinh bang cach dém nhép nhay léng véi TopCount (Packard Bioscience).

Vi du B2: Thi nghiém tang sinh té bao Pfeiffer

Dong té bao Pfeiffer (u lympho té bao B 1én lan toa) dugc mua tir ATCC
(Manassas, VA) va giit trong mdi truong nudi ciy duoc khuyén cao (RPMI va
10% FBS). Dé xac dinh hoat tinh chéng tang sinh cta hop chét, té bao Pfeiffer
dugc phit bing moi trudng nudi chy (2x10° té bao / 18/ trén 200 pl) vao dia gin két
cuc thép 96 16 (Corning, Corning, NY), v&i su ¢6 mat hodc Véng mat cua khoang
ndéng do cua hop chit tht nghiém. Sau 3-4 ngay, [PH]-thymidin (1 pCi/1d)
(PerkinElmer, Boston, MA) trong PBS dugc b6 sung vao méi truong nudi cdy
trong 12 gio nita trude khi hoat tinh phéng xa hop nhét dugc tach bé“mg cach loc
vGi nude qua bd loc GF/B (Packard Bioscience, Meridenj, CT) va duoc xac dinh

bing cach dém nhip nhéy l6ng véi TopCount (Packard Bioscience).
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Vi duB3: Thir nghiém ting sinh t& bao SUDHL-6

Dong té bao SUDHL-6 (u lympho té bao B 16n lan téa) dygc mua tirt ATCC
(Manassas, VA) va giit trong méi tryong nudi cdy dyoc khuyén cdo (RPMI va 10%
FBS). Dé x4c 8inh hoat tinh chéng tang sinh ctia hop chat bang cach dinh Iyong
ATP, cac t& bao SUDHL-6 dyoc phu bing mdi tryong nudi cdy (5000 té bao /
186/mdi 200 pl) trong dia nudi cdy mo 96 16 mau den trong (Greiner-bio-on thong
qua VWR, NJ) v&i su c6 mat hodc khong c6 mét ciia khoang ndng do cua hop chit
thir nghiém. Sau 3 ngdy, chit nudi cdy té bao Cell Titer-GLO Luminescent
(Promega, Madison, WI) duoc bd sung vao mdi 15 trong 10 phut & nhiét do trong
phong dé 6n dinh tin hiéu phat quang. Nho d6 x4c dinh s6 luong té bao nhin thay
trong mdi truong dua vao dinh luong ATP cé mat, ma phat tin hi€u sy c6 mat cua
té bao c6 hoat tinh chuyén héa. Su phat quang duge xac dinh bang TopCount 384
(Packard Bioscience thong qua Perkin Elmer, Boston, MA).

Vidu C: Tht nghiém phosphoryl hoa Akt

Té bao Ramos (t€ bao lympho B tir u lympho Burkitts) thu duge tir ATCC
(Manassas, VA) va giit trong RPMI1640 va 10% FBS. Cac té bao (3x10” té bao
/6ng/3 mL trong RPMI) dugce U véi lugng khdc nhau cua hop chét thir nghiém
trong 2 gio & 37°C va sau do dugc kich thich bang IgM khang ngudi ctia F(ab’)2
dé (5 pg/mL) (Invitrogen) trong 17 phut trong bé nude 37°C. Té bao da kich thich
duoc quay xudng 4°C bing cach ly tim va toan bo phan chiét té bao duoc diéu ché
bang cach str dung 300 pL dung dich d&m phén giai (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA). Dich phén giai thu dugc dugc nghién béng song am va dich ndi bé
mit dugc thu gom. Mirc d§ phosphoryl héa Akt trong dich nbi bé mat duge phan
tich bang cach sir dung kit ELISA gén dic hiéu PathScan phospho-Aktl (Ser473)

(Cell Signaling Technology) theo huéng dan ctia nha san Xudt.

Céac cai bién khac nhau theo sang ché, ngoai cac phuong an dugc mo ta ¢

day, s& 1a hién nhién d6i véi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay tu
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phan md ta néu trén. Céc cai bién nay ciing dugc du dinh nam trong pham vi cia
yéu cau bao ho kém theo. Mdi vién din, bao gdm tat ca céc patent, don patent, va

cdng b, duge trich dan trong don nay dugc dua vao day bang cach vién dan.
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YEU CAU BAO HO

1. Mudi cta axit clohydric ctia (R)-4-(3-((S)-1-(4-amino-3-metyl-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-flophenyl)pyrolidin-2-on, 1a
dang tinh thé.

2. Mubi theo diém 1, trong d6 mubi nay 1a hé sd ty luong 1:1 ctia (R)-4-(3-((S)-
1-(4-amino-3-metyl-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)etyl)-5-clo-2-etoxy-6-
flophenyl)pyrolidin-2-on trén axit clohydric.

3. Mubi theo diém 1 hodc 2, trong d6 mudi nay duge dic trung boi biéu do

nhiét DSC ¢6 dinh thu nhiét & 207°C + 3°C.

4. Mudi theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 mudi ndy c6

bidu dd nhiét DSC gin nhu dugc thé hién trén Fig.1.

5. Mudi theo diém bét ky trong sb cc diém tir 1 dén 4, trong do6 mudi ndy c6

bidu dd nhiét TGA gan nhu duoc thé hién trén Fig.2.
6. Mudi theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 mudi nay co

(a) it nhat mot dinh XRPD, tinh theo 2-theta, dugc chon tir 11,3° +0,2°, 16,4° +
0,2°,21,0°+0,2° 23,0°+0,2° 28,1° £ 0,2°, 31,2° £ 0,2°, va 32,8° + 0,2°

(b) it nhét hai dinh XRPD, tinh theo 2-theta, dugc chon tir 11,3° £ 0,2°, 16,4° £
0,2°,21,0° +0,2°, 23,0°+0,2°, 28,1° £ 0,2°, 31,2° £ 0,2°, va 32,8° + 0,2°;

(¢) it nhét ba dinh XRPD, tinh theo 2-theta, dwoc chon tir 11,3° + 0,2°, 16,4° +0,2°,
21,0° +0,2° 23,0° +0,2°, 28,1° +0,2°, 31,2° + 0,2°, va 32,8° + 0,2°

(d) it nhét bdn dinh XRPD, tinh theo 2-theta, dugc chon tir 11,3° + 0,2°, 16,4° +
0,2°,21,0° +0,2° 23,0°+0,2°, 28,1° £ 0,2°, 31,2° +£0,2°, va 32,8° + 0,2°

(e) it nhat nam dinh XRPD, tinh theo 2-theta, dugc chon tir 11,3° + 0,2°, 16,4° +
0,2°,21,0°+0,2° 23,0°£0,2°,28,1° +0,2°, 31,2° + 0,2° va32,8°+0,2°
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7. Mubi theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 5, trong d6 mudi nay co

profiln XRPD gin nhu dwgc thé hién trén Fig.3.

8. Duogc phim chira mudi theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7 va

chat mang dugc dung.

9. Phuong phép trc ché hoat tinh ctia PI3KS$ kinaza in vitro, bao gbm cho

kinaza ndy tiép xtc véi mudi theo diém bat ky trong so cac diém tir 1 dén 7.

10.  Quy trinh diéu ché mudi theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7,

trong d6 quy trinh nay bao gdm buéc cho hop chat c6 cong thic I:

HN 0
R
F H oet
cl S
N
N’ N
\ \7
=N
H,N
|

phan ing vdi axit clohydric dé tao thanh mudi néu trén.

11.  Quy trinh theo diém 10, trong d6 axit clohydric 1a dung dich axit clohydric
IM.

12.  Quy trinh theo diém 10 hoac 11, trong do6 3,3 dén 3,7 duong luong cua axit

clohydric dugc st dung tinh theo 1 duong lugng cta hop chét c6 cong thic 1.

13.  Quy trinh theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 10 dén 12, trong d6 phan

tng nay dugc thyc hién ¢ nhiét d6 ndm trong khoang tir 45°C dén 55°C.

14.  Quy trinh theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 10 dén 13, trong d6 quy

trinh nay bao gdm céc budec:

bd sung axit clohydric vao hop chét ¢6 cong thire I & nhiét do trong phong
dé tao thanh huyén phu dic;
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dun néng huyén phi dic nay dén nhiét d6 nam trong khoang tir 45°C dén
55°C dé tao thanh dung dich; va
lam lanh dung dich dén nhiét 6 nim trong khoang tir 0°C dén 5°C dé két

tinh muoi nay.
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