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hoac mu01 duoc dung ciia nd. Cac hop chit c6 cong thire I nay co thé duogc sir dung dé diéu
tri cac rdi loan va cac bénh thoai hoa than kinh, nhu bénh Alzheimer. Sang ché ciing dé
xuat duge pham chira hop chét nay va quy trinh bao ché dugc pham nay.
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Linh vue k§ thuat dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén cac hop chit 5-metyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl va cac dugc phim
chira cac hop chét nay. Cac hop chét nay c6 thé st dung dé diéu tri cac réi loan sinh 1y.

Sang ché ciing dé cap dén quy trinh bao ché duoc phdm nay.

Sang ché thudc linh vuc diéu tri bénh Alzheimer, bénh liét trén nhén tién trién
(Progressive Supranuclear Palsy - PSP) va cic bénh va cac r6i loan khac lién quan dén

chiing thoai héa than kinh do tau 1am trung gian, goi chung la cac bénh ly tau.
Tinh trang ki thuit ciia sang ché

Bénh Alzheimer 13 rdi loan thoai hoa than kinh hity hoai, né anh huéng dén hang
triéu bénh nhan trén toan thé gidi. Xem xét cac chit duoc phé chudn gin day trén thi
truong ma chi ¢6 loi nhét thoi, vé mat triéu chimg dbi véi bénh nhan thdy rang dang c6

nhu cau dang ké, chua dugc dap tng trong viée diéu tri bénh Alzheimer.

Su oligome hoa protein tau két hop véi vi cdu tric hinh dng thanh cac cAu tric
dang soi nhu céc cip soi xoan (Paired Helical Filament - PHF) va cé4c soi thing hodc
bén lai, chung tao ra cac dam rdi soi than kinh (neurofibrillary tangle - NFT) va cac soi
ving két than kinh (Neuropil Threads - NT), 1a mét trong s6 cac d4u hiéu bénh 1y xéc
dinh bénh Alzheimer va cac bénh 1y tau khac. P4 thiy rang sé luong NFT trong ndo cla
cac dbi tuong mic bénh Alzheimer c6 lién quan chit ch& véi mirc nghiém trong cia
bénh, cho thdy ring tau c6 vai trd quan trong trong chimg loan chitc ning than kinh va
ching thoai héa than kinh (Nelson et al., J Neuropathol Exp Neurol., 71(5), 362-
381(2012)). P4 thay ring bénh 1y tau c6 lién quan dén khoang thdi gian méic bénh &
PSP; nhitng ca ma bénh trdm trong nhanh hon ¢6 mtc tau cao hon nhitng ca c6 tién trinh

bénh chdm hon. (Williams et al., Brain, 130, 1566-76 (2007)).

Céc nghién ciru gin diy (Yuzwa et al., Nat Chem Biol, 4(8), 483-490 (2008))
cling cung c4p thong tin hd tro nhan dinh rang céc chit e ché O-GleNAcase (OGA) c6
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kha ning chita bénh bang viéc han ché su phosphoryl tau qua mirc va két tu thanh tau
bénh 1y trong diéu tri bénh Alzheimer va cac rdi loan thoai héa than kinh do tau lam
trung gian c6 lién quan. Cu thé 13, chit (rc ché OGA Thiamet-G c¢6 lién quan dén viéc
lam cham su mét té bao than kinh van dong & mau chudt JNPL3 tau (Yuzwa et al., Nat
Chem Biol, 8, 393-399 (2012)) va dén viéc giam bénh 1y tau va cac s¢i truc loan dudng
& mau chuot Tg4510 tau (Graham et al., Neuropharmacology, 79, 307-313 (2014)). Do
do, cac chit trc ché OGA duoc cong nhén 1a phuong thire chira bénh c6 hiéu qua dé lam
giam su tich tu céc dang tau dugc phosphoryl hoéa qua mirc, bénh ly, nhu cac NFT va
cac NT.

Patent M¥ s6 9,120,781 boc 10 cac dan Xuat hexahydrobenzooxazol va
hexahydrobenzothiazol, ching c6 hoat tinh trc ché OGA va ciing dugc boc 10 rang chung
hitu dung trong diéu tri cac bénh va cac r6i loan lién quan dén su thiéu hut hodc biéu
hién qua mirc OGA, va/hodc su tich tu hodc thiéu hut 2-axetamido-2-deoxy-58-D-
glucopyranosit (O-GIcNAc). Ngoai ra, US 2016/0031871 boc 10 mot sb chét rc ché
glycosidaza dé diéu tri bénh Alzheimer.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Céc chét (rc ché OGA ma thim qua ndo dugc wu tién trong didu tri cac rdi loan
thodi hoa thin kinh do tau lam trung gian, nhu bénh Alzheimer va PSP. Sang ché dé

xuét mot sd hop chét, 1a cac chét tc ché OGA.

Theo d6, sang ché dé xuét hop chit c6 cong thire I:

\FN Od h
— S O Cong thire I
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H
hodc mubi duoc dung cua no.

Ngoai ra, sang ché d& xuét hop chét ¢6 cong thirc Ia:
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hoac muoi dugc dung cia no.

Sang ché mo ta phuong phép diéu tri bénh Alzheimer cho bénh nhan cin diéu tri
nay, bao gdm viéc cung cdp cho bénh nhan mdt lwgng hitu hiéu hop chét ¢6 cac cong

thire I hodc Ia, hodac mudi duge dung cta no.

Sang ché cling mé ta phuong phéap didu tri su tién trién ctia chimg suy giam nhan
thirc nhe thanh bénh Alzheimer cho bénh nhan can diéu tri nay, bao gdm viéc cung cép
cho bénh nhan mot lvgng hitu hiéu hop chét c6 céc cong thirc I hoic Ia, hodc mudi duogc

dung cua no.

Sang ché cling mo ta phuong phéap diéu tri bénh liét trén nhan tién trién cho bénh
nhan can diéu tri nay, bao gdm viéc cung cdp cho bénh nhan mot lwgng hitu hidu hop
chit c6 cac cong thirc I hodc Ia, hoac mubi duoc dung cta no. Sang ché cling mo ta
phwong phép diéu tri cac rdi loan thoai héa than kinh do tau lam trung gian cho bénh
nhén, bao gdm viéc cung cip cho bénh nhan can diéu tri nay mot luong hiru hiéu hop

chat c6 cac cong thirc I hodc Ia, hodc mudi duge dung cua no.

Ngoai ra, sang ché dé xuét hop chét c6 céc cong thire I hodc Ia, hodc mudi duoc
dung cia n6 dé dung trong tri li€u, dac biét 1a dé su dung trong diéu tri bénh Alzheimer
hodc dé sir dung trong phong ngira su tién trién ctia chiing suy gidm nhan thirc nhe thanh
bénh Alzheimer. Ngoai ra, sang ché dé xuét hop chét c6 cac cong thie I hodc Ia, hodc
mubi dugc dung ctia n6 dé sir dung trong diéu tri bénh liét trén nhan tién trién. Sang ché
cling dé xuét hop chét c6 céac cong thirc I hodc Ia, hoac mubi duoc dung cua no dé sur

dung trong diéu tri cac r6i loan thoai hoa than kinh do tau 1am trung gian.

Hon nita, sadng ché mo ta viéc str dung hop chét c6 cac cong thire I hodc Ia, hodc
mudi duogc dung cua no, dé san xuét thube dung dé diéu tri bénh Alzheimer hoic dé
phong ngira su tién trién ctia ching suy gidm nhan thirc nhe thanh bénh Alzheimer.

Ngoai ra, sang ché mo ta viéc st dung hop chat c6 cac cdng thuc I hodc la, hodc muoi



35837

dugc dung clia nd, dé san xuét thuoe dung dé dicu tri bénh liét trén nhan tién trién. Sang
ché con mo ta viéc sir dung hop chat c¢6 cac cong thire I hodc Ia, hodc mudi dugce dung
cla no, dé san xuat thudc dung dé diéu tri cac roi loan thodi hoa than kinh do tau lam

trung gian.

Sang ché con dé xuat duoc pham, chtra hop chét c¢6 cong thirc I hoic Ia, hodc
mudi duoc dung cua noé, cung véi mot hoac nhiéu ta duoc, chét pha loang, hoac chét
mang duoc dung. Sang ché ciing d& xuét quy trinh bao ché dugc phdm, bao gdm viéc
tron 1an hop chét ¢6 cong thic I hoac Ia, hodc mubi duge dung ctia nd, vé1 mot hoac
nhiéu ta duoc, chat pha lodng, hoic chit mang dugc dung. Pham vi cia sang ché con
bao ham céac quy trinh va céc hgp chét trung gian diing trong viéc tbng hop cac hop chét
c6 cong thire I va Ia.

MO té chi tiét sang ché

Chirng suy giam nhén thirc nhe dugc dinh nghia la giai doan tién triéu chimg tiém
tang ciia ching sa sat tri tué di kém voéi bénh Alzheimer dua vao biéu hién 1am sang va
dwa vao sy tién trién & cac bénh nhéan c6 biéu hién chuyén chimg suy giam nhén thirc
nhe thanh ching sa sit tri tué kiéu Alzheimer theo thoi gian. Thut ngir “ngin ngira su
tién trién clia ching suy gidm nhén thirc nhe thanh bénh Alzheimer” dwoc ding dé chi
viéc han ché, 1am cham, 1am ngung lai, hodc lam dao nguoc su tién trién cua ching suy

giam nhén thirc nhe thanh bénh Alzheimer ¢ bénh nhan.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta, cac thudt nglr “dicu tri” hodc “d€ diéu tri”
dugc dung dé chi viéc han ché, lam cham, 1am ngung lai, hodc lam dao ngugc su tién
trién hodc mirc trim trong cua tri¢u chiing hodc roi loan da mac.

Nhu dugc st dung ¢ ddy, thuat nglt "bénh nhan" dugc dung dé chi nguoi.

Nhu duoc st dung & diy, thudt ngit “lugng httu hi¢u” duoc dung d€ chi lugng
hoic liéu ctia hop chat theo sang ché, hodc mudi duge dung ctia ndé ma, khi cho bénh
nhan dung liéu don hodc da liéu, tao ra hiéu qua mong muodn & bénh nhan dugc chan
doan hodc diéu tri.

Luong hitu hiéu c6 thé dé dang duoc xac dinh béi nguoi c6 hiéu biét trung binh

trong linh vuc k¥ thuét nay bang cach sir dung cac k¥ thuat da biét va bang cach quan
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sat két qua thu duoge tir nhitng truong hop twong tw. Khi xac dinh luong c¢6 hiéu qua cho
mot bénh nhan, nhiéu yéu td duoc cin nhic bao gﬁ‘)m, nhung khong bi giéi han béi: loai
bénh nhan; kich thudc, tudi tac va strc khoe chung ctia bénh nhan; bénh hodc r6i loan cu
thé lién quan; mirc do hoac sy lién quan hodc muc trAm trong cua bénh hodc r6i loan;
dap ung cta timg bénh nhan; hop chét cu thé dugc st dung; phuong thire sit dung; cac
dac trung sinh kha dung cua ché phdm dugc str dung; phac d6 liéu luong lua chon; viéc

str dung thudc dong thoi; va cac yeu to lién quan khéc.

Céc hop chit theo sang ché nhin chung c6 hiéu qua trong mot pham vi liéu luong
rong. Chang han, liéu mdi ngay thuong nam trong khoang tir 0,1 dén 15 mg/kg thé trong.
Trong mdt s trudng hop, mirc lidu dudi gidi han dudi cia cac khoang néu trén cd thé
da qua du, trong khi do trong mot s6 truomg hop khac, lidu 16n hon van c6 thé dugc st
dung v&i cac tic dung phu chap nhan dugce, va do d6 khoang liéu lwong néu trén khong

duge du dinh dé gi6i han pham vi theo sang ché theo cach bt ky.

Tt hon néu cac hop chét clia sdng ché dugc bao ché & dang dugc phim dé dung
theo duong bat ky ma lam cho hop chét nay sinh kha dung, gdm ca dudng miéng va
dudng qua da. Tot nhit néu cac dugc phim nay dé sir dung qua duong miéng. Cac duge
pham nhu vay va cac quy trinh bao ché chiing 13 da biét rd trong linh vuc k¥ thuat nay
(Xem, vi du, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, L.V. Allen, Editor,
220 Edition, Pharmaceutical Press, 2012).

Céc hop chit ¢ cac cong thirc I va Ia, hodc cac mudi dugc dung ciia ching 1a
dic biét hitu dung trong cac phuong phap diéu tri cua sang ché, nhung mot s6 c4u hinh
1a duoc uu tién. Cac doan dudi diy mo ta cac cau hinh duge wu tién nay. Cén hiéu rang
cac phuong an uvu tién ap dung dugc cho ca cac phuong phap diéu tri va cac hop chét

theo sang ché.

Céc hop chét khac ctia sang ché gbém:
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va muoi dugc dung cua no.

Hop chét c¢6 cong thirc I, trong d6 cac phan tir thay thé metyl va oxy & vong
piperidin c6 cAu hinh cis hodc trans, hoic mubi dugc dung cda nd, dugc bao ham trong
pham vi cua sang ché, v6i cAu hinh cis 13 duoc wu tién. Vi du, nguoi co hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& thdy ring metyl & vi tri 2 c6 céu hinh tuong ddi cis

dbi v6i oxy & vi tri 4 nhu thé hién trong so dd A duéi day:
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Ngoai ra, nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay s& thay rang
metyl & vi tri 2 ¢6 cAu hinh twrong d6i trans dbi véi oxy & vi tri 4 nhu duge thé hién trong
so d6 B dudi day:
So d6 B:
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Céc hop chét, trong d6 tim bat dbi & vi tri 2 cua vong piperidin c6 céu hinh S,
duge vu tién hon. Mic di pham vi ctia sang ché bao ham tht ca cac chat déng phan doi
anh va chét ddng phan khong d6i quang riéng &, ciing nhu cdc hdn hop cac chéit dong
phan dbi anh ctia cac hop chét néu trén, gdbm ca cac raxemat, cac hop chét ¢6 cdu hinh

tuyét d6i nhu néu dudi ddy duge wu tién dac biét:
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N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-metyl-4-[ (5-metyl-1,2,4-0xadiazol-3-yl)metoxy]-1-

piperidyl]metyl]thiazol-2-yl]axetamit, va cac mubi duge dung cua ching; va

N-[4-flo-5-[[(2S.4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-0xadiazol-3-yl)metoxy]-1-
piperidyl]metyl]thiazol-2-yl]axetamit ddc biét dugc uu tién.

Dang tinh thé cua N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-oxadiazol-3-
yl)metoxy]-1-piperidyl]metyl]thiazol-2-yl]axetamit dac biét dugc vu tién. Dang tinh thé
cua N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-metyl-4-[ (5-metyl-1,2,4-0xadiazol-3-yl)metoxy]-1-
piperidyl]metyl]thiazol-2-yl]axetamit ma duoc dic trung béi mot dinh trong phd nhidu
xa bot tia X & goc nhidu xa 2-theta 12 12,1° két hop véi mdt hoic nhidu dinh duge chon
tir nhém bao gdm 15,3°, 21,6°, 22,2°, 22,7°, 23,5°, 24,3°, va 26,8°, v6i dung sai d6i véi

cac goc nhiéu xa 1a 0,2 d9, cling dugc vu tién.

Céc chit ddng phan khong ddi quang, cic chét ddng phan ddi anh, va cac chét
ddng phan riéng ré& ¢6 thé dugc tach hodc phan gidi boi ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vyc k¥ thudt nay vao thoi diém phu hop bat ky trong qué trinh tong hop cac
hop chit ctia sang ché, theo cac phwong phap nhu phuong phép két tinh chon loc hoic
sac ky bat dbi (xin xem vi du, J. Jacques, et al., "Enantiomers, Racemates, and
Resolutions", John Wiley and Sons, Inc., 1981, va E.L. Eliel and S.H. Wilen,”

Stereochemistry of Organic Compounds”, Wiley-Interscience, 1994).

Mudi duge dung cda céc hop chét theo sang ché co thé dugc tao ra, vi du, béng
céch cho bazo tu do thich hop ciia hop chét theo séng ché phan tmg véi axit duge dung
thich hgp trong dung madi thich hop trong diéu kién tiéu chudn da biét rd trong linh vuc
k¥ thuat nay. Su tao ra cac mubi nay da duoc biét ro va duge hiéu rd trong linh vuc nay.
Vi du, xem trong tai liéu Gould, P.L., “Salt selection for basic drugs,” International
Journal of Pharmaceutics, 33: 201-217 (1986); Bastin, R.J., ef al. “Salt Selection and
Optimization Procedures for Pharmaceutical New Chemical Entities,” Organic Process
Research and Development, 4: 427-435 (2000); va Berge, S.M., et al., “Pharmaceutical
Salts,” Journal of Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19, (1977).

Céc hop chat cia sang ché, hodc cdc muodi cia ching, c6 thé dugc di€u ché theo
nhiéu quy trinh khac nhau da biét doi v4i nguoi cé hicu biét trung binh trong linh vurc

k§ thuat nay, mot sd quy trinh trong sd cac quy trinh ndy dugc minh hoa trong céc so
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b, Vi du diéu ché va cac vi du duéi day. Nguoi ¢ hiéu biét trung binh vé linh vyc nay
s& nhan ra rang cac bude tong hop cu thé d6i voi mdi quy trinh duge mo ta co thé dugc
két hop theo cac cach khéac nhau, hodc cung véi cac bude tlr cac so d6 khac, dé diéu ché
cac hop chét theo sang ché, hodc cac mudi ctia ching. Cac sin pham cua timg budc
trong cac so dd dudi day co thé dugc thu hdi theo céac phuong phép thong thuong da
biét 1o trong linh vuc k¥ thuét nay, bao gém chiét, lam bay hoi, tao két tha, sic ky, loc,
nghién tinh ché, va két tinh. Trong céc so dd dudi day, tht ca cac phan tir thay thé, trir
khi c6 quy dinh khéc, 12 nhu dugc dinh nghia & trén. Cac chét phan tmg va cdc nguyén
liéu ban dau déu sin c6 dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat
nay. Cac so do, cac qua trinh didu ché va cac vi du dudi day duoc néu ra nhim minh
hoa cho sang ché va khong lam gi¢i han pham vi theo sang ché. Ngoai ra, nguoi co hiéu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay sé& thiy rang cac hop chét c6 cac cong thirc
Ia, Ib, Ic, va Id c6 thé duoc diéu ché bang cach sir dung nguyén liéu ban du c6 cau hinh
1ap thé hoa hoc twong tmg ma ching c6 thé dugc didu ché béi nguoi ¢ hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, céc so dd dudi day sir dung cac nguyén liéu ban

dau c6 cau hinh cudi cung la twong ing véi cong thie Ia.

Noi chung, hop chit c6 cong thire Ia c6 thé duoc didu ché tir hop chat c6 cong
thire 1T (so dd 1). Cu thé hon, hop chét c6 cong thirc ITa dugc alkyl hoa khir bang N-(4-
flo-5-formylthiazol-2-yl)axetamit v&i sy ¢6 mét cia tac nhan khir thich hop nhu natri
triaxetoxyborohydrua trong dung moi thich hop dé tao ra hop chét c6 cong thirc Ia trong
dung mai thich hgp, nhu etyl axetat. N-(4-flo-5-formylthiazol-2-yl)axetamit co thé dugc
diéu ché theo cac phuong phép da biét trong cac linh vurc k¥ thuat héa hoc cling nhu cac

phuong phap dugc néu trong cac vi du va cac Vi du diéu ché dudi day.

Hop chat c6 cong thire Ila c6 thé duoc diéu ché tir hop chit c6 cong thic Illa,
trong d6 Pg 1a nhém bao vé amin thich hop. Cu thé hon, cho hop chat cé cong thirc Ila,
trong d6 Pg la tert-butyl carboxylat (t-BOC) phan tng véi axit nhu axit clohydric hodc
axit trifloaxetic trong dung méi thich hop nhu dioxan hodc diclometan dé tao ra hop chét
¢c6 cong thirc ITa. Cac nhém bao vé amin thich hop la da biét trong cac linh vurc k¥ thuat
héa hoc va gdbm t-BOC va Cbz ciing nhu cac nhoém duge trinh bay trong T. W. Green,
P. G. M. Wuts, "Protective Groups in Organic Synthesis" Wiley-Interscience, New
York, 1999.

-10-
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Hop chét c6 cong thirc I11a, trong d6 Pg 1a nhém bao vé amin thich hop, c6 thé
duoc didu ché tir hop chat c6 cong thirc IVa (so dd 2). Cu thé hon, cho hop chat co6 cong
thtrc IVa, trong d6 Pg 1a tert-butyl carboxylat, phan Gng véi 3-(clometyl)-5-metyl-1,2,4-
oxadiazol v4i su c6 mat cua bazo nhu natri tert-butoxit dé tao ra hop chét c6 cong thirc
[lla. T6t hon néu phan tng dugc thyc hién trong dung méi nhu axetonitril hodc
dimetylformamit. Hop chét c6 cong thirc IVa, trong d6 Pg la tert-butyl carboxylat, c6
thé duoc diéu ché vé co ban nhu duge mo ta trong WO 2004/094380 Al. Cu thé hon,
cho hop chit c6 cong thirc Va phan Ung v6i tic nhan khir nhu lithi tri(sec-
butyl)borohydrua trong dung moi nhu tetrahydrofuran dé tao ra hop chét c6 cong thire
IVa, trong d6 Pg la tert-butyl carboxylat. Hop chét c6 cong thirc Va, trong d6 Pg 1a nhom
bao vé amin thich hop, c6 thé dugc diéu ché theo cac quy trinh da biét trong cac linh

vuc k¥ thudt hoa hoc gbm ca cac quy trinh dugc md ta trong WO 2004/094380 Al.
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Quy trinh diéu ché 1
Téng hop tert-butyl N-(4-flo-5-formyl-thiazol-2-yl)carbamat.

H

H%SIKO
0— \ ’ i
(0]

A

Cho xesi florua (227 g, 1480 mmol) vao dung dich tert-butyl N-(4-clo-5-formyl-
thiazol-2-yl)carbamat (38,8 g, 148 mmol; dé didu ché tert-butyl N-(4-clo-5-formyl-
thiazol-2-yl)carbamat, xem, vi du N. Masuda, et al., Bioorg Med Chem, 12, 6171-6182
(2004)) trong DMSO (776 mL) & nhiét d¢ trong phong. Khuéy hdn hop phan tmg trong
khéi gia nhiét 145 °C c6 nhiét 6 bén trong 1a 133 °C trong 48 gid, sau d6 lam lanh hdn
hop trong bé da-nuéc. Cho dung dich natri bicacbonat bdo hoa trong nuge (500 mL),
nuée mubi (500 mL) va etyl axetat (500 mL) vao hdn hop. Khudy hdn hop & nhiét do
trong phong trong 10 phut, sau do loc qua dét diatomit, rira bang etyl axetat (500 mL).
Chuyén dich loc vao phéu tach va tach cac 16p, sau do chiét 16p nude bang etyl axetat
(1L). Rira cac dich chiét hitu co thu gom dugc bang nude mudi (1 L), sau dé chiét 16p
nude mudi bang etyl axetat (300 mL). Lam kho cac dich chiét hiru co thu gom dugce trén
natri sulfat, loc va ¢ dac, thu dugc mot can. Cho can nay qua dém silica gel (330 g),
rira giai béng 5% etyl axetat trong diclometan (1,5 L) va c6 dic dich loc, thu duoc mot

can (24,2 g).
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Hoa tan can nay (32,7 g thu gom tur cac mé, 133 mmol) trong isopropanol (303
mL), loc va sau do tinh ché bang SFC (Supercritical Fluid Chromatography - Séic ky
long siéu t6i han), st dung cot IC (dan xuit xenluloza polysacarit: tris (3,5-
diclophenylcarbamat, 30 x 250mm, 5u) v6i 10% IPA (khong b sung chit) & toc dd 180
mL/phut v6i nhimng 1an phun 3 mL. C6 ddc cac phan doan chira san pham, thu duoc hop
chét néu & dé muc nay (16,1 g. MS m/z 247,0 (M+H).

Quy trinh diéu ché 2

Téng hop N-(4-flo-5-formyl-thiazol-2-yl)axetamit (Phuong phap A)

H
H S
N— O
"ﬁé-<§:mlg

Trong mét binh ¢6 vé boc, cho mot 14n kém bromua (91,9 g,408 mmol) vao hén
hop tert-butyl N-(4-flo-5-formyl-thiazol-2-yl)carbamat (33,5 g, 136 mmol) va
diclometan (503 mL) & nhiét d§ trong phong. Khu4y hén hop phan (g qua dém & nhiét
d6 bén trong 12 37 °C, sau d6 dat nhiét d6 vo boc ¢ -10°C va cho nh¢ giot tetrahydrofuran
(111 mL) vao trong 15 phut, duy tri nhiét d¢ bén trong duéi 6 °C. Sau do, dat nhiét do
vo boc & -30 °C va cho nhé giot pyridin (110 mL, 1360 mmol) vao trong 5 phut, duy tri
nhiét do bén trong dudi 5 °C. Dat nhiét do vo boc & 0 °C va cho nho giot anhydrua axetic
(116 mL, 1220 mmol) vao trong 5 phit. Khuéy hén hgp phin tng qua dém & nhiét do
bén trong 1a 37 °C, sau d6 lam lanh xudng nhiét d6 trong phong va cho qua dém mong
dAt diatomit, rira giai bang tetrahydrofuran (500 mL). Chuyén dich loc vao mot binh va
¢d dic hon hop, thu dugc mot cin, ma duge cd dac tir toluen (50 mL). Cho dung dich
axit xitric monohydrat (57,2 g 272 mmol) trong nuéc (400 mL) va 2-
metyltetrahydrofuran (400 mL) vao phén cin va khudy hon hop & 40 °C trong 5 phut,
sau d6 cho qua dém mong dAt diatomit, rira giai bang 2-metyltetrahydrofuran (100 mL).
Chuyén dich loc vao phéu tach va tach cac 16p. Chiét 16p nuéc bing 2-
metyltetrahydrofuran (2 x 250 mL) va pha loang cac 16p hitu co thu gom duogc bang
nudce (500 mL). Cho tung phan natri bicacbonat ran vao hdn hop trong 5 phit ¢6 khudy
cho dén khi ngimg giai phong khi. Chuyén hdn hop vao phéu tach va tach cac 16p, sau
d6 chiét 16p nude bang 2-metyltetrahydrofuran (200 mL va 100 mL). Lam kho céc dich

-13-



35837

chiét hitu co thu gom dugc trén natri sulfat, loc va c6 dic, thu dugc mot cén, cdn nay
duoc pha loang bang 2-metyltetrahydrofuran (100 mL) va cho hdn hop qua dém moéng
silica gel (250 g), rira giai bang 2-metyltetrahydrofuran (2,5 L). C6 dic dich loc, thu
duoc mot can, can nay dugc tao huyén phu trong hén hop 1:1 cua diclometan va heptan
(202 mL). Khudy hdn hop & nhiét d9 trong phong trong 30 phut va sau do6 loc. Lam kho
chét rin loc duoc bang ap suit chan khong & 40 °C trong 2 gio, thu duge hop chét néu
& dé& muc nay (18,0 g, 70%). MS m/z 189,0 (M+H).

Quy trinh khac dé téng hop N-(4-flo-5-formyl-thiazol-2-yl)axetamit (Phuong phap B).

Cho diclometan (1325g, 15,6 mol) vao 2-amino-4-clothiazol-5-carbaldehyt
(100g, 0,61 mol) va pyridin (194,6 g, 2,46 mol), va lam lanh xubng 0-5°C. Cho nho giot
anhydrua axetic (188,4 g, 1,85 mol) vao, duy tri nhiét 4o & 0-5 °C. Sau khi bd sung xong,
diu chinh nhiét d6 dén 20-25 °C va khudy trong 41 gid. C6 dic bang 4p suét thap, sau
d6 bd sung HCI 35% trong nude (200 mL) va nude (1,5 L), duy tri nhiét 46 6 thap hon
40°C. Lam lanh xudng 20-25 °C va khudy trong 18 gid. Loc hdn hop va rira chét ran thu
duoc bang nuée. Lam kho cac chét rin nay & 60-65 °C trong 24 gid, thu dugc N-(4-clo-
5-formylthiazol-2-yl)axetamit (75 g, 0,4 mol).

Trong khi quyén tro, cho sulfolan (1000 ml) vao N-(4-clo-5-formylthiazol-2-
yl)axetamit (50 g, 0,244 mol, duoc diéu ché truc tiép trén day), tetrametylamoni clorua
(107,1 g, 0,977 mol), va xesi florua (370,6 g, 2,44 mmol). Gia nhiét dén 130 °C va khqu
trong 23 giv. Phan tich HPLC cho théy chuyén hoa 75% véi higu sut in situ 1a 45% hop

chét néu & dé muc nay.
Quy trinh khac dé téng hop N-(4-flo-5-formyl-thiazol-2-yl)axetamit (Phwong phap C).

Cho 2-propanol (150 mL) vao tetrametylamoni florua.tetrahydrat (10,2 g, 109,0
mmol) va c6 dac hdn hop con 2-3 thé tich bang ap sudt chan khong v6i nhiét do bén
trong dugc duy tri & 70 °C dé loai bé nuéc. Cho 2-propanol (200mL) vao va c6 dic hdn
hop con 2-3 thé tich bang 4p sudt chan khong. Lap lai thém hai lan. Cho DMF (200mL)
vao va c6 dic con 2-3 thé tich bang 4p sut chan khéng. Cho THF (200 mL) vao va cd
dic con 2-3 thé tich. Lap lai thém hai 1an. Nap N-(4-clo-5-formylthiazol-2-yl)axetamit
(1,22 g, 5,96 mmol, duoc didu ché & trén theo Phuong phép B) va DMF (12 ml) vao.
Gia nhiét dén 110 °C va khudy trong 12 gio. Lam lanh hdn hop phan tng xubng 25 °C.
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Cho 2-metyltetrahydrofuran (40 mL) va nuéc (40 mL) vao. Tach céc 16p va chiét 16p
nude bang 2-metyltetrahydrofuran (40 mL). Tach céac 16p va rira cac 16p hiru co thu gom
dwoc bang nude (20 mL). Tach cac 16p va cb ddc 16p hitu co. Cho etyl axetat (20 mL)
va nuéce (5 mL) vao. Tach cac 16p va co dic 16p hitu co dé loai bo dung moi. Cho etyl
axetat (2mL) va heptan (2 mL) vao va loc. Lam kho chét rin loc dugc bang ap suit chan
khong ¢ 55 °C trong 18 gio, thu duoc hop chét néu ¢ d& muc nay & dang hon hop 93%
v6i N-(4-clo-5-formylthiazol-2-yl)axetamit.

Quy trinh diéu ché 3
Téng hop tert-butyl (28,4S)-4-hydroxy-2-metyl-piperidin-1-carboxylat.

OH

O/KO

A

Cho tert-butyl (2S)-2-metyl-4-oxo-piperidin-1-carboxylat (50g, 234,44 mmol) va
tetrahydrofuran (500 mL) vao mot binh. Lam lanh hén hop xubng -65°C trong khi quyén
nito va cho nho giot lithi tri(sec-butyl)borohydrua (304,77 mL, 304,77 mmol; 1 M trong
tetrahydrofuran) vao trong 45 phut, duy tri nhiét do bén trong dudi -60°C. Khudy hén
hop phan tmg & nhiét d trong phong trong 1 gio, sau d6 lam lanh xubng -30°C. Cho
hdn hop nuée (25,34 mL) va tetrahydrofuran (100,16 mL) vao hdn hop phan ung, duy
tri nhiét dd bén trong dudi -20 °C. Cho nho giot dung dich nuéc hydro peroxit (118,88
mL, 1,17 mol, 30% khdi hrc,mg/khéi lugng) trong nude (126,70 mL) vao trong 1 gio,
duy tri nhiét @6 bén trong dudi 10°C. Cho dung dich nuéc hydro clorua (46,89 mL,
234,44 mmol, 5 M) va metyl t-butyl ete (1,00 L) vao hdn hgp va lam 4m hdn hop dén
nhiét do trong phong. Tach céc l6p va khudy pha hitu co véi dung dich natri metabisulfit
(222,84 g, 1,17 mol) trong nude (500 mL) trong 10 phut & nhiét do trong phong. Tach
cac 16p va lam kho pha hitu co trén magie sulfat va co dac. Tinh ché phan cin bang séic
ky nhanh (0-50 % metyl t-butyl ete /isohexan, silica gel) va thu gom cac phén doan chira
san phém va c6 dic, thu dugc hop chit néu & dé muc nay (40,4 g, 78%). ES/MS (m/e)
238 (M+Na).
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Quy trinh khac dé téng hop tert-butyl (2S,4S)-4-hydroxy-2-metyl-piperidin-1-

carboxylat.

Nap DMSO (27,4 kg, 1,0 thé tich) va D-(+)-glucoza monohydrat (28,9 kg, 1,25
duong luong) vao thiét bi phan ing dugc 16t thiy tinh chira nude duge khir ion (460 L),
va kali dihydro phosphat (6,5 kg, 0,41 duong luong) & 20 °C. Diéu chinh nhiét do bén
trong dén 30 °C, va diéu chinh do pH ciia hon hop phéan (mg dén 6,9 bang cach bd sung
natri hydroxit trong nuéc (8%, 15 L, 0,28 duong luong). Nap tert-butyl (25)-2-metyl-4-
oxo-piperidin-1-carboxylat (24,9 kg, 1,0 duong luong (99,1%ee)) vao thiét bi phan tng,
va khudy hdn hop & 30 °C trong 15 phut. Cho truc tiép ketoreductaza (KRED-130, 250g,
1% Kkhéilugng/khéi lugng), glucoza dehydrogenaza (GDH-101, 250 g, 1% khoi
lrong/khdi luong), va mudi NADP natri (63 g, 0,25% khdi lugng/khoi lugng) vao hén
hop phan tng qua 15 hé. Duy tri nhiét do ctia hén hop & 30 °C va do pH =7,0 + 0,2 bing
cach bd sung NaHCO3 8% trong nuGe. Sau khi khudy trong 16,5 gid (mirc chuyén hoa
14 99,5%), nap Celite™ (12,5 kg, 50% khdi lugng/khdi lugng) va toluen (125 L, 5 thé
tich) vao hdn hop phéan tng. Sau khi khudy trong 30 phut & 30 °C, chuyén hdn hgp vao
thiét bi phan tmg 2000 L khéc bang loc GAF néi tiép (4 miéng) trong khoang thoi gian
1 gio. Dé yén hdn hop trong 30 phut khong khudy, tach céc 16p, va chiét lai 16p nuéc
bang toluen (2 x 125 L). Loc céc 16p hiru co thu gom duoc (loc GAF nbi tiép), va rira
hdn hop toluen bang dung dich natri clorua trong nudc (25%, 125 L, 5 thé tich) ¢ 25 °C.
Lam kho déng phi dung dich toluen thu dugc (mirc chan khong mot phﬁn, nhiét do bén
trong < 60 °C) dén 0,10% khéi luc,mg/khéi lurong nude, va lam lanh xuéng 20 °C. Loc
hdn hop phan g tir thiét bi phan ting qua thiét bi loc hinh éng vao cic trong sach trong
khi quyén nito ap suit duong. Sau do, chuyén hdn hop phan mg tlr cac trng vao binh
500 L ¢6 16t thity tinh va co dic bing 4p suit chan khong (< 60 °C) dén thé tich can dich
12 56 L (2,25 thé tich). Cho n-heptan (169 kg, 10 thé tich) vao & 40 °C, va tao mam cho
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dung dich bang 25 g tert-butyl (25,45)-4-hydroxy-2-metyl-piperidin- 1-carboxylat. Pha
lodng dung dich huyén phu dac thu duoc bang n-heptan (25 L, 1 thé tich) va 1am lanh
xubng 16°C trong 4 gio. Tach sén pham bang c4ch quay ly tim, rira bang n-heptan (25
L mbi lan quay; can 4 1an quay), thu duge 20,3 kg (81%; >99,9% ee) sau khi 1am kho
trong 11 gi¢ trong thiét bi lam kho dang khay & 30 °C. ES/MS (m/e) 238 (M+Na).

Quy trinh diéu ché 4

Téng hop tert-butyl (2S,4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-oxadiazol-3-
yl)metoxy |piperidin-1-carboxylat.

0
o\
N N

J

Cho 3-(clometyl)-5-metyl-1,2,4-oxadiazol (43,5 g, 301 mmol) vao dung dich
tert-butyl (2S,4S)-4-hydroxy-2-metyl-piperidin-1-carboxylat (29,5 g, 137 mmol) trong
axetonitril (590 mL) & nhiét do trong phong. Khuay hén hop phan tng trong bé da-nuéc
va cho timg phén natri tert-butoxit (54,3 g, 548 mmol) vao trong 10 phiit, duy tri nhiét
d5 bén trong du6i 10°C. Khudy hdn hop phan Gmg trong bé dd-nuéce ¢ nhiét do bén trong
1a 5°C trong 9 gio, sau d6 tur tir lam 4m dén nhiét do trong phong va khudy qua dém.
Lam lanh hdn hop phan g trong bé da-nudc va cho dung dich amoni clorua bdo hoa
trong nude (200 mL) vao trong 5 phit, duy tri nhiét do bén trong dudi 10°C trong qua
trinh bd sung. Sau d6, pha loang hdn hgp bing nudc (100 mL) va lam 4m dén nhiét do
trong phong. Chiét hn hop bang metyl tert-butyl ete (2 x 300 mL) va rira cac dich chiét
hiru co thu gom duogc bang nudc mubi (300 mL). Lam kho cac dich chiét hitu co thu
gom dugc trén natri sulfat, loc va ¢6 dac, thu dugc mét can. Cho phﬁn can nay qua nhanh
dém silicagel (300 g), rira giai bing metyl tert-butyl ete (1 L) va c6 dac dich loc, thu
duoc hop chit néu & d& muc nay (46,5 g, 109%). MS m/z 334,0 (M+Na).
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Quy trinh khac dé tong hop tert-butyl (2S,4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-oxadiazol-3-
yl)metoxy |piperidin-1-carboxylat.

Cho timg phén natri tert-butoxit (0,35 g, 3,5mmol) vao dung dich tert-butyl
(2S,4S)-4-hydroxy-2-metyl-piperidin-1-carboxylat (0,25g, 1,16 mmol) va 3-(clometyl)-
5-metyl-1,2,4-oxadiazol (0,308g, 2,32 mmol) trong N,N-dimetylformamit (3mL) trong
nito ¢ 0 °C trong 5 phut. Khu4y hdn hop phin tmg & nhiét do trong phong trong 10 phut,
sau d6 & 40 °C trong 12 gid. Lam lanh hén hop phan tmg xubng nhiét do trong phong,
sau d6 ngirng phan tng bang nuée (10mL). Tach cac 16p va chiét pha nudc bang metyl
tert-butyl ete (2x10mL). Rira céc dich chiét hitu co thu gom duoc bang dung dich lithi
clorua trong nude (5%), 1am kho trén magie sulfat, loc va c6 dac bang 4p suat thip, thu
dugc hop chét néu & d& muc nay (0,49 g, 0,7 mmol, hiéu sudt 81%, do tinh khiét 60%)
& dang diu mau nau. MS m/z 334,0 (M+Na).

Quy trinh diéu ché 5

Téng hop 5-metyl-3-[[(2S,4S)-2-metyl-4-piperidylJoxymetyl]-1,2,4-oxadiazol

hydroclorua.
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Dim binh chia tert-butyl (2S,4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-oxadiazol-3-
yl)metoxy|piperidin-1-carboxylat (4,03 g, 12,9 mmol) trong bé da-nude. Cho nho giot
dung dich axit clohydric 4 M trong 1,4-dioxan (25,9 mL, 104 mmol) vao binh nay trong
5 phut c¢6 khudy, duy tri nhiét do bén trong dudi 20 °C trong qué trinh b6 sung. Khudy
hdn hop phan tmg & nhiét do trong phong trong 1 gio, sau d6 co dic, thu duge hop chét
néu & dé muc nay (3,56 g, hiéu suit 92% trén co s& do tinh khiét 83% nhu duoc xac

dinh boi 'TH NMR. MS m/z 212,0 (M+H).

Quy trinh khéac dé tong hop 5-metyl-3-[[(2S,4S)-2-metyl-4-piperidyl]oxymetyl]-1,2,4-

oxadiazol hydroclorua.

Cho metanol (50 mL) vao tert-butyl (2S,4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-
oxadiazol-3-yl)metoxy]piperidin-1-carboxylat (12,9 g, 0,041 mol). Lam lanh hdn hop
xubng 0 °C. Cho nhé giot dung dich axit clohydric 4M trong metanol (80 mL) vao hdn
hop duoc 1am lanh nay, duy tri nhiét d6 bén trong dudi 20 °C. Sau do, khudy hdn hop
phén (mg & nhiét do trong phong trong 18 gio. Sau do, c6 dac hén hop dé loai bé dung
mai. Cho axeton (10 mL) vao va khudy hdn hgp trong 20 phut. Cho tetrahydrofuran (40
mL) vao va khudy hén hop trong 3 gio. Thu gom chét rin bang cach loc trong nito va
rira banh loc rin bang tetrahydrofuran. Sau d6, 1am kho chét rén loc duoc bang 4p suat
chan khong ¢ 45 °C trong 2 gi¢, thu duoc hop chit néu & dé muc nay vai do tinh khiét
90%. Viéc tai két tinh st dung axeton c6 thé 1am ting do tinh khiét cia hop chit néu &

dé muc nay dén 95%.
Quy trinh diéu ché 6

Tong hop 5-metyl-3-[[(2S,4S)-2-metyl-4-piperidyl]Joxymetyl]-1,2,4-oxadiazol.

Cho axit trifloaxetic (1,8 mL, 23 mmol) vao dung dich tert-butyl (25,45)-2-
metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)metoxy]piperidin-1-carboxylat  (0,49g, 1,6
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mmol) trong diclometan (10mL) trong nito. Khuéy hdn hop & nhiét do trong phong trong
3 gio. CO dic hon hop bang 4p suat thap, thu duoc diu mau vang. Hoa tan phan cin
trong metanol (5mL) va rét vao bng trao doi cation, rira giai bang metanol (2x10mL),
sau d6 12 dung dich amoniac 2 M trong metanol (10mL). C6 ddc dich loc bang ap suét
thép, thu dugc hop chét néu & dé muc nay (0,3g, 1,4 mmol, 91%). MS m/z212,0 (M+H).

Vi du thwe hién sang ché
Vidul

Téng hop N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-0xadiazol-3-yl)metoxy]-1-
piperidyl]metyl]thiazol-2-yl]axetamit.

Cho N-(4-flo-5-formyl-thiazol-2-yl)axetamit (28,3 g, 150 mmol) vao 5-metyl-3-
[[(2S.4S)-2-metyl-4-piperidyl]Joxymetyl]-1,2,4-oxadiazol hydroclorua (48,7g, 185
mmol, d6 tinh khiét 94%) trong etyl axetat (707 mL) & nhiét do trong phong. Khudy hén
hop phan (g & nhiét 0 trong phong va cho nhé giot N,N-diisopropyletylamin (34,1mL,
195 mmol) vao trong 1 phut, sau d6 cho mot 14n natri triaxetoxyborohydrua (98,5 g, 451
mmol) vao. Khudy hdn hop phéan tmg trong khéi gia nhiét 31 °C qua dém véi nhiét do
bén trong 1a 30 °C, sau d6 lam lanh trong bé da-nuée dén nhiét do bén trong 1a 5 °C.
Cho dung dich axit clohydric 2 M trong nude (226 mL) vao hdn hop trong 15 phut, duy
tri nhiét d6 bén trong dudi 10°C. Cho nude (250 mL) vao hdn hop va khudy hon hop &
nhiét do trong phong trong 5 phut. Tach céc 16p va chiét 16p hitu co bang hdn hop dung
dich axit clohydric 2 M trong nude (28 mL) trong nuée (50 mL). Khudy 16p nuée dau
tién trong bé da-nudc va cho nhé giot dung dich natri hydroxit 50% trong nuéc (25,7

mL) vao trong 10 phit, duy tri nhiét dd bén trong duéi 10 °C. Pha lodng hén hop bing
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dung dich natri bicacbonat bdo hoa trong nuéc (100 mL), sau do khudy & nhiét do trong
phong trong 10 phiit va sau d6 chiét bang etyl axetat (3 x 400 mL). Lam kho cac dich
chiét hitu co thu gom dugc trén natri sulfat, loc va co dac, thu dugc mot can. Pha loéng
16p nudc th hai tor qud trinh chiét bing axit clohydric trong nudc bang
2-metyltetrahydrofuran (200 mL) va cho hdn hop qua dém méng dit diatomit. Chuyén
dich loc vao phéu tach va tach cac 16p. Khudy 16p nuée trong bé da-nudc va cho nho
giot dung dich natri hydroxit 50% trong nudc (3,15 mL) vao trong 5 phut, duy tri nhiét
do bén trong dudi 10 °C. Pha loang hdn hop bang dung dich natri bicacbonat bao hoa
trong nudc (10 mL), sau do khudy & nhiét do trong phong trong 5 phut va sau do6 chiét
bang etyl axetat (3 x 40 mL) va 10% isopropanol trong etyl axetat (100 mL). Lam kho
cac dich chiét hitu co thu gom duogc trén natri sulfat, loc va ¢6 déc, thu dugc mot can,
két hop can nay véi cin tir phin dau tién ctia qua trinh xit ly. Cho cin thu gom duoc qua
dém silica gel (350 g), rira giai b?lng etyl axetat (3,5 L) va cd ddc dich loc, thu dugc mot
can (45,8 g).

Tinh ché can nay (47,5 g thu gom tr cac mé, 123,9 mmol) bang sdc ky nhanh,
rira giai bang 50-100% etyl axetat trong heptan. Cd ddc cic phan doan chtra sén pham
thanh mot can, tao huyén phi cin nay trong hdn hop 1:1 cia metyl-tert-butyl ete va
heptan (448 mL). Khudy hén hop khéi gia nhiét 46 °C trong 30 phut ¢ nhiét do bén trong
1a 45 °C, sau d6 1am lanh xudng nhiét do trong phong trong 2 gid c6 khudy. Loc hdn
hop, rira chit rin nay bang hdn hop 1:1 ctia metyl-tert-butyl ete va heptan (30 mL). Lam
kho chét rén loc duoc bing ap suét chan khong & 40 °C qua dém, thu dugce hop chat néu

& d& muc nay (28,5 g). MS m/z 384,0 (M+H);

[0]p?® = +33,4 ° (C=0,26, metanol).

Quy trinh khac dé tong hop N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-oxadiazol-
3-yl)metoxy]-1-piperidyl]metyl]thiazol-2-yl]axetamit.

Cho N,N-diisopropyletylamin (0,1 mL, 0,57 mmol) va natri triaxetoxyborohydrua
(0,12g, 0,57 mmol)vao dung dich N-(4-flo-5-formyl-thiazol-2-yl)axetamit (0,05g, 0,28
mmol) va 5-metyl-3-[[(2S,4S)-2-metyl-4-piperidyl]oxymetyl]-1,2,4-oxadiazol (0,04g,
0,19mmol) trong diclometan (10 mL) trong khi quyén nito. Khuéy hdn hop phan tng &
nhiét d6 trong phong trong 12 gio. R6t hdn hop phéan tng vao dung dich natri bicacbonat

-21-



35837

bdo hoa trong nude (10mL). Tach céc 16p va chiét pha nudc bang diclometan (2x10mL).
Lam kho cac dich chiét hiru co thu gom duogc trén magie sulfat, loc va c6 dic béng ap

suét thp, thu duoc diu mau da cam.

Hoa tan phan cin trong metanol (dén tong thé tich 12 9,8 ml), loc va tinh ché bang
HPLC diéu ché (Phenomenex Gemini-NX 10 Micron 50*150mm C-18) (CH3CN &
Water v6i amoni bicacbonat 10 mM duoc didu chinh d6 pH dén 9 bang amoni hydroxit,
tir 15 % dén 100% CH5CN trong 10 phat & tbe do 110ml/phut) (1 1an nap) (271/204
nm), thu duogc hop chit néu & dé muc nay (0,02g, 0,05 mmol, 28%). MS m/z 384,2
(M+H).

Vidu 1A

N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-metyl-4-[ (5-metyl-1,2,4-0xadiazol-3-yl)metoxy]-1-
piperidyl]metyl]thiazol-2-yl]axetamit & dang tinh thé.

Tao huyén phu N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-0xadiazol-3-
yl)metoxy]-1-piperidyl]metyl]thiazol-2-yl]axetamit tho (29,9g) trong 448 mL metyl tert
butyl ete 50% trong heptan ¢ 46 °C trong 30 phut. Khudy hdn hop va 1am lanh xubng
19 °C trong hai gi¢ trude khi loc, sau do rira bang metyl tert butyl ete 50% trong heptan,
thu dugc hop chit néu & d& muc nay (28,5g, hi¢u suét 95%).

Nhiéu xa bot tia X (X-Ray Powder Diffraction - XRPD) ctia hop chét cia vi du 1A

Thu dugc cac nhifu xa dd XRPD cia céc chit rin tinh thé bang cach st dung may
nhidu xa bot tia X Bruker D4 Endeavor, c6 1ip nguon CuKa (L = 0,154060 nm (1,54060
A)) va thiét bi do Vantec, van hanh & 35 kV va 50 mA. Mau duoc quét trong khoéng
g6c nhiéu xa 20 tir 4 dén 40°, v6i budc g6c nhiéu xa 20 14 0,0087° va tde do quét1a 0,5
gidy/budc, va v6i do phan ky 12 0,6 mm, bd chdng tan xa c6 dinh 5,28mm, va khe do
9,5 mm. Bot kho dugc dua vao bd chira mau béng thach anh va tao bé mit tron béng
cach sir dung con truot thiy tinh. Da biét rd trong Iinh vuc tinh thé hoc 13, dbi véi mot
dang tinh thé nhat dinh bat k¥, thi cuong d6 twrong dbi clia cc dinh nhiéu xa c6 thé thay
ddi do sy dinh huéng duge vu tién xut phat tir cac yéu t6 nhu hinh thai tinh thé hodc
dang tinh thé. Khi xuét hién tac dong cua su dinh huéng duge wu tién, thi cuong do dinh
bi thay ddi, nhung céc vi tri dinh ddc trung clia dang da hinh 14 khong thay dbi. (xin
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xem, vi du, The U. S. Pharmacopeia 38 - National Formulary 35 Chapter 941
Characterization of crystalline and partially crystalline solids by X-ray powder
diffraction (XRPD) Official May 1, 2015). Ngoai ra, cling da biét 16 trong linh vurc tinh
thé hoc 13, d6i v6i mot dang tinh thé nhét dinh bat k¥, thi céc vi tr dinh & gbe c6 thé
thay dbi mot chut. Vi du, céc vi trf dinh c6 thé bi dich chuyén do sy thay doi nhiét do
hodc d6 4m ma tai d6 mAu dugc phan tich, sw dich chuyén mau hodc sy c6 mat hay
khong c6 mat cua chét ndi chuén. Trong truong hop nay, sai khac vi tri dinh vé goc
nhidu xa 260 13 + 0,2 thi s& tinh dén kha nang do cac bién ddi néu trén ma khong anh
huéng dén viéc xac dinh mot cach rd rang dang tinh thé duoc phan tich. Viéc khing
dinh dang tinh thé c6 thé dwoc thuc hién dya vao td hop duy nhét bat ky gdm cac dinh
khac biét (theo don vi °20), dién hinh 1a c4c dinh ndi bat hon. Céc nhifu xa dd dang tinh
thé, duoc thu thip & nhidt 4o méi trudong xung quanh va do am tuong déi, dugc didu

chinh theo cac dinh tiéu chuén NIST 675 & goc nhiéu xa 26 1a 8,85 va 26,77 do.

Miu  N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-0xadiazol-3-yl)metoxy]-1-
piperidylmetyl]thiazol-2-yl]axetamit tinh thé dugc diéu ché dugc dic trung hoa bing
nhiéu xa dd XRPD, sir dung nguff)n phat xa CuKa c6 cac dinh nhiéu xa (céc tri sb 2-
theta) nhu duge md ta trong Bang 1 dudi ddy. Cu thé 13, nhifu xa d chira dinh ¢ 12,1°
két hop v6i mot hodc nhiéu dinh duge chon tir nhém gom c6 15,3°, 21,6°, 22,2°, 22,7,
23,5°, 24,3°, va 26,8° v4i dung sai dbi voi cac gdc nhiéu xa 12 0,2 do.

Bang 1: C4c dinh nhiéu xa bot tia X ctua N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-

oxadiazol-3-yl)metoxy]-1-piperidylJmetyl]thiazol-2-yl]axetamit tinh thé, hop chét clia
vi du 1A.

Cuong do tuong doi
Dinh Goc (2-Theta °) +/- 0,2° (% cua dinh c6 cuong do
16n nhét)
1 7,7 9
2 10,1 9
3 12,1 100
4 15,3 50
5 18,3 11
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6 19,3 13
7 21,6 16
8 22,2 16
9 22,7 16
10 23,5 30
11 243 35
12 26,8 27

Thir nghiém enzym OGA nguoi in vitro
Tao cac protein OGA

Trinh tu nucleotit ghi ma O-GlcNAc-fS-N-axetylglucosaminidaza co chiéu dai day
di ciia nguwoi NM_012215) dugc chén vao vecto pFastBacl (Invitrogen) ¢6 nhan poly-
histidin (HIS) dau cubi N. Viéc tao baculovirus duoc thuc hién theo huéng dan cua hé
théng biéu hién Baculovirus Bac-to-Bac (Invitrogen). Céc té bao Sf9 duoc chuyén
nhiém & ndng do 1,5 x 106 té bao/mL, st dung 10 mL virut P/ trén 1 clia mdi trudng
nudi cdy va i & 28°C trong 48 gio. Céc té bao dugc quay ra, rira bing PBS va céc vién

dugc bao quan & -80°C.

Protein OGA (His-OGA) trén duoc tinh ché nhu sau: 4 L té bao dugc phan gidi
trong 200 mL dung dich dém chira 50 mM Tris, d6 pH=8,0, NaCl 300 mM, glyxerol
10%, Imidazol 10 mM, dithiothreitol (DTT) 1 mM, Triton™ X-100 0,1%, 4 vién nén
chét wc ché proteaza (hoan toan khong chita EDTA, Roche) trong 45 phut & 4°C. Sau
d6, dich phan gii té bao duoc quay trong 40 phut & 16500 vong/phut & 4°C, va dich ndi

trén mat dugce 0 v6i 6 mL nhua Ni-NTA (axit nicken-nitrilotriaxetic) trong 2 gio & 4°C.

Sau d6, chén nhua vao cOt va rura béng 50 mM Tris, d6 pH=8,0, 300 mM NacCl,
10% glyxerol, 10 mM imidazol, 0,1% Triton™ X-100, 1 mM DTT, sau d6 bing 50 mM
Tris, d6 pH=8.,0, 150 mM NaCl, 10 mM imidazol, 10% glyxerol, 1 mM DTT. Cac
protein nay dugc rirara béng 50 mM Tris, d6 pH=8,0, 150 mM NaCl, 300 mM imidazol,
10% glyxerol, 1 mM DTT. C6 dic cac phan doan chtra His-OGA thu gom dugc dén 6
ml va nap vao Superdex75 (16/60). Protein nay duoc rira ra bang 50 mM Tris, do
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pH=8,0, 150 mM NaCl, 10% glyxerol, 2 mM DTT. Cac phan doan chira His-OGA dugc
thu gom va ndng do protein duge xac dinh bang BCA (Bradford Colorimetric Assay).

Thir nghiém enzym OGA

Enzym OGA xtc tac cho qué trinh loai bé O-GlcNAc ra khéi cac protein nhan té
bao chét. Dé xac dinh hoat tinh ndy, floresxein di-N-axetyl-B-N-axetyl-D-glucosaminit
(FD-GlcNAc, Kim, Eun Ju; Kang, Dae Ook; Love, Dona C.; Hanover, John A.
Carbohydrate Research (2006), 341(8), 971-982) dugc st dung lam co chét & ndng do
cudi 1a 10 uM (& phuong céch thtt nghiém ding 96 16) hodc 6,7 uM (& phuong céch thir
nghiém diing 384 18). Co chat sinh huynh quang nay phat huynh quang khi cét béi OGA,
nén c6 thé xac dinh hoat tinh enzym béng viéc tang phat huynh quang nhén biét dugc &
535 nm (kich thich & 485nm).

Dung dich dém thtr nghiém dugc chun bi sao cho c¢6 ndng do cubi 1a 50 mM
H,NaPO3-HNa,PO3, 0,01% anbumin huyét thanh bo va 0,01% Triton™ X-100 trong
nuée, & do pH=7. Nong do enzym cudi 1a 3 nM (& phuong cach thir nghiém 96 16) hoac
3,24 nM (& phuong céach thtr nghiém 384 16). Ca hai phuong cach thir nghiém nay cho

két qua vé co ban 1 twong duong.

Céc hop chat thir nghiém dwgc pha lodng trong dimetyl sulfoxit tinh khiét
(DMSO), str dung duong cong dap ung ndng d6 gdbm muoi diém. Nong do toi da cua
hop chét trong hdn hop phan ung 1a 30 pM. Cac hop chéit & ndng do thich hgp duge 4
trudc voi enzym OGA trong 30 phut truée khi phan Ung bét dau nho bd sung co chit.
Cho cac phan tng xdy ra trong 60 phut & nhiét do trong phong. Sau do, khong ding
phan tng lai, ma xdc dinh mirc phat huynh quang. Cac gia tri ICso dugc tinh toan bing
cach 1ap dd thi log ctia hop chét theo dit liéu dugce chuin héa va ghép dit liéu vao theo

log bn théng sd.

Hop chét ctia vi du 1 dugc thit nghiém vé co ban nhu duoc mo ta trén day va ¢
ICso 12 2,36 nM = 0,786 (n=8). Dit lidu nay ching t6 ring hop chét ctia vi du 1 trc ché

hoat tinh enzym in vitro.
Thir nghi€m toan b té bao dé xac dinh su e ché hoat tinh enzym OGA

Cay t€ bao vao dia:
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Ding céc didu kién tiéu chun da biét trong linh vuc ky thudt nay, cac té bao
TRex-293 duoc cai bién cho viéc biéu hién cam tmg ctia dang P301S-1N4R ctia protein
tau két hop v6i vi cdu tric hinh 6ng dugc tao va bao quan trong mdi truong sinh trudng,
gdm c6 DMEM mirc glucoza cao (Sigma# D5796), duoc bd sung 10 % huyét thanh thai
bo khong chira tetraxyclin (Fetal Bovine Serum - FBS, Sigma F2442), 20 mM HEPES,
5 pg/mL blasticidin (Life Technologies# A11139-03) va 200 pg/mL Zeocin (Life
Technologies# R250-01). D4i vé6i cac thir nghiém nay, cac té bao duoc cdy vao dia trong
mdi trudng sinh trudng véi lugng 10000-14000 té bao trén dia trong dia Corning Biocoat
(356663) 384 15 duoc phi poly-D-Lysin, va t trong 20-24 gid trong thiét bi t té bao &
37°C/5% COy. Céc thir nghiém nay dugc thuc hién ma khong gdy cam Gng sy biéu hién

Tau.
Didu tri bang hop chit:

Céc hop chét thir nghiém dugc pha loang theo loat 1/3 trong DMSO tinh khiét,
str dung cac duong cong dap ung ndng do mudi diém va pha loang tiép bang mai trudng
sinh truedong. 20-24 gid sau khi ciy vao dia, cac té bao duogc xir Iy bang hop chét thir
nghiém trong moi trudng sinh trudng; ndng d6 t6i da cua hop chét 1a 15 pM (0,15%
DMSO). Su e ché tbi da duogc x4c dinh béng cac tri sb 1ap lai thu dugc tir viée xir 1y
bang 15 uM Thiamet G va su tc ché ti thiéu duoc x4c dinh bang céc tri s6 1ap lai thu
duoc tir vide xit Iy bing 0,15% DMSO. Cc té bao duge dua lai vao thiét biu & 37°C/5%
CO; trong 20-24 gi. Céac hop chét dugc thir nghiém 13p lai mot 1an doi v6i moi dia.

Nhudm mién dich:

Sau 20-24 gi¢ xtt Iy bang hop chit, méi truong duge 1ay ra khoi dia thir nghi¢m
va cho 25 pL dung dich formaldehyt 3,7 % (Sigma # F1635) trong DPBS (Sigma
#D8537) vio mdi 15 va 1 trong 30 phut. Sau d6, cac té bao dwge rira mot 1an bing DPBS
va sau d6 cho tham 0,1% Triton™ X-100 (Sigma# T9284). Sau 30 phut, c4c té bao dugc
rira hai 14n bing DPBS va sau d6 cho dung dich phong bé (1% BSA/DPBS/0,1%
Triton™ X-100) vio mi 15 va i trong 60 phut. Ly dung dich phong bé ra va cho 0,40-
0,33 pug/mL dung dich khang thé protein O-GIcNAc (dong RL2, Thermo, MA1072)
trong duﬁg dich phong bé vao cac té bao va dé yén qua dém & 2-8 C. Ngay hom sau, cic

té bao dugc rira hai 1an bang DPBS va cho khang thé thi cdp, Alexa Fluor 488 IgG
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khang chuét ciia dé (Life Technologies # A11001) & 2 ug/mL trong DPBS vao méi 16
va dé yén & nhiét do trong phong trong 90 phit. L4y khang thé thtr cp ra, céc té bao
duoc rira hai 1an bang DPBS va lan lugt cho dung dich DAPI (Sigma #D9564) va
ARNaza (Sigma, R6513) trong DPBS & ndng do 1 va 50 ug/mL vao mdi 16. Bia dugc
bit lai, G trong mot gio va phan tich bang Acumen eX3 hci (TTP Labtech). T4t ca cac
cong doan U va cac bude rira néu trén dugc thuc hién ¢ nhiét do trong phong, ngoai trir
d6i v6i khang thé so cép.

Phan tich va két qua:

Cac dia dugc phan tich bang thiét bi Acumen eX3, sit dung cac may phat luong
tr anh sang kich thich & 488 va 405 nm va hai mdy loc phat xa FL2 (500-530 nm) va
FL1 (420-490 nm). M4y loc FL2 1a tin hiéu twong Ung v&i khang thé protein O-GIcNAc
(RL2 clone) v may loc FL1 1a tin hiéu twong tng v6i nhan té bao (DAPI). Ty s6 Tong
FL2/Téng FL1 (Téng muc phat huynh quang ctia mi 16 khong c6 dbi twong hoac khong
chon loc quan thé) dugc sit dung dé phan tich dit liéu. Dit liéu dugc dinh chun dén mirc
trc ché t6i da bang cach tham chiéu dén viéc xir Iy bang 15 pM Thiamet G va murc {rc
ché tdi thiéu nhu dat duoc béng viéc xu ly béng 0,15% DMSO. Dir liéu duge khép vao
ung dung khép duong cong khong tuyén tinh (ham logistic 4 thong s6) va céc tri s6 ICso

duoc tinh toan va bao céo.

Hop chét ctia vi du 1 duoc thit nghiém vé co ban nhu duoc mo ta trén day va c6
1Cs0 12 21,9 nM % 7,3 (n=5). Dit liéu nay cho thiy ring hop chat ctia vi du 1 ttc ché hoat
tinh enzym OGA trong thir nghiém té bao.
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YEU CAU BAO HO

1. Hop chét c6 cong thirc:
\F,>_/ s o
N S PV

hoac muoi dugc dung cia no.

2. Hop chit theo diém 1, trong d6 metyl & vi tri 2 ¢6 céu hinh cis d6i v6i oxy & vi tri 4

trén vong piperidin:
SN /O@
0.7 1/\ S 0
N
F NA”JK

hodc mudi duge dung cua no.

3. Hop chét theo diém 1 hodc diém 2, trong d6 hop chét nay 1a N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-
metyl-4-[(5-metyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)metoxy]-1-piperidyl|metyl]thiazol-2-
yl]Jaxetamit, hodc mudi duge dung ctia no.

4. Hop chét theo diém 3, trong d6 hop chét nay 1a N-[4-flo-5-[[(2S,4S)-2-metyl-4-[(5-
metyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)metoxy]- 1-piperidylJmetyl]thiazol-2-ylJaxetamit.

5. Hop chat theo diém 4, trong d6 hop chét nay ¢ dang tinh thé.

6. Hop chit theo diém 5, trong d6 hop chét nay duoc dic trung bsi dinh trong phd nhiu
xa bot tia X c6 goc nhiéu xa 2-theta 1a 12,1° két hop v6i mot hodc nhiéu dinh duoc chon
tir nhom bao gdm 15,3°, 21,6°, 22,2°, 22,7°, 23,5°, 24,3°, va 26,8°, voi dung sai d6i voi
cac goéc nhidu xa 1a 0,2 do.

7. Dugc phdm chira hop chit theo diém bat ky trong sb cic diém tir 1 dén 6, hoac mudi
duoc dung cta n6, cung v6i mot hodc nhiéu ta dugc, chét pha loang, hodc chét mang

duoc dung.
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8. Quy trinh bao ché dugc pham, trong d6 quy trinh nay bao gb6m buéc tron 1an hop chét
theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, hoac mubi duoc dung cuia né, cing véi

mot hoac nhiéu ta dugc, chét pha loang, hodc chét mang dugc dung.
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