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CDK4/6 tét. Tinh thé ciia hop chit duoc biéu thi boi cong thire (I). Trong cong thirc nay,
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Linh viee kj thuét dwoc dé cap dén

Séng ché dé cap dén cac tinh thé cta hop chat pyrido[3,4-d]pyrimidin hodc
solvat ciia né ma c6 hoat tinh tc ché khéang kinaza phu thudc xyclin 4 va/hoac kinaza
phu thudc xyclin 6 (sau day goi tit 1a “CDK4/6”) va hitu ich d6i véi viée phong ngira
hoic diéu tri viém khép dang thdp, chimg xo cimg dong mach, xo phdi, nhdi mau

ndo va/hodc ung thu.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Céc chat trc ché CDK4/6 c6 thé duoc st dung dé diéu tri cic bénh tat khac nhau
do sy tang trudng té bao bat thudong, bao gdm ung thu, réi loan tim mach, bénh thén,
nhiém khuin dic hiéu va bénh tu mién, va duogc ky vong cé hi€u qua trong viéc diéu
tri viém khép dang the“ip, ching xo cing dong mach, xo phéi, nhdi mau ndo, va ung
thu. Nhimg 1y do tai sao viéc kim ham chu ky t& bao va ngin can su phét trién cia té
bao thong qua su tc ché CDK duogc ky vong s€ c6 hi€u qua trong chita tri cac tinh
trang nay dua trén céc phat hién k¥ thuat sau day.

Viém khdp dang thp dugc biét dén bao gém su hinh thanh dich ri viém khép
thong qua su tdng sinh qua mic cua cac té bao hoat dich. B3 c6 bao cao r%mg su téng
sinh qua mirc ndy c6 thé bi giam bang viéc cho dong vét udng chit e ché CDK4/6
(NPL 1). Phiic hop CDK4-xyclin D diéu chinh su tao ra MMP3 trong c4c té bao hoat
dich duoc tim thiy tir bénh nhan viém khép dang thip. Sy diéu chinh tiéu cuc hoat
tinh cia CDK4/6 tic ché khong chi su ting sinh ma con su tao ra MMP3 (NPL 2).

Do d6, cac chat tic ché CDK4/6 duoc ky vong thé hién ca hiéu qué e ché ddi
v6i su ting sinh ctia cac té bao hoat dich va hidu qua bao vé xuong sun trong viém
khép dang thép.

Su cam tmg biéu hién cua protein e ché chu ky t€ bao p21 véi mot vecto
adenoviral c6 hiéu qua trong mau xo phdi chudt (NPL 3).

Mitc d6 xyclin D1/CDK4 duoc biét dén 13 ting trong mau nhdi méu ndo chudt
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lién quan dén tir vong noron than kinh do thiéu mau cuc bd. Su tir vong clia t& bao
than kinh duoc giam bing cach sir dung flavopiridol, mét chit tic ché CDK khong
chon loc (NPL 4).

Quy trinh xyclin D-CDK4/6-INK4a-Rb thuong dugc phat hién trong ung thu &
ngudi do su bat thuong cua bit ky yéu t6 nao gép phan vao su phat trién cia céc té
bao ung thu, nhu 1a méit chirc ning p16INK4a, su biéu hién qui mirc xyclin D1, su
biéu hién qua mirc CDK4, hoc mét chirc ning Rb (NPL 5). Bit thudong nhu vay thic
day quy trinh chu ky t& bao tir pha G1 sang pha S, va quy trinh ndy chic chin déng
mot vai tro quan trong trong qua trinh chuyén héa gy bénh ung thu hoic sy ting
trudng bét thudng cta céc té bao ung thur.

Céc chét trc ché CDK4/6 c6 thé hidu qua, dic biét dbi véi khdi u bat thuong &
cac gen ma kich hoat hoat tinh kinaza CDK4/6, nhu cdc bénh ung thu lién quan dén
su dich chuyén xyclin D, bénh ung thu li€én quan dén sy mé rong xyclin D, cac bénh
ung thu lién quan dén su mo rong hodc boc 16 qua mirc CDK4 hodac CDKG6, va cac
bénh ung thu lién quan dén su bit hoat ciia p16. Cac chét irc ché CDK4/6 c6 thé hiéu
qué trong diéu tri cac bénh ung thu lién quan dén bat thuong vé di truyén trong bd
diéu chinh hudng nguoc dong cia xyclin D, hrong ting 1én do cic sai sét trong bd
didu chinh huéng ngugc dong.

Thuec té, nhidu hop chit ma e ché hoat tinh CDK4/6 d3 dwogc tong hop va boc
16 trong k¥ thuat, va cic hop chéit nhu vy da dwoc thir nghiém 14m sang cho diéu tri
cac bénh ung thu, nhu 1a ung thu va (NPL 6).

Hau hét cac phép tri lidu bing birc xa cép tinh va nghiém trong va cac doc tb
héa tri liéu do céc anh hudng ciia céc té bao gbe va cac té bio tién than. Chat e ché
CDK4/6 gly ra su ngimg chu ky té bao tam thoi dbi v6i cac té bao gde va tién than
sinh huyét, va bao vé chiing khoi doc tinh té bao tri lidu bang biic xa hodc héa tri
liéu. Sau khi diéu tri v6i cht e ché, cac té bao gbe va tién than sinh huyét (HSPCs)
quay trd lai tir trang thai ngu tam thoi va sau d6 hoat dong binh thuong. Do do, suc
dé khang hoa tri liéu véi viéc sir dung chat Gc ché CDK4/6 duoc ky vong tao ra su
béo vé dang ké cho tiy xuong (NPL 7).

Do d6, céc chét (rc ché CDK4/6 dwoc ky vong dé c6 hiéu qua trong diéu tri, vi
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du, viém khép dang thap, ching xo cing dong mach, xo phoi, nhoi mau néo, hodc
ung thu, va bao vé tiy xuong, dac biét, trong di€u tri viém khdép dang thap hodc ung
thu va bao v€ tiy xuong.

Céc chét tc ché CDK bao gbm CDK4/6 d3 duge mé ta trong cac PTL 1 va 2.

Danh sach tai liéu trich dan
Tai liéu sang ché

[PTL1] W0O2003/062236A

[PTL2] W0O2010/020675A
Tai liéu phi sang ché

[NPL 1] Taniguchi, K et al., Nature Medicine, quyén 5, trang 760-767 (1999)

[NPL 2] Nonomura Y et al., Arthritis & Rheumatology 2006, Jul; 54 (7): trang
2074-83

[NPL 3] American Journal Physiology: Lung Cellular and Molecular
Physiology, 2004, quyén 286, trang L.727-L733

[NPL 4] Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 2000, quyén 97, trang 10254-10259

[NPL 5] Science, quyén 254, trang 1138-1146 (1991)

[NPL 6] Guha M, Nature Biotechnology 2013, Mar; 31 (3): trang 187

[NPL 7] Journal of Clinical Investigation 2010; 120 (7): trang 2528-2536

Ban chat k§ thuit ciia sing ché
Vén dé dugc giai quyét boi sang ché

Muc dich cta sang ché 13 d& xuét hop chit pyrido[3,4-d]pyrimidin hoic solvat
ctia n6 ma thé hién hoat tinh &rc ché CDK4/6 t6t.
Céch thirc giai quyét van dé

Sau khi tién hanh cdc nghién ctru sau rong dé thu dugc cc ddi twong néu trén,
c4c nha sdng ché da phat hién thiy hop chét pyrido[3,4-d]pyrimidin ¢ cac chu tric
cu thé thé hién hoat tinh trc ché CDK4/6 tdt.

Céc nha sang ché cling phat hién thdy mot s0 hop chét nay c6 dang tinh thé ma
c6 su 6n dinh héa hoc va thich hop 1am c4c thanh phan dugc phim hoat tinh.
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Vi vdy, sang ché dé cap dén tinh thé ctia hop chét dugc biéu thi béi cong thirc
() hoic solvat ciia nd, trong d6 hop chit duoc biéu thi béi cong thire (I) duoc chon
tir nhém gdm c6:

1 ;(6-((6-((1R)- 1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido|3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on;

1-(6-((6-((1R)-1-metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridazyl)piperazin-2-on.

N )

Trong cong thirc ndy, R! biéu thi nguyén tir hydro hozc nhém Ci.3 alkyl, R2 biéu
thi nguyén tir hydro hodc nhém oxo (trong trudng hop 13 nhém oxo, R? lién két véi
vong piperazin théng qua mot lién két d6i), L biéu thi lién két don hodc nhém Ci.s
alkylen, va X biéu thi CH hoic N; véi diéu kién 13 hop chét dugc biéu thi bdi cong
thirc (I) dugc chon tir nhém gdm co:

1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-dJpyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on;

1-(6-((6-((1R)-1-metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridazyl)piperazin; va

(R)-N8-isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-N2-(5-(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-
yl)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2,8-diamin.

Hiéu qua cua sang ché

Sang ché dé xuét tinh thé ctia hop chit pyrido[3,4-d]pyrimidin hodc solvat ctia

n6 ma thé hién hoat tinh e ché CDK4/6 t6t va hitu dung nhu thube diéu tri hoic

phong ngira cua, vi du, viém khép dang thép, chimg xo climg dong mach, xo phoi,
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nhoi mau nio va/hoic ung thu.
Tinh thé theo sang ché c6 thé dugc st dung lam thanh phan dugc phdm hoat

tinh trong san xuat san pham duogc.

MO ta vin tat cac hinh vé

[FIG.1] Hinh 1 13 phd nhiéu xa bot tia X ctia Tinh thé D cua 1-(6-((6-((1R)-1-
hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridyl)piperazin-2-on.

[FIG.2] Hinh 2 12 phd nhidu xa bot tia X ciia Tinh thé A cta 1-(6-((6-((1R)-1-
hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridyl)piperazin-2-on.

[FIG.3] Hinh 3 12 phd nhidu xa bét tia X clia Tinh thé A ctia 1-(6-((6-((1R)-1-
metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridazyl)piperazin.

[FIG.4] Hinh 4 12 phd nhidu xa b6t tia X ciia Tinh thé B caa 1-(6-((6-((1R)-1-
metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridazyl)piperazin.

[FIG.5] Hinh 5 12 phd nhidu xa bét tia X ctia Tinh thé A ctia (R)-N8-
isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-N2-(5-(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-yl)pyrido[3,4-
d]pyrimidin-2,8-diamin.

[FIG.6] Hinh 6 12 phd nhifu xa bot tia X ctia Tinh thé B ciia 1-(6-((6-((1R)-1-
hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridyl)piperazin-2-on.

[FIG.7] Hinh 7 12 phd nhidu xa bét tia X ctia tinh thé (Tinh thé C) ciia solvat
cta 1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on véi dimetyl sulfoxit.

[FIG.8] Hinh 8 12 phd nhidu xa bot tia X ctia Tinh thé I cia 1-(6-((6-((1R)-1-
hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridyl)piperazin-2-on.

[FIG.9] Hinh 9 12 phd nhidu xa bét tia X ctia Tinh thé C ciia 1-(6-((6-((1R)-1-
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metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridazyl)piperazin.

[FIG.10] Hinh 10 12 phd hip thu hdng ngoai ctia Tinh thé D ciia 1-(6-((6-
((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridyl)piperazin-2-on.

[FIG.11] Hinh 11 12 phd hip thu hdng ngoai cta Tinh thé A ciia 1-(6-((6-
((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridyl)piperazin-2-on.

[FIG.12] Hinh 12 12 phd hip thu hdng ngoai ctia tinh thé (Tinh thé C) clia
solvat cta 1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-
d]Jpyrimidin-2-yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on véi dimetyl sulfoxit.

[FIG.13] Hinh 13 13 phd hip thu hdng ngoai cta tinh thé T cia 1-(6-((6-((1R)-
1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridyl)piperazin-2-on.

[FIG.14] Hinh 14 13 phd hip thu hdng ngoai ctia Tinh thé A ciia 1-(6-((6-
((1R)-1-metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridazyl)piperazin.

[FIG.15] Hinh 15 12 phd hép thu hdng ngoai cta Tinh thé C cia 1-(6-((6-
((1R)-1-metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridazyl)piperazin.

[FIG.16] Hinh 16 13 phd hip thu hdng ngoai cta Tinh thé A cla (R)-N8-
isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-N2-(5-(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-yl)pyrido[3,4-
d]pyrimidin-2,8-diamin.

[FIG.17] Cac hinh 17-1 va 17-2 12 phd NMR dang rén (3C) cta Tinh thé D
cta 1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on. Hinh 17-1 1a phd d3 thu dugc trong ché d6
6500Hz, va Hinh 17-2 12 phd da thu dugc trong ché &6 14000Hz.

[FIG.18] Hinh 18 12 ph NMR dang ran (*N) cia Tinh thé D cua 1-(6-((6-
((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridyl)piperazin-2-on.
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[FIG.19] C4c hinh 19-1 va 19-2 13 phé NMR dang rin (3C) cta Tinh thé A
ctua 1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido|3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on. Hinh 19-1 14 phd d thu dwoc trong ché do
6500Hz, va Hinh 19-2 13 phd da thu dugc trong ché d6 14000Hz.

[FIG.20] Hinh 20 13 phé NMR dang rin ('N) ctia Tinh thé A cta 1-(6-((6-
((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridyl)piperazin-2-on.

[FIG.21] C4c hinh 21-1 va 21-2 13 phé NMR dang rin (3C) cta Tinh thé A
cua 1-(6-((6-((1R)-1-metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridazyl)piperazin. Hinh 21-1 13 phé di thu duoc trong ché d6
6500Hz, va Hinh 21-2 13 phd da thu dugc trong ché 6 14000Hz.

[FIG.22] Hinh 22 13 phé NMR dang ran (*N) ctia Tinh thé A cta 1-(6-((6-
((1R)-1-metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-
pyridazyl)piperazin.

[FIG.23] Cac hinh 23-1 va 23-2 13 phd NMR dang rén (*3C) cia Tinh thé A
cua (R)-N8-isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-N2-(5-(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-
yl)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2,8-diamin. Hinh 23-1 13 phé d3 thu duoc trong ché do
6500Hz, va Hinh 23-2 14 phd d3 thu dugc trong ché 46 14000Hz.

[FIG.24] Hinh 24 13 phé NMR dang rin (**N) cta Tinh thé A cia (R)-N8-
1sopropyl-6-(1-metoxyetyl)-N2-(5-(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-yl)pyrido[3,4-
d]pyrimidin-2,8-diamin.

M0 ta chi tiét sang ché

Céc tinh thé theo sang ché dwoc dic trung boi phd nhifu xa bot tia X (XRD),
phuong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC), phd hip thu hdng ngoai bién dbdi
Fourier (sau ddy goi tat 12 “phd hip thu hdng ngoai”) va/hoic phd NMR dang ran.
Phé nhidu xa bot tia X (XRD) cua cac tinh thé ndy thé hién céc dang khéc biét, mi
tinh thé nay co cac gia tri cu thé & goc nhifu xa 26. Cac tinh thé ndy ciing thé hién
cac trang thai nhiét khac biét theo phuwong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC).

Phé hép thu hong ngoai cua cic tinh thé nay thé hién cic dang khac biét, mbi tinh
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thé nay c6 phd hap thu héng ngoai riéng véi sb séng khac biét. Phé NMR dang rin
13C clia c4c tinh thé niy thé hién cac dang khéc biét, mdi tinh thé nay cé do dich
chuyén héa hoc riéng (ppm). Phd NMR dang rén 1N cua céc tinh thé nay thé hién
céc dang khdc biét, mdi tinh thé nay c6 d6 dich chuyén héa hoc riéng (ppm).

Trong khi sang ché bao gdm tinh thé bit ky ciia mot hop chét duoc bidu thi béi
cong thirc (I), phdn mé ta sau day s€& dugc tp trung vao cac phuong an theo sing
ché, bao gdm chin tinh thé ctia ba hop chit sau day:

- 1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on (sau day goi tat 13 “Hop chit (a)”);

- 1-(6-((6-((1R)-1-metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridazyl)piperazin- (sau day goi tat 13 “Hop chat (b)”); va

- (R)-N8-isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-N2-(5-(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-
yl)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2,8-diamin (sau d4y goi tit 1a “Hop chét (c)”).

Tinh thé D ctia Hop chit (a) thé hién c4c dinh dic trung tai géc nhiéu xa 20 =
6,3°, 6,6°, 11,6, 16,9° va 20° trén phd nhidu xa bot tia X. Tinh thé D ciia Hop chat
(a) thé hién dang hinh thanh nhu dugc minh hoa & Hinh 1 trén phé nhiéu xa bét tia
X.

Tinh thé D ciia Hop chét (a) thé hién dinh thu nhiét v&i nhiét do khéi phat ngoai
suy 277°C theo phuong phép phan tich nhiét quét vi sai (DSC).

Tinh thé D ctia Hop chét (a) thé hién c4c dinh hip thu tai céc sé séng 703 cm’,
896 cm™ va 3418 cm™ trén phd hép thu hdng ngoai khac biét da thu dugc theo phuong
phép KBr. Tinh thé D ctia Hop chét (a) ciing thé hién dd thi phd hép thy hdng ngoai
nhu dugc minh hoa trong Hinh 10.

Tinh thé D ctia Hop chat (a) thé hién d6 dich chuyén hoéa hoc 13 136,0ppm,
111,2ppm, 105,1ppm, 101,8ppm, 52,7ppm, 49,6ppm, 42,9ppm, 23,8ppm va 18,5
ppm trén phd NMR dang rén 3C. Tinh thé D cua Hop chét (a) ciing thé hién db thi
phd NMR dang ran 13C nhu dugc minh hoa trong Hinh 17-1 (6500Hz) va Hinh 17-2
(14000Hz).

Tinh thé D cia Hop chét (a) thé hién do dich chuyén hda hoc tai 248,6ppm,
245, 7Tppm, 229,2ppm, 214,5ppm, 174,3ppm, 86,5ppm, 54,7ppm va -12,4ppm trén

-O-
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ph6 NMR dang rin “N. Tinh thé D ctua Hop chit (a) ciing thé hién db thi phd NMR
dang ran N nhu duoc minh hoa trong Hinh 18.

Tinh thé A ctia Hop chét (a) thé hién cac dinh khac biét tai cic goc nhidu xa 20
=5,3°,7,3° 10,3°, 15,1° va 17,4° trén phd nhiéu xa bot tia X. Tinh thé A cia Hop
chét (a) cling thé hién mét dang nhu dugc minh hoa trong Hinh 2 trén phé nhiéu xa
bot tia X.

Tinh thé A ctia Hop chét (a) thé hién dinh thu nhiét v&i nhiét d6 khoi phat ngoai
suy 277°C theo phuong phdp phan tich nhiét quét vi sai (DSC).

Tinh thé A ctia Hop chét (a) thé hién cac dinh hép thu tai cac s6 séng 874 cm’!,
1330 cm! va 3314 cm! trén phd hép thu hdng ngoai da thu duoc theo phwong phép
KBr. Tinh thé A ctia Hop chit (a) ciing thé hién db thi phé hip thu hdng ngoai nhu
dugc minh hoa trong Hinh 11.

Tinh thé A ctia Hop chét (a) thé hién cic d6 dich chuyén héa hoc 154,7ppm,
138,8ppm, 133,6ppm, 113,2pm, 101,6ppm, 100,4ppm, 67,4ppm, 51,8ppm, 26,6ppm
va 23 3ppm trén phé NMR dang ran 13C. Tinh thé A ciia Hop chét (a) ciing thé hién
dd thi phé NMR dang ran '3C nhu dwoc minh hoa trong Hinh 19-1 (6500Hz) va Hinh
19-2 (14000Hz).

Tinh thé A cua Hop chét (a) thé hién cac do dich chuyén héa hoc 243,6ppm,
86,7ppm, 56,7ppm va -12,4ppm phé NMR dang ran *N. Tinh thé A ctua Hop chit
(a) ciing thé hién d6 thi phd NMR dang ran "N nhu duoc minh hoa trong Hinh 20.

Tinh thé B ctia Hop chét (a) thé hién cic dinh khéc biét tai cac géc nhifu xa
20=5,3°,6,0°, 6,7°, 10,4° va 20,8° trén phd nhiu xa bét tia X. Tinh thé B ctia Hop
chit (a) ciing thé hién mot dang nhu dugc minh hoa trong Hinh 6 trén phd nhiu xa
bot tia X.

Tinh thé B ctia Hop chét (a) thé hién dinh thu nhiét v&i nhiét d6 khoi phat ngoai
suy 271°C theo phuong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC).

Tinh thé C ctia Hop chét (a) thé hién cac dinh khac biét tai cac gbc nhidu xa 20
=6,0°, 10,0°,13,7°, 20,3° va 23,0° trén phd nhidu xa bét tia X. Tinh thé C cia Hop
chét (a) cling thé hién mot dang nhu dugc minh hoa trong Hinh 7 trén phé nhiéu xa

bot tia X.
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Tinh thé C ctia Hop cht (a) thé hién dinh thu nhiét v6i nhiét do khéi phat ngoai
suy 100°C va 278°C theo phuong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC).

Tinh thé C ctia Hop chét (a) thé hién cac dinh hap thu tai céc sb séng 840 cml,
904 cm!, 955 cm’!, 1490 cm! va 3281 cm! trén phd hap thu hong ngoai di thu dugce
theo phuong phép KBr. Tinh thé C ctia Hop chét (a) cling thé hién d6 thi phd hip thu
héng ngoai nhu dugc minh hoa trong Hinh 12.

Tinh thé I ctia Hop chét (a) thé hién céc dinh khéc biét tai cdc gée nhifu xa 20=
5,2°,7,2°,9,5°, 14,5°, 16,5°, 20,9°, 25,0° va 27,9° trén phd nhiu xa bot tia X. Tinh
thé I ctia Hop chat (a) ciing thé hién mét dang nhu dwoc minh hoa trong Hinh 8 trén
pho nhiéu xa bot tia X.

Tinh thé I cia Hop chit (a) thé hién dinh thu nhiét véi nhiét d6 khéi phat ngoai
suy 272°C theo phuong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC).

Tinh thé I ctia Hop chét (a) thé hién cac dinh hip thu tai cic sé séng 1081 cm’!
va 1260 cm™! trén phd hép thu hdng ngoai da thu duge theo phuwong phap KBr. Tinh
thé I cia Hop chét (a) ciing thé hién db thi phd hp thu hdng ngoai nhu dugc minh
hoa trong Hinh 13.

Tinh thé A cta Hop chét (b) thé hién cac dinh khac biét tai cac gbc nhidu xa 20
=5,2°,7,6° 8,4°, 10,5°, 15,2°, 16,9°, 20,1°, 21,0°, 23,3° va 26,6° trén phd nhidu xa
b6t tia X. Tinh thé A ciia Hop chét (b) ciing thé hién mét dang nhu dwoc minh hoa
trong Hinh 3 trén phd nhiéu xa bot tia X.

Tinh thé A ctia Hop chat (b) thé hién dinh thu nhiét v&i nhiét d6 khoi phét ngoai
suy 225°C theo phuong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC).

Tinh thé A ctia Hop chét (b) thé hién cac dinh hép thu tai cic s song 1369 cm
11424 cm!, 1508 cm!, 1545 ecm! va 1566 cm! trén phd hap thy hdng ngoai. Tinh
thé A ctia Hop chat (b) thé hién db thi phd hip thu hdng ngoai nhu dugc minh hoa
trong Hinh 14.

Tinh thé A cta Hop chit (b) thé hién cac d6 dich chuyén hoéa hoc 163,4ppm,
157,6ppm, 155,5ppm, 117,8ppm, 82,2ppm, 56,1ppm va 42 3ppm trén phé NMR
dang ran '3C. Tinh thé A ciia Hop chit (b) ciing thé hién d thi phd NMR dang rin
13C nhu dugc minh hoa trong Hinh 21-1 (6500Hz) va Hinh 21-2 (14000Hz).
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Tinh thé A ctia Hop chét (b) thé hién cic d6 dich chuyén héa hoc 311,7ppm,
232,4ppm, 168,5ppm, 79,5ppm, 53,3ppm, 32,9ppm va -4,3ppm phé NMR dang rén
I5N. Tinh thé A cia Hop chat (b) ciing thé hién dd thi phd NMR dang rén N nhu
dugc minh hoa trong Hinh 22.

Tinh thé B ctia Hop chit (b) thé hién céc dinh khac biét tai cac géc nhifu xa 20
=5,2°,6,6° 8,1°,15,2°, 15,9, 16,2°, 18,8°, 20,5°, 20,8° va 21,7° trén phd nhiu xa
bot tia X. Tinh thé B ctia Hop chét (b) ciing thé hién mét dang nhu duge minh hoa
trong Hinh 4 trén phd nhiéu xa bot tia X.

Tinh thé B ctia Hop chat (b) thé hién dinh thu nhiét v&i nhiét d6 khoi phét ngoai
suy 221°C theo phuong phép phan tich nhiét quét vi sai (DSC).

Tinh thé C ctia Hop chat (b) thé hién c4c dinh khéc biét tai cac géc nhibu xa 20
=5,2°,7,6° 8,4°,10,0°, 10,5°, 11,9°, 15,2°, 17,0°, 20,9° va 21,2° trén phd nhiéu xa
bot tia X. Tinh thé C ctia Hop chét (b) ciing thé hién mét dang nhu dugc minh hoa
trong Hinh 9 trén phd nhiéu xa bot tia X. Tinh thé C ciia Hop chét (b) cling thé hién
dinh thu nhiét véi nhiét 46 khoi phéat ngoai suy 223°C theo phuong phap phan tich
nhiét quét vi sai (DSC).

Tinh thé C ctia Hop chat (b) thé hién cac dinh hip thu tai cic s séng 1369 cm-
1, 1424 cm™!, 1507 em!, 1546 cm! va 1566 cm! trén phé hap thu hong ngoai d3 thu
dugc theo phuong phép KBr. Tinh thé C cta Hop chat (b) ciing thé hién d thi phd
hép thu hdng ngoai nhu duoc minh hoa trong Hinh 15.

Tinh thé A ctia Hop chét (c) thé hién céc dinh khac biét tai cac goc nhifu xa 20
=4,8°,7,6° 8,2°,9,7°, 15,3°, 16,6°, 19,1°, 19,8°, 22.4° va 26,2° trén phd nhifu xa
bot tia X. Tinh thé A ctia Hop chit (c) ciing thé hién mét dang nhu dwoc minh hoa
trong Hinh 5 trén phé nhiéu xa bot tia X.

Tinh thé A ctia Hop chét (c) thé hién dinh thu nhiét v&i nhiét do khéi phat ngoai
suy 182°C theo phuong phép phan tich nhiét quét vi sai (DSC).

Tinh thé A ctia Hop chit (c) thé hién cac dinh hip thu tai cdc s§ song 1115 cm-
I, 1446 cm™, 1508 cm™!, 1560 cm! va 1601 cm'! trén phé hap thu hdng ngoai da thu
dugc theo phuong phap KBr. Tinh thé A ctia Hop chéat (c) thé hién db thi phé hép
thu hdng ngoai nhu dwoc minh hoa trong Hinh 16.
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Tinh thé A ctia Hop chit (c) thé hién cac do dich chuyén héa hoc 161,3ppm,
150,8ppm, 138,9 ppm, 128,1ppm, 109,8ppm, 82,7ppm, 47,6ppm, 42 5ppm,
41,5ppm, 24,5ppm va 21,7ppm trén phd NMR dang rin *C. Tinh thé A ciia Hop
chit (c) ciing thé hién d6 thi phé NMR dang ran 1*C nhu dugc minh hoa trong Hinh
23-1 (6500Hz) va Hinh 23-2 (14000Hz).

Tinh thé A ctia Hop chét (c) thé hién céc d6 dich chuyén héa hoc 242,8ppm,
233,8ppm, 219,0ppm, 171,7ppm, 86,9ppm, 54,9ppm, 11,3ppm va -5,5ppm trén phd
NMR dang rén '5N. Tinh thé A ctia Hop chét (c) ciing thé hién d6 thi phd NMR dang
ran N nhu dugc minh hoa trong Hinh 24,

Thuit ngit “cac dinh khac biét” duoc sit dung & ddy nghia la cac dinh ma duoc
quan sat chil yéu d6i véi, va 1a dic trung ctia, mdi cac tinh thé da hinh trén phd nhidu
xa bot tia X. Cac tinh thé dugc x4c dinh béi cac g6c nhidu xa dugc trich dan trong
sang ché c6 thé thé hién cac dinh khac ngoai céc dinh khac biét.

Vi tri va mat d¢ twong ung cua mdi dinh tai gbc nhiéu xa 20 trén phé nhiéu xa
bot tia X c6 thé thay dbi mot it phu thudc vao cac diéu kién do luong. Theo do, viéc
x4c dinh céc tinh thé s& duoc xac dinh dua trén toan bd su tuong tu cua cac dang
phd, tham chi mdi gié tri 20 khac mét chit. Cac tinh thé trong pham vi gii han sai
s6 dugc bao gom trong sang ché. Gidi han sai s6 ctia gia tri 20 c6 thé 13, vi dy, trong
bién d6 +0,5° hodc £0,2°. Cu thé, cac tinh thé c6 cic goc nhifu xa ma mbi gdc trong
bién d6 +0,2° dén +0,5° clia cac gia tri twong Ung néu trén s& dugce bao gdm trong
pham vi ctia tinh thé theo sang ché.

Céc tinh thé duoc bao gdm trong pham vi cic sai s6 do cac diéu kién d6i véi
phé nhifu xa bot tia X (vi dy, dung cu do ludng) cling duoc bao gdm trong sang ché.

Thuat ngir “nhiét d6 khai phéat ngoai suy” cia mot dinh trong bdi canh phép do
nhiét luong quét vi sai (DSC) c6 nghia 1a nhiét d§ ma tai d6 mot dinh thu nhiét hoac
tda nhiét bit dau, vi du, nhiét d6 khéi phét thu nhiét hodc tda nhiét dugc tinh thong
qua phép ngoai suy. Mot dinh thu nhiét hoac toa nhiét theo phép do nhiét luong quét
vi sai (DSC) c6 thé thay d6i mét chut phu thudc vao cac didu kién do luong. Mot gisi
han sai s6 ¢6 thé 1, vi dy, trong bién d¢ £5°C hodc +2°C. Cu thé, céc tinh thé c6 mot

dinh trong bién d6 +2°C dén +5°C cua gia tri twong (mg néu trén s& dugc bao gdm
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trong pham vi ca tinh thé theo sang ché.

Thong thudng, céc do dich chuyén héa hoc trén phd NMR dang ran ciing c6 thé
bao gém céc sai s6. Mot 2161 han sai s6 ctia d6 dich chuyén héa hoc c6 thé 13, vi du,
trong bién do +0,25ppm, thudng trong bién d6 +0,5ppm. Cu thé, cac tinh thé c6 cac
d6 dich chuyén hoéa hoc trong bién d6 £0,25ppm dén +0,5ppm cia gia tri tuong tng
néu trén s& dugc bao gdm trong pham vi ciia tinh thé theo sang ché. Cac sy khéc biét
trong, vi du, cac tin sé quay hoic cac dung cu do luong cé thé anh hudng dén mat
d6 hodc sw xuét hién/bién mét ctia mdi dinh.

Thong thudng, cac dinh hip thu trén phd hap thu hong ngoai ciing cé thé bao
gdm céc sai s6. Gidi han sai s ctia dinh hip thu c6 thé 13, vi du, trong bién d6 +2cm-
I thuong trong bién d6 +5cm. Cu thé, cac tinh thé c6 mdi dinh hip thu trong bién
d6 +2cm! dén +5cm! cua gid tri trong Gng néu trén s& duoc bao gdm trong pham vi
cta tinh thé theo sang ché.

Ngoai ra, d6i véi mdi phd nhidu xa bt tia X, phép do nhiét lugng quét vi sai
(DSC), phd hip thu hong ngoai, phd NMR dang ran 13C, va phd NMR dang ran 1N,
mac db c6 su khic biét gifra gid tri do ludng thuc té cla tiéu chuin tham chiéu ddi
v6i mbi tinh thé (vi du, tinh thé thu dugc bang phwong phap dugc mé ta theo cac Vi
du cua sang ché) va gia tri cu thé néu trén, cac khac biét nhu vy s& dugc chip nhan
nhu 14 sai s6 do ludng. Cu thé, cac tinh thé c6 cac gbe nhiéu xa, cac dinh thu nhiét
hodc téa nhiét, phd hip thu hong ngoai, phd NMR dang ran '*C, hoic phdé NMR dang
ran 1N ma nam trong bién d6 sai s6 duoc tinh theo cach thirc néu trén s& duoc bao

gdm trong pham vi cta tinh thé theo sang ché.

Vi du thwc hién sing ché

Céc vi du lién quan dén sang ché s& dugc mo ta ngay bay gid theo phuong phap
cua cac Vi du. Cac phuong phép tdng hop, tinh ché, va két tinh cac hop chit dwoc
md ta theo c4c vi du sau ddy chi 13 cac phwong 4n dé didu ché tinh thé theo sang ché,
va vi vy tinh thé theo sang ché khong bi gidi han béi tinh thé duoc diéu ché bang
c4c phuong phép tdng hop, tinh ché, va két tinh hop chat dugc bdc 16 theo cac vi du

sau day.

-14-



36156

CAu triic cac hop chit dang tinh thé theo cac Vi du va cac hop chit méi duge
tach ra trong sudt su téng hop duoc xac dinh bang "H-NMR hoic phuong phap khdi
phd st dung LC/MS (séc ky long/khéi phd ké).

IH-NMR dugc do véi JEOL INM-ECZ400S (400MHz). MAu tidu chuan la
TMS (tetrametylsilan) (dinh tai 0,0 ppm) déi véi dung médi CDCls hodc dimetyl
sulfoxit (dinh tai 2,49 ppm) dbi véi DMSO-d6. Véi phd 'H-NMR (400 MHz, DMSO-
ds, CD30D, hoic CDCls), d6 dich chuyén héa hoc (8: ppm) va hing s ghép cip (J:
Hz) dugc minh hoa, trong d6 s chi miii don, d chi mfii doi, t chi mii1 ba, g chi miii
bdn, brs chi mili don rong, va m chi miii da.

Céc két qua ctia phép do phd LC/MS dugce biéu thi bai [M+H]" (trong luong
phéan tir quan sat dugc (Obs. MS), vi du, proton [H]" dugc thém vao khéi lugng phan
tir [M] cta hop chét).

Phé nhidu xa tia X ctia mdi bdt tinh thé theo cac Vi du dugc quan sat theo cédc
diéu kién sau day:

Dung cu: D8 DISCOVER v6i GADDS CS dugc san xuét boi Bulker AXS Inc.,
ngudn phét tia X: Cu- Ko, (bude séng: 1,541838 (101°m)), dng dién ap hién tai: 40kv-
40mA, éng chuén truc, may ghi séc than chi dia phang bén: $300um, miy do PSP
hai chiéu, pham vi quét: 3 dén 40°.

Phép do phan tich nhiét quét vi sai cia cac mau thir trong cdc Vi du duogc thuc
hién theo cac diéu kién sau day:

Dung cu: DSC 8000 dugc san xuat boi Perkin Elmer, toc d6 gia nhiét: 10°C/
phut, mdi truong: nito, khay mau: nhom, mau thi: 0,1 gidy, pham vi quét: 25 dén
300°C.

Phd hép thy IR (KBr) ctia mdi mau trong cac Vi du dugce quan sat theo quy trinh
nén bromua kali trong phd hip thu IR duge mé ta theo cc phuong phap kiém tra
théng thuong Japanese Pharmacopoeia theo cac diéu kién thong thuong:

Dung cu: AVATAR320 Nicolet iS5 dugc thuc hién béi Thermo Fisher
Scientific, pham vi quét: 4000 dén 400cm™, gidi phap: 4cm’!, quang dudng tich liy:
16. Phé dang rdn NMR ctia mdi mau trong cic Vi du duge quan sit theo céc diéu

kién sau day:
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Dung cu: Bruker DSX300WB, céc hat nhan dugc xéac dinh: 3C va N, thoi
gian l3p xung: 5 s, ché d6 xung: CP/MAS.
Vidul

Vidu 1 mé ta Tinh thé D ciia 1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-
(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on
(Hop chit (a)).

Su tdng hop cta Hop chét (a) s& dugc mb ta.
Su téng hop ciia Hop chit (a)-1

Metyl 5-brom-2-metylthiopyrimidin-4-cacboxylat (Hop chéat (a)-1) dd duoc

N7 Br
l
O (@D
Dung dich 5-brom-2-(metylthio)pyrimidin-4-axit cacboxylic (110 g, 0,44 mol)

téng hop.
[Cong thirc hda hoc 2]

trong metanol (1,1 L) dwoc 1am mét dén 0°C véi viéc khudy, va sau d6 thionyl clorua
(50 mL, 0,66 mol) dugc thém vao timg giot. Dung dich dugc dun héi lru trong
khoang 4 gi¢. Viéc hoan thanh phan ung dugc xac nhan bai LC/MS va TLC, dung
dich ndy dugc 1am mét dén nhiét 46 phong. Thanh phan d& bay hoi duoc loai bo duéi
ap sudt giam, va chit con du dugc hoa tan trong etyl axetat (1L). Dung dich dugc ria
v6i dung dich natri cacbonat 10% (200mL) ba 14n va v6i nuée mubi bao hoa (200
mL) hai 14n. Pha hitu co thu dugc duoc siy khé trén magie sulfat anhydrit. Sau khi
thanh phﬁn chét rin dugc loc ra, chat loc ra dugc ¢6 dic. San phém thd duoc tinh ché
boi phép séc ky cot silica gel dé duoc Hop chét (a)-1 (88g, 75%).
Su tong hop Hop chit (a)-2

Hop chit (a)-2, 5-brom-2-metylthiopyrimidin-4-cacbaldehit d3 dugc téng hop.
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[Céng thirc hoa hoc 3]

~
S N CHO ((a)-2)

1,7 M dung dich cia Hop chat (a)-1 (25 g, 95 mmol) trong THF
(tetrahydrofuran) (375 mL) dugc 1am lanh véi viéc khudy dén -78°C trong dong nito.
Diisobutylaluminum hydrit (84 mL, 143 mmol) trong toluen dwgc thém tiung giot
vao dung dich, va hdn hop nay duoc khudy trong 4 gid tai -78°C. Sau khi viéc hoan
thanh phan tmg da dugc xac nhan boi TLC, metanol da dugc thém vao timg giot tai
-78°C @& 1am ngudi phan tng, va sau d6 dung dich duoc gia nhiét tir tir dén 0°C.
Dung dich dwoc hoa tan véi etyl axetat va d3 duoc loc hut théng qua tam Xelit. Chit
loc ra dugc rira véi nude mudi bio hoa (200 mL) hai 1an, pha hiru co thu duge duge
sdy khé trén magie sulfat anhydrit, va sau d6 thanh phan chét ran dwoc loc ra. Chét
loc ra duge ¢ dic dé nhan duoc hop chét tidu dé (25 g, hop chét thd). Hop chét tho
d3 duogc sir dung trong phan g sau ddy ma khéng dugc tinh ché thém.

Su tong hop Hop chit (a)-3

Hop chét (a)-3, (R)-3-(4-formyl-2-metylthiopyrimidin-5-y1)- 1-metyl-2-
propynyl benzoate, duoc tong hop.
[Cong thirc hoa hoc 4]

Z
N™
|
\S/kN/ CHO ((2)-3)

Dung dich ctia PdCl(PPhs).Cl> (7,832 g, 11,2 mmol) va dong iodua (2,12 g,
11,2 mmol) trong 1,4-dioxan (60 ml) dugc khtr khi va thanh loc véi acgon.
Diisopropyletylamin (25,29 mL, 145,1 mmol) dugc thém vao tai nhiét d¢ phong.
Dung dich niy dugc khudy trong 5 phit tai nhiét d6 phong, va mot dung dich cia
hén hop (26 g, hop chat thd) ciia Hop chét (a)-2 va (5-brom-2-metylthiopyrimidin-

4-yl)metoxymetanol trong 1,4-dioxan (50 mL) duoc thém vao tai nhiét d6 phong.
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Dung dich cia (R)-1-metylpropargyl benzoat (23,3 g, 133,9 mmol) trong 1,4-dioxan
(55 mL) sau d6 dugc thém vao timg giot tir tir, va dung dich ndy duoc khudy trong
16 gid tai nhiét 4§ phong. Phan ung nay dugc theo doi béi LC/MS. Sau khi hoan
thanh phan tmg, hdn hop nay duoc hoa tan véi etyl axetat (400 mL), va duoc loc hit
qua tdm Xelit. TAm Xelit dugc ria voi etyl axetat. Chét loc ra duoc ¢6 dic dudi ap
sudt giam. San phadm thé thu duoc duoc st dung trong phan ting sau diy khong cin
" tinh ché.

Su tong hop hén hop cta Hop chét (a)-2 va (5-brom-2-metylthiopyrimidin-4-
yl)metoxymetanol s& dugc mo ta trong Vi du Tham khao 1.
Vi du Tham khao 1

Su tong hop hén hop ctia Hop chét (a)-2 va (5-brom-2-meylthiopyrimidin-4-

yl)metoxymetanol
[Cong thitc hoa hoc 5]
3‘:; 2 Br Ni N 8r
‘x_s/"\“-"' E \S/‘L«h{’ O
' OH

Dung dich ctia Hop chét (a)-2 (25 g, 95 mmol) trong THF (375 mL) duoc lam
lanh véi viéc khudy dén -78°C trong dong nito. Dung dich 1,7 M ciia diisobutyl nhém
hydrit (84 mL, 143 mmol) trong toluen d& duoc thém vao ting giot va dung dich nay
duoc khudy trong 4 gio & -78°C. Sau khi hoan thanh phan tmg dugc xac nhan boi
TLC, metanol di duoc thém vao timg giot & -78°C dé 1am ngudi phan tmg. Dung
dich nay duoc gia nhiét tir tir dén 0°C. Dung dich ndy duogc pha lodng véi etyl axetat,
va duoc loc hut théng qua tAm Xelit. Chét loc ra dugc rira véi nude mudi bdo hoa
(200 mL) hai l4n, va pha hitu co thu duoc dugc siy khé trén magie sulfat anhydrit.
Thanh phan cht rdn duge loc ra. Chat loc ra duge ¢6 dac thanh hén hop (25 g, sin
phim tho) ciia hop chét tiéu dé. San pham thé duoc st dung trong phan tmg sau day
khong tinh ché thém.

Su tong hop Hop chit (a)-4
Hop chit (a)-4, (R)-6-(1-(benzoyloxy)etyl)-2-(metylthio)pyrido[3,4-
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d]pyrimidin-7-oxit, dugc tdng hop.
[Cong thirc hoa hoc 6]
O

XN @)

A ~N. o
N ((2)-4)

Mudi hydroxyamin monohydroclorua (8,31 g, 119,6 mmol) va natri axetat (9,81

N
A

g, 119,6 mmol) dwoc thém vao mét dung dich (260 ml) ciia Hop chét (a)-3 (26,0g,
79,8mmol) trong etanol & nhiét d6 phong, va hdn hop nay duoc khudy trong 16 gid
¢ nhiét d6 phong. Etanol (250 ml) dugc thém vao dung dich, va kali cacbonat (27,5
g, 199,4 mmol) duoc thém vao & nhiét d6 phong, va hdn hop nay dugc khuéy trong
ba gio' & 50°C. Phan tmg dugc theo doi boi LC/MS. Sau khi hoan thanh phan Ung,
hdn hop phan tmg dwoc loc hut théng qua tam Xelit. Tam Xelit duoc rira véi etyl
axetat (1,0 L) va mot luong nhé metanol. Chét loc ra dugc c¢6 dac dudi ap suét giam,
va 16p hitu co duoc siy khé trén magie sunfat anhydrit. Thanh phan chét rén dugc
loc ra. San pham thé thu dwoc duge tinh ché bang phép séc ky cot silica gel dé tao ra
Hop chit (a)-4 (13,0 g, 48 %).

Phb 'H-NMR cuta Hop chit (a)-4 1 nhu sau:

TH-NMR(CDCl3) &: 9,04 (1H,s), 8,79 (1H,s), 8,14 (2H,d,J=7,5Hz), 7,77-7,40
(4H,m), 6,66 (1H,q,J=6,3Hz), 2,65 (3H,s), 1,79 (3H,d,J=6,6Hz)
Su tdng hop Hop chét (a)-5

Hop chét (a)-5, (R)-1-(8-cloro-2-(metylthio)pyrido[3,4-d] pyrimidin-6-yl)etyl
benzoat d3 dugc tong hop.
[Cong thire hda hoc 7]

0
SORAS
\S IN/ ~N
Cl ((2)-5)

Thionyl clorua (51 ml, 704 mmol) dugc thém ting giot vao dung dich (130 ml)

ctia Hop chét (a)-4 (8,0 g, 23,5 mmol) trong diclorometan & 0°C trong dong nito.
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Dung dich nay dugc khudy trong 16 gid & nhiét d6 phong. Phan tmg dugc theo dai
béi phép sic ky 16p méng (TLC). Sau khi hoan thanh phan tmg, dung dich duoc 6
dac dudi ap sudt giam, va pha hitu co thu dwgc duoc tinh ché bang phép sic ky cot
alumin dé tao ra Hop chét (a)-5 (3,2g, 37%).
Phé '"H-NMR ciia Hop chét (a)-5 14 nhu sau: |
'H-NMR (CDCl;) 8: 9,19 (1H,s), 8,16-8,12 (2H,m), 7,68 (1H,s), 7,64-7,58 (1H,m),
7,53-7,46 (2H,m), 6,27 (1H,q,J=6,8Hz), 2,74 (3H,s), 1,81 (3H,d,J=6,4Hz)
Hop chit (a)-6

Sy téng hop Hop chit (a)-6, (R)-1-(8-(isopropylamino)-2-
(metylthio)pyrido[ 3,4-d]pyrimidin-6-yl)etyl benzoat
Cong thirc héa hoc 8

@)
Y0
\S ‘N/ _N
HN
\( ((a)-6)

Hbn hop ciia Hop chét (a)-5 (3,06 g, 8,5 mmol) va isopropylamin (18 mL) dugc
khudy trong vong mét gid & 80°C, va dung dich ndy dugc 1am mat t&i nhiét d6 phong.
Dung dich nay dwoc pha loing véi nude, va duge chiét xuit véi etyl axetat. Pha hiru
co thu duoc duoc rira vdi nudc mudi, va sau d6 duoc séy kho trén natri sunfat
anhydrit. Dung mdi bi loai b, va san phim thé dugc tinh ché bang phép sic ky cot
silica gel d& tao ra Hop chit (a)-6 (1,78 g, hiéu sudt 55%).

Phd '"H-NMR ciia Hop cht (a)-6 1 nhu sau:

TH-NMR (DMSO-ds) 8: 9,28 (1H,s), 8,08 (2H,d,J=7,4Hz), 7,70 (1H,t,J=7,4Hz), 7,57
(2H,t,J=7,7Hz), 7,05 (1H,d,J=8,0Hz), 6,99 (1H,s), 5,34 (2H,s), 4,32 (1H,m), 2,66
(3H,s), 1,25 (6H,d,J=6,5Hz)
Su téng hop Hop cht (a)-7

Hop chét (a)-7, (R)-1-(8-(isopropylamino)-2-(metylsulfonyl)pyrido[3,4-

d]pyrimidin-6-yl)etyl benzoate, da dugc téng hop.
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[Cong thtic hda hoc 9]
@)
SERNTE
|
N
SN
ON¢) HN\,/

((-7)

Oxon (peroxymonokali sulfat)(5,72 g, 9,3 mmol) dugc thém vao dung dich cua
Hop chit (a)-6 (1,78 g, 4,7 mmol) trong dung méi hdn hop cua tetrahydrofuran (47
ml) va nuéc (47 ml) & 0°C, va hdn hop nay duoc khudy trong 18 gid & nhiét do
phong. Dung dich nay duoc chiét xuit véi etyl axetat. Pha hitu co duge rira véi nude,
va duoc séy khoé trén natri sunfat khan. Dung méi bi loai bé va san phém th6 duoc
tinh ché bang phép sic ky cot silica gel dé tao ra Hop chét (a)-7 (1,61 g, hiéu suét
87%). LC/MS: (M+H)*=415,0
Su téng hop Hop chit (a)-8

Hop chit (a)-8, tert-butyl 4-(6-nitropyridin-3-yl)-3-oxopiperazin-1-cacboxylat
d3 duoc tong hop.
[Cong thirc hda hoc 10]

XOTN\/‘
© ((2)-8)

2-nito-5-brompyridin (1,01, 5,0 mol), tert-butyl 2-oxo0-4-piperazin-cacboxylat
(1,00, 5,0 mol), va xési cacbonat (3,26 g, 10,0 mmol) dugc ngung tu trong 1,4-
dioxan, va khi nito d3 dugc sui bot trong thé huyén phu trong 30 phuit. Xantphos
(4,5'-bis(diphenylphosphin)-9,9'-dimetylxanthen) 246 mg, 0,43 mmol) va
tris(dibenzylidenaxeton)dipalladi (229 mg, 0,25 mmol) dugc thém vao thé huyén
phi, va hdn hop nay duge dun hdi luu véi viée khudy trong hai gid. Dung dich nay
dugc lam mat téi nhiét dd phong, va nudc va etyl axetat dugc thém vao. Dung dich
nay dugc loc qua mot tam Xelit. Lép hitu co cua chét loc ra dugc tach riéng, va pha

¢6 nude duge chibt xuat véi etyl axetat. Cac pha hitu co thu dugc dugc két hop, va
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duoc séy kho trén natri sunfat khan. Thanh phén chit rin duoc loc ra va chét loc ra
duoc c6 dic dudi dp suét giam. Chat con du dwoc tinh ché bang phép sic ky cot silica
gel d8 tao ra Hop chét (2)-8 (1,08 g, 67%).

"H-NMR (CDCl) é: 8,67 (1H,d,J=2,4Hz), 8,32 (1H,d,J=8,8Hz), 8,15 (1H,dd,J=8.8,
2,4Hz), 4,33 (2H,s), 3,93-3,83 (4H,m), 1,51 (9H,s)

Su téng hop Hop chit (a)-9

Hop chit (a)-9, tert-butyl 4-(6-aminopyridin-3-yl)-3-oxopiperazin-1-

cacboxylat, di duoc tong hop.

[Cong thirc hda hoc 11]

© ((2)-9)
Hop chét (a)-8 (1,08 g, 3,34 mmol) dugc hoa tan trong mot hén hgp clia etanol

(45 mL) va THF (22 mL). Palladi trén cacbon (108 mg) dugc thém vao dung dich,
va hén hop nay dugc khudy trong 24 gid trong méi truong hydro. Dung dich nay
duogc loc ra qua mot tAm Xelit, va chét loc ra duoc ¢6 dac dudi ap suét giam. Chat
con du dugc tinh ché bang phép sic ky cot silica gel column dé tao ra Hop chét (a)-
9 (0,928 g, 95%).

'H-NMR (CDCly) &: 7,99 (1H,d,J=2,4Hz), 7,38 (1H,dd,J=8,8, 2,4Hz), 6,53
(1H,d,J=8,8Hz), 4.50 (2Hbrs), 4,24 (2H,s), 3,78 (2H,tJ=5,1Hz), 3,67
(2H,t,J=5,4Hz), 1,50 (9H,s)

Su téng hop Hop chit (a)-10

Hop chiét (a)-10, tert-butyl (R)-4-(6-((6-(1-(benzoyloxy) etyl)-8-
(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)pyridin-3-yl)-3-oxopiperazin-
1-cacboxylat, da dugc tdng hop.
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[Cong thic hda hoc 12]

O
N™ XY @)
|
N
HN™ N7 N
N HN
| =
OTNj
N
Boc ((2)-10)

qu chét (a)-7 (62 mg, 0,15 mmol) va Hop chét (a)-9 (88 mg, 0,30 mmol) duoc
khudy trong toluen (0,375 ml) & 100°C trong sdu ngdy. Dung dich nay dugc tinh ché
bing phép séc ky cot silica gel dé tao ra Hop chét (a)-10 (0,0092g, 10%).

'TH-NMR (DMSO) &: 10,27 (1H,s), 9,27 (1H,s), 8,33 (2H,m), 8,07 (2H,m), 7,86
(1H,m), 7,70 (1H,m), 7,58 (3H,m), 7,00 (1H,s), 6,55 (1H,d), 5,98 (1H,q), 4,27
(1H,m), 4,11 (2H,s), 3,74 (4H,m), 1,68 (3H,d), 1,45 (9H,s), 1,30 (6H,m)

Su tong hop va tinh ché Hop chit (a)

Hop chat (a), 1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-
d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on, da duoc téng hop.
[Cong thirc hda hoc 13]

N™X7 OH

|
HN)\N/ N
HN
N
T
)
N
H (a)
Axit trifloroaxetic (0,15 ml) dugc thém vao dung dich ctia Hop chat (a)-10 (9,2
mg, 0,15 mmol) trong diclorometan (0,35 ml) & nhiét d6 phong, va dung dich dugc

khudy trong mét gio. Sau khi dung dich duoc 1am bay hoi dé kho, tetrahydrofuran
(0,15 ml) va metanol (0,15 ml) dugc thém vao, va sau d6 dung dich liti hydroxit 4M
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(0,018 ml) dugc thém vao. Dung dich sau phan tmg dugc trung hoa véi axit focmic,
chét thu duoc duge tinh ché bang phép sic ky cot silica gel dé tao ra hop chét tiéu
.

"H-NMR (DMSO) &: 10,16 (1H,s), 9,26 (1H,s), 8,31 (1H,m), 8,29 (1H,s), 7,81
(1H,m), 7,00 (1H,s), 6,42 (1H,m), 5,18 (1H,d), 4,63 (1H,m), 4,27 (1H,m), 3,65
(2H,m), 3,41 (2H,s), 3,05 (2H,m), 1,39 (3H,d), 1,30 (6H,m)

San xudt tinh thé D cua Hop chit (a)

Dung dich ctia Hop chit (a) dugc tinh ché bang phép séc ky cot silica gel duge
cd dic cho t&i khi cac tinh thé duge két tha. Tinh thé D cia Hop chét (a) bang cach
nay duoc didu ché.

Panh gia Tinh thé D caa Hop chit (a)

Fig. 1 minh hoa phd nhiéu xa tia X ctia tinh thé thu duoc. Cac dinh dugc quan
sat tai 6,3°, 6,6°, 11,6°, 16,9°, va 20,0° (géc nhiéu xa 28).

Duodng cong dong nhiét béi phuong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC) c6
dinh thu nhiét & 277°C.

Fig. 10 minh hoa ph hip thu IR (KBr) ciia tinh thé. Cac géc hap thu dugc quan
sat tai 703 cm!, 896 cm! va 3418 cm! (56 song).

Céc Fig. 17-1 va 17-2 minh hoa phd dang rin 3C-NMR ciia tinh thé. Fig.17-1
thé hién ché d6 6500Hz va Fig.17-2 thé hién ché d6 14000Hz. C4c dinh dugc quan
sat tai 136,0ppm, 111,2ppm, 105,1ppm, 101,8ppm, 52,7ppm, 49,6ppm, 42,9ppm,
23,8ppm va 18,5ppm (d6 dich chuyén héa hoc).

Fig. 18 minh hoa phé dang rén ’N-NMR ciia cac tinh thé. C4c dinh dugc quan
sat tai 248,6ppm, 245,7ppm, 229,2ppm, 214,5ppm, 174,3ppm, 86,5ppm, 54,7ppm va
-12,4ppm (d6 dich chuyén héa hoc).

Vidu2

Vi du 2 giai thich Tinh thé A cua 1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-
(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on
(Hop chit (a)).

San xut Tinh thé A ciia Hop chét (a)
Tinh thé A cua Hop chit (a) duoc san xuat bang cach bién doi Tinh thé D cia
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Hop chéit (a) duoc diéu ché trong Vidu 1.

Tinh thé D duoc ngung tu trong etanol bac 5 téi 50. Thé huyén phi duoc gia
nhiét v&i viéc khudy trong séu gid, va sau d6 dugc khudy ¢ 0°C. Chét két tua duoc
thu lai béng cach locva séy thanh tinh thé.

Mic du khong cé gidi han vé lugng dung moi, thoi gian gia nhiét, diéu kién
khudy, thoi gian loc, céc théng sb nay c6 thé anh huéng t&i hiéu suét cua cac tinh
thé, d6 tinh khiét héa hoc, dwdng kinh hat, va phan b kich thudc hat. Tét nhét 1 cc
thong s6 nay duoc xac dinh mot cach thich hop. Céc tinh thé ¢6 thé duoc thu lai bing
quy trinh thong thudng bét ky, vi du, loc tu dong, loc 4p luc, loc ht, séy bﬁng nhiét,
hoic sdy bang nhiét dudi 4p suit giam.

Pénh gi4 Tinh thé A caa Hop chit (a)

Fig. 2 minh hoa phé nhifu xa tia X cua tinh thé thu dwoc. Cac dinh duoc quan
sat tai 5,3°, 7,3°, 10,3°, 15,1°, va 17,4° (géc nhiéu xa 20).

Puodng cong dong nhiét ba1 phuwong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC) co
dinh thu nhiét ¢ 277°C.

Fig. 11 minh hoa phd hép thu IR (KBr) cta tinh thé. Cac dinh hép thu dugc
quan sat tai 874 cm™, 1330 cm! va 3314cm! (s6 séng).

Céc Fig. 19-1 va 19-2 minh hoa phb dang ran 3C-NMR ciia tinh thé. Fig.19-1
thé hién ché 6 6500Hz va Fig.19-2 thé hién ché d6 14000Hz. Cac dinh duoc quan
sat tai 154,7ppm, 138,8ppm, 133,6ppm, 113,2ppm, 101,6ppm, 100,4ppm, 67 4ppm,
51,8ppm, 26,6ppm va 23,3ppm (d6 dich chuyén héa hoc).

Fig. 20 thé hién phd dang ran '"N-NMR ctia c4c tinh thé. Cac dinh duoc quan
st 243,6ppm, 86,7ppm, 56,7ppm va -12,4ppm (d6 dich chuyén héa hoc).

Vidu3

Vi du 3 giai thich Tinh thé B cia 1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-
(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on
(Hop chit (a)).

San xuét Tinh thé B ctia Hop chit (a)
Hop chét (a) dugc tinh ché nhu & Vi du 1 ngoai trir dung méi duge st dung

trong sac ky cot 1a diclorometan/metanol = 20/1, va dung dich ctia Hop chét (a) duoc
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c6 dic dén khi cac tinh thé duoc két tia. Tinh thd B ctia Hop chét (a) bang cch nay
duoc diéu ché.

Fig. 6 minh hoa phé nhiéu xa tia X cta tinh thé thu duge. Céc dinh duge quan
sat tai 5,3°, 6,0°, 6,7°, 10,4° va 20,8° (gdc nhiéu xa 26).

DPuong cong dong nhiét bdi phuwong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC) ¢6
dinh thu nhiét & 271°C.

Vidu4
San xuét Tinh thé C ctia Hop chét (a)

Dimetyl sulfoxit (5,4 mL) dugc thém vao Tinh thé D (900 mg) ciia Hop chét
(a) va hén hop dugc gia nhiét tGi 70°C. Dung dich thu dwgc dugc lam mat téi 40°C.
Axetonitril (6,75 mL) dugc thém vao, dugc 1am mat téi 15°C, sau d6 dugc khuéy
trong hai gid. Thanh phin chit rin dugc thu lai bang cach loc, dugc rira véi
axetonitril (2,5 mL), va dugc sy kho dudi 4p sut giam & 40°C dé tao ra san pham
cong cta hop chét tiéu dé (986mg, 92%) véi dimetyl sulfoxit.

Danh gia Tinh thé C ctia Hop chit (a)

Fig. 7 minh hoa phd nhiéu xa tia X cta tinh thé thu dugc. C4c dinh duoc quan
sat tai 6,0°, 10,0°, 13,7°, 20,3° va 23,0° (goc nhiéu xa 20).

Duong cong dong nhiét duoc do bang phuong phap phén tich nhiét quét vi sai
(DSC) ¢6 dinh thu nhiét & 100°C va 278°C.

Fig. 12 minh hoa phd hép thu IR (KBr) ctia tinh thé. Cac dinh hap thu dugc
quan sat tai 840 cm™, 904 cm™, 955 cm’!, 1490 cm™ va 3281 cm’! (s6 song).
Vidus
San xuAt tinh thé I ciia Hop chat (a)

Nuée (10 mL) duge thém vao Tinh thé A (500 mg) ciia Hop chét (a), hén hop
duoc khudy trong bbn ngay o nhiét d6 phong. Chét rén thu duoc duoc thu lai bang
cach loc, va duoc siy kho & 30°C dudi ap sudt giam dé tao ra hop chat tiéu dé (432
mg, 86%).

Danh gié tinh thé I cia Hop chit (a)

Fig. 8 minh hoa phd nhiéu xa tia X cta tinh thé thu duoc. Cac dinh dugc quan

sat & 5,2°,7,2°,9,5°, 14,5°, 16,5°, 20,9°, 25,0° va 27,9° (g6c nhiéu xa 20).
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Puong cong dong nhiét béi phuong phéap phan tich nhiét quét vi sai (DSC) ¢o6
dinh thu nhiét & 272°C. ‘

Fig. 13 minh hoa phd hép thu IR (KBr) ciia tinh thé. Céc dinh hap thu duoc
quan sat tai 1081 cm™ va 1260 cm™! (s séng).
Vidu6

Vi du 6 giai thich Tinh thé A cta 1-(6-((6-((1R)-1-metoxyetyl)-8-
(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-pyridazyl)piperazin-1-
yl(piperazin) (Hop cht (b)).

Su tong hop cia Hop chat (b) s& dugc mb ta ngay bay gio.
Su téng hop Hop chét (b)-1

Hop chat (b)-1, (R)-N-isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-2-(metylthio)pyrido[3,4-
d]pyrimidin-8-amin da dugc téng hop.
[Cong thirc hda hoc 14]

N T e

~ /lN/ _N

S
HN Y
((b)-1)

Hop chit (b)-1 duoc téng hop nhu trong cdc Hop chét (a)-3, (a)-4, (2)-5, va (a)-6.
'H-NMR (DMSO-de) &: 9,27 (7TH,s), 6,94 (1H,brs), 6,92 (1H,s), 4,30-4,23 (1H,m),
3,29 (3H,s), 2,66 (3H,s), 1,38 (3H,d,J=6,4Hz), 1,32-1,25 (6H,m)
Su téng hop Hop chét (b)-2
Hop chit (b)-2, (R)-N-isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-2-
(metylsulfonyl)pyrido[3,4-d]pyrimidin-8-amin, d& dugc téng hop.
[Cong thirc hda hoc 15]

N X 07

\)l\//N

SN
HN j/
((b)-2)

77\
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Oxon dugc thém vao dung dich cia Hop chit (b)-1 trong hén hop cia
tetrahydrofuran (THF) va nudc ¢ 0°C va dugc khudy trong 18 gid. San pham phan
tmg duoc chiét xuat vdi etyl axetat. Lép hitu co duge rira véi nude va dugce say kho
trén natri sunfat, anhydrit. Sau d6 dung moi bi loai bo, sdn phém thd duoc tinh ché
bing phép séic ky cot silica gel dé tao ra Hop cht (b)-2.

LC/MS: M+H)*" = 325,10
Su téng hop Hop chat (b)-3

Hop chat (b)-3, tert-butyl 4-(6-cloropyridazin-3-yl) piperazin-1-cacboxylat, da
dugc tong hop.

[Cong thirc hda hoc 16]

oy
© ((b)-3)
3,6-dicloropyridazin (5,01 g, 33,6 mmol) va tert-butylpiperazin cacboxylat
(6,88 g, 37,0 mmol) dugc hoa tan trong DMF (50 mL). Trietylamm (11,7 mL, 50,4
mmol) dugc thém vao va hon hop duoc khuéy & 80°C qua dém. Dung dich dugc lam
mét t&1 nhiét 6 phong, va nude duoc thém vao. San phdm dugc chiét xudt ba 1an véi
dung méi hon hop (50 mL) cta diclorometan va metanol (95:5) ba 14n. Pha hitu co
da két hop duoc siy kho trén magié sulfit, anhydrit, va thanh phan chat rin duge thu
lai bf“mg céch loc. Chat loc ra duge c6 dic dudi ap suét giam. San phém th6 dugc rira
v6i dietyl ete @8 tao ra Hop chit tiéu dé (b)-3 (7,0 g, 70%).
Su téng hop Hop chit (b)-4
Hop chit (b)-4, tert-butyl 4-(6-((diphenylmetylen)amino)pyridazin-3-
yl)piperazin-1-cacboxylat, da dugc téng hop.
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[Cong thirc hda hoc 17]

© ((b)-4)
Hop chét (b)-3 (59,8 mg, 0,2 mmol), benzophenon imin (43,5 mg, 0,24 mmol),

tris(dibenzylidenaxeton)dipalladi ~ (9,2mg, 0,010 mmol), BINAP (2,2'-
bis(diphenylphosphin)-1,1'-binaphtyl) (12,5 mg, 0,020 mrhol), va cesi cacbonat
(130,3 mg, 0,40 mmol) dugc ngung tu trong toluen (1,0 mL), va thé huyén phu duoc
khudy & 100°C qua dém. Sau d6 thé huyén pht dugce 1am mat t&i nhiét d6 phong,
dung dich nay dugc loc qua tAm Xelit va tAim Xelit duoc rira véi etyl axetat. Chét loc
ra thu duoc dugc rira véi nude mudi bdo hoa va duge séy kho trén magié sulfat,
anhydrit. Sau d6 thanh phan chét rén duogc loc ra, chat loc ra dugc ¢ dic dudi ap
sudt giam. Chét con du duoc tinh ché bang phép sic ky cot silica gel dé tao ra Hop
chét tidu d& (b)-4 (67 mg, 76%).
Su téng hop Hop chét (b)-5

Hop chiét (b)-5, tert-butyl 4-(6-aminopyridazin-3-yl)piperazin-1-cacboxylat, da
dugc tdng hop.
[Cong thirc hda hoc 18]

° ((0)-5)

Hop chat (b)-4 (67 mg, 0,151 mmol) duoc hoa tan trong THF (0,76 mL), va
dung dich axit xitric (0,378 mL, 0,755 mmol, 2 mol/L) dugc thém vao. Dung dich
nay dugc khudy & nhiét @6 phong qua dém. Hé théng phan tmg dugc trung hoa véi
natri hydro cacbonat b3o hoa (5 mL), va san phdm nay dwoc chiét xuat hai 1an véi
etyl axetat (5 mL). Cac pha hitu co duoc két hop va duoc sdy kho trén magié sunfat,

anhydrit. Sau d6 cac thanh phén chét rén duoc loc ra, chét loc ra duoc c6 dac duéi
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ap suat giam. San pham tho duoc rira vdi tert-butyl metyl ete (5 mL) dé tao ra Hop
chét tidu d& (b)-5 (0,30 g, 71%).

Su téng hop cac hop chét lién quan dén céc Vi du sang ché, vi du, 6-
aminopyridin-3-cacbaldehit va tert-butyl 4-[(6-aminopyridin-3-yl)metyl]piperazin-
1-cacboxylat s& dugc mé ta ngay bay giod trong cac Vi du tham khdo sau day.

Su téng hop Hop chét (b)-6

Hop éhét (b)-6, tert-butyl (R)-4-(6-((8-(isopropylamino)-6-(1-
metoxyetyl)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)pyridazin-3-yl)piperazin-1-
cacboxylat, d4 duoc téng hop.

[Cong thirc héa hoc 19]

AN NN
y HN
N T
N
)
Boc ((b)-6)

Dung dich ctia hop chét (a)-5 (708 mg, 2,2 mmol) va Hop chét (b)-5 (732 mg,
2,6 mmol) di dugc tong hop trong Vi du 1 trong toluen (5,5 ml) duoc khudy trong
ba ngay & 100°C. Sau khi dugc lam mat t6i nhiét d¢ phong, dung dich nay dugc pha
lodng vdi etyl axetat (20 ml) va diclorometan (100 ml). Dung dich dugc rira v6i nuéce
mudi bdo hoa (90 ml), sau d6 véi dung dich natri hydro cacbonat bio hoa (10 ml).
Pha hitu co d3 tach riéng duoc 1am bay hoi dé kho, va dugc tinh ché qua phép sic ky
cot silica gel dé tao ra Hop chit tiéu dé (b)-6 (510 mg, 45%).
Su téng hop Hop chat (b)

Hop chét (b), 1-(6-((6-((1R)-1-metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-
d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-pyridazyl)piperazin-1-yl(piperazin), da dugc téng hop.
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[Cong thirc hda hoc 20]

N
HNT N7 Y
|

N\l
)

N
H

(®)

Axit trifloroaxetic (0,2 ml) duoc thém vao dung dich cua Hop chat (b)-6 (33,2
mg, 0,063 mmol) trong diclorometan (0,44 ml) & nhiét 46 phong, va hdn hop nay
dugc khudy trong mét gior & nhiét d6 phong. Dung dich nay dugc c6 dic thanh kh,
va sén pham dugc tinh ché bang phuong phép sac ky long hiéu ning cao HPLC dé
tao ra Hop chit tiéu dé (23,8 mg, 88%).

'H-NMR (DMSO) &: 10,24 (1H,s), 9,20 (1H,s), 8,16 (1H,d), 7,36 (1H,d), 6,86
(1H,s), 6,35 (1H,d), 6,42 (1H,m), 4,22 (2H,m), 3,43 (4H,m), 3,26 (4H,m), 2,81
(3H,m), 1,37 (3H,d), 1,26 (6H,m)

San xuét Tinh thé A cia Hop chét (b)

Mubi axit trifloroaxetic (TFA) ctia Hop chat (b) dugc tinh ché bing phuong
phap sic ky 16ng hiéu ning cao d dugc didu ché. Mudi TFA ndy duoc khudy trong
hdn hop cua nude va diclorometan. B pH cua pha ¢ nude dugc diéu chinh thanh
kiém yéu (pH 8 t6i 9) v6i dung dich natri hydro cacbonat bdo hoa, va pha hitu co
dugc tach riéng. Sau d6 pha hitu co nay duogc rira vé1 nudce mudi bdo hoa va dugc
sdy kho trén natri sunfat, anhydrit, dung méi dugc loai bo dé tao ra Tinh thé A.
Panh gia Tinh thé A cta Hop chit (b)

Fig. 3 minh hoa phé nhiéu xa tia X cua tinh thé thu dugc. Céc dinh duoc quan
sat tai 5,2°, 7,6°, 8,4°, 10,5°, 15,2°, 16,9°, 20,1°, 21,0°, 23,3° va 26,6° (géc nhiéu xa
20).

Duodng cong dong nhiét béi phuong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC) ¢o
dinh thu nhiét & 225°C.

-31-



36156

Fig. 14 minh hoa phd hép thu IR (KBr) cta tinh th8. Céc dinh hip thu duoc
quan sét tai 1369 cm!, 1424 cm™, 1508 cm'!, 1545 cm™! va 1566 cm™! (s6 séng).

Céc Fig. 21-1 va 21-2 minh hoa phd dang rén *C-NMR ctia tinh thé. Fig. 21-1
thé hién ché d6 6500Hz va Fig. 21-2 thé hién ché d6 14000Hz. Cac dinh dugc quan
sat tai 163,4ppm, 157,6ppm, 155,5ppm, 117,8ppm, 82,2ppm, 56,1ppm va 42,3ppm
(46 dich chuyén héa hoc).

Fig. 22 minh hoa phd dang ran SN-NMR cua céc tinh thé. Cac dinh dugc quan
sattai 311,7ppm, 232,4ppm, 168,5ppm, 79,5ppm, 53,3ppm, 32,9ppm va -4,3ppm (do
dich chuyén héa hoc).

Vidu?7

Vi du 7 giéi thich Tinh thé B ctia 1-(6-((6-((1R)-1-metoxyetyl)-8-
(isopropylamino)pyrido [3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-pyridazyl)piperazin-1-
yl(piperazin) (Hop chit (b)).

San xut Tinh thé B cua Hop chit (b)

Tetrahydrofuran (0,15 ml) va metanol (0,15 ml) dugc thém vao mubi TFA da
két tha trong qua trinh san xudt Tinh thé A, va sau d6 dung dich liti hydroxit 4M
(0,018 ml) dugc thém vao. Dung dich dugc trung hoa véi axit focmic, va san pham
nay duoc tinh ché bang phép sac ky cot silica gel. Dung dich ctia Hop chat (b) duoc
¢6 dic cho t6i khi céc tinh thé két tua. Tinh thé B cta Hop chét (b) bang cich nay
dugc diéu ché.

Danh gi4 Tinh thé B ctia Hop chit (b)

Fig. 4 minh hoa phd nhiéu xa tia X cua tinh thé thu dugc. Cac dinh duge quan
sat tai 5,2°, 6,6°, 8,1°,15,2°,15,9°, 16,2°, 18,8°, 20,5°, 20,8°, va 21,7° (gbc nhiéu xa
20).

DPuong cong dong nhiét bdi phuong phap phan tich nhiét quét vi sai (DSC) ¢
dinh thu nhiét tai 221°C.

Vidu 8
San xuét tinh thé C ctia Hop chét (b)

Etanol (11 mL) dugc thém vao Tinh thé C (1,1 g) ctia Hop chit (b), va hén hop

nay duoc khudy qua dém & nhiét do phong. Thanh phan chét rin thu duge duge thu
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lai bang cach loc va dugc sdy kho & 40°C duéi ap sudt giam dé tao ra hop chét tiéu
d8 (945 mg, 86%).
Pénh gia Tinh thé C ctia Hop chit (b)

Fig. 9 minh hoa phd nhiu xa tia X cua tinh thé thu dugc. Cac dinh dugc quan
sat tai =5,2°, 7,6°, 8,4°,10,0°, 10,5°, 11,9°, 15,2°, 17,0°, 20,9° va 21,2° (gbc nhiéu
xa 20).

Duong cong dong nhiét bdi phuong phéap phéan tich nhiét quét vi sai (DSC) ¢6
dinh thu nhiét & 223°C.

Fig. 15 minh hoa phd hip thu IR (KBr) cua tinh thé. Cac dinh hip thu duogc
quan st tai 1369 cm!, 1424 cm™, 1507 cm, 1546 cm™! va 1566 cm™! (s s6ng).
Vidu9

Vi du 9 giai thich Tinh thé A cua (R)-N8-isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-N2-(5-
(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-yl)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2,8-diamin (Hop chét
(c)).

Su téng hop ctia Hop chét (c) s& dwoc mé ta ngay bay gio.

Su téng hop Hop chét (¢)-1

Hop chét (c)-1, 6-aminopyridin-3-cacbaldehit da duoc tdng hop.

[Cong thitc hda hoc 21]

((c)-1)
6-aminopyridin-3-cacbonitril (1,9 g, 16 mmol) dugc hoa tan trong THF (160

mL), va dung dich dugc 1am lanh véi viéc khudy t6i -78°C. Diisobutylaluminum
hydrit (106,5 mL, dung dich toluen 1,5M) dugc thém tir tir tng giot vao dung dich
& -78°C, dugc gia nhiét va dugc khudy téi 20°C, va duoc khudy thém trong hai gio.
Nudc biang d4 (100 mL) dwoc thém vao dung dich d& 1am nguéi phan tng. San phim
dugc chiét xuit ba 1an vé6i diclorometan (50 mL). Sau khi céc pha hitu co thu duoc
duoc két hop, dung dich nay dugc rira mot lan véi nude mudi (100 mL) va duoc séy
khé trén natri sunfat, anhydrit. Sau khi thanh phﬁn chét rén loc ra, chat loc ra duoc

cd dic dudi ap sudt giam. Chat con du dugc tinh ché bang phép sic ky silica gel dé
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tao ra Hop chat tiéu dé tho (c)-1 (1,7 g). San tham thé duoc dung cho phan Gmg tiép
theo ma khong can tinh ché thém.
Su téng hop Hop chiét (c)-2

Hop chét (c)-2, tert-butyl 4-[(6-amino pyridin-3-yl)metyl]piperazin-1-
cacboxylat d3 duoc tong hop.
[Cong thirc hda hoc 22]

O
ﬁ\o)LN/\ ﬁNHZ
LN (92

6-aminopyridin-3-cacbonitril (1,9 g, 16 mmol) dugc hoa tan trong THF (160
mL), va hén hop duoc 1am lanh véi viée khudy t&i -78°C. Diisobutylaluminum hydrit
(106,5 mL, dung dich toluene 1,5 M) dugc thém tir tir tiing giot vao dung dich & -
78°C. Hé théng duoc gia nhiét véi viée khudy t6i 20°C, va duoc khudy thém trong
hai gio. Nuéc bang da (100 mL) duoc thém vao dung dich dé 1am ngudi phan tg.
San phim duogc chiét xuit ba 1an véi diclorometan (50 mL). Sau khi céc pha hitu co
duogc két hop, dung dich nay duoc rira mét 1an véi nude mubi (100 mL) va duge sdy
khd trén natri sunfat, anhydrit. Sau khi thanh phan chat rén dugc loc ra, chét loc ra
duoc c6 diac dudi 4p sudt giam. Chét con du dugc tinh ché bang phép sic ky silica
gel dé tao ra Hop chét tidu dé thé (1,7 g).

San pham thé thu duoc (1,7 g, 13,9 mmol) va tert-butyl piperazin-1-cacboxylat
(3,2 g, 17,2 mmol) dugc hoa tan trong diclorometan (50 mL), va hdn hop nay dugc
khudy trong tam gid & nhiét d6 phong. Natri triaxetoxyborohydrit (8,84 g, 40,9
mmol) dugc thém vao dung dich va hén hop nay duoc khudy trong hai gio ¢ nhiét
d6 phong. Phan ung dugc theo ddi boi LC/MS. Sau khi hoan thanh phan ung, dung
dich natri cacbonat bdo hoa (50 mL) dugc thém vao dé lam ngudi phan Gmg. San
phim dwoc chiét xuit ba 1an véi etyl axetat (50 mL). Sau khi céc pha hitu co thu
duoc duoc két hop, dung dich ndy dugc rira mét 1an véi nuée mubi (100 mL) va
duoc séy kho trén natri sunfat, anhydrit. Sau khi thanh phén chét ran duogc loc ra,

chét loc ra duoc c6 dic dudi ap suat giam. Chét con du dugc tinh ché bang phép sic
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ky silica gel dé tao ra Hop chét tiéu dé tho (3,8 g, 81%).
Su téng hop Hop chit (c)-3

Hop chit (c)-3, tert-butyl (R)-4-((6-((8-(isopropylamino)-6-(1-
metoxyetyl)pyrido [3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino) pyridin-3-yl)metyl)piperazin-1-
cacboxylat, di dugc tong hop.
[Cong thirc hoa hoc 23]

N
BocN ((©)-3)

Hop chét Tiéu dé (c)-3 d3 dugc tong hop nhu trong Hop chat (b)-6 st dung cac
Hop chit B-2 va C-2.
Su téng hop Hop chit (c)

Su téng hop cia Hop chét (c), (R)-N8-isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-N2-(5-
(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-yl)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2,8-diamin
[Cong thirec hoa hoc 24]

=
HN
(©)
Hop chit tiéu dé duoc diéu ché véi Hop chat (c)-3 nhu trong Hop chét (a) trong

Vidu 1.
'H-NMR (CDCls) & : 9,04(1H,s), 8,34(1H,d), 8.26(1H,s), 7,74(1H,dd),
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6,84(1H,s), 6,14(1H,d), 4,41(1H,m), 4,33(1H,q), 3,492H.s), 3,41(3H,s),
2.91(4H,m), 2,46(4H,br), 1,50(3H,d), 1,36(6H,m)
San xuAt Tinh thé A cta Hop chét (c)

Dung dich ctia Hop chét (c) dugc tinh ché bing phép sic ky 1ong hiéu ning cao
HPLC d duge ¢6 dic cho t6i khi cac tinh thé két tua. Tinh thé A ctia Hop chét (c)
bang cach nay duoc diéu ché.

Danh gia Tinh thé A cia Hop chit (c)

Fig. 5 minh hoa phé nhiéu xa tia X cta tinh thé thu dugc. Cac dinh duoc quan
sat tai 4,8°, 7,6°, 8,2°,9,7°, 15,3°, 16,6°, 19,1°, 19,8°, 22,4° va 26,2° (géc nhifu xa
20).

Duong cong dong nhiét boi phuong phéap phan tich nhiét quét vi sai (DSC) co
dinh thu nhiét ¢ 182°C.

Fig. 16 minh hoa phd hép thu IR (KBr) ciia tinh thé. Cac Dinh hép thu dugc
quan sat tai 1115 cm™!, 1446 cm!, 1508 cm’!, 1560 cm™ va 1601 cm’! (s6 séng).

Chc Fig. 23-1 va 23-2 minh hoa ph dang rin '*C-NMR ctia tinh thé. Fig. 23-1
thé hién ché d6 6500Hz va Fig. 23-2 thé hién ché d6 14000Hz. C4c dinh dugc quan
sat tai 161,3ppm, 150,8ppm, 138,9ppm, 128,1ppm, 109,8ppm, 82,7ppm, 47,6ppm,
42 ,5ppm, 41,5ppm, 24,5ppm va 21,7ppm (do dich chuyén héa hoc).

Fig. 24 minh hoa phé dang rén 'SN-NMR ctia c4c tinh thé. C4c dinh dwgc quan
st tai 242,8ppm, 233,8ppm, 219,0ppm, 171,7ppm, 86,9ppm, 54,9ppm, 11,3ppm va
-5,5ppm (d dich chuyén héa hoc).

Vidu 10
Danh gi4 hoat tinh trc ché CDK4/xyclin D3 & ngudi

Céc hoat tinh trc ché CDK4/xyclin D3 & ngudi ctia cac Hop chit (a), (b), va (c)
da duoc danh gia.

Hoat tinh ttc ché CDK4/xyclin D3 & ngudi cia mdi hop chat duge x4c dinh
bang mét bd dung cu thi nghiém (QS S Assist CDK4/Xyclin D3_FP kit) c6 san tir
Carna Biosciences, Inc. B§ dung cu thi nghiém nay c6 thé x4c dinh hoat tinh kinaza
bao gdm viéc xac dinh su thay d6i ctia phan cuc huynh quang gay ra béi lién két cia

chét nén huynh quang dwgc photphoryl hod béi kinaza véi thudc thir lién két IMAP
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dua trén cong nghé IMAP ctia Molecular Devices.

Chat dém thu nghiém (10x) dugc chua trong b dung cu hoac chit dém thr
nghiém duoc san xuat trong phong thi nghiém nhu ctia b dung cu da duoc st dung
dé diéu ché cac dung dich mau. Chat dém thir nghiém (10x) dugc chtra trong bd dung
cu dugc pha lodng muoi 14n v6i nude tinh khiét dé diéu ché mot chat dém thi nghiém.
Chét dém thtt nghiém chia HEPES 20 mM (pH 7,4), Tween 20 0,01%, va
dithiothreitol 2 mM. Hop chét thir nghiém duoc diéu ché vé6i dimetyl sulfoxit
(DMSO) t6i nong d6 gap 100 1an néhg d6 cudi, va sau dé duoc pha lodng véi chit
dém thir nghiém t6i 25 1an, do d6 ndng d6 ciia dung dich hop chat thir nghiém gip
bbn 14n nong d6 cudi. Dung dich ATP(5x)/chit nén/Kim loai duoc chira trong bo
dung cu dugc pha loang véi chit dém thur nghiém td1 ndm lan trudce khi s dung.
CDK4/xyclin D3 dugc chua trong bd dung cu dugc pha lodng véi chit dém thu
nghiém t6i nong d6 gap hai lan ndng d6 cudi dé diéu ché dung dich enzim (ndng do
cudi cia CDK4/xyclin D3 14 12,5 t&i 25 ng/bé). Chét dém lién két A IMAP(5%) va
chat dém lién két B IMAP(5x) duoc pha lofing riéng v6i nude tinh khiét téi nam lan,
céc chit dém nay dugc tron sao cho ty 18 ciia chit dém lién két A IMAP va chit dém
lién két B IMAP 14 85:15, va thudc thi lién két IMAP dugc thém vao dé pha long
400 1an dé didu ché thubc thir phat hién.

Dung dich hop chét thir nghiém (5 pL) va dung dich ATP/chét nén/Kim loai (5
ul) duoc dit trén dia giéng nudi ciy té bao 384. Sau khi dung dich enzim hoic chat
dém thtr nghiém (10 pL) duge dat, dung dich nay duoc trén dé bat dau phan tmg
enzim. Téng thé tich dung dich 14 20 uL/bé, va dung dich phan tmg chira HEPES 20
mM (pH 7,4), Tween 20 0,01%, dithiothreitol 2 mM, chat nén peptit thiwong hiéu
FITC 100 nM (Carna Biosciences, Inc.), ATP100 pM, magié€ clorua 1 mM, DMSO
1%, va 12,5 t6i 25 ng/bé CDK4/xyclin D3. Sau khi phan tmg trong 45 phut & nhiét
d6 phong, thudc thir phat hién (60 pL) duoc thém vao mdi bé, phan tng duge kéo
dai thém 30 phut & nhiét 6 phong trong diéu kién chin 4nh sang. Su phan cuc huynh
quang duoc do & budc séng kich thich 485 nm va budc séng phét hién 535 nm bang
may doc microplate.

Dung dich enzim dugc thém vao va phan tram tic ché hoat tinh enzim trong hop
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chét thu nghiém dugc xdc dinh trong d6 hoat tinh enzim khi DMSO duogc thém vao
thay thé dung dich hop chit thir nghiém dugc xac dinh 13 100% va hoat tinh enzim
khi chét dém thu nghiém dugc thém vao thay thé dung dich enzim va DMSO dugc
thém vao thay thé dung dich hop chét thir nghiém dugc xac dinh 13 0%. Phan trim
trc ché d4 phil hop vé6i dudng cong phan tmg - liéu lugng dé tinh todn ndng d6 e
ché 50% dbi véi CDK4/xyclin D3.

Hoat tinh e ché ICso ctia mdi hop chit d& tic ché hoat tinh CDK4/xyclin D3
nho hon 10 nM.

Vidull
Panh gia hoat tinh trc ché CDK2/xyclin A2 & ngudi

Céc hop chit A, B, va C duoc dua ra dé danh gid hoat tinh e ché déi véi
CDK2/xyclin A2 & nguoi st dung mét bd dung cu thi nghiém (QS S Assist
CDK2/Xyclin A2_FP kit) c6 san tir Carna Biosciences, Inc. Bd dung cu ndy c6 thé
x4c dinh hoat tinh kinaza bao gdm viéc xac dinh su thay d6i phan cuc huynh quang
gdy ra boi lién két cua chét nén huynh quang dugc photphoryl héa béi kinaza véi
thudc thi IMAP dua trén cong nghé IMAP ctia Molecular Devices.

Chat dém thur nghiém (10x) dugc chira trong bd dung cu duoc pha lodng vdi
nudc tinh khiét dén mudi 1an @& didu ché chat dém thir nghiém, ma chat dém thir
nghiém nay sau d6 dugc ding dé didu ché méi dung dich. Chét dém thir nghiém chira
HEPES 20 mM (pH 7,4), Tween 20 0,01%, va dithiothreitol 2 mM. M&i hop chat
thtt nghiém dugc pha lodng véi dimetyl sulfoxit (DMSO) t&i nong d6 gép 100 1an
ndng d6 cudi va sau d6 dugc pha loing véi chit dém thir nghiém t6i 25 1an, dé ndng
d6 cua hop chat thir nghiém gp bén 1an ndng d6 cudi, & didu ché hop chat thir
nghiém. Dung dich ATP(5x)/chit nén/Kim loai cé chira trong bo dung cu duge pha
lodng v&i chét dém thir nghiém nam 1an trwde khi st dung. CDK2/xyclin A2 ¢6 trong
bd dung cu duoc pha lodng v6i chat dém thir nghiém t&i ndng do gip hai 1an ndng
do cubi dé diéu ché dung dich enzim (ndng d6 cubi cia CDK2/xyclin A2 1 2,5
ng/bé). Chét dém lién két A IMAP(5x) dugc pha lodng véi nude tinh khiét gip ndm
14n va thudc the lién két IMAP duoc thém vao dung dich pha lo3ng t&i 400 lin dé

diéu ché thudc thir phat hién.
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Dung dich hop chét thir nghiém (5 puL) va dung dich ATP/chit nén/Kim loai (5
uL) duoc dat trén dia giéng nudi ciy té bao 384. Sau khi dung dich enzim hoic chit
dém thir nghiém (10 pL) duoc dat vao, dung dich nay duoc tron dé bit dau phan tng
enzim. Tong thé tich dung dich 14 20 pL/bé, va dung dich phan tng nay chira HEPES
20 mM (pH 7,4), Tween 20 0,01%, dithiothreitol 2 mM, chit nén peptit thuong hiéu
FITC 100 nM (Carna Biosciences, Inc.), ATP 30puM, magié€ clorua 5 mM, DMSO
1%, va 2,5 ng/bé CDK2/xyclin A2. Sau phan tng trong 60 phut & nhiét d6 phong, |
thudc thir phat hién (60 pL) duoc thém vio timg bé, phan tmg tiép tuc dugc tiép tuc
trong 30 phiit & nhiét d6 phong trong diéu kién han ché dnh sang. Su phan cuc huynh
quang duoc do & budc séng kich thich 485 nm va budc séng phat hién 535 nm bing
may doc khay vi thé.

Dung dich enzim dugc thém vao va phan trim trc ché hoat tinh enzim trong hop
chét thr nghiém duoc x4c dinh trong do6 hoat tinh enzim khi DMSO duoc thém vao
thay thé dung dich hop chit thir nghiém dugc xéc dinh 1a 100% va hoat tinh enzim
khi chit dém thir nghiém duoc thém vao thay thé dung dich enzim va DMSO dugc
thém vao thay thé dung dich hop chét thir nghiém duoc xac dinh 13 0%. Phan trim
trc ché da phu hop véi dudng cong phan tng - lidu luong dé tinh toan ndng do tic
ché 50% dbi véi CDK2/xyclin A2.

Hoat tinh trc ché ICso cia mdi hop chit dbi v6i hoat tinh CDK4/xyclin D3 bang
hoic thap hon 100 nM.

Vidu 12
Piénh gia hoat tinh (e ché d6i véi CDK6/xyclin D3 & ngudi

Hoat tinh trc ché CDK6/xyclin D3 duoc x4c dinh bai Off-chip Mobility Shift
Assay (MSA). MSA nay c6 thé xac dinh hoat tinh kinaza bao gdm viéc tich riéng
cac protein b%lng cac phuong thirc khac nhau trong d6 linh dong cua dién di phu thude
vao trong luong phéan tir va sy tich dién ctia mdi protein. Hoat tinh kinaza duoc xé4c
dinh théng qua sy phan tach dién di cua céc protein c6 cac d§ am dién khac nhau phu
thudc vao ty phan su phosphoryl héa béi kinaza.

M3di dung dich duoc diéu ché vé6i chit dém thir nghiém chita HEPES 20 mM
(pH 7,5), Triton X-100 0,01%, va dithiothreitol 2 mM. M&i hop chit thir nghiém

-39-



36156

dugc pha lodng véi dimetyl sulfoxit (DMSO) té1 ndng d6 gip 100 14n ndng d6 cudi
va sau d6 duoc pha lodng véi chit dém thir nghiém t&i 25 14n, dé ndng d6 cua hop
chit thir nghiém gip bén 14n ndng dd cubi, d& diéu ché dung dich hop chat thi
nghiém. Dung dich ATP/chit nén/Kim loai da duoc diéu ché sao cho noéng d nay
gAp bén 14n ndng d6 cudi. Dung dich enzim da dugc diéu ché sao cho ndng d6 nay
gAp hai l4n ndng d6 cubi. Nong do cudi cta enzim dwoc didu chinh phtt hop trén co
sG tin hiéu boi hoat tinh enzim va hoat tinh trc ché cua hop chét kiém soét tich cuec.

Dung dich hop chat thir nghiém (5 pL) va dung dich ATP/chét nén/Kim loai (5
uL) dugc dit trén dia giéng nuédi cay té bao 384. Sau khi dung dich enzim hoic chat
dém thir nghiém (10 pL) duoc dat vao, dung dich ndy dugc tron dé bat dau phan img
enzim. Téng thé tich dung dich 12 20 pL/bé, va dung dich phan tmg chira HEPES 20
mM (pH 7,5), Triton X-100 0,01%, dithiothreitol 2 mM, chit nén peptit 1000 nM
(DYRKtide-F), ATP 300 uM, magié clorua 5 mM, DMSO 1%, va CDK6/xyclin D3
v6i ndng d6 dy dinh. Sau khi phan ting trong nim gid & nhiét dd phong, mot chat
dém két thiic (QuickScout Screening Assist MSA; Carna Biosciences, Inc.) (60 pL)
d3 duogc thém vao mdi bé dé 1am ngudi phan tng. Chét nén peptit va peptit da
phosphoryl héa trong dung dich nay duoc téng hop va dugc x4c dinh véi LabChip
3000 (Caliper Lifesciences). Kha nang phan (g kinaza d3 dugc danh gia boi ty 1¢
san phim (P/(P+S) ciia d6 cao dinh (S) ciia chit nén peptit v6i d6 cao dinh (P) cua
peptit da phosphoryl hoa.

Dung dich enzim dugc thém vao va phan trim wc ché hoat tinh enzim cta hop
chét thir nghiém da dugc xac dinh trong d6 hoat tinh enzim khi DMSO dugc thém
vao dung dich hop chét thir nghiém da dugc xac dinh 1a 100% va hoat tinh enzim khi
chit dém thir nghiém dugc thém vao dung dich enzim va DMSO dugc thém vao dung
dich hop chat thi nghiém duoc xac dinh 13 0%. Phan trdm tc ché phit hop véi dudng
cong liéu luong - phan tmg dé tinh todn ndng d6 tic ché 50% d6i véi CDK6/xyclin
D3.

Hoat tinh ttc ché ICso ctia mdi hop chit déi véi hoat tinh CDK6/xyclin D3 thap
hon 10 nM.
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Kha nang ap dung cong nghiép
Tinh thé cta hop chit theo cong thirc (I), trong d6 hop chét nay dugc biéu thi
béi cong thie (1) duge chon tir nhém gdm cé:
1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on;
1-(6-((6-((1R)-1-metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridazyl)piperazin; va
(R)-N8-isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-N2-(5-(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-
yl)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2,8-diamin.
c6 thé duge st dung nhu mét thanh phén hoat tinh dbi véi viée san xuat dugce

pham.
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YEU CAU BAO HO
1. Tinh thé ctia hop chét dugc biéu thi boi cong thue (I):

H 0
trong @6 R! biéu thi nguyén tir hydro hodc nhém C.3 alkyl, R? biéu thi nguyén
tir hydro hodc nhém oxo, L biéu thi lién két don hoic nhém Ci.3 alkylen, va X bidu
thi CH hodc N;

hodc solvat cuia no;

trong d6 hop chét duoc biéu thi boi cong thire (I) dwoc chon tir nhém bao gdm:
1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on.
1-(6-((6-((1R)-1-metoxyetyl)-8-(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-
yl)amino)-3-pyridazyl)piperazin; va
(R)-N8-isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-N2-(5-(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-
yDpyrido[3,4-d]pyrimidin-2,8-diamin.

2. Tinh thé theo diém 1, trong d6 hop chit 13 1-(6-((6-((1R)-1-hydroxyetyl)-8-

(1sopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-pyridyl)piperazin-2-on.

3. Tinh thé theo diém 2, trong d6 tinh thé nay thé hién c4c dinh tai cic géc nhifu xa

26 =6,3°, 6,6° 11,6°, 16,9° va 20° trén phé nhiéu xa bt tia X, va wu tién thé hién

mot hodc nhiéu dic tinh (i) dén (iv) duéi day:

(i) nhiét d6 khéi phat ngoai suy dbi véi dinh thu nhiét 277°C theo phuong phép
phén tich nhiét quét vi sai;

(ii) céc dinh hip thu khéc biét véi cac s séng 703 cm, 896 cm™! va 3418 cm’!
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trén phd hip thu hong ngoai str dung phwong phéap KBr;

(iii) cac dinh khac biét tai 136,0ppm, 111,2ppm, 105,1ppm, 101,8ppm, 52,7ppm,
49,6ppm, 42,9ppm, 23,8ppm, va 18,5 ppm trén phd NMR (C'?) dang rén;
(iv) cac dinh khac biét tai 248,6ppm, 245,7ppm, 229,2ppm, 214,5ppm, 174,3ppm,
86,5ppm, 54,7ppm va -12,4 ppm trén phd NMR (N'5) dang rén.
4. Tinh thé theo diém 2, trong dé tinh thé nay thé hién céac dinh tai cac goc nhiéu xa
20 =5,3°,7,3° 10,3°, 15,1° va 17,4° trén phd nhifu xa bot tia X, va wu tién thé hién
mot hodic nhidu dic tinh (i) dén (iv) dudi day:
(i) nhiét d6 khéi phat ngoai suy di v6i dinh thu nhiét 277°C theo phuong phép
phéan tich nhiét quét vi sai;
(ii) cc dinh hép thu khac biét véi cic s6 séng 874 cm™,1330 cm™! va 3314 cm’!
trén phd hip thu hong ngoai sir dung phuong phap KBr;
(iii) cac dinh khac biét tai 154,7ppm, 138,8ppm, 133,6ppm, 113,2ppm,
101,6ppm, 100,4ppm, 67,4ppm, 51,8ppm, 26,6ppm va 23,3ppm trén phé NMR
(C'?) dang rén;
(iv) Céc dinh khac biét tai 243,6ppm, 86,7ppm, 56,7ppm va -12,4 ppm trén phd
NMR (N'%) dang rén.
5. Tinh thé theo diém 2, trong d6 tinh thé nay thé hién cac dinh tai cac géc nhiéu xa
20 =5,3°,6,0° 6,7°, 10,4° and 20,8° trén phd nhidu xa bot tia X, va wu tién thé hién
mdt nhiét d6 khoi phat ngoai suy d6i véi dinh thu nhiét 271°C theo phuong phép
phéan tich nhiét quét vi sai.
6. Tinh thé theo diém 2, trong d6 tinh thé nay thé hién cic dinh tai cac géc nhiéu xa
20 =6,0°, 10,0°, 13,7°, 20,3° va 23,0° trén phd nhiéu xa bét tia X va wu tién thé hién
mot hodc nhidu dic tinh (i) d&én (i) dudi day:
(i) nhiét d6 khéi phat ngoai suy d6i véi dinh thu nhiét 100°C va 278°C theo phuong
phép phan tich nhiét quét vi sai,

(ii) cac dinh hip thu khéc biét vdi cic sb séng 840 cm, 904 cm’!, 955 em™,

-43-



36156

1490cm™! va 3281 cm! trén phd hép thu hdng ngoai st dung phwong phap KBr.
7. Tinh thé theo diém 2, trong d6 tinh thé ndy thé hién céc dinh tai cc géc nhidu xa
20 =5,2°,7,2°,9,5°, 14,5° 16,5°, 20,9°, 25,0° va 27,9° trén phd nhiéu xa bét tia X,
va uu tién thé hién mét hodc nhiéu dic tinh (i) dén (ii) dudi day:

(i) nhiét d6 khoi phat ngoai suy d6i v6i dinh thu nhiét 272°C theo phuong phap

phén tich nhiét quét vi sai;

(ii) cac dinh hip thu khéc biét vdi céc sb song 1081 cm™ va 1206 cm! trén phd

hép thu hong ngoai st dung phwong phap KBr.
8. Tinh thé theo diém 1, trong d6 hop chit 13 1-(6-((6-((1R)-1-metoxyetyl)-8-
(isopropylamino)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2-yl)amino)-3-pyridazyl)piperazin.
9. Tinh thé theo diém 8, trong d6 tinh thé nay thé hién cac dinh tai cac géc nhiéu xa
20=152°7,6° 8,4°,10,5°, 15,2°, 16,9°, 20,1°, 21,0°, 23,3° va 26,6° trén phd nhidu

xa bot tia X, va wu tién thé hién mot hodc nhiu dic tinh (i) dén (iv) dudi day:
(i) nhiét d6 khoi phat ngoai suy dbi véi dinh thu nhiét 225°C theo phuong phép
phén tich nhiét quét vi sai;
(ii) cac dinh hip thu khac biét vé6i cac sé séng 1369 cm!, 1424cm™?, 1508cm™,
1545 em! va 1566cm™! trén phd hip thu hdng ngoai st dung phuong phap KBr;

(iii) cac dinh khac biét tai 163,4ppm, 157,6ppm, 155,5ppm, 117,8ppm, 82,2ppm,
56,1ppm va 42,3ppm trén phd NMR (C'3) dang rén;

(iv) cac dinh khac biét tai 311,7ppm, 232,4ppm, 168,5ppm, 79,5ppm, 53,3ppm,
32,9ppm va -4,3ppm trén phé NMR (N') dang ran.

10. Tinh thé theo diém 8, trong d6 tinh thé nay thé hién céc dinh tai cac géc nhiéu xa
20=75,2°,6,6°8,1°, 15,2° 15,9°,16,2°, 18,8°, 20,5°, 20,8° va 21,7°, trén phd nhidu
xa bot tia X, va wu tién thé hién mot nhiét 6 khéi phat ngoai suy d6éi véi dinh thu
nhiét 221°C theo phuong phéap phan tich nhiét quét vi sai.

11. Tinh thé theo diéu 8, trong d6 tinh thé nay thé hién cac dinh tai cac géc nhiéu xa
20=752°,7,6° 8,4° 10,0°, 10,5°, 11,9°,15,2°, 17,0°,20,9° va 21,2°, trén pho nhidu

xa bot tia X, va wu tién thé hién mot hodc nhiéu dic tinh (1) dén (i1) dudi day:
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(1) nhiét d¢ khoi phat ngoat suy d6i véi dinh thu nhiét 223°C theo phwong phap
phan tich nhiét quét vi sai;
(ii) cac dinh hép thu khéc biét véi cac sé séng 1081 cm, 1424 cm!, 1507 cm!,
1546 cm! va 1566 cm! trén phd hip thu hong ngoai st dung phuong phéap KBr.
12. Tinh thé theo diém 1, trong d6 hop chit 13 (R)-N8-isopropyl-6-(1-metoxyetyl)-
N2-(5-(piperazin-1-ylmetyl)pyridin-2-yl)pyrido[3,4-d]pyrimidin-2,8-diamin.
13. Tinh thé theo diém 12, trong d6 tinh thé nay thé hién cic dinh tai cac géc nhifu
xa20=4,8°,7,6° 8,2°,9,7°,15,3°,16,6°, 19,1°, 19,8°, 22,4° va 26,2° trén phd nhiéu
xa bot tia X, va vu tién thé hién mot hoic nhiéu dic tinh (1) dén (iv) dudi day:
(1) nhiét 46 khoi phat ngoai suy d6i vé6i dinh thu nhiét 182°C theo phuong phap
phan tich nhiét quét vi sai;
(ii) cac dinh hip thu khac biét véi cac sé séng 1115 cm™, 1446cm™, 1508cm™,
1560 cm! va 1601cm! trén phd hap thu hong ngoai sir dung phuong phap KBr;

(iii) cac dinh khac biét tai 161,3ppm, 150,8ppm, 138,9ppm, 128,1ppm,
109,8ppm, 82,7ppm, 47,6ppm, 42,5ppm, 41,5ppm, 24,5ppm va 21,7ppm trén
phd NMR (C"?) dang ran;
(iv) cac dinh khac biét tai 242,8ppm, 233,8ppm, 219,0ppm, 171,7ppm, 86,9ppm,
54,9ppm, 11,3ppm va -5,5ppm trén phd NMR (N'%) dang rén.
14. Duoc phdm chira tinh thé theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 13 va chat
mang dugc dung.
15. Dugc phim dé trc ché CDKA4/6 chira tinh thé theo diém bét ky trong s6 cac diém
tir 1 dn 13 1am thanh phéan hoat tinh.
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