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(54) HOP CHAT INDOL BUQC THE MOT LAN HOAC HAI LAN DUNG LAM CHAT
UC SU SAO CHEP VIRUT GAY SOT DENGUE, DUGC PHAM VA PHUONG
PHAP TONG HQP HQP CHAT NAY

(57) Sang ché d& cap dén hop chit indol dugc thé mot 1an hodc hai 1an dé st dung lam
thudc, tot hon nita 1a dé su dung lam thudc dé diéu tri hoic ngan ngua sy lay nhiém virut
gdy st dengue. Sang ché con dé cap dén dugce pham hodc ché pham két hop cua hop chit
nay, dugc pham hodc ché phim nay de stt dung lam thudc, t6t hon nita 12 dé ngin ngura
hoac diéu tri sy lay nhiém virut giy sot dengue. Sang ché con dé cap dén phuong phap
téng hop cac hop chit nay.
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Linh vwe k§ thuit dwoc dé cip

Séng ché @& cap dén hop chét indol dugc thé mot 14n hodc hai lan dé st dung
lam thudc, t6t hon nita 1a d& st dung 1am thudc dé didu tri hodc ngin ngira su lay
nhidm virut giy sét dengue. Ngoai ra, séng ché con d& cép dén duoc phim hoic ché
phdm két hop ctia céc hop chét ndy, duoc phim hodc ché phim nay dé sir dung lam
thude, t6t hon nita 13 d& ngin ngira hoic diéu tri sy 14y nhiém virut gy s6t dengue.

Séng ché con dé cép dén phuong phap téng hop hop chit nay.
Tinh trang ky thuat ciia sang ché

Flavivirut, dugc truyén qua mudi hoic bo ve, giy ra cac bénh truyén nhiém de
doa dén tinh mang con ngudi, nhu viém ndo va s6t xut huyét. Bén typ huyét thanh
khéac biét nhung c6 lién quan gin giii cta flavivirut gdy sbt dengue di duoc biét, goi 1a
DENV-1, -2, -3, va -4. Dengue 1 bénh dia phuong & hau hét cac ving nhiét ddi va can
nhiét d6i trén thé gi6i, chii yéu & khu vyc thanh thi va nira thanh thi. Theo Td chic Y
t& Thé giéi (WHO), ct 2,5 ty nguoi thi ¢6 1 ty tré em cé nguy co nhiém DENV
(WHO, 2002). Uéc tinh c6 khoang tir 50 dén 100 tridu ca mac s6t dengue [DF],
500.000 ca méc bénh sdt dengue nghiém trong (nghia 13 sbt xuit huyét dengue [DHF]
va hoi ching sbc dengue [DSS]), va hon 20.000 ca tir vong xiy ra trén thé giéi mdi
nam. DHF trd thanh nguyén nhan hang dau clia cac ca nhip vién va tir vong & tré em &
ving dich dia phuong, Nhin chung, sbt dengue 13 nguyén nhan phd bién nhét gay bénh
virut 14y truyén qua déng vt chan khép. Do céc dot bung phat 16n gan day tai cac
qubc gia nim & chau My La Tinh, Péng Nam A va Tay Thai Binh Duong (bao gém
Brazil, Puerto Rico, Venezuela, Campuchia, Indonesia, Viét Nam, Thai Lan), nén sb
ca mic sbt dengue da ting 1én dang k& trong nhimng nim qua. Khong chi s6 ca méc sdt
dengue ting 1én vi bénh dang lan sang cac khu vuc méi, ma céc dot bung phat cé xu
hudng nghi€m trong hon.

Dé ngan ngira va/hoic kidm soat bénh c6 lién quan dén sy 1ay nhiém virut gay
sét dengue, phuong phap duy nhat hién c6 chi 14 cac chién lugc diét trir mudi dé kiém

soat vat truyén bénh. Mac du c6 tien trien trong vi€c phat trién vacxin chong lai virut
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gay sdt dengue, nhung qua trinh ndy van gip phai rat nhiéu khé khin. Céc khé khin
nay bao gém su ton tai cua hién tuong goi 13 hién tugng ting cudng phu thudc khang
thé (ADE). Viéc phuc hdi sau khi bi 14y nhiém bdi mdt typ huyét thanh tao ra sy mién
dich sudt ddi chéng lai typ huyét thanh d6 nhung chi mang lai su bio vé mét phén va
tam thoi chéng lai su 14y nhiém sau d6 bdi mot trong ba typ huyét thanh con lai. Su
lay nhifm sau d6 véi mét typ huyét thanh khéc, céc khang thé khac dang ton tai trudc
d6 tao ra phirc hop véi typ huyét thanh cta virut gy s6t dengue méi lay nhiém nhung
khong 1am trung hoa tac nhin gy bénh. Thay vao d6, virut duoc cho la chui vao té
bao mdt cach thuan lgi, dAn dén sy sao chép virut khong kiém soat va do chun virut
dat dén dinh cao hon. Trong ca su 1y nhiém nguyén phat va thi phét, 4o chuan virut
cao hon c6 lién quan dén bénh sdt dengue nghiém trong hon. Vi céc khang thé c6
ngudn gbe tir me c6 thé dé dang truyén cho tré so sinh bang cach cho con by, diéu nay
c6 thé 13 mot trong céc 1y do khién tré em bi anh huéng béi bénh sét dengue nghiém

trong hon nguoi 16n.

Tai cac khu vuc c6 hai hodc nhiéu typ huyét thanh tudn hoan déng thoi, con
duoc goi 1a vung tang dich dia phuong, nguy co méc bénh sét dengue nghiém trong
cao hon dang k& do su lay nhiém thi phat, nghiém trong hon c6 nguy co ting. Hon
nira, trong trudng hop tang dich dia phuong, xac suit xuét hién cac ching virut doc
hon tang, do d6 1am ting kha nang méc s6t xuat huyét dengue (DHF) hoic hdi ching

soc dengue.

Mudi mang dengue, bao gdbm Aedes aegypti va Aedes albopictus (mudi van),
dang di chuyén v& phia Bic trén toan cdu. Theo Trung tAm Kiém soét va Phong ngira
dich bénh Hoa Ky, ca hai loai mudi ndy hién c6 mit khép noi & Nam Texas. Su lan
rong ctia mudi mang dengue & phia Béc khong chi giéi han & M§, ma con dugc quan
sét thiy & chau Au.

Gén day (Thang 12, 2015), vacxin dengue do Sanofi Pasteur san xuit 1an dau
tién duge chip nhin & Mexico. Vacxin nay ciing dugc chip nhén & Brazil, Philippin va
El Salvador. Qua trinh xem xét dang dugc tiép tuc & cac nudc khac, ma & d6 dengue 12
vAn d& wu tién cua sirc khoe cong ddng. Tuy nhién, vacxin nay can dugc cai tién thém
nita do n6 c6 hidu luc han ché, dic biét 12 kha nang chéng lai DENV-1 va -2, hiéu luc

thip & cac ddi twong chua ting tiép xtic véi flavivirut va thoi gian ding thudc kéo dai.
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Mic di ¢6 nhimg han ché néu trén, vacxin ndy 1a yéu t6 c6 tinh chét quyét dinh
lam thay dbi tinh hinh bénh dich vi vacxin ndy sé& bao vé cho phﬁn 16n dan sb, nhung
ma chic chin khéng phai 13 tré so sinh, ngudi mang virut gdy bénh s6t dengue 16n
nhét. Ngoai ra, thdi gian ding thudc va hiéu luc rit han ché & céc ddi tuong chua tiép
xtic v6i flavivirut 1dm cho né khéng phu hop va c6 thé khéng dang gia/hiéu qua dbi
v6i nhitng ngudi di chuyén tir cac khu vyuc khong c6 bénh dich sang cac khu vyc c6
bénh dich gay sbt dengue. Nhitng han ché néu trén cta vacxin virut gy s6t dengue 13

ly do giai thich tai sao can c6 thudc khang virut gy st dengue trude khi phoi nhiém.

Hon nita, hién nay, thubc khéng virut dic higu dé didu tri hoic ngin ngira su 1ay
nhidm virut gdy sét dengue 1a chua c6 sin. RS rang, vin ¢6 nhu cdu vé y té chua dugc
d4p tmg ddi véi cac tri lidu dung d8 ngan ngira hodc diéu tri sy 14y nhiém virut & dong
vat, cu thé hon 13 & ngudi va dic biét d6i v6i sy 1y nhiém virut do Flavivirut gly ra,
cu thé hon 12 virut gdy st dengue. Van can c6 c4c hop chit c6 hidu lyc khang virut t6t,
khong c6 hodc c¢6 mirc 49 tdc dung phu thap, phd hoat dong rong chéng lai nhiéu typ
huyét thanh cta virut gy sét dengue, doc tinh thip va/hodc c6 cac dac tinh duge dong

hoc hoac duogc luc hoc tbt.

Séng ché d& xuét hop chat, din xut indol dugc thé mot 14n hodc hai lan, thé
hién hoat tinh tidm ning cao chdng lai tit ca bdn (4) typ huyét thanh cta virut gy sot
dengue. Ngoai ra, hop chét theo séng ché ciing c6 profin dugc dong hoc t6t va céc hop
chét cu thé nay thé hién d6 6n dinh bat dbi ximg dugc cai thién mot cach dang ngac
nhién.

Ban chét ky thuét ciia sing ché

Sang ché dua trén phat hién bét ngo rang it nhét mét trong s6 cac vAn dé dugc

d& cap trén day c6 thé dugc giai quyét bang cac hop chit hién nay theo sang ché nay.

Sang ché dé xuét cic hop chét dugc thdy 1a c6 hoat tinh khéng virut higu
nghiém chéng lai ca bdn (4) typ huyét thanh da dugc biét hién nay. Sang ché con
chiing 6 ring cc hop chét nay tc ché mot cach hidu qua su ting sinh cla virut gay
sbt dengue (DENV). Do d6, céc hop chét nay cAu thanh 16p hop chét hiéu nghiém hitu
dung, c6 thé dugc sir dung trong diéu tri va/hodc ngin ngira sy 1y nhiém virut & dong
vat, dong vat c6 vi va nguoi, cu thé hon dé diéu tri vd/hodc ngin nglra sy 14y nhiém

virut gy s6t dengue.
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Ngoai ra, sang ché con dé cap dén cac hop chét nay d& 1am thudc va dé san xut
thubc dé didu tri va/hoic ngin nglra su 1y nhi®m virut, cu thé sy 1ay nhiém virut thudc
ho virut gdy sot dengue & dong vat hodc dong vét c6 vu, cu thé hon 13 & ngudi. Sang
ché con @ cap dén phuong phép téng hop tAt c& cac hop chét nhu vay va dugc pham
chira chiing véi lugng hitu hiéu.

Sang ché con @& cap dén luong hitu hiéu ctia mot hodc nhiéu hop chét nhu vy,
hodc mudi dugc dung cia né tiy y két hop v6i mét hodc nhidu thudc khéac, nhu chit
khang virut khac hodc vacxin virut gy s6t dengue hoic ca hai, dé didu tri hodc ngin

ngira sy lay nhidm virut gdy sét dengue & bénh nhan can didu tri.

Theo mét khia canh, séng ché d& xuét hop chit c6 cong thic (I):

@

dang ddng phan lap thé, mudi, solvat hodc dang da hinh duge dung cua né chira
nhém indol dugc thé mot 1an hodc hai 14n; hop chét nay dugc chon tir nhém trong do:

Ri1aH, Rz 1a F va R3 1a H hodc CHs,

Ri1aH, CHsz hodc F, R2 1a OCHs vaR3 1a H,

Ri1a H, Rz 1a OCH3 va R3 1a CHs,

RilaCHs;,R21aFvaRs1a H,

Rj 12 CF3 hoac OCF3, R2 1aHvaRs la H,

Ri1a OCF3, R21a OCHs vaRs 1a H va

Ri 12 OCF3, R21a H va R3 1a CHs.

Cu thé, hop chit theo séng ché hoic dang ddng phan lap thé cta no, mubi,

solvat ho#ic dang da hinh dugc dung ctia n6 duoc chon tir nhém:
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@

dang d@)ng phén l1ap thé, mudi, solvat hodc dang da hinh dugc dung ctia nd chira
nhém indol dugc thé mot 1an hodc hai 14n; hop chét nay duoc chon tir nhém trong d6:

Ri1aH, Rz 1a F va Rs 1a H hoac CHs,

Ri1aH, CHsz hodc F, R21aOCHs vaR3 laH va

R 1a H, Ry 1a OCH;3 va R3 1a CHs,

RilaCHs,R21aF vaRs1aH,

R; 13 CF3 hodc OCF3, Ro1aHvaRsla H,

Ri11a OCF3;, R 1a OCHs; vaR3 1aH va

Ri 12 OCF3, R21a H va R3 1a CHs

dé e ché qua trinh sao chép clia virut gy s6t dengue trong mau sinh hoc hogc
bénh nhan.

Séang ché con & cap dén dugc phdm chira hop chét c6 cong thirc (I) hodic dang
déng phan lép thé, mudi, solvat hoic dang da hinh dugc dyng ciia né cling v6i mot

hodc nhiéu ta dugc, chét pha lodng hodc chit mang duogc dung.

MBS ta chi tiét sang ché
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Mubi duge dung cta hop chét cé cong thic (I) bao gbm mudi bazo va mudi
cdng axit cia no. Mubi cong axit thich hgp duge tao thanh tir axit ma tao thanh mudi

khong ddc. Mubi bazo thich hop dugc tao thanh tir bazo ma tao thinh mudi khong doc.

Hop chit theo sang ché ciing c6 thé ton tai & dang dugc solvat héa va khong
duogc solvat héa. Thudt ngit “solvat” dugc sit dung & diy dé mo ta phirc hop phén tir
chira hop chét theo sang ché va mot hodc nhidu phan tir dung mdi dugc dung, vi dy,

etanol.

Thuit ngtt “dang da hinh” chi kha nang ctia hop chét theo sang ché dé ton tai &

nhidu hon mét dang hodc céu tric tinh thé.

Hop chét theo sang ché c6 thé duge st dung du6i dang san phim két tinh hodc
v6 dinh hinh. Ching c6 thé thu duoc vi du du6i dang dém rén, bdt, hoic mang béng
cc phuong phép nhu két tua, két tinh, siy dong kho, sdy phun, hodc 1am kho bay hoi.
Chiing c6 thé dwoc sit dung mét minh hogic két hop v6i mot hodc nhiéu hop chat theo
sang ché khac hoac két hop v6i mot hodc nhiéu thudc khac. Nhin chung, chung s&
duogce st dung dudi dang ché ph'fim Kkét hop véi mdt hodc nhiéu t4 duge duge dung.
Thuét ngit “t4 duoc” dugc sit dung & ddy d& md ta thanh phén bat ky khac véi (céc)
hop chét theo sang ché. Viéc lua chon t4 duge phu thudce nhiéu vao céc yéu & nhu
céch thire st dung cu thé, anh hudng ciia t& duge dén do hoa tan va d6 on dinh, va ban

chit ctia dang li¢u lugng.

Hop chét theo séng ché hodc nhém phu bét ky ctia nd cb thé dugc tao cong thitc
thanh céc dang duoc khéc nhau cho cic muc dich sit dung. Dé 1am ché pham thich hop,
c6 thé k& dén tht ca cac ché phim thudng dugc st dung @& ding thudc toan than. Dé
bao ché dugc phim theo sing ché, lugng hitu hiéu cta hop chét cu thé, tly y & dang
mudi cong, 1am hoat chit duoc két hop trong hdn hop dugce tron nhuyén voi chit mang
duoc dung, chit mang ndy c6 thé c6 nhiu dang khac nhau tiy thudc vao dang ché
phém mong muébn dé sir dung. Céc duge phim nay t5t hon néu & dang liéu lugng don
vi thich hogp, vi dy, dé str dung qua dudng miéng hodc qua tryc trang. Vi duy, khi bao
ché ché phim & dang liéu lugng dung qua dudng miéng, mdi trudng duge thong
thudng bét ky co thé duoc sir dung nhu, vi dy, nudce, glycol, diu, ruou va cac mdi
truong tuong ty trong trudng hop cua ché phim long ding qua dudng miéng nhu

huyén pht, xi rd, cdn ngot, nhil twong, va dung dich; hodc chét mang rén nhu tinh bot,
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duong, cao lanh, chét pha lodng, chét lam tron, chit két dinh, chit 1am phén rd va céac
chét twong tu trong trudong hop cta bot, vién tron, vién nang, va vién nén. Vi dé st
dung nén vién nén va vién nang la dang don vi lidu lugng ding qua dudng miéng
thudn 1oi nhét, trong truong hop nay chit mang dugc ran tat yéu duoc st dung. Ciing
dugc bao gbdm 1a ché phim dang rin ma c6 thé duge bién dbi, ngay trude khi sir dung,

thanh dang long.

Dic biét ¢ loi néu tao cong thirc dugce phém néu trén ddy ¢ dang lidu luong
don vi d& d3 sir dung va tinh ddng déu cta lidu lugng. Dang lidu luong don vi nhu
duoc sir dung trong ban mé ta nay chi cac don vi riéng biét v& mit vat 1y thich hop lam
lidu lugng don vi, mdi don vi chira lugng dinh truée ciia hoat chit dugc tinh toén dé
tao ra tac dung tri liéu mong mudn két hop véi chét mang dugc yéu clu. Vi du vé céc
dang lidu lugng don vi nhu vy 1a vién nén (bao gém vién nén duge bao hoic tao vét
khia), vién nang, vién tron, géi bot, vién nhén, thubc dan, dung dich hoic huyén phu

tiém duogc va cac dang twong ty, va nhiéu dang tach riéng ctia chiing.

Chuyén gia trong viéc didu tri c4c bénh lay nhiém s& cé thé xac dinh duogc
lugng hitu hiéu tir cac két qua thir nghiém dugc dua ra sau day trong bin mé ta nay.
Nhin chung, du tinh rang luong hiru hiéu hﬁng ngay s€ ndm trong khoang tir 0,01
mg/kg dén 50 mg/kg thé trong, t6t hon nita 12 tir 0,1 mg/kg dén 10 mg/kg thé trong. Co
thé thich hop néu st dung lidu yéu cAu dudi dang hai, ba, bon lidu phy hodc nhiéu hon
& cac khoang thoi gian thich hop trong ngay. Cac lidu phu nay c6 thé dugc bao ché
dudi dang lidu lugng don vi, vi dy, chira tir 1 dén 1000 mg, va cu thé tir 5 dén 200 mg

hoat chit cho mdi dang liéu lugng don vi.

Lidu lugng va tin suét sir dung chinh x4c tity thude vao hop chét ¢ cong thirc
(D cu thé dugc st dung, tinh trang bénh 1y cu thé dugc diéu tri, mic do trdm trong clia
tinh trang bénh ly cAn duoc didu tri, d6 tudi, cAn ning va tinh trang sitc khoe chung
ciia bénh nhan cy thé ciing nhu thudc khéc ma c4 thé c6 thé dang ding, nhu d biét 1o
v6i ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc. Ngoai ra, 15 rang la lugng hiru hi¢u
c6 thé duge lam gidm hodc ting tiy thudc vao dap tmg cua d6i twong duoc diéu tri
va/hodc tiy thude vao danh gid cua bac si chi dinh hop chét theo sang ché. Do do,
luong hitu hidu ndm trong khoang néu trén chi c6 tinh chit hudng din va khéng dugc

du dinh 1am gi6i han pham vi hodc viée st dung sang ché & mirc 46 bat ky.
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Phin bdc 16 nay cling duge dy dinh bao gém chéat ddng vi bat ky cta cac
nguyén tir c6 mat trong hop chét theo sang ché. Vi dy, chat ddng vi ctia hydro bao gdém

triti va doteri va chit ddng vi ctia cacbon bao gdbm C-13 va C-14.

Hop chét theo séng ché ciing c¢6 thé ton tai & dang ddng phén hoéa hoc 1ap thé
clia chung, xac dinh tit ca cac hop chét c6 thé c6 duoc tao nén tir cling cac nguyén tir
duge lién kbt boi cing trinh tu lién két nhung c6 cAu triic khong gian ba chiéu khéc
nhau, ma khong thé thay thé 14n nhau. Trir khi dugc d& cap hodc néu khac di, ky higu
héa hoc cta céc hop chét bao gdbm hén hop cua tht ca cac dang ddng phan hoéa hoc 1ap

thé, ma hop chét ndy co thé co.

Hbn hop néu trén cb thé chira tAt ca céc chit ddng phan khong dbi quang
va/hoic chit ddng phan dbi anh c6 cAu trac phén tir co ban clia hop chit nay. T4t ca
céc dang ddng phan héa hoc 1ap thé ctia cac hop chit dugc st dung theo sang ché &
dang tinh khiét hogc trong hdn hop véi nhau ddu duoc dy dinh dugc bao gom trong

pham vi ciia séng ché ké ca hon hop raxemic hogc cic raxemat bat ky.

Cac dang ddng phén 1ap thé tinh khiét cta cac hop chét nay va hop chét trung
gian nhu dugc dé cip trong ban md ta nay dugc dinh nghia la cac chit ddng phéan vé
co ban khong c6 cic dang ddng phan dbi anh hogic ddng phan khong d6i quang khéc
¢6 clng cau tric phan tir co ban cua cic hop chét hodc hop chét trung gian ndy. Cu
th, thuat ngit “tinh khiét v& mét ddng phan 1ap thé” lién quan dén cac hop chat hodc
hop chét trung gian 6 luong du ddng phan 14p thé it nhét 14 80% (tirc 14, t6i thiéu 90%
mdt chit ddng phan va téi da 10% cac chit ddng phan c6 thé cé khac) 1én dén luong
du ddng phan 14p thé 12 100% (tirc 13, 100% mot chit ddng phan va khong c6 céc chét
ddng phan khic), cu thé hon, céc hop chét hodic hop chét trung gian ¢6 luong du dong
phén lap thé nim trong khoang tir 90% dén 100%, thdm chi cu thé hon ¢6 lugng du
ddng phan 1ap thé ndm trong khoang tir 94% dén 100% v cu thé nhat c6 luong du
ddng phén 1ap thé nam trong khoang tir 97% dén 100%. Thuat ngir “tinh khiét vé mit
ddng phan di anh” va “tinh khiét v& m3t ddng phan khong ddi quang” nén duge hiéu
theo céch twong ty, nhung khi d6 sé 1An luot lién quan dén luong du ddng phan dbi
anh, luong du déng phan khong d6i quang ctia hdn hop dang n6i dén.

Céc dang ddng phan 1ap thé tinh khiét cta céc hop chét va hop chét trung gian

duge st dung theo séng ché c6 thé thu dugc bang cach 4p dung céc quy trinh da biét

-10-
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trong linh vuc k¥ thuét nay. Chéng han, céc chit déng phéan dbi anh c6 thé duoc tach
riéng khoi nhau bing cach két tinh chon loc mudi ddng phan khéng ddi quang clia
ching v6i cic axit hodc bazo quang hoat. Vi du cla né la axit tartric, axit
dibenzoyltartric, axit ditoluoyltartric va axit camphosulfonic. Theo cach khac, cac chét
ddng phan d6i anh c6 thé dugc tach riéng bing céc k¥ thust sic ky sit dung céc pha cd
dinh khéng dbi ximg. Céc dang ddng phan hoéa hoc 14p thé tinh khiét nay ciing c6 thé
thu dugce tir cic dang ddng phénAhéa hoc 14p thé tinh khiét tuong tmg clia cdc nguyén
liéu ban dAu thich hop, véi didu kién 12 phan tmg xay ra theo céch 1ap thé ddc thd. Tét
hon 13, néu chit ddng phan lap thé cu thé duge mong muén, hop chit nay s& dugc tong
hop bing phuong phép didu ché 14p thé dic thi.. Cac phuong phap ndy s& c6 loi néu st

dung cac nguyén liéu ban dAu tinh khiét vé m3t ddng phan d6i anh.
Phuong phéap tong hop chung

Viée tdng hop cac hop chét ¢6 cong thirc chung I c6 thé duge thuc hién nhu
duoc chi ra trén so dd 1. Axit 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetic (II) c6 thé dugc bién doi
thanh 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua (III) bing chit phan tng clo héa nhu, vi
du, thionyl clorua. Phan tng Friedel-Crafts cua axit clorua III véi indol duge thé c6
cbéng thirc chung IV ¢é thd duge thuc hién bing cich st dung chét phan mg axit
Lewis nhu, vi du, EAICI hoic TiCls trong dung m6i thich hop nhu, vi du, CH2Cl,
hoic 1,2-dicloetan, va trong diéu kién phan tmg thich hop ma thudng (nhung khong
duy nhét) bao gém lam ngudi, dé tao ra indol dugc axyl héa & vi tri 3 c6 cong thirc
chung V. Viéc dua vao gbc anilin & vi tri alpha so véi gbc cacbonyl cia hop chét c6
cbng thire chung V ¢o thé duge thuc hién bang trinh tw phan g bao gdm vi du brom
héa V bing chét phan tmg nhu, vi dy, phenyltrimetylamoni tribromua trong dung moi
thich hop nhu, vi dy, THF, 8 tao ra hop chét c6 cong thirc chung VI, va phan Gmg tiép
theo ctia hop chit ¢ cong thirc chung VI véi 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin (VII)
trong dung mdi thich hop nhu, vi dy, CH3CN, va thuong st dung bazo nhu, vi du,
TEA hoic DIPEA, d tao ra hop chét c¢6 cong thirc chung I dudi dang hdn hop raxemic.
Su phén tach khong dbi ximg ciia hop chét c6 cong thirc chung I ¢6 thé dugc thuc hién
bang vi du phép sic ky khong dbi ximg d& tao ra cac chit dong phan doi anh A va B

¢6 cong thuc chung 1.
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Cl

Phén tach khong
d6i xtmg

Chét ddng phan dbi anh I(A) va I(B)

Sodd1

Trong mét vai truong hop, viéc tbng hop hop chét trung gian cé cdng thic
chung V théng qua phuong phap tbng hop Friedel-Crafts, c6 1¢i néu c6 mit nhém bao
vé& (PG) tai indol-N trong subt buéc phan tmg Friedel-Crafts, nhu dugc chi ra trong so
dd 2. V&i muc dich nay, indol dugc thé c6 cong thie chung IV ¢6 thé duoc bién doi
truéc tién thanh hop chat trung gian c6 cdng thic chung VIII dugc bao vé & N, nhu, vi
du, hop chét trung gian c¢6 cong thirc chung VIII duge tosyl héa & N (PG = Ts), sir
dung chét phan tmg nhu, vi dy, tosyl clorua, trong sy c6 mat ciia bazo nhu, vi du, natri
hydrua. Phan tGng Friedel-Crafts cia indol dugc thé c6 cong thirc chung IV bang axit
clorua III ¢6 thé duge thuc hién b?mg cach st dung chét phan Gng axit Lewis nhu, vi
du, Et,AIC] ho#c TiCls trong dung mdi phtt hop nhu, vi du, CH2Cl2hogc 1,2-dicloetan,
va trong didu kién phan tmg phi hop ma théng thudng (nhung khong duy nhét) gom
viéc lam lanh, dé tao ra indol c6 cdng thirc chung IX dugc bao vé ¢ N dugc axyl hoa ¢
vi tri 3. Viéc loai bd nhém bao vé PG indol-N cua hop chét trung gian c6 coéng thirc
chung IX ¢6 thé dugc thuc hién bing chit phan tmg nhu, vi dy, LiOH (doi v6i PG =
Ts) trong hdn hop dung méi nhu, vi du, THF/nu6c & nhi€t do phan img phu hop, aé

tao ra indol c6 cong thitc chung V duoc axyl héa & vi tri 3.
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Sodd 2

Theo phuong phép khéc, hop chét trung gian c6 cong thirc chung V cling ¢6 thé
duge diéu ché nhu duoc chi ra trong so db 3: indol 3-carbaldehyt dwoc thé dugc bao
vé boi N-Boc ¢6 cong thire chung X co thé dugc bién dbi thanh loai Strecker tuwong
{ing ciia hop chat trung gian c6 cong thirc chung XI béng cach phan tng v6i morpholin
trong su ¢6 mit cia chit phan Gmg nhu, vi dy, natri xyanua va natri bisulfit va trong
dung mdi phit hop nhu, vi dy, hén hop clia nuéc va dung méi hiru co c6 kha néng tron
14n v6i nude nhu, vi du, dioxan. Qua trinh alkyl héa ciia hop chét c6 cong thirc chung
XI véi 4-clo-2-metoxy-benzylclorua c6 thé dugc thuc hién trong su c6 mit cua bazo
nhu, vi dy, kali hexametyldisilazan va trong dung méi phti hgp nhw, vi dy, DMF dé tao
ra hop chét c6 cong thitc chung XII. Viéc dua hop chét ¢ cong thirc chung XII vao
diéu kién thiy phan axit chira nuéc pht hop nhu, vi du, bing cach xir Iy bang dung
dich axit clohydric chita nuéc & nhiét d6 cao, tao ra hop chét trung gian c6 cong thirc

chung V.

Cl
@ o~ O
Oy BN g, C@@/"' Qe
R1Iﬁ k/o R1I;f§ Ry O \CN
Rz N ; Rz N R N
=0 oN >~ © R, o)to

X )V Xi )V Xu )T

So dd 3
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Vidu
Phuong phéap LC/MS

Phép do séc ky 16ng cao 4p (HPLC) duge thuc hién bing céch sir dung bom LC,
mang diot (DAD) hodc bo do UV va cft nhur duoc chi 18 trong cdc phuong phap tuong
tng. Néu cin, cac bd do bd sung dugc bao gdm (xem bang liét ké céc phuong phap
dudi day).

Dong chay tir cft dugc dua dén khdi phd ké (MS) ma dugc tao chu hinh véi
ngudn ion 4p sudt khi quyén. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thut nay
d3 bibt cach thiét 1ap cac thong sé didu chinh (vi du khoang quét, thoi gian dimg...) dé
thu duoc cac ion cho phép nhén dién khéi lugng phan tit (MW) don ddng vi danh dinh
ctia hop chét. Viéc thu nhan s liéu dugc thye hién bing phan mém thich hop.

Cac hop chit dugc mé ta bang thoi gian luu trit (R) thir nghiém cua ching va
jon. Néu khong dugc chi rd theo cach khac trong bang s6 liéu, ion phén tir dugc bio
céo tuong Umg véi [M+H]' (phan tir duge proton héa) va/hode [M-H]" (phén tir duge
khir proton héa). Trong trudng hop hop chit khong thé dugc ion héa tryc tiép, thi loai
san phm cong duoc chi 16 (nghfa 13 [M+NH]*, [M+HCOO], v.v.). Ddi véi cac phan
tir v6i nhidu kidu ddng vi (Br, Cl), gi tri dugc bdo cdo 14 gia tri thu duge doi véi khéi
lugng chét ddng vi thép nhét. TAt ca cac két qua thu duge véi do bat dinh thir nghiém

ma thudng c6 lién quan dén phuong phap dugc st dung.

Sau déy, trong ban md ta nay, “SQD” nghia 1a B¢ do tir cuc don, “MSD” 1a bd
dd chon loc khdi lugng, “RT” 1a nhiét do trong phong, “BEH” la thé lai silic
oxit/etylsiloxan dugc lién két ciu, “DAD” 13 by do mang diot, "HSS” 1a silic oxit do

bén cao.

M4 phuong phap LCMS (luu lugng duge biu thi béng mL/phut; nhiét d6 cot
(T) tinh bing °C; thdi gian chay tinh béng phut)

Dong ‘.
Ma ) chay T?;l
phuong |  Thibt bi Cot Pha dong Gradien | ------ g
. .~ 2x | chay
phap Nhiét do k
cOt (phit)
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Waters: A: 10mM \ £
Waters: BEH C18 CH3COONH4 | Tir95% A dén 0,8
LC-A Acquity® (1.7um trong 95% | 5% A trong 1,3 | mL/phut )
UPLC®- | Jo kb | H:O+5% | phat, duoe gitt | —--eeos
DAD-SQD ’ m) CH;CN trong 0,7 phut 55°C
B: CHsCN
Tir 100% A dén
Waters: A: 10mM 5% A trong
Waters: CH3COONH4 , 0,7
Acquity® HSS T3 trong 95% .10 phit, mL/phut
LC-B UPLC® - (1,8pm, H,O + 5% den 0% A t,rong _______ 3,5
DAD.SQD | Z1X100m | “epen | 020PhiL - s5ec
m) B: CHsCN deén 5% A trong
) 0,5 phtt
84,2% A trong
0,49 phut, dén
Waters: Waters: A:95% 10,5% A trong
Acquiy® | BEHCIS | CERCOONH, | 18 phit duoc | 0343
LC-C | UPLC®- | (L7pm, | 7mM/%% gg;f,lrtort‘rgélv’z" mL/phit | ¢
DAI\ZC?O“&’C“O 2’1’;11;)0“‘ B??IENC’N 84,2% A trong | 40°C
' 0,73 phut, dugc
gift trong 0,73
phut
Waters: Waters: CI? Cl gr(r)%/[H Tir 50% A dén 0.5
Acquity® | BEH C18 d3 o Y| 10%Awong |
LC-D UPLC®- | (1,7um, (h‘,f}f \ “’;‘I 35phat, | P s
DAD-méydd | 2,1x50m | M , 0‘; P duge gitt trong | 0T
Acquity® TQ m) B: CHsCN 1,5 phut
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Phuong phap SFC-MS

Phép do SFC dugc thyc hién bing cach sir dung hé sic ky long siéu t6i han
(SFC) phéan tich bao gbm bom hai thanh phin d& phan phéi cacbon dioxit (COz) va
chit cai bién, thiét bi 1Ay mAu tu dong, 10 sdy cot, bd do mang diot dugc trang bi 6
dong chay 4p suét cao 1én dén 400 bar. Néu duge tao cAu hinh vé6i khdi phd ké (MS),
dong chay tir cot duge dua dén (MS). Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc ky
thut ndy da biét cach thiét 1ap cac thong sb diéu chinh (vi du, khoang quét, thoi gian
dimg...) d& thu duoc cac ion cho phép nhan dién khéi luong phan tir (MW) don dong
vi danh dinh ctia hop chat. Viéc thu nhan s liéu duge thyc hién bing phin mém thich
hop.

Phuong phap SFC-MS phin tich (luu lugng duge biéu thi bing mL/phit; nhiét
d6 cot (T) tinh bing °C; thoi gian chay tinh bang phit, 4p sudt ngugc (BPR) tinh béng

bar.
Dong | Thoi gian
« chay chay
Ma p}llguorng Cot Pha dong Gradien
phap Nhiét do -
cot BPR
SFC-A » HELK;?nl G55 Arco, | 50%B gt 3 !
250 x 4,6 mm Regis | B MeOH | 7pht, 35 100
C6t Daicel . 0 o 3 7
SFC-B | Chiralpak® IC-H (5 | por s 0% b el
um, 150 x 4,6 mm) ' path, 35 100
WHELK-O188)5 | .00, | 60%Bgit| ° 9
SEC-C pm B: MeOH | 9 phut
250 x 4,6 mm Regis ' ’ 35 100
Cot Daicel . 0 . 3 7
spep | Chiralpak® IAH (S o ot > %/;}E,l e
um, 250 x 4,6 mm) ' ’ 35 100
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Dong | Thoi gian

) chay chay
Mai pﬁ;twng Cot Pha déng Gradien
phap Nhiét 46 -
cht BPR
A:CO,

0/ _5()0
C6t Daicel B-EroH | 107%-50%B 1 55 9,5

SFC-E | Chiralpak® AS3 (3,0 | +0,2% hTrt"“%é?, I
pm, 150 x 4,6 mm) | PNHy [PTEE 40 110
+3% Hy0 phut
Cot Daicel A: CO; 3 7
SFC-F Chiralpak® AD-H B:iPrOH |30%Bgit7| ~ |
(5,0 um, 150x 4,6 | +0,3% phut 35 00
mm) iPrNH>

biém ndng chay

Céc gia tri 12 gia tri dinh hodc khoang tan chay, va thu duge v6i do bét dinh thir

nghiém thuong cé lién quan dén phuong phép phén tich nay.
DSC823e (dugc biéu thi dusi dang DSC)

Dbi véi mot sb hop chat, diém néng chay duge xic dinh bing DSC823e
(Mettler-Toledo). Didm néng chiy dugc xdc dinh bing gradien nhiét do bing
10°C/phut. Nhiét d6 tbi da 12 300°C.

Su quay quang hoc

Su quay quang hoc duge xdc dinh trén phén cyc ké Perkin-Elmer 341 véi dén

natri va duge biéu thi nhu sau: [a]° (A, ¢ g/100ml, dung dich, T°C).

[o]aT = (100a) / (I x ¢) : trong 46 [ 1a chiéu dai quing dudng tinh bang dm va ¢
12 ndng d6 tinh bing /100 ml dbi v6i mAu & nhiét @ T (°C) va bude séng A (tinh
bang nm). Néu budc séng anh sing duge st dung 1 589 nm (dudng natri D), thi ky
hiéu D c6 thé duoc sit dung dé thay thé. Ky hiéu quay (+ hodc -) phai luén luén dugc
dua ra. Khi st dung phuong trinh nay, ndng @ va dung moéi ludn duge dua ra trong
d4u ngoic don sau phép quay. Phép quay dugc bdo céo bang cach st dung do va

khong c6 don vi nao cua ndng d6 dugc dua ra (n6 dugc gia dinh 1a g/100 ml).

Vi du 1: Téng hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-1 H-indol-3-yl)-2-((3-metoxy-5-
(metylsulfonyl)phenyl)amino)etanon (hop chét 1) va phan tach khong dbi xtmg thanh
cac chét ddng phén d6i anh 1A va 1B.
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Cl Cl

m ©/ - ;o O

o—

|
o cl S0Cl, 0©
P O ) O :
HO 60°C16giv C EtAICL E N THF 0°C 1 giv,
1a CH:Cly, 0°C 1b t 2,5 gio
3 gio
o~ Cl
/@ _ o O o— Phén tach khong
HoN IS 0 doi xtng L .
00 \ Chét ddng phan déi
\ H _ anh 1A va 1B
(iPr)2EtN, CHsCN/THF, O oS
70°C, 24 giy F7O 0

Téng hop hop chét trung gian 1a:

Axit 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetic [CAS 170737-95-8] (5,8 g, 28,9 mmol)
duoc bd sung trong cic phan nho vao thionyl clorua (50 mL) va dung dich thu duge
dugc khudy qua dém & nhiét 46 60°C. Dung mdi dugc cd trong diéu kién 4p sudt giam
va ddng bay hoi véi toluen dé thu dugc 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua 1a (6,5
g) dusi dang can dAu, cin diu nay dugc sit dung trong bude tiép theo ma khong cén
tinh ché thém.

Téng hop hop chét trung gian 1b:

Dietyl nhdém clorua 1M trong hexan (37,1 mL, 37,1 mmol) dugc bb sung nho
giot & nhiét d6 0°C vao dung dich chwra 6-flo-1H-indol [CAS 399-51-9] (3,34 g,
24,76 mmol) trong CH2Cl> (100 mL). Sau 30 phtt ¢ nhiét d6 0°C, dung dich chua 2-
(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua la (6,3 g, 28,76 mmol) trong CH2Cl> (100 mL)
dugc bd sung tir tir & nhiét @ 0°C. Phan tmg dugc khqu & nhiét d6 0°C trong 3 gio.
Nudgc da duge bd sung va phﬁn két tua duge loc, dugc rira bang nudc va mot luong
nho CH2Clz. Phin rén dugc lam khé trong chan khéng & nhiét do 70°C qua dém dé thu
dugc 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-1 H-indol-3-yl)etanon 1b (4,9 g).

Téng hop hop chét trung gian 1c:

O nhiét d6 0°C, dung dich chita phenyltrimetylamoni tribromua [CAS 4207-56-
1] (5,8 g, 15,4 mmol) trong THF (65 mL) duoc bd sung nho giot vao hdn hop chira 2-
(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-1 H-indol-3-yl)etanon 1b (4,9 g, 15,4 mmol) trong
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THF (60 mL). Hon hop duge khudy & nhiét d6 0°C trong 1 gi®¢ va & nhiét d6 trong
phong trong 2,5 gio. Phan két tha duoc loc va dugc rira biang EtOAc. Phén dich loc két
hop dugc b trong diéu kién 4p sudt giam. Phin can dugc hip thy bing EtOAc va
dugc rira bﬁng nude. Phan két tha xuit hién trong 16p hitu co va duge loc va duge lam
kho6 d8 tao ra mé thir nhit cta 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-1H-indol-3-
yletanon 1c (4,6 g). Lép hitu co duogc tach, duge lam kho trén MgSOs, duge loc va
dung moéi dugce lam bay hoi trong didu kién &p suét giam. Phdn cin dugc két tinh tir
EtOAc, phin két tiia dugc loc, duge rira bing Et,0 va duge 1am khd trong chén khong
dé tao ra phan thr hai ctia 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-1H-indol-3-
yl)etanon 1c (1,6 g).

Téng hop hop chat 1 va phan tich khong di xtmg cac chit ddng phan dbi anh
1A va 1B:

Hon hop chita 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-1 H-indol-3-yl)etanon
le (3 g 7,56 mmol), 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin [CAS 62606-02-4] (2,28 g,
11,35 mmol) va diisopropyletylamin (1,95 mL, 11,35 mmol) trong CH3CN (60 mL) va
THF (30 mL) duoc khudy & nhiét d 70°C trong 24 gid. Phan tmg dugc pha lodng
bing EtOAc. Lép hitu co duge rira bing HCI IN (2 14n) va nudc, dugc 1am khé trén
MgSOs, dugc loc va dung moi duge cd trong didu kién ap sut giam. Phan cin duoc
tinh ché bing sic ky nhanh trén silicagel (15-40 um, 80 g, pha dong: CH2Cl/MeOH
99,5/0,5). Qua trinh tinh ché 14n thir hai duge thyc hién bang sic ky nhanh trén
silicagel (15-40 pm, 80 g, pha dong: CH2Clo/MeOH 99,7/0,3). Cac phén doan tinh
khiét duogc két hgp va dugc c6 trong diéu kién ap sut giam dé thu duoc 2-(4-clo-2-
metoxyphenyl)-1-(6-flo-1H-indol-3-y1)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)
etanon (hop chét 1, 2 g) dudi dang hdn hop raxemic.

Céc chat ddng phan dbi anh ctia hop chit 1 duge tach riéng thong qua SFC
khong d6i ximg (pha ¢ dinh: Chiralpak® AD-H 5 pm 20 x 250 mm, pha dong: 50%
CO2, 50% MeOH) tao ra 740 mg chit ddng phan dbi anh rira giai thit nhat va 720 mg
chit ddng phan dbi anh rira giai thit hai. Chét ddng phan d6i anh rira giai thi nhat dugc
két tinh tir CH3CN/EtO. Phan két tha dugc loc va dugc lam khd dé thu duoc chat
ddng phan dbi anh 1A (645 mg). Chit ddng phan ddi anh rira gii thit hai duoc két tinh
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tir CH3CN/Et,O. Phan két ttia duge loc va duge 1am kho d8 thu dugc chit déng phén
d6i anh 1B (632 mg).

Hop chét 1:

'H NMR (500 MHz, DMSO-de) 8 ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 4,00 (s, 3 H)
6,24 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 6,58 (s, 2 H) 6,91 (s, 1 H) 6,97 (dd, J=8,7, 1,9 Hz, 1 H) 7,02 -
7,09 (m, 2 H) 7,12 (d, J=1,9 Hz, 1 H) 7,27 (dd, J=9,5, 1,9 Hz, 1 H) 7,35 (d, J=8,5 Hz,
1 H) 8,14 (dd, J=8,7, 5,5 Hz, 1 H) 8,44 (s, 1 H) 12,10 (br. s., 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-C): R¢ 3,08 phut, MH* 517
Piém néng chay: 174°C
Chét ddng phan dbi anh 1A:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 4,00 (s, 3 H)
6,24 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 6,59 (s, 2 H) 6,91 (s, 1 H) 6,97 (dd, J=8,8, 2,2 Hz, 1 H) 7,02 -
7,10 (m, 2 H) 7,12 (d, J=2,2 Hz, 1 H) 7,27 (dd, J=9,6, 2,2 Hz, 1 H) 7,35 (d, J=8,2 Hz,
1 H) 8,14 (dd, J=8,8, 5,7 Hz, 1 H) 8,44 (s, 1 H) 12,10 (br. s., 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-C): Rt 3,09 phit, MH" 517
[a]p?®: +130,3° (c 0,277, DMF)

SFC khéng dbi ximg (phuong phép SFC-D): R 3,41 phut, MH* 517, 46 tinh
khiét khong ddi xting 100%.

Diém néng chay: 220°C
Chét ddng phan dbi anh 1B:

I'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 4,00 (s, 3 H)
6,24 (d, /=7,6 Hz, 1 H) 6,53 - 6,65 (m, 2 H) 6,91 (s, 1 H) 6,97 (dd, /=8,6, 2,0 Hz, 1 H)
7,01 - 7,09 (m, 2 H) 7,12 (d, /=2,0 Hz, 1 H) 7,27 (dd, J=9.6, 2,0 Hz, 1 H) 7,35 (d,
J=8,1 Hz, 1 H) 8,14 (dd, J=8,6, 5,6 Hz, 1 H) 8,43 (s, 1 H) 12,09 (br. 5., 1 H)

LC/MS (phuong phép LC-C): R¢ 3,09 phut, MH" 517
[a]p?’: -135,3° (c 0,283, DMF)

SFC khéng déi ximg (phuong phap SFC-D): R: 4,89 phut, MH* 517, d¢ tinh
khiét khong dbi ximg 99,35%.
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Diém néng chay: 218°C
Vidu 1.1: D6 bn dinh bit dbi ximg cta chit ddng phan déi anh 1A & 40 pH 7,4

D6 dn dinh bét déi ximg cia chit ddng phan ddi anh 1A (R = OMe) dugc danh
gié bing cach xac dinh lugng du ddng phan ddi anh (ee%) sau khi 0 trong 24 gis va 48
gior trong dung dich duge dém ¢ d6 pH 7,4 ¢ nhiét d 40°C va 60°C. D& danh gia anh
huéng cia phan tir thé metoxy cia chit ddng phan dbi anh 1A (R = OMe) dén d6 n
dinh chéng lai sy raxemic héa, d6 dn dinh bt déi xtng cta chit déng phan d6i anh

1’A (R = H) dugc thir nghiém trong ciing diéu kién.

Vi myc dich ndy, dung dich 5 uM dugc dém (pH = 7,4) chira hop chit 1A va
I’A dugc diéu ché bang cach tron 25 pL dung dich 100 pM chira hop chét 1A hoic
1’A trong DMSO béing 475 pL dém chita nu6c c6 d6 pH 7,4. Cac mau duoc lay 24 gio
va 48 gid sau khi U & nhiét 4o 40°C va 60°C. Cac mau phén tich dugc phén tich bang
SFC khéng dbi xtmg (dd MS) va do tinh khiét khong dbi xtmg duoc biéu thi duéi dang
lugng du ddng phan ddi anh (ee % = % chit ddng phan dbi anh A - % chét ddng phan
@6i anh B). Ca 2 chét ddng phan dbi anh 1A va 1A c6 dd tinh khiét khong d6i ximg
béng 100% trudc khi 1.

CLy  o%
F H

1A (R = OMe)
1'A (R = H)
ee%
Hop chit Nhiét d6 Thoi diém 14y mAu (gio)
24 48
40°C 100 100
1A
60°C 95 88
I’A 40°C 21 10
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60°C 0 0

Vi du 2: Tong hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-7-metyl-1H-indol-3-y1)-2-((3-
metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)etanon (hop chit 2) va phén tach khéng dbi
xtmg thanh céc chit ddng phan ddi anh 2A va 2B.

| Cl

(0] Cl
(0] N |
(@] N/
cl o AN
1a Bry”

prerentill o' Sl
F N EtAICI, CH:CL, - N THF, 1t 16 gio
0°C 3 gidy H
2a
v

7
d o

P

HoN

Chét ddng phan dbi anh
2A va2B

CH3CN, THF MW,
100°C, 50 phut

Tbng hop hop chét trung gian 2a:

Dietyl nhom clorua 1M trong hexan (20 mL, 20,0 mmol) dugc bd sung nhé giot
& nhiét d6 0°C vao dung dich chtra 6-flo-7-metyl-1H-indol [CAS 57817-10-4] (1,50 g,
10,1 mmol) trong CH2Cl, (45 mL). Sau 30 phut ¢ nhiét 6 0°C, dung dich chira 2-(4-
clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua (3,30 g, 15,1 mmol, téng hop: xem vi du 1) trong
diclometan (30 mL) dugc bd sung tir tir. Hén hop phéan img dugc khudy & nhiét d6 0°C
trong 3 gi®. Dung dich mudi Rochelle 1M (50 mL) dugc bb sung va hdn hop phan tng
duge khudy & nhiét d6 trong phong trong 1 gio. Phan ran duoc loc va duge phin bd
gitta EtOAc va HCl IN. Céc pha dugc tich riéng. Pha chira nu6e dugc chiét bang
EtOAc. Cac pha hitu co dugc két hop, dugc rua béng nude mudi, dugc 1am kho trén
MgSQy4, duge loc va duge c6 trong didu kién 4p suét giam. Phan cin dugc nghién
thanh bot bing EtOAc va heptan. Phin két tia dugc loc dé thu dugc 2-(4-clo-2-
metoxyphenyl)-1-(6-flo-7-metyl-1H-indol-3-yl)etanon 2a (2,00 g).

Téng hop hop chét trung gian 2b:
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Dung dich chia phenyltrimetylamoni tribromua [CAS 4207-56-1] (2,49 g,
6,6 mmol) trong THF (45 mL) dugc bd sung nhé giot & nhiét do 0°C vao dung dich
chita 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-7-metyl-1H-indol-3-yl)etanon 2a (2,00 g,
6,0 mmol) trong THF (65 mL). Hon hop dugc khudy & nhiét d6 trong phong qua dém.
Phan két tta dugc loc va dugce rira bang EtOAc. Phin dich loc két hgp duge co trong
diéu kién 4p suit giam. Phan cin dugc hip thu véi lugng t6i thidu cla axetonitril. Phén
két tha duoc loc, duge rira bang axetonitril va dugc lam khé trong chén khong dé thu
duge mé tht nhit ctia 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-7-metyl-1H-indol-3-
yl)etanon 2b (1,51 g). Phén loc dugc cd trong diéu kién ép suét giam. Phén cin duoc
hip thu véi luong tbi thidu clia axetonitril. Phin két tha duoc loc, duge rira bing
axetonitril v dugc lam kho trong chan khong dé thu duoc phan thir hai ctia 2-brom-2-

(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-7-metyl-1H-indol-3-yl)etanon 2b (0,70 g).

Téng hop hop chét 2 va phan tach khdng déi ximg céc chét ddng phan d6i anh
2A va 2B:

Hdn hop chira 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-7-metyl-1H-indol-3-
yl)etanon 2b (1,8 g, 4,36 mmol) va 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin [CAS 62606-02-
4] (2,6 g, 13,0 mmol) trong THF (9 mL) va CH3CN (9 mL) duoc lam néng & nhi€t do
100°C trong diéu kién chiéu xa vi séng trong 50 phit. Hon hop phan tng dugc pha
lofing bang EtOAc va dugc rira bang HCI IN. C4c pha dugc tach riéng. Pha hitu co
duge rira bang dung dich NaHCO3 béo hoa trong nude va nuée mudi, dugc lam kho
trén MgSQs, dugce loc va dugc c6 trong didu kién ap sut giam. Phén cin dugc hép thu
véi luong t5i thidu ctia axetonitril. Phan két tha dugc loc, duge rira béng axetonitril va
dugc 1am khd trong chén khong & thu duge 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-7-
metyl-1H-indol-3-y1)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)etanon (hop chét 2,
1,7 g) dudi dang hdn hgp raxemic.

Qué trinh phén tach khéng d6i xtmg céc chit ddng phan dbi anh ctia hop chat 2
(1,59 g) duoc thuc hién théng qua SFC didu ché (pha b dinh: (S,S)-Whelk-O1 5 pm
250 x 21,1 mm, pha dong: 50% CO», 50% MeOH). Céc phan doan san pham dugc két
hop va duoc lam bay hoi trong didu kién dp sudt giam. Chat déng phan dbi anh rira
giai thir nhét (746 mg) duoc tinh ché tiép bang sc ky cot trén silicagel (15-40 pm, 24
g, pha dong: CH2Cl/MeOH 99,5/0,5). Céc phan doan tinh khiét dugc két hop va duge
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1am bay hoi trong diéu kién ap sudt giam (560 mg). Phin cin dugc héa rin bang cich
nghién thanh bdt v6i hdn hop chita EO va mdt vai gigt CH3CN. Phan rén duoc loc va
dugc lam khé trong chan khong dé thu dwgc cht ddng phin ddi anh 2A (473 mg).
Chét ddng phan déi anh rira gii thir hai (732 mg) dugc tinh ché tiép bang k¥ thuat séc
ky cot trén silicagel (15-40 pm, 24 g, pha dong: CH2Cl/MeOH 99,5/0,5). Cac phén
doan tinh khiét dugc két hop va duoc 1am bay hoi trong diéu kién &p suat giam (550
mg). Phin cin dugc héa rin bing cich nghién thanh bot bing hdn hop chira EtO va
mot vai giot CH3CN. Phén rin duoc loc va duge lam khd trong chin khong dé thu
duoc chit ddng phan d6i anh 2B (457 mg).

Hop chét 2:

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 2,38 (d, J=1,5 Hz, 3 H) 3,10 (s, 3 H)
3,73 (s, 3 H) 4,01 (s, 3 H) 6,27 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 6,55 — 6,63 (m, 2 H) 6,93 (m, 1 H)
6,94 — 7,09 (m, 3 H) 7,13 (d, /=1,9 Hz, 1 H) 7,35 (d, J=8,3 Hz, 1 H) 7,97 (dd, J=8,7,
5,3 Hz, 1 H) 8,45 (s, 1H) 12,23 (br. s, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-D): R; 1,68 phat, MH" 531

Chéat ddng phan dbi anh 2A:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,37 - 2,39 (m, 3 H) 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s,
3 H) 4,01 (s, 3 H) 6,26 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 6,54 - 6,63 (m, 2 H) 6,92 (s, 1 H) 6,97 (dd,
J=8,4, 1,9 Hz, 1 H) 7,02 (dd, J=9,9, 9,0 Hz, 1 H) 7,07 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 7,13 (d,
J=1,9 Hz, 1 H) 7,35 (d, /=8,4 Hz, 1 H) 7,96 (dd, J/=8,5, 5,4 Hz, 1 H) 8,45 (s, 1 H)
12,24 (br. s., 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-C): R 3,20 phut, MH" 531

[o]p%: +104,5° (¢ 0,2545, DMF)

SFC khéng dbi ximg (phuong phép SFC-A): Rt 4,22 phut, MH" 531, d¢ tinh
khiét khong ddi ximg 100%.
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Chét ddng phén dbi anh 2B:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,36 - 2,41 (m, 3 H) 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s,
3 H) 4,01 (s, 3 H) 6,26 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 6,57 - 6,64 (m, 2 H) 6,92 (s, 1 H) 6,97 (dd,
J=82,1,9Hz 1 H)6,99 - 7,04 (m, 1 H) 7,07 (d, /<7,9 Hz, 1 H) 7,13 (d, J=1,9 Hz, 1 H)
7,35 (d, J=8,2 Hz, 1 H) 7,96 (dd, J=8,7, 5,2 Hz, 1 H) 8,45 (s, 1 H) 12,24 (br. s., 1 H)

LC/MS (phwong phap LC-C): Rt 3,20 phut, MH" 531

[a]p?: -104,1° (c 0,2536, DMF)

SFC khong ddi ximg (phuong phép SFC-A): Rt 5,12 phtt, MH* 531, d0 tinh
khiét khéng d6i xtimg 99,53%.
Vi du 3: Tbéng hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-1H-indol-3-y1)-2-((3-
metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)etanon (hop chét 3) va phan tich khong d6i
xtng thanh céc chét ddng phan dbi anh 3A va 3B.

ON-H HN/\ CN
b o
A\ N CN
N N N
MeO MeO KHMDS, DMF, O
MeO

)to NaCN, NaHSOs, nudc, )§O N
o dioxan, rt 3 ngay o 0°C dén rt, 20 gioy
)T 3a )V 3b o (0]
Cl
Cl

,ll\ fo)
HCI o OMe Bry’ B
Dioxan, nudc, THF, 0°C 1 gio O
O

60°C 4 gio, 80°C R

E10 N 3 1t 1,5 gid

1 gior H ad
o/
H 2N©\,/S\\/ Phan tach khéng dbi xtimg

0o Chét ddng phan déi anh

DIPEA, CH;CN, 3A va 3B
559C, 27 gis

Tbéng hop hop chét trung gian 3a:
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Dung dich chira NaHSOs (5,7 g, 54,5 mmol) trong nuéce (45 mL) duge bd sung
vao dung dich dang khudy chita fers-butyl 3-formyl-6-metoxy-1H-indol-1-cacboxylat
[CAS 847448-73-1] (10 g, 36,3 mmol) trong dioxan (45 mL). Sau 15 phit, morpholin
(4,8 mL, 54,5 mmol) dugc bb sung va 35 phut sau, natri xyanua (NaCN) (1,96 g, 40
mmol) dugc bd sung. Huyén phit thu duge dugc khudy & nhiét d6 trong phong trong 3
ngay, cho tdi khi hoan thanh phan tng. San phdm dugc loc va dugc ria bang hén hop
theo ty 1& 1/1 cua dioxan/nude (3 x 35 mL), va sau d6 bang nudce (3 x 45 mL) va dugce
lam khé trong chan khéng & nhiét d6 60°C. Phin rin duge khudy trong EtO (125 mL),
duoc loc, dugc rira bang Et20 (3 14n) va duoc lam khd trong chin khéng ¢ nhiét d6
50°C @& tao ra tert-butyl 3-(xyano(morpholino)metyl)-6-metoxy-1H-indol-1-
cacboxylat 3a (12,3 g).

Tdng hop hop chét trung gian 3b:

Hbn hop chita tert-butyl 3-(xyano(morpholino)metyl)-6-metoxy-1H-indol-1-
cacboxylat 3a (6,0 g, 16,2 mmol) trong DMF khan (80 mL) dugc khudy trong moi
truong khi N» trong khi lam lanh trén bé nuéc da. Dung dich chita KHMDS 0,5 M
trong toluen (35,5 mL, 17,8 mmol) dugc bd sung nho giot trong 10 phut. Sau khi
khudy trong 10 phut nita, 4-clo-1-(clometyl)-2-metoxybenzen [CAS 101079-84-9]
(3,09 g, 16,2 mmol) dugc bd sung va hdn hop thu duge duoc khudy & nhiét do trong
phong trong 20 gid. Hn hop phan img dugc rét vao nudce lanh (400 mL) va san phim
duoc chiét bang EtO (2 1an). Cac 16p hitu co két hop duogc ria béng nuéc mudi, dugc
1am kho trén MgSOs, duge loc, duge 1am bay hoi trong diéu kién 4p suit giam va dong
bay hoi véi xylen. Phin c3n dugc tinh ché bing sic ky nhanh (pha ¢ dinh: Grace
Reveleris® silica 120 g, pha dong: heptan/EtOAc gradien 100/0 dén 20/80). Cac phan
doan mong mudn duge két hop, dugc lam bay hoi trong didu kién ap suét giam va
ddng bay hoi véi dioxan dé thu dugc tert-butyl 3-(2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-xyano-
1-morpholinoetyl)-6-metoxy-1H-indol-1-cacboxylat 3b (7,75 g).

Tdng hop hop chét trung gian 3c:

B sung dung dich chita HC1 6 M trong isopropanol (36,8 mL, 220 mmol) vao
huyén phu di khudy cta tert-butyl 3-(2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-xyano-1-
morpholinoetyl)-6-metoxy-1H-indol-1-cacboxylat 3b (7,75 g, 14,7 mmol) trong
dioxan (40 mL) va nudc (20 mL). Hon hop thu dugc dugc khudy & nhiét 6 60°C
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trong 4 gi® va sau d6 & nhiét d6 80°C trong 1 gio. Sau khi lam ngudi xubng nhiét d6
trong phong, hdn hop dugc d8 yén trong 20 gid dé cho phép qua trinh két tinh ciia san
phdm phan tmg. San phim dugc loc, duge rira bang hdn hop theo ty 1& 1/1/1 cla
iPrOH/H,O/dioxan (2x 15 mL) va dugc lam kho trong chan khong & nhiét d6 50°C dé
thu dugc 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-1H-indol-3-yl)etanon 3c (3,67 g).

Téng hop hop chit 3 va phan tach khong d6i xtng céc chat ddng phan d6i anh
3A va3B:

Hon hop da khudy chira 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-1H-indol-3-
yl)etanon 3¢ (2 g, 6,07 mmol) trong THF (80 mL) dugc lam lanh trén bé nuéc d4 trong
mdi truong khi Na. Phenyltrimetylamoni tribromua [CAS 4207-56-1] (2,39 g, 6,37
mmol) duoc bd sung va hdn hop phén tmg duoc khudy & nhiét d6 0°C trong 1 gid va
sau d6 & nhiét do trong phong trong 1,5 gid. 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin [CAS
62606-02-4] (3,66 g, 18,2 mmol) dugc bb sung va dung méi dugc 1am bay hoi trong
didu kién 4p sult gidm. Phin cin dugc hoa tan trong CH3;CN (100 mL).
Diisopropyletylamin (2,09 mL, 12,1 mmol) dugc bd sung va hdn hop phan tmg dugc
1am néng & nhiét d6 55°C trong 27 gid. Hon hop phan ing dugc cho phép lam ngudi
xubng nhiét d6 trong phong va dugc rét vao nude dang khudy (400 mL). San pham
duge chit bing 2-MeTHF (2 14n). Céc 16p hitu co két hop duge rira bing nuéc mudi,
dugc 1am khd trén MgSOs, dugce loc va dugc lam bay hoi trong diéu kién ap suét giam.
Phan cin (8 g) duogc tinh ché béng sic ky nhanh (pha ¢ dinh: Grace Reveleris® silica
120 g, pha dong: heptan/EtOAc gradien tir 100/0 dén 0/100). Céc phan doan mong
mubn duoc két hop va duoc 1am bay hoi trong didu kién ap sudt gidm. Phan c4n (5,4 g)
duogc tinh ché tiép bing HPLC didu ché (pha c6 dinh: RP XBridge® Prep C18 OBD -
10 pm, 50 x 150 mm, pha dong: dung dich NHsHCO3 0,25% trong nudc, CH3CN).
Céc phan doan san phém duge két hop va duge 1am bay hoi trong diéu kién ap suét
gidm va sau d6 dugc ddng bay hoi véi MeOH. Phén can duoc két tinh tir hén hop chia
EtOAc (15 mL), CH3CN (2 mL) va MeOH (2 mL). Phin rén dugc loc, dugc rira bing
EtOAc (3 1An) va dugc 1am kho trong chan khéng & nhiét d 50°C dé tao ra 2-(4-clo-2-
metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-1H-indol-3-yl)-2-((3-metoxy-5-
(metylsulfonyl)phenyl)amino)etanon (hop chét 3, 681 mg) dudi dang hdn hgp raxemic.
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Qua trinh phén tach khong d6i xtmg clia cac chit dbng phan ddi anh ctia hgp
chét 3 (0,63 g) dugc thuc hién thong qua phan tach khong d6i xtimg pha binh thuong
(pha 6 dinh: AS 20 pM, pha dong: 100% metanol). Céc phén doan san phim dugc két
hop va duge 1am bay hoi trong didu kién 4p sudt giam. Chit dong phan dbi nh rira
giai thir nhat dugc tinh ché bing sic ky nhanh (pha c6 dinh: Grace Reveleris® silica 12
g, pha dong: heptan/EtOAc/EtOH gradien tir 100/0/0 dén 40/45/15). Cac phan doan
mong mudn duge két hop va duoc lam bay hoi, va ddng bay hoi véi EtOAc. Dau con
lai dugc hoa rén bing cach khudy 1én trong H2O (4 mL) va bd sung tir tir MeOH (1,6
mL). Sau khi khudy trong 20 phut, sén phim dugc loc, duge ria (3 14n) bang hén hop
theo ty 1& 1/2 cia MeOH/H20 va dugc lam kho trong chén khong & nhiét d6 50°C dé
tao ra chit ddng phan déi anh 3A (168 mg) dudi dang chét rén v6 dinh hinh. Chat
ddng phan déi anh rita giai thir hai dugc tinh ché bing sic ky nhanh (pha c6 dinh:
Grace Reveleris® silica 12 g, pha dong: heptan/EtOAc/EtOH gradien tir 100/0/0 dén
40/45/15). Céac phan doan mong mudn duge két hop, duge 1am bay hoi trong diéu kién
&p sut giam va dong bay hoi v6i EtOAc. Bot con lai duge hoa rén bang cach khudy
1én trong H20 (4 mL) va bd sung tir tir MeOH (2 mL). Sau khi khudy trong 15 phut,
san phém duoc loc, dugce rira (3 14n) béng hdn hop theo ty 1€ 1/2 cia MeOH/H20 va
dugc 1am khé & nhiét do 50°C trong chan khong dé tao ra chit ddng phan déi anh 3B
(146 mg) du6i dang chét rén v6 dinh hinh.

Hop chét 3:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 3,77 (s, 3 H)
4,01 (s, 3 H) 6,21 (d, J/=7,9 Hz, 1 H) 6,54 - 6,64 (m, 2 H) 6,83 (dd, /=8,7, 2,3 Hz, 1 H)
6,91 (t, J=1,4 Hz, 1 H) 6,94 - 6,99 (m, 2 H) 7,04 (d, /=7,7 Hz, 1 H) 7,12 (d, /=2,0 Hz,
1 H) 7,35 (d, J=8,1 Hz, 1 H) 8,02 (d, /8,8 Hz, 1 H) 8,30 (s, 1 H) 11,84 (5, 1 H)
LC/MS (phuong phép LC-A): Rt 1,20 phut, MH* 529

Chat ddng phan dbi anh 3A:

'H NMR (360 MHz, DMSO-ds) § ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 3,77 (s, 3 H)
4,01 (s, 3 H) 6,22 (d, J=8,1 Hz, 1 H) 6,55 - 6,61 (m, 2 H) 6,84 (dd, J=8,8, 2,2 Hz, 1 H)
6,91 (t, J=1,8 Hz, 1 H) 6,94 - 7,00 (m, 2 H) 7,07 (d, /=7,0 Hz, 1 H) 7,13 (d, J=1,8 Hz,

1 H) 7,35 (d, J/=8,4 Hz, 1 H) 8,02 (d, J=8,8 Hz, 1 H) 8,32 (d, /=2,9 Hz, 1 H) 11,87 (d,
J=2,6 Hz, 1 H)
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LC/MS (phuong phap LC-A): R 1,08 phat, MH" 529
[a]p?%: +134,9° (c 0,545, DMF)

SFC khéng di xtmg (phuong phap SFC-E): R 4,31 phtt, MH" 529, d6 tinh
khiét khong d6i ximg 100%.

Chét ddng phan d6i anh 3B:

IH NMR (360 MHz, DMSO-ds) & ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 3,77 (s, 3 H)
4,01 (s, 3 H) 6,21 (d, J=8,1 Hz, 1 H) 6,54 - 6,62 (m, 2 H) 6,83 (dd, J=8,6, 2,4 Hz, 1 H)
6,91 (t, J=1,5 Hz, 1 H) 6,94 - 6,99 (m, 2 H) 7,07 (d, J=7,0 Hz, 1 H) 7,13 (d, /~1,8 Hz,
1 H) 7,35 (d, J/=8,1 Hz, 1 H) 8,02 (d, J=8,8 Hz, 1 H) 8,32 (d, /=2,9 Hz, 1 H) 11,87 (br
d, J/=2,2 Hz, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-A): Rt 1,08 phut, MH" 529

[0]p?%: -116,7° (¢ 0,51, DMF)

SFC khéng ddi xtmg (phuong phap SFC-E): Ry 4,63 phut, MH* 529, d6 tinh
khiét khong ddi ximg 94,7%.
Vi du 4: Tng hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)
amino)-1-(6-metoxy-5-metyl-1H-indol-3-yl)etanon (hop chit 4) va phan tach khong
dbi xtmg thanh céc chit ddng phan ddi anh 4A va 4B.

|
NS
1a Brs
JOO - —
~o N Et2AIC], CH:Cly, THF 0°C 1 gio,
0°C 3 gi&r rt2,5 gio
4a 4b
0/
HoN 7 \\/
o0 Chét ddng phan déi anh
4A va 4B

DIPEA, CH;CN/THF,
45°C 72 gits

Tbng hop hop chét trung gian 4a:
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Dietyl nhdm clorua 1M trong hexan (13,5 mL, 13,5 mmol) dugc bd sung nhod
giot & nhiét d6 0°C vao dung dich chira 6-metoxy-5-metyl-1H-indol [CAS 1071973-
95-9] (1,45 g, 9 mmol) trong CH2Clz (45 mL). Sau 30 phut 6 nhiét d6 0°C, dung dich
chira 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua la (2,4 g, 10,9 mmol) trong CH2ClL
(45 mL) dugc bd sung tir tir & nhiét &6 0°C. Phan tng duge khudy & nhiét d6 0°C
trong 3 gio. Nude da duoc bd sung va phan két tha duoc loc va duge ria bang nudc.
Phén rin dugc 1am kho trong chéan khong dé thu dugc 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-
metoxy-5-metyl-1H-indol-3-yl)etanon 4a (2,1 g).

Téng hop hop chét trung gian 4b:

O nhiét d6 0°C, dung dich chira phenyltrimetylamoni tribromua [CAS 4207-56-
1] 2,4 g, 6,4 mmol) trong THF (65 mL) dugc bd sung nhé giot vao hdn hop chia 2-
(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-5-metyl-1H-indol-3-yl)etanon  4a (2,1 g,
6,1 mmol) trong THF (60 mL). Hon hop dugc khudy & nhiét 6 0°C trong 1 gid va &
nhiét d6 trong phong trong 2,5 gid. Phin két tha dugc loc va duge rira bang EtOAc.
Phén loc duoc cd trong didu kién ap sut giam. Phén cin duoc hép thu bﬁng mot luong
diisopropylete t5i thiéu. Phan két tia dugc loc va dugc lam khd trong chan khéng dé
thu dugc 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-5-metyl-1H-indol-3-
yl)etanon 4b (2,36 g).

Téng hop hop chit 4 va phan tach khong d6i xtng cac chit déng phan d6i anh
4A va 4B

Hon hop chita 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-5-metyl-1H-
indol-3-yl)etanon 4b (4,0 g, 9,46 mmol), 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin [CAS
62606-02-4] (2,86 g, 14,2 mmol) va diisopropyletylamin (2,44 mL, 14,2 mmol) trong
CH3CN/THF (1/1) (100 mL) dugc khudy & nhiét d6 45°C trong 72 gid. Dung mdi
duge loai bd trong didu kién 4p suét giam. Phin cin dugc hoa tan trong EtOAc. Lop
hitu co duogc rira 2 14n bang HCI 1N, dugc rira biang nuée, duge lam kho trén MgSOs,
duoc loc va dugc cb trong diéu kién é&p sudt giam. Hop chét duogc két tinh tir
CH3CN/diisopropylete d& thu dugc 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-
(metylsulfonyl)phenyl)amino)-1-(6-metoxy-5-metyl-1H-indol-3-yl)etanon (hop chét 4,
1,1 g) duéi dang hdn hop raxemic.
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Qua trinh phan tach khéng déi ximg cac chit ddng phén déi anh ciia hop chat 4
duoc thuc hién thong qua SFC diéu ché khong déi xtimg (pha c6 dinh: (S,S)-Whelk-O1
5 um 250 x 21,1 mm, pha dong: 45% COa, 55% MeOH) tao ra 500 mg chét ddng phan
@61 anh rira giai thi nhét va 531 mg chét ddng phan dbi anh rira giai thi hai. Chat dong
phan déi anh rira gidi thir nhét duge két tinh tir CHsCN/EtO dé thu duoc chét dong
phén d6i anh 4A (401 mg). Chét ddng phin dbi anh rira giai thir hai duoc két tinh tir
CH;CN/Et,O dé thu duge chét ddng phan ddi anh 4B (396 mg).

Hop chit 4:

'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & ppm 2,21 (s, 3 H) 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H)
3,79 (s, 3 H) 4,01 (s, 3 H) 6,20 (d, /=7.9 Hz, 1 H) 6,58 (s, 2 H) 6,88 - 6,93 (m, 2 H)
6,96 (dd, J=8,5, 1,9 Hz, 1 H) 7,02 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 7,12 (d, /~1,9 Hz, 1 H) 7,34 (d,
J=8,5Hz, 1 H) 7,89 (s, 1 H) 8,24 (s, 1 H) 11,78 (br. 5., 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-C): Rt 3,16 phut, MH" 543
Diém néng chay: 208°C
Chét ddng phén dbi anh 4A.:

I NMR (500 MHz, DMSO-de) & ppm 2,21 (s, 3 H) 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H)
3,79 (s, 3 H) 4,01 (s, 3 H) 6,20 (d, /=7,6 Hz, 1 H) 6,58 (d, /~1,6 Hz, 2 H) 6,87 - 6,93
(m, 2 H) 6,96 (dd, J=8,2, 1,9 Hz, 1 H) 7,02 (d, /=7,6 Hz, 1 H) 7,12 (d, /=1,9 Hz, 1 H)
7,34 (d, J=8,2 Hz, 1 H) 7,89 (s, 1 H) 8,25 (s, 1 H) 11,78 (br. 5., 1 H)

LC/MS (phuong phép LC-C): Ry 3,15 phit, MH* 543
[a]p?: +141,8° (c 0,3936, DMF)

SFC khong dbi ximg (phuong phap SFC-C): R 4,95 phut, MH* 543, d¢ tinh
khiét khong ddi ximg 100%. '

Diém néng chay: 173°C
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Chét ddng phan dbi anh 4B:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 2,21 (s, 3 H) 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H)
3,79 (s, 3 H) 4,01 (s, 3 H) 6,20 (d, J/=7,9 Hz, 1 H) 6,58 (s, 2 H) 6,88 - 6,93 (m, 2 H)
6,96 (dd, J/=8,2, 1,9 Hz, 1 H) 7,02 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 7,12 (d, J=1,9 Hz, 1 H) 7,34 (4,
J=8,2Hz, 1 H) 7,90 (s, 1 H) 8,25 (s, 1 H) 11,79 (br. s., 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-C): Rt 3,15 phut, MH" 543

[0]p?%: -142,2° (c 0,3909, DMF)

SFC khong d6i xtmg (phuong phép SFC-C): R: 6,84 phit, MH" 543, d6 tinh
khiét khéng ddi ximg 100%.

Diém néng chay: 174°C
Vi du 5: Tng hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-flo-6-metoxy-1H-indol-3-y1)-2-((3-
metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)etanon (hop chit 5) va phan tich khong dbi
ximg thanh céc chét ddng phan dbi anh 5A va 5B.

|
cl
F 1a Bra
oS " O >
N
o N EtAICL, CHoCL, THF 0°C 1 gid,

0°C 3 gi¢ rt 4 gior

Cl

o \\ Phan tach khéng d6i ximg
Chét ddng phan déi anh

DIPEA, CHsCN/THF, 045\\ 5A va 5B

50°C 10 ngay 5

Téng hop hop chét trung gian 5a:

Dietyl nhém clorua 1M trong hexan (15,7 mL, 15,7 mmol) dugc bb sung nho
giot & nhiét d6 0°C vao dung dich chira 5-flo-6-metoxy-1H-indol [CAS 1211595-72-0]
(2 g, 12,1 mmol) trong CH2Cl> (50 mL). Sau 30 phut & nhiét d6 0°C, dung dich chta
2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua la (3,2 g, 14,6 mmol) trong CH2Clz (50 mL)
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duge bd sung tir tir & nhiét d6 0°C. Phan mg duoc khqu & nhiét d6 0°C trong 3 giod.
Nuéce da duge bd sung va phr:in Kkét tha duoc loc, duge rira bang nudc va mot lugng tbi
thidu CH,Cl. Chét rin duoc lam khé trong chan khéng d thu dugc 2-(4-clo-2-
metoxyphenyl)-1-(5-flo-6-metoxy-1H-indol-3-yl)etanon 5a (2,82 g).

Téng hop hop chét trung gian 5b:

O nhiét d6 0°C, dung dich chita phenyltrimetylamoni tribromua [CAS 4207-56-
1] (3,5 g, 8,1 mmol) trong THF (20 mL) duoc bd sung nho giot vao dung dich chura 2-
(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-flo-6-metoxy-1H-indol-3-yl)etanon 5a (2,82 g, 8,1 mmol)
trong THF (46 mL). Hén hop duge khuéy & nhiét d6 0°C trong 1 gi¢ va & nhiét 4o
trong phong trong 4 gio. Phin két tia duoc loc va duoc rira bing EtOAc. Phan dich
loc dugc c6 trong didu kién ap sut giam. Phan cin dugc hoa tan trong EtOAc va dugc
rira bang nudc. Pha hitu co duge lam kho trén MgSOa, dugc loc va dung moi dugce lam
bay hoi trong didu kién 4p suét giam. Phin cin duoc hép thy bing mot lugng t6i thiéu
cia EtOAc. Phan két tha duoc loc va duge lam kho trong chén khong dé thu duoc 2-
brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-flo-6-metoxy-1 H-indol-3-yl)etanon 5b (2,5 g).

Téng hop hop chét 5 va phén tach khong d6i xtmg cac chédt dong phan d6i anh
5A va 5B:

Hbn hop chira 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-flo-6-metoxy-1H-indol-
3-yl)etanon 5b (2,5 g, 5,86 mmol), 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin [CAS 62606-02-
4] (1,415 g, 7,03 mmol) va diisopropyletylamin (1,515 mL, 8,79 mmol) trong CH3CN
(55 mL) va THF (100 mL) dugc khudy & nhiét d@6 50°C trong 10 ngay. Dung mdi dugc
loai bo trong diéu kién 4p suit giam. Phén cin dugc tinh ché bang sic ky nhanh trén
silicagel (15-40 pm, 80 g, pha dong: CH2Clo/CH3OH 99,25/0,75). Céc phén doan tinh
khiét duoc két hop va duge lam bay hoi. Hop chit duoc hoa tan trong EtOAc va duge
khudy bing HCI IN trong 15 phut. Chat két tha xuat hién, dugc loc va duge lam khd
trong chan khong dé thu duge 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-flo-6-metoxy-1 H-indol-
3-y1)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)etanon (hop chat 5, 1,3 g) dudi

dang hdn hop raxemic.

Qué trinh phan tich khéng déi xtmg céc chit ddng phan dbi anh cua hop chat 5
duoc thuc hién théng qua SFC didu ché khong d6i xtmg (pha ¢ dinh: Chiralpak® IC 5
pm 250 x 20 mm, pha dong: 55% CO2, 45% MeOH). Cac phén doan san phém dugc
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két hop va duoc 1am bay hoi. Chét ddng phan d6i anh rira gidi thir nhdt dwoc héa rén
bing céch nghién thanh bot bang heptan/diisopropylete. Phan rin duogc loc va dugc
lam kho trong chan khong dé tao ra chét ddng phén ddi anh 5A (502 mg) dudi dang
bt tring vo dinh hinh. Chét ddng phan déi anh rira gidi thit hai dugc héa rén béng
céch nghién thanh bt bing heptan/diisopropylete. Phén rén duoc loc va duge 1am kho
trong chan khong dé tao ra chit ddng phan dbi anh 5B (490 mg) dudi dang bot tring
v0 dinh hinh.
Hop chét 5:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 3,85 (s, 3 H)
4,00 (s, 3 H) 6,21 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 6,58 (d, J=1,3 Hz, 2 H) 6,90 (s, 1 H) 6,97 (dd,
J=8.2,1,9 Hz, 1 H) 7,06 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 7,10 - 7,18 (m, 2 H) 7,34 (d, J=8,2 Hz, 1 H)
7,82 (d, J=12,0 Hz, 1 H) 8,35 (s, 1 H) 11,98 (br. s., 1 H)

LC/MS (phuong phéap LC-C): R¢ 3,01 phat, MH" 547

Diém néng chay: 182°C

Chét ddng phan d6i anh 5A:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 3,85 (s, 3 H)
4,00 (s, 3 H) 6,21 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 6,58 (d, J=1,3 Hz, 2 H) 6,90 (s, 1 H) 6,97 (dd,
J=8,2,2,0 Hz, 1 H) 7,07 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 7,11 - 7,17 (m, 2 H) 7,34 (d, J=8,2 Hz, 1 H)
7,82 (d, J=11,7Hz, 1 H) 8,35 (5, 1 H) 11,98 (br. s., 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-C): Ry 3,00 phut, MH" 547

[a]p?%: +136,4° (c 0,28, DMF)

SFC khéng dbi xtmg (phuong phap SFC-B): R: 3,43 phit, MH" 547, d9 tinh
khiét khéng ddi ximg 100%.

Chét ddng phan dbi anh 5B:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 3,85 (s, 3 H)
4,00 (s, 3 H) 6,21 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 6,58 (d, /=1,3 Hz, 2 H) 6,90 (s, 1 H) 6,97 (dd,
J=8,2,2,0 Hz, 1 H) 7,07 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 7,11 - 7,19 (m, 2 H) 7,34 (d, J=8,2 Hz, 1 H)
7,82 (d, J=11,7 Hz, 1 H) 8,35 (s, 1 H) 11,95 (br. s., 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-C): Rt 3,00 phit, MH" 547
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[0]p®: -126,3° (c 0,2755, DMF)

SFC khoéng dbi ximg (phuong phap SFC-B): R 4,80 phut, MH* 547, d§ tinh
khiét khong dbi ximg 98,06%.
Vi du 6: Tong hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)
amino)-1-(6-metoxy-7-metyl-1H-indol-3-yl)etanon (hop chit 6) va phan tich khong
dbi xting thanh céc chit ddng phan ddi anh 6A va 6B.

Br3

\
N \ \ O \
o ERAICL, CH2Clz, -30°C THF 0°C dén
H 0 ﬂ

1 gio, 1t 2 giv t2 gio
6a
o~
O/
-
N
H2 O//S\\O Phén tach khong ddi ximg .
_ Chat dong phén d6i anh
_S— 6A va 6B

DIPEA, CH5CN, 0%

hdi Iwu 16 giov

Tdng hop hop chat trung gian 6a:

Dietyl nhém clorua 1M trong hexan (32,8 mL, 32,8 mmol) duoc bd sung nho
giot vao dung dich d dugc lam lanh (-30°C) chita 6-metoxy-7-metyl-1H-indol [CAS
19500-05-1] (3,53 g, 21,9 mmol) trong CH2Clz (150 mL). Sau khi khudy trong 15 phut
& nhiét d6 -30°C, dung dich chira 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua la (6,71 g,
30,6 mmol) trong CH2Clz (150 mL) dugc bd sung tir tir & nhiét d6 -30°C. Phan Ung
duoc khudy & nhiét d6 -30°C trong 1 gidr va duogc cho phép lam 4m dén nhiét do trong
phong trong khi khudy trong 2 gio. Hon hop phan ung dugc rét vao trong nudc
d4/mubi Rochelle. Hn hop dugc loc trén tAm ngén cua dicalite® va banh loc duoc rira
nhidu 1An bing THF. Céc 16p duoc téch riéng. Lép chita nuée duge chiét bang THF.
Cac 16p hitu co két hop dugc rira bing nudc mudi, nuée, duge lam kho trén MgSOs,
duogc loc, va dugc lam bay hoi trong diéu kién ap sult giam. Phén cdn rdn duoc tao

huyén phi trong CH2Cl (50 mL) va phén rin duoc loc va dugce rira bing mot luong
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nh6 cia CHaCly va duge 1am khd trong chén khong & nhiét 46 50°C dé thu dugc 2-(4-
clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-7-metyl-1H-indol-3-yl)etanon 6a (6,85 g) duoi

dang chét rin mau tring nhat.
Tdng hop hop chét trung gian 6b:

G nhiét d6 0°C, dung dich chita phenyltrimetylamoni tribromua [CAS 4207-56-
1] (8,2 g, 21,8 mmol) trong THF (150 mL) dugc bb sung nhé giot vao dung dich chira
2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-7-metyl-1H-indol-3-yl)etanon  6a (6,8 g,
19,8 mmol) trong THF (250 mL). Hon hop dugc khudy & nhiét d6 trong phong trong 2
gio. Phan két tda duoc loc va duge rira bang THF. Phén loc duoc co trong didu kién ap
sut giam. Phin cin dugc két tinh tir CH2Cl. Phin két tia dugc loc, dugc rira bang
CHaCl, (2 14n) va duge 1am khé trong chén khong & nhiét 46 50°C dé thu dugc 2-
brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-l-(6-metoxy-7-mety1—1H-indol-3—y1)etanon 6b (5,38
g)-

Téng hop hop chét 6 va phan tach khong d6i ximg c4c chét dong phan dbi anh
6A va 6B:

HOn hop chia 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-7-metyl-1H-
indol-3-yl)etanon 6b (1,96 g, 4,65 mmol), 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin [CAS
62606-02-4] (1,40 g, 6,97 mmol) va diisopropyletylamin (1,20 mL, 6,97 mmol) trong
CH3CN (50 mL) duoc gia nhiét qua dém trong diéu kién hdi luu. Dung méi dugc loai
bo trong didu kién &p suét giam. Phan cin duoc hoa tan trong CH2Cly va duge rira
bﬁng HCI 0,5N va nudc, duoge 1am khd trén MgSOs, dugce loc va dugc lam bay hoi
trong diéu kién 4p suit giam. Phén cin duge tinh ché bing sic ky nhanh trén silicagel
(pha cb dinh: Biotage® SNAP Ultra 100 g, pha dong: EtOAc:EtOH(3:1)/heptan
gradien 0/100 dén 50/50). C4c phan doan tinh khiét duoc két hop va duoc 1am bay hoi
trong diéu kién 4p suat giam dé thu dugc 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-
(metylsulfonyl)phenyl)amino)-1-(6-metoxy-7-metyl-1H-indol-3-yl)etanon (hop chét 6,
1,0 g) duéi dang hdn hop raxemic.

Qué trinh phan tach khéong di xtmg cac cht déng phan déi anh cua hop chat 6
(1,0 g) duge thuc hién théng qua SFC diéu ché khong dbi ximg (pha c6 dinh:
Chiralcel® Diacel OD 20 x 250 mm, pha dong: COz, EtOH chira 0,2% iPrNH>). Cac

phan doan san pham dugc két hop va dugc lam bay hoi. Chit ddng phan dbi anh rira
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giai thit nhat duoc hoa rén bing cich nghién thanh bot béng hdon hgp ciia MeOH/nude
(1/1). Phin rén dugc loc va dugc 1am khé trong chan khong & nhiét 49 50°C dé tao ra
chit ddng phan dbi anh 6A (368 mg) dudi dang bt tring vo dinh hinh. Chat dong
phan déi anh rira giai thit hai dugc héa ran bing cach nghién thanh bot bing hon hop
ctia MeOH/nuée (1/1). Phéan rin dugce loc va duge lam kho trong chan khéng & nhiét
@5 50°C d& tao ra chit ddng phan dbi anh 6B (303 mg) dudi dang bot tréng vo dinh
hinh.
Chét ddng phan dbi anh 6A:

IH NMR (360 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,29 (s, 3 H) 3,10 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H)
3,80 (s, 3 H) 4,02 (s, 3 H) 6,24 (d, /=7,7 Hz, 1 H) 6,56 - 6,59 (m, 1 H) 6,59 - 6,62 (m,
1 H) 6,92 (t, J=1,6 Hz, 1 H) 6,93 - 6,99 (m, 2 H) 7,06 (d, /=7,7 Hz, 1 H) 7,13 (d, /=1,8
Hz, 1 H) 7,35 (d, /=8,4 Hz, 1 H) 7,94 (d, /=8,4 Hz, 1 H) 8,35 (s, 1 H) 11,91 (br s, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-A): R¢ 1,18 phut, MH" 543

[a]p?: +122,9° (c 0,48, DMF)

SFC khéng ddi ximg (phuong phap SFC-E): R 4,15 phut MH" 543, d6 tinh
khiét khong dbi ximg 100%.

Chét ddng phén dbi anh 6B:

I'H NMR (360 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 2,29 (s, 3 H) 3,10 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H)
3,80 (s, 3 H) 4,02 (s, 3 H) 6,24 (d, /=7,7 Hz, 1 H) 6,57 - 6,59 (m, 1 H) 6,59 - 6,62 (m,
1 H) 6,92 (t, /<1,8 Hz, 1 H) 6,93 - 7,00 (m, 2 H) 7,06 (d, /<7,7 Hz, 1 H) 7,13 (d, J=1,8
Hz, 1 H) 7,35 (d, J=8,1 Hz, 1 H) 7,94 (d, J=8,8 Hz, 1 H) 8,35 (d, /=2,2 Hz, 1 H) 11,91
(brs, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-A): Ry 1,22 phut, MH" 543

[a]p?: -120,6° (¢ 0,2755, DMF)

SFC khéng dbi ximg (phuong phap SFC-E): R 4,50 phut, MH" 543, d¢ tinh
khiét khéng d6i ximg 99,35%.

Vi du 7: Téng hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-5-metyl-1H-indol-3-yl)-2-((3-
metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)etanon (hop chit 7) va phéan tach khéng d6i
xtmg thanh céc chit ddng phén dbi anh 7A va 7B.
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H Et2AICI, CH2Clz, THF 0°C dén
0°C dntt 2 giv 1t 2 gio
7a 7b
o~
HoN s o
o0 Phén tach khong doi ximg

Chét ddng phén d6i anh
7A va 7B

DIPEA, CHsCN,
85°C qua dém

Tbng hop hop chét trung gian 7a:

Dung dich chira 6-flo-5-metyl-1H-indol [CAS 162100-95-0] (1,7 g, 11,4 mmol)
trong CH2Cl2 (100 mL) dugc lam lanh xudng nhiét d§ 0°C trong méi trudong khi N.
Dung dich chira dietyl nhdm clorua 1M trong hexan (17,1 mL, 17,1 mmol) dugc b
sung nhé giot va hdn hop thu duge duoc gitt & nhiét do 0°C trong 15 phut. Dung dich
chira 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua 1a (3,50 g, 16 mmol) trong CH>Cl> (50
mL) dugc bd sung nho giot. Tiép tuc khudy & nhiét d 0°C trong 1 giv va ¢ nhiét d6
trong phong trong 2 gid. Hon hop phan Gng duge rét vao trong dung dich da/mubi
Rochelle da khuéy. Sau khi dé tan, hdn hop duoc loc trén dicalite® va banh loc duoc
rira nhidu 1An bing THF. Phin dich loc dugc két hop. Céc 16p duoc tach riéng va 16p
hitu co dugc rora béng nudc mudi, duoc 1am kho trén MgSQOs, duge loc va duge lam
bay hoi trong didu kién ap sudt giam. Phén cin rén dugc tao huyén phu trong CH2Cl
(30 mL), phn két tia duoc loc va dugc lam khd trong chan khong & nhiét d§ 50°C dé
tao ra 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-5-metyl-1H-indol-3-yl)etanon 7a (2,76 g).

Téng hop hop chét trung gian 7b:

Dung dich dugc khudy chira 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-5-metyl-1H-
indol-3-yl)etanon 7a (2,76 g, 8,32 mmol) trong THF (350 mL) dugc lam lanh xudng
nhiét d6 0°C. Dung dich chita phenylirimetylamoni tribromua [CAS 4207-56-1] (3,44
g, 9,15 mmol) trong THF (50 mL) dugc bd sung nhé giot. Hon hop phan ung dugc
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khudy & nhiét 6 0°C trong 2 gi® va & nhiét d6 trong phong trong 2 gio. Phn rén duoc
loai bd béng cach loc va dugce rira be°1ng THF. Phan dich loc dugc 1am bay hoi trong
didu kién &p suét giam. Phdn cin duoc tron bing EtOAc (50 mL). Phan rin dugc tach
riéng b%mg cach loc, duoc rira bing mdt lwong nhé cta EtOAc va dugc lam khé trong
chian khong & nhiét d6 50°C dé tao ra 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-
5-metyl-1H-indol-3-yl)etanon 7b (3,21 g) dudi dang chét rin mau tréng, duoc str dung

trong bude tiép theo ma khong cin tinh ché thém.

Téng hop hop chét 7 va phan tach khong d6i xtmg cac chat ddng phan d6i anh
7A va 7B:

Hon hop chia 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-5-metyl-1H-indol-
3-yl)etanon 7b (1,6 g, 3,90 mmol), 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin [CAS 62606-02-
4] (1,18 g, 5,84 mmol) va diisopropyletylamin (671 pL, 3,90 mmol) trong CH3CN
(100 mL) duoc khudy qua dém & nhiét d6 85°C. Hén hop phan (g dugc cd trong diéu
kién 4p suét giam. Phan cin duoc hoa tan trong CH2Cly (100 mL), duoc rira bang HCI
IN (100 mL) va nuée (100 mL), duoc 1am khd trén MgSO4, duge loc va duge lam bay
hoi trong didu kién 4p suAt gidm. Phin cin dugc tinh ché bang k¥ thuat sic ky cot (pha
¢ dinh: Grace Reveleris® silica 120 g, pha dong: EtOAc:EtOH(3:1)/heptan gradien
0/100 dén 50/50). Cac phan doan mong mudn duge két hop va duge 1am bay hoi trong
didu kién 4p suit giam. Phin cin dugc két tia tir CHoClo/heptan. Phan rén dugc tich
riéng bing céch loc va dugc rira bing CH2Cl/heptan (1/1). San phim thé dugc tinh
ché tiép bang HPLC didu ché (pha c¢6 dinh: Uptisphere® C18 ODB — 10 pm, 200 g,
5 cm, pha dong: dung dich NHsHCOj3 0,25% trong nude, CH3CN). Céc phan doan san
phdm dugc két hop va dugc lam bay hoi trong diéu kién 4p suét giam. Phan cin rdn
duge tron voi EtOAc (20 mL) va phén ran duge tach riéng béng cach loc va dugce rira
bang mot lugng nho cua EtOAc dé tao ra 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-flo-5-metyl-
1 H-indol-3-y1)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)etanon (hop chét 7, 341
mg) dudi dang hén hop raxemic. Phén loc duoc 1am bay hoi trong diéu kién 4p suét
gidm va phin cin dugc hép thu bang MeOH. Sau khi khudy trong 30 phut, phan rin

duoc tach riéng bang cach loc d2 tao ra mAu thit hai ctia hop chit 7 (92 mg).

Qué trinh phan tach khong déi ximg cac cht ddng phan déi anh cia hgp chat 7
402 mg) dugc thyc hién théng qua phan tich khong d6i xtmg pha binh thudng (pha cb
g
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dinh: (S,S)-Whelk-O1, pha dong: 100% metanol). Céc phén doan san phim dugc két
hop va duge 1am bay hoi d& tao ra chit ddng phan ddi anh 7A duéi dang san pham
chit ddng phan déi anh rira giai thir nhit va chit ddng phén d6i anh 7B dudi dang sén
phém chét ddng phan dbi anh rira giai thir hai. Chét ddng phan doi anh 7A dugc tinh
ché tiép bang sic ky nhanh trén silicagel (pha c¢d dinh: Grace Reveleris® silica 12 g,
pha dong: heptan/EtOAc/EtOH 100/0/0 dén 40/45/15). Cac phin doan mong mudn
duoc két hop va duge lam bay hoi trong diéu kién ap sut giam. Phén cin duogc nghién
thanh bt véi H20 (1,75 mL) va MeOH (0,75 mL). Phén rin duoc loc, dugc rira (2 14n)
bing H,0/MeOH 7/3, va duoc lam khé trong chan khong & nhiét d§ 50°C dé tao ra
chét ddng phan dbi anh 7A (48 mg). Chit ddng phan ddi anh 7B duoc tinh ché tiép
béng séc ky nhanh trén silicagel (pha c¢d dinh: Grace Reveleris® silica 12 g, pha dfng:
heptan/EtOAC/EtOH 100/0/0 dén 40/45/15). Céc phan doan mong mudn duoc két hop
va dugc lam bay hoi trong didu kién ap sut giam. Phén cin duoc nghién thanh bot véi
H20 (1,75 mL) va MeOH (0,75 mL). Phin rn duoc loc, duoc rira (2 14n) béng
H,0/MeOH 7/3, va duge 1am kho trong chén khong & nhiét do 50°C d8 tao ra chit
ddng phan dbi anh 7B (43 mg).

Hop chit 7:

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,30 (d, J=0,9 Hz, 3 H) 3,09 (s, 3 H)
3,72 (s, 3 H) 4,00 (s, 3 H) 6,22 (d, J=7,7 Hz, 1 H) 6,54 - 6,63 (m, 2 H) 6,92 (t, J=1,5
Hz, 1 H) 6,97 (dd, J=8,3, 1,9 Hz, 1 H) 7,01 (d, /~7,7 Hz, 1 H) 7,12 (d, J=1,8 Hz, 1 H)
7,22 (d, /=10,2 Hz, 1 H) 7,35 (d, /=8,4 Hz, 1 H) 8,02 (d, J=7,7 Hz, 1 H) 8,37 (s, 1 H)
11,97 (brs, 1 H)

LC/MS (phuong phép LC-A): R; 1,19 phat, MH" 531

Chéit ddng phan d6i anh 7A:

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,30 (d, J=1,5 Hz, 3 H) 3,09 (s, 3 H)
3,72 (s, 3 H) 4,00 (s, 3 H) 6,22 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 6,56 - 6,60 (m, 2 H) 6,91 (t, /=1,7
Hz, 1 H) 6,97 (dd, J=8,3, 2,1 Hz, 1 H) 7,01 (d, /=7,7 Hz, 1 H) 7,12 (d, /=2,0 Hz, 1 H)
7,22 (d, /=10,1 Hz, 1 H) 7,34 (d, J=8,1 Hz, 1 H) 8,02 (d, /=7,7 Hz, 1 H) 8,37 (s, 1 H)
11,96 (s, 1 H)

LC/MS (phuong phép LC-A): Rt 1,15 phat, MH" 531
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[2]D20: -163,2° (c 0,435, DMF)

SFC khong d6i xtng (phuong phap SFC-E): R 4,26 phut, MH" 531, d¢ tinh
khiét khéng ddi ximg 100%.

Chét ddng phan dbi anh 7B:

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 2,30 (d, J=1,5 Hz, 3 H) 3,09 (s, 3 H)
3,72 (s, 3 H) 4,00 (s, 3 H) 6,22 (d, J=7,7 Hz, 1 H) 6,57 - 6,61 (m, 2 H) 6,92 (t, /=1,8
Hz, 1 H) 6,97 (dd, J=8,1, 2,0 Hz, 1 H) 7,01 (d, J/=7,7 Hz, 1 H) 7,12 (d, J/=2,0 Hz, 1 H)
7,22 (d, J=10,0 Hz, 1 H) 7,35 (d, J=8,4 Hz, 1 H) 8,02 (d, /7,9 Hz, 1 H) 8,37 (d, J=2,4
Hz, 1 H) 11,97 (s, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-A): Rt 1,15 phut, MH" 531

[a]p?: +166,6° (c 0,5, DMF)

SFC khong dbi xung (phuong phap SFC-E): R 3,78 phut, MH" 531, 30 tinh
khiét khong dbi ximg 100%.
Vi du 8: Téng hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)
amino)-1-(5-(triflometyl)-1H-indol-3-yl)etanon (hop chét 8) va phan tich khong d6i
ximg thanh céc chit ddng phan d6i anh 8A va 8B.
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\
1t 3 gio Ts 1t 2 gio ‘ Ts
8b

|
NS
LiOH Brs
_—
THF/HZO, 30°C 1 gi(‘y THF, 0°C 1 gid,
rt 4 gio
o~
HoN O/’S\\O Phén tach khong doi ximg Chét ddng phan déi anh

8A va 8B
EfN(iPr)2, CHsCN,
THF, 70°C 24 gioy

Tbng hop hop chét trung gian 8a:

O nhiét d6 0°C, trong dong Ny, natri hydrua (2,48 g, 64,8 mmol) dugc bd sung
timg phan vao hdn hop chira 5-(triflometyl)-1H-indol [CAS 100846-24-0] (10 g, 54,0
mmol) trong DMF (150 mL) va hdn hop phén ng duge khudy & nhiét d6 0°C trong 30
phit. Dung dich chira tosyl clorua (11,3 g, 59,4 mmol) trong DMF (50 mL) duogc bb
sung nho giot va hdn hop thu duoc dugc khudy & nhiét d6 trong phong trong 3 gio. 0
nhiét d6 0°C, hdn hop duge lam dimg bing céch bd sung thém nuéc. Phan két toa
duoge loc va duge 1am khd qua dém trong chan khong & nhiét do 70°C dé thu duoc 1-
tosyl-5-(triflometyl)-1H-indol 8a (18,4 g).

Téng hop hop chét trung gian 8b:

Titan(IV) clorua (2,4 mL, 21,9 mmol) dugc bb sung nhé giot & nhiét do trong
phong vao dung dich chira 1-tosyl-5-(triflometyl)-1H-indol 8a (3,7 g, 10,95 mmol) va
2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua la (4,8 g, 21,9 mmol, tbng hop: xem vi du 1)
trong 1,2-dicloetan (120 mL). Phan Umg dugc khudy & nhiét d trong phong trong 2
gidr. Nuée da duge bd sung. Hon hop phan tmg dugc chiét bing EtOAc. Lép hitu co
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duge 1am kho trén MgSO4, duge loc, va dung mdi dugc cd trong diéu kién ap suét
giam. Phan cin dugc tinh ché bing k§ thuat sic ky cot trén silicagel (15-40 pm, 80 g,
pha dong: CH.CL/MeOH 99,5/0,5). Céc phan doan chita hop chét 8b dugc két hop va
dung méi duge lam bay hoi trong diéu kién &p suit giam. Hop chét duoc hap thy bing
CH3CN/diisopropylete. Phan két tia duge loc va duge 1am kho d8 thu duogc 2-(4-clo-2-
metoxyphenyl)-1-(1-tosyl-5-(triflometyl)-1 H-indol-3-yl)etanon 8b (2,8 g).

Téng hop hop chét trung gian 8c:

Lithi hydroxit (0,64 g, 15,3 mmol) dugc bb sung vao dung dich chira 2-(4-clo-
2-metoxyphenyl)-1-(1-tosyl-5-(triflometyl)-1 H-indol-3-yl)etanon 8b (3,2 g, 6,13 mmol)
trong THF (18 mL) va nudc (6 mL). Hdn hop duge khudy & nhiét d6 30°C trong 1 gid.
Nuéc va EtOAc duge bd sung. Lép hitu co duoc tach ra, duge lam kho trén MgSOa,
duge loc, vi dung méi duoc 1am bay hoi trong diéu kién 4p sudt giam. Chét rén duoc
hép thu bing diisopropylete. Phin két tia duoc loc va dugc lam khé dé thu duge 2-(4-
clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-(triflometyl)-1H-indol-3-yl)etanon 8¢ (2,1 g).

Téng hop hop chét trung gian 8d:

& nhiét d6 0°C, dung dich chira phenyltrimetylamoni tribromua [CAS 4207-56-
11 (2,1 g, 5,7 mmol) trong THF (60 mL) dugc bd sung nho giot vao hdn hop chura 2-
(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-(triflometyl)-1H-indol-3-yl)etanon 8c (2,15 g, 5,7 mmol)
trong THF (60 mL). Hon hop dugc khudy & nhiét ¢6 0°C trong 1 gio va & nhiét d6
trong phong trong 4 gio. Phin két tiia dugc loc va duge rira bing EtOAc. Phan dich
loc dugce co trong diéu kién ap suét giam. Phén cin dugc hoa tan trong EtOAc. Lop
hitu co dugc rira béng nudce, duge lam khd trén MgSOs, dugce loc va dung moi duge
1am bay hoi trong diéu kién &p suét giam. Phan cin dugc hép thu bing diisopropylete.
Phin két tia dugc loc va duoc lam khd dé thu duoc 2-brom-2-(4-clo-2-

metoxyphenyl)-1-(5-(triflometyl)-1H-indol-3-yl)etanon 8d (2,5 g).

Téng hop hop chét 8 va phan tach khong dbi xtmg thanh cac cht dong phén
d6i anh 8A va 8B:

Hon hop chira 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-(triflometyl)-1 H-indol-3-
yl)etanon 8d (1 g, 2,24 mmol), 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin [CAS 62606-02-4]
(496 mg, 2,46 mmol) va diisopropyletylamin (0,38 mL, 2,24 mmol) trong CH3CN (50
mL) va THF (25 mL) duoc khudy & nhiét ¢ 70°C trong 24 gid. Dung dich dugc cd
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trong didu kién ap sult giam. Phén cin duge hoa tan trong EtOAc va dung dich duge
rira bang HCI IN. Lép hitu co dugc tach ra, duge lam kho trén MgSO4, dugc loc va
dung mdi duge 1am bay hoi trong diéu kién 4p suat giam. Hop chit dwoc két tinh tir
diisopropylete/CH;CN ¢ thu dugc  2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-
(metylsulfonyl)phenyl)amino)-1-(5-(triflometyl)-1 H-indol-3-yl)etanon  (hop chit 8,

310 mg) dudi dang hdn hgp raxemic.

Céc chit ddng phan dbi anh ciia hop chit 8 dugc téch riéng thong qua SFC diéu
ché khong dbi ximg (pha cb dinh: Chiralpak® AD-H 5 pm 250 x 20 mm, pha dong: 70%
CO,, 30% iPrOH +0,3% iPrNH>) d8 thu duoc, sau khi két tinh trong ete dau
mo/diisopropylete, 122 mg chat dbng phan ddi anh rira giai tha nhit 8A va 128 mg
chit ddng phan dbi anh rtra giai thi hai 8B.

Hop chét 8:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 3,10 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 3,99 (s, 3 H)
6,29 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 6,56 - 6,62 (m, 2 H) 6,92 (s, 1 H) 6,98 (dd, /=8,4, 2,0 Hz, 1 H)
7,09 (d, /~7,9 Hz, 1 H) 7,13 (d, J/=1,9 Hz, 1 H) 7,36 (d, J=8,5 Hz, 1 H) 7,54 (dd, /=85,
1,6 Hz, 1 H) 7,69 (d, /=8,5 Hz, 1 H) 8,48 (s, 1 H) 8,61 (s, 1 H) 12,45 (br s, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-C): R; 3,19 phut, MH" 567

Diém néng chay: 168°C

Chéat ddng phan dbi anh 8A:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3,09 (s, 3 H) 3,73 (s, 3 H) 3,99 (s, 3 H)
6,29 (d, J/=7,6 Hz, 1 H) 6,60 (br s, 2 H) 6,92 (s, 1 H) 6,98 (dd, /=8,3, 1,8 Hz, 1 H) 7,07
(d, /=8,1 Hz, 1 H) 7,13 (d, /=1,5 Hz, 1 H) 7,36 (d, /=8,1 Hz, 1 H) 7,54 (d, /=8,1 Hz, |
H) 7,69 (d, J=8,6 Hz, 1 H) 8,49 (s, 1 H) 8,60 (s, 1 H) 12,41 (brs, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-C): R¢ 3,25 phit, MH" 567

[a]p?: -119,2° (c 0,2727, DMF)

SFC khong d6i xtmg (phuong phap SFC-F): Rt 2,64 phut, MH" 567, d§ tinh
khiét khong d6i xtmg 100%.

Chat ddng phan dbi anh 8B:
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 3,09 (s, 3 H) 3,73 (s, 3 H) 3,99 (s, 3 H)
6,29 (d, J=8,1 Hz, 1 H) 6,60 (s, 2 H) 6,92 (s, 1 H) 6,98 (dd, J=8,6, 2,0 Hz, 1 H) 7,07 (d,
J=8,1 Hz, 1 H) 7,13 (d, /=2,0 Hz, 1 H) 7,36 (d, J=8,6 Hz, 1 H) 7,54 (dd, J=8,6, 1,5 Hz,
1 H) 7,69 (d, J=8,6 Hz, 1 H) 8,49 (s, 1 H) 8,60 (s, 1 H) 12,40 (brs, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-C): R 3,25 phut, MH" 567
[a]p?: +125,1° (c 0,2455, DMF)

SFC khéng dbi xtmg (phuong phap SFC-F): R 3,44 phut, MH" 567, d§ tinh
khiét khong d6i ximg 100%.
Vi du 9: Téng hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)

amino)-1-(5-(triflometoxy)-1H-indol-3-yl)etanon (hop chét 9) va phan tach khong d6i
ximg thanh céc chét ddng phan dbi anh 9A va 9B.

F3CO Bra
N EtAICL, CH:Ch, O N THF 0°C dén O
0°C dén rt 4 giv H rt2 gio
9a
o~ Cl

\o 0—

ol
HaN o Phan tich khong d6i ximg ,
. FiCO N Chét ddng phén déi anh
\ 28— 9A va 9B
DIPEA, CH3CN, 07y

90°C qua dém

Tbng hop hop chét trung gian 9a:

Dung dich chira 5-(triflometoxy)-1H-indol [CAS 262593-63-5] (3 g, 14,9 mmol)
trong CH2Clz (150 mL) dugc lam lanh xudng nhiét d§ 0°C troﬁg moéi truong khi No.
Dung dich chira dietyl nhom clorua 1M trong hexan (22,4 mL, 22,4 mmol) dugc bd
sung nho giot va hdn hop thu duoc dugc gilt & nhiét d§ 0°C trong 15 phut. Dung dich
chira 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua la (4,57 g, 20,9 mmol) trong CHCl,
(100 mL) duge bd sung nhod giot. Tiép tuc khudy & nhiét 4o 0°C trong 1 gior va hon
hop phan tmg sau d6 dugc khudy & nhiét d§ trong phong trong 4 gio. Hon hop phéan
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g duoc rét vao trong dung dich d4/mubi Rochelle d3 khudy. Sau khi d4 tan, hdn hop
duoc loc trén dicalite® va banh loc dugc rira nhiéu 14n bang THF. Phin loc duge két
hop. Cac 16p duge tach riéng va 16p hitu co dugc rira bing nuéc mubi, duoce 1am kho
trén MgS0s, duge loc va duge 1am bay hoi trong didu kién ap suét giam. Phan can
duoc nghién thanh bot bing CH2Cla (50 mL). Chat két tha thu duoc duge loc va duge
lam kho trong chan khéng & nhiét 46 50°C dé tao ra 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-
(triflometoxy)-1H-indol-3-yl)etanon 9a (4,39 g).

Téng hop hop chét trung gian 9b:

Dung dich da khudy chita 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-(triflometoxy)-1H-
indol-3-yl)etanon 9a (4,39 g, 11,4 mmol) trong THF (200 mL) dugc lam lanh xubng
nhiét 46 0°C.

Dung dich chira phenyltrimetylamoni tribromua [CAS 4207-56-1] (4,73 g,
12,6 mmol) trong THF (100 mL) dugc bd sung nhé giot. Huyén phu thu dugc duge
khudy & nhiét d6 trong phong trong 2 gio. Phén rén duogc loai bé bang cach loc va
duoc rira bang THF. Phén dich loc duge 1am bay hoi trong didu kién 4p suét giam.
Phén cin dugc tron béng EtOAc (30 mL). Phén rin duoc tach riéng bang cach loc,
duoc riora béng mot lugng nhéd ctia EtOAc va duge 1am khd trong chén khong & nhiét
d6 50°C dé tao ra 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-(triflometoxy)-1H-indol-3-
yl)etanon 9b (5,0 g) duéi dang chét rén mau tring, duogc st dung trong budc tiép theo

ma khdng can tinh ché thém.

Téng hop hop chit 9 va phan tach khong d6i xtmg cta céc chat ddng phan dbi
anh 9A va 9B:

Hoén hop chira 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(5-(triflometoxy)-1H-indol-
3-yl)etanon 9b (2,5 g, 5,40 mmol), 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin [CAS 62606-02-
4] (1,49 g, 7,38 mmol) va diisopropyletylamin (931 pL, 5,40 mmol) trong CH3CN
(100 mL) duoc khudy qua dém & nhiét 46 90°C. Hon hop phan tmg dugc b trong didu
kién 4p suat giam. Phén cin dugc hoa tan trong CH2Cla (100 mL), dugc rira bang HCI
IN (100 mL) va nude (100 mL), duoc 1am khd trén MgSOa, duoc loc va dugce lam bay
hoi trong didu kién 4p sudt giam. Phdn cin dugc tinh ché bing k¥ thudt sic ky cot (pha
c¢b dinh: Grace Reveleris® silica 120 g, pha dong: EtOAc:EtOH(3:1)/heptan gradien
0/100 dén 50/50). C4c phan doan mong mudn duge két hop va duogc 1am bay hoi trong
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diéu kién ap sudt giam. Phén cin duoc két tia tir EtOAc (10 mL) trong khi khuéy.
Phan rin duoc tach riéng béang cach loc va duoc ria béng mdt lvong nho cua EtOAc
dé tao ra 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)-1-
(5-(triflometoxy)-1H-indol-3-yl)etanon (hop chit 9, 477 mg) duéi dang hdn hop
raxemic. Phan loc dugce 1am bay hoi trong diéu kién ap suét giam va phﬁn can dugc
hép thu bang EtOAc (5 mL). Sau khi khudy qua dém, phan rén dugc tach riéng bing
cach loc va duogc rira bang EtOAc dé tao ra mAu thtt hai ctia hop chét 9 (216 mg).

Qua trinh phan tach khéng d8i xtmg céc cht ddng phan dbi anh ctia hop chét 9
(663 mg) duge thyc hién thong qua phén tich khong dbi xtmg pha binh thuong (pha cb
dinh: AS 20 pm, pha dong: 100% metanol). C4c phan doan san phim dugc két hop va
duge lam bay hoi d8 tao ra chit dong phan dbi anh 9A duéi dang san phdm chit ddng
phén d6i anh rira giai thir nhit va chit ddng phan dbi anh 9B dudi dang san phim chét
ddng phan dbi anh rira giai thir hai. Chit dong phan d6i anh 9A dugc khudy trong H20
(2 mL) va MeOH (3 mL) & nhiét do 40°C. Phin rin duoc loc, duoc rira (3 14n) béng
H,0/MeOH 1/1, va duoc 1am khd trong chén khong & nhiét do 45°C dé tao ra chat
ddng phan déi anh 9A (151 mg). Chét ddng phén d6i anh 9B duoc tinh ché tiép bang
séc ky nhanh trén silicagel (pha cd dinh: Grace Reveleris® silica 12 g, pha dong:
heptan/EtOAc/EtOH 100/0/0 dén 40/45/15). C4c phan doan mong mudn dwoc két hop,
duoc 1am bay hoi trong diéu kién &p sudt giam va dong bay hoi véi EtOAc. Phan cin
dugc khudy trong MeOH (5 mL) va dugc két tha bing cach bd sung tir tit H2O (4 mL).
Phan rén duge loc, dugc rira (3 14n) bang H,0/MeOH 1/1, va dugc lam khé trong chin
khong & nhiét do 50°C dé tao ra cht ddng phan d6i anh 9B (132 mg).

Hop chét 9:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3,09 (s, 3 H) 3,73 (s, 3 H) 3,99 (s, 3 H)
6,26 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 6,57 - 6,62 (m, 2 H) 6,91 (t, /~1,9 Hz, 1 H) 6,98 (dd, /=8,4,
2,0 Hz, 1 H) 7,07 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 7,13 (d, J=2,0 Hz, 1 H) 7,22 (dd, J=8,6, 2,2 Hz, 1
H) 7,36 (d, J=8,4 Hz, 1 H) 7,59 (d, /=8,8 Hz, 1 H) 8,06 (d, /=0,9 Hz, 1 H) 8,55 (s, 1 H)
12,28 (brs, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-A): R 1,31 pht, MH* 583

Chét ddng phan dbi anh 9A:
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3,09 (s, 3 H) 3,73 (s, 3 H) 3,99 (s, 3 H)
6,26 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 6,55 - 6,62 (m, 2 H) 6,91 (t, /~1,5 Hz, 1 H) 6,98 (dd, /=8,4,
2,0 Hz, 1 H) 7,07 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 7,13 (d, /=2,0 Hz, 1 H) 7,21 (dd, J=8,8, 1,8 Hz, 1
H) 7,36 (d, /=8,4 Hz, 1 H) 7,59 (d, /=8,8 Hz, 1 H) 8,07 (d, J=0,9 Hz, 1 H) 8,55 (s, 1 H)
12,29 (brs, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-A): R¢ 1,20 phut, MH" 583

[a]p?: +130,3° (¢ 0,555, DMF)

SFC khong ddi xtmg (phuong phap SFC-E): R 3,10 phat, MH" 583, d% tinh
khiét khong dbi xtmg 100%.

Chét ddng phén d6i anh 9B:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3,09 (s, 3 H) 3,73 (s, 3 H) 3,99 (s, 3 H)
6,26 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 6,56 - 6,62 (m, 2 H) 6,92 (t, J/=2,0 Hz, 1 H) 6,98 (dd, J=8,1,
2,0 Hz, 1 H) 7,07 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 7,13 (d, /=2,0 Hz, 1 H) 7,22 (dd, J=8,8, 1,8 Hz,
1 H) 7,36 (d, J=8,4 Hz, 1 H) 7,59 (d, /=8,8 Hz, 1 H) 8,07 (d, /=0,9 Hz, 1 H) 8,55 (s, 1
H) 12,30 (br s, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-A): R 1,20 phut, MH" 583

[0]p?%: -133,2° (¢ 0,5, DMF)

SFC khéng ddi xtmg (phuong phap SFC-E): R 3,50 phut, MH" 583, d§ tinh
khiét khéng ddi ximg 100%.
Vi du 10: Tdng hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl) phenyl)
amino)-1-(6-metoxy-5-(triflometoxy)-1H-indol-3-yl)etanon (hop chét 10) va phan tach
khong dbi xtng thanh cac chét ddng phan dbi anh 10A va 10B.
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Tbng hop hop chat trung gian 10a:

B4 sung nhd giot dung dich chira NaOEt (0,69 mol, dugc diéu ché tir 15,9 g Na
va 700 mL EtOH) vao dung dich di lam lanh (-15°C) chira 3-metoxy-4-(triflometoxy)
benzaldehyt [CAS 853771-90-1] (50 g, 230 mmol) va etyl azidoaxetat (89 g, 690
mmol) trong EtOH (400 mL), trong khoang thoi gian 2 gio. Hon hop phan tng dugc
khudy & nhiét d6 trong phong qua dém. Sau khi 1am lanh trén bé nudc da, phan {mg
duoc 1im dimg bing dung dich NH4CI bdo hoa (1,2 L), va dugc khudy trong 10 phit.
Phin két tia dwoc loc, duge rira bang nudce, va duge lam khd dé thu duoc (Z)-etyl 2-
azido-3-(3-metoxy-4-(triflometoxy)phenyl)acrylat 10a (32 g) dudi dang chét rin mau
vang nhat.

Tbng hop hop chét trung gian 10b:

Dung dich chita (Z)-etyl 2-azido-3-(3-metoxy-4-(triflometoxy)phenyl)acrylat
10a (3 g, 10 mmol) trong xylen (40 mL) duoc gia nhiét trong diéu kién hdi luu qua
dém. Sau khi 1am ngudi xudng nhiét @6 trong phong, dung mdi dugc lam bay hoi dén
khi kho. Phin cin duge nghién thanh bot bing hexan (50 mL) va phan két tha dugc loc
dé thu duoc metyl 6-metoxy-5-(triflometoxy)-1H-indol-2-cacboxylat 10b (hiéu suét:

1,4-1,6 g) dudi dang chét rin mau vang.

Tbng hop hop chét trung gian 10c:
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B6 sung NaOH (7 g, 175 mmol) vao hdn hop chira metyl 6-metoxy-5-
(triflometoxy)-1H-indol-2-cacboxylat 10b (25 g, 87 mmol) trong MeOH/H20 (2/1,
300 mL) va hdn hop dugc gia nhiét trong diéu kién hdi luu cho dén khi thu dwgc dung
dich trong. Sau khi lam ngudi xubng nhiét d6 trong phong, phﬁn 16n metanol dugc loai
b6 trong diéu kién &p sult giam va dung dich chira nudc con lai duoc axit héa bang
HCI dic dén pH 3-4. San phim dugc chiét bang EtOAc (2x 250 mL). Céc 16p hitu co
két hop dugc rira bﬁng nuée mudi, duge 1am khd, va dugc 1am bay hoi trong diéu kién
ap sudt giam dé thu dugc axit 6-metoxy-5-(triflometoxy)-1H-indol-2-cacboxylic 10c

(22,7 g) du6i dang chét ran mau xam.
Téng hop hop chét trung gian 10d:

Huyén phil clia axit 6-metoxy-5-(triflometoxy)-1H-indol-2-cacboxylic 10c (7,5
g, 27 mmol) va Cu (1,22 g, 0,7 duong luong) trong quinolin (150 mL) dugc gia nhiét
dén 220-230°C trong mdi trudng khi tro trong 12 gio. Sau khi 1am ngudi xudng nhiét
d6 trong phong, hdn hop duge pha lodng bang metyl tert-butyl ete (MTBE, 400 mL)
va duogc rira bang dung dich NaHSO; chira nudce bdo hoa (2x 500 mL). Lép hitu co
duogc 1am kho trén MgSO4, duge loc qua tAm ngén cua silicagel, va dugc 1am bay hoi
trong didu kién ap sult giam. Phén cin dugce tinh ché bang k§ thuat cot séc ky dé thu

duogc 6-metoxy-5-(triflometoxy)-1H-indol 10d (3,75 g) dudi dang chét rin mau vang.
Téng hop hop chét trung gian 10e:

Dung dich chira 6-metoxy-5-(triflometoxy)-1H-indol 10d (1,61 g, 6,96 mmol)
trong CH2Cl, (150 mL) duoc lam lanh xubng nhiét 6 0°C trong mdi trudng khi No.
Dung dich chita dietyl nhdm clorua 1M trong hexan (10,4 mL, 10,4 mmol) dugc bd
sung nho giot va hén hop thu duge duge gift ¢ nhiét d6 0°C trong 30 phit. Dung dich
chira 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua 1a (2,28 g, 10,4 mmol) trong CH2Cl (75
mL) dugc bd sung nho giot. Tiép tuc khudy & nhiét d6 0°C trong 1 gio va & nhiét do
trong phong trong 1 gid. Hon hop phéan tng dugc lam lanh xudng nhiét d6 0°C va
dung dich chira kali natri tartrat tetrahydrat (mudi Rochelle, 3,93 g, 13,9 mmol) trong
nuée (6 mL) duoc bd sung nhé giot. Hon hop phan tng duge khudy trong 30 phut &
nhiét @ 0°C. THF (200 mL) dwoc bd sung va hén hop phan ting dugc khudy & nhiét
d6 trong phong trong 20 phut. Naz2SO4 (25g) dugc bd sung, hén hop dugc khudy qua
dém, duogc loc qua dicalite® va banh loc dugc rira nhiéu 1an béng THF (4x150 mL).
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Phin loc dugc két hop va duge 1am bay hoi trong didu kién 4p suét giam. Phin can rén
dugc khudy trong hdn hop chira diisopropyl ete (25 mL) va EtOAc (2 mL). Phin rin
duge loc, duge rira bang DIPE (3 14n) va duoc 1am khd trong chin khéng & nhiét do
50°C dé tao ra 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-5-(triflometoxy)-1H-indol-3-
yl)etanon 10e (3,6 g).

Téng hop hop chét trung gian 10f:

Dung dich dugc khudy chira 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-5-(triflo-
metoxy)-1H-indol-3-yl)etanon 10e (3,6 g, 6,53 mmol) trong THF (130 mL) dugc lam
lanh xudng nhiét d§ 0°C, trong mdi trudng khi N». Phenyltrimetylamoni tribromua
[CAS 4207-56-1] (2,58 g, 6,85 mmol) dugc bd sung va hdn hgp phan tng dugce khudy
& nhiét d6 0°C trong 45 phit va & nhiét do trong phong trong 1,5 gio. Phén rén duoc
loai bo béng cach loc va dugc rira béng THF (2 l4n). Phan dich loc duoc 1am bay hoi
trong didu kién ap sudt giam d tao ra 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-
5-(triflometoxy)-1H-indol-3-yl)etanon 10f (4,16 g), dugc sir dung trong budce tiép theo

ma khong cin tinh ché thém.

Téng hop hop chat 10 va phéan tich khong ddi xtmg céc chit dong phan doi anh
10A va 10B:

Hén hop chita 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(6-metoxy-5-(triflo-
metoxy)-1H-indol-3-yl)etanon 10f (4,16 g, 6,50 mmol), 3-metoxy-5-(metyl-
sulfonyD)anilin [CAS 62606-02-4] (2,62 g, 13,0 mmol) va diisopropyletylamin (2,24
mL, 13,0 mmol) trong CH3CN dugc khudy & nhiét d trong phong trong 2 ngay trong
mdi truong khi Na. Nude (250 mL) dugc bd sung va san phim duge chiét bang EtO
2 14n). Céc 16p hitu co két hop duge 1am kho trén MgSO4, duoc loc va dugce lam bay
hoi trong diéu kién 4p suét giam. Phan cin duoc tinh ché bing k§ thuit cot sic ky (pha
cb dinh: Grace Reveleris® silica 100 g, pha dong: heptan/EtOAc/EtOH gradien 100/0/0
dén 40/45/15). Céc phan doan mong mudn dugc két hop va dugc 1am bay hoi trong
diéu kién 4p suét gidm. Phan c3n dugc tinh ché tiép thong qua HPLC diéu ché (pha cb
dinh: RP XBridge® Prep C18 OBD — 10 pm, 50 x 150 mm, pha dong: dung dich
NH;HCO3 0,25% trong nuéc, CH3CN). Cac phdn doan mong mudn duogc két hop va
duge lam bay hoi trong diéu kién 4p sudt giam. Phén cin, chia raxemic 2-(4-clo-2-

metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)-1-(6-metoxy-5-
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(triflometoxy)-1H-indol-3-yl)etanon (hop chit 10, 380 mg), dwoc dua vao dé phan
tach khong d6i xtng bang SFC diéu ché (pha c6 dinh: Chiralpak® Diacel AS 20 x 250
mm, pha dong: CO2, EtOH + 0,4% iPrNH,). Cac phan doan san pham dugc két hop,
duge 1am bay hoi trong diéu kién 4p suét giam va ddng bay hoi véi MeOH dé tao ra
chit ddng phén dbi anh 10A duéi dang san phdm chét ddng phan d6i anh ria giai thi
nhét va chit ddng phan déi anh 10B du6i dang san phim chit ddng phan dbi anh rira
giai thir hai. C4c chit ddng phan dbi anh dugc két tha tir hon hgp dung méi ciia MeOH
va nudc, duge loc va duoc 1am khé & nhiét 46 50°C trong chén khong dé tao ra chét

ddng phan dbi anh 10A (135 mg) va chit dong phan dbi anh 10B (144 mg).
Chét ddng phan d6i anh 10A:

'H NMR (360 MHz, DMSO-ds) & ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 3,87 (s, 3 H)
3,99 (s, 3 H) 6,22 (d, /=7,7 Hz, 1 H) 6,55 - 6,59 (m, 2 H) 6,88 - 6,91 (m, 1 H) 6,98 (dd,
J=8,1, 1,8 Hz, 1 H) 7,08 (d, J/=7,7 Hz, 1 H) 7,13 (d, /=2,2 Hz, 1 H) 7,21 (s, 1 H) 7,34
(d, /=8,1 Hz, 1 H) 8,02 (d, J=1,5 Hz, 1 H) 8,41 (s, 1 H) 12,05 (brs, 1 H)

LC/MS (phuong phép phuong phap LC-A): Rt 1,20 phut, MH" 613
[a]p?’: +81,4° (c 0,29, DMF)

SFC khéng dbi ximg (phuong phap SFC-E): R¢ 3,34 phtt, MH" 613, d6 tinh
khiét khong ddi xtmg 100%.

Chét ddng phan d6i anh 10B:

'H NMR (360 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H) 3,87 (s, 3 H)
3,99 (s, 3 H) 6,22 (d, J=7,7 Hz, 1 H) 6,55 - 6,60 (m, 2 H) 6,90 (t, J=1,6 Hz, 1 H) 6,98
(dd, J=8,2, 2,0 Hz, 1 H) 7,08 (d, J=7,8 Hz, 1 H) 7,13 (d, /~2,2 Hz, 1 H) 7,21 (s, 1 H)
7,34 (d, /=8,4 Hz, 1 H) 8,01 (d, J=1,1 Hz, 1 H) 8,41 (s, 1 H) 12,08 (br's, 1 H)

LC/MS (phuong phép phuong phap LC-A): Rt 1,20 phut, MH" 613
[a]p?: -99,6° (¢ 0,261, DMF)

SFC khéng ddi ximg (phuong phép SFC-E): R; 3,69 phut, MH* 613, d¢ tinh
khiét khong dbi xtmg 100%.
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Vi du 11: Téng hop 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)
amino)-1-(7-metyl-5-(triflometoxy)-1H-indol-3-yl)etanon (hop chit 11) va phén tach
khéng ddi xtng thanh céc chit ddng phan d6i anh 11A va 11B.
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Chét ddng phan dbi anh 11A va 11B

Tbng hop hop chét trung gian 11a:

Hon hop chita bo(Ill) clorua IM trong CHxCl> (25,5 mL, 25,5 mmol) va
nh6ém(III) clorua (3,40 g, 25,5 mmol) dugc pha lodng bang CH2Cl (20 mL) va lam
lanh trén bé nudc da trong mdi trudng khi Na. Dung dich chira 2-metyl-4-(triflo-
metoxy)anilin [CAS 86256-59-9] (4,88 g, 25,5 mmol) va cloaxetonitril (3,24 mL, 51,0
mmol) trong CH2Clz (7,5 mL) dugc bd sung nhé giot. Sau khi bd sung, bé nuéc da
duoc loai bé va hdn hgp dugc gia nhiét trong diéu kién héi luu trong 8 gid. Hon hop
dugc 1am lanh lai xudng nhiét 4o 0°C bing cach sir dung bé nuée d4. HCI 2N (75 mL)
duge bd sung nho giot, gay két tia manh. Huyén phu thu duoc duge gia nhiét trong
didu kién hdi luu & nhiét d6 90 phut, va 1am ngudi xubng nhiét do trong phong. Phan
rin duogc loai bo bang cach loc. Banh loc duge ria bang CH,Cl, (4 14n). Phén loc dugc
két hop va cac pha dugc tach riéng. Lép hitu co duge tich ra, dugc rira bang dung dich
NaHCOj3 chira nude, duge 1am khé trén MgSQs, dugce loc va duogc lam bay hoi trong
didu kién ap sut giam. Phin cin duogc tinh ché bﬁng séc ky nhanh (pha ¢ dinh:
Biotage® SNAP Ultra Silica 100 g, pha dong: heptan/CH2Cl> gradien 100/0 dén 0/100).
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Céac phén doan mong mudn duoc két hop va dugc cb dén khi thé tich con lai bang 30
mL. Phin két tia duogc loc, duoc rira bz"mg heptan va CH2Clp, va dugce lam kho trong
chan khéng & nhiét d6 50°C dé tao ra 1-(2-amino-3-metyl-5-(triflometoxy)phenyl)-2-
cloetanon 11a (1,37 g). Phan loc duoc co trong didu kién 4p suét giam. Phin c3n rén
duge khudy trong hdn hop chira heptan (20 mL) va diisopropy! ete (3 mL), dugc loc,
dugc rira bing heptan (3 14n) va dugc 1am khé trong chén khong & nhiét do 50°C dé
tao ra cac phan doan thi hai ctia 11a (0,24 g).

Téng hop hop chét trung gian 11b:

Natri borohydrua (326 mg, 8,61 mmol) dugc bd sung vao dung dich da khudy
chita 1-(2-amino-3-metyl-5-(triflometoxy)phenyl)-2-cloetanon 11a (1,92 g, 7,17 mmol)
trong fert-butanol (50 mL) va nuéc (5 mL). Hdn hop phan tng dugc khudy & nhiét do
trong phong trong 30 phut va & nhiét d6 90°C trong 2,5 gid. Nudc (50 mL) duge bb
sung va san phim dugc chiét bang dietyl ete (2 14n). Cac 16p hiru co két hop dugc rira
bang nudc mubi, duge 1am khd trén MgSO4, dugc loc va dugce lam bay hoi trong diéu
kién &p suAt giam. Phan cin dugc tinh ché bing sic ky nhanh (pha c6 dinh: Biotage®
SNAP Ultra Silica 25 g, pha dong: heptan/EtOAc gradien 100/0 dén 20/80). Céc phan
doan mong mudn dugc két hop, duge cd trong didu kién 4p sudt giam, ddng bay hoi
v6i heptan va dugc lam kho trong chdn khong & nhi€t 46 50°C dé tao ra 7-metyl-5-
(triflometoxy)-1H-indol 11b (1,2 g).

Téng hop hop chét trung gian 11c:

Dung dich khudy co hoc chira 7-metyl-5-(triflometoxy)-1H-indol 11b (1,5 g,
6,97 mmol) trong CH2Cl> (100 mL) duoc lam lanh xubng nhiét d6 0°C trong mdi
truong khi N». Dung dich chira dietyl nhom clorua 1M trong hexan (10,5 mL, 10,5
mmol) dugc bd sung nho giot va hdn hop thu dugc dugce gilt & nhiét d6 0°C trong 25
phut. Dung dich chita 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetyl clorua la (2,29 g, 10,5 mmol)
trong CH2Cl (40 mL) duoc bd sung nho giot trong khi gift nhiét d6 phan tng dudi
6°C. Tiép tuc khudy & nhiét d6 0°C trong 1 gi® va hdn hop phan ting sau d6 dugc
khudy & nhiét d6 trong phong trong 1 gid. Hon hop phan tmg dugc lam lanh xubng
nhiét d6 0°C va dung dich chira mudi Rochelle [CAS 6100-16-9] (3,94 g, 13,9 mmol)
trong nudc (4 mL) dugce bd sung nho giot. Sau khi khudy trong 1 gid, hdn hop phan
tmg dugc loc qua dicalite® va banh loc dugc rira béng THF (5x 100 mL). Phan dich
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loc duge lam bay hoi trong didu kién 4p sult giam. Phén c3n héa rén khi dé yén qua
dém. Phén rin dugc khuéy trong CH3CN (5 mL), dugc loc, dugc rira bang CH3CN (3x
1,5 mL) va duoc lam khé trong chan khéng & nhiét do 50°C dé tao ra 2-(4-clo-2-
metoxyphenyl)-1-(7-metyl-5-(triflometoxy)-1H-indol-3-yl)etanon 11c (1,9 g).

Téng hop hop chét trung gian 11d:

Dung dich dugc khudy 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(7-metyl-5-(triflometoxy)-
1H-indol-3-yl)etanon 11c (2,13 g, 5,35 mmol) trong THF (80 mL) duoc lam lanh
xudng nhiét 6 0°C, trong mdi trudong khi N2. Phenyltrimetylamoni tribromua [CAS
4207-56-1] (2,11 g, 5,62 mmol) duoc bd sung va hdn hop phan tmg dugc khudy &
nhiét dd 0°C trong 40 phut va & nhiét d§ trong phong trong 2 gio. Phan rin duoc loai
b6 bang cach loc va dugc rira bang THF (2 14n). Phan dich loc dugc 1am bay hoi trong
didu kién 4p sult giam dé tao ra 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(7-metyl-
5-(triflometoxy)-1H-indol-3-yl)etanon 11d (3,45 g), dugc st dung trong budc tiép theo

ma khong can tinh ché thém.

Téng hop hop chit 11 va phan tach khong d6i xtmg céc chit ddng phan ddi anh
11A va11B:

H&n hop chita 2-brom-2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-1-(7-metyl-5-(triflometoxy)-
1H-indol-3-yl)etanon 11d (3,45 g, 6,87 mmol), 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)anilin
[CAS 62606-02-4] (2,76 g, 13,7 mmol) va diisopropyletylamin (2,37 mL, 13,7 mmol)
trong CH3CN (60 mL) duoc khudy & nhiét @ trong phong trong 2 ngay trong mdi
trudng khi Na. Nuée (125 mL) duge bd sung va san phdm duoc chiét bing EtO (2
14n). Céc 16p hitu co két hop duge rira bing nude mubi, duge lam kho trén MgSOa,
duoc loc va dugce lam bay hoi trong didu kién ap suét giam. Phin cin duge tinh ché
théng qua HPLC diéu ché (pha c¢b dinh: RP XBridge® Prep C18 OBD — 10 pm, 50 x
150 mm, pha dong: dung dich NH4HCO3 0,25% trong nuéc, CH3CN). Céc phén doan
chira san phim dugc két hop va duge lam bay hoi trong didu kién 4p suét giam dé tao
ra raxemic 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)-2-((3-metoxy-5-(metylsulfonyl)phenyl)amino)-
1-(7-metyl-5-(triflometoxy)-1H-indol-3-yl)etanon (hop chat 11, 1,74 g). Qua trinh
phén tach khong ddi xtng céc chat ddng phan d6i anh ctia hop chét 11 (1,74 g) duoc
thyc hién thong qua SFC diéu ché (pha c6 dinh: Chiralpak® Diacel AS 20 x 250 mm,
pha dong: CO,, EtOH + 0,4% iPrNHy). Céc phan doan san phdm dugc két hop va
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duoc 1am bay hoi trong diéu kién 4p sut giam dé tao ra chit ddng phén d6i anh 11A
duéi dang san phim chét ddng phan d6i anh rira giai thir nhit va chit dong phan doi
anh 11B dudi dang san phém chét ddng phén déi anh rira giai thtt hai. Cac chat dong
phéan dbi anh duoc két tha tir hdn hop dung moi cia MeOH va nude, dugce loc va dugc
Jam kho & nhiét @9 50°C trong chan khong d& tao ra chit ddng phén dbi anh 11A (777
mg) va cht ddng phan dbi anh 11B (712 mg).

Chét ddng phan dbi anh 11A:

'H NMR (600 MHz, DMSO-de) & ppm 2,50 (s, 3 H) 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H)
4,00 (s, 3 H) 6,28 (d, /=7,8 Hz, 1 H) 6,56 - 6,63 (m, 2 H) 6,92 (br s, 1 H) 6,97 (dd,
J=8.4,1,9 Hz, 1 H) 7,05 (br s, 1 H) 7,07 (d, J=7,9 Hz, 1 H) 7,13 (d, /=1,9 Hz, 1 H)
7,35 (d, J=8,4 Hz, 1 H) 7,90 (br's, 1 H) 8,53 (s, 1 H) 12,41 (brs, 1 H)

LC/MS (phwong phap phuong phap LC-A): R 1,26 phut, MH" 597
[0]p?%: +81,3° (¢ 0,3455, DMF)

SFC khéng dbi ximg (phwong phép SFC-E): Rt 2,96 phut, MH" 597, d¢ tinh
khiét khong ddi ximg 100%.

Chét ddng phén dbi anh 11B:

I NMR (600 MHz, DMSO-de) & ppm 2,51 (s, 3 H) 3,09 (s, 3 H) 3,72 (s, 3 H)
4,00 (s, 3 H) 6,28 (d, /=7,9 Hz, 1 H) 6,58 - 6,60 (m, 2 H) 6,92 (t, /=1,8 Hz, 1 H) 6,97
(dd, J=8,4, 1,9 Hz, 1 H) 7,05 (br s, 1 H) 7,06 (d, /<7,9 Hz, 1 H) 7,13 (d, J/=2,1 Hz, 1 H)
7,35 (d, J=8,2 Hz, 1 H) 7,89 (brs, 1 H) 8,53 (s, 1 H) 12,37 (brs, 1 H)

LC/MS (phuong phap LC-A): Rt 1,26 phit, MH" 597
[a]p®: -87,4° (c 0,342, DMF)

SFC khéng di ximg (phuong phap SFC-E): R¢ 3,44 phut, MH" 597, d§ tinh
khiét khong ddi ximg 100%.

Vi du thwc hién sang ché
Hoat tinh khéng virut ctia hop chat theo sang ché

Thir nghiém khang virut DENV-2
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Hoat tinh khéng virut cia tat c cic hop chét theo séang ché dugc thir nghiém
chéng lai ching DENV-2 16681 da dugc ddnh déu bang protein huynh quang xanh lyc
ting cuong (eGPF; bang 1). M6i truong nudi cdy gbm mbi truong thiét yéu t6i thidu
duoc bd sung huyét thanh bao thai bé dd dugc bt hoat bang nhiét 2%, gentamyxin
0,04% (50mg/mL) va L-glutamin 2mM. Cac t& bao Vero, thu dugce tir ECACC, dugc
tao huyén phu trong mdi trudng nubi chy va 25uL duge bd sung vao dia c6 384 16
(2500 & bao/16), da chira hop chét khang virut. Thong thudng, cac dia ndy chia dung
dich pha lofing 5 14n theo ddy ctia 9 budc pha lodng hop chat thir nghiém & 200 lan
ndng d6 cubi cling trong 100% DMSO (200nL). Ngoai ra, m3i ndng d6 hop chat duge
thir nghi€ém trong bén ban sao (khoang ndng do cudi ciing: 25uM — 0,000064pM hodc
2,5uM — 0,0000064pM dbi v6i hop chit ¢6 hoat tinh manh nhét). Cubi cing, mdi dia
chita cac 15 dwoc chi dinh 13 ddi chémg virut (chira t& bao va virut trong diéu kién
khong chita hop chat), déi chimg té bao (chira t€ bao, khong chira virut va hop chat) va
61 chitng mdi trudng (chira mdi trudng, khong chira t& bao, virut va hop chat). Cac 15
dwoc chi dinh 13 d6i chimg mdi trudng duge bd sung 25uL méi trudng nudi cly thay
vi céc té bao Vero. Ngay khi cac té bao da duogc bd sung vao cac dia, cac dia dugc
trong 30 phut & nhiét d6 trong phong d& cho céc té bao phan phdi dbng déu trong cac
18. Tip theo, c4c dia duogc U trong thiét bi 1 dugc tao dm day di (37°C, 5%COs) cho
dén ngay tiép theo. Sau d6, DENV-2 ching 16681, dugc danh diu bang eGFP, duge
bd sung & do bdi 1y nhiém (MOTI) bang 0,5. Do d6, 15 pL huyén phi virut duoc bd
sung vao At ca céc 18 chira hop chat thir nghiém va vao céc 16 duge chi dinh 1 d6i
chimg virut. Mot cach song song, 15pL moi truong nudi cdy dugc bd sung vao do6i
chiing moi trudong va dbi chung té bao. Tiép theo, cac dia dugc U trong 3 ngdy trong
thiét bi 0 duogc tao 4m diy da (37°C, 5%CO2). Vao ngay doc, huynh quang eGFP duoc
x4c dinh bing cach sir dung kinh hién vi huynh quang tw dong & budc séng 488 nm
(laze mau xanh da tri). St dung hé LIMS néi by, duong cong dap ing lidu hrong trc
ché i v6i mbi hop chét duge tinh todn va ndng do hiéu qua t6i da mét nira (ECso)
duge xéc dinh. Do d6, phan trim tc ché () dbi voi m&i nong d thir nghiém duoc tinh
toén bing cach st dung cong thirc sau: I = 100*(St-Scc)/(Sve-Scc); St, Scc va Svc lan
luot 14 luong tin hiéu eGFP trong cac 15 chtra hop chét thir nghiém, d6i chimg té bao

va dbi chimng virut. ECso 1a néng d6 ctia hop chat tai 6 sy sao chép ctia virut bi e ché
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50%, nhu dugc xac dinh boi sy gidm 50% cudng d6 huynh quang eGFP so vdi d6i
ching virut. ECso dugc tinh toan béang cach sir dung phép ndi suy tuyén tinh.

Mot cach song song, tinh dgc ctia cac hop chit duoc danh gia trén cling céc dia.
Ngay khi phép doc tin hiéu eGFP da duge tién hanh, 40uL ATPlite, thudc nhudém xac
dinh kha ning sdng st t& bao, dugc bd sung vao tit ca cac 16 cla dia c6 384 16. ATP
¢6 trong toan bd cac t& bao c6 hoat ddng chuyén héa va ndng do giam rat nhanh khi
céc té bao bi hoai tir hosic chét theo chuong trinh. Hé théng thir nghiém ATPLite duogc
dua trén qua trinh tao ra 4nh séng do phan tng ctia ATP véi luxiferaza va D-luxiferin
d3 duoc bd sung gy ra. Cac dia dugc 0 trong 10 phut & nhiét d6 trong phong. Tiép
theo, cac dia duoc xac dinh trén ViewLux. Nong d6 gay doc t& bao tdi da mot nira
(CCso) ciing duoc xdc dinh, ndng do nay duge dinh nghia 12 ndng d6 cén thiét de lam
giam tin hiéu phét sang 50% so véi clia cac 15 dbi chimg t& bao. Cubi ciing, chi s6 4o
chon loc (ST) duge x4c dinh ddi véi cac hop chét ny, chi sé chon loc ndy dugce tinh

toan nhu sau: SI = CCso/ECso.

Bang 1: ECso, CCso, va SI d6i v6i hop chét theo sang ché trong thir ngiém khang virut

DENV-2
Hop ECso CCso
chat# |  (uM) N (uM) N SI N
1 | 0,00052 5 5,5 4 11500 4
1A | 0,00026 8 4,3 8 19700 8
1B | 0,012 6 6,5 6 530 6
2 | 0,00060 4 5,0 4 8410 4
2A | 0,00026 4 4,8 4 22000 4
2B | 0,026 4 7,4 4 285 4
3 | 0,00058 4 >11 6 37700 4
3A | 0,00025 5 7,2 5 29800 5
3B | 0,0038 3 >9,7 5 2480 3
4 | 0,00039 4 59 4 14900 4
4A | 0,00027 11 4,2 13 16900 11
4B | 0,036 5 12 5 341 5
5 | 0,00062 4 5,5 4 8780 4
5A | 0,00041 5 5,0 5 12900 5
5B | 0,068 4 13 4 206 4
6A | 0,000068 8 >25 8 >65500 8
6B | 0,019 4 11 4 603 4
7 | 0,00047 4 3,2 3 >7040 3
7A | 0,013 3 6,8 3 538 3
7B | 0,00020 5 3,2 5 18500 5
8 | 0,00013 6 2,9 7 30400 6
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Hop ECso CCso
chit# | (uM) N (M) N SI N
8A | 0,0030 3 7,4 3 2510 3
8B | 0,000069 5 3,4 5 >40900 5
9 |0,000074 6 3,1 8 >39100 6
9A | 0,000067 9 2,9 9 >37500 9
9B | 0,0038 5 6,2 6 1480 5
10A | 0,00012 3 2,6 3 22600 3
10B | 0,0039 3 9,8 3 2530 3
11A | 0,000085 3 2,6 3 30100 3
11B | 0,0041 3 9,2 3 2220 3

N=s6 lugng thir nghiém ddc 18p trong d6 cac hop chét duge thir nghiém.
Thir nghiém PCR-dinh lugng transcriptaza nguoc tir gid (RT-gPCR): Quy trinh A.

Hoat tinh khang virut ctia cac hop chét theo sang ché dugc thir nghiém chéng
lai DENV-1 ching TC974#666 (NCPV; bang 6), DENV-2 ching 16681 (bang 7),
DENV-3 ching H87 (NCPV; bang 8) va DENV-4 ching H241 (NCPV; bang 9A) va
SG/06K2270DK 1/2005 (Eden; bang 9B) trong thir nghiém RT-gPCR. Do d6, cac té
bao Vero dugc lay nhiém véi DENV-1, hodc -2, hodc -3, hodc -4 trong su c6 mat hoac
ving mit ctia hop chét thir nghiém. Vao ngay 3 sau lay nhifm, céc té bao dugc lam tan
va cac dich tan t& bao dugc st dung dé didu ché cADN cua ca dich virut (3°UTR cua
DENV,; bang 2) va gen tham chiéu t& bao (B-actin, bang 2). Sau d6, PCR thoi gian
thuc kép dugc thyc hién trén thiét bi Lightcycler480. Gié tri Cp d& dugc tao ra ty 1€
nghich véi lugng biéu hién ARN cta céc dich ndy. Sy te ché sao chép DENV boi hop
chét thir nghiém din dén sy chuyén dich Cp déi véi gen 3"UTR. Mit khac, néu hop
cht thir nghidm 13 doc véi t8 bao, anh hudng tuong ty dén sy biéu hién B-actin s&
dugc quan st thdy. Phuong phap AACp so sanh dugc st dung dé tinh toan ECso,
phuong phép nay duoc dua trén sy biéu hién gen tuong d6i cta gen dich (3°UTR) da

duge chuén héa v6i gen gitt nha t bao (B-actin).

Bang 2: Céc doan mdi va mau do duge st dung cho RT-PCR dinh luong, thoi gian

thue.
Poan bich Trinh tu®®
mdi/mAiu do
F3utr258 DENV 3’- 5'-CGGTTAGAGGAGACCCCTC-3'
UTR
R3utrd25 DENV 3°- 5'-GAGACAGCAGGATCTCTGGTC-3'
UTR
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P3utr343 DENV 3- FAM-5-AAGGACTAG-ZEN-
UTR AGGTTAGAGGAGACCCCCC-3-IABKFQ
Factin743 B-actin 5-GGCCAGGTCATCACCATT-3'
Ractin876 B-actin 5-ATGTCCACGTCACACTTCATG-3'
Pactin773 B-actin | HEX-5-TTCCGCTGC-ZEN-CCTGAGGCTCTC-3"-
IABKFQ

2 Chc yéu t6 thubc nhudm chi thi (FAM, HEX) va yéu t6 lam dung (ZEN va
IABKFQ) duoc thé hién bing chit in d4m va in nghiéng,

b Trinh tu nucleotit cia cac doan mdi va miu do dugce chon tir viing béo toan
trong vung 3’UTR cuia hé gen virut giy sdt dengue, dua trén sw sdp hang cua 300 trinh
tu nucleotit ctia bdn typ huyét thanh gay s6t dengue dugc nop luu & ngdn hang gen
(Gong et al., 2013, Methods Mol Biol, Chapter 16).

Moi trurong nudi ciy gbm mdi trudng thiét yéu t5i thiéu duoc bd sung huyét
thanh bao thai bé d& duoc bt hoat bing nhiét 2%, gentamyxin 0,04% (50mg/mL) va
L-glutamin 2mM. Céc t& bao Vero, thu dugce tit ECACC, dugc tao huyén phu trong
mbi trudng nudi cdy va 75pL/3 duge bd sung trong dia ¢ 96 18 (10000 té bao/15), da
chira hop chét khang virut. Théng thudng, c4c dia nay chira dung dich pha loéing 5 14n
theo ddy ctia 9 budc pha lodng hop chét thir nghiém & 200 1in ndng do cubi cling trong
100% DMSO (500nL; khoang ndng d6 cudi cing: 25pM — 0,000064uM hodc 2,5pM —
0,0000064uM dbi vi hop chét c6 hoat tinh manh nhat). Ngoai ra, mdi dia chira céc 16
duoge chi dinh 12 d6i chimg virut (chira té bao va virut trong diéu kién khong chira hop
chét) va dbi chimg t& bao (chira té bao, khong chira virut va hop chét). Ngay khi céc té
bao dugc bd sung trong cac dia, cac dia duogc U trong thiét bi 0 duge tao 4m ddy du
(37°C, 5%COy) cho dén ngay tiép theo. Virut gy sdt dengue typ huyét thanh -1,2, 3
va 4 dugc pha loang d& thu dugc Cp béng ~22-24 trong thir nghiém. Do d6, 25uL
huyén phu virut duge bd sung dbi v6i toan bo céc 16 chira hop chit thir nghiém va d6i
véi céac 18 duge chi dinh 12 d6i ching virut. Mot cach song song, 25pL moi trudng
nudi cdy duoc bd sung vao dbi chimg té bao. Tiép theo, cc dia dugc G trong 3 ngay
trong thiét bi 0 dugc tao Am dly du (37°C, 5%CO02). Sau 3 ngay, dich ndi bé mét duge
loai bo khoi cac 15 va céc té bao dugc rira 2 1an béng PBS lanh da (~100uL). Céc vién
tron té bao trong céc dia c6 96 16 duge bao quan ¢ nhiét d -80°C trong it nhit 1 ngdy.
Tiép theo, ARN duoc chit bing cach sir dung b kit 1am tan Cells-to-CT™, theo
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huéng din cta nha san xuét (Life Technologies). Céc dich tan t€ bao c6 thé duoc bao

quéan & nhiét 6 -80°C hodc dugce sir dung ngay trong budc phién ma nguogc.

Pé chudn bi budc phién mi nguge, hdn hop A (bang 3A) duge didu ché va
7,57uL/13 duoc phan phéi trong dia ¢ 96 18. Sau khi bd sung 5pL dich tan t€ bao,
budc bién tinh 5 phit & nhiét d@§ 75°C dugc thuc hién (bang 3B). Sau d6, 7,43pL hdn
hop B duoc bd sung (bang 3C) va bude phién ma nguge dugc bét dAu (bang 3D) dé
tao ra cADN.

Cubi ciing, hdn hop RT-qPCR duge diéu ché, hon hop C (bang 4A), va 22,02
uL/13 duge phan phéi trong dia LightCycler gPCR c6 96 18 duoc bd sung 3uL cADN
va gPCR dugc thyc hién theo cac diéu kién trong bang 4B trén LightCycler 480.

Str dung phin mém LightCycler va hé LIMS ndi bg, dudng cong dép tmg liéu
lwong déi véi mai hop chit duge tinh todn va ndng dd hiéu qua t6i da mot nira (ECso)

va ndng dd gy doc té bao t6i da mdt nira (CCso) duge xac dinh.

Bang 3: Tng hgp cADN sir dung hén hop A, bién tinh, hén hop B va phién ma

ngugc.
A Hdnhop A
bia 8
Theé tich
MAu 828 phan tng 20
‘ (p)
Thanh phan P A A s
cita h3n hop Nong do The tich (ul)
Ponvi| Gbc C‘uo1 1 miu X mau
cung
Milli-Q H20 7,27 6019,56
R3utr425 uM 20 0,27 0,15 124,20
Ractin876 uM 20 0,27 0,15 124,20
Thé tich hon
hop/13 (ul) 7,37
Céc dich tan t&
bao
5,00
B Buéc bién tinh:
| Budc | Nhiét @ | Thoi gian |
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Bién tinh 75°C 5
Gitr 4°C gilt
C  HonhgpB
Méau 864
Thanh phan cta A e o
hén hop Nong do Theé tich (pl)
Pon vi Géc C}l o1 1 miu X mau
cung
Dém HIFI mo X 10,00 | 1,00 2,00 1728,0
rong 2
MgCl mM 25,00 3,50 2,80 2419,2
dNTP mM 10,00 1,00 2,00 1728.,0
Chit trc ché
ARNaza U/ul 40,00 1,00 0,50 432,0
RT mo rong U/pl 50,00 0,33 0,13 112,3
Téng thé tich
hén hop (ul) 7,43
D  Quy trinh tbng hop cADN
Budce Nhiét @6 | Thoi gian
Phién ma ngugc 42°C 30'
Bién tinh 99°C 5'
Gitr 4°C gilt
Bang 4: Hon hgp qPCR va quy trinh.
A HoénhopC
Thé tich phan
M3au 833 g 25
‘ (pb
Thanh phan cua A A 2 .
h3n hop Nong do Theé tich (ul)
Donvi |Gbéc| Cudicung 1 miu X mau
H>0 loai dung
cho PCR Roche 7,74 644742
Hon hop Roche
MM X 2 1 12,50 10412,50
F3utr258 uM 20 0,3 0,38 316,54
R3utr425 uM 20 0,3 0,38 316,54
P3utr343 uM 20 0,1 0,13 108,29
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Factin743 uM 20 0,3 0,38 316,54
Ractin876 uM 20 0,3 0,38 316,54
Pactin773 uM 20 0,1 0,13 108,29

Thé tich hdn hop /
p - 22,02
Ong (pl)
cADN 3,00
B Quy trinh gPCR3
Ty 1€
Buéc Nhi¢t 6 | Thoigian | bien
d6i
U so bd/bién o .
nh 95°C 10 phit 4,4
Bién tinh 95°C 10 gidy 4,4
U 58°C 1 phut 2,2 40 chu ky
Kéo gidn 72°C 1 gidy 4,4
Lam ngudi 40°C 10 gidy 1,5

Thir nghiém PCR-phién ma nguoc dinh luong (RT-qPCR) tir gia: Quy trinh B.

Hoat tinh khang virut ctia cac hop chét theo sang ché dugc thir nghiém chéng
lai DENV-1 chang Djibouti (D1/H/IMTSSA/98/606; bang 6), DENV-2 ching NGC
(bang 7), DENV-3 ching H87 (bang 8) vd DENV-4 ching SG/06K2270DK1/2005
(bang 9B) trong thir nghiém RT-gPCR. Cac té bao Vero-B hoic Vero-M (5 x 10%)
duoc gieo trong dia c6 96 16. Mot ngay sau, moi truong nudi chy duoc thay bang 100
pL moi trudng thir nghiém chira dung dich pha loéng theo déy 2 14n, 3 14n hoic 5 lan
ciia hop chét (khoang néng d6: 50 pg/mL - 0,00038 pg/mL, 50 pg/mL -
0,0076 pg/mL, va 50 pg/mL — 0,00013 pg/mL, mét cach twong ung) va 100 pL chét
cy truyén virut gy s6t dengue (DENV). Sau khoang thoi gian 1 2 gio, cic 16p don té
bao dwoc rira 3 14n bing méi truong thir nghiém dé loai bé virut du, khong dwoc hip
thy va giéng cdy dugc 0 thém trong 4 ngay (DENV-2 NGC) hodc 7 ngay (DENV-1
Djibouti chiing D1/H/IMTSSA/98/606, DENV-3 ching H87 kiéu goc, DENV-4 ching
H241, va DENV-4 chung EDEN) trong su c6 mit cua chét trc ché. Dich ndi bé mit
duoc thu gom va luong tai ARN virut duge xac dinh béng RT-PCR dinh lugng thoi
gian thuc. Nong dd hiéu qua 50% (ECso), ma duoc dinh nghia 1a ndng d6 hop cht can
dé tc ché su sao chép ARN virut xubng 50%, duogc xac dinh bang cach st dung phép

ndi suy logarit.

-63-



36246

ARN duoc tach riéng tir 100 pL (hodc trong mot vai trudong hop la 150 pL)
dich ndi b mit bing bd kit NucleoSpin 96 Virus (Filter Service, Diiren, Germany)
theo huéng din cia nha san xuét. Trinh tw cda cac doan mdi TagMan (DENV-For,
DENV-Rev; bang 5) va miu do TagMan (DENV-M4au do bang 5) dugc chon tir gen
phi ciu tric 3 (NS3) hodc NS5, cua cac flavivirut tuong tmg sit dung phin mém biéu
thi doan mdi (Primer Express software) (phién ban 2.0; Applied Biosystems, Lennik,
Belgium). Miu do TagMan dugc danh diu huynh quang bing 6-cacboxyfloresxein
(FAM) & dAu 5 dusi dang thubc nhudm chi thi, va bing chét lién két ranh phu (MGB)
& diu 3’ dudi dang chit 1am dimg (bang 5). RT-PCR dinh luong, mét bude dugce thue
hién trong thé tich tong cong bang 25 pL, chira 13,9375 pL H20, 6,25 pL hén hop
chinh (Eurogentec, Seraing, Belgium), 0,375 puL doan mdi xubi, 0,375 uL doan mdi
nguoc, 1 uL mau do, 0,0625 pL transcriptaza nguoc (Eurogentec) va 3 pL mau. RT-
PCR dugc thuc hién bing cach st dung hé PCR thoi gian thuc nhanh ABI 7500
(Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey, USA) su dung cac diéu kién sau: 30
phit & nhiét do 48°C va 10 phut ¢ nhiét d6 95 °C, sau d6 40 chu ky 15 gidy ¢ nhiét do
95°C va 1 phut & nhiét d§ 60°C. S liéu duge phan tich bing cach sir dung phan mém
ABI PRISM 7500 SDS (phién ban 1.3.1; Applied Biosystems). Dé dinh luong tuyét
dbi, cac dudng cong chuan dugc tao ra béang cach st dung cac dung dich pha loéng 10

lan ctia cac ché pham khudn cé nong d6 da biet.

Bang 5: Céc doan mdi va mau do duoc st dung cho RT-PCR dinh luong, thoi gian

thue.
, Doan Trinh ty (5” — 3°) ® Ngudn® | Pich
moi/Mau do :
TCGGAGCCGGAGTTTACAAA (SEQID | DENV 2
DENV-For o nu’ | Ns3
N TCTTAACGTCC(;(IJS)CATGAT (SEQID
DENV-MAu | FAM—ATTCCACACAATGTGGCAT-MGB
do (SEQID N,3)
o5 | GOATAGACCAGAGATCCTGCTGT (SEQ | DENV-1, 3, | oo
ID N.4) 4
DeASLA CATTCCATTTTCI\II“(S})GCGTTC GEQD | penv-t. 3
N CAATCCATCTTGI\?EJ)GCGCTC GEQD | ponva
DEN 13 | FAM-CAGCATCATICCAGGCACAG- | DENV-1, -3
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méif/)l\?[%i I Trinh tu (5* — 3°) ® Ngudn® | ich
mau do MGB (SEQ ID N.7)
DEN 4 miu | FAM-CAACATCAATCCAGGCACAG- DENV-A
do MGB (SEQ ID N.8)

2 Céc yéu t6 thubc nhudm chi thi (FAM) va yéu t6 lam dung (MGB/TAMRA)

duoc thé hién bing chit in ddm v in nghiéng.

b Trinh tu nucleotit va vi tri ctia cac doan mdi va mau do trong hé gen duge suy
tir trinh tw nucleotit cia DEN'V 2 NGC (S4 tiép can ngén hang gen M29095; Irie et al.,
1989), virut gy st dengue typ huyét thanh 1 Djibouti ching D1/H/IMTSSA/98/606
(Sb tiép can ngan hang gen AF298808), virut gy sdt dengue typ huyét thanh 3 chung
H87 kiéu gbc (c93130), virut gy sét dengue typ huyét thanh 4 chiing H241 (khong c6
trinh tu nao c6 sin), virut gay sot dengue typ huyét thanh 4 chiing EDEN (khong ¢6
trinh tw ndo c6 sin)

Thir nghiém gy ddc t€ bao

T4c dong gy doc té bao tiém ning cla cac hop chit dugc danh gia & céc té bao
Vero-B hodc Vero-M bat dong chua bi lay nhiém. C4c t€ bao duoc gieo & mét d6 5 x
10* t& bao/1d trong dia c6 96 16 trong su c6 mit cta dung dich pha lodng hai, ba hodc
nim 14n theo day ctia hop chit (nim trong khoang tir 50 pg/mL — 0,0038 pg/mL, 50
ng/mL — 0,0076 pg/mL, va 50 pg/mL — 0,00013 pug/mL, mét cach tuong Ung) va duoc
U trong tir 4 dén 7 ngdy. M6i trudng nudi ciy duoc loai bd va 100 pL 3-(4,5-
dimetylthiazol-2-y1)-5-(3-cacboxymetoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2 H-
tetrazoli/phenazinmetosulfat (MTS/PMS; Promega, Leiden, The Netherlands) trong
PBS dugc bd sung vao mdi 18. Sau khoang thoi gian 0 2 gid & nhiét d6 37 °C, mat do
quang duge xac dinh & 498 nm. Hoat tinh gy doc t& bao duoc tinh todn bing cach sir
dung cong thirc sau: % do song sot t€ bao = 100 x (ODHgp cha/ODcc), trong d6 ODrgp
ehét va ODcc 14n luot twong tng véi mat dd quang ¢ bude song 498 nm cla gidng ciy
té bao chua bi lay nhiém dugc xt ly bing hop chat va mat d§ quang cta gibng ciy té
bao chua bi 1ay nhifm, chua duge xit ly. Ndng do gay doc té bao 50% (nghia 14, nong
d6 1am giam s6 luong t& bao tdng cong xudng 50%; CCso) dugce tinh toan bang cach st

dung phép ndi suy tuyén tinh.
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Bang 9: ECso, CCso, va SI d6i v6i hop chit chdng typ huyét thanh 4 trong thir nghiém

RT-qPCR
A
Quy trinh A
RT-qPCR typ huyét thanh 4 H241
EC50 CC50
Hop chit# | (uM) N (uM) N SI N
1A 0,093 10 3,0 9 30 9
2A 0,083 6 3,7 6 42 6
3A 0,11 6 3,8 4 37 4
4A 0,053 11 2,5 11 54 11
5A 0,10 6 4,0 6 39 6
6A 0,095 7 7,7 5 69 5
7B 0,044 5 2,2 5 53 5
8B 0,015 5 1,7 3 122 3
9A 0,012 5 1,5 5 121 5
10A 0,011 3 1,6 2 127 2
11A 0,011 3 3,1 3 >250 3

N= s8 luong thir nghiém ddc 1ap trong d6 cc hop chit dugc thir nghiém.

B
Quy trinh A
RT-qPCR typ huyét thanh 4 EDEN
EC50 CC50

Hop chit# | (uM) N (uM) N SI N
1A 0,0024 5 4,6 5 1927 5
2A 0,0013 2 50 2 3913 2
3A 0,0030 2 5,4 2 1802 2
4A 0,00055 2 >2,5 1 > 4520 1
5A 0,0029 2 5,5 2 1878 2
6A 0,00042 2 > 10 2 | >24085 2

N= s6 luong thir nghiém ddc 14p trong d6 céc hop chét duoc thir nghiém.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Hop chét c6 cong thirc 9:

Cl
MeO O OMe

Q

o)
F,CO N
O y " e
N o)
H ©)

hogic dang ddng phan 13p thé, mubi, solvat hodc dang da hinh duge dung ctia né.
2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay 1a: Chét ddng phan dbi anh 9A,
trong do:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 ppm 3,09 (s, 3H) 3,73 (s, 3H) 3,99 (s, 3H) 6,26 (d,
1=7.9 Hz, 1H) 6,55 - 6,62 (m, 2H) 6,91 (t, ]=1,5 Hz, 1H) 6,98 (dd, J=8,4, 2,0 Hz, 1H)
7,07 (d, 7=7,9 Hz, 1H) 7,13 (d, 7=2,0 Hz, 1H) 7,21 (dd, J=8,8, 1,8 Hz, 1H) 7,36 (d,
1=8,4 Hz, 1H) 7,59 (d, J=8,8 Hz, 1H) 8,07 (d, J=0,9 Hz, 1H) 8,55 (s, 1H) 12,29 (br s,
1H)

LC/MS (phuong phap LC-A): Ry 1,20 phut, MH* 583

[a]p?: +130,3° (¢ 0,555, DMF)

SFC khéng dbi xémg (phuong phap SFC-E): R, 3,10 phut, MH* 583, d6 tinh khiét
khong dbi ximg 100%,

hodic mubi, solvat hodc dang da hinh dugc dung ctia né.

3. Hop chét theo didm 1, trong d6 hop chét nay 1a: Chat ddng phan d6i anh 9B,

trong d6:

IH{ NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 3,09 (s, 3H) 3,73 (s, 3H) 3,99 (s, 3H) 6,26 (d,
1=7.9 Hz, 1H) 6,56 - 6,62 (m, 2H) 6,92 (t, ]=2,0 Hz, 1H) 6,98 (dd, J=8,1, 2,0 Hz, 1H)
7,07 (d, I=7,9 Hz, 1H) 7,13 (d, J=2,0 Hz, 1H) 7,22 (dd, J=8,8, 1,8 Hz, 1H) 7,36 (d,
1=8.,4 Hz, 1H) 7,59 (d, J=8,8 Hz, 1 H) 8,07 (d, J=0,9 Hz, 1H) 8,55 (s, 1H) 12,30 (br s,
1H)

LC/MS (phuong phap LC-A): Rt 1,20 phit, MH* 583

[a]?: -133,2° (c 0,5, DMF)
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SFC khong déi xtmg (phuong phap SFC-E): Ry 3,50 phut, MH* 583, d6 tinh khiét
khong dbi ximg 100%,

ho#ic mubi, solvat hodc dang da hinh dugc dung ctia né.
4. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay la:

cl
MeO O OMe

F4CO N
O > " ‘o
\
N o)
H

5. Hop chét theo diém 1, trong d6 hgp cht nay 1a mubi duoc dung.

6. Hop chét, hoic mudi hoic solvat duge dung cua n6 theo diém bat ky trong sb cac
didm tir 1 dén 5, trong d6 hop chit nay 13 & dang tinh thé.

7. Hop chét, hodc mubi hoic solvat dugc dung clia n6 theo diém bat ky trong sb cac
didm tir 1 dén 5, trong d6 hop chit nay 13 & dang v6 dinh hinh.

8. Hop chét , hoic mubi hodc solvat dugc dung ctia nd theo diém bat ky trong sb cac
diém tir 1 dén 7, trong d6 hop chit nay 14 & dang khong duoc solvat hoa.

9. Dugc pham chita hop chét theo didm bt ky trong sd cac didm tir 1 dén 8 hodc dang
déng phén 1ap thé, mudi, solvat hosc dang da hinh dugc dung ciia n6 cling véi mot

hodc nhiéu ta duge, chét pha long hodc chAt mang dugc dung.

10. Hop chét c6 cong thic 9:

F4CO
O > el
\
N o
H

hodc dang déng phén lap thé, mudi, solvat hoic dang da hinh dugc dung ctia nd dé sir

dung 1am thudc.

11. Duge phim chita hop chit ¢ cong thic 9:
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FsCO
O > o
\
N o}
H

hodc dang déng phén lap thé, mudi, solvat hosc dang da hinh dugc dung cta né cing
v6i mot hodc nhidu ta duoc, chét pha lodng hodc chit mang dugc dung dé sur dung lam

thude.

12. Hop chét c6 cong thic 9:

FACO
O > o
\
N 0
H

hodc dang déng phén 1ap thé, mubi, solvat hoic dang da hinh dugc dung cta nd dé st

dung trong diéu trj sdt dengue.
13. Duoc phdm chira hop chit c6 cong thirc 9:

Cl

hodc dang ddng phan 14p thé, mudi, solvat hoic dang da hinh dugc dung cta n6 cung
vdi mot hoac nhidu t4 dugc, chat pha lodng hodc chit mang dugc dung dé stir dung

trong diéu tri s6t dengue.

14. Hop chét c6 cong thic 9:
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F3CO
Coy or
\
N o)
H

ho#c dang déng phén lép thé, mubi, solvat hoic dang da hinh dugc dung cia nd dé st
dung trong vigc rc ché su sao chép cia (céc) virut gy sdt dengue trong mau sinh hoc
hodc bénh nhan.

15. Dugc phim chira hop chét c6 cong thirc 9:

hodc dang ddng phéan lap thé, mudi, solvat hoic dang da hinh dugc dung cua né cing
véi mot hodic nhidu ta dugc, chét pha lodng hoiic chit mang dugc dung dé str dung
trong viéc trc ché su sao chép cua (c4c) virut gy sdt dengue trong mAu sinh hoc hodc

bénh nhén.

16. Phuong phap tong hop hop chit theo didm bat k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 5 bao

gom cac budc:

a) Dbién ddi axit 2-(4-clo-2-metoxyphenyl)axetic (II) thanh 2-(4-clo-2-
metoxyphenyl)axetyl clorua (III) twong ng bang chat phan tng clo hoa;

b) phan ting Friedel-Crafts cta axit clorua (III) véi indol dugc thé c6 cong thirc chung
(IV) duoc thuc hién bang cach sir dung chat phan tng axit Lewis trong dung mdi thich
hop va trong diéu kién phan tmg thich hop, dé tao ra indol dugc axyl hoa & vi tri 3 ¢6
cong thire chung (V), trong d6 Ry 1a OCF3, R21a H va Rs la H;

¢) brom hoa (V) bing chét phan tng trong dung mdi thich hop, dé tao ra hop chit c6
cbng thirc chung (VI);
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d) cho hop chét ¢6 cong thirc chung (VI) phan tmg v6i 3-metoxy-5-(metylsulfonyl)-
anilin (VII) trong dung méi thich hop va st dung bazo 8 tao ra hop chét c6 cong thirc
chung I duéi dang hdn hop raxemic;

e) phén tach khong d6i xtmg hop chit c6 cong thirc chung I d8 tao ra cac chit dong
phan dbi anh A va B ¢6 cdng thirc chung I, trong d6 R1 14 OCF3, Rz 1aHvaRs laH

Phéan tach khong d6i
xung
Chét ddng phén dbi anh
I(A) va I(B)

-74-



36246

DANH MUC TRINH TV

<110> Janssen Pharcheutica]s, Inc
Katholieke Universiteit Leuven

<120> Hop chét indol dwoc thé mot Ian hodc hai 1an dung lam chét Grc ché su sao chép virut gay sot
dengue, dugc phdm va phwong phap tong hop hep chat nay

<130> TIP 328 PCT

<150> EP15166900.9
<151> 2015-05-08
<150> EP16163342.5
<151> 2016-03-31

<160> 14
<170> BiSSAP 1.2

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> virut gay sét dengue

<220> .

<221> Nguon

<222> 1..20

<223> /Sinh vat = " virut gay sét dengue"
/mol_typ = "ADN chwa dwoc chi dinh”

<400> 1
tcggagccgg agtttacaaa 20

<210> 2
<211> 20
<212> ADN

<213> Virut gay sét dengue

<220> .

<221> Nguon

<222> 1..20

<223> Sinh vat = " virut gay sét dengue”
/mol_typ = "ADN chwa dwoc chi dinh"

<400> 2
tcttaacgtc cgcccatgat 20

<210> 3
<211> 19
<212> ADN

<213> virut gay sét dengue

<220> .

<221> Nguon

<222> 1..19

<223> /Sinh vat = " virut gay sét dengue”
/mol_typ = "ADN chwa dwoc chi dinh"

<400> 3
attccacaca atgtggcat 19

<210> 4
<211> 23
<212> ADN

<213> virut gay sbt dengue
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<220> .

<221> Nguodn

<222> 1..23

<223> /Sinh vat = " virut gay sét dengue”
/mol_typ = "ADN chwa dwgc chi dinh"

<400> 4
ggatagacca gagatcctgc tgt

<210> 5

<211> 20

<212> ADN

<213> Virut gay sbt dengue

<220>

<221> Ngudn

<222> 1..20

<223> /Sinh vat = " virut gay sét dengue"
I/mol_typ = "ADN chwa dwoc chi dinh"

<400> 5
cattccattt tctggcgttc

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> virut gay sét dengue

<220>

<221> Ngudn

<222> 1..20

<223> /Sinh vat = " virut gay sét dengue"
/mol_typ = "ADN chwa dwgc chi dinh"

<400> 6
caatccatct tgcggcgetc

<210> 7
<211> 20
<212> ADN

<213> virut gay sbt dengue

<220>

<221> Nguén

<222> 1..20

<223> /Sinh vat = " virut gay sét dengue"
/mol_typ = "ADN chwa dwoc chi dinh"

<400> 7
cagcatcatt ccaggcacag

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> virut gay sbt dengue

<220>

<221> Nguédn

<222> 1..20

<223> /Sinh vat = " virut gay sét dengue”
/mol_typ = "ADN chwa dwoc chi dinh"

<400> 8
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caacatcaat ccaggcacag

<210> 9
<211> 19
<212> ADN

<213> Virut gay sét dengue

<220> .

<221> Nguon

<222> 1..19

<223> /Sinh vat = " virut gay s6t dengue"
/mol_typ = "ADN chwa dwec chi dinh"

<400> 9
cggttagagg agacccctc

<210> 10

<211> 21

<212> ADN

<213> Virut gay sbt dengue

<220> .

<221> Nguon

<222> 1..21

<223> /Sinh vat = " virut gay sét dengue”
/mol_typ = "ADN chwa duwoc chi dinh"

<400> 10
gagacagcag gatctctggt c

<210> 11
<211> 28
<212> ADN
<213> Virut gay s6t dengue

<220>

<221> Ngudn

<222> 1..28

<223> /Sinh vat = " virut gay st dengue"
/mol_typ = "ADN chwa dwgc chi dinh”

<400> 11
aaggactaga ggttagagga gacccccc

<210> 12
<211> 18
<212> ADN

<213> virut gay sét dengue

<220> .

<221> Nguon

<222> 1..18

<223> /sinh vat = " virut gay sbt dengue"
/mol_typ = "ADN chua dwoc chi dinh"

<400> 12
ggccaggtca tcaccatt

<210> 13
<211> 21
<212> ADN

<213> virut gay sét dengue
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<220> .

<221> Nguon

<222> 1..21

<223> /Sinh vat = " virut gay sét dengue"
/mol_typ = "ADN chuwa dwoc chi dinh"

<400> 13
atgtccacgt cacacttcat g

<210> 14
<211> 21
<212> ADN

<213> virut gay sét dengue

<220> .

<221> Nguon

<222> 1..21

<223> /Sinh vat = " virut gay sét dengue”
/mol_typ = "ADN chwa dwoc chi dinh"

<400> 14
ttccgetgec ctgaggetet c
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