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quy trinh diéu ché chiing, va dugc pham chira hop chat nay. Hop chat nay 14 hiru
ich trong diéu tri hodc ngin nglra cac trinh trang c6 lién quan dén cac dic tinh
diéu bién di 1ap thé 4m tinh voi NR2B.
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Linh vure k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén cac hop chat 4-pyrazin-2-ylmetyl-morpholin ¢6 cong thirc
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chung A:

N~
\R2
A,
quy trinh didu ché chung, va dugc phim chira ching. Hop chét nay 1a hitu ich trong
diéu tri hodc ngan ngira cic trinh trang c6 lién quan dén cic dic tinh diéu bién di 1ap
thé am tinh véi NR2B.

Céac hop chat ¢6 cong thirc chung A theo sang ché thé hién cac dac tinh diéu

bién di 1ap thé am tinh véi NR2B.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Céac nghién ciru sdu rong trong 20 nim qua da cho thiy rang cac thu thé N-
metyl-D-aspartat (NMDA) déng vai tro lién quan trong bénh Aliheimer, bénh
Parkinson, rdi loan vin dong, dot quy, bénh noron van dong, rdi loan tam than, bénh
dong kinh, lo au, tim than phén liét va dau.

Ketamin ddi khang thu thé NMDA khéng chon loc, (dang raxemic ciing nhu
dang ddng phan d6i anh S), mot loai thude chii yéu duge s dung dé bat dau va duy tri
su gdy mé, trong nhitng nam qua da ching t6 hiéu luc trong diéu tri rdi loan trdm cam
chinh (major depressive disorder - MDD) véi liéu dudi mirc gdy mé (Murrough et al.
2013, Am J Psychiatry. 170: 1134; Singh et al. 2016, Biol Psychiatry. 80: 424). Chinh
xac hon, ketamin khoi phat hiéu luc nhanh kéo dai trong vai ngay & bénh nhan MDD
khong dap Gmg du véi lidu phap st dung thude tiéu chuan (Berman et al. 2000. Biol
Psychiatry 47:351, Serafini et al. 2014. Curr. Neuropharmacol, 12:444). Tuy nhién,
cac chat ddi khang thu thé NMDA khéng chon loc ¢6 khoang tac dung khong mong
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muén khién cho viéc sir dung chung bi gi6i han. Cu thé, cac tac dung phu vé kha ning
phan ly va vé tam Iy 1a dang chi ¥ d6i v6i cac chat ddi khang thu thé NMDA khong
chon loc nhu ketamin (Krystal et al. 1994. Arch. Gen. Psychiatry 51:199). Pau nhiing
ndm 1990, da phét hién ring ton tai nhidu phan nhom thy thé NMDA, chira céc tiéu
don bi NR2(A-D) khéc nhau (Paoletti et al., 2013 Nat Rev. Neurosci 14:383). Géan day
hon, cac chat didu bién di 1ap thé 4m tinh thu thé NMDA chon loc phan nhém NR2B
(NR2B NAM) da thu hut sy quan tdm va dé thé hién tiém nang trong nhiéu loai chi
dinh 14m sang, nhu chd y, tinh cam, tdm trang, va dau, cling nhu cac chi dinh c¢6 lién
quan dén mot s6 roi loan khac nhau & nguoi (Mony et. al. 2009. Br. J. Pharmacol.
157:1301; Chaffey et al., Current Anaesthesia & Critical Care 19, 183). Cu thé, NR2B
NAM ciing da chting té 1a c6 hiéu qua chéng trim cam & giai doan s6m cia cac thir
nghiém 1am sang (Preskorn et al. 2008. J Clin Psychopharmacol 70:58). Cac nghién
ctru tién 14m sang st dung NR2B NAM ciing nhu st dung nhiéu chung chudt nhat
chuyén gen khic nhau da thé hién ring cac thu thé NMDA chira NR2B trung gian chi
hiéu qua duong ctia ketamin vi dy, trong thir nghiém boi cudng birc (Miller et al. 2014
eLife 3:¢03581; Kiselycznyk et al. 2015, Behav Brain Res, 287:89). Hon nita, NR2B
NAM chon loc ¢6 uvu diém voi cac chat ddi khéang thu thé NMDA khong chon loc, nhu
ketamin, nhd giam dugc nhiéu tac dung phu lién quan dén kha nang phan ly va tac
dung phu gidng nhu loan tdm thdn (Jimenez-Sanchez et al. 2014.
Neuropsychopharmacology 39:2673). NR2B NAM dugc md ta cho dén nay da thé
hién cac han ché co lién quan dén dugc 1y hoc thu thé ctia ching va/hoic dén cac dac
tinh duoc khac ma han ché tiém ning st dung trong liéu phap dung thudc cho ngudi
(Taylor, et al., 2006, Clin Pharmacokinet,45: 989; Addy et al. 2009 J of Clinical
Pharmacology 49:856)).
W02015/130905 bde 10 cac hop chét c6 cong thire (I):
R? R® R R®
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1a cac chét e ché Nav 1.6 hitu ich trong viéc diéu tri bénh da xo cimg, bénh viém da
than kinh, bénh viém da day than kinh, bénh xo ctmg cdt bén teo co, bénh Alzheimer
hoidc bénh Parkinson. W02015/130905 boc 10 cac vi du cu thé 100, 105, 106 va 107

trong d6 nhan B tuong (mg v6i nhan phenyl duge thé hai lan & vi tri meta.
o o
o 0
" Nj N Nj j (\ j
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¥ S
Vidu 100 Viduy 105 Vidu106  Vidu107

W02015/130905 thong bao cac vi du cu thé 100, 105, 106 va 107 1a chat Gc
ché Nav 1.6 yéu (su phong bé Nav 1.6 ctia cac vi du 100, 105 va 107 & 1-5 pM, va su
phong bé Nav 1.6 clia céc vi du 106 & >5 pM).

Céac hop chit theo sang ché néi chung duge bao ham boi cong thic (I) cla
WO02015/130905. Cac hop chat theo sang ché khac biét vé mat cau tric voi céc vi du
100, 105, 106 va 107 dugc bdc 16 cu thé trong W0O2015/130905 ¢ chd chung chira ciu
tricc phu pyraziny! dugc thé hai 14n & vi trf para thay cho nhan phenyl dugc thé hai lan
O vi tri meta.

Sur khéc biét v& mit cdu tric bat ngd tao ra chét didu bién di 14p thé am tinh
NR2B cong hiéu (xem Bang 1), trong khi cac vi du cu thé 100, 105, 106 va 107 cta
W02015/130905 khong thé hién hoat tinh bat ky déi voi kénh ion NR1-NR2B (xem
Béang 2). Hon thé nita, cac hop chat theo sang ché khong trc ché Nav 1.6 véi noéng do
tai d6 cac vi du cu thé 100 va 105 cia WO2015/130905 trc ché Nav 1.6 (5 puM; xem
Bang 3 va 4).

Hon nita, cac hop chat theo séng ché thé hién tinh thAm qua mang t6t va khong
c6 su that thoat in vitro (xem Bang 5 trong thir nghiém MDCK MDR1 (P-gp)). Do do,
cac hop chét theo sang ché dugc mong doi la thé hién kha ning thAm nhép ndo c6 lgi
can thiét dé 1am thuc CNS hitu hiéu.

Céc thtr nghiém MDCK cung cép thong tin vé tiém ning cla hop chét vé kha
ning vuot qua hang rao mau néo. Sé do tinh thim qua céc 16p té bao MDCK-MDR1
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don hgp dong, phan cuc phat trién trén gia thé loc thdm qua duoc dugc st dung lam
mo hinh hép thu in vitro: hé s6 thAm biéu kién (PE) ctia cac hop chét qua cac 16p té
bio MDCK-MDRI1 don duoc xac dinh (46 pH 7.4, 37°C) theo chiéu van chuyén tir
dinh dén day (AB: apical-to-basal) va tix day dén dinh (BA: basal-to-apical). Tinh tham
AB (PEAB) biéu thi sw hp thu thudc tir mau vao ndo va tinh thim BA (PEBA) biéu
thi su that thoat thude tir ndo trd lai vao trong mau thong qua ca tinh thAm thu dong
cling nhu cac co ché van chuyén chii dong qua trung gian cac yéu t van chuyén dong
ra va cac yéu té van chuyén hp thu dugc biéu hién trén céc té bao MDCK-MDRI,
chu yéu bing cach biéu hién qua mirc MDR 1 ngudi. Tinh thAm gidng nhau hodc twong
tw theo ca hai chiéu van chuyén cho biét su thdm thu dong (PEBA/PEAB <1), tinh
thdm c6 huéng huéng t6i cac co ché van chuyén tich cuc bb sung. PEBA cao hon so
v6i PEAB (PEBA/PEAB >5) cho thiy su lién quan cia dong ra chil dong qua trung
gian MDR1, ma co thé thoa hiép muc dich 1a dat dugc mirc do phoi nhiém du & ndo.
Do do, tht nghiém nay cung cép su hd tro c6 gia tri cho viéc chon loc cac hop chét
tmg dung duoc dé tiép tuc thir nghiém in vivo. Tinh thdm cao khong bj givi han béi sw
that thoat & hang rao mau ndo la ddc tinh c6 1¢i cho cac hgp chét cén st dung lam thube
hoat dong chu yéu & CNS. |

Hon nita, cic hop chat theo séang ché 1a 6n dinh v& mat chuyén hoa trong céc
microsom gan nguoi (xem Bang 6, do 4n dinh chuyén ho4). Do dé6, cac hop chét theo
sang ché duoc mong doi 1a ¢6 do thanh thai in vivo ¢6 lgi va do d6 c¢6 duge khoang
thoi gian tac dong mong mudn & ngudi.

Do 6n dinh trong cac microsom gan nguoi chi do mAn cam cia cac hop chét
v6i su bién dbi sinh hoc trong ngit canh chon loc va/hoac thiét ké cac thube vé6i dic
tinh dugc dong hoc ¢6 1oi. Vi tri chuyén hoa chi yéu clia nhiéu loai thude 1a gan. Céc
microsom gan ngudi chtra cac xytocrom P450 (CYP), va do d6 1a hé md hinh dé nghién
ctru co ché chuyén hoa thude in vitro. DO 6n dinh tang cuong trong cac microsom gan
nguoi co lién quan dén mot sb wu diém, bao gdbm do sinh kha dung tang va thoi gian
bén thai dt, ma khién cho c6 thé dinh lidu thap hon va it thuong xuyén hon cho bénh
nhan. Do d6, d0 6n dinh ting cudng trong cic microsom gan nguoi la déc tinh 6 loi

doi v6i cac hop chat can st dung lam thudc.
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Két qua 13, cac hop chit theo sang ché can phai kha dung hon dé dung cho
nguoi.
Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Do d6, vin d& k§ thuat duge hudng t6i & ddy 1a d& xudt céc cht diéu bién dj
lap thé 4m tinh NR2B chon loc va cong hi¢u.

Sang ché dé xudt cac hop chat 4-pyrazin-2-ylmetyl-morpholin méi c6 cong thire
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trong do:

R! 1a metyl, etyl, propyl, iso-propyl, xyclopropyl, H3;C-CH»-CHz-CHo-,
xyclobutyl;
R?  la phenyl ma tuy y duoc thé bang 1, 2 hoic 3 phan tir thé dugc chon tir nhém
bao gom flo, clo, metyl, etyl, xyclopropyl;
hodc mudi cta chung, cu thé 12 mudi duoc dung cta ching.
Theo phuong an khac, trong cong thirc chung A, R? ¢6 cung y nghia nhu xac
dinh trong phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, va
R!'  lametyl, etyl.
Theo phuong an khac, trong cong thirc chung A, R! c6 cung y nghia nhu xac
dinh trong phuong an bét k¥ trong s6 cac phuong 4n néu trén, va

R? 1la
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Sang ché dé xuat hop chét 4-pyrazin-2-ylmetyl-morpholin méi ¢6 cong thirc
chung A ma bét ngo 14 chat diéu bién di 1ap thé am tinh NR2B chon loc va cong hi¢u.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét cac hop chit c6 cong thirc A 1am chit
didu bién di 14p thé am tinh NR2B chon loc va cong hiéu c6 tinh thdm qua mang cao
va khong co sy that thoat in vitro.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuat cc hop chét c6 cong thirc A 1am chit
didu bién di 1ap thé 4m tinh chon lva NR2B chon lgc va cong hiéu ¢ do 6n dinh chuyén
ho4 cao trong microsom gan nguoi.

Theo khia canh khac, sang ché @ cap dén céc hop chit c6 cong thirc A 1am chét
diéu bién di 1ap thé 4am tinh NR2B chon loc va cong hiéu ¢6 tinh thidm qua mang cao,
khong c6 su that thoat in vitro, va c¢6 do 6n dinh chuyén ho4 cao trong microsom gan
nguoi.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén duoc phém, chtra it nhat mot hop
chét c6 cong thic A tury y cung véi mot hoac nhiéu chit mang va/hodc chat pha lodng
tro.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén cac hop chét co6 cong thuc A, dé st
dung trong ngan ngua va/hodc didu tri cac rdi loan c6 lién quan dén chét diéu bién di
1ap thé am tinh NR2B.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén quy trinh diéu ché cac hop chét theo

sang ché.
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M0 ta chi tiét sang ché
Diéu ché

Céc so dd sau minh hoa chung cach didu ché hop chit c6 cong thirc A va cac
hop chét trung gian twong Ung bang cach vi du. Céc phén tir thé duogc viét tat co thé
nhu da duoc xac dinh trén day néu nhu khong c¢6 quy dinh khéc trong ngit canh cla so
do nay.

So dbd 1

0 0
(@] (@)
?J?[ j + R1-NH2 — H?jKS[ j ~
(@]
WOl N N ﬁ)\/

0 5 OO HO © R2”
NL + Rz’OH__> NIJ; . Nlj\ . Nj\ A
B KfN K(N LN
cl R2” Ro~© R2

So dd 1 minh hoa quy trinh tong hop dan xuét pyrazin c6 cong thire chung A.
Budc thir nhét 14 thay thé 4i nhan ctia dan xuét phenol R2-OH dugc thé va metyl este
ctia axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic; nhom este nay dwgc khir thanh rugu twong ing
bang NaBHa; tiép theo, nhom hydroxy dugc chuyén hoa thanh nhém roi chuyén dugc
(vi du, mesylat).

Budce cudi cung duoc thé hién bang viéc thé 4i nhan bang cach str dung mesylat
va luong du mot chut ctia dan XuAt amit cta axit (S)-morpholin-2-carboxylic thu dugc
bang cach cho metyl este cta axit (S)-morpholin-2-carboxylic phan ng vdi amin
R1-NH; tuong ung.

Phuong phép tong hop duoc md ta co thé con duge sir dung cho viéc tong hop
quy md gam bang cach 4p dung céc k¥ thuat khac nhau nhu két tinh hodc sic ky cot.
Pinh nghia chung

Céc thuat ngit khong duoc x4c dinh cu thé & day 14y nghia dugc gan cho ching
bdi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh theo phan mo ta va theo ngft canh.

Kénh ion NR2B can dugc hiéu 1a thu thé NMDA chia protein NR2B.
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Trong truong hgp hop chét theo sang ché duoc mo ta & dang tén hoa hoc cling
nhu dang cong thuc, thi cong thirc chiém wu thé trong trudong hop ¢6 bét ky su khong
nhét quan no.

D#4u hoa thi ¢6 thé duogc str dung trong cac cong thirc d8 chi ra lién két duogc két
ndi voi phan tr 161, hodc véi phf?m tr thé ma ching gén vao nhu da dugce xac dinh.

Thuat ngit "duoc thé" nhu duge st dung & day c6 nghfa 1a mot hoge nhiéu hydro
bt ky trén nguyén ti xac dinh duoc thay thé bang cach lua chon tir nhom chi dinh, véi
diéu kién khong duoc vugt qua sb hoa tri kha dung ctia nguyén tir xac dinh, va su thé
dan dén mot hop chat 6n dinh.

Héa hoc lap thé

Thuéat ngit "dugc thé" nhu duoc st dung & diy c6 nghia 1a mot hodc nhiéu hydro
bat ky trén nguyén tir xac dinh dugc thay thé bang cach lua chon tir nhom chi dinh, véi
diéu kién khong dugc vuot qua sb hoa tri kha dung cta nguyén tir xac dinh, va su thé
dAn dén mot hop chét 6n dinh.

Muoi

Thuét ngit "dugc dung" dugce dung & day @& chi cac hop chét, nguyén liéu, ché
pham, va/hodc cac dang liéu ma, trong pham vi cua quy dinh 'y té hop 1y, 1a thich hop
dé dung tiép xtc v6i mo ngudi va dong vat ma khong gy doc hai, kich tmg, phan img
di mg qua mirc hodc khong gay ra van d& hodc bién ching khéc, va twong xtng voi
ty 1€ loi ich/nguy co hop ly.

Nhu dugce st dung & day, "mudi duge dung” chi cac dan xuét ctia cac hop chit
duoc boc 10, trong do hop chét géc tao ra cac mudi hoac phtrc vai axit hodc bazo.

Vi du vé céc axit tao mudi duoc dung voi hop chét gdc chira gbc bazo bao g6m
cac axit hitu co hodc vo co nhu axit benzensulfonic, axit benzoic, axit xitric, axit
etansulfonic, axit fumaric, axit gentisic, axit bromhydric, axit clohydric, axit maleic,
axit malic, axit malonic, axit mandelic, axit metansulfonic, axit 4-metyl-
benzensulfonic, axit phosphoric, axit salixylic, axit sucxinic, axit sulfuric hoac axit
tartric.

Vidu vé céc cation va bazo tao mudi dugc dung véi hop chét géc chira géc axit
bao gbm Na*, K*, Ca®", Mg?*, NH4", L-arginin, 2,2’-iminobisetanol, L-lysin, N-metyl-

D-glucamin hodc tris(hydroxymetyl)-aminometan.

8
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Cac mudi dugc dung theo sang ché c6 thé duoc tong hop tir hop chit gbc ma
chira gde axit hoic bazo bang cac phuong phap hoa hoc thong thuong. Néi chung, cac
mudi nay co6 thé dugc didu ché bang cach cho cac dang axit hodc bazo tw do cta cac
hop chit nay phin tng v6i lugng du ciia bazo hogc axit thich hop trong nudc hodc
trong chét pha loang hitu co nhu ete, etyl axetat, etanol, isopropanol, hoac axetonitril,
hoic hdn hop cia ching. Mudi cia cac axit khac khong phai cac axit dugc dé cap trén
day ma, vi du hitu dung dé tinh ché hodc tach cac hop chét theo sang ché (vi du, cac
mudi trifloaxetat), cling 1a mot phan ciia sang ché.

Thir nghiém sinh hoc va dit liéu
Danh séch céc chit viét tat

DMEM Mbi truong Eagle dugc cai bién Dulbecco

FBS huyét thanh thai bé

FLIPR bo doc dia tao hinh anh do do phat quang

HEK293  dong té bao thu dugc tir té bao than phoi nguoi

HEPES dém axit hydroxyetyl-piperazinetan-sulfonic

I1C50 Néng do trc ché ban t6i da

MDCK than ch6 Madin-Darby

MDRI1 protein khang nhidu thudc 1

P-gp p-Glycoprotein

SEM trung binh sai s tiéu chuan

EGTA (etylen glycol-bis(B-aminoetyl ete)-N,N,N’,N’-tetraaxetic axit), con

duoc goi la axit egtazic

Hoat tinh in-vitro
Xic dinh hoat tinh dwgc ly in vitro

Hoat tinh cta cac hop chét theo sang ché ¢6 thé dugc chimg minh bang cach st
dung céc thir nghiém in vitro trén té bao NMDA NR1/NR2B sau day:
Phwong phap

Dong té bao HEK293 ngudi biéu hién thu thé NMDA NR1/NR2B cam {ng
duoc b%mg tetraxyclin duogc st dung 1am hé thir nghiém vé hiéu luc va ning luc cla
hop chét. Dong té bao niy dwgc mua tir hang ChanTest, Catalog #CT6121. Hoat tinh

ctia hop chét dugc xac dinh bang cach do hiéu qua cla cac hop chat 6 nong do canxi

9
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noi bao dwoc cam tng bang co ché chu van glyxin/glutamat trong hé FLIPRtetra
(Molecular Devices).
San phim nuéi cly té bao

Céc thé bao thu dugc dudi dang té bao lanh dong trong cac lo luu trit lanh va
béo quin & -150°C dén khi sit dung. |

Céc té bao duogc nudi trong modi truong nudi ciy (DMEM/F12, 10% FBS,
5pg/mL Blasticidin, 150 pg/mL Zeozin, 500ug/mL Geneticin). Quan trong la mat do
khong duoc vuot qua 80% mirc hop dong. Dé nudi cdy cép hai, cac té bao dugc tach
khoéi binh bing Versene. Dé thtr nghiém, cac té bao duoc tach ra, rira hai 1an bang moi
truomg cam ing (DMEM/F12 khong chira glutamin, 10% FBS, 2pg/mL Tetraxycline,
2mM Ketamin) va cdy vao cac dia 384 giéng dugc phi amin tinh khiét (Becton
Dickinson, 50000 té bao trong mdt giéng trong 50 ul) 48 gio trude khi thir nghiém
trong moi trurdong cam Ung.
Diéu ché hop chit

Céc chét thir nghiém dugc hoa tan trong DMSO 100% & nong do 10mM va
dugc pha loang bude dau trong DMSO t6i ndng dd SmM, tiép theo 1a cac budc pha
loang theo day trong DMSO 100%. H¢ s6 pha lodng va s6 bude pha lodng c6 thé thay
dbi theo nhu cdu. 8 néng dd khac nhau dién hinh bang cach pha loang ty 1& 1:5 dugc
chuin bi theo bd ddi, nhitng 1an pha lodng trung gian khac (ty 1 1:37,5) cla céac chat
duoc thuc hién béng dung dich dém thir nghiém trong nuée (NaCl 137mM, KCl4mM,
CaCl, 1,8mM, HEPES 10mM, glucoza 10mM, do pH = 7,4) tao ra ndng dd hop chét
gép 3 lan ndéng do thir nghiém cudi trén day va DMSO & 2,7% tao ra néng do DMSO
cubi 0,9% trong thir nghiém.
Thit nghiém FLIPR

Vio ngay thit nghiém, cac té bao duge rira 3 1an bang dém thwr nghiém (nhu
duoc mo ta trén dy), 10 pL. dém con lai trong cac giéng sau khi rra. 10 L dém nap
kit Ca (AAT Bioquest; duoc didu ché tir kit chira cac hop phan sau: Thanh phén A :
Fluo-8 NW dugc hoa tan trong 200uL. DMSO va 20 pl dung dich nay dugc tron voi
10 ml dung dich dém duoc diéu ché khong c6 hop phan B va C, Hop phan B: 10X
Pluronic® F127 Plus duoc pha lodng véi ty 1€ 1:10 trong hop phan C, Hop phén C:

HHBS (Hanks v6i 20 mM Hepes) dugc bd sung vao céc té bao va cac dia dugc u co
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day nip trong 60 phut & nhiét do trong phong. 20 ul dém thir nghiém chira glyxin 60
uM (nong do cubi 20uM) va glutamat 3 pM (ndng do cudi 1 uM) duge bd sung vao
cOt 1-23, cot 24 chira dém thir nghiém khong c6 glyxin/glutamat dé dung lam dbi
chimg khong dugc kich thich &m. Huynh quang (chi thi dong canxi vao do su hoat hoa
kénh ion NR1/NR2B) duogc doc trén thiét bi FLIPRtetra trong 60 gidy d¢ theo doi cac
tac dung do glutamat cam ung. Sau 2 phut, 20 uLL hop chét pha loang dugc diéu ché
nhu mo6 ta trén day hodc d6i chung (hang 1-22) trong dém thir nghiém dugc cén than
bd sung vio cic giéng. Huynh quang duge doc trén thiét bi FLIPR tetra trong thém 6
phut nita dé theo ddi cac tac dung do hop chét cam ung sau khi hoat hoa bang céc chat
chit van. Gid tri trung binh ctia 2 1dn do & 5 phut va 5 phit 10 gidy sau khi b sung hop
chat duoc tinh toan va sir dung tiép dé tinh IC50. Mdi dia hop chat pha loang thir
nghiém vi chuin bao gbdm céc giéng (& cot 23 hodc 24) véi d6i chimg DMSO thay cho
hop chat dé 1am ddi chimg cho huynh quang dugc cam Gng bang glyxin/glutamat (d6i
chimg cao) va cac giéng véi 1 pM chét tham chiéu NR2B NAM lam dbi chimg thap
(hop chét 22; tham chiéu: Layton, Mark E et al, ACS Chemical Neuroscience 2011,
2(7), 352-362).
Danh gia va tinh toan sb liéu

Tép tin dAu ra cua thiét bi doc chua sb giéng va cac don vi huynh quang trung
binh do dwgc. D& danh gia va tinh toan sb lidu, sb do clia ddi chimg thap duoc dat lam
d6i chung 0% va s6 do ctia ddi chung cao dugc dat 1lam d6i chimg 100%. Ca gia tri
IC50 duoc tinh todn st dung cong thirc hdi quy logic 4 tham s6 chuén. Tinh toan:
[y=(a-d)/(1+(x/c)"b)+d], = gia tri thap, d = gia tri cao; x = nbéng do6 M; ¢c=IC50 M; b =
do déc.

Chét diéu bién di lap thé Am tinh NR2B c¢6 cong thirc chung A va thé hién gia
tri ICso thap duoc wu tién.
Bang 1: Ai luc NR2B in vitro ciia cac hop chét theo sang ché thu dugc qua thir nghiém

FLIPR

Vi du s6 | IC50 [nM]
1 968
2 123
3 690

11
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Bang 2: Ai luc in vitro cua cac hgp chét da biét gén nhat (hop chét vi du s6 100, 105,
106, 107 trong WO2015/130905) thu dugc trong cung thir nghiém FLIPR v6i

44934

Vi du s6 | IC50 [nM]
4 1200
5 110
6 87

7 1002
8 856
9 210
18 222
30 595
31 524
33 807
34 644
35 197
36 542

céc hop chét trong Bang 1

Vi du s6 trong
IC50 [nM]
WO02015/130905
100 >8887
105 >9261
106 >9255
107 >9257

X4c dinh mirc d9 trc ché Nav 1.6

Thiét bi

Nén tang sinh ly dién IonWorks Quattro

Chuén bj dia hop chit

Céc hop chét dugc didu ché trong DMSO véi 300x ndng dd thir nghiém cubi

“cung la 1 va SuM.

12/69
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Dung dich géc 300x DMSO dugce chuyén vao céc dia thir nghiém tai d6 da dugc
cho 2ul 300x dung dich gbc mdi 16. Toan bd cac dia thir nghiém duge bao quan ¢ -
80°C cho dén ngay thr nghiém.

Vao ngay thir nghiém, dia thir nghiém phu hgp dugc lam rd dong ¢ nhiét do
trong phong, ly tdm, va 198pul dung dich ghi ngoai dugc bd sung va tron k§.

Quy trinh nay tao ra dung dich pha loang theo ty 1¢ 1:100. Viéc pha lodng theo
ty 1€ 1:3 xay ra khi bd sung vao cac té bao vao nén tang sinh ly dién lonWorks Quattro,
tao ra dung dich pha loang theo ty 1€ 1:300 tbng cong.

Trén mdi dia thir nghiém, it nhat 8 15 duoc ding lam di chimg chat dan thude
(0,3% DMSO) va it nhat 8 15 cho mdi ddi ching duong cu thé véi dong té bao duge
thr nghiém. Cac dbi chimg duong duge thir nghiém véi ndng dd phong bé t6i da va
ndng do gan IC50. Déi chimg duong Lidocaine voi ndng do 30 va 1000 uM duoc st
dung.

Dung dich ghi sinh ly dién

Céc dung dich dé ghi dong Nav 1.6 nhu sau:
Dung dich ghi ngoai

NaCl 137mM

KCl 4mM

MgCl, ImM

CaCl; 1,8mM

HEPES 10mM

Glucoza 10mM

pH=7,3 (chun do bang NaOH 10M)
Dung dich ghi néi

CsF 90mM

CsCl 45mM

HEPES 10mM

EGTA 10mM

pH=7,3 (chuan do bang CsOH 1M)

13
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Amphotericin B dugc st dung dé thu dugc su truy cap dién vao bén trong té
bao & ndng d6 cudi cung 1a 200pg/ml trong dung dich ghi ndi.
Quy trinh thir nghiém & phén tich dir liéu
Quy trinh thir nghiém Nav 1.6

Uc ché phu thude trang théi: Céc kénh natri khi dugc giit ¢ dién thé khu cuc
hoic xung thir nghiém kéo dai, cac kénh s€ mo ra va bét hoat rdi tiép tuc bat hoat cho
dén khi dién thé mang duoc day 10i vé dién thé siéu phan cuc, khi d6 cac kénh bat hoat
s€ phuc hoi tir trang thai bt hoat thanh déng. Mot vi du 1a su uc ché Tetracaine, ma

né manh hon nhiéu & dién the khir cuc so véi dién the siéu phén cuc.
Dién ap lénh

s’

Dién thé
cho

0 o 1000

Thoi gian (mili gidy)

L]

2000 300

Phan tich dir liéu Nav 1.6

Cac té bao duogc gift & dién thé -120mV. Dé v hiéu hoa hoan toan cac kénh
natri (xung 1), cac té bao duge phét xung dén + 0mV trong 2500 mili gidy va Iui vé -
120mV trong 10 mili gidy (d& phuc hdi hoan toan sau khi bat hoat, tuy nhién cac kénh
¢6 thude lién két véi ching s& khong phuc hoi sau khi ngimg hoat dong) trude khi

budc dén + 0mV trong 20 mili gidy (xung 2).

14
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B0 loc dit liéu ho so IonChannel

B loc dir liéu Nén tang Tiéu chi
Chét luong nit
IonWorks Quattro | >30MQ
bit
<50% Giot bit (ntt bit tién hop chat/nit
Giot bit IonWorks Quattro )
bit hau hgp chat)
Bién do dong
IonWorks Quattro | >200pA
dién

Két qua kiém soat thir nghi¢ém

Ca dit liéu duong tinh va dit liéu ddi chimg chit dAn thude di kém véi mdi dong
té bao duoc thir nghiém dugc trinh bay dudi day dudi dang vi du. Gia tri trung binh
duoc hién thi cho mai déi chimg duong tinh va Am tinh duéi dang ky hiéu kin voi tong
s6 1an 1ap lai cua cac 13 riéng 1é dugc dua ra bén canh ky higu kin. Ngoai ra, cac dir
lidu riéng 1 cia timg 15 dugce thé hién trén bidu dd dudi dang céc ky hiéu rong dé c6
thé dé dang danh gid sy thay dbi vé gia tri trung binh. Nhirng dit liéu nay duoc cung
chp dé hd tro xac dinh xem mot hop chét c6 hoat dong trén kénh ion lién quan dén dit
liéu dbi chimg hay khong va cung cip dau hiéu vé su bién ddi ctia xét nghiém va do
- d6 duoc st dung dé danh gia kich thuée anh hudéng ciia mot hop chét cu thé c6 thé
dugc phat hién.

Dué6i day 1a cac dbi ching xét nghiém cho xét nghiém Navl.6 IonWorks
Quattro. Lidocain, mot hop chét tham khao Nav1.6, da uc ché dong dién kich thich

theo cach phu thudc néng do va cach str dung nhu du doan.
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Tri sé Haw/Tién 1a 1,0 twong tng v6i mirc do tre ché 0%, tri s6 Haw/Tién 1a 0,0
tuong Gng véi mic do e ché 100%. Dé minh hoa su bién ddi cta thir nghiém, ca vi
du 106 ciia WO2015/130905 thé hién su trc ché 14% dbi v6i Nav 1.6 ¢ 5 uM (chuan
héa, xem Bang 3) va vi du 7 clia séng ché déu thé hién sy trc ché 15% dbi v6i Nav 1.6
& 5 uM (chuan hoa, xem Béang 4), 1an luot, déu ndm trong su bién dbi ctia thir nghiém
khi so sanh v6i dit liéu dbi chimg ciia xét nghiém, va do d6 khong thé hién bt ky su
trc ché dang ké nao ddi véi kénh Nav 1.6 6 5 uM.

Bang 3 va 4 hién thi ty 16 phan tram trc ché chuén héa ciia kénh Nav1.6. Dir liéu
chuén hoa cho thiy dit liéu cuia hop chit dugc chudn héa theo dbi chimg chit din thubc
(ttc ché 0%) va ddi chimg trc ché t6i da (e ché 100%); sy (e ché t6i da 6 P1 béi 1000
uM lidocain (khong chuén hoa) nam trong khoéng tir 46,4% dén 47,2% qua céc thu

nghiém. (cling c6 thé xem hinh v& Két qua kiém soat thir nghiém trén day).
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Bang 3: Su rc ché Nav 1.6 in vitro chun hoa ciia cac hop chit da biét gan nhét (hop
chit vi du sé 100, 105, 106, va 107 trong WO2015/130905) thu dugc trong
cung thir nghiém sinh ly dién véi cac hop chét trong Bang 4 (ndéng do: 1 uM

va 5 uM).
Vidu sb trong | % irc ché | % wc ché Phan Phén
W02015/13090 |chudn héa |chuin héa trim trim
5 61 pM &5 pM SEM SEM
G1pM |65 puM
100 2,2 37,8 6,2 8,4
105 18,2 68 2,6 4,1
106 -0,7 14 1,6 0,4
107 -8,5 13,1 3,9 2,8

Bang 4: Su ¢ ché Nav 1.6 in vitro chuin hoa cta cac hop chit theo séng ché thu duoc
trong cing thir nghiém sinh 1y dién nhu cac hop chat da biét gan nhat trong
Bang 3 (ndng do: 1 pM va 5 uM).

Vidusé |% tcché |% wcché |Phintrim |Phan trim
chuin héa |chuinhéa |SEM SEM
61 pM 65 uM 61 pM 65 M

1 -9 0,5 5,5 3.8

2 -4.4 -4,0 3.8 4,2

3 4,6 6,8 2,5 0,9

4 3.4 5 5,0 5,1

5 -3,9 3,7 1,9 2.2

6 5,6 0,2 2,1 2,7

7 -9 -15 5.4 1,6

8 3 1,1 5,1 4,2

9 0 4,6 0 3,8

18 -5 -10 4,3 3,7

30 -13.4 -9.,4 53 4,6

17
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Vi du sb % trc ché | % e ché | Phin trim |Phin trim
chuin héa |chuin héa |SEM SEM
61 pM 65 pM 61 pM 65 M

31 -5,8 -7 3,6 1,2

33 -10,5 -6,6 4,6 1,0

Chit didu bién di 1ap thé 4m tinh NR2B dugc bao ham boi cong thirc chung A
ma khong thé hién kha ning tc ché Nav 1.6 dang ké 1a dugc uu tién.

Céc hop chit theo séng ché khong thé hién bét ky su trc ché nao véi kénh Nav
1.6 1an luot & ndng d6 1 va 5 pM (xem Bang 4 va Két qua kiém soat thir nghiém),
trong khi cac hop chét ciia vi du 100 va 105 ciia WO2015/130905 14n luot thé hién su
tte ché 37.8% va 68% vai Nav 1.6 & ndng do 5uM (xem Bang 3). Cac hop chat cia Vi
du 106 va 107 ciia WO2015/130905 khong thé hién bat ky su trc ché dng ké nao véi
kénh Nav 1.6 lan lugt & néng do (nghia la, su ¢ ché nam trong do bién thién cua thi
nghiém, xem Bang 3 va Két qua kiém soét thir nghi¢m).
Thir nghiém MDCK P-gp

Hé sé thim biéu kién (Papp) ciia cac hop chét doc theo céc 16p don MDCK-
MDRI1 (céc té bao MDCKII duge chuyén nhiém plasmit biéu hién cADN MDR1
ngudi) duge xéc dinh theo chiéu tir dinh dén day (AB) va tir ddy dén dinh (BA).

Céc té bao MDCK-MDR1 (6 x 10° té bao/cm?) dugc cdy 1én cc dung cu loc
cai xen (Corning, Transwell, polycacbonat, c& 16 0,4 um) va dugce nudi ciy trong 9
dén 10 ngay. C4c hgp chit dugc hoa tan trong dung dich g6¢c DMSO (1 - 20 mM) dugc
pha loang bang dém HTP-4 trong nudc (NaCl 128,13 mM, KCl 5,36 mM, MgSO4 1
mM, CaCly 1,8 mM, NaHCO; 4,17 mM, Na;HPO4 1,19 mM, NaH2PO4 0,41 mM,
HEPES 15 mM, glucoza 20 mM, do pH = 7.4) c¢6 bd sung BSA 0,25% dé tao ra cac
dung dich van chuyén (ndng do cubi: 1 hoac 10 uM, ndng do DMSO cubi <= 0,5 %).
Dung dich van chuyén duoc dua I1én bén cho & ving dinh hodc vung day bén dé lan
luot xac dinh tinh thAm A-B hodc B-A. Phia nhin chra dung dich dém HTP-4 co6 bd
sung BSA 0,25%. Cac mau dugc thu thap khi bat dau va két thic thir nghiém tir bén
cho va & cac khoang gian cach khac nhau trong thoi gian khong qué 2 gid va ca tir bén

nhin dé xéc dinh ndng d6 bang phuong phap HPLC-MS/MS (RapidFire High-
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throughput MS System (Agilent) lién hop v6i QTrap 6500 (AB Sciex) hoac TSQ
Vantage (Thermo Scientific)). Cac thé tich nhan 14y mau duoc thay thé bang dung dich
nhin méi. TY 18 thai duoc tinh bing céch chia tri s6 Papp (b-a) cho trj s0 Papp (a-b).
Két qua duoc thé hién trong Bang 5.

Béang 5
Vi du Papp (a-b) trung | Ty 1€ thai
binh [10-6 cm/gidy] |PEBA/PEAB
1 59 0,7
2 76 0,6
3 75 0,7
4 61 0,7
5 59 0,8
6 71 0,8
7 66 0,7
8 70 0,6
9 62 0,9
18 61 0,8
30 81 0,4
31 66 0,6
33 59 0,7

Két qua thir nghiém trén dy cho thdy rang cac hop chét theo sang ché 1a cac
NR2B NAM hiéu luc c6 tinh thim qua mang tdt va khong c6 lugng thai in vitro cho
phép du doan kha nang vuot qua hang rao mau ndo my man.

Do bén chuyén hoa

Su thoai bién do chuyén hoa ctia hgp chat thir nghiém dugc thir nghiém ¢ nhiét
d6 37°C bang céc vi thé gan nguoi dang gop. Thé tich 4 cudi 60 pl cho mdi thoi diém
chira dém TRIS pH 7,6 & nhiét do trong phong (0,1M), magie clorua (5SmM trong
nuéc), protein vi thé (1mg/mL déi v6i nguoi) va hop chét thir nghi¢ém ¢ nong do cubi
| uM. Sau thoi gian 1 so b ngén & 37°C, cac phan tng dugc khéi dau bing cach bd
sung betanicotinamit adenin dinucleotit phosphat, ¢ dang khir (NADPH, 1 mM), va
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duoc két thuc bang cach chuyén mot lugng phan ude vao axetonitril sau cac thoi diém
khéc nhau. Sau khi Iy tam (10000 g, 5 phut), lugng phan uéc clia 16p ndi trén bé mat
duoc thir nghiém bang phuong phap HPLC-MS/MS nhu dugc md ta trén day voi thir
nghiém MDCK P-gp vé lugng hop chat gbe. Thoi gian ban hiy duge xac dinh bing
d6 dbc ctia d thi ban logarit cta bién dang ndng do - thoi gian. Két qua duoc thé hién
trén Bang 6. |

Bang 6

Vidu Thoi jgian ban thai — t1/2 [phit]
Vi thé gan nguwoi
>130
>130
>130
>130
>130
>130
>130
>130
>130
>130
>130
>130

>130

e 00| I & | B W | =

[y
(= -]
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w

- Két qua thir nghiém trén déy cho thdy rang cac hop chit theo sang ché 1a cac

NR2B NAM hiéu luc ¢6 6 bén cao trong vi thé gan nguoi.

Sang ché dé xut cac hop chét co cong thirc A ma bét ngd tao ra t6 hop c6 loi
clia cac tham sb chinh sau day:
1) diéu bién di lap thé 4m tinh chon loc va cong hiéu véi NR2B,

2) dd 6n dinh cao trong vi thé gan ngudi, va
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3) tinh thAm qua mang t6t va khong c6 sur that thoat in vitro & yéu t6 van chuyén

té bao MDCK-MDRI. .

Dugc phﬁm

Céc ché pham thich hop dé st dung cic hop chét theo sang ché s& 1 rang dbi
vOi nguoi co hidu biét trung binh vé linh vuc nay va bao gdm vi du vién nén, thube
vién, vién nang, thudc dan, vién ngam, vién ngdm det, dung dich, xi ro, con ngot, tui
chira, dang tiém, dang hit, bot, v.v. Ham luong cta (cac) hop chit c6 duoc tinh thay
dbi trong khodang tir 0,1 dén 95% khdi lugng, t5t hon tir 5,0 dén 90% khéi lugng cia
téng ché pham.

Céc vién nén thich hop co thé thu duoc, vi du, béng cach tron hop chét theo
sang ché véi ta duge da biét, vi du chét pha loang, chit mang, chét gay ra, chat phu
trg, cht hoat dong bé mat, chét két dinh va/hodc chat lam tron tro va ép hon hop thu
duoc thanh dang vién nén.

Sit dung trong diéu tri/phwong phap si dung

Cac tng dung cua NR2B NAM trong diéu tri cho ngudi da dugc tdng két trong
cac bao diém sach cuia Traynelis va céac dong tac gia (Traynelis et al., Pharmacology
Reviews, 2010, 62:405), Beinat et al. (Beinat et al., Current Medicinal Chemistry,
2010, 17:4166) va Mony et al. (Mony et al., British J. Pharmacology, 2009, 157:1301).

Sang ché d& cap dén céc hop chét hiru dung trong diéu tri rdi loan, b¢nh va tinh
trang tam than trong dé su diéu bién dj 1p thé am tinh cia NR2B 1a c6 loi vé mat diéu
tri, bao g@)m: (1) 161 loan tAm tinh va r6i loan anh huéng tAm tinh; (2) r6i loan phé tam
than phan liét; (3) r6i loan tAm cin c6 lién quan dén cang thang va dang co thé; (4) rbi
loan phét trién tim 1y; (5) cac hdi chimg hanh vi lién quan dén rdi loan tam Iy va cac
yéu t6 sinh 1y; (6) cac rdi loan lién quan dén lam dung chét va chat gy nghién; (7)
bénh lién quan dén cac triéu chig tac dong tich cuc hodc tiéu cuc; (8) ching dau; (9)
cac bénh mach ndo; (10) bénh chu ky va kich phat; (11) bénh thoai hoa than kinh.

Vé mit tac dung dugce ly cua chiing, cac hop chét theo sang ché thich hop dé s
dung trong diéu tri r6i loan, bénh hoic tinh trang dugc chon tir nhém gém

(1) didu tri r6i loan tAm tinh va réi loan anh huéng tam tinh bao gbm r6i loan
ludng cuc tram cam I, dang hung cam, hung cam nhe va hdn hop; r6i loan ludng cuc

IT; rdi loan tram cam, nhu con trAm cam don hodc rdi loan tram cam chinh hoi quy, r6i

21

21/69



44934

loan trim cam thir yéu, rdi loan trim cam khéi phét sau sinh, r6i loan trAm cam véi cac
triéu chirng tam than; r6i loan trAm cam chinh c6 hodc khong lo 4u lan tda, thé hon
hop, thé u sdu, thé phi dién hinh, thé tAm than phu hgp tdm trang, thé tim than khong
phu hop tim trang, hoi chung cang truong luc (catatonia).

(2) didu tri r6i loan tAm tinh thudc phd tam than phan liét va céc roi loan tinh
cam khac va rdi loan phén liét cam xuc c6 li€n quan dén céc triéu chung tiéu cuc va
cac triéu chimg nhan thirc.

(3) didu tri cac rdi loan thudc rdi loan tdm cén c6 lién quan dén cang thang va
dang co thé bao g?)m r6i loan lo au, r6i loan lo 4u toan thé, rdi loan hoang hét ¢6 hodc
khong s¢ khoang rong, &m anh cu thé, am anh xa hoi, 161 loan lo 4u man tinh; 161 loan
4m anh cudng ché; phan tng voi cing thing nghiém trong va rdi loan didu chinh, nhu
rdi loan cang thang sau chén thuong; cac rbi loan tim cin khac nhu hdi ching giai thé
nhéan cach-tri giac sai thuc tai.

(4) diéu tri cac r6i loan phat trién tam ly bao gém 161 loan phat trién lan tda,
bao gdm hoi ching Asperger va hoi ching Rett, r6i loan tu ky, tu ky & tré em va rdi
loan ting hoat c6 lién quan dén cham phat trién tAm than va cac dong tac dinh hinh,
rdi loan phat trién tAm than cu thé vé chirc nang van dong, r6i loan phat trién tam than
cu thé v& k§ ning hoc tap, rbi loan giam cha y/ting dong.

(5) diéu tri cdc hdi chung hanh vi lién quan dén rbi loan tAm 1y va cac yéu t6
sinh Iy bao gdm réi loan tim thin va hanh vi lién quan dén thai ky, bao gdm tram cim
sau sinh va hau san; rdi loan dn udng, bao gbm chan an tim thin va an 6i va cac rdi
loan kiém soat xung dong khac.

(6) diéu tri cac rdi loan lién quan dén lam dung chét va chit gay nghién, 1a rdi
loan st dung chét do ruou, can sa, tac nhan gay 4o giac, chét kich thich, chét gay ngu,
thudc 14 gay ra.

(7) didu tri bénh lién quan dén c4c triéu chung tic dong tich cuc hodc tiéu cyc
bao gdbm mat khoai cam, de doa va mét mat kéo dai (sustained threat and loss), tu
tudng tu sat.

(8) diéu tri cac chimg dau cAp tinh va man tinh c6 lién quan dén bénh than kinh,
vi du, bénh than kinh do d4i thdo dudng hosic bénh viém da day than kinh, r6i loan co
thé va cac qua trinh sinh 1y bao gdm vi du, chiing dau lung dudi, chiing dau khdp, bénh
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cta hé co xwong va md lién két, vi du, thép khép, dau co, roi loan day than kinh, ré
thin kinh va dam i, vi du, hoi chimg “canh tay ma” kém theo dau, hoi chimg ng ¢6
tay.

9) diéu tri cac bénh mach ndo, vi du, Xuét huyét du6i mang nhén hodc trong
nao, nhoi mau ndo, dot quy, nghén tac va hep mach ndo, xo vita dong mach nao, bénh
mach mau dang bot.

(10) diéu tri bénh chu ky va kich phat, vi du, dong kinh.

(11 diéu tri bénh bao g@)m cac dang thoai hoa than kinh, vi du, dot quy, bénh
Alzheimer va bénh Huntingon.

Nhu dugc st dung & dy, trir khi dugc luu y khac, cac thuat ngi “diu tri”, “viée
didu tri” s& bao gdm viéc quéan Iy va cham soc d6i twong 1a nguoi hodc bénh nhén la
nguoi nhim muc dich chéng lai bénh, tinh trang, hodc roi loan va bao gém viéc cho
str dung hop chét theo sang ché dé ngan ngira sy khoi phat ciia cac trigu chimg hodc
bién chimg, 1am giam nhe cac triéu chimg hoac bién chung, hodc loai trir bénh, tinh
trang, hodc 161 loan.

Nhu duoc st dung & déy, trir khi duoc luu y khdc, thuat ngr “ngan ngura” sé
bao gdm (a) lam gidm tn sudt cia mot hodc nhiéu tridu chung; (b) giam mirc do
nghiém trong ctia mdt hodc nhiéu triéu chirg; (c) 1am cham hodc tranh dugc su phat
trién cua cac triéu chimg khac; va/hodc (d) 1am cham hodc tranh duoc sy phat trién cua
161 loan hoic tinh trang.

Theo khia canh khéc, sang ché @& xuit hop chit c6 cong thirc A hodc mubi duoc
dung cta n6 dé st dung trong diéu tri va/hodc ngin nglra cac tinh trang néu trén.

Theo khia canh khac, sang ché dé xut hop chat c6 cong thirc A theo khia canh
Vbét ky trong sb cac khia canh néu trén khéc biét & chd hop chét co cong thic A dugc
st dung thém vao liéu phap hanh vi, kich thich tir xuyén so (transcranial magnetic
stimulation - TMS), liéu phap sbc dién (electroconvulsive therapy - ECT) va céc li€u
phép khac.

Diéu tri phdi hop

Cac hop chét theo sang ché co thé duogc két hop véi céc lya chon diéu tri khéc

da biét 1a duoc sit dung trong Iinh vire nay két hop véi viée diéu tri chi dinh bat ky ma

viéc diéu tri n6 dugc sadng che tap trung.
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Theo khia canh khac, sang ché dé xut hop chat ¢6 cong thic A theo khia canh
bét ky trong sé cac khia canh néu trén khac biét & chd hop chét c6 cong thirc A duge
str dung thém cung voi diéu tri bang mot hodc nhiu chit chéng trim cam dugc chon
tir danh muc g@)m duloxetine, escitalopram, bupropion, venlafaxine, desvenlafaxine,
sertraline, paroxetine, fluoxetine, vortioxetine, mirtazapine, citalopram, vilazodone,
trazodone, amitriptyline, clomipramine, agomelatine, levomilnacipran, lithi, doxepin,
nortriptyline. Thuét ngit ““chét chdng trAm cam” s& chi dugc chit hogc thude bt ky ma
c6 thé duoc st dung dé diéu tri tram cam hodc bénh lién quan dén cac triéu chimng trAm
cam.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét hop chat c6 cong thirc A theo khia canh
bét ky trong sé cac khia canh néu trén khac biét & chd hop chét c6 cong thirc A duge
str dung thém cung véi diéu tri bé‘mg mot hodc nhiéu chét chéng loan than dugc chon
tir danh muc gdm aripiprazole, paliperidone palmitate, lurasidone, quetiapine,
risperidone,  olanzapine, paliperidone, brexpiprazole, clozapine, asenapine,
chlorpromazine, haloperidol, cariprazine, ziprasidone, amisulpride, iloperidone,
fluphenazine, blonanserin, aripiprazole lauroxil. Thuat ngt “chét chéng loan than” s&
chi duoc chit hodc thube bat ky ma c6 thé duge st dung dé dicu tri bénh c6 lién quan
dén cac tridu ching tAm than hodc trAm cam.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuit hop chat c6 cong thic A theo khia canh
bét k¥ trong sb cac khia canh néu trén khac biét o chd hop chat ¢ cong thirc A dugce
str dung thém cung voi diéu tri bf?lng mot hoac nhiéu chat kich thich tam ly dugc chon
tr danh muc gf”)m lisdexamfetamine, metylphenidat, amfetamine, dexamfetamine,
dexmetylphenidat, armodafinil, modafinil. Thuat ngir “chét kich thich tam ly” s& chi
duoc chét hodc thude bat ky ma co thé dugc st dung dé diéu tri bénh nhu 161 loan tAm
tinh, hodc réi loan kiém soét xung dong.

Theo khia canh khac, sang ché dé xut hop chét c6 cong thirc A theo khia canh
bét ky trong sé cac khia canh néu trén khéc biét & chd hop chét c6 cong thirc A dugc
st dung thém cung voi diéu tri bang mdt hodc nhiéu chit ting cudng tri nhé (nootropic)
dugc chon tir danh muc gém oxiracetam, piracetam, hodc san phém tu nhién tir cay

ban St John.
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Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit hop chét c6 cong thirc A dugc sit dung
thém cing voi didu tri bang mot hodc nhiu chét chéng trim cam, chét chdng loan
than, chat kich thich tdm 1y, chét tang cudng tri nh¢ hodc san pham tur nhién theo khia
canh bét ky trong sb cac khia canh néu trén khéc biét & chd tb hop cua hop chét c6
cbng thirc A va mot hoac nhiéu chét chéng trAm cam, chét chéng loan than, chét kich
thich tdm 1y, chét ting cuong tri nhé hodc san pham ty nhién duge st dung thém vao
liéu phap hanh vi, TMS (kich thich tir xuyén so), ECT (li¢u phap sbc dién) va cac liéu
phép khac.

Vi du thwe hién sang ché

Céc chit viét tat

ACN axetonitril

APCI ion hoa hoa hoc & ap suat khi quyén

Boc tert-butyloxycacbonyl

CDI 1,1’-carbonyldiimidazol

COz cacbon dioxit

D ngay

DA mang diot

DCM diclometan

DIPE diisopropylete

DIPEA diisopropyletylamin

DMF dimetylformamit

e.e. lwgng du chét ddng phan ddi anh

ESI ion hoa phun dién (trong MS)

EtOAc etylaxetat

EtOH etanol

Ex. Vi du

h gio

HATU O-(7-azabenzotriazol-1-y1)-N,N,N',N'-tetrametyluroni-
hexaflophosphat

HPLC sdc ky 16ng hiéu nang cao

HPLC-MS  phd khdi-sac ky 1ong hiéu nang cao két hop
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MeOH
min
MS
MW
NH3
PSI

rt

Rt
scCO2
solv
TBTU
TEA
TFA
THF
TLC
SFC

44934

ndng dd mol (mol/L)
metanol

phut

phd khéi

phan tur luong
amoniac

Pao trén inso vuodng
nhiét do trong phong
thoi gian luu

CO2 siéu t61 han

dung moi

O-(benzotriazol-1-y1)-N,N,N',N'-tetrametyluroni tetrafloborat

trietylamin

axit trifloaxetic
tetrahydrofuran
sic ky 16p méng

sac ky long siéu to1 han

Cic chir viét tit trong dit ligu phé:

1H- NMR
br

)

d

dd

dt
DMSO-ds

Hz

ppm

Cong huong tur hat nhan proton
rong

do chuyén dich héa hoc

vach doi

cap vach doi

cap vach ba
hexa-deutero-dimetylsulfoxit
proton

Hec (=1/giay)

hang s6 két hop

da vach

phén triéu

vach bon
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S vach don

t vach ba

td ba vach doi
Phén tich chung

T4t ca cac phan tmg dugc thyuc hién bang cach sir dung chét phan tmg va dung
mdi & muc do thwong mai. Phd NMR duge ghi trén thiét bi Bruker AVANCE
AVANCE HD 400 MHz sir dung phin mém TopSpin 3,2 pl6. D6 dich chuyén héa hoc
dwoc dua ra dudi dang phén tridu (ppm) xudi tir ndi tham chiéu trimetylsilan theo don
vi 8. Céc dit liéu duoc chon duge bao céo theo cich sau: do dich chuyén hoéa hoc, do
bdi, hing s6 két hop (J), tich phan. Phuong phap sédc ky 16p mong (TLC) phan tich
duoc tién hanh bang cach sir dung cac tAm silica gel 60 F254 cua Merck. T4t ca cac
hop chét duoc hién hinh dudi dang cac diém don sir dung anh sing UV bude song
ngén. Phé khéi thu c6 do phan giai thép thu duge sir dung phd khéi ké sic ky long
(LCMS) gdm LC loai Agilent 1100 két hop voi phd khdi ké Agilent 6130 bon cuc

44934

(ion héa duong phun dién tir).

Phwong phap:

Phwong phap HPLC-MS:

Phwong phap 1

Tén phwong phdp: Z003_S05
M6 ta dung cu: Agilent 1200 v6i b do DA- va MS-
Cot: XBridge C18 3,0 x 30 mm, 2,5 um

Nha san xuat cot:

‘Waters

MO ta:
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Tén phwong phap: 003 _S05
Gradien/Dung % Sol [Nudc|% Sol Luu lugng  [Nhiét do Ap suat
moi 0,1% NH3] [Axetonitril]  |[[ml/phut] [°C] ngugc
Thoi gian [PSI]
[phut]
0,0 95,0 5,0 2,2 60,0
0,2 95,0 5,0 2,2 60,0
1,2 0,0 100,0 2,2 60,0
1,25 0,0 100,0 3,0 60,0
1,4 0,0 100,0 3.0 60,0
Phwong phap 2
Tén phwong phadp: Z011_S03
MO ta dung cu: Agilent 1200 v6i bo do DA- va MS-
Cot: XBridge C18 3.0 x 30 mm, 2,5 pm
Nha san xuét cot: 'Waters
MO ta:
Gradien/Dung % Sol [Nudc % Sol Luu lugng  [Nhiét do Ap suat
moi 0,1% NH3] |[[Axetonitril]  [ml/phut] [°C] ngugc
Thoi gian [PSI]
[phut]
0,0 97,0 3,0 2,2 60,0
0,2 97,0 3,0 2,2 60,0
1,2 0,0 100,0 2,2 60,0
1,25 0,0 100,0 3.0 60,0
1,4 0,0 100,0 3.0 60,0
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Phwong phap 3

Tén phwong phdap: 2017 _S04

M6 ta dung cu: Agilent 1200 v6i bo do DA- va MS-
Cot: Sunfire C18 3,0 x 30 mm_1,8pm
Nha san xuét cot: 'Waters
MO ta:
% Sol % Sol Luuluong  [Nhiét Ap
Gradien/Dung mdi  [Nuéde 0,1% [Axetonitril]  [ml/phit] do  |sudt
Thoi gian [pht] TFA] [°C] mnguoc
[PST]
0,0 97,0 3,0 2,2 60,0
0,2 97,0 3,0 2,2 60,0
1,2 0,0 100,0 2,2 60,0
1,25 0,0 100,0 3.0 60,0
1,4 0,0 100,0 3.0 60,0

Phwong phép phan tich SFC bat dbi:
Phwong phap 4: I SA 20 IPA_NH3 001
Tén phwong [ SA_20 IPA_NH; 001

phdp:
M5 ta dung cu: |Agilent 1260 SFC v6i DAD va MS
Cot: CHIRAL ART® Amylose SA 4,6 x 250 mm_5

pum

Nha san xuét cot:[YMC

29

29/69



44934

Tén phwong I SA 20 IPA NH; 001
phap:
Gradien/Dung % Sol (% Sol Luu luong Nhiét d6 [°C] Ap suat ngugc
moi [scCO2] [ETOH [ml/phut] [PSI]
Thoi gian [phut] 20mM

INH3]
0,0 85.0 15,0 4.0 40,0 2175,0
10,0 85,0 15,0 4,0 40,0 2175,0
Phwong phap 5: 1 IC 30 IPA NH3_ 001
Tén phwong I IC 30 IPA_NH3 001
phdp:
Mo ta dung cu: |Agilent 1260 SFC véi DAD va MS
Cot: Chiralpak® IC 4,6 x 250 mm_5 pm
Nha san xuét cot:[Daicel
Gradien/Dung % Sol % Sol [MEOH [Luu lwong [Nhiét do Ap suit
moi [scCO2] ROmM NH3]  ([ml/phut] [°C] nguoc
Thoi gian [phut] [PSI]
0,0 70,0 30,0 4.0 40,0 2175.0
10,0 7,0 30,0 4.0 40,0 2175,0

Cic didu kién HPLC diéu ché dé tinh ché:

Thiét bi: (Agilent 1100). Dung méi rira giai: Nude - dung dich NH4OH 5% trong Nude

- CH3CN; Luu luong: 50 ml/phut; Nhiét do 60°C; Cot: XBridge C18.

Piéu ché cac hop chét trung gian:

Vidu la

o]

)

N
H
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Metyl este hydroclorua cua axit (S)-morpholin-2-carboxylic (35 g; 192,7 mmol)
duge tron v6i 400 ml dung dich metylamin 8M trong EtOH. Hon hop phan tmg dugc
khudy & nhiét do trong phong trong 60 gid. Dung mdi dugce loai bo dudi 4p suat giam,
THF (500 ml) va TEA (50 ml) dugc bb sung va hdn hop phan tmg dwoc khudy & nhiét
do trong phong trong thoi gian 12 gio. Chét két tia duoc tao thanh; huyén phu dugc
loc qua phéu loc thuy tinh va dich loc dugc lam bay hoi dudi ap sudt giam. Thu duoc

23,5 g san phim mong mudn du6i dang chat rin.

Vi du 1a: Dit liéu phén tich

Phuong phap SFC bat dbi: Thoi gian luu [phut]: 3,72;
I _IC 30 IPA NHs 001.M e.e. 100%

MS: 145 (M+H)"

Vidu 1b

0]
o)
HN
JJK[]
N
H

Metyl este hydroclorua cta axit (S)-morpholin-2-carboxylic (5 g; 27,5 mmol)
duoc tron v6i 138 ml dung dich etylamin 2M trong THF. Hon hop phan tmg dugc
khudy & nhiét do trong phong trong 60 gio. Dung moi dugc loai bo dudi ap suét giam,
THF (500 ml) va TEA (50 ml) dugc bd sung va hdn hop phan tmg dugc khudy ¢ nhiét
do trong phong trong thoi gian 12 gio. Chét két tia duge tao thanh; huyén phu dugc
loc qua phéu loc thity tinh va dich loc dugc lam bay hoi dudi ap suit giam. Thu dugc

4,3 g san pham mong muon dudi dang chat ran.

Vi du 1b:

Phuong phap SFC bat ddi: Thoi gian luu [phut]: 3,23;
I _IC 30 IPA NH; 001.M e.e.>99%

MS: 159 (M+H)* |

Vidu2a
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O
1

Metyl este ctia axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1g; 5,79 mmol) va 4-flo-phenol
(0,78g; 6,95 mmol) dugc hoa tan trong DMSO (10 ml); K2COs (1,2¢; 8,69 mmol) dugc
bd sung va hon hop phan tng dugc khudy 45 phiit & 60°C. Hon hop phan tng dugc
rot vao nude (50 ml) va duoc khqu 15 phut. Chét két taa thu dugc duogc rira béng
nude, dung dich nuge K2CO310% va séy kho. Thu dugc 1,4 g chét ran.
Vi du 2a:
HPLC-MS; Phuong phap: Z011_S03; R¢[phut] :
0,92

MS: 249 (M+H)"

Vidu2b

\
0_0O

N X

'ka
O
AL
Hop chét vi du 2b dugc tdng hop theo cach twong ty nhu hop chét vi du 2a.
Nguyén liéu ban dau: Metyl este cua axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1g; 5,79
mmol),
2-flo-4-metyl phenol (0,75 ml; 6,95 mmol). Thu duoc 1,5g hop cht mong mudn dudi
dang chét ran.
Vi du 2b:
HPLC-MS; Phuong phéap: Z011 S03; R [phut] :
0,99

MS: 263 (M+H)"
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Vidu 2¢

Hop chat vi du 2¢ dugc téng hop theo cach twong tu nhu hop chét vi du 2a.
Nguyén liéu ban dau: Metyl este cta axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1g; 5,79
mmol), 4-metyl phenol (0,73 ml; 6,95 mmol). Thu duoc 1,35g hop chét mong mudn
dudi dang chét rin.
Vidu2c:
HPLC-MS; Phuong phap: Z011_S03; R¢[phut] : 0,97 | MS: 245 (M+H)"

Vidu2d
~—0._0

o~
'KfN
A
Hop chat vi du 2d duoc téng hop theo cach twong tir nhu hop chét vi du 2a.
Nguyén liéu ban dau: Metyl este cua axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1g; 5,79 mmol),
2,4-dimetyl phenol (0,83 ml; 6,95 mmol). Thu dugc 1,45g hop chit mong muén dudi
dang chét ran.
Vi du 2d:
HPLC-MS; Phuong phap: Z018 S04; R;[phat]: 1,02 | MS: 259 (M+H)"

Vidu 2e
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Hop chét vi du 2e duoc tong hop theo cach tuwong ty nhu hop chét vi du 2a.
Nguyén liéu ban dau: Metyl este cta axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1g; 5,79
mmol), 4-clo-2-flo-phenol (0,74 ml; 6,95 mmol). Thu dugc 1,55 g hop chét mong

muon dudi dang chat ran.

Vi du 2e:

HPLC-MS (Z011_S03): R¢[phut]: 1,01

MS: 283 va 285
(M+H)"; quan sat dugc

mau dong vi véi 1 Cl

Vi du 2f
~0._0

O
F F

Hop chét vi du 2f duoc tong hop theo cach twong tu nhu hop chét vi du 2a.
Nguyén liéu ban dau: Metyl este clia axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1g; 5,79
mmol), 2,4-diflo phenol (0,67 ml; 6,95 mmol). Thu dwoc 1,50 g hop chét mong mudn

duéi dang chat ran.

Vi du 2f:

HPLC-MS (Z011_S03): R; [phut]: 0,95

MS: 267 (M+H)"

Vidu2g
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Hop chét vi du 2g dugc tong hop theo cach twong tw nhu hop chét vi du 2a.

~0_0O

Nguyén liéu ban dau: Metyl este cua axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1g; 5,79
mmol), 4-clo-phenol (0,89 g; 6,95 mmol). Thu dugc 1,5 g hop chat mong mudn dudi

dang cht ran.

Vidu2g
MS: 265 va 267 M+H)™;
HPLC-MS (Z011_S03): R¢[phut]: 0,99 quan sat dugc mau dong
vivoi 1 Cl
Vidu 2h

Hop chét vi du 2h duge tong hop theo cach twong tu nhu hop chét vi du 2a.
Nguyén liéu ban d4u: Metyl este ciia axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1g; 5,79
mmol), 4-flo-2-metyl phenol (0,88 g; 6,95 mmol). Thu dugc 1,5 g hop chét mong
muén du6i dang chat ran.
Vi du 2h
HPLC-MS (2011 _S03): R¢[phut]: 0,97 MS: 263 (M+H)"

Vidu 2i
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Hop chat vi du 2i dugc téng hop theo cach twong tw nhu hop chét vi du 2a.
Nguyén liéu ban dau: Metyl este cua axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1g; 5,79
mmol), 2-flo phenol (0,62 ml; 6,95 mmol). Thu duoc 1,22 g hop chit mong mudn duéi

dang chat ran.

Vidu 21
HPLC-MS (Z011 S03): R¢[phut]: 0,92 MS: 249 (M+H)*

Vi du 2k
~0_0O

o~
“\fN

@)
s

Hop chét vi du 2k duogc tong hop theo cach twong tw nhu hop chét vi du 2a.

Nguyén liéu ban d4u: Metyl este cua axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1g; 5,79
mmol), 2-clo phenol (0,71 ml; 6,95 mmol). Thu duoc 1,51 g hgp chit mong mudn duéi

dang chét ran.

Vidu 2k

MS: 265 va 267
HPLC-MS (Z011 _S03): R¢[phut]: 0,97 (M+H)"; quan sat dugc

mau dong vi véi 1 Cl

Vi du 2j
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Hop chit vi du 2j dugc tong hop theo cich twong ty nhu hop chét vi du 2a.
Nguyén liéu ban dau: Metyl este cla axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1,00 g;
5,80 mmol), Phenol (0,65 g; 6,95 mmol). Thu duoc 1,30 g hop chét mong mudn duéi

dang chét ran.

Vi du 2j

HPLC-MS (Z017_S04): R; [phut]: 0,92

MS: 231 (M+H)"

Vidu2l

Vi du 21 duogc tong hop theo cach twong tu nhu hop chat vi du 2a.

Nguyén li¢u ban dau: Metyl este clia axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (1,00 g;
5,80 mmol), 2,6-diflophenol (0,90 g; 6,95 mmol). Thu duoc 1,52 g hop chét mong

muon dudi dang chat ran.

Vidu 2l

HPLC-MS (Z017_S04): R; [phut]: 0,97

MS: 267 (M+H)*

Vidu?2m
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Hop chét vi du 2g dugc tong hop theo cch tuwong tu nhu hop chét vi du 2a.

Nguyén liéu ban dau: Metyl este cua axit 5-clo-pyrazin-2-carboxylic (320 mg;
1,85 mmol), 2-ﬂ0-6-mety1-phenol (257 mg; 2,04 mmol). Thu dugc 480 mg hop chét

mong muon dudi dang chat ran.

Vidu2m

HPLC-MS (Z017_S04): R¢[phut]: 1,00

MS: 263 (M+H)"

Vidu 3a

HO

N

kofN
ST

Vidu 2a (1,4g; 5,64 mmol) dugc hoa tan trong MeOH (15 ml); NaBH4 (0,64g;

16,9 mmol) duoc bd sung va hdn hgp phan tmg duoc khudy 3 gio & nhiét do trong

phong. Nudc dugc b sung dé dap tat phan Gmg; tiép theo, hdn hgp phén Gng duge 1am

bay hoi dudi ap suat giam va cin dugc cho phan b6 gitta EtOAc (100 ml) va dung dich

nuée KoCO3 10% (30 ml). Pha hitu co dugce 1am kho trén Na2SO4 va can thu duoc sau

khi 1am bay hoi dung moi dwoc tinh ché bang sic ky nhanh (Dung mdi rira giai:
gradient bét dau bang xang/EtOAc 3/1 dén xang/EtOAc 2/1) . Thu dugce 0,8 g hop chét

mong mudn (dau).

Vidu3a

HPLC-MS; Phuong phap: Z011 _S03; R: [phut]: 0,80 MS: 221 (M+H)"

Vidu 3b
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HO
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Hop chit vi du 3b duge diéu ché theo cach twong tw nhu hop chét vi du 3a.
Nguyén li¢u ban dau: Vi du 2b (1,5g; 5,72 mmol). Thu dugc 1g hop cht mong mudn.

Vidu3b
HPLC-MS; Phuong phap: Z011_S03; R¢[phut]: 0,88 MS: 235 (M+H)*

Vidu 3¢
HO

RN
ka
o
Hop chét vi du 3¢ dugc didu ché theo cach twong tw nhu hop chat vi du 3a.
Nguyén li¢u ban dau: Vi du 2¢ (1,35 g; 5,53 mmol). Thu dugc 0,95 g hop chit mong

muén.
Vi du 3¢
HPLC-MS (Z011_S03): R [phiit]: 0,86 MS: 217 (M+H)*
Vi du 3d
HO
N X

‘K(N
Jo 4
Hop chat vi du 3d dugc diéu ché theo cach twong tu nhu hop chét vi du 3a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 2d (1,45 g; 5,61 mmol). Thu dugc 0,83 g hop chét mong
muén.
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Vidu 3d
HPLC-MS (Phuong phap): Z011_S03 R¢[phut] : 0,91 MS: 231 (M+H)"

Vidu 3e
HO

it
ka
O
CI/©: F
Hop chét vi du 3e dugc didu ché theo cach tuwong tu nhu hop chét vi du 3a.
Nguyén licu ban dau: Vi du 2e (1,55 g; 5,48 mmol). Thu duge 1,02 g hop chét mong

muon.

Vidu 3e

MS: 255 va 257
HPLC-MS (Phuong phap): Z011_S03 R;[phat] : 0,91 | (M+H)"; quan sat dugc

mau dong vi véi 1 Cl

Vi du 3f

Hop chat vi du 3f duge diéu ché theo cach twong tu nhu hop chat vi du 3a.
Nguyén li¢u ban dau: Vi du 2f (1,50 g; 5,64 mmol). Thu dugc 1,04 g hop chét mong
mudn.

Vidu 3f
HPLC-MS (Phuong phap): Z011 S03 R¢[phut] : 0,83 MS: 239 (M+H)"

Vidu3g
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HO

N

ng
e

Hop chat vi du 3 g dugc diéu ché theo cach tuwong tu nhu hop chét vi du 3a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 2g (1,5 g; 5,67 mmol). Thu duoc 0,83 g hop chat mong

muon.

Vidu3g

HPLC-MS (Phuong phéap): Z011 _S03 R¢[phut] :
0,88

MS: 237 va 239 (M+H)";
quan sat dugc mau dong

vivoi 1 Cl

Vidu3h
HO

N

ng
JC

Hop chat vi du 3h duoc diéu ché theo cach tuwong tu nhu hop chét vi du 3a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 2h (1,5 g; 5,72 mmol). Thu duoc 0,86 g hop chit mong

muon.

Vidu 3h

HPLC-MS (Phuong phap): Z011_S03 R [phut] : 0,86

MS: 235 (M+H)"

Vidu3i
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Hop chét vi du 3i duoc didu ché theo cich twong tw nhu hop chét vi du 3a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 2i (1,22 g; 4,92 mmol). Thu dugc 0,75 g hop chét mong
muén.

Vidu 31
HPLC-MS (Phuong phap): Z011 S03 R, [phut] : 0,8 MS: 221 (M+H)*

Vi du 3k

Hop chat vi du 3k duoc didu ché theo cach tuong tu nhu hop chét vi du 3a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 2k (1,51 g; 5,71 mmol). Thu dugc 0,85 g hop chat mong
mubn.

Vi du 3k

MS: 237 va 239
HPLC-MS (Phuong phap): Z011_S03 R¢[phut] : 0,85 (M+H)"; quan sat dugc

mau dong vi vé6i 1 Cl

Vi du 3j
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Hop chét vi du 3j dugc didu ché theo cach tuong ty nhu hop chét vi du 3a.
Nguyén liéu ban ddu: Vi du 2k (1,30 g; 5,65 mmol). Chét thd thu dwoc sau khi lam
bay hoi dung moéi hitu co dugc st dung truc tiép & budc tiép theo. Thu duoc 0,98 g
hop chit mong mudn (ham lugng 70%).

Vi du 3j
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R¢[phut] : 0,79 MS: 203 (M+H)"

Vidu3l

HO

O

E
Vi du 31 dugc diéu ché theo cach tuong tu nhu hop chat Vi du 3a. Nguyén liéu

ban dau: Vi du 21 (1,52 g; 5,71 mmol). Chét thd thu dugc sau khi lam bay hoi dung

moi hitu co dugc st dung truc tiép & budc tiép theo. Thu duoc 1,30 g hop chit mong

mudn (ham luong 85%).

Vidu 31

HPLC-MS (Phuong phép): Z017_S04 R¢ [phut]: 0,84 MS: 238 (M*)"

Vidu3m
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HO

Nj\
|
F KfN
¢
Hop chit vi du 3m dugc diéu ché theo cach tuwong tu nhu hop chit vi du 3a.
Nguyén li¢u ban dau: Vi du 2m (480 mg; 1,83 mmol). San phém thd thu duoc sau khi

lam bay hoi dung méi hiru co duge sir dung true tiép & budc tiép theo. Thu dugc 420

mg hop chit mong mubn (ham lugng 85%).

Vi du 3m
HPLC-MS (Phuong phép): Z017_S04 R [phut]: 0,87 MS: 235 (M+H)"
Vi du 4a
|
o¢$,,o
0
N AN
L _N

O
’e
Vi du 3a (0,8 g; 3,63 mmol) dugc hoa tan trong 2-metyl-THF (Aldrich) (40 ml);
TEA (0,76 ml; 5,45 mmol) duoc bd sung nho giot, tiép theo 1a metansulphonyl clorua
(0,3 ml; 4 mmol). Hon hop nay dugc khudy 1,5 gio & nhiét do trong phong trudce khi
duoc xtr ly. Dung dich NaHCO3 5% trong nudc duoc bd sung vao hdn hop phéan img,
tach cac pha va lam kho trén NazSOa. Chét thd thu duogc sau khi lam bay hoi dung moi
hitu co duge st dung truc tiép & budce tiép theo. Thu duge 1,05 g san pham mong
mubn.
Vi du 4a
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R¢[phut]: 0,93 MS: 299 (M+H)*

Vidu 4b
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Hop chat vi du 4b dugc diéu ché theo cach twong tu nhu hop chét vi du 4a.
Nguyén li€u ban dau: Vi du 3b (1g; 4,27 mmol). Thu duogc 1,3g. San phim nay duoc

sir dung truc tiép & budce tiép theo.

Vidu 4b
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R¢[phut]: 0,99 MS: 313 (M+H)"
Vidu 4c
/
O:,S:O
O
.
(N

Hop chét vi du 4c duoc diéu ché theo cach twong tu nhu hop chét vi du 4a.
Nguyén liéu ban dau: Vi dy 3¢ (0,95 g; 4,39 mmol). Thu dugc 1,25 g. San pham thu
duoc sau khi xtt ly dugc st dung trure tiép & budc tiép theo.

Vi du 4c¢
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R¢[phut]: 0,98 MS: 295 (M+H)*

Vidu4d
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Hop chét vi du 4d duoc didu ché theo cach twong ty nhu hop chét vi du 4a.
Nguyén li¢u ban dau: Vi du 3d (0,83 g; 3,61 mmol). Thu dugc 1,1g. San pham thu

duoc sau khi xir ly duge su dung truc tiép & budc tiép theo.

Vi du 4d
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R¢[phut]: 1,02 MS: 309 (M+H)*
Vidu4e
/
O:S:O
(@)
",
N

Hop chat vi du 4e duoc diéu ché theo cach twong tw nhu hop chit vi du 4a.
Nguyén lidu ban dau: Vi du 3e (1,02 g; 4,0 mmol). Thu dugc 1,32 g. San phim thu
duoc sau khi xir Iy dugc st dung truc tiép & budc tiép theo.

Vidu 4e

MS: 333 va 335 (M+H)";
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R[phut]: 1,01 | quan sat dugc mau dong

vivéi 1 Cl

Vidu4f
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Hop chéat vi du 4f duogc diéu ché theo cach twong tu nhu hop chét vi du 4a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 3f (1,04 g; 4,37 mmol). Thu duge 1,35 g. San phém thu

dugc sau khi xit ly dugc s dung truc tiép O budc -tiép theo.

Vi du 4f
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R [phut]: 0,95 MS: 317 (M+H)"
Vidu4g
O- /

~IS:O

0]

N

N

CIQO

Hop chat vi du 4g duge didu ché theo cach twong ty nhu hgp chét vi du 4a.
Nguyén lidu ban dau: Vi du 3g (0,83 g; 3,51 mmol). Thu dugc 1,1 g. San phiam thu
duoc sau khi xtt Iy dugc st dung truc tiép O budc tiép theo.

Vidu4g

MS: 315 va 317 (M+H)";
HPLC-MS (Phuong phép): Z017 S04 R¢[phut]: 0,99 | quan sat dugc mau dong

vivei 1 Cl

Vi du 4h
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Hop chat vi du 4h duoc diéu ché theo cach tuwong tw nhu hop chét vi du 4a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 3h (0,86 g; 3,67 mmol). Thu duge 1,12 g. Sén pham thu

dugc sau khi xtr ly dugc su dung truc tiép & budc tiép theo.

Vidu4h
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R [phut]: 0,97 MS: 313 (M+H)
Vidu 4i
/
O:S:O
@)
N AN
L _N

CL,
F
Hop chét vi du 4i dugc didu ché theo cach tuong tu nhu hop chét vi du 4a.

Nguyén liéu ban dau: Vi du 3i (0,75 g; 3,41 mmol). Thu duoc 1,0 g. Sén phém thu

duoc sau khi xit Iy dugc st dung truc tiép & budc tiép theo.

Vi du 4i
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 Rt [phut]: 0,93 MS: 299 (M+H)"
Vidu 4k
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Hop chét vi du 4k dugc diéu ché theo cach twong tu nhu hop chét vi du 4a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 3k (0,85 g; 3,59 mmol). Thu dugc 1,1 g. San pham thu
duoc sau khi xir Iy dugc su dung true tiép & budc tiép theo.

Vi du 4k

MS: 315 va 317
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R¢[phut]: 0,97 | (M+H)"; quan sat duoc

mau dong vi véi 1 Cl

Vidu 4

Hop chit vi du 4j duoc didu ché theo cach tuwong ty nhu hop chat vi du 4a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 3k (0,98 g; ham lugng 70%; 3,39 mmol). San pham thu
dugc sau khi xtt Iy dugc st dung truc tiép o budce tiép theo. Thu duoc 1,35 g san phém
mong mudn (ham lugng 70%).

Vi du 4
HPLC-MS (Phwong phéap): Z017 S04 R [phut]: 0,91 MS: 281 (M+H)*

Vidu4l
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Hop chit vi du 4g dugc didu ché theo cach twong tu nhu hop chét vi du 4a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 31 (1,30 g; ham luong 85%; 4,64 mmol). San pham thu
duogc sau khi xtr Iy dugce st dung truc tiép 0 budc tiép theo. Thu dugc 1,70 g (ham

luong 85%).

Vidu 4l
HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R [phut]: 0,95 MS: 317 (M+H)"
Vidu4m
57
0%

Hop chéit vi du 4g duge diéu ché theo cach twong tw nhu hop chét vi du 4a.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 3m (0,42 g; ham lugng 85%; 1,52 mmol). Thu duge 0,55
g. San pham thu dugc sau khi xtr Iy dugc st dung truc tiép & budc tiép theo.

Vidu4m

HPLC-MS (Phuong phap): Z017_S04 R [phit] : 0,98 MS: 313 (M+H)"

Cac phwong an lam vi du

Vidul
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Vidu 4a (100 mg; 0,34 mmol) va Vi du 1a (53,17 mg; 0,37 mmol) dugc hoa
tan trong THF (5 ml); pyridin (0,08 ml; 1 mmol) dugc bd sung va hdn hop phan tng
duoc dun nong & 50°C trong thoi gian 5 gio. Hon hop phan tmg dugc 1am ngudi xubng
nhiét do trong phong, duge pha loang v6i MeOH (3 ml) va loc qua thiét bi loc kicu
xilanh. Dung dich thu dugc dugc tinh ché bang HPLC diéu ché. Thu dwgc 53 mg hop

chat mong mudn.

Vidul

HPLC-MS; Phuong phap :Z011_S03; R [phut] : 0,87

MS: 347 (M+H)"

SFC bét ddi; Phuong phap: I SA 20 TPA NH;s_001

Rt [phut]: 2,00;
e.e. 100%

TH NMR (400 MHz, DMSO-de); & ppm: 2,02 (m, 1 H); 2,17 - 2,24 (m, 1 H); 2,58
(m, 3 H); 2,66 - 2,71 (m, 1 H); 2,95 (m, 1 H); 3,54 - 3,69 (m, 3 H); 3,83 - 3,90 (m, 2
H): 7,27 (m, 4 H); 7,67 (m, 1 H); 8,19 (m, 1 H); 8,47 (m, 1 H).

Vi du 2

Hop chét vi du 2 duoc tong hop theo cach twong tu nhu hop chét vidu 1.

51

51/69



44934 52/69

Nguyén li€u ban dau: Vi du 4b (100 mg; 0,32 mmol) + Vi du 1a (50,78 mg;
0,35 mmol). Chét tho dugce tinh ché bang HPLC diéu ché. Thu duoc 105 mg hop chét

mong muon.

Vidu?2
HPLC-MS:Phuong phép : Z011_S03; R¢[phut]: 0,93 MS: 361 (M+H)*
—_— Rt [phut]; 1,96;
Phuong phap SFC bat doi: I_SA_20_IPA_NH3_001
e.e. 100%

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds); 8 ppm: 2,02 (m, 1 H); 2,16 - 2,24 (m, 1 H); 2,32
22,36 (m, 3 H); 2,57 (m, 3 H); 2,65 - 2,70 (m, 1 H); 2,94 (m, 1 H); 3,54 - 3,69 (m,
3 H); 3,83 - 3,90 (m, 2 H); 7,07 (m, 1 H); 7,21 (m, 1 H); 7,26 (m, 1 H); 7.67 (m, 1
H); 8,17 (m, 1 H); 8,55 (m, 1 H).

Vi du 3

Hop chét vi du 3 dugc tong hop theo cach twong tu nhu hop chét vidu 1.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 4¢ (100 mg; 0,34 mmol) + Vi du 1a (53,9 mg; 0,37
mmol). Chét thd duge tinh ché bang HPLC diéu ché. Thu duogc 80 mg hop chit mong

muon.
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Vidu3

HPLC-MS: Phuong phéap : Z011 _S03; R¢[phut]: 0,91 MS; 343 (M+H)"

Rt [phut]: 2,34;

e.e. 99,59%

TH NMR (400 MHz, DMSO-de); § ppm: 2,02 (m, 1 H); 2,16 - 2,24 (m, 1 H); 2,30
- 2,34 (m, 3 H); 2,57 (m, 3 H); 2,68 (m, 1 H); 2,95 (m, 1 H); 3,54 - 3,68 (m, 3 H);
3,83 - 3,90 (m, 2 H); 7,06 - 7,10 (m, 2 H); 7,23 (m, 2 H); 7,63 - 7,70 (m, 1 H); 8,18
(m, 1 H); 8,43 (m, 1 H).

SFC bét ddi; Phuong phap: I SA 20 IPA_NH;_001

Vi du 4

Hop chét vi du 4 duoc tong hop theo cach twong tw nhu hop chét vi du 1.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 4d (100 mg; 0,32 mmol) + Vi du 1a (51,4 mg; 0,36
mmol). Chét thé duoc tinh ché bing HPLC diéu ché. Thu dugc 55 mg hop chit mong

muon.

Vidu4
HPLC-MS Z003_S05: R¢[phut]: 1,14 MS: 357 (M+H)+
., Rt [phut]: 2,07;
SFC bat doi; Phuong phap: I SA 20 IPA NH3_ 001
e.e. 94%

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds); 5 ppm: 1,99 - 2,07 (m, 4 H); 2,15 - 2,24 (m, 1 H);
2.26 - 2,32 (m, 3 H); 2,57 (m, 3 H); 2,68 (m, 1 H); 2,94 (m, 1 H); 3,54 - 3,67 (m,
3 H); 3,83 - 3,89 (m, 2 H); 6,97 - 7,06 (m, 2 H); 7,11 - 7,14 (m, 1 H); 7,67 (m, 1
H); 8,13 - 8,16 (m, 1 H); 8,44 (m, 1 H).

Vidu5
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Hop chat vi du 5 duge tong hop theo cach twong ty nhu hop chét vi du 1.

Nguyén liéu ban dau: Vi du 4e (100 mg; 0,30 mmol) + Vi du la (47,66 mg;
0,33 mmol). Chat tho dugc tinh ché bang HPLC diéu ché. Thu dugc 70 mg hop chét
mong mudn.

Vidu5

MS: 381 va 383
HPLC-MS Z011 S03: R¢[phut]: 10,96 (M+H)"; quan sat dugc
mAu dong vi v6i 1 Cl
Rt [phat]: 2,27;

e.e. 100%

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds); & ppm: 2,03 (m, 1 H); 2,21 (m, 1 H); 2,57 (m, 3
H); 2,65 - 2,70 (m, 1 H); 2,94 (m, 1 H); 3,54 - 3,70 (m, 3 H); 3,83 - 3,90 (m, 2 H);
7,37 (m, 1 H); 7,47 (m, 1 H); 7,63 - 7,69 (m, 2 H); 8,20 (d, /=1,31 Hz, 1 H); 8,61
(d, J=1,33 Hz, 1 H).

SFC bt dbi; Phuong phap: I SA 20 IPA NH3_ 001

Vidu 6

Hop chét vi du 6 duoc tdng hop theo cach twong tw nhu hop chat vi du 1.
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Nguyén li¢u ban dau: Vi du 4f (100 mg; 0,32 mmol) + Vi du 1a (50,14 mg; 0,35
mmol). Cht thd duge tinh ché bing HPLC diéu ché. Thu dugc 81 mg hop chét mong

muon.

Vidu6

HPLC-MS: Phuong phap: Z003_S05; R [phtt]:1,05 | MS: 365 (M+H)"

Rt [phut]: 1,67;

e.e. 100%

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds);  ppm: 1,99 - 2,07 (m, 1 H); 2,20 (m, 1 H); 2,57
(m, 3 H); 2,64 - 2,72 (m, 1 H); 2,94 (m, 1 H); 3,54 - 3,71 (m, 3 H); 3,83 - 3,90 (m,
2 H); 7,14 - 7,20 (m, 1 H); 7,44 - 7,52 (m, 2 H); 7,63 - 7,72 (m, 1 H); 8,19 (d,
J=1,37 Hz, 1 H); 8,60 (d, /~=1,35 Hz, 1 H).

SFC bAt ddi; Phuong phap: I SA 20 IPA_NH;z_001

Vidu?7

Hop chét vi du 7 duoc tong hop theo cach twong tu nhu hop chat vi du 1.

Nguyén liéu ban dau: Vi du 4g (100 mg; 0,32 mmol) + Vi du la (50,39 mg;
0.35 mmol). Chét thd duoc tinh ché bing HPLC diéu ché. Thu dugc 97 mg hop chat
mong mudn.

Vidu7

MS: 363 va 365 (M+H)";
HPLC-MS (Phuong phap): Z011 S03; R: [phut]: L
quan sat dugc mau dong

0,93;
vivai 1 Cl
L R¢ [phtt]:2,95;
SFC bat doi; Phuong phap: I SA 20 IPA NHs_001
e.e. 100%
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J=1,35 Hz, 1 H)

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds); 6 ppm: 2,02 (m, 1 H) 2,21 (m, 1 H) 2,57 (m, 3H)
2.65-2.74 (m, 1 H) 2,96 (m, 1 H) 3,54 - 3,70 (m, 3 H) 3,83 - 3,91 (m, 2 H) 7,24 -
7.29 (m, 2 H) 7,47 - 7,51 (m, 2 H) 7,68 (m, 1 H) 8,21 (d, /=1,35 Hz, 1 H) 8,50 (d,

Vidu 8

Hop chét vi du 8 dugc tong hop theo cach twong tu nhu hop chét vi du 1.

Nguyén liéu ban dau: Vi du 4h (100 mg; 0,32 mmol) + Vi du la (50,78 mg;
0.35 mmol). Chét tho duge tinh ché bing HPLC diu ché. Thu duge 60 mg hop chét

mong muodn.

Vidu8

HPLC-MS (Phuong phép): Z003_S05; Ry [phut]: 1,09

MS: 361 (M+H)"

Phuong phéap SFC bat d6i: T SA_20 IPA_NH;_001

R¢[phut]: 1,79
e.e. 100%

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds); & ppm: 1,99 - 2,06 (m, 1 H); 2,08 — 2,10 (m, 3
H); 2,16 - 2,25 (m, 1 H); 2,57 (d, J=4,74 Hz, 3 H); 2,65 - 2,71 (m, 1 H); 2,95 (m,
1 H): 3,54 - 3,68 (m, 3 H); 3,83 - 3,90 (m, 2 H); 7,05 - 7,10 (m, 1 H); 7,16 - 7,22
(m, 2 H); 7,64 - 7.70 (m, 1 H); 8,16 (d, J=1,33 Hz, 1 H); 8,49 (d, J/=1,32 Hz, 1 H).

Vidu9
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Hop chat vi du 9 duge tong hop theo cach twong tw nhu hop chét vidu 1.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 4i (100 mg; 0,34 mmol) + Vidu 1a (53,17 mg; 0,37
mmol). Chét thd duoc tinh ché bing HPLC diéu ché. Thu dugc 49 mg hop chat mong

mudn.
Vidu9
HPLC-MS (Phuong phéap): Z003_S05; R [phut]: 1,03 MS: 347 (M+H)"
o, R¢[phut]: 1,84;
Phuong phap SFC bat d6i: I_SA_20_IPA_NH; 001
e.e. 100%

I'H NMR (400 MHz, DMSO-de); & ppm: 2,02 (m, 1 H); 2,20 (m, 1 H); 2,56 - 2,59
(m, 3 H); 2,65 - 2,70 (m, 1 H); 2,94 (m, 1 H); 3,54 - 3,70 (m, 3 H); 3,83 - 3,90 (m,
2 H); 7,25 - 7,43 (m, 4 H); 7,64 - 7,69 (m, 1 H); 8,19 (m, 1 H); 8,59 (m, 1 H).

Vi du 18

X

Cl

Hop chat vi du 18 duge tong hop theo cach twong tu nhu hop chét vi du 1.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 4k (100 mg; 0,32 mmol) + Vi du la (50,78 mg;

0.35 mmol). Chit thd dugc tinh ché bing HPLC diéu ché. Thu duge 64 mg hop chét

mong muon.
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Vidu 18

MS: 363 va 365
Phuong phap HPLC-MS: Z003_S05; R« [phut]: 1,07 (M+H)"; quan sat duoc
mau dong vi v6i 1 Cl
R [phit]: 2,38;

e.e. 100%

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds); 8 ppm: 2,02 (m, 1 H); 2,21 (m, 1 H); 2,57-2,58
(m, 3 H); 2,64 - 2,71 (m, 1 H); 2,95 (m, 1 H); 3,54 - 3,70 (m, 3 H); 3,83 - 3,90 (m,
2 H); 7,30 - 7,36 (m, 1 H); 7,38 - 7,46 (m, 2 H); 7,59 - 7,63 (m, 1 H); 7,63 - 7,70
(m, 1 H); 8,18 (d, /~1,33 Hz, 1 H); 8,57 (d, /=1,34 Hz, 1 H).

Phuong phéap SFC bat ddi: 1 SA 20 IPA_NH;_001

Vidu 30

Hop chat vi du 30 duge tong hop theo cach twong tu nhu hop chét vi du 1.

Nguyén li¢u ban dau: Vi du 4f (100 mg; 0,32 mmol) va Vi du 1b (60 mg; 0,38
mmol). Chét tho dugc tinh ché bang HPLC didu ché. Thu dﬁ:qc 58 mg.
Vidu 30

HPLC-MS ; Phuong phap: Z003_S05; R [phut]: 1,10 MS: 379 (M+H)*
L R¢ [phut]: 1,55;
Phuong phap SFC bat doi: : I_SA_20_IPA NH;z_ 001
e.e. 100%

TH NMR (400 MHz, DMSO-dg); & ppm: 0,98 (t, J/=7,18 Hz, 3 H); 2,02 (m, 1 H);
2,21 (m, 1 H); 2,65 - 2,70 (m, 1 H); 2,93 (m, 1 H); 3,04 - 3,11 (m, 2 H); 3,54 - 3,62
(m, 1 H); 3,64 - 3,68 (m, 2 H); 3,84 - 3,88 (m, 2 H); 7,14 - 7,20 (m, 1 H); 7,44 -
7,52 (m, 2 H); 7,69 (m, 1 H); 8,19 (br s, 1 H); 8,60 (m, 1 H).

58

58/69



44934

Vi du 31

Hop chat vi du 31 dugc tong hop theo cach twong tu nhu hop chét vi du 1.

Nguyén liéu ban dau: Vi du 4b (100 mg; 0,32 mmol) va Vidu 1b (60 mg; 0,38

mmol). Chét thd duge tinh ché bang HPLC diéu ché. Thu duoc 57 mg.

Vidu3l

HPLC-MS; Phuong phap: Z011_S03; R [phut]: 0,98

MS: 375 (M+H)*

Phuong phap SFC bét d6i: : T SA 20 _IPA_NH;_001

R¢[phut]: 1,83;
e.e. 100%

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds); & ppm: 0,99 (t, J=7,16 Hz, 3 H); 2,02 (t, /=10,77
Hz, 1 H); 221 (m, 1 H); 2,32 - 2,36 (m, 3 H); 2,67 (m, 1 H); 2,93 (m, 1 H); 3,08
(m, 2 H); 3,54 - 3,69 (m, 3 H); 3.83 - 3,89 (m, 2 H); 7,07 (m, 1 H); 7,21 (m, 1 H);
7.26 (t, J=8,17 Hz, 1 H); 7,69 (m, 1 H); 8,17 (m, 1 H); 8,55 (m, 1 H).

Vi du 33

ZT
®)

{

pd
@)

o

@EZ

Hop chat vi du 33 dugc tong hop theo cach twong tu nhu hop chét vi du 1.

59

59/69



44934 60/69

Nguyén licu ban dau: Vi du 4k (100 mg; 0,32 mmol) va Vidu 1b (60 mg; 0,38
mmol). Chat thé duoc tinh ché bing HPLC diéu ché. Thu dwoc 37 mg.
Vi du 33

MS: 377 wva 379
HPLC-MS; Phuong phéap: Z003_S05; R¢ [phut]: 0,96 (M+H)"; quan sat dugc
mAau dong vi véi 1 Cl
R: [phut]: 2,16; e.e.
| 100%

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds); 8 ppm: 0,99 (t, /7,18 Hz, 3 H); 2,02 (t, J=10,76
Hz, 1 H); 2,21 (td, J=11,31, 3,19 Hz, 1 H); 2,65 - 2,71 (m, 1 H); 2,94 (m, 1 H);
3,04 - 3,11 (m, 2 H); 3,54 - 3,70 (m, 3 H); 3,83 - 3,89 (m, 2 H); 7,30 - 7,46 (m, 3
H); 7,61 (dd, J=7,96, 1,44 Hz, 1 H); 7,69 (m, 1 H); 8,18 (d, /=1,33 Hz, 1 H); 8,57
(d, J/~1,32 Hz, 1 H).

Phuong phap SFC bét ddi: : I SA 20 IPA_NH;_001

Vi du 34
l
HN (0]
IO
N
N7 X

IK(N
g
Hop chat vi du 34 duge tong hop theo cach twong ty nhu hop chét vi du 1.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 4j (100 mg; ham luong 70%; 0,25 mmol) va Vi du

la (39,6 mg; 0,28 mmol). Chét tho duoc tinh ché béng HPLC diéu ché. Thu duoc 71,0

mg san pham mong mudn.
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Vidu 34

HPLC-MS; Phuong phap: Z011_S03; R [phut]: 0,85

MS: 329 (M+H)"

Phuong phép SFC bét dbi: : 1 SA 20 IPA NH;3 001

R¢ [phut]: 2,29;
e.e. 100%

(d, /~1,35 Hz, 1 H).

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds); 6 ppm: 2,03 (m, 1 H); 2,21 (m, 1 H); 2,58 (m, 3
H); 2,69 (m, 1 H); 2,96 (m, 1 H); 3,54 - 3,69 (m, 3 H); 3,83 - 3,91 (m, 2 H); 7,18 -
7,28 (m, 3 H); 7,44 (m, 2 H); 7,63 - 7,71 (m, 1 H); 8,20 (d, /~1,37 Hz, 1 H); 8,46

Vi du 35
|
HN__O
IO
N
I
|
F KfN
e
F

Hop chat vi du 35 dugc tong hop theo cach twong tw nhu hop chét vi du 1.

Nguyén liéu ban dau: Vi du 41 (130 mg; 0,35 mmol) va Vidu la (55,4 mg; 0,38
mmol). Chat thé duoc tinh ché bing HPLC diéu ché. Thu duge 71,0 mg san pham

mong muon.

Vi du 35

HPLC-MS; Phuong phap: Z003 _S05; R [phut]: 1,06

MS: 365 (M+H)*

Phuong phap SFC bét d6i: : 1 SA 20 TPA_NH;_001

R. [phut]: 1,63; e.e.
100%

(d, /=1,35 Hz, 1 H).

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds); 5 ppm: 2,04 (m, 1 H); 2,21 (m, 1 H); 2,57 (m, 3
H); 2,63 - 2,71 (m, 1 H); 2,94 (m, 1 H); 3,57 (m, 1 H); 3,68 (s, 2 H); 3,82 - 3,91
(m, 2 H); 7,28 - 7,44 (m, 3 H); 7,60 - 7,74 (m, 1 H); 8,21 (d, /<1,37 Hz, 1 H); 8,71
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Vi du 36

N0
IO
N
e
|
F KfN
0
Hop chat vi du 36 dugc tong hop theo cach twong tu nhu hop chét vi du 1.
Nguyén liéu ban dau: Vi du 4m (130 mg; 0,42 mmol) va Vi du la (66,0 mg;
0,46 mmol). Chét thd dugo tinh ché bing HPLC diéu ché. Thu duoc 87,0 mg sin pham

mong muon.

Vidu 36
HPLC-MS; Phuong phap: Z011_S03; R¢[phut]: 0,92 MS: 361 (M+H)"
iy Re [phat]: 1,71;
Phuong phap SFC bat d6i: : I_SA 20 _IPA_NH3_001
e.e. 100%

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds); & ppm: 2,03 (m, 1 H); 2,15 - 2,22 (m, 4 H); 2,57
(m, 3 H); 2,62 - 2,75 (m, 1 H); 2,95 (m, 1 H); 3,52 - 3,61 (m, 1 H); 3,66 (s, 2 H);
3,80 - 3,93 (m, 2 H); 7,12 - 7,27 (m, 3 H); 7,62 - 7,74 (m, 1 H); 8,16 (d, /=1,38
Hz, 1 H); 8,62 (d, J=1,35 Hz, 1 H).
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YEU CAU BAO HO

1. Hop chét c6 cong thic A:

trong do
R! 1a metyl, etyl, propyl, iso-propyl, xyclopropyl, H3C-CH2-CH2-CHa-,
xyclobutyl;
R? 1 phenyl ma thy ¥ duoc thé bang 1, 2 hodc 3 phan i thé duoc chon tir
nhom bao gbém flo, clo, metyl, etyl, xyclopropyl.
2. Hop chét theo diém 1, trong d6

R!' 1a metyl, etyl;
R2

QQQQ
o o C Jen
fodiicgioaicd
o

63



3. Chéat ddng phan déi anh (S) theo diém bét ki trong s6 cac diém tir 1 dén 2, tirc 1a hop

chit duogc chon tir nthom gom:

44934

VD
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44934

34

36

18
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4. ChAt ddng phan dbi anh (S) theo diém bét ki trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6

hop chit nay c6 cong thirc chu tao:

5. Chét dong phén ddi anh (S) theo diém bét ki trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6

hop chat nay c6 cong thire chu tao:

6. Chat ddng phéan dbi anh (S) theo diém bAt ki trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6

hop chét nay c6 cong thirc cAu tao:

7. Chét ddng phan dbi anh (S) theo diém bét ki trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6

hop chit nay c6 cong thire chu tao:
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8. Chét ddng phan ddi anh (S) theo diém bat ki trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6

hop chit niy c6 cong thirc cAu tao:

9. Chét ddng phan dbi anh (S) theo diém bt ki trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6

hop chat nay c6 cong thirc cAu tao:

HN
\ NN
18 |

10. Chét dong phan dbi anh (S) theo diém bat ki trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6

hop chét nay c6 cong thirc chu tao:
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30

ZT

11. Chét ddng phan déi anh (S) theo diém bt ki trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6

hop chit nay c6 cong thirc cAu tao:

31

o
s

jou

12. Chét ddng phan déi anh (S) theo diém bét ki trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6

hop chét nay c6 cong thirc ciu tao:

35
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13. Chét ddng phan déi anh (S) theo diém bt ki trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6

hop chit nay c6 cong thirc chu tao:
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14. Mubi duge dung ctia hop chét theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 13.
15. Dugc pham chira hop chit theo diém bat ky trong sb céc diém tir 1 dén 13 hozc

mudi theo diém 14 trong hdn hop voi ta dugc, chét lam lodng va/hoic chét mang dugc

dung.

44934
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