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phAm chira cac hop chat nay.
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Linh vwe k§ thuat dwoe dé cap

Sang ché d& cap dén hop chét di-nucleotit dang vong va duoc phadm chtra hop

chat nay
Tinh trang k§ thuit cua sang ché

STING (yéu tb trc ché ctia c4c gen interferon) 12 phan it truyén tin hidu trong cac
dap Ung bim sinh véi dsADN trong dung dich bao twong. Su khuyét STING da dugc
béo cdo trong nhiu bénh ung thu & ngudi. Ngoai ra, su khu diéu hoa ciia qué trinh
truyén tin hiéu STING & céc bénh ung thu trén ngudi cling da duoc bao c4o & u hic td
(Xia T, et al, "Recurrent Loss of STING Signaling in Melanoma Correlates with
Susceptibility to Viral Oncolysis" Cancer Res. 2016) va bénh ung thu rudt két. (Xia T,
et al., "Deregulation of STING Signaling in Colorectal Carcinoma Constrains DNA
Damage Responses and Correlates With Tumorigenesis" Cell Rep. 2016;14:282-97).
Thu vi 1, trong cac nghién clru nay, cac két qua phén tich by gen di chi ra su mét biéu
hién ctia STING khong phai do sy khuyét gen hay dot bién, ma qua céc thay doi biéu
sinh. (Xia, Cancer Res. 2016; Xia, Cell Rep. 2016). Hoat tinh bao vé bénh ung thu cua
STING ciing dugc cung ¢b boi bang ching thu duge tir cac nghién ctru trén md hinh
chuét nhit. Chudt bi bit hoat STING da cho thy thiéu hut trong kha ning kiém sot
khéi u. (Woo SR, et al. "STING-dependent cytosolic DNA sensing mediates innate

immune recognition of immunogenic tumors" Immunity 2014;41 :830-42).

Ngoai ra, vai trd ctia STING trong viéc bdo vé sy phat trién cta ca thé da dugc
chirng minh trong mot s6 md hinh nguyén phat cia chudt nhit, bao gém u than kinh
dém (Ohkuri T, et al., "Protective role of STING against gliomagenesis: Rational use of
STING agonist in anti-glioma immunotherapy" Oncoimmunology. 201 5;4:€999523), va
bénh ung thu rudt két (Zhu Q, et al., "Cutting edge: STING mediates protection against
colorectal tumorigenesis by governing the magnitude of intestinal inflammation" J.
Immunol, 2014:193:4779-82). Hidu qua khang khéi u nay c6 thé 1a do kha ndng chong
lai sw hoat héa qua mic NF-kB va STAT3 cua no. (Okihuri 2015). Su hoat hoa con
duong STING cling thé hién hoat tinh tiém ning & cac mo hinh khdi u chudt nhét tién
1am sang. (Woo 2014; Chandra D, et al. "STING ligand c-di-GMP improves cancer

1
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vaccination against metastatic breast cancer" Cancer Immunol Res. 2014;2:901-10;
Corrales L, et al., "Direct Activation of STING in the Tumor Microenvironment Leads
to Potent and Systemic Tumor Regression and Immunity" Cell Rep. 2015;1 1:1018-30;
Curran E, et al. "STING Pathway Activation Stimulates Potent Immunity against Acute
Myeloid Leukemia" Cell Rep. 2016;15:2357-66; Tang CH, et al. "Agonist-Mediated
Activation of STING Induces Apoptosis in Malignant B Cells" Cancer Res.
2016;76:2137-52). Hoat tinh khéng khéi u nay c6 kha nang 1a do su pha hiy h¢ mach
ctia khéi u va sau d6 cam ung cac dap ing mién dich thich ung. (Corrales L, et al., "The
host STING pathway at the interface of cancer and immunity" J Clin. Invest.
2016;126:2404-11). Do d6, su kich thich truc tiép ctia STING trong mdi trudong vi md

khéi u bdi chat chi van c6 thé 1a phuong phap mai dé didu tri nhiéu loai bénh ung thu.
Ban chét k¥ thuit ciia sang ché

Theo cac phuong 4n, sang ché dé xuét Hop chat c6 cong thirc (I):

@
(trong d6 P1 la phospho thip hon bén trai va P, 1a phospho cao hon bén phai nhu dugc
mo ta & trén) cd cadc nhom thé va héa hoc 1ap thé nhu dugce dé cap trong Bang 1, dudi
day, hoac mudi dugc dung ctia ching. Ky hiéu ====== nay chi ra lién két don hoic lién
két doi. Trong d6 nguyén tr phospho c6 bdn nhom thé khac nhau, nguyén tr phospho
do sé& la trung tam 1ap thé. SpSp/RpRp/SpRp/RpSp & chi héa hoc lap thé phospho nhu

duoc chi ra.
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Béang 1.
Hop chit s6 | n | Hinh hoc (Trans, X1 X2 Chu hinh héa | Cau hinh héa hoc
Cis, hoic no) hoc 1ap thé (P1) 1ap thé (P2)
1 1 | Trans SH |SH |S R
2 1 | Trans SH |SH |R R
3 1 | Trans SH |SH |[S S
4 1 |Cis SH |SH |R R
5 1 |Cis SH |SH |S R
6 1 |No SH |SH |[S R
8 2 | Trans SH |SH | Chuaxéc dinh Chua xéc dinh
9 1 | Trans OH |OH |Khéngcosin | Khéng cd san
11 2 | Trans SH SH | Chua xéc dinh Chua xac dinh
12 2 | Trans SH |SH | Chuaxéac dinh Chua xéc dinh

Theo cac phuong 4n, sang ché con dé xuét Hop chat c6 Cong thire (II):

D

¢6 céc nhom thé va hoa hoc 1ap thé nhu duoc dé cap trong Bang 2, dudi day, hodc mubi

dugc dung ctia ching. Trong d6 nguyén tir phospho ¢6 bbén nhom thé khac nhau, nguyén

tr phospho do s& 1a trung tdm 18p thé.

Béang 2.
Hop chét sb Rua C4u hinh hinh hoc | Cau hinh héa hoc 1ap
thé (P, P2)
13 -OH Trans S,R
14 -OH Trans R,R
15 -F Trans S,R
16 -F Trans R.R

Theo cac phuong 4n, sang ché d& xuét hop chét c¢6 Cong thire (III):
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(I1)

hodc mudi dugc dung clia chiing, trong do:
R1a dugce chon tir nhém bao gém —H, -OH, va -F;

Rip duoc chon tir nhom bao gém —H, -OH, va -F, trong do it nhit mot trong s& Ria va

Ry la -H;
R4a dugce chon tir nhom bao gém —H, -OH, va —F;

Ru4p dugce chon tir nhom bao gém —H, —OH, va —F, trong do it nhit mot trong s6 Rua va

Rap 12 -H;

mdi P1 va P doc 14p ¢6 cAu hinh hoa hoc 1ap thé S hodc R;

Z 1a —O—hodc —-NH—;

Xiava Xo2a 12 giéng nhau hoic khac nhau va doc 1ap dugc chon tir =O hodc =S;
Xib va Xop la giéng nhau hodc khac nhau va doc 1ap dugc chon tir -ORs va -SRs;

trong d6 Rs dugc chon tr nhom bao gom -H, Crealkyl, -C(O)Cisalkyl,
va -CH20C(0)OC1-salkyl;

L; trong cong thirc (I11) c6 chiéu dai bon, ndm, hodc sau cacbon, va la
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trong 46 —===== chi ra lién két don, lién két doi, hogc lién két ba va trong do (i)
0 hodc 1 su xuét hién ctia ======< trong L1 chi ra lién két ba; hogc (ii) 0, 1, hodc 2 su
xuét hién ctia ====== trong L1 chi ra lién két doi, trong d6 hinh hoc vé timg lién két do

trong L1 chira lién két

14 cis hodc trans; va (iii) trong d6 khi 1 sy xuat hién cua

ba, 0 su xuét hién cta trong L1 chira lién két d6i; va (iv) trong do, khi 2 su Xuat

hién cila ———— trong L1 chi ra lién két doi, cac lién két doi nay la cac lién két lién ké

hoac cac lién két xen k&;

trong d6 Xio, X11, X12, X13, X4, va Xis doc 1ap dugc chon tur lién két, —CH»—, hoac
—CH-, trong d6 —CH>— hodc —CH— khong dugc thé hodc dugc thé béi (i) —OH, (ii) -F,
(iiii) =C1, (iv) -NHa, hoic (v) -D, va khi Xi0 hosic Xis 1a lién két, lién két nay khong phai
1a lién két doi hozc lién két ba;

va trong d6 hai thanh vién lién ké bat ky ctia nhém bao gdm Xio, Xi1, X12, X13, X14, v
X1s ¢6 thé thy y tao thanh, v6i cac nguyén tkr bd sung, Cs xycloalkyl hoic Cj

heteroxycloalkyl, Cs heteroxycloalkyl nay bao gbm nguyén tir N hodc O;

trong d6 B1 va By doc 1ap duoc chon tu:

O/:S‘z o}{ HN"/LI;L

N N q N NH, N NH,
ot .7 , 2 ,
HN/:LLL HZC}:L HC 1
</ ‘ N </ = ’N </N = ‘N
N ) N \N) o \N)\NHZ
A ; : .
v , 4 ,va d trong d6 cac lién ket tai

cac diém q var trén By va Ba duoc gén tai cac diém q va r trén Cong thtrc (III).
Theo mdt s6 phuong an trong d6 L1 bao gom lién két ba hodc nhiéu hon mot lién

két doi, Li c6 thé 1a, vi du hodc
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Theo cac phuong &n, sang ché con dé xuét hop chit c6 Cong thue (I1I):

(TI0)
hodc mudi dugc dung cua ching, trong do:
Ri1a dugce chon tir nhém bao gém ~H va -F;

Rip dwoc chon tir nhom bao gdm —H va —F, trong do ca Ria va Rip ¢6 thé déu khong phai

la -F;
R4a dugce chon tir nhém bao g6m -Hva-F;

Rup duoc chon tir nhom bao gdm —H va —F, trong d6 ca Raa va Rap €6 thé déu khong phai

la —F;

mdi Py va P, ddc 1ap co cAu hinh hoa hoc 1ap thé S hoic R;

Xiava X2a la giéng nhau hodc khac nhau va doc 14p dugc chon tir =O hodc =S;

X1p va Xop 12 giéng nhau hodc khac nhau va doc 1ap dugce chon tir -ORs va -SRs;
trong d6 Rs dugc chon tir nhom bao gdm —H, Cialkyl, va -C(O)Ci-alkyl;

L, trong cong thirc (IIT) ¢ chidu dai bén hodc nim cacbon, va la
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trong d6 —===== chi ra lién két don hodc lién két ddi, va trong d6 0 hogc 1 sy xuat hién
clia ======< trong L chi ra lién két doi, trong d6 hinh hoc vé lién két doi nay 1a cis hodc
trans;

trong do6 Xio va X4 doc 1ap dugc chon tir lién két, -CH-, hodc —CHy- , va trong d6, khi
X10 hodic X4 12 lién két, lién két d6 khong phai 1a lién két doi;

trong d6 B1 va Bz doc lap dugc chon tu:

O/z{ o:l?‘z /?1/

r HN
N XX
(] </ PEEe D
Pz
NH, o 2‘ N
VLLL ,va/lv , trong d6 cac lién

két tai cac diém q va r trén By va Bz duge gfn tai cac diém q va r trén Cong thire (I11).

Theo cac phuong an, sang ché d& xuét hop chat c6 Cong thirc (IV):

av)

hodc mudi duoc dung cia chung, trong do:
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Ri. dugc chon tir nhém bao gom —H, -OH, va -F;

Ri1p duge chon tir nhém bao gém —H, -OH, va -F, trong do it nh4t mét trong s& Rya va

Riv 14 -H;
Rya duoc chon tir nhom bao gém —H, -OH, va -F;

R4p duoc chon tir nhom bao gém —H, -OH, va —F, trong do it nhét mot trong s6 Rya va

Rap 12 —H;

mdi P1 va P2 doc 1ap ¢6 cAu hinh hoa hoc 1ap thé S hodc R;

Xia va X2a la giéng nhau hodc khac nhau va doc 1ap duge chon tir =O hodc =S;
X1 va Xob 12 gibng nhau hodc khéc nhau va doc 1ap duoc chon tir -ORs va -SRs;

trong d6 Rs dugc chon tir nhom bao gém —H, Cisalkyl, -C(O)Ci-salkyl,
va -CH,0C(0)OC16alkyl;

L trong cong thirc (IV) ¢6 chiéu dai bon, ndm, hodc sau cacbon, va la

trong do6 chi ra lién két don, lién két doi, hodc lién két ba va trong do (i) 0 hoac

1 su xuét hién cta trong L1 chi ra li€én két ba; hoic (ii) 0, 1, hodc 2 su xuét hién

trong L1 chi ra lién két doi, trong d6 hinh hoc ve timg lién két doi 1a cis

trong L1 chira lién két ba, 0

hoic trans; va (iii) trong d6 khi 1 sy xuat hién cua

su xuat hién cua trong L1 chi ra lién két doi; va (iv) trong do, khi 2 su xudt hién

trong L1 chi ra lién két déi, cac lién két doi nay 1a cac lién két lién ke hodc
cac lién két xen k&;

trong d6 Xio, X11, X12, X13, X14, va Xis doc 1ap dugc chon tir lién két, —-CH»—, hoic
_CH-, trong d6 ~CHa— hodic —CH- khéng dugc thé hogc dugc thé boi (1) —OH, (ii) -F,
(iii) =CL, (iv) ~NHa, hodic (v) -D, va khi X0 hoge Xis 12 lién két, lién két nay khong phai
1 lién két doi hodc lién két ba;

va trong d6 hai thanh vién lidn k& bt ky cia nhém bao gom Xio, X1, Xa2, Xi3, X4, va

8
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X15 ¢6 thé tuy y tao thanh, véi cac nguyén ti bd sung, Cs xycloalkyl hodc Cs
heteroxycloalkyl, C; heteroxycloalkyl nay bao gbm nguyén tt N hozc O;
trong d6 B1 va Bz doc 1ap duge chon tir:
N X X A Xy
X LA 0 LI
'Nq N/ Nq N/ NH, N N/ NH
}‘z, .7 ’ 21 ,
~ , bLLL
HN/:[.?l HZC‘;‘:"L H2C/r
N N / N
(I {10 L
N Xy o Xy NH,
q , ’ 7
v , d ,va d , trong d6 cac lién ket tai
cac diém q var trén By va B2 duoc gin tai cac diém q va r trén Cong thuc (IV).
Theo cac phuong an, sang ché con dé xuét hop chat c6 Cong thirc (IV):
12
_~\2b
P2
Rap H \
\\\\\\\
L1 .n\\\\\H
T
O
av)

hodc muodi duoc dung ctia ching, trong do:

Riaduoc chon tir nhéom bao gdbm —H va -F;
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Rip duoc chon tir nhom bao gdm —H va —F, trong d6 ca Ria va Rip ¢6 thé déu khong phai

la -F;
R4a dugce chon tir nhém bao gdm —H va -F;

Rup duge chon tir nhém bao gdm —H va —F, trong d6 ca Raa va Rap €6 thé déu khong phai
la -F;

mdi P; va P2 doc 1ap co cAu hinh héa hoc lap thé S hoic R;

X1a va Xoa la giéng nhau hoic khac nhau va ddc 14p dugc chon tr =O hodc =S;

X1 va Xap 12 gidng nhau hogc khac nhau va doc 1ap duge chon tir -OR5 va -SRs;
trong d6 Rs dugc chon tir nhém bao gom —H, Ci.alkyl, va -C(O)Ci-salkyl;

L trong coéng thtc (IV) co chidu dai bdn hodc nam cacbon, va la

trong 46 —==—=== chi ra lién két don hodc lién két doi, va trong d6 0 hogc 1 sy xuat hién
clia ====== trong L1 chi ra lién két doi, trong d6 hinh hoc vé lién két doi nay 1a cis hoge
trans;

trong d6 Xio va Xi4 doc 1ap dugc chon tir lién két, -CH-, hodc —CH,- , va trong do, khi
X10 hodc X14 12 lién két, lién két d6 khong phai 1a lién két doi;

trong d6 B1 va Bz doc 1ap dugc chon tur:

O%{ o}q- /2{/

N XN N XN
</ </ x NIN»

, trong d6 céc lién

b

két tai cac diém q var trén By va By dugc gén tai cac diém q va r trén Cong thic (IV).

Theo cac phuong 4n, sang ché d& xuét hop chat c6 Cong thire (V):

10
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V)
hogc mudi duoc dung ctia ching, trong dé:
Ria dugc chon tir nhém bao gém —H, -OH, va -F;

Rip duge chon tir nhém bao gém —H, -OH, va -F, trong do it nhit mot trong s6 Ria va

Ry 1a -H;
Rya duoc chon tir nhom bao gém —H, -OH va -F;

R4p duge chon tir nhém bao gém —H, -OH, va —-F, va trong do it nhit mét trong $6 Rua

va Rap 1a —H;

m&i P1 va P, doc 1ap ¢6 cAu hinh hoa hoc 1ap thé S hodic R;

Xia va X2a la giéng nhau hodic khac nhau va doc 14p duge chon tir =O hodc =S;
Xip va Xop 12 giéng nhau hoic khac nhau va dc 14p dugc chon tir -ORs va -SRs;

trong d6 Rs dugc chon tir nhom bao gdbm -H, Crealkyl, -C(O)Cisalkyl,
va -CH,0C(0)OC1.salkyl;

L trong cdng thire (V) ¢6 chiéu dai bon, nam, hodc sau cacbon, va la

11
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trong do chi ra lién két don, lién két doi, hodc lién két ba va trong d6 (i) 0 hodc

1 sy xuét hién cta trong L chi ra lién két ba; hodc (ii) 0, 1, hodc 2 sy xuét hién

trong L1 chi ra lién két doi, trong d6 hinh hoc vé ting lién két dbi 1a cis

trong L1 chira lién két ba, 0

hoic trans; va (iii) trong d6 khi 1 sy xuat hién cua

su xuat hién ctia trong L1 chi ra lién ket doi; va (iv) trong do, khi 2 sy xuat hién

trong L1 chi ra lién két ddi, c4c lién két doi nay 1a cac lién két lién ké hodc

cac lién két xen ké;

trong d6 Xio, X11, X12, X13, X4, va Xis doc 1ap duogc chon tir lién két, -CH)—, hoic
_CH-, trong d6 —CHy— hodic —CH- khong duoc thé hodc duge thé boi (i) ~OH, (ii) -F,
(iiif) =CL, (iv) ~NHa, hodic (v) -D, va khi X1 hode Xis 1 lién két, lién két nay khong phai
1 lien két doi hodc lién két ba;

va trong d6 hai thanh vién 1ién k& bt ky ctia nhém bao gom Xio, Xi1, X1z, X3, Xia, va
X5 ¢6 thé tiy ¥ tao thanh, v&i cdc nguyén tir bd sung, Cs xycloalkyl hodc C;

heteroxycloalkyl, Cs heteroxycloalkyl nay bao gdm nguyén tir N hodc O;

trong d6 B1 va Bz doc 1ap dugc chon tur:

e o H o

P N 24 N NH N NH,
o , e ’ 29 ,
e }L chjqu HoC r
(T (10 LI
N Z N \N N \N NH,
(%} q ’ ’ 7
e , d ,va d trong do cac lién ket tai

cac diém q var trén B; va By dugc gan tai cac diemqvar trén Cong thuc (V).

Theo cac phuong 4n, sang ché con dé xuét hop chét c6 Cong thue (V):

12
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V)
hodc mudi dugc dung cua ching, trong do:
Ria dugce chon tir nhom bao g6m —-H va -F;

Rip dwoc chon tir nhom bao gdm —H va —F, trong d6 ca Ria va Rip €6 thé déu khong phai

l1a -F;
R4a dugce chon tir nhom bao gé)rn -H va -F;

Ruy duoc chon tir nhém bao gdm —H va —F, trong d6 ¢a Raa va Rap c6 thé déu khong phai

la —F;

mdi Py va P, doc 1ap ¢6 cAu hinh héa hoc 1ap thé S hodc R;

X1a va X2, 12 gidng nhau hodc khéc nhau va doc 1ap duge chon tir =O hodc =S;

X1 va Xop la giéng nhau hodc khac nhau va doc 1ap dugce chon tir -ORs va -SRs;
trong d6 Rs dugc chon tir nhom bao gdm —H, Ci.ealkyl, va -C(O)Cu-salkyl;

L, trong cong thirc (V) c6 chiéu dai bon hodc ndm cacbon, va la

trong d6 —===== chi ra lién két don hodc lién két doi, va trong d6 0 hoge 1 sy xuét hién
cila ——— trong L1 chiralién két d6i, trong d6 hinh hoc v& lién két doi nay 14 cis hodc
trans;

13
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trong d6 Xio va Xi4 doc lap duoc chon tir lién két, -CH-, hodc —CH»- , va trong do, khi
X10 hodic X14 12 lién két, lién két do khong phai 1a lien két doi;

trong d6 By va B2 doc 1ap duoc chon tur:

o, R e

r HN
(T3 (1
N ) N )\ N N)
2/ N ys N NH, -
}%q , ‘}qu , va Aq , trong d6 céc lién

két tai cac diém q var trén B va B, dugc gén tai cac diém q va r trén Cong thire (V).
Theo mét sd phuong an vé cac hop chit va/hoic mudi duge bao cdo trong cac

Cong thirc trén ddy, (i) cAu hinh héa hoc 1ap thé ctia Py va P2 déu 1a R, céu hinh hoa hoc

14p thé ciia P1 1a R va P, 1a S, hogc chu hinh hoa hoc 13p thé ciia Py 1a S va P2 1a R; (ii)

mot su xuét hién ctia ====== trong L chi ra lién két doi, trong d6 hinh hoc vé lién két
doi nay la trans; va (iii) Z 1a -O—.

Céac phuong an khéc vé hop chét va/hoic mubi nhu duge bdo céo trong cac Cong
thite trén day c6 thé duge tim thdy trong céac khia canh khac ¢ day. Vi du, theo mot s6
phuong an, sang ché dé xuét hop chét hogc mudi duge dung trong d6 mdi gbc Ria va

Rua 12 —F. Theo mot sb phuong an, mdi gbc Rip va Rap 12 —F. Theo mot s6 phuong an,

~
HN/ B;‘%_
N X
1)
N N/
~ A , \
moi B1 vaBa 1a A . Theo mot s6 phuong &n, Xia va X2 déu 12 =0, va

X1b va Xab déu 1a —SH. Theo mot s6 phuong én, L 12

Theo mot s6 phuong an, cau ndi dai bon cacbon. Theo mot sd phuong an, cau

noi dai ndm cacbon.

14
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Theo mét s6 phuong 4n, séng ché d& xuit hop chét duge chon tir nhom bao gbm:

0
0 B -sH
o ‘&zw H W/%N s
w N V’E\_N k%\ N o
D;"' ",F N N H N=/
HSH%W 0
o
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=0
\
()]
T

hodc mudi dugc dung cua chung.

Theo cdc phuong an, sang ché @ xuét hop chit hodc mubi duge dung c6 mot
hodc nhiéu trong sb (i) gia tri ECso nhé hon 100 micromol trong phan tich bao cao té
bao bidu hién bién thé di truyén STING HAQ; (ii) gid tri ECso nho hon 100 micromol
frong cac té bao bao cdo biu hién bién thé STING AQ ngudi; (iii) gia tri ECso nhé hon
100 micromol trong cac t6 bao bao céo bidu hién bién thé STING WT ngudi; va (iv) gia

tri ECso nho hon 100 micromol trong cac té bao bao c4o biéu hién bién thé STING REF

21
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ngudi. Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuat hop chat c6 cau truc sau day:

0
| psH
o b’
/////
s, &
o /N NZT N \
N H l
\ N\/\/\ X
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hodc mudi dugc dung cia ching.

Theo cac phuong an khéc, sang ché @& xudt mudi duoc dung cta hop chét duoc
dé cap & day, trong do mudi nay 1a mudi diamoni. Theo cac phuong an khac, sang ché
@2 xuét cac hop chat dugc dé cap & day dudi dang muébi trietyl amin (TEA). Theo céc
phuong an khac, sang ché d xuit dugc phdm chira hop chét hodc mudi nhu duge deé

cap ¢ day va ta dugce dugc dung.

Theo cic phuong an, sang ché mb ta phuong phép diéu tri bénh ung thu bao gdm
budc st dung cho bénh nhan hop chit, mubi duoc dung, hodc dugc phém nhu duge dé
cap & day.

Viéc st dung hop chét hodc mudi dugce dung cta chung nhu duoc dé cap ¢ day

@8 bao ché dugc phdm diéu tri bénh ung thu.

Theo cac phuong an, sang ché md ta vi€e stt dung hop chét, mudi dugc dung,

hoic duge phdm dugce dé cap & day dé diéu tri bénh ung thu.

Theo cac phuong 4n, sang ché mo ta phuong phap diu tri bénh ung thu bao gbm
budce xac dinh dbi twong bi bénh ung thu c6 thé didu tri dugc bang hop chét, mudi dugc
dung, hodc dugc phém dugc dé cap o day; va cho dbi tugng nay dung lugng hitu hi¢u
dugc dung cta hop chét, mubi duoc dung hodc dugc phém ma bénh ung thu da duoc

xac dinh 12 diéu tri dugc bang chung.

Theo mdt sd phuong an, dbi tuong nay dugc xac dinh 1a bi bénh ung thu cé thé
diéu tri dugc b%mg hop chét, mudi dugc dung hodc duge phém duoc dé cap o day boi su

c6 mit cta alen bién thé REF STING & bénh nhén nay.
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'Theo mét sb phwong 4n, sang ché md ta phwong phép diéu tri bénh ung thu &
bénh nhén c6 alen REF STING bao gém budc cho bénh nhin nay dung hop chét, mudi

duoc dung hodc dugc phém nhu duoc dé cap & day.

Theo mdt s6 phuong én, sang ché md ta phuwong phap diéu tri bénh ung thu &
bénh nhan c6 alen WT STING bao gdm budc cho bénh nhan nay dung hop chét, mudi

dugce dung hodc dugc pham nhu dugc dé cap & day.

Theo mdt s6 phuong &n, sang ché mo ta phuong phap diéu tri bénh ung thu &
bénh nhan c¢6 alen AQ STING bao gbém buéc cho bénh nhan nay dung hop chét, mubi

dugce dung hodc dugc phérn nhu dugc dé cap & day.

Theo mot sd phuong 4n, sang ché mo ta phuong phéap diéu tri bénh ung thu &
bénh nhan ¢6 alen HAQ STING bao gdm budc cho bénh nhan nay dung hop chét, mudi

dugc dung hodc duoc pham nhu dugc dé cap & day.

Theo mot sb phuong an, bénh ung thu duge chon tir nhom bao gdm u lympho, u
héc t, ung thu dai tryc trang, ung thu va, bénh bach cdu tiy cAp tinh, bénh ung thu rudt
két, ung thu gan, ung thu tuyén tién liét, ung thu tuy, ung thu than, vau than kinh dém.

Theo mdt sb phuong an, bénh ung thu la di can.

Theo mdt sb phuong an vé céc hop chit c6 cc cong thirc duge thé hién & day,
mdt trong sd cac lién két & L1 1a lién két d6i. Theo cac phuong an khéc, lién két doi nay
¢6 hinh hoc trans. Theo cic phuong an khéc, L1 1a no. Theo cac phuong an cu thé, L
bao gébm nam nguyén tir cacbon. Theo cac phuong an khéc, L1 bao gbm 4 nguyén tir
cacbon.

Theo cac phuong 4n, sang ché con dé xuét hdn hop cua cac hop chét nhu duoc
dé cap ¢ day, bao gdm céc hdn hop chét ddng phan 1ap thé ctia cac hop chét nay. Vi duy,
hén hop c6 thé duge tao ra tir Hop chét 11 va Hop chét 12, hogc hdn hop ¢6 thé dugc
tao ra tu Hop chét 2 va Hop chét 4. Di nhién, day la céc vi du khong gidi han va cac hdn
hop khéc 12 c6 thé.

Céac phuong phép cu thé duogc néu trong Bang 3 dudi day.

23



Bang 3.

51357

24/213

Hop
chat s6

Cau tao

1




25/213

51357

L T
& ? o (o]
o [ o 0=0-0, 20 ?
Q=a0, o o=t
G m Q K nu.
- (N m.—“..e..
e P . )
= > - ﬂ —~ = N
= R ﬁ M|ﬂ, ﬂ A\ \-= qM._p = A ﬂ vm
Z= == zZT & == =
ZI =L Am <L Aw
S e
= ”
| & g
w <O Q
S o]
- =
= = T= = Mm
) 2\ 2 )| E s
= b = : z /)
2 =z d
) _._,.._—.mr ..u...,F zzF
s @ o) m O
Ce0=0 “O=0.=0 \\Oln_rnO
= '] = (@]
. o %)
2 Z :
—
O o0 (@) —

25




26/213

51357

(Chat chat dong phan 1ap thé 3)

12

13

14

15

16

26



51357

27/213

=

8]

~SH

oo

F““N H Cp—
|
0 N\r)%ﬁfwxwf*%wf”gfLﬁffL vifm\
~zN

[ N O |
& % M N:’j
Q F
HS*ﬂ
O

(Chat chit ddng phan 1ap thé 1)

-

_!U.r{:lf’,.i

04

(Chét chét ddng phan 1ap thé 1)

27



51357 28/213

22

23

24

25

28



29/213

51357

HS"P

1(S)

26

27

28

29

29



30/213

51357

T
%) ::::O
<

)
O &L
T

30

31

32

33

30



51357 31213

34
35
36
O r r Y 2
(Chét chat dong phén 1ap thé 2)
37 I}
O l’;"—SH
/:N H 'q‘&N F’”’ ‘\\O
oAt
& NN =/
O
HS—P 0
8]
(Chét chit ddng phan 1ap thé 4)

31



51357 | 32213

38 , (”)
0 LsH
( R):‘fsa
NH
—N N2 >N O,
O N/—\ H '
W \/\/\H x N o
wa“ o AN N=/
\\\P( s) o
HS" )
39
|
o L_SH
\\\NH
N v HO e
O N/_\ H | 7 AN
~ X
| o ~ N Nw 0
W “ §/
P O
HS/“

Trong Bang trén day, Hop chit 8, 11, va 12 dugc ve& véi cung cong thite céu tao
va lién quan dén ba chét ddng phan lap thé riéng ré. Tuy nhién, Chu don luu y rang tinh
b4t dbi xtng phospho ctia Hop chit 8 khong nhét thiét phai gidng tinh bét d6i xtng
phospho cho céc hop chit khac dugc gin nhan “Chét ddng phan 1ap thé 1,” nhu, vi duy,
Hop chit 21. Diéu tuong tu cling ding vdi cac chét dong phan 1ap thé khac.

Céac phuong an co thé lién quan dén cac chu ndi C4-Cs c6 thé duoc lién két cong
hoa tri tai mot dau véi cac bazo purin hodc pyrimidin ma tao thanh mot phén cua di-
nucleotit dang vong. Theo m{t phuong an, cac cau ndi nay 14 céc ciu ndi buten, penten
hodc hexen dugc lién két tai mot ddu v6i cc bazo purin. Theo phuong an khéc, cac ciu
nbi nay 1a céc chu ndi buten duoc lién két tai mot diu véi cac bazo purin; theo phuong
an khac, cac clu ndi nay la cac cAu ndi transbuten véi lién két doi dugc dinh vi gitta hai

cacbon trung tam.

Céac phuong én dugce dénh so sau day la minh hoa vé viéc sit dung céc cau noi

C4-Cs nay:
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1. Hop chét c6 Cong thire (X):
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hodc mudi dugc dung cua chung, trong do:
A1 va A; 1a cac gbe duong va co thé 1a giong nhau hodc khac nhau;

B;va B4 14 cac bazo purin hodc pyrimidin ma c6 the la giong nhau hodc khac nhau

va tao thanh cac nucleotit véi lan luot A1 va Ag;
L 1a cAu ndi alkyl;

X1o va Xao 12 gidng nhau hodc khac nhau va dugc chon tr nhom bao gom —O—

, -CH-, -NH-, va —S—, trong d6 —CH- va _NH- ¢c6 thé dugc thé hoic khong dugc thé.

2. Hop chit hoic mudi dugc dung theo phuong an dugc danh sb 1, trong do
_CH- va —NH- ctia X9 va Xa0 ¢6 thé dugc thé bang Ci- alkyl.

3. Hop chét hoic mudi duoc dung theo phuong an duge danh s6 1, trong d6 L 1a

buten, penten, hodc hexan.

4. Hop chit hodc mubi dugc dung theo phuong an dugc danh sb 3, trong d6 L 1a

ciu ndi transbuten véi lién két doi tai tdm cta no.

Hop chét hogc mudi duge dung theo céc phwong an duge danh sb nay c6 thé 1a
hitu dung, vi du, dé diéu tri bénh ung thu. A1, Az, B3, vaBa o thé con duoc thé bﬁng, vi
duy, hydroxyl, halogen, hodc metoxy. M&i phospho trong Cong thire (X) c6 thé dugc thé,

vi du, bang —SH, -OH, =0, hogc =S t6i khi hoa tri clia n6 da dugc thoa man.

Céac vi du v& céac chét twong tu di-nucleotit dang vong ¢o6 thé c6 loi tir cac cAu nbi
theo séng ché bao gdm, nhung khong bi gidi han &, cac chét dugc xac dinh trong cac tai
licu US 2014/0205653 Al; US 2014/0329889 Al ; US 2014/0341976 Al; US
2015/0056224 Al; US 2016/0362441 Al; US 2017/0158724 Al; US 2017/044206 Al,
US 5.547,941; US 7,569,555 B2; US 7,592,326 B2; US 7,709,458 B2; US 9;549,944
B2; WO 2009/133560 Al; WO 2015/074145 Al; WO 2015/077354 Al; WO
2015/185565 Al; WO 2016/100261 Al; WO 2016/120305 A1;WO 2016/145102 Al;
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WO 2017/027645 Al; WO 2017/027646 Al; WO 2017/075477 Al; WO 2017/093933
AL;WO 2017/123657 Al; WO 2017/175156 Al; EP 1740,192 B1; CN 102199183 A;
Corrales, L. et al., “Direct Activation of STING in the Tumor Microenvironment Leads
to Potent and Systemic Tumor Regression and Immunity,” Cell Reports, 11: 1018-1030
(2015); va Lioux, T. et al., “Design, Synthesis, and Biological Evaluation of Novel
Cyclic Adenosine-Inosine Monophosphate (cAIMP) Analogs That Activate Stimulator
of Interferon Genes (STING),” J. Med. Chem., 59: 10253-10267 (2016). T4t ca cac tai
liéu nay, bao gém cac hogp chét trong d6, dugc két hop & day béng cach vién dan; néu
thanh phan bt ky trong sé cac tai lidu bat ky mau thudn véi hodc theo cach khac khong

thdng nhat v&i diéu bét ky trong ban mo ta nay, thi bin mo ta nay s€ kiém soét.

Theo mot s6 phwong 4n, hop chét nhu dugc dé cap & day duge dé xuét dudi dang
axit tu do. Theo mot sb phuong an, hop chét dugce dé xuit dugi dang mudi NHs hoic

duéi dang mudi trietyl amin (TEA).

Theo cac phuong an, sang ché mé ta phuong phap diéu tri bénh ung thu & bénh
nhan cin diéu tri, bao gdm budc cho bénh nhan nay dung lugng hitu hiéu c6 tac dung
diéu tri ctia hop chéit dugc dé cap ¢ day, hodc mudi duoc dung cua ching, nhu dugec md
ta trén day.

Theo mdt s6 phuong én, hop chét nay dugc st dung dudi dang axit tw do. Theo
mot s phuong an, hop chét nay dugc st dung dudi dang mubi diamoni (NH4). Dugc
pham chira hop chét c6 Cong thire I, Cong thirc I, Céng thire I1I, Cong thire IV, Cong
thirc V, Bang 3, hodc mubi duge dung ctia ching, cung véi ta dugc duogc dung, dugce du
tinh. Theo cac phuong an, sang ché d& xuét hop chét c6 Cong thic I trong do n1a 1;
hinh hoc vé lién két dbi 1a trans; mdi X1 va X» 1a SH; hoa hoc 1ap thé tai P1 12 S; va hoa

hoc lap thé tai P2 1a R; hodc mudi duge dung cta chung.

Theo cac phuong 4n, sang ché mo ta phuong phap diéu tri bénh ung thu & bénh
nhan bao gém budc cho bénh nhan nay dung hop chét, hoic mudi dugce dung ctia ching,
hodc dugc phém, nhu duoc d& cap & day. Cac bénh ung thu dugc diéu tri nhu duoc dé
cap o day co thé 1a ung thu di can. Chung c6 thé duogc chon tur, vi du, u lympho, u héc
td, ung thu dai truc trang, ung thu v, bénh bach cu tay cép tinh, bénh ung thu rudt Kkét,
ung thu gan, ung thu tuyén tién liét, ung thu tuy, ung thu than, va u than kinh dém. Viéc

st dung hop chét, mudi, va duogc phém dé diéu tri bénh ung thu va/hodc bao ché thudc

34



51357 351213

dé diéu tri bénh ung thu cling dugc dy tinh.

Theo cac phuong 4n, sang ché mo ta phuong phap diéu tri bénh ung thu bao gdm
budc xac dinh ddi tugng bi bénh ung thu c6 thé diéu tri duoc bang hop chét, mubi duge
dung, hodc dugc phém nhu duoc dé cap o day; va cho dbi twong nay dung hop chét,
mudi duge dung hodc dugc phém ma bénh nhan da duoc xac dinh la diéu tri duogc bﬁmg
ching. Theo mot ) phuong an, dbi twong nay dugc xac dinh 1a bi bénh ung thu cd thé
didu tri duoc bang hop chit, mudi duge dung hodc duoc phém nhu dugce dé cap & day

bdi su ¢6 mat cua alen bién thé REF STING ngudi ¢ bénh nhén nay.

Theo cic phuong an, sang ché md ta phuong phap diéu tri bénh ung thu ¢ bénh
nhan ¢6 alen REF STING bao gém budc cho bénh nhan nay dung hop chét, mudi duoc
dung cta ching, hodc dugc phim nhu duge dé cap & day.

Theo cac phuong an, sang ché md ta phuong phap diéu tri bénh ung thu & bénh
nhan c6 alen WT STING bao gém budc cho bénh nhan nay dung hop chit, hoic mudi
dugc dung clia ching, hodc dugc phém nhu duoc dé cap ¢ day.

Theo cac phuong an, sang ché md ta phuong phap diéu tri bénh ung thu & bénh
nhan c6 alen AQ STING bao gdm budc cho bénh nhén nay dung hop chét, hodc mudi
dugc dung cta ching, hodc dugc phém nhu duogc dé cap ¢ day.

Theo cac phuong an, sang ché md ta phuong phap diéu tri bénh ung thu ¢ bénh
nhén c6 alen HAQ STING bao gdm budc cho bénh nhan nay dung hop chét, mubi duoc
dung ctia chiing, hodc dugc pham nhu dugc dé cap & day.

M0 ta vén tit cac hinh vé

FIG. 1 thé hién quy trinh tong hop Hop chét 1a va Hop chét 2a.

FIG. 2A va FIG. 2B thé hién quy trinh téng hop thay thé ctia Hop chét 1 va Hop
chit 1a. Quy trinh tong hop thay thé nay cling dugc thé hién trén FIG. 2C dén FIG. 2E.

FIG. 3 thé hién phd ky 'H NMR déi v6i Hop chét 1.

FIG. 4A, FIG. 4B, va FIG. 4C thé hién cac két qua tinh thé hoc tia X (cé4c hinh
vé ORTEP) cho lan luot tinh thé bat ddi xting cta Hop chét 1, phan tir thir nhat tir tinh
thé bit dbi xtmg ndy, va phan tir thit hai tir tinh thé bat dbi xtng ndy.

FIG. 4D thé hién céc két qua tinh thé hoc tia X (hinh v& ORTEP) cho tinh thé cta
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Hop chét 2.

FIG. 5A va FIG. 5B thé hién quy trinh tdng hop dbi v6i cac Hop chat 18, 19, va
20.

FIG. 6 thé hién ban dd vecto biéu hién cho WT STING (pLenti-WT human
STING-Puro).

FIG. 7 va FIG. 8 cung v6i Vi du 108 va thé hién hoat tinh chita bénh ctia Hop
chit 1a trong mé hinh khéi u kép CT26.

FIG. 9 ciing v&i Vi du 109 va thé hién biéu db thé tich khdi u cho cac khéi u dugc
didu tri va dudng cong séng sot.

FIG. 10 cing v&i Vi du 110 va thé hién bidu dd thé tich khdi u cho céc khdi u
dugc diéu tri va dudng cong sdng sot.

FIG. 11 thé hién hinh anh c4u truc tinh thé tia X cia WT STING ngudi trong
phtrc hop v6i Hop chét 1.

FIG. 12 thé hién diu tan cung C ctia REF STING ngudi trong phie hop véi Hop
chat 1.

FIG. 13 thé hién vi du vé quy trinh tdng hop Hop chét 38 va Hop chét 39.

M6 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xut cac hop chit ma c6 thé 13 hitu dung trong diéu tri bénh ung thu.
Céc hop chét nay c6 thé hoat hoa yéu t6 trc ché ctia cdc gen interferon (STING).

Theo mot sb phuong &n, hop chét dugc dé xuét dudi dang axit tu do. Theo mot
) phuong an, hop chit duoc dé xuét dudi dang, vi du, mubdi NHs hoic mudi TEA. Tham
chiéu dén s cua hop chit theo sau bsi “a” s& chi ra mudi diamoni ctia hop chét da cho.
Vi du, “Hop chét 1a” dé cap dén mubi diamoni ctia Hop chét 1.

Theo cac phuong 4n, sang ché mé ta phuong phap diéu tri bénh ung thu & bénh
nhén cin didu tri, bao gdm budc cho bénh nhan nay dung luong hitu hi¢u c6 tac dung
didu tri ctia Hop chét c6 Cong thic I, Cong thie II, Cong thie IIT, Cong thie IV, hodc
Cong thure V, hoac mudi dugc dung cua ching.

Theo mdt sé phuong 4n, hop chét nay duoc st dung dudi dang axit tw do. Theo
mdt s& phuong 4n, hop chét nay dugc st dung dudi dang, vi du, mudi diamoni (NHa).
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Duoc phim dé diéu tri bénh ung thu cling c6 thd dugc dé xuét bao gbm hop chét dugc

d& cap ¢ day hoic mudi dugce dung clia ching, cung véi ta duge duoc dung.

Céac phuong 4n nhu dugc dé cap & day co thé duge st dung dé diéu tri bénh ung
thu hoac bao ché thudc hitu dung dé diéu tri bénh ung thu. “Bénh ung thu” c6 thé bao
gbdm, nhung khong bi gidi han ¢, bénh ung thu rudt két, ung thu gan, u héc t, ung thu

dai truc trang, ung thu v, bénh bach cau tay cép tinh, vau than kinh dém.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat s& hiéu rang noi cidc nhém
thé lien két véi cac nguyén tir phospho (P1,P2) c6 ca lién két don va lién két doi, ching
¢6 thé nhay cam véi su hd bién héa. Vi du, cac hgp chét nay co thé hd bién hoa can

bang. Mot vi du dugc thé hién dudi déy:
s | 57|
O OH
Cac chit hd bién nay nén duge coi 1a nam trong pham vi cua cac diém yéu cau

bao ho. Su thé hién chu tric cia mot chat hd bién cho hop cht cu the s& 1a cho cling

hop chat.

Theo mdt sé phuong an, hop chét nay dugc chon tir nhém bao gdm céc hop chét
dugc dé cap ¢ ddy dugc dé xuét dudi dang axit ty do hodc mudi duge dung cta chung.
Theo mdt sd phuong an, hop chit dugc chon tr nhém bao gdm céc hop chit dugc d&

cap & day dugc dé xuat dudi dang mudi NHs, ma c6 thé 1a mudi diamoni.

Nhu duge st dung & ddy, “Ciealkyl” hodc “Ci-Cs” alkyl 1a dugc nhim dé bao
gdm cac nhém hydrocabon béo no mach thang (thang) ¢6 1, 2, 3, 4, 5 hogc 6 nguyén tir
cacbon va cac nhém hydrocabon béo no mach nhanh ¢6 3, 4, 5 hodc 6 nguyén tir cacbon.
Vi du, C1. alkyl duoc du dinh dé bao gdm nhém alkyl c6 1, 2, 3, 4, 5 va 6 nguyén tu
cacbon. Cac vi du vé alkyl bao gbm cac gbc c6 tir mot dén sau nguyén tir cacbon, nhu,
nhung khong bi giéi han &, metyl, etyl, n-propyl, i-propyl, n-butyl, s-butyl, t-butyl, n-
pentyl, s-pentyl hodc n-hexyl. Tuong tu, “C1.3alkyl” hodc “C1-Csalkyl” duge dy dinh dé
bao gém céc nhém hydrocabon béo no mach thing (thang) c6 1, 2, hodc 3 nguyén tu

cacbon va cac nhém hydrocabon béo no mach nhéanh ¢6 3 nguyén tir cacbon.
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Nhu duogc st dung ¢ day, thuét ngir “Cs.6xycloalkyl” hodc “Cs-Cexycloalkyl”
ding dé chi nhan hydrocacbon khong thom no hodc chua no ¢6 tir 3 dén 6 nguyén ttr
cacbon (vi du, C3-Cs). Céc vi du v& xycloalkyl bao gbm, nhung khong bi gi6i han 6,
xyclopropyl, xyclobutyl, xyclopentyl, xyclohexyl, xycloheptyl, xyclopentenyl, va
xyclohexenyl. Thuat ngtt “Cs.¢xycloalkyl” hodc “Cs-Cexycloalkyl” dung dé chi nhan

hydrocacbon khdng thom no hodc chua no ¢6 5 hodc 6 nguyén tir cacbon (vi du, Cs-Ce).

Thuét nglt “Cs.cheteroxycloalkyl” hodc “Cs-Cgheteroxycloalkyl” dung dé chi
vong don ¢6 5 dén 6 canh khong thom no hodc chua no ¢6 mét hodc nhiéu nguyén ti
khac loai (nhu O, N, hodc S), trir khi c6 quy dinh khac. Thuat ngit “Ca-sheteroxycloalkyl”
hodc “Ca-Ceheteroxycloalkyl” dung dé chi vong don c6 4 dén 6 canh khong thom no
hoic chua no ¢6 mot hodc nhiéu nguyén ti khéc loai (nhu O, N, hodc S), trir khi ¢6 quy
dinh khac. Céc vi du vé cac nhém heteroxycloalkyl bao gdm, nhung khong bi giéi han
&, piperidinyl, piperazinyl, pyrrolidinyl, dioxanyl, tetrahydrofuranyl, isoindolinyl,
indolinyl, imidazolidinyl, pyrazolidinyl, oxazolidinyl, isoxazolidinyl, triazolidinyl,
oxiranyl, azetidinyl, oxetanyl, thietanyl, 1,2,3,6-tetrahydropyridinyl, tetrahydropyranyl,
tetrahydrothiophen, dihydropyranyl, pyranyl, morpholinyl, 1,4-diazepanyl, 1,4-

oxazepanyl, va loai tuong tu.

Céc vi du bd sung vé cac nhom heteroxycloalkyl bao gbm, nhung khong bi giti
han &, acridinyl, azocinyl, benzimidazolyl, benzofuranyl, benzothiofuranyl,
benzothiophenyl, benzoxazolyl, benzoxazolinyl, benzthiazolyl, benztriazolyl,
benztetrazolyl, benzisoxazolyl, benzisothiazolyl, benzimidazolinyl, carbazolyl, 4aH-
carbazolyl, carbolinyl, chromanyl, chromenyl, xinnolinyl, decahydroquinolinyl, 2H,6H-
1,5,2-dithiazinyl, dihydrofuro[2,3-b]tetrahydrofuran, furanyl, furazanyl, imidazolidinyl,
imidazolinyl, imidazolyl, 1H-indazolyl, indolenyl, indolinyl, indolizinyl, indolyl, 3H-
indolyl, isatinoyl, isobenzofuranyl, isochromanyl, isoindazolyl, isoindolinyl, isoindolyl,
isoquinolinyl,  isothiazolyl, isoxazolyl,  metylendioxyphenyl, morpholinyl,
naphthyridinyl, octahydroisoquinolinyl, oxadiazolyl, 1,2,3-oxadiazolyl, 1,2,4-
oxadiazolyl, 1,2,5-oxadiazolyl, 1,3,4-oxadiazolyl, 1,2,4-oxadiazol5(4H)-on,
oxazolidinyl, oxazolyl, oxindolyl, pyrimidinyl, phenanthridinyl, phenanthrolinyl,
phenazinyl, phenothiazinyl, phenoxathinyl, phenoxazinyl, phthalazinyl, piperazinyl,
piperidinyl, piperidonyl, 4-piperidonyl, piperonyl, pteridinyl, purinyl, pyranyl,
pyrazinyl, pyrazolidinyl, pyrazolinyl, pyrazolyl, pyridazinyl, pyridooxazol,
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pyridoimidazol, pyridothiazol, pyridinyl, pyridyl, pyrimidinyl, pyrrolidinyl, pyrrolinyl,
2H-pyrolyl, pyrolyl, quinazolinyl, quinolinyl, ~4H-quinolizinyl, quinoxalinyl,
quinuclidinyl, tetrahydrofuranyl, tetrahydroisoquinolinyl,  tetrahydroquinolinyl,
tetrazolyl, 6H-1,2,5-thiadiazinyl, 1,2,3-thiadiazolyl, 1,2,4-thiadiazolyl, 1,2,5-
thiadiazolyl, 1,3,4-thiadiazolyl, thianthrenyl, thiazolyl, thienyl, thienothiazolyl,
thienooxazolyl, thienoimidazolyl, thiophenyl, triazinyl, 1,2,3-triazolyl, 1,2,4-triazolyl,
1,2,5-triazolyl, 1,3,4-triazolyl va xanthenyl.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngft “Cs.earyl” hodc “Cs-Cearyl” dung dé chi nhan
hydrocacbon thom ¢o6 5 dén 6 nguyén ti cacbon (vi du, Cs-Cs) ma khong chira nguyén

tit khéc loai bat ky trong cAu triic nhan nay.

Thuét ngit “Cs.sheteroaryl” hodc “C3-Cgheteroaryl” dung dé chi vong don thom
c6 tir 3 dén 6 canh c6 mot hodc nhiéu nguyén ti khac loai (nhu O, N, hoic S), trir khi
¢ quy dinh khac, ngoai trir nhan heteroaryl s& bao gdm khong nhiéu hon mot nguyén

tr oxy hodc mot nguyén tir luu huynh.

Thuét ngit “Ca.salkenyl” bao g@)m c4c nhom béo chua no ¢6 2, 3, 4, 5, hodc 6
nguyén tir cacbon va chua it nhit mot lién két ddi. Vi du, thuat ngit “Ca-¢alkenyl” bao
gbm cac nhom alkenyl mach thing (vi du, etenyl, propenyl, butenyl, pentenyl, hexenyl),
va cac nhom alkenyl mach nhanh. Theo cac phuong én cu thé, nhom alkenyl mach thang
hodc mach nhénh ndy c6 sdu nguyén tir cacbon hodc it hon trong khung ctia n6 (vi du,
C,-Cs d6i voi mach théng, C3-Cs dbi véi mach nhanh). Thuét ngit "Ca-salkenyl” bao gbm

cac nhom alkenyl chira tir hai dén sau nguyén tir cacbon.

Thuat ngit “Ca.salkynyl” bao gém cidc nhom béo chua no co 2, 3, 4, 5, hodc 6
nguyén t cacbon, nhung chira it nhit mot lién két ba. Vi du, “alkynyl” bao gdm céc
nhom alkynyl mach thang (vi du, etynyl, propynyl, butynyl, pentynyl, hexynyl), va cac
nhém alkynyl mach nhanh. Theo céc phuong an cu thé, nhom alkynyl mach thang hodc
mach nhanh nay c6 sdu nguyén tir cacbon hodc it hon trong khung cua n6 (vi du, C2-Ce
d6i v6i mach thang, C3-Cs d6i véi mach nhanh). Thuat ngir "Cz-salkynyl" bao gbm céc

nhom alkynyl chira tir hai dén sau nguyén tir cacbon.
Phuong phap diéu tri

Theo cic phuong an, sang ché md ta phuong phap diéu tri bénh ung thu ¢ bénh
nhan cn didu tri, bao gdm budc cho bénh nhan nay dung luong hitu hiéu c6 tic dung

39



51357 40/213

didu tri ctia hop chat duge dé cap ¢ ddy, hodc muoi dugc dung cda chung.

Theo mot s6 phuwong an, hop chit dugc st dung nay dugc dé xuét duéi dang axit
tur do hodc mudi dugce dung ctia chung. Theo mot s6 phuong 4n, hop chét duoc st dung
nay dugc dé xuét dudi dang mubdi NHa, axit tu do hodc mudi dugce dung cua chung. Theo

mot s& phuong 4n, hop chét duoc dé xuét dudi dang mudi NHa.

Thuat ngit “dugc thé tiy y” ding dé chi gbc c6 cac nhom thé duogc chi dinh thay
thé mot hodc nhidu nguyén ti hydro trén mot hodc nhiéu nguyén tr mang hydro trong

gdc nay.

Céc hoa chit nhu dugc dit tén hodc duge mo ta duge nham dé bao gém tat ca
cac chét dong vi xuat hién ty nhién ctia cac nguyén tir xuét hién trong cac hop chét theo
sang ché. Cac chét ddng vi bao gbm cac nguyén tir ma c6 cing mot sb nguyén tir nhung
s6 khdi khac nhau. Theo vi du tong quét va khong gi¢i han, cac chét ddng vi cia hydro
IH bao gdm triti va doteri, va cac chat ddng vi ctia cacbon *C bao gdm 13C va 1C.
Liéu ding

Lidu ding t5i wu dé didu tri bénh ung thu c6 thé duge xc dinh theo kinh nghi¢m
cho ting cé thé bang cach st dung cac phuong phdp da biét va s& phu thudc vao nhiéu
yéu t6 bao gbm hoat tinh clia cac chét; do tudi, khéi lugng co thé, thé trang, gi6i tinh va
ché d6 n ubng cua ddi tugng; thoi gian va duong dung; va cac thudc khac ma ddi tuong
dang su dung. Liéu dung tdi wu c6 thé duoc thiét 1ap bang cach st dung thir nghiém
thong thudng va cac quy trinh da biét rd trong linh vuc k§ thuét. Vigc dung cac hop chat

néu trén co thé 1a theo con dudng thich hop.

"Mudi dugc dung" nhu duoc sir dung ¢ day dé chi cac mudi cong axit hodc cac
mudi cong bazo cla cac hgp chét theo sédng ché. Mudi duoc dung 1a mudi bit ky ma giir
hoat tinh ctia hop chét gbc va khong truyén bat ky hiéu qué c6 hai qua mirc hodc khong
mong mudn nao 1én ddi twong str dung né va trong nglt canh trong do nd dugce str dung.
Céc mudi duge dung bao gém, nhung khong bi giéi han 6, kim loai phuc chét va mubi
clia cé axit vo co va axit carboxylic. Cac mudi duge dung cling bao gdm céc mudi kim
loai nhu mudi nhom, canxi, sit, magie, mangan va phuc hop. Ngoai ra, mudi dugc dung
bao gdm, nhung khong bi gii han 0, mudi axit nhu axetic, aspartic, alkylsulfonic,
arylsulfonic, axetil, benzensulfonic, benzoic, bicacbonic, bisulfuric, bitartaric, butyric,

canxi edetat, camsylic, cacbonic, clorobenzoic, xitric, edetic, edisylic, estolic, esyl,
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esylic, formic, fumaric, gluceptic, gluconic, glutamic, glycolic, glycolylarsanilic,
hexamic, hexylresorxinoic, hydrabamic, hydrobromic, hydrocloric, hydroclorua,
hydroiodic, hydroxynaphthoic, isethionic, lactic, lactobionic, maleic, malic, malonic,
mandelic, metansulfonic, metylnitric, metylsulfuric, muxic, muconic, napsylic, nitric,
oxalic, p-nitrometansulfonic, pamoic, pantothenic, phosphoric, monohydro phosphoric,
dihydro phosphoric, phthalic, polygalactouronic, propionic, salixylic, stearic, sucxinic,
sulfamic, sulfanlic, sulfonic, sulfuric, tannic, tartaric, teoclic, toluensulfonic, va cac

mudi twong tu. Muoi natri va muoi kali cling ¢6 thé dugc diéu ché.

Céac phuong 4n ¢o thé 12 cac mubi diamoni. Cac mudi duge dung co thé thu duoc
tir cac axit amin bao gdm, nhung khong bi gidi han &, xystein. Cac phuong phép didu
ché hop chét duéi dang mudi 1a da biét dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k§ thuét (xem, vi du, Stahl ef al., Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties,
Selection, and Use, Wiley-VCH; Verlag Helvetica Chimica Acta, Zurich, 2002; Berge
et al., J. Pharm. Sci. 66: 1, 1977).

"Lugng hitu hi¢u" ciua chét tri liéu 1a luong du dé tao ra lgi ich tri liéu quan sat

dugc so v4i bénh ung thu khong duge didu tri & ddi twong hodc bénh nhan.

Céc hoat chat nhu dugc dé cap o day co thé duogc két hop véi chit mang duoc
dung dé tao ra duoc phém cua chung. Viéc lua chon cu thé dbi voi chit mang va dang

bao ché s& phu thudc vao dudng dung cu thé ma duoc phém duoc du dinh dung.

"Chét mang dugc dung" nhu duge st dung ¢ day dung dé chi chit mang, chét bd
trg, hodc ta duge 16ng khong doc ma khong pha vo hoat tinh dugc ly cua hop chit ma
n6 duge bao ché cling. ChAt mang, chat bd trg hodc ta duge 1ong duge dung ma cd thé
dugc st dung trong dugc pham theo sang ché bao gdm, nhung khong bi gi¢i han ¢, axit
sorbic, kali sorbat, cac hoén hop glyxerit ting phén cua céc axit béo thuc vat no, nudc,
mudi hoic chét dién phan, dinatri hydro phosphat, kali hydro phosphat, natri clorua, cac
mudi kém, silic dioxit keo, magie trisilicat, polyvinyl pyrrolidon, cac chit nén xenluloza,
polyetylen glycol, natri carboxymetylxenluloza, polyacrylat, sap, polyetylen glycol va
md cuu.

Céc duoc phim theo sang ché ¢ thé thich hop dé st dung ngoai dudng tiéu hoa,
trong miéng, xit hit, khu tra, truc trang, mii, ma, 4am dao hodc vat chira duogc céy, V.V.

Theo mdt sd phuong an, ché pham nay bao gdm céc thanh phan c6 ngudn gdc tu nhién
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hodc khong tu nhién. Theo mot sb phuong an, ché phém hoac chét mang nay co thé
dugce dé xudt dudi dang vo trang. Cac vi du khong gidi han vé cac chit mang vo trung

nay bao gdm nuéc khong chira ngoai ddc t0 hodc nude khong chtra pyrogen.

Thuét ngit “ngoai dudng tiéu héa” nhu dugc st dung 6 day bao gbm céc k¥ thuét
truyén hodc tiém dudi da, trong tinh mach, trong co, trong khép, trong hoat dich, trong
xuong e, ndi tiy mac, trong gan, trong thuong tdn va trong so. Theo cac phuong 4n cu
thé, cac hop chit dugc st dung trong tinh mach, duong miéng, dudi da, hodc trong co.
Céc dang tiém v trung cua dugc pham theo sang ché c6 thé 1a huyén phu chira nude
hodc chtra dau. Céc huyén pht nay c6 thé duoc bao ché theo cac k¥ thuét da biét trong
linh vuc béng cach st dung céc chét phén tan hodc chét tao 4m va chét tao huyén phu
thich hop. Céc dugc pham tiém vo trung nay ciing c6 thé 1 dung dich hodc huyén phu
tiém vo trung trong chét pha loing hodc dung moi khong doc dugc chip nhan ngoai
duong rudt. Trong sb cac ta dugc 16ng va dung moi dugc chép nhan ma c6 thé duoc st
dung 13 nudc, dung dich Ringer va dung dich natri clorit ding truong. Ngoai ra, dau
khong bay hoi vo trung dugc st dung theo cach thong thuong lam dung moi hodc moi

truong tao huyén phu.

Vé6i muc dich nay, diu khong bay hoi thom diu bat ky c6 thé dugc st dung bao
gbém cac mono- hodc di-glyxerit tbng hop. Cac axit béo va cac dan xuit glyxerit cua
chung 1a hiru dung trong bao ché dang ti€m, nhu cac diu duogc dung ty nhién, nhu dau
oliu hodc diu thiu dau, dic biét 1a trong cac phién ban dugc polyoxyetyl hoa cta chung.
Céac dung dich hodc huyén phu dau nay ciing ¢6 thé chira chit pha lodng hodc chét phan
tan ruou mach dai, nhu carboxymetyl xenluloza hodc cac chét phan tan twong tu thuong
dugc st dung trong bao ché céc dang liéu dugc dung bao gbm nhil twong va huyén phu.
Céc chét hoat dong bé mat thuong dugc sit dung khéc, nhu Tweens, Spans va cac chét
nhii hoa khac ma thuong duogc st dung khac trong viéc san xuét chét rin, chit long dugc
dung, hodc cac dang lidu dugc dung khéc cling c6 thé duoc st dung cho muc dich bao

r
A

ché.

Pé dung qua dudong miéng, hop chit hodc mudi ¢6 thé duge dé xuét duédi dang
lidu dung qua dudong miéng chip nhan dugc, bao gdm, nhung khong bi gi6i han ¢, vién
nang, vién nén, huyén phi hogc dung dich chtra nude. Trong trudng hop vién nén dung
qua dudong miéng, cac chit mang thuong dugce st dung bao gbm lactoza va tinh bot ngo.
Cac chat boi tron, nhu magie stearat, cling co thé duoc bo sung. Dé dung qua duong
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miéng dudi dang vién nang, cac chét pha lodng hiru dung bao gdm lactoza va tinh bot
ngd kho. Khi cac huyén phu chita nude dugc yéu ciu dé dung qua dudong miéng, hoat
chit nay co thé dugc két hop v6i cac chét nhii héa va chét tao huyén phu. Néu mudn,
cac chét tao ngot, chét tao huong vi hodc chét tao mau cu thé ciing ¢ thé duoc bd sung.
Ngoai ra, cac chét bao quan ciing c6 thé dugc bd sung. Cac vi du thich hgp v& céac chit
bao quan dugc dung bao gbm, nhung khong bi gi6i han 0, cac chit khang khuin va
khang ndm khac nhau nhu cac dung moi, vi du etanol, propylen glycol, ruou benzylic,
clorobutanol, cac mudi amoni bac bdn, va paraben (nhu metyl paraben, etyl paraben,

propyl paraben, v.v.).

"Giai phong ngay" c6 nghia 1a bao gbm su giai phong thong thudng, trong do su
giai phong duoc chét bit diu ngay sau khi st dung. Nhu dugc s dung ¢ day, thuat ngir
"giai phong ngay" bao gdm cac dang liéu dung cho phép dugc chit hoa tan trong khoang
da day, ma khong c6 xu huéng tri hoan hodc kéo dai qua trinh hoa tan hodc hép thu cua
thube. Muc dich 1a dé thubc duoc giai phong nhanh sau khi dung, vi du, @8 no6 co thé
giai phong it nhét 80% dugc chét trong khoang 30 phit sau khi b4t dau hoa tan trong

thtr nghiém hoa tan.

"Giai phong lién tuc" hodc "giai phong kéo dai" bao gdbm cac dang lidu ding ma
cac dic tinh giai phong dugce chét ctia n6 theo thoi gian va/hodce vi tri dugce chon dé hoan
thanh cac muc dich didu tri hogc thuén tién khong dugc dua ra bing céac dang lidu ding
thong thudng nhu dung dich hodc dang lidu dung giai phong ngay.

Thuét ngtt "trang théi dn dinh" nghia la muc huyét twong cho hoat chét dua ra da
dat duoc va duge duy tri véi cac liéu tiép theo cua hoat cht tai mrc ma tai hodc trén
muc hitu hiéu ¢ tac dung didu tri tbi thiéu va dudi muc huyét tuong doc tinh tb1 thiéu
cho hoat chét dua ra.

Thuat ngit "ché pham don" nhu dugc st dung & day dé chi chat mang hodc ta
dugc don dugce bao ché dé phéan phéi cac luong hiéu qua cia ca hai chét tri liéu cho bénh
nhan. T4 dugc don nay dugc thiét k& dé phan phéi lugng hiéu qua cla ting chét cling
v6i chit mang hodc ta duoc duge dung bat ky. Theo mot sb phuong 4n, ta dugc 1a vién
nén, vién nang, vién tron, hodc miéng dan.

Thuat ngit "lidu don vi" dugc str dung & day c6 nghia la st dung ddng thoi ca hai

chit cung nhau, trong mot dang liéu dung, cho bénh nhan dang duoc diéu tri. Theo mot
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s6 phuong 4n, lidu don vi nay la ché pham don. Theo cac phuong an cu thé, lidu don vi
nay bao gdm mdt hodc nhiéu ta duge sao cho mdi ta dugc bao gbm luong hiéu qua cua
chét cling v&i cac chit mang va t4 dugc dugc dung. Theo mot s6 phuong an, lidu don vi
nay 1a mot hodc nhiéu vién nén, vién nang, vién tron, hodc miéng dan dugc str dung cho

bénh nhan tai cing thoi diém.

Thuét ngit "khoang lidu" nhu dugc si dung & day dé chi gi6i han trén hodc dudi
ctia murc thay ddi co thé chap nhan dugc cta lugng chit d3 dinh. Thong thuong, lidu cia
mdt chit véi lugng bat ky nam trong khoang da dinh c6 thé duoc st dung cho bénh nhéan

dang trai qua didu tri.

Thuat ngtr "diéu tri" duge sit dung & ddy c6 nghia la lam giam nhe, gidm hodc
lam diu it nhat mot triéu chimg cua bénh & ddi twong. Vi du, lién quan dén bénh ung
thu, thuat nglr "diéu tri" ¢ thé ¢ nghia 14 ngén chan, tri holn sy khéi phat (tace 1a, giai
doan trudce khi biéu hién 1am sang ctia bénh hojc triéu chirg cua bénh) va/hodc giam
nguy co phat trién hodic 1am x4u di triéu chimg cua bénh. Thudt ngit "bao v&" duogc su
dung & day c6 nghia 12 ngén chén, tri hodn hodc diéu tri, hoic tAt ca, néu thich hop, su
phat trién hoic su tiép tuc hodc lam trAm trong thém cac tri¢u chimg cuia bénh ¢ dbi
tuong.

A

Thuat ngit "d6i twong" hodc “bénh nhan” dugc du dinh dé bao gém dong vat co
kha nang bi méc hoic bi bénh ung thu. Céc vi du vé dbi tegng hodc bénh nhan bao gf‘)m
dong vat c¢6 v, vi du, ngudi, chd, bo, ngua, lon, ctru, dé, meo, chudt nhat, tho, chuot
ddng, va dong vt chuyén gen khong phai nguoi. Theo cdc phuong an cu thé, dbi tugng
nay la ngudi, vi dy, nguoi bi méc, ¢6 nguy co bi méc, hodc c6 kha nang tiém tang bi

méc bénh ung thu.

Thuét ngt "khodng" hodc "x4p xi" thuong c6 nghia la nam trong khoang 20%,
t5t hon néu nam trong khoang 10% va tdt hon nita néu nam trong khoang 5% gia tri
hodc khoang di cho. Ngoai ra, ddc biét la trong cac he théng sinh hoc, thuat ngit
"khoéang" c6 nghia la khoang nam trong log (tkc 13, thir bac cua do 16n), tdt hon 1a ndm

trong hé s 12 hai cta gid tri d& cho.

Cach st dung cac thuit ngit “mot” va cac dang dé cap tuong tu trong nglt canh
md ta sang ché (ddc biét 1a trong ngit canh cua cac diém yéu cau bao ho dudi day) can

duge hiéu 1a bao quét ca dang so it va dang so nhiéu, tri khi trong ban mo ta nay co quy
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dinh khéc hoic rd rang trdi ngugc theo van canh. Céac thuat ngit “bao gdm”, “c6”, “bao
gbm ca” va “chira” can dugc hiéu 13 cac thuét ngit co két thuc mé (tuc 13, ¢6 nghia 1a
“bao gbm, nhung khong bi gidi han ¢,”) trix khi co quy dinh khéc. Viéc liét ké cac khoang
tri s6 trong ban mo ta thuan tdy chi dé 1am phuong phap téc ky dé cap mot cach riéng
biét dén moi tri sd tach biét nim trong khoang nay, trir khi c6 quy dinh khac trong ban
md ta, va mdi tri sb tach biét duoc dua vao ban mo ta nhu thé né dugc liét ké mot cach

riéng biét trong ban mo ta.

Céc rbi loan ting sinh t6 bao 1am vi du ma c6 thé dugc didu tri bang cach st dung
mot hodc nhiéu hop chét dugc boc 10 & day bao gém, nhung khong bi giéi han &, bénh
ung thu, tién ung thu hogc tinh trang tién ung thu, va cac thuong tdn di can trong mo va
cac co quan trong co thé. Cac réi loan ting sinh té bao c6 thé bao gdm chiing tdng san,

di san, va loan san.

Hop chét dugce boc 10 & day, hoac mudi dugc dung cta ching, co thé duoc st
dung dé diéu tri hodc ngin ngira rbi loan ting sinh té bao, hoic dé diéu tri hoic ngin
ngira bénh ung thu, ¢ dbi twong c6 nguy co tang phat trién bénh ung thu so véi quan thé

n6i chung, hodc dugc su dung dé xac dinh cac Gmng vién thich hop cho myc dich nay.
Dugc phdm va duong dung

Séang ché @& xuét cac duoc pham chira hop chit hodc mubi duoc dung cia chung
dé d@iéu tri bénh ung thu. Cac dugc pham nay c6 thé con bao gdm chit mang hodc ta

duoc, chét dn dinh, chét tao huong vi, va/hodc chét tao mau.

Hop chét hoic mudi duge dung cuia ching c6 thé duoc st dung bﬁng cach dung
nhidu duong dimg da biét dbi voi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vue kY thuat.
Céac duong dung bao gbém dung qua duong migng. Theo cac phuong an cu thé, duogc
pham chita hop chét hoic mudi dugce dung cua chung c6 thé dugc dung qua dudng miéng
dudi dang chét 16ng, sird, vién nén, vién nang, dang bot, dang rdc, dang nhai, hodc dia
6 thé hoa tan. Ngoai ra, duoc pham theo sang ché c6 thé duoc st dung trong tinh mach
hodc qua da. Céc dudng ding bd sung la da biét dbi v6i ngudi co hidu biét trung binh
trong linh vyc k¥ thuat (xem, vi du, Remington's Pharmaceutical Sciences, Gennaro A.

R., Ed., 20 Edition, Mack Publishing Co., Easton, Pa.).
Theo mdt s6 phuwong 4n, hop chét hodc mudi dugc dung nay dugc bao ché dusi
dang bot nhao, thach, hodc huyén phu. Vi du, dugc chit nay dugc hoa tan, dugc kep
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hodc dugc tao huyén phu duéi dang hat thudc, hat dugc bao vi nang, hodc hat thude-
polyme trong dung dich gelatin hogc ban rén. Loi ich cua ché phdm dang thach dung
qua duong miéng la dé d& st dung thubc hon cho bénh nhén kho nudt vién nén, vién
nang hodc vién tron. Theo cdc phuong an cu thé, hop chét nay dugc tron k¥ va dugc tao
‘huyén phtl trong mdi trudng thich hop dé tao thanh bot nhdo hodc dang gel. Cac chét bd
sung c6 thé tiy y dugc tron dé tao huong vi trong qué trinh diing qua dudng miéng. Bo
lac hoic alginat, dugc tao hwong vi v6i qua mam xdi va chét tao ngot 1a vi du vé nhiéu
chit d4u vi thich hop. Theo cac phuong an khéc nhau, bot nhdo hodc thach nay cling ¢
thé duoc bao ché véi cde chit két dinh hofic ta duge thich hop da biét trong linh v k§

thuat dé st dung tai chd.

Phuong phap bao ché ché phdm giai phong kéo dai dudi dang vién nén, vién nang
hoic vién tron 12 da biét trong linh vyce k¥ thuat. Theo mot s6 phurong an, ché phim giai
phong kéo dai nay dugc bao ché bang cach phu hoat chit cta thudc bang polyme, tbt
hon 12 polyme khong hoa tan trong nuée. Vi duy, polyme khong hoa tan trong nuge dugc
st dung trong linh vuc dugc pham 14 chét phti giai phong kéo dai, chét phi trong rudt,
hodc chit phu trong da day. Polyme khong hoa tan trong nuée nay c6 thé bao gbm, vi
dy, etyl xenluloza, nhya canh kién tinh khiét, nhya canh kién tring, copolyme RS
aminoalkyl metacrylat, hydroxypropyl metylxenluloza phtalat, hydroxypropyl
metylxenluloza axetat sucxinat, carboxymetyletyl-xenluloza, xenluloza axetat phtalat,
copolyme axit metacrylic L, copolyme LD axit metacrylic, copolyme S axit metacrylic,

copolyme E aminoalkyl metacrylat, hogc polyvinyl axetal dietylaminoaxetat.

Loai, mic do thé va khéi lwong phén t cua cac polyme khong hoa tan trong
nudc ¢6 thé phu thudc vao do hoa tan cua hoat chét trong nudc hodc ruou, muc giai
phéng kéo dai mong muén va cac yéu td twong tu. Cac polyme khong hoa tan trong
nuée 6 thé duge st dung mot minh hodc két hop. C6 thé dugc két hop thém dau dugc
hydro hoa, axit stearic, hodc xetanol dudi dang chét tro phu, va triglyxerit mach trung

binh, triaxetin, trietyl xitrat, hodc xetanol dudi dang chét déo hoa.

Theo mdt s6 phuong an, ché phdm giai phong kéo dai nay la vién nén loai chét
nén va dang hat. Hoat chét nay c6 thé dugc phu véi lén dén 3 loai polyme khac nhau.
Ba loai polyme khéac nhau nay co6 thé bao gdm: 1) polyme khong hoa tan trong nudc,
nhu etylxenluloza; 2) polyme tao gel khong phu thudc vao d6 pH, nhu hydroxypropyl
metylxenluloza; va 3) polyme tao gel phu thudc vao d6 pH, nhu natri alginat. Ba loai
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polyme khac nhau nay co thé dugc st dung cuing nhau dé lam yéu di tbc do giai phong

thude.
Dang liéu lwgng: Céc tinh chét giai phong

Céac ché phém giai phong kéo dai ¢ thé dat dugc mtrc do hiéu qua kéo dai. Tuy
nhién, su phoi nhiém va/hodc do sinh kha dung cta hoat chét c6 thé thay dbi dua vao
nhiéu yéu td nhu, vi du, ngudng hép thy, chit mang hoic td dugc dugc su dung trong
ché phém, kiéu phan phdi ché phim, va/hogc thoi gian chuyén tiép ciia hoat chit qua

dudng da day-rudt cua bénh nhan.

Liéu phép c6 thé bao gdm it nhat mot phan giai phong keéo dai dé thuc hién chirc
niing giai phong kéo dai va mot phin giai phéng ngay dé thuc hién chirc nang giai phong
ngay. Theo cac phuong an cu thé, khi liéu phap nay la dudi dang liéu lugng don, né ¢b
thé du6i dang vién nén tir hdn hop cua cac hat nhé giai phong kéo dai cdu thanh phan
giai phong kéo dai va cac hat nho giai phong ngay cAu thanh phan giai phong ngay, ché
pham vién nang thu dugc bang cach nap day vién nang bang hat giai phong kéo dai va
hat giai phong ngay, hodc cac vién nén dugc phu €p trong do 16p ngoai c4u thanh phan
giai phong ngay dugce tao ra trén 18i chu thanh phan giai phong kéo dai. Tuy nhién,
khong co6 gidi han dbi v6i cac phuong an trén day.

Hon nita, khong c6 céac gidi han cu thé vé trang thai chira thudc trong ché pham
hogc trong phan giai phong ngay hodc phan giai phong kéo dai; hop chét nay c6 thé
dugc phén tan ddng nhét trong ché phim, phan giai phong ngay hodc phan giai phong
kéo dai, hodc c6 thé dugc chia chi trong mot phan cia ché pham, phan giai phong ngay

hozic phan giai phong kéo dai, hodc c6 thé duge chtra sao cho c6 gradien nong do.

Phan giai phéng kéo dai trong ché phdm theo sang ché c6 thé chira it nhat mot
chét polyme khong phu thudc vao do pH hoac chét polyme phu thudc vao do pH daé
kiém soat qu4 trinh giai phong thudc.

Chét polyme khong phu thuc vao do pH duoc st dung & day co thé bao gdbm
chét polyme c6 trang théi tich dién hau nhu khong thay dbi trong céc diéu kién d6 pH
thuong dugc tim thdy trong duong da day-rudt, ddc biét la d6 pH nim trong khoang tir
1 dén 8. Diéu nay c6 nghia la, vi du, chét polyme ma khong c6 nhom churc ¢6 trang théi
tich dién cia né thay d6i phu thudc vao do pH nhu cac nhom chitc bazo nhu nhém amino

hodc cac nhém chire axit nhu nhom axit carboxylic. Luu 'y rang chét polyme khong phu
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thudc vao do pH nay co thé dugc bao gdbm nhim lam cho ché pham theo séng ché ¢6
chtrc ning giai phong kéo dai, nhung ciing ¢o thé dugc bao gdm nham muc dich khéc.
Hon nita, chét polyme khong phu thudc vao dd pH dugc str dung trong sang ché co thé
khong hoa tan trong nudc, hodc ¢ thé né trong nuwde hodc hoa tan trong nudce dé tao

thanh dang gel.

Vi du vé chét polyme khong phu thudce vao do pH khong hoa tan trong nudc bao
gdm, nhung khong bi giéi han o, ete xenluloza, este xenluloza, va copolyme cua axit
metacrylic-axit acrylic (tén thuong mai la Eudragit, duoc san xuét bai Rohm GmbH &
Co. KG, Darmstadt, Duc). Cac vi du bao gdm, nhung khong bi gidi han &, ete xenluloza
alkyl nhu etylxenluloza (tén thuong mai la Ethocel, dugc san xuit bdi Dow Chemical
Company, M¥), etyl metylxenluloza, etyl propylxenluloza hodc isopropylxenluloza, va
butylxenluloza, ete xenluloza aralkyl nhu benzyl xenluloza, ete xenluloza xyanoalkyl
nhu xyanoetylxenluloza, cic este cla axit hitu co xenluloza nhu xenluloza axetat
butyrat, xenluloza axetat, xenluloza propionat hodc xenluloza butyrat, va xenluloza
axetat propionat, copolyme etyl acrylat-metyl metacrylat (tén thuong mai la Eudragit
NE, dugc san xuit boi Rohm GmbH & Co. KG, Darmstadt, Dirc), va copolyme RS
aminoalkyl metacrylat (tén thwong mai la Eudragit RL, Eudragit RS). Khong c6 gioi
han cu thé vé dudng kinh hat trung binh ctia polyme khong hoa tan trong nudc dugc st
dung trong sang ché, nhung thuong thi duong kinh hat trung binh cang fhép thi déc tinh
cang tdt, tdt hon 12 v6i dudng kinh hat trung binh nam trong khoang tir 0,1 dén 100 pm,
t6t hon nita 1 ndm trong khoang tir 1 dén 50 um, dac biét t6t hon 1a nam trong khoang
tir tir 3 dén 15 um, t5t nhat 12 nim trong khoang tr 5 dén 15 pm. Hon nita, céc vi du vé
chét polyme khong phu thudc vao do pH hoa tan trong nudc hodc nd trong nude bao
gdm, nhung khong bi giéi han &, polyetylen oxit (tén thuong mai la Polyox, dugc san
xuét bi Dow Chemical Company, khéi lugng phan ti nam trong khoang tir 100.000
dén 7.000.000), hydroxypropyl xenluloza dugc thé thip (tén thuong mai l1a L-HPC, dugc
san xut boi Shin-Etsu Chemical, Nhat Ban), hydroxypropyl xenluloza (tén thuong mai
la HPC, dugc san xuit béi Nippon Soda, Co., Ltd, Nhat Ban), hydroxypropyl
metylxenluloza (tén thuong mai 1a Metolose 60SH, 65SH, 90SH, dugc san xuét boi
Shin-Etsu Chemical, Nhat Ban), va metylxenluloza (tén thuong mai 1a Metolose SM,

duoc san xuét boi Shin-Etsu Chemical, Nhat Ban).
Theo mdt sb phuwong an, mot chit polyme khong phu thudc vao do pH cé thé
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duoc chira trong ché pham, hodc nhidu chit polyme khong phu thudc vao dd pH ¢co thé
dugc chtra trong ché pham. Chét polyme khong phu thudc vao do pH nay, néu dugc st
dung trong cic phuong an dugc dé cap & day, c6 thé 1a chét polyme khong hoa tan trong
nuée, tot hon nita 12 etylxenluloza, copolyme etyl acrylat-metyl metacrylat (tén thuong
mai 12 Eudragit NE), hodc copolyme RS aminoalkyl metacrylat (tén thuong mai 1a
Eudragit RL, Eudragit RS). Déc biét t6t hon néu 1a it nhAt mot trong sd etylxenluloza va
copolyme RS aminoalkyl metacrylat. T4t nhét, néu 1a etylxenluloza. Khong c6 gi6i han
cu thé vé luong chét polyme khong phu thudc vao d6 pH dugc chtra trong ché phém;
lugng nay co th8 dugc didu chinh theo muc dich nhu kiém soat qua trinh giai phong
thudc kéo dai.

Chét polyme phu thudc vao do pH ma c6 thé dugc str dung theo cac phuong én
duge dé cap & day co thé 1a chét polyme c6 trang théi tich dién cua né trong cac didu
kién d6 pH thuong dugc tim thdy trong dudng da day-rudt, dac biét la d6 pH nam trong
khoang tu 1 dén 8. Piéu nay c6 nghia 14, vi du, chét polyme c¢6 nhém chirc ma trang thai
tich dién ctia n6 thay dbi phu thudc vao d6 pH nhu cac nhom chirc bazo nhu nhém amino
hodc cac nhém chire axit nhuw nhom axit carboxylic. Tét hon, néu cac nhém chirc phu
thudc vao do pH cua chét polyme phu thudc vao d pH nay la nhom chirc axit, tot nhét

14 v6i chét polyme phu thudc vao do pH c6 cac nhom axit carboxylic.

Chét polyme phu thudc vao d pH dugc st dung trong sang ché c6 thé khong hoa
tan trong nudc, hodc ¢o thé né trong nudc hodc hoa tan trong nude dé tao thanh dang
gel. Céac vi du vé céc chét polyme phu thudc vao do pH dugce st dung trong sang ché
bao gdm, nhung khdng bi gidi han 6, chét polyme rudt. Cac vi du vé chit polyme rudt
bao gdm, nhung khong bi gi6i han &, copolyme cua axit metacrylic-metyl metacrylat
(Eudragit 1100, Eudragit S100, duoc san xuit béi Rohm GmbH & Co. KG, Darmstadt,
D), copolyme cua axit metacrylic-etyl acrylat (Eudragit 1.100-55, Eudragit L30D-55,
duoc san xuidt béi Rohm GmbH & Co. KG, Darmstadt, Duc), hydroxypropyl
metylxenluloza phtalat (HP-55, HP-50, dugc san xuat boi Shin-Etsu Chemical, Nhat
Ban), hydroxypropyl metylxenluloza axetat sucxinat (AQOAT, dugc san xuét bgi Shin-
Etsu Chemical, Nhat Ban), carboxymetyl etylxenluloza (CMEC, duge san xuét boi

Freund Corporation, Nhat Ban), va xenluloza axetat phtalat.
Céac vi du vé chit polyme phu thudc vao do pH ma nd trong nude hodc hoa tan

trong nudc dé tao thanh dang gel bao gdm, nhung khong bi gi6i han ¢, axit alginic,
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pectin, polyme carboxyvinyl, va carboxymetyl xenluloza. Theo sang ché, mot chét
polyme phu thudc vao do pH c6 thé dugc chira trong ché pham, hodc nhiéu chit polyme
phu thudc vao d¢ pH co thé dugc chira trong ché pham. Tét hon, néu chét polyme phu
thudc vao dd pH duoc st dung trong sang ché 1a chét polyme rudt, tdt hon nita néu 1a
copolyme ciia axit metacrylic-etyl acrylat, copolyme cla axit metacrylic-metyl
metacrylat, hydroxypropyl metylxenluloza phtalat, hodc hydroxypropyl metylxenluloza

axetat sucxinat, dc biét tt hon néu 14 copolyme clia axit metacrylic-etyl acrylat.

Khi st dung chét polyme phu thudc vao do pH trong qua trinh san xuét ché phdm
theo sang ché, san phém ¢6 ban sin cua loai bot hodc loat hat nho, hodc loai huyén phu
trong d6 chat polyme phu thudc vao d pH nay da duge phén tan trude trong dung moi
¢6 thé dugce st dung duéi dang nhu vay, hodc san pham c6 ban san nay c6 thé dugc st
dung dugc phan tén trong nudc hodc dung moi hiru co. Duong kinh hat ctia chit polyme
phu thudc vao do pH cang nho thi dic tinh cang t6t, tdt hon 1a véi chit polyme phu thude
vao do pH 12 loai bot. Trong trudng hop copolyme cia axit metacrylic-etyl acrylat, vi
du, 12 Budragit L100-55. Khong c¢6 gi6i han cu thé vé dudng kinh hat trung binh cia
chét polyme phu thudc vao d6 pH duoc sir dung trong sang ché, nhung t6t hon 1a duong
kinh hat trung binh ndm trong khoang tir 0,05 dén 100 pm, tot hon nita la nam trong
khoang tir 0,05 dén 70 pm, 6t nhét 13 ndm trong khoang tir 0,05 dén 50 pm. Hon nita,
khong c6 gidi han cu thé vé duong kinh hat trung binh cia chét polyme phu thudc vao
do pH, vi dy, trong truong hop chét polyme rudt, luong nay thuong nam trong khoang
tir 0,1 dén 90 phan khéi luong, t6t hon 1a nam trong khoang tur 1 dén 70 phan khéi lugng,
tdt hon nira 12 nim trong khoang tr 5 dén 60 phén khdi luong, dic biét tdt hon 12 ndm
trong khoang tur 10 dén 50 phan khdi lugng, tinh theo 100 phan khéi luong clia ché
pham.

Liéu phép theo cac phuong an dugc dé cap & day c6 thé con chira cac chat bd trg
khéc nhau bat ky, nhu chét bb trg bét ky trong s6 cac chit mang duoc dung khac nhau
nhu chéit pha lodng, chat boi tron, chit két dinh va chét gay ra, cling nhu chét bao quan,
chit tao mau, chét tao ngot, chét déo hoa, chét phil mang va v.v., néu can. Vi du vé céc
chét pha lodng bao gbm, nhung khong bi gi¢i han &, lactoza, mannitol, diaxit canxi
phosphat, tinh bot, tinh bt da dugc gelatin hoa so b, xenluloza tinh thé, anhydrit silic
nhe, nhom silicat téng hop, magie aluminat metasilicat hodc chét tuong tu. Vidu vé chét

bbi tron bao gdm, nhung khong bi gi¢i han &, magie stearat, canxi stearat, da tal, natri
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stearyl fumarat hodc loai twong tw. Vi du vé chit két dinh bao gdm, nhung khong bi gidi
han &, hydroxypropyl xenluloza, metylxenluloza, natri carboxymetyl xenluloza,
hydroxypropyl metylxenluloza, polyvinylpyrrolidon hodc cac chét tuong tu. Vi du vé
chdt gdy rd bao gdm, nhung khong bi giéi han &, carboxymetyl xenluloza, canxi
carboxymetyl xenluloza, croscarmelloza natri, tinh bot natri carboxymetyl,
hydroxypropyl xenluloza dugc thé thap hodc cac chét twong tu. Cac vi du vé chét bao
quan bao gbm, nhung khong bi gidi han &, este axit paraoxybenzoic, ruou clorobutanol,
ruou benzylic, ruou phenetylic, axit dehydroaxetic, axit sorbic hodc cac chét tuong tu.
Vi du dugc uu tién vé chit tao mau bao gdbm, nhung khong bi gi6i han o, chit nhuom
khong hoa tan trong nudc, chit nhuém mau tu nhién (vi dy, .beta.-caroten, clorophyll,
oxit st do), oxit st vang, oxit sit do, oxit sat den hodc cac chét tuong tu. Vi du duoc
wu tién vé chét tao ngot bao gdm, nhung khong bi gioi han ¢, natri saccarin, dikali
glyxyrrhizat, aspartam, duong cé ngot stevia hodc cac chat twong tu. Vi du vé chat déo
hoéa bao gdm, nhung khong bi giéi han &, este cla axit béo glycerol, trietyl xitrat,
propylen glycol, polyetylen glycol hodc cac chét twong tw. Vi du v& chét phil mang bao
gdm, nhung khong bi gi¢i han ¢, hydroxypropyl metylxenluloza, hydroxypropyl

xenluloza hodc cac chét tuong tu.
Phuong phéap san xudt

Dbi v6i cac phuong én san xuAt nhu duge dé cap & day, mot phuong phép thong
thuong, hodc su két hop ctia cic phuong phéap thong thuong, co thé dugc sir dung. Vi
du, khi san xuét cac hat chtra thuéc 1a phin giai phéng kéo dai hogc phan giai phéng
ngay, su tao hat 1 hoat dong chinh, nhung hoat dong nay c6 thé dugc két hop véi cac
hoat dong khéac nhu trdn, sdy, rdy, va phan loai. Phuong phap tao hat la, vi dy, phuong
phép tao hat 4m trong d6 chét két dinh va dung moi dugc bd sung vao bdt va qua trinh
tao hat duoc thuc hién, phuwong phép tao hat kho trong do6 bot nay dugc ép va qué trinh
tao hat duoc thuc hién, phuong phdp tao hat ndu chay trong d6 chét két dinh ma tan chay
khi gia nhiét dugc bd sung va gia nhiét va qua trinh tao hat dugc thuc hién, hodc cac

phuong phap tuong tur ¢ thé dugc st dung.

Ngoai ra, theo phuong phép tao hat nay, phuong phéap hoat dong nhu phuong
phap tao hat trén stir dung may trén kiéu hanh tinh, may tron truc vit hodc cic loai may
tuong tu, phuong phdp tao hat phéi tron tdc do cao st dung may tron Henschel, may
tron Super hodc cac loai may tuong tw, phuong phép tao hat ép dun sir dung mdy tao hat
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hinh tru, may tao hat quay, may tao hat ép dun truc vit, may tao hat loai nghién vién tron
hodc céc loai may tuong tu, phuong phap tao hat Am c6 luc cit cao, phuong phap tao
hat tAng sdi, phuong phép tao hat nén, phuong phap tao hat nghién vun, hodc phuong
phap tao hat phun cé thé duoc str dung. Sau khi tao hat, buéc sdy st dung may sy, tang
sbi hodc cac loai twong tu, pha v&, va sang co thé duogc thuc hién dé thu cac hat nhé
hodc hat min dé st dung. Hon nita, dung mdi tao hat c6 thé duoc st dung khi diéu ché
ché phim theo sang ché. Khong c6 gi6i han cu thé v& dung mdi tao hat nay, n6 ¢ thé 1a
nuéce hodc loai bat ky trong b cac dung moi hitu co khac nhau, vi du, nudc, rugu bac
thap hon nhu metanol hodc etanol, keton nhu axeton hoidc metyl etyl keton, metylen

clorua, hodc hon hop cia chung.

Pbi voi hat giai phong kéo dai duge chira trong ché pham theo céc phuong 4n, it
nhat mot duge chit va it nhat mot chit dwgc chon tir chét polyme khong phu thudc vao
do pHva chét polyme phu thudc vao do pH duge tron cuing nhau, chit pha lodng va chét
két dinh dugce bd sung néu cn, va qud trinh tao hat duoc thuc hién dé thu duoc chat
dang hat. Chét dang hat thu dugc nay dugc sdy bang cach st dung mdy sdy khay, may
séy téng s061 hodc cac loai tuong tu, va dugce sang dugc thuc hién bé‘mg cach st dung
may nghién hoic may dao dong, nho do6 c6 thé thu duoc hat giai phong kéo dai. Ngoai
ra, d6i voi phuong phép san xuét hat giai phong kéo dai trong sang ché, c6 thé bd sung
it nhat mét duogc chét, it nhit mot chit dugc chon tir chét polyme khong phu thudc vao
do pH va chét polyme phu thudc vao do pH, va néu cén chét pha lodng va chét két dinh
st dung may nén ép kho nhu mdy nén €p truc can hodc may tao hat dang phoi, va thuc
hién duc ép trong khi tron, va sau d6 thyc hién tao hat bang cach pha v& dén ¢ thich
hop. Chét dang hat duoc didu ché bang cach st dung may tao hat nay co6 thé dugc st
dung dudi dang hat hodc hat min theo sang ché, hoic ¢ thé con dugc phéa vo béng cach
st dung may nghién cong suit, may tao hat truc can, mdy nghién tdc do roto hodc cac
loai may tuong tu, va dugc sang dé thu dugc hat giai phong kéo dai. Luuy rang hat giai

phéng ngay cling ¢ thé dugc san xuét nhu dbi v6i hat giai phong kéo dai.

San pham duge dac ép co thé duoc san xuit duéi dang phan gidi phong kéo dai
hodc phan giai phong ngay chira dugce chét, hoic duéi dang ché phdm dugc dé cap o
day bang cach st dung mot phwong phép thong thuong, hodc su két hop clia cac phuong
phap théng thuong. Vi du, it nhat mot duoc chét, it nhit mot chét dugc chon tur chét
polyme khong phu thudc vao do pH va chét polyme phu thudc vao d pH, chét pha lodng

52



51357 53/213

nhuy mannitol hodc lactoza, chit két dinh nhu polyvinylpyrrolidon hodc crystallin
xenluloza, chit gdy rd nhu carmeloza natri hodc crospovidon, va chét boi tron nhu magie
stearat hodc da tal dugc st dung, va budc tao vién nén duoc thuc hién béng cach su
dung phwong phap thong thuong, do d6 san pham duc ép co thé thu duoc. Trong truong
hop nay, tao vién nén la hoat dong chinh trong phuong phép san xuét san phdm duc ép,
nhung hoat dong nay co thé dugc két hop véi cac hoat dong khac nhu tron, séy, tao

thanh 16p phu dudng, va phu.

Vi du vé phuong phép tao vién nén bao gbm, nhung khong bi giéi han ¢, duc ép
truc tiép trong do it nhat méot duoc chét va chit b tro dugc dung dugc tron véi nhau va
sau d6 hdn hop nay duge dic ép truc tiép thanh cac vién nén bang cach sit dung mdy
tao vién nén, va su ép hat nho kho hogc ép hat nhé 4m trong d6 hat giai phong kéo dai
hodc hat giai phong ngay theo sang ché duoc dua vao qué trinh duc ép sau khi bb sung
chit boi tron hodc chat gay ra néu can. Khong c6 gidi han cu thé v& may tao vién nén
duoc st dung trong qua trinh dac €p; vi dy, may tao vién nén dap don, may tao vién nén

quay, hodc may tao vién nén dugc phu ép 6 thé duoc st dung.

Hat giai phong kéo dai hodc hat giai phong ngay chita dugc chét, hodc san pham
dugc duc ép theo cac phuong an ¢ déy co thé duoc st dung dudi dang hat hodc vién nén
Jam ché phdm, nhung ciing c6 thé dugc dua vao xtr ly thém @& san xut ché pham. Vi
du, san phdm dugc duic ép nay hodc cac hat ¢6 thé dugc phit mang bang cach st dung
vat lidu nén mang nhu etylxenluloza, cazein, metylxenluloza, hydroxypropyl
metylxenluloza, copolyme axit metacrylic L, xenluloza axetat phtalat, nhya canh kién
hosic cac loai twong tw, hodc cho phu duong bang céch st dung chét 1ong phu duong
chtra sacaroza, ruou dudng, bt gdm arabic, bt talc hodc céc loai tuwong tu, do d6 thu
dwoc cac vién nén phi mang hodc vién nén phu duong. Mot dung mbi trong k¥ thuat
phu nay co thé 13 nuée tinh khiét, nhung dung méi hitu co nhu ruou, xeton, ete hoac
hydrocacbon dugc clo hoa, hodc hdn hop cia ching cling ¢6 thé duoc st dung. Vi du,
stanol, axeton, metylen clorua hodc cac loai twong tu co thé dugc st dung 1am dung moi
hitu co. Hon nita, di véi thit bi phu, thiét bi thuong dugc st dung trong cac k§ thudt
phu dé san xuat thude co thé dugc st dung, v6i cac vi du bao gf‘)m thiét bi phtt phun
trong d6 viéc phu dugc thyc hién bang cach pht chét 16ng phu hodc céc loai tuong tu,
va may tao hat tang soi roto dé tao 16p.

Trong truong hgp san xuét cac ché phdm vién nang, ché phdm vién nang c6 thé
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duoc san xuét bang cach nap day hat giai phong kéo dai hodc hat giai phong ngay néu
trén, hodc vién nén nho vao vién nang gelatin cung hodc vién nang HPMC bﬁng cach su
dung may nap vién nang tu dong. Theo cach khéc, trong trudong hop ché phim dé dung
theo tirng 6ng hodc sird khd dugc st dung tron véi nude hodc loai trong tu khi diung,
hat giai phong kéo dai hodc hat giai phong ngay néu trén ¢6 thé duoc tron voi chit lam
dic hodc chét gay rd dé phan tan céc hat nay, sau d6 hdn hop nay dugc tao thanh céc hat
hodc vién nén. Ngoai ra, chét 16ng hoic thach ¢6 thé duoc didu ché béng cach st dung
nudc, va cac chét duogc chon tur chét gay ra, chét nhil hoa, chét 1am dic, chét bao quén,
chét diéu chinh d6 pH, chét tao hat, chét tao mui vi, chét tao huong va v.v. Tuy nhién,

d6i v6i cac phuong phéap san xuat khac, khong ¢6 giéi han doi vdi cac dang néu trén.

Dé cac phuong 4n duge mo ta & day co thé duge hiéu day du hon, cac vi du sau
day dugc néu ra. Can hiéu rang céc vi du nay chi nham muc dich minh hoa va khong

duoc hiéu 1a gigi han pham vi cua sang ché.
Vi du thye hién sang ché

Cac ky hiéu viét tit dudi day co thé dugc st dung xuyén subt ph?m Vi du thuc hién sang

z
A

che:
All: alyl

BOP: (Benzotriazol-1 -yloxy)tris(dimetylamino)phosphoni hexaflorophosphat
DMT: 4,4'-Dimetoxytrityl

(DMTO-:

OMe
Meo O )
B

<)

Bz: benzoyl
ib: isobutyryl
Bazo Hunig: i-PraNEt (diisopropyletylamin)

AllylOH: ruou alylic
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OAIll: -OCH,CHCH:

ACN: axetonitril

All: -CH,CHCH>

2-NitroBnBr: 2-nitrobenzyl bromua
Bz: benzoyl

ib: isobutyryl

i-Pr: isopropyl

CE: xyanoetyl

-OCE: rrf'\o/\/c;N

( )
DEAD: dietyl azodicarboxylat

DIAD: diisopropyl azodicarboxylat

DCM: diclorometan

DDTT: N,N-dimetyl-N'-(3-thioxo-3H-1,2,4-dithiazol-5 -yl)formimidamit

S-S
A=

Me,N T

DMOCP: 2-cloro-5,5-dimetyl-1,3,2-dioxaphosphinan 2-oxit

b

ON
||3—C|
@)

TBS: t-butyldimetylsilyl

3H-benzo[c][1,2]dithiol-3-on:

O
@E“s
/
S

Vi du 1 -- Téng hop Hop chét 1a

So d day du cua quy trinh tdng hop nay 1a co san trén FIG. 1.
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Budec A
NHBz . N"Nez
ruou alylic
N~ SN 40% khdi lugng DEAD NSy
DMTO ¢ | P trong toluen DMTO < | P
o NN PPh; o N N
o ¥ THF o F
P P<
(i-Pr),N"" “OCE (i-Pr),N" “OCE
(100) (101)

B6 sung DEAD (dung dich 40% khdi lugng trong toluen; 54,2 ml, 137 mmol, 1,5
duong luong) vao hdn hop chira (2R,3R,4R,5R)-5-(6-benzamido-9H-purin-9-yl)-2-
((bis(4-metoxyphenyl)(phenyl)metoxy)metyl)-4-ﬂorotetrahydrofuran—3-yl (2-
xyanoetyl) diisopropylphosphoramidit (Hop chit 100) (hdn hop céc chéit ddng phan
khong dbi quang cta phospho; 80,0 g, 91,332 mmol, 1 dwong lugng, danh muc
ChemGenes Corporation # ANP-9151), ruou alylic (9,63 ml, 142 mmol, 1,55 duong
lwong) va triphenylphosphin (38,3 g, 146 mmol, 1,60 duong luong) trong THF (1,1L) &
nhiét d0 moi truong xung quanh. Tiép tuc khudy & nhiét d0 mdi truong xung quanh va
phan (g nay dugc theo doi bang LC/MS. Khi hoan thanh (19 gio), hdn hop nay duge
co trong chén khong (35°C) va hdn hop tao thanh duge tinh ché bang sic ky cdt silica
gel (800 g x 2 cot, 40 dén 60% EtOAc trong n-heptan dugc tao dém bang trietylamin
0.5%) dé thu duoc Hop chét 101 du6i dang bot mau tring (84,2 g, hiéu sut dinh tinh,
hon hop cac chét dong phan khong d6i quang ctia phospho).

'H NMR (hdn hgp 3:2 ctia cac chét ddng phan khong d6i quang cta phospho, 400 MHz,
CDCls) & 1,14 - 1,21 (m, 12 H) 2,40 (t, J=6,2 Hz, 1,2 H) 2,59 (t, J=6,2 Hz, 0,8 H) 3,27
(d, J=8,6 Hz, 1 H) 3,52 - 3,66 (m, 5 H) 3,78 (s 2,4 H) 3,79 (s 3,6 H) 4,28 - 4,34 (m, 1 H)
4,84 - 4,96 (m, 0,4 H) 4,99 (d, J=5,5 Hz, 2 H) 4,95 — 5,10 (m, 0,6 H) 5.05 (d, J=10,9 Hz,
1 H) 5,22 (br d, J=17,6 Hz, 1 H) 5,64 (br d, J=53,2 Hz, 0,6 H) 5,70 (br d, J=51,6 Hz, 0,4
H) 5,96 — 6,75 (m, 1 H) 6,20 (d, J=16.0 Hz, 0,6 H) 6,24 (d, J=17,2Hz, 0,4 H) 6,74 - 6,79
(m, 4 H) 7.02 —7.06 (m, 2H) 7,17 - 7,24 (m, 8 H) 7,32 - 7,34 (m, 2 H) 7,41 - 7,44 (m, 2
H) 8,11 (s, 1H) 8,52 (s, 0,4 H) 8,54 (s, 0,6 H).
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Budc B

N N N N
DMTO <A aypy-TFA on < 1 J
o. NN H,O, CH3CN o. N7 °N
b) t-BuNH,

<|3“ F c) NaHS04-Si0, o F
H,0, DCM ]

/P 2™ =

(i-Pr),N” “OCE O=RH

OH

(101) (102)

Bb sung nude (0,118 ml, 6,55 mmol, 2,0 duong luong) va mudi pyridin
trifloroaxetat (0,759 g, 3,93 mmol, 1,2 duong lugng) vao dung dich chtra Hop chét 101
(3,00 g, 3,28 mmol, 1 duong lugng) trong axetonitril (30 ml). Sau khi khudy & nhiét do
mdi trudng xung quanh trong 1 phit, bd sung tert-butylamin (14,5 g, 21,0 ml, 0,20 mol,
60 duong lwong). Sau khi phan tach hoan toan nhoém xyanoetyl (dugc theo doi bing
LC/MS), hdn hop phan (mg ndy dugc cd trong chan khong va dugc dun ddng sdi hai lan
bang axetonitril. Hdn hop thd nay duge hoa tan trong DCM (45,0 ml) va duge xtr ly
béng nuée (0,118 ml, 6,55 mmol, 2,0 duong luong) va NaHSO4-SiO2 (1,18 g, 6,55
mmol, 2 duong lugng) & nhiét do moi truong xung quanh. Sau khi phén tich hoan toan
nhém DMT (dugc theo doi bang LC/MS, khoang 1 gio), hdn hop phan Gng nay duoc
loc va dugc rira hai 14n bang DCM/MeOH (9/1, 20 ml). Cac chét loc két hop nay dugc
cd trong chan khong va duoc xir 1y bang hdn hop 1:1 cua n-heptan/toluen (~30 ml). Lép
trén dugc loai bo bang cach gan. Thyc hién 1p lai mot 14n nita budc thao tic nhu vay
v6i n-heptan/toluen (1/1, 30 ml) va 16p dudi duoc dun dbng sdi hai 14n bang axetonitril
8 thu dwoc Hop chét 102 (gia dinh hiéu suét ly thuyét 100%). San pham nay dugc st
dung trong budc tiép theo ma khong can tinh ché thém.

Budce C
\/\ S
OH </ ) a) Hop chat (101) “ o F o
o} Pyr-TFA /=N Bz \l\ N~ IN —
CH4CN O N N \
— > | \l\ N N” 0
o F b) DDTT s VNN P N=/ OH
0O=PH c) 6% DCA PH
! . A
OH Nude, DCM o) OH (103)

(102)
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B4 sung mudi pyridin trifloroaxetat (duge lam khd ddng sdi bang pyridin; 0,760
g, 3,94 mmol, 1,25 duong lugng) vao hdn hop chura Hop chét 102 (1,56 g, 3,27 mmol,
1 dwong lugng) va Hop chat 101 (3,00 g, 3,28 mmol, 1 duong lugng) trong axetonitril
(30 ml). Sau 5 phut, DDTT (0,840 g, 4,09 mmol, 1,30 duong lugng, danh muc
ChemGenes Corporation # RN-1588) dugc bd sung va, sau khi luu héa hoan thanh (dugc
theo doi bé'lng LC/MS), hdn hop phéan Gng dugc co trong chan khong. Phén can duogc
hoa tan trong DCM (30 ml) va dugc xu ly bang nude (0,57 ml, 32 mmol, 10 duong
luong) va axit dicloroaxetic 6% (1,56 ml, 18,9 mmol, 6,0 duong lugng) trong DCM (30
ml). Sau 20 phut, phan (mg dugc nglng bang pyridin (20 ml) va dugc cb trong chén
khong. Phan cin duge dun ddng sbi bang pyridin 8 thu duoc Hop chat 103 (3,22 g, gia
dinh hiéu suit ly thuyét 100%). San pham nay dugc st dung trong budc tiép theo ma

khong can tinh ché thém.

Budc D
S
i_OCE i_OCE
0 R 0 R
£ o a) DMOCP < o F D
/=N ?z N N4\N S pyridin /=N Bz NN %S
0 N N X | _— ) N Tll A |
[ j\ N N o b) 3H- 7 j\ N N o
s o NN AN Bz N=/ OH benzoc][1,2] s = NN AN Bz N=/
R dithiol-3-on & F !
o (103) Hs-P
OH (104)

B4 sung DMOCP (1,45 g, 7,88 mmol, 2,50 duong luong) vao dung dich chua
Hop chit 103 (3,22 g, 3,15 mmol, 1 duong luong) trong pyridin (100 ml) & nhiét d6 moi
truong xung quanh. Sau khi qud trinh dong vong 16n hoan thanh (dugc theo doi bang
LC/MS), nuée (1,7 ml, 94,5 mmol, x10 1an so v6i DMOCP) dugc bd sung, tiép theo la
3H-benzo[c][1,2]dithiol-3-on (0,795 g, 4,73 mmol, 1,5 duong lugng). Sau khi qua trinh
luu hoa hoan thanh (khoang 40 phut), hdn hop phan Gng nay dugc c6 mot phan trong
chan khong dén khoang 15 ml va dugce rét vao hdn hop Dung dich nuéc NaHCO3 bdo
hoa (50 ml) va nuée (30 ml). Sau 10 phut khudy & nhiét ¢ moi truong xung quanh, hén
hop nay duoc chiét bing hdn hop 1:1 chita EtOA¢/MTBE (60 mlx 3 14n). Céc 16p hitu
co duoc két hop, dugc rira béng nuée mudi (25 ml), duge 1am kho trén Mg,SO4 va duge
co trong chan khong. Phén cin dugc tinh ché bang séc ky cot silica gel (MeOH 0-20%
trong DCM) dé thu duge Hop chét 104 (3,31 g, 3,20 mmol, gia dinh hiéu suét Iy thuyét
100%) dudi dang dAu mau nau. San pham nay dugc st dung trong budce tiép theo ma
khong can tinh ché thém.
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Bué6c E
0 ﬁ:s
e
~ m N NN "o o,
0 NWN \]\ NS !
A N
% N‘ N \l\ é N:/N ©
z
o I oce G F NS
, . . " 0
/=N Bz ﬁ\ NN F,_ O 2-nitrobenzyl bromit @\/\Sg 105) (SoR
0 NWNL N MN . trietylamin NO, (105) (SpRp)
| —_—
0“\ “ NN N Bz N=/ axetonitril, rt (I)IS
\ O F:’
Hs-f 0 p)
) (104) ~ \L o w10 N,
0. _N N N S |
| \[\ N N
s = NN Bz N=
oOw F EOON

e |
106) (RpR
NO (106) (RpRp)

2

B sung 2-nitrobenzyl bromua (2,42 g, 11,2 mmol, 3,50 duong lugng) va
trietylamin (1,78 ml, 12,8 mmol, 4,00 duong luong) vao dung dich chira Hop chét 104
(3,31 g, 3,20 mmol, 1 duong lugng) trong axetonitril (66,2 ml). Sau khi phan rng hoan
thanh (dugc theo doi bang LC/MS, khoang 20 gio' & nhiét do mdi truong xung quanh),
hdn hop phan tmg nay dugc cd trong chén khong va dugc tinh ché bing sdc ky cot silica
gel (60% etyl axetat/n-heptan dén etyl axetat 100%) dé thu duoc 0,568 g san pham dudi
dang hdn hop céc chét ddng phan khong d6i quang ctia phospho. Phép tich HPLC diéu
ché céc chat dong phan khong d6i quang thu dugc Hop chét 105 (chét dong phan SR;
0.225 g, 0,180 mmol, téng hiéu suit 5,6% tir Hop chét 101) va Hop chit 106 (chit dong
phan RR; 0,187 g, 0,149 mmol, téng hiéu suét 4,7% tir Hop chét 1).

Hop chét 105 (SpRp) 'H NMR (400 MHz, CDCls) § = 8,63 (s, 1H), 8 = 8,61 (s, 1H).
8.04 — 8,00 (m, 2H), 7,99 (s, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,65 - 7,44 (m, 8H), 7,40 - 7,31 (m, 4H),
725 -7.21 (m, 4H), 6,15 - 5,89 (m, SH), 5,61 (dd, J = 52,0, 5,1 Hz, 1H), 5,55 (ddd, T =
512,4.7,2,7 Hz, 1H) 5,51 - 5,42 (m, 1H), 5,31 - 5,22 (m, 2H), 5,11 (dd, J =3.9, 9.8 Hz,
2H), 5,04 - 4,95 (m, 4H), 4,55 - 4,37 (m, 7H), 4,29 - 4,12 (m, 3H)

Hop chét 106 (RpRp) 'H NMR (400 MHz, CDCls) § = 8,65 (s, 2H), 8,06 (dd, J = 1.4,
8.0 Hz, 2H), 7,98 (s, 2H), 7.57 - 7,52 (m, 6H), 7,47 - 7,32 (m, 6H), 7,25 - 7,21 (m, 4H),
6.15 (d, J = 18,7 Hz, 2H), 6,09 - 5,99 (m, 2H), 5,82-5,76 (m, 2H), 5,60 (dd, J =518, 4,9
Hz, 2H), 5,27 (dd, T= 1,2, 17,2 Hz, 2H), 5,12 (dd, J = 1,0, 10,4 Hz, 2H), 5,06 - 4,96 (m,
4H), 4,55 - 4,40 (m, 4H), 4,36 - 4,24 (m, 4H), 4,21 - 4,02 (m, 2H)

Cac didu kién HPLC diéu ché:
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Trang thiét bi Agilent 1200

A Cot Sunfire Prep C18 OBD nuéc, 5 um, 30 x 250 mm,
Cot HRLC 186003969
Toc dd dong 50 ml/phut
pha dong A: nuéce, B: axetonitril

. Thoi diém (phat) | 0 8 9,9 10 12
Gradien B% 50 99 99 50 50
Th‘gi gian chay 12 phut
Thé tich tiém 150 ul (0,08 g/ml trong axetonitril)
Phat hién UV 254 nm
Hop chat 105 7.7 pht

Thosi cian | (SpRp) ’

orglan - Frop chét 106 8.0 o

(RpRp) P
Bué6c F
o E,S o (lj,s
/=N Bz \]\ NN P (R);O NO. Hoveydall-Grubb I /=N Bz NZN F, (R):O NO,
o NW’H\ N l ve _ quinon 0 NWN\/\/\NJ\('KN .
G NN Bz N=/ toluen O‘:(S) e NN Bz N=/
" (0]

, héi |
s o
NO, (105) NO, (107)

B6 sung chét xtc tac Hoveyda-Grubbs Catalyst™ thé hé thw hai ((1,3-Bis-(2,4,6-
trimetylphenyl)-2-imidazolidinyliden)dicloro(o—isopropoxyphenylmetylen)ruteni; san
¢6 tai danh muc SIGMA-ALDRITCH® sd 569755; CAS 301224-40-8; 91 mg, 0,15
mmol, 0,35 dwong lugng) va quinon (0,102 ml, 1,243 mmol, 3,0 duong lugng) vao dung
dich dugc gia nhiét (90°C) chtra Hop chét 105 (519 mg, 0,414 mmol, 1 duong lugng)
trong toluen (519 ml). Hon hop nay duge dun hdi luu va quy trinh phan ing dugc theo
doi bang LC/MS. Sau 3 gio chét xtc tac bd sung duge bd sung (91 mg, 0,15 mmol, 0,35
duong lugng) va phan ting nay dugc tiép tuc thém trong 3 gid. Sau khi lam mat xubng,
hdn hop nay dugc xir Iy béng DMSO (0,59 ml, 8,3 mmol, 20 duong luong) ¢ nhiét do
moi trudng xung quanh trong 15 gio, duge ¢o trong chan khong va dugc tinh ché bang
sdc ky cot silica gel (SiO2 25g, etyl axetat 66% trong n-heptan dén etyl axetat 100%) aé
thu dugc Hop chat 107 (200 mg, 0,163 mmol, hi¢u suét 39%) duéi dang bot kho mau
nau.

IH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 = 8,19 (s, 1H), 8,12 (dd, J=7,8 Hz, 1,9 Hz, 1H), 8,10 (s,
1H), 8,02 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,89 (s, 1H), 7,63 (br d, J=17,0 Hz, 1H), 7,53 - 7,41 (m,
10H), 7,35 - 7,30 (m, 2H), 7,25 - 7,20 (m, 4H), 6,23 (d, J= 17,6 Hz, 1H), 6,14 (d, J =
18,8 Hz, 1H), 5,86 - 5,75 (m, 1H), 5,75 (dt, J= 15,3, 5,0 Hz, 1H), 5,67 (dt, J=15,3, 4,7
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Hz, 1H), 5,60 (dd, J= 52,0, 3,9 Hz. 1H), 5,48 (dd, J= 50,4, 3,9 Hz. 1H) 5,50 - 5,39 (m,
1H), 4,91 - 4,64 (m, 4H), 4,57 - 4,25 (m, 9H), 4,15 (d, J = 7,03 Hz, 1H), 4,11 (d, J =
7,03 Hz, 1H).

r
Budc G
fo) g's o) ('.-)'.oSeNHP
P 2)
E RD . . E ®D
/=N B2 NN e NO,  a) PhSH, trietylamin —N NESN s
O _N J | 1,4-dioxan o. N H |
WN\N\N)YKN o m | N N\/\/\N N N0
| — b) Me H —
S« NN Bz N=/ AT S NN N=/
O F ~Z O F ~~

- ?IF; 0 s P o
: 0 NH o) 1
NO, (107) “ (1a)

Bb sung thiophenol (0,88 mL, 8,55 mmol, 119 duong lugng) va trietylamin (0,88
mL, 6,31 mmol, 88 dwong lugng) vao dung dich chira Hop chit 107 (88 mg, 0,072
mmol, 1 duong lugng) trong 1,4-dioxan (1,76 ml). Hon hgp tao thanh duogc khudy &
nhiét dd méi truong. Sau khi phan img hoan thanh (dugc theo doi bang LC/MS, 13 gio),
metanol (5,28 ml) va amoni hydroxit 28% (3,52 ml) dwoc bd sung va hdn hop tao thanh
duoc gia nhiét dén 50°C. Sau khi phan img hoan thanh (dugc theo ddi bing LC/MS, 5
gi®), hdn hop nay duoc lam mét dén nhiét dd moi trudng xung quanh va huyén pht hoi
nau tao thanh dugc loc va dugc rua bé’mg nuée (15 ml). Chét loc nay dugc loc lai dé loai
6 cac chét bd sung. Cac chét loc cudi cing dugc chiét hai 14n bang hdn hop 1:1 chira
toluen va heptan (30 ml). Lép nudc duge co trong chan khong va sau d6 dugc téi tao
huyén pht trong nudc (6 ml). Chét rén tao thanh duoc loc ra va chét loc nay dugc cho
qua HPLC didu ché dé thu duoc mudi diamoni Hop chét 1 (con dugc goi 1a Hop chét
1a) (39 mg, 0,050 mmol, hi¢u suit 70%) dudi dang chit rin mau tring.
Hop chét la (SpRp, trans) 'HNMR (400 MHz, CD;OD) & = 9,05 (s, 1H), 8,33 (s, 1H),
8,25 (s, 1H), 8,12 (s, 1H), 6,34 (br s, 2H), 5,88 (br s, 2H), 5,66 (br d, J= 51,6 Hz, 1H),
5,59 (br d, J= 52,2 Hz, 1H) 5,01 (br s, 2H), 4,68 - 4,34 (m, 6H), 4,07 - 3,82 (m, 2H),
3,79 - 3,55 (m, 2H); *'P NMR (162 MHz, CD;0D) 6 = 55,48 (s, 1P), 55,16 (s, 1P).

Céc didu kién HPLC diéu ché ctia Hop chat 1a:

Trang thiét bi Agilent 1200/1260 AS/FC

Cot HPLC XBridge C18 nuéc, 10 x 100 mm, # 1413
Tdc do dong 3,0 ml/phut

Nhiét d6 cot 35°C
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pha dong A: NH4OH 0,1% trong nuée, B: NHsOH 0,1% trong axetonitril
Gradien (B%) 0—50

Thoi gian chay 20 phut

Thé tich tiém 50 ul (4 mg/ml trong nuéc)

Phat hién UV 260 nm

Thoi gian luu 6,5 phut

Vidu 1.1 -- Quy trinh tdng hop thay thé cho Hop chit 1a

Quy trinh tong hop thay thé cho Hop chét la duogc thé hién trén FIG. 2A va FIG. 2B,

ciing nhu trén FIG. 2C va dugc bio cdo dudi day.

Giai doan 1
NHBz Giai doan 1 NHBz
</N l N </N | =N
HO DMYCI DMTO
wN N/) (1,05 duong luong) WN N/J
_—
) pyridin (5 v) \_/
HO F 0°C dén Iﬁl}@t do HO c
trong phong
(129) (130)

Hop chét 129 (570 g, 1,53 mol, 1 khéi lugng, 1 the tich, 1 duong lugng) duge
hoa tan trong pyridin (2,85 L, 35,2 mol, 4,89 khdi lugng, 5,0 thé tich, 23 duong lugng).
Hon hop nay dugc lam mat dén 2,6°C va duoc xtr ly bang 4,4’-dimetoxytrityl clorua
(DMTCI; 543 g, 1,60 mol, 0,953 khéi lugng, 1,05 duong luong). Hén hop nay duoc
khudy & 0 dén 5°C trong 2 git va sau do dugc dé 4m dén nhiét d6 moi truong xung
quanh. Phan tmg nay dugc theo ddi bang LC/MS va su chuyén hoa hoan toan dugc xac
nhan sau khi khudy qua dém. Hon hop phan ng nay dugc lam mat dén dudi 5°C va
duoc ngung béng cach xur ly br:ng MeOH (124 ml, 3,05 mol, 0,172 khdi lugng, 0,217
thé tich, 2,0 duong lugng) trong 15 phut. Hon hop nay dugc dong bay hoi bang toluen
(2,00 L, 3,04 khéi luong, 3,51 thé tich) trong chan khong va sau d6 dugc pha lodng bang
hdn hop cta EtOAc (2,850 L, 4.5 khdi luong, 5,0 thé tich) va n-heptan (2,85 L, 3,42
khéi Iwong, 5,0 thé tich). Lép hitu co duoc rira bing NaHCO; bdo hoa (dung dich 9%
khéi lwgng trong nuéc; 2,0 L, 3,5 thé tich). EtOAc bo sung (2,85 L, 4.5 khéi luong, 5,0
thé tich) dugc bd sung dé hoa tan hoan toan san pham thd. Sau khi dugc khudy trong 5
phut, hai 16p nay dugc tach ra. Lop hitu co duoc rira bang nude (2,0 L, 3,5 khéi luong,
3.5 thé tich). Chat rén bét dau két tia tir tir ra khoi 16p hitu co. Lép nuée nay duoc tach.
Sau d6, 16p hitru co nay dugc co dén khoang 1 thé tich. San pham tho nay dugc tao huyén
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phu béng hdn hop chtra n-heptan (2,00 L, 2,40 khdi luong, 3,51 thé tich) va toluen (0,50
L, 0,76 khbi luong, 0,88 thé tich). Sau khi khudy trong 15 phut, chét rin mau vang nhat
dwoc thu gom bang cach loc trong chan khong. Banh loc nay dugc rua lién tiép bang:
(1) hén hop chira n-heptan (0,60 L, 0,72 khoi luong, 1,05 thé tich) va toluen (0,30 L,
0,46 khdi lugng, 0,53 thé tich), va sau d6 (2) n-heptan (3,00 L, 3,6 khéi lwong, 5,26 thé
tich). Chét rin nay duogc lam kho khong ding nhiét trong 30 phut va sau d6 dugc chuyén
sang cac khay d8 1am kho & 50°C trong 10 chan khong qua dém 8 thu dugce Hop chat
130 dudi dang chat rén mau vang nhat (996,7 g, 1,47 mol, 1,75 khdi luong, hiéu suit
97%).

I{{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,99 (s, 1H), 8,76 (s, 1H), 8,21 (s, 1H), 8,04
~8,00 (m, 2H), 7,64 - 7,59 (m, 1H), 7,57 - 7,50 (m, 2H), 7,41 - 7,36 (m, 2H), 7,32 - 7,15
(m, 7H), 6,83 - 6,76 (m, 4H), 6,31 (dd, J = 2,5, 17,0 Hz, 1H), 5,68 (ddd, J=2.3, 4.7,
52.7 Hz, 1H), 4,88 - 4,77 (m, 1H), 4,26 - 4,21 (m, 1H), 3,77 (s, 6H), 3,57 (dd, J = 3.1,
10,9 Hz, 1H), 3,43 (dd, J=4,1, 10,7 Hz, 1H), 2,60 (br s, 1H)

Giai doan 1’
NHBz Giai doan I’ NHBz
N AN N N ~ N
HO </ | ) TBDCI (1,1 dwong luong) TBSO </ | )
WN 7 imidazol (1,5 duong lugng) wN N
/ DMF (3-4 v), rt —
HO F HO  F
(129) (133)

Hop chit 129 (430 g, 1,15 mol, 1 khoi luong, 1 thé tich, 1 dwong lugng) va
imidazol (118 g, 1,73 mol, 0,274 khdi luong, 1,50 duong lugng) dugc hoa tan trong
DMF (1,72 L, 3,78 khéi lugng, 4,0 thé tich) va hon hop tao thanh duge lam mat dén
5°C. TBS-CI (191 g, 1,27 mol, 0,444 khéi luong, 1,10 duong lugng) duoc bd sung. Hon
hop nay dugc khudy tai 0 dén 11°C trong 2 gid, cho phép lam 4m tUr tir dén nhiét 4o moi
truong xung quanh (qua trinh nay dugc theo di bang LCMS). Phan tng nay dugc hoan
thanh trong 6 gio sau khi bd sung TBS-CI, nhung duge phép khudy & nhiét do moi
trudong xung quanh trong thém 20 gio. Hon hop nay dugc lam mat dén 2°C va duoc xir
Iy bing metanol (93 ml, 74 g, 2,3 mol, 0,17 khéi lwong, 0,22 khéi lugng, 2,0 duong
lugng) trong 10 phut. Hdn hop phan tmg dugc pha loang bang hén hop chira MTBE
(1,72 L, 1,23 kg, 2,96 khoi lugng, 4,0 thé tich) va EtOAc (1,72 L, 1,55 kg, 3,60 khéi
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lugng, 4,0 thé tich) tiép theo 12 NH4Cl bdo hoa (dung dich 28% khéi luong trong nudc;
2.15 L, 5,0 thé tich). Cac chét rdn bit dau roi tir tir ra khéi dung dich. Hdn hop nay dugc
d& &m dén 24°C va nuée (1,08 L, 1,08 kg, 2,5 khi lugng, 2,5 thé tich) duge bd sung
vao (T bén trong = 22°C). Nhi2u chét rén hon bt dau két tiia khoi hdn hop nay. Nudce
bd sung (1,08 L, 1,08 kg, 2,5 khéi luong, 2,5 thé tich) va MTBE (1,40 L, 1,04 kg, 2.4
khdi luong, 3,3 thé tich) dugc bd sung vao hdn hop nay. Chét rén mau tréng nho dugce
thu gom bang cach loc trong chan khong. Binh phan tng duoc rira bang nude (320 ml,
0,74 thé tich) va sau d6 1a MTBE (1,80 L, 1,33 kg, 3,10 khéi luong, 4,19 thé tich) dé
chuyén chét rén con lai bit ky sang thiét bi loc. Banh loc nay duoc rira lién tiép bang:
(1) nuée (1,80 L, 1,80 kg, 4,2 khéi luong, 4,2 thé tich), (2) nude (1,80 L, 1,80 kg, 4.2
khéi lugng, 4,2 thé tich), (3) hdn hop chira MTBE (0,90 L, 0,67 kg, 1,5 khéi lugng, 2,1
thé tich) va n-heptan(0,90 L, 0,62 kg, 1,4 khoi luong, 2,1 thé tich), (4) hdn hop chua
MTBE (0,90 L, 0,67 kg, 1,5 khéi luong, 2,1 thé tich) va n-heptan (0,90 L, 0,62 ke, 1,4
khéi Iuong, 2,1 thé tich). Chét rin duoc thu hdi duge 1am kho trong chén khong & 40°C
trong 2 ngay d8 thu duoc Hop chat 133 dudi dang chét rin mau tring (483 g, 0,991 mol,
1,12 khéi lwong, hidu suét 86%).

I NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,97 (s, 1H), 8,82 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 8,04
_8,00 (m, 2H), 7,64 - 7,58 (m, 1H), 7,56 - 7,51 (m, 2H), 6.40 (dd, /=23, 16,0 Hz, 11),
5.45 (ddd, J=2,7, 4,3, 53,1 Hz, 1H), 4,75 - 4,66 (m, 1H), 4,22 - 4,17 (m, 1H), 4,07 (dd,
J=23,11,7 Hz, 1H), 3,91 (dd, J = 2,7, 11,7 Hz, 1H), 2,38 (dd, J = 2.7, 7,0 Hz, 1H),
0,92 (s, 9H), 0,11 (s, 3H), 0,11 (s, 31D).

Giai doan 2
NHBz Giai doan 2 NHBz
N N N
DMTO ¢ | ) TBS-CI (1,4-1,6 duong luong) ~ DMTO ¢ P
o N N imidazol (2,5 duong lugng) o N N
\_/ DMF (3-3,5 ) \_/
N “ nhiét do trong phong S “
HO F dén 40°C TBSO F
(130) (131)

Hop chét 130 (993 g, 1,47 mol, 1 khoi luong, 1 thé tich, 1 duong lugng) va
imidazol (150 g, 2,20 mol, 0,151 khdi luong, 1,5 duong luong) dugc hoa tan trong DMF
(3,48 L, 3,28 kg, 3,3 khdi luong, 3,5 thé tich) va hén hop nay duge lam mét dén 5°C.
TBS-CI (244 g, 1,62 mol, 0,245 khéi lugng, 1,10 duong lugng) duge bd sung. Hon hop
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phan Gng dugc khudy & 0 dén 5°C trong 2 gi0, dugc dé Am tir tir dén nhiét o moi trudng
xung quanh va duoc theo ddi bang LCMS. Sau 17 gid, imidazol bd sung (100 g, 1,47
mol, 0,10 khéi Ivong, 1,0 dwong lugng) va TBS-CI (111 g, 735 mmol, 0,112 khéi lugng,
0,50 duong lugng) duogc bd sung va duge tiép tuc khudy & nhiét 40 moi truong xung
quanh trong 2 gid va tai 35°C trong 2 gio. Hon hop tao thanh nay dugc 1am mat dén
13,6°C va dugc xtr ly biang MeOH (119 ml, 2,94 mol, 2 duong lugng) trong 10 phut.
Trong binh phan Gng phén tach dugc bd sung da (5 kg, 5 khéi lugng) va NH4Cl bdo hoa
(dung dich 28% khéi lugng trong nude; 5,0 L, 5 thé tich). Hon hop phan tng nay dugc
bd sung vao hdn hop da/NH4Cl. Chét rin mau tring nho bat dAu két tua khoi dung dich
ngay lap tirc. 2kg da bd sung (2 kg, 2 khéi lugng) va nuée (3,0 L, 3 thé tich) duoc bd
sung vao hdn hgp nay. Binh phan Gng duge rioa bang nuée (0,50 L, 0,5 thé tich) va chat
tay ria dugc bd sung vao hdon hop. n-heptan (2,00 L, 2 thé tich) duoc b sung vao hén
hop va tiép tuc khiy trong 10 phit. Chét rén mau tring nho dugc thu gom bang cach loc
trong chan khong. Banh loc nay duoc rira bang: (1) nuée (4,0 L, 4,0 thé tich), (2) nudc
(4,0 L, 4,0 thé tich), (3) n-heptan (4,0 L, 4,0 thé tich), (4) n-heptan (4,0 L, 4.0 thé tich).
Chét rin duoc thu hdi duoc 1am kho trong chén khong tai 45°C trong 4 ngay dé thu dugc
Hop chat 131 du6i dang chét rdn mau tring nho (1,095 kg, 1,39 mol, 1,10 khéi luong,
hiéu suit 94%).

'T{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 9,09 (s, 1H), 8,78 (s, 1H), 8,28 (s, 1H), 8,02
(d, J= 7,4 Hz, 2H), 7,63 - 7,59 (m, 1H), 7,55 - 7,50 (m, 2H), 7,37 (d, J = 7.1 Hz, 2H),
7.29 - 7.17 (m, TH), 6,79 (d, J="7,9 Hz, 4H), 6,29 (dd, J=2,9, 16,2 Hz, 1H), 5,60 (ddd.
J=27.3.9,53,1 Hz, 1H), 4,78 (ddd, J = 4. 7, 6,4, 15,8 Hz, 1H), 4,26 - 4,22 (m, 1H),
3,77 (s, 6H), 3,58 (dd, J = 3,1, 10,9 Hz, 1H), 3,26 (dd, J = 3,7, 10,7 Hz, 1H), 0,85 (s,
9H), 0,10 (s, 3H), 0,02 (s, 3H)

Giai doan 3
Giai doan 3
L CNGF N
NHBz HO Ao NBz
/N SN trans-2-buten-1,4-diol (3 duong luong) /N I SN
omro < ML DIAD (1,6 duong luone) omro < L

k\(ﬁjﬁ N PhsP (1,6 duong luong) k\(fjf N
THH (10 v)-toluen (15 v) /
- 0°C dén nhiét o trong phong

TBSO F 8BS0 F

(131) (132)
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Hop chét 131 (1000 g, 1,27 mol, 1 khéi lugng, 1 thé tich, 1 duong lwong) va
trans-2-buten-1,4-diol (olefin hinh hoc dugc xac nhan bang 'H-NMR; 335 g, 3,80 mol.
0.335 khéi luong, 3,0 duong luong) duge dun ddng soi hai lan bang THF (3,0 L, 3,0 thé
tich). Phan can dugc hoa tan trong hdn hop chira THF (10 L, 10 thé tich) va toluen (15
L, 15 thé tich). Triphenylphosphin (432 g, 1,65 mol, 0,432 khoi lugng, 1,3 dwong lugng)
duoc bd sung va sau d6 hdn hop phan tmg nay dugc lam mét dén -5°C. DIAD (0,320 L,
1,65 mol, 333 g, 0,333 khéi lugng, 0,320 thé tich, 1,3 duong lugng) dugc bd sung tir tir
trong 20 phut trong khi gitt nhi¢t do bén trong duéi 5°C. Phan Gng nay dugc khudy ¢ 0
dén 5°C trong 1 gid va dugce theo doi bang LCMS. Bé da dugc loai bo va hdn hop nay
dwoc dé A4m dén nhiét do trong phong. Sau khi khudy qua dém (17 gio),
triphenylphosphin (83 g, 0,32 mol, 0,083 khéi lugng, 0,25 duong lugng) va DIAD (62
ml, 0,32 mol, 64 g, 0,064 khdi luong, 0,062 thé tich, 0,25 duong lugng) dugc bd sung.
Sau khi thém 1 gi¢ ¢ nhiét d¢ trong phong, hdn hgp phan tmg duoc loc bang MTBE (10
L, 10 thé tich), dugc rira hai 14n bang NaCl ban bao hoa (dung dich 18% khéi luong
trong nudc; 2 x 4L) va dugc cd trong chan khong thanh diu dic. Hon hop nay dugc tai
hoa tan trong hén hgp chita MTBE (4,00 L, 4 thé tich) va n-heptan (0,50 L, 0,5 thé tich)
va sau d6 dugc lam mat dén 0°C. Tinh thé hat cua triphenylphosphin oxit dugc bd sung
vao dung dich. Cac chét rén bét dau két taa tr tir ra khoi dung dich va duge khudy qua
dém. Chit rén mau tring nay dugc thu gom bang cach loc trong chan khong va dugc
rira bing MTBE (2 L, 2 thé tich) dé tach 540 g triphenylphosphin oxit. Chét loc nay
duoc ¢d va dugc tinh ché qua Biotage 150L KP-Sil (SiO2 5 kg; duoc Xt 1y so bd bang
TEA 1% trong Hep/etOAc; cac dung moi rura giai: heptan/EtOAc (48 L chia EtOAc
33% véi TEA 1%, 24 L chita EtOAc 50% v6i TEA 1%, 24 L chira EtOAc 66% voi TEA
1%) — EtOAc 100% v6i TEA 1%). Cot duge theo doi bang TLC (2:1 EtOAc/n-heptan).
Céac phan doan san pham sach dugc két hop va dugc ¢ trong chan khong dé thu duogc
Hop chét 132 dudi dang chét rin bot mau trang nhat (634 g, chira 14% khdi luong dong
san phém thu duogc tie DIAD, khéi luong tinh 545 g, 0,63 mol, hiéu suét duogc diéu chinh
50%). Cac phan doan hén hop dugc két hop va duge co trong chan khong dé thu duoc
chét rén bot mau vang nhat (750 g), ma dugc dua vao qua trinh téi tinh ché qua Biotage
150M HP-Sphere (2,5 kg SiO»; duge xtt Iy so bd bang TEA 1% trong Hep/EtOAc; mau
dwoc tai bang toluen, cac dung moi ria giai: Hep/EtOAc/TEA 1% (12 L chira EtOAc
50% v&i TEA 1%, 16L EtOAc 66% voi TEA 1%) — EtOAc voi TEA 1%). Cot duoc
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theo i bing TLC (2/1/0,03 EtOAc/n-hep/TEA). Cac phan phén doan san pham sach
duoc két hop va dugce co trong chan khong 8 thu duoc Hop chét 132 bd sung dudi dang
chét rdn bot mau tréng nhat (206 g, 0,24 mol, hi€u suét 18%).

'{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,58 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 7,43 - 7,37 (m,
2M1), 7,32 - 7,28 (m, 2H), 7,24 - 7,15 (m, 8H), 7,03 - 6,98 (m, 2H), 6,78 - 6,73 (m, 4H),
6.18 (dd, J= 2,7, 17,2 Hz, 1H), 5,88 (td, J = 5,5, 15,6 Hz, 1H), 5,77 (td, J = 5,1, 15,6
Hz, 1H), 5,60 (ddd, J = 2,7, 4,3, 53,1 Hz, 1H), 5,03 - 4,96 (m, 2H), 4,91 (ddd, /= 4.5,
6.6, 16.6 Hz, 1H), 4,18 - 4,14 (m, 1H), 3,88 - 3,82 (m, 2H), 3,78 (s, 6H), 3,52 (dd, J =
2.7.10.9 Hz, 1H), 3,14 (dd, J = 3,5, 10,9 Hz, 1H), 0,85 (s, 9H), 0,10 (s, 3H), 0,01 (s,
3H).

Giai doan 4
HO o™ ..
NBz NHBz Giai doan 4
N N N
oo ¢ B mso ¢ ) DIAD (1,25 duong luong) 15 F, OTBS
ﬁN N Y_\/N N (1 30 duong luong) v :)N\(ﬁz &
/ (- THF (12 v)
TBSO F HO F 0°C dén nhiét do ODMT
trong phon
(132) (133) gpione (134)
(1 dwong lwong) (1,5 dwong lweng)

Hop chéit 132 (800 g, 0,930 mol, 1 khéi lwong, 1 thé tich, 1 duong luong) va Hop
chat 133 (522 g, 1,07 mol, 0,652 khdi luong, 1,15 duong lugng) dugc lam kho ddng soi
béng THF 2x3L,2x3.,8 thé tich) va dugc tai hoa tan trong THF (9,60 L, 8,45 kg,
12,0 thé tich) & nhiét do trong phong. Triphenylphosphin (317 g, 1,21 mol, 0,396 khéi
luong, 1,30 duong lugng) duge bd sung va hdn hop nay dugc 1am mat dudi - 5°C. DIAD
(226 ml, 1,16 mol, 235 g, 0,294 khoi lugng, 0,283 thé tich, 1,25 duong lwong) duge bd
sung nhiét ¢ bén trong dudi 7°C. Hon hop phan tng nay duge dé Am tir tir #én nhiét do
trong phong. Phan tng dugc theo doi bang LCMS. Sau 21 gio, hdn hop phén ung duge
c¢d trong chan khong thanh dau dic, duoc dun déng sO1 béng n-heptan (2,00, 1,37 kg,
1,71 khéi lwong, 2,50 thé tich) va sau d6 duoc tai hoa tan trong hén hop chita MTBE
(2,40 L, 1,78 kg, 2,2 khéi lugng, 3,0 thé tich) va n-heptan (800 ml, 547 g, 0,68 khdi
lugng, 1,0 thé tich). Hon hgp nay dugc tao mam két tinh bang triphenylphosphin oxit
va duoc lam mat dén 5°C, duogc hoa tan béng n-heptan (400 ml, 274 g, 0,34 khéi luogng,
0,50 thé tich) va dugc khudy tai 5°C trong 30 phut. Chét két tia rén mau trang dugc thu
gom bang cach loc trong chan khong va dugc rira bang hon hop 2:1 (thé tich/thé tich)
ctia MTBE va n-Heptan (1,8 L) dé thu duoc triphenylphosohin oxit (455 g). Chét loc
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duoc cb trong chin khong va dugc tinh ché qua Biotage 150 L KP-Sil (SiO2 5 kg; duoc
Xt 1y so bo bang TEA 1%; mAu duoc tai bing cach hoa tan trong toluen cac dung moi
rira giai: 9:1 heptan/EtOAc (16 L) va 15 TEA, 3,6:1 (46L),2:1 (20 L) va TEA 1%, 1:1
(30 L) va TEA 1%, va EtOAc 100% (16 L) va TEA 1%). Céc phan phéan doan san pham
sach dugc két hop nay dugc cd trong chan khong 8 thu duoc Hop chat 134 dudi dang
bot rin mau tring nhd (662,2 g). Cac phan doan hdn hgp duogc két hop va dugc co trong
chan khong (480 g). Chét rén khong hoa tan mau tring dugc tao thanh béi sy pha loang
v6i toluen (300 ml) trude khi tai trén Biotage 150L dugc loai bo bang cach loc trong
chan khong. Nguyén liéu hoa tan trong toluen dugc tinh ché qua Biotage 150M HP-
Sphere (SiO; 2,5 kg (dugc xu Iy so bd bang TEA 1%); tai mAu bang toluen; cac chét rira
giai: 2:1 heptan/EtOAc (26 L) khdi luong/ TEA 1%, 1:1 (25 L) khéi lugng/ TEA 1%,
1:4 (34 L) khéi luong/ TEA 1%). Cot duge theo doi bang TLC (1:1 heptan/EtOAc). Cac
phan phan doan san pham sach két hop dugc co trong chan khong 8 thu duge Hop chit
134 bd sung duéi dang bot rin mau tring nho (165,5 g. Tong cong 662,2+165,5 g =
827,7 g, 930 mmol, 1,03 khéi lugng, hi¢u suat 67%).

'{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,47 (s, 1H), 8,39 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 8,01
(s, 1H), 7,38 - 7,31 (m, 5H), 7,27 - 7,19 (m, 6H), 7,14 - 7,06 (m, 3H), 6,93 - 6,87 (m,
2H), 6,76 (d, J = 8,6 Hz, 411), 6,26 (dd, J= 2,0, 16,0 Hz, 1H), 6,15 (dd, J=2,7, 17,2 Hz,
1H), 5,86 (dd, J=4,7, 15,2 Hz, 1H), 5,80 (dd, J=4,7, 15,2 Hz, 1H), 5,51 (ddd, /= 2.7,
43, 52,8 Hz, 1H), 5,31 (ddd, J=2,0, 4,3, 52,8 Hz, 1H), 4,87 (d, J= 4,7 Hz, 2H), 4,85 -
4.81 (m, 1H), 4,79 (d, J = 4,3 Hz, 2H), 4,71 - 4,59 (m, 1H), 4,20 - 4,13 (m, 2H), 4,06
(dd, J=2.7, 11,3 Hz, 1H), 3,90 (dd, J = 2,7, 11,7 Hz, 1H), 3,77 (s, 6H), 3,52 (dd, J =
3.1, 10,9 Hz, 1H), 3,18 (dd, J = 3,9, 10,9 Hz, 1H), 0,92 (s, 9H), 0,84 (s, 9H), 0,10 (s,
3H), 0,09 (s, 6H), 0,07 (s, 3H)

Giai doan 5-6
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Giai doan 5
TBSO /=N NN F,,,‘ \\\OTBS (Ph0),P=0 (2,1 duong luong) g0 N 3
O. _N Bz | pyridin (3 v) o. N |
SU S : I SN\
] N o ' | N o
. Ne N Bz \=/ oowr M d6 NaHCOs 7 Bz =/
Ho F nude o F

(134)

iai E, OTBS
Giai doan 6 g0 N b NIAN R
CLCHCO:H (3 duong lrgng) %TNW)\(N\N\NJ\%\N’O\
nude (10 duong lugng) / | Bz —/ 0

O¢ "F NN N OH

DCM (15 v) _
. 0=PH
nhiét d trong phong |
OH (136)

Bb sung diphenyl phosphit (90 ml, 109 g, 0,46 mol, 0,26 khdi luong, 0,22 thé
tich, 1,5 duong lwgng) vao dung dich chira Hop chit 134 (410,7 g, 309 mmol, 1 khéi
lwgng, 1 thé tich, 1 duong lugng) trong pyridin (1,23 L, 1,21 kg, 15,2 mol, 2.9 khéi
lugng, 3,0 thé tich, 49 duong lugng). Hon hop phan tng duoc khudy & nhiét do trong
phong va dugc theo ddi bang LCMS. Sau 2 gi¢ (chuyén hoa 80%) diphenyl phosphit bd
sung (29,9 ml, 36,2 g, 155 mmol, 0,088 khéi lugng, 0,073 thé tich, 0,50 duong lugng)
dwoc bd sung. Sau khi thém 1 gio diphenyl phosphit bd sung (6,0 ml, 7,2 g, 31 mmol,
0,018 khéi lugng, 0,015 thé tich, 0,10 duong lugng) duoc bd sung va phan ung duoc
tiép tuc trong 0,5 gid nita (chuyén hoa 98%). Hon hop phéan tng duoc bd sung vao hon
hop chita NaHCOs bio hoa (dung dich 9% khdi lugng trong nuéc; 2,1 L, 5 thé tich) va
nuée (1,0 L ml, 2,5 thé tich) trong khi giit nhiét do bén trong tir 4,7 dén 12°C. Binh phan
ung dugc rua bang thé tich nhé cua EtOAc. Tiép tuc khudy & nhiét d0 trong phong trong
30 phut va duge theo ddi phan Gng bang LCMS (chuyén hoa 100%). Hon hop phan Gng
dugc chiét hai 14n bing hdn hop 1:1 chita EtOAc va MTBE (2x 8,21, 2x 20 thé tich).
Céc 16p hitu co két hop duoc rira bang nuéc (4,1 L, 10 thé tich), dugc ¢ trong chan
khong va dugce dun déng so1 b%mg toluen 3x 4,1 L,3x10 thé tich; cép lién tuc) dé loai
bd pyridin 8 thu duge Hop chat 135 (0,55 duong lugng pyridin con lai).

Giai doan 6 - Hop chét 135 thd duogc hoa tan trong diclorometan (3,08 L, 4,07
ke, 9,9 khéi luong, 7,5 thé tich) & nhiét do moi trudong xung quanh. Nude (55,7 ml,
0,136 thé tich, 10 duong lugng) dugc b sung, tiép theo la dung dich chura axit
dicloroaxetic (77 ml, 120 g, 0,93 mol, 0,29 khdi lwong, 0,19 thé tich, 3,0 duong lugng)
trong DCM (3,08 L, 7,5 thé tich) trong khi giit nhigt do bén trong duéi 25°C. (Chuyén
thanh dung dich mau cam). Sau 30 phat, trietylsilan (Et3SiH; 494 ml, 359 g, 3,09 mol,
0,875 khoi lugng, 1,20 thé tich, 10,0 duong lugng) (Nhi€t do bén trong di tir 18,2°C dén
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17°C) duoc bd sung va tiép tuc khudy trong 20 phut. Trietylamin (431 ml, 313 g, 3,09
mol, 0,762 khdi luong, 1,05 thé tich, 10,0 duong lugng) dugc bd sung (Nhiét do bén
trong di tir 17,8°C dén 22°C). Hon hop duogc cd thanh 1,55 kg (3.8 khéi lugng), duge
tai hoa tan trong EtOAc (6,2L, 5,5 kg, 14 khoi lugng, 15 thé tich), dugc rira lién tiép
bing: (1) nuée (1,0 L, 2,5 thé tich) va NaHCO3 bao hoa (dung dich 9% khéi luong trong
nuéce, 0,82 L, 2,0 thé tich). Dung dich EtOAc san phém thd dugce bao quan ¢ -20°C qua
dém.; 0,82 L, 2,0 thé tich) va vao ngay tiép theo, dung dich dugc c6 trong chan khong
& 25°C. Do d6, hdn hop tho thu duge (654 g) dugc tan nho bang: (1) n-heptan (3,01 L,
7.5 thé tich), (2) hén hop chira n-heptan (2,46 L,6,0 thé tich) va toluen (0,82 L, 2,0 thé
tich). Phan dung dich (dich ndi) dugc gan ra va chit rdn con lai & day dugc hoa tan trong
axetonitril (4,1 L, 10 thé tich). Hon hop dugc ¢ trong chan khong ¢ 25°C va dugc dun
ddng soi bang axetonitril hai 1An dé thu dugc Hop chit 136. San pham nay dugc sir dung

cho giai doan tiép theo ma khong tinh ché (gia dinh hiéu suét Iy thuyet 100%).

Giai doan 7
Giai doan
a o‘P’gm
%/\/6
F, OTBS DMOCP (1,8 duong luong £ OTBS
™80 =N a N|/§N — EtN (3 duo’ngluong)n TBSO N g N|/§N IR
%NWNNNJ\%\ & - %NWNNNJ\%\
NN b2 = O Y, pyridin(40V) Ag! N Yoo
o F nhiét do trong phong o F
O=RH sau d6 nudc HP o
OoH (136) (18 duong luong) 0 (137)
dr 3-4:1
Giai doan 7b £ oTes
lwu huynh (3,5 dwong lugng) TBSO o N/=N Bz Nl&N a—
Et:N (3 duong luong) v W)\WN\/\/\N)\/\N o
mot ndi o % NN 5 n=/ + (240) (ddng phan R)
' 0.4 !
® 8e® .
EtaH (138) (déng phan S)

Giai doan 7a: Hop chat 136 (337 g, 309 mmol, 1 khéi lugng, 1 thé tich, 1 duong
lugng) dugc hoa tan trong pyridin khan (13,5 L, 13,2 kg, 39 khdi luong, 40 thé tich) &
nhiét do trong phong. Trietylamin (129 ml, 927 mmol, 94 g, 0,28 khéi luong, 0,38 thé
tich, 3,0 duong luong) dugc bd sung, tiép theo 1a 2-cloro-5,5-dimetyl-1,3,2-
dioxaphosphinan 2-oxit (DMOCP; 103 g, 556 mmol, 0,31 khoi lugng, 1,80 duong
Jugng). Hon hop tao thanh dugc khudy & nhiét @ moi truong xung quanh trong 30 phut
va duoc theo d5i bing LCMS (chuyén héa 100%) dé tao thanh Hop chét 137.

Giai doan 7b: TEA (129 ml, 927 mmol, 94 g, 0,28 khéi luong, 0,38 thé tich, 3,0
duong lugng), nude (100 ml, 5,56 mol, 0,30 khdi luong, 0,30 khdi luong, 18 duong
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luong) va luu huynh (34,7 g, 1,08 mol, 0,10 khdi luong, 3,5 duong lugng) dugc bd sung
vio hén hop néu trén cla Hop chat 137. Sau 90 phut (chuyén hoa 100%), NaHCOs
(dung dich 9% khdi luong trong nuéc; 3,37 L, 10 thé tich) dugc bd sung trong khi gitr
nhidt d6 bén trong dudi 30°C (16,6°C dén 27°C). Hon hop tao thanh duge loc dé loai
b6 cac mudi. Chét loc duge ¢d hdn hop nay trong chan khong, dugc hoa tan bang MTBE
(5,1 L, 15 thé tich), va rira hai l4n bing NaCl (dung dich 30% khéi legng trong nuéce; 2
x135L,2x4 thé tich). Cac chit rdn khong hoa tan dugc loc ra va chét loc duoc co
trong chan khong va dugc dun ddng soi bang toluen (4,0 L, 12 thé tich). Chét tao thanh
duogc loai bo béng cach loc va hdn hgp tho nay dugc hoa tan trong toluen va dugc tinh
ché qua Biotage 150L KP-Sil (SiO2 5 kg; duge xit Iy so bo bang Hep/EtOAc/TEA
(1,5/1,5/0,03 CV); duoc ria giai bang: EtOAC/TEA (3/0,03 CV), EtOAc/MeOH/TEA
(4/0,2/0,04 CV), EtOAC/MeOH/TEA (2/0,2/0,02CV) Cot duge theo doi bang TLC
(EtOAC/MeOH/TEA=9/1/0,1). C4c phén doan chtra ddng phan Sp dugc két hop va dugc
co trong chan khong dé thu dwoc Hop chat 138 dudi dang chét rén bot mau hong nhat
(chét déng phan Sp; 154 g, 128 mmol, 0,46 khdi lugng, hiéu suét 41,3%). C4c phan doan
chtra ddng phan Rp dugc két hop va duge co trong chan khong d thu duoc Hop chat |
240 du6i dang chét rin bot mau hong nhat (chdt dong phan Rp; 64 g, 53 mmol, 0,19
khéi lugng, hiéu suét 17%).

Hop chét 138 (chit ddng phan Sp):

'{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 8,51 (s, 1H), 8,50 (s, 1H), 8,22 (s, 1H), 8,14
(s. 1H), 7,49 — 7,44 (m, 2H), 7,38 - 7.27 (m, 4H), 7,25 - 721 (m, 2H), 7,14 (& /= 7.1
Hz, 2H), 6,44 (dd, J = 2,5, 13,9 Hz, 1H), 6,18 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 5,78 (td, /= 6.3,
15,6 Hz, 1H), 5,69 (td, J=4.7, 15,6 Hz, 1H), 5,56 (dd, /= 3,9, 50,8 Hz, 1H), 5,20 - 5,06
(m, 1H), 4,95 - 4,79 (m, 4H), 4,69 (dd, J= 4.3, 16,0 Hz, 1H), 454 - 4,38 (m, 3H), 4.35
(d, J =55 Hz, 1H), 4,32 - 4,29 (m, 1H), 4,05 (dd, J = 1,6, 11,7 Hz, 1H), 3,91 (dd. /=
3.1, 11,7 Hz, 1H), 3,14 - 3,06 (m, 6H), 1,30 (t. J = 7.4 Hz, 9H), 0,91 (s, 9H), 0,90 (s,
OH), 0,12 (s, 3H), 0,08 (s, 3H), 0,06 (s, 3H), 0,05 (s, 3H)

Hop chit 240 (chét ddng phan Rp):

I NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 8,54 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 8,33 (s, 1H), 8,01
(s. 1H), 7,39 - 7,09 (m, 10H), 6,39 (dd, J=2.3, 14,1 Hz, 1H), 6,13 (d, /= 17.2 Hz, 1H),
572 (d, J=3,1 Hz, 2H), 5,68 (dd, J= 4.3, 51,2 Hz, 1H), 5,43 - 5,29 (m, 1H), 5,10 - 4,96
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(m, 3H), 4,90 - 4,83 (m, 2H), 4,78 - 4,72 (m, 1H), 4,52 (ddd, J=3.9, 6,6, 17,2 Hz, 1H),
4,44 — 435 (m, 2H), 4,31 - 4,26 (m, 1H), 4,20 — 4,12 (m, 2H), 3,87 (dd, /= 3,5, 11,7
Hz, 1H), 3,79 - 3,77 (m, 1H), 3,15 - 3,09 (m, 6H), 1,33 (t, J= 7.4 Hz, 9H), 0,94 (s, 9H),
0,89 (s, 9H), 0,13 (s, 3H), 0,12 (s, 3H), 0,10 (s, 3H), 0,09 (s, 3H)

Giai doan &

Giai doan 8

N

. F, OTBS  EtN3HF

_ FE, OH
TBSO — YO ™\
o YN NN (9 duong lugng) XJ, \)\/ S~y /R/\
k(_j, j)\( \/\/\N)\(KN o R / ! Bz (0]
B TEA-pyridin g

(5:1) ® S"P o}
s0 EtNH &

" e 139
EtaNH (138) ( )

Hop chét 138 (221 g, 183 mmol, 1 khdi lugng, 1 thé tich, 1 duong lugng) dugc
hoa tan trong hdn hop chira pyridin (530 ml, 6,56 mol, 519 g, 2,3 khéi lugng, 2,4 thé
tich) va TEA (2,65 L, 19,0 mol, 1,93 kg, 8,7 khoi luong, 12 thé tich, 104 du’(mg lugng).
Trietylamin trihydroflorua (264 ml, 1,62 mol, 262 g, 1,2 khoi luong, 1,2 thé tich, 8,9
duong luong dudi dang phirc hop, 27 dwong luong HF) duge bd sung va hdn hop nay
dugc khudy & nhiét d trong phong trong khi sy chuyén hoa dugc theo doi bing LCMS.
Sau 3 gio (chuyén héa 97%), metoxytrimetylsilan (TMSOMe; 1,40 L, 10,2 mol, 1,06
kg, 4,8 khéi luong, 6,3 thé tich, 55 duong luong) duoc bd sung va tiép tuc khudy trong
30 phut. Chét rén dinh phu binh phan tng. Phan dung dich (dich ndi) dugc gan ra. Chat
rén dugc tan nhd hai lan béng toluen 2x2,2L,2x 10 thé tich; dich ndi dugc gan ra).
Chét rén tho con lai trong binh phén tmg dugc hoa tan trong diclorometan (2,2 L, 10 thé
tich) va dugc rira bang NH4Cl (dung dich 28% khdi lugng trong nude; 2,2 L, 10 thé
tich). Lép nudc duge chiét nguoc bang diclorometan (2,2 L, 10 thé tich). C4c 16p hitu
co két hop duoc ria bang hdn hop chira NaCl (dung dich 36% khdi luong trong nudc;
I,LIL,S thé tich) va nuée (1,1 L, 5 thé tich), va sau d6 dugc co trong chan khong dé thu
duoc Hop chat 139 dudi dang bot khd mau nau (152 g, 155 mmol, 0,70 khéi lugng, hidu

suit 85%). San phim thd dugc dua vao budc tiép theo ma khong can tinh ché.

Giai doan 9

Giai doan 9

HO =N o N g | )
% N A N N N 2- mtrobenzyl bromit v %/ N N)\%\N o
), l Bz N= __/ (1,3 duong luong) luong) ON N Bz =/

axetonitril (7 v)
O nhiét do trong phong

(139)
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Hop chat 139 (150 g, 153 mmol, 1 khéi lugng, 1 thé tich, 1 duong lugng) dugc
dun ddng soi bang axetonitril (4 L, 27 thé tich) va sau d6 duoc tai hoa tan trong
axetonitril (1,05 L, 0,83 kg, 5.5 khdi luwong, 7,0 thé tich) & nhiét do trong phong. 2-
Nitrobenzyl bromua (44,4 g, 205 mmol, 0,30 khéi lwong, 1,34 duong lugng) duge bd
sung & nhiét do trong phong va phan ing dugc theo ddi bang LCMS. Sau 23 gid (chuyén
hoa 100%), EtOAc (1,50 L, 10 thé tich) , NH4Cl1 (dung dich 28% khdi lugng trong nudc;
300 ml, 2 thé tich) va nuéc (300 ml, 2 thé tich) duge bd sung (pH = 6) va hdn hop tao
thanh duoc ¢6 mot phan trong chan khong & 25°C dén khéi luong 1,11 kg. EtOAc (2,25
L, 15 thé tich) dugc bd sung va hdn hop nay duge khudy trong 5 phat. Hai 16p dugce tach
ra. Lép nuée dugc chiét bang etyl axetat (750 ml, 5 thé tich). Cac 16p hitu co két hop
duoc rira lién tiép bang: (1) hdn hop chira NaCl (dung dich 36% khdi lugng trong nudc;
300 ml, 2 thé tich) va nuée (300 ml, 2 thé tich) va (2) nude (600 ml, 4 thé tich). Lop
hitu co sau d6 dugc cb trong chan khong va dugc dun ddng soi bang n-heptan (1,50 L,
10 thé tich). MTBE (0,95 L, 6,3 thé tich) dugc bd sung vao chét rén tho va hdn hop nay
duoc gia nhiét & 40°C. Hon hop nay dugc hoa tan bang EtOAc (300 ml, 2 thé tich) va
dwoc lam mat tir tir dén 0°C. Chét rén ddc duge phép dé lang va dich ndi dugc bom khoi
qua éng thy tinh loc. Chit rin duoc rira hai 1an bing MTBE (2 x 300 ml, 2x 2 thé tich;
dich ndi dugc bom khoi qua 6ng thiy tinh loc mdi 14n) va duge 1am kho trong chén
khong & 40°C qua dém dé thu dugc Hop chét 140 dudi dang chét rin mau vang nhat
(156 g). Chét loc duge co trong chén khong thu duoc diu mau nau (17,8 g), ma dugc
dua vao qua trinh tinh ché qua Biotage Snap-Ultra 340 g (cac dung moi rira giai: MeOH
0 dén 5% trong FtOAc) dé thu dugc Hop chét 140 dudi dang chét rén mau vang nhat
(5,8 g). Tong cong 156 g+ 5,8 g=161,8 g (luong thuc 152 mmol, tinh khiét 95%, hiéu
suét 99%)

'{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 8,46 (s, 1H), 8,15 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 8,09
_ 8,06 (m, 1H), 7,89 (s, 1H), 7,54 - 7,51 (m, 1H), 7,49 - 7,45 (m, 4H), 7,37 - 7,28 (m,
3H), 7,24 - 7,19 (m, 3H), 7,16 - 7,11 (m, 2H), 6,22 (d, J = 16,8 Hz, 1H), 6,14 (dd, J =
27,172 Hz, 1H), 5,83 - 5,61 (m, 3H), 5,60 - 5,48 (m, 1H), 5,07 (dd, J=3,5, 51,6 Hz,
1H), 5,06 - 4,96 (m, 1H), 4,79 (dd, J=4,9, 15,8 Hz, 1H), 4,69 (d. /= 5.9 Hz, 2H), 4,67
- 4,56 (m, 1H), 4,48 - 4,40 (m, 3H), 4,37 — 4,30 (m, 1H), 4,27 (d, /= 5.9 Hz, 2H), 4,19
_4.13 (m, 1H), 3,93 - 3,85 (m, 1H), 3,85 - 3,78 (m, 1H)

Giai doan 10-11
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Giai doan 10
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p
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T oHaoN B0 Bz =/ ————— O $T NN N

mdt noi

b3 sung nguoe (143) (SR)
dr~5:1 (241) (SS)

Giai doan 10: Hop chét 140 (4o tinh khiét 95%, khodi luong thuc 73,2 g, 72,3
mmol, 1 khéi lugng, 1 thé tich, 1 duong lugng) va 2-xyanoetyl N,N,N’,N’-
tetraisopropylphosphorodiamidit (25,3 ml, 79,5 mmol, 0,33 khdi lwong, 0,35 thé tich,
1,10 duong lugng) dugc dun ddng soi bang axetonitril khan ba lan (3 x 2 L), dugc tai
hoa tan trong diclorometan (0,73 L, 10 thé tich) va dugc lam mat dén 0-5°C.
Diisopropylamoni tetrazolit (6,19 g, 36,1 mmol, 0,085 khéi lwgng, 0,50 duong lugng)
duoc bd sung. Hon hop phan tng tao thanh dugc khudy tai 0°C trong 10 gio, dugc lam
4m dén 10°C trong 2 gio, dugc giit tai 10°C trong 10 git va dugce lam Am dén nhiét do
trong phong trong 2 gio. Phan ung dugc theo doi bang LCMS va TLC (EtOAc v6i TEA
0,5%). Sau 18 gio, axetonitril khan (0,73 L, 10 thé tich) duoc bd sung va hdn hop nay
dugc bao quan & -20°C trong 3 ngay.

Giai doan 11a: Hon hop tir Giai doan 10 dugc lam 4m dén nhiét 40 moi trudng
xung quanh va dugc bd sung qua phéu nho giot theo phan (100 mL mdi 30 pht, trong
9 gi®) vao hdn hop chira mudi pyridin trifloroaxetat (dugc dun ddng soi trudc bang
pyridin hai lan; 41,9 g, 217 mmol, 0,57 khdi lwong, 3,0 duong luong) va axetonitril
(5,85 L, 80 thé tich). Phan ung nay dugc theo doi bing LCMS. Sau 13 gio, dung dich
chtra 2-xyanoetyl N,N,N’,N’—tetraisopropylphosphorodiamidit (5,8 mL, 18 mmol, 0,25
dwong luong) trong axetonitril (24 mL) dugc b sung trong 4 gio. Lugng chét phan tng
bd sung duge xac dinh trén Hop chét 140 con lai (~30% dya vao LCMS). Su chuyén

hoéa nhiéu hon cua diol dugc quan sat thdy sau 6 gio.

Giai doan 11b: ((Dimetylaminometyliden)amino)-3H-1,2,4-dithiazolin-3-thion
(DDTT; 20,8 g, 101 mmol, 0,28 khéi luong, 1,4 duong luong) duoc bd sung va tiép tuc
khudy trong 1 gio. Hdn hop phan (mg dugc c6 mot phan dén ~800 mL va dugc hoa tan
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béng MTBE (1,46 L, 20 thé tich), NaHCO; (dung dich 9% khéi lwong trong nude; 1,1
L, 15 thé tich) va nuéc (0,37 L, 5 thé tich). Do pH=8. Cic 16p dugc tach va l6p nude
duge chiét bing hdn hop chira MTBE (1,46 L, 20 thé tich) va EtOAc (1,10 L, 15 thé
tich). Céac l6p hitu co két hop dugc rira hai 14n bang 30% NaCl nuéc (2x 0,73 L, 2x 10
thé tich), dugc cd trong chan khong tai 35°C va dugc dun dong so6i bang toluen (1,46 L,
20 thé tich). LCMS va TLC (EtOAc) chi ra Hop chét 143 (SpRp, dugc mong mubn):
Hop chét 241 (SpSp) =5 : 1

San pham thd duge tinh ché qua Biotage 150M KP-Sil, (SiO2 2,5 kg; cac dung
méi rtra giai: EtOAc/Hep: 2:1 (4 CV), 3:1 (2,5 CV), 4:1 (2,5 CV), EA 100% (3 CV),
MeOH 5-10% trong EA 4 CV) dé thu duge Hop chét 143 (36 g, 31,5 mmol, hi¢u suit
44%).

Hop chét 143 (SpRp): 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) § = 8,59 (s, 1H),
8.10 (s, 1H), 8,03 - 7,99 (m, 1H), 7,91 (s, 1H), 7,56 - 7,53 (m, 2H), 7,49 - 7,40 (m, 5H),
7.35 - 7,28 (m, 2H), 7,24 - 7,16 (m, 4H), 6,92 (s, 1H), 6,29 (d, J = 14,9 Hz, 1H), 6,08
(d, J=20,7 Hz, 1H), 5,97 - 5,83 (m, 1H), 5,76 (td, /= 4,7, 15,6 Hz, 1H), 5,61 - 5,51 (m,
2H1), 5,40 (d, J= 4,3 Hz, 1H), 5,29 - 5,17 (m, 1H), 4,91 (dd, J= 7.4, 14,9 Hz, 1H), 4,86
_4.75 (m, 3H), 4,63 (dd, J=3.7, 9,2 Hz, 1H), 4,58 - 4,43 (m, 5H), 4,34 - 4,19 (m, 4H),
2,79 (td, J=5.9, 16,8 Hz, 1H), 2,66 (td, J= 6.3, 16,8 Hz, 1H).

Hop chét 241 (SpSp) 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,11 (s, 1H),
8,03 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,94 (s, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,61 (s, 1H), 7.56 - 7,40 (m, 7H),
733 -7.28 (m, 2H), 7,23 - 7,17 (m, 4H), 6,22 (d, /= 17,6 Hz, 1H), 6,15 (d, /= 18,8 Hz,
1H), 5,85 (dd, J= 3,5, 51,2 Hz, 1H), 5,75 - 5,45 (m, 5H), 4,95 - 4,23 (m, 14H), 2,82 (¢,
J=6,1 Hz, 2H).

Giai doan 12
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Hop chit 143 (71,6 g, 62,6mmol, 1 khdi lugng, 1 thé tich, 1 duong lugng) duoc
hoa tan trong 1,4-dioxan (0,43 L, 6 thé tich). Thiophenol (215 ml, 2,09 mol, 230 g, 3,2
khéi luong, 3 thé tich, >30 duong luong) dugc bd sung, tiép theo 12 trietylamin (215 ml,
1,54 mol, 156 g, 2,2 khdi luong, 3 thé tich). Mot sb su tda nhiét nhe dugce quan sat théy
(Nhiét d§ bén trong tang ~7°C), do do bé nuéc/da duge st dung dé 1am mat va kiém
so4t nhiét do bén trong dudi 27°C. Phan ung duoc theo doi bang LCMS. Sau 2 gio,
MeOH (0,57 L, 8 thé tich) va NH4OH (28% khéi lugng; 15 mol, 0,57 L, 8 thé tich, >200
duong luong) duoc bd sung. Hon hop tao thanh dwgc gia nhiét & 50°C trong 5 gio®, duoc
lam mat dén nhiét do trong phong va duoc khudy qua dém. Sau 14 gio, nude (0,72 L,
10 thé tich) dugc bd sung (khong quan sét thdy chét ran) va hon hop nay dugc chiét ba
lin bing hdn hop 1:1 (thé tich/thé tich) clia n-heptan va toluen (3 x 0,86 L, 3 x 12 thé
tich), tiép theo 1a bing toluen (0,57 L, 8 thé tich). Lop nude duge cd trong chan khong
tai 40-50°C va dugc hoa tan b?lng nude (1,07 L, 15 thé tich). Huyén phu tao thanh dugc
git qua dém & nhiét do trong phong. Chét rn tao thanh dugc loc ra, dugc rira bang nudc
(0,36 L, 5 thé tich). Chét loc van van duc va dugc loc qua giéy loc xelit va bd loc Kuno.
Do van duc van con. HCI (dung dich 1,0 M trong nuée; 132 ml, 132 mmol, 2,1 duong
luong) duge bd sung trong 1 gio va pH duge kiém tra (pH <2). Tiép tuc khudy & nhiét
dd trong phong trong 1 gio va hdn hop nay duge loc. Banh loc dugc rira bang nude (8 x
0,20 L), dugc lam khd trong 16 chén khong tai 35°C trong 2 ngay va khong nong trong
1 ngay dé thu duoc Hop chét 1 duéi dang chit rin mau cam nhat (44,88 g, 60,1 mmol,
0,63 khéi lugng, hidu suat 96%).
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(1) (axit tw do)

(1a) (muéi di-amoni)

B sung amoniac (dung dich 2,0M trong MeOH; 220 ml, 440 mmol, 10 thé tich,
15 dwong lwong) vao axit ty do 1a Hop chat 1 (22,42 g, 30,03 mmol, 1 khdi lugng, 1 thé
tich, 1 dwong lrong). EtOH (55 ml, 2,5 thé tich) duge bd sung va dung dich tao thanh
duoc loc qua bd loc Kuno (0,45 micro meét; PTFE), rira bang hdn hop 1:1 (thé tich/thé
tich) cia MeOH va EtOH (90 mL, 4 thé tich). Chét loc dugc cd trong chin khong &
30°C thu dugc chit rdn mau tréng nho, ma duge lam kho & nhiét do trong phong qua
dém, dugc nghién bang thia (dé v&) va dugc lam kho thém trong chan khong ¢ nhiét do
trong phong. Chét rin phan 1ap sau d6 duogc tao huyén phu trong toluen (250 ml) va
dwoc khudy & nhiét d trong phong trong 30 phit. Chét rén sau d6 dugc thu gom bang
cach loc trong chan khong va dugc rira bang toluen hai 14n (2 x 50 ml). Chét rén nay sau
d6 duoc 1am kho trong chén khong trong 10 chan khong dé thu dugc 22,4 g Hop chét 1a

(mudi di-amoni ciia Hop chat 1).

Qué trinh tai két tinh: Hop chat 1a (22,14 g, 28,36 mmol, 1 khéi lugng, 1 thé tich,
1 duong lugng) duoc hoa tan trong hdn hop chta nude (664 ml, 30 thé tich) va amoni
hydroxit (28% khédi luong; 2,5 ml, 18 mmol, 0,63 duong lugng) (pH = 9-10) va duoc
chiét bang toluen ba lan (3 x 300 ml, 3 x14 thé tich), EtOAc ba lan (3 x 200 ml, 3 x 9
thé tich) va toluen ba lan (3 x 300 ml, 3 x 14 thé tich). Lop nude tao thanh duge xu ly
béng HCI (dung dich 1,0 M trong nudc; 90 ml, 90 mmol, 3,2 duong lugng) trong khoang
thoi gian 3,5 gio (pH <2). Hon hop nay dugc khuy trong 30 phut va sau d6 chét két tia
rén duoc thu gom bang cach loc trong chan khong. Banh loc nay dugc rira bang nudc
balin (3x200ml, 3x9 thé tich) va dugc lam kho trong chén khong qua dém. Amoniac
(dung dich 2,0 M trong MeOH; 250 ml, 500 mmol, 17,6 duong luong) va etanol (100
ml) dugc bd sung vao chét rén va hdn hop tao thanh dugc co trong chén khong t6i khi
c4c tinh thé xuét hién (~100 ml), tai thoi gian d6 budc ¢ dugc ngiing va hdn hop duge
khudy trong 20 phut. Etanol (45 mL) dugc bd sung va hdn hop duge cd mot phan (45
mL dugc loai bod). Hoat dong nhu vay duoc 1ap lai thém hai 1an, va sau do hdn hop duge

]Jam mat dén 0°C va duoc khudy trong 3,5 gio. Chét rin mau tring dugc thu bang cach
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loc trong chin khong va dugc rira bang etanol mat (20 ml) tiép theo la etyl axetat (2 x
50 mL). Chét rin mau tring dugc lam kho trong chan khong & nhiét do trong phong
trong 3 ngay d8 thu duge Hop chit 1a dudi dang chét rin mau tring (16,6 g, 21,3 mmol,
0,75 khéi luong, hiéu suit 75%). Chat loc dugc cd trong chén khong va duoc lam kho
trong chan khong & nhiét do trong phong trong 3 ngay dé thu duoc Hop chét la dudi
dang chét rin mau tréng nho (4,16 g, 5,3 mmol, hi€u suét 18%).

Vi du 1.2 — Phan tich 'H NMR ctia Hop chét 1
Phé ky 'H NMR cua Hop chét 1a dugc thé hién trén FIG. 3. Quang phd thu dugc la:

Quang phd 'H-NMR (400MHz, DMSO-ds, du 2,49 ppm, 80°C)

8(ppm) : 3,05-3,13(4H, m), 3,70(1H, dd, J=13, 5 Hz), 3,78(1H, dd, J=12, 4Hz), 4,21-

4.24(2H, m), 4,28(1H, m), 4,38(1H, m), 4,53-4,68(2H, m), 5,22(1H, m), 5,76(2H, s).
578(1H, m), 6,26(1H, m), 6,29(1H, m), 8,13(1H, s), 8,14(1H, s), 8,36(1H, brs),
8,59(1H, brs).

Vi du 1.3 — Phan tich tia X ctia Hop chat 1

Khoang 2 mg Hop chét 1 duge hoa tan trong 600 uL chira nudc. 120 uL. chtira
dung dich nay dugc dat trong binh thuy tinh khéac va sau d6 binh nay dugc bao quan
trong vat chira ¢ dinh v6i 3 mL MeCN & nhiét d§ trong phong trong 1 tuan. Pay la
phuong phép khuéch tan bay hoi H:O/MeCN cua diéu ché mau.

Tinh thé don hinh khéi khong mau (0,1 x 0,1 x 0,1 mm) dugc tim thdy trong
dung dich két tinh duoc phan tin trong Parabar 10312 long va duoc gin trén Dual-
Thickness MicroMounts™ (MiTeGen). S6 liéu khuéch tan dugc thu thip ¢ -160°C trén
XtalLAB PRO P200 MMOO7HF (Rigaku) v6i phwong phép dao dong truc ® bang cach
str dung birc xa Cu-Ka monocrom hoa phan chiéu da 16p.

FIG. 4A thé hién hinh ORTEP cuia cac phan tit Hop chét 1 theo don vi khong a6i
xtmng, ciing v6i nhiéu phan tir nuée hon don. FIG. 4B thé hién céu truc tinh thé cta mot
trong s6 cac phan tir Hop chit 1 tir FIG. 4A. FIG. 4C thé hién cAu tric tinh thé cia phén
tir khéc ctia Hop chét 1 dugc thé hién trén FIG. 4A.

CAu trac tinh thé cua Hop chét 1 dugc hoa tan véi hé sé R cudi cung 1a 0,1354.
Tham sb Flack gan bang khong (0,083(17)), chira rang ciu hinh tuyét dbi cuia Hop chét
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114 (R, S). Phan tich chu trtc tinh thé cfing chi ra rang nhiéu phan tir nude c6 mit trong
kénh 16n ctia Hop chét 1, chi ra ring phan t& nuéc cling c6 thé dé dang truot ra khoi
kénh nay. Phén tich nay cling dugc khing dinh rdng hinh thé ctia ca hai phan tr doc lép

v& mit tinh thé hoc don vi bét d6i xang nay hau nhu gidng nhau.

Cé4c tham sd khac ctia phéan tich tia X dugc thé hién duéi day:

Nhiét do 113K

Budc song 1,54184 A

Heé tinh thé, Nhém khong gian DPon nghiéng, P2
Tham sb mang a=8,1584(3) A

b=35451(2) A
c=15,9146(6) A
B=91313(3)°

Thé tich 4601,7(4) A®
Gia tri Z, mét do dugc tinh 4,1,127 g/em®
Kich thuéc tinh thé 0,1 x 0,1 x 0,1 mm

Tong s6 cac phan xa/sb luong cac phan xa | 52006/17198 [R(cudng d)=0,0876]
don nhat

Tinh day du 92,2 %

Xéc dinh pha Cac phuong phép truc tiép (SHELXT Phién
ban 2014/5)

Phuong phép tinh ché Phuong phép binh thuong nho nhit ma tran
dAy du trén F?> (SHELXL Phién ban 2014/7)

S4 liéu/tham sb 17198/1116

Mirc t8t ctia chi bio phu hop 1,545

Céc sb du: R(I>20(D)) 0,1354

Céc s6 du: Rw 0,3886

Tham sb Flack 0,083(17)

Su khac biét dinh t0i da va téi thiéu 1,17 va—0,88 e /A’

Vi du 2 — Téng hop Hop chat 2

Hop chat 106 (chat dong phan RpRp cua Hop chit 105) thu dugc tr Vi du 1,
Budc E duoc xit Iy riéng ré& thong qua Vi du 1, Buée F va Vidu 1, Buéc G dé thu duoc
Hop chét 2a (chat ddng phan RR cua Hop chét 1a):
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Hop chét 108 (RpRp) 'H NMR (400 MHz, CDCly) é = 8,12 (dd, J =8.2, 0,8 Hz, 2H),
7.99 (s, 2H), 7,96 (s, 2H), 7,65 - 7,48 (m, 10H), 7,38 - 7,33 (m, 2H), 7,26 — 7,24 (m,
4H), 6,22 (d, ] = 17,6 Hz, 2H), 5,95 - 5,84 (m, 2H), 5,71 (dd, ] = 50,8, 3,9 Hz, 2H) 5,73
25,71 (m, 2H), , 4,88 - 4,77 (m, 4H), 4,59 - 4,38 (m, 8H), 4,19 (m, 2H).

Hop chét 2a (RpRp, trans) "H NMR (400 MHz, CD3;OD) = 8,70 (s, 1H), 8,49 (s, 1H),
8.23 (s, 1H), 8,09 (s, 1H), 6,34 (br s, 2H), 5,83 (br s, 2H), 5,73 - 5,53 (m, 2H), 5,38 -
5,01 (m, 2H), 4,76 — 4,32 (m, 6H), 3,95 (br s, 2H), 3,69 - 3,64 (m, 2H); 31p NMR (162
MHz, CD3;OD) 6= 55,57 (s, 1P), 55,32 (s, 1P).

Vi dy 2.1 — Phan tich tia X cia Hop chat 2

Hop chit 2 (0,5 mg) dugc can va dugc hoa tan trong dung dich
axetonitril/amoniac 28%. Sau d6, dung dich nay dugc bao quan ¢ nhiét do trong phong
v6i ndp day ¢d dinh 16ng 1€o. Sau 2 tuan, tinh thé dang hinh que xuét hién.

Tinh thé don hinh khéi khong mau (0,1 x 0,1 x 0,5 mm) dugc tim thy trong
dung dich két tinh dwoc phan tan trong Parabar 10312 long va dugc gén trén Dual-
Thickness MicroMounts™ (MiTeGen). S liéu khuéch tan dugce thu thap ¢ -160°C trén
XtaLLAB PRO P200 MMOO7HF (Rigaku) v6i phuong phéap dao dong truc © bang cach

stt dung burc xa Cu-Ko monocrom héa phan chiéu da 16p.
FIG. 4D thé hién hinh ORTEP ctia phan tit Hop chét 2.

Céc tham sd khéc ctia phan tich tia X dugc thé hién, dudi day:
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Nhiét do 113K

Budc song 1,54187 A

Heé tinh thé, Nhém khong gian Don nghiéng, P2
Tham sb mang a=1420210(11) A

b=7,99219(7) A
¢ =19,03500(14) A
B = 94,2005(7) °

Thé tich 2154,78(3) A®
Giatri Z 2
Kich thuéec tinh thé 0,1 x 0,1 x0,5 mm

Téng s0 cac phan xa/sb luong cac phan xa | 29195/8152 [R(cudng d9)=0,0216]
don nhat

Tinh day du 94,8 %

Su x4c dinh pha Céc phuong phap truc tiép (SHELXT Phién
ban 2014/5)

Phuong phép tinh ché Phuong phép binh thuong nho nhat ma tran
ddy b trén F* (SHELXL Phién ban 2014/7)

S4 liéu/tham sb 8152/518

Mirc tdt ctia chi bao phu hop 1,099

Céc sb du: R(I>25(D) 0,0711

Céc s6 du: Rw 0,2133

Tham sb Flack 0,020(8)

Su khac biét dinh t0i da va toi thiu 1,95 va—0,64 e/ A

Vi du 3 — Tdng hop Hop chét 3

Hop chit 109 (chét ddng phan SpSp ciia Hop chat 105) thu duge tr Vidy 1, Bude
E dugc xtr 1y riéng r& théng qua Vidu 1, Buéc F va Vidu 1, Bude G dé thu duoc Hop
chét 3a (chit ddng phan SS cia Hop chét 1a):
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Hop chit 109 (chit dong phén SpSp cua Hop chat 105): 'H NMR (400 MHz,
CLOROFORM-d) § = 8,52 (s, 2H), 7,99 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7.91 (s, 2H), 7,63 - 7.40
(m, 10H), 7,35 - 7,28 (m, 2H), 7,23 - 7,16 (m, 4H), 6,10 - 5,93 (m, 4H), 5,92 - 5,75 (m,
2H), 5,62 - 5,50 (m, 2H), 5,26 - 5,16 (m, 2H), 5,09 - 5.03 (m, 2H), 4,98 - 4.91 (m, 4H),
4,61 - 4,25 (m, 10H)

Hop chét 3a (SpSp, trans): '"H NMR (400 MHz, CD;OD) & = 8,97 (br s, 1H), 8,84 (brs,
1H), 8,21 (br s, 2H), 6,31 (br s, 2H), 6,08 (br d, J = 53,5 Hz, 1H), 5,89 (br s, 2H), 5,63
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(br d, J= 52,4 Hz, 1H), 5,13 - 4,96 (m, 2H), 4,72 - 4,32 (m, 6H), 4,01 (br d, J=9,8 Hz,
2H), 3,67 (br s, 2H).
Vi dy 4 -- Tong hop Hop chét 4a

Hop chét 107 thu dugc tir Vi du 2, Buéc F, duge phan 1dp dudi dang chi dong
phén cis qua phép sic ky silica gel, dugc xtr ly riéng r& thong qua Vidu 1, Buge G dé
thu duwoc Hop chét 4a.

i ®
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~ =00 NO, a) PhSH, trietylamin : P
0 NFN v @ \ 1 4-dioxan o NFN H NI\N N
P NAN NN 0 e WNANJ\%\N 5
3‘ “, BZ N=/ \ / H ﬁ
omw F 7 b) NH4OH, MeOH o, 1 NN N
P

@\/\S'E ° &- i A 0
NO, (107) (;3‘ ) hop chat 4a

Hop chét 107: "H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,13 (s, 2H), 8,12 - 8,08 (m,
2H), 7,91 (s, 2H), 7,65 - 7,55 (m, 4H), 7,54 - 7,45 (m, 6H), 7.33 - 7,27 (m, 2H), 7.23 -
7.16 (m, 4H), 6,14 (d, J= 17,6 Hz, 2H), 5,88 (dd, J=3.9, 50,8 Hz, 2H), 5,76 - 5,61 (m,
4H), 5,21 - 4,99 (m, 4H), 4,60 - 4,46 (m, 4H), 4,45 - 4,37 (m, 2H), 4,30 - 4,13 (m, 4H),
3,49 (d, J= 5,1 Hz, 2H)

Hop chét 4a (RpRp, cis cta 1a, Hop chét 4a): "H NMR (400 MHz, METANOL-d4) § =
8.48 (br s, 2H), 8,02 (br s, 2H), 6,29 (d, J = 14,8 Hz, 2H), 5,99 (br s, 2H), 5,43 (d, /=
51,2 Hz, 2H), 5,03 - 4,88 (m, 2H), 4,43 (br d, J= 11,7 Hz, 2H), 4,32 (br d, /= 9,4 Hz,
2H), 4,27 - 4,17 (m, 2H), 4,21 - 4,02 (m, 2H), 3,97 (br dd, J=6,1, 12,3 Hz, 2H).

Vidu 5 -- Téng hop Hop chit 5

Pdng phan cis thu dugc tir Vi du 1, Bude F duoc xtr ly riéng r& thong qua Vi du
1, Budc G dé thu dugc Hop chat Sa.

®
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NO,

Hop chit 111 (chét dong phén cis cia Hop chit 107): 'H NMR (400 MHz,
CLOROFORM-d) & = 8,48 (s, 1H), 8,15 - 8,09 (m, 1H), 8,03 (d, /= 8,2 Hz, 1H), 7.94
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(s, 1H), 7,75 (s, 1H), 7,65 - 7,06 (m, 11H), 6,07 (d, J = 17,2 Hz, 1H), 5,98 (d, J = 20,3
Hz, 1H), 5,97 - 5,79 (m, 1H), 5,84 (dd, J=3,5, 51,2 Hz, 1H), 5,54 - 5,47 (m, 1H), 5,50
(dd, J=3,9, 52,0 Hz, 1H), 5,38 - 5,21 (m, 2H), 5,18 - 5,02 (m, 2H), 5,02 - 4,95 (m, 1H),
4,78 - 4,69 (m, 1H), 4,60 - 4,16 (m, 10H)

Hop chit 5a (SpRp, cis cua la): '"H NMR (400 MHz, METANOL-ds4) & = 8,88 (br s,
1H), 8,51 (br s, 1H), 8,16 (s, 1H), 8,05 (s, 1H), 6,38 (d, J= 15,6 Hz, 1H), 6,33 (d, J =
14,1 Hz, 1H), 6,14 - 6,09 (m, 2H), 6,01 (d, J=49.2 Hz, 1H), 5,42 (d, J= 49,6 Hz, 1H),
5,02 - 4,87 (m, 2H), 4,76 - 3,92 (m, 8H), 3,75 - 3,56 (m, 2H)

Vi du 6 -- Tong hop Hop chét 6a (SpRp)

09
0 E«SNH‘;@ 0 ll,nl'ng‘i
E RD E (R)’:O
e U DN S s U NeU PO Vs
N
AN AAN e N G g e
L Ho N/ Pd(OH)2 N AN
o O e Nz MeOH/H,0 0 %@ F ~
st , 5 O : 5
NHs 0 hop chit 1a 4 0 hop chit 6

B6 sung paladi hydroxit trén cacbon (20% khéi lugng nén khd, 2 mg) vao dung
dich chtra Hop chét 1a (1,5 mg, 2,0 pmol) trong MeOH/H,0(0,6/0,5 ml) & nhiét do mdi
trudng xung quanh. Hon hop tao thanh duge xu ly bang hydro (binh cau) trong khi phan
ung dugc theo doi bang LCMS. Sau khi dung hét nguyén liéu ban d4u, hon hop nay
dugc loc va dugc rua béng metanol téi khi tit ca cdc san phém duoc lam trong ra. Chét
loc dugc cd trong chan khong va cgn duge hoa tan trong nudce (1 ml). Tinh ché RHPLC

tao ra Hop chét 6a (0,9 mg).
LCMS (MS m/z 749,2 [M+H]")

Vi du 7 -- Téng hop Hop chit 9

o 'IPI,'S o F',\/ONH4
F,RO NO FEE O
2N 7, S 2 — AN
o Y N NH,OH, EtOH oo Y H NN
N\H\rN\/\/\N/\(kN B — Nw)\/N\/\/\N)\%N o
| ) o | H
R N Bz N=/ S NN N=/
o F Nz z o) N

\
S
sP (0] o-P - (0]
CC o 107 NHE 8 hop chét 92
NO,

B sung amoni hydroxit (1 mL) vao dung dich chta 107 (3,7 mg, 3,02 pumol)
trong EtOH (1,5 mL). Hdn hop tao thanh duoc gia nhiét tai 50°C trong 8 gio va dugc

]am mat dén nhiét dd moi trudng xung quanh. Dung moi dugc loai bo trong didu kién
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ap suit giam. Phan cin dugc xit Iy bang 2 mL nudc va chét ran tao thanh dugc loc ra.

Chét loc nay dugc dua vao HPLC didu ché dé thu duoc hop chit 9a (2,5 mg).

Hop chit 9a: 'H NMR (400 MHz, METANOL-ds) & = 8,67 (br s, 1H), 8,50 (br s, 1H),
8,25 (br s, 1H), 8,12 (br s, 1H), 6,47 - 6,28 (m, 2H), 5,92 - 5,79 (m, 2H), 5,74 (d, J =
50,8 Hz, 1H), 5,32 (d, J= 52,4 Hz, 1H), 5,16 - 4,95 (m, 2H), 4,71 - 4,25 (m, 6H), 4,17
- 3,97 (m, 2H), 3,83 - 3,61 (m, 2H).
LCMS: MS m/z 715,2 [M+H]".
Vi du 8 - Con duong tdng hop céc hop chit 8a, 11ava 12a

Vi Hop chat 112 va hop chét 102 1am nguyén liéu ban dAu, céc hop chét 8, 11
va 12 duoc didu ché thong qua céc trinh tu phéan ng gidng nhu cac trinh tw duge md ta

trong Vidu 1.
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OH NO2 Pugc tich bing HPLC diéu che
102 (112)
N (L?,Se NHO
a) PhSH, trietylamin E o
1,4-dioxan ~N 4 NZ N
Phan doan A: thoi gian luu: 5,3 phat , o NW)\V/NN_\NM E (a7
h3n hop 1:1 cita hai dong pha i N"Yo * (372)
(hdn hop 1:1 cia hai dong phén) b) NH4OH, MeOH A Ho =/
o ’F N~
@95,\P - 0
NH, 5 hop chét 8a
a) PhSH, trietylamin
o 1,4-dioxan
Phén doan B: thoi gian luu: §,8 phut hop chét 11a + hop chét 12a

(h8n hop 1:1 cia hai déng phén) b) NH,OH, MeOH

Céc didu kién HPLC diéu ché cho cac phan doan A va B

Trang thiét bi Agilent 1200
A Cot Sunfire Prep C18 OBD nudc, 5 um, 19 x 100 mm,
Cot HPLC F186002567
Tbc d6 dong 20 phut
Pha ddng A nuéc, B: axetonitril
. Thoi diém (phat) | 0 8 9,9 10 11

Gradien B% (Phe0 40 99 99 40 40
Thoi gian chay 12 phut
Thé tich tiém 250 ul (0,03 g/ml trong axetonitril)
Phat hién UV 254 nm
Thoi gian | Phén doan A 5,3 phut

oL glan it 51 an doan B 5.8 phut
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Hop chit 8a: Phan doan A duge xu Iy qua Bude G, Vidu 1 dé thu dwoc hai chit dong
phan ma duge phan tach bing phuong phap HPLC. Hop chét 8a la chat dong phan chay
nhanh hon (thoi gian luu: 4,1 phat) va Hop chéit 37a (thoi gian luu: 4,5 phut) 1a chét

d6ng phan chay chdm hon.

'H NMR (400 MHz, METANOL-d4) § = 9,01 (s, 1H), 8,61 (s, 1H), 8,22 (s, 1H), 8,20
(s, 1H), 6,34 (d, J= 10,2 Hz, 1H), 6,31 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 5,92 (dd, J=2,7, 51,2 Hz,
1H), 5,85 - 5,71 (m, 2H), 5,37 (d, J= 51,6 Hz, 1H), 4,81 - 4,56 (m, 6H), 4,52 (br d, J =
12,1 Hz, 1H), 4,42 (br d, J= 9,4 Hz, 3H), 4,05 (dd, J=4,1, 11,9 Hz, 1H), 3,95 (br dd, J
=43, 12,1 Hz, 1H), 3,94 - 3,84 (m, 1H), 3,62 (br dd, J= 4,9, 15,4 Hz, 1H), 2,71 - 2,58
(m, 1H), 2,46 - 2,33 (m, 1H)

31P NMR (162 MHz, METANOL-ds) 8 = 55,36 (s, 1P), 55,18 (s, 1P)

LCMS: MS m/z 761,2 [M+H]*

Hop chét 37a: 'H NMR (400 MHz, METANOL-ds) 3 = 8,95 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 8,18
(s, TH), 8,15 (br s, 1H), 6,34 (d, J= 5,5 Hz, 1H), 6,31 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 5,96 - 5,68
(m, 3H), 5,40 (dd, J=2.7, 51,6 Hz, 1H), 4,85 (s, 3H), 4,58 (br d, /= 12,1 Hz, 1H), 4,49
(brd, J= 12,1 Hz, 1H), 4,43 - 4,33 (m, 3H), 4,29 (dd, J = 8,6, 14,1 Hz, 1H), 4,05 (dd, J
=45, 11,9 Hz, 1H), 3,95 (dd, J=4,9, 12,3 Hz, 1H), 3,94 - 3,86 (m, 1H), 2,67 - 2,55 (m,
1H), 2,52 - 2,40 (m, 1H).

Hop chét 8a/37a: Cac diéu kién HPLC diéu ché

Trang thiét bi Agilent 1200/1260 AS/FC

Cot HPLC XBridge C18 nuége, 10 x 100 mm, # 1413
Téc d6 dong 4,0 ml/phut

Nhiét d6 cdt 35°C

Pha dong A: 0,1% NH4OH trong nuéc, B: 0,1% NH4OH trong axetonitril
Gradien (B%) 0— 50

Thoi gian chay 20 phut

Thé tich tiém 50 ul (4 mg/ml trong nudce)

Phat hién i UV 260 nm

Thoi gian II;IO’p chatC flgt 4,1 phut

luu ; 7‘-’; 4,5 phut

Phan doan B duoc xir Iy qua Buéc G, Vidu 1 dé thu dugc hai chat d6ng phan ma
duoc phén tach bang phuong phap HPLC didu ché duge mo ta dudi day. Hop chét 11a
14 chit ddng phan chay nhanh hon (thdi gian lwu: 11,2 phut) va hop chét 12a 1a chét
ddng phan chay chdm hon (thoi gian luu: 12,1 phut)
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Hop chét 11a: 'H NMR (400 MHz, METANOL-ds) = 8,63 (br s, 2H), 8,18 (br s, 1H),
$.17 (br s, 1H), 6,34 (d, J= 13,3 Hz, 1H), 6,32 (d, /= 12,9 Hz, 1H), 5,86 - 5,65 (m, 2H),
5.48 (d, J= 48,5 Hz, 1H), 5,35 (d, J = 43,8 Hz, 1H), 4,84 - 4,53 (m, 6H), 4,47 - 4,36 (m,
2H), 4,05 - 3,91 (m, 2H), 3,96 - 3,85 (m, 1H), 3,70 - 3,54 (m, 1H), 2,66 - 2,54 (m, 1H),
2,43 - 2,30 (m, 1H)

Hop chét 12a:'H NMR (400 MHz, METANOL-ds) 8 = 8,56 (br s, 1H), 8,41 (s, 1H),
8.17 (s, 1H), 7,95 (br s, 1H), 6,35 (d, J= 14,8 Hz, 1H), 6,31 (d, /= 15,2 Hz, 1H), 5,82
_5.65 (m, 2H), 5,50 (d, J= 51,2 Hz, 1H), 5,36 (d. /= 53,9 Hz, 1H), 4,74 - 4,33 (m, 8H),
4,26 - 4,16 (m, 1H), 4,07 - 3,93 (m, 3H), 2,64 - 2,44 (m, 2H).

Hop chat 11a/12a: Cac diéu kién HPLC diéu ché

Trang thiét bi Agilent 1200/1260 AS/FC
Cot HPLC Xterra C18 nudc, 10 x 100mm # 3128
Tbc @6 dong 3,0 ml/phut
Nhiét do cot 35°C
o A: Axit formic 0,1% trong nuéc, B: Axit formic 0,1%
Pha dong .
trong axetonitril
Gradien (B%) 0— 30
Thoi gian chay 20 phut
Thé tich tiém 50 ul (2,5 mg/ml trong nuGe)
Phat hién UV 260 nm
Thoi gian | Hop chat 11a | 11,2 phit
Iwu Hop chat 12a | 12,1 phut

Vi du 9 - Con dudng tbng hop hop chat 13 va 14

Vé6i Hop chit 114 va Hop chét 115 1am céc nguyén liéu ban dAu, Hop chat 13 va

14 duoc didu ché thong qua cac trinh tu phan ng gibng nhu céc trinh tu duge md ta

trong Vi du 1 cong budce khir bao vé TBS.
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" P \)N P Bu6e C,DVAE o 0 (116) P1RP2
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1 B ) Noo
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(114) (115) TBSO 0 NN Bz N
(R)Z
s—‘.:.) ©
NO, (117) Dﬁng phan Rp:Rp;
0.0
1) RCM, tol Q ) e
il (R [
2) PhSH, TEA N N
4 |
(116)  (sp,Rpy LAdioxane 0 NY&(N\/\/\N)VN 5
3) NH4OH, MeOH 4N Ho N
4) TEA 3HF, Pyr HO Qe 7
sk : °
NH, 0o hgp chat 13a
3 A giéng nhu trén ]
(117) Dong phin Rp:Rp; \ hop chit 14a

Hop chét 116: 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) § = 9,36 (s, 1H), 9,18 (s, 1H),
8.77 (s, 1H), 8,76 (s, 2H), 8,07 (br dd, J= 1,8, 7,6 Hz, 3H), 8,05 - 8,00 (m, 2H), 7,99 (s,
1H1), 7,87 - 7,82 (m, 1H), 7,70 - 7,65 (m, 1H), 7,63 - 7,55 (m, 3H), 7,55 - 7:41 (m, 6H),
7.39 - 7,35 (m, 1H), 7,30 - 7,26 (m, 1H), 6,37 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 5,89 (d, /= 4,7 Hz,
1H), 5,36 - 5,27 (m, 2H), 5,15 (ddd, J=3,7, 8,4, 11,7 Hz, 1H), 4,64 - 4,43 (m, 4H), 4.43
_4.38 (m, 1H), 4,37 - 4,30 (m, 1H), 4,23 - 4,13 (m, 2H), 4,11 - 3,98 (m, 2H), 3,97 - 3,86
(m, 1H), 0,97 (s, 9H), 0,83 (s, 9H), 0,25 (s, 3H), 0,18 (s, 3H), 0,16 (s, 3H), 0,13 (s, 3H).

Hop chit 13a: "H NMR (400 MHz, METANOL-ds) 3 = 8,78 (br s, 1H), 8,47 (brs, 1H).
821 (brs, 1H), 8,08 (br s, 1H), 6,44 - 6,21 (m, 1H), 6,19 - 6,03 (m, 1H), 6,01 - 5,78 (m,
2H), 5,38 — 4,95 (m, 2H), 4,67- 4,45 (m, SH), 4,45 - 4,35 (m, 1H), 4,34 - 4,29 (m, 1H),
4,25 (br d, J= 11,3 Hz, 1H), 4,18 - 3,89 (m, 2H), 3,88 - 3,54 (m, 2H).

31p NMR (162 MHz, METANOL-ds) 8 = 56,89 (br s, 1P), 56,37 (br s, 1P)

Hop chat 117 (chat dong phan RpiRpa cua Hop chat 116): 'H NMR (400 MHz,
CLOROFORM-d) § = 9,36 (br s, 1H), 9,11 (br s, 1H), 8,98 (s, 1H), 8,87 (s, 1H), 8,78
(s, 1H), 8,14 - 7,96 (m, 6H), 7,72 - 7,27 (m, 13H), 6,44 (d, /= 8,6 Hz, 1H), 5,84 d,J=
6.6 Hz, 1H), 5,59 - 5,50 (m, 1H), 5,48 - 5,44 (m, 1H), 5,33 - 5,24 (m, 1H), 4,75 - 3,85
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(m, 11H), 0,90 (s, 9H), 0,79 (s, 9H), 0,20 (s, 3H), 0,11 (s, 3H), 0,07 (s, 3H), -0,21 (s,
3H)

Hop chit 14a (chét ddng phan RpiRp: ctia hop chat 13a)
LCMS: MS m/z 743,17 [M+H]*

Vi du 10 - Con dudng tong hop hop chit 15va 16

g D

O ” ON
F, r*"o 1) Allyl bromit

AR Ik)
4 Ssi Z 1) tBuNH, N B
BzHN— N o (s) ,v o N/*‘ er-{ K;CO;DMF
2) Br | >
2) Hoveyda-Grubbs thé hé 2

TEA TBSO (0]

NN OTB&- e NN z
S p 0 NO, S(S\)\ri2 Toluen, héi luu
JIi

o” SH o)
hop chét A (ddng phin SR) NO2 (118)
r ;\ ®
o “HeSo,N 'or"'g NHs
2 P’
F, ® F,®0
=N NN O DPASH.TEA AIN \
x x
WNNNJ\H‘\/ 2) NH,OH, M 2) NHLOH, MeOH \/\/\ JN ©
", e \\\ ', —
Tes0” o NN Bz N= 3) HF 3TEA 0 N
()% €] ,(S)
Cr %t ’
] NH h hat1
NO (119) ¢ op chit 15

hop chit B (ddng phin SR)

Bd sung vao dung dich chira hgp chit A (2,63 g, 2,46 mmol) trong MeCN (26,3
ml) tert-butylamin (13,15 ml, 124,1 mmol). Sau khi dugce khudy trong 1 gid ¢ nhiét do
mdi trudng xung quanh, hdn hop phan Gng nay dugc cd trong chin khong va duoc dun
ddng so6i bing MeCN. Phan cin dugc hoa tan trong MeCN (52,6 ml) va dugce Xt ly bang
1-(bromometyl)-2-nitrobenzen (1,064 g, 4,925 mmol) va trietylamin (0,755 ml, 5,42
mmol). Sau khi phan Gng hoan thanh (dugc theo ddi bang LC/MS), hdn hop phéan Gmg
duoc ¢6 trong chan khong va dugc tinh ché bang sic ky cot silica gel (etyl axetat/n-
heptan 66% dén etyl axetat 100%) dé thu duoc 0,226 g Hop chit 118. San pham dugc
phan 1ap dugc hoa tan trong DMF (5 mL) va alyl bromua (0,046 ml, 0,528 mmol) va
kali cacbonat (0,073 g, 0,528 mmol) duoc bd sung. Hon hop tao thanh dugc khuéy 4]
nhiét 46 méi trudng xung quanh trong khi qua trinh nay duoc theo ddi bang LCMS. Sau
19 gid, hdn hop 1/1 cia MTBE/EtOAc (12/12 mL), dung dich Dung dich nuéc NH4Cl
bdo hoa (15 ml), va nuée (10 mL) duge bd sung. L6p hitu co duge tach ra, dugc rira
bang nudc mubi (5 mL) hai 14n, dugc 1am kho trén MgSO4 va dugc c6 trong chéin khong.
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Phan cin duoc tinh ché bing sic ky cot silica gel (etyl axetat/n-heptan 50% dén etyl
axetat 100%) dé thu dugce 37 mg san phim d3 dugc bis-alyl hoa. San phim dugc phan
lap nay (37 mg, 0,027 mmol) dugc hoa tan trong toluen (55 mL) va dugc dun hoi luu
nhe (bé diu 120-125°C). Dung dich chtra chat xtc tic Hoveyda-Grubbs thé hé thtr hai
(@! ,3-Bis—(2,4,6-trimetylphenyl)—2-imidazolidinyliden)dicloro(o—
isopropoxyphenylmetylen) ruteni; s&n ¢6 tai danh muc SIGMA-ALDRITCH® sb
569755; CAS 301224-40-8; 8,5 mg, 0,014 mmol) va quinon (5,9 mg, 0,054 mmol) trong
toluen (10 mL) duoc bd sung. Hdn hgp nay duogc dun hoi luu va quy trinh phan ung
duogc theo ddi bang LC/MS. Sau khi ding hét nguyén liéu ban dau, hon hop nay dugc
]am mét xubng dén nhiét d moi truong xung quanh va duoc xt Iy bang DMSO (0,059
ml, 0,81 mmol) trong 15 gio. Hdn hop tao thanh dugce co trong chén khong va duogc tinh
ché bang sic ky cot silica gel (SiO2 10g, etyl axetat 66% trong n-heptan dén 100 % etyl
axetat) dé thu dugc Hop chat 119 (2,2 mg).

Hop chét 119:'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 8,49 (s, 1H), 8,12 (d, /= 7.8
Hz, 1H), 8,05 - 8,02 (m, 1H), 8,02 (s, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,70 - 7,10 (m, 17H), 6,27 (d, J
— 16,8 Hz, 1H), 6,15 - 6,05 (m, 1H), 5,97 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 5,94 - 5,72 (m, 3H), 4,94
(br s, 2H), 4,86 - 4,69 (m, 2H), 4,67 - 4,60 (m, 1H), 4,60 - 4,44 (m, 4T0), 4,39 - 4,33 (m,
1H), 4,31 - 4,10 (m, 6H), 0,96 (s, 9H), 0,25 (s, 3H), 0,19 (s, 3H)

Hop chét 119 duge xir ly qua Bude G trong Vi du 1, tiép theo 1a khir bao vé TBS bing
TEA 3HF d thu dwoc hop chat 15a.

Hop chét 15a: "H NMR (400 MHz, METANOL-ds) 3 = 8,76 (br s, 1H), 8,44 (br s, 1H),
8.24 (br s, 1H), 8,07 (br s, 1H), 6,45 - 6,19 (m, 2H), 6,12 - 5,75 (m, 2H), 5,54 (br d, J =
51,6 Hz, 1H), 5,67 - 5,06 (m, 2H), 4,66 - 4,37 (m, 3H), 4,47 - 4,37 (m, 1H), 4,36 - 4,22
(m, 2H), 4,17 - 3,94 (m, 2H), 3,94 - 3,80 (m, 1H) 3,80 - 3,59 (m, 2H)

Hop chét 16 thu dugc tir hop chét B (chét dong phan RR cua hop chit A) qua

cling céc trinh ty nhu duge mo ta trong hop chét 15.

Hop chét 120 (chit dong phan RpiRps cia Hop chat 119): '"H NMR (400 MHz,
CLOROFORM-d) & = 8,89 (s, 1H), 8,10 (d, /= 8,2 Hz, 1H), 8,01 (d, /= 8,2 Hz, 1H),
7.85 - 7,74 (m, 4H), 7,69 - 7,61 (m, 2H), 7,58 (s, 1H), 7.55 - 7,48 (m, 1H), 7.45 - 7.30
(m, 6H), 7,22 - 7,15 (m, 1H), 7,13 - 7,04 (m, 3H), 6,76 - 6,68 (m, 1H), 6,31 - 6,22 (m,
1H), 6,22 (d, J= 16,0 Hz, 1H), 6,12 - 5,99 (m, 2H), 5,94 (d, /= 8,2 Hz, 1H), 5,92 - 5,81
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(m, 1H), 5,67 (dd, J= 3,5, 51,2 Hz, 1H), 5,08 - 4,93 (m, 2H), 4,87 - 4,77 (m, 1H), 4.60
_ 422 (m, 8H), 4,21 - 4,16 (m, 1H), 4,11 - 4,02 (m, 1H), 3,94 (br d, J = 11,7 Hz, 1H),
3,66 (dd, J=4.7, 11,3 Hz, 1H), 0,90 (s, 9H), 0,09 (s, 3H), 0,08 (s, 3H)

Hop chit 16a: "H NMR (400 MHz, METANOL-ds) 8 = 8,54 (br s, 1H), 8,24 (br s, 1H),
8.17 (br s, 1H), 8,08 (br s, 111), 6,44 - 6,23 (m, 2H), 6,07 - 5,68 (m, 2H), 5.43 (d, J =
50.4 Hz, 1H), 5,31 - 5,05 (m, 2H), 4,69 - 4,26 (m, 6H), 4,19 - 3,90 (m, 2H), 3,90 - 3,57
(m, 3H)

Vi du 11 -- Con dudng tbng hop céc chét twong tw Hop chat Adenin/Guanin (A/G) --
Hop chat 21, Hop chét 22, va Hop chét 23

Vé&i Hop chit 121 va Hop chat 101 l1am nguyén li¢u ban dAu, cac chit tuong tu
adenin/guanin dugc didu ché thong qua cac trinh ty phan Gng gidng nhu céc trinh tu

dugc mo ta trong Vidu 1.
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hop chitD 1) RCM
(thoi gian luu: 9,4 phut trén HPLC) 22a
2) PhSH, TEA
3) NH,OH, MeOH
hop chit E 1) RCM
(thoi gian luu: 9,0 phut trén HPLC) 2) PhSH, TEA 23a
3) NH,OH, MeOH
Céac diéu kién HPLC diéu ché dé phan tach cac hop chat C,Dva E
Trang thiét bi Agilent 1100
Cot HPLC C6t Sunfire Prep C18 OBD nudc, 5Sum, 19 x 100 mm,
0
: #186002567
Toc do dong 12 phut
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Pha dong 7 A: nuédc, B: axetonitril
. Thoi diém (phut) | 0 13 14,5 14,51 16
Gradien B% 40 99 99 40 40
Thoi gian chay 16 phut
Thé tich tiém 150 ul (0,027 g/ml trong axetonitril)
Phat hién UV 254 nm
Hop chat C 9,9 pht
Thoi gian lvu | Hop chét D 9,4 phut
Hop chét E 9,0 phut

Hop chét D: 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,60 (s, 1H), 8,27 (s, 1H), 8,04
28,01 (m, 1H), 8,01 (s, 1H), 7,99 - 7,95 (m, 1H), 7,80 (s, 1H), 7,63 - 7,51 (m, 5H), 7,46
_7.41 (m, 1H), 7,39 - 7,30 (m, 3H), 7,25 - 7,20 (m, 2H), 6,96 - 6,84 (m, 1H), 6,19 - 5,99
(m, 4H1), 5.67 (dd, J=4,3, 52,3 Hz, 1H), 5,47 (dd, J= 1.4, 17,4 Hz, 1H), 5,36 - 5,24 (m,
4H), 5,14 - 5,09 (m, 1H), 5,08 (d, J = 5,5 Hz, 2H), 5,04 - 4,98 (m, 2H), 4,51 - 4,30 (m,
10H), 4,21 - 4,13 (m, 1H), 2,83 - 2,67 (m, 1H), 1,16 (d, /= 7.0 Hz, 3H), 1,14 (d, /= 6,6
Hz, 3H)

Hop chét D dugc xir ly qua cac Buéc F va G, Vidu 1 8 thu dugc Hop chit 22.
Hop chét 22: LCMS: MS m/z 763,07 [M+H]"

Hop chit C: 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 9,08 (s, 1H), 8,60 (s, 1H), 8,07
- 8,02 (m, 2H), 8,02 (s, 1H), 7,80 (s, 1H), 7.55 -7,30 (m, 9H), 7,24 - 7,19 (m, 2H), 6,58
- 6,45 (m, 1H), 6,23 - 5,97 (m, 4H), 5,97 - 5,86 (m, 1H), 5,63 - 5,57 (m, 1H), 5,54 - 5,47
(m, 1H), 5,48 - 5,44 (m, 1H), 5,35 - 5,30 (m, 1H), 5,29 - 5,22 (m, 1H), 5,18 - 5,13 (m,
2H), 5,11 - 5,07 (m, 1H), 5,02 - 4,97 (m, 2H), 4,51 - 4,22 (m, 9H), 4,14 - 4,07 (m, 1H),
2,99 - 2,85 (m, 1H), 1,20 (d, J= 6,6 Hz, 3H), 1,17 (d, J=7,0 Hz, 3H)

Hop chéat C duge xtr Iy qua cac Bude F va G trong Vi du 1 dé thu dugc Hop chét 21
Hop chat 21: LCMS: MS m/z 763,13 [M+H]"

Hop chat E: 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,99 (s, 1H), 8,57 (s, 1H), 8,02
- 7,94 (m, 2H), 7,93 (s, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,68 - 7,63 (m, 1H), 7,60 - 7,55 (m, 1H), 7,54
- 7,49 (m, 2H), 7,45 - 7,31 (m, 5H), 7,25 - 721 (m, 2H), 6,22 - 5,94 (m, 6H), 5,56 (br
dd, J= 5,1, 51,5 Hz, 1H), 5,54 - 5,46 (m, 1H), 5,34 - 5,29 (m, 1H), 5,29 - 5,22 (m, 2H),
5,16 - 5,08 (m, 3H), 5,02 - 4,96 (m, 2H), 4,62 - 4,54 (m, 1H), 4,52 - 426 (m, 9H), 2,93
-2.81 (m, 1H), 1,21 (d, J=2,3 Hz, 3H), 1,20 (d, J=2,0 Hz, 3H)
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Hop chit E duge xtt Iy qua cac Budce F va G trong Vi du 1 dé thu duoc Hop chét 23
Hop chét 23: LCMS: MS m/z 763,18 [M+H]"
Vi du 12 -- Téng hop Hop chit 24

Vé6i hop chat F, Hop chét 24a dugc didu ché thong qua cac trinh tw phan tng

gibng nhu céc trinh ty duoc mo ta trong Vi du 1.

0]
HNBz 'r,.',/s ®
\_ NH4
N N =~ E 0O
DMTO ¢ Trinh ty gibng nhu NN %=
oDt )
o N rongV1 dul l N XN N o
y 3G NN N
e N\ <
00 @S -p o)
(-Pr)N-T~ocE NI

24a
Hop chit F

Hop chét 24: 'H NMR (400 MHz, METANOL-d4) 3 = 8,95 (br s, 1H), 8,29 (brs, 1H),
8.23 (br s, 1H), 8,08 (br s, 1H), 6,31 (br d, J = 12,9 Hz, 2H), 6,23 - 6,07 (m, 1H), 6,04 -
5.84 (m, 2H), 5,71 (br d, J= 50,8 Hz, 1H), 5,27 - 4,32 (m, 7H), 4,27 - 4,16 (m, 1H), 4,12
(dd, J=5,7, 11,9 Hz, 1H), 4,07 - 3,98 (m, 1H), 3,78 - 3,62 (m, 2H), 1,40 (d, /= 7,0 Hz,
3H) |

Vi du 13 — Téng hop Hop chat 18, Hop chét 19, va Hop chét 20

Con dudng tong hop nay duoc thé hién trén FIG. 3.

O/N
BOP/THF )
Bazo Hunlg OH < )

HO "F
(123)

HO "F

(122)

Bb sung BOP (327 mg, ,74 mmol) vao dung dich chia 9-((2R,3R,4R,5R)-3-
ﬂoro-4-hydroxy-5-(hydroxymetyl)tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-01 (100 mg, ,37
mmol) va bazo Hunig (0,129 ml, 0,74 mmol) trong DMF (1 ml) ¢ 20°C. Hon hop nay
duoc khudy & 20°C qua dém. UPLC-MS chi ra rang phan (mg da hoan thanh. Dung moi
duoc loai bo trén may co quay chan khong cao. Phan cin dugc hoa tan trong DCM va
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duoc tinh ché bang cach st dung Biotage (cot 24 g Si-gel, EtOAc trong Heptan= 0 dén
100%, 10 thé tich, 100%, 10 thé tich) dé thu dugc 105 mg cla san pham cong BOP véi

hiéu suét 73%.

'{ NMR (400 MHz, METANOL-ds) 8 ppm 3,74 - 3,84 (m, 1 H) 3,92 - 4,00 (m, 1 H)
4,12 - 4,19 (m, 1 H) 4,62 - 4,74 (m, 1 H) 5,37 - 5,57 (m, 1 H) 6,41 - 6,52 (m, 1 H) 7,47
~7.55 (m, 1 H) 7,57 - 7,64 (m, 2 H) 8,03 - 8,14 (m, 1 H) 8,36 - 8,46 (m, 1 H) 8,86 (s, 1
H)

\/\O
O’N\ _N N N
AlylOH OH </ I:
N BN - N N
74 N CSCO3 O
on ¢ J ==
o N ~,
HO  F
HO F (124)

(123)

Bb sung xesi cacbonat (500 mg, 1,535 mmol) vao dung dich chira
(2R,3R,4R,5R)-5-(6-((1H-benzo[d][1 2,3]triazol-1-yl)oxy)-9H-purin-9-yl)-4-floro-2-
(hydroxymetyl)tetrahydrofuran-3-ol (135 mg, 0,349 mmol) trong rugu alylic (3 ml) ¢
20°C. Hdn hop duge khudy & 20°C trong 1 gio. UPLC-MS chira rang phan Gtng dd hoan
thanh. Phan @ng nay dugc thuc hién voi NaHCOs/nuéc mudi bao hoa va duge chiét
bang EtOAc/Hept. L6p hiru co duge lam kho trén NazSO4 va duge loc. Dung moi va
c4c chét hiru co dé bay hoi trong chét loc dugc loai bd trén mdy co quay. Phén cin dugc
tinh ché bang cach st dung Biotage (cdt 12 g Si-gel, EtOAc trong Heptan=0 dén 100 %,
10 thé tich, 100%, 10 thé tich) dé thu duoc 100 mg san pham cong alyl mong mudn voi
hiéu suat 92%.

'H NMR (400 MHz, METANOL-ds) 8 ppm 8,56 (s, 1 H) 8,47 (s, 1 H) 6,29 - 6,41 (m, 1
H) 6,06 - 6,21 (m, 1 H) 5,33 - 5,53 (m, 2 H) 5,22 - 5,31 (m, 1 ) 5,02 - 5,14 (m, 2 H)
4,56 - 4,71 (m, 1 H) 4,10 - 4,18 (m, 1 H) 3,88 - 3,96 (m, 1 H) 3,70 - 3,79 (m, 1 1)
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i [’f\\‘ﬁg-
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¢ NE N 1) Cmd101/ACN, MS 3A . G;p:‘v
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L NN 0 I OAll
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Al N" 07N A )
=i s N M
HO F Bz N=  pmo WO F 7
(124)

BS sung cac rdy phan td¢ (3 A, 150 mg) vao dung dich chua
diisopropylphosphoramidit (150 mg, 0,164 mmol) va (2R,3R,4R,5R)-5-(6-(alyloxy)-
9H-purin—9-yl)-4-ﬂ0r0-2—(hydroxymetyl)tetrahydrofuran-3-01 (76 mg, 0,246 mmol)
trong axetonitril (1069 pl, 20,47 mmol) & 20°C. Hdn hop duoc khudy & 20°C trong 1
gio trude khi 1H-imidazol-4,5-dicacbonitril (38,7 mg, 0,328 mmol) dugc bd sung &
nhiét do trong phong. Hon hop duoc khudy & nhiét do trong phong trong 1 gio. UPLC-
MS chi ra ring phan tng dd hoan thanh. (E)-N,N-dimetyl-N’-(3—thioxo—SH-1,2,4-
dithiazol-5-yl)formimidamit (37,0 mg, 0,18 mmol) dugc bd sung. UPLC-MS chira rang
su lwu héa duge hoan thanh trong 30 phut. Phan ing dugc thuc hién v6i NaHCOs3/nude
mudi bio hoa va duoc chiét bang EtOAc/Hept. Lop hiru co dugce lam kho trén NaxSO4
va duoc loc. Dung moi va cac chét hitu co d& bay hoi trong chét loc duoc loai bo trén
may cO quay. Phén cin dugc tinh ché bang cach st dung Biotage (cot 25 g Si- gel, EtOAc
trong Heptan=0 dén 100%, 15 thé tich, 100%, 10 thé tich).

'H NMR (500 MHz, METANOL-ds, hai chat dong phan khong i quang ~1:1) 8 ppm
8.62 - 8,63 (m, 1 H) 8,57 - 8,58 (m, 1 H) 8,48 - 8,50 (m, 1 H) 8,44 - 8,46 (m, 1 H) 8,40
~8.41 (m, 1 H) 8,38 - 8,39 (m, 1 H) 8,33 - 8,35 (m, 1 H) 8,25 - 8,27 (m, 1 H) 7,22 - 7,33
(m, 11 H) 7,11 - 7,20 (m, 17 H) 7,05 - 7,11 (m, 4 H) 6,83 - 6,92 (m, 6 F) 6,65 - 6,77 (m,
11 H) 6,28 - 6,41 (m, 5 H) 6,23 - 6,28 (m, 2 H) 6,10 - 6,22 (m, 5 H) 6,00 - 6.10 (m, 4 H)
5.89 - 6,00 (m, 5 H) 5,52 - 5,57 (m, 2 H) 5,45 - 5,52 (m, 3 H) 5,41 - 5,45 (m, 1 H) 5,24
_5.34 (m, 4 H) 5,13 - 5,17 (m, 3 H) 5,07 - 5,12 (m, 5 H) 4,93 - 4,98 (m, 4 H) 4,88 - 4,93
(m, 5 H) 4,73 - 4,82 (m, 3 H) 4,50 - 4,59 (m, 2 H) 4,36 - 4,48 (m, 4 H) 4,27 - 4,36 (m, 5
H) 4,16 - 4,27 (m, 5 H) 3,83 - 4,04 (m, 5 H) 3,73 - 3,78 (m, 13 H) 3,64 - 3,73 (m, 4 H)
3,52 - 3,58 (m, 1 H) 3,45 - 3,51 (m, 2 H) 3,35 - 3,41 (m, 2 H) 3,16 - 3,23 (m, 2 H) 3,08
~3,15 (m, 2 H) 2,84 - 2,93 (m, 2 1) 2,79 - 2,83 (m, 2 H) 2,70 - 2,77 (m, 2 H) 2,61 - 2,69
(m, 3 H)
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N
S“P’O 1) TripyroldinoPhosphin E iz
E o ™o Tetrazol/ACN, MS 3A /=N N =N
= - > —N ’
N\/\N : K@,Nq/\(OAu 2) PyrTFA/ACN/H,0 Al M“Q KCTN O
7 7 — S o [
Au\N)\X\N o \_/ \ N X ) ARS
_J S NN Bz N pmo O F 7
Bz N pmo HO F 1.
(126) 0" o

(125)

B6 sung cac rdy phan tir vao dung dich chira 0-((2R,3R,4R,5R)-5-(6-(N-
allylbenzamido)-9H-purin-9-y1)-2-((bis(4-metoxyphenyl)(phenyl)metoxy)metyl)-4-
florotetrahydrofuran-3-yl) O-(((2R,3R,4R,5R)—5-(6-(alyloxy)—9H-'purin-9-yl)—4-ﬂoro-
3-hydroxytetrahydrofuran-2-yl)metyl) O-(2-xyanoetyl) phosphorothioat (120 mg, 0, 104
mmol) trong axetonitril (4171 pl, 79,852 mmol) (BA, 1 khdi lugng) & 20°C. Hon hop
nay dugc khudy & 20°C trong 1 gid trude khi tripyrolidinophosphin (71,6 pl, 0,311
mmol) dugc bd sung. Sau do tetrazol 0,45 M trong ACN (253 ul, 0,114 mmol) dugc bd
sung trong 7 phan, tai khoang cach 2 phut. TLC (EtOAc/Hept=2:1, RISM=0,7,
RfProd=0,0 dén 0,6) 1a khdng hoan toan. 2X chét phan tmg phosphoryl hoa va terazol
dugce bd sung. Hon hop phan ung dugc khudy & nhiét do trong phong trong 10 phit.
Khong c6 UPLC-MS hay TLC chira bat ky SM con lai. Hon hop phan tmg dugc chuyén
vao binh chua axetonitril (20,8 ml), nudc (104 pl, 5,776 mmol) va mudi pyridin
trifloroaxetat (421 mg, 2,178 mmol). Hon hgp nay duoc khudy trong 10 phat. UPLC-
MS chi ra san pham mong mudn duge tao thanh. Hon hgp phan tng nay dugc tron voi
EtOAc va duoc rira bing HCI [0,1N]/nuéc mubi va sau d6 1a NaHCOs/nuée mudi dé
ngan chin sy khi bao vé DMT. Lép nude duoc chiét ngugc bang EtOAc (1X). Lép hitu
co két hop duge lam kho trén Na;SO4 va sau do duoc loc. Cac dung moi va chét dé bay
hoi trong chét loc dugc loai trén méy ¢ quay d8 thu duoc san phdm tho dugce st dung

cho budc tiép theo ma khong cAn tinh ché thém.

8, 0 1) DCA/DCM _PC
Eoo 2) DMPOC/Pvr FO 0 =N
/=N - 00 =N 3) Sw lwu hoa N/QN O __N p OAll
M \@,N \%\(OAII 4) NH3/MeOH \ /N0 '
Al N" o - N BN W& o0 F N
Bz N=/ s = Nx ) R
pmo O F Al Fen
_PH
(126) ©" oH (127)

Chét trung gian hydro phosphonat tho dugc hoa tan trong DCM (2635 pl, 40,946
mmol) va nuée (29,5 pl, 1,638 mmol) trude khi axit dicloroaxetic (135 pl, 1,638 mmol)
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trong DCM (2635 pl, 40,946 mmol) duoc b6 sung & 20°C. Hon hop dugc khudy & 20°C
trong 5 phut. UPLC-MS chi ra rang phan Gng dd hoan thanh. Phéan ing nay dugc trung
hoa bing (510 pl, 6,308 mmol). Céac chét d& bay hoi dugc loai bo trén mdy cb quay va
sau do6 1a may cd quay chan khong cao. Phan cin dugc dun ddng soi bang pyridin thém

mdt lan nita trude khi dugce sit dung dé tao vong.

Hydro phosphonat dugc khit bao vé DMT tho (80 mg, 0,087 mmol) dugc hoa tan
trong pyridin (1831 pl, 22,639 mmol) trugc khi 2-cloro-5,5-dimetyl-1,3,2-
dioxaphosphinan 2-oxit (48,2 mg, 0,261 mmol) dugc bd sung & nhiét do trong phong.
Hon hgp nay dugc khudy & nhiét do trong phong trong 10 phut. UPLC thé hién khong
¢6 dinh SM tai 2,1 phut. Phan tmg nay dugc nging bang cach bd sung nude (47,1 pl,
2,612 mmol), tiép theo 1 bd sung chét trung gian 3H-benzo[c][1,2]dithiol-3-on (21,97
mg, 0,131 mmol). Sau 10 phat, UPLC cho thiy khong con nguyén ligu ban dau. Hon
hgp phan tng duogc khudy & nhiét do trong phong trong 1 phut. Khong c6 su thay dbi
nao dugc phat hién trén UPLC-MS. Hon hop phéan tng dugc hoa tan bang EtOAc va
duoc rira bang NaHCO;3 va nude mudi bao hoa. Lép hitu co duge 1am kho trén NaxSO
trudce khi duogce loc. Phin cdn sau khi bay hoi dung mdi duge hoa tan trong MeOH trudce
khi NH3-H20 duge bd sung. Hon hop nay dugc khudy trong 5 phut truéc khi tht ca dung

mdi va chét d& bay hoi dugc loai bo trén mdy cb quay va may cd quay chan khong cao.

Q.8
o, ,SH .99 =N
» /=N O_N OAll
F,_ 000 =N 2-NitroBnB N 0 @
=N SN o -NitroBnBr S Na_N
N, k@’N\h/ oAl Et;N/ACN BN\ 0.0 F ~
/N" 0 . —_— Al AN
BN & o0 F N O,N s 0
Al R (128)

AN -
O SH Su phan tach TLC diéu ché N\ /

(127) 1) 100% EtOAc tach san phdm phén cwe nhét thanh hop chat 128-1
2) 50% EtOAc trong DCM (3X) dé tach hai san pham trén: N
San phdm phan cwe nhiéu hon thanh hop chét 128-2, san pham
phan cuec it hon thanh Hop chét 128-3

Chét trung gian CDN dugc hoa tan trong axetonitril (1484 pl, 28,417 mmol) va
1,4-dioxan (496 pl, 5,797 mmol) trudc khi TEA (39,6 ul, 0,284 mmol) va 1-
(bromometyl)-2-nitrobenzen (49,1 mg, 0,227 mmol) dugc bd sung & 20°C. Hoén hop
dwoc khudy ¢ 20°C trong 16 gio. UPLC-MS chi ra rang phan tmg khong hoan toan. Ca
TLC (EtOAc) 1an HPLC déu khong chi ra o-nitrobenzyl bromua bat ky con lai. 1-
(bromometyl)-2-nitrobenzen (49,1 mg, 0,227 mmol) va TEA (39,6 pl, 0,284 mmol)
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dugc bd sung. Hon hgp phén tng dugc khudy trong 5 gio. Phéan tng duge thuc hién voi
NaHCO3/nude mudi bio hoa va duge chiét bang EtOAc/Hept. Lop hitu co duge lam
kho trén NazSO4 va dugc loc. Dung moi va cac chét hitu co dé bay hoi trong chét loc
dugc loai bd trén may co quay. Phan cin dugc tinh ché biang cach st dung Biotage (cot
12 g Si-gel, EtOAc trong Heptan=0 dén 100%, 15 thé tich, 100%, 10 thé tich, MeOH
10% trong EtOAc, 6 thé tich). Céc phan doan chira sin pham mong muén duogc két hop.
Lam bay hoi dung mdi thu dugc san phim mong mudn. TLC diéu ché (EtOAc) dugc sir
dung dé phan 1ap chét ddng phan phan cuc nhét ma din dén thu dugc thanh pham Hop
chét 18. Hai chéit ddng phan khic dugc phan tich bang cach s dung TLC didu ché
(EtOAc¢/DCM=1:1, chay trong 3 14n). Chat ddng phan phén cyc hon duge chuyén hoa
thanh Hop chét 19 va chét dong phan it phan cuc hon dugce chuyén héa thanh Hop chét
20.

San pham phén cuc nhét tir p-TLC lan thir nhit (EtOAc), duge ky hiéu 1a Hop
chét 128-1: 'H NMR (500 MHz, cloroform-d) & ppm 8,62 (s, 1 H) 8,55 (s, 1 H) 8,00 -
8.07 (m, 2 H) 7,99 (s, 1 H) 7,96 (s, 1 H) 7,56 - 7,64 (m, 2 H) 7,48 - 7,56 (m, 3 H) 7,42 -
7.48 (m, 1 H) 7,34 - 7,42 (m, 2 H) 7,29 - 7,34 (m, 1 H) 7,18 - 7,25 (m, 2 H) 6,09 - 6,21
(m, 3 H) 5,98 - 6,09 (m, 2 H) 5,63 - 5,75 (m, 1 H) 5,52 - 5,63 (m, 1 H) 5,42 - 5,51 (m, 2
H) 5,32 (dd, /=10,27, 0,98 Hz, 1 H) 5,27 (dd, J=17,12, 1,47 Hz, 1 H) 5,13 (d, J=3.87
Hz, 2 H) 5,09 - 5,12 (m, 1 H) 4,95 - 5,05 (m, 2 H) 4,36 - 4,54 (m, 7 H) 4,23 - 4,31 (m,
2 H) 4,15 - 4,21 (m, 1 H)

San phAm phan cuc hon tir p-TLC 1an thi hai, duoc ky higu 1a Hop chét 128-2
(EtOAc/DCM=1:1, 3X) 'H NMR (400 MHz, metanol-ds) 6 ppm 8,75 (s, 1 H) 8,59 (s, 1
H) 8,43 (s, 1 H) 8,39 (s, 1 H) 8,01 - 8,07 (m, 2 H) 7,38 - 7,56 (m, 7 H) 7,27 - 7.35 (m, 1
H) 7,15 - 7,26 (m, 3 H) 6,45 (d, J=19,91 Hz, 1 H) 6,38 (d, /=19,52 Hz, 1 H) 5,95 - 6,26
(m, 4 H) 5,83 (dd, J=51,54, 4,69 Hz, 1 H) 5,73 (dd, J=51,54, 4,69 Hz, 1 H) 5,46 - 5,57
(m, 1 H) 5,28 - 5,36 (m, 1 H) 5,19 - 5,28 (m, 1 H) 5,16 (dt, /=5,56, 1,51 Hz, 2 H) 5,03 -
5.10 (m, 1 H) 4,95 (br d, J=5,50 Hz, 2 H) 4,41 - 4,62 (m, 4 H) 4,28 - 4,40 (m, 2 H) 4,12
- 4,27 (m, 4 H)

San pham phan cyc it hon tir p-TLC lan th hai, dugc ky hiéu la Hop chét 128-3
(EtOAc/DCM=1:1, 3X) IH NMR (400 MHz, cloroform-d) 5 ppm 8,53 (s, 1 H) 8,36 (s,
1 H) 7,95 - 8,02 (m, 2 H) 7,95 (s, 1 H) 7,89 (s, 1 H) 7,53 - 7,61 (m, 2 H) 7,44 - 7.53 (m,
4 H) 7,36 - 7,44 (m, 2 H) 7,25 - 7,31 (m, 1 H) 7,12 - 7,20 (m, 2 H) 5,91 - 6,18 (m, 4 H)
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5.85-5.91 (m, 1 H) 5,72 - 5,79 (m, 1 H) 5,61 - 5,72 (m, 1 H) 5,47 - 5,57 (m, 1 H) 5,40
_ 547 (m, 1 H) 5,25 - 5,32 (m, 1 H) 5,15 - 5,23 (m, 1 H) 4,99 - 5,14 (m, 3 H) 4,92 (4,
J=5.47 Hz, 2 H) 4,52 - 4,60 (m, 2 H) 4,37 - 4,52 (m, 4 H) 4,35 (d, /=3,13 Hz, 1 H) 4,30
(d, J=5.47 Hz, 1 H) 425 (d, /2,74 Hz, 1 H) 420 (d, /=469 Hz, 1 H)

9
% 1) RCMitol 9 N
“PC NO, oluene 2~y S
S PO AN 2) PhSH/Et;N/1,4-dioxane o N w NN
N)\\%\ ,D\ \Q‘N\%\\(OA" 3) NH4OH/ELOH, 50 °C NWN\/\/\O)\H\N .
N™ "0 4) Tinh sach _
BN\ 0,0 F Y — g & " N
Al \ 2
O.N §o HS—0 o
ol °
ER-001258041
128-1 (San pham phan cyc nhét tr budc tach 100% EtOAC pTLC) - JFZ-2451-056
128-2 (San ph&m phan cyc hon tir budc tach 50% EtOAC pTLC) > ER-001259285
JFZ-2451-085
128-3 (San pham it phan cuyc hon tir budc tach 50% EtOAC pTLC) ER-001259366

JFZ-2451-069

Bb sung dung dich chtra chét xtc tac Hoveyda-Grubbs thé hé tht hai ((1,3-Bis-
(2,4,6-trimetylpheny1)-2-imidazolidinyliden)dicloro(o-isopropoxyphenylmetylen)
ruteni vao dung dich hdi lwu chita CDN dugc bao vé 2-nitrobenzyl (10 mg, 8,696 pumol)
trong toluen (20 ml, 187,761 mmol); sin c6 tai danh muc SIGMA-ALDRITCH® sb
569755; CAS 301224-40-8; 2,73 mg, 4,348 pmol) va benzoquinon (2,350 mg, 0,022
mmol) trong TOLUEN (2 ml). Dung dich tao thanh dugc tao hdi lvu trong 4 gio (nhiét
d6 bé diu 1a 120-125°C). TLC (EtOAc, Rfsm=0,8, RfProd=0,3) va UPLC-MS chi ra
rang phan Gng khong hoan toan. 1 ml dung dich chit xtc tac Ru dugc bd sung. Phan
ung nay dugc tao hdi luu thém trong 2 gid. Van con nhiéu SM khong phan tng con lai.
1 ml khac cua dung dich chét xuc tac Ru dugc bd sung. Phan tng dugc tao hdi luu thém
trong 2 gio' nita. Khéng SM nao dugc phat hién trén HPLC pha dao. Hon hop phan tng
duoc lam mat dén nhiét d6 trong phong va dugc ngung béng DMSO (0,019 ml, 0,261
mmol). Lam bay hoi dung mdi thu dugc san pham thd ma dugc tinh ché trén cot Si-gel
(cot 10 g Si-gel, rira giai tir 50 dén 100%, 15 thé tich, 100%, 10 thé tich). Phan doan
chra san phdm v6i MS mong muén duoc két hop va dugc cd quay. Phén cin duge tinh
ché thém mét 14n trén TLC didu ché (EtOAc).

B sung thiophenol (0,25 ml, 2,428 mmol) va TEA (0,25 ml, 1,794 mmol) vao
CDN duoc khoa ciu néi dugc tinh ché bang pTLC (2,5 mg, 2,228 pmol) (cht dong
phén trans) trong 1,4-dioxan (0,5 ml, 5,845 mmol) ¢ 20°C. Hon hgp nay dugc khuéy 4]

nhiét do trong phong trong 3 gi¢. UPLC chira rang su chuyén hoa 12 hoan toan.
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Metanol (1,5 ml) dugce bd sung, tiép theo 1a bd sung NH;3 29% trong H>O (1,0

ml). Hon hop tao thanh dugc gia nhiét & 50°C trong 6 gid va dugc lam mét dén nhiét do

trong phong.

Huyén phu cta hdn hop phan tng nay dugc loc va duge rira bang nudc (25 mL).

Chét két tia dugc tao thanh trong chét loc sau khi stc rira bang nuéc. Chét loc duoc loc

lai dé loai bé mdt soO chét ran.

Chét loc tao thanh dugc chiét bing hdn hop tol/Hep (3X, 1/1, 25 ml mdi 14n).

L&p nude duge ¢ trong chan khong va sau d6 dugc hoa tan trong nuée (6 mL). Cac

chat két tia duogc loc thém mot 14n nita. UPLC chi ra san phém mong mudn duge tao

thanh. San phdm dugc tinh ché v4i HPLC pha dao bang cach st dung cuing phuong phap

d8 tinh ché cac chét tuong tw CDN duogc khoa nén khac.

Péi voi Hop chét 18, LCMS: MS m/z 748,11 [M+H]" 746,15 [M-HJ
Péi voi Hop chét 19, LCMS: MS m/z 748,06 [M+H]* 746,17 [M-HJ
Déi v6i Hop chét 20, LCMS: MS m/z 748,09 [M+H]" 746,21 [M-HJ

Vi du 13 -- Téng hop Hop chét 26
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Hop chit 151
X0
OH =N N f“
%NWO DMTCI ODMTO </N I N/)
Ho F NN N\ pyrt ‘X_\/l
HO  F
(150) (151)

B6 sung 4,4'-dimetoxytrityl clorua (0,803 g, 2,369 mmol) vao dung dich chira
Hop chét 150 (0,70 g, 2,256 mmol) trong pyridin (10,5 ml) 0°C. Dung dich tao thanh
duoc khudy qua dém trong khi dugc lam 4m dén nhiét do mdi truong xung quanh. Khi
hoan thanh (dugc theo doi bang LCMS), dung dich NH4Cl béo hoa (10 ml) va MTBE
(20 mL) dugc bd sung. Céc 16p ndy dugc phan tach va lop nuée dugc chiét bing
MTBE/EtOAc (3/1, 12 mL). Céc 16p hitu co két hop duge ria bang dung dich nuéc
NaCl 30% (5 ml), dugce lam khd trén MgSOsq, duoc loc va dugc cd trong chan khong.
Tinh ché sin phém tho bing sic ky cdt silicagel (SiO2 25 g, EtOAc 50% dén 70% trong
n-heptan) thu dugc 0,942 g Hop chét 151.

If NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 8,47 (s, 1H), 8,11 (s, 1H), 7.43 - 7,35 (m,
2H), 7,30 - 7,26 (m, 4H), 7,25 - 7,17 (m, 3H), 6,82 - 6,75 (m, 4H), 6,28 (dd, J = 2.3,
17,6 Hz, 1H), 6,22 - 6,10 (m, 1H), 5,63 (ddd, J=2.7, 4,7, 53,1 Hz, 1H), 5,47 (qd, J =
1.4, 17,3 Hz, 1H), 5,31 (dd, J= 1,2, 10,6 Hz, 1H), 5,13 (t, /= 1.4 Hz, 1H), 5,12 (t, /=
1.2 Hz, 1H), 4,89 - 4,76 (m, 1H), 4,21 (td, J = 3,2, 6,8 Hz, 1H), 3,78 (s, 6H), 3,55 (dd, J
~2.7,10.9 Hz, 1H), 3,44 (dd, J = 4,3, 10,9 Hz, 1H), 2,29 - 2,21 (m, 1H).

Hop chit 152
\/\O

(i-Pr) 2N NN
) oomt ¢ | J
ODMT < ) (-ProN" NOCE WN N

H-tetrazol, DMF IF
o F

HO "F S
(51 ) (-Pr);N” “OCE
(152)

B6 sung 3-((bis(diisopropylamino)phosphino)oxy)propanenitril (0,927 g, 3,075
mmol), 0,45 M 1,2,3 4-tetrazol (2,8 mL, 1,2 mmol) va 1-metylimidazol (30 pl, 0,38
mmol) vao dung dich chira Hop chét 151 (0,942 g, 1,538 mmol) trong DMF (7,5mL) 6

nhiét dd mdi truong xung quanh. Dung dich tao thanh duoc khudy & nhiét 4o moi truong
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xung quanh trong 4 gid. Khi hoan thanh (duoc theo doi bang LCMS), TEA (0,50 ml,
3,6 mmol), DMF (11,3 mL,) va nuéc (1,9 mL) dugc bd sung. Hon hop tao thanh dugc
chiét bing n-heptan (3mL mdi 14n) ba 1an. Lép DMF duoc hoa tan bang nude (4 ml) va
duoc chiét bang hdn hop chira toluen/n-heptan (1/1, 10 mL). Céc 16p hitu co két hop
dwoc rira bing dung dich nuéc NaCl 30% hai lan (3 mL mdi 14n), dugc lam khd trén
MgSO4, duge loc va duge cd trong chan khong. Tinh ché ciin bing sac ky cdt silicagel
(SiO; 50 g, EtOAc 33% dén 40% trong n-heptan véi TEA 1%) thu dugc 1,115 g Hop
chit 152 (hdn hop khong dbi quang 3:2) dudi dang chit rin bot mau tring.

Hop chét 153

N S
N N S S
y N 3\
ODMT(’) <N IN J on </N ) o 1 OCE
N E O
0) 1) DCI, MeCN /=N \L Né\lN
-y PR 0N
5 2) DDTT W)\/O O)Y\N /O\
7 HO F Nl N N=/ ©
PN ST NN N ODV
-Pr),N” ~OCE HO  F
(-Pr)2 (158) ) (153)

(152)

H3n hop cta Hop chat 152 (1,115 g, 1,372 mmol) va Hop chét 158 (0,650 g,
2,095 mmol) dugc dun ddng soi bang MeCN (20 mL mdi 14n) hai lan. Phan cin tao
thanh dugc bd sung MeCN (20,0 ml) va 1H-imidazol-4,5-dicacbonitril (0,243 g, 2,058
mmol). Sau khi phan tmg hoan thanh (dugc theo doi bang LCMS), hdn hop phan ung
nay dugc xu ly bang (E)-N,N-dimetyl-N'-(3—thioxo—3H-1,2,4-dithiazol-5-
yl)formimidamit (0,422 g, 2,058 mmol). Sau khi sy luu héa hoan thanh, dung dich
NaHCOj5 bio hoa (20 mL) va MTBE (30 mL ) dugc bd sung. Cac 16p nay dugc phan
tach va 16p nuéc duge chiét bing hdn hop chita MTBE/EtOAc (15/15 mL). Céc 16p hitu
co két hop duge rira bang dung dich nudc NaCl 30% (10 mL), dugc lam kho trén
MgSOs, duge loc va duge cd trong chan khong. Tinh ché cin bang sic ky cot silicagel
(SiO; 50g, EtOAc 33% dén 100% trong n-heptan véi TEA 1%) thu dugc 0,88 g Hop
chét 153.

LC/MS (ESI) m/z 1076,48 [M+Na]".

Hop chat 154
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S OCE S, OCE
O P\’
/=N X NN F’c, go 1) Dipenylphosphit; , NN P,
O _N o \l\ g NaHCOSanc \ )\H\ &
YL c 7Y o
o E NN N N dpmT 2 3% DCA = Nz
(153) HO’P O (154)

B4 sung diphenyl phosphit (0,323 ml, 1,67 mmol) vao dung dich chta Hop chét
153 (0,880 g, 0,835 mmol) trong pyridin (8,8 ml) & nhiét 0 moi trudng xung quanh.
Hon hgp phan tmg dugc khudy trong 1 gid va dugc theo doi bang LCMS. Khi hoan
thanh, hdn hgp nay dugc bd sung vao hdn hgp chira dung dich nude NaHCOs3 béo hoa
(13,2 ml) va nudc (4,4 ml) trong khi gitr nhiét do bén trong dudi 30°C, rira biang EtOAc
(8,8 ml). Hon hop tao thanh dugc khudy & nhiét d0 moi truong xung quanh va su thuy
phan dugc theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh, hdn hop nay dugc chiét hai 1an bang
hdn hop chira EtOA¢/MTBE (1/1, 26 mL). Céc 16p htru co két hop dugc rira bang dung
dich nude NaCl 30% (3 ml), dugc lam kho trén MgSOs, duge loc va duge cd trong chan
khong. Phéan cin dugc dun ddng sdi bang toluen (7 mL mdi 1an) hai 1an. San pham tho
duoc hoa tan trong diclorometan (6,6 ml), va duge xu ly br?mg nuée (0,15 ml, 8,35 mmol)
va axit dicloroaxetic 6% (0,41 ml, 5,0 mmol) trong diclorometan (6,6 ml) & nhiét d6 moi
truong xung quanh. Sau khi qué trinh khu bao vé DMT hoan thanh (dugc theo doi bing
LCMS), trietylsilan (2,7 ml, 17 mmol) dugc bd sung. Sau 10 phut khudy, hon hop tao
thanh dwoc xtt ly bang pyridin (4,4 ml) va TEA (1 ml) va dugc cd trong chan khong.
Phén cin dugc tan nho bang n-heptan (8,8 ml mdi 14n) ba 1an va dugc dun ddng sbi bang
MeCN hai 1an. Sén phém tho (Hop chét 154) dugc st dung trong budc tiép theo ma
khong can tinh ché thém.
LC/MS (ESI) m/z 814,29 [M-H]J".
Hop chét 155

S\\ _OCE

S ooe

0
Né\N P,
DMOCP, pyr
o
s NVN L N—/
Ho-F=0 (154) Ho™ g (155)

Bb sung 2—cloro-5,5-dimetyl-1,3,2-dioxaphophorinan—2-oxit (0,462 g, 2,505
mmol) vao dung dich chira Hop chét 154 (0,681 g, 0,835 mmol) trong pyridin (68 ml)
& nhiét d6 mdi truong xung quanh. Dung dich tao thanh dugc khudy trong 1 gio & nhiét
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d6 mdi trudng xung quanh va dugc theo d5i bang LCMS. Khi hoan thanh, nuée (0,45
ml, 25 mmol) (10 duong luong cua DMOCP) va luu huynh (0,134 g, 4,175 mmol) dugc
bd sung. Sau khi sy luu hoa hoan thanh (dugc theo doi bang LCMS), hdn hop phan tng
nay dugc xtr ly bang dung dich nuéc NaHCO3 bdo hoa (13,6 ml) va duge cd trong chan
khong. Phan cgn dugc xtr 1y bang EtOAc (27 ml) va nudc (13,6 ml). Céc 16p dugc phan
tach va 16p nude dugce chiét bang hdn hgp chira EtOAc¢/MTBE (1/1, 27 mL). Cac 16p
hitu co két hop dugc rira bang dung dich nudc NaCl 30% (13,6 ml), dugc lam kho trén
MgSOs4, duge loc va duge ¢ trong chan khong. Tinh ché cin bang sic ky cot silicagel
(SiO2 25 g, MeOH 0% dén 10% trong EtOAc) thu dugc 0,693 g (hiéu suét 1y thuyét)
Hop chét 155.

LC/MS (ESI) m/z 830,23 [M+H]".

Hop chat 156
§ n,,s NO,
0 Fav 0
O 1)tBuNH %
/=N R
o
RJ’NWQ\KO\J 2n|trobenzyl O\) (\O
-/ | H/\ bromlt 2
g F NN S ® L
_P
HO™ 4 (155) (156)

B4 sung tert-butylamin (14 ml, 131 mmol) vao dung dich chira Hop chét 155
(0,693 g, 0,835 mmol) trong axetonitril (14 ml) & nhiét o moi truong xung quanh. Dung
dich tao thanh dugc khudy trong 10 phut va dugc theo dsi bang LCMS. Khi hoan thanh,
hdn hop phan ang nay dugc co trong chan khong va dugc dun dong soi bang MeCN hai
1an. Phén cin duoc bd sung axetonitril (14 ml) va 2-nitrobenzyl bromua (0,541 g, 2,51
mmol). Sau khi dugc khudy qua dém, hdn hop phéan tng duge cd trong chan khong va
dugc tinh ché bang sic ky cot silicagel (SiO2 100g, EtOAc 75% dén 100% trong n-
heptan va MeOH 0% dén 10% trong EtOAc) dé thu dugce 0,103 g Hop chét 156.

IH NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 8,59 (s, 2H), 8,05 (br d. /= 8.2 Hz, 2H),
8.03 (s, 2H), 7,58 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7,48 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.45 - 7,37 (m, 2H), 6,20
(br d, J= 18,8 Hz, 2H), 6,21 - 6,08 (m, 2H), 5,98 - 5,83 (m. 2H), 5,69 (dd, J = 4.7, 52,0
Hz, 1H), 5,47 (br d, J = 17,2 Hz, 2H), 5,31 (br d, /= 10,6 Hz, 2H), 5,14 (br d, J=5,5
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Hz, 4H), 4,54 - 4,46 (m, 2H), 4,45 - 4,40 (m, 2H), 4,37 - 4,26 (m, 4H), 4,21 - 4,11 (m,
2H).

Dua vao phuong phap tdng hop, s6 lieu NMR (d6i xtg) va thoi gian gitt HPLC

(chét ddng phan tach rira chdm nhat), Chii don tin ring hop chat 156 c6 hoa hoc lap thé
phospho RR. Su thiét 1ap hoa hoc 14p thé s& duoc xac nhan bang tinh thé hoc tia X.

p
£
Hop chat 157
8.5 No o On ,_S N0
R)
F{R) 0 Xuic tac Hoveyda- — F” o
Grubbs thé hé 2 o N/‘
o 5
' O Toluen, hdi
= N N oluen, hoi luu Bt \
O(R)F N GwF "N

P

0 el
@C 6 (156) 0 (157)
NO NO,

B sung dung dich chira chét xtc tac thé hé thi hai Hoveyda-Grubbs ((1,3-Bis-

(2,4,6—trimetylpheny1)-2-imidazolidinyliden)dicloro(o-isopropoxyphenylmetylen)

ruteni vao dung dich chira Hop chét 156 (0,103 g, 0,098 mmol) trong toluen (103 ml)
tai hdi luu; sin co tai danh muc SIGMA-ALDRITCH® 56 569755; CAS 301224-40-8;
31 mg, 0,049 mmol) va quinon (32 mg, 0,295 mmol) trong toluen (10 mL). Hon hop
duogc khudy tai hoi luu trong 2 gid va chét xtc tac bd sung (16 mg, 0,025 mmol) dugc
bd sung. Khi hoan thanh, hdn hop phan Gng nay dugc lam mat xudng dén nhiét do moi
treong xung quanh va duge xir ly bing DMSO (0,14 ml, 2,0 mmol) qua dém. Hon hop
tao thanh dugc cd trong chan khong va dugc tinh ché bing sic ky cot silicagel (SiO2
10g, metanol 0% dén 10% trong EtOAc) @8 thu dugc san phAm mong mudn, ma dugc

tinh ché thém bing TLC diéu ché (EtOAc) dé thu dugc 3,6 mg hop chét 157.

IH NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 8,11 (dd, J = 1,2, 8,2 Hz, 2H), 8,09 (s, 2H),
7.68 (s, 2H), 7,67 - 7,58 (m, 4H), 7,52 - 7,48 (m, 2H), 6,26 (d, J= 17,6 Hz, 2H), 6,02 -
5.97 (m, 2H), 5,97 - 5,88 (m, 2H), 5,68 (dd, J = 3.9, 50,8 Hz, 2H), 5,15 (br d. /= 10.9
Hz, 2H), 4.99 (br d, J= 10,9 Hz, 2H), 4,56 - 4,44 (m, 8H), 4.25 (br t, /= 6,1 Hz, 2H).

Hop chét 26
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(0]

(R) o F® 0
N ~ < N
o\ ' PhSH,TEA NN 5
=
WO 1,4-dioxan 0)\(_5N (o)
s J N
O (R) F §/N N= O (R) F \

P o}

S=
o 157
@CNOZ (157) (26)

Hop chét 157 (3,6 mg, 3,5 pmol) duge bd sung 1,4-dioxan (0,11 mL), thiophenol
(0,045 mL, 0,44 mmol) va TEA (0,054 mL, 0,39 mmol). Hon hop tao thanh dugc khuéy

& nhiét do mdi truong xung quanh trong khi phan ung duoc theo doi bang LCMS. Sau
khi chuyén héa hoan toan, nudc (0,5 mL) dugc bd sung. Hon hgp tao thanh dugc chiét
ba 13n bang hdn hop chta n-heptan/toluen (1/1, 0,4 mL mdi 1an) va sau do 1a toluen (0,3
mL). Lép nuée duge cd trong chan khong va duoc xt Iy bang nude (0,5 mL). Chét rén
tao thanh dugc loc ra, dugc rua bang nuée (0,5 mL). Lam dong kho cac chét loc két hop

thu duogc 2,0 mg mubi bis-TEA Hop chét 26 dudi dang chit rin bot mau tring.

'H NMR (400 MHz, METANOL-ds) 8 = 8,67 (s, 2H), 8,18 (s, 2H), 6,41 (d, /= 14,8 Hz,
2H), 6,07 - 6,01 (m, 2H), 5,56 (dd, J=3,1, 51,2 Hz, 2H), 5.48 - 5,41 (m, 2H), 5,08 (br
d, J=12,1 Hz, 2H), 4,99 - 4,88 (m, 2H), 4,52 (br d, J= 12,5 Hz, 2H), 4,40 (br d, /=9.8
Hz, 2H), 3,98 (dd, J = 5,7, 12,3 Hz, 2H), 3,14 (q, J = 7.4 Hz, 12H), 1,27 (t, /= 7.4 Hz,
18H).

Vi du 15 -- Téng hop Hop chit 27

Hop chat 27 duoc didu ché tir Hop chét 159, sén pham phu trong Giai doan 11b
cda quy trinh tdng hop cho Hop chét 1 duoc thé hién trén FIG. 2B.

(/,N NH3
S
(S)
i 0 P=OH

) FE O
=N O /=N H N|/§N v S
/‘ NH,OH O.__N
M‘tOH AN NS
N i | N N" o
Bz N= < “, NQ/N N:/

S

“J-O

1 (S) (159)

O

B6 sung amoni hydroxit 28% (12 ml) vao dung dich chtra Hop chét 159 (2,0 g,
1,75 mmol) trong metanol (24 ml). Hon hop tao thanh dugc khudy tai 50°C trong 5 gio
va dugc lam mat dén nhiét do méi truong xung quanh. Khi hoan thanh (dugc theo doi

bang LCMS), hdn hop phan ing nay duoc lam mat dén nhiét d6 moi trudong xung quanh,
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duoc xit Iy bang nude (20 ml) va dugc chiét ba 1in bang hdn hop chira toluen/EtOAc
(1/1, 24 mL mdi lan). Lép nude duoc axit hoa bang axit hydrocloric 1,0 M (3,5 ml, 3,5
mmol), dugc khudy & nhiét 4o mdi truong xung quanh trong 30 phut va 0°C trong 30
phut. Huyén phu tao thanh duoc loc, duge rira béng nude (20 mL). Banh loc dugce lam
kho trong 16 chan khong tai 35°C qua dém va dugc hoa tan bing hdn hgp chira NHsOH
28% (2 mL) va MeOH (20 mL). Dung dich tao thanh dugc cd trong chan khong va dugc
xir Iy bang EtOH (4 ml) dé tao huyén phu. Chét ran tao thanh dugc thu gom bang cach
loc va duoc lam kho trong chan khong. Thu dugc 70 mg Hop chét 27 dudi dang chat
rAn mau tring.

'H NMR (400 MHz, METANOL-ds) 8 = 9,03 (br s, 1H), 8,31 (br s, 1H), 8,26 (br s,
1H), 8,13 (br s, 1H), 6,43 - 6,24 (m, 2H), 5,97 - 5,83 (m, 2H), 5,71 (br d, J= 51,6 Hz,
1H), 5,64 (br d, J= 50,0 Hz, 1H), 5,12 - 4,99 (m, 1H), 4,96 - 4,90 (m, 1H), 4,68 - 4,32
(m, 6H), 4,14 - 3,97 (m, 2H), 3,77 - 3,62 (m, 2H).

Vi du 16 -- Tong hop Hop chét 28

N NH,
S { ﬁ(ﬁ’)
I 0 =1
1 3 E)(R) N NSy O
=N g NN o NroH 0 N/= N SN L
0. N P \/\/\ | _— MeOH =z | X N N
] N N" "o g . NN N
§ z =/ X
O,N G e NN N o F
S l'3 0 HO—ﬁ 0
S o
5( ) (160) NH3 (28)

Hop chat 28 dugc didu ché tr Hop chit 160, san pham trong Giai doan 11 cta

quy trinh tbng hop cho Hop chét 1 dugc thé hién trén FIG. 2B, sir dung phuong phap
gidng nhu phuong phap dung cho Hop chét 27.
'H NMR (400 MHz, METANOL-ds4) &= 8,70 (brs, 1H), 8,49 (br s, 1H), 8,24 (brs, 1H),
8,10 (br s, 1H), 6,52 — 6,26 (m, 2H), 5,94 - 5,78 (m, 2H), 5,69 (br d, J = 54,7 Hz, 1H),
5.48 - 5,26 (m, 1H), 5,14 (br d, J = 53,1 Hz, 2H), 5,06 - 4,94 (m, 1H), 4,74 - 4,19 (m,
4H), 4,10 - 3,93 (m, 2H), 3,76 - 3,58 (m, 2H)

Vi du 17 -- Téng hop Hop chét 29
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Hop chat 162
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S
BzHN)\(kN 0 DIAD, TPP o \N)\H\N o
N= N=/
ODMT THF/Tol (1/2) 162 DMTO
(161) 0°C dén nhiét )

d6 trong phong

Hop chit 161 (5,0 g, 6,329 mmol) va but-2-yn-1,4-diol (1,907 g, 22,153 mmol)
dugc dun ddng soi bang THF hai 1in. Phin cin duoc hoa tan trong THF (50,0 ml) va
toluen (75 ml). Triphenylphosphin (2,158 g, 8,228 mmol) dugc bd sung va dung dich
tao thanh duoc 1am mét xudng dudi 5°C. DIAD (1,60 ml, 8,23 mmol) duge bd sung nho
giot trong khi giit nhi¢t dd bén trong dué6i 10°C. Dung dich tao thanh duoc khudy & 0
dén 5°C trong khi qua trinh nay dugc theo ddi bang LCMS. Sau khi hoan thanh, hdn hop
phan tng dugc cd trong chan khong @& loai bod hau hét THF. Phan cin dugc hoa tan
bing MTBE (50,0 ml) va duge rira hai 1an bang dung dich nude NaCl30% (40,0 ml mdi
14n) va hai 14n bang nude (25 ml mdi 14n). Dung dich hitu co nay dugc co trong chan
khéng va duge tinh ché bing sdc ky cot silica gel (Si02 100g, EtOAc 50% dén 70%
trong n-heptan duoc tao dém bang TEA 1%) dé thu dugc 4,671 g Hop chat 162.
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'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 3 = 8,61 (s, 1H), 8,14 (s, 1H), 743 (d, /= 7.2
Hz, 2H), 7,33 - 7,27 (m, 3H), 7,24 - 7,18 (m, 8H), 7,05 - 7.01 (m, 2H), 6,76 (d, /= 8.6
Hz, 4H), 6,20 (dd, J = 2,7, 17,2 Hz, 1H), 5,59 (td, J= 3,1, 53,1 Hz, 1H), 5,19 (br d, J =
2.3 Hz, 2H), 4,93 - 4,83 (m, 1H), 4,18 - 4,15 (m, 1H), 4,01 (br d, /= 6,3 Hz, 2H), 3,78
(s. 6H), 3,53 (dd, J = 2.7, 10,9 Hz, 1H), 3,17 (dd, J = 3,7, 11,1 Hz, 1H), 0,85 (s, 9H),
0,10 (s, 3H), 0,02 (s, 3H).

Hop chit 164

~y &

-, =N P
_ e e e s Nk G
PR o B el S o s e o

H (0)

Bz — B N N
NJ DMTO DIAD, PPh3 HO F AN Bz N=/

(162) THF, 0°C (164)

Hop chat 162 (4,671 g, 5,444 mmol), Hop chit 163 (3,32 g, 6,805 mmol) va
triphenyl phosphin (1,856 g, 7,077 mmol) dugc hoa tan trong THF (56,1 ml) va dugc
lam mat dudi 5°C. Dung dich tao thanh dugc bd sung DIAD (1,3 ml, 6,8 mmol) ) trong
khi gitt nhiét do bén trong du¢i 10°C. Sau khi ding hét Hop chét 162 (dugc theo doi
bang LCMS), hdn hop phan Gng nay dugc co trong chan khong va dugc tinh ché bang
séc ky cot silica gel (SiO2 340 g, EtOAc 55% dén 70% trong n-heptan dugc tao dém
bing TEA 1%) dé thu duoc 3,879 g Hop chét 164 dudi dang chét rén bot mau trang.

'{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) § = 8,51 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 8,05
(s, 1H), 7,41 (d, J= 7.1 Hz, 2H), 7,36 - 7,32 (m, 4H), 7,28 - 7,13 (m, 8H), 6.98 (&, /=
7.8 Hz, 2H), 6,79 - 6,74 (m, 4H), 6,29 (dd, J=2,0, 16,4 Hz, 1H), 6,19 (dd, J=2.7, 17.2
Hz, 1H). 5,53 (ddd, J = 2.7, 4,7, 53,1 Hz, 1H), 5,33 (ddd, J = 2,0, 3,9, 53,1 Hz, 1H),
523 - 521 (m, 1H), 5,05 - 5,01 (m, 2H), 4,99 - 4,94 (m, 2H), 4,81 (ddd, /=43, 6,7,
16.7 Hz, 1H), 4,71 - 4,60 (m, 1H), 4,21 - 4,14 (m, 2H), 4,08 - 4,03 (m, 1H), 3.89 (dd, J
— 3.1, 117 Hz, 1H), 3,77 (s, 6H), 0,91 (s, 9H), 0,84 (s, 9H), 0,09 (s, 3H), 0,08 (s, 6H),
0,00 (s, 3H).

Hop chit 165

OTBS 1 O OTBS

=N E OTBS I — FE OTBS
KCTN/;/\(EZ Nl&N n S PhO’E\OPh K(ETN/—{)N\KE'Z N\/*N S
= N~ — = .
ST, N IN - N)\%\N’(Ox :NaHCO3 nwéc \— ! Ll — \N)\%\N[ox’
R g X B _ s N2 ~ Bz _
HO F X (64 z N=/ DMTO 2) DCA, H,0 \PHF % N=/ OH
g o (165)
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Bé sung diphenyl phosphit (0,35 ml, 1,8 mmol) vao dung dich chira Hop chét
164 (1,5 g, 1,13 mmol) trong pyridin (12,0 ml) & nhiét 6 moi truong xung quanh. Dung
dich tao thanh duoc khudy & nhiét do méi truong xung quanh trong khi dugc theo doi
bing LCMS. Khi hoan thanh, hén hop phan tng dugc bd sung vao hdn hop chira Dung
dich nudc NaHCO3 bdo hoa (22,5 ml) va nuge (7,5 ml) trong khi gift nhiét do bén trong
duéi 30°C. Sau khi qué trinh thiy phén hoan thanh (dugc theo doi bang LCMS), hén
hop tao thanh duoc chiét hai lan bang hon hop chira EtOAC/MTBE (3 0,0/30,0 ml). Cac
16p hitu co két hop dugc rira bang dung dich nuéc NaCl 30% (15,0 ml), dugc lam khd
trén MgSOs, duoc loc va duge ¢ trong chin khong. Phén cin dugc dun ddng so6i bang
toluen ba 1an va duoc hoa tan trong diclorometan (11 ml), nude (0,20 ml, 11 mmol) va
axit dicloroaxetic 6% (0,57 ml, 6,9 mmol) trong diclorometan (11 ml) & nhiét d0 moi
trudng xung quanh. Sau khi loai bd hoan toan nhém DMT (dugc theo doi bang LCMS),
trietylsilan (1,8 ml, 11 mmol) dugc bd sung. Sau 10 phit khudy, TEA (1,6 ml, 11 mmol))
dugc bd sung va hdn hop tao thanh dugce ¢o trong chan khong. Phan can dugc hoa tan
trong EtOAc (22,5 ml), duge rira bang nudc (3,8 ml) va dung dich nudc NaHCO3 bao
hoa (8%) (3,0 ml), dugc lam kho trén MgSO4, dugc loc, va dugc ¢o trong chan khong.
San pham thd dugc tan nho hai 14n bang n-heptan (33,8 ml) va hdn hop chtra n-heptan
(9,0 ml) va toluen (3,0 ml). Dich ndi duge gan ra va chit ran con lai & day dugc hoa tan
trong axetonitril. Dung dich tao thanh dugc ¢d trong chan khong va dugce dun ddng soi
bang axetonitril hai 1in. San phim thd, Hop chét 165, duoc st dung cho giai doan tiép

theo ma khong tinh ché (gia dinh higu suét Iy thuyét 100%).
LC/MS (ESI) m/z 1089,74 [M+H]".

Hop chit 166

oTBS — E OTBS
K(_f F, OTBS 4)pmoce %’Nf\ \ Bz N|/§N S
Pyr W ~ =
\/Kr —= )\(k [x : N ’ NJ\%\N o
2 2)S \ P NN Bz =/
s
”P HOH Hs R
(165) o) (166)

Bb sung TEA (0,47 ml, 3,4 mmol) va DMOCP (0,375 mg, 2,03 mml) vao dung
dich chtra Hop chit 165 (1,231 g, 1,13 mmol) trong pyridin (100 mL) & nhiét do moi
treong xung quanh. Dung dich tao thanh duoc khudy & nhiét do mdi truong xung quanh
trong khi dugc theo ddi b?ang LLCMS. Khi hoan thanh, nuéc (0,41 mL, 22,6 mmol) va
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sau d6 14 luu huynh (0,181 g, 5,651 mmol) dugc bd sung. Sau khi lvu hoa hoan thanh
(dugc theo doi bang LCMS), Dung dich nwréc NaHCO; bao hoa (8%) (24,6 ml) va nudc
(10 mL) dugc bd sung. Hon hop tao thanh duge cd trong chan khong dén ~50 mL va
duoc chiét hai 1in bing hn hop chita MTBE/EtOAc (31/31 ml) mdi 1An. Cac 16p hitu
co két hop duge rira bing dung dich nuéc NaCl30% (25 ml), duge 1am kho trén MgSOs,
duogc loc, dugc ¢b trong chan khong, va dugc tinh ché biang sdc ky cot silica gel (SiO2
100g, metanol 0 dén 10% trong etyl axetat dugc tao dém bang TEA 1%) dé thu duoc
Hop chét 166 (0,484 g).

LC/MS (ESI) m/z 1103,65 [M+H]".

Hop chit 167

oTBS —
N Z 1) Et3N 3HF \/\/ —
N ) 3 — pZ
\_/ Wg\[f \——\ _ TEAPYT ~ N gz N~ o
N ’,F N%/N

o] Q—\ ? e =
2) o-Nitrobenzyl
\© bromlt MeOH s |F:(5)

“R
HS ) NO; O 167
o (166) (167)

Bé sung Et:N 3HF (0,581 ml, 3,563 mmol) vao dung dich chira Hop chét 166
(0,484 g, ,402 mmol) trong pyridin (1,2 ml) va TEA (5,8 ml) & nhiét do mdi trudng xung
quanh. Hon hop tao thanh dugc khudy ¢ nhiét do moi truong xung quanh trong khi duogc
theo doi bzing LCMS. Sau khi chuyén héa hoan thanh, metoxytrimetylsilan (3,9 ml, 28
mmol) dugc bd sung. Sau 20 phut khudy & nhiét do mdi truong xung quanh, dich ndi
duoc gan. Phan cin dugc bd sung toluen (5 mL) va sau 10 phut khudy, 16p toluen dugc
gan. Cong doan twong ty dugc lap lai thém mot lan nita. San phém tho tao thanh dugc
hoa tan trong diclorometan (10 mL), dugc rira bang dung dich nuéc NH4Cl béo hoa
27% khéi luong) (5 ml) va NaCl nuéce 30% (2,4 ml), va dugc 1am kho trén MgSOa.
Thuc hién loc, tiép theo 1a ¢b déc 16p hitu co tao thanh thu dugc 0,386 g cht rin mau
nau nhat ma dugc dun ddng soi bang MeCN hai 1in. San phdm tho tao thanh dugc hoa
tan trong MeCN (4,6 ml) va dugc xir Iy bang 2-nitrobenzyl bromua (0,103 g, 0,475
mmol) & nhiét d6 mdi truong xung quanh. Sau khi su alkyl héa hoan thanh (duge theo
d5i bang LCMS), hdn hop phan Gng dugc co trong chan khong va duogc tinh ché bing
sdc ky cot silica-gel (Si02 25g, MeOH 0 dén 5% trong EtOAC) dé thu duogc 0,251 g Hop

chét 167 dudi dang chit rén mau trng.
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'H{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 5 = 8,42 (br s, 1H), 8,31 (br s, 1H), 8,22 (brs,
1H), 8,10 - 8,04 (m, 1H), 7.93 (s, 1H), 7,53 - 7,37 (m, 8H), 7,32 - 7,27 (m, 3H), 7,24 -
7.16 (m, 2H), 6,18 (br d, J= 16,8 Hz, 1H), 6,26 - 6,14 (m, 1H), 5,56 (d, /= 53,1 Hz,
1H), 5,48 - 5,37 (m, 1), 5,31 (br s, 1H), 5,15 (br d,.J= 17,6 Hz, 1H), 4,92 (d, /= 17,6
Hz, 1H), 4,82 (d, J= 17,2 Hz, 1H), 4,88 - 4,77 (m, 1H), 4,76 - 4,66 (m, 1H), 4,58 - 4,33
(m, 3H), 4,29 (br d, J=5,9 Hz, 1H), 4,21 (br s, 1H), 4,13 - 4,06 (m, 1H), 3,93 - 3,79 (m,
2H).

Hop chit 168

B W\

OH 0 (Rf’{o‘c
o, N o ~y & OH JOCE )

N%\KN \ / ProNi—f o\ B NTTN T
~—=— )\/k NiPr N N — )

S NwlN N _/N ¢ tetrazolgiPrzﬁlH \ 7 — N)\(k N” "0

0‘ (S) F N= —_— O\x‘ ’,F N§/N Bz N=/

SR O 2)pyTFA NO, \(s)

0 3) DDTT 5 S
o
ES(NOZ _(1e7) Q_/ Py (168)

Hop chit 167 (0,224 g, 0,222 mmol) va 3-(Bis(diisopropylamino)phosphinooxy)
propanenitril (0,081 ml, 0,255 mmol) dugc hoa tan trong MeCN (5 mL) va dugc cd.
Cong doan tuong ty dugc 13p lai thém hai ]4n nita. Hon hop tao thanh dugc hoa tan trong
diclorometan (2,2 ml), duoc lam mat dén 0°C, va dugc xu ly bang diisopropylamoni
tetrazolit (0,019 g, 0,111 mmol). Hon hop phan tng dugc dua dén nhiét d6 mai trudng
xung quanh Qua dém va duoc hoa tan bang MeCN (2,2 mL). Dung dich tao thanh dugc
bd sung trong 10 gid qua bom tiém vao dung dich chtra mudi pyridin trifloroaxetat
(0,129 g, 0,665 mmol) trong MeCN (18 ml). Sau 1 gio khudy bd sung, 3-
(Bis(diisopropylamino)phosphinooxy)propanenitril (0,04 mL, 0,12 mmol) trong MeCN
(1 mL) dugc bd sung trong 4 gio. (E)-N,N-dimetyl-N'-(3-thioxo-3H—1,2,4—dithiazol-5-
yl)formimidamit (0,064 g, 0,311 mmol) dugc bd sung. Sau khi luu héa hoan thanh (duogc
theo d&i bang LCMS), hdn hop phan (mg nay dugc co trong chan khong va cén tao thanh
duoc hép thu béng MTBE (4,5 ml). Hon hop hitu co tao thanh dugce rua bﬁng dung dich
nuée NaHCO; bio hoa (8%) (4 ml) va nuée (2 ml). Cac 16p nude két hop duge chiét
nguoc bing hdn hop chita MTBE/EtOAc (4/4 mL). Céc 16p hitu co két hop duge ria
hai 14n bing dung dich nudc NaCl 30% (2 mL mbi 1an), dugc lam khd trén MgSOs,
duoc loc, dugce co trong chan khong. Phén cin dugce tinh ché bang sic ky cot silicagel

(SiO2 25g, EtOAc 50% dén 100% trong n-heptan) d8 thu duoc 64 mg Hop chét 168.
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'{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) § = 8,57 (s, 1H), 8,18 (s, 1H), 8,06 - 8,01 (m,
1H), 7,91 (s, 1H), 7,62 - 7,56 (m, 2H), 7,55 - 7,50 (m, 2H), 7,49 - 7.43 (m, 3H), 7,42 -
7.34 (m, 2H), 7,30 - 7,18 (m, SH), 6,33 (d, J= 15,2 Hz, 1H), 6,10 (d, /= 20,7 Hz, 1H),
5.95 - 5,77 (m, 1H), 5,54 (dd, J = 4,3, 52,8 Hz, 1H), 5,46 (dd, J = 3.9, 50,8 Hz, 1H),
532 -5.18 (m, 1H), 5,10 (d, J= 17,6 Hz, 1H), 4,89 (d, J= 17,6 Hz, 1H), 4,85 - 4,81 (m,
2H), 4,78 (br d, J = 12,1 Hz, 1H), 4,64 (br dd, J=4,1, 9,2 Hz, 1H), 4,55 (dd, /= 2.7,
12,1 Hz, 1H), 4,52 - 4,44 (m, 3H), 4,38 - 4,20 (m, 4H), 2,75 (td, J= 6.3, 17,6 Hz, 1H),
2,58 (td, J=15.9, 17,2 Hz, 1H).

Hop chat 29

o u WO/ CN P=SH

{R)\ i ®,
N7N N%{* —
1)POSH TEA
YK( = )\8\ W)\( T )ﬁ)\ N o
2) NH,OH, ) NHLOH, MeOH ? F n=/
\é) o{) (29)
(168)

Bd sung thiophenol (0,24 ml, 2,3 mmol) va TEA (0,24 ml, 1,7 mmol) vao dung
dich chaa Hop chét 168 (40 mg, 0,035 mmol) trong 1,4-dioxan (0,5 mL). Hon hop tao
thanh duoc khudy & nhiét @ moi truong xung quanh trong khi phan Gng duoc theo doi
bang LCMS. Khi hoan thanh, metanol (0,64 ml) va amoni hydroxit 28% (0,64 ml) dugc
bd sung. Hén hop tao thanh duge gia nhiét dén 50°C, dugc khudy trong 5 gid va dugc
lam mat dén nhiét d6 moi trudng xung quanh. Khi khir bao vé hoan thanh (dugc theo
doi bing LCMS), hdn hop tao thanh duge xir Iy bang nude (0,80 ml) va duge chiét ba
1An bang hon hop chira n-heptan/toluen (1/1, 0,5 mL mdi lan) va sau d6 la toluen (0,3
ml). Lép nuéc duge cd trong chén khong & 40-50°C va duge xt Iy bang nude (1 mL).
Chét rén tao thanh dugc loc ra, dugc ria bang nuée (0,3 ml). Cac chét loc két hop duge
xu ly b%mg 1,0 M HCI (0,07 ml, 0,07 mmol). Huyén phu tao thanh duoc loc va dugc ria
bang nude (1 mL). Banh loc dugc hoa tan bang dung dich amoniac 2,0 M (1,0 ml, 2,0
mmol) trong MeOH. Dung dich tao thanh duoc cd trong chan khong dén 0,5 mL va
duoc xt Iy bang EtOH (0,5 ml). Cong doan twong tu duoc 1dp lai thém hai 1an nita. BS
sung nho giot EtOAc (0,9 mL) vao dung dich tao thanh. Su két tia xay ra. Chét rén tao
thanh dugc thu gom bang céach loc, dugc ria bang hdn hop 4/1 clia EtOAc/EtOH (0,4
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mL) va dugc 1am khé trong chén khong qua dém & nhiét d6 moi trudng xung quanh.

Thu duoc 12 mg Hop chat 29.

'H NMR (400 MHz, METANOL-ds) 8 = 8,88 (br s, 1H), 8,50 (br s, 1H), 8,20 (br s, 1H),
8,12 (br s, 1H), 6,42 - 6,17 (m, 2H), 5,84 - 5,54 (m, 1H), 5,52 (d, /= 51,6 Hz. 1H), 5,06
- 4,78 (m, 2H), 4,77 - 4,55 (m, 3H), 4,49 (br d, J = 10,2 Hz, 1H), 4,42 (br s, 2H),4,09 -
3,77 (m, 4H).

Vi du 18 -- Téng hop Hop chét 25

Trmh tw phan ng (Giai doan 1 dén 11)
giéng nhu trinh tw duoc mo ta trén FIG.
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Hop chéit 170

D
HO <D H-GIl D Dp
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(169) (170)

B4 sung prop-2-en-d5-1-ol (10,0 g, 158 mmol) vao dung dich chira chét xuc tac
thé hé thir hai Hoveyda-Grubbs (0,996 g, 1,585 mmol) trong diclorometan (40,0 ml) tai
hoi luu. Sau 1 gio, chét xtc tac thé hé thu hai Hoveyda-Grubbs 1% mol bd sung (0,996
g, 1,585 mmol) dugc bd sung. Dung dich tao thanh dugc khqu tai hoi luu qua dém,
dugc lam mat dén nhiét d6 mdi trudng xung quanh, va dugc co trong chan khong. Phén
cin dugc tinh ché bang sic ky cot silicagel (SiO2 340g MeOH 0% dén 10% trong
EtOAc) dé thu dugc 4,2 g Hop chit 170 duéi dang diu mau ndu.

130 NMR (101 MHz, METANOL-ds) & = 130,87 (t, J = 23,8 Hz, 2C), 62,22 (quin, J =
21,9 Hz, 2C).

Hop chat 171
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S CE
\ !
(0] p{O
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Véi Hop chét 170 lam nguyén liéu ban dau, cac hop chét Hop chit 171 dugc didu
ché thong qua trinh tu phan tng (Giai doan 1 dén 11) giéng nhu trinh tw dwge md ta
trong quy trinh tdng hop Hop chat 1 trén FIG. 2A va FIG. 2B.

'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) § = 8,59 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 8,02 - 7.96 (m,
1H), 7,93 (s, 1H), 7,58 - 7,50 (m, 2H), 7,48 - 7,37 (m, SH), 7,34 - 7,27 (m, 2H), 7.24 -
7.14 (m, 4H), 6,90 (s, 1H), 6,28 (d, J = 14,8 Hz, 1H), 6,14 - 6,03 (m, 1H), 5,97 - 5.81
(m, 1H), 5.49 (dd, J=4.7, 52,3 Hz, 2H), 5.43 (dd, J=3,9, 50.8 Hz, 1H), 5,30 - 5,15 (m,
1H), 4,75 (br d, J= 12,1 Hz, 1H), 4,61 (br dd, J = 4,3, 9.4 Hz, 1H), 4,53 (dd, /= 2.9,
11,9 Hz, 1H), 4,47 - 4,41 (m, 3H), 4,32 - 4,18 (m, 4H), 2,79 (td, /= 7,0, 17,2 Hz, 1H),
2,66 (td, J= 6,3, 16,8 Hz, 1H)

£
Hop chat 25
s CE NH3
IR o P‘SH
(R)\ (R)
o~ :, O 1) PhSH, TEA,
/;/N\( ppp N {\‘ 1,4-dioxan o D D D)\H\
. - >
MeOH
N D 1 2) NH4OH, MeO o N p D ! \ =/
NOz (S) \(S)
s © Hs 'R
0 (171) NHL (25)

Véi Hop chét 171 lam nguyén liéu ban dau, Hop chét 25 duogc didu ché thong
qua trinh ty phan tng (Giai doan 12-13) gidng nhu trinh tu duge mo ta trén FIG.2A va
FIG. 2B.

'H NMR (400 MHz, CD;0D) 8 = 9,03 (br s, 1H), 8,30 (br s, 1H), 8,24 (br s, 1H), 8,10
(brs, 1H), 6,44 - 6,13 (m, 2H), 0,00 (d, J = 52,4 Hz, 1H), 0,00 (d,J= 51,2 Hz, 1H), 4,71
- 4,32 (m, 6H), 4,09 - 3,98 (m, 1H), 3,97 - 3,87 (m, 1H).
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Vi du 19 -- Téng hop Hop chit 31 (RpRp hodc SpSp)
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Hbn hop chira (E)-but-2-en-1,4-diol (0,10 g, 1,135 mmol) va Hop chat 172 (2,52
g, 2,55 mmol) dugc dun ddng so6i bang THF hai 14n va duoc hoa tan trong THF (5,0 ml)
va toluen (7,5 ml). Dung dich tao thanh dugc bd sung triphenylphosphin (0,714 g, 2,724
mmol). Dung dich tao thanh dugc lam mat xubng dudi 5°C va duge xu ly bang DIAD
(0,53 ml, 2,72 mmol) trong khi gilt nhiét do bén trong dudi 10°C. Hon hop phan ung tao
thanh duoc khudy qua dém trong khi dugc lam 4m dén nhiét do mdi trudng xung quanh.
Sau khi phan Gng hoan thanh (dugc theo doi biang LCMS), hdn hop phan tng nay dugc
cb trong chan khong va duge tinh ché bing sic ky cot silicagel (SiO2 50g dugc xt ly so
b6 bang TEA 1% trong n-heptan/EtOAc (1/1), EtOAc 50% dén 66% trong n-heptan) dé
thu duogc 2,46 g Hop chat 173 dudi dang chét ran bot mau tring. Nguyén liéu nay dugc

st dung trong budc tiép theo ma khong cAn tinh ché thém.

115



51357 116/213

Hop chit 174
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B6 sung nuéc (0,085 ml, 4,7 mmol), mubi pyridin trifloroaxetat (0,500 g, 2,589
mmol) vao dung dich chira Hop chét 173 (2,387 g, 1,177 mmol) trong axetonitril (28,6
ml) & nhiét d6 moi trudng xung quanh. Sau 1 phut, 2-amino-2-metylpropan (19,1 ml,
182 mmol) dugc bd sung. Hon hop tao thanh duoc khuéy & nhiét d6 moi truong xung
quanh trong khi phan Gng dugc theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh, hdn hop phan
g nay dugc cd trong chan khong va duoc dun ddng sbi bang MeCN. Phan cin dugc
hoa tan trong diclorometan (24 mL) va dugc xir ly bang nudc (0,42 ml) va axit
dicloroaxetic 6% (1,2 ml, 14 mmol) trong diclorometan (24 ml). Sau khi khir bdo vé
DMT hoan thanh (dugc theo di bing LCMS), phan tmg dwoc nging bang pyridin (12
ml) va hdn hop phan ing nay dugc cd trong chan khong. Phan cin tao thanh dugc xur ly
bang hdn hop chira n-heptan/toluen (15/15 ml) va 16p trén duogc gan. Cong doan twong
tu dugc 1ap lai thém mot 13n nita. Lam khd cin tao thanh trong chén khong thu duoc

Hop chit 174 dugce sir dung trong budce tiép theo ma khong can tinh ché thém.
LC/MS (ESI) m/z 1151,64 [M+H]".

Hop chat 175

s NEt
\
Osp, PH 0 ‘T—OH
oH Y . 0O OTBS
s )DMOCP TEA /=N NS R
0 N N Py N RZ . L
N “, Bz % Z —
T8BSO O Nv H2)S 1880 o NN N=/
_PH P 0
2P 7 =
0" oH (174) S (175)

NEt; (601 xtng, chat ddng phan RpRp hodc SpSp)

Bb sung TEA (0,98 ml, 7,1 mmol) va 2-cloro-5,5 -dimetyl-1,3,2-dioxaphosphinan
2-oxit (0,869 g, 4,708 mmol) vao dung dich chira Hop chét 174 (1,355 g, 1,177 mmol)
trong pyridin (271 ml) & nhi€t do moi trudong xung quanh. Dung dich tao thanh duoc
khudy & nhiét d0 moi trudng xung quanh toi khi t4t ca nguyén liéu ban dau dugc su

dung (dugc theo ddi bang LCMS). Sau khi phan tmg hoan thanh, nudc (0,85 ml, 47
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mmol) (10 duong lugng cia DMOCP) va sau d6 Iwu huynh (0,377 g, 11,77 mmol) duge
bd sung. Hon hop tao thanh duoc khudy & nhiét o moi truong xung quanh trong khi
phéan Gmg duoc theo doi bang LCMS. Sau khi qué trinh luu héa hoan thanh, hdn hop
phéan Gng nay duogc xu ly biang dung dich nugc NaHCO;3 bdo hoa (27 ml ) va nude (10
mL), va dugc cb trong chén khong. B4 sung hdn hgp chira MTBE/EtOAc (34/34 ml),
dung dich nuéc NaHCO; bio hoa (27 ml) va nuée (20 mL) vao cdn tao thanh. Cac 16p
duoc téch va 16p nuée duge chiét bing hdn hop chira EtOA/MTBE (34/34 mL). Céc
16p hitu co két hop dugc ria bang dung dich nuéc NaCl 30% (7 ml), dugc lam kho trén
MgS0s4, dugce loc va dugce b trong chan khong. Phén cin duoc tinh ché b:?lng séc ky cot
silicagel (SiO2 50g, MeOH 0% dén 20% trong EtOAc v6i TEA 1%) dé thu dugc 56 mg
Hop chét 175 (dbi xang dua trén NMR; chét dong phan RpRp hodc SpSp).

'{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 9,09 (s, 2H), 8,46 (s, 2H), 7,56 - 7,05 (m,
10H), 6,37 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,28 - 6,22 (m, 2H), 5,29 (ddd, /= 4.7, 7.8, 11,7 Hz,
2H), 5,00 (br d, J= 13,7 Hz, 2H), 4,84 (d, J= 4,3 Hz, 2H), 4,76 (br d, /= 13,3 Hz, 2H),
431 (br s, 2H), 4,28 - 4,20 (m, 2H), 4,16 - 4,08 (m, 2H), 3,00 - 2,77 (m, 12H), 1,12 -
0,99 (m, 18H), 0,96 (s, 18H), 0,34 (s, 6H), 0,25 (s, 6H).

Hop chit 31

S NEt S on NE&
OH

1) NH4OH, MeOH

rl_
O OB s0%C
0. N/:N Bz N\ ~N ™\
j/\”/N\/\/\N)\(kN o 2) TEA 3HF, pyr

— L
_R

R o HO™ I ¢4 )|

OH (175) NEts Chét ddng phan RpRp hodc SpSp

§E
s
£

B4 sung amoni hydroxit 28% (0,22 mL) vao dung dich chtra Hop chat 175 (56
mg, 0,0405 mmol) trong metanol (1,1 mL). Hon hop tao thanh dugc khudy tai 50°C
trong 5 gio, duge lam mat dén nhiét do moi truong xung quanh, duge co trong chan
khong va dugc dun déng sO1 b%mg MeCN hai 14n. Phan can tao thanh duoc bd sung
pyridin (0,22 mL), TEA (0,11 mL) va TEA 3HF (0,11 ml, 0,69 mmol). Hon hop tao
thanh dugc khudy & 50°C trong 5 gio, dugce lam mat dén nhiét d6 mdi trudng xung
quanh, dugc xt 1y bang metoxytrimetyl silan (0,90 mL, 6,50 mmol) trong 30 phut. Hon
hop tao thanh dugc c6 trong chan khong va dugc hoa tan trong nude (5 mL). Dung dich
nuéc tao thanh duoc chiét ba 1an bang toluen (5 mL mdi 1an) va duc;c; cd trong chan

khong. San phém thd dugc hoa tan trong 1mL nudc, duoc loc qua bd loc 6ng tiém va
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dugc axit héa bing 1IN HCI dé tao pH<3. Hon hop tao thanh dwgc gir trong th lanh
(5°C) trong 2 ngay va chét rén tao thanh dugc gom bang cach loc. Chét rin dugc hoa
tan trong NH; 2M trong MeOH (1,5 ml) va duoc cd trong chén khong dé thu dugc 2,8
mg Hop chit 31 1a hén hop chira NH; va mubi TEA. San pham nay dugc hoa tan trong
EtOH (1 mL), dugc xu ly béng 0,1 ml TEA, dugc ¢ dén 0,5 mL va dugc gilt trong ti
dong (-20°C) qua dém. Dich ndi dugc loai bo va chét ran con lai dugc lam kho thém
trong chén khong d8 thu duoc 0,8 mg mubi bis TEA Hop chét 31 (d6i xtmg béi NMR;
chét dong phan RpRp hodc SpSp).

'H NMR (400 MHz, METANOL-d4) 3 = 8,26 - 7,83 (m, 4H), 6,37 (br s, 2H), 5,89 (br
s, 2H), 5,36 - 5,07 (m, 2H), 4,95 (br d, J = 3,5 Hz, 2H), 4,58 (br dd, J = 6,3, 10,6 Hz,
2H), 4,43 (br s, 2H), 4,12 - 4,00 (m, 4H), 3,89 - 3,70 (m, 2H), 3,19 (q, J=7,2 Hz, 12H),
1,30 (t, J="7,4 Hz, 18H)

Vi du 20 -- Téng hop Hop chat 32

NHBz
F OTBS N
~ P N
N /N 7 TBSO </N |
Vo s I C AN,
oo N=/ ODMT oo m @ /)
e £ (177 WN o W F
HO OH DIAD, PPhj, 40 oC ST NalN S
((48,55)-2,2-dimetyl-1,3- - TBSO B OH DIAD. PPhs
dioxolan-4,5-diyl)dimetanol (178)
(176) o S\& \\\\\ (0]

Trinh tw phan (ng (Giai doan E (R)\O
OTBS >( E  OTBS 5-11)gibng nhu trinh tw duoc —N >( S
o /N g O NTSN %S mb ta trén FIG. 2A, FIG. 2B o~ gz 90
N NZ\/:\Q/\ L~ NN NN
\ Z ] > N N™ ~0 EEE—— S % l Bz
N N

_ N
ODMT .

s 0
(180) : P Y (181)
NO,
0N
Q _s- Kj o
W .S \
0 b 0 PSH NHs
£®%  1)80% agAcOH £ 0

1) tBuNH, o N/=N B2 9>o( N‘/§N — 2) PhSH, TEA o NFN y OH | (R
2) 2-Nitrobenzyl W)YNNN)\%\N o 1,4-dioxan %/N\/(‘S)\@/\N)\%\N 5
bromit ST % NaN g B | ., H

59% OwF 3) NH4OH, MeOH O, F

S‘.urf\ (0] 50°C HS ﬁ

~) 0 (182) NH3 O (32)
NO.

2

Hop chét 178

E OTBS
NSN 2 S

| 3
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%0 N=/ ODMT oo ) B X
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HO OH DIAD, PPh;, THF/tol
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Bé sung triphenylphosphin (0,930 g, 3,544 mmol) vao dung dich chita Hop chét
177 (2,0 g, 2,532 mmol) va (+)-2,3-O-isopropyliden-L-threitol (Hop chit 176) (1,232 g,
7.595 mmol) trong THF (20,0 ml) va toluen (30,0 ml). Dung dich tao thanh dugc lam
mat xubng dudi 5°C va dugce xtr Iy bang DIAD (0,64 ml, 3,3 mmol). Hon hop phan tng
nay dugc lam 4m dén nhiét do mdi truong xung quanh. Sau 8 gio khudy & nhiét do moi
trudng xung quanh, thém DIAD (0,64 mL) va PPhs (0,93 g) dugc bd sung. Sau khi
khudy qua dém & nhiét do moi truong xung quanh, hdn hgp phan ung nay dugc khudy
& 40°C trong 2 ngay va dugc cd trong chén khong. Tinh ché cin bang sic ky cot silicagel
(Si02 100g duge xir Iy so bd bing TEA 1% trong n-heptan/EtOAc (1/ 1), EtOAc 50%
dén 70% trong n-heptan) thu duoc 0,524 g Hop chit 178 duéi dang chét rén bot mau

tréng.

I{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,62 (s, 1H), 8,09 (s, 1H), 7,40 - 7,09 (m,
12H), 7,01 - 6,92 (m, 2H), 6,80 - 6,73 (m, 4H), 6,16 (dd, J = 2,7, 16,8 Hz, 1H), 5,49
(ddd, J = 3,1, 4,3, 53,1 Hz, 1H), 4,85 - 4,75 (m, 2H), 4,63 (dd, J = 3,9, 14,8 Hz, 1H),
4,30 - 4,19 (m, 2H), 4,18 - 4,12 (m, 1H), 3,94 (tt, /= 3,5, 8,2 Hz, 1H), 3,84 (td, /= 5.5,
12,1 Hz, 1H), 3,78 (s, 6H), 3,53 (dd, J=2,7, 10,9 Hz, 1H), 3,17 (dd, J=3.5, 10,9 Hz,
1H). 2,94 (br t, J= 5,5 Hz, 1H), 0,89 (s, 6H), 0,83 (s, 9H), 0,08 (s, 3H), -0,01 (s, 3H)

Hop chit 180

ODMT
_ oTBS Y E
e o—% ] a9 =N o I8 R
WN 0 HO F N R =9 L~
oYy e I AN AL
N

188G . F NN oH DIAD, PPh; SN
(178) (180)

B sung triphenylphosphin (0,191 g, 0,728 mmol) va DIAD (0,142 ml, 0,728
mmol) vao dung dich chira Hop chét 178 (0,409 g, 0,84 mmol) trong THF (6mL). Sau
40 gio khudy & nhiét 4o moi truong xung quanh, hdn hop phan tmg nay dugc c0 trong
chan khong va dugc tinh ché bing séc ky ¢t (SiO2 50g duge xir 1y s0 bo bang TEA 1%
trong n-heptan/EtOAc (1/1), EtOAc 50% dén 66% trong n-heptan) dé thu dugc 0,533 g
Hop chét 180.

LC/MS: LRMS (ESI) m/z 1403,86 [M+H]".
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Hop chat 181
S\\ e
. 2 .0 R
Trinh ty phan &ng (Giai (R)\o CN
oTBS EOTBS doan 5-11) giéng nhu =N o>( SN s
o /=N o) % trinh tw dwoc mo ta trén O _N Bz I O |
Njg\,/ 2 29 & _ FIG.2AFIG.28 2N N A o
R o B G % NN Bz N=/
HO F x-N ODMT \ (S)
(0]

P
(180) : P (181)
NO,

V6i Hop chét 180 1am nguyén liéu ban dau, Hop chat 181 duge diéu ché thong
qua trinh ty phan tng (Giai doan 5-11) gidng nhu trinh tu dugc mo ta trén FIG. 2A va
FIG. 2B.

'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,72 (s, 1H), 8,14 - 8,06 (m, 1H), 7,93 (s,
1H), 7,69 (s, 1H), 7,62 - 7,53 (m, 6H), 7,53 - 7,45 (m, 1H), 7,43 - 7,33 (m, 2H), 7,30 -
7.24 (m, 3H), 7,19 - 7,12 (m, 2H), 6,11 (d, J = 16,8 Hz, 1H), 6,05 (d, J= 19,5 Hz, 1H),
5,89 (dd, J = 3,5, 52,3 Hz, 1H), 5,57 - 5,46 (m, 1), 5,41 (dd, J = 3,5, 53,1 Hz, 1H),
5.18 - 5.04 (m, 1H), 4,83 (dd, J=4.7, 14,4 Hz, 1H), 4,78 - 4,73 (m, 1H), 4,70 (br d, /=
12,1 Hz, 1H), 4,64 - 4,48 (m, 411), 4,46 - 4,35 (m, 411), 4,33 - 4,27 (m, 2H), 4,16 - 4,06
(m, 2H), 4,05 - 3,96 (m, 1H), 2,55 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 1,26 (s, 6H).

Hop chét 182

0
0
S

S, O\L
0
(R)\ CN (R) o
N \N g ~ '
tBuNHz /=N N N %
O N
2) 2- Nltrobenzyl j)\l(
o (S) F Nv bromua o © % NN

0 (181) g E}, (182)
C ¢

NO,

B4 sung tert-butylamin (0,5 ml, 4,7 mmol) vao dung dich chtra Hop chét 181 (3,2
mg, 2,629 pmol) trong diclorometan (0,5 ml). Sau 30 phut khudy, dung dich phan tng
dugc ¢b trong chan khong va duge dun ddng sbi bang MeCN hai 14n. Phéan cin dugc
hoa tan trong axetonitril (1 ml) va duge xu ly bing 1-(bromometyl)-2-nitrobenzen (1,7
mg, 7,9 umol). Khi sy alkyl héa hoan thanh (dugc theo doi bang LCMS), hdn hop phan
ung nay dugc cd bang cach suc khi nito. Tinh ché cin bang sac ky cdt silicagel (SiO2

4g, BtOAc 80% dén 100% trong n-heptan) thu dugc 2 mg Hop chét 182.
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'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,12 (dd, J = 1,4, 8,0 Hz, 1H), 8,03 - 8,00
(m, 1H), 8,00 (s, 1H), 7.93 (s, 1H), 7,70 (s, 1H), 7,70 - 7,29 (m, 13H), 7,21 (d¢, /= 2.7,
7.6 Hz, 4H), 6,07 (d, J = 19,9 Hz, 1H), 5,94(d, J= 21,1 Hz, 1H), 5,91 - 5,77 (m, 1H),
5,81 (dd, J = 4,3, 51,5 Hz, 1H), 5,62 - 5,49 (m, 1H), 5,54 (dd, J = 3,1, 52,7 Hz, 2H),
4,83 (q,J= 5,9 Hz, 1H), 4,72 - 4,63 (m, 2H), 4,61 - 4,28 (m, 13H), 1,42 (s, 3H), 1,28 (s,
3H).

Hop chét 32

1) Dung dich nuéc O P,:SH NH3

Y E®D  AcOHBO%
=N PR
o~ Bz 9% N N 2) PhSH, TEA o
= N NNy % N 1,4-dioxan
R N IN B (6]

=z
3
ZT
IZ%
<
z
e

o= z =/ S 3 =/
X N N g N N N
O9F 3)NHOH MeOH Oy9 F 7 OH
R O  s0°%C Hs'f °
o) (182) NH3 O
(32)
NO,

Hop chit 182 (2,0 mg, 1,5umol) dugc bd sung axit axetic (0,8 ml) va nude (0,2
ml). Hon hop tao thanh duoc khudy & nhiét & moi truong xung quanh trong 14 gid va
tai 45-50°C trong 24 gid, dugc cb trong chén khong, va dugc dun dong soi bang toluen
hai 1in. Phan cin duge bd sung 1,4-dioxan (0,12 mL), thiophenol (60 pl) va sau do la
TEA (60 pl). Hon hop tao thanh duge khudy & nhiét do méi trudng xung quanh trong
khi phan tmg dugc theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh, metanol (160 pl) va amoni
hydroxit 28% (160 ul) duge bd sung. Hon hop tao thanh dugc khudy & 50°C khi sy khir
benzol héa hoan thanh (dugc theo doi bang LCMS). Khi hoan thanh, nuge (0,3 ml) duoc
bd sung. Chét ran tao thanh dugc loc ra, dugc rira béng nude (0,2 mL). Chét loc duoc
chiét hai 14n bang toluen (0,5 mL mdi 14n) va duoc cd trong chan khong ¢ 40-50°C. Phén
cin dugc xt ly béﬁg nuge (0,5 mL) va chét rén tao thanh dugc loc ra, duge rua béng
nwéc (0,1 mL). Tinh ché HPLC céc 16p nude két hop trong céc didu kién dugc md ta
dudi day thu dugce 1,5 mg Hop chét 32.

LC/MS: LRMS (ESI) m/z 781,23 [M+H]".

Céc didu kién HPLC diéu ché cho Hop chét 32:

Trang thiét bi Agilent 1200/1260 AS/FC

Cot HPLC Xterra C18 nudc, 10 x 100mm # 1414
Toc 46 dong 3,0 ml/phut

Nhiét d cot 35°C
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Pha ddng A: NH40H 0,1% trong nuéce, B: NHsOH 0,1% trong axetonitril
Gradien (B%) 0—5
Thoi gian chay 20 phut
Thé tich tiém 50 ul (1 mg/ml trong nude)
Phat hién UV 260 nm
Thoi gian luu 12,7 phut

Vi du 21 - Téng hop Hop chét 33 va Hop chét 34
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9- ((2R 3R 4R, 5R)-3-floro-4-hydroxy-5- (193)

(hydroxymetyl)tetrahydrofuran -2-yl)-1,9-dihydro- _
6H-purin-6-on

Bb sung AcO (7,0 ml, 74 mmol) va DMAP (0,565 g, 4,626 mmol) vao dung
dich chua 9-((2R,3R,4R,5R)-3-ﬂoro-4-hydroxy-5-(hydroxymetyl)tetrahydrofuran—2-
y1)-1,9-dihydro-6H-purin-6-on, Hop chit 183 (5,00 g, 18,5 mmol) trong pyridin (75 ml)

tai 0°C. Hdn hop tao thanh dugc ]am 4m dén nhiét d6 moi trudng xung quanh va dugc
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khudy trong khi phan tmg dugc theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh, hdn hop phéan
tmg nay dugc cd trong chan khong va duoc xit Iy bang EtOAc (200 mL) va nudce (50
ml). Su két tha xay ra. Chét ran tao thanh dugc thu gom bang cach loc va dugce ria bing
MTBE. Lam khé trong chan khong ¢ 40°C qua dém thu dugc 5,81 g Hop chét 193 duéi

dang chat ran mau trang.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 = 12,53 (br s, 1H), 8,33 (s, 1H), 8,15 (d, /= 4,3 Hz,
1H), 6,37 (dd, J= 2,7, 19,1 Hz, 1H), 5,86 (ddd, J=2.7, 5,1, 51,6 Hz, 1H), 5,62 (ddd. J
— 5.5, 7.0, 16,0 Hz, 1H), 4,49 - 4,38 (m, 2H), 4,26 (dd, J = 4,7, 12,1 Hz, 1H), 2,19 (s,
3H), 2,04 (s, 3H).

Hop chit 184
/=N /':N
OGN0 S0Cl,, DMF O N~ C!
S ., N DCM, hoi lwu o ", N
a0 FT A0 F T
(193) (184)

B sung tir tt DMF (1,3 ml, 16,9 mmol) va thionyl clorua (1,28 ml, 17,5 mmol)
vao dung dich chira Hop chét 193 trong diclorometan (40,0 ml) tai 0°C. Hon hop tao
thanh duoc dun hdi lru va MeOH 5% dén 10% tAt ca nguyén li¢u ban d4u duoc st dung
(dugc theo doi bang LCMS). Khi hoan thanh, hdn hop phin ung nay duoc lam mat dén
nhiét d6 mdi trudng xung quanh va dugce xu ly béng dung dich nuéc NaHCO3 béo hoa
(40 mL). Céc 16p dugc tach va 16p nude duge chiét hai 1in bing diclorometan (30 mL
mdi 14n). Cac 16p hitu co két hop duge lam kho trén MgSO4, dugc loc va duge ¢o trong

chan khong dé thu duge 2,81 g Hop chét 184 dudi dang ddu mau nau nhat.

'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,79 (s, 1H), 8,30 (s, 1H), 6,29 (dd, /= 2.0,
18,0 Hz, 1H), 5,79 (ddd, J= 1,6, 4,7, 51,6 Hz, 1H), 5,53 (ddd, J=5,1,7.6, 17,8 Hz, 1H),
4,58 - 4,48 (m, 2H), 4,33 (dd, J = 3.9, 12,5 Hz, 1H), 2,20 (s, 3H), 2,07 (s, 3H).

Hop chat 194

[~ =N
o N\e\(CI S~ Mo o
7 N
AcO | 7
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Bé sung sat(IIT) axetylaxetonat (0,021 g, 0,059 mmol) va 3-butenylmagie bromua
0,5M (1,77 ml, 0,885 mmol) trong THF vao dung dich chira Hop chét 184 (0,22 g, 0,59
mmol) trong hdn hop chira THF (7,7 ml) va NMP (0,77 ml) & nhiét d§ moi trudng xung
quanh. Sau khi hoan thanh phan tmg (dugc theo dsi bang LCMS), MTBE (10 mL) va
HCI10,1 N (10 mL) dwoc bd sung. Hon hop tao thanh dugce khudy & nhiét do méi truong
xung quanh trong 10 phit. Cac 16p duge phan tach va 16p nudc dugc chiét bang hdn
hop chira EtOAc/MTBE (1/1, 10 ml). Céc 16p hitu co két hop duoc rira bang dung dich
nuée NaCl 30% (5 ml), duoc 1am kho trén MgSO4 va duge cd trong chin khong. San

pham tho duge st dung trong bude tiép theo ma khong cAn tinh ché thém.

'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,90 (s, 1H), 8,16 (s, 1H), 6,26 (dd, J=2,0,
18,4 Hz, 1H), 5,98 - 5,85 (m, 1H), 5,90 — 5,73 (m, 1H), 5,63 (ddd, J = 49,7,5,17,7 Hz,
1H), 5,12 - 5,05 (m, 1H), 4,98 (dd, J= 1,6, 10,2 Hz, 1H), 4,54 - 4,50 (m, 2H), 4,31 (dd,
J=5.1, 12,9 Hz, 1H), 3,30 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,70 - 2,64 (m, 2H), 2,19 (s, 3H), 2,05
(s, 3H).

Hop chit 185

/':N
/\Cj} N O
AcO F H d “
(194) (185)

San phim tho Hop chét 194 (0,232 g, 0,590 mmol theo ly thuyét) dugc hoa tan
trong metanol (1,5 ml) va dugc xu ly bing amoniac 2,0 M (1,5 ml, 3,0 mmol) trong
MeOH & nhiét d6 méi trudong xung quanh. Sau khi khir axetyl hoa hoan thanh, hon hop
phan tmg nay dugc cd trong chan khong va duoc tinh ché bang sdc ky cot silicagel (SiO2

10g, MeOH 0% dén 5% trong EtOAc) dé thu duge 0,17g Hop chét 185.
L.CMS: MS (ESI) m/z 309,20 [M+H]"

Hop chit 195

N
0 DMTCI o 0 N/— P
R ", yr N ", N~
HO wo F 7
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B6 sung 4.4'-(cloro(phenyl)metylen)bis(metoxybenzen) (1,042 g, 3,075 mmol)
vao dung dich chira Hop chét 185 (1,22 g, 2,928 mmol) trong pyridin (9,0 ml) ¢ 0°C.
Hon hop phan g duge dé Am dén nhiét dd mdi truong xung quanh trong khi phan tng
duoc theo doi bing LCMS. Khi hoan thanh, MTBE (18 mL) va dung dich nuéc NaHCO3
bdo hoa (9,0 ml) dugce bd sung. Sau 10 phut khudy, cac 16p dugc phan tach va 16p nude
dugc chiét bang MTBE (18,0 ml). Cac 16p hitu co két hop dugc rua bang dung dich
nuée NaCl 30% (10 ml), dugc loc va dugce cd trong chan khong. Tinh ché bang sic ky
cot silicagel (SiO2 50 g, etyl axetat 50% dén 100% trong heptan vdi TEA 1%) dé thu
duogc 1,53 g Hop chat 195 duéi dang chét rin mau vang cam.

'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 3 = 8,86 - 8,78 (m, 1H), 8,21 (s, 1H), 7.40 - 7,36
(m, 2H), 7,31 - 7,18 (m, 7H), 6,79 (d, J = 8,6 Hz, 4H), 6,29 (dd, J=2.3, 17,2 Hz, 1H),
5.92 (tdd, J = 6,4, 10,4, 17,0 Hz, 1H), 5,70 (ddd, J=2.7, 4,7, 52,8 Hz, 1H), 5,09 (dd, J
— 1,6, 17.2 Hz, 1H), 4,97 (dd, J= 1,6, 10,2 Hz, 1H), 4,90 - 4,77 (m, 1H), 4,26 - 4,19 (m,
1H), 3,78 (s, 6H), 3,56 (dd, J=3,1, 10,9 Hz, 1H), 3,43 (dd, J= 4,3, 10,9 Hz, 1H), 3,33
- 3,28 (m, 2H), 2,70 - 2,64 (m, 2H), 2,20 (dd, J=2,5, 7,2 Hz, 1H).

Hop chat 186

= Pr2N~p-0CE
/—N @
OGN PN /\g
DMT\O/\Q’ 2
NN (iPr),NH tetrazol

(IPr)QN OCE
(186)

(195)

B sung 3-(Bis(diisopropylamino)phosphinooxy)propanenitril (1,20 ml, 3,76
mmol) va diisopropylamoni tetrazolit (0,493 g, 2,881 mmol) vao dung dich chira Hop
chit 195 (1,530 g, 2,505 mmol) trong diclorometan (23 ml) & nhiét d0 moi trudong xung
quanh. Hon hgp phan ung dugc khudy & nhiét d6 mdi trudng xung quanh trong khi qué
trinh nay dugc theo ddi bang LCMS. Khi hoan thanh, hdn hop phéan tmg nay duoc co
trong chan khong va dugc tinh ché bang sic ky cot silicagel (SiO2 50g, EtOAc 40% dén
66% trong n-heptan v6i TEA 1%) dé thu duge 1,80 g Hop chit 186 duéi dang chit rin

bot mau cam nhat.
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Hop chat 196 va 197

. S\\ /OR
o 2) (185)
DMT\O/\g 73 Pyr-TFA N/
S NN CHaCN
9 (= 7

b) DDTT ODMT

P
(PN~ NocE
?ri/\CN (196)
(186) R=H (197)

Hop chét 186 (1,8 g, 2,22 mmol) va Hop chat 185 (1,110 g, 2,664 mmol) dugc
hoa tan trong axetonitril (21,6 ml) va dugc c6 trong chan khong. Cong doan tuong tu
dugc 1dp lai thém mot 1an nita. Hn hop tao thanh dugc hoa tan trong axetonitril (21,6
ml) va duge xu ly bang pyridin trifloroaxetat (0,514 g, 2,664 mmol) & nhiét do moi
trudng xung quanh. Sau khi phan tng hoan thanh (dugc theo doi bang LCMYS),
((dimetylamino-metyliden)amino)-3H—1,2,4-dithiazaoline-3-thion (0,911 g, 4,439
mmol) dugc bd sung va hdon hgp tao thanh dugc khudy & nhiét do0 moi truong xung
quanh. Sau khi luu hoéa hoan thanh (dugc theo doi bang LCMS), dung dich nudc
NaHCOs3 bdo hoa (30 ml) duoc bd sung va hdn hop tao thanh duge chiét ba 1an bang
MTBE (30 mL mdi 1an). Cac 16p hitu co két hop dugc ria bang dung dich nude NaCl
30% (20 ml), dugc lam kho trén MgSOs, dugc loc, va duoc ¢d trong chan khong. Tinh
ché bang sic ky cdt silicagel (SiO2 100g, MeOH 0% dén 10% trong EtOAc v6i TEA
1%) thu duoc 0,481 g Hop chat 196 va 1,315 g Hop chét 197.

Hop chét 196: LCMS: MS (ESI) m/z 1073,25 [M+Na]"
Hop chat 197: LCMS: MS (ESI) m/z 995,23 [M-HJ

Hop chit 188

ﬁ/SH o)
0 E r\o NEta [e) rll;la\/s
=N NN 23 2-nitrobenzyl E, O OxN
0 NF | bromua /=N N NN
NN N=/N © P N" 0
HO\\ ‘F ~ ODMT MeCN HO\\\ ,,’F N\%N A N=/ ODMT
(197) (188)

Bd sung 2-nitrobenzyl bromua (0,388 g, 1,796 mmol) vao dung dich chira mudi
TEA Hop chit 197 (1,315 g, 1,197 mmol) trong MeCN (20 ml) & nhiét do0 mdi truong
xung quanh. Dung dich tao thanh dugc khudy & nhiét 9 moi truong xung quanh trong
khi phan tng dugc theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh, hdn hop phéan Gng nay dugc
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¢6 trong chan khéng va dugc tinh ché bang sic ky cit silicagel (SiO2 100g, MeOH 0%
dén 5% trong EtOAC) dé thu dugc 0,90 g Hop chét 188.

LCMS: MS (ESI) m/z 1154,29 [M+Nal*

Hop chat 198

o]

O

wn
/J

S
Xuc tac Ho-G thé hg 2 9 ¥©
qulnon NZN F,
=N N/ N
/— toluen kj W)\M/\)\% &
hdi luu N=/
DM
° T R= 1, (198)
(188) R=DMT (199)

o

Bb sung dung dich chira chat xac tac thé hé tha hai Hoveyda-Grubbs (0,187 g,
0,298 mmol) va quinon (0,322 g, 2,981 mmol)) trong toluen (20 mL) vao dung dich
chtra Hop chit 188 (1,35 g, 1,192 mmol) trong toluen (540 ml) tai hoi luu nhe (nhiét do
bén trong 110-112°C). Dung dich tao thanh dugc khudy & nhiét do nam trong khoang tir
110 dén 112°C trong khi phan tmg dugc theo doi biang LCMS. Sau 4 gio, chét xtc tac
bd sung (0,10 g, 0,16 mmol) dugc bd sung va khudy lién tuc tai hdi Iwu. Khi hoan thanh,
hdn hop phan tng nay dugce lam mat dén nhiét d0 moi truong xung quanh va dugce xur
ly bing DMSO (2,54 ml, 35,8 mmol). Sau 3 gi¢ khudy, hon hop phan ing nay duge cd
trong chan khong va dugc tinh ché bang séc ky cot silicagel (SiO2 50g, MeOH 0% dén
15% trong EtOAC) dé thu dugc hén hop chira Hop chét 198 va Hop chét 199. Hon hop
nay dugc hoa tan trong diclorometan (2 mL) va duoc xir Iy bang nude (0,021 ml, 1,2
mmol) va axit dicloroaxetic 6% (0,098 ml, 1,2 mmol) trong diclorometan (2 mL). Sau
10 phat, phan tng dugc ngung bang pyridin (1 ml) va duoc cd trong chén khong. Phan
cin dugc hoa tan trong diclorometan (50 mL) va dugc rira bang dung dich nudc NaCl
30% (15 mL mdi I4n) hai 1an va dugc 1am kho trén MgSOa. Tinh ché san phdm thd bang
she ky cot silicagel (SiO2 50g, MeOH 5% dén 10% trong DCM) thu duge 0,25 g Hop
chat 198.

Hop chit 199:LCMS: MS (ESI) m/z 1104,31 [M+H]"
Hop chét 198:LCMS: MS (ESI) m/z 802,16 [M+H]"

Hop chét 190
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S \/@
\r\_\,S
o] iPr)sN~ R
0 us\/Q ”( 2 FocE o b
Y FN AN %S 2
, NO, |pr 2NH tetrazol |
FN N o
W\MKH\ /O\ 2) pyTFA N=/
N/ 3) DDTT i
HO

(198) CEO’% (190)

Hop chat 198 (0,233 g, 0,291 mmol) va 3-(Bis(diisopropylamino)phosphinooxy)
propanenitril (0,111 ml, 0,349 mmol) dugc hoa tan trong MeCN (10 mL) va dugc ¢d
trong chan khong. Cong doan tuong ty duoc ldp lai thém hai 1an nita. Hon hop tao thanh
duoc hoa tan trong diclorometan (2,3 ml), dugc lam mat dén 0-5°C, va dugc xtr Iy bang
diisopropylamoni tetrazolit (0,025 g, 0,145 mmol). Hon hop phan Gng dugc lam 4m dén
nhiét do moi truong xung quanh qua dém va sau do dugc hoa tan bang axetonitril (2,3
ml). Dung dich tao thanh dugc bd sung trong 7 giv qua bom tiém vao dung dich mudi
pyridin trifloroaxetat (0,168 g, 0,872 mmol) trong MeCN (18,6 ml). 3-
(Bis(diisopropylamino)phosphinooxy)propanenitril (40 mg, 0,133 mmol) trong MeCN
(2 mL) sau d6 duoc bd sung trong 2 gid. Sau 1 gio khudy, (E)-N,N-dimetyl-N'-(3-
thioxo-3H-1,2,4-dithiazol-5-yl)formimidamit (0,1 19 g, 0,581 mmol) dugc bd sung va
dung dich phan ung MeOH 5% dén 10% su luu hoéa hoan thanh (dugc theo doi bang
LCMS). Khi hoan thanh, hén hop nay duge cd trong chan khong, duoc hoa tan trong
MTBE (5 ml), va dugc xur ly bang dung dich nugc NaHCO3 bao hoa (3,50 ml) va nudce
(1,2 ml). Céc 16p ndy dugc phén tich va lop nuée duoc chiét bang hon hop chira
MTBE/EtOAc (5/3 ml). Cac 16p hitu co két hop duge rira hai lan bang dung dich nuée
NaCl 30% (2,3 ml), dugc lam kho trén MgSOs, dugc loc, va duge cO trong chéan khong.
Tinh ché san phim tho bang sic ky cot silicagel (SiO2 25g, MeOH 0% dén 20% trong
EtOAc) thu dugce 119 mg Hop chét 190 (58 mg cac chit ddng phan tach rira nhanh hon

va 61 mg cac chét ddng phan tach rira cham hon).
Hop chét 191 (chit dong phan SpRp)

[0}

o) 'A\ -5 Irg;s
N ~. F, ® D NO,
R_OJ/NM 1) t-BuNH; kj /=N N |N —
S P
| N MN o
S NN N=/ 2) 2-Nitrobenzyl \=/
Q F bromua o © F

O’\ﬁ 4t don an tach riva s r\»“ °
///J > O ann o cia (120) @N\oz ° (9
N
B4 sung tert-butylamin (1,2 ml, 11 mmol) vao dung dich chtra cac chét dong phan
tach rira nhanh hon cua Hop chét 190 (58 mg, 0,062 mmol) trong diclorometan (1,8
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mL). Dung dich tao thanh dugc khudy & nhiét 46 moi truong xung quanh t6i khi tht ca
nguyén liéu ban dau duoc str dung (duoc theo doi bang LCMS). Khi hoan thanh, hdn
hop phan Gmg nay dugc cd trong chan khong, dugc dun ddng s6i bang axetonitril hai
1in, va dugc hoa tan trong axetonitril (1,7 ml). Dung dich tao thanh duoc bd sung 1-
(bromometyl)-2-nitrobenzen (40,3 mg, 0,187 mmol). Hon hop phan Gmg dugc khudy &
nhiét o mdi trudng xung quanh trong khi phan tng nay duoc theo d6i bang LCMS. Sau
khi su alkyl hda hoan thanh, hdn hop phan Gmg ndy dugc cd trong chan khong va duogc
tinh ché bing séc ky cot silicagel (SiO2 10g, MeOH 0% dén 5% trong EtOAC) dé thu
duoc 19 mg Hop chit 191 (chat dong phan SpRp).

'H{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,42 (s, 1H), 8,27 (s, 1H), 8,13 (dd, /= 1.2,
8.2 Hz, 1H), 8,05 (s, 1H), 7,98 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7,69 - 7,67 (m, 1H), 7,61 - 7,34 (m,
5H), 6,33 (d, J = 17,2 Hz, 1H), 6,19 (d, J = 19,9 Hz, 1H), 6,09 - 5,93 (m, 1H), 5,82 -
5,66 (m, 2H), 5,67 (dd, J=3,5, 50,8 Hz, 1H), 5,35 - 5,32 (m, 2H), 4,62 - 4,29 (m, 11H),
3,35 - 3,28 (m, 1H), 3,18 - 3,14 (m, 2H), 3,01 - 2,91 (m, 1H), 2,84 - 2,78 (m, 1H), 2,60
- 2,49 (m, 3H).

Hop chat Hop chét 192 (chit dong phan RpRp)

o]

IFI‘\’S (ln?,s
P, F, ®’ o NO,
/=N NP N /__N NN
M 1) tBuNH, M
N= 2) 2- Nltrobenzyl N=/ + (191)
O’P 4 bromua s? P(R) F
/—/ 8 Chét ddng phan tach riva @\/\ 3 (192)
cham hon cua (190

K ; (190) NO, (RPRP )

Chét ddng phan téch rira chdm hon ciia Hop chét 190 (60 mg) dugc xir 1y thong
qua cdc trinh ty phan tng gidng nhu céc trinh ty dugc md ta trong Hop chét 191 dé thu
dugc 14 mg Hop chat 192 va 7 mg Hop chét 191.

I NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 8,18 (s, 2H), 8,10 (s, 2H), 8,10 (dd, /= 1.0,
8.0 Hz, 2H), 7,66 - 7,57 (m, 4H), 7,53 - 7,46 (m, 2H), 6,31 (d, J = 17,6 Hz, 2H), 6,19 -
6.05 (m, 2H), 5,84 (dd, J = 4.3, 50,8 Hz, 2H), 5,39 - 5,30 (m, 2H), 4,58 - 4,46 (m, 6H),
4,45 - 439 (m, 2H), 4,19 (ddd, J = 3,1, 6,3, 10,2 Hz, 2H), 3,32 (td, /= 3,5, 15,6 Hz,
2H), 3,06 (td, J= 6,3, 15,2 Hz, 2H), 2,67 - 2,57 (m, 4H).

Dua vao phuong phap tbng hop, sb lidu NMR (d6i xtng), thoi gian gitt HPLC
(chét ddng phan tach rira cham nhét) va cac hoat tinh sinh hoc cua Hop chét 34, ma dugc
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thu tir Hop chit 192, Cht don tin ring Hop chat 192 ¢6 hoa hoc 1ap thé phospho RR. Su
thiét 1ap hoa hoc 1ap thé s& dugc xac nhan bang tinh the hoc tia X

Hop chit 33
0
”‘S ’I,__,I',SH
F, (R)o EtzN
Né\N F",_ (R)SO N&\
| \
\ NN 5 PhSH TEA \ DW
—/ N N
o © F N 2N N 14d|oxan O © F
P o) HS* 'ﬁ
o (192) Et;N O (33)
NO,

Bb sung thiophenol (0,26 ml, 2,5 mmol) va sau d6 1a TEA (0,26 ml, 1,9 mmol)
vao dung dich chtra Hop chét 192 (26 mg, 0,026 mmol) trong 1,4-dioxan (0,52 ml). Hon
hop tao thanh dugc khudy & nhiét dd mdi truong xung quanh t6i khi su khir bao v€ hoan
thanh (dugce theo di bing LCMS). Khi hoan thanh, nuée (2mL) duge bd sung. Hon hop
tao thanh duogc chiét ba 14n bang toluen (2 mL mdi 1an). L&p nude duge cd trong chan
khong & 40-50°C va dugc hoa tan trong nude (2 mL). Hon hgp tao thanh dwgc chiét bbn
1an bang hdn hop chita EtOAc/MTBE (1/1mL mdi 1an). Lép nudc duge co trong chén
khong dé thu dugc mubi bis-TEA ctia Hop chat 33.

'H{ NMR (400 MHz, METANOL-ds) 8 = 9,06 (s, 1H), 8,73 (s, 1H), 8,56 (s, 1H), 8,47
(s, 1H), 6,43 (d, J= 14,4 Hz, 1H), 6,38 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 6,27 (dd, /=35, 51,1 Hz,
1H), 5,63 (dd, J=2.7, 51,5 Hz, 1H), 5,30 - 5,14 (m, 2H), 5,06 - 4,91 (m, 2H), 4,58 (br
d, J=12.5 Hz, 1H), 4,52 - 4,39 (m, 3H), 4,07 (dd, J=4,7, 11,7 Hz, 1H), 3,98 (dd, J =
5.1, 12,5 Hz, 1H), 3,43 - 3,34 (m, 2H), 3,22 (q, J = 7.2 Hz, 12H), 2,98 - 2,86 (m, 2H),
279 - 2,45 (m, 4H), 1,32 (t, J= 7,4 Hz, 18H)

Hop chat 34
O.N
o) \;@ 9 LSH
LS
o] e F {R)o Ei3N
~.. FE ®D N> ",
’d “, ~
) o N
O N AN N N o PhSH TEA \ J
- N _N N=
NO, s NN N=/ 14d|oxan O(R) F

Om F
P 0 Hs=}
o (192) Et;N O (34)

Véi Hop chét 192 1am nguyén li¢u ban dAu, Hop chat 34 duoc didu ché thong

qua céc trinh ty phan ung gidng nhu céc trinh tw duge mo ta trong Hop chét 33.

130



51357 131213

IH NMR (400 MHz, METANOL-ds) § = 8,77 (s, 2H), 8,49 (s, 2H), 6,39 (d,J= 15,2 Hz,
2H), 5,71 (dd, J = 3,1, 51,2 Hz, 2H), 5,24 - 5,13 (m, 2H), 5,02 (dtd, J = 3,1, 9,0, 25,4
Hz, 2H), 4,54 (br d, J= 12,1 Hz, 2H), 4,42 (br d, J= 9,8 Hz, 2H), 3,99 (dd, J= 5.9, 12,1
Hz, 2H), 3,20 (q, J = 7,3 Hz, 12H), 2,90 (ddd, J = 3,5, 10,2, 14,1 Hz, 2H), 2,81 - 2,70
(m, 2H), 2,55 - 2,43 (m, 2H), 1,30 (t, J= 7,4 Hz, 18H).

Vi du 22 -- Téng hop Hop chét 35 va Hop chét 36

(0}
c‘)r\ - Se ® 0 b S
o) P, Na (R)":O NO,

®
SN O 2-nitrobenzyl

o1 I ™\ bromua O N N L [
WN\/\/\N/%N = ] ~N N0
— | H -/ o S Na N H N=/

\
E Q N H 2 8
*_$  PhSH, TEA o. [T v N N —
R—TNVK,/N\/Q/\NMN
0" N 1,4-dioxan * l H -, O

= NN
OwF

2
O
O
° o)
zZ
3
ZT
3
I=z
be
N\ 4
L=

0]

wR HS -
Y © \H. O (38) (Chét ddng phén tch rra nhanh hon trén R-HPLC)
R . (202) 5 (36) (Chét ddng phan téch riva cham hon trén R-HPLC)
hén hop 1:1 R=
NO,
Hop chat 201
QB-SG ® o ;”/S
o] P.> Na (R% NO,
E® 0 A~y B2
) N/=N H N‘&N PN g-nitrota)enzyl o N/:N H o /I\ﬁ\/"‘k 3
romu 7
WQ\I‘/N\/\/\NMN o \J/ ?\‘)W/ \/\/\H _JN o
- oo MeCN NO, G g F NN N
0

O:‘(S)cF NN \P
Oci P 0 S
s f @A 201
200 o] (201)
@Na O (200)

Bé sung 2-nitrobenzyl bromua (0,068 g, 0,316 mmol) va MeCN (2,0 ml) vao
mudi di-natri cia Hop chit 200 (0,10 g, 0,126 mmol). Hon hop tao thanh duge khudy &
nhiét d6 mdi trudng xung quanh trong khi phan tng dugc theo ddi bang LCMS. Khi
hoan thanh, hdn hop phan tng nay dugc cd trong chan khong va dugc tinh ché biang sic
ky cot silicagel (SiO2 10g, MeOH 0% dén 5% trong DCM) dé thu dugc 115 mg Hop
chat 201.

'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,13 (dd, /= 0.8, 8,2 Hz, 1H), 8,06 (s, 1H),
8,03 (dd, J= 1,0, 8,0 Hz, 1H), 7,80 (br s, 1H), 7,75 (s, 1H), 7,70 - 7,65 (m, 1H), 7,62 -
7,54 (m, 2H), 7,53 - 7,47 (m, 2H), 7,45 - 7,39 (m, 1H), 7,34 - 7,27 (m, 1H), 6,23 (br d,
J=16,8 Hz, 1H), 6,14 (br d, J = 18,8 Hz, 1H), 5,95 (br s, 2H), 5,77 (td, J = 5,1, 15,2
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Hz, 2H), 5,71 (td, J = 5,1, 15,6 Hz, 1H), 5,63 - 5,55 (m, 1H), 5,47 (br d, J= 11,7 Hz,
1H), 4,58 - 4,27 (m, 11H), 4,18 - 4,10 (m, 1H), 4,05 - 3,71 (m, 2H)

‘
A
Hop chat 202
Q
Q_s fo) ‘é/s
e (RF):"/ Onn . F ®% NO,
/=N NS ET 0 NO2 ON/@ ’ o N/tN H N N| SN \
=| 3 . No.
O N H\/\/\ L~ - 7 N\A/\"‘)\%\N o
“3 N N o Rh(esp)z, CF3CH,0H ST NeLN Ho =/
Rt N H N=/ NO, O@9F X
NO2 O@gF X .

S % N
. su\"f\ O
R o Py
@Ag 3 (201) @A (202)

Dung dich chtra Hop chét 201 (77 mg, 0,076 mmol) trong 2,2,2-frifloroetanol (2
ml) dwgc bd sung O-(2,4-dinitrophenyl)hydroxylamin (36,5 mg, 0,183 mmol) va
bis[rhodium(axit 0,0,0,0/-tetrametyl-1,3-benzenedipropionic)] (5,74 mg, 0,015 mmol)
trong mdt phan. Hon hop dugc khudy & nhiét do méi truong xung quanh qua dém, dugc
hoa tan bing DCM (10 mL) va duge xir Iy bing dung dich nuéc NaHCOs bao hoa (10
mL). Céc 16p duge phén tich va 16p nuée dugce chiét hai lin bing DCM (10 mL mdi
14n). Céc 16p hitu co két hop dugc 1am khd trén MgSOa va duge tinh ché bing sic ky
cot silicagel (Si0210g, MeOH 0% dén 15% trong EtOAc) & thu dugc 3,3 mg Hop chit
202.

LCMS: MS m/z 1032,07 [M+H]"

Hop chit 35 va Hop chét 36

0
o)
o N bSH N,
3 F,(R) 0
/=N ~y " ? PhSH TEA
0 w/\r \/Q/\
N N
tg W \/Q\/\H)\(_E v dloxan H /Fﬁ
< - \
0 (s F Ny N O . F
R HS i o 35) (Chat dong phan tach rira nhanh hon trén R- HPLC)

\ O (202) Hs (36) (ChAt dng phan tach rira cham hon trén R-HPLC)
NO

Bé sung thiophenol (0,2 ml, 1,9 mmol) va TEA (0,2 ml, 1,4 mmol) vao dung dich
chira Hop chit 202 (3,3 mg, 3,2 pmol) trong 1,4-dioxan (0,40 ml). Hon hop tao thanh
dugc khudy ¢ nhiét d0 moi trudng xung quanh trong khi phan tng dugc theo ddi béng
LCMS. Khi hoan thanh, hdn hop phéan tng nay dugc xt ly bang nudc (2mL) va duoc
chiét ba 14n bang toluen (2 mL mdi 1an). L&p nude duge cd trong chan khong & 40-50°C

va dugc hoa tan trong nude (1,5 ml). Chét rén tao thanh duoc loc ra, dugc rua béng nudc
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(0,5 mL). Sy phan tach HPLC cua céc chét loc két hop trong cac diéu kién dugc mo ta
du6i day thu duge Hop chat 35 (thoi gian luu: 8,4 phut) va Hop chat 36 (thoi gian luu:
8,9 phut)

Hop chét 35
LCMS: MS m/z 762,08 [M+H]*
Hop chét 36
LCMS: MS m/z 762,22 [M+H]*

Céc didu kién HPLC didu ché cua Hop chét 35/Hop chat 36:

Trang thict bi Agilent 1200/1260 AS/FC
Cot HPLC Xterra C18 nudce, 10 x 100mm # 3128
Tdc db dong 3,0 ml/pht
Nhiét do cot 35°C

n A: Axit formic 0,1% trong nudc, B: Axit formic 0,1% trong
Pha dong .

axetonitril

Gradien (B%) 0— 50
Thoi gian chay 20 phut
Thé tich tiém 50 ul (1 mg/ml trong nudc)
Phat hién UV 260 nm
Thoi gian | Hop chat 35 | 8,4 phut
luu Hop chit 36 | 8,9 phit

Vi du - 23 -- Téng hop Hop chét 38 va Hop chat 39

FIG. 13 thé hién vi du vé quy trinh tdng hop Hop chét 38 va Hop chét 39.

Budce 1
X
NHBz " Nez
N </ |
4
otes ¢ | _ OTBS _
o N N/) rwou alylic o N)
DIAD, PPh;
R THF/Tol
N, OTBS N3  OTBS
(203) (204)

B6 sung dung dich chira DIAD (2,4 ml, 11,6 mmol) va triphenylphosphin (2,93
g, 11,2 mmol) trong toluen (25 ml) trong khi giit nhiét do bén trong dudi 10°C vao dung
dich chtra Hop chit 203 (5,82 g, 9,314 mmol) va rugu alylic (0,95 ml, 14 mmol) trong
THF (50 mL) & 0°C. Dung dich tao thanh dugc lam 4m dén nhiét dd moi trudng xung
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quanh va dugc khudy trong khi phan ang dugc theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh (5
gid), hdn hop nay duge cb trong chan khong va dugc tinh ché bang sic ky cot silica gel
(100 g, EtOAc 20% dén 60% trong n-heptan) dé thu dugc 4,56 g Hop chét 204 duéi
dang dau mau héng nhat.

Hop chét 204: 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 8,55 (s, 1H), 8,24 (s, 1H),
7.46 (d, J= 8,2 Hz, 2H), 7,31 - 7,23 (m, 1H), 7,20 - 7,10 (m, 2H), 6,02 (d, J = 5,1 Hz,
1H), 6,07 - 5,95 (m, 1H), 5,21 (dd, J = 1,6, 17,2 Hz, 1H), 5,05 (dd, J = 1.4, 10,4 Hz,
1H), 5,00 (d, J = 5,5 Hz, 2H), 4,82 (t, J = 4,9 Hz, 1H), 4,22 - 4,16 (m, 1H), 4,05 - 4,00
(m, 2H), 3,82 (dd, J=2,5, 11,5 Hz, 1H), 0,95 (s, 9H), 0.81 (s, 9H), 0,14 (s, 3H), 0,13 (s,
3H), 0,00 (s, 3H), -0,23 (s, 3H).

Budc 2

OTBS </N]|\)\/)N o (I:

0,
K(_O_\// N”" 80% AcOH KC_\//N \

N, OTBS

(204) (205)

Hop chat 204 (4,56 g, 6,858 mmol) dugc bd sung axit axetic (80 ml) va nudc (20
ml). Hon hop tao thanh dugc khudy & nhiét d0 méi truong xung quanh qua dém va &
35°C trong 1 ngay. Hon hop tao thanh dugc co trong chan khong va dugce tinh ché bang
sdc ky cot silica gel (SiO2, 50g, EtOAc 33% dén 60% trong n-heptan) dé thu duoc 3,22
g Hop chét 205 dudi dang chit rén bot mau tring.

Hop chat 205: 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) § = 8,56 (s, 1H), 7.88 (s, 1H),
7.51 - 7.47 (m, 2H), 7,32 - 7,27 (m, 1H), 7,20 - 7,16 (m, 2H), 6,06 - 5,95 (m, 1H), 5,72
(d, J= 17,8 Hz, 1H), 5,26 (dd, J= 5,5, 7,8 Hz, 1H), 5,20 (dd, J= 1,6, 17,2 Hz, 1H), 5,06
(dd, J= 1,6, 10,2 Hz, 1), 5,03 - 4,98 (m, 2H), 4,23 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 4,14 (s, 1H),
3.92 (dd, J= 1,6, 12,9 Hz, 1H), 3,68 (br d, J = 12,9 Hz, 1H), 0,75 (s, 9H), -0,14 (s, 3H),
20,62 (s, 3H).

Buédc 3
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OH </N|\/)N PPh;  OH 4]{;

THF/H,0

N, OTBS HN  OTBS
(205) - (206)

Bé sung nude (30 ml) va triphenylphosphin (2,454 g, 9,355 mmol) vao dung dich
chira Hop chat 205 (3,22 g, 5,847 mmol) trong THF (120 mL) & nhiét d0 moi trudng
xung quanh. Hon hop tao thanh duoc khudy & nhiét d6 moi truong xung quanh trong
khi phan tng dugc theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh (18 gio), hén hop phén tmg
nay dugc cd trong chén khong va dugc dun ddng s6i bing MeCN ba 1an. Phan cin dugc
tinh ché bing shc ky cot silica gel (SiO2 (NH) 55g, EtOAc 20% dén 100% trong n-
heptan) dé thu dugc 4,82 g Hop chét 206 (d9 tinh khiét gia dinh 63%). Sin phim nay

duoc st dung trong budc tiép theo ma khong cAn tinh ché thém.

Hop chét 206: 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) § = 8,56 (s, 1H), 7,92 (s, 1H),
7,54 (qd, J= 1,6, 7,6 Hz, 2H), 7,31 - 7,27 (m, 1H), 7,19 - 7,15 (m, 2H), 6,07 - 5,94 (m,
1H), 5,84 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 5,50 (br d, J= 10,6 Hz, 1H), 5,20 (dd, J= 1,6, 17,2 Hz,
1H), 5,05 (dd, J = 1,4, 10,4 Hz, 1H), 5,02 - 4,98 (m, 2H), 4,95 - 4,91 (m, 1H), 4,16 -
4,08 (m, 2H), 3,96 (dd, J = 1,6, 12,9 Hz, 1H), 3,73 (dd, J=2.0, 5,5 Hz, 1H), 3,73 - 3,67
(m, 1H), 0,78 (s, 9H), -0,20 (s, 3H), -0,46 (s, 3H).

Bué6e 4

AN
\/\NBZ \/\NBZ

o O

OH </ |

N OTBS TN OTBS
(206) (207)
B4 sung TEA (1,3 ml, 8,6 mmol) va trityl-Cl (1,753 g, 6,289 mmol) vao dung
dich chira Hop chat 206 (4,82g, do tinh khiét 63%, 5,72 mmol) trong pyridin (39,0 ml)
& nhiét do mdi truong xung quanh. Sau khi phén ng hoan thanh (duoc theo doi bang
LC/MS), dung dich NaHCO; bao hoa (60 mL) dugc bd sung. Hon hgp tao thanh duoc
chiét ba 1n bing hén hop chira MTBE/EtOAc (1/1, 70 mL mdi 1an). Céc 16p hitu co két
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hop duogc rira bing dung dich nuéc NaCl 30% (30 ml), va dugc lam kho trén MgSOs,
dugc loc va dugce cb trong chan khong. Phén cin dugc tinh ché béng sdc ky cot silica
gel (Si0; 50g dugc xir Iy so bd bing TEA 1% trong EtOAc/n-heptan, EtOAc 20% dén
100% trong n-heptan véi TEA 1%) dé thu duge 1,484 g Hop chat 207 dudi dang chét

ran mau trang.

Hop chét 207: 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 8 = 8,49 (s, 1H), 8,10 (s, 1H),
7.50 - 7.46 (m, 8H), 7,31 - 7,22 (m, TH), 7,20 - 7,14 (m, SH), 6,11 (d, /= 6.3 Hz, 1H),
6.07 - 5.94 (m, 1H), 5,20 (dd, J= 1,2, 17,2 Hz, 1H), 5,06 (dd, J = 1,4, 10,4 Hz, 1H),
5.03 - 4,98 (m, 2H), 4,84 (dd, J=3,1, 10,6 Hz, 1H), 4,52 (t,J = 5,7 Hz, 1H), 3,78 (d,J
— 1.6 Hz, 1H), 3,64 - 3,57 (m, 1H), 3,26 - 3,16 (m, 3H), 0,77 (s, 9H), -0,18 (s, 3H), -
0,63 (s, 3H).

Budc 5

\/\ \/\
NBz 1 l\ll(i-Pr)z S NBz

N X 1 N A
N P< N
on < f\/) (PONTOCE ///\O’ﬁ\o ¢ f\/)
WN N pyr TFA N WN N
2) HoS (), pyr TFA

THN  OTBS THN  OTBS
(207) (208)

B6 sung 3—((bis(diisopropylamino)phosphaneyl)oxy)propanenitril (0,393 g,
1,304 mmol) va pyridin trifloroaxetat (0,113 g, 0,587 mmol) vao dung dich chira Hop
chat 207 (0,50 g, 0,652 mmol) trong MeCN (6 mL) & nhiét d6 moi truong xung quanh.
Dung dich tao thanh dugc khudy & nhiét ¢ moi truong xung quanh trong khi dugc theo
d5i bing LCMS. Khi hoan thanh (1 gi), dung dich tao thanh duge xir Iy bang khi hydro
sulfua (bot tam) trong 1 phat, tiép theo la pyridin trifloroaxetat (0,252 g, 1,304 mmol).
Dung dich tao thanh dugc khudy & nhiét d6 moi truong xung quanh trong khi dugc theo
ddi bang LCMS. Khi hoan thanh (1 gi0), hén hop tao thanh duoc hoa tan bang MTBE
(60 mL). Dung dich tao thanh dugec rira bang nude (15 mL mdi 14n) hai lan va dung dich
nuée NaCl 30% (15 ml), va duge lam kho trén Na,S04, dugc loc va duge cd trong chén
khong. Phén can dugc tinh ché bing sic ky cot silica gel (SiO2 25g, EtOAc 25% dén
40% trong n-heptan) dé thu dugce 0,411 g Hop chit 208 (hdn hop khong d6i quang P

1:1) dudi dang chit rin bot mau tring.
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Hop chét 208 (hdn hop khong déi quang P 1:1) 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d)
5= 28,49 (s, 1H), 8,49 (s, 1H), 8,11 (s, 1H), 8,06 (s, 1H), 7,54 - 7,47 (m, 4H), 7,46 - 7,38
(m, 14H), 7,32 - 7,27 (m, 2H), 7,23 - 7,04 (m, 20H), 6,11 - 5,99 (m, 2H), 5,98 (d, J =
2.0 Hz, 1H), 5,91 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 5,27 (dd, J= 1,6, 6,3 Hz, 1H), 5,23 (dd, J = 1,6,
6.3 Hz, 1H), 5,12 (dd, J = 1,6, 6,3 Hz, 1H), 5,09 (dd, J = 1.2, 6,3 Hz, 1H), 5,02 (br d,J
= 5.5 Hz, 4H), 4,57 - 4,45 (m, 2H), 4,43 - 4,34 (m, 1H), 4,32 - 4,04 (m, 8H), 3,23 - 3,19
(m, TH), 3,10 (br s, 2H), 3,06 - 2,99 (m, 1H), 2,96 — 2,89 (m, 2H), 2,73 (dt, /= 1.4, 6.4
Hz, 2H), 2,65 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 0,85 (s, 9H), 0,83 (s, 9H), 0,01 (s, 3H), -0,09 (s, 6H),
20,11 (s, 3H).

Budc 6
\/\NBZ \/\NBZ ﬁOCE
S o
i NNy NN __TBSO, NH
CEO~f~o C A on ¢ 1 _J cci, pipEA T T
o NT°N o. NTON N )
MeCN N L
— . N N/ OH
TTHN  OTBS H,N  OTBS THHN OTBSV o
(208) (206) (210)

B6 sung DIEA (0,16 ml, 0,91 mmol) va CCls (0,18 ml, 1,8 mmol) vao dung dich
chta Hop chat 208 (0,411 g, 0,457 mmol) va Hop chét 206 (0,293 g, 0,502 mmol) trong
axetonitril (5 ml) & nhiét 46 mdi trudng xung quanh. Hon hgp phéan Gmg dugc khudy &
nhiét 40 moi trudng xung quanh trong khi duge theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh
(1 gi®), hdn hop tao thanh duge cd trong chan khong va dugc tinh ché bang sic ky cot
silica gel (SiO2 25g, EtOAc 33% dén 100% trong n-heptan) dé thu duogc 0,461g Hop
chit 210 (hdn hgp khong d6i quang P 1:1) dudi dang chit rén bot mau tring.

Hop chét 210: 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) § = 8,52 (s, 1H), 8,51 (s, 1H),
8.49 (s, 1H), 8,49 (s, 1H), 8,24 (s, 1H), 8,19 (s, 1H), 8,13 (s, 1H), 8,01 (s, 1H), 7.55 -
7.37 (m, 20H), 7,33 - 6,99 (m, 30H), 6,09 - 5,97 (m, 4H), 5,96 (d, J=2.7 Hz, 1H), 5,87
(d, J= 12 Hz, 1H), 5,82 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 5,80 (4, J = 3,9 Hz, 1H), 5,28 - 5,17 (m,
ATD), 5,11 - 5,04 (m, 4H), 5,03 - 4,96 (m, 8H), 4.75 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 4,70 (t, /= 4.5
Hz, 1H), 4,46 - 4,33 (m, 3H), 4,31 - 4,18 (m, SH), 4,12 - 3,96 (m, 8H), 3,89 (br d, J =
11,7 Hz, 1H), 3,78 - 3,67 (m, 3H), 3,57 (dd, J = 2,9, 4,1 Hz, 1H), 3,56 - 3,44 (m, 2H),
3,08 - 3,01 (m, 2H), 2,99 - 2,93 (m, 1H), 2,91 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 2,77 - 2,73 (m, 1H),
2,72 - 2,53 (m, 4H), 0,84 (s, 9H), 0,84 (s, 9H), 0,84 (s, 9H), 0,82 (s, 9H), 0,00 (s, 3H), -
0,05 (s, 6H), -0,08 (s, 3H), -0,12 (s, 3H), -0,15 (s, 3H), -0,18 (s, 3H), -0,18 (s, 3H).
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) S
(0] \ 1) N(I-PF)Z p”

TBSO, NH B N
/=N Bz \‘\ N4\|N (i-Pr);N”' ~OCE /\ILBSQ‘, NH
X
W )Yk /O\\ Pyr TFA J\H\N o
N=/

NN OH
N oTBSY T N 2)HS @, P TFA iy OTBS\/

(210) (211) s

Z_

B6 sung 3-((bis(diisopropylamino)phosphaneyl)oxy)propanenitril (0,195 g,
0,648 mmol) va pyridin trifloroaxetat (0,050 g, 0,259 mmol) vao dung dich chira Hop
ch4t 210 (0,461 g, 0,324 mmol) trong MeCN (5,5 ml) & nhiét @6 mdi trudng xung quanh.
Dung dich tao thanh dugc khudy & nhiét do mdi truong xung quanh trong khi duoc theo
d5i bing LCMS. Khi hoan thanh (40 phut), dung dich tao thanh dugc sii bot bang khi
hydro sulfua trong 1 phut va sau d6 dugce xur Iy bang pyridin trifloroaxetat (0,138 g,
0,713 mmol). Khi hoan thanh (dugc theo ddi bang LCMS), dung dich tao thanh dugc
hoa tan bang MTBE (30 mL), dugc ria bang nude (10 mL mdi 14n) hai 14n va dung dich
nuéc NaCl 30% (10 ml), dugc lam kho trén NaxSOs, dugc loc va duge cd trong chén
khong. Phan cin dugc tinh ché bang sic ky cot silica gel (Si02 25 g, EtOAc 33% dén
60% trong n-heptan) dé thu duogc 0,329 g Hop chit 211 duéi dang chét ran bot mau

tréng.

Hop chat 211: LC/MS (ESI) m/z 1555,48 [M+H]".

Budc 8
s
n OCE ii_OCE
O n
TBSO, NH
/"N B Yy e N DCA Bz ﬁ\ N4\|N R
N N \ N )Y\
b L | becMm \\\ I __/N @)
Bz NJ N A Bz N= 0
TeHN OTBSV A PH HoN OTBS 2,
(211) s* 'OCE (212) s* OCE

B sung nudc (0,032 ml, 1,8 mmol) va axit dicloroaxetic (0,29 ml, 3,6 mmol)
vao dung dich chira Hop chat 211 (0,329 g, 0,211 mmol) trong diclorometan (7,2 ml) &
nhiét 6 moi trudng xung quanh. Hon hop tao thanh dugc khuéy & nhiét 36 moi truong
xung quanh trong khi duoc theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh (30 phut), hdn hop
phan tmg nay 1a dung dich NaHCO3 bao hoa (25 mL). Hon hop tao thanh duge chiét hai
1an bang DCM (30 mL mdi 1an). Céc 16p hitu co két hop dugce rira bang dung dich nudc
NaCl 30% (20 mL), duogc 1am kho trén MgSO0s, dugce loc va duge co trong chan khong.
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San phim thd Hop chit 212 (san lugng 1y thuyét 0,278 g) dugc sur dung trong budc tiép
theo ma khong can tinh ché thém.

Hop chét 212: LC/MS (ESI) m/z 1313,40[M+H]".

Budc 9
S
ii_OCE
o i_OCE 0 B oc
BS H . .TBSO  NH
<N Bz Ny NN O, N 1eA ca /=N Bz NN \
O. _N lll . | - > o NW/S/N /K('k
| b L N N™ "o MeCN Nl N \l\ E N__/N °
_ 4 =
HN oTBS N Bz N Q HN oTBS™ ~
(212) s*oce &R o

_ (213) (chat déng phan SpRp)
(214) (RpRp hodc SpSp, rf cao hon trén TLC (SiOy)
_.. (215) (RpRp hodc SpSp, rf thap hon trén TLC (SiOy)

Bb sung trietyl amin (1,0 ml, 7,2 mmol) va CCl4 (1,0 ml, 10 mmol) vao dung
dich chia Hop chit 212 (0,278 g, 0,212 mmol) trong MeCN (55,6 ml) ¢ nhiét do moi
trudong xung quanh. Dung dich tao thanh dugc khudy & nhiét dd moi truong xung quanh
trong khi dugc theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh (30 phut), hdn hop phéan Gng nay
dugce cd dén ~20 mL trong chan khong va dugc hoa tan bang MTBE (30 mL). Hon hop
tao thanh duogc rira bang nudce (10 ml) va dung dich nuée NaCl 30% hai 1an (10 mL mdi
lr?m), duoc lam khd trén MgSOa, dugce loc va duge cd trong chin khong. Phén cin duogc
tinh ché bing sic ky cot silica gel (SiO2 25g, EtOAc 20% dén 75% trong n-heptan) aé
thu duoc 71 mg Hop chit 213 (chat dong phan SpRp), 43 mg Hop chét 214 (chét dong
phan RpRp hodc SpSp, 1f cao hon trén TLC (Si02)), va 24 mg Hop chét 215 (chét dong
phan RpRp hodc SpSp, rf thap hon trén TLC (SiO2)).

Hop chét 213 (chét dong phan SpRp) 'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,58
(s, 1H), 8,44 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 8,12 (s, 1H), 7,46 (dd, J = 7.2, 15,4 Hz, 4H), 7.36 -
7.27 (m, 2H), 7,18 (q, J = 7,6 Hz, 4H), 6,09 (s, 1H), 5,98 (s, 1H), 6,06 - 5,95 (m, 2H),
525 (d, J= 11,3 Hz, 1H), 5,21 (dd, J = 1,4, 10,4 Hz, 1H), 5,12 - 5,03 (m, 3H), 5,00 -
4,92 (m, 3H), 4,87 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 4,60 (br d, J= 11,7 Hz, 1H), 4,55 (d, /= 3.9 Hz,
1H), 4,44 (br d, J= 11,3 Hz, 1H), 4,39 - 4,32 (m, 2H), 4,26 - 4,08 (m, 8H), 3,75 (dd, J
= 11,3, 16,0 Hz, 1H), 3,49 (dd, J = 8,2, 10,6 Hz, 1H), 2,82 - 2,72 (m, 3H), 2,61 (td, /=
5.9, 17,2 Hz, 1H), 0,99 (s, 9H), 0,96 (s, 9H), 0,32 (s, 3H), 0,23 (s, 6H), 0,22 (s, 3H).
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Hop chét 214 (chat ddng phan RpRp hodc SpSp, rf cao hon trén chit déng phan TLC
(Si02)): '"H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,60 (s, 2H), 8,18 (s, 2H), 7,50 (d,
J=17.0 Hz, 4H), 7,37 - 7,31 (m, 2H), 7,25 - 7,21 (m, 4H), 6,05 - 5,93 (m, 4H), 5,22 (dd,
J=1,6, 17,2 Hz, 2H), 5,09 (dd, J= 1,0, 10,4 Hz, 2H), 5,00 - 4,83 (m, 6H), 4,61 (dd, J=
1,2, 11,7 Hz, 2H), 4,25 (dq, J = 4,3, 10,8 Hz, 2H), 4,09 (br dd, J = 3,7, 10,4 Hz, 2H),
4,04 (td, J= 5,5, 10,9 Hz, 2H), 3,99 - 3,88 (m, 4H), 3,70 (dd, J= 11,9, 15,0 Hz, 2H),
2,71 (td, J= 15,5, 17,1 Hz, 2H), 2,49 - 2,37 (m, 2H), 0,98 (s, 18H), 0,25 (s, 6H), 0,24 (s,
6H).

Hop chét 215 (chat dong phan RpRp hodc SpSp, rf thip hon trén chét ddng phan TLC
(Si02)): '"H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 8,54 (s, 2H), 8,06 (s, 2H), 7,47 -
744 (m, 4H), 7,32 - 7,27 (m, 2H), 7,20 - 7,15 (m, 4H), 6,06 - 5,95 (m, 2H), 5,92 (d, J=
3,5 Hz, 2H), 5,22 (dd, J= 1,2, 17,2 Hz, 2H), 5,07 (dd, J = 1.4, 10,4 Hz, 2H), 5,04 - 4,94
(m, 6H), 4,62 - 4,52 (m, 2H), 4,46 - 4,40 (m, 2H), 4,40 - 4,22 (m, 8H), 3,81 (dd, J= 6,6,
12,1 Hz, 2H), 2,89 - 2,71 (m, 4H), 0,88 (s, 18H), 0,08 (s, 6H), -0,07 (s, 6H).

Buéce 10

Buéc 10
S
Il _OCE o

0] R
\
_JBSO,  NH , ~N Bz T
/=N Bz \L NTN 97—~ Chéatxic tac thé O N A <
0 NW)\(N N hé the 2 H-G j/g/ NN N" o
| L N N —_— NI _N Bz N=/
AN N= toluen, hoi lwu HN‘\ oTBS>
(e} S//P\ o
OCE
(216) (SpRp, trans/cis = 5/1))
(217) (RpRp hodc SpSp, rf cao hon trén TLC (SiO2)

trans/cis = 5/1 i
(218) (RpRp hoic SpSp, rf thap hon trén TLC (SiO2)

s
\ _OCE
R

(213) (chét déng phan SpRp)
(214) (RpRp hodc SpSp, rf cao hon trén TLC (SiO2)
(215) (RpRp hodc SpSp, rf thip hon trén TLC (Si02)

B4 sung dung dich chira chét xtc tac thé hé tha hai Hoveyda-Grubbs (17,0 mg,
0,027 mmol) va P-benzoquinon (11,70 mg, 0,108 mmol) trong toluen (8 mL) vao dung
dich chtra Hop chét 213 (71 mg, 0,054 mmol) trong toluen (28,4 ml) tai hdi luu. Hon
hop nay dugc dun hdi luu va quy trinh phéan tng duge theo doi bang LC/MS. Sau 3 gio,
chit xtc tac bd sung (8,5 mg, 0,0135 mmol) trong toluen (2,5 mL) dugce bd sung va phan
ung duoc tiép tuc trong 2,5 gio gio. Sau khi lam mat xubéng, hdn hgp nay duge co trong
chan khong va dugc tinh ché bang sic ky cot silica gel (SiO2 10g, etyl axetat 33% dén
66% trong n-heptan) dé thu duoc 17 mg Hop chit 216 (trans/cis =5/1) duéi dang bot

khdé mau nau.
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Hop chét 216: 'H NMR (chi chét dong phéan trans, 400 MHz, CLOROFORM-d) 6 =
8,37 (s, 1H), 8,34 (s, 1H), 8,24 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 7,41 (d, J=7,1 Hz, 2H), 7,36 - 7,27
(m, 3H), 7,24 - 7,13 (m, 5H), 5,97 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 5,75 (td, J = 5,5, 15,2 Hz, 1H),
5.69 (td, J = 5,5, 15,6 Hz, 1H), 5,07 (d, J= 3,9 Hz, 1H), 5,03 (dd, J=5.1, 15,2 Hz, 1H),
4.94 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 4,85 (dd, J = 5,1, 15,2 Hz, 1H), 4,74 (d, /= 3,9 Hz, 1H), 4,67
(br d, J = 12,1 Hz, 1H), 4,45 (br d, J = 10,2 Hz, 1H), 4,42 - 4,34 (m, 2H), 4,28 - 4,19
(m, 2H), 4,19 - 4,06 (m, 4H), 3,96 - 3,84 (m, 1H), 3,82 - 3,68 (m, 1H), 3,56 (br dd, /=
12.1, 14,5 Hz, 1H), 3,33 (dd, J = 9,0, 10,9 Hz, 1H), 2,83 - 2,78 (m, 2H), 2,72 (td, J =
5.6, 16,6 Hz, 1H), 2,39 (td, J = 6,3, 17,2 Hz, 1H), 1,00 (s, 18H), 0,42 (s, 3H), 0,40 (s,
3H), 0,34 (s, 3H), 0,30 (s, 3H).

Hop chat 217

Hop chét 214 thu duge tir Bude 9 duge xtt 1y riéng 1€ thong qua Budc 10 dé thu duoc
Hop chat 217 (5/1 hdn hop cac chét ddng phan trans/cis).

I'H NMR (chi chét ddng phan trans, 400 MHz, CLOROFORM-d) § = 8,47 (s, 2H), 8,14
(s, 2H), 7,43 - 7,38 (m, 4H), 7,36 — 7,29 (m, 2H), 7,22 (t, /= 7,0 Hz, 4H), 5,83 (s, 2H),
577 (t, J = 3,3 Hz, 2H), 5,17 (d, J = 3,5 Hz, 2H), 5,11 - 5,04 (m, 2H), 4,70 (br dd, /=
3.5, 16,4 Hz, 2H), 4,62 (br d, J= 12,1 Hz, 2H), 4,16 - 4,08 (m, 6H), 3,93 (br dd, J=3.7,
11,9 Hz, 2H), 3,74 - 3,64 (m, 2H), 3,49 (t, J= 12,9 Hz, 2H), 2,42 (td, J = 5,9, 18,4 Hz,
2H), 2,13 (ddd, J = 5.5, 7.8, 16,8 Hz, 2H), 1,00 (s, 18H), 0,40 (s, 6H), 0,34 (s, 6H).

Hop chat 218

Hop chat 215 thu dugc tir Budce 9 duge xir Iy riéng ré thong qua Budce 10 dé thu duoc
Hop chat 218.

'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) § = 8,14 (s, 2H), 8,12 (s, 2H), 7,49 - 7,43 (m,
2H), 7,36 - 7,27 (m, 4H), 7,19 - 7,12 (m, 4H), 5,96 (s, 2H), 5,67 - 5,54 (m, 2H), 4,95 -
4,82 (m, 4H), 4,69 (d, J= 4,3 Hz, 2H), 4,60 - 4,09 (m, 12H), 3,63 (dd, J= 8,8, 16,2 Hz,
2H), 2,93 (td, J = 5,9, 17,2 Hz, 2H), 2,82 - 2,72 (m, 2H), 0,99 (s, 18H), 0,30 (s, 6H),
0,27 (s, 6H).

Budce 11
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° 0
o ﬁ\.oc& o 1.5 o RJ!FI:’,SH
" Ho, ® NH o~ 1o, e

N B2 ,\TBSO NH /=N N NA}N AR o N/:N H N/lN N

N
o Nj)\(N\/\/\N/K(l\N 1) MeNHs EXOH 0 NWNNNMN ] m)\/ \/Z\’H)YKN 5
B2 N=/ O ) 2 EtNaHF L NN o= T NN N=/
HN oms\/ TEAPYr HN g oH 7 HN (5 ©
%, (S) b 0 Hs''P (o}
ECO=P: HS™y NH3 S
NH3 O (38) 30 220

8 (216) (trans/cis =51)

B4 sung dung dich metylamin (2 ml) (33% trong EtOH) vao Hop chét 216
(trans/cis =5/1, 17 mg, 0,013 mmol) & nhiét do méi truong xung quanh. Dung dich tao
thanh dwoc khudy & nhiét do mdi truong xung quanh trong khi duge theo doi bing
LCMS. Khi hoan thanh (1 gid), hdn hop phan Gng nay dugc co trong chan khong. Phin
cin duoc bd sung pyridin (0,9 ml), TEA (0,45 ml) va trietylamin trihydroflorua (0,36
ml, 2,2 mmol). Hon hop tao thanh dugc khuéy & 50-60°C trong 4 gio va dugc lam mat
dén nhiét d0 mdi trudng xung quanh. Sau khi khir bao vé TBS hoan thanh (dugc theo
d5i bang LCMS), hdn hop phan tng nay dugc xir ly bang metoxytrimetylsilan (1,5 ml,
12 mmol) va dugc khudy trong 1 gid. nudc (3 mL) duge bd sung va hon hop tao thanh
dugc chiét bing toluen hai 1dn (3 ml mdi 1an) va EtOAc hai 1in (2 mL mdi 1an). Lép
nuée duogce loc bing bo loc éng tiém va chét loc duoc cho qua HPLC didu ché dé thu

duge 5,3 mg Hop chat 38 va 1,1 mg Hop chat 220.

Hop chit 38 (SpRp, trans): '"H NMR (400 MHz, METANOL-d4) 8 = 9,27 (br s, 1H),
8,47 (brs, 1H), 8,21 (brs, 1H), 8,09 (brs, 1H), 6,19 - 5,96 (m, 2H), 5,94 - 5,71 (m, 2H),
5,13 - 4,68 (m, 2H), 4,55 - 4,39 (m, 2H), 4,38 - 4,23 (m, 1H), 4,20 - 3,91 (m, 5H), 3,75
- 3,50 (m, 4H).

Hop chét 220 (SpRp. cis): 'H NMR (400 MHz, METANOL-d4) & = 9,08 (s, 1H), 8,72
(brs, 1H), 8,55 (s, 1H), 8,24 (s, 1H), 8,18 (s, 1H), 6,22 - 6,14 (m, 2H), 6,10 (d, /= 1.6
Hz, 2H), 5,01 (d, J= 3,9 Hz, 1H), 4,41 (br d, J= 9,8 Hz, 1H), 4,34 - 4,25 (m, 3H), 4,24
_4,18 (m, 1H), 4,15 (dd, J=6,1, 11,5 Hz, 1H), 4,08 - 3,99 (m, 4H), 3,71 - 3,57 (m, 3H).

Hop chét 39 va Hop chét 222

Hop chit 217 duge xt Iy riéng r€ thong qua Bude 11 dé thu dwoc Hop chat 39 va Hop
chit 222.

Hop chét 39 (chét ddng phén trans): '"H NMR (400 MHz, METANOL-ds) 6 = 8,83 (br
s, 1H), 8,43 (br s, 1H), 8,17 (br s, 1H), 8,11 (br s, 1H), 6,17 - 5,95 (m, 2H), 5,93 - 5,63
(m, 2H), 5,10 - 4,78 (m, 2H), 4,69 - 4,53 (m, 1H), 4,52 - 4,35 (m, 2H), 4,12 - 3,92 (m,
5H), 3,76 - 3,44 (m, 4H).
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Hop chét 222 (chat ddng phan cis): 'H NMR (400 MHz, METANOL-dy) 3 = 8,71 (br s,
2H), 8,18 (s, 2H), 6,17 - 6,06 (m, 4H), 4,37 (br d, J = 9,8 Hz, 2H), 4,33 (d, /= 3,9 Hz,
2H), 4,27 (br dd, J= 17,0, 13,7 Hz, 2H), 4,06 (dd, J = 7.0, 11,3 Hz, 2H), 4,19 - 4,03 (m,
2H), 4,01 (br d, J= 9,8 Hz, 2H), 3,74 (ddd, J = 3,9, 6.4, 10,5 Hz, 2H).

Hop chét 40

Hop chét 218 duoc xit 1y riéng r& thong qua Bude 11 dé thu dugc Hop chét 40: 'TH NMR
(400 MHz, METANOL-d4) & = 9,34 - 8,88 (m, 2H), 8,73 (br s, 1H), 8,34 - 8,02 (m, 2H),
6,20 - 5,96 (m, 2H), 5,89 (br s, 2H), 5,25 - 4,95 (m, 2H), 4,76 - 4,64 (m, 1H), 4,47 - 4,22
(m, 2H), 4,20 - 4,07 (m, 2H), 4,07 - 3,93 (m, 2H), 3,82 - 3,55 (m, 3H), 3,54 - 3,38 (m,
2H)

Vi du 24 — Téng hop Hop chét 30

9'89 u .S
F (R) O )\ /lk 0 ~ \[r \[/
NN F, (R)O
0 N I 0™ =N NN %
N H |
) ha NODERR RS
0 (R) E \4 0 S NN Ho N
i PN WP
e T8 0 o/\s'(lp). 0

30

Hop chit 2 (1,1 mg, 1,4 pmol) duoge bd sung vao dung dich iodometyl isopropyl
cacbonat (13,75 mg, 0,056 mmol) trong axeton/nuéc (0,4/0,10 ml) ¢ nhiét do moi truong
xung quanh. Hon hop tao thanh duoc khudy & nhiét dd moi truong xung quanh trong tbi
trong khi phan ng duoc theo doi bang LCMS. Khi hoan thanh (2 gi0), hdn hgp phéan
(g nay dugc hoa tan bang nudce (0,4 ml) va duge chiét bang n-neptan ba 1an (0,5 mL

mdi 1an). Tinh ché san pham tho trong 16p nude tao ra 0,5 mg Hop chét 30.

I{ NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) & = 7,92 (s, 2H), 7,72 (br s, 2H), 6,22 (d, J =
17.2 Hz, 2H), 6,19 - 6,03 (m, 2H), 5,98 (br t, /= 6,3 Hz, 2H), 5,82 - 5,77 (m, 2H), 5,68
(dd, J=2.3, 51,6 Hz, 1H), 5,54 (dd, J= 10,9, 13,7 Hz, 2H), 5,48 (dd, /=10,9, 12,9 Hz,
2H), 4,94 (quin, J = 6,2 Hz, 2H), 4,71 - 4,63 (m, 2H), 4,63 - 4,56 (m, 2H), 4,50 - 4,43
(m, 2H), 4,22 - 4,12 (m, 2H), 4,05 - 3,90 (m, 2H), 1,33 (d, J = 4,3 Hz, 6H), 1,32 (d,J =
4.3 Hz, 6H).

Vi du 103 — Thir nghiém bao co hoat tinh chu van HAQ STING
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Céc té bio THP1-Dual™ (InvivoGen, Cat# thpd-nfis) duge sir dung dé xac dinh
ECso. Céc té bao THP1 Dual™ da duge md ta dic diém dé mang kiéu gen HAQ STING
b&i nha cung cép Invivogen (Insight 201402-1). Cac té bao duoc sinh truong va dugc
gilt trong cac diéu kién dugc khuyén céo bdi nha san xuat. Su cam ung con duong yéu
td didu hoa interferon (IRF) dugc md ta theo hudng din ctia nha san xuét 1a dé xac dinh
gia tri ECso. Tom lai, té bao dugc gieo mam va duge xit Iy bing céc ndng do khac nhau
cta hop chat trong 20 gid trong khi duge 4 & 37°C, CO, 5 . Té bao dugc tai tao huyén
phi va dung dich QUANTI-Luc™ (Cat. # : rep-qlcl) dugce bd sung. Su phét xa anh sang
tao thanh duoc do bang mdy do do sang (Envision, Perkin Elmer). Céc tin hiéu thu dugc

duoc lap bidu b va ECso duoc tinh bang phén mém GraphPad Prism7.
Céc gia tri ECso duge bao céo trong cac Bang 4-8 dudi day. Cac gia tri ECso ¢O
thé 13 tir mot thir nghiém hodc gié tri trung binh cua nhiéu thir nghiém. Trudc mdi bang

1a chu trac dugc st dung dé xem xét bang do.

Bang 4.
T
© )
(@) P—S (hoacO)
| o
/~N NN O
o N\‘)\(NM )\('k
\ N N
R / l m H -/ O
o\“ ey NN N
e P O
( . @S> ||
hoic O O (VI)
CAu nbi (nguyén ti cacbon trong Bét do6i .
mach gifta (m) va (n), tinh toan bd) | Xa tai| xungP [Hop phét STING ECso nguoi (WM)
Podai | m | n | Dang hinhhoc 2 p};}a pg‘}a 50 HAQ | WT | AQ | REF
S S 223 * N/E | N/E | N/E
trans S R 13 26,7 N/E | N/E | N/E
R R 14 58,2 69,8 * *
S R 224 * N/E | N/E | N/E
cis Xa= S S 225 * N/E | N/E | N/E
caundi| 1 | 1 OH N/E | N/E | N/E
4 cacbon TBD Khéng ép | 226 * N/E | NE | NE
OH .
A (phgsstpe})“’dl 228 « | N/E|NE|NE
HO
. ol S RIS 24,7 | 11,6 | 13,1 66,7
rans 2 R R| 16 288 | 25,7204 66,7
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cis R | R| 229 * N/E | N/E | N/E
ans R | R| 230 * N/E | N/E | N/E
TBD 231 * N/E | N/E
21 (héfﬁi%szq) TBD | 232 . N/E | N/E

Tra.ms "
o (hén hop 3:1) S 233 N/E | N/E | N/E
cau noi S 234 * N/E | N/E | N/E
5 cacbon trans %a= | TBD 235 * N/E | N/E
|2 ou | TBD 236 * N/E | N/E
- S | R | 237 * N/E | N/E | N/E
TBD 238 * N/E | N/E
TBD R | R| 239 * N/E | N/E | N/E
. g TBD S | R| 241 * N/E | N/E | N/E
6°2§cr1‘)‘(’)1n 2|2 TBD s |R| 242 * N/E | N/E | NJE
TBD R | R| 243 * N/E | N/E | N/E

* dé chi hoat tinh khong do dugc trong pham vi ndng do thi nghiém.

“N/E” @& chi “khong dugc danh gid.”

STING EC50 ngudi (uM) duge do bang cach st dung dang mudi amoni cta ting hop

chét trong Bang 4.
Bang 5.
I
Xb
~
7 |
F,
/:N N/\iN ////’z \\\\\\\O
(0] H
Y\r ﬁ X \ .
S %, N N N:/
(|)\ /F \/
P 0]
AN
Xb \O (VH)
Cac cundi 4| Céc mbi lién két P STING ECso ngudi (uM)
cacbon | i Hop chét sb
(gitaNH |- OO Xb P HAQ | WT AQ | REF
X Xxung
trong chuoi)
- OH 9 39,2 18,0 30,9 31,7
/—O
RR | ) 30 ND. | ND. | ND. | ND.
trans o )—
SR SH 1 4,1 0,9 1,2 4.8
SS ) 3 16,4 9,9 13,7 42,7
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RR 2 6,1 3.4 3,5 114 |
Honhop | pp 10 170 | 90 | 102 | 343
trans/cis
SS 244 * >100 | >100 | >100
cis RR 4 10,6 3.9 8.2 >100
SR 5 87.1 49,1 | >100 | >100
.
R T Y 6 10,5 5,7 9,0 42,0
bdo hoa
5C cis/trans | 245 * N/E N/E N/E
TBD e 246 * N/E N/E N/E
5C trans | N.D. 8 69,7 68,7 81,0 | >100
5Ctrans | N.D T 10,7 8,0 9,0 66,7
5Ctrans | N.D 37 872 | >100 | 822 | >100
5C trans N.D 11 6,8 N/E N/E N/E
5C trans | N.D 12 8,2 N/E N/E N/E

* @& chi hoat tinh khong do dugc trong pham vi ndng do thi nghiém.

#*Hop chit 7 1a hdn hop 1:1 chira Hop chét 11 va Hop chét 12.

“N/E” d& chi “khong sin c6.” “N.D.” dé chi “khong dugc xac dinh.”

STING EC50 nguoi (uM) duge do bang cach st dung dang mudi amoni cta tirng hop

chit dugc liét ké trong Bang 5.

Bang 6.
I
o) p—"
Xc
2 O
(0)
O
(IIX)
] Dang | oz 14 hSTING EC50
S | em | v= | A= | i | SO il )
hoc & HAQ | REF
cis 247 * N/E
AG | NH ’ N.D. 22 | 412 | NE
21 SH | N~ o~y | frans | ND. | 21 | 833 | NB
TBD 23 | 623 | NE
Al H cis 248 * N/E
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249 * N/E
18 23 | NE
19 | 941 | NE
20 28 | NE
I O NNy | trans RR 26 2,3 7,4
SR 33 | 215 *
P N RR 34 2,3 *
SS 250 * *
H P SR 35 | 445 | 672
TN SR | 36 | 314 | 941
oo
NANY| SR 32 | 157 | *
Z H
AA - OH
E,NH\ SR 29 | 0,62 | 84
Y D D D
N -
- NN SR 25 | 0,73 | 3,0
D D D
y trans S 27 | 98 | 276
OH | N~
H R 28 | 102 | 184

* 38 chi hoat tinh khong do dugc trong pham vi ndng do thi nghiém.

“N/E” dé chi “khong dugc danh gia.” “N.D.” dé chi “khéng dugc xdc dinh.”

STING EC50 ngudi (uM) duge do bang cach st dung dang mudi amoni cta ting hop

chéit duoc liét ké trong Bang 6 ngoai trir Hop chat 26, Hop chét 31, Hop chat 33, va Hop

chét 34, tht ca ching duge thir nghiém duéi dang mubi bis-TEA.

Bang 7.
(0]
I
o P—SH
O
/-:N /\lN \\\\‘\\
(0]
N
SO
\ 0
N N N==
HO 0 ~F
HS——Il:i O
o) (IX)
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e hSTING
“ Dang Bat doi Hop
Cép bazo / e \ AL EC50 (uM)
hinh hoc xung P chat so HAQ | REF
SS hodc * «
H RR 251
AA NSNS trans SS hoac 25H . R
H RR
RR 31 20,2 *

* 38 chi hoat tinh 12 khong do dugc trong pham vi ndng do thi nghiém.
STING EC50 nguoi (uM) duge do bang cach st dung dang mudi amoni cia tirng hop

chét trong Bang 7.

Bang 8
i
PZaN Xd
O_N
~O AN O
O
s, NN N=/
Hl\\l Xd
A °
HS o)
hSTING
_ Hinh B4t dbi S6 Hop EC50
Xa= )/ hoc xung P chét (LM)
HAQ REF
SR 38 79,9 *
H
OH | N~ "\"| trans
H
SS hodc
RR 39 29,6 *

* @8 chi hoat tinh khong do dugc trong pham vi ndng do thi nghiém.
STING EC50 ngudi (uM) dugc do bang c4ch su dung dang mudi amoni cua ting hop

chét trong Béang 8.
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Vi du 104 — Thit nghiém béo céo dic hiéu bién thé STING

STING ngudi c6 4 bién thé chinh, bao gdm céc bién thé WT, HAQ, REF, va AQ.
REF-STING, con duoc goi 1a R232H, vi du, xuét hién trong khoang 14% quin thé
ngudi. So sénh vdi alen dang dai, R232H da giam su dap Gng vdi cac di-nucleotit dang
vong vi khuén va metazoan. Chi tiét vé 4 bién thé chinh nay cling nhu céc bién thé hiém
khac dugc bao céo bdi Yi G, et al., “Single nucleotide polymorphisms of human STING
can affect innate immune response to cyclic dinucleotides” PLoS One 2013; 8:e77846.
Cac dong té bao bao céo dic hiéu bién thé STING dugc thiét 1ap béng cach stir dung cac
t6 bao THP1-Dual™ KO-STING (InvivoGen, Cat# thpd-kostg) va ba vecto biéu hién
protein bién thé STING. Ban dd vecto biéu hién cho WT STING duoc thé hién trén FIG.
6. D6i voi hai vecto biéu hién khac, cac trinh tu bién thé STING khéc nhau dugc st

dung trong vecto d6, voi WT STING dugc thay thé bang trinh tu nucleotit thich hop.

Cac vecto bidu hién bién thé STING cho WT-STING, REF-STING, va AQ-
STING duoc tao ra va dugc chuyén nhi®m 6n dinh vao céc té bao THP1-Dual™ KO-
STING dé tao ra thir nghiém bao co dic hiéu bién thé STING lan luot cho WT-STING,
REF-STING va AQ-STING. Céc gia tri ECso dugc xac dinh nhu dugc mo ta trén déy
trong Vi du 103 cho thit nghiém b4o cdo hoat tinh chu van HAQ STING. Cac két qua
duoc thé hién dudi day trong Bang 9. Céc trinh tu ADN duoc st dung cho cac bién thé
STING nay dugc thé hién trong SEQ ID NO: 1 (trinh ty nucleotit cua WT STING
nguoi), SEQ ID NO: 2 (trinh tu nucleotit cia REF STING nguoi), va SEQ ID NO: 3
(trinh tu nucleotit ciia AQ Sting nguoi).

WT STING nguoi:

atgccccactccagcctgcatccatccatcccgtgtcccaggggtcacggggcccagaaggcagccttggttctgctgagt
gcctgcctggtgaccctttgggggctaggagagccaccagagcacactctccggtacctggtgctccacctagcctccctg
cagctgggactgctgttaaacggggtctgcagcctggctgaggagctgcgccacatccactccaggtaccggggcagcta
ctggaggactgtgcgggcctgcctgggctgccccctccgccgtggggccctgttgctgctgtccatctatttctactactccct
cccaaatgcggtcggcccgcccttcacttggatgcttgccctcctgggcctctcgcaggcactgaacatcctcctgggcctc
aagggcctggccccagctgagatctctgcagtgtgtgaaaaagggaatttcaacgtggcccatgggctggcatggtcatatt
acatcggatatctgcggctgatcctgccagagctccaggcccggattcgaacttacaatcagcattacaacaacctgctacg
gggtgcagtgagccagcggctgtatattctcctcccattggactgtggggtgcctgataacctgagtatggctgaccccaac
attcgcttcctggataaactgccccagcagaccggtgaocgggctggcatcaaggatcgggtttacagcaacagcatctatg
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agcttctggagaacgggcagcgggcgggcacctgtgtcctggagtacgccacccccttgcagactttgtttgccatgtcaca
atacagtcaagctggctttagccgggaggataggcttgagcaggccaaactcttctgccggacacttgaggacatcctggc
agatgcccctgagtctcagaacaactgccgcctcattgcctaccaggaacctgcagatgacagcagcttctcgctgtcccag
gaggttctccggcacctgcggcaggaggaaaaggaagaggttactgtgggcagcttgaagacctcagcggtgcccagta
cctccacgatgtcccaagagcctgagctcctcatcagtggaatggaaaagcccctccctctccgcacggatttctcttga

(SEQID NO: 1).
REF STING ngudoi:

atgccccactccagcctgcatccatccatcccgtgtcccaggggtcacggggcccagaaggcagccttggttctg
ctgagtgcctgcctggtgacoctttgggggctaggagagccaccagagcacactctccggtacctggtgctccacctagcc
tccctgcagctgggactgctgttaaacggggtctgcagcctggctgaggagctgcgccacatccactccaggtaccgggg
cagctactggaggactgtgcgggcctgcctgggctgccccctccgccgtggggccctgttgctgctgtccatctatttctact
actccctcccaaatgcggtcggcccgcccttcacttggatgcttgccctcctgggcctctcgcaggcactgaacatcctcctg
ggcctcaagggcctggccccagctgagatctctgcagtgtgtgaaaaagggaatttcaacgtggcccatgggctggcatgg
tcatattacatcggatatctgcggctgatcctgccagagctccaggcccggattcgaacttacaatcagcattacaacaacctg
ctacggggtgcagtgagccagcggctgtatattctccfcccattggactgtggggtgcctgataacctgagtatggctgaccc
caacattcgcttcctggataaactgccccagcagaccggtgaccatgctggcatcaaggatcgggtttacagcaacagcatc
tatgagcttctggagaacgggcagcgggcgggcacctgtgtcctggagtacgccacccccttgcagactttgtttgccatgt
cacaatacagtcaagctggctttagccgggaggataggcttgagcaggccaaactcttctgccggacacttgaggacatcct
ggcagatgcccctgagtctcagaacaactgccgcctcattgcctaccaggaacctgcagatgacagcagcttctcgctgtcc
caggaggttctccggcacctgcggcaggaggaaaaggaagaggttactgtgggcagcttgaagacctcagcggtgccca
gtacctccacgatgtcccaagagcctgagctcctcatcagtggaat‘ggaaaagcccctccctctccgcacggatttctcttga

(SEQ ID NO: 2)
AQ STING nguoi:

atgccccactccagcctgcatccatccatcccgtgtcccaggggtcacggggcecagaaggcagccttggttctgctgagt
gcctgcctggtgaccctttgggggctaggagagccaccagagcacactctccggtacctggtgctccacctagcctccctg
cagctgggactgctgttaaacggggtctgcagcctggctgaggagctgcgccacatccactccaggtaccggggcagcta
ctggaggactgtgcgggcctgcctgggctgccccctccgccgtggggccctgttgctgctgtccatctatttctactactccct
cccaaatgcggtcggcccgcccttcacttggatgcttgccctcctgggcctctcgcaggcactgaacatcctcctgggcctc
aagggcctggccccagctgagatctctgcagtgtgtgaaaaagggaatttcaacgtggcccatgggctggcatggtcatatt
acatcggatatctgcggctgatcctgccagagctccaggcccggattcgaacttacaatcagcattacaacaacctgctacg

gggtgcagtgagccagcggctgtatattctcctcccattggactgtggggtgcctgataacctgagtatggctgaccccaac
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attcgcttcctggataaactgccccagcagaccgctgaccgagctggcatcaaggatcgggtttacagcaacagcatctatg
agcttctggagaacgggcagcgggcgggcacctgtgtcctggagtacgccacccccttgcagactttgtttgccatgtcaca
atacagtcaagctggctttagccgggaggataggcttgagcaggccaaactcttctgccagacacttgaggacatcctggca
gatgcccctgagtctcagaacaactgccgcctcattgcctaccaggaacctgcagatgacagcagcttctcgctgtcccagg
aggttctccggcacctgcggcaggaggaaaaggaagaggttactgtgggcagcttgaagacctcagcggtgcccagtac
ctccacgatgtcccaagagcctgagctcctcatcagtggaatggaaaagcccctccctctccgcacggatttctcttga

(SEQ ID NO: 3)
Vi du 105 -- Thit nghiém béo céo hoat tinh cht van STING chudt nhét

Céc té bao RAW-Lucia™ ISG (InvivoGen, Cat# rawl-isg) duoc st dung cho thur
nghiém béo céo chu véan STING chudt nhat. Céc gid tri ECso duoc xéc dinh nhu dugc
md ta trén day trong Vi du 103 trong thit nghiém bao c40 hoat tinh chi van HAQ STING.
Céc két qua duoc thé hién dudi day trong Bang 9. |

Vi du 106 -- Thir nghiém do huynh quang quét vi sai (DSF)

Thir nghiém DSF dugc st dung dé do su tac dong vat ly gitta hop chét va protein
STING t4i t hop. Protein STING t4i tb hop da dwoc cat cut (a.a.155-341) (SEQ ID NO:
4) dugce bidu hién trong E. coli va dugc phan 13p cho thir nghiém nay, nhu dugc mo ta
duéi day. Chit nén thtr nghiém dugc diéu ché trong cac dia 384 giéng dén thé tich cudi
13 10 pL trén mdi giéng gdm 1 uM protein STING tai t6 hop (a.a. 155-341) (SEQ ID
NO: 4), 100 mM PBS pH 7,4, dugc bd sung bang 100 mM KCl, chét nhudm mau vang
cam 5X SYPRO va hop chét 50 pM (ndng d6 DMSO cudi la 0-1%). Céc thit nghiém
duoc thuc hién trén hé théng PCR thoi gian thuc QuantStudio 12K Flex bang cach st
dung gradien nhiét do nam trong khoang tir 25°C dén 95°C & tdc d6 0,05°C/phut, va bd
loc kich thich va phat xa 1an luot tai 470 va 586 nm. Theo cac duong cong dao ham
huynh quang dugc chi dinh boi phan mém Applied Biosystems® Protein Thermal Shift
(thuét todn phién ban 1.3.), nhiét d6 nong chay (Tm) ctia protein STING tai t6 hop khong
lien két va lién két voi phdi tir va su sai khac vé nhiét do néng chay (dTm D) duge tinh.

Nhin chung, cac hop chit véi cac gia tri ATm 16n hon 0 dugce coi 1a c6 su tuong
tac vat 1y v&i protein thir nghiém, va gia tri ATm lién quan thuén v6i &i luc lién két hop
chat. O day, Hop chét 1a thé hién ATm la 17,6 (Bang 9), chi ra twong tac vat 1y véi
protein STING.

Bang 9. Bac tinh in vitro Hop chét 1a
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Hop chét STING ECso ngudi (M) STING ECso | DSF WT STING
chugt  nhdt | ATm (°C)
WT HAQ | REF AQ (uM)
la 0,9 4,1 4,8 1,2 3.4 17,6

Vi du 107 — Thit nghiém sy kich thich PBMC ngudi ex vivo

Maéu nguoi tur 5 dbi trong cho khée manh duge thu gom bang cach st dung cac
6ng 10,0 mL BD Vacutainer natri heparin (cat# 367874). Viéc phén lap té bao don nhan
mau ngoai vi (PBMC) dugc thyc hién bang cach st dung cac bng SIGMA ACCUSPIN
50ml (cat# A2055) va sigma ACCUSPIN System-HISTOPAQUE-1077 (cat# A7054)
stt dung quy trinh dugc cung cAp boi nha san xuét. L6p PBMC dugc thu hoach va dugc
rira bang 1x mudi dém phosphat (PBS) nhu dugc d& xudt boi Sigma. PBMC dugc dém
va @ 1x10e6/ml dugc tao huyén phi cubi cung trong RPMI (corning cati 10-041-CV)
duoc bd sung 10% huyét thanh thai bd (FBS) (Gibeo cat# 20140,79). 1ml té bao
(1x10e6) duogc chuyén vao 6ng thtt nghiém Falcon SmL Polypropylen day hinh tron
(cat#352063) va dugc kich thich bang cac ndng do khac nhau (0, 0,1, 1, 10 uM) trong
24 gidr trong ti dm CO2 5% & 37°C.

Sau 24 gio U, cac bng dugc quay ly tdm © tdc d6 1400 vong/phut trong 5 phut va
dich ndi dugc thu hoach. Dich ndi dugce bao quan ¢ -80°C dé cho phép do IFNB tiép
theo. Phép do IFNP dugc thuc hién bang cach st dung kit IFN- Base cla ngudi (Meso
Scale Diagnostics cat# K151ADA) va quy trinh dugc cung cip béi nha san xuét duge
stt dung. Viéc udce tinh IFN-beta dugc thuc hién bang cach doc dia thit nghiém tai MESO
SECTOR Imager 2400 va st dung chuong trinh MSD Discovery Workbench 4.0. Sau
24 gio, protein IFNB dugc phén tich. Cac két qua da cho thay hop chét 1a c6 thé cam

Ung qua trinh san xuit PBMC IFNB nguoi so cAp theo cach phu thudc vao lidu luong.

Cac két qua dugc thé hién trong Bang 10 phan 4nh gia tri trung binh cua cac phép

do duoc thuc hién bang cach st dung ndm dbi tugng cho khac nhau.

Bang 10. Thtr nghiém su kich thich PBMC nguoi ex vivo
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, Hop chét 1a
PBS (Péi chimg)
0,1puM 1uM 10uM
IFNB (pg/mL) | 0 21,3+17,8 227,5+62,4 540,24215,0

D& dinh lugng ARN thong tin IFNB (IFNS mARN), tong ARN dugc phén lap
béing céch st dung kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, buc) theo quy trinh cua nha san Xuét.
IFNB mARN dugc dinh lurgng bang thir nghi¢m qPCR. Tom lai, tdng ARN (400 ng dén
1000 ng) dugc chuyén héa thanh ADN bd sung (cADN) trong thé tich phan g 60 pl
bang cach st dung SuperScript VILO MasterMix (Life Technologies, USA). Cac cADN
thu dugc (10 ng) sau d6 dugc khuéch dai bang cach st dung thir nghiém biéu hién
Applied Biosystems TagMan st dung cac doan mdi dic hiéu ARN cho IFNBI
(Hs01077958 sl), va GAPDH (Hs99999905 m1). Phan tich qPCR duoc thuc hién bang
TaqMan Fast Advanced Master Mix (Life Technologies, USA) trén h¢ théng PCR thoi
gian thuc Applied Biosystems Quantstudio 12K Flex, v6i bude dau tién 2 phut ¢ 50°C,
tiép theo 1a 95°C trong 2 gidy va 40 chu ky 95°C trong 1 gidy va 60°C trong 20 giay.
Muc biéu hién gen twong dbi dugc tinh sau budc chuin hoa so v6i gen tham chiéu
GAPDH bang cach sir dung phuong phap 2-AACT. Cac phép tinh dugc thuc hién bang
cach st dung phdn mém Applied Biosystems Quantstudio 12K Flex v1.2.2. Murc thay
dbi sb 1an IFNB mARN so v6i mau duoc xt Iy bang ta duge long duogc tong hop trong
Bang 11. Cac két qua cho thdy rang hop chit 1a c6 thé cam tmg IFNB mARN trong
PBMC so cép theo cach phu thudc vao liéu luong va thoi gian. Bang 11 thé hién gia tri

trung binh dugc tinh tr ndm dbi tuong cho khac nhau.

Bang 11 — Thir nghiém sy kich thich 3 gio va 24 iy PBMC ngudi ex vivo (mARN)

Hop chit 1a

IFNB mARN (muirc thay i sb 1an so véi mau duoc
xr 1y bang ta duoc long) 0,1uM 1uM 10uM

51,0 +|219,8 +119733 =+
X ly trong 3 gio 21,7 69,8 1023,0

28,1 +110652,3 +|241573 =+
Xt 1y trong 24 gio 28,9 4992.4 92242
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Vi du 108 -- Hiéu qua chéng ung thu cua hop chit 1a trén mAu khéi u kép CT26

Hop chéit la duogc thit nghiém vé hoat tinh chdng ung thu trong mau khéi u kép
CT26, 1d mAu bénh ung thu rudt két & chudt nhat. Chudt cai Balb/c] 5-6 tudn tudi
(Jackson Labs, Bar Harbor, Maine) dugc ciy duéi da vai cac té bao khéi u CT26 & ca
hai bén ctia m3i con chudt, 10° t& bao cho mdi bén. Pbi véi nghién ctru A, viée diéu tri
duoc bat dau 5 ngay (1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg va 5 mg/kg) sau khi cdy khéi u, khi céc
khéi u trung binh dat khoang 100 mm?. Pdi v6i nghién ctru B, viée diéu tri dugc bat dau
8 ngay (0,6 mg/kg, va 10 mg/kg) sau khi céy khéi u, khi cac khdi u trung binh dat khoang

120 mm?. So dd diéu tri duoc md ta trong Bang 12 va Bang 13.

Bang 12. Phéc dd dung liéu cho nghién ciru A

Nhém | S6 con Piéu tri Puwong dung va phac
chuot do
A 6 T4 dugc long (1 x PBS) L.T.*; liéu don
B 6 5 mg/kg hop chat la L.T.; lidu don
C 6 2.5 mg/kg hop chét la L.T.; liéu don
D 6 1,25 mg/kg hop chat la L.T.; liéu don

+1.T. 1a trong khdi u.

Bang 13. Phéc dd dung liéu cho nghién ciru B

Nhom | S6 con Diéu tri Puwong dung va phac
chugt do
A 5 T4 duoc long (1 x PBS) L.T.*; liéu don
5 10 mg/kg hop chét 1a L.T.; lidu don
C 5 0,6 mg/kg hop chét 1a L.T.; lidu don

+1.T. 1a trong khdi u.

T4t ca cac con chudt trong nghién ciru ndy c6 hai khéi u CT26 du6i da. “Khdi u
duoc didu tri” dé chi khdi u dugc ding truc tiép hop chét, trong khi “khdi u khong dugc
diéu tri” dé chi khéi u khong duge dung hop chét truc tiép. Thé tich khéi u dugc theo
d6i xuyén subt thi nghiém. Thé tich khoi u duge do hai 1An mot tudn sau khi bit dau diéu

tri. Kich thudc khdi u duoc tinh tir cac phép do bang thudc kep theo cong thire tinh thé
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tich ctia hinh elip thon dai (LxW?)/2 trong d6 L va W 1a cac gia tri do chiéu dai v chiéu

rong truc giao twong g (mm).

Hop chét 1a da cho thdy hoat tinh tiém nang va ctru chita trong mo hinh khéi u
kép CT26 (FIG. 7 va FIG. 8). Ddi vdi cac khéi u duoc didu tri, ty 1& ctru chiva 20% dugc
phat hién tham chi & liéu ding thap nhit dugc thir nghiém trong nghién ctru nay (Fig. 8,
lidu ding 0,6 mg/kg). Pong thoi, liéu ding cao nhét (10 mg/kg) ciru chita duge 100%
s con chudt co khdi u d6 & cubi nghién clru. Dbi véi cac khdi u khong duge diéu tri,
hiéu qua khang khéi u phu thude vao licu luong cling th8 hién ro rét. Nhom dung liéu
cao (10 mg/kg) da cho thay hiéu qua ctru chira 1a 80%; tht ca cac lidu dung thap hon
cling da cho thay hoat tinh trc ché su phat trién khdi u. Do d6, da quan sat thiy ngudng
didu tri ndm trong khoang tir 0,6 mg/kg dén 10 mg/kg d6i véi hop chét 1a, v6i hoat tinh
khang khdi u khong chi dugc quan sat thay khu trt ma ca noi hép, dua trén cac hiéu qua
tai vi tri khoi u & xa khong dugce tiém. Két luan, cac két qua nay chira rang st dung khu
tra hop chit la c6 thé cam g ca hoat tinh chdng ung thu khu trii va ndi hép (hiéu Gmg

abscopal - hiéu (mg ngoai myc tiéu).
Vi du 109 -- Hiéu qua chdng ung thu cta hop chét 1a trén mau ung thu gan di can CT26

Hop chit 1a dugc thtt nghiém vé hoat tinh khang khéi u ciia n6 & mau ung thu
gan di cin CT26. Chudt cai BALB/cJ 5-6 tuin tudi dugc gdy mé (Jackson Labs, Bar
Harbor, Maine) duoc céy vao trong lach cac té bao khéi u CT26 biéu hién luxiferaza (5
% 103 té bao mdi con chudt). Mot khoang thoi gian doi mudi phut sau dé cho phép té
bao khéi u luu thong vao trong gan cua céc con chudt. Sau d6, lach duoc loai bo va cac
con chudt dugc khau va dé phuc hdi. Ba ngay sau, cac t& bao khdi u CT26 (10° té bao
mdi con chudt) dugc cdy lai, 1an nay 1a dudi da (sc) dudi ving chi trugc bén phai, daé
cho phép phat trién kich thuéc khdi u dé st dung hop chat. Chin ngay sau khi tiém vao
lach, hop chét (10 mg/kg) dugce dung trong khéi u, mot 1an, vao khéi u dudi da.

Hiéu qua chbéng ung thu khu tra ctia hop chit dugc do thong qua hiéu qua cia nd
trén khéi u khi dugc dung dudi da, trong khi hiéu ing ngoai muc tiéu cta hop chét dugc
danh gia bang tbng mirc sbéng sot ctia cac con chudt duge diéu tri so v6i céc con chudt
d6i chimg duge diéu tri bing ta dugc 1ong, dua trén hi¢u qua bt loi ciia kich thudc khéi
u dang sinh truéng trong mdi gan cia chudt. Hop chét 1a da cho thiy hoat tinh tiém

nang hudéng dén cac khédi u dudi da khu tra va nhu hoat tinh hé théng ctru chita & 9 trong
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s6 10 con vat duoc didu tri (FIG. 9). Cac két qua nay chi ra rang viéc dung khu tra hop
chét 1a c6 thé cam tng c& hoat tinh chéng ung thu khu trti va ndi hép (hiéu img abscopal

- hiéu tng ngoai muc tiéu) bao gom céc ton thuong sau nhu trong gan.

Vi du 110 -- Hiéu qua chéng ung thu cla hop chét la trén md hinh néo truc huéng

GL261

Hop chat 1a duge thir nghiém vé hoat tinh chdng ung thu & mo hinh ndo tryc
hudng GL261. GL261 1a dong té bao u than kinh dém ctia chudt nhit. C4c t& bao u than
kinh dém cta chudt nhit GL.261 biéu hién luxiferaza (2x10* té bao/con chudt) dugc céy
trong so ndo cua chudt nhét cai bach tang B6 5-6 tudn tudi (Jackson Labs, Bar Harbor,
Maine). Ba dén 4 ngay sau, céc té bao GL261 dugc cdy dudi da (10° té bao/con chudt)
dudi ving chan trudce bén phai dé cho phép phat trién kich thudc khéi u dé sir dung hop
chit. Mudi ngay sau khi cy té bao khdi u trong so ndo, hgp chét (10 mg/kg) dugce s
dung trong khéi u, mdt 1an, vao khdi u duéi da. Hiéu qua chéng ung thu khu tr cia hop
chit dugc do thong qua hiéu qua cla né dbi voi khdi u dudi da, trong khi hi¢u ing ngoai
muc tiéu cia hop chét duoc danh gia béng murc séng sot téng sb cua chudt duge diéu tri
so v6i chudt dbi chimg dugc didu tri bang ta dugc 16ng, dya trén hiu qua bt loi cla
kich thudc khéi u dang phét trudng trong mdi ndo chudt nhét. Hop chét la thé hién hoat
tinh tiém ning tai cac khéi u khu tri duéi da va thé hién hoat tinh ciru chita noi hép & 5
trong s6 8 con chudt duge diéu tri (FIG. 10). Cac két qua nay chira réng viéc str dung
khu tra hop chét 1a c¢6 thé cam ung ca hoat tinh chdng ung thu khu tra 13n noi hip (hidu

g abscopal - hi¢u trng ngoai muc tiéu) bao gbm cac tdn thuong sau nhu trong nao.
Vi du 111 — C4u tric tia X xac minh phirc hop véi WT STING

P& hidu hon vé co ché lién két dich cua cac hop chét mdi, cdu tric tinh thé tia X
cia WT-STING trong phirc hgp véi cac hop chét dugc xac dinh.
A. Biéu hién va tinh ché dau tan cung C cia WT STING (gbc 155-341)

Trinh tw ADN ma héa protein WT STING nguoi tir axit amin 155 dén 341 (SEQ
ID NO: 4) dugc tich dong vao vecto pET21b, tiép theo 1a thé His-TEV-Sumo tai dau
tan cung N ctia né (SEQ ID NO: 5). Trinh ty cua pET21b da dugc ndp luu tai addgene
va sin c6 tai: addgene.org/vector-database/2550/; trinh tu d6 duge két hop & day bang

cach vién dan.
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Céc té bao cong codon E. coli BL21 (DE3) duoc bién nap bang plasmit nay, va
su biéu hién cua protein tai td hop dugc cam Ung bang Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranosit (IPTG) 0,1 mM. Protein duoc tinh ché tir phan doan hoa tan cua
chét dung giai té bao bing sc ky 4i lue Ni-NTA. Thé His-TEV-Sumo dugec loai bo bing
sumo proteaza, va dugc tach khoi WT STING 155-341 khong c6 the, bang cach st dung
cot 41 Iyc Ni-NTA tht hai. Protein nay con dugc tinh ché bing sic ky trao d6i anion va
loai trir kich ¢&, va dugc bdo quan trong dung dich dém chua Tris-HCl 20 mM pH 7.5,
va NaCl 150 mM & ndng d 35 mg/ml.

B. Két tinh va xéc dinh cAu tric cia dAu tan cung C cia WT STING trong phurc hop Vi
Hop chit 1

Pé ddng két tinh WT STING 155-341, véi Hop chit 1, protein WT STING duoc
pha lodng dén 10 mg/ml bang cac st dung dung dich dém bao quéan (Tris'HCI 20 mM
pH 7,5, va NaCl 150 mM) va dugc tron véi Hop chit 1 (dung dich géc 100 mM trong
DMSO) véi ty 1¢ mol 1:5. Hdn hop nay dugce U trong 4 gio ¢ 4°C, va dugc ly tdm voi
tbe d6 13.000 vong/phut trong 20 phit trudc khi két tinh. Cac khay sang loc két tinh
duoc cai dit bang cach st dung phwong phap khuéch tan hoi giot treo ¢ 18°C. Tinh thé
duoc phat trién bang cach tron 1 pL chira dung dich WT STING/Hop chét 1 véi thé tich
cia dung dich trong giéng bang nhau, chita HEPES 100 mM pH 7,5, CaCl> 200 mM, va
PEG 8000 15% (khdi luong/thé tich). PEG 400 20% (khoi luong/thé tich) dugc st dung
lam chét phan ng bao vé cryo khi tinh thé dugc 1am dong nhanh trong nito 1ong. Cac
bo dit liu nhiéu xa duoc thu thap b%lng mdy do Pilatus tai duong chum tia SSRF
BL19U1, va dugc xur ly bang HKL.3000 va chwong trinh SCALEPACK2MTZ trong bd
- Ung dung tich hop CCP4.

Chu triic cia WT STING 155-341 duoc lién két voi Hop chét 1 duge xdc dinh
bi su thay thé phan tir bing cach sir dung chuong trinh PHASER (Su thay thé phan tt
théng ké hop 1y cuc dai), véi PDB ID 4F9E 1a md hinh tra ctru ban dAu. Su c6 mit cla
Hop chit 1 gitra giao dién dime cia WT STING dugc xac dinh trong ban dd sai khac
Fo-Fc duge tinh véi cac pha md hinh. M6 hinh dugc x4y dung va hoan thién thu cong
bing chuong trinh Coot va duge tinh chinh bang chuong trinh Refmac$ trong bd ing
dung tich hop CCP4. CAu trac duge tinh chinh cudi cung dugc bdo cdo tai do phan giai
2,38 A trong nhom khong gian P212121 véi té bao don vi dugc do tai a = 33,820,
b=78,110, c=132,212, ¢=90,00, =90,00, y= 90,00. Hai ban sao cia WT STING 155-
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341 duoc xac dinh trong mdi don vi khong dbi xtng lién két voi mot phan tir ctia Hop

chét 1 tai giao dién dime.

C. Tuong tac cia Hop chit 1 v6i WT STING quan sat dugc trong cAu tréc tinh thé tia
X

FIG. 11 th& hién hinh anh cAu trac tinh thé tia X cia WT STING nguoi trong
phtrc hop voi Hop chit 1. T4c gia sang ché da xem xét cAu trac tinh thé tia X cia WT
STING nguoi trong phuc hop véi Hop chit 1, ma dwoc dong két tinh tir mau ctia Hop
chit la. Hop chét lién két tai tGi giao dién dugc tao thanh boi dime cua protein WT
STING. Hai mit cta bazo adenin cua hop chét tao thanh tuong tac xép chdng n-n lan
luot voi Tyr240 va nhom guanidin ciia Arg238. CAu lién két trans olefin tao thanh twong
tac van der Waals v6i phan béo ctia chudi bén ctia Arg 238. Nhom thé flo tai vi tri C2’
ciia nhém riboza ctia cac td hop chat trong 10 ky nudce duge xac dinh bdi Thr263, Pro264
va Tyr163. Nhom thiophosphat tich dién &m cta hop chit tao thanh cau mudi véi Céc
tuong tac Arg238 va lién két H lan luot v6i Serl62 va Thr267. Ngoai ra, nhém
thiophosphat ciing tao thanh twong tac tinh dién v6i nhom guanidin ctia Arg 232. Vung
vong LID cia WT STING, gdm gbc 226 dén 243, bao xung quanh hai nhém bazo va

ciu nodi trans olefin.

Vi du 112 — Xéc dinh cAu tric tinh thé tia X ctia REF STING trong phtc hop voi Hop
chat 1.

A. Bidu hién va tinh ché dau tan cung C ctia REF STING (gbc 155-341, SEQ ID NO:
6)

Trinh tw ADN ma héa protein REF STING nguoi tur axit amin 155 dén 341 (SEQ
ID NO: 6) dugc tach dong vao vecto pET21b, tiép theo 1a thé His-TEV-Sumo tai dau
tan cung N cta né (SEQ ID NO: 7). Trinh tu ctia pET21b da dugc ndp luu tai addgene

va san co tai: addgene.org/vector-database/2550/; trinh tur do6 duoc két hop & day béng

cach vién dan.

Céc té bao cong codon E. coli BL21 (DE3) duogc bién nap bang plasmit nay, va
su biéu hién cua protein tai td hop dugc cam Ung bang Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranosit IPTG) 0,1 mM. Protein duoc tinh ché tir phan doan hoa tan cia
chét dung giai té bao bing sic ky ai lyc Ni-NTA. The His-TEV-Sumo dugc loai bé bang
sumo proteaza, va dugc tach khoi REF STING 155-341 khong c6 thé bang cach su
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dung cot ai luc Ni-NTA thi hai. Protein nay con duoc tinh ché bing sic ky trao doi
anion va loai trir kich ¢@, va dugc bao quan trong dung dich dém chua Tris-HCI 20 mM

pH 7,5, va NaCl 150 mM & nong do 24 mg/ml.

B. Két tinh va xac dinh cAu tric cta dAu tan cung C ctia REF STING trong phace hop
vé6i Hop chét 1

Dé ddng két tinh REF STING 155-341, v6i Hop chét 1, protein REF STING duoc
pha loang dén 10 mg/ml bang céac sit dung dung dich dém bao quén (Tris-HCI 20 mM
pH 7,5, va NaCl 150 mM ) va dugc tron voi Hop chét 1 (dung dich gbc 100 mM trong
DMSO) véi ty 1¢ mol 1:5. Hdn hop nay dugc U trong 4 gio ¢ 4°C, va dugc ly tam véi
thc do 13.000 vong/phut trong 20 phut trude khi két tinh. Céc khay sang loc két tinh
duoc cai dat bang cach st dung phuong phap khuéch tan hoi giot treo 6 18°C. Tinh thé
dwoc phat trién bing cach trén 1 pL chira dung dich REF STING/Hop chit 1 voi thé
tich ciia dung dich trong giéng bing nhau, chira HEPES 100 mM pH 7.5, CaCl2 200
mM, va PEG 8000 15% (khéi luong/thé tich). PEG 400 20% (khéi lugng/thé tich) dugc
str dung lam chét phan tmg bao vé cryo khi tinh thé duoc lam dong nhanh trong nito
16ng. Céac b dit liu nhiéu xa duoc thu thap bang may do Pilatus tai duong chum tia
SSRF BL18U1, va dugc xt 1y bang HKL3000 va chwong trinh SCALEPACK2MTZ
trong bo tmg dung tich hop CCP4. CAu tric nay duge thé hién trén FIG. 12.

Chu tric ciia REF STING. 155-341, dugc lién két véi Hop chét 1 duge xéc dinh
boi su thay thé phan tir bing céach st dung chuong trinh PHASER (Su thay thé phan tt
théng ké hop ly cuc dai), st dung cAu trac WT STING 155-341 da dugc xac dinh trude
d6 (nhu dugce mo ta trén day) la m6 hinh tra ctru ban du. Su c¢6 mat ctia Hop chét 1 gitta
giao dién dime cua REF STING duoc x4c dinh trong ban dd sai khac Fo-Fc dugc tinh
v6i cac pha md hinh. M6 hinh nay dugc xay dung va hoan thanh thi cong bang chuong
trinh Coot va dugc tinh chinh bang chuwong trinh Refmac5 trong b ing dung tich hop
CCP4. Chu tric duoc tinh chinh cudi cing duge bao cao tai do phan giai 2,76 A trong
nhém khong gian P212121 véi té bao don vi duoc do tai a = 33,733, b=77,831,
c=131,689, 0=90,00, =90,00, y= 90,00. Hai ban sao cua REF STING 155-341 dugc
x4c dinh trong mdi don vi khong dbi xtng lién két v&i mot phan tir ciia Hop chét 1 tai

giao dién dime.
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C. Tuong tac cua Hop chét 1 v6i REF STING quan séat dugce trong chu truc tinh thé tia
X

FIG. 12 thé hién cAu tric tinh thé tia X cia REF STING trong phurc hop v6i Hop
chat 1, ma duoc ddng két tinh tir mAu ciia Hop chat 1a. Hop chét lién két tai tai giao
dién dugc tao thanh boi dime ctia protein STING. Hai mit cua bazo adenin ctiia hgp chit
tao thanh tuong tac chdng 16p n-m 1an luot v6i Tyr240 va nhom guanidin cia Arg238.
CAu ndi trans olefin tao thanh twong tac van der Waals v6i phan béo clia chudi bén cua
Arg238 trong khi phan guanidin cia chudi bén cia Arg238 tao thanh tuong tac chong
16p m-m v6i nhom imidazol clia chudi bén cta His232 tir phia ngoai. CAu nbi olefin tiép
xic voi cdp tuong tac cua cac chudi bén cia Arg238 va His232. Nhom thé flo tai vi tri
C2’ ctia nhom riboza cua céc td hop chét trong 16 ky nudc duge xic dinh bo1 Thr263,
Pro264 va Tyr163. Nhom thiophosphat tich dién &m cua hop chét tao thanh cdu mubi
v6i Céc tuong tac Arg238 va lién két H 1an luot v6i Ser162 va Thr267. Ving vong LID
ciia REF STING, gdm gbc 226 dén 243, bao xung quanh hai nhom bazo va céu ndi trans

olefin.
Vidu 113 — So sénh

Gia tri EC50 dugc tinh cho céc thi nghiém STING nguoi cia WT STING, HAQ
STING, AQ STING, va REF STING, trong su so sanh dbi dau béng cach st dung Hop
chét 1a theo séng ché, phbi tr STING tu nhién (2°3” cGAMP), va chét cht van STING
c6 muc dich ML RR-S2 CDA, nhu dugc bao cdo trong Corrales, et al., “Direct
Activation of STING in the Tumor Microenvironment Leads to Potent and Systemic
Tumor Regression and Immunity,” Cell Reports (2015) 11:1018-1030, dugc két hop o
day bang cach vién dan. Céc thir nghiém dugc thyce hién nhu duge mo ta trong cac vidu
néu trén. Luu ¥ rang céc gid tri trong thu nghiém da dugc bao cdo trong Bang 14 dugc
gi6i han & cac thir nghiém duoc thuc hién trong céac so sanh d6i dau va c6 thé khong
phan anh céc gia tri trung binh duoc xac dinh qua s6 lugng thir nghiém 16n hon nhu
dugce bao céo trong Bang 5 hodc phan md ta khac. Luu y thém rang “2°3> cGAMP”
gidng nhu “ML cGAMP” nhu duoc b4o céo trong an pham Cell Reports.

Bang 14
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EC o1 (mM) (thtr nghiém 20 gic
Hop . Kd (WT) 50 ngudi (mM) (thir nghiém 20 gio)
‘ (M)
WT HAQ AQ REF
2’3’ cGAMP 0,07 61,7 57,9 56,5 33-100
ML RR-S2
CDA 0,4 5,9 8,4 5,5 >100
Hop chét 1a 0,04 0,6 1,9 1,0 3,9

Bang 14 ciing bo cdo céc hing sd lién két phan ly (Kd) cho lién két cia WT
STING nguoi véi mdi hop chét trong sb ba hop chét duogc thtr nghiém, nhu duogc do
bang phép do nhiét luong chuin d6 ding nhiét (isothermal titration calorimetry - ITC).
ITC 12 k§ thuat chudn d6 vi nhiét lugng dé do céc tinh chét nhiét dong hoc lién quan dén
céc tuong tac ndi phan tir. Dya vao cac thir nghiém nay, Hop chit la duong nhu tao

thanh lién két manh nhat véi WT STING ciia cac hop chét duge thir nghiém.
Vit liéu
Protein STING kiéu dai ciia ngudi tai to hop (aa, 139-379, H232R) dugc tao ra bang

cach biéu hién céu tric trong E. coli ma hoa mién dung dich bao twong cia WT STING

nguoi bao gdm céc axit amin 139-379.
Chét phan ting

Céc ngudn chét phan ting dugc sir dung trong nghién ctru nay dugc thé hién duéi day:
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Chit phan éng Nguon S6 danh muc
1X PBS khong c6 canxi hodc magie Corning 21-040-CV
Nuéc khtr ion MilliQ MilliQ Z000QOVO0TO
Liquinox Alconox 1201
NaOH EM SX0593-1
Metanol EMD Millipore MX0475-1
Céc hop chét:

Hop chét 1a
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2°3> cGAMP

ML RR-S2 CDA

Diéu ché dung dich dém protein

Protein STING dugc bao quan ¢ -60°C trong cac phan phéan uge 90 pL va 100
ul, mdi phan nay & ndng d6 1an luot 1a 3,0 mg/mL va 20 mg/mL trong PBS, @0 pH 7.5
chtra glyxerol 5%. Vao ngay phan tich, cac phan phéan udc clia protein nay dugc ra dong,
duoc pha loang dén 400 uL va duoc trao d6i dung dich dém thanh PBS bang cach su
dung bd loc ly tAim Amicon Ultra (ngét mach 10k MW, 0,5 mL) véi it nhét bén 1an ly
tdm 10 phut & tdc do 14000 x g voi thiét bi vi ly tim Eppendorf va sau d6 dugc pha
loang cudi cung dén ndng do nim trong Khoang tlir 20 pM dén 30 pM (phu thudc vao
thi nghiém) bang 1X PBS. Nong do protein dugc xac dinh bing cach st dung quang phd
ké Nanodrop 2000 va hé sé tat protein 1a 22140 M em™).
Diéu ché miu

Hai tram pL chira cac dung dich gbc 1 mM cua Hop chit 1a, 2°3’ cGAMP, va
ML RR-S2CDA duoc cung cp bdi cac éng vi ly tam 1,5 mL. Trude mdi thi nghiém,
cac mau nay dugc pha lodng dén cac ndng do nam trong khoang tir 200 uM dén 500 uM

(phu thudc vao thi nghiém).
Phuong phép

Céc thtr nghiém duoc thuc hién trén bd ITC &i luc (TA Instruments sb
609003.901) dugc trang bi bd phén lam sach ITC (TA Instruments s6 601800.901).
Dung dich protein STING, khoang 400 pL chira trong khoang tir 20 uM dén 30 uM
protein STING, dugc hit bang pipet vao & ciia may do nhiét luong 185 pL cho phép
mot s& muc qua tai chép nhin duoc. O tham chiéu chta lugng nude Milli-Q twong
duong. Qua trinh G dugc thuc hién & 25°C v6i 20 1An tiém 2,5 pL cta cac hop chét c6
ndng do nim trong khoang tir 100 pM dén 300 pM. Phin mém diéu khién 14 ITC Run
Ver. 3.3.0.0 (TA Instruments) dugc st dung dé thu dugc nhiét dd gdm nhiéu dinh cia
nhiét thé (ucal/gidy) thé hién tdc do nhiét tai timg 1an tiém. Phin mém phan tich 1a Nano
Analyze Ver. 3.70 (TA Instruments) duoc st dung dé hiéu chinh dudng co s, higu

chinh cho khoang tring hodc nhiét mau ctia dung dich pha loang (tai diém bdo hoa) va
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& hop nhét cac dinh téc dd nhiét tao ra cac gia tri “Q” dugc lap dd thi. Cac dudong ding
nhiét thu duoc dugc 1am phi hop véi md hinh doc 1ap dé suy ra cac thong s6 nhiét dong

hoc.

Céc gia tri Kd va n (céc ty 1€ mol tai cac diém udn cua duong cong) dugc suy ra
va bao cao. Cac didu kién t6i wu cho cac nong do protein va phoi tir duge suy ra tlr cac

thi nghiém so bd.
Két qua

Céc nhiét db tbc do nhiét va cdc dudng ding nhiét tao thanh cia ching dé lién
két cac hop chét dugc thir nghiém v6i STING kiéu dai ciia nguoi tai td hop (aa, 139-
379, H232R) dugc xac dinh. Lién két cua timg hop chét v&i STING 1a thu nhiét nhu
duoc chi ra bdi cac tdc d6 nhiét Am v&i nhiét téa nhiét (theo chiéu duong) cua dung dich
pha lodng (quan sat dugc sau khi hop chét dat duoc trang thai bdo hoa ctia protein). Da
cho thdy 2°, 3> cGAMP tao ra sy dap Gng thu nhiét tuong ty voi cac bién thé STING
khac nhau. Hop chit la cung cap Kd thip nhét 12 0,04 pM, tiép theo 12 2°3” cGAMP vdi
Kd 12 0,07 uM va sau d6 1a ML RR-S2 CDA véi Kd 1a 0,40 uM. T4t ca cac hop chét
cung cép cac gid trin gan bang 0,5, cho thdy rang protein STING c6 mét dudi dang dime

va lien két 1 mol ctia hop chét trén mdi 2 mol STING.
Vi du 114 — Xéc dinh cac chét chuyén hoéa tiém nang

Hop chét la dugc u trong céc té bao gan cta chudt nhit CD-1, chudt dong
Sprague Dawley, cho Beagle, khi Cynomolgus, va nguoi, dé danh gia sy hinh thanh céc
chét chuyén hoa chinh.

Vit liéu

Cac té bao gan dugc bao quan cryo dugc dit hang tir ThermoFisher Scientific
(Waltham, MA), Xenotech, LLC (Kansas City, KS) va In Vitro ADMET Laboratories
(Columbia, MD), va cac moi trudng thich hop dugc dat tr In Vitro ADMET
Laboratories (Columbia, MD) va Life Technologies (Carlsbad, CA). Dung dich nhudm
AOPI va dung dich dém phosphat thu dugc lan luot tu Corning Life Sciences
(Tewksbury, MA) va Nexcelom Bioscience (Lawrence, MA). Tét ca cac hoa chét, chit
phan tGng, va dung mdi duge st dung trong phan tich dat ti€u chuén phan tich hodc

HPLC.
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Thiét ké thi nghiém va quy trinh thi nghiém
Nuoi cdy té bao gan

Hop chét 1a duge can va dugc hoa tan trong HPLC-nudc chira axit formic PBS
0,12% dé tao ra 1020 mmol/L. Sau d6, dung dich nay duoc pha loang riéng r&€ 2,5 lan
thanh 4 mmol/L va sau d6 duoc pha loang tiép 21000 1An bang mdi trudng E cla
Williams chira albumin huyét thanh ngudi 0,1% va 2 mmol/L L-glutamin dé thu duoge

dung dich xur ly gbe voi ndng do 1a 20 pmol/L.

Trude khi @, cac té bao gan dugc bao quan cryo dugc ra dong trong bé nuée &
37°C. Mdt ng chira cac té bao gan dugc bao quan cryo dugc bd sung vao ting 4ng hinh
nén dung tich 50 mL chira moi trudong phuc hdi té bao gan dugc bao quan cryo (UCRM)
thu duge tir In Vitro ADMET Laboratories (Columbia, MD). Cac té bao duoc quay ly
tAm trong may ly tim Beckman (Brea, CA) véi roto GH 3.8 ¢ tdc dod 740 vong/phut
trong 10 phut & nhiét d¢ trong phong 4°C. Dich ndi dugc loai bo va cic té bao nay duogc
t4i tao huyén phil trong mdi truong chy trén dia @& dém té bao. Sau khi cac té bao duoc
t4i tao huyén phu trong moi truong céy trén dia, 20 pL mdi truong da dugc tai tao huyén
phu duogc chuyén va tron v6i 20 pL dung dich nhuém AOPI. Dung dich nay dugc tron
nhe va cac té bao dugce dém bang cach st dung may dém té bao Cellometer (Nexcelom,
Lawrence, MA). Sau khi dém, cac té bao sau d6 dugc tai tao huyén phu & ndng do 1
hogc 2 triéu té bao sdng sot/mL trong moi truong E cua Williams chtra 2 mmol/L L-

glutamin (d6 pH 7,4).

Huyén phu té bao gan (50 pL/ giéng) duoc bd sung vao dia 48 giéng. Nam muoi
microlit dung dich xtr 1y gbc chtra Hop chat 1a (20 pmol/L) dugc bd sung dé bét dau
phan tng. Dia nay dwgc dat vao tu 1 nudi cy mo (khi quyén véi do 4m CO2 5%/khong
khi 95% va 37°C), va phan ung dugc két thuc bang 200 puL dung dich ngung gdm
metanol/axetonitril 100% (1/1, thé tich/thé tich) v6i 2010 ng/mL furosemit va 0,2
umol/L (R)-propranolol tai 5, 30, 60, 120, 180 va 240 phiit. Hon hop nay duge ly tam
va duoc loc, va dich ndi duoc thu gom dé phan tich. Nong do cubi cla céc té bao gan

dwoc bao quan cryo 1a 1 x 106 té bao/mL. Nong do i cubi ctia Hop chét 1ala 10 pmol/L.
Céc didu kién LC-MS/MS dé xéc dinh chét chuyén hoa

Hé théng LC-MS/MS bao gém Shimadzu HPLC va mach t& cuc lai AB-SCIEX
TripleTOF 5600 va khéi phé ké TOF (Framingham, MA). HPLC ctia Shimadzu (Kyoto,
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Nhat Ban), gém c6 mO-dun duong truyén thong (CBM-20A), dung cu léy mau tu dong
(SIL-30AC) véi bd dbi méng duge gin (Rack Changer II) hai bom (LC-3 0AD) va 1o cot
(CTO-30A). Khéi phd ké dugc hiéu chuén bing cach sit dung AB-SCIEX APCI cd dung
dich hiéu chinh &m va duong (Framingham, MA). Cac mau thu duoc tir sy nuodi céy té
bao gan dugc phan tich & ca ché do quét 4m va duong. Phuong phéap phan tich co ban
va céc didu kidn thibt bi dugc tng hop dudi day. Viée cai bién cac thong s cai dit phd

ké phu thudc vao su can thiét ctia chit phan tich.

Diéu kién LC-MS/MS:

Thiét 1ap phép sic ky: [Shimadzu LC30AD

Cai dat TOF-MS:

Cai dat TOF MS"2:

Loai cot Agilent Eclipse XDB-C8, 5, 2,1x150mm, phﬁ?m # 993700-
006, sé-ritt USSN002817

Céac pha dong A: nude/metanol = 95/5 (thé tich/thé tich) véi 5 mM amoni
axetat
B: metanol/nuée = 95/5 (thé tich/thé tich) v6i 5 mM amoni
axetat

Gradien 0-1 pht tai 1%B; 1-5 phut tuyén tinh dén 10%B; 5-13 phut
tuyén tinh dén 95%B; 13-19.9 phut tai 95%B; 19,9-20 phut
tuyén tinh dén 1%B; 20-24 phit tai 1% B

Toc d6 dong: 0,4 mL/phut

Thoi gian phan tich 24 phut

Nhiét do khay mau ~ 4°C

Thé tich tiém 15 uL

Cai dat quang phd Mach t& cuc lai AB Sciex-TOF LC-MS/MS Triple TOF

khéi: 5600

Ngudn ion Ngudn ion DuoSpray

Tinh phéan cuc Am hoic Duong

Dién ap phun ion 4500 V hodc 5500 V

(ISVF)

Nhiét do (TEM) 550°C

Khi man (CUR) 30

GS1 50

GS2 50

CE -5,000 hoac 5,000

DP -100,000 hodc 100,000
Khoang quét: 120,0 — 1000,0
CE  -60,000 hodc 60,000
CES 5,000

DP  -100,000 hoac 100,000
Khoang quét: 100,0 — 1000,0
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Phan tich s0 liéu cta so liéu hoat tinh

S6 liéu quan phd khéi thu dugc bang cach sit dung phan mém AB-Sciex Analyst
TF (Phién ban 1.5.1; Framingham, MA). Sc phd va quang phd thu dugc bang cach st
dung AB-Sciex PeakView (Phién ban 2.2.0.1; Framingham, MA). Phép so sdnh céc dién
tich dinh tuong dbi cho sic phé ion da dugc chiét duoc dya trén + 0,0002 Da cta ti 1€
khéi lwong so véi dién tich chinh xac duge ky vong (m/z) cho tung chét phan tich quan

tam.
Két qua

Khong phét hién thiy chét chuyén héa tir sy nudi chy té bao gan. Trong cac diéu
kién phan tich dugc trinh bay, Hop chét 1a da cho thay thoi gian giit 1a khoang 7,8 phut.
Trong ché d6 quét am, Hop chét 1a d cho thiy ion phan tr da dugc khir proton m/z 745
(C24HasF2N1OsP2S> ) va ion phan tr dd dwoge khir proton hai lAn m/z 372
(C24H24F2N190sP28,? ). DA quan st thiy cac ion san phdm MS/MS chinh véi m/z 533
(C1oH1sFN1004PS ) va m/z 186 (CoHsNs ). Trong ché d6 quét duong, Hop chit la da
cho thdy phan tt da dugc proton hoa m/z 747 (C24H27F2N1008P2S,") va ion san phim
MS/MS chinh vé&i m/z 651 (C24aHa6F2N1006PS™), m/z 252 (C1oH11FN502"), va m/z 188
(CoH1oNs"). MS va dir liéu MS/MS xéc nhén chu trac cia Hop chét 1a.

Hop chét 1a 4n dinh trong qua trinh 0 v6i té bao gan cta chudt nhit, chudt dong,
chd, khi, va nguoi. Khong cé su chuyén héa rd rang cta Hop chét 1a dugc xac dinh
trong nghién ctru ndy. Trong cac mau thu dugc tir qua trinh 1 v6i cac té bao gan, chi co
chinh Hop chét 1a méi c6 thé dugc phét hién va dugc xac nhan bang cac manh cua phép

do khéi phd song song (MS/MS).

T4t ca cac tai lidu duoc vién dan trong ban mo ta nay dugc két hop & day bang
cach tham khao, mac du néu tai liéu duoc két hop bét ky mau thuin v&i ban mo ta nay,
thi ban mo ta nay s€ kiém soat. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc s& hiéu rang
cac thay d6i va céc cai bién khic nhau c6 thé duoc thuc hién véi cac nguyén ligu duge

d& xuit ¢ day, va cac nguyén li¢u d6 cling nam trong pham vi va tinh than cla sang ché.
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DANH MUC TRINH TU
SEQ ID NO: 1 (WT STING nguoi) :

atgccccactccagcctgcatccatccatcccgtgtcccaggggtcacggggcccaga
aggcagccttggttctgctgagtgcctgcctggtgaccctttgggggctaggagagcc
accagagcacactctccggtacctggtgctccacctagcctccctgcagctgggactg
ctgttaaacggggtctgcagcctggctgaggagctgcgccacatccactccaggtacc
ggggcagctactggaggactgtgcgggcctgcctgggctgccccctccgccgtggggc
cctgttgctgctgtccatctatttctactactccctcccaaatgcggtcggcccgccc
ttcacttggatgcttgccctcctgggcctctcgcaggcactgaacatcctcctgggcc
tcaagggcctggccccagctgagatctctgcagtgtgtgaaaaagggaatttcaacgt
ggcccatgggctggcatggtcatattacatcggatatctgcggctgatcctgccagag
ctccaggcccggattcgaacttacaatcagcattacaacaacctgctacggggtgcag
tgagccagcggctgtatattctcctcccattggactgtggggtgcctgataacctgag
tatggctgaccccaacattcgcttcctggataaactgccccagcagaccggtgaccgg
gctggcatcaaggatcgggtttacagcaacagcatctatgagcttctggagaacgggc
agcgggcgggcacctgtgtcctggagtacgccacccccttgcagactttgtttgccat
gtcacaatacagtcaagctggctttagccgggaggataggcttgagcaggccaaactc
ttctgccggacacttgaggacatcctggcagatgcccctgagtctcagaacaactgcc
gcctcattgcctaccaggaacctgcagatgacagcagcttctcgctgtcccaggaggt
tctccggcacctgcggcaggaggaaaaggaagaggttactgtgggcagcttgaagacc
tcagcggtgcccagtacctccacgatgtcccaagagcctgagctcctcatcagtggaa
tggaaaagcccctccctctccgcacggatttctcttga

SEQ ID NO: 2 (REF STING nguoi) :

atgccccactccagcctgcatccatccatcccgtgtcccaggggtcacggggcccaga
aggcagccttggttctgctgagtgcctgcctggtgaccctttgggggctaggagagcc
accagagcacactctccggtacctggtgctccacctagcctccctgcagctgggactg
ctgttaaacggggtctgcagcctggctgaggagctgcgccacatccactccaggtacc
ggggcagctactggaggactgtgcgggcctgcctgggctgccccctccgccgtggggc
cctgttgctgctgtccatctatttctactactccctcccaaatgcggtcggcccgccc
ttcacttggatgcttgccctcctgggcctctcgcaggcactgaacatcctcctgggcc
tcaagggcctggccccagctgagatctctgcagtgtgtgaaaaagggaatttcaacgt
ggcccatgggctggcatggtcatattacatcggatatctgcggctgatcctgccagag
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ctccaggcccggattcgaacttacaatcagcattacaacaacctgctacggggtgcag
tgagccagcggctgtatattctcctcccattggactgtggggtgcctgataacctgag
tatggctgaccccaacattcgcttcctggataaactgccccagcagaccggtgaccat
gctggcatcaaggatcgggtttacagcaacagcatctatgagcttctggagaacgggc
agcgggcgggcacctgtgtcctggagtacgccacccccttgcagactttgtttgccat
gtcacaatacagtcaagctggctttagccgggaggataggcttgagcaggccaaactc
ttctgccggacacttgaggacatcctggcagatgcccctgagtctcagaacaactgcc
gcctcattgcctaccaggaacctgcagatgacagcagcttctcgctgtcccaggaggt
tctccggcacctgcggcaggaggaaaaggaagaggttactgtgggcagcttgaagacc
tcagcggtgcccagtacctccacgatgtcccaagagcctgagctcctcatcagtggaa
tggaaaagcccctccctctccgcacggatttctcttga

SEQ ID NO: 3 (AQ STING ngudi) :

atgccccactccagcctgcatccatccatcccgtgtcccaggggtcacggggcccaga
aggcagccttggttctgctgagtgcctgcctggtgaccctttgggggctaggagagcc
accagagcacactctccggtacctggtgctccacctagcctccctgcagctgggactg
ctgttaaacggggtctgcagcctggctgaggagctgcgccacatccactccaggtacc
ggggcagctactggaggactgtgcgggcctgcctgggctgccccctccgccgtggggc
cctgttgctgctgtccatctatttctactactccctcccaaatgcggtcggcccgccc
ttcacttggatgcttgccctcctgggcctctcgcaggcactgaacatcctcctgggcc
tcaagggcctggccccagctgagatctctgcagtgtgtgaaaaagggaatttcaacgt
ggcccatgggctggcatggtcatattacatcggatatctgcggctgatcctgccagag
ctccaggcccggattcgaacttacaatcagcattacaacaacctgctacggggtgcag
tgagccagcggctgtatattctcctcccattggactgtggggtgcctgataacctgag
tatggctgaccccaacattcgcttcctggataaactgccccagcagaccgctgaccga
gctggcatcaaggatcgggtttacagcaacagcatctatgagcttctggagaacgggc
agcgggcgggcacctgtgtcctggagtacgccacccccttgcagactttgtttgccat
gtcacaatacagtcaagctggctttagccgggaggataggcttgagcaggccaaactc
ttctgccagacacttgaggacatcctggcagatgcccctgagtctcagaacaactgcc
gcctCattgcctaccaggaacctgcagatgacagcagcttctcgctgtcccaggaggt
tctccggcacctgcggcaggaggaaaaggaagaggttactgtgggcagcttgaagacc
tcagcggtgcccagtacctccacgatgtcccaagagcctgagctcctcatcagtggaa

tggaaaagcccctccctctccgcacggatttctcttga
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SEQ ID NO: 4 (WT STING cac gbc 155-341):

VAHGLAWSYYIGYLRLILPELQARIRTYNQHYNNLLRGAVSQRLYILLPLDCGVPDNL
SMADPNIRFLDKLPQQTGDRAGIKDRVYSNSIYELLENGQRAGTCVLEYATPLQTLFA
MSQYSQAGFSREDRLEQAKLFCRTLEDILADAPESQNNCRLIAYQEPADDSSFSLSQE
VLRHLRQEEKEEV

SEQ ID NO: 5 (His-TEV-Sumo-WT STING 155-341)

MHHHHHHSSGVDLGTENLYFQSNAMSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSE
IFFKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDIIEAH
REQIGGGSVAHGLAWSYYIGYLRLILPELQARIRTYNQHYNNLLRGAVSQRLYILLPL
DCGVPDNLSMADPNIRFLDKLPQQTGDRAGIKDRVYSNSIYELLENGQRAGTCVLEYA
TPLQTLFAMSQYSQAGFSREDRLEQAKLFCRTLEDILADAPESQNNCRLIAYQEPADD
SSFSLSQEVLRHLRQEEKEEV

SEQ ID NO: 6 (REF STING cac gbc 155-341):

VAHGLAWSYYIGYLRLILPELQARIRTYNQHYNNLLRGAVSQRLYILLPLDCGVPDNL
SMADPNIRFLDKLPQQTGDHAGIKDRVYSNSIYELLENGQRAGTCVLEYATPLQTLFA
MSQYSQAGFSREDRLEQAKLFCRTLEDILADAPESQNNCRLIAYQEPADDSSFSLSQE
VLRHLRQEEKEEV

SEQ ID NO: 7 (His-TEV-Sumo-REF STING 155-341)

MHHHHHHSSGVDLGTENLYFQSNAMSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSE
IFFKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQTPEDLDMEDNDIIEAH
REQIGGGSVAHGLAWSYYIGYLRLILPELQARIRTYNQHYNNLLRGAVSQRLYILLPL
DCGVPDNLSMADPNIRFLDKLPQQTGDHAGIKDRVYSNSIYELLENGQRAGTCVLEYA
TPLQTLFAMSQYSQAGFSREDRLEQAKLFCRTLEDILADAPESQNNCRLIAYQEPADD
SSFSLSQEVLRHLRQEEKEEV
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YEU CAU BAO HQ

1. Hop chét c6 Cong thic (I11):

(IIT)
hoédc mubi duoc dung cua ching, trong do:
Rz duoc chon tir nhom bao gém —H, -OH, va -F;

R duoc chon tir nhém bao gom —H, -OH, va —F, trong do it nhét mdt trong s6 Ria va

Riv 14 -H;
R4a dugc chon tir nhém bao gém —H, -OH, va-F;

Rup dugc chon tir nhdom bao gém —H, —OH, va —F, trong do it nhit mot trong s6 Raa va

Rap 12 -H;

mdi P; va P2 doc lap co cAu hinh hoéa hoc lap thé S hodc R;

7 1a —O—hodc —NH—;

Xija va Xoa la giéng nhau hodc khac nhau va doc 14p duoc chon tu =0 hoac =S;
Xip va Xop la giéng nhau hodc khac nhau va doc 14p dugc chon tir -ORs va -SRs;

trong d6 Rs dugc chon tur nhom bao gdm —H, -Cisalkyl, -C(0)Ciealkyl,
va -CH20C(0)OC6alkyl;

L; trong cong thirc (I1I) co chidu dai bén, nam, ho#c sau cacbon, va la
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PAASER -, X1a, %15
,/’ \\\\ ,,’ \\\\ ’,/, ~
10 X12 X14
trong d6 T===== chi ra lién két don, lién két doi, hoac lién két ba va trong d6 (i) 0 hodc

1 su xudt hién cua trong L chira lién két ba; hoic (ii) 0, 1, hodc 2 su xuét hién

trong L chi ra lién két déi, trong d6 hinh hoc vé ting lién két doi 1a cis

hodc trans; va (iii) trong d6 khi 1 su xuét hién clia trong L1 chi ra lién két ba, 0

su xuat hién cua trong L1 chi ra lién két doi; va (iv) trong dé, khi 2 su xuat hién

trong L1 chi ra lién ket doi, cac lien két doi nay la céac lién két lien ké hoac

cac lién két xen ké;

trong d6 Xio, Xi1, X2, Xu3, X4, va Xis doc 1ap duge chon tir lién két, —CHo—,
hodc —CH—, trong d6 ~CHa— hoac —CH-khong dugc thé hodc duoc thé boi (i) —OH, (ii)
_F, (iiif) —C, (iv) -NHa, hodc (v) -D, va khi X0 hodc Xis 1a lién két, lién két nay khong
phai 1a lién két doi hodc lién két ba;

va trong d6 hai thanh vién lién ké bat ky cta nhém bao gom Xio, Xi1, X12, X13,
X4, va Xis ¢6 thé tiy y tao thanh, voi céc nguyén tu bd sung, Cs xycloalkyl hodc Cs

heteroxycloalkyl, C3 heteroxycloalkyl nay bao gdm nguyén tir N hodc O;

trong d6 B1 va Ba doc lap dugc chon tu:

i

N N A Y A Xy
0 SAAL S
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~ , “L%
HN/:Z‘ |-|2(3“/LjL Hzc/r
N AN N = N =
(T ) 1) I
N N) N \N) N \N/kNHZ
A ks s TR
, va 4 trong do cac lién ket tai

céc diém q var trén By va By duoc gan tai cac diém q var trén Cong thtc (II1).
2. Hop chét hodc mubdi duoc dung theo diém 1, trong do:
Ria duoc chon tir nhém bao g@)m —H va -F;

Rip duoc chon tir nhdm bao gdm —H va -F, trong d6 ca Ria va Ry ¢6 thé déu khong phai

la -F;
R4a dugc chon tir nhém bao gom —H va -F;

Rap duoc chon tir nhom bao gém —H va-F, trong d6 ca Rsa va Rap €6 thé déu khong phai

la -F;

mai Py va P doc lap c6 cAu hinh héa hoc 1ap thé S hodc R;

Xia va Xoa la giéng nhau hodc khac nhau va doc 14p dugc chon tu =0 hoac =S;

Xip va Xop la giéng nhau hodc khac nhau va doc lap dugc chon tu -ORs va -SRs;
trong d6 Rs dugc chon tir nhom bao gém —H, Cisalkyl, va -C(O)Cisalkyl;

L; trong cdng thuc () co chidu dai bdn hodc nam cacbon, va la

chi ra lién két don hoic lién két ddi, va trong d6 0 hodc 1 su

trong do

xuét hién cta trong L1 chi ra lién két doi, trong d6 hinh hoc vé lién két doi nay

14 cis hoac trans;

trong d6 Xio va Xis doc lap duoc chon tu lién két, -CH-, hoac —CHa- , va trong

d6, khi X10 hodc Xis 12 lién két, lién két nay khong phai la lién két doi;

trong d6 B1 va Bz doc lap duoc chon tu:
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o E o

</N ‘ X /N ‘ </N l XN
'Nq N) 'Nq N)\NHz N N)
wfa
2 ‘}LL , va A , trong do cac lién

két tai cac diém q va r trén B1 va Bz duge gén tai cac diém q va r trén Cong thire (I11).

3. Hop chét c6 Cong thirc (IV):

V)
hozc mudi duoc dung cua chung, trong do:
R1a dugc chon tir nhém bao gdm —H, -OH, va -F;

Ry duge chon tir nhém bao g@)m —H, -OH, va -F, trong do it nhat mot trong sb Riava

Ry la-H;
Rua duoc chon tir nhém bao gdbm —H, -OH, va -F;

Ra4p duoc chon tur nhém bao gém —H, -OH, va —F, trong do it nhat mot trong s6 Rsa va

Rap la —H;
m3i Py va P2 doc lap cé céu hinh héa hoc lap thé S hode R;
Xiava Xoa la giéng nhau hodc khac nhau va doc lap duoc chon tur =0 hodc =S;

Xip va Xop la giéng nhau hodc khac nhau va doc lap duge chon tir -ORs va -SRs;
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trong d6 Rs duogc chon tir nhém bao gom —H, Cusalkyl, -C(O)Cisalkyl,
va -CH,0C(0)OCalkyl;

L, trong cong thuc (IV) c6 chieu dai bon, nam, hodc sau cacbon, va la

% ) , . X13 /X15 %

b

trong do6 chi ra lién két don, lién két doi, hodc lién két ba va trong d6 (i)

0 hodc 1 su xuét hién cua trong L1 chi ra lién két ba; hodc (ii) 0, 1, hoac 2 su

xuét hién cta trong L1 chira lién két d61i, trong do hinh hoc vé ting lién két doi

14 cis hodc trans; va (iii) trong do6 khi 1 sy xuét hién cua trong L1 chi ra lién két

ba, O su xudt hién cia trong L chira lién két doi; va (iv) trong do, khi 2 su xuét

hién cua trong L1 chi ra lién ket ddi, cac lién ket doi nay 1a céc lién ket lién ke

hodc céac lién két xen k&;

trong do Xio, X11, X12, X13, X14, va X5 doc lap dugc chon tir lién két, —-CHp—,
hodc —CH—, trong d6 —CHz— hodc —CH-khong dugc thé hoic duge thé boi (i) —OH, (ii)
_F, (iii) —Cl, (iv) =NHa, hodc (v) -D, va khi X10 hodc Xis 1a lién két, lien két nay khong
phai 1a lién két doi hoge lién két ba;

va trong d6 hai thanh vién lién ké bat ky cia nhém bao gbm Xio, Xi1, Xi2, X3,
X1, va Xis ¢6 thé tiy v tao thanh, véi cac nguyén tor bd sung, Cs xycloalkyl hodc C3

heteroxycloalkyl, Cs heteroxycloalkyl nay bao gbém nguyén to N hodc O;

trong d6 B va Bz doc 1ap duoc chon tu:

o/?{ O:Lz’z HN}Z}

1y I AL

v e

/
/

z
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~ . o
HN/T:LL |—|2(;/L:—’L HZC/r
</N \ XN </N = |N </N :‘ka
N N) 'N \N) 'N \N)\NHZ
A s T T
, 4 va 4 trong do cac lién ket tai

cac diém q va r trén B va By duoc gén tai cac diém q var trén Cong thuc (IV)
hodc trong dé
R 1. duogc chon tir nhém bao gém —H va -F;
Rip duoc chon tir nhom bao gdbm —H va -F, trong d6 ca Ria va Rip ¢0 thé déu khong phai
la -F;
R4z duoc chon tir nhom bao gém -H va -F;
Rab duoc chon tu nhém bao gdm —H va —F, trong d6 ca Raa va Rap ¢6 thé déu khong phai
la —F;
m3i P1 va P2 doc 1ap c6 cu hinh héa hoc 1ap thé S hodc R;
Xija va X2z la giéng nhau hodc khac nhau va doc 14p duogc chon tur =0 hoac =S;
Xip va Xop la giéng nhau hodc khac nhau va doc 14p dugc chon tu -OR;5 va -SRs;
trong d6 Rs dugc chon tir nhém bao gdm —H, Cisalkyl, va -C(0)Ci-ealkyl;

L; trong cong thirc (IV) ¢6 chiéu dai bdn hodc nim cacbon, va la

chi ra lién két don hodc lién két doi, va trong d6 0 hodc 1 su

trong do

xudt hién cua trong L1 chi ra lién két d6i, trong d6 hinh hoc vé lién két d6i nay

14 cis hodc trans;

trong dé Xio va Xis doc 1ap duoc chon tur lién két, -CH-, hodc —CHa- , va trong
d6, khi X10 hodc Xis 12 lién két, lién két nay khong phai la lién két doi;

trong d6 B1 va B2 doc lap duoc chon tu:
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Oﬁ';{ o}}{ HN/}Z/

N N X

I, 0

=
2 N NH, o N

}LL / ,va/l v , trong do

cac lién két tai cac diém q va r trén B1 va B2 dugc gan tai cac diem q va r trén Cong thtrc

(IV).

4. Hop chit c6 Cong thire (V):

V)
hozc mudi duoc dung cua ching, trong d6
Ria duogc chon tir nhém bao gém —-H, -OH, va -F;

Rip dugc chon tir nhom bao gdm —H, -OH va —F, trong do it nhit mot trong s6 Ria va

Riv la -H;
R4z duoc chon tir nhém bao gém -H, -OH, va -F;

Rub dugce chon tir nhom bao gém -H, -OH, va —F, trong do it nhat mot trong 36 Raa va

Rap 12 -H;
mdi Py va P2 doc lap co cAu hinh hoa hoc 1ap thé S hoic R;
Xia va Xoa la giéng nhau hodc khac nhau va doc lap duge chon tur =0 hoac =S;

Xip va Xop 12 giéng nhau hodc khac nhau va doc 1ap duge chon tur -ORs va -SRs;
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177/213

trong d6 Rs dugc chon tUr nhém bao gdbm —H, Ciealkyl, -C(O)Cisalkyl
va -CH,0C(0)OC 1 alkyl;

L, trong cong thirc (V) ¢6 chiéu dai bon, nam hoac sdu cacbon, va la

trong do6 chi ra lién két don, lién két doi, hogc lién két ba va trong d6 (i)

0 hodc 1 su xuét hién cta trong L1 chi ra lién két ba; hodc (ii) 0, 1, hodc 2 su

xudt hién cua trong L1 chi ra lién két doi, trong d6 hinh hoc vé timg lién két doi

1a cis hodc trans; va (iii) trong d6 khi 1 su xuat hién ctua trong L1 chi ra lién két

ba, 0 su xuét hién cta trong L chi ra lién két d6i; va (iv) trong do, khi 2 su Xuét

hién cua trong L1 chi ra lién két di, cdc lién két doi nay la céc lién ket lien ké

hodc céc lién két xen ké;

trong d6 Xio, X11, X12, X13, X14, va Xis doc lap duge chon tu lién két, -CHa—,
hosc —CH—, trong d6 —CHz—hogc ~CH- khong duoc thé hoic duoc thé bai (i) —OH, (ii)
_F, (iii) —Cl, (iv) -NHa, hodc (v) -D, va khi Xio hodc Xis 1a lién két, lién két nay khong
phai 1a lién két dai hogc lién két ba;

va trong d6 hai thanh vién lidn k& bt ky cta nhom bao gﬁ”)m X0, X11, X12, X13,
X4, va Xys5 ¢6 thé tlly y tao thanh, véi cac nguyén tr bd sung, C3 xycloalkyl hodc Cs

heteroxycloalkyl, C3 heteroxycloalkyl nay bao gdm nguyén tir N hodc O;

trong d6 By va By doc 1ap dugce chon tur:

7
o/t?; Ojr%' ;‘}

N Xy A Xy N N
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e p3 ha

N Ho T HC 1
NN N Z S\
</ </ L
AN N X
N & N NH
’b ’ q , va 4 trong do céc lién két tai

céc diém q var trén By va B2 duoc gén tai cac diém q var trén Cong thire (V),
hodc trong do
Riaduoc chon tir nhom bao gdm —H va -F;

Rib duoc chon tir nhom bao gdm —H va —F, trong d6 ca Ria va Rip ¢0 thé déu khong phai

la -F;
R4a dugc chon to nhém bao gé)m —H va -F;

R4p dugc chon tur nhém bao gdm —H va -F, trong d6 ca Raa va Rap ¢6 thé déu khong phai

la-F;

m3i P1 va P2 doc lap c6 cAu hinh héa hoc 1ap thé S hodc R;

Xiava X2a la giéng nhau hodc khac nhau va doc 1ap dugc chon tur =0 hodc =S;
Xip va Xop la giéng nhau hodc khac nhau va doc 1ap dugc chon tr -ORs va -SRs;
trong d6 Rs duoc chon tir nhém bao gdm —H, Cusalkyl, va -C(O)Cisalkyl;

L, trong cong thic (V) ¢6 chiéu dai bon hodc nam cacbon, va la

chi ra lién két don hogc lién két d6i, va trong d6 0 hodc 1 su

trong do

xuét hién cla trong L chi ra lién két d6i, trong d6 hinh hoc vé lién két doi nay

12 cis hoac trans;
trong d6 Xio va Xi4 doc lap duge chon tur lién két, -CH-, hodc —CHa- , va trong
d6, khi X10 hodic Xu4 12 lién két, lien két nay khong phai 1 lién két doi;

trong d6 B1 va Ba doc 1ap duoc chon tu:
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07} r
N AN N X N X
T A
e N) e N NN
}LL ,‘}2’2, , va Aq , trong do céc lién

két tai cac diém q va r trén B1 va Bz duogc gén tai cac diém q var trén Cong thic (V).

5. Hop chét hoic mubi dugce dung theo didm bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong
do:

(i) cau hinh héa hoc 1ap thé cua P va P, déu 1a R, cAu hinh héa hoc lap thé cua
P, 1a R va P21a S, hodc cAu hinh héa hoc lap thé cia P11a S va P2 laR;

(i1) mot su xuét hién cua trong L1 chi ra lién két d6i, trong do hinh hoc

vé lién két doi nay 1 trans; va

(iii) Z 1a =O—.
6. Hop chét hodc mubi duoc dung theo diém 5, trong d6 mdi Ria va Rsa la —F.
7. Hop chét hodc mudi duoc dung theo diém 5, trong d6 mdi Rip va Rap 18 —F.

8. Hop chat hodc mubdi duge dung theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong

~
K

N‘ X
T )
T
d6mdiBivaByla /™"

9. Hop chét hodc mudi duogc dung theo diém 8, trong d6 ca Xia va Xoa déu 1a =0, va ca

Xip va Xob déu la —SH.

10. Hop chat hodc mudi dugc dung theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 9, trong

d6 L1 ¢6 chidu dai bon hodc ndm cacbon hodc trong doLila
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11. Hop chat hodc mubi duge dung cua ching, trong d6 hop chét nay dugc chon tir nhém

bao gom:
(Rl
O P=SH
RO
o OUe
\O\‘r’N = l”N\w"\\w’\N/ = N’{\O'
- H =
N N N=/
o F
HS"P O
S
}oli’ )
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hodc mudi duge dung cua ching.
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12. Hop chét hodc mudi duoc dung cua chiing theo diém 11, trong d6 hop chét nay dugc

chon tir nhom bao gom:
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hodc muodi duge dung cua chiang.

13. Hop chét hoic mudi dugc dung theo didm bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 12,
trong do hop chét hodc mudi duge dung nay co (i) gia tri ECso thap hon 100 micromol
trong cac té bao bao céo biéu hién bién thé STING HAQ ngudi; (ii) gid tri ECso thap
hon 100 micromol trong cac t4 bao bdo c4o bidu hién bién thé STING AQ nguoi; (iii)
gia tri ECso thap hon 100 micromol trong céc t& bao b4o co biéu hién bién thé STING
WT nguoi; hodc (iv) gia tri ECso thap hon 100 micromol trong cac té bao béo cao biéu

hién bién thé STING REF ngudi.

14. Hop chét hoac mudi duoc dung theo diém 12, trong d6 hop chét nay la:

O
R
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N N N H f‘\il_»f
Qw F
H,s-rlf; O
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hodc muoi dugc dung ctia no.

15.  Hop chit hodc mubi duge dung theo diém 12, trong d6 hop chét nay la:
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hoic mudi dugc dung cuia no.

16.  Hop chit hoic mudi duoc dung theo diém 12, trong d6 hop chét nay la:

hodc muoi dugce dung ctia né.

17.  Hop chét hozc mudi duoc dung theo diém 12, trong d6 hop chét nay la:

9
(0] P=SH
Rz

9

o 3§ Ny \

N

O‘s ’F N§/N H N—_—J

HSnlI O

hoac muoi dugc dung cua no.

18.  Hop chat hodc mubi duoc dung cua nd, trong do hop chét nay 1a:
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19. Mubdi duoc dung theo diém bat ky trong s6 céc diém tir 1 dén 18, trong d6 mudi nay
1a mubi diamoni.
20. Duoc phdm chira hop chét theo diém bét ky trong céc didm tr 1 dén 18 hodc mudi

duge dung cta ching, va ta duge duge dung.
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