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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén hop chét 2-amino-quinazolin di vong duoc thé, quy trinh

didu ché va dugc phdm chira hop chét nay, dé sir dung trong diéu tri bénh nhidm virut.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Séng ché lién quan dén viée str dung cic hop chit 2-amino-quinazolin di vong
duoc thé trong didu tri cac bénh nhidm virut, cac rdi loan min dich hodc viém, trong
d6 ¢6 lién quan dén qua trinh didu bién, hoic chi vén, cac thu thé gibng Toll (TLR:
toll-like receptor). Céc thu thé giéng Toll 1a cic protein xuyén mang so cip duoc dic
trung bdi mién ngoai bao gidu leuxin va phin mé réng té bao chit chira viing bao toan.
Hé mién dich bim sinh ¢6 thé nhén biét cic kibu mau phén tir gén lién véi mam bénh
thong qua cédc TLR duoc biéu hién trén bé mit té bao ctia mét sb loai t& bao mién dich
nhit dinh. Viéc nhén biét cdc mam bénh la kich hoat qua trinh san xut céc xytokin va
didu tiét ting c4c phén tir ddng kich thich trén céc thé thuc bao. Pidu nay din dén su
didu bién dong thai ctia té bao T.

U'éc tinh duoc ring phan 16n cac loai dong vat c6 vi déu ¢6 tir mudi dén mudi
1am loai thu thé gidng Toll. Mudi ba TLR (duge dit tén 1a TLR1 dén TLR13) da duoc
nhén dién & ngudi va chudt nhit, va cic dang twong duong cla nhiéu loai trong sb
chiing @4 dugc phat hién & cac loai dong vat c6 vu khac. Tuy nhién, cac dang tuong
duong cia TLR nhét dinh ma duoc phat hién & nguoi thi khong c6 mat & tAt ca cac
déng vat c6 vi. Vi dy, gen ma héa cho protein tuong tu voi TLR10 ¢ ngudi ¢ mét &
chudt nhét, nhung c6 vé nhu da bi pha hiy tai mot thoi diém nao d6 trong qué kht bai
retrovirut. Mt khac, chudt nhit biéu hién cac TLR 11, 12 va 13, khdng c6 loai nao
trong ) nay duoc biéu hién & nguoi. Céc loai dong vat c6 vi khéc co thé biéu hién cac
TLR ma khong tim thdy & nguoi. Cac loai khong phai dong vét cé via khac c6 thé c6
cac TLR khéc biét v&i cac ddng vat c6 vi, minh ching 1a TLR14, dugc phat hién théy
& c4 xem sao Takifugu. Piéu nay c¢6 thé 1am phiic tap qua trinh st dung céc dong vat

thi nghiém lam mo hinh vé tinh mién dich bam sinh & nguoi.
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Phan mo ta chi tiét v& cac thu thé gibng Toll dugc mé ta trong cac bai bao tap
chi sau ddy: Hoffmann, J.A., Nature, 426, p33-38, 2003; Akira, S., Takeda, K., and
Kaisho, T., Annual Rev. Immunology, 21, p335-376, 2003; Ulevitch, R. J., Nature
Reviews: Immunology, 4, p512-520, 2004.

Céc hop chét thé hién hoat tinh trén cac thy thé giéng Toll da duge mé ta trudc
d6 nhu cac hop chét purin trong WO 2006/117670, cac hop chit adenin trong WO
98/01448 va WO 99/28321, va cac pyrimidin trong WO 2009/067081.

Tuy nhién, van cé nhu ciu 16n vé céc chét diéu bién thu thé gidng Toll méi ma
c6 tinh chon loc wru tién, hiéu luc cao hon, dd 6n dinh chuyén héa cao hon va profin do
an toan cai thién so véi cac hop chat da biét trong linh vuc k§ thuét nay.

Ban chit ky thuit cia sang ché
Muc dich ctia sang ché 14 dé xuit hop c_hét 2-amino-quinazolin di vong duoc thé

va dugc phim chira hop chét nay.

Cu thé hon, sang ché dé xut hop chét ¢6 cong thirc (1):

hodc mudi, tautome, chat déng phan lap thé, solvat hodc chét da hinh duoc dung cua

no, trong do:
Ry ¢6 cau tric bat ky trong so cac cau trac néu duédi day:

Rg Rs

Rs Rg
\ f R S>/< RS
N 8 RS\ \
R1o 7 K‘ r{ .r"rr N\N_ ,r’:'
Ry RS Re
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Ry Rs  OH

R13
Y e
/X N
o 4 L <\ o~ '
AN
Ri3

Rio Ryz N—N

Rg R11 o
, , hodc

R3 1a hydro, -O-(Ci.3)-alkyl, halogen, (Ci-3)-alkyl, -O-(C1.3)-alkyl-O-(Ci-3)-alkyl hodc
CH>OH;

R3 1a hydro, -O-(Ci-3)-alkyl, halogen, (Ci.3)-alkyl hodc —C(=0)-R7 trong d6 Ry 1a -O-
(Ci3)-alkyl, NHa, NH(CHs3), N(CHs),, N(CHs)(Ci3)-alkyl, N((Ci-3)-alkyl)2 hoic
pyrolidin;

R4 1a hydro hoac flo;

Rs 1a (Ci3)-alkyl, (Ci-3)-flo-alkyl hoac CH,OH;

R¢ 1a NHa, NH(CH3) hoic N(CHs)s, (hetero)-anilin dugc thé tiry ¥ bing mdt hoic
nhiéu Rs, Ry, Rio, Rii hodc Riz hodc (hetero)-benzylamin dugc thé tuy y béng mot
hoic nhiéu Rs, Ro, Rio, R11 hodc Ria,

mdi nhém Rs, Ro, Rio, R11 va Ry giéng nhau hodc khéac nhau doc 1ap dugc chon tir
hydro, (Ci.3)-alkyl, -O-(C1-3)-alkyl hodc halogen,

va
Ri3 1a hydro, (Ci-3)-alkyl hodc (Ci.3)-flo-alkyl.

Céc hop chit duoc wu tién theo sang ché 1a cac hop chit s6 12 va 29 nhu duoc

néu trong bang II.

Céc hop chét c¢6 cong thuc (I) va cac mudi, tautome, chét dong phan lap thé,
solvat ho#c chit da hinh dugc dung cua ching c6 hoat tinh d& ding lam dugc chét, dic
biét 1a 1am chit diéu bién hoat tinh thu thé gidng Toll (dic biét 1a hoat tinh TLR7
va/hodc hoat tinh TLRS).



20316

Theo khia canh khac, sang ché d& xudt duoc phidm chira hop chit c6 cong thic
(I) hoac mubi, tautome, chét déng phéan 1ap thé, solvat hodc chit da hinh duoc dung

cta no6 cung véi mot hodc nhiéu ta dugc, chat pha lodng hodc chat mang dugc dung.

Ngoai ra, hop chat ¢ cong thirc (I) hodc mubi, solvat, tautome, chit ddng phan
lap thé hodc chit da hinh duoc dung cta no theo sang ché, hodc dugc phém chtra hop
chét c6 cong thic (I) hodc mudi, solvat, tautome, chét ddng phan lap thé hoéc chét da

hinh duoc dung ctia n6 c6 thé duoc sir dung 1am thubc.

Theo khia canh khéc ciia séng ché, hop chét c6 cong thire (I) hodc mudi, solvat,
tautome, chét déng phén 1ap thé hodc chét da hinh duoc dung ctia n6, hodc dugc phém
chira hop chit c6 cong thirc (I) hodc mudi, solvat, tautome, chit ddng phan lap thé
hodc chét da hinh duoc dung ctia no6 cb thé duoc st dung mdt cach phu hop trong diéu

tri r6i loan trong d6 c6 lién quan dén qué trinh didu bién TLR7 va/hodc TLRS.
M5 ta chi tiét sang ché

Thudt ngit “(C3)-alkyl” chi hydrocacbon béo no mach thing, mach nhénh hodc

mach vong cé so luong nguyén tr cacbon xac dinh.

Thudt nglt “(Cy.3)-flo-alky]l” chi hydrocacbon béo no mach théng, mach nhanh
hodc mach vong cé sb luong nguyéri tir cacbon xac dinh trong d6 mot hodc nhiéu

nguyén tir hydro duoc thay thé bang nguyén tir flo.
Thuat ngt “halogen” chi flo, clo, brom hoac iot, t8t hon 14 chi flo va clo.

Thuét ngtt “anilin” chi hop chét c6 cong thitc C¢gHsNR 13- bao gém nhém phenyl
duge gin vao nhém amino; véi “(hetero)-anilin” ¢6 nghia 13 1 dén 3 nguyén tir nito, tdt

hon 14 1 nguyén tr nito, c6 mat trong vong thom.

Thuét ngft “benzylamin” c¢6 nghia la hop chét c6 cong thitc C¢HsCH,oNR j5- bao
gém nhém benzyl, CsHsCH,, duogc gén vao nhém chic amin; véi “(hetero)-
benzylamin” ¢ nghia 1a 1 d&én 3 nguyén tir nito, t5t hon 1 1 nguyén tir nito, c¢6 mit
trong vong thom.

Trong ban md ta ndy, cong thirc héa hoc bit ky véi céc lién két ma chi duge thé
hién dudi dang dudng nét 1ién chir khoéng phai dudi dang lién két hinh ném nét 1ién hay

lién két hinh ném nét dut, hoic theo cach khac dugc thé hién dudi dang co cAu hinh cu
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thé (vi du R, S) xung quanh mot hozc nhidu nguyén ti, s& bao g6m moi chit ddng phan
1ap thé c6 thé 6, hodc hdn hop cla hai hodc nhidu chit déng phan 1ap thé.

Céc thuat ngir “chét déng phén lap thé”, “dang déng phén lap thé” hodc “chét
ddng phan 1ap thé héa hoc” trén ddy hodic dudi ddy duoc st dung theo cach thay thé
cho nhau.

Sang ché bao gdm tit ca cac chét ddng phan 14ap thé cua cac hop chat theo séng
ché dudi dang chét ddng phén 1ap thé tinh khiét hodc dudi dang hdn hop ciia hai hoic
nhiéu chit ddng phan l4p thé.

Cac chat ddng phan d6i anh 14 cac chit ddng phén l4p thé ma 1a cac anh guong
khong thé dit chdng khit 1én nhau dwge ctia nhau. Hén hop 1:1 ciia cip chit ddng phan

doi anh 1a hon hop raxemat hodac hon hgp raxemic.

Cac chét dong phan khong d6i quang (hodc chit ddng phan phi déi hinh) 1 cac
chét ddng phan 18p thé ma khong phai 1a chit dong phan déi anh, tic la ching khong
c6 lién quan theo géc d6 14 cac anh guong. Néu hop chét chira lién két d6i, thi cac
phf‘?m tr thé ¢6 thé & dang cAu hinh E hodc Z. Néu hop chét chira nhém mach vong
khong thom dugc thé it nhét hai l4n, thi c4c phdn tir thé c6 thé & cdu hinh cis hosc

trans.

Do d6, sang ché bao gém cac chét ddng phan d6i anh, cic chit ddng phéan
khong dbi quang, cic raxemat, cic chit ddng phén E, cac chit ddng phan Z, céc chét
ddng phén cis, cic cht ddng phan trans va cc hdn hop clia chiing, bt cir khi nao kha

thi vé mat hoa hoc.

Nghia clia tAt ci cAc thuat ngit néu trén, tirc 1a chit ddng phan déi anh, chat
ddng phan khong dbi quang, raxemat, chit ddng phén E, chét ddng phéan Z, chit dong
phén cis, chit ddng phan trans va hSn hop clia ching 1a da biét dbi voi ngudi ¢6 hidu

biét trung binh trong linh vuc nay.

CAu hinh tuyét dbi duge xac dinh rd theo hé théng Cahn-Ingold-Prelog. Chu
hinh tai nguyén tir bat d6i xtng dugc quy dinh bang R hozc S. Cac chit ddng phan lap
thé dd dugc phan gidi ma ciu hinh tuyét dbi cia ching 1a khong biét ¢6 thé duoc quy
dinh béng (+) hodc (-) tly thudc vao chidu ma ching quay 4nh sdng phan cuc phéng.

Vi dy, céc chit dong phan d6i anh da dugc phan giai ma cAu hinh tuyét ddi ctia ching
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1a khong biét c6 thé duoc quy dinh bing (+) hodc (-) tiy thude vao chidu ma ching
quay 4nh sing phan cuc phing theo do. '

Khi cht ddng phén 14p thé cu thé dugc nhén dang, didu niy cé nghia 1a chét
d6ng phan 14p thé nay vé co ban khéng chira, tirc 13 duge két hop v6i nho hon 50%, wu
tién 1a nhé hon 20%, uu tién hon la nhd hon 10%, tham chi uu ti€n hon 1a nhé hon 5%,
dic biét 12 nho hon 2% va wu tién nhét 1a nhd hon 1%, cic chit ddng phan khac. Do
6, khi hop chét c6 cbng thirc (I) duge quy dinh, vi dy, 14 (R), diéu nay ¢ nghia 13 hop
chat ndy vé co ban khong chira chit ddng phan (S); khi hop chét c¢6 cong thirc (I) duoc
quy dinh, vi du, 14 E, diéu ndy c6 nghia 1a hop chét nay vé co ban khéng chita chét
ddng phan Z; khi hop chit c6 cong thie (I) duoc quy dinh, vi dy, 14 cis, didu nay c6
nghia 13 hop chét ndy vé co ban khéng chira chit ddng phén trans.

Muoi duge dung ctia hgp chat cé cong thire (I) bao gobm mudi cdng axit va mudi
bazo cta ching. Mudi cong axit thich hgp duge tao ra tir cac axit ma tao ra mudi

khéng ddc. Mubi bazo thich hop dugc tao ra tir cac bazo ma tao ra mudi khong dde.

Hop chét theo sang ché ciing c6 thé ton tai & dang dugc solvat hoa hodc khong
duoc solvat héa. Thuét ngft “solvat” duoc sit dung trong ban mé ta nay dé mé ta phan
tir phtrc chit chira hop chét theo sang ché va mot hodc nhidu phan tir dung méi duogc

dung, vi du, etanol.

Thuét nglt “chét da hinh” chi kha nang ton tai & nhidu hon mot dang hoédc cAu

trtic tinh thé ctia hop chét theo séng ché.

Hop chét theo sang ché c6 thé duqc st dung & dang sén phém két tinh hodc vo
dinh hinh. Ching ¢6 thé dugc thu nhén, vi du, & dang banh rén, bot hodc mang bing
cac phuong phap nhu lam két tia, lam két tinh, lam d6ng khd, siy phun hozc lam khé
theo kiéu bay hoi. Chiing ¢6 thé duoc st dung & dang riéng ré hodc & dang két hop véi
mdt hozc nhidu hop chét theo sang ché khac hodc & dang két hop véi mot hodc nhidu
thube khac. Thong thudng, ching s€ dugc sir dung & dang duoc phérn két hop véi mot
hodc nhiéu ta duge duge dung. Thuat ngit “td dugc” dugc str dung trong ban md ta nay
d& md ta thanh phin bit ky ma khong phai 13 (cic) hop chit theo sing ché. Viéc lua
chon ta dugc phu thude phﬁn 16n vao cac yéu td nhu cach thuc st dung cu thé, tac

dung cta ta dugce doi voi do hoa tan va d§ on dinh, va ban chat ctia dang lieu.
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Hop chit theo sang ché hodc phan nhém bt ky cta ching c6 thé dugc bio ché
thanh cac dang duoc phérn khac nhau theo muc dich st dung. Dé lam duoc phém thich
hop, co thé k& dén tAt ca cac duoc phém thudng duge st dung cho cac thube st dung
toan than. D& bao ché duoc phém theQ séng ché, luong hitu hiéu ctia hop chét cu thé,
tily y & dang mudi cong, v6i vai trd 1am thanh phin hoat tinh dugc két hop theo céch
trén k¥ v6i chit mang duoc dung, chit mang ndy c6 thé ¢6 nhiéu dang khac nhau tuy
thudc vao dang dugc pham mudn sir dung. TSt hon 1 cac duge phdm nay & dang lidu
don vi thich hop, vi duy, dé sir dung qua dudng miéng, truc trang hodc qua da. Vi du, dé
bao ché duoc phim & dang lidu ding qua dudng miéng, mdi trudng bét ky trong sb cac
moi trudng dugce dung thong thuong céd thé dugc st dung nhu, vi du, nude, glycol,
dau, ruou va dang tuong ty dbi véi cac truong hop duge phdm 16ng ding qua dudng
miéng nhu hdn dich, xi rd, con ngot, nhii twong va dung dich; hodc cac chat mang rin
nhu tinh bot, dudng, cao lanh, chit pha lodng, chit lam tron, chit gén két, chét gay ra
va dang tuong tu d6i véi cac trudng hop duge phdm dang bdt, vién tron, vién nang va
vién nén. Do d& st dung, nén vién nén va vién nang 13 céc dang liéu don vi dung qua
dudng miéng thuan loi nhat, trong trudmg hop nay, cac chét mang ran dugc dung hién
nhién dugc sir dung. Ngoai ra, sang ché con bao gdm céc dugce phim dang rin ma c6
thé duoc chuyén hoa, ngay trude khi sir dung, thanh dugc phim dang long. Trong cac
duoc phdm thich hop dé st dung qua da, chit mang tiy y chtra chét ting cuong tinh
thdm va/hogc chét thAm udt thich hop, tiy ¥ duoc két hop véi cac chit phu gia thich
hop c6 ban chét bit ky vdi ty 18 nho, cac chit phu gia nay khong tao ra tic dung c6 hai
dang k& dbi v6i da. Cac chét phu gia nay c6 thé tao thuén loi cho viée st dung cho da
va/hodc c6 thé 13 hitu ich d& bao ché céac duoc phém mong muén. Céc duoc phém nay
c¢6 thé duoc st dung theo nhiéu cach, vi du, & dang miéng déan trén da, & dang bo6i ding
chd (spot-on), & dang thubc m&. Hop chit theo sing ché ciing c6 thd duoc su dung
bang cach xdng hit hodc bom vao theo cac phuong phép va dang duge phdm duogc str
dung trong linh vuc k§ thudt nay cho viéc st dung theo cach nay. Do do, thong
thuong, hop chét theo sang ché c6 thé duge st dung cho phdi ¢ dang dung dich, hdn
dich hodc bot kho.

Dic biét thuan loi néu bao ché cdc duoc phdm néu trén & dang lidu don vi dé d&
st dung va dong déu vé lidu luong. Dang lidu don vi nhu duoc sir dung trong ban mo

ta nay chi cac don vi tach roi v& mit vat ly thich hgp lam céac lidu luong don nhét, mdi
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don vi chtta lugng da dinh trudce ctia thanh ph?ln hoat tinh dugc tinh toan dé tao ra tac
dung diéu tri bénh mong mudn két hop voi chét mang dugc dung can thiét. Céc vi du
vé dang liéu don vi nay 13 vién nén (bao gdm vién nén c6 rinh hoic c6 16p bao), vién
nang, vién tron, bot déng géi, vién nhén (wafer), thuc dan, dung dich hodc hdn dich

co theé tiém dugc va dang twong tu, va cac dang da liéu riéng ré clia ching.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vue diéu tri bénh lay nhiém s& c6 kha
ning x4c dinh lwong hitu hiéu tir cac két qua thir nghiém dugc thé hién duéi day. Nhin
chung, luong hitu hiéu hing ngiy s& thudng nim trong khoang tir 0,01mg/kg dén
50mg/kg thé trong, t5t hon 12 nim trong khoang tir 0,1mg/kg dén 10mg/kg thé trong.
C6 thé 14 thich hop néu sir dung liéu cin thiét & dang hai, ba, bdn hodc nhiéu phan lidu
vao céac khoang céch thdi gian thich hop trong sudt ca ngay. Céc phén lidu nay c6 thé
dugc bao ché & dang lidu don vi, vi dy, chira tir 1 dén 1000mg, va dic biét la tir 5 dén

200mg thanh phan hoat tinh trong m&i dang liéu don vi.

Liéu luong va tin sudt sir dung chinh x4c phu thudc vao hop chét c6 cong thitc
(D cu thé duoc st dung, tinh trang bénh ly cu thé duoc didu tri, mic d6 trAm trong cta
tinh trang bénh ly duoc didu tri, dd tuéi, can ndng, va tinh trang thé chit noi chung clia
bénh nhan cu thé ciing nhu thubc khéac ma ca thé ¢6 thé dang dung, nhu d3 duge biét rd
d6i v6i nguoi cé hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt ndy. Ngoai ra, hién nhién
14 luong hitu hiéu c6 thé duoc lam gidm di hodc duoc lam ting 1én tiy thudc vao dap
ung cla ddi tuong dugc didu tri va/hodc tuy thudc vao su danh gia cua bac st didu tri
ké don hop chét theo séng ché. Do do, khoang tri sb cia luong hitu hi€u néu trén chi 1a
cung cip huéng din va khéng nhim lam gidi han pham vi hodc img dung cia séang ché
& bit ky mirc do nao.

DPiéu ché hop chét ¢6 cong thirc ( D

Hop chét c¢6 cong thirc (1) duqc‘ diéu ché theo so db 1. Axit hoic este anthranilic
duoc thé (II) dugc lam noéng trong didu kién axit véi su co6 mit cla xyanamit du, st
dung dung moéi rugu (vi du etanol) hodc diglyme theo phuong phap dugc mo ta trong
tai liéu k¥ thuit (O'Hara et. al. JOC (1991) 56, p776). Viéc thé amin sau d6 cta 2-
amino-4-hydroxyquinazolin (II) ¢ thé tién hanh théng qua mot chét lién hop nhu
BOP hodc PyBOP véi sy ¢c6 mat cia DBU va amin trong dung méi phin cuc khong
proton (vi du DMF).
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So d6 1:
R1 R1
2N Z | //l
| X X
N N N
NH, HCl l DBU. BOP |
> R ~
H, CHax g EtOH HO \NJ\NHZ R,-NH, z N \NJ\NHz
" Xyanamit " DMF khan, rt "
100°C :
binh ép suat

Vi du thwe hién siang ché
Quy trinh téng quat d& didu ché 2-amino-4-hydroxyquinazolin duogc thé
O OH ~

O OH
oL ;.
HCI, EtOH
NH, : N/)\NHZ

1,5 eq Xyanamit
100°C
binh 4p suat -1

Axit 2-amino-6-metoxybenzoic (25g, 149,6mmol), etanol (200mL), xyanamit
(9,43g, 224mmol), va HCIl dac (6mL) dugc cho vao binh &p suét loai 500mL ¢6 trang
bi thanh khudy tir. H6n hop nay duoc dé trong didu kién khudy & 100°C trong 16 gid.
Hn hop phan tmg nay dugc d& ngudi dén nhiét d6 trong phong va cac chit rin dugce
phén 1ap béng cach loc va duoc rira béng etanol va DIPE. San phém tho dugc lam kho

trong chan khong & 50°C dé thu dugc chit rin mau tring nhat.
LC-MS m/z = 192(M+H)

'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) & ppm 3,88 (s, 3 H), 6,96 (dd, J=8,2, 3,1 Hz, 2
H), 7,69 (t, J=8,3 Hz, 1 H), 8,28 (br. 5., 2 H), 12,67 (br. 5., 1 H)
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Bang I: Cac hop chit c6 cong thuc (II1). Cac hop chit trung gian néu dudi day dugc

diéu ché theo phuong phap diu ché II1-1.

Je I . LCMS
So Cau trtc H NMR (M)
F  OH "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm 6,98
. NN (dd, J=11,0, 8,3 Hz, 1 H), 7,13 (d, J=8,3 180
g Hz, 1 H), 7,51 (br. s., 2 H), 7,64 (td, J=8,3,
_N” "NH, | 58Hz 1H),12,30 (br. s, 1 H)
OH
§ "H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 5 ppm 7,01
2 )N\ - 7,16 (m, 2 H), 7,56 (br. s., 2 H), 7,99 (1, 180
F N >NH, |J=7,7Hz, 1 H), 10,38 - 13,48 (m, 1 H)
H 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm
3 SN 6,51-6,67 (m, 2H), 7,00-7,08(m, 1H), 180
N/)\NH 7,42(ddd, J=11,2, 7,9 1,3Hz, 1H), 7,69 (dd,
! 2 1J=17,9,0,6Hz, 1H), 11,08 (br. s., 1H)
H 'H NMR (400 MHz, DMSO-dj) § ppm 2,43
4 Sy (s, 3 H), 7,22 (d, J=1,0 Hz, 1 H), 7,24 (s, 1 176
By H), 7,89 (d, J=8,0 Hz, 1 H), 8,29 (br. s., 2
N” "NH, | H), 12,65 (br. s, 1 H)
H
5 N Khéng cé 192
~ PN
O N NH»
H 'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) 6 ppm 7,41
6 Sy (dd, J=8,5, 2,0 Hz, 1 H), 7,55 (d, J=2,0 Hz, 196
Y 1 H), 7,98 (d, J=8,5 Hz, 1 H), 8,49 (br. s., 2
cl N~ "NHz | H), 10,79 - 13,69 (m, 1 H)
H
Sy "H NMR (400 MHz, DMSO-d) § ppm 3,87
-3,95 (m, 3 H), 7,12 - 7,47 (m, 1 H), 7,83
7|0 N/)\NH— (dd, J=8,3, 1,4 Hz, 1 H), 7,99 (4, J=<13 Hz, | 22°
0 1 H), 8,07 - 8,13 (m, 1 H), 8,43 (br. 5., 2 H)
OH
8 SN Khéng cé 174 (M-
PN H)
N~ “NH,
hop chit tham chiéu
~o  on "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm 3,74
9 - 3,82 (m, 3 H), 6,42 (br. s., 2 H), 6,62 (d, 192

J=1,7Hz, 1 H), 6,75 (dd, J=8,3, 0,8 Hz, 1
H), 7,44 (t,J=8,3 Hz, 1 H), 10,91 (br. s., 1
H)
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LCMS

So Cau truc H NMR M +H)+

Br OH

S 'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) § ppm 7,40
10 _LL (dd, J=8,7, 4,7 Hz, 1 H), 7,48 (t, ]=8,8 Hz, 1 | NA
N”ONH, | H)

Quy trinh téng quat dé diéu ché hop chét IV

Hop chit III (1,5mmol) va DBU (3,75mmol) duoc hoa tan trong SmL. DMF
trong lo thuy tinh loai 30mL. Sau 5 phat BOP (1,5mmol) dugc thém vao. Hon hop
phan tng nay dugc khudy trong 5 phut va sau d6 amin (2,25mmol) dugc thém vao.
Hdn hop phan ting nay dugc khudy qua dém. Hdn hop phén tng thd duogc tinh .ché
bang k¥ thuat HPLC diéu ché trén (RP Vydac Denali C18 - 10um, 250g, 5cm). Pha
dong (dung dich NHHCO; 0,25% trong nudc, MeOH), cac phan doan mong mudn
duoc thu lai, duge 1am bay hoi, dugc hoa tan trong MeOH va duogc lam bay hoi lan

nita dé thu duoc san phdm dudi dang chat rén.
Quy trinh tdng quat d& diéu ché cac hop chét 22, 23, 24, 26, 27 va 28

Hop chét 8 c6 cong thire (I) (xem bang II) (2,1g, 6,5mmol) dugc phin phdi
trong THF (50mL), LiOH (409mg, 9,74mmol) duoc thém vao, tiép d6 1a MeOH
(5mL). HOn hop phan tng nay dugc khudy qua dém & nhiét d6 trong phong. Céc dung
mdi dugce lam bay hoi cho dén khi chi con lai nude. 10mL HCl 1M duoc thém vao va
hop chat dugc chiét bang 2-metyltetrahydrofuran (2 X 25mL). Céc 16p hitu co két hop
duge 1am kho trén MgSO, va cac dung méi duoc loai bé dudi 4p sudt giam dé thu
duge axit 2-amino-4-[1-(2-pyridyl)etylamino]quinazolin-7-carboxylic dudi dang chét

ran mau trang.

Axit  2-amino-4-[1-(2-pyridyl)etylamino]quinazolin-7-carboxylic ~ (200mg,
0,65mmol) va PyBOP (421mg, 0,81mmol) dugc hoa tan trong DMF(5mL) trong lo
thiy tinh loai 30mL. Sau 5 phut, bazo Hunig (0,557mL, 3,23mmol) dugc thém vao.
Hbn hop phan tmg nay dugc khudy trong 5 phit va sau d6 amin dwoc thém vao. Hon
hop phan tmg nay duoc khudy qua dém. Hon hop phén tmg thdé duoc tinh ché bing k§
thuat HPLC diéu ché trén (RP Vydac Denali C18 - 10pm, 250g, 5cm). Pha dong (dung
dich NH,HCOj3 0,25% trong nudc, MeOH), cac phan doan mong mudn duoc thu lai,
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duoc lam bay hoi, dugc hoa tan trong MeOH va duoc 1am bay hoi 14n nita dé thu duoc

san phim dudi dang chét rén.
Quy trinh diéu ché hop chét 29

Hop chit 12 ¢6 cong thirc (I) (xem bang II) (1500mg, 4,78mmol) va pyridin
hydroclorua (3,32g, 28,7mmol) duoc hoa tan trong pyridin (20mL) va duge lam néng
dén 120°C trong 16 gio. Pyridin dugc loai bd dudi ap suét giam. Phéan doan can du
duoc lam dimng bang dung dich NaHCO; (bdo hoa trong nudc). Chat két tia duoc loc
ra, duoc rira béng nudce va duge 1lam khd trong chan khong & 50°C dé tao ra chét rén
mau nau, chét rin nay dugc tinh ché béng ky thuat HPLC didu ché (Pha tinh: RP
Vydac Denali C18 - 10um, 200g, Scm), Pha déng: dung dich NH,;HCO; 0,25% trong
nude, CH3CN), cac phan doan mong mudn duoc thu lai, dugc lam bay hoi, dugc hoa
tan trong MeOH va duoc lam bay hoi l4n nita d& thu duoc 2-amino-4-[(5-

metylisoxazol-3-yl)metylamino]quinazolin-5-ol (100mg) duéi dang chét rén.

2-amino-4-[(5-metylisoxazol-3-yl)metylamino]quinazolin-5-ol (40mg,
0,15mmol) va Cs,CO;3 (144mg, 0,44mmol) dugc hoa tan trong DMF (7,5mL) va duoc
khudy & nhiét d6 trong phong trong 30 phut. 2-bromoetyl metyl ete (0,018mlL,
0,18mmol) duoc thém vao va hdn hop toan phﬁn duoc khuéy trong 16 gid & nhiét do
trong phong. Dung mdi dugc loai bo duc'ri &p sudt giam va phin cin thé dwoc trung hoa
bang HCI 1M va dugc tinh ché biang k§ thuat HPLC diéu ché trén (RP Vydac Denali
C18 - 10pm, 250g, Scm). Pha dong (dung dich NHsHCOj3 0,25% trong nudc, MeOH),
cac phan doan mong mubn duoc thu léi, duogc lam bay hoi, dugc hoa tan trong MeOH

va dugc lam bay hoi 14n nita d thu duoc hop chét 29 dudi dang chét rén.
Quy trinh diéu ché hop chit 30

2-amino-5-bromo-quinazolin-4-ol ~ (3g, 12,5mmol), Pd(OAc), (56mg,
0,25mmol), 1,3 bis(diphenylphosphino)propan (206mg, 0,5mmol), kali axetat (2,45g,
25mmol), metanol (25mL) va THF (30mL) dugc nap vio ndi hip bing thép khong gi
loai 75mL trong méi trudong khi N,. Néi hép nay duoc déng kin va duge didu ap dén
50 bar khi CO va phan tng duoc tién hanh trong 16 gi> & 100°C. Chét két tia tao
thanh duoc loai bé bang céch loc, thu duge metyl 2-amino-4-hydroxy-quinazolin-5-

carboxylat (2,35g).
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Metyl 2-amino-4-hydroxy-quinazolin-5-carboxylat (2,35g) trong THF (10mL)
duge 1am lanh dén 0°C. Sau d6, LiAlH, duge thém vao. Hdn hop nay dugc dé cho dat
dén nhiét d6 trong phong va dugc khudy trong 16 gid. EtOAc (5mL) duoc thém vao
theo timg giot & 0°C, sau d6, 3g Na;S04.10H,0 dugc thém vao va hdn hop toan phan
duge khudy trong 30 phut. Chéit két tua duoc loc ra, va dich loc duge lam kho bing
MgSO4, dugc loc va dugc lam bay hoi dén khé dé thu dugc 2-amino-5-

(hydroxymetyl)quinazolin-4-ol (750mg) dudi dang chit rin mau vang.

2-amino-5-(hydroxymetyl)quinazolin-4-ol (300mg, 1,57mmol) dugc tao hén
dich trong THF (20mL) véi DBU (0,586mL, 3,92mmol), sau 5 phit BOP (833mg,
1,88mmol) dugc thém vao. Sau 15 phuit (5-metyl-3-isoxazolyl)metylamin (0,320mL,
3,14mmol) dugc thém vao. Hon hop nay dugc khudy trong 16 gid & nhiét do trong
phong. Dung méi dugc loai bé dudi 4p suit giam va san phidm tho duge tinh ché bing
k§ thuat HPLC diéu ché trén (RP Vydac Denali C18 - 10pm, 250g, Scm). Pha dong
(dung dich NH4HCO;3 0,25% trong nude, MeOH), céc phan doan mong mubn duge thu
lai, dugc lam bay hoi, dugc hoa tan trong MeOH va duoc 1am bay hoi lan nita dé thu

dugc hop chit 30 dudi dang chét rén (119mg).
Quy trinh diéu ché hop chét 31

Dung dich NaOMe méi dugc didu ché (1,25mL, 6,25mmol) dugc thém trong
mdi truong khi N2 vao hén hop chira 2-amino-5-bromo-8-flo-quinazolin-4-ol (500mg,
1,94mmol), d(“)ng (D) bromua (39mg, 0,27mmol), EtOAc (0,076mL, 0,78mmol) trong
MeOH (5mL). Hdn hgp nay dugc lam néng 1én trong binh 4p sudt dén hdi luu trong 16
gid. Dung moi dugc loai bd dudi 4p sudt giam. Phan cin dugc tinh ché bang k¥ thuat
HPLC diéu ché (Pha tinh: RP Vydac Denali C18 - 10 um, 200g, Scm), Pha dong: dung
dich NHsHCO3 0,25% trong nudc, MeOH), c4c phan doan mong mudn dugc thu lai,
dugc lam bay hoi, dugc hoa tan trong MeOH va dugc 1am bay hoi 1an nita dé thu duoc

2-amino-8-flo-5-metoxy-quinazolin-4-ol (150mg) dudi dang chét rén.

2-amino-8-flo-5-metoxy-quinazolin-4-ol (150mg, 0,72mmol) dugc phan phdi
trong DMF (10mL), DBU (0,536mL, 3,59mmol), dugc thém vao va sau dé chét phéan
ng BOP (396mg, 0,90mmol) dugc thém vao. Hon hgp phan tng nay dugc khudy va
khi né ddng nhét, (5-metyl-3-isoxazolyl)metylamin (0,115mL, 1,08mmol) dugc thém

vao. Hon hop phén tng nay dugc khudy 16 gid. Phan tng dugc c¢d dudi 4p suét giam
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va phan cin duoc tinh ché bing k¥ thuit HPLC didu ché (Pha tinh: RP Vydac Denali
C18 - 10um, 200g, 5cm), Pha dong: dung dich NH,HCO; 0,25% trong nude, MeOH),
cac phan doan mong mudn duge thu lai, duge 1am bay hoi, dugc hoa tan trong MeOH

va duoc 1am bay hoi 14n nita dé thu dugc hop chit 31 dusi dang chét rén (64mg).
Quy trinh diéu ché hop chit 32

Hop chit 31 (52,5mg, 0,173mmol) va pyridin hydroclorua (0,12g, 1,039mmol)
trong ImL pyridin dugc 1am néng dén 120°C trong 16 gid. Cac chit dé bay hoi dugc
loai bo dudi ap suét giam. Phin cin duoc lam dung bing dung dich NaHCOj; (bdo hoa
trong nudc). Chit két tia duoc loc ra, duge rira bing nude va duge lam khd trong chan
khong o 50°C dé tao ra 2-amino-8-flo-4-[(5-metylisoxazol-3-

yl)metylamino]quinazolin-5-ol (10mg) du6i dang chét rin mau nau.

2-amino-8-flo-4-[(5-metylisoxazol-3-yl)metylamino]quinazolin-5-ol (10mg,
0,035mmol) va Cs,COs3 (33,8mg, 0,104mmol) trong DMF (5mL) dugc khudy & nhiét
do trong phong trong 30 phut. 2-cloetyl metyl ete (4,1mg, 0,043mmol) dugc thém vao
va hdn hop toan phan dugc khudy trong 16 gid & nhiét d6 trong phong. Dung moi
duogc loai bo dudi ép sudt giam. Phén cin duoc hoa tan trong MeOH va chét két tua
(cac mudi) duoc loai bo bang cach loc. Dich loc duge c6 dudi 4p sudt giam va phin
cin thé dugc tinh ché bang k¢ thuat HPLC diéu ché trén (Pha tinh: RP SunFire Prep
C18 OBD-10pm, 30 x 150 mm), Pha dong: dung dich NH;HCO; 0,25% trong nudc,
CH;CN), céc phan doan mong mudn duoc thu lai, dugc lam bay hoi, dugc hoa tan
trong MeOH va dugc lam bay hoi 14n nira dé thu duoc hop chat 32 dudi dang chét rin
(2mg). |

Béng II: Céc hop chit c6 cong thire (I). Cac hop chit néu dudi day duoc tdng hop theo

mdt trong sb cac phuwong phap néu trén.
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Cau truc

HNMR

£ \IN

= )\N

| NN S NH,
N

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1,60 (d,
J=1,3 Hz, 3 H), 5,61 (quin, J=7,3 Hz, 1 H), 5,97
(s, 2 H), 7,05 (ddd, J=8,1, 6,9, 1,2 Hz, 1 H), 7,20
(dd, J=8,4, 0,7 Hz, 1 H), 7,24 (ddd, J=7,5, 4.8, 0.9
Hz, 1 H), 7,44 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 7,49 (ddd,
J=8,3,6,9, 1,3 Hz, 1 H), 7,72 (td, J=7,7, 1,8 Hz, 1
H), 8,05 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 8,18 (dd, J=8.3, 1,0
Hz, 1 H), 8,50 - 8,56 (m, 1 H)

0 NN

I)\q
NH N/ Ha

*R

, /I///

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 1,53 (d,
J=6,82 Hz, 3 H) 3,99 (s, 3 H) 5,43 (t, J=6,82 Hz, 1
H) 6,03 (s, 2 H) 6,53 - 6,69 (m, 1 H) 6,81 (dd,
J=8,36, 0,88 Hz, 1 H) 7,32 (ddd, J=7,48, 4,84,
1,10 Hz, 1 H) 7,38 (t, J=8,14 Hz, 1 H) 7,46 (d.
J=1,92 Hz, 1 H) 7,80 (td, J=7,70, 1,76 Hz, 1 H)
8,54 - 8,72 (m, 1 H) 9,01 (d, J=7,04 Hz, 1 H)

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 4,05 (s, 3
H), 6,25 (s, 2 H), 6,43 (quin, J=7,8 Hz, 1 H), 6,62
- 6,68 (m, 1 H), 6,86 (dd, J=8,4, 0,9 Hz, 1 H), 7,44
(t, J=8,1 Hz, 1 H), 7,52 (ddd, J=7,7, 4,8, 1,1 Hz, 1
H), 7,69 (d, J=7,7 Hz, 1 H), 7,95 (td, J=7,7, 1,8
Hz, 1 H), 8,74 - 8,79 (m, 1 H), 9,31 (d, J=8,4 Hz,
1 H)

'H NMR (400 MHz, CLOROFORM-d) 5 ppm
1,60 (d, J=6,6 Hz, 3 H), 5,34 (br. s., 2 H), 5,49 (1,
J=6,8 Hz, 1 H), 6,78 (td, J=8,6, 2,6 Hz, 1 H), 7,02
(dd, J=10,8, 2,6 Hz, 1 H), 7,19 (ddd, J=7.5, 4.8,
1,1 Hz, 1 H), 7,26 - 7,31 (m, 1 H), 7,59 (d, J=6.8
Hz, 1 H), 7,65 (td, J=7,6, 1,9 Hz, 1 H), 7,73 (dd,
J=9,0, 5,9 Hz, 1 H), 8,53 - 8,61 (m, 1 H)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 ppm 1,58 (d,
J=7,0 Hz, 3 H), 2,35 (s, 3 H), 5,59 (quin, J=7,3
Hz, 1 H), 5,94 (s, 2 H), 6,90 (dd, /=83, 1,2 Hz, 1
H), 7,01 (s, 1 6 H), 7,23 (dd, J=6.9, 5,2 Hz, 1 H),
7,43 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 7,72 (td, J=7,7, 1,8 Hz, 1
H), 7,97 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 8,07 (d, J=8,4 Hz, 1
H), 8,48 - 8,57 (m, 1 H)

* *q
A NH N 2

N

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 1,57 (d,
J=7,04 Hz, 3 H) 3,80 (s, 3 H) 5,58 (t, J/=7,37 Hz, 1
H) 5,89 (s, 2 H) 6,61 (d, J=2,42 Hz, 1 H) 6,67 (dd,
J=8,91, 2,53 Hz, 1 H) 7,23 (ddd, J=7,48, 4,84,
0,88 Hz, 1 H) 7,42 (d, J=7,92 Hz, 1 H) 7,72 (td,
J=1,70, 1,76 Hz, 1 H) 7,89 (d, J=8,14 Hz, 1 H)
8,08 (d, J=9,02 Hz, 1 H) 8,52 (dt, J=3,96, 0,88
Hz, 1 H)
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Chu triic H NMR

ci TH NMR (400 MHz, DMSO-dj) 5 ppm 1,59 (d,
J=1,3 Hz, 3H), 5,53 - 5,65 (m, 1 H), 6,21 (br. s., 2
M), 7,07 (dd, J=8,7, 2,1 Hz, 1 H), 7,18 (d, J=2,0
n N |Hz, 1H),724 (ddd, J=7,4,4,8, 1,0 Hz, 1 H), 7,43
/RHZ (d, J=7,9 Hz, 1 H), 7,73 (td, J=7.6, 1,9 Hz, 1 H),

8,19 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 8,23 (d, J=8,8 Hz, 1 H),
8,50 - 8,56 (m, 1 H)

N
NH N

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;) § ppm 1,60 (d,

oe 0 J=1,0 Hz, 3 H), 3,88 (s, 3 H), 5,61 (quin, J=7,2
Hz, 1 H), 6,22 (s, 2 H), 7,25 (ddd, J=7,5, 4,8, 0,9
Hz, 1 H), 7,45 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 7,54 (dd, J=8.6,
v | 1,8 Hz, 1 H), 7,70 - 7,77 (m, 2 H), 8,28 (d, J=7,9

C(EF;H SeAw, | Hz, 1 H), 8,32 (d, J=8,6 Hz, 1 H), 8,51 - 8,57 (m,
=N

1 H)

- | "THNMR (400 MHz, DMSO-dy) 8 ppm 1,60 (d,
J=1,04 Hz, 3 H) 5,61 (quin, J=7,26 Hz, 1 H) 6,25
CE[N (br. s., 2 H) 6,99 (td, J=7,98, 4,95 Hz, 1 H) 7,25
PN (ddd, J=7,48, 4,84, 0,88 Hz, 1 H) 7,29 - 7,36 (m, 1
NHTONT N2 | 1y 7,44 (d, J=7,92 Hz, 1 H) 7,73 (td, J=7,65, 1,87

Hz, 1 H) 8,01 (d, J=8,14 Hz, 1 H) 8,17 (d, J=8,14
Hz, 1 H) 8,52 - 8,59 (m, 1 H)

'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) 8 ppm 1,69 (d,
N J=7,0 Hz, 3 H), 3,96 (s, 3 H), 5,80 (quin, J=7,1
| A, |Hz 1H),609 (s, 2 H), 6,60 (dd, /=80, 0.8 Hz, 1
2 | H), 6,83 (dd, J=8,4, 0,9 Hz, 1 H), 7,40 (t, J=8,3
\,)R Hz, 1 H), 7,61 (d, J=3,1 Hz, 1 H), 7,77 (d, J=3,3
Hz, 1 1), 8,37 (d, J=7,7 Hz, 1 H)

'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) § ppm 2,35 (d,
IO | =09 Hz, 3H), 4,72 (4, J=5,3 1z, 2 H), 6,22 (d,
NP, | J=0.7 Hz, 1 H), 6,35 (s, 2 H), 6,80 (ddd, J=12,3,

7,9, 0,9 Hz, 1 H), 7,04 (dd, J=8,4, 0,9 Hz, 1 H),
7,46 (td, J=8.2, 6,5 Hz, 1 H), 7,71 - 7,82 (m, 1 H)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 8 ppm 2,36 (d,
S| J=0.7Hz,3 H), 3,92 (s, 3H), 4,70 (d, /=57 Hz, 2
AN A, | D, 6,05 (s, 2 H), 6,20 (d, J=0,7 Hz, 1 H), 6,56
(dd, J=8,0, 0,8 Hz, 1 H), 6,81 (dd, J=8.4, 0,9 Hz,
1 H), 7,38 (t, J=8,1 Hz, 1 H), 8,40 (t, J=5,8 Hz, 1
H)
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Cau truc

HNMR

13

F

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,33 - 2,38
(m, 3 H), 4,67 (d, J=5,9 Hz, 2 H), 6,18 - 6,24 (m, 1
H), 6,27 (s, 2 H), 6,85 - 6,92 (m, 2 H), 7,99 - 8,07
(m, 1 H), 8,42 (t, J=5,7 Hz, 1 H)

14

|N
s
O/N\ NH™ N Hg
/
F
lN
\ A‘
O/N\ NH™ N Hy
—

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2,35 (d,
J=0,9 Hz, 3 H), 4,69 (d, J=5,9 Hz, 2 H), 6,22 (d,
J=0,9 Hz, 1 H), 6,39 (br. s., 2 H), 6,98 (td, J=8.0,
4,8 Hz, 1 H), 7,33 (ddd, J=11,4,7,8, 1,1 Hz, 1 H),
7,79 (d, J=8,4 Hz, 1 H), 8,48 (t, J=5,8 Hz, 1 H)

15

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 0,97 (d,
J=6,6 Hz, 3 H), 3,92 (s, 3 H), 4,44 - 4,55 (m, 1 H),
4,89 (d, J=3,1 Hz, 1 H), 5,69 (br. s., 1 H), 6,06 (s,
2 H), 6,52 - 6,58 (m, 1 H), 6,79 (dd, J=8,3, 0,8 Hz,
1 H), 7,22 - 7,29 (m, 1 H), 7,32 - 7,41 (m, 3 H),
7,43 - 7,49 (m, 2 H), 8,07 (d, J=7,9 Hz, 1 H)

16

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,51 (d,

J=6,8 Hz, 3 H), 3,79 (s, 3 H), 3,90 (s, 3 H), 5,39
(quin, J=7,0 Hz, 1 H), 6,05 (s, 2 H), 6,52 - 6,58

(m, 1 H), 6,79 (dd, J=8,4, 0,9 Hz, 1 H), 7,35 (t,

J=8,3 Hz, 1 H), 7,45 (s, 1 H), 7,68 (s, 1 H), 7,84
(d, J=7,7 Hz, 1 H)

17

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 3 ppm 3,40 - 3,49
(m, 1 H), 3,60 - 3,71 (m, 1 H), 4,45 - 4,55 (m, 1
H), 4,79 (br. s., 1 H), 4,97 - 5,05 (m, 1 H), 5,62 (d,
J=4,8 6 Hz, 1 H), 5,98 (s, 2 H), 7,02 (t, J=7,5 Hz,
1 H), 7,08 (d, J=8,3 Hz, 1 H), 7,13 - 7,21 (m, 2 H),
7,27 (t, J=7,5 Hz, 2 H), 7,38 (d, J=7,3 Hz, 2 H),
7,42 - 7,50 (m, 1 H), 7,95 (d, J=8,3 Hz, 1 H)

18

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 1,55 (d,
J=6,82 Hz, 3 H) 5,49 (td, J=6,77, 2,09 Hz, 1 H)
6,32 (s, 2 H) 6,82 (ddd, J=12,76, 7,92, 0,88 Hz, 1
H) 7,05 (dd, J=8,47, 0,99 Hz, 1 H) 7.33 (ddd,
J=7,54, 4,90, 0,99 Hz, 1 H) 7,42 - 7,57 (m, 2 H)
7,82 (td, J=7,70, 1,76 Hz, 1 H) 7,93 (dd, J=14,63,
6,93 Hz, 1 H) 8,58 - 8,67 (m, 1 H)

-18-




20316

Cau trac

H NMR

19

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § ppm 2,33 - 2,39
(m, 3 H), 2,75 (s, 3 H), 4,71 (d, J=5,3 Hz, 2 H),
6,06 (s, 2 H), 6,22 - 6,26 (m, 1 H), 6,82 (d, J=6,8
Hz, 1 H), 7,08 (d, /=7,7 Hz, 1 H), 7,13 (t, J=5,3
Hz, 1 H), 7,32 (dd, J=8,4, 7,3 Hz, 1 H)

20

"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1,49 (d,
J=6,6 Hz, 3 H), 2,58 (s, 3 H), 4,02 (s, 3 H), 5,37
(quin, J=6,6 Hz, 1 H), 6,02 (s, 2 H), 6,56 - 6,62
(m, 1 H), 6,81 6 (dd, J=8,3, 0,8 Hz, 1 H), 7,20 (d,
J=1,5Hz, 1 H), 7,24 (d, J=7,7 Hz, 1 H), 7,37 (t,
J=8,1 Hz, 1 H), 7,70 (t, J=7,7 Hz, 1 H), 9,21 (d,
J=6,8 Hz, 1 H)

21

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,36 (t,
J=7,3 Hz, 3 H), 1,57 (d, J=6,8 Hz, 3 H), 3,95 (s, 3
H), 4,21 - 4,42 (m, 2 H), 5,65 (quin, J=7,0 Hz, 1
H), 6,08 (br. s., 2 H), 6,58 (dd, J=7,9, 0,7 Hz, 1
H), 6,81 (dd, J=8.4, 0,7 Hz, 1 H), 7,39 (t, J/=8,1
Hz, 1 H), 7,88 (s, 1 H), 8,26 (d, J/=7,7 Hz, 1 H)

22

"H NMR (400 MHz, DMSO-d) 8 ppm 1,60 (d,
J=7,3 Hz, 3 H), 2,80 (d, J=4,4 Hz, 3 H), 5,60
(quin, J=7,3 Hz, 1 H), 6,11 (s, 2 H), 7,24 (ddd,
J=74,4,8,1,0Hz, 1 H), 7,45 (dt, J=8,4, 1,8 Hz, 2
H), 7,65 (d, J=1,8 Hz, 1 H), 7,73 (td, J=7,7, 1,8
Hz, 1 H), 8,16 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 8,25 (d, J=8,4
Hz, 1 H), 8,49 - 8,56 (m, 2 H)

23

"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1,60 (d,
J=17,0 Hz, 3 H), 2,91 (s, 3 H), 3,00 (s, 3 H), 5,61
(quin, J=7,3 Hz, 1 H), 6,12 (s, 2 H), 7,02 (dd,
J=8,3,1,7Hz, 1 6 H), 7,12 (d, J=1,5 Hz, 1 H),
7,24 (ddd, J=7,5, 4,8, 0,9 Hz, 1 H), 7,44 (d, J=7,9
Hz, 1 H), 7,73 (td, J=7,7, 1,8 Hz, 1 H), 8,16 (d,
J=7,9 Hz, 1 H), 8,24 (d, J=8,4 Hz, 1 H), 8,51 -
8,56 (m, 1 H)
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Sé Chu tric H NMR
J/ 0 "H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1,03 - 1,20
(m, 6 H), 1,60 (d, J=7,0 Hz, 3 H), 2,68 - 2,89 (m, 3
H), 3,76 - 3,91 (m, 1 H), 5,61 (quin, J=7,2 Hz, 1
24 H), 6,13 (br. s., 2 H), 6,94 - 7,02 (m, 1 H), 7,02 -
N 7,12 (m, 1 H), 7,24 (ddd, J=7,4, 4,8, 1,0 Hz, 1 H),
rs L /|L 7,44 (s, 1 H), 7,73 (td, J=7,7, 2,0 Hz, 1 H), 8,15 (s,
NT ONTUNH: |1 H), 8,23 (s, 1 H), 8,50 - 8,57 (m, 1 H)
'H NMR (400 MHz, DMSO-dy) & ppm 1,23 (t,
N J=1,5Hz, 3 H), 1,68 (d, J=7,0 Hz, 3 H), 2,71 (q,
”s s A J=17,6 Hz, 2 H), 3,96 (s, 3 H), 5,71 (quin, J=7,2

Hz, 1 H), 6,05 (br. s., 2 H), 6,57 - 6,62 (m, 1 H),
6,83 (dd, J=8,5, 0,8 Hz, 1 ), 7,41 (t, J=8,1 Hz, 1
M), 8,31 (d, J=7,5 Hz, 1 H)

26

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1,05 (br. s.,
3 H), 1,16 (br. s., 3 H), 1,60 (d, J=7,0 Hz, 3 H),
3,20 (br. s., 2 H), 3,43 (br. s., 2 H), 5,60 (quin,
J=7,3Hz, 1 H), 6,11 (s, 2 H), 6,97 (dd, J=8,3, 1,7
Hz, 1 H), 7,05 (d, J=1,3 Hz, 1 H), 7,24 (ddd,
J=1,4,4.8,1,0Hz, 1 H), 7,45 (d, J/=7,9 Hz, 1 H),
7,73 (td, J=7,6, 1,9 Hz, 1 H), 8,15 (d, J=7,9 Hz, 1
H), 8,24 (d, J=8,4 Hz, 1 H), 8,50 - 8,56 (m, 1 H)

27

R
N~ N7 NH,
H

"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 1,60 (d,
J=7,0 Hz, 3 H), 2,79 (d, J=4,4 Hz, 3 H), 5,60
(quin, J=7,3 Hz, 1 H), 6,09 (s, 2 H), 7,24 (ddd,
J=74,4,8,1,0 Hz, 1 H), 7,41 - 7,48 (m, 2 H), 7,65
(d, J=1,5Hz, 1 H), 7,73 (td, J=7,7, 2,0 Hz, 1 H),
8,15 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 8,24 (d, J=8,6 Hz, 1 H),
8,48 - 8,56 (m, 2 H) '

28

®AS AN

Iz
pz4
Z
T

5

"H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 8 ppm 1,60 (d,
J=7,0 Hz, 3 H), 1,76 - 1,93 (m, 4 H), 3,37 (4,
J=6,5 Hz, 2 H), 3,47 (t, J=6,8 Hz, 2 H), 5,60
(quin, J=7,2 Hz, 1 H), 6,10 (s, 2 H), 7,12 (dd,
J=8,3,1,7Hz, 1 H), 7,22 (d, J=1,5 Hz, 1 H), 7,23
- 7,26 (m, 1 H), 7,44 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 7,73 (td,
J=1,7,1,8 Hz, 1 H), 8,15 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 8,23
(d, J=8,6 Hz, 1 H), 8,50 - 8,56 (m, 1 H)
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HNMR

29

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) § ppm 2,33 - 2,42
(m, 3 H) 3,27 (s, 3 H) 3,64 - 3,80 (m, 2 H) 4,16 -
4,31 (m, 2 H) 4,69 (d, J=5,50 Hz, 2 H) 6,12 (s, 2
H) 6,21 - 6,29 (m, 1 H) 6,59 (d, J=7,48 Hz, 1 H)
6,82 (d, J=7,70 Hz, 1 H) 7,37 (t, J=8,25 Hz, 1 H)
8,37 (s, 1 H)

30

HO.

QO
T

"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 0,87 (1,
J=7,26 Hz, 3 H) 1,23 - 1,38 (m, 2 H) 1,38 - 1,49
(m, 2 H) 1,54 (d, J=7,04 Hz, 3 H) 3,33 - 3,50 (m, 2
H) 5,38 (t, J=7,26 Hz, 1 H) 6,10 (s, 2 H) 7,05 (dd,
J=1,04,1,32 Hz, 1 H) 7,30 (dd, J=8,47, 1,21 Hz, 1
H) 7,48 (dd, J=8,36, 7,04 Hz, 1 H) 7,53 (dd,
J=1,87,0,77 Hz, 1 H) 7,68 (t, J=4,73 Hz, 1 H)
9,09 (d, J=1,98 Hz, 1 H) 9,39 (d, J=8,14 Hz, 1 H)

31

HN N

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 2,28 - 2,40
(m, 3 H) 3,90 (s, 3 H) 4,71 (d, J=5,94 Hz, 2 H)
6,21 (d, J=0,88 Hz, 1 H) 6,33 (br. s., 2 H) 6,46
(dd, J=8,80, 3,52 Hz, 1 H) 7,26 (dd, J=10,89, 8,69
Hz, 1 H) 8,49 (t, J=5,72 Hz, 1 H)

32

Khéng c6
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Céc phuong phap tinh ché SFC
Quy trinh téng quat

Quy trinh tach bang k¥ thuat sic ky long siéu t6i han (SFC: Supercritical Fluid
Chromatography) dugc thuc hién véi CO, siéu téi han va chit 1am bién ddi nhu duge

dinh rd trong bang str dung ¢t nhu dugce dinh rd trong bang.

Bang III: C4c hop chat ¢ cong thirc (I). Cac hop chét néu dudi ddy duoc phan lap

bang quy trinh tach SFC.

it Cot Chét lam bién dbi

1 Chiralpak Diacel AS 20 x 250mm | {prOH v&i iPrNH2 0,2%
2 Chiralpak Diacel AS 20 x 250mm | MeOH véi iPrNH2 0,2%
3 Chiralpak Diacel AS 20 x 250mm | iPrOH véi iPrNH2 0,2%
4 Chiralpak Diacel AD 30 x 250mm | iPrOH véi iPrNH2 0,2%
5 Chiralpak Diacel AS 20 x 250mm | iPrOH véi iPrNH2 0,4%
6 Chiralpak Diacel AS 20 x 250mm | EtOH véi iPrNH2 0,2%

7 Chiralpak Diacel AS 20 x 250mm | iPrOH véi iPrNH2 0,2%
8 Chiralpak Diacel AS 20 x 250mm | iPrOH véi iPrNH2 0,2%
9 Chiralpak Diacel AD 30 x 250mm | EtOH vai iPrNH2 0,2%

10 | Chiralpak Diacel AS 20 x 250mm | EtOH véi iPrNH2 0,4%

16 | Chiralpak Diacel AD 30 x 250mm | EtOH véi iPrNH2 0,2%

18 Chiralpak Diacel AS 20 x 250mm | iPrOH v&i iPrNH2 0,2%
20 | Chiralpak Diacel AS 20 x 250mm | EtOH véi iPrNH2 0,2%

21 Chiralpak Diacel AD 30 x 250mm | EtOH véi iPrNH2 0,2%

25 | Chiralpak Diacel AD 30 x 250mm | MeOH véi iPrNH2 0,4%
26 | Chiralpak Diacel AD 30 x 250mm | EtOH véi iPrNH2 0,2%

27 | Chiralpak Diacel AD 30 x 250mm | MeOH véi iPrNH2 0,4%
28 | Chiralpak Diacel AD 30 x 250mm | EtOH véi iPrNH2 0,4%

Dbi véi tht ca cac hop chit, hop chét rira giai du tién duoc chi dinh 1a *R.

*R c6 nghia 12 cAu hinh tinh khiét vé mit ddng phan d6i 4nh ma héa hoc 1ap thé

tuyét d6i ciia né 1a khong biét.

Céc phuong phéap phéan tich

Quy trinh téng quat
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Quy trinh do bing k§ thuit sic ky long hi€u nang cao (HPLC: High
Performance Liquid Chromatography) dugc thuc hién bang cach sir dung bom LC, bd
phén phat hién méang di6t (DAD) hodc UV va c¢6t nhu duge dinh 16 trong cdc phuong
phép tuong tmg. Néu cin, cdc bd phan phat hién bd sung c6 thé duoc bao gdm (xem

bang vé cac phuong phap néu dudi day).

Dong chiy ra tir cot dugc dua sang thiét bi do khéi phd (MS: Mass
Spectrometer) ma dugc cdu tao véi ngudn ion &p sudt khi quyén. Nguoi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay c6 kién thirc trong viée thiét dit cac théng sb
diéu chinh (vi dy, khoang tri s6 quét, thoi gian ngdm...) d& thu nhan duoc cac ion cho
phép nhin dang phan tit lugng (MW) don dong vi trén danh nghia ctia hop chét. Viéc
thu thap dit liéu dugc thuc hién bang phan mém thich hop.

Céc hop chit dugec mo ta béng thoi gian luu thi nghi€ém (R;) va c4c ion cla
chting. Néu khéng duoc chi dinh 18 theo cach khac trong bang dit li€u, ion phan tr
dugce bio cdo twong ting véi [M+H]™ (phan tir di duoc proton hoéa) va/hodc [M-HT
(phén t&r da dugc tach proton). Trong truong hop hop chit khong thé ion héa truc tiép,
thi dang san phdm cong duoc chi dinh rd (tirc 1a [M+NH,]", [M+HCOOT, v.v). Déi
Vi cac phan tr c6 nhiéu kiéu déng vi (Br, Cl..), tri sb duoe bao céo 1a tri sb thu dugc
cho khdi lugng déng vi thép nhét. Tétlcé cac két qua duoc thu nhén véi d6 khong chéc
chén cta thi nghiém ma thudng c6 lién quan dén phuong phép duge sir dung.

Duéi ddy, “SQD” ¢6 nghia 14 thiét bi phat hién t& cuc don, “MSD” ¢ nghia la
thiét bi phat hién chon loc khdi luong, “RT” c6 nghia 1a nhiét d¢ trong phong, “BEH”
cO nghia la thé lai etylsiloxan/silic oxit duoc ndi cdu, “DAD” ¢6 nghia l1a thiét bi phat
hién mang diét, “HSS” c6 nghia 14 silic oxit c6 dd bén cao.

Bang IV: M4 phuong phap LCMS (Dong chay dugc biéu dién bang don vi mL/phut;

nhiét d6 c6t (T) duge biéu dién bang don vi °C; thoi gian chay duge bidu didn bang

don vi phut).
Ma | Thiétbi Cot | Pha dong Gradien Dong | Thoi
phuong ] chady | gian
phap - ‘ CotT | chay

B7010 Waters: Waters: A:95% T 100% A dén

B7014 | Acquity® | HSST3 |CH;COONH|5% A trong2,10| 8 | 3P
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UPLC®- | (1,8um, | 4, 10mM + | phut, dn 0% A
DAD va [2,1¥100mm) 5% CH5CN | trong 0,90 pht, 55
SQD B: CH3CN | dén 5% A trong
0,5 phut
. . 0
X fﬁ; > | Waters: CHA(‘%SO/;IH TH9S% A dén | o
B8OI1 | o -é | BEHCI8 |7 00 o 5% Atong 1,3 | | 5
B8002 .| (,7um, | & phut, giit trong
DAD VA 15 1550mmy| 270 CHBON | 50 bt 55
SQD ’ B: CH;CN ’ !
, aco Tir 100% A dén
poguie | Waters: | BN 5% Awong2,10| 08
BO007 | \mre@ | HSST3 =70 r ) phat, dén 0% A |- 1.5
B9008 | o s | (18um, 54% CH.CN | trong 0,90 phit, ’
SQD 2,1*100mm) B: CH 3CN den 5% A trong S5
T 0,5 phut

Bang V: Céc hop chét c¢6 cong thie (I). Céc hop chét néu dudi day duoc xac dinh dic

diém theo mét trong sb céc phuong phéap néu trén.

4 | Ma phuong phip Thd(ipiigg lwu Khéit ézgn(%dpfg) hién
1 B7010B7014 0,61 266
2 B7010B7014 1,59 296
3 B9007B9008 1,61 350
4 B8011B8002 0,69 284
5 B7010B7014 1,39 280
6 B7010B7014 1,31 296
7 B8011B8002 0,78 300
8 B9007B9008 1,32 324
9 B9007B9008 1,29 284
10 | B9007B9008 1,31 302
11 B8011B8002 0,69 274
12 | B7010B7014 1,26 286
13 B8011B8002 0,64 274
14 | B7010B7014 1,32 274
15 B8011B8002 0,77 325
16 | B8011B8002 0,62 299
17 | B8011B8002 0,53 311
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# | Ma phuong phip Th&y(ip%lizg lru Khéit ﬁ‘i;"iia }:—hgt) hién
18 B8011B8002 0,79 284
19 B8011B8002 0,65 270
20 B8011B8002 0,84 310
21 B8011B8002 0,61 314
22 B8011B8002 0,56 323
23 B8011B8002 0,59 337
24 B8011B8002 0,70 365
25 B8011B8002 0,75 315
26 B8011B8002 0,69 365
27 B8011B8002 0,56 323
28 B8011B8002 0,66 363
29 B8011B8002 0,70 330
30 B9007B9008 1,04 286
31 B9007B9008 1,36 304
32 B9007B9008 1,46 348

Hoat tinh sinh hoc ctia cac hop chét ¢ cong thirc (I)
MO ta cac thr nghi€ém sinh hoc
Danh gia hoat tinh ctia TLR7 va TLRS8

Kha ning hoat héa TLR7 va/hodc TLRS ciia ngudi ctia cac hop chit duge danh
gia trong thtr nghiém chi thi t& bao bing cach sir dung cac t& bao HEK293 duge
chuyén nhiém tam thoi véi vecto biéu hién TLR7 hoic TLR8 va cAu truc chi thi
NF«B-luc.

Mot cach ngén gon, cac té bao HEK293 duogc cho sinh trudng trong moi truong
nudi cdy (DMEM c6 bd sung FCS 10% va glutamin 2mM). Dé chuyén nhiém cac t&
bao trong céc dia loai 15cm, cac té bao dugc tach ra bﬁng Trypsin-EDTA, duoc
chuyén nhidm vé&i hdn hop chita CMV-TLR7 hoic TLRS plasmit (1700ng), NFk B-luc
plasmit (850ng) va chat phan tmg chuyén nhidm va dugc 0 trong 48 gid & 37°C trong

mdi trudng khi CO, 5% dd duge lam 4m. Sau d6, cac t& bao da duoc chuyén nhidm
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duoc rtra trong PBS, duogc tach bang Trypsin-EDTA va dugc tai tao huyén phi trong
mdi truong dén mat do 1a 1,25 x 10° té bao/mL. Sau d6, 40uL té bao duoge phan phéi
vao mbi 10 trong céc dia loai 384 13, trong d6 dd c6 200nL hop chét trong DMSO
100%. Sau khi u trong 6 gid & 37°C, CO, 5%, hoat tinh luxiferaza duoc xac dinh béng
cach thém 15pL co chét Steady Lite Plus (Perkin Elmer) vao mdi 13 va doc dit lidu
trén thiét bi tao 4nh vi dia ViewLux ultraHTS (Perkin Elmer). Puong cong dép tng
lidu duoc tao ra tir cac phép do dugc thuc hién lap lai bbn 14n. Tri sb néng dd hitu hiéu
thdp nhét (LEC), dugc dinh nghia 1a ndng d6 ma gdy ra tic dung cao hon it nhét 13 hai

14n so véi d9 1éch chudn ctia thir nghiém, dugce x4c dinh cho timg hop chét.

Doc tinh cta hop chéit duoc xac dinh mot cach song song béng cach str dung
ddy pha loang tuwong tu ctia hop chat véi 40uL té bao duoc chuyén nhidm véi cu triic
CMV-TLR7 don 18 trong mdi 16 (1,25 x 10° t& bao/mL), trong céc dia loai 384 15. Kha
ning song sot cta té bao duge do sau khi 1 6 giy & 37°C, CO, 5% bing cach thém
15uL ATP lite (Perkin Elmer) vao mdi 16 va doc trén thiét bi tao anh vi dia ViewLux
ultraHTS (Perkin Elmer). Dit liéu dugc bao cdo dudi dang CCsy,.

Mot cach song song, ddy pha ldﬁng tuong tu cua hop chit duoc st dung (200nL
hop chét trong DMSO 100%) v&i 40uL té bao dugc chuyén nhidm véi ciu tric chi thi
NF«B-luc don 1 trong mdi 18 (1,25 x 10° té bao/mL). Sau khi 0 trong 6 gid & 37°C,
CO; 5%, hoat tinh luxiferaza dugc xac dinh bﬁng cach thém 15uL co chét Steady Lite
Plus (Perkin Elmer) vao mdi 18 va dgc dit liéu trén thiét bi tao anh vi dia ViewLux
ultraHTS (Perkin Elmer). Dit liéu vé& sang loc dbi (counterscreen) dugc bdo cdo dudi

dang LEC.
Hoat héa céc yéu tb ving khoi ddu ISRE

Kha nang gy cam tng IFN-I ctia cac hop chat ciing duoc danh gia bang cach
do su hoat héa cac yéu td dap tmg duoc kich thich bing interferon (ISRE: interferon-
stimulated responsive element) bing méi truong da duoc didu hoa tir PBMC. Yéu t6
ISRE c6 trinh trt GAAACTGAAACT c6 kha ning dap tng cao ddi voi yéu té phién
ma STATI-STAT2-IRF9, duge hoat héa khi lién két IFN-I vé6i thy thé IFNAR cua
ching (Clontech, PT3372-5W). Plasmit pISRE-Luc tit Clontech (ref. 631913) chuta 5

ban sao ciia yéu t6 ISRE nay, theo sau 12 ORF luxiferaza dom dém. Dong té bao
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HEK293 dugc chuyén nhiém én dinh v6i pISRE-Luc (HEK-ISREluc) duoc thiét 1ap
dé dinh hinh méi trudng nudi cdy t& bao PBMC da dugc didu hoa.

Mot cach ngén gon, cdc PBMC duge chuén bi tir 16p mau khong dong chira hiu
hét 12 bach ciu va tiéu ciu (buffy coat) cua it nhit hai dbi tuong cho bang céch sur
dung quy trinh ly tdm Ficoll tiéu chudn. Cac PBMC da dugc phan 1dp duoc tai tao
huyén phil trong médi truong RPMI ¢6 bd sung huyét thanh AB ngudi 10% va 2 x 10°
té bao dugc phan phébi vao mbi 15 trong cac dia loai 384 15 chira cac hop chét (tdng thé
tich la 70uL). Sau khi G qua dém, 10uL dich ndi bé mit duoc chuyén sang céc dia loai
384 15 chita 5 x 10° t& bao HEK-ISREluc/15 trong 30pL (duoc dat vao dia vao ngay
trudc do). Sau khi 1 trong 24 gid, su hoat hoa cac yéu t5 ISRE duoc do béng cach thir
nghiém hoat tinh luxiferaza bing cach sit dung 40pL co chét Steady Lite Plus (Perkin
Elmer) trong mdi 18 va dugc do bang thiét bi tao anh vi dia ViewLux ultraHTS (Perkin
Elmer). Hoat tinh kich thich clia tirg hop chit d6i véi céc té bao HEK-ISREluc duge
bao cédo dudi dang tri s6 LEC, duoc dinh nghia la néng dd hop chét dugce st dung cho
cac PBMC dé gdy ra hoat tinh luxiferaza cao hon it nhét 14 hai 14n so v&i do 1éch chudn
ctia thtr nghiém. Dén lugt, LEC chi mttc d6 hoat héa ISRE dbi véi viéc chuyén luong
x4c dinh ctia méi trudng nudi cdy PBMC. Interferon a-2a (Roferon-A) téi t& hop duoc

str dung 1am hop chét dbi ching tiéu chuén.

Bang VI: Hoat tinh sinh hoc

94 TLR7 ctia nguoi TLRS8 cua nguoi HEK-ISRE luc
(LEC) uM (LEC) uM (LEC) uM

1 0,72 >25 0,61

2 0,94 >25 0,49

3 0,76 >25 0,47

4 0,92 19,8 0,59

5 0,53 14,7 0,11

6 3,75 >25 0,64

7 0,82 16,4 0,38

8 4,94 NA 2,11

9 5,21 >25 1,68

10 0,42 | 12,3 0,11

11 0,45 : 3,09 0,082
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g5 | TLR7ctiangusi | TLRS ciangudi | HEK-ISRE luc
(LEC) uM ~ (LEC)uM (LEC) uM

12 0,047 | 1,94 0,036
13 0,46 | 5,22 0,12
14 0,65 >25 0,13
15 0,61 >25 0,56
16 2,44 9,14 0,55
17 0,83 5,51 0,16
18 8,25 243 7,83
19 0,11 1,74 0,051
20 1,46 | >25 0,62
21 6,1 8,85 0,54
22 14,7 >25 2,20
23 6,67 >25 1,62
24 14,3 11,0 1,75
25 1,95 6,62 0,49
26 2,14 | >25 7,33
27 8,24 | >25 5,04
28 2,24 >25 1,57
29 0,082 | 8,15 NA
30 0,63 9,0 0,14
31 0,74 >25 0,46
32 NA NA NA

NA = khong c6. T4t ca céc hop chét déu th hién khong c6 doc tinh 1én téi ndng do
cao nhit dugc thir nghiém. Tét ca cac hop chit déu thé hién khoéng c6 hoat tinh (LEC
>25uM) trong thir nghiém ddi sang loc HEK 293 NF-kB néu trén.
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Yéu ciu bio hd

1. Hop chit c6 cong thirc (I):

Rs
R4
Rs | Y
Ry /‘\
\\H N NH,

hodc mudi, tautome, chét déng phén lap thé, solvat hodc chat da hinh dugc dung ctuia

no, trong do:

R; ¢ cdu truc bat ky trong s6 cac ciu tric néu dudi day:

Rg Rs
R
Re \ ‘Sf ; 5 Rs Rs
\ RS RS\N \ f;‘!
Rio 7 \ ,\{ & \N_
R11 Rg R9
Re OH
Ris
Re LY
N ‘
i |
5
= " Rqg Ri2
Rg

Rg i R1 1

hoic

R; 1a hydro, -O-(Cy3)-alkyl, halogen, (C;;)-alkyl, -O-(Cy_3)-alkyl-O-(C,3)-alkyl hoic
CH,0H;
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Rj 1a hydro, -O-(Cy.3)-alkyl, halogen, (C;3)-alkyl hoic —~C(=0)-R; trong d6 R, 1a -O-
(Cr3)-alkyl, NHp, NH(CH;) , N(CHs),, N(CH;)(Cy5)-alkyl, N((Cy.s)-alkyl), hoic
pyrolidin;

R4 14 hydro hoic flo;
R5 la (C1_3)-alky1, (C1_3)-ﬂo-alkyl hOéC CHon,

R¢ 1a NH,, NH(CH3) hodc N(CH;),, (hetero)-anilin duge thé tuy y bﬁng mot hodc
nhiéu nhém trong sb cac nhém Rsg, Rg, Ryg, Ryy hodc Ry, hodc (hetero)-benzylamin

duoc thé tuy y béng mot hodc nhiéu nhém trong sb cac nhom Rg, Ro, Ryg, Rij hodc Ry,

mdi nhém R®, R’, R'’, R" va R" gidng nhau hoc khac nhau doc lap duoc chon tir
hydro, (Cy3)-alkyl, -O-(C;.3)-alkyl hodc halogen,

va
Ry3 1a hydro, (C,.3)-alkyl hodc (C;3)-flo-alkyl.

2. Duoc phém chtra hop chét ¢6 cong thirc (I) hodc mudi, tautome, chit déng phén 14ap
thé, solvat hodc chét da hinh dugc dung ctia né theo diém 1 cing véi mot hodc nhiéu ta

dugc, chét pha loding hodc chit mang dugc dung.
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