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Linh vue k§ thuat dwgc dé cap

Séng ché dé cap dén hop chét indolon duogc thé pyrol hodc céc mubi
duoc dung cta hop chit nay, phuong phép didu ché va dugc pham chia hop
chét nay. Cu thé 1 séng ché d& cap dén hop chét indolon duoc thé pyrol nhu

14 chét tre ché tyrosin kinaza da muyc tiéu va dugc phdm chira hop chét nay.
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Bénh ung thu hién d3 trd thanh can bénh de doa nhidu nhét déi véi stc
khoe cua con nguoi trong xa hdi hién dai. Ngay nay, nhiéu loai thudc chéng
ung thu d& duoc dua ra thi trudng ma van con giy ddc cho té bao da duoc
nghién ciru trong thé ky trude, chung tidu diét lugng 16n té bio binh thudng
trong qua trinh didu tri, gy ra céac tac dung phu khéng mong mudn dbi véi
bénh nhan, va vin dé khang thudc nan giai khi thude duogc st dung rong rai.

Phuong phap trc ché khdi u 1a phuong phép méi dugc phét trién & cudi
thé ky trude trong viée diu tri bénh ung thu, va cac nghién ctru dua trén ly
thuyét dwoc d& xuét bdi Folkman cho ring su ton tai, phét trién va di can cia
khéi u dya vao niang ludi rong 16n ctia cdc mach mau méi (Folkman. J. et al.,
Engl. J. Med., 1971, 285, 1182-1186). P tim thdy trong mdt lwong 16n céac
nghién ctru 14m sang ring mé khdi u chira nhiéu mach méu mdi, su phat trién
va di can cta cc t& bao ung thu yéu cau mot luong 16n cic mach méu dé
cung cAp oxy hiéu qua va chit dinh dudng. Su tic ché hinh thanh mach mau
trong céc khdi u c6 thé "bo d6i" cac té bao ung thur cho dén khi chét, trong khi
viée e ché cac mach méau mdi c6 it anh hudng dén cac té bao binh thuong do
c6 rat it mach mau méi & xung quanh céc t& bao binh thudng ma e ché mach
méu dua trén céc loai thude chéng ung thu cé dac diém nhu hiéu qué cao, an

toan va doc tinh thép.
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Uc ché mach méu dugc phan loai thanh tc ché truc tiép va wc ché gian
tiép. Uc ché truc tiép la tac dong 1én cac té bao ndi md mach méau dé tc ché
su hinh thanh mach, mé rong va cung cép dinh dudng cho céc té bao ung thu
cia mach mau. Phuong phép chinh hién nay dugc str dung 1a li¢u phap nhip
(metronomic) cung voi thudc gy doc té bao, ma cd thé giam thiéu tac dung
gy doc té bao nhung kho khin trong viéc cai thién céc thiét hai gy ra boi
 thube d6i véi co thé con ngudi. Uc ché gian tiép ngan chan su hinh thanh
mach méu béang céach tc ché cac yéu t6 tao mach cin thiét cho sy hinh thanh
mach mau (Cao, Y. et al., Int. J. Biochem. Cel Biol., 2001, 33, 357-369). Qua
trinh hinh thanh mach mau bao gdm viéc kich hoat cac té bao ndi md mach
mau dudi tic dong cua ctia chit hoat hoa; tiét ra cac proteaza tir cac t& bao noi
mac dé hiy hai mang co ban; di chuyén va phat trién cac t& bao ndi mo; hinh
thanh trong 1ong cic mao mach méi; va tip hop cac té bio ngoai mach dé on
dinh cu tric hinh cdu ciia cic mao mach méi. Trong diéu kién sinh 1y c6 hai
loai yéu td anh huédng 1&n thanh mach, cu thé 13 cac chit tc ché 1én su hinh
thanh mach méu va céc yéu t6 tng ho hinh thanh mach mau. Cac chét tc ché
hinh thanh mach méu c6 thé duge phan thanh hai loai chinh theo chirc nang
ctia chung: mét loai la cac chét tc ché hinh thanh mach méu chuyén biét hoat
dong trén cac t& bao ndi md, bao gém angiostatin, endostatin va cac protein
tuong tu nhu vay; va loai con lai 1a céc chét rc ché hinh thanh mach mau
khong chuyén biét hoat dong trén céc té bio mang trong, bao gdm: xytokin,
cac chit (rc ché mo proteinaza kim loai (metaloproteinase), cic chét tc ché
proteaza serin , cc san pham gen trc ché khéi u va chit twong tu nhu vay. Céc
yéu t6 thic ddy hinh thanh mach méu bao gém yéu t6 bidu bi sinh trudng
(EGF), yéu t6 ting truéng néi mdé mach mau (VEGF), yéu td ting trudng cd
ngudn gde tir tidu cau (PDGF), yéu tb ting trudng nguyén bao soi (FGF) va
cac yéu td twong tu (Hanks, S. K., et al., FASEB, 1995, 9, 576-696). Bidu thi
muc do cao cua cac yéu t5 hd trg tao mach mau khac nhau c6 thé théy & cac

dang khac nhau cua cac khéi u, nhu 14 biéu thi mic dd cao ctia EGF dién hinh
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duoc nhin théy trong cac khéi u té bao bidu mé va biéu thi mic dd cao cua
PDGF dién hinh dugc nhin thdy trong céc u thin kinh dém. Cac dinh huéng
hién tai dé phat trién thudc chéng ung thu dé chéng lai su hinh thanh dudng
mach mau khdi u chu yéu tap trung vao viéc gia ting cdc chit trc ché hinh
thanh mach mau va lam giam cac yéu t6 hd trg hinh thanh mach mau, trong
d6 cac biéu thi muc d6 cao e ché clia cac yéu t6 hd tro hinh thanh mach mau,
dic biét nhim vao duong tin hi€éu VEGF/VEGFR, tré thanh muc tiéu chinh
trong nghién ctru hién nay.

VEGEF 1a glyco protein trong co thé con ngudi va dong vai trd quan
trong trong viéc hinh thanh mach mau. Ho VEGF clia ngudi bao gém VEGE-
A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E va PLGF. VEGF cé bhon loc ¢6
thé hoat dong trén VEGFR (thu thé VEGF) ma 1a mét loai protein tyrosin
kinaza xuyén mang. Lién két VEGF dé VEGRF thay déi t6 chitc ctia VEGFR,
va két qua trong nhi tring héa cta thy thé va photpharyl hoéa cac vi tri tyrosin
trong té bao, tir d6 kich hoat cdc dudng tai nap xudi dong (Joukov, V., et al.,
EMBO ., 1996, 15, 290-298). Mot s6 nghién ctru cho thdy ring céc duong tai
nap tin hiéu cia VEGF/VEGEFR la con dudng di chuyén va hd trg tao mach
méu quan trong nhét trong té bao. Béng céch e ché con duong nay, thi su
phat trién va di chuyén ctia té bao ndi mac cé thd duoc han ché, va dan dén
han ché su phét trién cta cac khéi u. Hién nay, mét sé loai thudc duogc nhu
vy d& duoc chip nhén st dung va c6 hon ba muoi loai khic dang duoc thu
nghiém l4m sang. Mot loai thubc quan trong 13 mot khang thé don dong
VEGF tai t6 hop dugc goi la bevacizumab (tén thuong mai 13 Avastin), day 1a
loai thubc dau tién dugc ching nhan chéng lai sy hinh thanh mach méu trong
cac khdi u va c6 kha ning lién két cy thé VEGF-A dé ngan chan con duong
cua VEGF/VEGFR. Thubc nay dat dugc thanh cong ban diu rét 16n sau khi
dwoc chip nhan, nhung van d& khéng thubc lai xuét hién din dan sau khi st
dung mét thoi gian dai. Hon nita céc nghién ctu cho thay réng e ché dic bit

VEGF-A gay cho cic té bao thai ra mot luong 16n cac yéu t6 hd tro tao mach
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mau khac nhu PLGF va FGF, va hién tugng nhu vy dugce goi la phan ung
phuc hdi hd trg tao mach mau. Pé giai quyét vin dé khang thude, chién luogc
d& ra 1a phat trién cac thube e ché da muc tiéu.

Thudc Sunutinib 14 thudc chéng ung thu da muc tiéu dugc nghién ctu
bdi cong ty Pfizer, 1 chét e ché hoat déng trén céc tyrosin kinaza va c6 thé
Gic ché hiéu qué thu thé tyrosin kinaza nhu la VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-
3, PDGFR- va c-Kit, FLT-3. B%mg cach e ché cac protein dd, sunitinib chan
biéu hién cua cac yéu t5 hd trg tao mach mau khac nhau trong cac té bao ung
thu, sao cho muc tiéu la ngan chan sy hinh thanh mach méu va "bd déi" céac té
bao ung thu dén chét dé c6 thé nhéan dién duogc (Abrams, T. J va cong su Mol.
Cancer Ther., 2003, 2, 1010-1021). Hon nita, thudc sunitinib ciing chi ra tc
ché cu thé truc tiép dbi véi cac té bao ung thu c6 dot bién trong c-Kit va FLT-
3. Thudc Sunitinib dugc chimg nhin béi FDA (Cuc quéan ly thudc va thuc
phim ctia M¥) vao nim 2006, muc dich chinh dé diéu tri cac khdi u md dém
dudng tiéu héa va ung thu bidu mé t& bao than, 14 loai thude chng ung thu
ddu tién dugc chimg nhén cho hai loai chi s ddng thoi. Mic du thude
sunitinib cho thiy hiéu qua chéng khdi u, nhung tic dung phu nhu thiéu noi
luc, suy yéu tiy xuong va sdt van thdy & cac bénh nhéan diéu tri lam sang bang
thubc sunitinib. Thubc sunitinib cho thiy su tich lily manh m& trong cic md
va khong thé thuc hién lién tuc, va trong céc tinh huéng lam sang duoc thuc
hién lién tuc trong bdn tudn va sau d6 ding lai hai tudn. Tuy nhién, didu d6
cho thiy trong nghién ctru sy hinh thanh mach mau trong céc khéi u hdi phuc
lai sau khi dimg thudc. Do 6, can phai thay d6i cdu tric hoa hoc dé 1am giam
tac dung phu, t6i wu kha ning cta thube va tim ra loai thudc an toan va hiéu

qué hon.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché 1a dé cap dén thudc trc ché thu thé tyrosin kinaza

da muc ti€u c6 hiéu qué cao va doc tinh thap.
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Sang ché ciing dé cdp dén mot nhom cac hop chét indolon dugc thé
pyrol 6 tac dung e ché sy phat trién ctia khéi u.

Séang ché cling d& cap dén duoc phdm chira cic hop chét indolon duoc
thé pyrol.

Sang ché cling dé cép dén hop chét indolon duogc thé pyrol c6 cong

thire (I) dudi day, hodc cac mudi duoc dung ctia hop chit nay.

(m N-R

Ir=

@)
trong do

m duogc chon tir 0, 1 va 2;

‘ndugcchonturl,2vas;va

R duogc chon tir hydro, C;-Cs alkyl mach théng hodc mach nhanh, Cs;-C,
xycloalkyl, formyl dwoc thé bing C;-Cs alkyl mach thang hoc mach nhénh,
C3-C; xycloalkylformyl, t-butoxycacbonyl, carbamoyl dugc thé, hoic
carbamoyl vong ¢ 5 dén 7 canh.

Trong hop chét indolon dwoc thé pyrol néi trén, R tdt hon hét dugc
chon tir nhém bao gém hydro, C;-C; alkyl mach théng hodc mach nhanh, Cs-
C; xycloalkyl, formyl dugc thé bing C;-Cs alkyl mach thidng hodic mach
nhanh, C3;-C¢ xycloalkylformyl, t-butoxycacbonyl, N,N-dimetyl carbamoyl,
N,N-dietyl carbamoyl, N,N-dipropyl carbamoyl, pyrolidin-1-ylformyl, hoic
piperidin-1-ylformyl.

Trong hop chét indolon duogc thé pyrol néi trén, R t5t hon nita duoc
chon tir nhém bao gdm hydro, metyl, t-butoxycacbonyl, N,N-dimetyl
carbamoyl hodc pyrolidin-1-ylformyl.
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MBO ta chi tiét sang ché
G phuong 4n thir nhét theo sang ché, hop chit indolon dugc thé pyrol
¢6 cdng thire (1) tbt hon hét dwoc chon tir cac hop chét 1 dén 15 dudi day:

Tht tw hop chét Céu trtic hop chit
NBoc
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Céac mudi duoc dung ctia hop chét indolon duge thé pyrol theo sang ché
khong bi gidi han cu thé, va c6 thé 1a hydroclorua, fumarat, maleat, xitrat,
phosphat, sulfat, tartrat, metansulfonat, benzensulfonat, v.v.. St dung mudi
hydroclorua c6 thé mang lai d6 hoa tan va tinh thé cao va cai thién d6 hat m.

Do vy tét hon 13 st dung mudi hydroclorua.
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O phuong 4n thir hai theo sang ché c6 d& cap dén phuong phap diéu ché
h(_)p chét indolon dugc thé pyrol theo sang ché, phuong phap nay bao gdm céc
budc:
(a) nitro hoa hop chét 3,5-dimetyl-2-pyrolaldehyt c6 cong thic 1 véi
KNO; trong axit sulfuric dic dé tao ra hop chét c6 cong thire II:

NO,
OHC™ >y HSO,

OHC
N N

I II

Cu thé, hoa tan hop chat 3,5-dimetyl-2-pyrolaldehyt c6 cong thirc I trong axit
sulfuric dac, gidm nhiét do xuéng khoéang -10°C, sau d6 b sung KNOj3 va cho
phép phan Umg x4y ra trong khi duy tri nhiét d9, sau khi phan tng hoan thanh,
thi b sung nudc da vao, tiép theo khqu manh va loc, dé thu dugc hop chét
c6 cong thic II, hop chét nay sau d6 duoc tai két tinh dé c¢6 dugc san phdm
nguyén chit;

(b) ngung tu hop chat 3,5-dimetyl-4-nitro-2-pyrolaldehyt c6 cong thirc
II v6i 5-floroindolon c6 cong thire IIT v&i xtc tac pyrolidin dé tao ra hop chét

c6 cong thic IV:

OHC [ ¥ \©fm\/:0 EtOH F /N

N 0
H N
H

NO,

II I v
Cu thé, bd sung hop chit 3,5-dimetyl-4-nitro-2-pyrolaldehyt c6 cong
thirc II vao etanol, ning nhiét dd téi 50°C, sau d6 bd sung S-floroindolon ¢6
cong thuce III, va gilt nguyén nhiét do trong khi phan Ung; sau khi phan tng
hoan thanh, loc d& thu duge san phim nguyén chit cta hop chét IV;

-10-
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(c) khtr hop chét c6 cong thirc IV bing bot kém dé thu duoc hop chit
c6 cong thic V:
NO, NH;
/ Zn, NH4CI /

F / N F / N
o THF-MeOH-H,0 o

1A% \Y

Cu thé, hoa tan hop chét c6 cdng thirc IV trong dung dich chira hén hop
tetrahydrofuran, nudc va metanol, tdng nhiét do 1én dén 50°C, bd sung amoni
clorua bdo hoa va bot k&m, va cho phép phan tng x4y ra trong khi gitt nguyén
nhiét do; sau khi phan Uing hoan thanh, lam bay hoi dung mdi, va thuc hién
tach etyl axetat dé thu dugc san phdm nguyén chét cia hop chét V;

(d) ngung tu hop chét ¢ cong thirc V véi axit twong tmg VI dé thu
dwoc hop chit cé cong thirc VII:

A% VI VII

Cu thé, hoa tan hop chét c6 cong thirc V trong tetrahydrofuran, bd sung
chit kiém (DIPEA, DMAP, pyridin hozic chit twong tu) va chét ngung tu
(EDCI, DCC hoic chét twong ty) & nhiét do trong phong, va cho phép phan
Ung x4y ra trong khi gift nguyén nhiét d9; sau khi phan rng hoan thanh, lam
bay hoi dung méi dé thu duoc san phim tho cla hop chét c¢6 cong thire VII,
rira sach bing nuéc, tiép theo trang bang dung méi (etyl axetat, metanol hodc
chit trong ty), dé thu dugc san phdm nguyén chit ctia hop chét VIL.

Sang ché con d& cap dén duoc phdm chtra luong c6 hiéu qua diéu tri

bénh clia mdt hodc nhiéu hop chét indolon duoc thé pyrol c6 cong thic (I)

-11-
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hodic mudi duge dung cta hop chit nay, va duoc pham co thé chira thém cac
thanh phan phu thong thuong nhu t4 duoc, chit 1am ngot va cac chit tuong tu
nhu vay.

Céc hop chét indolon duoc thé pyrol hodc cac mudi duoe dung ciia hop
chét néy theo séang ché c6 tac dung tc ché tyrosin kinaza, va cé thé duge sir
dung trong viéc san xuét thudc didu tri cac khdi u gdy ra bdi su biéu hién bét
thuong cla tyrosin kinaza. Céc hop chit indolon dwoc thé pyrol hoic céc
mudi duge dung ctia hop chét ndy theo sang ché co tac dung dé didu tri cac
khdi u lién quan dén tyrosin kinaza va trc ché sy phat trién t& bao cia cac khdi
u, trong d6 bao gdm liéu phap didu tri lwong hiéu qua céc hop chét indolon
duoc thé pyrol hoac cac mubi duge dung ctia hop chét nay dbi v&i bénh nhan.
Céc hop chét indolon dugc thé pyrol hodc cac mudi duge dung cia hop chit
nay ciing c6 thé dugc sir dung dé san xudt thudce diéu tri cac khéi u lién quan
dén tyrosin kinaza va wc ché su phat trién té bao cta cac khéi u.

Hiéu qua dat dugc

Céc hop chét indolon dugc thé pyrol hodc cac mudi duge dung cta hop
chét nay theo sang ché cho thdy kha ning trc ché nhidu tyrosin kinaza va c6
thé tc ché su phat trién khdi u nhu duoc thir nghiém trén cac thi nghiém dong
vat. Cu thé, céac hop chét indolon duoc thé pyrol hodc cdc mudi duge dung
ctia hop chit nay theo sang ché c6 muc dd giy doc rat thp. Céc hop chit nay
c6 thé duoc st dung dé didu tri nhiéu khdi u. Cac hop chét theo sang ché rat
don gian dé tong hop, dé dang didu ché va c6 thé tdng hop duoc tir nhidu
ngudn nguyén liéu c6 sin.

Vi du thue hién sang ché

Sang ché duoc md ta chi tiét nhu dudi ddy cling véi cac vi du cu thé,
tuy nhién sang ché khong bi han ché boi cac vi dy nay.

Trong vi du didu ché dudi day, 'TH-NMR duoc do bang thiét bi Varian
Mercury AMX300, 400, 500; MS dugc do bing thiét bi VG ZAB-HS hoic
VG-7070 va Esquire 3000 plus-01005; tat ca cac dung mdi duoc chung cét lai

-12-
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trude khi st dung; tit ca céc dung mdi khan st dung duoc liy bing cach sdy
khé theo cac phuong phap tiéu chudn; ngoai trir trudng hop c6 chi dan khéc,
tat ca cac phan umg dwoc thuc hién dudi didu kién bao vé cia Agon va duge
tao vét bang TLC; cic cach xir Iy tAt ca dwoc thuc hién thong qua viéc rira
bang dung dich NaCl bdo hoa va siy khd bang MgSO, khan; ngoai trur ¢6 chi
dan khac, cac san phim dugc tinh ché bing sic ky cot silica gel, trong do
silica gel 1a 200- téi 300- mesh GF,s; dugc san xudt bdi cong ty Qingdao
Haiyang Chemical Co., Ltd. hoac c¢ong ty Yantai Yuanbo Silica Gel.
8u ché thtr nhét: didu ché hop chit 1

NO,
HySO4 OHC™

H

OHC

—_ S
Ir=z
/

I

Hop chét 3,5-dimetyl-2-pyrolaldehyt 1 1a nguyén liéu thdé (5 g, 40
mmol) dugc hoa tan trong 60 mL axit sulfuric ddc, sau d6 nhiét d&& hon hop
duge giam xudng t6i -10°C, & nhiét d6 d6 KNO; (4,35 g, 42 mmol) duogc bd
sung tr tir vao cdc mé trong hon hai gio déng hd, trong qué trinh bd sung
nhiét d6 dugc duy tri & -10°C, va dung dich duogc khudy tiép khoang hai gio &
nhiét d6 d6 sau khi bd sung hoan toan KNOs. Sau khi TLC chi ra phan Ung
ho‘én toan, dung dich thu duoc duoc cho vao 1 L nuée da, va duoce chiét hai
1an bing tdng 1 L etyl axetat. Lép hitu co dugc rira sach bang dung dich NaCl
bdo hoa, duoc séy kho trén natri sulfat khan va dugc loc. Sau do, cac dung
mdi hitu co duge bay hoi & 4p suat thip dé thu dugce 7 g san pham thd, san
phim nay dugc cho vao tir 10 dén 20 mL etyl axetat, tiép theo duoc khudy

manh, dé thu dwoc 5 g san phim nguyén chit ctia hop chit can thu II.

NO,
OHC Ny N EtOH H
H H O
N
H
Il m v

-13-
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Hop chét II (1,68 g, 10 mmol) va hop chét III (1,8 g, 12 mmol) duge
thém vao 50 mL etanol khan, va tetrahydropyrol (850 mg, 12 mmol) dugc
thém vao hdn hop & nhiét d6 trong phong. Hon hop chuyén sang mau vang
sau khi duoc bd sung. Nhiét do duogc nang 1én téi 50°C, va phan tng duoc
thuc hién trong 2 gio' ¢ nhiét d6 nay. Sau khi phan Umg hoan thanh, hon hop
dugc loc truc tiép va banh loc duoc rira béng mot lugng nho etanol va etyl
axetat, d& thu duoc 2,7 g san phAm nguyén chét cia hop chét can thu dugc IV.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,14 (s, 1H), 7,88 (dd, J = 9,2, 2,4 Hz,
1H), 7,82 (s, 1H), 7,05-6,97 (m, 1H), 6.88 (dd, J = 8,5, 4,5 Hz, 1H), 2,64 (s,
3H), 2,58 (s, 3H).

NO, NH,
7\ Zn, NH,CI /\
F /N F /N
o THF-MeOH-H,0 0
N N
H H
v v

Hop chit IV (900 mg, 3 mmol) dwoc dit vao binh hai ¢d 500mL, sau
d6 200 mL tetrahydrofuran, 100 mL metanol, 60 mL nudc va 60 mL dung
dich amoni clorua bo hoa dugc bd sung twong tng vao hdn hop nay. Sau do,
nhiét d6 duoc ting 1én 50°C va bot kém (1,8 g, 30 mmol) duoc bd sung vao
trong ltic khudy, sau hai gi phan tng & didu kién nay, hon hop lic dau trong
chuyén sang duc. Sau khi hdn hop chuyén sang duc, LC-MS s& cho biét phan
Ung da x4y ra hoan toan. Sau khi hoan thanh phan Ung, dung méi duge lam
bay hoi. Hon hop duoc diu chinh sang méi truong kiém bang dung dich natri
cacbonat bdo hoa va dugc chiét hai lan bing téng 2 L etyl axetat. Ldp etyl
axetat duoc rira sach bing dung dich NaCl bdo hoa, dugc sdy kho trén natri
sulfat khan va duoc loc. Sau d6 cac dung méi hitu co duge lam bay hoi & 4p

suét thip d& thu dwoc san phim 12 hop chét V (800 mg).
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NBoc
NH, H
/ \ /@BOC EDCI, DMAP N

F / ” + / -\ O
o HooC THF . [N
N 0
N
H
\" 1

Hop chét V (270 mg, 1 mmol) duoc hoa tan trong tetrahydrofuran (20
mL), va axit 4-piperidincacboxylic ¢c6 nhom bao vé€ Boc (270 mg, 1,2 mmol),
EDCI (220 mg, 1,1 mmol), DIPEA (260 mg, 2 mmol) va luong xuc tac
DMAP dugc thém vao hdn hop niy & nhiét do trong phong. Sau khi duge bd
sung, phan tng duogc dién ra & nhiét d6 trong phong trong vong tam gidr va
TLC s& cho biét phan tmg xay ra hoan toan. Sau khi phan Ung hoan thanh,
dung dich tetrahydrofuran dugc lam bay hoi va lugng 16n etyl axetat va nude
duoc thém vao dé phén chia, tiép theo dugc loc dé thu duoc san phém tho cia
hop chét can thu dugc. San phidm thé duogc trang bang metanol dé thu duoc
san phdm tinh khiét ciia Hop chét 1. "TH NMR (400 MHz, DMSO-d;) § 13,59
(s, 1H), 10,83 (s, 1H), 9,12 (s, 1H), 7,71 (dd, J = 9,5, 2,6 Hz, 1H), 7,66 (s,
1H), 6,93-6,86 (m, 1H), 6,86-6,81 (m, 1H), 3,99-3,95 (m, 2H), 3,10-2,94 (m,
1H), 2,79-2,75 (m, 2H), 2,17 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 1,82-1,78 (m, 2H), 1,55-
1,45 (m, 2H), 1,41 (s, 9H). |
Vi du didu ché 2: diéu ché hop chit 2

NBoc NH
H H
N N
TFA

/7 \\ O - 7\ O
. / H THF . / ”
o) o)
N N
H ] H )
Hop chit 1 (480 mg, 1 mmol) dugc thém vao 10 mL tetrahydrofuran va
10 mL axit trifloaxetic duoc bd sung vao hon hop nay & nhiét do trong phong.
Sau d6 nhiét dd dugc tang 1én t6i 50°C va phéan Gmg duoc phép xdy ra trong
khoang hai gio, LC-MS sé& cho biét phan Ung x4y ra hoan toan. Sau khi phan

ting hoan thanh, hau hét dung dich duoc 1am bay hoi, phan con lai duoc trung
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tinh héa bang dung dich natri cacbonat bio hoa, tiép theo dugc loc dé thu
duogc san pham thd. San phim thd nay dugc trang bang etyl axetat va metanol
dé thu duogc san phdm nguyén chit cia hop chit 2. '"H NMR (400 MHz,
DMSO-dys) 6 13,60 (s, 1H), 10,85 (s, 1H), 9,26 (s, 1H), 7,71 (dd, J=9,)5,24
Hz, 1H), 7,67 (s, 1H), 6,94-6,86 (m, 1H), 6,87-6,83 (m, 1H), 3,34 (d, J= 12,3
Hz, 2H), 3,06-2,89 (m, 2H), 2,74-2,59 (m, 1H), 2,18 (s, 3H), 2,16 (s, 3H),
2,05-1,94 (m, 2H), 1,89-1,74 (m, 2H).

Vi du diéu ché 3: didu ché hop chit 3

0
NH N
; v
o DIPEA H
7\ © A N
E ) / N Cl [Tl THF )/ \ 0
H
0 F /N
N
H N ©
H
2 3

Hop chiat 2 (383 mg, 1 mmol) dugc bd sung vao 20 mL
tetrahydrofuran, va DIPEA (260 mg, 2 mmol) va dimetylcarbamoyl clorua
(214 mg, 2 mmol) dugc thém vao hdn hop ndy & nhiét do trong phong. Sau
khi phan mg dién ra trong khoang mudi hai gid, va gan két thic nhu dugc
thay trén thiét bi TLC. Sau khi phan ung hoan thanh, cidc dung méi dugc lam
bay hoi va chit rén dugc trang bang 20 mL etyl axetat va 10 mL metanol, dé
thu dugc san phim nguyén chét ctia hop chét 3. 'H NMR (400 MHz, DMSO-
ds) 6 13,58 (s, 1H), 10,82 (s, 1H), 9,10 (s, 1H), 7,70 (dd, J= 9,5, 2,5 Hz, 1H),
7,66 (s, 1H), 6,95-6,86 (m, 1H), 6,85-6,77 (m, 1H), 3,87-3,70 (m, 1H), 3,63-
3,54 (m, 2H), 2,86-2,58 (m, 8H), 2,18 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 1,85-1,76 (m,
2H), 1,71-1,55 (m, 2H).

Vi du didu ché 4: diéu ché hop chit 4

-16-



Céch thtre thuc hién giéng nhu phwong phap téng hop hop chit 1 dé
cip & trén, ngoai trlr prolin ¢6 nhém bao vé Boc dugc sir dung thay thé cho
axit piperidincarboxylic ¢6 nhém bao vé Boc dé thu dwoc hop chét cén thu
dugc 4. 'TH NMR (400 MHz, DMSO) 6 13,59 (s, 0,6H), 13,58 (s, 0,4H), 10,34
(s, 1H), 9,20 (s, 0,6H), 9,13 (s, 0,4H), 7,70 (dd, J= 9,5, 2,5 Hz, 1H), 7,66 (d,
J=3,0 Hz, 1H), 6,89 (dd, J = 12,5, 5,5 Hz, 1H), 6,83 (dd, J = 8,4, 4,7 Hz,
1H): 4,38 — 4,15 (m, 1H), 3,52 — 3,41 (m, 1H), 3,35 — 3,28 (m, 1H), 2,35 -
2,22 (m, 1H), 2,21 (s, 2H), 2,18 (s, 3H), 2,16 (s, 1H), 1,98 — 1,79 (m, 3H),
1,43 (s, 3H), 1,39 (s, 6H) (cac nhom thé Boc khong thé quay tu do dé tao ra
ddng phan).

Vi du didu ché 5: didu ché hop chit 5

NH N
H H
N N
HCHO, NaBH;CN

/\ ° MeOH-HF [ ) ©
N = F /

o o)

‘ /

N
H

Iz

2 5

Hop chét 2 (383 mg, 1 mmol) duoc thém vao 20 ml hdn hop (1:1) cta
tetrahydrofuran va metanol, dung dich nuéc cia formaldehyt (500 mg, 5
mmol) va natri xyanoborohydrit (120 mg, 2 mmol) duoc thém vao hdn hop
nay o nhiét do trong phong. Sau khi thém vao, phan tmg dugc thuc hién trong
mudi hai gid va qué trinh d6 duoc theo ddi bang thiét bi TLC. Sau khi phan
ting hoan thanh, cic dung méi dugc lam bay hoi va thu dugc hop chat 5 bang
phuong phap sic ky cot. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 13,58 (s, 1H),
10,83 (s, 1H), 9,05 (s, 1H), 7,70 (dd, J=9,5, 2,4 Hz, 1H), 7,66 (s, 1H), 6,93-
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6,86 (m, 1H), 6,85-6,80 (m, 1H), 2,87-2,77 (m, 2H), 2,36-2,21 (m, 1H), 2,17
(s, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 1,94-1,59 (m, 6H).
Vi du diéu ché 6: didu ché hop chit 6

H ﬁH
/7 \ O
F /N
o}
N
H
6
Qué trinh téng hop hop chét 6 gibng nhu qua trinh didu ché hop chit 2,
ngoai trir hop chat 4 dugc sir dung thay thé cho hop chét 1 d& thu duge hop
chét 6. "H NMR (400 MHz, DMSO-dj) & 13,60 (s, 1H), 10,83 (s, 1H), 9,23 (s,
1H), 7,71 (dd, J = 9,3, 2,4 Hz, 1H), 7,67 (s, 1H), 6,93-6,87 (m, 1H), 6,83 (dd,
J=8,4,4,6 Hz, 1H), 3,70 (dd, J= 8,7, 5,5 Hz, 1H), 2,91 (t, J = 6,6 Hz, 1H),
2,18 (s, 2H), 2,16 (s, 2H), 2,10-1,98 (m, 1H), 1,85-1,74 (m, 1H), 1,72-1,63
(m, 2H).
Vi du didu ché 7: didu ché hop chét 7

Ir=

Viéc tong hop hop chét 7 ciing gidng nhu hop chét 1, ngoai trir viée
axit 2-piperidincarboxylic ¢6 nhém bao vé Boc dugc sir dung thay cho axit 4-
piperidincarboxylic ¢6 nhém bao vé Boc dé thu dwoc hop chit 7. 'H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) 6 13,60 (s, 1H), 10,84 (s, 1H), 9,16 (s, 1H), 7,71 (dd, J
=9,5, 2,5 Hz, 1H), 7,67 (s, 1H), 6,94-6,87 (m, 1H), 6,85-6,81 (m, 1H), 4,79-
4,63 (m, 1H), 3,87-3,75 (m, 1H), 3,30-3,09 (m, 1H), 2,19 (s, 3H), 2,17 (s,
3H), 1,81-1,59 (m, 3H), 1,41 (s, 9H), 1,44-1,22 (m, 3H).
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Vi du diéu ché 8: didu ché hop chét 8

Hﬁ
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N
F /N
0
N
H

Qua trinh tong hop hop chit 8 ciing gidng nhu diéu ché hop chit 3,
ngoai trir viéc hop chét 4 duogc st dung thay thé cho hop chét 2 dé thu duoc
hop chét 8. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 13,59 (s, 1H), 10,84 (s, 1H),
8,99 (s, 2H), 7,74-7,68 (m, 1H), 7,66 (s, 1H), 6,93-6,86 (m, 1H), 6,83 (dd, J =
8,4, 4,6 Hz, 1H), 4,39 (t, J = 7,4 Hz, 1H), ,.60-3,44 (m, 1H), 3,43-3,37 (m,
1H), 2,80 (s, 6H), 2,28-2,20 (m, 1H), 2,16 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 1,97-1,88 (m,
1H), 1,87-1,70 (m, 2H).

Vi du didu ché 9: didu ché hop chét 9

Ir=z

Viéc tong hop hop chat 9 duge thuc hién gidng nhu didu ché hop chét
3, ngoai trir viéc sir dung hop chét 4 thay thé cho hop chét 2 dé thu duge hop
chét 9. "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 13,59 (s, 1H), 10,83 (s, 1H), 8,97 (s,
1H), 7,70 (dd, J= 9,6, 2,5 Hz, 1H), 7,66 (s, 1H), 6,92-6,86 (m, 1H), 6,84-6,81
(m, 1H), 3,30-3,25 (m, 1H), 2,99 (d, J = 13,2 Hz, 1H), 2,60 (t, J = 11,3 Hz,
1H), 2,18 (s, 2H), 2,16 (s, 2H), 1,91-1,73 (m, 2H), 1,56-1,33 (m, 4H).
Vi du diéu ché 10: diéu ché hop chét 10
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Viée téng hop hop chit 10 ciing giéng nhu viéc didu ché hop chit 3,
ngoai trir viéc hop chét. 4 duoc st dung thay cho hop chét 2 dé thu dugc hop
chat 10. 'TH NMR (400 MHz, DMSO-dj) & 13,59 (s, 1H), 10,83 (s, 1H), 9,20
(s, 1H), 7,71 (dd, J=9,4, 2,5 Hz, 1H), 7,67 (s, 1H), 6,89 (dd, J= 13,8, 6,7 Hz,
1H), 6,86-6,82 (m, 1H), 4,13-4,02 (m, 1H), 3,89 (d, J = 13,1 Hz, 1H), 2,94-
2,72 (m, 2H), 2,48-2,41 (m, 1H), 2,18 (s, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,01-1,94 (m,
1H), 1,73-1,57 (m, 2H), 1,42 (s, 9H), 1,39-1,24 (m, 1H).
Vi du diéu ché 11: diéu ché hop chét 11

0
(Y e
o__cl N
Hj(C) Q jg ]
/\ © OoN N
F /N L) [N _©
0 N F /N
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H N
H

Hop chit 2 (383 mg, 1 mmol) duoc bd sung vao 20 mL tetrahydrofuran
va DIPEA (260 mg, 2 mmol) va p-nitrophenyl cloformat (240 mg, 1,2 mmol)
duoc thém vao hdn hop nay & nhiét d6 trong phong. Sau khi thém vao, phan
ing dugc dién ra trong khoang muoi hai gio va gan nhu hoan toan thay dugc
trén thiét bi TLC. Sau khi phan tng hoan thanh, tetrahydropyrol (142 mg, 2
mmol) va lugng DIPEA (260 mg, 2 mmol) con du dugc bd sung thém vao,
tiép theo phan g tiép tuc trong khoang thoi gian khong vuot qua muoi hai

gi0, qué trinh duoc giam st bang thiét bi TLC. Sau khi phéan Gmg hoan thanh,
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cac dung mdi duoc 1am bay hoi va chét rén duge trang bang 20 mL etyl axetat
va 10 mL metanol, d& thu duoc san phim nguyén chit cta hop chét 11. 'H
NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 13,58 (s, 1H), 10,82 (s, 1H), 9,09 (s, 1H), 7,70
(dd, J=9,4, 2,5 Hz, 1H), 7,66 (s, 1H), 6,93-6,86 (m, 1H), 6,83 (dd, J = 8,5,
4,6 Hz, 1H), 3,70 (d, J = 13,5 Hz, 2H), 3,27 (t, J = 6,4 Hz, 4H), 2,73 (t, J =
11,6 Hz, 1H), 2,18 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 1,86-1,71 (m, 6H), 1,67-1,54 (m,
2H).

Vi du didu ché 12: diéu ché hop chét 12

Iz

12

Viéc tdng hop hop chét 12 gidng nhu viée diéu ché hop chit 2, ngoai
trir viéc hop chét 10 duoc thay thé cho hop chit 1 d& thu duoc hop chét 12. 'H
NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 13,59 (s, 1H), 10,90 (s, 1H), 9,17 (s, O0H), 7,69
(dd, J=9,4, 2,4 Hz, 1H), 7,65 (s, 1H), 6,94-6,82 (m, 2H), 3,67-3,52 (m, 2H),
3,15-2,56 (m, 3H), 2,45 (d, J= 10,0 Hz, 2H), 2,17 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 1,89 (d,
J=9,2Hz, 1H), 1,61 (d, J=10,4 Hz, 2H), 1,42 (s, 1H).
Vi du diu ché 13: didu ché hop chét 13

=z

13
Viéc téng hop hop chét 13 ciing giéng nhu viée diéu ché hop chét 3,
ngoai trr viéc hop chét 12 duoc st dung thay thé cho hop chét 2 dé thu dugc
hop chéat 13. '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 13,59 (s, 1H), 10,83 (s, 1H),
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9,18 (s, 1H), 7,71 (dd, J= 9,4, 2,4 Hz, 1H), 7,66 (s, 1H), 6,89 (dd, /=9,2,2,4
Hz, 1H), 6,86-6,80 (m, 1H), 3,72-3,59 (m, 1H), 3,51 (d, J = 13,2 Hz, 1H),
2,90-2,81 (m, 1H), 2,78-2,68 (m, 7H), 2,64-2,55 (m, 1H), 2,18 (s, 3H), 2,15
(s, 3H), 1,97 (d, J= 14,9 Hz, 1H), 1,73-1,57 (m, 2H), 1,53-1,38 (m, 1H).

Vi dy diéu ché 14: didu ché hop chét 14

Iz

14
Viéc tdng hop hop chit 14 ciing gibng nhu viée didu ché hop chét 11,
ngoai trur viéc hop chét 12 duoc sir dung thay cho hop chét 2, dé thu dugc hop
chit 14. 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 13,59 (s, 1H), 10,83 (s, 1H), 9,18
(s, 1H), 7,71 (dd, J = 9,4, 2,5 Hz, 1H), 7,66 (s, 1H), 6,93-6,86 (m, 1H), 6,33
(dd, J=8,4, 4,8 Hz, 1H), 3,75 (d, J= 12,7 Hz, 1H), 3,61 (d, J = 12,4 Hz, 1H),
3,28 (s, 4H), 2,90-2,81 (m, 1H), 2,73 (t, J= 11,4 Hz, 1H), 2,60-2,50 (m, 1H),
2,06-1,91 (m, 1H), 1,76 (s, 4H), 1,74-1,59 (m, 2H), 1,55-1,39 (m, 1H).
Vi du didu ché 15: didu ché hop chit 15
NH,

/- 1. EDCI, DMAP
F /N + Lo NBn / )\ O
0 \\}D 2. Pd/C, Hy E / ﬁ

N
H

5 -9 r r 3\ r 15 14
Viéc tong hop hop chat 15 ciing giong nhu viée diéu ché hop chat 6,
ngoai trr viéc D-N-Bn prolin dugc sir dung thay thé cho L-N-Bn prolin dé thu
duoc hop chét 15. '"H NMR (400 MHz, DMSO) 8 13,60 (s, 1H), 10,83 (s,
1H), 9,23 (s, 1H), 7,71 (dd, J =9,3, 2,4 Hz, 1H), 7,67 (s, 1H), 6,93 — 6,87 (m,
1H), 6,83 (dd, J = 8,4, 4,6 Hz, 1H), 3,70 (dd, J = 8,7, 5,5 Hz, 1H), 2,91 (t,J=
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6,6 Hz, 1H), 2,18 (s, 2H), 2,16 (s, 2H), 2,10 — 1,98 (m, 1H), 1,85 — 1,74 (m,
1H), 1,72 - 1,63 (m, 2H).
Vi du didu ché 16: didu ché mudi hydroclorua cua hop chét 6

0,5 mL dung dich HCI bo hoa trong etanol durgc pha logng 10 1an béng
etanol khan va hop chét 6 (368 mg, 1 mmol) duoc thém vao hdn hop nay, tiép
theo khudy tir 5 d¢én 10 phut. Dung dich phan ting duoc c6 dic & ap sudt thip,
duoc rira bang lwong nhd metanol, va thu duge mudi hydroclorua cia hop
chit 6.

Mubi hydroclorua cta tit ca cac hop chit khéac c6 thé duoc diéu ché
theo phuong phép néi trén, trong d6 hop chit twong tmg phan ung voi dung
dich HCl pha loéng trong etanol.

B??mg viéc tham khao cac vi du diéu ché cac hop chét indolon dugc thé
pyrol néi trén, cac hop chit khac ciing duoc didu ché bing phuong phap néu
trén.

" Nguoi ndp don ciing téng hop cac hop chit so sanh 1-3 duéi day bing
cac phuong phép twong tu nhur trén hozc bang cic phuong phép khéc d3 biét.

/7 \\ O
F /N
0
N
H

Hop chét so sanh 1
qu chit so sanh 1 giéng v6i hop chét 2 ngoai trir piperidinyl & dau

phai phia xa dugc géan vé6i cacbonyl thong qua nguyén t&r N ctia né.

/7 \\ ©
F /N
o)
N
H
Hop chit so sanh 2
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Hop chat so sanh 2 gibng véi hop chit 6 ngoai trir pyrolidinyl & du

phéi phia xa dugc gén v6i cacbonyl thong qua nguyén tir N ctia no.

F /N
0
N
H
Hop chét so sanh 3

Hop chét so sénh 3 gidng véi hop chit 2 ngoai trir piperidinyl & diu
phéi phia xa dugc gén véi cacbonyl thong qua nhém metylen.
Vi du th nghiém 1: Thit nghiém in vitro ctia hoat ddng sinh hoéa trén tyrosin
kinaza KDR

Hoat dong trc ché in vitro clia céc hop chét trén tyrosin kinaza KDR
(thu thé VEGF) duoc thir nghiém bing phuong phép HTRF (homogeneous
time-resolved fluorescence, huynh quang phan giai thoi gian dng nhat). Hon
hop kinaza dém, hop chét thir nghiém hozc sunitinib, chit nén va dung dich
ATP dugc cho vao thé tich cudi cling 10 pL trong dia 384 giéng ma d3 duoc
lam néng bing nhiét do trong phong trong khoang thoi gian thich hgp. 10ul
SA-XL665 va khang thé TK duoc thém vao ting giéng da duoc sdy dén nhiét
d¢ trong phong trong mét gid va dugc doc bang Synergy?.

Két qua cho thiy ring tt ca céc hop chat trong céc thi nghiém néi trén
c6 hoat tinh trc ché r3 rang trén KDR & ndng d6 0,1uM va 1 uM, va cac hop
chit3,6,8,9,11va13 1a tuong tu véi hoat tinh ctia sunitinib.

Bang 1. Hoat dong trc ché in vitro cta cac hop chit vi du trén KDR

ICso (nM)
2 290
3 78
5 141
6 83
8 66
9 89
11 74
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12 142
13 77
14 143
15 65
Sunitinib 62
Staurosporin* 8.14

* Staurosporin dugc st dung 1am chét déi chimg duong tinh

Vi du thir nghiém 2: Xét nghi€ém kha ning gay ddc cho HUVEC va hoat dong
trén VEGF- gay ra tang sinh t& bao HUVEC in vitro

Thir nghiém hoat déng trc ché trén VEGF- gdy ra tang sinh dong té bao
tinh mach rén ctia ngudi (HUVEC): HUVEC duoc nubi trong F-12K chua
10% FBS, 18 u/mL heparin va 30 pg/mL ECGS, va cac HUVEC tai doan 4-8
duoc chon dé xét nghiém. Cac té bao duoc phén hiy bing pancreatin, tai lo
lung trong moi truong nudi cly (1x10%/mL), va dugc cho vao dia 96 giéng v6i
100 uL/giéng, nudi cdy qua dém. Viéc nudi cdy duoc thay thé bang dung dich
nudi ciy F-12K chtra 5% FBS va cac té bao duoc nudi ciy trong 24 gio. Dung
dich nuéi cdy F-12K chira 5% FBS chia hop chét can thir, sunitinib hodc cht
ddi chig duoc thém vao va duoc sdy trong 30 phut. Dung dich nuéi cdy F-
12K chtta 0,1% FBS chita VEGF165 & nong d6 cubi cting 30 ng/ml hodc chét
dan thuc (DMSO) duoc thém vao va céc t& bao duoc nudi cam ung trong 72
gio. Moi trudng nudi cdy duoc ldy ra bing 6ng nho va 120 pL MTS dung
dich xét nghiém dugc cho vao timg 15, ma dd duoc siy & nhiét dd 37°C. ODagg
duoc doc. Nhém duoc didu tri bé‘xng dung dich nuoi céy F-12K chira 5% FBS
nhu chit d8i chimg 4m tinh. Gi4 tri ting trudng kich thich VEGF c¢6 duoc
bang cach trir OD ctia nhém dbi chimg am tinh tir OD cta nhém kich thich
VEGF165, va duogc st dung dé tinh toén su uc ché. bd thi liéu lugng-hiéu
qua dugc v& bang phan mém GraphPad Prism va ndng do hiéu qua mot nura
(ECso) dugc tinh toan.

Xét nghiém gy doc cho té bao: cac HUVEC ndi trén duoc nudi trong
moi trudng nudi cdy F-12K chira 10% huyét thanh bao thai bd (FBS), 100
U/mL penexilin, 100 pg/mL steptomycin, 30 ug/mL. ECGS va 18 u/mL
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heparin. C4c HUVEC phat trién giai doan gén mi duoc phan hiy béng
pancreatin va duoc didu chinh dé cé mtrc do tuong Ung véi mat do té bao
bang viée st dung moi truong hoan chinh F-12K chira 5% FBS, sau d6 150
uL té bao duoc tiém vio dia 96 giéng v6i 3.000 té bao/1 giéng. Sau 24 gid, 50
uL hop chét thtr nghiém da pha lodng di 4 14n trong moi truong nudi ciy hoan
chinh chita 5% FBS dugc thém vao, va lugng tuong tw clia dung dich pha
lodng DMSO duoc st dung dé lam chét dbi chtmg. Sau khi cac t& bao dugc
nudi tiép trong 72 gio, 20 pL MTS va 1 uL PMS duge thém vio timg giéng.
Sau tir 1 dén 2 gid, OD4go dugc do, v6i ODgs) la dbi chimg. DS thi lidu Iugng-
hidu qua duoc v& bang phin mém GraphPad Prism, va nong d6 gay doc t& bao
'm0t nita (CCsp) duoec tinh todn. Chi sé didu tri (TI) ctia hop chét thtr nghiém
trén cac HUVEC duoc tinh toan 1a TI = CCs¢/ECs.

Két qua cho thiy ring tit céc céc hop chét vi du c6 thé e ché dang ké
su tang sinh kich thich VEGF cua cac HUVEC, véi su hoat dong thip hon so
vO6i sunitinib. Tuy nhién, mot s6 hop chét (hop chét 2, 3, 5,6,8,11,13, 14 va
15) cho thdy kha ning gdy doc cho HUVEC thép hon déng k& so véi
sunitinib. Chi s§ diéu tri TI ctia cac hop chét 2, 3, 5, 6, 8, 11, 14 va 15 béng 2
dén 3 14n so véi sunitinib, cho thiy kha ning didu tri t6t hon.

Péi v6i céc hop chit so sanh 1 va 2, do di vong chira N & dau phai phia
xa duoc gén cacbonyl théng qua nguyén tir khac loai, nén chi s diéu tri TI co
ban gidng nhu sunitinib va thip hon r3 rang so v&i céc hop chét ciia sang ché.
Péi véi hop chét so sanh 3, do di vong chita N & dau phai phia xa dugc gin
cacbonyl théng qua nhém metylen, nén chi sé didu tri TI cling co ban gidng
nhu sunitinib va thip hon dang k& so véi céc hop chét ctia sang ché.

Bang 2. Gay doc té bao v6i HUVEC, hoat dong phat trién gy nén trén

VEGEF in vitro va chi sb didu tri TI ctia mot sb hop chét

Hop chét ECso(nM) | CCso(nM) | TI=CCso/ECso
2 16,15 >20000 >1238
3 13,74 >20000 >1456
5 18,43 >20000 >1085
6 13,35 17566,77 1316
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8 11,35 >20000 >1762

11 13,93 >20000 >1436

14 13,04 >20000 >1534

15 14,21 17732,12 1247
Sunitinib 7,73 4144,09 536
Hop chét so sénh 1 13,23 5689,26 430
Hop chit so sanh 2 12,31 6982,25 567
Hop chit so sénh 3 14,64 8054,61 550

Vi du thir nghiém 3: Thir nghiém hoat dong trc ché su ting sinh cia dong té
bao khéi u ctia ngudi cb ngudn gbe tir MV-4-11.

Dong té bao bach ciu cép tinh cia ngudi MV-4-11 1a dong té bao ¢6 su
bién ddi trong Flt-3. Hoat dong chdng ting sinh in vitro cta cac hop chat trén
MV-4-11 duogc thir nghiém bing phuong phdp MTS: céc té bao phat trién
trohg giai doan gin mil duoc phan huy bing pancreatin va dugc dém; sb
lugng t& bao phi hop duoc tai lo ling trong dung dich nudi cdy, duoc cho vao
dia 96 giéng v6i 150 ul/giéng, va duoc nudi qua dém; dung dich nudi cdy 50
ul chita céc hop chét thtr nghiém duoc pha lodng 4 14n hodc chat dbi ching
duoc thém vao timg giéng, nudi tiép trong 72 gid; dung dich nudi cay dugc
liy ra bing éng mau va 120 pL MTS dung dich xét nghiém (100 pL mdi
truong méi va 20 pL dung dich MTS) duoc thém vao timg giéng da dugc sdy
& nhiét d6 37°C; ODago dwoc doc va dit 1idu dugc phan tich va xi 1y bang
phin mém GraphPad Prism5, dé tinh toan ICs.

Két qué cho thiy ring tit ca cac hop chit thir nghiém 1-15 c6 hoat dong
chéng lai sy ting sinh dang k& trén MV-4-11 va mot s6 hop chét c6 hoat dong
twong tu hodc cao hon sunitinib (xem bang dudi day). FLT-3 (FMS tuong tu
tyrosin kinaza 3) la thu thé tyrosin kinaza tuyp III, dugc tim théy rong rai
trong cac hé nhu hé mién dich va hé than kinh. Cac dot bién & gen FLT-3 va
quéa biéu hién cta FLT-3 c6 thé gy ra khéi u. Hoat dong chéng ting sinh cu
thé cua cac hop chét 1-15 trén MV-4-11 ciing cho thiy cac hop chét vi du

cling gidng v6i sunitinib ¢6 tdc dung 1am chét e ché FLT-3.
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Béang 3. Su tic ché ctia mot s6 hop chét dbi voi viée tang sinh dong té bao

MV-4-11 ¢6 ngudn gbc tir ngudi in vitro

Hop chét ICso (nM) Uc ché tbi da (%)
2 4,70 92,6
3 10,67 92,1
5 1,68 95,0
6 11,58 92,4
9 5,34 94,3
12 7,87 93,1
13 6,41 90,2
15 12,34 92,5
- Sunitinib 3,94 94 .4

Vi du thir nghiém 4: Uc ché trén khéi u cly ghép MV-4-11 trén chudt trui
16ng in vitro.

Céc t& bao MV-4-11 dugc nudi cdy dé tang sinh in vitro, va céc té bao
phét trién trong giao doan gén mi duge thu lai va tai lo Iimg trong moi trudong
nudi cdy EMEM khéng huyét thanh. Dich té bao dang huyén phu duoc fiém
duéi da bing xy lanh vao khoang néch cta chan phai trude cia chudt duc
Balb/c trui 16ng. Céc con chudt va céac khéi u cdy ghép duoc theo dai thuong
xuyén. Khi thé tich khéi u ting 1én nim trong khoang tir 100 dén 300 mm?,
céc con chudt c6 cac khédi u véi kich thude phu hgp dugc chon ra va chia
ngiu nhién 6 con thanh mdt nhém. Mdi nhém duoc theo doi da day bang chit
dan thubc chuén (0,5% CMC) hodc huyén pht ctia hop chét 6 hodc sunitinib &
lidu 80 mg/kg, mot 1an mot ngdy va gidm sat trong thoi gian 3 tuan. Trong
thoi gian gidm sat, dudng kinh ctia cac khdi u va trong luong co thé (BW) ctia
- chudt dugc do dac va tinh trang sdng cta cac con chudt duoc theo d&i. Thir
nghiém két thic sau 3 tudn sau khi theo dbi cac con chudt duoc cho chét ngat
bang khi CO, va dugc dua vao kham nghiém.

Thé tich khéi u (TV) dugc tinh todn bing cong thic TV = 1/2xaxb?,
trong d6 a 13 dudng kinh 16n hon ctia khéi u va b 14 dudng kinh nhé hon cta
khéi u.
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Két qua cho thiy ring vao ngdy 21 trong dot theo ddi trong da day, cac
khéi u trong nhém dbi ching chét dan thudc da phat trién bing gin 6 1an so
v6i thé tich ban dAu, trong khi cac khdi u & nhém didu tri bang hop chét 6 da
hoan toan bién mét, va hop chit 6 khong c6 tic dong dang ké nao téi trong
luong ctia chudt. Mic du chét sunitinib ciing cho thdy kha nang chdng lai khdi
u trong hau hét cac con chubt c6 khdi u bién mét, nhung trong luong co thé
ctia chudt lai giam di dang k& va c6 bang ching gay doc.

Bang 4. Uc ché cta hop chét 6 trén khdi u cdy ghép MV-4-11 trén

chudt trui 16ng

S6 Liéu
lugng | luong Do D2y
chudt | (mg/kg)
Khéi
Nhom | daw/Két TV BW TV BW
thuc
Dbi
ching ddn |  6/6 — | 243,76+20,1 | 19,42+0,08 | 1443,81£24622 | 22,67+0,48
thude
Sunitinib | 6/6 80 [ 242,75+20,58 | 19,47+0,33 | 12,9742,47%* | 16,02+0,56**
H‘-’P6°hat 6/6 80 | 238,25+13,18 | 20,42+0,20 | 0,00+0,00%* | 21,538+0,37

**: P<0,01 nhu dugc so sanh véi ddi ching dan thude

Nhu c6 thé thdy tir cac két qué thir nghiém trén khdi u ciy ghép MV-4-
11 & chudt trui 16ng. Hop chét 6 ciia sang ché ¢6 hidu qué e ché rét tdt trén
cac khéi u cly ghép MV-4-11, & lidu luong 80 mg/kg c6 thé 1am bién mét
hoan toan céc khdi u va c6 rdt it anh huong 1én trong luong cua chudt.
Sunitinib 1am gidm déng ké trong luong cua chudt va cho thdy r3 rang c6 su
nhiém doc. Cac két qua nay chimg minh rédng céc hop chét cta sang ché co
kha ning chéng lai cac khédi u so véi sunitinib, nhung lai c¢6 mirc d6 nhiém

doc it hon, khoang diéu trj t6t hon va co gid tri cao trong viéc phat trién thude.
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Yéu cau bao ho

1. Hop chét indolon dugc thé pyrol c6 cong thic (I) dudi day, hodc c6 cong
thitc ctia hop chét 4, hop chit 6, hop chét 7, hop chét 8, hop chét 9, hodc hop
chét 15 hodc cac mudi dugce dung ctia hop chét nay:
( N-R
H
N n
/ \ ©

N
H
O

- ]
H
@)
trong d6
m dugc chon tir 0, 1 va 2;
n duoc chontir 1,2 va3; va
R dugc chon tir hydro, C;-Cg alkyl mach théng hoac mach nhanh, C;-C,
xycloalkyl, fdrmyl duoc thé b::ing C1-Cs alkyl mach théng hodc mach nhanh,

C3-C; xycloalkylformyl, t-butoxycacbonyl, carbamoyl dugc thé hodc

carbamoyl vong c¢6 5 dén 7 canh,

I o
F /N
4 o
N
H >
H\((DH
AR
6
F /N
0
N
H

-30-



20712

H
N&c
/7 \\ O
F /N
o)
N
H .
HKQ
N /
/ OO%N\
F /N
0
N
H ~
H\\Q
/7 \\ O
F /N
0
N
H >
H —nNH
N
7\ O
F /N
0
N
H

2. Hop chét indolon dwgc thé pyrol theo diém 1, trong d6 R duoc chon tir

7
8
9
15

nhém bao gébm hydro, C;-Cs alkyl mach thing hodc mach nhéanh, Cs-Cs
xycloalkyl, formyl dwoc thé bang C;-C; alkyl mach thing hodc mach nhénh,
Cs-Cg xycloalkylformyl, t-butoxycacbonyl, N,N-dimetyl carbamoyl, N,N-
dietyl carbamoyl, N,N-dipropyl carbamoyl, pyrolidin-1-ylformyl hodc
piperidin-1-ylformyl.

3. Hop chét indolon duoc thé pyrol theo diém 1, trong d6 R dugc chon tir

nhém bao gdm hydro, metyl, t-butoxycacbonyl, N,N-dimetyl carbamoyl hodc
pyrolidin-1-ylformyl.
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4. Hop chat indolon dugc thé pyrol theo diém 1, trong d6 hop chit indolon
duoc thé pyrol c6 cong thic (I) duoc chon tir céc hop chit 1 dén 3, 5, 10 dén
14 dudi day:

1 S
F /N
O
N
H

2 [\ ©
F /N
0
N
H
2 /
N»\N\
N
3 7 \\ ©
F /N
0
N
H >
/
N
N
5 /7 \\ O
F /N
0
N
H b
H@NBOC
N
10 /7 \\ O
F /N
0
N
H
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5. Hop chét indolon duoc thé pyrol hodc cac mudi duoc dung cia hop chét

b
NH
b
0O
N—
2
O
N

nay theo diém 1, trong d6 cadc mudi nay la cac muoi hydroclorua.
6. Dugc pham chura:

lwong c6 hiéu qua didu tri bénh cta mot hodc nhidu hop chét indolon

dugc thé pyrol hodc cac mudi duoc dung cta hop chét nay theo diém 1, va

céc thanh phan phu tiy chon.
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