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(57) Séng ché& dé cap dén muoi camsylat cua (1r,1'R,4R)-4-metoxy-5"-metyl-6'-
[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3'H-dispiro[xyclohexan-1,2'-inden-1'2'-
imidazol]-4"-amin va dugc phim chita mu6i nay dé diéu tri cic bénh lién quan
dén dang tinh bot beta (AB) nhu bénh Alzheimer, hdi chiing Down, bénh mach
méau do dang tinh bot B va céc tinh trang bénh nhu chiing sa st tri tué bao gébm
ching sa st tri tué c6 ngudn goc két hgp bénh mach va thodi héa, ching sa siit
tri tué trudc tudi gia, ching sa st trf tué tudi gia va ching sa sit tri tué lién quan
dén bénh Parkinson, ching liét trén nhan tién trién hodc ching thodi héa than

nén vo nao.
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Linh vure k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén mudi axit camphorsulfonic (camsylat) cta (1r,1’R,4R)-4-
metoxy-5’’-metyl-6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-
inden-1°2’-imidazol]-4’’-amin, va dugc phdm chira mudi nay. Mubi ndy c6 thé su
dung 1am thudc dé diu tri vi/hoic phong ngira cic bénh lién quan dén AB nhu hoi
chimg Down, bénh mach mau do dang tinh byt B nhu, nhung khong chi gidi han &,
bénh mach méu do dang tinh bdt & ndo hoic chimg xuét huyét nio di truyén, cac rbi
loan lién quan dén sy suy giam nhan thirc nhu, nhung khong chi giéi han &, MCI
(“mild cognitive impairment — ching suy giam nhén thic nhe”), bénh Alzheimer,
chimg mét tri nhd, cac tridu chung thiéu tip trung lién quan dén bénh Alzheimer,
chimg thodi héa thin kinh lién quan dén céc bénh nhu bénh Alzheimer hogc chimg sa
sut tri tu€ bao gém chung sa sut tri tu€ co nguén géc bénh mach két hop va thodi héa,
ching sa st tri tué truée tudi gia, chimg sa sat tri tué tudi gia va chimg sa sat tri tué
lién quan dén bénh Parkinson, ching liét trén nhén tién trién hodic ching thoai héa

than nén vo nao.

‘Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Diu hiéu bénh hoc thin kinh co ban gitp phin biét bénh Alzheimer
(Alzheimer’s disease - AD) 1a su ling dong peptit dang tinh bot B (amyloid B - AP)
gbc 40-42 trong mach méau ctia ndo va nhu mé nio. Rét nhidu dir liéu vé& di truyén, sinh
'héa va in vivo cho thiy vai trd chi chdt cia AP trong tién trinh bénh hoc ma cubi cing
din dén AD. Cac bénh nhan thuong biu hién cic triéu chimg sém (thudng 13 mét tri
nh¢) & tudi sau muoi hoic bay muoi. Bénh nay tién trién cing véi viée tang ching sa
st tri tué va tang ling dong AP. Pdng thoi, dang ting phosphoryl héa cua protein tau
lién két v6i vi cdu triic hinh 6ng dan tich tu trong céc noron, din dén nhiéu tac dong co
hai 1én chirc ning clia noron. Gia thuyét phd bién hién nay vé& mébi quan hé thdi gian

gitta bénh hoc AP va protein tau chi ra ring su ling dong AP xay ra truée su két tap
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protein tau trong cac mé6 hinh bénh & ngudi va dong vat. Trong trudng hop nay, dang
luu ¥ ring ban chit phan tir chinh x4c cia AB, c6 anh huéng téi chitc ndng bénh ly
ndy, hién 13 vin @& dang duoc tich cuc nghién ciru. R4t nhidu kha ning 13 c6 mét dai
c4c dang gy doc trai lién tuc tir cac oligome AP bac thip dén cac td hop si€u phan tir
nhu céc sgi AP.

Peptit AB 13 manh c4u thanh cia protein APP (AP amyloid precursor protein -
protein tién chét ctia dang tinh bot AB) typ I, 1a protein dugc biéu hién khép noi trong
cc md cta ngudi. Do AB hoa tan c6 thé dugc tim thiy trong ca dich huyét tuong va
dich ndo tiy (cerebrospinal fluid - CSF), va trong mdi trudng tir cac té bao dugc nudi
cdy, APP phai bi phén giai protein. C6 ba phan cét chii yéu cia APP lién quan dén
bénh hoc cua AD, dugc goi 1a phan cit a, B, vay. Phan cit o, xay ra manh & gitta mién
AB trén APP, dugc thuc hién bai cac metalloproteaza ADAMI10 hoic ADAM17 (chét
dimg sau con dugc goi 1a TACE). Phéan cét B, xay ra & dau tan cing N cia AB, duogc
thuc hién béi enzym phan cit APP vi tri Beta 1 (Beta site APP Cleaving Enzymel -
BACE]) aspartyl proteaza xuyén mang. Phén cit y, xay ra & diu tin cung C ctia AP va
sau d6 giai phong peptit, dugc thuc hién bdi nhiéu tiéu don vi aspartyl proteaza duge
goi 12 y-secretaza. Phan cit ADAM10/17 tiép theo 14 phén cét y-secretaza din dén giai
phéng peptit p3 hoa tan, manh AP duge cit ngin & diu tin cung N khong tao ra su
ling dong dang tinh bot & nguoi. Con duong phéan giai protein nay thuong dugce goi 1a
con dudng khong tao dang tinh bot. Cac phén cit lién tiép bsi BACE] va y-secretaza
tao ra peptit AR nguyén ven, vi vdy, qua trinh xir Iy nay dugc goi 1a con dudng tao
dang tinh bot. V6i kién thirc c¢6 duge nay, cé thé hinh dung hai cich c6 thé dé 1am
giam san xuat AB: kich thich qu4 trinh khéng tao dang tinh bot, hoic trc ché hoic didu
bién qua trinh tao dang tinh bot. Pon sang ché nay tép trung vao céch sau, tirc 13 trc
ché hoic diéu bién qua trinh tao dang tinh bot.

Céc mang lé'.ng dong dang tinh bjt va bénh mach mau dang tinh bdt cling dic
trung & ndo cia bénh nhéan bj Trisomy 21 (hdi chimg Down), chimg xuét huyét nio di
truyén véi su thodi héa dang tinh bot kidu Ha Lan (Hereditary Cerebral Hemorrhage
with Amyloidosis of the Dutch-type - HCHWA-D), va c4c r6i loan suy tho4i thn kinh
khac. Cac ¢4m rdi sqi than kinh con x4y ra & cac rdi loan suy thodi than kinh khac bao

gdm cac 16i loan gy ra do chimg sa sat tri tu¢ (Varghese, J., et al, Journal of
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Medicinal Chemistry, 2003, 46, 4625-4630). C4c méang ling dong dang tinh bdt B cha
yéu 13 tap hop cia peptit AB, peptit ndy 13 san phdm cta qué trinh phan giai protein
clia protein tién chét dang tinh bot (APP). Cu thé hon, peptit AB thu duoc tir phan cit
ciia APP & du tan cung C bdi mdt hodc nhiéu y-secretaza, va & dau tdn cung N béi
enzym B-secretaza (BACE), con dugc goi 12 aspartyl proteaza hodc Asp2 hoédc enzym
phan cit APP vi tri beta (BACE), nhu mot phén cta con dudng tao dang tinh bot B.

Hoat tinh cita BACE c6 lién quan truc tiép dén viéc san sinh peptit AB tir APP
(Sinha, et al, Nature, 1999, 402, 537-540), va cic nghién ciru ngdy cang chi rd ring
viéc trc ché BACE s& trc ché qué trinh san xuét peptit AB (Roberds, S. L., et al, Human
Molecular Genetics, 2001, 10, 1317-1324). BACE 14 protein lién két mang typ 1 dugc
téng hop duéi dang tién enzym hoat dong mét phin, va dugc biéu hién nhidu trong md
ndo. N6 dugc cho 13 biéu hién hoat tinh B-secretaza cha yéu, va dugc coi 13 bude gidi
han tdc do trong qua trinh san xuét peptit p dang tinh bot (Ap).

Do d6, cac thudc 1am gidm hodc phong bé hoat tinh BACE s& phéi 1am giam
ham luong AP va ham lugng cia cic manh AP trong ndo, hodc & nhitng noi ma AP
hodc manh cta no lfmg dong, va do d6, 1am cham sy tao ra cdc mang dang tinh bdt va
tién trién cia AD hodc cdc bénh khéc lién quan dén sy ling dong AP hodc manh cia
n6. Do d6, BACE 14 chét dy tuyén quan trong dé phat trién cac thudc diéu tri vi/hoic
du phong cac bénh lién quan dén AP nhu hoi chirng Down, bénh mach mau do dang
tinh bdt B nhu, nhung khong chi gidi han &, bénh mach mau do dang tinh bt & ndo
hoic chimg xuét huyét nfo di truyén, c4c rdi loan lién quan dén su suy gidm nhén thic
nhu, nhung khoéng chi gidi han &, MCI (“ching suy gidm nhén thirc nhe”), bénh
Alzheimer, chimg mét tri nhé, cac tridu ching thiéu tip trung lién quan dén bénh
Alzheimer, chirng thoi héa than kinh lién quan dén céc bénh nhu bénh Alzheimer
hoic ching sa st tri tué bao gdm chig sa sit tri tué c6 ngudn gdc bénh mach két hop
va thoai héa, ching sa st tri tué trude tudi gid, chimg sa st tri tué tudi gia va chimg
sa stt trf tué lién quan dén bénh Parkinson, ching liét trén nhan tién trién hoac chimg
tho4i hoa than nén vé nio.

Do d6, sé& 1a hiru ich khi trc ché sy ling dong AP va cac phan cia nd bing cach
trc ché BACE bing cic chét trc ché nhu céc hop chét duge dé xuét trong ban mo ta

nay.
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Tiém nﬁng tri liéu cta viée rc ché su ling dong AP di thic ddy nhiéu nhom
nghién ctru tim cich phan tich va md ta dic trung cac enzym secretaza va nhén dién
cac chét trc ché tiém ning cta chung, nhu dugc ban luén trong WO 2011/002408 A1
va WO 2012/087237 Al .

Ban chit k§ thuit cia sang ché

Sang ché dé xuit mubi camsylat cia hop chét (1r,I’R,4R)-4-metoxy-5’’-metyl-
6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1"2’-
imidazol]-4>’-amin. Mudi camsylat cia (1r,1’R,4R)-4-metoxy-5’ ’-metyl-6’-[5-(prop-
1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3"H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1"2’-imidazol]-4’’-amin ¢
thé dugc goi theo cach khac 13 mubi axit camphorsulfonic cta (1r,1°R,4R)-4-metoxy-
5°’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-

1°2’-imidazol]-4’’-amin.

M0 ta vin tit  hinh vé
Fig.1 13 gian d6 nhidu xa bot tia X ctia mubi camsylat cia (1r,1’R,4R)-4-
metoxy-5"’-metyl-6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2 -

inden-1’2’-imidazol]-4’’-amin.

M0 ta chi tiét sing ché

Theo mot phuong 4n, sing ché d& xuit mudi camsylat cia hop chét
(1r,I’R,4R)-4-metoxy-5’’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro-
[xyclohexan-1,2’-inden-12’-imidazol]-4>’-amin, dic trung & chd c6 phd nhidu xa bot
tia X (X-ray powder diffraction - XRPD) chi yéu c6 cac pic sau v6i gid tri khoang
cach d nhu duge thé hién trong bang 1:
Bang 1: Cac pic dugc nhén dién trén phd nhifu xa bot tia X

Goc Khoang Cuong do
hiéu chinh  cachd (A)  twong dbi
5,66 15,60 vs
7,72 11,44 m
8,11 10,89 VW



11,30
12,35
12,83
14,07
15,05
15,24
15,47
16,24
16,68
17,17
17,33
17,62
17,84
18,13
19,71
20,18
20,77
21,12
21,67
21,88
22,09
22,29
22,73
23,11
23,63
24,50
26,18
26,54
27,72
27,95

28.80
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7,83
7,16
6,89
6,29
5,88
5,81
5,72
5,45
5,31
5,16

511

5,03
4,97
4,89
4,50
4,40
427
4,20
4,10
4,06
4,02
3,99
3,91
3,84
3,76
3,63
3,40
3,36
3,22
3,19
3,10
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28,93 3,08 VW
29,71 3,00 VW
30,56 2,92 VW
31,14 2,87 VW
31,64 2,83 VW
31,74 2,82 VW
32,11 2,79 \A
32,84 2,72 VW
33,86 2,65 VW
34,30 2,61 m
36,78 2,44 m
37,49 2,40 w
40,23 2,24 VW
40,93 2,20 VW
41,32 2,18 VW
42,43 2,13 w
44,54 2,03 VW
46,29 1,96 VW
48,32 1,88 VW

Theo mdt phuong an khéc, séng ché d& xuit mubi camsylat cia hop chit
(1r, I’R,4R)-4-metoxy-5""-metyl-6’-[5-(prop-1-yn-1 -yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro-
[xyclohexan-1,2’-inden-1’2’-imidazol]-4’’-amin, ddc trung & chd ¢ phé nhiéu xa bot
tia X, cht yéu c¢6 cac pic rit manh, manh va trung binh sau véi gié tri khoéng cach d
nhu duge thé hién trong bang 2:

Béang 2:
Céc pic dugc nhén dién trén phd nhifu xa bot tia X
Goéc Khoang Cuodng do
hiéu chinh  cachd(A)  tuong ddi
5,66 15,60 vs
772 11,44 m
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11,30 7,83 m
12,35 7,16 S
12,83 6,89 m
15,24 5,81 m
15,47 5,72 m
17,17 5,16 m
18,13 4,89 m
19,71 4,50 m
20,77 4,27 m
21,12 4,20 m
23,63 3,76 m
24,50 3,63 m
26,18 3,40 m
26,54 3,36 m
34,30 2,61 m
36,78 2,44 m

Khi duge st dung trong ban md ta nay, thuit ngit mudi camsylat ciia hop chét
(1Ir,1’R,4R)-4-metoxy-5""-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3 H-dispiro-
[xyclohexan-1,2’-inden-12’-imidazol]-4’’-amin con bao gbém tit ci cac solvat va cac
dong tinh thé cia né.

Cac mubi khéc ciia hop chét (1r,1 ’R,4R)-4-metoxy-5"’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-
1-yl)pyridin-3-yl]-3’"H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1’2’-imidazol]-4’-amin bao
gdm mudi sucxinat, clo hydric, phosphat, sulfat, fumarat va 1.5 naphtalendisulfonat.

Theo mét phuong 4n cu thé, sang ché @ xuit duoc phim chira hoat chét 1a
mubi camsylat cia hop chét (1r,1I’R,4R)-4-metoxy-5’’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-
yDpyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-12’-imidazol]-4’’-amin v&i lugng
hiru hi€u trj li€u, cung véi cac ta duogc, chét mang hodc chét pha loang dugc dung.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé Xuét mubi camsylat ciia hop chét
(1r,1’R,4R)-4-metoxy-5"’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn- 1-yl)pyridin-3-yl]-3 H-

dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1’2’-imidazol]-4’’-amin d& str dung 1am thuéc.
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Sang ché mo ta viéc su dung mudi camsylat cua hop chéit (1r,1’R,4R)-4-
metoxy-5’’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-
inden-1°2’-imidazol]-4"’-amin, 1am thudc dé diéu trj hoic phong ngira bénh lién quan
dén AP.

Séng ché moé ta viéc st dung mudi camsylat cua hop chit (Ir,1’R,4R)-4-
metoxy-5"’-metyl-6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-
inden-1°2’-imidazol]-4>’-amin, 1am thuéc dé diéu trj hogc phong ngira bénh lién quan
dén AP, trong d6 bénh lién quan dén AP nay 12 hoi chimg Down, bénh mach mau do
dang tinh bot B, bénh mach mau do dang tinh bot & ndo, chimg xuét huyét ndo di
truyén, r6i loan lién quan dén sy suy gidm nhén thirc, MCI (“ching suy giam nhéin
thirc nhe”), bénh Alzheimer, chimg mét tri nhé, cac tri€u ching thiéu tdp trung lién
quan dén bénh Alzheimer, chimg thoai héa thin kinh lién quan dén bénh Alzheimer,
chimg sa stt tri tué c6 ngudn gbc bénh mach két hop, chimg sa siit tri tué c6 ngudn gbc
thodi hoa, chimg sa sit trf tué truéce tudi gia, chimg sa sit tri tué tudi gia, chimg sa sit
trf tué lién quan dén bénh Parkinson, chimg liét trén nhan tién trién hodc chimg thoai
~ héa than nén vé nio.

Sang ché mod ta viéc st dung mudi camsylat ciia hop chit (1r,I’R,4R)-4-
metoxy-5"’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-
inden-12’-imidazol]-4’-amin, 1am thuéc dé diéu tri hoic phong ngira bénh
Alzheimer.

Sang ché mo ta viéc st dung mudi camsylat ciia hop chit (1r,I’R,4R)-4-
metoxy-5"’-metyl-6’-[ 5-(prop- 1 -yn-1-yD)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-
inden-1°2’-imidazol]-4">-amin, trong viéc bio ché thudc @& diéu tri hodc phong ngira
bénh lién quan dén AB.

Sang ché mé ta viéc st dung mudi camsylat cua hop chit (1r,I’R,4R)-4-
metoxy-5’’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-
inden-1"2’-imidazol]-4>’-amin, trong viéc bao ché thuc dé diéu tri hodc phong ngira
bénh lién quan dén A, trong d6 bénh lién quan dén AP nay 1 hoi chimg Down, bénh
mach mau do dang tinh bdt B, bénh mach méu do dang tinh bdt & ndo, chirng xuét
huyét ndo di truyén, réi loan lién quan dén sy suy giam nhén thirc, MCI (“chimg suy

giam nhan thirc nhe”), bénh Alzheimer, chig mat tri nh6, céc triéu chimg thiu tap
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trung lién quan dén bénh Alzheimer, chimg thoai hoa than kinh lién quan dén bénh
Alzheimer, ching sa sut tri tué co6 nguén gbc bénh mach két hop, ching sa sut tri tué
c6 ngudn gbdc thodi hoa, ching sa sut tri tué truée tudi gia, chimg sa sat tri tué tudi gia,
chung sa sut tri tug lién quan dén bénh Parkinson, ching liét trén nhan tién trién hodc
chitng thoai héa than nén vé nio. ‘

Sang ché mo ta viéc st dung mudi camsylat cia hqp chét (1r,1’R,4R)-4-
metoxy-5’’-metyl-6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-
inden-1°2’-imidazol]-4’-amin, trong viéc bao ché thubc dé didu tri hoiic phong ngira
bénh Alzheimer.

Sang éhé mo ta phuong phép trc ché hoat tinh cia BACE bao gdm budc cho
BACE nay tiép xtic véi mudi camsylat cia hop chét (Ir,1’R,4R)-4-metoxy-5"’-metyl-
6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1"2’-
imidazol]-4’’-amin.

Sang ché mé ta phuong phap diéu tri hosic phong ngira bénh lién quan dén AP &
bénh nhan can diéu tri, bao gdm budc cho bénh nhan ndy ding mudi camsylat cita hop
chit (1r,I’R,4R)-4-metoxy-5""-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3 H-
dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-12’-imidazol]-4"’-amin véi lugng hitu hiéu trj liéu.

Séng ché mé ta phuong phép diéu tri hodc phong ngira bénh lién quan dén AB &
bénh nhan can diéu tri, bao gdm budc cho bénh nhéan nay dL‘mgAmuéi camsylat ctia hop
chét (1r,1’R,4R)-4-metoxy-5’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3°H-
dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1’2’-imidazol]-4’’-amin v&i luong hitu hiéu tri liéu,
trong d6 bénh lién quan dén AP nay 1 hoi chimg Down, bénh mach mau do dang tinh
bot B, bénh mach mau do dang tinh bot & nio, chimg xuit huyét ndo di truyén, rbi loan
lién quan dén sy suy giam nhén thirc, MCI (“chirmg suy gidm nhéan thitc nhe”), bénh
Alzheimer, chimg mét tri nhé, céc tridu chimg thiéu tap trung lién quan dén bénh
Alzheimer, ching thoai héa than kinh lién quan dén bénh Alzheimer, chimg sa st tri
tué c6 ngudn gbec bénh mach két hop, ching sa sit tri tué c6 ngudn gbe thoai hoa,
chimg sa stt tri tué truée tudi gia, chimg sa st tri tué tudi gia, chimg sa sut tri tué lién
quan dn bénh Parkinson, chung liét trén nhan tién trién hodc chirng thoai héa thin

nén vo nao.

-10-
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Sang ché mé ta phuong phap didu tri hoic phong ngtra bénh Alzheimer & bénh
nhan cin diéu tri, bao gdm budc cho bénh nhan nay ding mudi camsylat cia hop chét
(1Ir,I’R,4R)-4-metoxy-5"’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3 H-
dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1"2’-imidazol]-4’’-amin v6i lugng hitu hiéu trj liéu.

Sang ché mé ta phuwong phép e ché hoat tinh cia BACE bao gdm budc cho
BACE nay tiép xtc v6i mudi camsylat cia hop chét (1r,1’R,4R)-4-metoxy-5’-metyl-
6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1"2’-
imidazol]-4’’-amin. BACE dugc cho 13 biéu hién hoat tinh B-secretaza chu yéu, va
dugc coi 13 bude gidi han tdc d6 trong viée san xuét protein B dang tinh bot (AB). Do
d6, viéc trc ché BACE qua cic chit trc ché nhu céc hop chét dugc d& xuét trong ban
md ti nay s& hitu ich dé &rc ché sy ling dong ciia AB va cc phan ctia né. Do su ling
dong AB va cac phan ciia né dugc lién két v6i cac bénh nhu bénh Alzheimer, BACE I3
chét du tuyén quan trong dé phat trién cac thudc didu tri va/hoic du phong cac bénh
lién quan dén AP nhu hoi ching Down, va bénh mach méau do dang tinh bot B nhu,
nhung khong chi gigi han ¢, bénh mach méu do dang tinh bdt & ndo, chimg xut huyét
ndo di truyén, cac rdi loan lién quan dénl su suy gidm nhén thirc nhu, nhung khong chi
giéi han &, MCI (“chimg suy gidm nhén thirc nhe”), bénh Alzheimer, chimg mét tri
nhé, céc triéu ching thiéu tap trung lién quan dén bénh Alzheimer, chimg thoai héa
than kinh lién quan dén cac bénh nhu bénh Alzheimer hodc chimg sa sut tri tué bao
gdm chig sa sut tri tué c6 ngudn gbc két hop bénh mach va thoai hda, ching sa sut tri
tué trude tudi gia, chimg sa sit tri tué tudi gia va ching sa siit tri tué lién quan dén
bénh Parkinson, ching liét trén nhan tién trién hodc chirng thoai hoa than nén vé nio.

Sang ché md ta phuong phap du phong cic bénh lién quan dén AP nhu hoi
chimg Down va bénh mach méu do dang tinh bot B nhu, nhung khong chi gi6i han &,
bénh mach mau do dang tinh bot & ndo, ching xuit huyét nio di truyén, céc rdi loan
lién quan dén sy suy gidm nhan thirc nhu, nhung khong chi giéi han &, MCI (“ching
suy gidm nhédn thirc nhe”), bénh Alzheimer, ching mét tri nhd, cac triéu chimg thiéu
tap trung lién quan dén bénh Alzheimer, chimg tho4i héa thin kinh lién quan dén céc
bénh nhu bénh Alzheimer hodc ching sa sut tri tué bao gém ching sa st tri tué c6
ngudn gbc két hop bénh mach va thoai héa, ching sa sut tri tué trude tudi gia, chimg

sa st tri tué tudi gid va chimg sa sit tri tué lién quan dén bénh Parkinson, chung liét
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trén nhén tién trién hoic ching thoai héa than nén vé ndo, bao g6m budc cho dong vat
c6 vii (k& ca ngudi) ding mudi camsylat ciia hop chét (1r,1’R,4R)-4-metoxy-5’’-
metyl-6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1°2’-
imidazol]-4’’-amin v&i lugng hiru hiéu tri liéu.

Sang ché mé ta phuong phap diéu trj hoic phong ngira céc bénh lién quan dén
AP nhu hdi ching Down va bénh mach méu do dang tinh bot  nhu, nhung khong chi
gidi han &, bénh mach m4u do dang tinh bdt & ndo, ching xudt huyét ndo di truyén,
cac rdi loan lién quan dén sy suy giam nhéan thitc nhu, nhung khong chi giéi han &,
MCI (“chimg suy gidm nhén thirc nhe™), bénh Alzheimer, chimg mét tri nhé, céc triéu
chimg thiéu tap trung lién quan dén bénh Alzheimer, chung thoai héa than kinh lién
quan dén céc bénh nhu bénh Alzheimer hodc ching sa stit tri tué bao gdm chumg sa sut
tri tué c6 ngudn gbc két hop bénh mach va thoai héa, chiing sa sut tri tué trudc tudi
gia, chimg sa sit trf tué tudi gid va chung sa st tri tué lién quan dén bénh Parkinson,
chirng liét trén nhan tién trién hoiic chimg thoéi héa than nén vé nio, bang cach cho
dong vat c6 va (ké ca ngudi) ding mubi camsylat ctia hop chit (Ir,1’R,4R)-4-metoxy-
5’’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-
1’2’-imidazol]-4”’-amin va chét ting cudng nhén thirc vi/hodc tri nhé.

Sang ché mo ta phuong phap diéu tri hodc phong ngira céc bénh lién quan dén
AP nhu hoi ching Down va bénh mach méu do dang tinh bdt f nhu, nhung khong chi »
gi6i han &, bénh mach méu do dang tinh bot & ndo, chimg xuét huyét ndo di truyén,
cac rdi loan lién quan dn su suy giam nhéan thirc nhu, nhung khong chi giéi han &,
MCI (“ching suy gidm nhan thirc nhe™), bénh Alzheimer, chimg mat tri nhc"r, cac tri€u
chimg thiéu tap trung lién quan dén bénh Alzheimer, ching thoéi héa thin kinh lién
quan dén c4c bénh nhu bénh Alzheimer hoic ching sa sut tri tué¢ bao gém chiing sa st
tri tué c6 ngudn gbc két hop bénh mach va thoai héa, ching sa sit tri tué trude tudi
gia, ching sa st tri tué tudi gia va chimg sa sut tri tué lién quan dén bénh Parkinson,
chfmg liét trén nhan tién trién hoic chimg thoai hoa than nén vé ndo, bang cach cho
dong vét c6 vi (ké ca ngudi) ding mubi camsylat ciia hop chét (1r,1’R,4R)-4-metoxy-
5°’-metyl-6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-

1°2’-imidazol]-4"’-amin va chét tic ché cholin esteraza hoic cht chéng viém.
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Sang ché mé ta phwong phép didu tri hodc phong ngira céc bénh lién quan dén
AP nhur hdi chimg Down va bénh mach mau do dang tinh bot B nhu, nhung khong chi
gi6i han &, bénh mach mau do dang tinh bdt & ndo, chimg xuét huyét nio di truyén,
cac rbi loan lién quan dén su suy gidm nhén thirc nhu, nhung khong chi gi6i han &,
MCI (“ching suy giam nhén thirc nhe”), bénh Alzheimer, ching mét tri nhé, cac tri€u
ching thiéu tip trung lién quan dén bénh Alzheimer, chimg tho4i héa than kinh lién
quan dén cac bénh nhu bénh Alzheimer hodc chimg sa sut tri tué bao gdm chimg sa st
tri tu€ co nguén géc két hop bénh mach va thoai hda, ching sa sut tri tu¢ truée tudi
gia, chiing sa sut tri tué tudi gia va chimg sa sut tri tué lién quan dén bénh Parkinson,
chitng 1iét trén nhén tién trién hoic chimg thoai hoa than nén vé ndo, hodc bénh, rdi
loan hogc tinh trang bénh khéac bt ky duoc néu trong ban mo ta nay, bing cach cho
dong vat c6 vi (k& ca ngudi) ding hop chét theo sang ché va chat chéng loan thin
khong dién hinh. Céc chét chéng loan thin khong dién hinh bao gdm, nhung khéng chi
gi6i han &, Olanzapin (dugc dua ra thi truong dudi dang Zyprexa), Aripiprazol (duoc
dua ra thi truong dudi dang Abilify), Risperidon (dugc dua ra thi truong dudi dang
Risperdal), Quetiapin (dugc dua ra thi trudng dudi dang Seroquel), Clozapin (dugc
dua ra thi truong dudi dang Clozaril), Ziprasidon (dugc dua ra thi truong dudi dang
Geodon) va Olanzapin/Fluoxetin (dugc dua ra thi truong dudi dang Symbyax).

Theo mét sb phuong 4n, dong vat c6 vii hoic ngudi can diéu tri bang mudi
camsylat ciia hgp chét (1r,1°’R,4R)-4-metoxy-5°’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-
3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1°2’-imidazol]-4’-amin dd duoc chin doan
bi bénh hoac r6i loan cu thé, nhu bénh hoic 161 loan dugc mé ta trong ban mo ta nay.
Trong cac truong hop ndy, dong vat c6 vi hodc nguoi can didu tri néu trén 13 can viéc
didu tri nay. Tuy nhién, viéc chin doan khong can phai dugc thyc hién truée.

Céac dinh nghia dugc néu trong ban mo ta nay dugce du dinh dé 1am rd céc thuat
ngit dugc st dung trong toan bd ban mo ta nay. Thuét ngir “trong ban mo ta nay” céd
nghia 13 toan bd ban mo ta.

Khi dugc str dung trong ban mo ta ndy, “dugc dung” ding @& chi cac hop chét,
nguyén liéu, ché phém, va/hodc dang lidu ma, trong pham vi danh gi4 y hoc ding dén,

thich hop d€ sir dung tiép xic v4i mo clia ngudi va dong vat ma khong co doc tinh,
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kich tmg, d4p tng di ing, hodc vin dé hoic bién ching khac qué mire, trong Gmg véi
ty 1€ 1gi ich/rti ro hop ly.

Viéc diéu trj chimg sa sut tri tué dugc dinh nghia trong ban mo ta nay cé thé
dugc 4p dung nhu phép tri liéu duy nhét hodc c6 thé bao gbm, ngoai hop chit theo
sang ché, héa tri liu thong thuong. Hoéa trj liéu nay c6 thé bao gém mét hodc nhiéu
cac nhom chit sau: chit (e ché axetyl cholinesteraza, chit chéng viém, chit tang
cudng nhan thirc va/hoic tri nhé hoic chit chéng loan thin khong dién hinh.

Viéc diéu trj két hop niy c6 thé dat dugc bing cach ding lidu céc thanh phin
diéu tri riéng theo cach hd trg, ddng thdi, cing Iic, 13n luot hojc riéng r&. Céc sin
phém két hop nhu vay st dung céc hop chét theo sang ché.

Hoéa tri liéu thong thuong khic c6 thé bao gdm mot hodc nhidu céc loai chat
sau: (i) thudc chéng trdm cam, (ii) thubc chéng loan thin khong dién hinh, (iii) thudc
chéng loan than, (iv) thubc chéng lo 4u, (v) thubc chéng co giat, (vi) cac phép tri lidu
bénh Alzheimer hi¢n dang dugc sir dung, (vii) cac phép tri liéu bénh Parkinson, (viii)
cac phép tri liéu chimg dau nira dau, (ix) cac phép tri liéu bénh dot quy, (x) cac phép
tri liéu bénh sén tiéu, (xi) cic phép tri lidu chimg dau thin kinh, (xii) céc phép tri liéu
chimg dau do cam thy than kinh, (XIII) c4c phép tri liéu chimg mat nga va (xiv) thudc
6n dinh tdm than. Céc bién phép didu tri da biét dbi v6i céc phép tri lidu néu trén c6
thé duoc dimg két hop véi sang ché dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Céc san phim két hop nay sir dung mubi camsylat ctia hop chét (1r,1’R,4R)-4-
metoxy-5’’-metyl-6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-
inden-1°2’-imidazol]-4”’-amin trong khoang liéu dugc néu trong ban md ta nay va hop
chat hoic cac hop chit duge dung khéc trong khoang liéu duoc phé chuin va/hodc nhu
duge xac dinh boi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay.

Cac hop chit theo sang ché c6 thé dugc dung qua duong miéng, ngoai dudng
tiéu hoa, qua m4, am dao, tryc trang, hit, bom, dudi ludi, trong co, dudi da, tai chd,
trong mili, trong mang bung, trong nguc, trong tinh mach, ngodi mang cing, ndi tiy
mac, trong ndo thit va bang cach tiém vao céc khoép.

Liéu s& phu thudc vao duong dung, mirc 6 nghiém trong ctia bénh, tudi va can
ngng cia bénh nhén va cc yéu t§ khac thudng dugc xem xét béi thay thubc chim séc,

khi x4c dinh ché d¢ riéng va mirc lidu thich hop nhat déi véi bénh nhan cu thé.
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Luong hitu hiéu ciia hop chét theo sang ché dé sir dung trong trj liéu ching sa
sat tri tué 13 luong du dé 1am giam triéu ching sa st tri tu¢ & dong vat mau noéng, cu
thé 14 ngudi, 1am cham tién trién chimg sa sut tri tué, hodc 1am giam nguy co bénh x4u
di & cdc bénh nhén c6 triéu ching sa sut tri tué.

Ngoai hop chit theo sang ché, dugc phdm theo sang ché cing c6 thé chura, hodc
dugce ding phéi hop (ddng théi hodc 14n lugt) véi, mot hodc nhidu chit c6 tac dung
duge 1y c6 tac dung trong diéu tri mot hodc nhiéu tinh trang bénh dugc néu trong ban
md ta nay.

_ Lugng mubi camsylat cia hop chit (1r,1 'R,4R)-4-metoxy-5’-metyl-6’-[ 5-
(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-12’-imidazol]-4’-

amin dugc ding s& thay dbi dbi v6i bénh nhan cin diéu tri va s& thay dbi trong khoang
tir 10 ng/kg thé trong dén 100 mg/kg thé trong mdi ngdy va tot hon 13 s& thay ddi trong
khodng tir 10 ng/kg dén 10 mg/kg mdi ngay. Vi du, cac liéu ma ngudi c6 hiu biét
trung binh trong linh vyc ndy c6 thé d& dang biét dugc tir sang ché va cac hiéu biét
trong linh vuc ndy. Do d6, ngudi ¢6 hiu biét trung binh trong linh vyc nay cé thé d&
dang x4c dinh dugc lugng hop chét va cac chét phu gia, chit din, vd/hodc chét mang

tly chon trong ché phdm va dugc dung trong cac phuong phép theo sang ché.

Céac phuong phép diéu ché
Mubi camsylat cua (1r,1’R,4R)-4-metoxy-5’’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-
yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1"2 ’-imidazol]-4’ ’-amin

Mudi camsylat ciia hop chit (1r,I’R,4R)-4-metoxy-5"’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-
1-yDpyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1°2’-imidazol]-4"’-amin ¢4 thé
thu dugc bang cach bét diu tir dung dich chira (1r,1’R,4R)-4-metoxy-5""-metyl-6’-[ 5-
(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3°H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1°2’-imidazol]-4"’-
amin trong dung mo6i thich hop, vi du, 2-propanol, axetonitril, hofic axeton hoic hdn
hop cua cac dung mdi nay véi nudc, tiép theo tron dung dich thu dugc véi axit (1S)-
(+)-10-camphorsulfonic tryc tiép hodc di dwgc hoa tan trong dung mdi thich hop, vi
du, 2-propanol hodc nuéc, & nhiét d6 ndm trong khoang tir nhiét do phong dén 80°C.
Viéc két tinh c6 thé thu dugc bing cach 1am bay hoi dung méi va/hodc bing cach lam

lanh dung dich hodc truc tiép dudi dang két tinh phan tmg mudi. Céc hat tinh thé c6
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thé dugc st dung dé khoi mio két tinh. Céc hat c6 thé dugc didu ché tir chinh mé nay
bﬁng cach léy mau mdt thé tich nho dung dich va sau d6 1am lanh nhanh dé tao ra su
két tinh. Sau d6, bd sung cac tinh thé dudi dang hat vao mé nay.

Phén tich XRPD:

Phan tich nhiéu xa bt tia X (X-ray powder diffraction - XRPD) duoc thuc hién
trén c4c mau dugc chuén bi theo cac phuong phap chuin, vi du, cdc miu duge mé ta
trong Giacovazzo, C. et al (1995), Fundamentals of Crystallography, Oxford
- University Press; Jenkins, R. and Snyder, R. L. (1996), Introduction to X-Ray Powder
Diffractometry, John Wiley & Sons, New York; Bunn, C. W. (1948), Chemical
Crystallography, Clarendon Press, London; or Klug, H. P. & Alexander, L. E. (1974),
X-ray Diffraction Procedures, John Wiley and Sons, New York. Phan tich nhiéu xa tia
X dugc thuc hién bang cich sir dung nhifu xa ké PANanlytical X’Pert PRO MPD
trong 96 phut & gbc 20 tir 1° dén 60°. Céc gia tri khoang cach XRPD c6 thé thay déi
trong khoang +2 & chit s6 thap phan cudi.

Cudng d) twong dbi dugc tinh tir gian d6 nhiu xa do dugc véi khe bién ddi.

Céc cuong d9 tuong dbi do dugce so vdi pic manh nhét dugc dua ra duédi dang
r4t manh (vs) trén 50%, manh (s) nim trong khoang tir 25 dén 50%, trung binh (m)
nim trong khoang tir 10 dén 25%, yéu (w) ndm trong khoang tir 5 dén 10% va rat yéu
(vw) du6i 5% so véi chiéu cao pic tuong tmg. Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh
vuc ndy cin phai hidu ring cic cudng do XRPD c6 thé thay dbi gifta cdc miu khac
nhau va céc c4ch diéu ché mau khac nhau vi nhiéu nguyén nhan bao gdm dinh huéng
ru tién. Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vic ndy ciing cin phai hiéu rang do
dich chuyén géc dwoc do va do do, khoang cach d nhé hon c6 thé xay ra vi nhidu

nguyén nhan bao gdm sy thay ddi do bang phing bé mat ciia mAu trong nhifu xa ké.

Vi du thye hién sing ché
Vidul
6'-Bromospiro[xyclohexan-1,2'-inden]-1',4(3'H)-dion

O
Br
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Nap kali tert-butoxit (223 g, 1,99 mol) vao thiét bj phan tmg dung tich 100 1
chira hdn hop da khudy gdm 6-bromo-1-indanon (8,38 kg, 39,7 mol) trong THF (16,75
1) & nhiét @6 20-30°C. Sau d6, nap metyl acrylat (2,33 1, 25,8 mol) vao hdn hop nay
trong 15 pht, giit nhiét d6 ndm trong khoang 20-30°C. B4 sung dung dich chira kali
tert-butoxit (89,1 g, 0,79 mol) da hoa tan trong THF (400 ml) sau d6, bd sung metyl
acrylat (2,33 1, 25,8 mol) trong 20 phut & nhiét do 20-30°C. Sau do, bd sung phﬁn kali
tert-butoxit thir ba (90 g, 0,80 mol) di hoa tan trong THF (400 ml), tiép theo bd sung
14n thir ba metyl acrylat (2,33 1, 25,8 mol) trong 20 phut & nhiét d¢ 20-30°C. Nap kali
tert-butoxit (4,86 kg, 43,3 mol) dd hoa tan trong THF (21,9 1) vao thiét bi phéan Ung
trong 1 gi& & nhiét d6 20-30°C. Lam néng hdn hop phan tmg dén nhiét d6 xAp xi 65°C
va chung cit 23 1 dung méi. Nhiét d6 phan tmg dugc ha xubng 60°C va bd sung nude
kali hydroxit 50% (2,42 1, 31,7 mol) d3 hoa tan trong nuée (51,1 1) vao hén hop nay
trong 30 phut & nhiét ¢ 55-60°C, sau d6, khudy hdn hop nay trong thdi gian 6 gid &
nhiét d6 60°C, 1am mat xubng nhiét 6 20°C trong 2 gid. Sau khi khudy trong 12 gid &
nhiét d6 20°C, loc nguyén liéu rin, rira hai 14n bang hdn hop chira nudce (8,4 1) va THF
(4,2 1) va sau 46, lam khdé & nhi¢t 46 50°C trong chan khong thu dugc 6'-
bromospiro[xyclohexan-1,2"-inden]-1',4(3'H)-dion (7,78 kg; 26,6 mol). 'H NMR (500
MHz, DMSO-dg) 6 ppm 1,78 - 1,84 (m, 2 H), 1,95 (td, 2 H), 2,32 - 2,38 (m, 2 H), 2,51
-2,59 (m, 2 H), 3,27 (s, 2 H), 7,60 (d, 1 H), 7,81 (m, 1 H), 7,89 (m, 1 H).

Vidu?2
(1r,4r)-6'-Bromo-4-metoxyspiro[xyclohexan-1,2'-inden]-1'(3'H)-on

Nap phtre hop boran tert-butylamin (845 g, 9,7 mol) da hoa tan trong DCM (3,8
1) vao huyén phi dic chira 6'-bromospiro[xyclohexan-1,2'"-inden]-1',4(3'H)-dion (7,7
kg, 26,3 mol) trong DCM (42,4 1) & nhiét dd xAp xi 0-5°C trong khoang 25 phiit. Dé
phan tng két hop khudy & nhiét d 0-5°C trong 1 gid, sau do, phan tich x4c nhan ring
mirc chuyén hod 13 >98%. Nap dung dich dwoc pha tir natri clorua (2,77 kg), nudc
(13,3 1) va axit clohydric 37% (2,61 1, 32 mol). Lam 4m hdn hop dén nhiét do xp xi
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15°C va tach c4c pha sau khi ling thanh cac 16p. Pua pha hiru co trd lai thiét bj phan
rng, cung véi metyl metansulfonat (2,68 1, 31,6 mol) va tetrabutylamoni clorua (131 g,
0,47 mol) va khqu manh hén hop ndy & nhiét @6 20°C. Sau d6, nap natri hydroxit
50% (12,5 1, 236 mol) vao hén hop phan tmg d4 dugc khudy manh trong khoang 1 gitr
va dé phan g két hop khudy manh qua dém & nhiét ¢ 20°C. B sung nuée (19 1) va
loai bé pha nudc sau khi tach. Lam néng 16p hitu co dén nhiét d6 xip xi 40°C va
chung c4t 33 1 dung méi. Nap etanol (21 1) v tiép tuc cét két hop ting dan nhiét dd (22
1 dugc cit & nhiét d6 1én dén 79°C). Nap etanol (13,9 1) & nhiét 46 x4p xi 75°C. Nap
nuée (14,6 1) trong thoi gian 30 phut, gir ahiét d6 nim trong khoang 72-75 °C. Rut
khoang 400 ml dung dich vio ! polythen 500 ml va mau nay tr két tinh. D& ngudi mé
ndy xudng. nhiét $ 50°C, dua miu huyén pha ddc da két tinh tr6 lai dung dich. Dé
ngudi hdn hop nay xubng nhiét do 40°C. Lam mat hén hop nay xudng nhiét 6 20°C
trong 4 gio, sau d6, khudy qua dém. Loc chét rén, rira bing hén hop chira etanol (6,6 1)
va nude (5 1) va 1am khd & nhiét 6 50°C trong chan khéng dé thu dugc (1r,4r)-6'-
bromo-4-metoxyspiro[xyclohexan-1,2"-inden]-1'(3'H)-on (5,83 kg, 18,9 mol) 'H NMR
(500 MHz, DMSO-d;) & ppm 1,22-1,32 (m, 2 H), 1,41 - 1,48 (m, 2 H), 1,56 (td, 2 H),
1,99 - 2,07 (m, 2 H), 3,01 (s, 2 H)I, 3,16 — 3,23 (m, 1 H), 3,27 (s, 3 H), 7,56 (d, 1 H),
7,77 (d, 1 H), 7,86 (dd, 1 H).

Vidu3

(1r,4r)-6'-bromo-4-metoxyspiro[xyclohexan-1,2'"-inden]-1'(3'H)-imin hydroclorua
NH + HCI

Nap (1r,4r)-6"-bromo-4-metoxyspiro[xyclohexan-1,2'-inden]-1'(3'H)-on (5,82
kg; 17,7 mol) vao thiét bj phan tmg dung tich 100 1 & nhiét d6 méi trwong tiép theo nap
titan (IV)etoxit (7,4 1; 35,4 mol) va dung dich chira tert-butylsulfinamit (2,94 kg; 23,0
mol) trong 2-metyltetrahydrofuran (13,7 1). Khudy hdn hop va 1am néng dén nhiét do
82°C. Sau 30 phat & nhiét do 82°C, ting nhiét d6 1én thém nira (Ién dén 97°C) va
chung cét 8 1 dung méi. P& ngudi hdn hop phan tmg xudng nhiét do 87°C va bd sung
2-metyltetrahydrofuran (8,2( 1) 1am cho nhiét d6 phan tmg xudng con 82°C. P& phan
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tmg két hop khudy & nhiét d6 82°C qua dém. Tang nhiét do phan Gng (dén 97°C) va
chung cit 8,5 | dung moéi. Dé ngudi hdn hop phan tmg xudng nhiét 4o 87°C va bd sung
2-metyltetrahydrofuran (8,2 1) 1am cho nhiét do phan tmg xudng 82°C. Sau 3,5 gid,
tang nhigt 6 phan ung Ién (dén 97°C) va chung cét 8 1 dung méi. P& ngudi hdn hop
phan mg xubng nhiét 4o 87°C va bd sung 2-metyltetrahydrofuran (8,2 1) 1am cho nhiét
do phan mg xudng con 82°C. Sau 2 gid, ting nhiét d6 phan tng 1én (dén 97°C) va
chung cit 8.2 | dung moi. Dé ngudi hdn hgp phan tmg xudng nhiét 4o 87°C va bd sung
2-metyltetrahydrofuran (8,2 I) 1am cho nhiét ¢ phan tng xudng con 82°C. Khudy hén
hop phan Umg qua dém & nhiét 6 82°C. Tang nhiét ¢ phan tmg Ién (dén 97°C) va
chung cit 8 | dung méi. Lam lanh hdn hop phan mg xuéng nhiét d6 25°C. Nap
diclometan (16,4 1) vao. B sung nu6e (30 1) vao thiét bi phén ing riéng va khudy
manh va bd sung natri sulfat (7 ,54 kg) va lam lanh dung dich thu dugc xuéng nhiét d6
10°C. Bb sung axit sunfuric (2,3 1, 42,4 mol) vao dung dich nudc va diéu chinh nhiét
do dén 20°C. Rit 6 1 dung dich nude axit vi cit d& dimg sau. Nap hdn hop phan tmg
hiru co vao dung dich nuée axit trong 5 phut két hgp khudy déu. Rira binh phén g
hitu co bang diclometan (16,4 1), va dung dich rira diclometan cling dugc b sung vio
nuéce axit. Khudy hén hop nay trong thoi gian 15 phut va sau d6, @ ling trong 20
phut. Pha nuéc bén dudi duge cho chay di, va bd sung 6 1 nude rira axit di cét tiép
theo 1a nuéc (5,5 1). Khudy hdn hop ndy trong thdi gian 15 phit va sau d6, dé ling
trong 20 phat. Lép hitu co bén duédi duge cho chay vio binh axit va 16p nudce bén trén
duoc loai bo. Nap 16p hitu co trd lai binh, tiép theo nap natri sulfat (2,74 kg), va khudy
hdn hop néy trong 30 phut. Loc natri sulfat va rira bing diclometan (5,5 1) va nap pha
hitu co gdp lai vao binh sach. Mé nay dugc lam néng dé cét (thu duoc tbi da 31164
nhiét d6 57°C). Dé ngudi mé nay xudng nhiét d6 40°C va bd sung diclometan (16,4 1).
Mé nay dugc 1am néng dé cét (thu dugc ti da 17 1 & nhiét o 54°C). Lam lanh mé nay
xudng nhiét 46 20°C va bd sung diclometan (5,5 1) va etanol (2,7 1). Nap hydroclorua 2
M trong ete dietyl (10,6 1; 21,2 mol) vao phan mg trong 45 phtt, giit nhiét d6 nim
trong khoang 16-23°C. Khudy huyén phi dic thu duge & nhiét d@ 20°C trong 1 gid,
sau d6, loc chét rén va rira 3 1an bing hdn hop diclometan va ete dietyl voi ty 1€ 1:1 (3
x 5,5 1). Lam khé chét rdn ndy & nhiét d6 50°C trong chan khong thu dugc (1r,4r)-6'-
bromo-4-metoxyspiro[xyclohexan-1,2"-inden]-1'(3'H)-imin hydroclorua (6,0 kg; 14,3
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mol; 82% khéi luong/khdi luong thir nghiém bing 'H NMR) 'H NMR (500 MHz,
DMSO-dg) & ppm 130 (m, 2 H), 1,70 (d, 2 H), 1,98 (m, 2 H), 2,10 (m, 2 H), 3,17 (s, 2
H), 3,23 (m, 1 H), 3,29 (s, 3 H), 7,61 (d, 1 H), 8,04 (dd, 1 H), 8,75 (d, 1 H), 12.90(br
s,2H).

Vidu4
(1r,4r)-6’-Bromo-4-metoxy-5’’-metyl-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1°2’-
imidazol]-4’’(3°’H)-thion
L
T~/
N

Br NH
N

Nap trimetylorthoformat (4,95 1; 45,2 mol) va diisopropyletylamin (3,5 1; 20,0
mol) vio thiét bi phan tmg chta (1r,4r)-6'-bromo-4-metoxyspiro[ xyclohexan-1,2'-
inden]-1'(3'H)-imin hydroclorua (6,25 kg; 14,9 mol) trong isopropanol (50,5 1). Khudy
hén hop phan tng nay va 1am néng dén nhiét do 75°C trong 1 gid sao cho thu dugc
dung dich trong. Thiét dit nhiét 46 dén 70°C va nap dung dich 2-oxopropanthioamit 2
M trong isopropanol (19,5 kg; 40,6 mol) trong 1 gid, sau d6, khudy hdn hgp phan ting
qua dém & nhiét d6 69°C. Mé nay dugc tao hat bang (1r,4r)-6’-bromo-4-metoxy-5’-
metyl-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1°2’-imidazol]-4"’(3*’H)-thion (3 g; 7,6
mmol) va ha nhiét d6 xuéng 60°C va khudy trong 1 gio. C6 hdn hop nay bing cich cit
(nhiét d6 cét xAp xi 60°C; cat dugc 31 I). B§ sung nuéce (31 1) trong 1 gidr va nhiét do
60°C truéc khi ha nhiét d6 xudng 25°C trong 90 phit, sau do, khudy hdn hop nay
trong thoi gian 3 gid. Loc chét ran, rira bing isopropanol hai 1an (2 x 5,2 1) va lam khoé
trong chin khong & nhiét 6 40°C thu dugc (1r,4r)-6’-bromo-4-metoxy-5’-metyl-3’H-
dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-12’-imidazol]-4’’(3’’H)-thion (4,87 kg; 10,8 mol; thir
nghiém thu dugc ndng do 87% khdi lwrgng/khdi lrong bing 'H NMR).

Vidu5
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Mudi axit D(+)-10-camphorsulfonic cia (1r,1’R,4R)-6’-bromo-4-metoxy-5"’-metyl-

3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1’2’-imidazol]-4’’-amin

>\(NH2
N |
Br N 0
N
AN /\\O

HO

Nap amoniac 7 M trong metanol (32 1; 224 mol) vao thiét bi phan tmg chira
(1r,4r)-6’-bromo-4-metoxy-5’’-metyl-3’H-dispiro[xyclohexan-1 ,2’-inden-1°2’-
imidazol]-4’’(3’’H)-thion (5,10 kg; 11,4 mol) va kém axetat dihydrat (3,02 kg; 13,8
mol). P4y kin thiét bi phan trng va 1am néng hdn hop nay dén nhiét d6 80°C va khudy
trong 24 gid, sau d6, 1am lanh xudng nhiét d6 30°C. Nap 1-butanol (51 1) va c6 hén
hop phan tmg bang cach cit trong chan khong khoéng 50 1. B6 sung 1-butanol (25 1)
va ¢6 hén hop niy bang cach cét trong chan khong 27 1. Lam lanh hén hop nay xudng
nhi¢t d6 30°C va nap natri hydroxit 1 M (30 I; 30 mol) vao. Khudy hén hop hai pha
ndy trong 15 phut. Tach pha nu6c bén dudi. Nap nude (20 1) va khudy hdn hop nay
trong 30 phiit. Tach pha nudc bén dudi. Lam néng pha hitu co dén nhiét d6 70°C, sau
d6, nap axit (1S)-(+)-10-camphorsulfonic (2,4 kg; 10,3 mol) vao. Khuy hén hop nay
trong thoi gian 1 gid & nhiét d6 70°C va sau d6, giam xudng con 20°C trong 3 gid. Loc
chét rin ndy, rira bing etanol (20 1) va 1am khé trong chan khéng & nhiét d6 50°C thu
duge mudi axit (+)-10-camphor sulfohic cia (lr,4r)-6’-bromo-4-metoxy-5’’-metyl-
3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1’2’-imidazol]-4’’-amin (3,12 kg; 5,13 mol; thir
nghiém thu duoc 102% khdi lrgng/thé tich bing 'H NMR).

Vidu6
(1r,1’R,4R)-4-metoxy-5"’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3°H-
dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1’2’-imidazol]-4’’-amin

Nap Na,PdCl, (1,4 g; 4,76 mmol) va 3-(di-tert-butylphosphoni)propan sulfonat
(2,6 g; 9,69 mmol) dugc hoa tan trong nuée (0,1 1) vao binh chira mudi axit (+)-10-
camphorsulfonic cta (lr,4r)-6’-bromo-4-metoxy-5’’-metyl-3’H-dispiro[xyclohexan-

1,2’-inden-12’-imidazol]-4>’-amin (1 kg; 1,58 mol), kali cacbonat (0,763 kg; 5,52
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mol) trong hdn hop gdm 1-butanol (7,7 1) va nuée (2,6 1). Hon hop duoc 1am tro cdn
than bang khi nito, sau d6 nap axit 5-(prop-1-ynyl)pyridin-3-yl boronic (0,29 kg; 1,62
mol) v hén hgp dugc 1am tro cén than 14n nita bing khi nito. Lam néng hdn hop phan
tng dén nhiét d6 75°C va khudy trong 2 gid, sau d6, phén tich cho thiy chuyén héa
hoan toan. Piéu chinh nhiét d6 xubng 45°C. Ngimg khudy va tach pha nudc bén duéi.
Rira 16p hitu co 3 14n bing nuée (3 x 4 1). Piéu chinh nhiét d6 phan tmg xudng 22°C
va nap chat khir Phosphonics SPM32 (0,195 kg) va khudy hén hop nay qua dém. Loc
chit khir ndy va rira bang 1-butanol (1 1). C6 phan tmg bang cach cit duéi ap suét giam
dén 3 1. Nap butyl axetat (7,7 1) va c6 hdn hop 14n nira xudng con 3 1 bang cach cét
duéi ap sudt giam. Nap butyl axetat (4,8 1) va lam néng hdn hop dén nhiét d6 60°C.
Khudy hdn hop ndy trong thoi gian 1 gid, sau d6, ¢6 hdn hop nay xubng con khoang 4
1 bang cach cét dudi 4p suét giam. Thiét dit nhiét d6 dén 60°C va bd sung heptan (3,8
1) trong 20 phut. Lam lanh hdn hgp xudng nhiét d6 20°C trong 3 gid va sau do, dé hdn
hop két hop khudy qua dém. Loc chét rin va rira hai 1in bing hdn hop gdm butyl
axetat:heptan véi ty 1& 1:1 (2 x 2 1). Lam khd san phdm trong chan khong & nhiét do
50°C @ thu duoc (1r,1’R,4R)-4-metoxy—5"-metyl-6’-[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin—3-
yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1’2’-imidazol]-4’’-amin (0,562 kg; 1,36 mol;
thit nghiém thu dugc 100% khdi lwong/khdi lugng bing 'H NMR). '"H NMR (500
MHz, DMSO-dg) 6 ppm 0,97 (d, 1 H), 1,12-1,30 (m, 2 H), 1,37-1,51 (m, 3 H), 1,83 (d,
2 H), 2,09 (s, 3 H), 2,17 (s, 2 H), 2,89-3,12 (m, 3 H), 3,20 (s, 3 H), 6,54 (s, 2 H), 6,83
(s, 1 H), 7,40 (d, 1 H), 7,54 (d, 1 H), 7,90 (s,1H). 8,51 (d,1H), 8,67 (d,1H)

Vidu7
Piéu ché mubi camsylat cia (1r,1’R,4R)-4-metoxy-5"’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-
yl)pyridin-3-y1]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1’2’-imidazol]-4’’-amin

Hoa tan 1,105 kg (1r,I’'R,4R)-4-metoxy-5’’-metyl-6’-[5-(prop-1-yn-1-
yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1’2’-imidazol]-4’’-amin trong
8,10 1 2-propanol va 475 ml nuéc & nhiét 4o 60°C. Sau d6, nap 1,0 mol duong lugong
(622 gam) axit (1S)-(+)-10 camphorsulfonic & nhiét d6 60°C. Khudy huyén phu dic
cho dén khi tit ca axit (1S)-(+)-10 camphorsulfonic dugc hoa tan. BS sung phén 2-
propanol thit hai (6,0 1) & nhiét & 60°C va sau d6, cac thanh phin dugc cit cho dén -
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khi gom dugc 4,3 1 phin cit. Sau d6, nap 9,1 1 heptan & nhiét d6 65°C. Sau thoi gian
mot gid, mé ndy tr& nén duc. Sau d6, viéc cét bd sung dugc thuc hién & nhiét do
khoang 75°C va gom 8,2 L phan cit. Sau d6, 1am lanh mé nay xuéng nhiét @ 20°C
trong 2 gior va gifr & nhiét 4o d6 qua dém. Sau d6, loc mé va rira bang hdn hop chira
1,8 L 2-propanol va 2,7 L heptan. Cubi ciing, 1am kho chit ndy & ap suét gidm va nhiét
d 50°C. Hiéu suét 13 1,44 kg (83,6% khbi lwgng/khdi lrong). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & ppm 12,12 (1H, s), 9,70 (2H, d, J 40,2), 8,81 (1H, d, J 2,1), 8,55 (1H, d, J
1,7), 8,05 (1H, dd, J 2,1, 1,7), 7,77 (1H, dd, J 7,8, 1,2), 7,50 (2H, m), 3,22 (3H, s),
3,19 (1H, d, J 16,1), 3,10 (1H, d, J 16,1), 3,02 (1H, m), 2,90 (1H, d, J 14,7), 2,60 (1H,
m), 2,41 (1H, d, J 14,7), 2,40 (3H, s), 2,22 (1H, m), 2,10 3H, s), 1,91 (3H, m), 1,81
(1H, m), 1,77 (1H, d, J 18,1), 1,50 (2H, m), 1,25 (6H, m), 0,98 (3H, s), 0,69 (3H, s).

Thir nghi€m sinh hoc

Mitc @ hoat tinh ciia mudi camsylat cia (Ir,1’R,4R)-4-metoxy-5"’-metyl-6-
[5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1°2’-imidazol]-
4’}’-amin c6 thé duge thir nghiém bing cach sir dung cac phuong phép sau:
Thtr nghi¢ém TR-FRET

Enzym B-secretaza dugc st dung trong TR-FRET duoc diéu ché nhu sau:
ADN b trg dbi véi phén hoa tan cia B-secretaza cua ngudi (AA 1 — AA 460) duoc
tach dong bing céch st dung vecto biéu hién & dong vét c6 v ASP2-Fc10-1-IRES-
GFP-neoK. Gen ndy dugc dung hop véi mién Fe cia IgG1 (gén 4i luc) va dugc tach
dong mot cach 6n dinh vao t& bao HEK 293. SBACE-Fc d tinh ché dugc luu gift &
nhiét do —80°C trong glyxin 50 mM pH=2,5, dugc diéu chinh dén d6 pH=7,4 bing
Tris 1 M va c6 d¢ tinh khiét bang 40%.

Enzym (dang dugc cit ngin) dugc pha lodng dén ndng d6 6 pg/ml (dich dy trix
1,3 mg/ml) va co chat TruPoint BACE1 dén 200 nM (dich dur trix 120 pM) trong dung
dich dém phan ng (NaAxetat, chaps, triton x-100, EDTA pH4,5). Enzym va hop chét
trong dimetylsulphoxit (ndng 46 DMSO cubi bing 5%) dugc tron va U trude trong 10
phut & nhiét d trong phong. Sau d6, bd sung co chit va u hdn hop phan tng trong 15
phit & nhiét do trong phong. Lam nglmg phan tng bang cich bd sung 0,35 thé tich
dung dich lam ngimg (NaAxetat, pH 9). Huynh quang ciia san phdm duge do trén may
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doc dia Victor II véi budce song kich thich 13 340-485 nm va budce song phat xa 13 590-
615 nm. Nong d6 cudi ctia enzym niy 13 2,7 pg/ml; ndng do cudi cia co chét 13 100
nM (Km 13 ~250 nM). i chimg dimetylsulphoxit, thay cho hop chét thir nghiém, xac
dinh mtc d0 hoat tinh 100% va mirc do hoat tinh 0% duoc xac dinh boi cac 16 khong
c¢6 enzym (dugc thay thé bing dung dich dém phan ng) hozc bang liéu bdo hoa cia
chdt @c ché di biét, 2-amino-6-[3-(3-metoxyphenyl)phenyl]-3,6-dimetyl-5H-
pyrimidin-4-on. Chét trc ché dbi chirng ciing dugc st dung trong thir nghiém dap tmg
liéu va ¢ IC50 12 ~150 nM.

Mubi camsylat cia (Ir,l ’R,4R)-4-metoxy-5"-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-
yl)pyridin-3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1"2’-imidazol]-4"’-amin ¢ ICs,
trung binh 13 0,2 nM trong thir nghiém nay.

Thir nghiém giai phéng sAPPB

Té bao SH-SY5Y dugc nubdi cly trong DMEM /F-12 véi Glutamax, 10% FCS
va 1% cac axit amin khéng thiét yéu va dugc bao quan cryo va bao quén & nhiét do
-140°C & ndng d6 bang 7,5-9,5x100 té bao trén mbi lo. Céc té bao dugc 1am tan va tao
hat & ndng d6 khoang 10000 té bao/15 trong DMEM /F-12 vé6i G'lutamax, 10% FCS va
1% céc axit amin khong thiét yéu vao dia xir Iy nudi ciy mé 384 15, 100 pl huyén pha
t€ bao/18. Sau d6, cac dia té bao dugc 0 trong 7-24 gid & nhiét do 37°C, 5% CO,. Loai
b6 mbi truong té bio, tiép theo bd sung 30 pL hop chét duge pha lofing trong DMEM
/F-12 v6i Glutamax, 10% FCS, 1% céc axit amin khong thiét yéu va 1% PeSt dén
ndng o cudi bang 1% DMSO. Cac hop chit dugc @ véi cac té bao trong 17 gidr (qua
dém) ¢ nhiét 46 37°C, 5% CO,. Dia Meso Scale Discovery (MSD) dugc st dung dé
phat hién sy giai phong sAPPB. Dia MSD sAPPB dugc phong bé trong BSA 1% trong
dung dich dém rira Tris (40 puL/18) trong 1 gio két hop lic & nhiét do phong va rira 1
l4n trong dung dich dém rira Tris (40 pL/18). 20 uL moi trudng dugc chuyén sang céc
vi dia MSD sAPPR di dugc rira va phong bé trudce, va cac dia té bao dugc sir dung tiép
trong thir nghiém ATP dé do tinh doc té bao. Cac dia MSD dugc t két hop 1ic & nhiét
d6 phong trong 2 gid va loai bé moi trudng. BS sung 10 pL khéng thé phat hién (1
nM) mdi 13 tiép theo 1 két hop lic & nhiét d6 phong trong 2 gid va sau d6, loai bo. BS
sung 40 pL dung dich dém doc méi 16 va céc dia duge doc trong bd tao anh SECTOR.
Thir nghiém ATP
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Nhu d3 chi ra trong thir nghiém giai phéng sAPPB, sau khi chuyén 20 pl méi
trudng tir dia té bao dé phat hién SAPPB, cac dia dugc sit dung dé phan tich tinh dc té
bao bing cach st dung kit ting sinh té bao/tinh doc t& bao ViaLightTM Plus cia
Cambrex BioScience do tdng ATP t& bao. Thir nghiém nay dugc thuc hién theo quy
trinh ctia nha san xuét. N6i ngén gon, 10 pul chét gy tan té bao dugc bd sung vao mdi
16. C4c dia dugc i & nhiét 6 phong trong 10 phit. Hai phut sau khi bd sung 25 pl chit
phin ung ATP ViaLightTM Plus d3a hoan nguyén, mitc d0 phat quang dugc do.
Ngudng Tox 13 tin hiéu dudi 75% cia ddi ching.
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YEU CAU BAO HQ

1. Mubi camsylat cia (Ir,1’R,4R)-4-metoxy-5’’-metyl-6’-[ 5-(prop-1-yn-1-yl)pyridin-

3-yl]-3’H-dispiro[xyclohexan-1,2’-inden-1",2"’-imidazol]-4"’-amin:

2. Muéi camsylat theo diém 1, c6 phd nhifu xa bét tia X (XRPD) chii yéu c6 céc pic

r4t manh, manh va trung binh véi céc gid tri d nhu sau:

Goc Khoang Cuong do

hiéuchinh  cachd(A)  twong dbi
5,66 15,60 vs
7,72 11,44 m
11,30 7,83 m
12,35 7,16 s
12,83 6,89 m
15,24 5,81 m
15,47 5,72 m
17,17 5,16 m
18,13 4,89 m
19,71 4,50 m
20,77 4,27 m
21,12 4,20 m
23,63 3,76 m
24,50 3,63 m
26,18 3,40 m
26,54 3,36 m
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34,30 2,61 m
36,78 2,44 m.

3. Mudi camsylat theo diém 1, c6 phd nhidu xa bét tia X v& co ban nhu dugc thé hién

trén Fig.1.

4. Dugc phim chira hoat chit 13 mubi theo cac diém 1, 2 hodc 3 véi lugng hiru hidu tri

lidu két hop véi it nhit mot ta duoc, chét mang hoic chit pha loéing duoc dung.
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Fig.1
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