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Linh vue k§y thuat dwge dé cap

Séng ché dé cap dén hop chét pyridon, quy trinh diéu ché ching va dugc

pham chira chung.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Séng ché lién quan dén hop chét pyridon thich hop dé st dung trong diéu tri
cac bénh nhiém virut, cac rbi loan mién dich hodc réi loan viém, trong d6 co lién
quan dén qua trinh diéu bién, hodc chii van, cac thu thd gidng Toll (toll-like receptor
- TLR). Céc thu thé gidng Toll 1a c4c protein xuyén mang so cip duoc dic trung boi
mién ngoai bao gidu leuxin va phin md rong t& bao chét chira ving bao thu. Hé
mién dich bAm sinh ¢6 thé nhan biét cac kidu mAiu phan tir gén lidn v6i mam bénh
théng qua cic TLR duoc biéu hién trén bé mit t& bao ctia mot sb loai té bao mién
dich nhit dinh. Viéc nhin biét cdc mam bénh la kich hoat qué trinh san xuét cac
xytokin v diéu tiét ting cac phan tir ddng kich thich trén cac thé thuc bao. Didu nay
dan dén su diéu bién dong thai cta té bao T.

U'dc tinh ring phan 16n céc loai dong vat c6 v déu ¢6 tir mudi dén muoi lim
loai thu thé giéng Toll. Mudi ba TLR (dugc dit tén don gian 1a TLR1 dén TLR13)
dd duoc nhan dién & ngudi va chudt nhit, va cac dang tuong duong ctia nhiéu loai
trong sb nay da duogc phat hién & cac loai dong vat c6 va khac. Tuy nhién, cic dang
tuong duong ctia TLR nhit dinh ma dwoc phat hién & nguoi thi khong c6 mit & tat
ca cac dong vat cé vi. Vi dy, gen méa hoa cho protein tuong tu véi TLR10 & nguoi
c6 mit & chudt nhit, nhung cé vé nhu da bi pha hiy tai mét th&i diém nao d6 trong
qua khir boi retrovirut. Mat khéc, chut nhit biéu hién cdc TLR 11, 12 va 13, khong
¢6 loai nio trong s6 nay duoc bidu hién & ngudi. Céc lodi dong vat c6 vit khéc cb thé
biéu hién cac TLR ma khong tim thiy & ngudi. Cac loai khong phai dong vat c6 vu
khéc c6 thé ¢6 cac TLR khéac biét véi cac dong vat cé vu, minh ching la TLR14, ma
duoc phét hién thiy & c4 xem sao Takifugu. Didu nay c6 thé lam phirc tap qua trinh
stt dung cac ddng vat thi nghi€ém lam mo hinh v& tinh mién dich bAm sinh & nguoi.

Phan mo ta chi tiét vé& cac thu thé gidng Toll duge mé ta trong céc bai bdo sau day:
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Hoffmann, J.A., Nature, 426, p33-38, 2003; Akira, S., Takeda, K., and Kaisho, T.,
Annual Rev. Immunology, 21, p335-376, 2003; Ulevitch, R. J., Nature Reviews:
Immunology, 4, p512-520, 2004.

Céc hop chét thé hién hoat tinh trén céc thu thé giéng Toll 3 dugc mo ta nhu
céc hop chét purin trong WO 2006 117670, céc hop chét adenin trong WO 98/01448
va WO 99/28321, va c4c pyrimidin trong WO 2009/067081. Céc hop chit pyridon
hitu dung dé diéu tri cac bénh nhidm virut, bénh viém va bénh tw mién duoc bdc 16

trong WO 2011/007116.

Tuy nhién, van c¢6 nhu cau 1én vé cac chat diéu bién thu thé giong Toll ma cb
tinh chon loc wu tién va profin d6 an toan cai thién so véi cac hgp chat da biet trong

cac giai phap k¥ thuat di biét trong linh vuc k§ thuat nay.
Ban chit k§ thuit cia sang ché

Muc dich cta sang ché 13 d& xuit hop chét pyridon va dugc phim chira chung

de diéu tri bénh nhiém virut va cac bénh khac.

Cu thé hon, sang ché d& xuét hop chét c6 cong thire (I):

R4
07 N" R,

@
hodc mudi hoic solvat dugc dung ctia ching, trong do:
R; 14 Cp¢alkyl, tiy ¥ dugc thé bing mot hodc nhiu phan tir thé dc 1ap duoc chon
tir aryl, halogen, hydroxyl, amino, axit carboxylic, este ctia axit carboxylic, amit ciia

axit carboxylic, axyl sulfonamit, C;; alkyl, Csg xycloalkyl, sulfon, sulfoxit,

sulfonamit, di vong hoac nitril;

Ry, R3, Ry va Rs doc 14p duge chon tir hydro, halogen, C;; alkyl, C;alkoxy, Cs
xycloalkyl, aryl, -CF3 hodc di vong;

hodc trong dé:
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R, duoc ngung tu véi R3 de tao ra cau tric vong,
Rj3 dugc ngung tu véi Ry d€ tao ra cau tric vong, hoac
R4 duge ngung tu véi Rs d€ tao ra cau trac vong.

Theo phuong 4n thit nhét, sang ché dé xuit hop chét c6 cong thirc (1) trong d6
R; 1a n-butyl va trong d6 R,, Rj, R4 va Rs 1a hydro.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xudt hop chét c6 cong thirc (I) trong d6 R,
1a n-butyl va trong d6 R, duoc ngung tu v4i R; dé tao ra cu tric vong, R; dirge
ngung tu véi Ry dé tao ra cAu trac vong hodac R4 duge ngung tu véi Rs dé tao ra cAu

trac vong.

Hop chét ¢ cong thuac (I) va mubi, solvat hodc thé da hinh dugc dung cua
chiing c6 hoat tinh lam duogc chét, dic biét 1 1am chit diéu bién hoat tinh thu thé
gidng Toll TLR7 vi/hodc TLRS, dic biét 14 hoat tinh TLR7.

Theo khia canh khéc, sang ché @ xuit duoc phdm chira hop chét c6 cong
thie (I) hodc mudi hodc solvat duge dung cua ching cung véi mdt hoac nhiéu ta
duoc, chit pha lodng hodc chét mang dugc dung.

Ngoai ra, hop chét ¢6 cong thire (I) hoac mubi hoic solvat duoc dung cua
chiing theo sang ché, hoic dugc phdm chira hop chét ¢ cong thirc (I) hodc mudi
hoéc solvat dugc dung cta ching c6 thé duge sir dung lam thude. .

Theo do, hop chét c6 cong thure (I) hodc mudi, solvat hoidc thé da hinh dixqc
dung ctia ching, hodc dugc phdm chia hop chét ¢ cong thire (I) hoic mubi, solvat
hodc thé da hinh duge dung ctia chung co thé duoc st dung trong diéu tri r6i loan
bat ky trong d6 ¢6 lién quan dén qué trinh didu bién TLR7 va/hoic TLRS. .

M5 ta chi tiét sang ché

Thuat ngit “alkyl” chi hydrocacbon béo no mach thing hoic mach nhénh ¢6
sb lugng nguyén tir cacbon x4c dinh.

Thuét ngit “halogen” chi flo, clo, brom hoéc iot.

Thuét ngit “xycloalkyl” chi vong cacbon cé s lwong nguyén tir cacbon xéac
dinh.
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Thuét ngit “alkoxy” chi nhém alkyl (chudi cacbon va hydro) lién két don véi

oxy nhu, vi du, nhom metoxy hodc nhém etoxy.

Thuat ngit “aryl” ¢ nghia 14 c4u tric vong thom tiy y chira mot hodc hai
nguyén tir khéc loai dwgc chon tir N, O va S, cu thé 1a tir N va O. CAu tric vong
thom nay cé thé ¢6 5, 6 hodc 7 nguyén tir trén vong. Cu thé, ciu trac vong thom hély

c6 thé ¢6 5 hodc 6 nguyén tir trén vong.

Thuat ngit “di vong” chi cac phin tir no hodc no mdt phin va bao gdm
etyloxit, tetrahydrofuran, dioxan ho#c céac este vong khéac. Di vong chira nito bao
gbm, vi du azetidin, morpholin, piperidin, piperazin; pyrolidin. C4c di vong khéc

bao gém, vi duy, thiomorpholin, dioxolinyl va cac sulfon vong.

Thuét ngit “cdu tric vong” c¢6 nghia 1a gbc dang mot vong no hodc no mot
phﬁn ¢6 5 dén 7 canh, t6t hon 13 6 canh, tiy y chta mot hoac nhiéu nguyén tr khac

loai dugc chon tir nito, oxy hoéc luu huynh.

Muobi dugc dung cta hop chat cé cong thie (I) bao gom mudi cdng axit va
muodi bazo cua ching. Mudi c¢dng axit thich hop dugc tao ra tir cac axit ma tao ra
muoi khong doc. Muodi bazo thich hgp dugc tao ra tir cac bazo ma tao ra muoi khong

doc.

Hop chét theo sang ché ciing c6 thé ton tai & dang da dwoc solvat hoa hodc
dang khong dugc solvat hoa. Thudt ngit “solvat” dugce sir dung trong ban mo ta nay
dé mo ta phitc hop phén tir chita hop chit theo sang ché va mét hodc nhiéu phan tir

dung méi dugce dung, vi dy, etanol.

Thuat ngit “thé da hinh” chi kha nang tdn tai & nhidu hon mot dang hodc cdu

tréc tinh thé ctia hop chét theo sang ché.

Hop chét theo sang ché c6 thé duoc st dung & dang san phém két tinh hozic
v6 dinh hinh. Chung ¢6 thé duoc thu nhan, vi du, & dang banh ran, bdt hodc mang
bang cic phuong phap nhu 1am két ta, 1am két tinh, lam khé lanh, sdy phun hoic
lam khé theo kiéu bay hoi. Chung c6 thé duoc st dung & dang don 1€ hodc & dang
két hop v6i mot hodc nhidu hop chét khac theo sang ché hoic & dang két hop voi
mot hodc nhiéu thube khac. Thong thudng, ching s& dugc st dung & dang ché phém

Kkét hop v&i mot hodc nhidu t4 duoc duge dung. Thuat ngir “t4 dugc” dugc st dung



20029

trong ban mo ta nay dé mo ta thinh phdn bit ky ma khong 'phéi 13 (cac) hop chét
theo sang ché. Viéc lwa chon ta duge phu thudc ph?m 16n vao cac yéu t5 nhu cach
thtrc sir dung cu thé, tac dung ctia ta duge dbi véi dd hoa tan va d6 dn dinh va ban

chat ctia dang li€u.

Hop chit theo sang ché hodc phin nhom bit ky ctia ching ¢6 thd duge bao
ché thanh céc dang dugc phdm khéc nhau cho céc muc dich st dung. P& 1am céc ché
phim thich hop, c¢6 thé k& dén tit ca cac ché phim fhuéng dugc st dung cho céc
thudc ding toan than. Pé bao ché dugce phim theo sing ché, luong c6 tac dung cua
hop chét cu thé, tiy v & dang mudi cdng, voi vai tro 1a thanh phén hoat tinh dugc két
hop b%mg cach tron k¥ véi chét mang dugc dung, chét mang nay co thé c6 nhiéu
dang khac nhau tity thuéc vao dang ché phdm mong mudn dé st dung. Tét hon 1a
cac duoc phém nay ¢ dang lidu don vi thich hop, vi du, dé su dung qua dudng
miéng, truc trang hodc qua da. Vi duy, d& bao ché cac ché phém ¢ dang lidu diung qua
dudng miéng, méi trudng bét ky trong sb cac méi truong dugc dung thong thuong
c6 thé duoc st dung nhu, vi du, nuée, glycol, dau, rugu dbi vai cac truong hop ché
pham 16ng ding qua dudng miéng nhu hdn dich, xi rd, c¢bn ngot, nhi tuong va dung
dich; hodc cac chat mang ran nhu tinh bét, dudng, cao lanh, chét pha lodng, chét lam
tron, chit gén két, chét gy ra d6i v6i cac trudng hop ché phdm dang bot, vién tron,
vién nang va vién nén. Do dé& sir dung, nén vién nén va vién nang 1a cac dang lidu
don vi ding qua dudng miéng thuan loi nhét, trong trudng hop nay, cac chét mang
ran duoc dung hién nhién dugc st dung. Ciing dwoc bao gdm 1a cac ché phim dang
rin ma c6 thé dugc chuyén héa, trong khoang thdi gian ngén trude khi st dung,
thanh cac ché phdm dang 1dng. Trong céc ché phim thich hop dé st dung qua da,
chit mang tiy y chita chit ting cudng tinh thdm va/hodc chit thAm wét thich hop,
tiy y dugc két hop vdi cac chit phu gia thich hop ¢6 ban chit bit ky véi ty 18 nhd,
céc chat phu gia nay khong tao ra tac dung c6 hai dang ké dbi v6i da. Cac chit phu
gia ndy cé thé tao thudn loi cho viée st dung cho da va/hoic c6 thé 13 hitu ich d& bao
ché cac ché pham mong mudn. Cac ché phdm nay c6 thé duge sir dung theo nhidu
cach, vi dy, ¢ dang miéng dén trén da, & dang bdi ding chd (spot-on), & dang thude
m&. Hop chét theo sang ché ciing c6 thé duoc st dung bang cach x6ng hit hoic bom

bing cic phwong phap va cdc ché phim da duoc sir dung trong linh vuc k¥ thudt nay
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cho viéc st dung theo cach ndy. Do d6, thong thudng, hop chit theo sang ché c6 thé

dugc st dung cho phéi & dang dung dich, hdn dich hozc bot khé.

Dic biét thudn loi néu bao ché duoc phém néu trén & dang lidu don vi dé d&
st dung va dé)ng déu vé litu luong. Dang liu don Vl nhu duge st dung trong ban
mo t& nay chi cac don vi tach roi v& mat vat ly thich hop lam céac lidu don nhét, mbi
don vi chtra lugng d& dinh trudc ctia thanh phén hoat tinh dugc tinh toan dé tao ra
tac dung didu tri bénh mong mudn két hop véi chit mang dugc dung cin thiét. Cac
vi du vé dang lidu don vi nay la vién nén (bao gém vién nén cé chia phén hodc ¢é
16p bao), vién nang, vién tron, bdt dong gbi, vién nhén (wafer), thudc dan, dung dich

hoic hdn dich c6 thé tiém duoc, va cac lidu bdi duoc phén chia cua chung.

Ngudi ¢é hiéu biét trung binh trong linh vuc didu tri bénh 14y nhiém s& c6
kha nang x4c dinh dugc lugng cé tac dung tir cac két qua thir nghiém duoc thé hién
duéi ddy. Nhin chung, du dinh 14 lugng hing ngdy c6 tic dung s& ndm trong khoang
tir 0,01mg/kg dén 50mg/kg thé trong, tdt hon 13 ndm trong khoang tlr 0,1mg/kg dén
10mg/kg thé trong. C6 thé 14 thich hop néu st dung lidu can thiét & dang hai, ba, bbn
hozc nhiéu phan liéu vio cac khoang céch thoi gian thich hop trong sudt ca ngay.
Cac phan lidu nay cé thé dugc bao ché & dang lidu don vi, vi dy, chia tr 1 dn
1000mg, va ddc biét 1a tir 5 dén 200mg thanh phén hoat tinh trong mdi dang lidu don
Vi.

Liéu lwong va tin suét sir dung chinh x4c phu thudc vao hop chét c6 cong
thac (I) cu thé dugce st dung, tinh trang bénh ly cu thé dugc didu tri, mic d6 trim
trong cua tinh trang bénh ly dugc didu tri, d6 tudi, can nang, va tinh trang thé chét
néi chung ctia bénh nhan cu thé cling nhu thudc khac ma cé thé co thé dang dung,
nhu d duoc biét rd déi v6i ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vue k§ thudt
nay. Ngoai ra, hién nhién 13 luong c6 tac dung c6 thé dugc lam gidm di hoic duoc
lam téng 1€n tuy thudc vao dap Ung cua ddi tuong dugc diéu tri va/hodc tiy thude
vao sy dénh gia clia bac si didu tri k& don hop chét theo sang ché. Do d6, khoang tri
s6 vé lugng c6 tac dung néu trén chi 1a huéng din va khong nhim 1am gi6i han

pham vi hodc g dung ctia sang ché & bat ky mirc d6 nao.
Vi du thwe hién sang ché

Diéu ché cac hop chit
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Hop chét c6 cong thire (I) duoc diéu ché theo so dd 1.

So dd 1 (trong d6 quy trinh diéu ché hop chit 1 dwoc néu lam vi dy):

cl Cl
N
yk EtsN (1 eq.) SN N)\NH MeOH
Cl N NH H 2

2 EtOH, hdi lwu

A B
Cl
' N
- /\/\ =
YN N)\NHZ Dung dich nuéc N N NH
H NaOH (2 eq.)
c EtOH, rt, qua dém D
o~ )
N
Z N /
| HN
"op N
NH,
DIAD (2 eq.)
PBus (2 eq.), THF 1

Céc hop chét loai A trong so dd 1 c6 thé duoc tao chic véi amin trong diéu
kién nhiét trong dung mdi phén cuc, vi du etanol, c6 hodc khong cb bazo (vi du
trietylamin). Nhom aldehyt ctia B ¢6 thé dugc chuyén héa thanh rugu nhd chit khi
nhu NaBH, trong dung méi phin cuc (vi du metanol). Clo trong hop chét loai C c6
thé duoc loai bd bang cach st dung Pd/C trong mdi trudng khi hydro va didu kién
bazo. Sau d6, nhdm rugu dugce tao chirc trong diéu kién Mitsunobu tiéu chudn d& tao
ra san phdm pyridon cudi.

Quy trinh diéu ché cac hop chit trung gian A va B duoc mo ta trong tai li€u
ky thuit (Bioorganic and Medicinal Chemistry 11, 2003, p4161; J. Heterocyclic
Chem., 20, 41 (1983); Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters 13 (2003) p217).
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Diéu ché B
al Cl
7 N N, Z \
o) | N > © I |
)\ EtsN (1 eq.) N N)\NHZ
H

CIm N NM EvoH hai luu

A B

A (10,0g, 52,08mmol) dugc thém vao etanol (100mL), sau dé n-butylamin
(3,81g, 52,08mmol) va trietylamin (5,27g, 52,08mmol) dugc thém vao dung dich
nay. Hon hop nay duoc lam néng dén hdi luu trong 8 gid. Dung dich nay duoc dé
cho dat dén 0°C va chét rin duoc tich ra bﬁng cach loc va duoc rira b%lng etanol, sau
d6 dugc lam kho trong chan khong dé tao ra B (10g). .

LC-MS m/z =229 (M+H); 1,20 phut

'H NMR (400 MHz, d-Cloroform) é ppm 0,95 (t, 3 H), 1,31 - 1,42 (m, 2 H),
1,53 - 1,65 (m, 2 H), 3,40 - 3,50 (m, 2 H), 5,11 (br. s., 2 H), 9,22 (br. s., 1 H), 10,07
(s, 1 H)

Piéu chée C

O/ AN N NaBH4 (3 eq.) o HO/I‘\N
P IN)\NHz CHOH -~ | PR
H

0°C dén rt, 30 phat H

B C

NaBH, (4g, 105,73mmol) duoc thém theo timg phan nhd vao hdn hop chira B
(8,0g, 35mmol) trong metanol & 0°C. Hon hop nay duoc khudy & nhiét d6 trong
phong (rt) trong 30 phut. Hn hop nay duoc xir Iy bang NaHCO; bdo hoa (100mL)
va H,O (100mL) mdt céach tir tr & 0°C, sau d6 duoc khqu & nhiét do trong phong
trong 10 phut. Chit két tia dugc tich ra bang cach loc va dugc rira bang nudc
(50mL) va etyl axetat : metyl #-butyl ete (1:5). Dich loc duoc chiét biang etyl axetat
(2 x 200mL). Céc 16p hitu co gdp lai duoc rira bing nudc mubi, duoc lam kho
(Na,S0y), cac chét rén duoc léy ra béng cach loc va dung mdi cta dich loc duoc loai

b6 dudi &p suét giam. Phin cin duoc xir Iy bang etyl axetat : metyl £-butyl ete (1:5).



20029

Chat két tha dugc tach ra bang cach loc va duoc rira bing metyl -butyl ete. Cac chét
két tha duoc g0op lai va dugc lam khd (chén khdng, 50°C, 30 phit) dé tao ra C.
LC-MS m/z =231 (M+H), 0,90 phut

'H NMR (400 MHz, DMSO-d) & ppm 0,90 (t, 3 H), 1,31 (m, 2 H), 1,50 (m,
2 H), 3,28 (m, 2 H), 4,4 (m, 2 H), 4,92 (m, 1 H), 6,29 (br. s., 2 H), 6,55 (m, 1 H)

Piéu ché D
Cl
X
PN A PAC.H, AN N,
ﬁ N° NH; dung dich nuéc H
NaOH (2 eq.)
C EtOH, rt, qua dém D

Dung dich chta NaOH (1,6g, 40mmol) trong H,O (SmL) dugc thém vao
dung dich chirta C (5,8g, 21,37mmol, dd tinh khiét 85%) trong etanol (150mL) &
nhiét d6 trong phong. Pd/C 10% (0,6g) duoc thém vao hdn hop nay. Binh dugc bit
kin va duoc cho tiép xuc véi khi hydro trong 15 gid. Khi hydro duogc loai bd va
duoc thay béng nito, chit xtic tac duoc loai bd b%lng cach loc, va dung moi cuia dich
loc dugc loai bo dudi ap suét giam. Etyl axetat dugc thém vao va hdn hop nay dugc
rira béng H,0, nudc mudi, duge 1am khd (NayS0,). Cac chét rén dugc Iéy ra béng
cach loc va dung mdi cia dich loc duge loai bd dudi ap suét giam. Phén cin duoc
rira bing metyl r-butyl ete. Chét két tiia dugc tach ra bang cach loc va dugce rira bang
metyl f-butyl ete. Chét rin dugc thu lai va duge lam khd (chén khong, 50°C, 30
phut) dé tao ra D.

LC-MS m/z = 197 (M+H); 3,21 phut

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,90 (t, J=7,4 Hz, 3 H), 1,24 - 1,41
(m, 2 H), 1,41 - 1,59 (m, 2 H), 3,23 - 3,34 (m, 2 H), 4,21 (br. 5., 2 H), 4,85 (br. s., 1
H), 5,87 (s, 2 H), 6,19 (t, /=5,3 Hz, 1 H), 7,50 (s, 1 H)

-10-
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Diéu ché hop chét 1

N~ TOH o N
HO SN > SN
/\/\/IN\/)\ NH, DIAD (2eq.) O~ T\)\

N N~ "N~ "NH
H PBus; (2eq.) N >
THF
D Hopchat1 |

DIAD (1,3g, 6,429mmol) dugc thém vao hdn hop chira D (0,5g, 2,29mmol,
d6 tinh khiét 90%), 2-hydroxypyridin (0,326g, 3,43mmol) va tributylphosphin
(1,34g, 6,62mmol) trong THF khan (10mL) & 0°C trong mdi trudng khi N,. Hon
hop nay dugc khudy & nhiét d6 trong phong qua dém va sau d6 dwoc dun hdi luu
trong 3 gid. Hén hop nay duge 1am bay hoi trong chan khong. Phan cin duogc xir 1y
bang ete diu mo : metyl -butyl ete (1:1). H3n hop nay duoc lam bay hoi dudi ap
sudt giam. Metyl #-butyl ete dugc thém vao. Hon hop nay duoc khudy & 0°C trong
20 phut. Chét két tia dugc tach ra bang cach loc va duoc rira bing metyl #-butyl ete.
Chét rén duoc thu lai va dwoc lam kho (chan khéng, 50°C, 30 phut) dé tao ra hop

chét 1.
Bang 1. Hop chit ¢6 cong thite (D).
£ Phuong phap LC,
Hop chat Chu tric H NMR thesi gian luu
50 (phit)

@ "H NMR (400 MHz, DMSO-d) &
o\ ppm 0,85 (t, /=7,4 Hz, 3 H), 1,26

(g, J=15,0, 7,3 Hz, 2 H), 1,44

N (quin, /=7,2 Hz, 2 H), 3,19 - 3,27

1 wl N |(m, 2 H), 4,79 (s, 2 H), 6,02 (s, 2 A 377

//J N$<NH2 H), 6,33 (td, /=6,7, 1,3 Hz, 1 H), >

6,48 (d, J=8,8 Hz, 1 H), 7,30 (t, |-

J=5,0 Hz, 1 H), 7,45 (ddd, J=9,0,

6,8, 2,0 Hz, 1 H), 7,74 (dd, J=6.8,
1,5 Hz, 1 H), 7,85 (s, 1 H)
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Hop chét
sO

H NMR

Phuong phap LC,
thoi gian luu

(phut)

'H NMR (400 MHz
METANOL-d;) & ppm 0,94 (t,
J=7,3 Hz, 3 H), 1,29 - 1,42 (m, 2
H), 1,62 (quin, J=7,3 Hz, 2 H),
2,51 (s, 3 H), 3,52 (t, J=6,9 Hz, 2
H), 5,18 (s, 2 H), 6,43 (d, J=6,8
Hz, 1 H), 6,57 (d, J/=9,0 Hz, 1 H),
7,46 - 7,57 (m, 2 H)

A, 3,82

'H NMR (400 MHz

METANOL-d;) & ppm 0,94 (t,

J=1,4 Hz, 3 H), 1,27 - 1,40 (m, 2
H), 1,55 - 1,65 (m, 2 H), 2,14 (s,

3 H), 3,49 (t, /=70 Hz, 2 H), |

4,97 (s, 2 H), 6,60 (d, /=9,3 Hz, 1
H), 7,50 (dd, J=9,2, 2,4 Hz, 1 H),
7,58 (s, 1 H), 7,91 (s, 1 H)

A, 3,84

'H NMR (400 MHz
METANOL-d;) & ppm 0,95 (t,
J=7,4 Hz, 3 H), 1,35 (dd, J=14.9,
7,4 Hz, 2 H), 1,52 - 1,62 (m, 2
H), 2,25 (s, 3 H), 3,36 (t, J=7,0
Hz, 2 H), 4,91 (s, 2 H), 6,37 (dd,
J=17,0,2,0 Hz, 1 H), 6,45 (s, 1 H),
7,57 (d, /=7,0 Hz, 1 H), 7,82 (s, 1
H)

A, 3,98

'H NMR (400 MHz
METANOL-d;) 6 ppm 0,98 (t,
J=7,4 Hz, 3 H), 1,34 - 1,47 (m, 2

H), 1,67 (quin, J=7,4 Hz, 2 H),

3,53 - 3,60 (m, 2 H), 5,34 (s, 2
H), 6,78 (d, J=9,5 Hz, 1 H), 7,34

- 742 (m, 1 H), 7,51 (s, 1 H), |

7,58 (d, J=8,5 Hz, 1 H), 7,65 -
7,73 (m, 1 H), 7,79 (d, /=7,8 Hz,
1 H), 8,05 (d, J/=9,3 Hz, 1 H)

A, 4,29

'H NMR (400 MHz,
METANOL-d;) & ppm 0,96 (t,
J=7,3 Hz, 3 H), 1,37 (sxt, J=7,5
Hz, 2 H), 1,58 - 1,69 (m, 2 H),
3,53 (t, J=7,0 Hz, 2 H), 5,09 (s, 2
H), 6,45 - 6,53 (m, 1 H), 7,46 (t,
J=8,3 Hz, 1 H), 7,66 (br. s., 1 H),
7,95 (br. s., 1 H)

A, 3,26
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Hop chét
sO

Cau trac

HNMR

Phuong phap LC,
thoi gian luu

(pht)

'H NMR (400 MHz,
METANOL-d;) 6 ppm 0,92 (t,
J=7,4 Hz, 3 H), 1,33 (dq, J=15,0,
7,4 Hz, 2 H), 1,55 (quin, J=7,2
Hz, 2 H), 3,36 (t, J=6,9 Hz, 2 H),
4,97 (s, 2 H), 6,61 (dd, J=7,3, 2,0
Hz, 1 H), 6,88 (s, 1 H), 7,84 (s, 1
H), 7,89 (d, J/=7,3 Hz, 1 H)

A, 4,33

NH N

'H NMR (400 MHz,
METANOL-d;) 6 ppm 0,91 (t,
J=7,0 Hz, 3 H), 1,18 - 1,40 (m, 4
H), 1,59 (quin, J=7,2 Hz, 2 H),
3,35 - 3,39 (m, 2 H), 4,96 (s, 2
H), 6,48 (td, /=6,8, 1,3 Hz, 1 H),
6,63 (d, /=9,0 Hz, 1 H), 7,57
(ddd, J=9,0, 6,8, 2,0 Hz, 1 H),
7,71 (dd, J=6,8, 1,8 Hz, 1 H),
7,85 (s, 1 H), khéng thiy cac
proton cé thé trao dbi duoc.

A, 4,12

T\”
NH N)\NHZ

'H NMR (400 MHz,
METANOL-d;) & ppm 0,87 -
0,95 (m, 3 H), 1,28 - 1,37 (m, 6
H), 1,53 - 1,64 (m, 2 H), 3,37 (t,
J=7,0 Hz, 2 H), 4,96 (s, 2 H),
6,45 - 6,54 (m, 1 H), 6,63 (d,
J=9,0 Hz, 1 H), 7,57 (ddd, J=9,0,

6,8, 2,0 Hz, 1 H), 7,71 (dd, J=6.8, |

1,5Hz, 1 H), 7,85 (s, 1 H)

A, 4,47

10

'H NMR (400 MHz,
METANOL-d,) & ppm 0,86 (t,
J=7,2 Hz, 3 H), 1,09 - 1,17 (m, 3
H), 1,17 - 1,35 (m, 4 H), 1,46 -
1,57 (m, 2 H), 4,11 - 4,22 (m, 1
H), 4,79 - 4,87 (m, 1 H), 5,03 -
5,11 (m, 1 H), 6,49 (t, J=6,8 Hz,
1 H), 6,63 (d, J=9,0 Hz, 1 H),
7,57 (ddd, J=9,0, 6,8, 2,0 Hz, 1
H), 7,66 - 7,73 (m, 1 H), 7,85 (s,
1 H)

A, 4,31
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LA Phuong phap LC,
H‘-’g ghat Chu tritc H NMR thoi gian luu
(phut)
'H NMR (400 MHz
N METANOL-d,) & ppm 0,88 (t,
Q J=1,3 Hz, 3 H), 1,13 (d, J=6,5
N0 Hz, 3 H), 1,16 - 1,33 (m, 2 H), |
Sy 1,39 - 1,63 (m, 2 H), 4,09 - 4,25
11 | Y (m, 1 H), 4,86 (d, /~14,8 Hz, 1 A, 4,05

H), 5,04 (d, J=14,8 Hz, 1 H),
6,47 (td, J=6.8, 1,3 Hz, 1 H), 6,62
(d, J=9,0 Hz, 1 H), 7,56 (ddd,
J=9,0, 6,8, 2,0 Hz, 1 H), 7,69 (dd,
J=6,9, 1,6 Hz, 1 H), 7,84 (s, 1 H)

Phuong phép phén tich: T4t ca cac hop chit ddu dwoc x4c dinh dic diém

bang k§ thuat LC-MS bing cach st dung phuong phép néu dudi day:

Phuong phap A.
Cot YMC-PACK ODS-AQ, 50x2,0mm 5um
Pha déng A:H,O (0,1%TFA) .
' B: CH;CN (0,05%TFA)
Thoi gian ngimg: 10 phut
Thoi gian (phut) A% B%
. 0 100 0
Gradien 1 100 0
5 40 60
7,5 40 60
8 100 0
Luu lugng 0,8mL/phut
Budc séng UV 220nm
Nhiét do 10 50°C
D§ phan cyc MS duong
LCMS Agilent 1100

Hoat tinh sinh hoc ctia hop chit c6 cong thire (I)

MO ta cac thir nghi€m sinh hoc

Dénh gi4 hoat tinh TLR7 va TLRS
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Kha ning hoat héa TLR7 va/hoic TLRS cila ngudi ctia cic hop chit duoc
dénh gia trong thr nghi€ém chi thi t& bao cb st dung céac t& bao HEK293 duoc
chuyén nhidm tam thdi v6i vecto bidu hién TLR7 hosc TLRS va cdu trac chi thi

NF«B-luc.

Mot cach ngén gon, cac t& bao HEK293 duoc cho sinh trudng trong mdi
truong nudi cdy (DMEM cé bd sung FCS 10% va glutamin 2mM). Dé chuyén
nhiém céc t& bio trong cac dia loai 15cm, cac té bao dugc tach ra bing Trypsin-
EDTA, duogc chuyén nhidm vé&i hdn hop chira CMV-TLR7 hodc TLR8 plasmit
(1700ng), NFxB-luc plasmit (850ng) va chit phan vmg chuyén nhidm va dugc G
trong 48 gid & 37°C trong mdi trudng khi CO, 5% 4m. Sau do, cac t& bao da chuyén
nhiém duoc rira trong PBS, dugc tach ra bang Trypsin-EDTA va duoc tai tao huyén
pht trong moi trudng dén mat do 1a 1,25 x 10° t& bao/mL. Sau do, 40uL té bao duoc
phan phdi vao mbi 18 trong céc dia loai 384 15, trong dé di c6 200nL hop chit .trong
DMSO 100%. Sau khi 0 trong 6 gio & 37°C, CO, 5%, hoat tiﬁh luxiferaza duoc xac
dinh bang cach thém 15pL co chit Steady Lite Plus (Perkin Elmer) vao mdi 15 va
doc dit liéu trén thiét bi tao anh vi dia ViewLux ultraHTS (Perkin Elmer). Duong
cong dap tmg liéu dugce tao ra tir cac phép do duoc thuce hién lap lai bbn 1an. Tri sb
néng dd hitu hiéu thép nhét (LEC: lowest effective concentration), dugc dinh nghia
14 ndng d6 ma gay ra tac dung cao hon it nhit 14 hai 14n so véi d6 18ch chuén ciia thir

nghiém, duoc x4c dinh cho timng hop chét.

Péc tinh ctia hop chét dugc xac dinh mét cach song song bing cach sit dung
diy pha lodng twong tw ctia hop chét véi 40pL t& bao duoc chuyén nhidm véi cdu
trac CMV-TLR7 don 1¢ trong m&i 15 (1,25 x 10° t& bao/mL), trong cac dia loai 384
15. Kha ning sbéng sét clia té bao dugc do sau khi @ 6 gid & 37°C, CO, 5% bang cach
thém 15pL ATP lite (Perkin Elmer) vao mdi 16 va doc trén thiét bi tao anh vi dia

ViewLux ultraHTS (Perkin Elmer). Dit li€u dugc bdo cdo dudi dang CCsy,.

Mot cach song song, diy pha loing twong tw clia hop chit duoc sur dung
(200nL hop chét trong DMSO 100%) v&i 40pl t& bao duc}c chuyén nhiém véi ciu
trac chi thi NFkB-luc don 1& trong mdi 15 (1,25 x 10° té bao/mL). Sau khi 0 trong
sdu gio ¢ 37°C, CO, 5%, hoat tinh luxiferaza dugc xac dinh béng cach thém 15uL

co chét Steady Lite Plus (Perkin Elmer) vao mdi 16 va doc dit lidu trén thiét bi tao
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anh vi dia ViewLux ultraHTS (Perkin Elmer). Dt liéu vé& dbi sang loc

(counterscreen) dugc bao cdo dudi dang LEC.
Hoat hoa cac yéu td ving khoi ddu ISRE

Kha ning gy cam tmg IFN-I cta cic hop chét cling dugc danh gia bang cach
do su hoat héa cic yéu t6 dap ung duoc kich thich bing interferon (ISRE:
interferon-stimulated responsive element) bing mdi truong dd dugc didu hoa tir
PBMC. Yéu t§ ISRE c6 trinh tt GAAACTGAAACT c6 kha niang dép tng cao d6i
v6i yéu t§ phién ma STAT1-STAT2-IRF9, dugc hoat hoa khi lién két IFN-I véi thu
thé IFNAR ctia ching (Clontech, PT3372-5W). Plasmit pISRE-Luc tir Clontech (ref.
631913) chira 5 ban sao cta yéu t5 ISRE nay, theo sau 1a ORF luxiferaza dom dém.
Dong té bio HEK293 duge chuyén nhidm dn dinh véi pISRE-Luc (HEK-ISREluc)
duoc thiét 14p @& dinh hinh méi trudng nudi cdy t& bao PBMC di dugc diéu hoa. |

Mot cach ngén gon, cdc PBMC duoc chudn bi tir 16p méu khong dong chira
hau hét 13 bach clu va tiéu ciu (buffy coat) cta it nhat hai di twong cho bang cach
str dung quy trinh ly tdm Ficoll tiéu chuan. Cac PBMC da phén 14p duoc tai tao
huyén phi trong mdi truong RPMI ¢ bd sung huyét thanh AB ngudi 10% va 2 x
10° t& bao dugc phan phdi vao mdi 13 trong céc dia 102_11 384 15 chira cac hop chét
(t6ng thé tich 12 70uL). Sau khi @ qua d&&m, 10uL dich nbi bé mit duge chuyén sang
céc dia loai 384 15 chua 5 x 10° t& bao HEK-ISREluc/15 trong 30uL (dugc dit vao
dia vao ngay trudc do6). Sau khi 0 trong 24 gid, su hoat hda céac yéu t6 ISRE duoc do
bing cach thir nghiém hoat tinh luxiferaza bing cach st dung 40uL co chét Steady
Lite Plus (Perkin Elmer) trong mdi 15 va dugc do bang thiét bi tao anh vi dia
ViewLux ultraHTS (Perkin Elmer). Hoat tinh kich thich ctia.timg hop chét dbi véi
cac té bao HEK-ISREluc dugce bao cdo dudi dang tri sé LEC, duoc dinh nghia la
ndng &6 hop chét dugc st dung cho cac PBMC @ giy ra hoat tinh luxiferaza cao
hon it nht 13 hai 14n so v&i d6 1éch chuén cia thir nghi€ém. LEC chi mirc d¢ hoat héa
ISRE d6i v6i viée chuyén luong xdc dinh cla mdi truong nubdi céy PBMC.
Interferon a-2a tai t6 hop (Roferon-A) dwoc sir dung 1am hop chét d6i ching tiéu

chuan.

Hoat tinh sinh hoc ctia hop chit c6 cong thire (I). T4t ca cac hop chét déu thé hién
CC50 >24uM.
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S Tergéciua TLR 8 ctia ngudi | HEK-ISRE luc
(LEC) uM (LEC) uM (LEC) uM

1 1,8 7,3 0,7

2 1,1 2,1 0,8

3 0,8 10,3 0,3

4 0,5 2.2 0,5

5 0,9 2,7 0,04

6 12 6,9 0,5

7 0,5 6,8 0,5

8 15 >25 0,6

9 7,3 >25 3

10 1,0 16 0,3

11 13 14,6 0,3
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Yéu ciu bao hd

1. Hop chét ¢6 cong thirc D:

0] N R
X
I N
HN N4i\NH2
R4
hodc mudi hodc solvat duge dung cua ching, trong d6:
R; 1a Crgalkyl, tlly ¥ dugce thé bing mét hogc nhidu phin tir thé doc 14p duge
chon tir aryl, trong d6 aryl 14 cdu tric vong thom c6 5, 6 hodc 7 nguyén tit trén
vong, halogen, hydroxyl, amino, axit carboxylic, este clia axit carboxylic, amit
cua axit carboxylic, axyl sulfonamit, C, 3 alkyl, Cs_¢ xycloalkyl, sulfon, sulfoxit,
sulfonamit, di vong no hozc no mét phén hoéc nitril;
Ra, R3, R4 va Rs doc 14p dugce chon tir hydro, halogen, C,; alkyl, Cy_; alkoxy,
Cs.¢ xycloalkyl, aryl, trong d6 aryl 1a c4u tric vong thom ¢6 5, 6 hodc 7 nguyén
tir trén vong, -CF; hodc di vong no hodc no mét phﬁn;
hoéc trong do:

R, dugc ngung tu véi Rj d8 tao ra cAu trac vong dang mot vong no hodc no
mot phﬁn ¢6 5 dn 7 canh,
R3 dugc ngung tu véi Ry dé tao ra cAu truc vong dang mot vong no hoic no
mot phén ¢4 5 dén 7 canh, hoic
R4 dugc ngung tu véi Rs dé tao ra cAu truc vong dang mot vong no hoic no
mot phan c6 5 d&én 7 canh.
2. Hop chét c6 cong thirc (I) theo diém 1, trong d6 R; 1a n-butyl va trong d6 R,, Rj,
R4 va Rs 14 hydro.
3. Hop chét ¢6 cong thire (I) theo diém 1, trong d6 R, 1a n-butyl va trong d6 R, dugc
ngung tu vai Ry dé tao ra clu trtc vong, R; dugc ngung tu véi Ry dé tao ra céu trtic

vong, hodc Ry duge ngung tu véi Rs d€ tao ra cau tric vong.
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4. Duoc phérn chtra hop chéit c6 cong thue (I) hodc mudi hodc solvat dugc dung cia
ching theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3 cing véi mot hodc nhidu ta

duoc, chat pha loéng hoac chét mang dugc dung.
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