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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén vién nén chira t6 hop céc phan tir tri liéu hitu dung dé diéu

tri bénh nhiém virut viém gan C.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Bénh viém gan 1a bénh xuét hién trén toan thé gi¢i. Bénh viém gan thudng cé
ban chét virut, mic du néu duoc coi 1a trang thai viém gan man tinh thi con cé cac
nguyén nhan khong l1dy nhiém da biét khac. Bénh viém gan do virut 13 dang phd bién
nhét cia bénh viém gan cho dén nay. Trung tdm kiém soat bénh Hoa Ky (U.S. Centers
for Disease Control) wdc tinh rang it nhat 1,8% dan s6 Hoa Ky c¢6 bang ching huyét
thanh hoc vé tinh trang nhiém virut viém gan C (HCV) trong phan 16n céc trudng hop
c6 lién quan dén tinh trang nhiém virut dang hoat dong man tinh. HCV 1a virut chta
ARN soi duong thudc ho Flaviviridae va c6 mbi quan hé mat thiét nhét véi pestivirut

ma bao gdm virut gdy bénh ta & lon va virut gay bénh tiéu chay & bo.

Hé gen HCV 1a ARN soi don, chiéu duong c¢6 khoang 9600 cip bazo ma hoa
cho polyprotein c6 3009-3030 axit amin, ma dugc phan cit dong thoi va sau qué trinh
dich ma bang proteinaza té bao va hai proteinaza virut thanh protein virut trudng thanh
(161, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). Protein cdu tric, E1 va E2,
duoc cho 1a gin vao vé lipit ctia virut va tao thanh di dime 6n dinh. Protein 15i chu trac
dugc cho 14 twong tac voi hé gen ARN ciia virut dé tao thanh nucleocapsit. Céc protein
khong cdu tric, dugce goi 1a NS2 dén NS5, bao gdm céc protein ¢é chiic ning enzym
tham gia vao qué trinh sao chép virut va xtt Iy protein bao gdm polymeaza, proteaza va

helicaza. HCV sao chép thong qua qua trinh san xudt khudn ARN sgi 4m bd sung.

HCV la virut da dang vé mit di truyén. C6 thé nhan dién duge nhiu virut bién
thé trong mot ngudi bénh bi nhiém don 1€, do d6 con goi la ‘quin thé virut’ hoic
“chting virut bién dbi”. Trong quan thé ngudi trén thé gigi, HCV ciing da dang vé mit
di truyén, véi it nhit 6 ‘kiéu gen’ chinh da duoc nhén dién (kiéu gen 1-6) va mot sd

kidu phu (ttc 13, kiéu gen HCV la va 1b). Kiéu gen HCV dugc xac dinh biang phan
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tich phat sinh loai tir dit liéu hé gen, va dwoc chén doan (& ngudi bénh nhét dinh) bang

thtr nghiém chén doan dua trén trinh ty ARN ctia HCV.

Con dudng nhiém HCV chinh 13 thong qua sy tiép xtic mau. Muc d6 nghiém
trong cta tinh trang nhiém HCV véi tinh chét 14 mot vin dé vé stre khde dugc minh
hoa béi ty 18 hién hanh trong cic nhém ¢ nguy co cao. Vi du, trong mdt sd cudc khao
sat, 60% dén 90% sb ngudi mic bénh méau khé dong va hon 80% sb ngudi lam dung
thu6c ding qua dudng tinh mach & cdc nudc phuong Tay c6 tinh trang nhiém HCV
man tinh. Ddi véi nhitng nguoi lam dung thube dung qua duong tinh mach, ty 1€ hién
hanh thay ddi trong khoang tir khoang 28% dén 80% tuy thudc vao quan thé dugc
nghién ctru. Ty 1& céc trudng hop nhiém HCV méi ¢6 lién quan dén viée truyén mau
hodc san phdm mau di giam dang ké nho céc tién bd trong nganh dugc va viée sir
dung rong rai cac thtr nghiém phét hién ARN va huyét thanh nhay dugc st dung dé
sang loc nguodi cho mau, tuy nhién, van con mot sb lugng 16n nhitng nguodi cao tudi bi

nhiém man tinh.

Mot phuong phap hién cé dé diéu tri tinh trang nhiém HCV la interferon-o
duoc PEG hoa (PEG-IFN ala hodc PEG-IFN alb), ma theo hudng dan diéu tri hién
nay, dugc dung hing tuin bang cach tiém dudi da trong thoi gian tir 24 dén 48 tudn,
thy thudc vao kiéu gen virut HCV cén diéu tri. Mic di hon 50% s& bénh nhan bi
nhi®m kidu gen HCV 1 ¢6 thé duoc mong doi 14 s& e ché virut-huyét HCV khi két
thic 48 tudn diéu tri, nhung ty 1é déang ké trong s6 cac bénh nhan nay s& bi tai phat
nhiém virut. Do d6, ddp ting virut kéo dai (SVR: Sustained Virologic Response, dugc
dinh nghia 12 trang thai 4m tinh vi ARN ctia HCV 24 tuin sau khi ngimg diéu trj, va
dugc coi 1a tuong duong voi ‘viée chira khéi’) chi dat dugc & 30-40% sd trudong hop
nhiém kiéu gen HCV 1 duoc diéu tri bang PEG-IFN don 1. Ngoai ra, viéc didu tri
bing PEG-IFN + RBV ciing khong dugc dung nap tdt, véi dic tinh tic dung bét loi
bao gbm céc tridu chung giéng cam ciim, giam lugng tiéu cau, thiéu méu, va céc tac
dung phu tdm than nghiém trong. Mdc du viée diéu tri theo tiéu chuin cham séc hién
nay 1a gan t&i wu, nhung nhiéu bénh nhan da bi loai trir ngay tir khi bat diu diéu tri do
mic cac bénh di kém phd bién trong quan thé nhiém HCV, bao gbm réi loan tAm than,

bénh gan tién trién va ching lam dung thude.

Ribavirin 12 thubc khang virut twong tu nucleosit. Ribavirin thuong dugc dung

qua duong miéng (bing miéng) hai 1An mdt ngay. Co ché chinh xac cta ribavirin 1a
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chua biét. Tuy nhién, ribavirin dugc tin rang khi di vao té bao, n6 dugc phosphoryl
hoa; sau d6 déng vai trd lam chat trc ché inosin 5°-monophosphat dehydrogenaza
(IMPDH). Chét rc ché IMPDH nhu ribavirin lam giam sy téng hop ndi bao va du trit
guanin, 13 “khdi xay dung” nucleotit cdn cho viéc san xudt ADN va ARN, do d6 tc
ché su sao chép virut. Chét e ché IMPDH ciing can trd viée san sinh céc té bao tang
sinh nhanh va céc té bao ¢6 téc do tuan hoan protein cao. Viée diéu tri bang liéu phap
ribavirin don 1¢é it ¢ tac dung ddi véi lwong ARN ciia HCV, nhung c6 lién quan dén
su sut giam alanin transferaza (ALT) trong huyét thanh. Hién twong nay goi ¥ ring
ribavirin ¢6 thé khong c6 tac dung lam chit khang virut, ma dung hon 14 ¢6 tac dung
lam chit diéu bién chirc ning ctia hé mién dich. Ribavirin chi dwoc phé chudn dé su

dung cho bénh nhiém HCV két hop véi IFN.

Viéc didu tri bang cach két hop PEG-IFN vdi ribavirin cai thién ty 18 SVR so
v6i ty 1é SVR quan sat dugc ddi v6i PEG-IFN don 1¢, chi yéu 1a do su giam tdn sudt
tai phat nhiém virut khi ngimg tri liéu. Ty 18 SVR thir nghiém 14m sang cao ddi véi cac
bénh nhan bi nhidm kiéu gen HCV 1 duoc didu tri bang PEG-IFN/ribavirin ndm trong
khoang tir 40 dén 55%. Hién tai, liéu phap PEG-IFN/ribavirin duoc xem 13 phuong
phép diéu tri ‘tiéu chudn cham so¢’ ddi v6i bénh nhiém HCV man tinh. Tuy nhién, tiéu
chuin chim s6c nay duge mong doi 12 s& thay ddi nhanh chéng trong tuong lai gén voi
viéc phé chudn cac chit khang virut tac dong truc tiép ma ban ddu s& duoc st dung két

hop v6i PEG-IFN/ribavirin.

Pang tiéc 13, cac kiéu gen khac nhau ctia HCV dap tng khac nhau véi liéu phap
PEG-IFN/ribavirin; vi du, kiéu gen HCV 1 ¢6 tinh khang li€u phép cao hon so véi kiéu
2 va kiéu 3. Ngoai ra, nhiéu phuong phap diéu tri HCV hién nay gay ra céc tac dung
phu khong mong mudn. Do vay, hién nay c¢6 nhu cau vé cac lidu phap khang virut méi.
Cu thé 13, c6 nhu ciu vé céc liéu phap khang virut méi ma gy ra it tic dung phu
khong mong mudn hon, ¢6 hiéu qua hon trong viéc chdng lai nhiéu kiéu gen HCV,
hodic ¢6 lich trinh ding lidu it phitc tap hon, tirc 13 cin ding thude it 1in hon trong
ngay.

Tai liéu Lawitz E.J., et al., Journal of Hepatology, 2012, vol. 57, pp24-31 béo
céo rang hop chit GS-5885 (twong duwong vd&i hop chét 6 néu trong ban md ta nay, la
chét tc ché HCV NS5A polymeraza) c6 hoat tinh khang virut & cdc bénh nhan bi
nhiém kiéu gen HCV la va 2b.
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Tai liéu Lam A.M., et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2010, Vol.54,
pp3187-3196 bao céo riang hop chit PSI-7851 (twong dwong véi hop chét 10 néu trong
ban md ta nay, 1a chét trc ché nucleosit cia HCV NS5B polymeraza) 1a chét e ché

moi kiéu gen d6i véi su sao chép HCV.
Ban chat k§y thuét cia sing ché

Muc dich cua sang ché 1a dé& xuét ché pham hitu dung dé didu tri cic bénh
nhidm virut (vi dy, bénh nhidm virut viém gan C (HCV)). Mét s6 ché phdm theo sang
ché géy ra it tac dung phu khong mong mudn hon, ¢6 hidu qua hon trong viéc chéng
lai nhiéu kiéu gen HCV, 1am giam kha ning hdi tmg cta virut do chon loc tinh khang
va ¢6 lich trinh ding liéu it phtrc tap hon va ngin hon so véi cac liéu phap sin c6 hién

nay.

Do d6, theo mdt phuong 4n, sing ché dé cap dén ché pham chira: 1) hop chit
10:

&
Cr

hodc mudi duoc dung ctia chung, va 2) hop chét 6:

)I Iy,

O

hodac mudi dugce dung cia ching.
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Theo phuong an khac, sang ché dé cap dén ché pham néu trén, trong do6 ché

ph4m nay con chira hop chat 5:

x_S ?
\ / OH
OH
N"'O‘\VO/,
— Cp
5

hodc mudi dugc dung ctia ching.

Theo céc phuong 4n khac, ché pham néu trén con chira mot hoic nhiéu chét pha
lodng hodic chit mang duge dung. Ché phdm néu trén c6 thé duoc bao ché & dang lidu
don vi dé ding mot 14n mdt ngay, va/hodc duoc bao ché dé ding qua dudng miéng,
tuy y ¢ dang vién nén.

Theo phuong 4n khac, sang ché d& cap dén ché phdm néu trén dé sir dung trong

didu tri y té.

Theo phuong an khéc, sdng ché d& cap dén ché pham néu trén dé st dung trong
diéu tri dy phong hodc tri liéu bénh nhiém HCV. Theo mot phuong 4n, ché phém nay
khong dugc str dung cung voi interferon. Theo phuong an khac, ché phim nay dugc st

dung cung véi ribavirin.

Ché phim theo sang ché c6 thé tao ra "tinh hiép dong" va "tic dung hiép dong",
tare 13, tac dung dat dugc khi cac thanh phén hoat tinh (bao gdm hai hodc nhiu hop
chét két hop) duogc st dung cling nhau 14 16n hon tdng céc tac dung thu dugce tir viée sir

dung cac hop chit mot cach riéng ré.

Ché phdm theo sang ché c6 ich vi ching mang lai tic dung didu tri d6i voi
nhiéu kiéu gen HCV va vi ching gdy ra it tic dung phu hon hodc tdc dung phu it
nghiém trong hon so véi céc liéu phap diéu tri HCV hién c6 (vi du, cdc phuong phap
diéu tri ma bao gdm viéc sir dung interferon). Ngoai ra, mot s6 ché phim két hop chira
céc hop chit (vi du, cdc hop chat 10 va 6, va cac hop chét 10, 5 va 6) ¢6 thé tao ra dap
ung virut kéo dai (SVR) cao hon dang ké so v6i dap Gmg dat dugc bang cac liéu phap
hién c6 (vi du, c4c liéu phap didu tri HCV). Vi du, mot s& ché phim két hop chira céc

hop chét ¢ thé tao ra SVR bang it nhét khoang 70% hoic it nhét khoang 80%.
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M0 ta chi tiét sang ché
binh nghia

Trir khi ¢é quy dinh khac, cac thudt nglt va cum tir nhu duge st dung trong ban
mo ta nay sau ddy dugc du dinh 1a cé cac nghia nhu sau. Khi mdét thuat ngtt hodc cum
tir cu thé khong dugc dinh nghia mot cach cu thé, thi didu nay khong twong quan véi
su khong xac dinh hay khong rd rang, ma cac thuat ngit trong ban mo ta nay dudc su
dung theo nghia nguyén gbc cua chung. Khi tén thuong mai duoc sir dung trong ban
mo ta nay, thi tén thuong mai nay dugc dy dinh la bao gf“)m mot cach doc lép_ san
phdm mang tén thuong mai ndy va (cac) thanh phan ¢ dugc tinh cia san phim mang

tén thuong mai nay.

Trong ban mo ta nay, thudt nglt “céc hop chit két hop” ding dé chi hop chét 10
va hop chit 6, va, néu c¢6 mit hoic dugc st dung, hop chét 1, hop chét 2, hop chét 3,
hop chét 4, hop chat 5, hop chét 7, hop chit 9, hop chit 11, hop chit 12, hop chét 13,
hop chét 14, hop chét 15 va hop chét 16.

Trong ban mb ta nay, hop chét 1 1a:

/)

N~ N>—©
F

SN

~-N

CF3

CF; 1

Hop chit 1 c6 thé con dugc goi 1a 5-((6-(2,4-bis(triflometyl)phenyl)pyridazin-
3-yl)metyl)-2-(2-flophenyl)-5H-imidazo[4,5-c]pyridin hodc SH-imidazo[4,5-c]pyridin,
5-[[6-[2,4-bis(triflometyl)phenyl]pyridazin-3-yl]metyl]-2-(2-flophenyl).

. Trong ban mo ta nay, hop chat 2 1a:
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of /S/>‘)\

Hop chét 2 c¢6 thé con duoc goi 1a axit (2R,6S,13aR,14aS,16aS)-2-(8-clo-2-(2-
(isopropylamino)thiazol-4-yl)-7-metoxyquinolin-4-yloxy)-6-
(xyclopentyloxycacbonylamino)-5,16-dioxooctadecahydroxyclopropa[e]pyrolo[1,2-
a][1,4]diazaxyclopentadexin-14a-yl(2,6-diflobenzyl)phosphinic.

Trong ban mé ta ndy, hop chét 3 1a:
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Trong ban md ta nay, hop chit 5 1a:

Qso

O ne-( o,
O lCo 5.

Trong ban mo ta nay, hop chit 6 la:

) m

Trong ban mb ta nay, hop chét 7 1a:

NH,

Trong ban mb ta nay, hop chét 8 la:

NH,
N._O

‘oo,

/\/\o)\ Z
Trong ban mod ta nay, hop chét 9 (chit ddng phan khong ddi quang tai P) la:
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A

Pbi véi hop chat 9, tham khao US 7,964,580 va US 2010/0298257 vé viéc san
xudt va tinh ché hop chit 9 nay.
Trong ban mb ta nay, hop chit 10 (chit ddng phan S ctia hop chit 9) 1a:

H O

A

Pbi v6i hop chét 10, tham khao US 7,964,580 va US 2010/0298257 vé viéc san

xuét va tinh ché hop chét 10 nay.

Trong ban md ta nay, hop chét 11 la:

Dbi v6i hop chit 11, tham khao US 2010/0081628 vé viée san xuét va tinh ché
hop chét 11 nay.

Trong ban md ta nay, hop chét 12 (chat ddng phan khong d6i quang tai P) la:
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N
N
I
ﬁ /\@N 7 NH,
O—I|3—O
NH
e H(S\ //F
O
}o
12.

D6i v6i hop chét 12, tham khao US 20110015146 vé viée san xuét va tinh ché
hop chit 12 nay.

Trong badn mo ta nay, hop chét 13 (chat ddng phan khong dbi quang S ctia hop
chét 12 tai P) la:

N

X

N N
<N N/‘\ NHp

13.

D&i v6i hop chét 13, tham khao US 20110015146 v viéc san xudt va tinh ché
hop chét 13 nay.

Trong ban md ta nay, hop chit 14 1a:

i
=0
‘\“‘é j\I
L
N .

3,
v

14.

DPéi véi hop chit 14, tham khao US 7,964,580 vé viée san xuét va tinh ché hop

chét 14 nay.

Trong ban md ta nay, hop chét 15 la:
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F 15.

HO F

DPdi véi hop chét 15, tham khao US 7,964,580 vé viéc san xuét va tinh ché hop
chét 15 nay.

Trong ban mé ta nay, hop chat 16 la:

N~o)

HO

% 16.

O//”l:,

H

DPéi vai hop chét 16, tham khao US 7,429,572 vé viéc san xuét va tinh ché hop
chat 16 nay.

Déi v6i ribavirin, tham khao EP 0 093 401 B1 vé& quy trinh san xuét ciing nhu
danh phép lién quan dén ribavirin. Trong ban md ta ndy, ribavirin ding dé chi hop chét

c6 cong thire sau day:

N/—— NH
I_D/\@’ N N/)\”/ 2
\ " O

HO\\ //OH Ribavirin.

Ribavirin con duge goi 1a 1-B-D-ribofuranosyl-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamit,
1-B-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-carboxyamit; 1-B-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-
carboxamit; COPEGUS (Roche); DRG-0028; HSDB 6513; ICN 1229; MegaRibavirin
(vi du, trong ché phidm chira 100 mg ribavirin/mL); NSC 163039; RAVANEX
(BioPartners); REBETOL (Schering-Plough; Aesca; Bayer Schering Pharma; Essex;
Pfizer; Trading Pharma; Zuellig Pharma); Ribamit; RIBAMIDIL (Biopharma, Russia);
RIBASPHERE (Three Rivers Pharmaceuticals); Ribavarin; Ribavirina; Tribavirin;
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VILONA (Valeant Pharmaceuticals; ICN Pharmaceuticals); VIRAMID (ICN
Pharmaceuticals; Alfa Wassermann); VIRAZOLE (Valeant Pharmaceuticals); va
VIRIZADOLE (Uci-farma, Sao Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brazil). Ngoai ra,
trong ban md ta nay, ribavirin bao gdm cac chit twong ty cla ribavirin, bao gém

taribavirin (VIRAMIDINE, ICN 3142).

Thuat nglt “interferon” bao gé)m 1) interferon, vi dy, rIFN-alpha 2b dugc PEG
hoa (PEG-Intron, Merck & Co., Inc.), rIFN-alpha 2a dugc PEG ho4d (PEGASYS,
Hoffmann-La Roche Inc.), rIFN-alpha 2b (INTRON® A, Merck & Co., Inc.), rIFN-
alpha 2a (Roferon®-A, Hoffmann-La Roche Inc.), interferon alpha (MULTIFERON®
Viranative AB Corporation, OPC-18, Alfaferone, Alfanative, subalin), interferon
alfacon-1 (Valeant), interferon alpha-nl (Wellferon™, Glaxo Wellcome), interferon
alpha-n3  (ALFERON®-Hemispherx = Biopharma, Inc.), interferon-beta-la
(AVONEX® Biogen Idec, DL-8234 Daiichi Pharmaceutical Co. Ltd), interferon-
omega (omega DUROS®, Alza Corporation, Intarcia Therapeutics, Inc.; Biomed 510,
Intarcia Therapeutics, Inc.), albinterferon alpha-2b (ALBUFERON®, Human Genome
Sciences, Inc.), IFN alpha-2b XL, BLX-883 (LOCTERON®, Biolex Therapeutics,
Inc.), DA-3021, interferon alpha-2b dugc glycosyl hod (AVI-005), PEG-
INFERGEN®, Amgen, Inc., interferon lamda-1 duwgc PEG hod (loai IIT) (IL-29 duoc
PEG hoé), va BELEROFON®, Nautilus Biotech.

Thuét ngit “liéu phap két hop” nghia 14 ché pham hodc phuong phap hoic st
dung hodc dang tuong tu ma két hop hai hodc nhiéu hop chét két hop. Liéu phap két
hop c6 thé cling bao gdbm hoat chét khac ngoai hai hoic nhidu hop chét két hop bao
gdém, nhung khong giéi han &: ribavirin, interferon, chét e ché alpha-glucosidaza 1,
chét bao vé gan (hepatoprotectant), chét cha van thu thé gibng Toll (TLR)-7, chit trc
ché xyclophilin, chét G ché xam nhdp cua virut HCV, chét e ché su thanh thuc cia

HCV, va chit &rc ché HCV IRES.

Thuat ngit “hoat chat” nghia 14 thanh phan cta liéu phap két hop ma tao ra hodc
¢6 kha nang tao ra tac dung duoc 1y bao gdm hop chit két hop bt ky, ribavirin,
interferon, chat (rc ché alpha-glucosidaza 1, chét bao vé gan, chét cht van TLR-7, chét
rc ché xyclophilin, chit tc ché xam nhap cua virut HCV, chit e ché sy thanh thuc

ctia HCV, va chét tc ché HCV IRES.
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Thuét ngi “diéu tri” va cac thuat ngit tvong duong vé mit ngit phép ctia ching,
khi duge st dung trong ngit canh diéu tri bénh, nghia 1a 1am cham hodc lam dimg su
tién trién cua bénh, hodc lam giam it nhat mot triéu chung ctia bénh, t5t hon niva 1a lam
giam nhiéu hon mét triéu ching ctia bénh. Vi dy, nguoi bénh HCV c¢é thé dugc cai
thién mot hodc tit ca céac tridu ching sau dady ma cé thé 1a ¢ lién quan dén bénh
nhiém HCV: su ting 1én ctia ham lugng alanin aminotransferaza (ALT), sbt, nhirc dau,
dau co, vang da, mét mai, mAt cam giac thém an, budn ndn, ndn va tidu chay. Viéc
didu tri bénh nhidm virut viém gan C ¢6 thé bao gdm viéc lam giam luong virut HCV
& nguoi bi nhiém HCV.

Hop chit nhat dinh duoc mé ta trong ban mo ta nay c6 chira mdt hodc nhidu
tam khong dbi xtng, hoac theo céch khac, co thé c6 kha nang tdn tai dudi dang hon
hop céc chét ddng phan lap th8. Pham vi cia sang ché bao gdm hdn hop cuia cac chit
ddng phan 14p thé ciing nhu chét ddng phan dbi anh dugc tinh ché hodc hdn hop dugce
lam giau chét ddng phan ddi anh/chat dong phan khong dbi quang. Pham vi clia sang
ché ciing bao gém chit dong phan cu thé ctia hop chét ¢6 cong thirc duoc thé hién
trong ban md ta nay, cling nhu hdn hgp dugc lam can bing mdt phan hodic toan bo bt
ky cta ching. Sang ché ciing bao gdm chat dong phan cu thé ctia hop chét co cong
thire dugc thé hién trong ban md ta nay dudi dang hdn hop véi chit déng phén ciia
ching trong d6 mot hodc nhidu tam khéng déi xung dugc nghich chuyén. Cac dinh
nghia va quy udc hoa hoc 1ap thé duogc sir dung chung trong ban md ta nay theo tai liéu
S. P. Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill
Book Company, New York; va Eliel, E. and Wilen, S., Stereochemistry of Organic
Compounds (1994) John Wiley & Sons, Inc., New York.

Nhidu hop chét hitu co tdn tai & dang quang hoat, tirc 13, chiing c¢6 kha ning
quay mit phang ctia d4nh sing phan cuc phing. Dé mb ta hop chét c6 hoat tinh quang
hoc, céc tién t& D va L hodc R va S duoc st dung dé biéu thi clu trac tuyét dbi cua
phan tir theo (c4c) tim khong d6i ximg cla né. Céc tién t6 D va L hodc (+) va (-) duge
st dung dé chi ky hiéu v& su quay ciia 4nh sang phan cuc phéng boi hop chét, véi (-)

hodc L nghia 12 hop chit nay quay trdi. Hop chét c6 tién t6 (+) hodc D thi quay phai.

Chat ddng phan 1ap thé cu thé c6 thé con dugc goi 1 chit ddng phan dbi anh, va
hdn hop cta céc chét ddng phén nay thudng dwoc goi 1a hdn hop chét ddng phan dbi

anh. Hon hop 50:50 cta chét ddng phan ddi anh dugc goi 1a hdn hop triét quang hodc
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chét triét quang, ma co thé ton tai trong d6 khong c6 su chon loc 1ap thé hoic tinh dic
hiéu l4p thé trong phan tmg hodc quy trinh héa hoc. Thuét ngit “hdn hop triét quang”
va “chét triét quang” chi hdn hop ding mol cta hai kidu chit dong phan ddi anh,

khong c6 hoat tinh quang hoc.
Ché pham két hop

Sang ché d& cap dén ché pham két hop chura hai hodc nhiéu hop chét két hop.
Bang I thé hién ché phdm két hop chira hai thanh phan (ché phim két hop 17), ba
thanh phan (cac ché phdm két hop 32-55), bbn thanh phan (cic ché phim két hop 62-
91) va nam thanh phan (cac ché phdm két hop 94-113) c6 thé c6 cua hop chét 1, hop
chét 2, hop chét 3, hop chit 5, hop chét 6, hop chit 7 va hop chét 10 dugc néu duéi
day. Hop chit 4, hop chit 9, hop chét 10, hop chit 11, hop chét 12, hop chét 13, hop
chit 14, hop chit 15 va hop chit 16 la chit &c ché nucleosit cia HCV NS5b
polymeaza va ché pham két hop chira cac hop chét két hop thong thudong nhét 1a chi
chtra mot trong sb céc hop chét 4, hop chéit 9, hop chat 10, hop chét 11, hop chat 12,
hop chit 13, hop chat 14, hop chét 15 va hop chét 16 (hop chit 10 - xem cot 6 cla
bang I).

Béng I
Hop | Hop | Hop | Hop | Hop | Hop | Hop
chat 1 | chat2 | chat3 | chat10 | chat5 | chat6 | chat7

Ché pham

két hop 17 X X
Chépham |- 5y |y X X

két hop
Ché pham

Két hop 42 X X X
Ché pham

két hop 48 X X X
Ché pham

két hop 55 X X X
Ché pham

két hop 62 X X X X
Ché pham

két hop 68 X X X X
Chépham | 3 |y X X X

két hop
Ché pham

: X X X

két hop 75 X

Ché pham | 78 X X X X
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két hop
Chépham | ¢, X X X X
két hop
Ché pham
két hop 85 X X X X
Ché pham
két hop 87 X X X X
Chépham |~ gq X X X X
két hop
Chephdm | o, X X X X
két hop
Chépham |- o |« X X X X
két hop
Ché pham
két hop 99 X X X X X
Ché pham
két hop 101 X X X X X
Chépham | 5 | x X X X X
két hop
Chéphdm | o5 | X X X X
két hop
Chépham o7 | X X X X
két hop
Ché pham
két hop 108 X X X X X
Ché pham
két hop 110 X X X X X
Ché pham
két hop 112 X X X X X
Ché pham
“két hop 113 X X X X X
Ché pham

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cdp dén ch¢ pham, vi du dugc phéam,

trong d6 ché phidm nay chira hop chit 6 va con chtra hop chat 10.

Theo mdt khia canh khac nita, sdng ché dé cdp dén ché pham, vi du dugc pham,

trong d6 ché phidm nay chira hop chit 6 va con chira hgp chét 5 va hop chat 10.
Mudi

Céc hop chét két hop va cac hoat chét khic c6 thé la & dang mudi. Thong

thuong, nhung khong hoan toan can thiét, mudi cua hop chét két hop va hoat chét khac
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1a mudi duoc dung. Mudi duge bao ham trong thuat ngit "mubi dugc dung" ding aé
chi mudi khong ddc cua hop chét két hop va/hodc hoat chét khac. Vi du vé mubi dugc
dung thich hop bao gém mudi cdng axit vo co nhu clorua, bromua, sulfat, phosphat, va
nitrat; mubi cdng axit hitu co nhu axetat, galactarat, propionat, suxinat, lactat, glycolat,
malat, tartrat, xitrat, maleat, fumarat, metansulfonat, p-toluensulfonat, va ascorbat;
mudi v6i axit amin c6 tinh axit nhu aspartat va glutamat; mubi kim loai kiém nhu
mudi natri va mudi kali; mudi kim loai kiém thd nhu mubi magie va mubi canxi; mudi
amoni; mudi bazo hitu co nhu mudi trimetylamin, mudi trietylamin, mudi pyridin,
mudi picolin, mudi dixyclohexylamin, va mubi N,N’-dibenzyletylendiamin; va mubi
v6i axit amin ¢6 tinh bazo nhu mudi lysin va mubi arginin. Mubi trong mot sd truong

hop ¢6 thé 13 hydrat hoic etanol solvat.
Bao ché duoc phim

Céc hop chat két hop va/hoic hoat chit khéc c6 thé duoc bao ché véi chat mang
hoac ta dugc thong thuong, ma co thé dugc chon theo phuong thirc thuc hanh thong
thuong. Vién nén thuong cd chira ta dugc, chit 1am chay, chét don, chét két dinh va
chét twong tu. Duoc phidm chira nuée c6 thé duoc bao ché & dang vo tring, va khi du
dinh dé dua vao co thé bang con dudong khac khong phii 1a qua dudng miéng thi
thuong s& 1a ding truong. T4t ca cac dugc pham tity ¥ ¢6 chita t4 dugce nhu néu trong
tai liéu Handbook of Pharmaceutical Excipients (1986). T4 dugc bao gdm axit
ascorbic va chit chdng oxy héa khac, chit cang hoa nhu EDTA, cacbon hydrat nhu
dextrin, hydroxyalkylxenluloza, hydroxyalkylmetylxenluléza, axit stearic va chét

tuong tu.

Do pH cua duoc pham ndm trong khoang tir khoang 3 dén khoang 11, nhung

thuong 1a tir khoang 7 dén 10.

Mic di thanh phan hoat tinh c6 thé duoc st dung ¢ dang riéng ré&, nhung t6t
hon 14 ¢6 thé bao ché mot hoic nhiéu thanh phén hoat tinh thanh dang duogc phém.
Duoc phdm theo sang ché, dé stir dung cho thi y va cho nguoi, chira it nhét mot thanh
phan Hoat tinh, cing v6i mdt hodc nhiéu chit mang ¢6 thé chap nhan dugc va tly y
thanh phdn tri liéu khéc. (C4c) chit mang phai "c6 thé chip nhan dugc" theo nghia 1a
tuong thich véi cac thanh phén khac cta dugc phim va khong doc hai vé mit sinh ly

do6i véi doi tuong nhan chung.
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Dugc phdm bao gém céc dugc pham thich hop véi cac duong dung dugc néu
du6i day. Duoc phdm c6 thé thuén lgi néu ¢ dang lidu don vi va c6 thé dugc bao ché
bing phuong phap bit ky da biét trong linh vuc dugc hoc. Ky thuat va phuong phap
bao ché dugc phdm néi chung cé thé dugc md ta trong tai liéu Remington's
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co., Easton, Pa.). Phuong phdp nay bao
gém bude két hop thanh phén hoat tinh véi chét mang ma tao thanh mat hodc nhiéu
thanh phan phu. Nhin chung, duoc pham c6 thé dugc diéu ché bing cach két hop dong
déu va nhuyén mét hoic nhidu thanh phan hoat tinh véi chit mang 1dng hodc chat

mang ran dugc nghién min hodc ca hai, va sau d6, néu can, tao hinh san pham.

Duoc phdm theo sang ché thich hop @ ding qua duong miéng c6 thé ¢ dang
don vi roi rac nhu vién nang, goi bot hodc vién nén, trong do mdi don vi chira luong
dinh trude cta thanh phan hoat tinh; dudi dang bot hogc hat; dudi dang dung dich hodc
huyén phi dang 16ng chira nuéc hodc khdng chtra nude; hodc dudi dang nhii tuong
16ng dau-trong-nudc hodc nhil twong 16ng nuge-trong-dau. Thanh phan hoat tinh c6

thé cling duoc st dung duéi dang thude lidu cao (bolus), thude t& hodc thude nhao.

Vién nén ¢6 thé duge san xuit bang cach ép hoic duc, tlly y v&i mot hodce nhidu
thanh phan phu. Vién nén ép c6 thé dugc bao ché bang cach ép trong may thich hop
thanh phan hoat tinh & dang chay tr do nhu bot hodc hat, tiry y dugce trdn v6i chat két
dinh, chét 1am tron, chét pha loang tro, chéit bao quan, chét ¢6 hoat tinh bé& mit hoic
lam phén tan. Vién nén dic co thé duoc san xudt bang cach dic trong may thich hop
hdn hop cua thanh phan hoat tinh dang bt duge lam 4m bang chat pha lodng tro dang
long. Vién nén ¢o thé tuy y dugc bao hodc dugc tao ranh va tuy y o thé duoc bao ché

dé mang lai su giai phong cham hodc c6 kiém soét cia thanh phan hoat tinh.

Pé sur dung cho mét hodic md bén ngoai khéc, vi du, miéng va da, dugc phém cd
thé t6t hon néu dugc dung dudi dang thude md hogc kem boi tai chd chira (cac) thanh
phan hoat tinh véi lwgng, vi du, ndm trong khoang tir 0,075 dén 20% khéi lugng (bao
odm (cac) thanh phan hoat tinh v6i lugng ndm trong khoang tir 0,1% dén 20%, voi s
gia 12 0,1% khéi lugng, nhu 0,6% khdi lugng, 0,7% khéi luong, v.v.), tot hon néu 1a tir
0.2 dén 15% khéi luong va tét nhit néu 1a tir 0,5 dén 10% khdi lugng. Khi duge bao
ché thanh dang thudc md, thanh phén hoat tinh c6 thé duoc st dung véi nén thubc ma
parafin hodc nén thubc md d& trén 1an v6i nuée. Theo cach khac, thanh phan hoat tinh

6 thé dugc bao ché thanh dang kem vdi nén kem dau-trong-nudec.
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Néu mudn, pha nudc cua nén kem c6 thé bao gém, vi du, it nhét 30% khoi
lugng rugu da chuc, tic la, rwgu c6 hai hodc nhiéu nhém hydroxyl nhu propylen
glycol, butan 1,3-diol, manitol, sorbitol, glyxerol va polyetylen glycol (bao gébm PEG
400) va hdn hop ctia chung. Dugc pham dung tai chd c6 thé mong mudn 1a chira hop
chit ma ting cudng muic do hép thu hoic thdm thAu cta thanh phan hoat tinh qua da
hodc dién tich bi anh hudng khéc. Vi du vé cac chét ting cuong thdm thau qua da bao

gbm dimetyl sulphoxit va cac chét twong tu ¢ lién quan.

Pha du cua nhil trong ctia hop chét két hop va/hoic cac thanh phan hoat tinh
khac c¢6 thé duoc tao thanh tir céc thanh phan da biét theo cach da biét. Mac du pha
nay c6 thé chi gbm chét nhii hoa (con duge goi 1a chét tao nhil), mong mudn 1a n6 bao
gbm hdn hop clia it nhat mot chit nhii hoa véi chit béo hogc dau hodc véi ca chit béo
va dau. Tt hon néu, chit nhii hoéa va nuéc cd mit cing véi chét nhii hoa ua chét béo
ma doéng vai trd lam chét 1am 6n dinh. Ciing dugc wu tién 1a bao gbm c4 dau va chét
béo. Cung véi nhau, (cac) cht nhii hoa cling v&i hodic khdng cing véi (cic) chét 1am
4n dinh tao thanh sap duoc goi 1a sdp nhil hod, va sap nay cung voi déu va chét béo tao
thanh nén duoc goi 1 nén thudc md nhil hoa ma tao thanh pha phan tan trong dau ctia

duoc phérn dang kem.

" Chét nhii hoa va chét 1am n dinh nhii tvong thich hop dé st dung trong dugc
pham theo séng ché bao gdm Tween® 60 (ICI Americas Inc.), Span 80, rugu
cetostearylic, rugu benzylic, ruou myristylic, glyXeryl mono-stearat va natri lauryl

sulfat.

Viéc lwa chon diu hogc chét béo thich hogp cho duge pham 1a dya trén vige dat
duoc céc tinh chit my phim mong muén. Kem t6t hon néu 12 san phidm khong nhon,
khong bién mau va c6 thé rira duoc véi do dic thich hgp dé tranh ro ri tir éng hoac vat
chtra khéc. Este cua alkyl mach théng hodc mach nhanh, mono- hodc dibazo nhu di-
isoadipat, isoxetyl stearat, propylen glycol dieste cua axit béo tir dau dira, isopropyl
myristat, dexyl oleat, isopropyl palmitat, butyl stearat, 2-etylhexyl palmitat hodc hdn
hop pha tron cta céc este mach nhanh da biét nhu Crodamol CAP c6 thé duoc st
dung, trong d6 ba chét cudi 1a cac este duogc uu tién. Ching ¢ thé duoc st dung &
dang riéng r& hodc ¢ dang két hop tuy thudc vao cac tinh chét can thiét. Theo cach
khéc, lipit c6 nhiét dd néng chay cao nhu parafin mém mau tring va/hoic parafin 16ng

hodc dau khoang khéc c6 thé duogc st dung,.
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Duoc phém theo sang ché chira mdt hodc nhiéu hoat chét cung v6i mot hoac
nhiéu chét mang hodc ta dugc dugc dung va tiy y voi céc chét tri liéu'khéc. Duogc
phim chtra thanh phin hoat tinh c6 thé 14 & dang bat ky thich hop cho phuong phép sir
dung dy dinh. Khi dugc sir dung dé dung qua dudng miéng vi d’u, vién nén, thudc vién,
thudc hinh thoi, huyén phu trong nudc hodc dau, bot hodc hat d& phan tan, nhii twong,
vién nang cing hodc mém, sird hodc con ngot ¢d thé duge bao ché. Duoc phém duoc
du dinh dé ding qua duong miéng c6 thé dugc bao ché theo phuong phap bat ky da
biét trong linh vuc bao ché dugc phim va dugc phidm nay co thé chira mot hodc nhidu
chét bao gém chét 1am ngot, chét tao huong, chét tao mau va chit bao quan, dé tao ra
duoc phém c6 mui vi dé chiu. Vién nén chira thanh phén hoat tinh trong hdn hop véi ta
duoc duge dung khong doc ma thich hop dé bao ché vién nén 1 c¢6 thé chdp nhan
duoc. Té dugce nay co thé 13, vi dy, chét pha lodng tro, nhu canxi hodc natri cacbonat,
lactoza, lactoza monohydrat, croscarmeloza natri, povidon, canxi hodc natri phosphat;
chat tao hat va gy rd, nhu tinh bdt ngd, hodc axit alginic; chét két dinh, nhu xenluloza,
xenluloza dang vi tinh thé, tinh bot, gelatin hodc acacia; va chit lam tron, nhu magie
stearat, axit stearic hodc bot tal. Vién nén c6 thé khong dugc bao hodc c6 thé duoc bao
bang k§ thuat da biét bao gdm k§ thuat bao vi nang dé 1am cham sy tan rd va su hép
thu trong dai da day-rudt non va nho dé tao ra tdc dung kéo dai trong thoi gian lau
hon. Vi du, nguyén liéu dé tao ra tic dung lam chidm kéo dai thoi gian tic dung nhu
glyxeryl monostearat hodc glyxeryl distearat & dang riéng ré hodc két hop voi sép c6

thé duogc st dung.

Dugc phdm dé dung qua dudng miéng c6 thé con ¢ dang vién nang cting trong
d6 (cac) thanh phéan hoat tinh dugc tron voi chét pha lodng tro dang ran, vi du canxi
phosphat hodc cao lanh, hodc & dang vién nang gelatin mém trong d6 thanh phan hoat

tinh duoc trdn véi mdi trudng nude hodc dau, nhu dau lac, parafin 16ng hodc dau 6 liu.

Huyén phu trong nuéc theo sdng ché c6 chira thanh phan hoat tinh trong hdn
hop v6i ta duge thich hop dé san xuit huyén phi trong nuéc. T4 duge ndy bao gdm
chét tao huyén phu, nhu natri carboxymetylxenluloza, metylxenluloza, hydroxypropyi
metleenluloza, natri alginat, polyvinylpyrolidon, gdm tragacan va gom acacia, va
chét 1am phén tan hodc thAm w6t nhur phosphatit tu nhién (vi dy, lexitin), san phim
ngung tu cua alkylen oxit véi axit béo (vi du, polyoxyetylen stearat), san phdm ngung

tu ctia etylen oxit voi rugu béo mach dai (vi dy, heptadecaetylenoxyxetanol), san pham
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ngung tu cua etylen oxit v4i este mot phin thu duge tir axit béo va hexitol anhydrit (vi
du, polyoxyetylen sorbitan monooleat). Huyén phu trong nudc ¢ thé con chtra mot
hozic nhiéu chit bao quan nhu etyl hoic n-propyl p-hydroxy-benzoat, mdt hoic nhiéu
chét tao mau, mdt hodc nhidu chit tao hwong va mdt hoic nhidu chét lam ngot, nhu

sucroza hodc sacarin.

Huyén phi trong dau c6 thé dugce bao ché bang cach tao huyén phi thanh phan
hoat tinh trong dau thuc vat, nhu dau lac, dau 6 liu, dau vung hodc dau dura, hodc trong
diu khoang nhu parafin 1ong. Huyén phil ding qua dudng miéng co thé c6 chira chit
lam dic, nhu sap ong, parafin cing hodc ruou xetylic. Chét 1am ngot, nhu céc chit
dugc néu trong ban mo ta nay, va chét tao huong co thé duoc bd sung dé tao ra duoc
phidm ding qua dudng miéng c6 mui vi d& chiu. Dugc phim c6 thé dugc bao quan

béng cach bd sung chat chdng oxy héa nhur axit ascorbic.

Bot va hat d& phan tan theo sang ché thich hop dé bao ché huyén phu trong
nuée bing cach bd sung nude tao ra thanh phan hoat tinh trong hdn hop véi chét lam
phan tan hodc thdm wét, chit tao huyén phu, va mot hodc nhiéu chét bao quan. Vi du
vé& chit 1am phan tan hodc thAm wét va chat tao huyén phu thich hop 14 céc chét nhu
néu trén. T4 duoc bd sung, vi du chét 1am ngot, chét tao huong va chét tao mau, cling
6 thé c6 mit.

Dugc phdm theo sang ché c6 thé con & dang nhil tuong dau-trong-nuée. Pha
dau c6 thé 1a ddu thuc vat, nhu dau 6 liu hoic dau lac, dau khoang, nhu parafin long,
hodc hdn hop cua chung. Chat nhii hoa thich hop bao gdm gdm tu nhién, nhu gdm
acacia va gom tragacan, phosphatit tu nhién, nhu lexitin dau tuong, este hodc este mot
phan thu dugc tir axit béo va hexitol anhydrit, nhu sorbitan monooleat, va san pham
ngung tu cua este mot phin nay véi etylen oxit, nhu polyoxyetylen sorbitan
monooleat. Nhil trong c¢6 thé con chira chat 1am ngot va chét tao huong. Sird va con
ngot co fhé dugc bao ché véi chét lam ngot, nhu glyxerol, sorbitol hodc sucroza. Dugc
phAm nay c6 thé con chira chét 1am diu, chét bao quan, chat tao huong va chét tao

mau.

Duoc pham theo sang ché ¢6 thé & dang dugc phdm tiém v trung, nhu huyén
phu tiém v trung trong nudc hodc dau. Huyén phu nay c6 thé duoc bao ché nhu da

biét trong linh vuc bang cach st dung chét lam phan tan hodc thdm uot va chat tao
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huyén pht thich hgp ma da dugc néu trong ban mé ta nay. Dugc pham tiém vo tring
ciing c¢6 thé 1a dung dich hodc huyén phi tiém v tring trong chat lam lodng hodc
dung mdi khong doc c6 thé chip nhan dugc dé dung ngoai duong tiéu hoa, nhu dung
dich trong 1,3-butan-diol hodc dugc bao ché duoi dang bot dong khd. Trong sb do, cac
ta duoc din thudc va dung mdi cé thé chép nhin duoc ma c6 thé duge st dung la
nuée, dung dich Ringer va dung dich natri clorua ding truong. Ngoai ra, dau khong
bay hoi v trung co thé thuong dugc st dung dudi dang dung moi hodc mdi trudng tao
huyén phi. Nhiam muc dich nay, dau khong bay hoi ¢6 tac dung lam diu bat ky c6 thé
duge st dung, bao gdm mono- hodc diglyxerit tong hop. Ngoai ra, axit béo nhur axit

oleic ¢é thé cling dugc st dung dé bao ché thudc tiém.

Luong thanh phan hoat tinh ma ¢6 thé dugc két hop véi nguyén ligu chit mang
dé tao ra dugc phém dang lidu don vi s& thay d6i tuy thudc vao vat chu duoc didu tri
va phuong thire stir dung cu thé. Vi duy, dugc pham giai phong theo thoi gian dugc du
dinh d dung qua dudng miéng cho ngudi c6 thé chira khoang tir 1 dén 1000 mg
nguyén li¢u hoat tinh dugc két hop vai lugng thich hop va thuan tién ctia nguyén lidu
chAt mang ma c6 thé thay dbi trong khoang tir khoang 5 dén khoang 95% tong khi
luong cia duoc pham (khdi lwong:khéi lwong). Dugc phim c6 thé dugc bao ché dé tao
ra lugng c6 thé do duoc dé dang dé sir dung. Vi du, dung dich trong nuéc duge du
dinh dé truyén qua tinh mach c6 thé chira tir khoang 3 dén 500 pg thanh phan hoat tinh
trong mdi ml dung dich dé c6 thé thuc hién viéc truyén thé tich thich hop & téc do

khoang 30 mL/gio.

Duogc phim thich hop dé st dung cho mét bao gbm thudc nhé mét trong d6
thanh phan hoat tinh dwoc hoa tan hoic dugc tao huyén phu trong chit mang thich
hop, cu thé 1a dung mdi chira nuée cho thanh phan hoat tinh. Thanh phan hoat tinh 5t
hon néu ¢6 mit trong duoc phdm nay & ham lwong nim trong khoang tir 0,5 dén 20%,

6 loi néu tr 0,5 dén 10%, cu thé 1a khoang 1,5% khdi luong.

Duoc phém thich hop dé dung tai chd trong miéng bao gém thubc hinh thoi
chira thanh phdn hoat tinh trong nén di dwoc tao huong, thudng 1a sucroza va acacia
ho#c tragacan; vién ngdm chua thanh phan hoat tinh trong nén tro nhu gelatin va
glyxerin, hodc sucroza va acacia; va nudc stic miéng chira thanh ph?m hoat tinh trong

chit mang 16ng thich hop.
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Duoc phim dé ding qua dudng truc trang c6 thé & dang vién dan v6i nén thich

hop, bao gdm, vi du bo cacao hoic salixilat.

Duoc pham thich hop dé dung trong phdi hodc qua dudng mili ¢6 ¢& hat, vi du,
ndm trong khoang tir 0,1 dén 500 pm (bao gdm ¢& hat ndm trong khoang tir 0,1 va 500
um voi sb gia nhu 0,5 pm, 1 pm, 30 pm, 35 pm, v.v.), ma dugc st dung béng cach
x6ng hit nhanh qua dudng mii hodc bang cach x6ng hit theo dudng miéng dé vao tui
phé nang. Duogc pham thich hop bao gbdm dung dich trong nuéc hodc diu cua thanh
phan hoat tinh. Dugc phim thich hop dé ding bang khi dung hozc bot kho 6 thé dugc
bao ché theo cic phuwong phap thong thuong va co thé dugc dua vao co thé cing véi
cac chét tri liéu khac nhu hop chét trén day dugc sit dung trong didu tri hodc diéu tri

du phong su nhiém bénh nhu dugc néu trong ban md ta nay.

Duoc phim thich hop d8 ding qua 4m dao c6 thé & dang thubc dat am dao, nat
thdm (tampon), kem boi, gel, thudc nhdo, bot hodc dugc phim phun ma ngoai thanh

phan hoat tinh con chia chét mang nhu da biét trong linh vuc 14 thich hop.

Dugc phim thich hop dé dung ngoai dudng tidu héa bao gdm dung dich tiém
vO trung chira nude va khdng chira nudec ma co thd chira chit chéng oxy héa, chét
dém, chat kim ham vi khudn va chit tan ma 1am cho dugce phim dang trurong voi mau
ctia dbi twong nhan du dinh; va huyén phui v6 tring chira nu¢e va khong chira nuée ma
¢ thé bao gém chét tao huyén phu va chit 1am dic. Dugc phém ¢ thé dugc chta
trong vat chira don lidu hodc da lidu, vi du 6ng thudc tiém va lo nho duge bit kin, va cé
thé dugc luu gift trong diéu kién dd dugce lam kho lanh (d6ng kho) chi can bd sung
chit mang 16ng vo trung, vi du nudc dé tiém, ngay trudc khi st dung. Dung dich va
huyén pht tiém tuy tng co thé dugc bao ché tir bot, hat va vién nén vo trung thudc loai
dugc mo ta trén day. Dugc phém dang liéu don vi dugc uu tién c6 thé 1a dugc phidm
chta thanh phan hoat tinh véi lidu hing ngay hoic phan lidu don vi hing ngay, nhu
néu trén, hodc mot phan thich hop ctia chung.

Cén hiéu rang ngoai cac thanh phin da dugc dé cap cu thé & trén, dugc phim
chra hop chit két hop va/hodc cac thanh phan hoat tinh khéc ¢6 thé bao gdbm chét khac
thong dung trong linh vyc lién quan dén loai dugc phidm nay, vi du chét thich hop dé

dung qua dudng miéng co thé bao gdm chét tao huong.
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Hop chét két hop va cac thanh phan hoat tinh khac ciing ¢6 thé dugc bao ché dé
lam cho thanh phén hoat tinh giai phéng c¢6 kiém soat dé cho phép dung lidu luong it
thuong xuyén hon hodc dé cai thién dic diém duoc dong hoc hoic ddc tinh ctia thanh
phén hoat tinh. Do d6, sang ché con d& xuit duoc phdm chira hai hodc nhidu hop chat

két hop duge bao ché dé giai phong kéo dai hodc c6 kiém soat.
Liéu lugng

Lidu luong hitu hiéu cia thanh phin hoat tinh it nhit 12 phu thudc vio ban chit
cua tinh trang bénh can diéu tri, doc tinh, viéc hop chit duoc str dung aé phong bénh
(lidu lwong thip hon) hay dé chdng lai tinh trang bénh hoic bénh dang hoat dong,
phuong phap dua vao co thé, va dang duoc phim, va c¢6 thé duge xac dinh boi bac si

1am sang bang cach st dung cac nghién ctru didu chinh lidu luong thong thuong.

Vi duy, ché phém theo sang ché (vi du, vién nén) c6 thé dugc bao ché dé tao ra
lidu lugng hitu hiéu. Vi dy, déi v6i hop chét 1 hodc mudi dugc dung ciia ching, ché
phim c6 thé chira tir 1,0 mg dén 100 mg, tir 5 mg dén 40 mg, tir 30 mg dén 50 mg,
hoac 20 mg hoac 40 mg va co thé duogc lam thich tng dé str dung mét hodc nhidu lan
mot ngdy cho ngudi cin ching & dang két hop v&i mot hodc nhidu hop chit bét ky
trong s& hop chét 2, hop chét 3, hop chét 6, hop chét 4, hop chit 5, hop chit 7, hop
chit 9, hop chét 10, hop chat 11, hop chét 12, hop chit 13, hop chét 14, hop chit 15 va
hop chat 16. Dbi v6i hop chit 2 hodc mudi duge dung cta ching, ché phim c6 thé
chira tir 25 mg dén 800 mg, tir 50 mg dén 400 mg, hoic tir 60 mg dén 300 mg hodc tir
70 mg dén 200 mg hodc ¢6 thé 1a 150 mg va c6 thé duge lam thich Gng dé st dung
mdt hodc nhiéu 1n mot ngay cho nguoi can ching ¢ dang két hop véi mot hodc nhiéu
hop chét bt ky trong sb hop chét 1, hop chét 3, hop chit 6, hop chit 4, hop chét 5,
hop chét 7, hop chét 9, hop chét 10, hop chét 11, hop chit 12, hop chét 13, hop chat
14, hop chit 15 va hop chét 16. D6i véi hop chat 3 hoic mubi duge dung ciia ching,
ché phdm c6 thé chia tir 10 mg dén 1000 mg, hodc 50 dén 400 mg, hoic 100 mg dén
400 mg hodc 200 mg dén 400 mg va co6 thé duogc 1am thich tng dé st dung mot hodc
nhidu 1dn mot ngay cho ngudi can ching & dang két hop v6i mot hodc nhidu hop chét
bét ky trong s& hop chit 1, hop chit 2, hop chét 6, hop chét 4, hop chét 5, hop chit 7,
hop chét 9, hop chét 10, hop chét 11, hop chat 12, hop chét 13, hop chat 14, hop chat
15 va hop chét 16. Déi véi hop chat 4 hodc mudi dugc dung ctia chung, ché phdm c6

thé chtta tir 25 mg dén 400 mg hodc tir 25 mg dén 200 mg c6 thé dwoc lam thich tng
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dé st dung mot hodc nhiéu l14n mot ngay cho ngudi can ching & dang két hop v6i mot
hozc nhiéu hop chit bit ky trong s hop chat 1, hop chit 2, hop chét 3, hop chét 6, hop
chét 5 va hop chét 7. Pbi v6i hop chit 5 hoic mudi duoc dung ctia ching, ché pham
¢6 thé chtra tir 50 mg dén 1000 mg hodc 100 mg dén 750 mg c6 thé duge 1am thich
tng dé sir dung mot hodc nhiéu 1an mét ngay cho ngudi can ching & dang két hop véi
mdt hodc nhidu hop chit bét ky trong s6 hop chét 1, hop chét 2, hop chét 3, hop chat 6,
hop chét 4, hop chét 7, hop chét 9, hop chét 10, hop chit 11, hop chét 12, hop chét 13,
hop chét 14, hop chat 15 va hop chit 16. Dbi vai hop chét 6 hoic mudi duge dung ciia
chung, ché phim c6 thé chira tir Img dén 500 mg hoic tir 3 mg dén 300 mg hoic tir 3
mg dén 200 mg hoic tir 3 mg dén 100 mg hodc tir 10 mg dén 90 mg hoic tir 30 mg dén
90 mg c6 thé duoc 1am thich ting dé sir dung mot hodc nhiéu 1an mot ngay cho ngudi
can ching & dang két hop v6i mot hodc nhiéu hop chat bit ky trong s hop chat 1, hop
chit 2, hop chét 3, hop chét 4, hop chat 5, hop chit 7, hop chat 9, hop chit 10, hop
chit 11, hop chét 12, hop chit 13, hop chit 14, hop chit 15 va hop chét 16. Ddi véi
hop chit 7 hoic mudi duge dung cua chang, ché pham c6 thé chira tir 100 microgam
1&n dén 3000 mg, tir 25 mg 1én dén 2000 mg, hodc tir 50 mg 1én dén 1000 mg va c6 thé
duoc lam thich tng dé st dung mdt hoic nhiéu 1an mot ngay (vi du bdn lan mot ngay)
cho ngudi cin chung & dang két hop véi mot hodc nhidu hop chét bét ky trong s6 hop
chit 1, hop chét 2, hop chét 3, hop chat 4, hop chét 5, hop chét 6, hop chit 9, hop chit
10, hop chét 11, hop chét 12, hop chét 13, hop chét 14, hop chit 15 va hop chit 16,
D&i v6i hop chit 9 va hop chit 10 hodc mudi duge dung ciia chiing, ché phim c6 thé
chira 10 mg dén 1000 mg mot ngdy (theo US 2010/0298257). Dbi v6i hop chit 11
hodc mudi duoc dung ciia chiing, ché phdm c6 thé chira 1 mg dén 1000 mg mot ngay
(theo US 2010/0081628). Lidu luong cta cac hop chit 1-7 ma duge st dung clng
nhau ¢6 thé cin dugc didu chinh trén co s& xem xét mic tuong téc thube-thube c6 thé
6. Vi du, mic di hop chét 1 duong nhu khong anh hudng dén hé chuyén ho4 thudc,
tuy nhién hop chdt 2 dudng nhu cé tic dung lam ting muc tiép xtic ctia hop chit 1
khoang 2-3 1an (2-3X). Do d6, cin giam lidu lugng (vi du 2x-3x) ctia hop chét 1 trude
khi hop chit 1 dugc két hop v6i hop chit 2. Khi két hop véi hop chét 16, hop chat 2
duong nhu ¢6 tac dung lam tdng muc tiép xtic cia hop chét 6 khoang 5x, do d6 can

giam lidu lugng (vi du 3x-5x) clia hop chét 16 trude khi hop chét 16 duge dinh lidu
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v6i hop chit 2. Do do, lidu luong 10 mg cta hop chit 6 khi duoc st dung cung véi

hop chat 2 s& xép xi vai liéu luong 30 mg.

Hai hogic nhiéu hop chét két hop c6 thé dugc st dung két hop véi ribavirin véi
lvong khoang 800 mg, 1000 mg hodc 1200 mg mdt ngay & dang don lidu hogc da lidu
(vi du khoang 400 mg, 500 mg hodc 600 mg hai 14n mot ngay).

St dung ché phim két hop theo séng ché

Khi thuc hanh khia canh nay cta sang ché, hop chét két hop c6 thé duge si

dung ¢ liéu lugng dugce néu ¢ trén.

Khia canh khéc cta sang ché d& cap dén hop chét 10 dé str dung trong phuong
phéap diéu tri bénh nhiém HCV, trong d6 hop chét 10 nay dugc str dung két hop véi
hop chét 6.

Khia canh khéc cua sang ché dé cap dén hop chit 10 dé sir dung trong phuong
phap diéu tri bénh nhiém HCV, trong d6 hop chét 10 nay dugc st dung két hop voi
hop chét 5 va hop chét 6.

Duong dung va phuong thirc st dung

Hai hodic nhiéu hop chét 1, hop chit 2, hop chit 3, hop chét 4, hop chét 5, hop
chét 6, hop chit 7, hop chét 9, hop chét 10, hop chit 11, hop chit 12, hop chét 13, hop
chét 14, hop chat 15 va hop chit 16 va thanh phan khéc bt ky cta liéu phap két hop
¢6 thé duoc 1am thich Gmg dé sir dung bang dudng dung bét ky thich hop véi tinh trang
bénh can dugc didu tri. Pudong dung thich hop bao gdm miéng, truc trang, mii, tai chd
(bao gdm mé va duéi ludi), &m dao va ngoai duong tiéu hoa (bao gdm dudi da, trong
co, trong tinh mach, trong da, trong tiy mac va trén mang cing) va dudong dung twong
tu. Cén hiéu ring dudng dung duge uu tién c6 thé thay dbi, vi du, theo tinh trang bénh

cua ddi tuong nhan.

Tac dung hiép ddng co6 thé dat dugc khi cdc thanh phén hoat tinh: (1) dugc bao
ché cung nhau (vi du ¢ dang lidu don vi) va duoc st dung hodc duge dua vao co thé
mot cach dong thoi trong ché phdm két hop; (2) duge dua vao co thé theo cach luan
phién hodc ddng thoi dudi dang céc ché phdm riéng 1&; hodc (3) theo ché do nao do
khac. Khi dugc dua vao co thé theo liéu phap ludn phién, tic dung hiép ddng c6 thé

dat dugc khi cac hop chit dugc str dung hodc duge dua vao co thé mot cach tudn tu, vi
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du, trong cac vién nén, vién tron hodc vién nang riéng r€, hodc bang cac 1an tiém khac
nhau trong cac xi lanh riéng r&. Nhin chung, trong liéu phap luén phién, lidu luong hitu
hiéu cta mdi thanh ph?ln hoat tinh dugc st dung tudn ty, toc 13, theo thi ty, trong khi
d6 trong liéu phap két hop, lidu lwong hitu hidu cta hai hoic nhidu thanh phan hoat

tinh duoc st dung cung véi nhau.

Viéc str dung dong thoi hop chét két hop véi mot hoic nhiéu hop chét két hop
thuong ding dé chi viée str dung ddng thoi hodc tudn tw mot hodc nhiéu hop chét két
hop, sao cho lugng hitu hiéu dé diéu tri ctia hai hodc nhiéu hop chét két hop c6 mit
trong co thé ciia ngudi bénh. Trong mot sd trudong hop, cac hop chét két hop (vi du
hai, ba hodc bbn hop chét két hop) duogc bao ché cung nhau dé cho phép dung ciing
lac. Trong mdt sd trudng hop, céc hop chét két hop da dugc bao ché cung nhau c6 thé

dugc str dung cung véi mot hoac nhiéu hop chét két hop bd sung.

Viéc str dung dong thoi cling bao gdm viéc st dung liéu don vi clia hop chit két
hop trude hodc sau khi sit dung liéu don vi ctia mot hoc nhidu thanh phin hoat tinh
khéc, vi du, st dung hai hodc nhidu hop chit két hop trong mot khoang thoi gian tinh
theo gidy, phut, hodc gio st dung mot hodc nhiéu thanh ph?m hoat tinh khac. Vi du,
lidu don vi cta hop chét két hop c6 thé dugc s dung trude tién, sau do trong mot
khoang thoi gian tinh theo gidy hodc phut, st dung lidu don vi cta hop chét két hop
thtr hai, sau d6 trong mot khoéng thdi gian tinh theo gidy hodc phut, sit dung lidu don
vi cia mdt hodc nhiéu thanh phﬁn hoat tinh khéac. Theo cach khéc, liéu don vi ctia mot
hoac nhiéu thanh phﬁn hoat tinh khéc co thé dugc st dung trudc tién, sau do trong mot
khoang thoi gian tinh theo gidy hodc phut, st dung lidu don vi cua hop chét két hop,
sau d6 trong mot khoang thoi gian tinh theo gidy hodc phut, st dung lidu don vi cia
hop chat két hop tht hai. Trong mét sb truong hop, ¢6 thé mong mudn st dung lidu
don vi cta hop chét két hop trudc tién, sau do, sau mot khoang thoi gian tinh theo gio
(vi du, 1-12 gid), st dung lidu don vi ciia hop chit két hop th hai, sau d6, sau mot
khoang thoi gian tinh theo gio (vi du, 1-12 gi0), su dung lidu don vi ctia mot hodc
nhidu thanh phan hoat tinh khac. Trong cac trudng hop khic, co thé mong mudn st
dung lidu don vi ctia mot hodc nhiéu thanh phén hoat tinh khac trugc tién, sau do, sau
mot khodng thoi gian tinh theo gioy (vi du, 1-12 gid), st dung lidu don vi ctia hgp chét
két hop, sau do, sau mot khoang thdi gian tinh theo givr (vi du, 1-12 gid), st dung lidu

don vi cta hop chét két hop th hai. Khi ba hodc nhiéu hop chit két hop duge st dung
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v6i mot hodc nhidu thanh phan hoat tinh bd sung, cac hop chit két hop nay c6 thé
dugc st dung theo cach hop chit nay sau hop chit khac trong mot khoang thoi gian
tinh theo gidy, phut, hodc gi¢ (vi du 1-12 gid) va mot hodc nhiéu thanh phén hoat tinh
bd sung c6 thé duge sir dung trude, trong hodc sau khi st dung cdc hop chét két hop
nay. Khi cac hop chit két hop dugc bao ché cing nhau, chung c¢6 thé duge st dung
ddng thoi, hodc trude hodc sau khi st dung mot hodc nhidu thanh phan hoat tinh bd

sung.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, lidu phap két hop c6 thé duoc st dung duéi dang lidu
luong riéng r& véi mdi thanh phan hoat tinh, dwgc stir dung ciing véi nhau hodc theo
cach riéng r&, tudn tu hodc dong thoi, va vao thoi gian gan nhau hodc vao thoi gian xa

nhau.

Giai doan diéu tri c6 thé kéo dai, vi du, tir khoang 12 tudn dén khoang 48 tun,

hodc lau hon, vi du, tir khodng 12 tudn dén khoang 24 tudn.

Sang ché bao gdbm ché phim két hop chira cac thanh phan hitu hiéu dé didu tri
dé cai thién it nhit mot triéu chung cta bénh nhidm HCV & ngudi bao gdm, nhung
khong gidi han 6, budn ndn, nodn, mét cam giac thém an, mét moéi, vang da, ndn, tiéu
chay, méat nuge, dau bung, xo gan. Ngoai ra, & mot sb ca thé bi nhim HCV, viéc st
dung liéu phap két hop 13 hitu hidu dé lam giam luong céc hat virut HCV ¢6 mit trong
co thé clia ngudi bi nhiém mot lugng ¢ y nghia v& mit théng ké. Luong virut c6 thé
duoc do, vi du, bang cach do ham lugng ARN ctia HCV trong huyét twong bang cach
st dung, vi du, thtt nghiém COBAS TaqMan HCV (Roche Molecular Systems).
Théng thudng, ngudi bi nhiém HCV ma duge diéu tri bang hop chét két hop theo sang
ché duoc cai thién mot hodc tit ca cac triéu ching 6 lién quan dén bénh nhiém HCV.
Ché phdm két hop chira hai hogc nhiéu hop chit két hgp véi ribavirin khong phai
interferon

Nhu dugc mé ta trén day, mot s phuong phap diéu tri HCV hién nay bao gdm
viéc st dung interferon, nhung phuong phéap diéu tri ndy thudng tao ra tic dung phu
khong mong mudn. Do d6, mong mudn tim ra phwong phap diéu tri HCV hitu hiéu ma
khong cin ding interferon.

Theo mot khia canh, sang ché dé& cap dén ché phadm, md ta tng dung, phuong

phép va dbi twong tuwong tw khic dé diéu tri HCV bao gom budc sit dung hai hodc
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nhidu hop chét két hop hodc mudi duge dung cia ching va ribavirin, khong str dung
mdt hodc nhilu interferon. Khia canh ndy cta séng ché c6 thé 1a dic biét hitu dung vi
n6 cho phép diéu tri HCV hiéu qua ma khong c6 tac dung phu lién quan dén viée st

dung mot hoac nhiéu interferon.

Theo mot phuong an cua sang ché, luong két hop ctia ribavirin va hop chit két
hop hodc mudi duge dung clia ching, tiy ¥ v6i mot hodc nhiéu chit bd sung, 14 hitu

hiéu dé diéu tri bénh nhiém HCV.

Theo mdt khia canh, sang ché mé ta phuong phdp lam thuyén gidm mot hodc
nhiéu triéu chung cia bénh nhiém HCV & nguoi bao gbm viéc st dung hai hoic nhidu
hop chét két hop hoic mudi duoc dung cta ching va ribavirin, ma khong st dung
ddng thoi mot hodc nhidu interferon. Lién quan dén khia canh nay, sing ché khong
loai trir kha ndng dung lidu luong cda mdt hodc nhidu interferon. Cu thé hon, sang ché
6 thé duge st dung két hop véi phuwong phép tri liéu khac, ma thue té bao gdbm mot
hodc nhiéu interferon. Theo khia canh khac, sdng ché mo ta phwong phap diéu tri HCV

hiéu qua bang ribavirin ma khéng can mot hodc nhi€u interferon.

Theo mdt khia canh, sang ché md ta phuong phép lam gidm lugng virut & nguoi
duge chin doan nhiém HCV bao gdm viéc str dung hai hodc nhidu hop chét két hop
hoic mudi dugc dung ciia ching va ribavirin, ma khong phai la mot hogc nhiéu

interferon.

Theo mot khia canh, sang ché md ta phuong phap didu tri HCV & ddi tugng
ngudi vé co ban bao gdm viée sir dung ribavirin két hop v6i hai hogc nhidu hop chat

két hop hodc mudi duge dung ctia chung.

Theo mdt khia canh, sang ché md ta phuong phéap lam gidm su xuét hién cia
ching HCV bién dbi c6 tinh khang d6i vé6i cac chét khang virut duoc st dung dong
thoi qua duong miéng bao gdm viéc stt dung hai hogc nhiéu hop chét két hop hoic
mubi duoc dung cia ching va ribavirin, ma khong st dung ddng thdi mot hodc nhiéu
interferon.

é-Turong tu, theo khia canh khac, sing ché dé cap dén ché pham, vi du dugc phim
dé 1am thuyén giam mot hodc nhidu triéu chtng ctia bénh nhiém HCV & nguoi chira
hai hogc nhiéu hop chét két hop hodc mudi duoc dung ctia ching va ribavirin, ma

khong phai 12 véi mot hodc nhiéu interferon. Theo khia canh khac, sang ché dé cap
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dén ché phdm dé lam giam luong virut & ngudi duge chén doan nhiém HCV chwra hai
hoac nhiéu hop chét két hop hodc mubi dugc dung ctia chung va ribavirin, ma khong
phai 1a mot hodc nhiéu interferon. Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén ché phém
dé didu tri HCV & d6i twong ngudi ma vé co ban chira ribavirin ¢ dang két hop v6i hai
hogc nhiéu hop chét két hop hodc mudi dugc dung cua chung. Theo khia canh khéc,
sang ché dé cap dén ché phdm dé didu tri HCV dua trén ribavirin chtra hai hodc nhiéu
hop chét két hop hoéc mudi duoc dung cta chung, véi didu kién 1a ché phém nay
khong chura mot hodc nhiéu interferon. Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén ché
phim dé lam giam su xut hién cua chung HCV bién ddi c6 tinh khang dbi voi cac
chét khang virut duge st dung ddng thoi qua dudng miéng, chira hai hodc nhiéu hop
chat két hop hodc mudi dugc dung ctia chiing va ribavirin, ma khong phai 1& v6i mot

hodc nhiéu interferon.

Tuong tu, theo khia canh khéc, sang ché mé ta viéc str dung hai hodc nhiéu hop
chit két hop hodc mubi dugc dung cia ching va ribavirin, ma khong phai 1 véi mot
hodc nhiéu interferon, trong viéc san xut thudc dé lam thuyén giam mot hodc nhiéu
triéu chimg ctia bénh nhiém HCV & ngudi; cling nhu viée st dung hai hodc nhiéu hop
chat két hop hodc mubi dugc dung clia chung va ribavirin, ma khong phai 1a mét hodc
nhiéu interferon, trong viéc san xudt thudc dé 1am giam luong virut & nguoi duge chén
doan nhiém HCV; ciing nhu viéc st dung ribavirin két hop vdi hai hodc nhiéu hop
chét két hop hodc mubi dugc dung cua chung trong viée san xut thube dé diéu tri
HCV & d6i twong ngudi, trong d6 viéc st dung nay khong bao gdm viéce sir dung mot
hodc nhiéu interferon; cling nhu viéc stt dung hai hogc nhiéu hop chét két hop hodc
mudi duoc dung cia ching trong viéc san xuét thudc dé diéu tri HCV dya trén
ribavirin, trong d6 viéc st dung nay khong cdn phai st dung mot hodc nhidu
interferon; ciing nhu viéc st dung hai hodc nhiéu hop chét két hop hodc mudi duoc
dung cua chiing va ribavirin, ma khong phéi la véi mot hodc nhiéu interferon, trong
viéc san xuét thubc dé lam giam su xuét hién cia chiung HCV bién d6i c6 tinh khang
d6i v6i cac chat khang virut dugc st dung ddng thoi qua duong miéng.

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén ché pham két hop chua ribavirin va
hai hodc nhidu hop chét két hop hoic mudi duoc dung clia ching, ma ché pham két
hop nay vé co ban khong chira mét hodc nhiéu interferon. Theo mot phuong éan, ché

phém két hop cé thé & dang lidu luong riéng ré& véi mdi thanh ph?m hoat tinh, dugc su
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dung cung v&i nhau hodc riéng r&, tuan tu hodc dong thoi, va vao thoi gian gan nhau

hoac vao thoi gian xa nhau.

Theo khia canh khéc, séng ché dé cap dén bo kit bao gém ribavirin, hai hodc
nhidu hop chat két hop va huéng din sir dung v& ché do didu tri dé diéu tri, lam giam
lugng virut, hodc lam chdm sy khéi phét hodc su tién trién HCV, trong d6 ché do didu
tri bao gdm viée st dung hai hoic nhiéu hgp chat két hop va ribavirin, ma khong st
dung mot hodc nhiéu interferon. Theo mdt phuong 4n, bd kit nay co thé cling bao gdm
bao goi, nhu vi phdng. Theo cach khac, b kit nay c¢b thé cung cip quy dinh va cach
ding lidu luong riéng ré ctia mdi thanh phan dudi dang duge chét duoc dong gbi rieng
ré, nhung khi duogc két hop véi huéng dan str dung vé ché do diéu tri dé diéu tri, lam
giam lugng virut, hodc lam cham sy khai phat hodc su tién trién HCV, thi cling nam

trong pham vi cua sang ché.

Theo khia canh khac, sang ché dé cdp dén dugc pham chira ribavirin; hai hodc
nhiéu hop chat két hgp hodc mudi duge dung clia ching va mot hodc nhiu chat mang

duogc dung. Theo mot phuong an, dugce phém c6 thé 1a dang liéu don vi.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, liéu phap két hop véi ribavirin c6 thé dwgc st dung
dudi dang lidu luong riéng 1€ voi mdi thanh phﬁn hoat tinh dugc st dung (bao gém
hop chat két hop), ¢6 thé dugc st dung cing nhau (vi dy, dudi dang liéu don vi, nhu
vién nén) hodc theo céch riéng r€, tudn tu hodc dong thoi, va vao thoi gian gin nhau
hodc vao thoi gian xa nhau. Néu dugc st dung theo cach riéng r& mdi hop chét c6 thé
duoc str dung véi (céc) hop chét khac cing luc, hodc trude hodc sau khi sir dung (céc)
hop chét khéc. Cac thanh phan hoat tinh c6 thé duoc st dung hing ngay. Theo mot
phuong an, lidu lwong hing ngay cla céc thanh phan hoat tinh dugc sir dung trong cac
phén lidu riéng r&, nhu mot, hai, ba hodc bén 14n mot ngay. Co loi néu, lidu lugng hing
ngay cua hgp chét két hop hodc mubi dugc dung ctia chiing va ribavirin ¢6 thé duoc str

dung mot 14n mot ngay.

Mic du sang ché bao gbém ché pham, va mo ta ung dung, phuong phap va ddi
tuong tuong tu khac dé didu tri HCV bao gdm budc st dung hai hodc nhiéu hop chit
két hop hodc mudi duoc dung cta ching; va ribavirin, ma khong phéi la mét hodc
nhiéu interferon, tuy nhién sang ché khong loai trir kha ning sir dung lidu luogng cia

mot hodc nhiéu interferon cho nguoi. Cu thé hon, sdng ché c6 thé dugc st dung ket
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hop v6i phuong phép tri liéu khac cho chi dinh khac, ma thuc té bao gém mot hoac

nhiéu interferon.
Ché phim két hop chira hai hodc nhiéu hop chét két hop véi ribavirin va interferon

Theo khia canh khac, sang ché dé cip dén ché phim, va mé ta Ung dung,
phuong phap va ddi twong twong tu khac bao gém viéc sir dung hai hodc nhiéu hop
chat két hop hodc mubi duge dung cua ching va ribavirin, va mot hodc nhidu
interferon dé diéu tri HCV. Viéc st dung nhiéu interferon hon ¢6 thé c6 mdi quan hé

v€ mat thoi gian v6i viée st dung hop chat két hop va ribavirin.

Theo mdt khia canh, sang ché mé ta phwong phap lam thuyén giam mot hozic
nhiéu triéu ching cta bénh nhiém HCV & nguoi bao gém viéc str dung hai hodc nhiéu
hop chat két hop hodc mubi dugc dung cda ching, ribavirin, va mot hodc nhiéu
interferon. Theo mot khia canh, sang ché mo ta phuong phép lam giam luong virut &
ngudi duge chin doan nhidm HCV bao gdm viéc st dung hai hogc nhidu hop chat két

hop hodc mudi duge dung cia chiing cung véi ribavirin va mot hodc nhiéu interferon.

Theo mot khia canh, sang ché mé ta phwong phap diéu tri HCV dua trén
ribavirin bao gdm viéc str dung hai hodc nhidu hop chét két hop hodc mudi duge dung

cta chung cung véi ribavirin, va mot hodc nhi€u interferon.

Theo mdt khia canh, sang ché mo ta phuong phép lam gidm sy xuét hién cua
ching HCV bién dbi c6 tinh khang dbi v6i cac chét khang virut duge sir dung dong
thoi qua duong miéng bao gém viéc st dung hai hodc nhiéu hop chét két hop hodc

muoi dugc dung cia chiing cung véi ribavirin va mdt hodc nhiéu interferon.

Theo khia canh khéc, sdng ché mo ta viée st dung hai hodc nhiéu hop chit két
hop hodc mudi duge dung cta ching cung vdi ribavirin va mdt hodc nhiéu interferon,
trong viéc san xudt thudc dé lam thuyén gidm mot hodc nhiéu triéu chimg ctia bénh
nhiém HCV & nguoi. Theo khia canh khic, sang ché mo ta viéc st dung hai hodc
nhidu hop chit két hop hodc mudi duge dung ctia ching cling véi ribavirin va mot
ho#ic nhiéu interferon, trong viéc san xuét thudc dé lam giam lwong virut & nguoi duge
chdn doan nhiém HCV. Theo khia canh khac, sang ché mo ta viéc st dung ribavirin
két hop v6i hai hodc nhiéu hop chét két hop hodc mubi duge dung ctia ching trong
viéc san xuét thubc dé didu tri HCV & ddi tuong ngudi, trong do6 viéc st dung nay bao

gdm viéc st dung mot hodc nhiéu interferon. Theo khia canh khéc, sdng ché md ta
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viéc st dung hai hodc nhiéu hop chét két hop hodc mudi duoc dung clia ching trong
viée san xuét thudc dé diéu tri HCV dua trén ribavirin, trong do viéc sir dung bao gém
viéc st dung mot hodc nhiéu interferon. Theo khia canh khéc, sang ché md ta viéc st
dung hai hodc nhiéu hop chét két hop hoic mudi dugc dung cla ching, ribavirin, va
mot hodc nhidu interferon trong viéc san xuét thubc dé lam gidm su xudt hién cta
ching HCV bién dbi c6 tinh khang dbi véi cac chit khang virut dugc st dung dong

thoi qua dudng miéng.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén ché phim két hop chira ribavirin va
hai hodc nhidu hop chat két hop hoic mudi duoc dung cua ching, ma ché pham két

hop nay chira mt hodc nhiéu interferon.

Theo khia canh khac, sang ché dé cap dén bo kit bao gém ribavirin, hai hodc
nhidu hop chét két hop va mot hoic nhiéu interferon; va cac hudng dan sir dung vé ché
d6 didu tri dé didu tri, [am giam lugng virut, hodc lam cham sy khéi phat hodc su tién
trién HCV trong d6 ché d6 didu tri bao gdbm viéc st dung hai hoaé nhiéu hop chét két
hop va ribavirin va st dung mot hodc nhiéu interferon. Theo mot phuong an, bd kit
nay co thé ciing bao gdm bao goi, nhu vi phdng. Theo cach khéc, bd kit nay co thé
cung c¢ip quy dinh va cich dung lidu luong riéng r& ctia mdi thanh phan dudi dang
duoc chit duge dong géi riéng 1&, nhung khi dugc két hop voi huéng dan sir dung vé
ché do didu tri dé didu tri, 1am giam luong virut, hodc 1am chim su khéi phat hodc su

tién trién HCV, thi cling nam trong pham vi cta sang ché.

Theo khia canh khac, sang ché dé cdp dén dugc pham chira hai hodc nhiéu hop
chat két hop hodc mudi duge dung cua ching, ribavirin, va mot hodc nhi€u interferon;
va mot hodc nhiéu chat mang duoc dung. Theo mdt phuong 4n, dugc pham c6 the la

dang lidu don vi.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, liéu phap két hop véi ribavirin va mdt hogc nhiéu
interferon c6 thé dugc st dung dudi dang lidu lugng riéng r& véi mot hodc nhiéu
interféron duoc st dung cho ngudi bénh va mdi trong sb cac thanh phéan hoat tinh con
lai duoc st dung trong lidu phap két hop (bao gdm hop chét két hop) dugce st dung
cung v6i nhau (vi du, duéi dang lidu don vi, nhu vién nén) hodc theo cach riéng ré,
tudn tu hodc ddng thoi, va vao thoi gian gan nhau hodc vao thoi gian xa nhau. Néu

duoc st dung theo cach riéng ré&, mdi thanh phén hoat tinh ¢6 thé dugc st dung véi
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(c4c) thanh phan khac cing lic, hodc trude hodc sau khi ding (céc) thanh phin khéc.
Céc thanh phan hoat tinh c¢6 thé dugc st dung hing ngay. Theo méot phuong 4n, lidu
lugng héng ngay dugc st dung trong céc phan lidu riéng r&, nhu mat, hai, ba hodc bdn

1An mot ngay.
Liéu phéap két hop, bao gdm chit tri liéu bd sung

Theo mét phuong 4n khac, vi du vé ché pham két hop thich hop bao gom,
nhung khong gidi han &, ché pham két hop chira hai hogic nhidu hop chat két hop véi
mot hodc nhiéu thanh phr?m hoat tinh b6 sung bao gém chét Grc ché proteaza NS3 HCV,
chét we ché alpha-glucosidaza 1, chit bao vé gan, chét trc ché nucleosit hodc nucleotit
ciia HCV NS5B polymeaza, chat (rc ché khong nucleosit cia HCV NS5B polymeaza,
chit tc ché HCV NS5A, chit chi vin TLR-7, chét trc ché xyclophilin, chét tc ché
HCV IRES, chit trc ché xdm nhap ctia HCV, chét trc ché su thanh thuc ctia HCV, chit
trc ché 1&p rap HCV, chét trc ché kha nang lay nhiém HCV va chat cai thién dugc dong
hoc, cing nhu thuc khac dé diéu tri HCV. Cu thé hon, hai hogc nhiéu hop chat két
hop theo sang ché c¢6 thé dugc két hop véi mot hodc nhidu hop chit dugc chon tir

nhém bao gdom:

(1) Chéit Gc ché HCV NS3 proteaza, vi du, boceprevir (SCH-503034, SCH-7),
telaprevir (VX-950), TMC-435 (IUPAC N-[(2R,3aR,10Z,11aS,12aR,14aR)-2-[2-(4-
isopropylthiazol-2-yl)-7-metoxy-8-metylquinolin-4-yloxy]-5-metyl-4,14-dioxo-
1,2,3,3a,4,5,6,7,8,9,11a,12,12a,13,14,14a-
hexadecahydroxyclopenta[c|xyclopropa[g][1,6]diazaxyclotetradexin-12a-
ylcacbonyl]xyclopropansulfonamit], ABT-450, ACH-1625, ACH-2684, BI-201335,
BI-1230, MK-5172, MK-7009, SCH-900518, VBY-376, VX-500, GS-9256, GS-9451,
BMS-605339, PHX-1766, AS-101, YH-5258, YH-5530, YH-5531, va ITMN-191 (R-
7227);

(i)  chdt wc ché alpha-glucosidaza 1, vi du, celgosivir (MX-3253), UT-231B,
Miglitol;
(iii) chét bao vé gan, vi du, emericasan (IDN-6556), ME-3738, silibilin, va MitoQ;

(iv) chat e ché nucleosit hodc nucleotit cia HCV NS5B polymeaza, vi dy, R1626,
R7128 (R4048), IDX184, IDX-102, PSI-661, PSI-938, PSI-7851, PSI-7977, BCX-
4678, valopicitabin (NM-283), MK-0608 va TMC649128;
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(v)  chat e ché khong nucleosit cia HCV NS5B polymeaza, vi du, filibuvir (PF-
868554), ABT-333, ABT-072, BI-207127, VCH-759, VCH-916, JTK-652, MK-3281,
VBY-708, VCH-222, A848837, ANA-598, GL60667, GL59728, A-63890, A-48773,
A-48547, BC-2329, VCH-796 (nesbuvir), GSK625433, BILN-1941, va XTL-2125;

(vi)  chét ttc ché HCV NS5A , vi du, ACH-2928, AZD-2836 (A-831), AZD-7295
(A-689), BMS-766, BMS-790052, BMS-824393, va PPI-461;

(vii) chit cha van TLR-7, vi du, imiquimod, 852A, ANA-773, ANA-975, AZD-8848
(DSP-3025), PF-04878691, va SM-360320 va hop chét 8;

(viii) chét e ché xyclophilin, vi du, DEBIO-025, SCY-635, va NIM&11;
(ix)  chit e ché HCV IRES, vi du, MCI-067;

(x) chit cai thién dugc dong hoc, vi du roxythromyxin, BAS-100, SPI-452, PF-
4194477, TMC-41629;

(xi)  chét Grc ché xdm nhap ctia cia HCV;
(xii) chét e ché lap rap HCV;

(xiii) chét Grc ché sy thanh thuc ctia HCV;
(xiv) chét wrc ché kha ning 1y nhiém HCV; va

(xv) thudc khac dé diéu tri HCV, vi dy, thymosin alpha 1 (Zadaxin), nitazoxanit
(Alinea, NTZ), BIVN-401 (virostat), PYN-17 (altirex), KPE02003002, actilon (CPG-
10101), KRN-7000, civacir, GI-5005, XTL-6865, BIT225, PTX-111, ITX2865, TT-
033i, ANA 971, NOV-205, tarvacin, EHC-18, VGX-410C, EMZ-702, AVI 4065,
BMS-650032, BMS-791325, Bavituximab, MDX-1106 (ONO-4538), Oglufanid, FK-
788, va VX-497 (merimepodib).

Vi du thire hién sang ché
Vi du tong hop

Quy trinh téng hop dé diéu ché cac hop chit 1, 2, 3, 6, 7 va 8 la da biét trong
céc tai liéu thudc linh vuc k¥ thudt nay. Ngoai ra, quy trinh tdng hop dé diéu ché mdi

hop chit két hop dugc néu trong céc vi du dudi day.
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Hop chét 1 ¢6 thé duoc diéu ché bang cach st dung cac phwong phip tbng hop
va céc san phdm trung gian nhu duoc boc 16 trong US 7,754,720. Hop chét 1 ciing c6

thé dugc diéu ché nhu dugce néu trong vi du duéi day.

Vi du 1: 5-({6-[2,4-bis(triflometyl)phenyl|pyridazin-3-yl} metyl)-2-(2-flophenyl)-5H-

/)
N~ N>—©

imidazo[4,5-c]pyridin 1.

F
g
_N
CF3
CF3 1
Hop chat MW Luong Mol Duong luong
104 453,79 95 mg 0,209 1
DME 500 pL
Dung dich nuéc
NeyCOs 2N 313 uL 0,626 3
105 257,93 80,9 mg 0,313 1,5
Pd(PPhs)4 1155 12 mg 0,0104 0,05

Hop chét 103 dugc hoa tan trong dimetoxyetan (DME). B6 sung vao dung dich
nay axit 2,4-bis(triflometyl)phenylboronic 105 va dung dich nuéc Na,CO3 2N. B
sung Pd(PPhs)s vao hdn hgp hai pha thu duge va sau d6 gia nhiét hdn hop phén tng &
nhiét d0 80°C trong thoi gian 72 gid. Lam ngudi hdn hop phéan tng xudng nhiét do
trong phong va loc qua Xelit va rira Xelit bang EtOAc. C6 phan dich loc trong chan
khong. Tinh ché phin con lai trén 6g SiO; bing cach st dung MeOH/CH,Cl, dé rira
oi4i hop chét. Hop chat thu dugc theo cach nay bi nhidm tap chat PPhs(O). Tinh ché
lai san pham trén dia Chromatotron 1 mm véi 0 dén 5% MeOH/CH,Cl, v6i gia s6 1%
ting dan trong cic budc. Cac phén doan tinh khiét dugc két hop va co trong chin
khong, sau d6 dugc lam kho trong chén khong cao trong thoi gian 12 gio. Thu duge
11.8 mg bazo tu do cia hop chit 1 khong c6 tap chét PPhs. 'H NMR
(300MHz,CD30D) § 6,20 (s, 2), 7,32 (m, 3), 7,52 (m, 1), 7,78 (d, 1), 7,89 (d, 1), 7,95
(s, 2), 8,15 (m, 3), 8,35 (d, 1), 9,12 (s, 1); LC/MS M+H = 518.

Hop chit trung gian 104 dugc didu ché nhu sau.
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a. Didu ché hop chit 102.

25121

. Cl
Axit
= !E tricloisoxyanuric _ hl
N CHCl, N
Cl Cl
101 102
Hop chit MW Luong mmol Duong lugng
101 128,56 5¢g 38,9 1
TCCA 232,41 3,62 g 15,6 0,4
CHCI3 130 mL

B6 sung axit tricloisoxyanuric (TCCA) vao dung dich chtta nguyén liéu ban dau

c6 trén thi truong 101 trong CHCI3 & nhiét do 60°C. Sau do, khudy dung dich nay
trong thoi gian 1,5 gid, lam ngudi, va loc bang HiFlo-Xelit. C6 phan dich loc va lam

kho trong chan khong. Thu dugce 5,037 g hop chét 102.

b. Biéu ché hop chét 104.

N
= | N
H 103

SYaW,
/4
N A~N
) F
= Ill\] 101 _~ hl
XN NaOH, DMF SN
Cl cl
102 104
Hop chat MW Luong mmol Duong lugng
102 163 5073 g 31,12 1
103 213,2 6,635 g 31,12 1
NaOH (10%) 40 1,245 g - 31,12 1
DMF 320 mL

B6 sung NaOH vao dung dich ctia hgp chét 103 trong DMF (dimetylformamit).
Hoa tan hop chit 102 trong DMF (20 mL) va bd sung tir tir vao dung dich. Khudy hdn
hop phan ng trong thoi gian 3 gid, pha lodng bing nudc va chiét bang EtOAc. Lam
khé 16p hitu co bing NaySOs. Loai bo dung mdi va san phim duoc tai két tinh voi

diclometan. Thu dwoc 5,7 g hop chét 103.

Hop chét 2 ¢6 thé dugc didu ché bang cach st dung cic phuong phép tdng hop
va cac san phdm trung gian nhu dugc bdc 10 trong USSN 12/202319 (US
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20100051763 Al). Hop chét 2 ciing ¢ thé dwgc diéu ché nhu duge néu trong vi du
duéi day.

Vi du 2: Diéu ché hop chit 2.

MeO

Hoa tan este phosphinat 206 (23,7 g, 24,05 mmol) trong CH3CN (240 mL) va
lam lanh xudng 0°C. B6 sung nho giot theo nhip nhanh iodotrimetylsilan (17,4 mL,
122,3 mmol), sau d6 10 phut bd sung 2,6-lutidin (17,0 mL, 146,4 mmol). Lam &m tir
tir hon hop phan (ng t6i nhiét do trong phong va khudy trong 1 gid, sau d6 lam lanh
tré lai xubng dén 0°C va bd sung 2,6-lutidin (11,1 mL, 95,6 mmol), sau d6 1a MeOH
(24 mL). Co dung dich trong chan khong va tinh ché phan thd con lai bang HPLC dé
thu dugc 12,68 g hop chét 2 v6i hidu suit 55%. 'H NMR (300 MHz, CDCls) 8 8,35 (d,
J=9,3 Hz, 1H), 8,28 (s, 1H), 7,85 (s, 1H), 7,64 (d, ] = 9,6 Hz, 1H), 7,35-7,22 (m, 1H),
7,02-6,89 (m, 2H), 5,85 (bs, 1H), 4,82-4,71 (m, 2H), 4,33 (bs, 1H), 4,28-3,99 (m, 3H),
4,16 (s, 3H), 3,57-3,28 (m, 2H), 2,90-2,78m, 1H), 2,63-2,50 (m, 1H), 2,08-1,91 (m,
1H), 1,91-170 (m, 2H), 1,70-1,13 (m, 22H), 1,37 (d, ] = 6,9 Hz, 6H); 31P NMR (121,4
MHz, CDsOD) & 42,4; LCMS (M+1): 957,35. g.

Hop chit trung gian 206 dugc didu ché nhu sau.

a. Bidu ché hop chét 203.
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Hoa tan hop chit 201 (17,42 g, 28,30 mmol) trong THF (136 mL) va lam lanh
xubng 0°C. Bb sung N-metylmorpholin (4,7 mL, 42,7 mmol) vao dung dich. Sau 10
phut ¢ nhiét do 0°C, bd sung timg giot i-butylclorofomat (4,05 mL, 30,96 mmol). Sau
1 gid nita, bd sung tir tir etyl este cla axit (1-amino-2-vinyl-xyclopropyl)-(2,6-diflo-
benzyl)-phosphinic 202 (8,94 g, 29,70 mmol) duéi dang dung dich trong THF (20
mL). Lam 4m huyén phi 1én nhi¢t d9 trong phong, va sau 2 gid, n6 dugc phén bb gitra
H,0 (400 mL) va etylaxetat (200 mL). Chiét 16p nu6c bang etylaxetat (200 mL x 2) va
rira cac 16p hitu co két hop bang HCI (1N, 225 mL) va H>0 (200 mL). Phén nudc ria
bing axit va phan nuéc rira bing nudc duoc két hop va duge chiét lai bing etylaxetat
(175 mL x 2, 100 mL x 2). Rira c4c 16p hitu co két hop bang nude mudi (400 mL), 1am
kho qua Na»SOs, va ¢d trong chin khong, tao ra 25,06 g dien 203 v6i hicu suét tho 1a
98,5%. LCMS (M + 1): 898,06.

b. Didu ché hop chit 204.

Oy
~0
Br .
H Et
) N N H O\\?
s Q/ T ?/\/\\O\\/\pr/j@
o = 0
F
204
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Hoa tan hop chit 203 (12,91 g, 14,36 mmol) trong CHyCl, (1440 mL) va loai
khi trong dung dich trong 30 phut. Gia nhiét dung dich dén 40°C va bd sung chét xac
tdc G1 Grubb (2,95 g, 3,59 mmol). Cho hoi luu hdn hgp phan tmg trong thoi gian 17
gid, sau d6 bd sung tris-hydroxymetylphosphin (22,3 g, 18,0 mmol), TEA (50 mL,
35,9 mmol) va H,O (400 mL), va gia nhiét hdn hop phan tmg dén hdi luu trong 16 gid
nita. Lam ngudi hdn hop phan tng xudng nhiét do trong phong va hai 16p dugc tach
riéng. Rura 16p hitu co bang H,O (400 mL) va nudc mudi (300 mL), lam kho qua
MgSO4, va ¢o. Tinh ché phn thé con lai bang sic ky trén silicagel dé thu dugc 8,30 g
olefin vong 16n (macro) 204 véi hiéu sudt 1a 66%. LCMS (M + 1): 870,09.

c. Diéu ché hop chat 205.

O,
S<
(@]
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Hoa tan olefin vong 16n 204 (7,34 g, 8,42 mmol) trong etylaxetat (105 mL) va
bd sung rodi trén nhom oxit (5% khéi lugng, 2,945 g, 0,40% khéi lugng). Hut chan
khong hdn hop va suc Ha (1 atm (100 kPa), 3x). Sau 3 gio, bd sung rodi trén nhom oxit
(5% khoi luong, 842 mg, 0,10% khéi lugng) vao hdn hop, va hit chan khong va suc
Ha (1 atm (100 kPa), 3x). Sau 1 gi¢ nita, loc huyén phil va ¢ trong chan khong, tao ra
6,49 g hop chét vong 16n dwogc khir 205 vé6i hidu suét tho 1a 88%. LCMS (M + 1):
872,04.

d. Pidu ché hop chit 206.
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Hoa tan hop chit vong 16n brosylat 205 (6,49 g, 7,67 mmol) trong N-
metylpyrolidinon (25,0 mL) va 8-clo-2-(2-isopropylamino-thiazol-4-yl)-7-metoxy-
quinolin-4-o0l 207 (2,564 g, 7,33 mmol), sau do6 bd sung Cs2CO;3 (4,40 g, 13,50 mmol).
Gia nhiét hdn hop dén 65°C trong thoi gian 6 gid, sau do pha lodng bing etylaxetat
(200 mL) va rira bing LiCl (5%, 250 mL). Chiét 16p nuéc béng etylaxetat (100 mL x
2) va rira céc 16p hitu co két hop bing nudc mubi (150 mL), lam khd qua
Na2SO4/MgSOs, va ¢ trong chan khong. Tinh ché phan tho con lai bang sic ky trén
silicagel (etylaxetat-metanol), thu dugc 4,39 g aminothiazol 206 véi hiéu sudt 1a 58%.

LCMS (M + 1): 985,28.

Hop chét trung gian 201 ¢6 thé dugc diéu ché nhu sau.
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e. Didu ché hop chit 209.

Hoa tan hop chit 208 (7,00 g, 28,55 mmol) va DABCO (5,13 2,45,94 mmol)
trong toluen (30 mL). B6 sung dung dich ctia brosylclorua (10,22 g, 40,01 mmol)
trong toluen (11 mL). Khudy hdn hop phan trng & nhiét do trong phong qua dém. Pha
lodng hdn hop phan tng bing EtOAc (210 mL) va bd sung HCI 0,5N (200 mL). Hai
16p dugc tach riéng va 16p nude duoc chiét bang EtOAc (2 x 200 mL). Rtra céc 16p
hitu co két hop béng nude mudi (200 mL), [am kho béng NazSOs4, loc, va co. Tinh ché
san pham thd bang sic ky CombiFlash dé thu dugc 12,23 g hop chét 209 v6i hiéu sudt
12 92%.

f. Pidu ché hop chit 210 va 212.

Xu ly hop chét 209 (12,2 g, 26,3 mmol) bang HCI 4N / 1,4-dioxan (60 mL) va
khudy trong thoi gian 1 gio. Co hdn hop phan Gmg va 1am kho trong chén khong trong
thoi gian 20 phat. Hoa tan mudi HCI amin thd clia hgp chét 210 trong DMF (150 mL)
va b sung axit 211 (14,2 g, 52,6 mmol). B4 sung HATU (20,0 g, 52,6 mmol) va
NMM (13,5 g, 131,5 mmol). Khudy hén hop phan (mg & nhiét do trong phong qua
dém. Pha lodng hdn hgp phén tng bang EtOAc (300 mL), rita bang HCI 1IN (200 mL),
NaHCOj3 bdo hoa, nude mudi, lam khd bing Na»SOs, va ¢b. Tinh ché san phim tho
bang sic ky CombiFlash 8 thu duoc 15,1 g hop chét 212 véi hidu suat 12 93%.

g. Didu ché hop chét 213.

B4 sung HCI 4N trong 1,4-dioxan (50 mL, 200 mmol) vao dung dich cua 212
(12,8 g, 20,7 mmol) trong CH2Cl> (50 mL). Khudy hdn hgp phan g & nhiét do trong
phong trong thoi gian 2 gid, ¢d, lam kho trong chan khong trong thoi gian 20 phit, va
sau d6 hoa tan trongv CH;CN (50 mL). B6 sung dung dich nude bao hoa NaHCO; (50
mL) va khudy trong 5 phit. Bé sung xyclopentylclorofomat méi dugc diéu ché trong

THF (50 mL). Phan mg x4y ra hoan toan trong 1 gio. Loai bé dung moi dudi ap suat
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giam va pha loang phan con lai bang EtOAc. Hon hop dugc didu chinh dén d6 pH = 2
bang HCI IN va hai 16p duge tach riéng. Cac 16p hitu co dugc ria bang nudc mudi,

1am kho bang NaxSOs, loc, va ¢6 dé thu dugc hop chit thd 213 (3,18 g).
h. Piéu ché hop chét 201.

Este thd 213 (3,18 g, 5,07 mmol) dugc hoa tan trong THF (25 mL), H.O (25
mL), va sau d6 MeOH (6 mL) va LiOH (660 mg, 25,4 mmol) dugc bd sung. Khudy
hdn hgp phan ung & nhiét d trong phong trong thoi gian 1 gio va pha loang bang
EtOAc. Hon hop phéan tmg dugce axit hoa t6i do pH 1a 2 bang HCI IN va hai 16p dugc
tach riéng. Chiét 16p nudc bang EtOAc (2 x). Rtra céc 16p hitu co két hop bang nuéc
mudi, 1am kho bang NaySOs, c6 va lam khd trong chén khong dé thu duogc 3,09 g axit
201.

Hop chdt trung gian 8-clo-2-(2-isopropylamino-thiazol-4-yl)-7-metoxy-

quinolin-4-ol 207 c6 thé duoc diéu ché nhu sau.

Cl

ol Cl
MeO N N,
MeO N MeO N\ OH | A
= OMe —— » /
G
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214  OH 215 216 \ﬂ/
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i. Didu ché axit 8-clo-4-hydroxy-7-metoxyquinolin-2-carboxylic 215.

B4 sung dung dich cia LiOH (30,5 g, 0,725 mol) trong H2O (80 mL) vao dung
dich ctia metyl 8-clo-4-hydroxy-7-metoxyquinolin-2-carboxylat 214 (36,5g, 0,145
mol) trong hdn hop 1:1 cua MeOH: THF (tong cong la 160 mL). Khudy hén hop &
nhiét do trong phong trong thoi gian mot gio khi phan tich LCMS cho thiy su chuyén
hoa hoan toan thanh axit carboxylic. Hon hop phan tmg duge xit Iy bang cach loai bd

céc chét d& bay hoi va didu chinh do pH cta dung dich thanh 6 bang céch sir dung
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dung dich nuéc HCI 6N. Phan gbm con lai thu duge duge loc va lam kho trén mdy lam
dong kho trong thoi gian 2 ngay dé tao ra 34,4 g (99,6%) hop chét 215 dudi dang chét
rin mau tring. EI MS (mlz) 253,9 [M+H].

j. Diéu ché 2-(2-diazo-1-0x0)-8-clo-7-metoxyquinolin-4-yl isobutyl cacbonat 216.

B6 sung trietyl amin (12,3 mL, 0,088 mol) va i-butylclorofomat (11,6 mL,
0,088 mol) vao dung dich cua axit 8-clo-4-hydroxy-7-metoxyquinolin-2-carboxylic
215 (10,2 g, 0,04 mol) trong THF (400 mL) & nhiét do 0°C trong moi truong argon.
Khudy hdn hop & nhiét do 0°C trong thoi gian 1 gio khi phan tich LCMS cho thdy
phan Ung x4y ra hoan toan dé tao ra anhydrit hon hgp mong mudn. EI MS (mlz) 454,0
[M+H]. B6 sung dung dich ctia diazometan 1M (121 mL, 0,121 mol) trong dietyl ete
vao hdn hop phén tng cla anhydrit qua phéu nhva & nhiét do 0°C. Hon hop nay duoc
khudy trong khi 4m 1én dén nhiét d6 trong phong trong 2 gid nita. Phén tich hdn hop
bing LCMS cho thiy phan tmg x4y ra hoan toan. Véach ngin dugc thao ra va khudy
hdn hop phéan ung trong 20 phut nita trude khi loai bd dung moi. Phan con lai duoc
tiép tuc lam kho trong chin khong cao dé tao ra hop chit 216, ma dugc st dung trong

bude tiép theo. EIMS (m/z) 377,9 [M+H].
k. Diéu ché 8-clo-2-(2-(isopropylamino)thiazol-4-yl)-7-metoxyquinoiin-4-ol 207.

B& sung tir tir HBr 48% (23 mL, 0,201 mol) vao dung dich da ngudi cua 2-(2-
diazo-1-0x0)-8-clo-7-metoxyquinolin-4-yl isobutyl cacbonat 216 (15,2 g, 0,040 mol) &
nhiét d6 0°C trong THF (268mL) trong thoi gian 15 phut. Dung dich dugc khudy &
nhiét do 0°C trong 40 phut nira khi phan tich LCMS cho thdy phan g x4y ra hoan
toan. Hon hop phan tmg duge xu ly béng cach bd sung dung dich nuéc NaOH 1N (180
mL) & nhiét do 0°C dé diu chinh do pH cta 16p nude thanh 9. Céc 16p duoc tach va
16p nuée duoc rira bing EtOAc (2 x 200 mL). Cac phén chiét hitu co két hop duge ria
bang nude mudi va lam khd qua MgSO4. Loai bé dung moi trong chan khong dé tao ra

17,7 ¢ chét rén mau vang. EI MS (m/z) 431,9 [M+H].

Dung dich ctia bromoketon thu dugc tlr phan Umg trén day dugc tao huyén phu
trong i-propanol (270 mL) va isopropylisoure (9,4 g, 0,080 mol). Gia nhiét hdn hop
phan Gmg & nhiét do 72°C trong thoi gian 32 gid. Phan tich LCMS cua phan tng cho
thdy su chuyén hod hoan toan thanh san phim mong mudn. Lam ngudi hdn hop phéan

ng xudng nhiét do trong phong dé cho phép san pham két tia ra khéi dung dich. Hon
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hop phan Gng duoc tiép tuc lam lanh xudng 0°C trong thoi gian 12 gid trude khi loc.
Phén dich loc duoc rira béng ete va lam kho trén may lam dong kho dé tao ra 8,03 g
hop chét 207 dudi dang chét rin mau da cam. '"H NMR (500 MHz, CDCls): & 8,21 (d,
J=9 Hz, 1H), 7,74 (s, 1H), 7,44 (d, J= 10Hz), 1H), 7,07 (s, 1H), 4,05 (s, 3H), 3,92
(pentet, J=6 Hz, 1H), 1,25 (d, J= 7 Hz, 6H): EI MS (m/z) 350,0 [M+H].

Hop chét 3 ¢6 thé duoc diéu ché bang cach st dung cac phuong phap tong hop
va cac san phém trung gian nhu dugc bdc 16 trong USSN 12/215,605 (US
20090257978 Al). Hop chét 3 ciing c6 thé dugc didu ché nhu dugc néu trong vi du
dudi day.

Vi du 3: Didu ché hop chit 3

cl N=g \‘/

315 —_—
Ng\

Hoa tan hop chat 315 (12 g, 13 mmol) trong THF (200 ml), bd sung thém LiOH
(11g, 260 mmol) trong H>O (200 mL), sau d6 1a MeOH (200 mL). Hén hop dugc duy
tri ¢6 khudy & nhiét do trong phong trong thoi gian 20 gio. Khi hoan thanh phén Gng,
dung dich nudc HCI 4N dugc bd sung dé didu chinh do pH thanh 7 & nhiét do 0°C.
Hdn hop duge chiét bing EtOAc (2 x 400 mL). L6p hitu co két hop dugce rira bang
nude mubi, 1am khd (NaxSO4) va cd trong chan khong d& thu dwgc hop chét 3 dudi
dang chét rin mau vang (11 g, 93%). LC/MS =911,52(M*+1). '"H NMR (300MHz,
CDs0D) 6 7,95 (d, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,48 (s, 1H), 7,31 (d, 1H), 5,42 (s, 1H), 4,37 (dd,
1H), 4,20 (m, 2H), 3,83-3,56 (m, 7H), 3,50 (m, 2H), 3,39 (m, 2H), 2,45 (m, 1H),
2,27(m, 1H), 1,62 (m, 2H), 1,50 (m, 1H), 1,33 (m, 2H), 1,18 (m, 1H), 1,05 (m, 8H),
0,90 (m, 3H), 0,76 (m, 11H), 0,14-0,04 (m, 2H)

Hop chét trung gian 315 dugc didu ché nhu sau.
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a. Didu ché hop chit 301.

B4 sung diclometan khan (100 mL) va EtzZn (28 mL, 273 mmol) vao binh ddy
tron ba ¢b khd dugc suc khi argon (1000 mL) & nhiét do 0°C (THAN TRONG: Ngudn
argon khong thé tir kim. Chi sir dung 6ng ndi bang thuy tinh thich hgp. May suc khi
thir hai cling c¢6 thé dugc gin vao binh dé ngan ngira su tang ap sudt qua mirc). Sau do,
bd sung ting giot xyclopenten-3-ol (10,0 mL, 119 mmol) (lwgng 16n khi etan duge tao
thanh) vao binh va khudy hdn hop phan @ng cho dén khi su thoat khi ngiing lai. Sau
d6, bd sung timg giot diiodometan (22 mL, 242 mmol) trong thoi gian 30 phit. Hon
hop phan tng duoc dé 4m Ién t6i nhiét do trong phong va tiép tuc khudy qua dém duéi
dong argon cudng birc, tai thoi diém d6 phén tich TLC cho thiy sy tiéu thu hoan toan
ctia rugu ban dau. Sau dé, pha lodng hdn hgp phan tng bang CH>Cl, va lam dimg phan
g bing HCI 2M (chét két tia mau tring can dugc hoa tan hoan toan). Hon hgp hai
pha dugc rét vao phéu chiét va 16p hitu co duoc thu gom. Loai bé dung mdi dudi ap

suét giam cho dén khi con lai 100 mL nguyén liéu chira hop chét 301.
b. Didu ché hop chét 302.

B4 sung diclometan khan (525 mL) vao binh, sau d6 bd sung timg giot
trietylamin (34 mL, 245 mmol). Tiép tuc khudy hdn hop phan ng & nhiét do trong
phong dudi dong nito cudng buc, tai thoi diém do, bd sung timg phan
disuxinimidylcacbonat (40,7 g, 159 mfnol) vao binh. Khudy hén hop phan tng cho
dén khi phén tich TLC cho thy sy tiéu thu hoan toan ciia nguyén liéu ban dau (2-3
ngay). Sau khi hoan thanh, lam dung hdn hop phan ng bang HCI 1M (200 mL x 2) va
rira bang H,0 (200 mL x 2). Chiét nguyén liéu mong muén bang cach sir dung CH>Cly
va céc 16p hitu co két hop duge 1am kho bing cach sit dung MgSOs khan va dugc cho
di qua nut silic oxit. Loai bé dung mdi duéi ap sudt giam va nguyén liéu tho dugc tinh
ché bing cach sir dung séc ky nhanh (Re= 0,33, 1:1 Hex/EtOAc) dé tao ra hop chat
302 (22 g, 75%): 'H NMR (300MHz, CDCl): 8 5,24 (t, 1H), 3,82 (s, 4H), 2,24 (m,
2H), 2,03 (d, 2H), 1,38 (m, 2H), 0,48 (m, 1H), 0,40 (m, 1H).
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c. Diéu ché hop chat 304.

Metyl este ctia N-t-Boc-cis-4-hydroxy-L-prolin 303 (100,0 g, 407,7 mmol) va
DABCO (1,5 duong lugng, 68,6 g, 611,6 mmol) dugc hoa tan trong toluen khan (200
mL) trong binh ddy tron ba c¢b dung tich 2L ¢6 bd phan khudy co hoc va phéu b sung.
Sau khi lam lanh dung dich dén 0°C dudi Ny, dung dich ctia 4-bromo-benzensulfonyl
clorua (1,3 duong lugng, 135,6 g, 530,0 mmol) trong 300 mL toluen duoc bb sung qua
phéu b sung trong thoi gian 60 phut. Khudy hdn hop phan tng va lam 4m t6i nhiét do
trong phong qua dém (16 gio). Hon hop dugce rot tir tr vao 2 L dung dich nuée
Na;CO;3 1M, va san phdm dugc chiét bang EtOAc (2 L). Sau khi pha hitu co dugce rira
bing HCl 0,5N (2 L), HoO (1 L), va nuée mubi (1 L), n6 duge lam kho (MgSOa),

duge cd dé thu duoc 195,45 g san ph4m brosylat dang diu mau vang.

B6 sung tir tir HC1 4,0M trong dioxan (500 mL, 5 duong lugng) vao dung dich
clia brosylat trén day (407,7 mmol) trong diclometan (300 mL) va khudy dung dich thu
dugc & nhiét do trong phong trong thoi gian 2 gio. Sau khi bd sung ete (500 mL) vao
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hdn hop phan tmg, khudy hdn hop trong thoi gian 15 phat va thu 14y chat két tha mau
tring bing cach loc. Chit ran dwogc rira bing ete va hexan va sau d6 dugc lam kho
trong chan khong qua dém dé thu dugc 153,0 g mudi amin HCI cta hop chat 304,

381,8 mmol, v&i hiéu suét 1a 94% cho hai bude.
d. Diéu ché hop chét 305.

B6 sung HATU (217,76 g, 572,7 mmol) va bazo Hunig (126 mL, 1145,4 mmol)
vao dung dich cta Boc-fert-butyl-glyxin (97,0 g, 420,0 mmol) trong DMF (200 mL)
va metylen clorua (200 mL) & nhiét do trong phong. Sau khi khudy hdn hop trong thoi
gian 20 phuat ¢ nhiét do trong phong, bd sung dung dich ctia mudi HCI trén day (153,0
g, 381,8 mmol) va bazo Hunig (126 mL, 1145,4 mmol) trong DMF (200 mL) va
diclometan (200 mL) vao hdn hop axit trén ddy trong mdt phan. Khudy hdn hop phan
Ung & nhiét do trong phong trong thoi gian 3 gio, c6 theo doi bang LCMS. C6 hdn hop
phan tng dé loai bd diélometan dudi 4p sudt giam va chét ran mau tring tao thanh
duoc loc ra. Pha lodng dung dichADMF con lai bing etyl axetat (1 L), rira 1an lugt bang
3% LiCl (trong nudc) (3x650 mL), NH4Cl bdo hoa (2x500 mL), HCI 0,5N (trong
nuée) (2x600 mL), nude mudi (500 mL), NaHCOs bao hoa (3x500 mL), va nude mudi
(500 mL). Phan doan hitu co thu dugc duge lam khd (MgSO4) va ¢d dé thu duogc hop
chét 305 (111g).

e. Bidu ché hop chit 306.

B6 sung dung dich ctia LiOH (26,18 g, 623,4 mmol) trong H>O (150 mL) vao
dung dich cua metyl este 305 (120 g, 207,8 mmol) trong THF (300 mL), MeOH (75
mL). Dung dich nay duoc khudy & nhiét dd trong phong trong 4 gio. Hon hop duoc
Jam ngudi trong bé nudc da trong khi axit hod bang HCI 3N téi d6 pH khoéang 5,5,
khudy trong thoi gian 10 phut, va chét rin mau tring thu dugc dugce thu gom bing
cach loc. Chét rin dugc rira béng nhiéu nuéc, ete va hexan hon. Chét rén duoc 1am
kho trong chin khong & nhiét do 40°C qua dém dé thu duoc 95,78g (82%) cla axit
306.

f. Bidu ché hop chit 307.

B sung HATU (82,3g, 216,4 mmol) va bazo Hunig (47,5 mL, 432,8 mmol)
vao dung dich cua axit carboxylic 306 (81,4 g, 144,27 mmol) trong DMF (200 mL) va
diclometan (200 mL) & nhiét do trong phong. Sau khi khudy hdén hgp trong thoi gian
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20 phut & nhiét d§ trong phong, dung dich cia amin (158,7 mmol) va bazo Hunig
(47,5 mL, 1145,4 mmol) trong DMF (200 mL) va diclometan (200 mL) dugc bd sung
vao hdn hop axit trén ddy trong mot phan. Khudy hdn hop phan tmg & nhiét do trong
phong trong thoi gian 3 gi¢ va theo do1 bing LCMS. Sau khi hdn hop dugce ¢d dudi 4p
sudt giam dé loai bo diclometan, chét rén mau tring tao thanh dugc loc ra. Pha lodng
dung dich DMF con lai bing etyl axetat (600 mL) va lan lugt rira bang 3% LiCl (trong
nude) (2x550 mL), NH4Cl bdo hoa (500 mL), HCl IN (trong nuéc) (500 mL),
NaHCOs3 bdo hoa (500 mL), va nude mudi (300 mL). Phan doan hitu co thu dugc duoc
lam kho (Na2SO4) va cb dé thu dugc hop chat 307 (111 g).

g. Pidu ché hop chét 308.

Hop chét 307 duge hoa tan trong HCI 4N trong dioxan (300 mL) ¢ nhiét do
trong phong va khudy trong thoi gian 2 gio. Sau do, hdn hop ndy dugc cd trong chin
khong, va dugc lam bay hot dong thoi voi diclometan (2 x 200 mL) t6i kh. Phén con
lai duoc hoa tan trong EtOAc (600 mL) va NaHCOs bdo hoa trong nuée (1 L). Hon
hop thu dugc duoc khudy manh. Sau 10 phut, 2,5-dioxo-pyrolidin-1-yl este
bixyclo[3,1,0]hex-3-yl este cta axit cacbonic 302 (41,4 g, 173,1 mmol) duge bd sung
trong mdt phan. Sau khi hdn hop thu duge duge khudy trong 30 phit nita, 16p hitu co
duge thu gom va rira bing nude mudi (500 mL), lam khd (Na;SO4), va ¢d. Tinh ché
san phim tho bang sic ky nhanh trén silicagel v6i etyl axetat/hexan dé thu dugc 94,44
g (92%) hop chat 308.

OMe

ol , of )Oie/ cl
Br
—_— >

311

311
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h. Diéu ché hop chét 310.

1-(2-amino-3-clo-4-hydroxy-phenyl)-etanon 309 (70,7 g, 354 mmol) duoc
khudy trong dung dich nuéc HBr 48% (500 mL) & nhiét do 110°C trong thoi gian 72
gid. Sau khi hén hop duge lam lanh xubng 0°C c6 khudy, chit ran dugc loc va rira
bing nude. Chat rin thu duge dugc nghién nhé bang dung dich NaHCOs; bdo hoa
(khoang 350 mL), loc, rtra bing nudc, va lam kho trong chan khong dé thu duogc
khoang 40 g (61%) hop chét thé 310 dudi dang chat rdn mau nau dam. LC/MS = 186
(M*™1).

i. Biéu ché hop chat 311.

1-(2-amino-3-clo-4-hydroxy-phenyl)-etanon 310 (40 g, 215 mmol) dugc hoa
tan trong DMF (360 mL). Xesi cacbonat (140 g, 430 mmol) duoc bd sung, sau do6 1a
bromoaxetaldehyt dimetyl axetal (54,5 g, 323 mmol). Sau do, hén hop dugc khudy
manh & nhiét do 65°C trong thoi gian 24 gio. Sau khi lam ngudi téi nhiét do trong
phong, EtOAc (1 L) va H,O (1 L) dugc bd sung vao hdn hop. Lép hitu co duge chiét
bang EtOAc (1 x 400 mL). Lép hitu co két hop duoc rira bang dung dich nuéc LiCl
3% (2 x 1 L), nuée mubi, 1am kho (Na2SOs) va cb trong chan khong. Tinh ché phan
con lai bang sic ky trén silicagel dé thu duoc hop chit 311 dudi dang chét rin mau

tring (39 g, 67%).

j. Didu ché hop chit 312.
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B6 sung tir tir phospho oxyclorua (9,47 g, 61,8 mmol) vao hdn hop ctia 1-[2-
amino-3-clo-4-(2,2-dimetoxy-etoxy)-phenyl]-etanon 311 (13 g, 47,5 mmol) va axit
isopropylaminothiazol-4-carboxylic hydrobromua (12,64 g, 47,5 mmol) trong pyridin
(150 mL) & nhiét do -40°C. Sau do, hdn hop dugce khuéy & nhiét d¢ 0°C trong 4 gio.
Khi hoan thanh phan ung, H,O (30 mL) dugc b6 sung timg giot vao hdn hop. Sau do,
hén hop duoc khudy & nhiét dd 0°C trong 15 phut nita. Hon hop dugc cb trong chan
khong. Pha loang phin con lai bing EtOAc, rira bing dung dich nu¢c NaHCOs bao
hoac. Lam khé 16p httu co (Na2SO4) va c6 trong chén khong. Phan con lai duge hoa
tan trong CH>Cl, hexan dugc b sung tir tir vao dung dich, va chét rin mau vang bét
dAu v vun. Tiép tuc bd sung thém hexan cho dén khi khéng con san pham trong nudce

c4i dé tao ra hop chit 312 (18 g, 85%).
k. Diéu ché hop chét 313,

[6-axéty1—2-clo-3-(2,2-dimetoxy-etoxy)-phenyl]-amit cua axit  2-
isopropylamino-thiazol-4-carboxylic 312 (18 g, 40,7 mmol) dugc tao huyén phu trong
toluen (400 mL). NaH (2,4 g, 61 mmol) dugc bd sung vao hdn hop dugc khudy manh
trong khi theo doi su thoat khi Ha. Hon hop chuyén thanh dung dich trong sudt trong
qua trinh gia nhiét dén hdi Ivu. Phan tng dién ra hoan toan sau khi hdi luu trong thoi
gian 3 gio. Hon hop dugce lam ngudi xubng nhiét do trong phong. Dung dich cua
AcOH (69,2 mmol) trong H,O (3 thé tich) dugc bd sung viao hdn hgp. Sau khi khudy
manh trong thoi gian 1 gio ¢ nhiét do 0°C, chat fén duge thu gom bang cach loc, rira
lai bang H>O. Bi loc w6t duge lam kho trong chan khong cao dén khéi lugng khong
ddi dé tao ra hop chit 313 (15 g, 86%).

1. DBidu ché hop chat 314.

B4 sung xesi cacbonat (25,1 g, 77 mmol) vao hén hop ctia hop chét trung gian
brosylat 303 (15 g, 35 mmol) va hop chét 313 (27,5 g, 38,5 mmol) trong NMP (200
mL). Khudy hdn hop & nhiét do 65°C trong thoi gian 5 gid. Lam ngudi hdn hop phan
tng xubng nhiét do trong phong va EtOAc (600 mL) va dung dich nudc LiCl 3% (600
mL) duoc bd sung vao hdn hgp. Rira 16p hitu co bang dung dich nude LiCl 3% (1 x
600 mL), nude mudi, 1am kho (Na2SO4) va ¢d trong chén khong. Tinh ché phan con lai
bing sic ky trén silicagel dé thu dugc metyl este mong mudn dudi dang chét rin mau

vang (23,6 g, 75%). LC/MS = 900,13(M*+1).
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m. Diéu ché hop chit 315.

Metyl este 314 (23,6 g, 26 mmol) dugc hoa tan trong axit axetic bang (200
mL), dung dich nuéc HCI 1,4N (75 mL) dugce bd sung vao dung dich. Khudy hdn hop
& nhiét do6 60°C trong thoi gian 1 gi. Khi hoan thanh phan g, hdn hop dugce co daé
loai bd dung mdi, dugc 1am bay hoi dong thoi véi toluen (x 2) dé loai bo axit axetic
du. Sau d6, phan con lai dugc hoa tan trong FtOAc (500 mL) va dung dich nudce
NaHCOs bdo hoa (da dé lam trung hoa hdn hop) trong khi theo ddi su thoat khi CObz.
Rita 16p hitu co bang nude mudi, 1am kho (NaSO4) va cd trong chan khong. Phin con
lai duoc tiép tuc 1am kho trong chan khong cao trong 1 gidr va dugce dung trong budce
tiép theo ma khong cén tinh ché thém. Chéit thd dugc hoa tan trong CH2Cly (360 mL),
morpholin (3,4 g, 39 mmol) va natri triaxetoxyborohydrit (7,2 g, 34 mmol) dugc bd
sung vao hdn hop & nhiét d§ 0°C. Sau do, bd sung timg giot axit axetic bang (0,47 g,
7,8 mmol) vao hdn hop. Phan tng dién ra hoan toan trong 10 phut & nhiét do 0°C.
Dung dich nuéc NaHCO3 bao hoa dugce bd sung dé lam ngimg phan tng. Sau khi
khudy trong 20 phit nita, rira 16p hitu co bang nuéc mudi, lam khd (NaxSOs) va cd
trong chan khong. Tinh ché phin con lai bang sic ky trén silicagel dé thu duoc san
phdm amin mong muén 315 du6i dang chit rin mau vang (12 g, 50%). LC/MS
= 924,63(M"™+1).

Hop chit 4 c¢6 thé dugc diéu ché nhu dugc néu trong vi du dudi day.

Vi du 4: Diéu ché hop chit 4.
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Hbn hop chit dong phan khong d6i quang 414 dugc hoa tan trong heptan va
isopropanol (70%:30%, 230 mg trong 4,5 mL dung moi hdn hop) va duoc tach bang
cot khong dbi xing dudi cac diéu kién sau day:

Cot: Chiralcel OD-H, 2 x 25 cm

Hé dung moi: 70% heptan va 30% isopropanol

Téc d6 chay: 6 mL/phut.

Thé tich tai trong mdi 1an chay: 2,5 mL

Hop chét 4 ¢6 thoi gian luu 1a 20 phut. 'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 8,00 (s,
1H), 7,1-7,3 (m, 5H), 6,83 (d, 1H), 6,71 (d, 1H), 6,09 (brs, 2H), 5,95 (s, 1H), 5,04 (m,
2H), 4,67 (q, 1H), 4,35-4,52 (m, 2H), 4,00 (m, 2H), 2,74 (m, 1H), 1,40 (d, 3H), 1,2-1,3
(12H), 0,98 (s, 3H). 3P NMR (121,4 MHz, CDCL): § 2,72 (s). Sau d6, hop chat 4
duoc tai két tinh tir MTBE dé thu dwoc céc tinh thé dat chuén tia X.

Hop chat 4a c6 thoi gian luu 1a 50 phat. "H NMR (300 MHz, CDCls): 6 7,98 (s,
1H), 7,1-7,3 (m, 5H), 6,83 (d, 1H), 6,73 (d, 1H), 6,02 (brs, 2H), 5,95 (s, 1H), 5,08 (d,
1H), 5,00 (m, 1H), 4,68 (q, 1H), 4,38-4,56 (m, 2H), 3,98 (m, 2H), 2,74 (m, 1H), 1,40
(d, 3H), 1,2-1,3 (12H), 0,99 (s, 3H). >'P NMR (121,4 MHz, CDCL): 8 2,61 (s).

Hbn hop chét ddng phan khong d6i quang trung gian 414 dugc didu ché nhu

sau.
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a. Diéu ché hop chét 402.

401 402

Bd sung timg giot axetyl clorua (22 mL) vao dung dich ctia hgp chét 401 (22,0
g, 54,9 mmol, dugc diéu ché theo cac phuong phap dugce boc 16 trong J.O.C., 2004,
6257) trong metanol (300 mL) & nhiét do 0°C bang cach st dung phéu nhé giot trong
thoi gian 30 phat va sau d6 khudy & nhiét do trong phong trong thoi gian 16 gio. Hon
hop duoc c6, duge tai hoa tan trong etyl axetat (400 mL), rira bang NaOH 2N trong
nudc da lanh, va ¢d tGi kho, thu dugc metyl ete tho 402 dudi dang dau. MS =437.2 M
+Na*).

b. Diéu ché hop chét 403,

403
402

B6 sung dung dich natri metoxit 0,5M trong metanol (20 mL, 10 mmol) vao
dung dich cta hop chét 402 trong metanol (300 mL), va khudy trong thoi gian 16 gio &
nhiét do trong phong. Lam dung phan ing bing dung dich HCI 4,0N trong dioxan (2,5
mL, 10 mmol). Sau dé, hdn hop dugce ¢d, thu duge hop chét tho 403. MS =201,0 (M +
Na®).

c. Didu ché hop chat 404.
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HO
0.0 o)
_\g ~ BnCl. KOH \Ogox
HO OH Tritron X-405 e \/@
toluen

403 404

Hon hop ctia hop chit 403, Tritron X-405 (70% trong nudc, 6,0 g), 50% KOH
(trong nudc, 85 g) trong toluen (500 mL) dugc gia nhiét dén hdi luvu bang dng chit U
Dean-Stark duoc gin vao. Sau 1 gio thu gom 25 mL nuée, benzyl clorua (33 g, 260
mmol) duge bd sung va tiép tuc hdi luu co khudy trong thoi gian 16 gio. Sau d6, hdn
hop dugc 1am ngudi va duge phan bd gitra etyl axetat (400 mL) va nuéc (300 mL).
Rira 16p hitu co bing nuée (300 mL), va ¢b. Tinh ché phan con lai bing cot séc ky
silicagel (20% EtOAc / hexan), thu dugc metyl ete 404 dudi dang dau (22,0 g, 89%
trong ba buéc). 'H NMR (300 MHz, CDCls): & 7,3 (m, 15H), 4,5 - 4,9 (m, 7H), 4,37
(m, 1H), 3,87 (d, 1H), 3,56 (m, 2H), 3,52 (s, 3H), 1,40 (s, 3H).

d. Diéu ché hop chét 405.

Iz axit axetic sz
@\/O 0 Q\/O 0

404 405

Bé sung axit sulfuric 3M (dugc didu ché bing cach tron 4,8 g axit sulfuric dic
v6i 24 mL nuée) vao dung dich cta 404 (22,0 g, 49,0 mmol) trong axit axetic (110
mL) va khudy & nhiét do 70°C trong thoi gian 8 giov. Hon hop duge cd dén thé tich 20
mL, va duoc phan bd giita etyl axetat va NaOH 2N trong nudc da lanh. Lop etyl axetat
dugc b, va duge tinh ché bing cot sic ky silicagel (khoang 35% EtOAc / hexan), thu
dugc hop chit 405 dudi dang dau (17,0 g, 80%). MS =457,2 (M + Na™).

e. Didu ché hop chit 406.
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405 406

B6 sung tirng giot anhydrit axetic (90 mL, 815 mmol) vao dung dich ctia hop
chét 405 (45 g, 104 mmol) trong DMSO (135 mL) & nhiét d6 trong phong trong moi
trudng argon. Khudy hdn hop trong thoi gian 16 git & nhiét do trong phong, va sau do
rét vao nude da-nude (1 L) trong khi khudy. Sau khi nuéc da tan hoan toan (30 phit),
bd sung etyl axetat (500 mL). L6p hitu co duge tach ra. Quy trinh chiét nay duoc lap
lai ba 1in (3x500 mL). Céc phan chiét hitu co dugc két hop va cb. Tinh ché phan con
lai bing cot sic ky silicagel (20% EtOAc / hexan), thu duge hgp chét 406 du6i dang
dau (39 g, 88%). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 7,3 (m, 15H), 4,4 - 4,8 (m, 7H),
4,08 (d, J= 17,5 Hz, 1H), 3,75 (dd, J = 2,4, 11,4 Hz, 1H), 3,64 (dd, J = 5,4, 11,4 Hz,
1H), 1,51 (s, 3H).

f. Diu ché hop chat 407.

NH,
N
\ ;N
Bn/O KOZO Br \N/ .
N BulLi, TMSCI
O O
Bn Bn THF

406 407

Bd sung 7-bromo-pyrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-4-ylamin (234 mg, 1,10 mmol)
(duoc diu ché theo W02007056170) va THF khan (1,5 mL) vao binh ddy tron kho
duoc suc khi argon (100 mL). Sau do, bd sung TMSCI (276 pL, 2,2 mmol) va khuéy
hdn hop phan ung trong thoi gian 2 gio. Binh duge dat vao bé nudc da kho/axeton (-
78°C) va bd sung timg giot BuLi (2,5 mL, 4,0 mmol, 1,6M trong hexan). Sau 1 gio,
dung dich cta hop chit 406 (432,5 mg, 1,0 mmol) trong THF dugc lam lanh xubng
0°C va sau d6 bd sung ting giot vao binh phan Gng. Sau 1 gio khudy & nhiét do -78°C,

binh duoc 1am 4m 1én 0°C va NH4Cl bdo hoa (5 mL) duge bd sung dé lam nging phan
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tmg. Céc chit hitu co duoc chiét bang cach str dung EtOAc (3 x 10 mL) va céc 16p
hitu co két hop duoc lam kho bing cach st dung MgSOs. Loai bé dung méi dudi ap
sut giam va nguyén liéu thé dugc tinh ché bang céch st dung sic ky nhanh (hexan /
EtOAc). 560 mg (90%) hop chit 407 duoc tach dudi dang hdn hop cla hai anome.
LC/MS = 567,2 (M + H"). '"H NMR (300 MHz, CDCl3): § 7,85 (m, 1H), 7,27 (m,
15H), 7,01 (m, 1H), 6,51 (m, 1H), 4,66 (m, 8H), 4,40 (m, 2H), 3,79 (m, 3H), 1,62 (s,

2°-CHj3 tir mOt anome), 1,18 (s, 2°-CHj3 tir anome con lai).

g. Didu ché hop chét 408.

DCM

407 408

B6 sung TMSCN (1,4 mL, 10,5 mmol) va BF3-Et,O (1 mL, 8,1 mmol) vao
dung dich cda hogp chét 407 (1 g, 1,77 mmol) trong CH2Cl, (20 mL) & nhiét do 0°C.
Khudy hon hop phan tng & nhiét do 0°C trong thoi gian 0,5 gid, sau d6 ¢ nhiét do
trong phong trong thoi gian 0,5 gio nita. Lam ding hdn hop phéan tmg bing NaHCOs &
nhiét do 0°C, va pha loang bang CH3CO;EL. Pha hitu co duoc tach ra, rira bing nudc
mubi, lam khd qua Na»SOs, loc va ¢b. Tinh ché phén con lai béng séc ky trén silicagel,
rira gidi bing CH;COsEt-hexan (1:1 dén 2:1), dé thu dugc hop chét 408 (620 mg,
61%) du6i dang hdn hop chit déng phan. MS = 576,1 (M + H").

h. Piéu ché hop chat 409.

Y

408 409

B6 sung BCl; (2 mL, IM trong CH2Cl) vao dung dich cta hop chét 408 (150
mg, 0,26 mmol) trong CH2Cl> (4 mL) & nhiét do -78°C. Khudy hdn hgp phén tmg &
nhiét do -78°C trong thoi gian 1 giv. Lam dung phan tmg & nhiét do -78°C bang cach
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bd sung timg giot TEA (2 mL) va MeOH (5 mL). Hon hop duoc lam 4m toi nhiét do
trong phong, dugc lam bay hoi, va dugc lam bay hoi ddng thoi véi MeOH mdt vai lan.
Phan con lai dugc xir Iy bang NaHCO; (1 g trong 10 mL H20), duge ¢d va duge tinh
ché bang HPLC dé tao ra san phim hop chit mong mudn 409 (48 mg, 60%). 'H NMR
(300 MHz, D,0): § 7,74 (s 1H), 6,76 (d, J = 5 Hz, 1H), 6,73 (d, ] = 5 Hz, 1H), 4,1 (m,
1H), 3,9 (m, 1H), 3,8 (m, 2H), 0,84 (s, 3H). MS = 305,9 (M + H"). Ngoai ra, cling thu
duoc alpha-anome khac (9 mg, 11%): '"H NMR (300 MHz, D;0): § 7,70 (s 1H), 6,8 (d,
J=5Hz 1H), 6,7 (d, ] = 5 Hz, 1H), 4,25 (d, J = 9 Hz, 1H), 4,07 (m, 1H), 3,85 (m,
1H), 3,7 (m, 1H), 1,6 (s, 3H). MS =306,1 (M + H").

i. Diéu ché hop chét 412.
0 —o. § .
I . s
clI—p—cl T NH, HC : 077/:\
O - N
O 411 o H
/:/ TEA / CHCly @

410 412

Hop chat 410 (c6 trén thi truong, 4,99 g, 23,8 mmol) dugc hoa tan trong
diclometan (100 mL) va alanin isopropyl este hydroclorua 411 (3,98 g, 23,8 mmol)
duoc bd sung. Dung dich thu duge duge 1am lanh & -78°C trong 30 phit. B6 sung ting
giot trietylamin (6,63 mL, 47,5 mmol) trong thoi gian 15 phut. Hon hop sau d6 dugc
dé 4m 1én t6i nhiét do trong phong. Sau 16 gio, loai boé dung moi bang dong argon.
Phan con lai duge tai hoa tan trong MTBE (25 mL) va phén khong tan dugc loai bo
bing cach loc trong moi truong argon. Phin dich loc dugc ngung tu bing dong argon
va san phim thd 412 dugc st dung trong phan tng tiép theo ma khong can tinh ché
thém. 'H NMR (300 MHz, CDCls): 7,1-7,4 (m, 5H), 5,1 (m, 1H), 4,35 (m, 1H), 4,15
(m, 1H), 1,5 (d, 3H), 1,2 (m, 6H). *'P NMR (121,4 MHz, CDCl;): & 7,8 va 8,4 (29).

j. Diéu ché hop chit 413.

NH,

Hop chit 412

NMI / PO(OMe)s
THF
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. B sung N-metyl imidazol (1,5 g, 18,3 mmol) vao dung dich cta hop chit 409
(1,03 g, 3,37 mmol) trong trimetyl phosphat (2,0 mL) va THF (20 mL) & nhiét do 0°C.
Dung dich cua hop chét 412 (2,5 g, 8,18 mmol) trong THF (3 mL) dugc bd sung timg
giot. Hon hop thu dugc duge dé 4m 1én t&i nhiét do trong phong trong thoi gian 1,5
gid. Hon hop nay dugc phan bd gifta etyl axetat va nudc. Lép etyl axetat duge cd va
phan con lai dugc tinh ché bing sic ky trén silicagel (etyl axetat dén 10% etanol / etyl
axetat), thu dugc 1,15 g (59%) hop chét 413 dudi dang hdn hop chit dong phan khong
dbi quang 1:1 tai nguyén ti phospho. 'H NMR (300 MHz, CDCl): 8 8,02 (s, 1H), 7,1-
7.4 (m, SH), 6,8 (2d, 1H), 6,7 (2d, 1H), 6,08 (brs, 2H), 5,03 (m, 1H), 4,6 (m, 1H), 4,4
(m, 2H), 3,9-4,1 (m, 3H), 1,31 (d, 3H), 1,2 (m, 6H), 0,83 (s, 3H). *'P NMR (121,4
MHz, CDCl3): § 2,78 (s). MS =575,1 (M + H).

k. Diéu ché hop chat 414,

>-o;:pl

N—P—0O
0] H

o

413

Bb sung N,N-dimetylformamit dimetyl axetal (41 pL, 0,34 mmol, 1,1 duong
lugng) vao dung dich cua hop chat 413 (175 mg, 0,305 mmol) trong axetonitril (2 mL)
va khudy & nhiét do trong phong trong thoi gian 1 gio. Phan tng dién ra hoan toan
(bing LCMS). Sau do, hdn hop dugc cd t6i khd. B sung DCC (250 mg, 1,21 mmol, 4
duorng luong), axetonitril (5 mL) va axit isobutyric (55 mg, 58 pL, 2 duong luong) vao
phén con lai. Khudy hdn hop & nhiét do trong phong trong 48 gio. Nude (0,2 mL) va
axit trifloaxetic (0,1 mL) duogc bd sung & nhiét do 0°C va khuéy & nhiét do trong
phong trong thoi gian 64 gio. Natri bicacbonat (500 mg) dugc béisung & nhiét do 0°C.
Khudy hdn hop & nhiét do trong phong trong thoi gian 0,5 gid va loc. Co phan dich loc
va tinh ché phan con lai bang cot sic ky silicagel (5% metanol / diclometan), thu dugc
144 mg (73%) hop chit 414 duéi dang hdn hop chét ddng phan khong dbi quang 1:1
tai nguyén tir phospho. 'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 8,00 (s, 1H), 7;1-7,4 (m, SH),
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6,83 (d, 1H), 6,71 (2d, 1H), 5,97 (brs, 2H), 5,94 (d, 1H), 5,07 (2d, 1H), 5,01 (m, 1H),
4,68 (m, 1H), 4,4 (m, 2H), 4,0 (m, 2H), 2,74 (m, 1H), 1,4 (2d, 3H), 1,2-1,3 (12H), 0,98
va 0,99 (2s, 3H). 3'P NMR (121,4 MHz, CDCl3): & 2,56 va 2,65 (2s). MS = 645,1 (M
+ H).

Hop chét 5 ¢6 thé duge didu ché nhu dugc néu trong vi du dudi day.
Vi du 5: Diéu ché 5: axit 5-(3,3-dimetylbut-1-yn-1-yl)-3-[(cis-4-hydroxy-4-{[(3S)-

tetrahydrofuran-3-yloxy]metyl}xyclohexyl){[(1R)-4-metylxyclohex-3-en-1-
yl]cacbonyl}amino]thiophen-2-carboxylic 5.

% @
@ — e;
508 5

Metyl este cua axit 5-(3,3-dimetyl-but-1-ynyl)-3-[((1R)-4-metyl-xyclohex-3-
encacbonyl)-(1-oxa-spiro[2,5]oct-6-yl)-amino]-thiophen-2-carboxylic 508 (132 mg,
0,28 mmol) va (S)-tetrahydro-furan-3-ol 509 (247 mg, 2,8 mmol) trong 1-metyl-
pyrolidin-2-on (3 mL) dugc xr ly bang kali tert-butoxit (251 mg, 2,24 mmol), dugc bit
kin khi duoc gia nhiét dén 40°C trong thoi gian 16 gid. Sau khi ngudi, hdn hop dugc
xtt ly bang HCI 2M cho dén khi do6 pH=3, dugc phan b gitta etyl axetat va nudc va
tach riéng. Rira 16p hitu co bing dung dich lithi clorua 5%, nuéc, nuée mudi, va lam
kho qua natri sulfat. Sau khi loc va cd, phan con lai dugc tinh ché bang HPLC véi
CH;CN (0,1% TFA)/H,0 (0,1% TFA) dé thu dugc 107 mg (hi¢u sudt 70%) hop chét 5
duéi}dang bot mau tra?'mg: MS (m/z): 544,0 [M+H]+; thoi gian luu HPLC la 4,22 phut

(2-98% axetonitril: nuge vdi 0,05% axit trifloaxetic).

Hop chit trung gian 508 dugc diéu ché nhu sau.

e e

501

a. Diéu ché hop chét 502.
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(S)-3-hydroxy-4,4-dimetyldihydrofuran-2(3H)-on (2,60 g, 20 mmol) va
diisopropyletylamin (5,2 mL, 30 mmol) trong diclometan (25 mL) duoc lam lanh
xubng -10°C va dugc xir ly bang ting giot acryloyl clorua (2,03 mL, 25 mmol) va
khudy trong 2 gio. HCl IM (20 mL) duoc bd sung va rira 16p hitu co bang natri
bicacbonat va nuée. Lam kho 16p hitu co trén natri sulfat, loc va ¢d. Séc ky nhanh (10-
40% FEtOAc, hexan) tao ra 2,09 g (hiéu sudt 57%) (S)-4,4-dimetyl-2-

oxotetrahydrofuran-3-yl acrylat 501 mong mudn dudi dang dau trong.

(S)-4,4-dimetyl-2-oxotetrahydrofuran-3-yl acrylat 501 (2,05 g, 11,1 mmol)
trong diclometan (17,5 mL) va hexan (2,5 mL) dugc lam lanh Xuéng -10°C va duoc xur
ly bang titan tetraclorua (2,2 mL, 1M trong diclometan, 2,2 mmol). Dung dich mau
vang dugc khudy trong thoi gian 15 phut va duge xir ly bing cach bd sung nho giot
isopren (1,67 mL, 16,7 mmol) trong thoi gian 5 phut. Sau khi khudy trong 2 gi, mot
phén nita cta isopren (1,67 mL, 16,7 mmol) dugc bd sung va khudy hdn hop phan tng
& nhiét do -10 dén 0°C trong thoi gian 3,5 gio. Lam ding phan Gmg bang amoni clorua
(bdo hoa trong nudc). Nudce va etyl axetat: hexan (1:1) duoc bd sung. Lép hitu co
duoc tach ra va 16p nuée duge chiét lai bang etyl axetat:hexan (1:1). C4c 16p hitu co
két hop duoc lam khd qua natri sulfat, dugc loc va cd. Tinh ché phén con lai bang sic
ky nhanh (10-50% EtOAc:Hex, cot 80 g) dé thu duoc 1,30 g (hiéu suit 46%) (R)-((S)-
4,4-dimety1—2Qoxotetrahydroﬁ;ran%-yl) 4-metylxyclohex-3-encarboxylat 502 dudi

dang dau trong.
b. Pidu ché hop chét 503.

‘ (R)-((S)-4,4-dimetyl-2-oxotetrahydrofuran-3-yl) 4-metylxyclohex-3-
encarboxylat 502 (1,30 g, 5,15 mmol) trong THF (10 mL), nuéc (1 mL) va metanol (1
mL) duqé xtr ly bang lithi hydroxit monohydrat (2,16 g, 51,5 mmol) va dugc lam am
[én nhiét do 50°C c6 khudy. Sau 1 gio, hdn hgp phéan Gng duge xir ly bang HCl 1M.
Hdn hop duoc chiét bang hexan:THF (10:1), lam khd qua natri sulfat, IC_)C‘VE\l cd dén
0,738 g (hidu suét dinh lugng) axit (R)-4-metylxyclohex-3-encarboxylic 503 dudi

dang bdt mau tring.

c. Didu ché hop chét 504.
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Axit (R)-4-metylxyclohex-3-encarboxylic 503 (371 mg, 2,65 mmol), dugc lam
kho ddng sbi bang cach lam bay hoi ra khoi toluen, dugc xir ly bang kali phosphat
tribazo (1,13 g, 7,94 mmol), duoc tao huyén phu trong diclometan (7,6 mL) va dugc
xtr Iy bang dimetylformamit (4 giot). Lam lanh hdn hop phén tng xubng 0°C va xur ly
bang timg giot oxalyl clorua (0,75 mL, 7,9 mmol). Hon hgp phan tmg dugc dé 4m lén
t6i nhiét d6 moi trudong trong khi khudy trong thoi gian 2 gid. Sau khi loc chit rén,
dung dich duogc co, dugce xtr ly bang hexan va ¢6 lai dé thu duogc (R)-4-metylxyclohex-

3-encacbonyl clorua 504 duéi dang ddu mau vang nhat ma dugc st dung ngay trong

budc tiép theo.

d. Diéu ché hop chét 506.

O Cl S s O s ©
) \ / OMe  —» W OMe
HN~<:>< ] N‘on
O
504 505 O 506

Metyl este cua axit (R)-4-metylxyclohex-3-encacbonyl clorua 504 (2,65 mmol),
5-(3,3-dimetyl-but-1-ynyl)-3-(1,4-dioxa-spiro[4,5]dec-8-ylamino)-thiophen-2-
carboxylic 505 (250 mg, 0,66 mmol) va kali phosphat tribazo (562 mg, 2,65 mmol)
dugc tao huyén phu trong dicloetan (1,7 mL), duge bit kin bang nap va duoc gia nhiét
dén 90°C. Sau 16 gio, hdn hop phan tng dugc 1am ngudi va duge phan bd gitta etyl
axetat va nugce. Lop hitu co dugce tach ra va 16p nude duoc chiét lai bang etyl axetat.
Céc 16p hitu co két hop dugc lam kho qua natri sulfat, duge loc va co. Séc ky nhanh
(10-40% EtOAc:Hexan) tao ra 220 mg (hi€u suit 67%) metyl este ctia axit 5-(3,3-
dimetyl-but-1-ynyl)-3-[(1,4-dioxa-spiro[4,5]dec-8-yl)-((1 R)-4-metyl-xyclohex-3-

encacbonyl)-amino]-thiophen-2-carboxylic 506 mong mudn dudi dang bot mau be.

e. Didu ché hop chat 507.
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Metyl este cua axit 5-(3,3-dimetyl-but-1-ynyl)-3-[(1,4-dioxa-spiro[4,5]dec-8-
yD)-((1R)-4-metyl-xyclohex-3-encacbonyl)-amino]-thiophen-2-carboxylic 506 (219
mg, 0,438 mmol) dugc hoa tan trong THF (3,5 mL) va duoc xtt ly bang HCI 4M (1,75
mL, 7,01 mmol). Gia nhiét hdn hgp phén tng dén 45°C va khudy 2 gio. Etyl axetat
dugc bd sung va 16p hitu co duge tach ra, sau do rira bang nude, natri bicacbonat (bdo
hoa trong nudc), nudce, va nude mubi. Lam kho 16p hitu co trén natri sulfat, dugce loc
va c6 dén 0,190 g (hiéu sudt 95%) metyl este cta axit 5-(3,3-dimetyl-but-1-ynyl)-3-
[((1R)-4-metyl-xyclohex-3-encacbonyl)-(4-oxo-xyclohexyl)-amino]-thiophen-2-

carboxylic 507 mong mudn dudi dang bot mau tring.

f. Didu ché hop chit 508.

Xx_s P os. P
|/ OMe > L/~ "ome
o Ty
O s07 O s08

Trimetylsulfoxoﬁi clorua (79 mg, 0,62 mmol) trong DMSO (1,5 mL) dugc x@r
Iy bang natri hydrua (21 mg, thé phan tan dau 60%, 0,53 mmol) va khudy & nhi¢t do
mdi trudng trong 10 phat. Metyl este cta axit 5-(3,3-dimetyl-but-1-ynyl)-3-[((1R)-4-
metyl-xyclohex-3-encacbonyl)-(4-oxo-xyclohexyl)-amino]-thiophen-Z-carboxylic 507
trong THF (1 mL + 0,5 mL) dugc bd sung timg giot va khuAy hdn hop phéan Gng trong
45 phut. Dung dich mau da cam dugc xit Iy bing axit xitric 5% cho dén khi do pH 1a 3
va dugc phan b gifta nudce va etyl axetat. Lop hitu co duge tach ra va 16p nuée duoc
chiét lai bang etyl axetat. Chét hitu co két hop duge ria bang LiCl 5%, nudc va nude
mudi, va 1am kho qua natri sulfat. Sau khi loc va cd, phén con lai duogc tinh ché béng
séc ky nhanh (20-75% EtOAc:hexan) dé thu dugc 0,134 g (higu suit 70%) metyl este
clia axit 5-(3,3-dimetyl-but-1-ynyl)-3-[((1R)-4-metyl-xyclohex-3 -encacbonyl)-(1-oxa-
spiro[2,5]oct-6-yl)-amino]-thiophen-2-carboxylic 508 du¢i dang bdt mau tring.
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Hop chit 6 ¢6 thé duoc diéu ché bang cach st dung cac phuong phap tong hop
va c4c san phadm trung gian nhu dugc boc 10 trong USSN 12/779,023 (US
20100310512 Al). Hop chét 6 cling c6 thé dugc diéu ché nhu duoc néu trong vi du
dudi day.

Vi du 6: Didu ché metyl este cua axit (1-{3-[6-(9,9-diflo-7-{2-[5-(2-
metoxycacbonylamino-3-metyl-butyryl)-5-aza-spiro[2,4 ]hept-6-yl]-3H-imidazol-4-
y1}-9H-floren-2-yl)-1H-benzoimidazol-2-yl]-2-aza-bixyclo[2,2,1 ]heptan-2-cacbonyl } -
2-metyl-propyl)- carbamic 6.

o—

o~

NH

)/IIL
2. HATU, DIEA, DMF V<\N o - g
i N )
/ | k
SR IS TataTat
H 611 o
14 ° } HNYO

1. HCI Dioxan / DCM

W

6

0

Tert-butyl este cua axit 3-[6-(9,9-diflo-7-{2-[5-(2-metoxycacbonylamino-3-
metyl-butyryl)-5-aza-spiro[2,4]hept-6-yl]-3H-imidazol-4-yl } -9H-floren-2-yl)-1H-
benzoimidazol-2-yl]-2-aza-bixyclo[2,2,1]heptan-2-carboxylic 614 (115 mg, 0,138
mmol) duoc hoda tan trong metylen clorua (2 mL) va HCI trong dioxan (4M, 2 mL)
duoc bd sung va tiép tuc khudy & nhiét do trong phong. Sau 20 phit, tat ca cac chat dé
bay hoi duoc loai trong chan khong. Nguyén liéu thd duge sir dung trong budce tiép
theo ma khong cin tinh ché thém. Nguyén liéu thd duge hoa tan trong DMF (1,5 mL)
va DIEA (53,4 mg, 0,414 mmol) duogc bd sung. Dung dich cua axit 2- (L)
metoxycacbonylamino-3-metyl-butyric 611 (24,2 mg, 0,138 mmol), HATU (52,4 mg,
0,138 mmol) va DIEA (17,8 mg, 0,138 mmol) trong DMF (1 mL) dugc bd sung.
Khudy hén hgp phan Gng & nhiét do trong phong. Sau 20 phut, pha loang hon hop
phan tng bang EtOAc va ria bang dung dich nuéc bicacbonat, dung dich nuéc LiCl
(5%), nude mudi, va lam khd qua natri sulfat. Loc va loai bo dung mdi trong chan
khéng, tao ra nguyén liéu tho, ma duoc tinh ché bang RP-HPLC (dung mdi rira giai:
nuée / MeCN w/ 0,1% TFA) dé tao ra hop chét 6 (76 mg). LCMS-ESI': theo tinh toén
cho CsoHs4F2NgOg: 888,9 (M *); Thuc nghiém: 890,0 (M+H"). TH-NMR: 300 MHz,
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(dmso-de) &: 8,20-7,99 (m, 8H), 7,73 (s, 2H), 7,37 — 7,27 (m, 2H), 5,25 (dd, J = 7,2
Hz, 1H), 4,78 (s, 1H) 4,54 (s, 1H), 4,16 (m, 1H), 4,02 (m, 1H), 3,87 (m,1H), 3,74 (m,
1H), 3,55 (s, 3H), 3,53 (s, 3H), 2,75 (m, 1H), 2,25 (m, 2H), 2,09 - 2,04 (m, 2H), 1,88 —
1,79 (m, 2H), 1,54 (m, 1H), 0,94 - 0,77 (m, 15H) 0,63 (m, 4H) ppm. F-NMR: 282
MHz, (dmso-ds) 8: -109,1 ppm [-74,8 ppm TFA].

Hop chét trung gian 614 dugc diéu ché nhu sau.

N Bo¢ 1. HCI, MeOH prz Etﬁz|n TFA, prz I\}Cbz
=©’/ M N\COMe —— 22 g \CO,Me \CO,Me
COLH DCM +
601 602 03 604
NMO, OsO,
THF/H,Ol/axeton
Cbz LiOH, Cbz N,Cbz
{ THF, MeOH, H,0 N
I N>‘\C02H - 2 [ §11COMe Pp‘\COZMe
606 603 oH
605

a. Diéu ché hop chit 1-benzyl este 2-metyl este cua axit 4-metylen-pyrolidin-1,2-
dicarboxylic 602.

1-tert-butyl este cia axit 4-metylen-pyrolidin-1,2-dicarboxylic 601 (10,0 g, 44
mmol) dugc hoa tan trong MeOH (75 mL) ¢ nhiét d trong phong va HCI (4M trong
dioxan, 75 mL) duoc bd sung. Tiép tuc khudy & nhiét d trong phong trong 4 gio. Tét
cd céac chat d& bay hoi dugc loai trong chén khong va thu duge chét rdn mau be.
Nguyén li¢u thd dugc tao huyén phu trong metylen clorua (100 mL) va N-metyl
morpholin (13,3 g, 132 mmol) dugc bd sung. Hon hgp duge 1am lanh xuéng 0°C va
benzyl clorofomat (8,26 g, 48,4 mmol) dugc bd sung trong khi khuéy. Sau 30 phut,
hdn hop phan tng dugc lam 4m 1én nhiét do trong phong, va dung dich dugc rira bang
nude va dung dich nuée HCI (1IM). Dung dich duge 1am kho qua natri sulfat. Loc va
lam bay hoi dung mdi, tao ra san phdm thd, ma dugc tinh ché bang sic ky trén
silicagel (dung moi rtra giai: EtOAc / hexan) @ thu dugc hop chit 602 (10,2 g).
LCMS-ESI*: theo tinh to4n cho Ci1sH17NO4: 275,3 (M ); Thuc nghiém: 276,4 (M+H").

b. Didu ché hdn hop cua cac hop chit 603 va 604.
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Binh day tron 3 ¢6 dugc lam kho trong 10 dugc lap dng ndi dau vao nito va
phéu bd sung loai 250 mL. Cé tht ba duoc bit kin bing mang ngan. Cho thanh khudy,
diclometan (120 mL) va dietyl kém (1,0M trong hexan, 118 mL, 118 mmol) vao binh,
sau d6 lam lanh xudng 0°C trong bé nudc da. Phéu bd sung duoc nap diclometan (40
mL) va axit trifloaxetic (9,1 mL, 118 mmol). Sau khi dung dich kém dietyl dugc lam
lanh xudng 0°C (khoang 25 phut), dung dich axit trifloaxetic dugc bd sung ting giot
trong thoi gian 20 phut vao hdn hgp phan tng duoc khudy. Sau khi khudy trong 20
phut nita & nhiét d6 0°C, diiodometan (9,5 mL, 118 mmol) dugc bd sung tu tir trong
thoi gian 4 phut. Sau 20 phut nita, 1-benzyl este 2-metyl este cua axit 4-metylen-
pyrolidin-1,2-dicarboxylic 602 (8,10 g, 29,4 mmol) dugc b sung trong 30 mL
diclometan bing 6ng thong. Binh chita 1-benzyl este 2-metyl este ctia axit 4-metylen-
pyrolidin-1,2-dicarboxylic sau d6 dugc rira bang 10 mL diclometan khic va dung dich
nay cling dugc chuyén sang hdn hop phan tng bang 6ng thong. Hon hop phan Gmg nay
dugc dé 4m 1én t6i nhiét do trong phong (RT) va khudy trong thoi gian 110 gio
(khoang 5 ngay), sau do chét phan tmg dugc lam ding bing amoni clorua bdo hoa
trong nudc (khoang 150 mL). Chét chira trong binh dugc rot tir tir vao phéu phan tach
loai 2 L chura natri bicacbonat bdo hoa trong nuéc (800 mL). Pha nude duge chiét ba
14n bang 300 mL etyl axetat. Chét hitu co két hop duoc lam kho qua magie sulfat va co
8 tao ra hdn hop cta cac hop chit 603 va 604.

c. bidu ché hop chat 603.

Nguyén li¢u tho tu phan b trén day duge hoa tan trong 3:1:1 THE/nudc/axeton
(165 mL), sau d6 dugc xir ly bang N-metylmorpholin-N-oxit (3,45 g, 29,4 mmol) va
osmi tetroxit (4% khdi lugng trong nuée, 5 mL, 0,818 mmol). Sau khi khudy & nhiét
do trong phong trong 7 gid, phan ung dugc lam dung bang dung dich nudc natri
thiosulfat 1M (khoang 100 mL). Chat chita trong binh sau d6 duge rot vao phéu phan
tach loai 1 L chtra nuéc (khoang 300 mL). Pha nude dugc chiét ba lan bang 300 mL
diclometan. Chét hitu co két hop duge 1am kho qua magie sulfat va co. Tinh ché phan
thé con lai bing cdt sdc ky silic oxit (5% dén 45% EtOAc/hexan) dé tao ra 5-benzyl
este 6-méty1 este cla axit 5-aza-spiro[2,4]heptan-5,6-dicarboxylic 603 dudi dang dau
trong (5,54g, 19,15 mmol, 65%). 'H NMR (CDCls) 8 7,36-7,29 (m, 5H), 5,21-5,04 (m,
2H), 4,56-4,47 (m, 1H), 3,75 (s, 1,5H), 3,60 (m, 1,5H), 03,51-3,37 (m, 2H), 2,32-2,25
(m, 1H), 1,87-1,80 (m, 1H), 0,64-0,51 (m, 4H).
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d. Diéu ché 5-benzyl este clia axit 5-aza-spiro[2,4]heptan-5,6-dicarboxylic 606. 5-
benzyl este 6-metyl este cla axit 5-aza-spiro[2,4]heptan-5,6-dicarboxylic 603 (244 mg,
0,840 mmol) duoc hoa tan trong THF (2,0 mL) / MeOH (1,5 mL). Dung dich nudc
LiOH (35,5 mg, 0,84 mmol) duoc bd sung va tiép tuc khudy & nhiét do trong phong.
Sau 3 gid, hdn hop phan tng dugc trung hoa bing dung dich nuéc HCI (1M) va dung
moi hitu co dugc loai bo trong chan khong. Hon hop thd duge pha loang bing nuéc va
EtOAc va 16p hitu co dugc thu gom. TAt ca cac chat d& bay hoi dugc loai trong chan
khong va axit thd 606 dugc st dung ma khong can tinh ché thém. LCMS-ESI*: theo
tinh toan cho C1sH17NOg: 275,3 (M ™); Thuc nghiém: 276,3 (M+H").

1. Pd(PPh,), (2.5%),

i Vi SnBus OEt
deoxoflo PdCl,(PPhg), (2.5%) 7//
. . Dioxan 80°C 3h
607 608

2. NBS (1x) H,0

3. N-Cbz-4-xyclopropyl (L) Prolin 606,
DIEA, DMF, MeCN, rt

N~ Co7 N-CE
0Q NH,OAc, m XyI \,
Br Br
1. HBr/ HOAc O#O_
2. HATU, DIEA, DMF
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Y

-67-



25121

e. Diéu ché 2,7-dibromo-9,9-diflo-9H-floren 608.

2,7-dibromo-floren-9-on 607 (4,0 g, 11,8 mmol) dugc tao huyén phu trong
deoxoflo (12 mL) & nhiét do trong phong va EtOH (4 giot) dugc bd sung. Huyén phi
da dugc khudy dugc gia nhiét & nhiét do T = 90°C trong thoi gian 24 giyy (THAN
TRONG: viéc st dung deoxoflo & nhiét d§ cao, nhu dugc néu trén day, can phai than
trong vi su tod nhi¢t nhanh va manh c6 thé xay ra). Lam nguodi hdn hop phan tng
xubng nhiét do trong phong va rét 1én trén nude da chira natri bicacbonat. Chét rén
duoc tao thanh va dugc thu gom bang cach loc. Nguyén lidu thd dugc chuyén vao
EtOAc va duge rira bang dung dich nuéc HCI (1M) va nudce mudi. Dung dich duoc
lam kho6 qua natri sulfat. Loc va lam bay hoi dung moi tao ra san phim thd, ma duoc
tinh ché bang sic ky trén silicagel (dung moi rira giai: EtOAc / hexan) dé tao ra 608
(3,2 g). YF-NMR: 282 MHz, (dmso-ds) &: -111,6 ppm. Trudc khi str dung nguyén li¢u
trohg bude tiép theo, n6 duge cho tiép xuc ¢ dang dung dich trong EtOAC v6i than.

f. Piéu ché 5-benzyl este 6-[2-(7-bromo-9,9-diflo-9H-floren-2-yl)-2-oxo-etyl] este clia
axit 5-aza-spiro[2,4]heptan-5,6-dicarboxylic 609.

2,7-dibromo-9,9-diflo-9H-floren 608 (372 mg, 1,04 mmol), Pd(PPhs)+ (30,0
mg, 0,026 mmol), PAdCl2(PPhs), (18,2 mg, 0,026 mmol), As(PPhs)3 (5,0 mg) dugc hoa
tan trong dioxan (10 mL) trong mdi trudng argon. Etoxyvinyl-tributyl thiéc (376,4 mg,
1,04 mmol) duoc bd sung. Gia nhi¢t hdn hop trong thoi gian 140 phut & nhiét do 85°C
(bé dau). Lam ngudi hdn hop phan Gng xubng nhiét do trong phong. N-bromo
suxinimit (177 mg, 1,0 mmol) duoc bd sung, sau d6 1a nuéc (2 mL). Khudy hdn hop
phan (ng & nhiét do trong phong trong thoi gian 3 gio, sau do phén 16m dioxan dugc
loai bo trong chan khong. Hon hop phén tmg thd dugc pha loang bang EtOAc va dugc
rira bing nudc. Tét c& cac chét dé bay hoi dugc loai trong chan khong. Toluen duoc b
sung va tit ca céc chét d& bay hoi duoc loai trong chan khong lan thr hai. Nguyén liéu
thd dugce hoa tan trong DMF / MeCN (2 mL, 1:1) ¢ nhiét d trong phong. Dung dich
ctia N-Cbz-4-xyclopropyl (L) prolin 606 (0,84 mmol) va DIEA (268 mg, 2,08 mmol)
trong MeCN (2 mL) duogc bd sung va tiép tuc khudy ¢ nhiét do trong phong. Sau 14
gi®, hau hét MeCN dugc loai bo trong chén khong va hdn hop phéan tng thoé duge pha
lodng bing EtOAc. Hon hop dugc rira bang dung dich nuéc HCI (IM), dung dich
nudc LiCl (5%), nudc mudi, va dugc lam kho qua natri sulfat. Loc va lam bay hoi

dung mdi, tao ra san pham phan tmg thd, ma dugc tinh ché bing sic ky trén silicagel
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(dung méi rira giai: EtOAc / hexan) dé thu dugc hop chét 609 (176 mg). LCMS-ESI*:
theo tinh todn cho C30H24BrFaNOs: 596,4 (M *); Thuc nghiém: 595,2 / 597,2 (M+H").

g. Diéu ché benzyl este cia axit 6-[5-(7-bromo-9,9-diflo-9H-floren-2-yl)-1H-imidazol-
2-yl]-5-aza-spiro[2,4]heptan-5-carboxylic 610.

5-benzyl este 6-[2-(7-bromo-9,9-diflo-9H-floren-2-yl)-2-oxo-etyl] este cia axit
5-aza-spiro[2,4]heptan-5,6-dicarboxylic 609 (172 mg, 0,293 mmol) dugc hoa tan trong
m-xylen (6,0 mL). Amoni axetat (226 mg, 2,93 mmol) dugc bd sung va khudy hdn hop
phan ng ¢ nhiét do 140°C trong tho1 gian 60 phﬁt trong diéu kién vi séng. Lam nguoi
hdn hop phan tng xudng nhiét dd trong phong va tat ca cac chit d& bay hoi dugc loai
trong chan khong. Nguyén liéu thd dugc tinh ché bing sic ky trén silicagel (dung moi
rtra giai: EtOAc / hexan) dé thu dugc hop chit 610 (80,3 mg). LCMS-ESI*: theo tinh
toan cho C30H24B1F2N302: 576,4 (M ™); Thue nghiém: 575,2 / 577,2 (M+H").

h. Pidu ché metyl este cta axit (1-{6-[5-(7-bromo-9,9-diflo-9H-floren-2-yl)-1H-
imidazol-2-yl]-5-aza-spiro[2,4]heptan-5-cacbonyl}-2-metyl-propyl)-carbamic 612.

Benzyl este cua axit 6-[5-(7-bromo-9,9-diflo-9H-floren-2-yl)-1H-imidazol-2-
yl]-5-aza-spiro[2,4]heptan-5-carboxylic 610 (800 mg, 1,38 mmol) dugc hoa tan trong
metylen clorua (15 mL), va HBr trong AcOH (37%, 2 mL) dugc bd sung va tiép tuc
khudy & nhiét do trong phong. Sau 180 pht, huyén phu duge pha lodng bang hexan va
chét rin duoc thu gom béng cach loc va duogc rtra béng hexan va dugc dua vao chan
khong. Nguyén liéu thd dugc st dung trong bude tiép theo ma khong can tinh ché
thém. Nguyén liéu thd duge hoa tan trong DMF (4,0 mL) va DIEA (356 mg, 2,76
mmol) duoc bd sung. Dung dich cua axit 2-(L)-metoxycacbonylamino-3-metyl-butyric
611 (242 mg, 1,38 mmol), HATU (524 mg, 1,38 mmol) 'Vz‘l DIEA (178 mg, 1,38
mmol) trong DMF (1 mL) dugc bd sung. Khudy hdn hop phan tng & nhiét do trong
phong. Sau 50 phut, pha lodng hdn hop phan tmg bing EtOAc va rira bang dung dich
nude bicacbonat, dung dich nudc LiCl (5%), nude mudi, va duge 1am khd qua natri
sulfat. Loc va loai bd dung mdi trong chin khong, tao ra nguyén liéu tho, ma dugc tinh
ché bang sic ky trén silicagel (dung moi rira giai: EtOAc / hexan) dé tao ra hop chat
1An it tap chét 612 (878 mg). LCMS-ESI": theo tinh todn cho Cz9Hz9BrFaN4Os: 599,5
(M ™); Thuc nghiém: 598,5 / 600,5 (M+H?").
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i. Piéu ché tert-butyl este cta axit 3-[6-(9,9-diflo-7-{2-[5-(2-metoxycacbonylamino-3-
metyl-butyryl)-5-aza-spiro[2,4]hept-6-y1]-3H-imidazol-4-yl } -9H-floren-2-yl)-1H-
benzoimidazol-2-yl]-2-aza-bixyclo[2,2,1]heptan-2-carboxylic 614.

Metyl este cua axit (1-{6-[5-(7-bromo-9,9-diﬂ0—9H-ﬂoren-2—yl)—IH-imidazol-
2-yl]-5-aza-spiro[2,4]heptan-5-cacbonyl}-2-metyl-propyl)-carbamic 612 (840 mg, 1.4
mmol), tert-butyl este cla axit 3-[6-(4,4,5,5-tetrametyl-[1,3,2]dioxaborolan-2-yl)-1H-
benzoimidazol-2-yl]-2-aza-bixyclo[2,2,1]heptan-2-carboxylic 613 (615 mg, 1.4
mmol), Pd(PPh3)s (161 mg, 0,14 mmol), KoCO;3 (579 mg, 4,2 mmol), dugc hoa tan
trong DME (15 mL) / nuéc (3 mL) trong moi truong argon. Gia nhiét hdn hop trong
thoi gian 120 phuat ¢ 85 — 90°C (bé dau). Sau 120 phut, bd sung boronat este (61 mg,
0,14 mmol) duoc b sung va tiép tuc gia nhiét. Sau 3 giv, lam ngudi hdn hop phan g
xubng nhiét d trong phong. Hau hét DME duoc loai bo trong chén khong va hdn hop
phan ng thé duoc pha lodng bang EtOAc. Hon hop duge rira bing nudc mudi va
duoc lam kho qua natri sulfat. Loc va lam bay hoi dung mdi, tao ra san pham phan ting
thd, ma duoc tinh ché bing séc ky trén silicagel (dung mdi rira giai: EtOAc / hexan) dé
thu dugc hop chét 614 (878 mg). LCMS-ESI': theo tinh todn cho Ca7Hs1F2N7Os: 831,9
(M ™); Thuc nghiém: 832,7 (M+H").

Hop chit trung gian 613 ¢6 thé duoc diéu ché nhu sau

NH,
HATU, DVIF L H EtOH
O' HOOC N 4-metylmorpholin Br N N 130°C

Boc O Boc
616 617
HoH
N N
l ‘BOC EE—— 613
Br N
618

j. Piéu ché tert-butyl este cia axit 3-(2-Amino-4-bromo-phenylcarbamoyl)-2-aza-
bixyclo[2,2,1Theptan-2-carboxylic 617.

B4 sung HATU (0,543g, 1,05 duong lugng) vao dung dich cta 2-tert-butyl este
clia axit 2-aza-bixyclo[2,2,1]heptan-2,3-dicarboxylic 616 (0,327 g, 1,36 mmol, 1
duong lugng), 4-bromo-benzen-1,2-diamin 615 (0,507 g, 2,71 mmol, 2 duong luong)
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va 4-metylmorpholin (0,299 mL, 2 duong luong) trong 10 mL DMF. Khudy hdn hop
phan Umg & nhiét d§ trong phong trong thoi gian 1 gid, sau do co. Hdn hop phan mg
duoc pha lodng bing etyl axetat va rira bang dung dich nuéc NaHCO3 lodng va nude
mudi. Lép hitu co duge ¢d va duge tinh ché bang cot sic ky nhanh (silicagel, 20 dén
80% etyl axetat/hexan) @ thu duoc hdn hop cua chit dong phan vi tri fert-butyl este
cia  axit  3-(2-Amino-4-bromo-phenylcarbamoyl)-2-aza-bixyclo[2,2,1]heptan-2-
carboxylic 617.

k. Didu ché fert-butyl este cta axit 3-(6-bromo-1H-benzoimidazol-2-yl)-2-aza-

bixyclo[2,2,1]heptan-2-carboxylic 618.

Hdn hop cta chét ddng phan vi tri tert-butyl este cla axit 3-(2-Amino-4-bromo-
phenylcarbamoyl)-2-aza-bixyclo[2,2,1]heptan-2-carboxylic 617 néu trén dugc hoa tan
trong etanol va dugc gia nhiét dén 130°C trong dng kin qua dém va tiép tuc gia nhiét &
nhiét do 170°C trong thoi gian 3 ngay. LC-MS cho thiy san pham mong muén va san
phdm bi phan cat Boc (ty 1é khoang 1:1) dugc tao thanh. Hon hop nay dugc cd va
dugc hoa tan trong HCL. Di-fers-butyl dicacbonat (0,6 duong lugng) duoc bb sung va
khudy hdn hop phan tng qua dém & nhiét d9 trong phong. C6 hon hop phén tng va
tinh ché bang cot sic ky nhanh (silicagel, 20 dén 80% etyl axetat/hexan) aé thu duoc
tert-butyl este clua axit 3-(6-bromo-1H-benzoimidazol-2-yl)-2-aza-

bixyclo[2,2,1]heptan-2-carboxylic 618 (0,383 g, 72%) dudi dang bot mau da cam.
I. Didu ché hop chét 613.

Hdn hop cuia fert-butyl este cua axit 3-(6-bromo-1H-benzoimidazol-2-yl)-2-aza-
bixyclo[2,2,1]heptan-2-carboxylic 618 (264 mg, 0,673 mmol), dipinocal este cta axit
benzen-1,4-diboronic (5 duong lugng, 3,36 g, 6,95 mmol),
tetrakis(triphenylphosphin)paladi (5%, 39 mg) va dung dich nudc kali cacbonat 2M (3
duong luong, 1,01 mL) trong 5 mL DME duoc gia nhiét dén 90°C trong mdi trub’ng
Ar troflg 4 gid. Hon hop phén (mg dugc lam ngudi va duge pha loang trong etyl axetat
va rira bang dung dich natri bicacbonat bao hoa. Lép hitu co duge lam khoé (MgSO04),
duge ¢d va dugc tinh ché béng cot sdc ky nhanh (silicagel, 20 dén 60% etyl
axetat/hexan) dé thu duoc fert-butyl este cua axit 3-{6-[4-(4,4,5,5-tetramety]l-

[1,3,2]dioxaborolan-2-yl)-phenyl]- 1H-benzoimidazol-2-yl}-2-aza-

-71-



25121

bixyclo[2,2,1]heptan-2-carboxylic 613 (295 mg, hiéu suit 85%). LCMS-EST": theo
tinh toan cho C30H3sBN304: 515,45; Thuc nghiém: 516,1 (M+H™).

Hop chit 7 ¢6 thé dugc diéu ché bang cach st dung cac phuong phip téng hop
va cac san phém trung gian nhu dugc bdc 10 trong US 7,429,572. Hop chit 7 cﬁng co

thé duoc didu ché nhu dugc néu trong vi du dudi day.

Vi du 7: Didu ché hop chat 7.

HO F o F
706 7

B sung TEA (2,3 kg, 16,5 mol) va nuge (7 L) vao huyén phu trong nuéc da
lanh cua hop chét 701 (970 g, 3,74 mol) va DMAP (50 g, 0,412 mol) trong THF (10 L)
dé tao ra dung dich trong suét. Isobutyryl clorua (3 duong lugng) dugc bd sung tir tir
vao hdn hop c6 khudy trong khi vin duy tri nhiét do ¢ khoang 0°C. 1,2 duong lugng,
sau d6 1a 0,7 duong lugng nita cta isobutyl clorua duoc bd sung cho dén khi HPLC
cho thdy phan tmg da didn ra vé& co ban 1a hoan toan (tong cdng khoang 1,95 kg). Hon
hop phan tmg dugc axit hoa bing HCI dic dén do pH béng khoang 6,4 va pha hitu co
dugc rira bang EtOAc (2 x 10 L). Céc phin chiét két hop duge rira bang nudc (1 x 15
L). Pha hitu co dugc loc va co trong chén khong. Phan con lai dugce hoa tan trong IPA
(khoang 20 kg) va heptan (14,2 kg) dugc bd sung. Dung dich duge gia nhiét dén
khoang 74-75°C dé tao ra dung dich trong subt, sau do khoang 5 L dugc loai ra béng
cach chung cét. Dung dich thu dugc duge 1am ngudi tir tir dén nhiét do trong phong.
Chét két taa dugc tao ra & khoang 42-43°C. Lién tuc 1am ngudi tir tir xubng 5°C, sau
do kh’uéy qua dém. Chét rdn thu dugc duoc loc va ph'?m dich loc dugc rira béng hon
hop IPA/heptan (1:8) (13,4 kg), va lam kho trong chén khong & nhiét do khoang 60-
70°C d& thu duge 1,295 kg (86,65%) hop chit 7 co do tinh khiét 1a 99,45% theo
HPLC. '

Hop chét trung gian 706 ¢6 thé dugc diéu ché nhu sau.
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0O

74 %o an Qe
Xytidin ~ ————> TIDPHS\ ‘ o)

(0] OH
701

a. Pidu ché hop chat 701.

B6 sung anhydrit benzoic (102,4 g, 0,452 mol) vao huyén phu chtra xytidin
(100 g, 0,411 mol) trong DMF (2,06 L). Khudy hdn hop & nhiét d trong phong trong
thoi gian 20 gid. DMF dugc loai bo trong chén khong va phan con lai dugc nghién véi
dietyl ete. Chét ran thu dugc duge thu gom bang cach loc hut va rira bang dietyl ete (2
x 200 mL). Tiép tuc lam kho trong chén khong ¢ nhiét do trong phong, tao ra N
benzamit (140,6 g, 98,3%). Mot phan cta nguyén liéu nay (139,3 g, 0,401 mol) dugc
hoa tan trong pyridin khan (1,2 L) va duoc xtt ly bang 1,3-diclo-1,1,3,3-tetraisopropyl-
disiloxan (141,4 mL, 0,441 mol) & nhiét do trong phong. Dung dich dugc khudy &
nhiét dj trong phong qua dém. Hén hgp dugce cd dén gan kho trong chan khong va
duoc 1am bay hoi ddng thdi véi toluen (3 x 200 mL). Phin con lai dugc xi 1y bang
EtOAc (1,8 L) va rira bang HCI (2 x 200 mL, 0,05N), NaHCO3 (5%, 2 x 400 mL). Lop
hitu co dugc rira, 1am kho (NazSO4), loc, va lam bay hoi cho dén khi kho. Hop chit
701 (256,5 g, >100%) duoc tach dudi dang bot mau tréng va dugc st dung ma khong

cin tinh ché thém.

b. Biéu ché hop chat 702.
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Hop chit 701 (236,5 g, 0,40 mol) dugc hoa tan trong THF kho (1,22 L). DMSO
khan (180,8mlL, 2,1 mol) dugc bd sung va dung dich thu dugc duoc lam ngudi xuéng
nhiét do ndm trong khoang tir -20°C dén -15°C. Anhydrit trifloaxetic (90,6 mL, 0,64
mol) dugc bd sung tirng giot trong thoi gian 45 phut va dung dich dugc khudy & nhiét
dd nam trong khoang tir -20°C dén -15°C trong thoi gian 2 gid, sau do trietylamin
khan (223,5 mL, 1,6 mol) duoc bd sung trong thoi gian 20 phit. Hon hgp phén tGng
thd chira keton 702 duogc hoa tan trong EtOAc (500 mL), va dung dich thu dugc dugc
rira biang HoO (3 x 400 mL), lam khd (Na»SO4) va dung méi dugc loai trong chan
khong dé thu duoc chét rin mau vang ma dugc tinh ché trén cot silicagel, rira gidi
bang gradien timg budc cua Et,O (0-60%) trong hexan, sau d6 1a gradien tirng budce
ctia EtOAc (50-100%) trong hexan. Keton thd thu dugc theo cach nay (khoang 192 g)
duoc két tinh tir ete dAu mo dé thu duge keton 702 (138,91 g, 57,5% tur xytidin) dudi
dang chét rin mau tring va 22 g nguyén liéu ban dau chua phan tng, 701, dudi dang

chét rin mau vang.
c. Didu ché hop chit 703.

Hop chit 702 (48,57 g, 8,26 mmol) dugc hoa tan trong toluen khan (khoang
400 mL) va loai bd dung mdi trong chén khong cung v6i vige loai bo hoi am. Sau do,
phan con lai dugc tiép tuc lam kho trong chén khong (bom dau) trong 2 gid nita. Véi
viéc loai bé triét dé hoi 4m, bot du dugc hoa tan trong dietyl ete khan (1,03 L) trong
mbi trudng argon. Dung dich thu dugc dugce lam lanh xubng -78°C trong mdi trudng
argon va MeLi (1,6M, 258,0 mL, 0,413 mol) dugc bd sung timg giot qua phéu bo
sung. Sau khi hoan thanh viéc bd sung, khudy hdn hop trong thoi gian 2 gior & nhiét do
-78°C. Dung dich nuée NH,Cl 1M (500 mL) dugc bd sung tir tir. Sau khi 4m 1én dén
nhiét do trong phong, hon hop duge rira bang H,0 (2 x 500 mL), 1am kh6 (Na2SOa),

va sau dé duoc cd téi kho dé thu duogc bot mau niu (khoang 60 g, >100%).

Phan (g duoc tién hanh hai 1in nita bang cach st dung 37,62 g va 56,4 g hop
chét 702. San phim thd két hop (128,0 g, 0,212 mol) dugc hoa tan trong THF (1,28 L)
va duoc xir Iy bing HOAc dam dac (23 mL, 0,402 mol). B4 sung TBAF (384,0 mL,
IM trong THF) vao dung dich nay. Dung dich dugc khudy & nhiét do trong phong
trong thoi gian 0,75 gio va hén hop duge xu ly bang silicagel (750 g) va cd t6i kho.
Bot duoc tai 1én trén cot silicagel dugc dong géi trong CHaCl. Rira giai bang 1:7

EtOH-CH,Cla, tao ra chit sap rin tbi mau ma dugc hép phu trude trén silicagel (300 g)
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va duge tién hanh sic ky nhu dwoc mé ta trén ddy. Hop chit 703 (46,4 g, 53,0% tur
702) duge tach dudi dang chét rin mau tréng nho. 'H NMR (DMSO-de): 8 1,20 (s, 3H,
CHs), 3,62-3,69 (m, 2H,), 3,73-3,78 (m, 2H,), 5,19 (t, 1H, J = 5,4 Hz, OH-5"), 5,25 (s,
1H, OH-2'), 5,52 (d, 1H, J = 5,0 Hz, OH-3"), 5,99 (s, 1H, H-1"), 7,32 (d, 1H, J = 5,8
Hz), 7,50 (yt, 2H, J =7,7 Hz), 7,62 (v, 1H, J =7,3 Hz), 8,00 (d, 2H, J =7,3 Hz), 8,14
(d, 1H, J=6,9 Hz), 11,22 (s, 1H, NH). Tinh toan theo phén tich d6i v6i C17H19N30¢6
0.5 H20: C, 55,13; H, 5,44; N, 11,35. Thuc nghiém: C, 55,21; H, 5,47, N, 11,33.

d. Didu ché hop chit 704.

Hop chét 703 (46,0 g, 0,13 mol) dugc hoa tan trong pyridin khan va c6 téi kho
trong chan khong. Sird thu duge duoc hoa tan trong pyridin khan trong moi truong
argon va lam lanh xudng 0°C c6 khudy. Dung dich mau niu dugc xtr ly bang cach nhé
giot benzoyl clorua (30 mL, 0,250 mol) trong thoi gian 10 phut. Bé nuée da duoc 1ay
ra va tiép tuc khudy trong thoi gian 1,5 gio, bang cach d6 TLC cho thiy khong con
nguyén liéu ban d4u. Hon hop duoc lam nging béng cach bd sung nudce (5 mL) va cd
téi kho. Phan con lai duoc hoa tan trong lugng t6i thidu ctia CHoCly va rira bing
NaHCO5 bdo hoa (1 x 500 mL) va H>O (1 x 500 mL). Pha hitu co duoc lam kho
(Na2S0s4) va dugc loc, duge o t6i khod va duge tién hanh séc kfl trén silicagel, rira giai
bang gradien ting budc ciia EtOAc-hexan (25-60%) d8 tao ra hop chit 704 duéi dang
bot mau vang (48,5 g, 67%). 'H NMR (CDCl): 8 1,64 (s, 3H, CH3), 4,50 (m, 1H, H-
4), 4,78-4,85 (m, 2H, H-5',52'), 5,50 (d, 1H, J =3,4 Hz, H-3"), 6,42 (s, 1H, H-1"), 7.,44-
7,54 (m, 7H, Ar), 7,57-7,66 (m, 3H, Ar), 7,94 (d, 2H, J =7.,8 Hz), 8,05-8,09 (m, 4H,
Ar), 8,21 (d, 1H, J = 7,3 Hz). Tinh to4n theo phén tich dbi véi C31H27NOs: C, 65,37,
H, 4,78; N, 7,38. Thuc nghiém: C, 65,59; H, 4,79; N, 7,16.

e. Diéu ché hop chit 705.

Hop chit 704 (7,50 g, 0,013 mol) dugc hoa tan trong toluen khan (150 mL)
trong mdi trudng argon va lam lanh xudng -20°C. DAST (2,5 mL, 18,9 mmol) duoc
bd sung tur tor va bé 1am lanh dugc léy ra sau khi hoan thanh viéc bd sung. Tiép tuc
khudy trong thoi gian 1 gid va rét hdn hop vao NaHCOs3 bdo hoa (100 mL) va rira cho
dén khi sy thoat khi ngimg lai. Pha hitu co dugc lam khd (Na2S04), ¢d, va dugc tinh
ché bing sic ky trén silicagel, rira giai bang 1:1 EtOAc-hexan. Thu duge 1,22 g
(16,3%) 705 tinh khiét du6i dang cht rin mau trang. Diém noéng chay (mp) 241°C
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(CH2Cl-hexan); 'H NMR (CDCl)): 8 1,49 (d, 3H, J =22,4 Hz, CH3), 4,64 (dd, 1H, J
= 3,44, 12,9 Hz, H-5"), 4,73 (d, 1H, J= 9,5 Hz, H-4"), 4,90 (dd, 1H, J = 2,4, 12,7 Hz,
H-5a"), 5,56 (dd, 1H, J = 8,6, 20,7 Hz, H-3"), 6,52 (d, 1H, J= 18,0 Hz, H-1"), 7,47-7,57
(m, 7H, Ar), 7,62-7,71 (m, 3H, Ar), 7,89 (d, 2H, J = 6,9 Hz), 8,07-8,11 (m, 5H, Ar),
8,67 (bs, 1H, NH). F NMR (CDCl3)): 8 3,3 (m). Tinh toan theo phén tich d6i voi
C31Ha6FN307 « 0,7 H20: C, 63,74; H, 4,72; N, 7,20. Thuc nghiém: C, 63,71; H, 4,54,
N, 7,20.

f. Pidu ché hop chét 706.

Hop chit 705 (6,30 g, 0,011 mol) dugc tao huyén phu trong dung dich amoniac
trong metanol (khoang 7N, 150 mL) va khudy & nhiét do trong phong qua dém. Loai
b6 dung mdi trong chan khong, 1am bay hoi dong thdi véi metanol (1 x 20 mL), va hép
phu trudce 1én trén silicagel. BOt mau tring duoc tai 1én trén cdt silicagel (duoc dong
g6i trong CHCl3) va ¢t duge rua gidi bang 9% EtOH trong CHCls, sau do 1a 17%
EtOH va cudi cung 1a 25% EtOH trong CHCls. C6 phén doan chira san pham, loc qua
dia 0,4 pm, va lam dong kho tir nude tao ra hop chit 706, 2,18 g (76%). 'H NMR
(DMSO-ds;): & 1,17 (d, 3H, J = 22,3 Hz, CH3), 3,63 (dd, 1H, J=2,7, 13,7 Hz, H-5"),
3,70-3,84 (m, 3H, H-3', H-4', H-5a"), 5,24 (app s, 1H, OH-3"), 5,60 (d, 1H, J= 5,4 Hz,
H-5"), 5,74 (d, 1H, J = 7,71 Hz, H-5), 6,07 (d, 1H, J = 18,9 Hz, H-1'), 7,31 (s, 1H,
NH,), 7,42 (s, 1H, NH2), 7,90 (d, 1H, J = 7,3 Hz, H-6). YF NMR (DMSO-dg;): 6 2,60
(m). Tinh toén theo phén tich dbi v6i C1oH14FN304 * 1,4 HO: C, 44,22; H, 5,95; N,
14,77. Thuc nghiém: C, 42,24; H, 5,63; N, 14,54. Hop chét 706 (0,10 g, 0,386 mmol)
dugce chuyén hoa thanh mudi hydroclorua bang cach hoa tan trong nude (2 mL) va
didu chinh d6 pH dén khoang 3,0 bing HCI 1M. Nué6c dugce loai bo trong chan khong
va phén con lai duoc két tinh tir nuéc EtOH dé thu duge hop chit 706 duéi dang mubi
hydroclorua (71,0 mg). Mp 243°C (phéan huy); "H NMR (DMSO-dg;): 6 1,29 (d, 3H, J
=22.6 Hz, CH3), 3,65 (dd, 1H, J=2,3, 12,7 Hz, H-5"), 3,76-3,90 (m, 3H, H-3', H-4', H-
5a), 5,96 (d, 1H, J= 17,3 Hz, H-1"),6,15 (d, 1H, J= 7,9 Hz, H-5), 8,33 (d, 1H, J=179
Hz, H-6), 8,69 (s, 1,5H, NH), 9,78 (s, 1,5H, NH). "F NMR (DMSO-de;): & 1,69 (m).
Tinh toén theo phan tich dbi véi CioH14FN3O4 « HCL: C, 40,62; H, 5,11; N, 14,21
Thuc nghiém: C, 40,80; H, 5,09; N, 14,23.
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Hop chét 8 c6 thé duge diéu ché bang cach sir dung cac phuwong phap tong hop
va céc san phdm trung gian nhu duge boc 10 trong USSN 12/632,194. Hop chét 8 ciing

c6 thé dugce diéu ché nhu dugce néu trong vi du dudi day.

Vi du 8: Pidu ché 4-amino-2-n-butoxy-8-[3'-(pyrolidin-1"-ylmetyl)-benzyl]-5,6,7,8-
tetrahydropteridin-6-on 8. (R = n-butyl)

AN
Raney Ni Nl/i /v[/
- =
R. )\ N~ COsEt > R‘o)\N N
H,, MeOH
ﬁAQ 8 O

B6 sung Niken Raney (khoang 200 uL, huyén phu dic trong H20) vao dung
dich cta hop chit nitro 807 (730 mg, 1,5 mmol) trong MeOH (10 mL). Binh phéan tGng

duoc suc Hy va sau do duoc khudy trong moi truong khi Hy trong thoi gian 1,5 gio.
Hon hop duoc loc qua xelit véi CH2Cla va MeOH (1:1). C6 phﬁn dich loc trong chan
khong va dé trén may lam dong khd qua dém. Thu dugc bazo ty do cua hop chét 8
dudi dang chit rin mau tréng. Dé thu duge mudi HCI cta hop chit 8, miu cia phén
dich loc trén day dugc pha véi HCI 1,0M t6i do pH = 1-2 va duoc lam dong kho. 'H
NMR (CD;OD, 300 MHz): § 7,65 (s, 1H), 7,50 (m, 3H), 4,96 (s, 2H), 4,44 (t, J =7
Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 4,16 (s, 2H), 3,48 (m, 2H), 3,19 (m, 2H), 2,02-2,17 (m, 4H),
1,74 (m, 2H), 1,45 (m, 2H), 0,94 (t, J = 7 Hz, 3H) - [Mudi HC1]. LCMS-ESI*: theo
tinh toan cho C2H31NgO2: 411,5 (M+H™); Thuc nghiém: 411,3 (M+H").

Hop chét trung gian 807 dugc diéu ché nhu sau.

N~ COEt

*x/[ s )jNoz\QAQ B

A
N~ COEt
CH3S CHaS CH3S 2

801 804 K(j/\r\<3
a. Didu ché hop chat 802.

B4 sung EtN (3,14 mL, 22,5 mmol), sau d6 1a dung dich cua NH; (2,0M trong
MeOH, 5,4 mL, 11 mmol) vao dung dich ctua hop chat 801 (2,46 g, 10,2 mmol) trong
THF (34 mL) & nhiét d¢ -20°C. Khudy hdn hop trong khi 4m Ién dén 0°C trong thoi
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gian 1,5 gio (LC/MS cho thdy su tiéu thu nguyén lidu ban dau). Hon hop phan tng

chira hop chit 802 duge ding trong budc tiép theo ma khong can xtr 1y thém.

b. Diéu ché hop chat 803.

o~
806 803

B6 sung timg giot EtN (3,14 mmol, 22,5 mmol), sau d6 1& metyl bromoaxetat
(1,04 mL, 22,3 mmol) vao dung dich cua 3-((1-pyrolidinylmetyl)phenyl)metanamin
806 (1,95 g, 10,2 mmol) trong THF (34 mL) & nhiét do 0°C. Khudy hdn hop phan tmg
cho dén khi LC/MS cho thdy su tiéu thu nguyén liéu ban dau, trong thoi gian khoang 2
gid. Hon hop chitra hop chét 803 duogc dung trong budce tiép theo ma khong can xir Iy

thém.
c. Bidu ché hop chét 804.

Hon hop phan g chia hop chét 803 dugc bd sung vao hdn hop phén Ung
chtta hop chit 802 & nhiét do 0°C. Khudy hdn hop phan tmg cho dén khi LC/MS cho
thay su tiéu thu hop chét 802, trong thoi gian khoang 45 phtt. Dung dich bdo hoa cta
NH,CI (50 mL) duoc bd sung. Céc 16p dugc tach, va 16p nude duoc chiét bang EtOAc
(2 x 30 mL). Céac 16p hitu co két hop duge lam kho qua MgSOs, loc, va ¢b trong chan
khong. Tinh ché bing sic ky trén silicagel, tao ra 2,11 g hop chat 804. 'H NMR
(CD;0D, 300 MHz): § (ppm) 7,32-7,16 (m, 4H), 4,69 (s, 2H), 4,19 (q, ] = 7 Hz, 2H),
4,07 (s, 2H), 3,60 (s, 2H), 2,49 (m, 4H), 2,40 (s, 3H), 1,78 (m, 4H), 1,23 (t, 3 H, ] =7
Hz). LCMS-ESI": theo tinh todn cho CaiHa9NsO4S: 461,2 (M+H"); Thuc nghiém:
461,0 (M+H").

d. Didu ché  etyl-Ny-[4-amino-2-metansulfonyl-5-nitropyrimidin-6-yl],Nq-[3'-
(pyrolidin-1"-ylmetyl)-benzyl]-glyxinat 805.

NH, NH2 NG
NO A 2
)Nl\\ 2 HZOZ,HOAC )N|\ _
- V)
=z - CO,Et
CHys” N7 N7 COEt MeOS  N- N

Na,WO,*2H,0
N
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B sung 1an luot natri vonframat dihydrat (792 mg, 2,40 mmol), axit axetic (4,6
mL, 80 mmol), va hydro peroxit (3,4 mL, khodng 40 mmol, 35% khéi lugng trong
H,0) vao huyén phi ctia hop chét sulfua 804 (3,68 g, 8,00 mmol) trong EtOH (40 mL)
& nhiét do 0°C. Sau 3 gid, bd sung thém axit axetic (4,6 mL) va hydro peroxit (3,4
mL). Hon hop phéan tng duge duy tri ¢ nhiét do 0°C trong thoi gian 16 gid. Dung dich
bdo hoa ctia Na;S03 (50 mL) duge bd sung mot cach cin than & nhigt do 0°C, sau d6 1a
CH,Cl, (75 mL). Céc 16p duoc tach, va 16p nude duge chiét bing CHaCly (4 x 50 mL).
Cac 16p hitu co két hop duoc 1am kho qua MgSOs, loc, va cd trong chan khong dé tao

ra nguyén liéu chtra hop chit 805 ma dugc st dung ma khong can tinh ché thém.

e. Diéu ché hop chét 807. (R = n-butyl)

NH, NH,
N N N0z TFA N N N0
[
/ /\ / /\
MeOQS CO,Et CO,Et

oo e oo

B& sung TFA (470 pL, 6,1 mmol) vio dung dich ciia hop chét sulfon 805 (1,0
g, 2,0 mmol) trong n-butanol (10 mL). Khudy hdn h(_)'p phan tng & nhiét do 100°C
trong thoi gian 1 gio. Hon hop phan tmg dugc rot Vo dung dich bdo hoa cua NaHCO3
(20 mL) va CH,Cl, (30 mL). Céc 16p duoc tach, va 16p nude duge chiét bang CH>Cl,
(30 mL). Céc 16p hitu co két hop duoc lam khd qua MgSOq, loc, va co trong chén
khong. Tién hanh tinh ché bing céch sic ky trén silicagel (1 g co chdt/10 g Si02) (2-
15% MeOH/CH,Cly) dé tao ra hop chét 807.

Vi du 9: Diéu ché hop chét 9 (tir US2010/0298257)

x;j

ﬁ’_T_O
o

HO\S\S "’Q’F
@ 9

Pidu ché isopropyl este cta axit (S)-2-{[(1R,4R,5R)-5-(2,4-dioxo-3,4-dihydro-
2H-pyrimidin-1-yl)—4-(R)-ﬂo-3-hydroxy-4-metyl-tetrahydro-furan-2-yl—metoxy]-

N

phenoxyphosphorylamino }-propionic (tir vi du 2, US2010/0298257)
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Tir ddng nghia: hdn hop chét dong phan khong ddi quang 5'-O-(isopropyl-L-
alanat, phenyl phosphoramidyl)-2'-deoxy-2'-flo-2'-C-metyl-uridin.

Binh 3 ¢ loai 5 L duoc trang bi bd phan khuéy co hoc, bé nuée mubi trong da,
nhiét ké trong, va mdi truong khi nito. Binh dugc nap L-alanin isopropyl este
hydroclorua (82,0 g, 0,490 mol) va diclometan khan (0,80 L). Trong khi binh dugc
khudy, phenyl diclophosphat (85,0 g, 0,40 mol) duoc bd sung trong mot 16 va khudy.
Trong khi van duy tri nhiét d§ bén trong ndm trong khoang tir -5 dén 5°C, dung dich
ctia N-metylimidazol (NMI, 250 g, 3,07 mol) trong diclometan (250 mL) dugc bd
sung trong thoi gian nira gi¢. Dung dich dugc khudy trong 1 gid trong khoang nhiét do
nay. 2'-deoxy-2'-flo-2'-C-metyl-uridin (3,80,0 g, 0,307 mol) duoc bd sung & nhiét do
0°C trong mdt phan va sau d6 binh phan tmg duoc @& 4m lén tir tir trong bé nudc mudi.
Khi duogc 1 gid, nhiét do bén trong tang 1€n dén -2°C. TLC (5% metanol trong HCL) &
thoi diém 1 gidr cho thdy hon 50% nucleosit dugc tiéu thu. Bé dugc 1y ra va binh phan
g dat dén nhiét do moi trudng trong 1 giv nita. TLC sau 3 gio va ¢ thoi diém S gio
téng cdng cho théy 95% nucleosit ban ddu dugc tiéu thu. Phan ung dugce lam nglng

bang cach bd sung metanol (100 mL) va khudy hdn hop phan tng trong 5 phut.

Hbn hop phan ting duoc rira bing HCI IN (2x500 mL), sau d6 bang dung dich
natri bicacbonat bdo hoa (2x500 mL). Lép hitu co tach riéng duge lam khd qua natri
sulfat khan (50 g) va duoc loc. Dung dich dugc lam bay hoi du6i ap sult giam va sau
d6 13 trong chan khong cao t6i kho dé thu dugc san phdm thd dudi dang dau nhét (170
2). NMR ciia san phém tho (*'P va 'H) dugc thuc hi¢n. *'P-NMR cho thay khoang 1%
cta tong lugng phospho két hop la do su ¢6 mit cta chit ddng phan 3' cia hop chit 5.

B sung pyridin khan (1700 mL) vao san pham tho. Duhg mdi dugc lam bay
hoi dudi ap suit giam va sau do 1a trong chan khong cao dé lam giam ham lugng nudce
ctia hdn hop tho bing cach 1am bay hoi ddng thoi. Dau thu duge dugc tai hoa tan trong
pyridin khan (500 mL) va sau d6 dugc bd sung t-butyldimetylsilyl clorua du (9,0 g, 60
mM). Khudy hdn hgp phan Gng ¢ nhiét do moi truong. Tién trinh phan (mg dugc theo
d6i bing UPLC/MS. Sau 3 gio, tap chit 3’ ctia hop chat 5 khong con duge phat hi¢n

va phan mg dugc lam ngung bing cach bd sung metanol (50 mL).

Phan g dugc 1am bay hoi dudi ap suit giam thanh dau. Ph?m con lai dugce hoa

tan trong etyl axetat (1,5 L) va rtra bang HCI 1IN (2x500 mL), sau d6 bing dung dich
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natri bicacbonat bdo hoa (2x500 mL). Lam kho 16p hitu co trén natri sulfat khan (50
), loc va lam bay hoi dudi ap sut giam dé thu dugc san phim tho dudi dang dau mau

vang nhat.

Déu thd duoc pha lodng bing cling thé tich cta diclometan va dugc nap 1én dng
silicagel 2,5 Kg va modun nén huéng tdm & ap suat khong khi 100 psi (1 psi = 6,895
kPa). Bang cach sir dung bom gradien & 60 psi va tdc do chay 400 mL/phut, dng dugc
rira bang metylen clorua (4L), sau d6 1a gradien 1-4% metanol trong metylen clorua
(48 L). Hau hét tap chit chinh (san pham cdng di-(isopropylalanyl) phenyl phosphat,
3',5'-bis phosphoramidat, 3'-phosphoramidat-5'-TBDMS (7)) duogc ria giai bing
gradien khoang 3%. San phidm mong mudn duoc rira giai bang metanol tr 3 dén 4%.
Séan phém chtra phan doan dugc phan loai thanh hai phﬁn. Phin tha nhét chta lugng
nhé ciia tap chét bén trén va phdn con lai 1 san pham tinh khiét. Tap hop tht nhét ciia
cac phéﬁ doan chtra lugng nho cua tap chét it phan cuc hon (tap chét bén trén) nhu
3'.5'-bis phosphoramidat va di-alanylphenyl phosphat va phan lon 1 chat ddng phan
khong ddi quang Rp can duoc tinh ché bing cot thir hai (Thuat ngtt lién quan, bén trén
va bén dudi ding dé chi su ria giai trén sic ky trén silicagel pha thudng, trong do6
"chét ddng phan bén trén" nghia la cht ddng phan rira giai thit nhat). Tap hop thtr hai
cua cac phan doan khong chira luong dang ké cua tap chét - chi 12 Rp con lai va hau
hét 1a chit dong phan khong d6i quang Sp. Sau d6, n6 duoc tai két hop vé&i phan doan
duoc rira giai qua cOt hai lan. Dung mdi dugc lam bay hoi dudi ap sudt giam va bot
mau tring thu duogc dugce tiép tuc lam kho (0,20 mmHg) trong 1 gid dé thu dugc 42 g
phin khong tinh khiét (4:1 chét ddng phan bén trén so v6i bén dudi dya trén >'P-
NMR) vi 38 g phin tinh khiét (1:3 chdt ddng phan bén trén so véi bén dudi). Phan
khong tinh khiét dugc ria gidi lai qua cdt theo cach tuong tu d8 thu duoc 3,8 g chit
ddng phan bén trén tinh khiét 97% (phan doan dy tri¥) va 36 g sin phim tinh khiét voi
ty 1€ 4:1. Hai phén chinh dugc hoa tan trong HCL, dugc két hop, dugc lam bay hoi
duéi ap sudt giam va lam kho (50°C, 0,2 mmHg, 24 gio) dé thu duoc 74 g (45,7%) san
phém tinh khiét (hop chat 9) vdi ty 1& chat ddng phan khong dbi quang 1a 48:51, dudi
dang bot mau tréng, mp bing khoang 75-85°C.

Dé ta.o ra chit rin vo dinh hinh ctia hdn hop chit dong phén khong di quang,
74 g bot mau tréng dugc khudy v6i t-butyl metyl ete (750 mL), tao ra dung dich mot
phan va phan goém ran con lai. Trong khi khudy, heptan (750 mL) dugc bd sung tir tir
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va huyén phu dugc khudy co hoc trong thoi gian 1 gid cho dén khi hau hét gom dugc
chuyén hoa thanh chét rin mau tring. Chét rin dugc cao bang dao bay va huyén phu
dac thu duoc dugc loc. Chét rin dugc rira bang heptan (4x50 mL) va lam khd trong
chan khong (50°C, 0,2 mmHg, 24 gio) @ thu dugc bot vo dinh hinh mau tring (64 g)
v6i khoang nhiét do nong chay rong vao khoang 70-80°C. 'H va *'P NMR phu hop véi
cAu trac va HPLC cho thdy do tinh khiét 13 99,8% véi ty 1& chit ddng phan khong déi
quang 1a 46:54 (ciing dugc x4c nhan bang *'P NMR).

Phuong phap khac dé tao ra hdn hop rin ctia hop chit 9. Sau khi séc ky, phan
con lai duge 1am bay hoi dong thdi vé6i diclometan hai lan (5 mL/g) va lam kho trong
thoi gian 24 gid ¢ nhiét do 35-40°C & ap suét 35-45 mTorr (1 mTorr = 0,0001333
kPa). Phan bot con lai duge sang qua sang loc 250 micron va tiép tuc dugc lam kho
trong cung diéu kién cho dén khi luong diclometan du dudi 400 ppm nhu dugc xac
dinh bing séc ky khi (GC) c6 bo phan hoa hoi. Bot min vo dinh hinh ¢6 mau tir tréng
nho dén tring thu duoc c6 nhiét do chuyén tiép thiy tinh nim trong khoang tr 53,7
dén 63,5°C.

Xac dinh dic diém ctia hop chit 9 (hdn hop cta céc chit dong phan):

IH-NMR (CDCls) 010,05 (brs, 1H, NH, Sp), 10,00 (brs, 1H, NH, Rp), 7,49 (d, 1H, Co-
H, Sp), 7,36 (m, SH, C6-H, Rp, thom), 7,23-7,14 (m, 6H, Rp/Sp, thom), 6,18 (br d, 2H,
CI-H, Rp/Sp), 5,63 (d, 1H, C5-H, Sp), 5,58 (d, 1H, C5-H, Rp), 5,01 (m, 2H, CH-
(CHs), Rp/Sp), 4,46-4,33 (m, 8H, C-5'-Ha, ala-NH, C3'-OH, Rp/Sp), 4,12 (m, 2H, ala-
CHCHs, Rp/Sp), 4,01-3,85 (m, 4H, C3'-H, C4"-H, Rp/Sp), 1,391,22 (m, 12H, tAt ca cAc
CHs, Rp/Sp).

3IP.NMR (CDCls) 03,60 (Rp ), 3,20 Sp so véi triphenylphosphat & -17,80 ppm. ES-
MS M+1 530,2. Phan tich nguyén t&: % theo tinh toén (bao gdm 0,29% nude nhu phat
hién duogc b%mg phan tich Karl Fisher) C, 49,75; H, 5,54; N, 7,90, F, 3,58, P, 5,84. %
thuc nghiém: C, 49,50; H, 5,44; N, 7,85; F, 3,62; P, 6,05.

Pidu ché 2'-deoxy-2'-flo-2'-C-metyluridin (tir vi du 1, US2010/0298257)

Bb sung 3, 5'-0-dibenozyl-2'deoxy-2'-flo-2'-C-metyl-N4-benzoylxytidin (500
g, 0,874 mol) va 70% axit axetic trong nudc (7,5 L) vao binh loai 10 L. Gia nhiét dung
dich dén hdi luu (110°C) trong thoi gian 20 gid. TLC cho thiy phan mg xay ra hoan
toan (R¢ 0,6 trong 5% metanol trong diclometan (HCL)). Hon hop dugc lam ngudi
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xudng nhiét dd moi truong va pha lodng bing nude (2 L). Sau khi khudy trong 2 gio,
chét két taa thu duoc duogc thu gom béng cach loc va chét ran duoc rira béng nudc (5
L) va lam kho trong khi quyén & nhiét d6 mdi trudng trong thoi gian 12 gio dé thu
dugc 360 g (88%). Hop chét trung gian dibenzoyluridin nay duogc st dung truc tiép
trong budc tiép theo bing cach bd sung toan bd vao dung dich amoniac trong metanol
méi duoc didu ché hoan toan (5,4 L, khoang 25%) & nhiét do 0°C. Nhiét do nay dugce
duy tri trong thoi gian 3 gid va sau do dé 4m 1én t&i 15°C trong thoi gian 24 gio. TLC
cho thiy phan tng xdy ra hoan toan (R¢ 0,4 trong 10% metanol trong HCL). Hon hop
phan tng dugc loc qua tang Xelit va co dudi ap sudt giam dé thu dugc san phdm tho
(216 g). San phém tho duoc khudy véi etyl axetat (325 mL) trong thoi gian 3 gid &
nhiét d6 moi trudong. Chét rén thu dugc duge thu gom bang cach loc va ria bang etyl
axetat (216 mL). Chét rdn dugc 1am kho trong chin khong ¢ nhiét do moi truong trong
4 gitr @ thu dugc 160 g (78%) san phdm mong muon vé6i do tinh khiét HPLC la
98,7%. 1TH-NMR (DMSO-d6 ) 011,44 (br s, 1H, NH), 7,95 (d, 1H, C-6H), 5,97 (d, 1H,
C-1'H), 5,64 (d, 1H, C-5H), 3,84-3,77 (m, 3H, C-5'-Ha, C-3'H. C-4'H), 3,63-3,60 (m,
1H, C5'-Hb), 1,23 (d, 3H, C-2'-CH3). ES-MS M-I 259.

Vi du 10: Didu ché hop cht 10 (tir US2010/0298257)

U z(j
Y T L

(0]

@ 10

Két taa truc tiép hop chat 10 (tlr US2010/0298257; vi du 4): Bb sung
phenydiclophosphat (7,5 mL, 50 mmol) vao dung dich ¢6 khudy cta L-alanin
isopropyl este hydroclorua (10,5 g, 61,5 minol, duoc lam kho déng sO1, hai 14n, véi 50
mL toluen mdi 14n) trong diclometan (100 mL) & nhiét dd trong phong. Hon hop dugc
Jam lanh xudng -10°C va sau do dugc bd sung dung dich cta N-metylimidazol (30,5
mL, 384,3 mmol) trong 30 mL diclometan trong thoi gian 30 phat. Sau khi hoan thanh
viéc bd sung, khudy hdn hgp ¢ nhiét do nam trong khoang tir -10 dén -15°C trong 1
gio. BS sung 2'-deoxy-2'-flo-2- C-metyluridin (10 g 384 mmol) (xem
US2010/0298257, vi du 1) vao hdn hop trén day trong mot 16 va khudy hdn hop dudi -
10°C trong thoi gian 3 gio va sau d6 dé 4m lén tir tir dén 20°C (6 gi®). Khudy hdn hop
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& nhiét do nay qua dém (15 gid) va sau d6 lam dung bang 10 mL metanol. Dung moi
dugc 1am bay hoi va phan con lai dugc tdi hoa tan trong EtOAc (200 mL). Lép EtOAc
duoc rira bang nude (100 mL), HCI IN (3x75 mL), dung dich nuéc NaHCO3 2% (50
mL) va nuéc mudi (50 mL). Lam kho 16p hitu co trén NaxSOs, loc va co. Phan con lai

duoc lam kho trong chan khong cao trong 2 gio dé thu duogc bot mau trang (22 g).

Bot trén diy dugc hoa tan trong 33 mL HCI va sau d6 dugc bd sung 65 mL
isopropyl ete dé thu duoc dung dich bdo hoa. Dung dich nay dugc loc qua miéng Xelit
nhé va phén dich loc dugc khudy véi cac tinh thé mam cta hop chét 10 trong thdi gian
72 giy & nhiét 4o mdi trudng (khoang 22°C - luu y rang viée lam lanh huyén phu dén
0°C s& 1am cho san phdm tho bi pht diu bén ngoai). Chét rin mau trang duoc loc, rira
bing isopropyl ete (20 mL) va lam kho dé thu duoc 4,58 g (hon hop khoang 85:15 ciia
hop chéit 10: chit ddng phéan R tai P mot cach tuong ing nhu dugce xac dinh bang 3'P
NMR) bot mau tring. Chét rén trén ddy duoc tao huyén phu trong 23 mL HCL va sau
d6 duoc cho hdi luu trong thoi gian 3 gid. Hon hop duge lam ngudi xubng nhiét do
trong phong va khudy trong thdi gian 15 gio. Chét rén mau tring duogc loc, rira bang
4,5 mL HCI lanh va lam kho trong chan khong cao & nhiét do 45°C dé thu duoc hop
chét 10 tinh khiét, mp 93,9-104,7°C, d6 tinh khiét HPLC 99,74% (3,11 g, 15,2% tur

uridin nucleosit).

Hop chét 10: 'H-NMR (CDCls) & 8,63 (br s, 'H, NH), 7,47 (d, 1H, C6-H), 7,30 (m,
2, o-thom), 7,26-7,18 (m, 3H, m,p-thom), 6,18 (br d, 1H, CI'-H), 5,70 (d, 1H, C5-H),
5,02 (sept, CH-(CHs)o), 4,53 (m, 2H, C-5'-Hy), 4,11 (d, 1H, C3"-H), 3,97 (m, 3H, C3"-
OH, C4'-H, ala-CH-CHz), 3,77 (br s, 1H, ala-NH), 1,39 (d, 3H,C2"- CH3), 1,37 (d, 3H,
ala- CHs) 1,24 (d, 6H, CH-(CHs),).

Vi du 11: Didu ché hop chét 11 (tir US 2010/0081628)
\O
NjikN
<N N)\NHz
11
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Téng hop 6-etoxy-9-((4aR,6R,7R,7aR)-7-flo-2-isopropoxy-7-metyl-2-0xo-
tetrahydro-2,5-furo[3,2-d][1,3,2]dioxaphosphinin-6-yl)-9H-purin-2-yl-amin (hop chit
11) (hop chét 19, US 2010/0081628)

(2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-etoxy-purin-9-yl)-4-flo-2-hydroxymetyl-4-metyl-
tetrahydro-furan-3-ol (150 mg, 0,46 mmol) dugc hoa tan trong pyridin khan (2 mL) &
nhiét @6 0°C. Dung dich ctia 1H-tetrazol 0,45M trong axetonitril (2,55 mL) dugc b
sung, sau do 1a bis (N,N-diisopropylamino) ispropylphosphoramidit (0,16 mL, 0,55
mmol, 1,2 duong lugng). Hon hop duge dé 4m 1én tir tir dén nhiét do mai trudng trong
thoi gian 3 gio. TLC cho thiy phan Gmg xay ra hoan toan. Lam dung phan tng bang
cach bd sung nude (0,1 mL). Dung dich phan tng dugc ¢d dudi ap suét giam va sau d6
phan con lai dugc nghién véi etyl axetat (5 mL). Chét két tia mau tring thu duge duoc

loai bod bang céach loc va ¢b phan dich loc duéi 4p suat giam.

San phim trung gian thu dugc 1a hop chét phosphit vong dugc hoa tan trong
axetonitril (2 mL) va sau d6 dugc xt ly bang t-butyl hydroperoxit (70% trong nudc,
0,19 mL) trong thoi gian 5 gio ¢ nhiét do mdi truong. TLC cho thay phan mg xay ra
hoan toan. Dung dich phan tng dugc cd dudi ap sudt giam va phan con lai duoc tinh
ché bing cot sic ky (Analogix st dung gradien tir 0 dén 5% IPA trong HCL). Hai chét
ddng phéan khong déi quang (hop chét 11 va chit dong phan R tai P) 6 thé phén tich
duoc. Phan doan chira mdi chat ddng phan khong d6i quang duogc két hop theo cach
riéng r&€ va co dudi ap suét giam dén chét rin mau tring dé thu dugc 20 mg mdi chét

ddng phan khong dbi quang (hiéu sudt két hop 12 20%).
Hop chét 11
3P NMR (162 MHz, DMSO): 6-6,49;

H-NMR (400 MHz, DMSO): 8 =8,17 (s, 1H), 6,47 (bs, 2H), 6,27 (d, J=21,2 Hz, 1H),
4,73-4,62 (m, 4H), 4,45 (q, J=7,0 Hz, 2H), 4,27-4,21 (m, 1H), 1,39-1,34 (m, 9H), 1,20
(d, 1=22,8 Hz, 3H).

MS (ESI): m/z 432,4 [M+H]"
Chét ddng phan R tai P

3P NMR (162 MHz, DMSO): § =-4,68;
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'H -NMR (400 MHz, DMSO): § =8,15 (s, 1H), 6,63 (s, 2H), 6,27 (d, J=21,2 Hz, 1H),
4,74-4,58 (m, 4H), 4,45 (q, J=6,4 Hz, 2H), 4,42-4,37 (m, 1H), 1,36 (t, ]=7,2 Hz, 3H),
1,32 (d, J=3,6 Hz, 3H), 1,30 (d, J=3.6 Hz, 3H), 1,22 (d, J=22,8 Hz, 3H).

MS (ESI): m/z 432,4 [M+H]*

CAu tric clia hop chét 11 va chit ddng phan R tai P dugc thé hién dudi day.

. L
<”\ Xy <”\ X
: N /k N /L
0 N NH, 0 N NH,
L L
o o
\‘J’ s % \P %
N

N N
\\\

NI
F 0 F

/K 11 )\ Chét dong phan R tai P

Téng hop (2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-etoxy-9H-purin-9-yl)-4-flo-2-(hydroxymetyl)-
4-metyltetrahydro-furan-3-ol (hop chét 16, US 2010/0081628)

~
O/

2 2
Z Z

Binh ddy tron kho loai 500 mL dugc nap (2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-clo-9H-
purin-9-yl)-2-(benzoyloxymetyl)-4-flo-4-metyltetrahydrofuran-3-yl - benzoat (11 g,
20,92 mmol). Etanol tuyét déi khan (210 mL) duge bo sung va sau do 1a K2COs khan
(28,91 g, 209,2 mmol). Huyén phu dugc khudy va gia nhiét & nhi¢t d6 75°C trong méi
truong nito trong thoi gian 5,5 gio. Toan bo nguyén liéu ban dau dugce tidu thu trong
khoang thoi gian d6 theo thtt nghiém TLC. Hon hgp duge 1am ngudi xubng nhiét do
trong phong va chét rén duge loc ra. Phin dich loc dugc trung hoa bang cach thém axit
axetic bang (2,52 g) t6i d pH khoang 7 va ¢b dudi ap suat giam. Phan con lai dugc
hoa tan trong metanol va dugc trdn v6i silicagel (15 g). Hon hop duoc lam kho cua san
phdm tho va silicagel dugc chuyén sang 6ng rdng va tach riéng qua cot sdc ky
(Analogix 220 g, gradien tir 0 dén 15% MeOH trong DCM) dé thu dugc san pham (5%
MeOH trong DCM) duéi dang chét rén bot mau tring (3,73 g, 54,5%). Chat ran mau
tring thtr hai duge tach tr ¢t (10% MeOH trong DCM, 1,44 g) va nd 12 hdn hop cla
hai dime ctia nucleosit. Chét rin mau tréng thit ba, phan cuc hon, dugc thu gom tr cdt
(15% MeOH trong DCM, 0,47 g) va n6 la hdn hop cla céc trime cta nucleosit. DY
tinh khiét HPLC cta san phim 12 99,94%.
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IH-NMR (DMSO-d6): § 8,16 (s, 1H, 8-H), 6,55 (s, 2H, NH>), 6,04 (d, 1H, C1'-
H), 5,66 (d, 1H, 3'-OH), 5,24 (m, 1H, 5'-OH), 4,44 (q, 2H, 6-0CH>), 4,23-4,08 (m, 1H,
C3'-H), 3,91-3,82 (m, 2H, C4'-H va C5'-Ha,), 3,71-3,66 (m, 1H, C5'-Hb), 1,36 (t, 3H,
CH; ctia etyl), 1,06 (d, 3H, C2'-CH).

Téng hop (2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-clo-9H-purin-9-yl)-2-(benzoyloxymetyl)-4-
flo-4-metyltetrahydrofuran-3-yl benzoat (hop chét 12, US 2010/0081628)

Binh day tron ba ¢d loai 12 L duoc nap 6-clo-2-aminopurin (225,4 g, 1,329
mol). Tert-BuOH khan (4,5 L) dugc bd sung va dung dich dugc khudy bing bd phan
khudy co hoc & nhiét dd mdi truong. Kali tert-butoxit (rin, 151,6 g, 1,35 mol) dugc bo
sung tirng phan dudi dong khi nito trong khi khudy. Khudy hdn hop & nhiét do trong
phong trong 30 phit nita. Binh d4y tron loai 5 L dugc nap a-bromua (10, 197 g, 0,451
mol) va 3 L axetonitril khan & nhiét d6 moi truong. Dung dich bromua dugc bd sung
vao huyén phil bazo purin trong thoi gian 1 phuit ¢ nhiét do moéi truong. Binh loai 5 L
dugc rira bing axetonitril (2x1 L) dé chuyén bromua hoan toan vao hoén hop phén tng.
Gia nhiét hdn hop tir tir 1én 50°C trong thdi gian 2 gios bing v6 gia nhiét va b dicu
chinh, va khudy trong thoi gian 20 gio. Phan tmg gan nhur hoan toan nhu dugc thé hién
bang TLC beta (Ry 0,28, 30% EtOAc trong hexan). Ho6n hgp phan ung duge lam
ngung bang cich bd sung NH4Cl bdo hoa (200 mL) dé tao ra huyén ph. Chét ran da
dugc tao huyén phu dugc loai bd bang cach loc qua miéng Xelit 3 cm trong phéu
Buchner dung tich 2,5 L bang str. Cht rin dugc rira bing toluen (3x100 mL). Phén
dich loc két hop duge trung hoa bing cach bd sung dung dich HCI 6N cho dén khi do
pH 12 7 (khoang 220 mL). H3n hop dugc c6 dudi 4p suat giam. Khi thé tich ctia hdn
hop giam xubng dén khodng mot phan ba thé tich, chét rin két tia thém duge loai bd
béng cach loc theo céach tuong tu. Phén dich loc dugc ¢o tiép dén thé tich khoang 800
mL. Phan con lai duge nap 1én cot co nip (1,6 kg silicagel loai nhanh trong phéu
Buchner dung tich 6 L bing thuy tinh md) va duge rira gidi (bang cach hut) véi
gradien 10% etyl axetat trong hexan (6 L) @& loai bo tap chit khong phan cuc, 30%
etyl axetat trong hexan dé thu duoc luong nhé cua lactol (6 L), va sau do6 1a 40%-45%
etyl axetat trong hexan (4 L) dé ria giai lugng chinh cia san pham. San phim chtra
phén doan dugc két hop, dugc co dudi ap suét giam va lam kho trong chan khong (0,2

mmHg, 24 gid, nhiét do moi trudng) tao thanh chét rin bot mau tring (150,7 g,
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B/a=14:1 bing NMR. 'H-NMR. (CDCls)beta: 6=1,33 (d, 22,4 Hz, 2'-C-CHs3), alpha:
1,55 (d, 22 Hz, 2'-C—CH3).

Bot hdn hop sin phéni dugc hoa tan trong metanol (700 mL) ¢ nhiét d0 moi
truong. Khi dé yén, chét rin tir tir duoc tao thanh trong thoi gian 2 gio. Huyén phi
duoc 1am lanh trong tu lanh dén -5°C trong thoi gian 17 gio. Chét rdn mau tring thu
duoc duge thu gom bang cach loc va rira bang MeOH lanh (-5°C 3x60 mL) va etyl ete
(3x100 mL). Chét ran duogc lam kho trong chan khong (0,2 mmHg, 24 gid, nhiét do
mdi truong) dé thu duwoc 110,5 g san phdm B véi ty 1¢ rit tot (B/o 99,8:1 theo HPLC).
Phan dich loc duoc ¢6 mdt phan (khoang 400 mL) va sau d6 pha loang bang nhiéu
MeOH hon (400 mL) trong khi gia nhiét dén 60°C. Dung dich dwgc lam nguodi xudng
nhiét ¢ mdi truong, duge tao mdm tinh thé va 1am lanh xudng -5°C. San lugng thir
hai dugc thu gom, rira va 1am kho theo céch tuong tu dé thu dwoc nhidu san pham hon
duéi dang chit rén mau tring (12,26 g) v6i do tinh khiét chit dong phan khong ddi
quang tuong tu. Nude cai dugc cd téi kho dudi ap sudt giam (khoang 25 g). Phin con
lai 1a hdn hop cta cac chat ddng phan P va a. N6 duge tai 1én cot sdc ky silicagel tu
dong (Analogix, bng 240 g, 40% dén 50% etyl axetat trong hexan) dé thu duoc 14,52 g
bot san phém ma duoc tai két tinh tir MeOH, rira va lam khd theo cach tuong tu dé thu

dugc 8,46 g san phém nita ¢6 do tinh khiét cao.

Ba chit rén nay duoc dénh gia 1a ¢6 do tinh khiét twong tu va ching dugc két
hop dé thu dugc 131,2 g san phédm két tinh mau tréng, (55% tir dudng brom, 49% tir
lactol). Mp 160,5-162,0°C, d06 tinh khiét HPLC 99,5% bao gé)m 0,20% alpha.

'H-NMR (B-anome tinh khiét, CDCl3): §=8,03 (m, 2H, thom), 7,93 (m, 2H,
thom), 7,88 (s, 1H, C8-H), 7,60 (m, 1H, thom), 7,50 (m, 1H, thom), 7,44 (m, 2H,
thom), 7,33 (m, 2H, thom), 6,44 (dd, 1H, CII-H), 6,12 (d, 1H, C3"-H), 5,35 (s, 2H,
NH2 ), 5,00 (dd, 1H, C5'-Ha), 4,76 (m, 1H, C4-H), 4,59 (dd, 1H, C5-Hb), 1,33 (d,
3H, CH3).

Vi du 12: Didu ché hop chét 12 (tir US20110015146)
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12

Tong hop (2S)-isopropyl 2-((((2R,3R,4R,5R)-5(2-amino-6-metoxy-9H-purin-9-yl)-4-
flo-3hydroxy-4-metyltetrahydrofuran-2-yl)metoxy)(phenoxy)phosphorylamino)propanoat

Binh day tron kho loai 250 mL dugc nap phenyl diclophosphat (2,66 g, 12,61
mmol) va diclometan khan (40 mL). Mudi amino este (2,60 g, 15,53 mmol) dugc bd
sung vao dung dich va hdn hop dugce lam lanh xubng -5°C. N-metyl imidazol (7,7 mL,
97 mmol), sau d6 dugc bd sung nhanh qua xi lanh khd ¢ nhiét do -5°C va dung dich
duge khudy ¢ nhiét do -5°C trong 1 gid. Nucleosit ((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-
metoxy-9H-purin-9-yl)-4-flo-2-(hydroxymetyl)-4-metyltetrahydrofuran-3-ol), 3,04 g,
9,7 mmol) duogc bd sung trong mot phén tr lo nhé & nhiét 4 -5°C, va chét ran tir tir
duogc hoa tan trong 20 phut. Nhiét d¢ phan ung dugc dé tang lén dén nhiét d6 moi
truong trong thoi gian 2 gio. Sau 17 gid, phan tng la khong hoan toan. Cac chét phan
tng dugc tao ra thém (tir phosphat (2,66 g), aminoeste (2,60 g), va N-metyl imidazol
(3,8 mL, 48 mmol)) va dugc bd sung vao hdn hgp phan tng ¢ nhiét do -5°C. Khudy
hdn hop phan tmg & nhiét do trong phong trong thoi gian 2 gid nita. Phan ng gan nhu
hoan toan nhu dugc thé hién bodi két qua TLC va dugc pha lodng bang 70 mL
diclometan. Dung dich HCI (IN, 70 mL) dugc bd sung. Lép nudc duge tach ra va
chiét bang diclometan. Rtra 16p hitu co bing NaHCOs bdo hoa, nude, nude mubi va
lam kho qua MgSO4. Sau khi loai bo dung mdi duéi dp suat giam, phan dinh con lai
duoc tinh ché qua cot sic ky tu dong st dung 6ng 240 g va gradien 0-8% 2-PrOH
trong diclometan dé thu duoc san phém dudi dang bot ran (4,16 g, 7,14 mmol, hi¢u
suit 12 73%). Do tinh khiét HPLC 1a 97.4%. Phd NMR ctia san phdm cho théy n6 1a
hdn hop ctlia hai chat dong phan khong dbi quang véi ty 18 1,2:1.

IH-NMR (DMSO-ds ): =7,98 (1H, s, 8-H ciia mot chat dong phan), 7,95 (1H,
s, 8-H cua chit ddng phan kia), 7,37-7,32 (2H, m, H thom), 7,22-7,15 (3H, m, H
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thom), 6,6 (2H, s, NHa), 6,11 (1H, d, CI'-H ctia mot chit dong phan), 6,09 (1H, d, CI*-
H ctia chéit ddng phan kia), 6,09-5,98 (1H, m, amit NH), 5,88 (1H, d, 3'-OH cua mot
chit ddng phan), 5,81 (1H, d, 3'-H cta chat dong phan kia), 4,85-4,75 (1H, hepta,
metin H cda iso-propyl), 4,46-4,27 (2H, m, C4'-H, o-H cta amino este), 4,15-4,07
(14, m, C3'-H), 3,96 (3H, s, OCH3), 3,82-3,72 (2H, m, C5-H, va C5'Hp), 1,23-1,06
(9H, m, CHs's ctia amino este), 1,03 (3H, d,C2'-CHs).

3IP.NMR (DMSO-d6 ): 0=4,91 (mot chit ddng phén), 4,72 (chit dong phén kia).

Phuong phéap tinh ché khéc 1a thay ddi v& mit hoa hoc san phdm phu thir yéu 3'
phosphoramidat dé 1am don gian viéc téch bing séc ky. San phdm phosphoramidat thd
duoc hoa tan trong pyridin khan (5 mL/g), va dugc xir ly bang 0,5 duong lugng mol
cua t-butyldimetylsilyl clorua & nhiét 4§ mdi truong dé phan tmg mot cach ¢6 chon loc
voi hydroxyl béac nhit & vi tri 5' tw do cua tap chét chit ddng phén 3'. Tién trinh phan
tng c6 thé duge theo doi bing LC/MS. Ngay khi chét dong phéan 3' dugc chuyén héa
.the‘lnh dan xuit 5'-tBDMS-3'-phosphoramidat, lam dung phan tng bang metanol (3
duong lugng), co6 dudi ap sut giam, phan bd gitra etyl axetat va 5% axit xitric va sau
do6 16p hitu co duge ¢d. Sau do, phén con lai duoc cho tién hanh chay séc ky ma cé thé
duqc thuc hién véi gradien nhanh hon va lugng tai cao hon va dat duge do tinh khiét

cao horn.r
Vi du 13: Didu ché hop chét 13 (tir US20110015146)

N

SN

<N\
N N)\ NH;

13

Vi du 14: Didu.ché hop chét 14 (tir US 7,964,580, vi du 5)
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14
Diéu ché 2'-deoxy-2'-flo-2'-C-metyluridin-5'-phenyl metoxy-alanyl phosphat)

Phenyl metoxyalaninyl phosphorocloridat (1 g, 6,5 duong lugng) duge hoa tan
trong 3 mL THF dugc bd sung vao hdn hgp cua 2'-deoxy-2'-flo-2'-C-metyluridin (0,15
g, 1 duong luong) va N-metylimidazol (0,3 g, 8 duong lugng) trong 3 mL THF ¢6
khudy manh & nhiét do trong phong, sau do khudy hdn hop phan ung qua dém. Loai bo
dung mdi bang ap sudt giam. San pham tho thu duge dugc hoa tan trong metanol, dugc
tinh ché bing HPLC didu ché (prep-HPLC) trén cot YMC 25x30x2 mm bing céch st
dung pha dong rira gidi gradien nudc/axetonitril. Axetonitril va nuge duge loai bd dudi
ap suét giam @8 thu dugc san phdm mong mudn (50,1 mg, 15,6%). 'H NMR (DMSO-
ds ) 8 1,20-1,27 (m, 6H), 3,58 (d, J=16,0 Hz, 3H), 3,75-3,92 (m, 2H), 4,015-4,379 (m,
2H), 5,54 (t, J=10,2 Hz, 1H), 5,83-5,91 (m, 1H), 6,00-616 (m, 1H), 7,18 (d, J=8,0 Hz,
2H), 7,22 (s, 1H), 7,35 (t, J=4,4 Hz, 2H), 7,55 (s, 1H), 11,52 (s, 1H); MS, m/e 502
(M+1)".

Vi du 15: Diéu ché hop chét 15 (vi du 55, tir US 7,964,580)

F 15

2
z
F

6 I/'/m

"I NMR (DMSO-d) & > 1,20-1,44 (m, 12H), 1,60-1,71 (m, 4H), 3,75-4,02 (m, 2H),
3.04-4,02 (m, 1H), 4,19-4,26 (m, 2H), 4,59-4,61 (m, 1H), 5,57 (t, J = 8,4 Hz, 1H),
5.85-6,06 (m, 3H), 7,17-7,23 (m,4H), 7,54 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 11,50 (s, 1H); MS, m/e
587,92 (M + 1)*

-91-



Quy trinh chung dé didu ché dan xuét nucleosit phosphoramidat dugc md ta ¢
cdt 461 cua US 7,964,580. Dung dich cua phosphorocloridat thich hop (6,5 duong
luong) trong tetrahydrofuran khan (THF) co thé dugc bd sung vao hdén hop cla
nucleosit (1 duong luong) va N-metylimidazol (8 dwong luong) trong THF khan ¢
khudy manh & nhiét do trong phong v6i hdn hop phan tmg duge khudy qua dém. Dung
mdi c6 thé duge loai bd trong chan khong va san pham tho dugc tinh ché bang cot sic

ky va/hodc sic ky 16p mong diéu ché dé thu dugc hop chit mong mudn.

Vi du 16: Didu ché hop chit 16 (tir US 7,429,572)

5

B 16

O/I/, ",

H
Téng hop (2'R)-2'-deoxy-2'-flo-2'-C-metylxytidin bat dau tir xytidin

Buéc 1: BS sung anhydrit benzoic (102,4 g, 0,452mol) vao huyén phu chta
xytidin (100 g, 0,411 mol) trong DMF (2,06 L). Khudy hdén hop & nhiét do trong
phong trong thoi gian 20 gio. DMF dugc loai bo trong chan khong va phan con lai
dugc nghién véi dietyl ete. Chét rén thu duoc duge thu gom bing céch loc hut va rira
bang dietyl ete (2x200 mL). Tiép tuc lam kh(“) trong chan khong & nhiét do trong
phong, tao ra N* benzamit (140,6 g, 98,3%). Mot phan ctia nguyén liéu nay (1393 g,
0,401 mol) dugc hoa tan trong pyridin khan (1,2 L) va dugc xu Iy bang 1,3-diclo-
1,1,3,3-tetraisopropyl-disiloxan (141,4 mL, 0,441 mol) & nhiét d§ trong phong. Dung

dich dugc khudy & nhiét d§ trong phong qua dém. Hon hop duge co dén gan kho trong
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chan khong va dugc 1am bay hoi dong thoi vai toluen (3x200 mL). Phan con lai duge
xtr 1y bang FtOAc (1,8 L) va rira bang HCI (2x200 mL, 0,05N), NaHCO3 (5%, 2x400
mL). Lép hitu co duge rira, 1am kho (Na2SOs), loc, va lam bay hoi cho dén khi kh.
Hop chét 16-1 (hop chét 4-1 tir US 7,429,572) (256,5 g, >100%) dugc tich dudi dang

bot mau tring va duoc str dung ma khong can tinh ché thém.

Budc 2: Hop chét 16-1 (236,5 g, 0,40 mol) dugc hoa tan trong THF kho (1,22
L). DMSO khan (180,8 mL, 2,1 mol) duoc bd sung va dung dich thu duge dugc lam
ngudi xudng nhiét do ndm trong khoang tir -20°C dén -15°C. Anhydrit trifloaxetic
(90,6 mL, 0,64 mol) dugc bd sung ting giot trong thoi gian 45 phit va dung dich duoc
khudy & nhiét do nim trong khoang tir -20°C dén -15°C trong thoi gian 2 gig, sau d6
trietylamin khan (223,5 mL, 1,6 mol) dugc bd sung trong thoi gian 20 phat. Hon hop
phan mg tho chira keton 16-2 dugc hoa tan trong EtOAc (500 mL), va dung dich thu
duoc duge rira bang HO (3x400 mL), lam kho (Na2SO4) va dung moi dugc loai trong
chan khong dé thu duoc chét rin mau vang ma dugc tinh ché trén cot silicagel, rira giai
bing gradien ting budc cia ELO (0-60%) trong hexan, sau do la gradien timg budc
ctia EtOAc (50-100%) trong hexan. Keton thd thu duoc theo cich nay (khoang 192 g)
duoc két tinh tir ete ddu mé dé thu dugc keton 16-2 (hop chét 4-2 tir US 7,429,572)
(138,91 g, 57,5% tur xytidin) dudi dang chét rin mau tring va 22 g nguyén li¢u ban

d4u chua phan tng, 16-1, duéi dang chét rdn mau vang.

Budce 3: Hop chat 16-2 (48,57 g, 8,26 mmol) dugc hoa tan trong toluen khan
(khoang 400 mL) va loai bo dung méi trong chan khong cling voi viée loai bo hoi 4m.
Sau d6, phan con lé}i duoc tiép tuc lam kho trong chén khong (bom dau) trong 2 gid
nita. Vai viéc loai bo triét dé hoi 4m, bot du dugc hoa tan trong dietyl ete khan (1,03
L) trong moi truong argon. Dung dich thu dugc dugce 1am lanh xudng -78°C trong mdi
trudong argon va MeLi (1,6 M, 258,0 mL, 0,413 mol) dugc bd sung ting giot qua phéu
bd sung. Sau khi hoan thanh viéc bd sung, khudy hdn hop trong 2 gid ¢ nhiét do -
78°C. Dung dich nude NILCI 1M (500 mL) duoc bd sung tir tir. Sau khi 4m lén dén
nhiét do trong phong, hdn hop dugc rira bang HO (2x500 mL), 1am kho (Na;SO4), va

sau d6 duoc cd t6i kho dé thu duoc bot mau nau (khoang 60 g, >100%).

Phan Ung dugc tién hanh hai 14n nira bang cach st dung 37,62 g va 56,4 g hop
chét 16-2. San phdm tho két hop (128,0 g, 0,212 mol) dugce hoa tan trong THF (1,28
L) va dugc xtr ly béng HOACc dic (23 mL, 0,402 mol). B sung TBAF (384,0 mL, IM
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trong THF) vao dung dich. Dung dich dugc khudy & nhiét d6 trong phong trong thoi
gian 0,75 gio va hdn hop dugce xt 1y bang silicagel (750 g) va ¢ t6i kho. Bot duoc tai
1én trén cot silicagel dugc dong goi trong CH,Cl,. Rira giai bang 1:7 EtOH-CH,Cly,
tao ra chét sap rén t6i mau ma dugc hép phu trudc trén silicagel (300 g) va dugc tién
hanh séc ky nhu dugc md ta trén day. Hop chit 16-3 (hop chat 4-3 tir US 7,429,572)
(46,4 g, 53,0% tir 16-2) duoc tach dudi dang chit rin mau tring nho. 'H NMR
(DMSO-de): & 1,20 (s, 3H, CHz), 3,62-3,69 (m, 2H,), 3,73-3,78 (m, 2H,), 5,19 (t, 1H,
J=5,4 Hz, OH-5"), 5,25 (s, 1H, OH-2"), 5,52 (d, 1H, J=5,0 Hz, OH-3"), 5,99 (s, 1H, H-
1", 7,32 (d, 1H, J=5,8 Hz), 7,05 (yt, 2H, J=7,7 Hz), 7,62 (yt, 1H, J=7,3 Hz), 8,00 (d,
2H, J=7,3 Hz), 8,14 (d, 1H, J=6,9 Hz), 11,22 (s, 1H, NH). Tinh toén theo phan tich adi
voi C17H19N306.0,5 HoO: C, 55,13; H, 5,44; N, 11,35. Thuc nghiém: C, 55,21; H, 5,47;
N, 11,33.

Budce 4: Hop chét 16-3 (46,0 g, 0,13 mol) dugc hoa tan trong pyridin khan va
¢o 16i kho trong chan khong. Sird thu duge dugce hoa tan trong pyridin khan trong moi
truong argon va lam lanh xubng 0°C c6 khudy. Dung dich mau nau dugc xu ly bing
cach nho giot benzoyl clorua (30 mL, 0,250 mol) trong thoi gian 10 phat. Bé nudc da
dugc 1y ra va tiép tuc khudy trong thoi gian 1,5 gid, nho d6 TLC cho thay khong con
nguyén li¢u ban d4u. Phan tung dugc lam nglng béng cach bd sung nude (5 mL) va cd
t&i kho. Phan con lai duoc hoa tan trong luong t5i thidu ciia CH2Cly va rira bing
NaHCO; bdo hoa (1x500 mL) va HO (1x500 mL). Pha hiru co duge lam kho
(Na2S04) va dugc loc, ¢d téi kho va dugce sdc ky trén silicagel, rira giai bang gradien
timg budc clia EtOAc-hexan (25-60%) d8 tao ra hop chit 16-4 dudi dang bot mau
vang (hop chit 4-4 tr US 7,429,572) (48,5 g, 67%). "H NMR (CDCls): 8 1,64 (s, 3H,
CHs), 4,50 (m, 1H, H-4), 4,78-4,85 (m, 2H, H-5',52), 5,50 (d, 1H, J=3.4 Hz, H-3"),
6,42 (s, 1H, H-1), 7,44-7,54 (m, 7H, Ar), 7,57-7,66 (m, 3H, Ar), 7,94 (d, 2H, =78
Hz), 8,05-8,09 (m, 4H, Ar), 8,21 (d, 1H, J=7.,3 Hz). Tinh toan theo phan tich dbi véi
C31H27N30s: C, 65,37; H, 4,78; N, 7,38.

Thuc nghiém: C, 65,59; H, 4,79; N, 7,16.

Buéc 5: Hop chét 16-4 (7,50 g, 0,013 mol) dugc hoa tan trong toluen khan (150
mL) trong mdi trudng argon va lam lanh xubng -20°C. DAST (2,5 mL, 18,9 mmol)

dugc bd sung tir tir va bé 1am lanh duoc ldy ra sau khi hoan thanh viéc bd sung.
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Tiép tuc khudy trong 1 gid' va rét hdn hop vaio NaHCOs bdo hoa (100 mL) va
rita cho dén khi su thoat khi nging lai. Pha hitu co dugce 1am kho (Na2SOs), ¢0, va
dugc tinh ché bang sic ky trén silicagel, ria giai bing 1: 1 EtOAc-hexan. Thu dugc
1,22 g (16,3%) hop chét 16-5 tinh khiét (hop chét 4-5 tir US 7,429,572 du6i dang chét
rén mau tring. Mp 241°C (CH2Cl-hexan); 'H NMR (CDCls): 8 1,49 (d, 3H, J=22,4
Hz, CHs), 4,64 (dd, 1H, J=3,44, 12,9 Hz, H-5'), 4,73 (d, 1H, J=9,5 Hz, H-4"), 4,90 (dd,
1H, J=2.4, 12,7 Hz, H-52'), 5,56 (dd, 1H, J=8,6, 20,7 Hz, H-3"), 6,52 (d, 1H, J=18,0
Hz, H-1'), 7,47-7,57 (m, 7H, Ar), 7,62-7,71 (m, 3H, Ar), 7,89 (d, 2H, J=6,9 Hz), 8,07-
8,11 (m, 5H, Ar), 8,67 (bs, 1H, NH). YF NMR (CDCls): § 3,3 (m). Tinh todn theo
phan tich ddi v&i C31HasFN307.0.7 H2O: C, 63,74; H, 4,72; N, 7,20. Thyc nghi¢m: C,
63,71; H, 4,54; N, 7,20.

Bude 6: Hop chit 16-5 (6,30 g, 0,011 mol) duoc tao huyén phu trong dung dich
amoniac trong metanol (khoang 7N, 150 mL) va dugc khudy & hhiét do6 trong phong
qua dém. Loai bd dung moi trong chén khong, lam bay hoi dong thoi v6i metanol
(1x20 mL), va hép phu truée 1én trén silicagel. Bt mau tring dugc tai lén trén cdt
silicagel (duge dong goi trong CHCl3) va cot duge rira gidi bang 9% EtOH trong
CHCls, sau d6 1a 17% EtOH va cudi cting 1a 25% EtOH trong CHCI;. C6 phén doan
chtra san phém, loc qua dia loai 0,4 1 am, va lam dong kho tu nudc, tao ra hop chét
16-6 (hop chit 4-6 tr US 7,429,572), 2,18 g (76%). 'H NMR (DMSO-d¢): 8 1,17 (d,
3H, J=22,3 Hz, CH3), 3,63 (dd, 1H, J=2.7, 13,7 Hz, H-5'), 3,70-3,84 (m, 3H, H-3', H-
4, H-5a"), 5,24 (app s, 1H, OH-3"), 5,60 (d, 1H, J=5,4 Hz, H-5'), 5,74 (d, 1H, J=17,71
Hz, H-5), 6,07 (d, 1H, J=18,9 Hz, H-1"), 7,31 (s, 1H, NHa), 7,42 (s, 1H, NH>), 7,90 (d,
1H, J=7,3 Hz, H-6). ’F NMR (DMSO-de): 6 2,60 (m). Tinh toan theo phan tich a6i
v6i CroH14FN3044,1,4 Hy0: C, 44,22; H, 5,95; N, 14,77, Thuc nghiém: C, 42,24; H,
5.63: N, 14,54. Hop chét 16-6 (0,10 g, 0,386 mmol) dwoc chuyén hoa thanh mudi
hydroclorua bang cach hoa tan trong nude (2 mL) va didu chinh d pH dén khoang 3,0
bing HCI 1IM. Nué6c dugc loai bo trong chan khong va phan con lai duge két tinh tir
EtOH trong nugc dé thu duoc 16-6 dudi dang mubi hydroclorua (71,0 mg). Mp 243°C
(phan huy); 'H NMR (DMSO-de): 8 1,29 (d, 3H, J=22,6 Hz, CHz3), 3,65 (dd, 1H,
1=2.3, 12,7 Hz, H-5"), 3,76-3,90 (m, 3H, H-3', H-4', H-52'), 5,96 (d, 1H, J=17,3 Hz, H-
1", 6,15 (d, 1H, J=7,9 Hz, H-5), 8,33 (d, 1H, J=7,9 Hz, H-6), 8,69 (s, 1,5H, NH), 9,78
(s, 1,5H, NH). '°F NMR (DMSO-ds): 8 1,69 (m). Tinh toan theo phén tich dbi véi
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Ci10H14FN304.HCI: C, 40,62; H, 5,11; N, 14,21. Thuc nghiém: C, 40,80; H, 5,09; N,
14,23.

Vi du sinh hoc
Quy trinh thr nghiém
Thir nghiém don vi sao chép thong lugng cao (HTBS: High throughput replicon assay)

Céc té bao don vi sao chép mang ARN HCV H77 (kiéu gen la) hodc Conl
(kiéu gen 1b) va gen thong bao Renilla luxiferaza duoc cdy trong cac dia mau den loai
384 giéng v6i mat d 1a 1,6 x 10 té bao cho mdi giéng trong 90 pL. moi trudng nudi
cdy DMEM khong bao gdm G-418. Hop chit dugc pha lodng theo ddy trong 100%
DMSO va bd sung vao té bao & dich pha lodng 1:225, dat dugc ndng do cudi cing 1a
0,44% DMSO trong tong thé tich 1a 90 uL bing Biotek pFlow Workstation. Céc dia té
bao dugc U & nhiét d6 37°C voi 5% CO; trong thoi gian 3 ngay, sau d6 mdi truong
nuoi céy duoc loai ra va té bao dugc thir nghiém vé hoat tinh luxiferaza véi vai tro 1a
yéu t6 danh diu vé& muc do sao chép. Su biéu hién luxiferaza dugce do bang cach st
dung chit phan tng thtr nghiém Dual-Glo luxiferaza (Promega, Madison, WI). Noi
chung, 20 pL chat dém Dual-Glo luxiferaza dugc bd sung vao dé 1am tan té bao trong
10 phut va sau do 20 uL co chit Dual-Glo Stop & Glo da duoc pha lodng (1:100) dugc
bd sung vao mdi giéng. Tin hiéu phét quang duoc do trén thiét bi doc dia Perkin Elmer
Envision sau khi U trong thoi gian 10 phut. Him luong luxiferaza dugc chuyén dbi
thanh ty 1¢ phan tram so v6i dbi chimg khong dugc xtr Iy (duge xéc dinh la 100%) va
dir liéu duoc lam khép voi phuong trinh dap Gng lidu luong logistic y = a/(1+(x/b)c)
bing céch st dung phin mém XLFit4 (IDBS, Emeryville, CA). Gia trj ECso duoc tinh
toan tir phuong trinh thu duoc.

Theo céach khac, hoat tinh khéng virut ¢6 thé duoc phén tich bﬁng cach xac dinh
ICso cua HCV NS3 Proteaza.

Hoat tinh HCV NS3 proteaza dugc theo doi bang cach st dung co chét
depsipeptit truyén nang lugng cdng hudng sy phit huynh quang (FRET) (RET S1,
Anaspec, San Jose, CA) dya trén phuong phap néu trong tai liéu Taliani, Taliani M,
Bianchi E, Narjes F, Fossatelli M, Urbani A, Steinkuhler C, et al. A continous assay of

hepatitis C virus protease based on resonance energy transfer depsipeptide substrate.
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Anal. Biochem. 1996; 240 (1):60-7, dugc néu trong ban md ta nay chi nham muc dich

tham khéo vé viéc thuc hién thit nghiém nay.

Néi chung, 2-10nM mién NS3 proteaza da dugc tinh ché duoc U trude & nhiét
d6 37°C trong 10 phat véi 20pM ddng yéu t6 peptit NS4A dang hop tir (Sigma,
St. Louis, MO), trong 40% chit dém glyxerol v6i 50 mM HEPES c¢6 pH1a 7,5 va
10 mM DTT. Hop chit duoc pha lodng theo day 1:3 trong DMSO, dugc U véi hdn hop
enzym/dé)ng yéu td trong 10 phut va phan ing dugc bt ddu bang cach bd sung 2 pM
co chit RET S1 (ndng do cudi ciing). Mic ting phat huynh quang dugc do lién tuc
trong thoi gian mot gio bang cach st dung thiét bi doc dia phat huynh quang Victor3
V (Perkin Elmer, Waltham, MA). Vén tdc ban ddu duge tinh toan ddi vai mdi néng do
chét e ché bang cach st dung phin mém Workout 1.5 (DAZDAQ, East Sussex, UK)
v6i thudt toan do déc téi da. Dit lidu van toe duge chuyén ddi thanh ty 1¢ phén trdm so
véi dbi chimg khong duge xit Iy (duoc xdc dinh 1a 100%) va phép hdi quy khong
tuyén tinh dugc tién hanh dé tinh ndng d¢ trc ché 50% (gia tri ICso).

Hiéu luc cua enzym NS3: NS3 proteaza da duoc tinh ché duoc tao phirc véi
peptit NS4A va sau d6 dugc u voi dich pha loang theo day cua hop chat (DMSO dugc
dung lam dung mdi). Phan Ung dugc bét ddu bang cach bd sung co chét peptit duoc
gdn nhan kép va do Su tang dong hoc phat huynh quang thu dugc. Phép hdi quy khong
tuyén tinh déi v6i dit liéu van td¢ duoc tién hanh dé tinh cac gid tri ICso. Hoat tinh
trudc hét duge thir nghiém dua vao proteaza kiéu gen 1b. Tuy thudc vao hiéu luc thu
duoc dua vao kiéu gen 1b, cac kiéu gen (1a, 2a, 3) va hodc cic enzym khéng chét trc
ché proteaza (céc thé dot bién D168Y, D168V, hodc A156T) khac co thé duge thir
nghiém. BILN-2061 duoc st dung lam d6i chung trong tat ca cac thir nghiém. Hop
chét néu trong cac vi du duge danh gia trong thir nghiém nay va duoc xac dinh 1a c6

cac gid tri ICso nho hon khodng 1 pM.

Hiéu luc cua don vi sao chép va kha ning gy doc té bao: Té bao Huh-luc (don
vi sao chép Bartenschlager’s 1389luc-ubi-neo/NS3-3"/ET kiéu gen 1b sao chép 6n
dinh) dugc xtr ly bang dich pha lodng theo ddy ctuia hop chat (DMSO duge st dung
lam dung moi) trong thoi gian 72 gio. S6 lugng ban sao cua don vi sao chép duge do
bing su phat quang sinh hoc va phép hdi quy khdng tuyén tinh duge tién hanh dé tinh
cac gia tri ECso. Cac dia tuong tu da duge xur ly bang cuing dich pha lodng thude duge

thir nghiém vé kha ning gy doc té bao bang cach st dung thir nghiém kha nang sdng
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clia té bao Promega CellTiter-Glo. Tuy thudc vao hiéu luc dat duge dua vao don vi sao
ghép 1b, hop chit co thé duoc thr nghiém dua vao don vi sao chép kidu gen la
va/hodc don Vi 520 chép khéng chét trc ché ma héa cho dot bién D168Y hodc A156T.
BILN-2061 duoc st dung lam dbi chimg trong tt ca cac thir nghiém. Hop chéat néu
trong cac vi du dugc danh gia trong thir nghiém nay va dugc xdc dinh la c6 céc gié tri

ECs0 nho hon khoang 5 pM.
Anh huong ctia protein huyét thanh ddi vé6i hiéu luc ctia don vi sao chép

Thir nghiém vé don vi sao chép dugc tién hanh trong moi trudong nudi ciy té
bao binh thudng (DMEM + 10% FBS) ¢6 bd sung nong do sinh Iy clia albumin huyét
thanh nguoi (40 mg/mL) hodc a-axit glycoprotein (1 mg/mL). Cac gia tri ECso trong
diéu kién c6 mit protein huyét thanh ngudi dugce so sanh voi ECso trong mdi trudong

binh thuong dé xac dinh sb 14n thay dbi vé higu luc.

Do chon loc enzym: Tac dung uc ché cia proteaza ¢ dong vat c6 vl bao gdm
elastaza tuy lgn, elastaza bach cau nguoi, proteaza 3, va cathepsin D dugc do & Km doi
v6i co chét tuong Gng v6i mbi enzym. ICso dbi v6i mdi enzym duoc so sanh v6i ICs

thu duoc véi NS3 1b proteaza dé tinh d6 chon loc.

Kha nang gdy doc t& bao MT-4: cac t& bao MT4 duoc xir Iy bang dich pha
loang theo day ctia hgp chét trong thoi gian ndm ngay. Kha nang sbng cua té bao dugc
do khi két thac thoi gian xu ly bang cach st dung thir nghiém Promega CellTiter-Glo
va phép hdi quy khong tuyén tinh duogc tién hanh dé tinh CCso.

Nong do hop chét c6 lién quan dén cac té bao & ECso: Gidng cay Huh-luc dugc
o v6i hop chét & céc ndng do bing ECso. O cée thoi diém khac nhau (0 — 72 gio), cdc
té bao dugc rira 2X bang mdi truong lanh va chiét bang 85% axetonitril; miu ctia moi
truong & moi thoi diém ciing duogc chiét. Cac phan chiét té bao va moi trudng duge
phan tich bing LC/MS/MS dé xac dinh ndng do mol cta hop chat trong mdi phan

doan.

D0 hoa tan va do 4n dinh: Do hoa tan dugc xac dinh béng cach léy mot lugng
nho cia dung dich gbc DMSO 10mM va didu ché hop chit & ndng do cudi clng 1a
100puM trong dung dich mdi truong thir nghiém (PBS, d6 pH la 7.4 va HCI 1,0N, do
pH 14 1,5) véi tong ndng @ DMSO la 1%. Dung dich mbi trudng thir nghigm duge i &

nhiét do trong phong co lic trong 1 gid. Sau do, dung dich duoc ly tam va dich nbi bé
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mit thu dugc dugce thir nghiém trén HPLC/UV. D6 hoa tan ¢o thé duoc tinh toan b'fmg
céch so sanh lwong hop chat dugc phat hién trong dung dich thir nghiém dugc xéc
dinh so v6i lwgng dugc phat hién trong DMSO ¢ cung ndng d6. P 6n dinh ctia hop

chét sau 1 gio i trong mdi trudng thit nghiém ¢ nhiét do 37°C cling dugc xéc dinh.

D 6n dinh trong té bao gan ngudi, chd va chudt duge bao quan lanh sau: Mobi
hop chét dugc 0 trong thoi gian 1én dén 1 gio trong huyén phu té bao gan (100 pL,
80000 té& bao cho mdi giéng) ¢ nhiét do 37°C. Té bao gan duge bao quan lanh siu
duoc hoan nguyén trong moi truong u khong chta huyét thanh. Huyén phu duoc
chuyén vao dia 96 giéng (50 pL/ giéng). Hop chét dugc pha loang dén 2uM trong moi
trrong U va sau do bd sung vao huyén phu té bao gan dé bit dau 0. Mau duogc lay &
nhiét do 0, 10, 30 va 60 phut sau khi bt dau 1 va phan tmg c6 thé duoc lam dimg bang
hdn hop gdm 0,3% axit formic trong 90% axetonitril/10% nudc. Nong do hop chit
trong mdi miu duge phan tich bang cach st dung LC/MS/MS. Thoi gian ban bién ciia
hop chét trong huyén phu té bao gan dugc xac dinh bang cach lam khép dit liéu nong
do-thoi gian v6i phuong trinh. mfii mdt pha. Dt liéu cling dugc mé rdng dé thé hién su

thanh thai gan ndi tai va/hodc su thanh thai gan téng cong.

bo 4n dinh trong phan doan S9 ¢ gan tir nguoi, cho, va chudt: Mdi hop chét
dugc U trong thoi gian lén dén 1 gid trong huyén phu S9 (500 pL, 3 mg protein/mL) &
nhiét o 37°C (n=3). Hop chét dugc bb sung vao huyén phi S9 dé bt dau u. Mau
duoc 1y & 0, 10, 30, va 60 phit sau khi bit diu . Nong do hop chét trong moi mau
dugc phén tich bang cach st dung LC/MS/MS. Thoi gian ban bién cua h(jp chét trong
huyén phi S9 duge xéc dinh bing cich 1am khép dit ligu nong do-thoi gian véi

phuong trinh m@i mot pha.

Kha nang thim Caco-2: Ca kha nang thim xuodi (A-vao-B) va nguoc (B-vao-A)
déu dugc do. Lop don Caco-2 dugc cho sinh trudng dén luc hop luu trén mang
polycacbonat, vi 15, dwoc phi colagen trong céc dia Costar Transwell® loai 12 giéng.
Hop chét dugc cép lidu 1én phia dinh déi voi kha ning thim xudi (A-vao-B), va dugc
chp lidu lén phia day ddi voi kha nang thdm ngugc (B-vao-A). Céc té bao dugc G &
nhiét do 37°C véi 5% CO; trong thiét bi i da duge tao am. Khi b4t dau 0, vao thoi

diém 1 gid va 2 gid sau khi 4, mot lugng nho la 200 pL duoc 13y tir budng tiép nhan va

-99-



25121

duoc thay thé bang chit dém thir nghiém méi. Nong do hop chét trong mdi mau dugc

xac dinh bing LC/MS/MS. Kha ning thdm biéu kién, Papp, dugc tinh toén.

Lién két protein huyét tuong: Lién két protein huyét tuong dugc do bing k¥
thuat thdm tach cin bing. Mdi hop chit dwoc pha vao huyét tuong trng & noéng do
cudi cing 1 2uM. Huyét tuong d3 dugc pha va dung dich dém phosphat dugc dit vao
cac mit ddi dién cia cac té bao thdm tach duoc hop dich, sau d6 dugc quay tir tir trong
bé nudc 37°C. Khi két thuc 4, ndng d6 hop chét trong huyét tuong va dung dich dém
phosphat dugc xac dinh. % khong lién két duge tinh toan bing cach sit dung phuong

trinh sau:

A 1A C
% Khong lién két = 100 e !
C,+Cr
trong d6 Crva Cyp la cac néng do tu do va lién két duoc xéac dinh 1a néng d6 chéit dém

va huyét twong sau thdm tach, mot cach tuong tng.

M6 ta so luge CYP450: Mdi hop chit dugc G v6i mdi trong sd 5 enzym
CYP450 tai td hop & ngudi, bao gom CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6 va
CYP2C19 trong su c6 mit va véng mit cia NADPH. Mau theo day c6 thé duoc 14y tir
h&n hop @ khi bt ddu ctia i va & thoi diém 5, 15, 30, 45 va 60 phit sau khi bét dau u.
Néng d6 hop chét trong hén hop 1 dugc xac dinh bing LC/MS/MS. Ty 1¢ phan trim
ctia hop chit con lai sau khi G & mdi thoi diém dugc tinh ton biang cach so sdnh vdi

mau khi bat dau .

P 6n dinh trong huyét twong chudt, cho, khi va nguoi: Hop chét duoc u trong
thoi gian 1én dén 2 gio trong huyét twong (chudt, cho, khi, hodc nguoi) ¢ nhiét do
37°C. Hop chét duge bd sung vao huyét tuong & ndng d6 cudi ciing 1a 1 va 10 pg/mL.
Céc luong nho duge ldy ¢ thoi diém 0, 5, 15, 30, 60, va 120 phut sau khi b6 sung hop
chat. Nong do hop chét va chét chuyén hoa chinh & mdi thoi diém duge do bing
LC/MS/MS. Dt liéu sinh hoc (hiéu luc khang virut [ECso] dugc xac dinh béng cach s
dung thir nghiém thong bdo don vi sao chép HCV dua trén Renilla luxiferaza (RLuc)-
HCV 1b RLuc).

Vi du sinh hoc 7: Tinh khang chéo ctia hop chét 10 va hop chét 6
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Nghién clru nay duogc tién hanh dé xac dinh dic tinh khang chéo in vitro cua
hop chét 10 va hop chét 6. Tap hop céac don vi sao chép dot bién HCV mang dot bién
khang thudc HCV nucleosit NS5B ky hiéu S282T hodc dot bién khéng thubc HCV
NS5A in vitro va in vivo phd bién nhat dugce nghién cttu qua thir nghiém don vi sao
chép nhat thoi dé xac dinh xem lidu tinh khang chéo c6 tn tai gitta céc dot bién ma
lam giam do nhay d6i véi hop chat 10 hodc hop chét 6 hay khong. Khong quan sat
thay tinh khang chéo gitta cac hop chét nay dbi voi don vi sao chép dot bién S282T ma
vAn hoan toan nhay véi hop chat 6 va cac thé dot bién NSSA khong thé hién do nhay

giam d6i voi hop chat 10.
Nguyén li¢u va phuong phéap
Chét phan tmg

Hop chét

Hop chét 6 va hop chét 10 dugc tdng hop béi Gilead Sciences, Inc. ¢ Foster
City, CA.

Céc dong té bao

Huh-lunet, dong Huh-7 ma cho phép sao chép HCV véi mte do cao, thu duoc
tr ReBLikon GmbH (Mainz, Dtc). Cac té bao Huh-lunet dugc duy tri trong moi
truong Eagle dugc cai bién bdi Dulbecco (DMEM; GIBCO, Carlsbad, CA) ¢6 bd sung
~ 10% huyét thanh thai bo (FBS; Hyclone, Logan, UT). Cac té bao duoc duy tri ¢ 37°C

trong thiét bi i da dugc tao Am (4o 4m 85%) va trong moi trudong khi CO2 5%.

PI-hRluc, don vi sao chép bicistron ma hoa cho gen Renilla luxiferaza sau IRES
bai liét va gen khong cAu trac kidu gen HCV 1b (chung Con-1) (NS3 - NS5B) sau
EMCV IRES, duogc st dung cho céc nghién cliru chuyén nhiém tam thoi. Plasmit pPI-
hRluc duge tao ra tir plasmit pFKI341 PI-Luc/NS3-3"/ET, ma md hoa cho don vi sao
chép dudi hé gen kidu gen 1b (chiing Con-1) va thu dugc tir ReBLikon (Friebe et al., J
Virol 2001;75 (24):12047-57). Gen hRluc dugc khuéch dai PCR tr pF9 CMV hRluc-
neo Flexi(R) (Promega, Madison, WI) bang PCR st dung Accuprime Super Mix I
(Invitrogen, Carlsbad, CA) va cac doan mdi PV _Rluc_Top va 3’-Rluc(Notl). Hai doan
mdi ndy cd céc trinh ty sau ddy va mang cac vi tri gi61 ha_m dé tach dong tiép:

PV Rluc Top: 5 ATC AGA CAA TTG TAT CAT AAT GGC TTC CAA GGT GTA
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CG 3’ (SEQ ID NO:3); 3°-Rluc(Notl): 5> ACG TCA CTA TCT ACG CGG CCG CTT
ACT GCT CGT TCT TC3’ (vi tri NotI dugc gach chén) (SEQ ID NO:4). Vung khoi
diu T7, S’UTR va IRES cta virut bai liét dugc khuéch dai PCR tir plasmit pFKI341
PI-Luc/NS3-3’/ET bang céch sir dung cac doan mdi 5'-P7(Sbfl) va PV_Rluc_Bottom.
Hai doan mdi nay cé céc trinh ty sau day va mang céc vi tri gi6i han dé tach dong tiép:
5'-P7(Sbfl): 5> CAA GCT AAG CTG CCT GCA GG T 3’ (vi tri Sbifl dugc gach chan)
(SEQ ID NO:5); PV_Rluc_Bottom: 5> CGT ACA CCT TGG AAG CCA TTA TGA
TAC AAT TGT CTG AT (SEQ ID NO:6). Cac méanh PCR sau d6 tir hai phan tng trén
day sau d6 duoc két hop vé6i nhau bing cach st dung PCR gbi 1én nhau va cic doan
mdi 5'- P7(SbfT) va 3'-Rluc(Notl). San phdm khuyéch dai P7-5°UTR-IRES clia virut
bai liét-hRluc hoan chinh dugc tich dong phu vao pCR2.1-TOPO. Plasmit thu dugc
dugc phan cét bang Sbfl va Notl, va cac manh cit duoc (P7-5’UTR-IRES cua virut bai
liét-hRluc) duge ndi bing cach sit dung T4 ADN ligaza vao pFKI341 PI-Luc/NS3-
3’/ET dugc phan cét bang cing enzym. Vecto thu dugc, pPI-hRluc, dugce giai trinh tu
dé xac nhan chiéu va trinh ty ding cua vung P75’UTR-IRES cia virut bai liét-hRluc

cua plasmit.

Céc don vi sao chép GT la va 2a chia hRluc dd dugc mo ta trude day
(Robinson M, Yang H, Sun SC, Peng B; Tian Y, Pagratis N, et al. Novel HCV
Reporter Replicon Cell Lines Enable Efficient Antiviral Screening against Genotype
1a. Antimicrob Agents Chemother 2010).

DPon vi sao chép PI-hRluc duge st dung dudi dang mach chinh dé tao clu tric
thé kham. Su lam khuyét bén trong dugc tao ra trong NS5B, lam cho né mét kha ning
sao chép. 413 cép bazo cubi cing (ma hoé cho 137 axit amin NS5A cubi ciing) ctia 1b-
con-1 NS5A duoc tdng hop trong khung véi céc trinh tw NS5B tir cac kiéu gen 2b, 3a,
4a, 5a va 6a (Genscript Inc. Piscataway NJ). Céc trinh tu NS5B lien ung d6i v6i moi
trong s cic kiéu gen nay thu dugc tir viéc sip thang hang céc trinh ty dugc ndp luu
trong co s& dit liu HCV chau Au va chiét trinh tu lién ing. Céc trinh ty lién mg méi
dbi voi NS5B nay, ciing nhu céc trinh tu thu duge tu thé phan 1ap 14m sang cu thé
(Herlihy et al., Antimicrob Agents Chemother 2008;52 (10):3523-31) dugc su dung aé
tao cAu tric don vi sao chép NS5B dang kham. Vi tri Xhol duy nhét duoc st dung &
diu 5° va vi tri Asel duy nhét ¢ diu 3> dé tach dong dinh huéng vao vecto 1b-
hRLuc/NeoR NS5B bing k¥ thuat sinh hoc phan tir ti€u chuén.
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Céc dot bién NS5B S282T duoc dua vao plasmit don vi sao chép bang céch s
dung b kit gdy dot bién QuikChange Il XL theo huéng din cla nha san xudt
(Stratagene, La Jolla, CA). Pon vi sao chép dot bién nguyén ven dugc gidi trinh tu dé
xéc dinh su c6 mit cta dot bién S282T va sy ving mit cla cac dot bién diém tht cdp
bat ky.

Don vi sao chép dot bién NSSA dugc tao ra bang céch tdng hop trinh tw ma hoa
cho 149 axit amin du tién ctia NSSA chira dot bién mong mudn c6 1€ 1a vi tri BsrGI
va EcoRI 5> va 3°, mot cach tuong tmg (Genscript, Piscataway, NJ). Manh dugc tong
hop sau d6 duge tach dong bang ky thuat sinh hoc phén tir tiéu chuén vao plasmit don
vi sao chép Rluc la dugc cai bién dé c6 thé tach dong vao céc vi tri gidi han BsrGI va

EcoRI duy nhét. Cac dot bién duge xac nhan bang cach giai trinh tw ADN.

DBon vi sao chép dugc tao mach thing bang cach st dung cac enzym sau ddy:
Spe I (don vi sao chép duya trén PI-Rluc 1b), Hpa I (don vi sao chép dua trén Rluc 1a),
va Xbal/Hpal (don vi sao chép Rlcha). ARN cua don vi sao chép dugc phién mﬁ in
vitro tir plasmit ma hoa don vi sao chép bang cach st dung bd kit phién ma in vitro T7
Ribomax (Promega; Madison, WI), sau d¢ la tinh ché bang céach st dung cot RNAeasy
(Qiagen; Valencia, CA).

Th nghiém
Xéc dinh dd nhay thube béng cach st dung thtt nghiém don vi sao chép chuyén nhiém

tam thoi

ARN duge chuyén nhiém vao cac té bao Huh-lunet bang cach st dung phuong
phap ctia Lohmann et al. (Lohmann et al., Science 1999;285 (5424):110-3) Noi chung,
céc té bao dugc phan giai bang trypsin va rira hai lan biang PBS. Huyén phii chita 4 x
106 té bao trong 400 pL PBS dugc trdn véi 5 pg ARN va dugce duc 15 dién bing cach
sir dung céc thiét dat 1a 960 uF va 270 V. Céc té bao dugc chuyén vao 40 mL mdi
truong nuodi cdy duoc lam 4m sin va sau d6 dugc cdy vao dia loai 96 giéng hodc dia
loai 384 giéng. Hop chét dugc pha lodng theo day 3 lan trong 100% DMSO va bd sung
vao té bao dé dat dugc ndng do DMSO cubi cing 1a 0,5%. Cac té bao duge xir 1y trong
thoi gian ba ngay, sau d6 mdi truong nuoi céy duoc loai ra, cac té bao duoc lam tan,

va hoat tinh Renilla luxiferaza duoc dinh lugng bang cach st dung chét phan {mg c6
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trén thi truong (Promega) va thiét bi Victor hoic Envision (Perkin Elmer, Waltham,

MA).
Phén tich dir liéu

Dit liéu duge chuyén ddi thanh ty 16 phan tram so véi dbi ching khong duoc xur
ly (duge xac dinh 1a 100%), va céac gia tri ECso dugc tinh todn bang cach hdi quy
khong tuyén tinh hai tap dit liéu béan sao bing cach st dung phin mém GraphPad
Prism hodc Pipeline Pilot. Su thay ddi s6 1an khang dugc tinh dudi dang ty 1€ cta ECso

don vi sao chép dot bién so v&i ECso don vi sao chép kiéu dai.
Két qua
Hoat tinh ctia hop chét 10 va hop chit 6 khang S282T

Su chon loc tinh khang in vitro trudc day véi hop chit 10 dugc x4c nhan nhét
quén vS282T‘tr0ng NSS5B 12 dot bién bac mot trong nhidu kidu gen (GT 1b, la va 2a).
bot bién S282T NS5B sau d6 dugce dua vao don vi sao chép GT la, 1b, va 2a nguyén
chiéu dai va don vi sao chép kham chta trinh tu NS5B 2b, 3a, hodc 4a duge tach dong
vao mach chinh GT1b. D9 nhay véi hop chét 10, hop chat 6, va ribavirin (RBV) dugc
d4nh gid bing cach st dung thir nghiém sao chép nhét thdi. Dot bién S282T thé hién
d6 nhay giadm dbi véi hop chit 10 véi cac gid tri ECso qua tAt c4 nam kiéu gen nam
trong khoang tir 117,1 nM dén 346,1 nM. S6 lan tang lén ciia ECso dbi voi S282T nim
trong khoang tu 2,4 dén 16,0 so v6i kiéu dai tir céc kiéu gen tuwong tng, chimg t6 dd

nhay giam ctia don vi sao chép déi v6i hop chét 10 khi c6 mit dot bien S282T NS5B.

Péi véi don vi sao chép kiéu dai, cac gia tri ECso d61 voi RBV ciing tuong tu
qua ndm kiéu gen dugc thtr nghiém v&i ECso thip nhit 1a dua vao GT 2b. Déng luuy
13, chc gid tri ECso déi v6i don vi sao chép S282T nhay hon tir 5 dén 10 l4n voi viée
didu tri bang RBV so v&i kiéu dai twong Gng clua chﬁrig dbi voi tht ca nam kiéu gen.
Khong quan sat thiy su khac biét dang ké & ECso ctia hop chét 6 gitta don vi sao chép
kiéu dai va don vi sao chép S282T, cho thdy ring dot bién nay khong lam thay doi do
nhay v&i hop chat 6. Tém lai, mic du don vi sao chép S282T lam gidm do nhay gidm
d6i v6i hop chat 10, nhung don vi sao chép dot bién nay da chimg té do nhay kiéu dai

dbi v6i hop chat 6 va dd nhay tang lén doi voi su tre ché bdi RBV so véi kiéu dai.
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Bang 7.1. Hoat tinh khéng virut ctia hop chét 10 va RBV khang lai kiéu dai va thé dot
bién S282T GT 1b, 2a, 2b, 3a va 4a

DPon vi )
sao Hop chat 10 RBV Hop chat 6
chép
ECso nM? S6 ECso nM? S6 | ECsonM® N
; Lan sogp | lan S282 St(l)l o
WT | $282T | thay | WT thay | WT 2y
dbi T b T | %

GTIlb 21,5 189,2 8,8 6,6 1,6 0,2 0,5 0,4 0,8

GT2a | 146,8 346,1 2,4 8,3 0,6 0,1 | 5165 (2336, 0,5

GT2b 13,3 215,6 16,2 2,6 0,6 0,2 0,5 0,5 0,9

GT3a 33,9 117,1 3,5 6,7 1,0 0,2 04 | 0,2 0,6

GT4a 35,8 217,5 6,1 6,2 0,6 0,1 0,5 0,4 0,8

aECso thé hién gia tri trung binh ctia hai hodc nhiéu thi nghiém doc 1ap.
b S4 14n thay ddi so véi kiéu dai twong tng
Hoat tinh ctia hop chat 10 va hop chét 6 khang lai cac thé dot bién NS5A

Dé xéc dinh xem lidu thé dot bién khang thubc NS5A ¢6 tinh khang chéo ddi
v6i hop chét 10 hay khong, tp hop cac don vi sao chép dot bién NS5A duoc thu
nghiém vé do nhay ddi véi ca hop chét 6 va hop chét 10. Tét ca bay thé dot bién NSSA
thé hién do nhay giam déi voi hop chét 6 véi mure ting ECso ndm trong khoang tir 25
dén 3029 1an. Trai lai, khong c6 sy thay ddi dang ké nao vé ECso dugc quan sét thiy
dbi v6i cac thé dot bién NS5A so véi hop chét 10 hodc véi déi chimg RBV.
Bang 7.2 Hoat tinh in vitro ctia hop chét 10 hogc hop chét 6 khang lai cac thé dot bién

NS5A trong kiéu gen 1a

I:h%ﬂ S6 14n thay ddi vé ECso (DRM ECso / 1a-H77 ECso)
M28T | Q30H | Q30R | Q30E | L31M | Y93C | Y93H

Hop 25 73 | 170 | 997 | 140 327 3029

chat 6

Hop

hic1o | 09 | LO | 08 1,0 1,1 ND 0,7

RBV | 04 | 07 | 08 | 0,8 0,5 1,0

Két luan

Trong vi du nay, ddc tinh khang chéo cta hop chit 10 va hop chét 6 dugc danh

gia bang cach st dung don vi sao chép HCV tam thdi ma hoa cho cac dot bién c6 tinh
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khang d3 biét & NSSA va NS5B ma tao ra do nhay gizm dbi véi hop chit 6 va hop
chét 10, mot cach turong (mg. Don vi sao chép $282T NS5B tao ra do nhay gidm ddi
v6i hop chat 10, mic du khong ¢6 sy khac biét dang ké vé ECso ctia hop chat 6 dugc
do tur don vi sao chép kiéu dai va S282T. Mot cach tuwong hd, cac dot bién tao ra do

nhay giam déi véi hop chét 6 vin nhay v6i viée didu tri bang hop chét 10.

Nhin chung, cac két qua nay cho thdy rang cac dot bién ¢6 tinh khang ddi véi
hop chit 10 va hop chit 6 khoéng chirg té tinh khang chéo va hd tro cho viéc st dung
cac hop chét nay trong liéu phép két hop trong twong lai dé didu tri HCV.

Vi du sinh hoc 8: Hoat tinh két hop

Dit lidu ciia nghién ctru két hop hop chat 10 v6i chét e ché NSSA 1a hop chat
6, chit (rc ché khong nucleosit 12 hop chét 1 hodc hop chét 5, chit trc ché proteaza 13
hop chit 3, hodc ribavirin (RBV) duge thé hién ddi v6i thir nghiém don vi sao chép in
vitro ma 12 tiéu chudn dé danh gia hoat tinh khéng virut trén co s té bao cua chit trc
ché HCV. Céc két qua nay cho théy rang hop chét 10 c6 hoat tinh khang virut cong
hop khi duoc két hop véi hop chét 6, hop chit 1, hop chét 5 hodc hop chit 3. Ngoai ra,
hop chit 10 ciing thé hién tinh hiép déng nho khi dwgce két hop v6i RBV in vitro.
Nguyén liéu va phuong phap
Dong té bao va gibng céy té bao

Dong té bao don vi sao chép kiéu gen HCV 1la dugc sir dung trong nghién ctru
nay da dugc mo ta tir trude (Robinson M, Yang H, Sun SC, Peng B, Tian Y, Pagratis
N, et al. Novel HCV Reporter Replicon Cell Lines Enable Efficient Antiviral
Screening against Genotype la. Antimicrob Agents Chemother 2010). Céc té bao duge
cho sinh trudng trong mdi trudng nudi céy té bao chira moi truong Eagle dugc cai bién
bdi Dulbecco (DMEM) vé6i GlutaMAX (Gibeo, Carlsbad, CA, Cat# 105 69-044), c¢6 bd
sung 10% FBS (HyClone, Logan, UT, Cat# SH30071.03), 100 don vi/mL penicillin,
100 pg/mL streptomycin (Gibco, Carlsbad, CA, Cat# 15140-122), va 0,1mM axit amin
khong thiét yéu (Gibco, Carlsbad, CA, Cat#11140-050). Céc té bao don vi sao chép
duogc duy tri trong 0,5 mg/mL geneticin (Invitrogen, Carlsbad, CA, Cat# 10131-035)
dé ngin ngira su mét don vi sao chép HCV. Cac té bao dugc cdy chuyén 3-4 ngay mot

lin trude khi dat dén sw hop luu.
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Thir nghiém don vi sao chép HCV dé xac dinh ECso, CCso va nghién ctru két hop

TAt ¢4 cac hop chét dugc cung cép trong 100% DMSO. Cac 14n pha loang hop
chit theo day dugc tién hanh trong 100% DMSO. TAt ca céac 1an pha lodng theo day
déu duoc tién hanh trong dia polypropylen loai 384 giéng (Thermo Scientific, Hudson,
NH, Cat#4341) bing cach st dung Biomek FX Workstation. Dé xac dinh ECso va
CCso, hop chét thir nghiém dugc pha lodng theo day trong mudi budce pha loang 1:3
trong cac cOt 3-20 cia dia loai 384 giéng. Déi v6i cac nghién clru két hop, mot hop
chét duoc pha lodng theo ddy trong chin budc pha lodng 1:2 theo phuong ndm ngang
v6i hop chét con lai duge pha lodng theo day trong bay budc pha lodng 1:2 theo
phuong thing dimg. Diéu nay gitip dat dugc tdp hop xéac dinh cta cac ndng do va ty 1&
thubc khac nhau. Ddi véi mdi thube cu thé, gia tri ECso dugc chon lam trung diém cta
0i6i han ndng do dugc thir nghiém. Tt ca cc budc pha lodng theo day dugc tién hanh
v6i bbn 14n 1ap lai d6i véi mBi hop chét trong ciing dia loai 384 giéng. 100% DMSO
duge bd sung vao cdt 1-2 cua mdi dia loai 384 giéng chira dich pha loang theo day.
Chét trc ché proteaza HCV ITMN-191 & nong do 100pM duge bd sung vao cot 23 lam
dbi chiig cho kha nang tc ché 100% dbi vé6i su sao chép HCV, trong khi puromycin
& ndng do 10mM duge bd sung vao cdt 24 lam dbi chimg cho kha nang gly doc té bao

100%.

B6 sung 90 pL mdi trudng nudi cdy  bao (khong chira geneticin) chira 2000 té
bao don vi sao chép HCV da duogc tao huyén phi vao mdi giéng ctia dia polystyren
mau den loai 384 giéng (Greiner Bio-one, Monroe, NC, Cat#781086, gidng cdy té bao
da duoc xu ly) bang Biotek pFlow Workstation. Pé chuyén hop chit vao dia nudi ciy
t& bao, 0,4 uL dung dich hop chét tir dia chtra dich pha loang theo ddy cua hop chét
duoc chuyén sang dia nudi cdy té bao trén Biomek FX Workstation. Noéng d6 DMSO
trong cac giéng thir nghiém cubi cing 12 0,44%. Céc dia dugc U trong thoi gian 3 ngay
& 37°C v6i 5% CO2 va 6 4m 85%.

Thir nghiém don vi sao chép HCV la thir nghiém nhiéu thanh phin ma c6 thé
danh gia ca kha nang gy doc té bao va hoat tinh khang don vi sao chép tir cing mot
giéng. Thir nghiém CCso duoc tién hanh trude tién. Moi truong trong dia nuoi cy té
bao loai 384 giéng dugc hut ra va cic giéng dugc ria bdn 14n bang 100 uL 1 X PBS
mdi 1an, bing cach st dung thiét bi rira dia Biotek ELX405. Thé tich 50 uL cua dung
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dich chua calcein AM 400nM (Anaspec, Fremont, CA, Cat#25200-056) trong
1 X PBS duoc bd sung vao mdi giéng cua dia bing Biotek uFlow Workstation. Dia
dugc 1 trong 30 phut & nhiét do trong phong trude khi do tin hiéu huynh quang (kich
thich 490 nm, phat xa 520 nm) bing thiét bi doc dia Perkin Elmer Envision.

Thr nghiém ECso dugc tién hanh trong cing cac giéng nhu thir nghiém CCso.
Dung dich calcein-PBS trong dia nu6i cdy té bao loai 384 giéng duoc hit ra bang thiét
bi rita dia Biotek ELX405. Thé tich 20 pL cia chit dém Dual-Glo luxiferaza
(Promega, Madison, WI, Cat#E298B) dugc bd sung vao mdi giéng clia dia bang
Biotek pFlow Workstation. Pia dugc u trong 10 phit & nhi¢t do trong phong. Thé tich
20 uL cua dung dich chira hdn hop 1:100 cta co chéat Dual-Glo Stop & Glo (Promega,
Madison, WI, Cat#E313B) va chit dém Dual-Glo Stop & Glo (Promega, Madison,
WI, Cat#E314B) sau d6 dugc bd sung vao mdi giéng cia dia bang Biotek pFlow
Workstation. Dia sau d6 dugc 0 & nhiét do trong phong trong 10 phit trudce khi do tin

hi¢u phat quang bang thiét bi doc dia Perkin Elmer Envision.
Phén tich dir licu

Tac dung gay doc té bao duoc xac dinh bing su chuyén hoa calcein AM thanh
san pham phat huynh quang. Ty 1¢ phan trim gy doc té bao dugc tinh toan bing
phuong trinh 1:

XC' MB)

% gay doc t& bao hodic % tc ché = 100x (1-=C—%
| M, -M," ()

trong d6 Xc 1a tin hiéu huynh quang tur giéng duoc xt ly bang ht;p chét; Mp 14 tin higu
huynh quang trung binh tir cac giéng duogc xt ly bang puromycin; Mp 1a tin hiéu
huynh quang trung binh tir cac giéng dugc xir ly bang DMSO. Hoat tinh khang don vi
sao chép HCV dugc xéac dinh bang tin hiéu phat quang dugc tao ra tir renilla luxiferaza
thong bdo cta don vi sao chép HCV. % trc ché d6i v&i don vi sao chép HCV dugce tinh
toan bang cach st dung phuong trinh 1, trong d6 Xc 1a tin hiéu phat quang tir giéng
duoc xtr Iy bang hop chat; Mg 1a tin hiéu phat quang trung binh tir cac giéng dugc xUr
ly bang ITMN-191; Mp 1a tin hi¢u phat quang trung binh tir cac giéng dugce xu Iy bang
DMSO.
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Cc gia tri CCso duge xéc dinh dudi dang nong dd hop chét thi nghiém ma gy
ra su giam kha nang sdng cua té bao 1a 50%. Cac gid tri ECso dugce xac dinh dudi dang
ndng dd hop chat thir nghiém ma gy ra su giam sao chép HCV 1a 50%. Ca gia tri
CCso va ECso déu duge thu nhén bing cach st dung géi phin mém Pipeline Pilot 5.0
(Accelrys, San Diego, CA) bang cach lam khép hdi quy khong tuyén tinh dit lidu thé

hién voi phuong trinh 2:
a—d

y=d+—x—
[1+()']
c

2)

trong do y la phan trim Grc ché quan sat duoc ctia don vi sao chép HCV & ndng do x
ctia hop chat; d 1a dap (mg dugc ude tinh & ndng do hop chét tai gia tri khong; a 1a déap
ung dugc udc tinh ¢ ndéng do hop chét tai gid tri v cung; c 1a nong dd & khoang gifta

(CCso hodc ECso); b 12 hé s6 dbe Hill.

Dt liéli thi nghi€ém cia nghién clru két hop dugc phan tich bang cach sir dung
chuong trinh MacSynergy Il dugc phat trién boi Prichard va Shipman (Prichard MN,
Aseltine KR, Shipman C, Jr. MacSynergy™ II, Version 1.0. University of Michigan,
Ann Arbor, Michigan, 1993). Phin mém nay (MacSynergy ™ II, University of
Michigan, MI) tinh toan mirc do e ché theo 1y thuyét véi gia dinh ring cac thude c6
su tuong tac cdng hop (dua trén mau Bliss Independence), va dinh lugng su khac biét
c6 y nghia v& mit thong ké gitta cac gia tri mirc do e ché theo 1y thuyét va quan sat
dugc. Viée 1ap dd thi cac khac biét nay theo ba chiéu tao ra mit phéng trong do su
nang cao trong mat phéng 7 thé hién tinh hiép dé)ng khang virut va su ha thép thé hién
tinh ddi khang khang virut gitta céc hop chét. Cac thé tich duoc tinh todn ctia do 1éch
mat pﬁfmg dugc thé hién theo uM?%. Theo Prichard va Shipman, tic dung két hop

duoc xac dinh dudi dang;:
e Tinh hiép déng manh: > 100 uM*%

Tinh hiép ddng trung binh: > 50 va <100 pM*%

e Tinh hiép dong nho: >25 va < 50 uM*%
e Tinh cong hop: <25 va>-25 uM*%
e Tinh dbi khang nho: <-25va>-50 uM*%
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e Tinh d6i khang trung binh: ~ <-50 va>-100 pM>%
o Tinh d6i khang manh: <-100 pM?%

Déi v6i mdi nghién ctru két hop, ba thi nghiém doc 1ap duge tién hanh véi bon

lan 1ap lai trong mdi thi nghiém.
Két qua

Hoat tinh khang virut va kha ndng giy doc té bao caa hop chét cu thé trong thir

nghiém don vi sao chép kiéu gen HCV la

Hoat tinh khang HCV va kha nang gy doc té bao ctia hop chat 10 két hop v6i
hop chit khang HCV khac duge thir nghiém trong cac té bao Huh-7 mang don vi sao
chép kiéu gen HCV 1la. Céc gia tri ECso va CCso dbi v6i tht ca cac hop chat duoc liét
ké trong bang dudi ddy. Khong quan sat thiy kha nang gy doc té bao dang ké dbi voi
tAt ca cac hop chét cu thé lén dén ndng do cao nhit dugc thit nghiém trong thir nghié¢m

Kkét hop.

Bang 8.1. ECso va CCso ctia hgp chit dugc st dung trong nghién ctru khang don vi sao

chép kiéu gen HCV 1la

Hop chat Nhém ECso® (nM) CCso? (nM)
: Tién dugc chat
Hop chat 10 nucleosit NS5B 39 >82446
Hop chit 6 Chat tc ché NS5A 0,032 >44400
% Khong phai nucleosit
Hop chat 1 NSSB 18 >44400
% Khong phai nucleosit .
Hop chat 5 NSSB 14 >44400
Hop chét 3 Chat tc ché N53 46 22200
proteaza
RBV Chat tuong ty 33626 >88800
nucleosit

2 C4c gia tri 1a gia tri trung binh hinh hoc dbi voi ba hodc nhiéu thi nghiém doc 1ap
Hoat tinh khang virut va kha ning gy doc té bao ctia hop chat 10 két hop v6i nhom
chét khang HCV khac.

Téc dung khang virut ctia hop chét 10 két hop v6i hop chét khang HCV khéc
dwoc danh gia bang cach s dung don vi sao chép kiéu gen HCV la. Két qua duogc

phan tich bang cach st dung MacSynergy II, ma tao ra dd thi mat phang thé hién do
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léch dang ké do cong hop. Mire d6 hiép dong va dbi khang (uM>%) dugc tinh toan tir
do léch tir mit phing cong hop duge néu tom tit trong bang dudi day. O khoang tin
cdy 95%, mic do hiép dbng va ddi khang trung binh nam trong khoang tir 25 dén —
25 uM2% khi hop chat 10 dwoc két hop v6i hop chét 6, hop chét 1, hop chat 5 hogc
hop chit 3, cho thdy su twong tac cong hop véi hop chét 10. Ngoai ra, hop chét 10 thé
hién mirc d6 hiép ddng ndm trong khoang tir 25 dén 50 pM>% khi két hop véi RBV,
thé hién tuong tac hiép ddng nhé. Trong nghién ctru két hop sir dung chét khang virut
tac dong truc tiép cuing voi hop chit 10, kha ning sbéng cua té bao 12 16n hon 93% &
ndng dd cao nhit ctia ché phdm két hop chtra hop chéit duoc thir nghiém, mic du céc
nghién ctu phan tich tdc dung két hop ctia hop chit 10 va RBV cho thiy kha ning

séng cia té bao 16n hon 85% & ndng do thude két hop cao nhat.

Bang 8.2. Dinh luong tinh hié€p ddng va tinh dbi khang khang virut va sy tuong tac

thubc dbi véi cac thude két hop véi hop chét 10

Hop chét duoc a e o ks
st dung ké‘g hop Nhoém 1(\1{‘3‘: %ﬁﬁfﬁ kll\l/gc %r?l\(/i[g; a Tuong tac
v6i hop chét 10 & &
Hop chét 6 Chét rc ché NS5A | 3,3+4.2 -7,7+13,3 Cong hop
_ £ Khong phai A
Hop chat 1 nucleosit NS5B 4,7+8,1 -11,7+10,0 Cong hop
% Khong phéi A
Hop chat 5 nucleosit NS5B 1,3+23 -5,7+9,0 Cong hop
Hopchit3 | CRALUCcheNS3 oy 5445 3.0+4,4 Cong hop
proteaza
Chét tuong tu Tinh hiép
. 50+ L
RBV nucleosit 35,3%3,2 2,0+2,0 dong nho

2 Céc gia tri 1a gia tri trung binh + do léch chuén cua ba thr nghiém doc 14p duoc tién

hanh v&i bdn 1an 13p lai

Bang 8.3. Dinh lugng kha ning gy ddc té bao trong ché pham két hop chira hop chit
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Kha ning gay ddc té bao & nong

Hop chét dugce Nong do cao nhat cua hop chét d6 cao nhét cia ché pham két
st dung két hop | dugc st dung v6i ndong do cao hop chira hop chit

v6i hop chit 10

nhét (320 nM) ctia hop chét 10

(phan tram Gc ché doi voi su
sinh trudng t€ bao)

Hop chat 6 0,16 nM 5,0+5,0
Hop chit 1 120 nM 7,0 +4.6
Hop chat 5 64 nM 43+29
Hop chit 3 240 nM 2,0 +3,5

RBV 16000 nM 14,0 + 4,4

a Céc gia tri la gia tri trung binh £ do 1éch chuén cua ba thir nghiém doc lap duge tién

hanh véi bdn 14n lap lai
Két luan

Hoat tinh khang virut cda hgp chit 10 dugc thir nghiém két hop véi hop chit 6,
hop chét 1, hop chét 5, hop chét 3 hoic RBV. Hop chét 10 cho thiy hoat tinh khang
virut cdng hop két hop voi hop chét 6, hop chét 1, hop chét 5 hogc hop chét 3, va tinh
hiép ddng nho véi RBV. |

Tém lai, cac phat hién nay chimg to rang c6 thé st dung hop chét 10 két hop
vo1 hop chét 6, hop chét 1, hop chét 5, hop chét 3 hoic RBV dé nang cao hi€u qua trc
ché virut ma khong lam giam hiéu Iyc cta thude cu thé batky.

Maic du cac phuong an cu thé cua sang ché duoc minh hoa va duge md ta chi
tiét trong ban mo ta nay, tuy nhién sdng ché khong bi gidi han & do6. Do do, phan mo ta
chi tiét néu trén chi nhdm muc dich minh hoa séng ché va khong duoc hiéu 1a 1am gidi

han séng ché theo bét ky cach nao.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Vién nén chta:
1) hop chét 10 véi lugng ndm trong khoang tir 10 mg dén 1000 mg:

H O

yo

il

(0]
0 - I
N—P—O
\r \{(\H ‘ /\g
O (0]

§
HO

hodc mudi dugc dung cuia no, va

2) hop chét 6 v6i lugng nam trong khoang tir 30 mg dén 90 mg:

M y

hodc mudi dugce dung cua nd.

2. Vién nén theo diém 1, trong d6 vién nén nay con chira mot hodc nhiéu chat pha

lodng hodc chit mang dugc dung.
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