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Đặt vấn đề
Indoleamin-2,3-dioxygenase 1 (IDO1) là

một enzym nội bào mang nhân Hem có liên
quan đến nhiều quá trình miễn dịch. IDO1 xúc
tác cho giai đoạn quan trọng và quyết định tốc
độ chuyển hóa của tryptophan theo con
đường kynurenin. Các nghiên cứu gần đây chỉ
ra rằng IDO1 có liên quan đến quá trình phát
triển và dung nạp miễn dịch của nhiều loại ung
thư, như ung thư vú, ung thư ruột kết, ung thư
dạ dày, ung thư tử cung, … [1] Một số chất ức
chế IDO1, tiêu biểu như epacadostat (hình 1)
đã và đang được thử nghiệm lâm sàng và cho
nhiều kết quả đáng kì vọng [2].

Một số nghiên cứu cũng đã cho thấy tiềm
năng ức chế IDO1 của các hợp chất mang
khung 6-amino-1H-indazol. Ví dụ như chất a
(hình 2) có khả năng ức chế enzym IDO1 tốt với

giá trị IC50 = 5,3 μM [3]. Chất b (hình 2) cũng thể
hiện tiềm năng ức chế IDO1 tốt thông qua ức
chế sự phát triển tế bào ung thư đại tràng
HCT116 – dòng tế bào IDO1 có mức độ biểu
hiện cao – với giá trị IC50 =  0,4±0,3 µM [4]. 

Trên cơ sở đó, nhóm nghiên cứu đã tiến
hành thiết kế, tổng hợp các hợp chất acetamid
thơm mới mang khung 6-amino-1H-indazol và
đánh giá khả năng ức chế IDO1 của các hợp
chất tổng hợp được với mong muốn làm giàu

tổng hợp và đánh giá tác dụng ức chế indoleamin-
2,3-dioxygenase 1 của một số dẫn chất acetamid
thơm mang khung 6-amino-1h-indazol
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sUMMaRY
Five­novel­aromatic­acetamide­bearing­6-amino-1H-indazol­scaffold­compounds­(IVa-e) were

designed­and­synthesized­through­four­steps­by­well-known­reactions.­These­synthesized­compounds
were­evaluated­for­inhibition­activity­on­Indoleamin-2,3-dioxegenase­1­(IDO1)­at­concentration­of­1.0
mM.­Most­of­the­synthesized­compounds­showed­desirable­inhibitive­activity,­ranging­from­79­%­to­99
%.­Noteworthy,­compound­IV-band­IV-cwith­halogen­substitutent­group­exhibited­higher­inhibitory
activities­(98­%­and­99­%,­respectively).­These­findings­suggested­6-amino-1H-indazole­would­be­a
promising­potential­scaffold­for­IDO1­inhibition­and­for­further­anti-cancer­agents­development.
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Hình­1.­Công­thức­cấu­tạo­của­Epacadostat
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thêm “ngân hàng” các chất dùng điều trị ung
thư theo hướng ức chế IDO1.

nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu
Nguyên­liệu
Các hóa chất, dung môi được nhập từ công

ty Merck (Đức), AKSci (Mỹ) với độ tinh khiết trên
95 % và được sử dụng trực tiếp không qua tinh
chế thêm. Nhiệt độ nóng chảy được đo bằng
máy Gallenkamp Melting Point Apparatus
(Anh). Sắc kí lớp mỏng được thực hiện trên bản
mỏng nhôm tráng silicagel 60F254 của Merck.
Phổ hồng ngoại được ghi bằng máy Shimadzu
FTIR Affinity-1S (Nhật Bản). Phổ cộng hưởng từ
hạt nhân ghi bằng máy Bruker AV-500, sử dụng
CDCl3 làm dung môi, tetramethylsilan (TMS)
làm chất chuẩn nội, độ dịch chuyển hóa học (δ)
được báo cáo theo số liệu ppm. Phổ khối lượng
được ghi bằng máy khối phổ Agilent 6530
Accurate Mass QTOF LC/MS (Agilent technology,
Santa Clara, CA, Mỹ).

Kit thử hoạt tính sinh học được mua của
hãng BioVision (Mỹ) với chất chứng dương tính
là IDO5L. 

Phương­pháp­nghiên­cứu
Tổng­hợp­hóa­học
Các dẫn chất acetamid thơm mang khung

6-amino-1H-indazol được tổng hợp theo sơ đồ
hình 3.
Xác­định­cấu­trúc
Sử dụng các phương pháp phổ để khẳng

định cấu trúc của các dẫn chất mục tiêu, bao
gồm phổ hồng ngoại (IR), phổ khối phân giải
cao (HR-MS); phổ cộng hưởng từ hạt nhân (1H-
NMR, 13C-NMR). 
Thử­ hoạt­ tính­ ức­ chế­ indoleamin-2,3-

dioxygenase­1
Thử hoạt tính ức chế IDO1 được thực hiện

tại Khoa Dược, Trường Đại học Keimyung,
Daegu, Hàn Quốc. Khả năng ức chế IDO1 của
tất cả các chất mục tiêu được tiến hành ở nồng
độ 1,0 mM, bằng phương pháp đo huỳnh
quang, chất chứng dương là IDO5L theo
hướng dẫn của nhà sản xuất.

Kết quả nghiên cứu
Tổng­hợp­hóa­học
Tổng­hợp­chất­trung­gian­I:­Hòa tan 652 mg
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Hình­2.­Các­dẫn­chất­6-amino-1H-indazol­có­tiềm­năng­ức­chế­IDO1
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Hình­3.­Sơ­đồ­tổng­hợp­các­dẫn­chất­acetamid­thơm­mang­khung­6-amino-1H-indazol­(IVa-e)



(4 mmol) 6-nitro-1H-indazol trong 10 ml
aceton trong bình cầu đáy tròn dung tích 100
ml. Thêm vào dung dịch 553 mg (4 mmol)
K2CO3 và hoạt hóa phản ứng trên trên bếp từ
ở 60 oC trong vòng 2 giờ, thu được hỗn dịch có
màu cam đậm. Thêm tiếp 1,28 ml (12 mmol) 2-
cloro ethyl acetat vào bình phản ứng, cùng với
một lượng nhỏ (20 mg) KI rắn, tiếp tục phản
ứng ở 60 oC trong vòng 6 giờ, thu được hỗn
dịch có màu vàng nhạt. Kết thúc phản ứng,
hỗn hợp được cô quay dưới áp suất giảm loại
bỏ dung môi và cắn thu được được chiết với
dicloromethan (DCM) (3 lần x 25ml), làm khan
pha hữu cơ bằng Na2SO4 khan và kết tinh lại
sản phẩm bằng n-hexan. Lọc và sấy tủa thu
được 850 mg chất trung gian số i là chất rắn
màu trắng, hiệu suất 85,0 %; Rf = 0,65 (EA-n-
hexan = 1:1).
Tổng­hợp­chất­trung­gian­II:­Hòa tan 1,25 g

ethyl 2-(6-nitro-1H-indazol-1-yl) acetat (I) (5
mmol) trong 20 ml methanol trong bình cầu
đáy tròn dung tích 100 ml. Cân 600 mg (15
mmol) NaOH rắn, cho vào trong lọ thủy tinh,
thêm một lượng tối thiểu nước để hòa tan hết
NaOH. Thêm từ từ dung dịch NaOH vừa pha
vào bình phản ứng, khuấy trên bếp từ trong
khoảng 30 phút. Sau thời gian trên, khối phản
ứng được cô quay dưới áp suất giảm loại dung
môi. Bình phản ứng sau đó được làm lạnh và
thêm dần acid HCl 5 % đến pH= 3-4. Lọc và sấy
tủa thu được 830 mg chất trung gian số ii là
chất rắn màu trắng, hiệu suất 75,0 %; Rf = 0,3
(DCM:MeOH = 14:1)..
Tổng­hợp­chất­trung­gian­IIIa-e:­Các dẫn chất

trung gian amid iiia-e được tổng hợp từ dẫn
chất trung gian ii bằng phản ứng amid hóa với
các anilin khác nhau trong dung môi DCM có
mặt thionyl clorid và triethylamin như sau:
Thêm vào bình phản ứng dung tích 50 ml có
chứa 112 mg (0,51 mmol) hợp chất ii trong 10
ml DCM; một lượng 0,6 mmol dẫn chất anilin.
Thêm tiếp vào bình phản ứng 213 µl (1,5
mmol) triethylamin (TEA) và 112 µl (1,5 mmol)
SOCl2 rồi khuấy phản ứng ở nhiệt độ phòng
trong 3 giờ. Hỗn hợp sau phản ứng được rửa 3
lần, mỗi lần 10 ml dung dịch HCl 5 % và 3 lần
mỗi lần 10 ml dung dịch NaHCO3 bão hòa. Thu

lấy pha dung môi hữu cơ, làm khan bằng
Na2SO4 khan và tinh chế bằng sắc kí cột với hệ
pha động EA/n-hexan = 30/70 thu được các
dẫn chất iiia-e màu trắng, hiệu suất từ 70 %
đến 85 %. 
Tổng­hợp­các­chất­mục­tiêu­IVa-e:­Các hợp

chất acetamid thơm mang khung 6-amino-1H-
indazol iVa-e được tổng hợp từ các hợp chất
iiia-e tương ứng bằng phản ứng khử khóa
nhóm nitro trong EA với tác nhân là SnCl2.2H2O
và xúc tác HCl đặc. Cụ thể như sau: thêm vào
bình cầu đáy tròn dung tích 50 mL một lượng
1 mmol các chất iiia-e, 1,13 g (5 mmol)
SnCl2.2H2O và phân tán trong ethyl acetat (EA).
Thêm vài giọt dung dịch HCl đặc và khuấy
trong 12 giờ. Sau phản ứng, kiềm hòa dung
dịch đến pH = 10 bằng dung dịch Na2CO3 bão
hòa, lọc tủa với celite và thu lấy pha dung môi
hữu cơ. Làm khan bằng Na2SO4 khan, cô quay
và tinh chế bằng sắc kí cột với hệ pha động
EA/n-hexan = 3/2 thu được các sản phẩm
mong muốn iVa-e là chất rắn, màu trắng hồng
đến hồng.

Xác­định­cấu­trúc
Cấu trúc các chất mục tiêu được khẳng định

thông qua các dữ liệu phân tích phổ IR, HR-MS,
1H-NMR, 13C-NMR. Kết quả cụ thể như sau:

2-(6-amino-1H-indazol-1-yl)-N-phenyl
acetamid­ (IV-a):­Chất rắn màu trắng hồng;
hiệu suất 60 %. tonc: 188,3-189,6 oC. Rf = 0,55
(EA-n-hexan = 1:1). IR (KBr, cm-1): 3337 (N-H),
2930 (C-Hsp3), 1670 (C=O), 1283 (C-N); 1H-NMR
(500 MHz, CDCl3, ppm):  10,3 (s, 1H, NH-CO);
7,81 (d, J= 7,5 Hz, 1H, H4’); 7,67 (s, 1H, H3’); 7,45
(d, J= 6,5 Hz, 1H, H3); 7,43 (t, J= 8,5 Hz; 2H; H3,
H5); 7,38 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5’); 7,12 (d, 2H, H2,
H6); 6,58 (t, 1H, J = 7,0 Hz, H4); 6,53 (d, J = 7,5
Hz, H5’); 5,13 (s, 3H, CH3); 3,41 (s, 2H, NH2). 13C-
NMR (125 MHz, CDCl3, ppm):  166,40; 148,52;
142,84; 139,24; 113,53; 129,30; 123,96; 121,40;
119,62; 116,61; 112,85; 90,50. HR-MS (ESI) m/z
tính cho C15H15N4O [M+H]+ dự kiến 267,1246;
thực tế 267,1246.

2-(6-amino-1H-indazol-1-yl)-N-(2-chloro-
phenyl)­acetamid­(IV-b):­Chất rắn màu trắng
hồng; hiệu suất 60 %. tonc: 195,5-196,9 oC. Rf =
0,50 (EA-n-hexan = 1:1). IR (KBr, cm-1): 3373 (N-
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H), 2922 (C-Hsp3), 1678 (C=O), 1275 (C-N). 1H-
NMR (500 MHz, CDCl3, ppm):  8,27 (d, J = 7,0
Hz, 1H, H6); 8,22 (s, 1H, NH-CO); 7,94 (s, 1H, H3’);
7,47 (d, J= 8,5 Hz, 1H, H4’); 7,14-7,19 (m, 2H, H5,
H3); 6,93 (t, J= 7,5 Hz; H4); 6,49 (s, 1H, H7’); 5,07
(s, 2H, CH2); 3,89 (s, 2H, NH2). 13C-NMR (125 MHz,
CDCl3):  165,22; 145,88; 134,92; 133,04; 128,05;
123,97; 121,35; 120,32; 117,06; 112,41; 90,30;
51,75. HR-MS (ESI) m/z tính cho C15H14ClN4O
[M+H]+ dự kiến 301,0856; thực tế 301,0857.

2-(6-amino-1H-indazol-1-yl)-N-(4-bromo-
phenyl)­acetamid­(IV-c):­Chất rắn màu trắng
hồng; hiệu suất 60 %. tonc: 203,1-204,7 oC. Rf =
0,52 (EA-n-hexan = 1:1). IR (KBr, cm-1): 3369 (N-
H), 2934 (C-Hsp3), 1670 (C=O), 1278 (C-N). 1H-
NMR (500 MHz, CDCl3, ppm):  8,03 (s, 1H,
NH-CO); 7,99 (s, 1H, H3’); 7,54 (d, J = 8,5 Hz, 1H,
H4’); 7,38 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H2, H6); 7,31 (d, J =
9,0 Hz, 2H, H3, H5); 6,63 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5’);
6,55 (s, 1H, H7’); 5,00 (s, 2H, CH2); 3,97 (s, 2H,
NH2). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3):  166,02;
147,05; 135,94; 131,93; 122,37; 121,60; 117,83;
117,35; 113,55; 91,91; 52,31. HR-MS (ESI) m/z
tính cho C15H14BrN4O [M+H]+ dự kiến
345,0351/347,0331; thực tế 345,0349/347,0328.

2-(6-amino-1H-indazol-1-yl)-N-(4-
methoxyl-phenyl)­acetamid­(IV-d):­Chất rắn
màu trắng hồng; hiệu suất 60 %. tonc: 199,2-
201,0 oC. Rf = 0,40 (EA-n-hexan = 1:1). 1H-NMR
(500 MHz, CDCl3, ppm):  8,32 (s, 1H, NH-CO);
7,84 (s, 1H, H3’); 7,41 (d, J = 10,0 Hz; 1H, H4’);
7,25 (d; J = 6,80 Hz, 2H, H2, H6); 6,72 (d, J = 9,0
Hz, 2H, H3, H5); 6,52-6,54 (m, 2H, H5’, H7’); 3,67
(s, 3H, OCH3); 3,01 (s, 2H, NH2). 13C-NMR (125
MHz, CDCl3):  166,02; 156,52; 147,07; 142,14;
135,09; 129,99; 121,82; 117,49; 113,90; 91,34;
55,26; 52,02. HR-MS (ESI) m/z tính cho
C16H17N4O2 [M+H]+ dự kiến 297,1352; thực tế
297,1364.

2-(6-amino-1H-indazol-1-yl)-N-(2,4-
dimethoxyl-phenyl)­acetamid­(IV-e):­Chất rắn
màu trắng hồng; hiệu suất 60 %. tonc: 202,8-
204,5 oC. Rf = 0,35 (EA-n-hexan = 1:1). IR (KBr,
cm-1): 3360 (N-H), 2920 (C-Hsp3), 1670 (C=O),
1276 (C-N). 1H-NMR (500 MHz, CDCl3, ppm): 
8,15 (d, J = 9,0 Hz, H6); 7,98 (ss, 2H, N-H; H3’);
7,53 (d, J = 8,50, H4); 6,61 (d; J = 10,50 Hz; J =

2,5 Hz, H5’); 6,56 (s, 1H, H7’); 6,42 (dd, J = 6,50
Hz, J­= 2,0 Hz, H5); 6,35 (s, 1H, H3); 5,04 (s, 2H,
CH2); 3,93 (s, 2H, NH2); 3,75 (s, 3H, 3-OCH3); 3,62
(s, 3H, 4-OCH3). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): 
165,48; 156,74; 149,45; 146,71; 142,08; 135,34;
122,13; 120,58; 118,06; 113,26; 103,72; 98,67;
91,60; 55,71; 55,51; 52,71. HR-MS (ESI) m/z tính
cho C17H19N4O3 [M+H]+ dự kiến 327,1457; thực
tế 327,1456.

Thử­hoạt­tính­ức­chế­IDO1
Các dẫn chất iVa-e được đánh giá tác dụng

ức chế IDO1 ở nồng độ 1,0 mM, so sánh với
chất đối chứng dương là IDO5L. Kết quả thể
hiện bằng phần trăm ức chế IDO1 được trình
bày ở bảng 1.
Bảng­1.­Kết­quả­ức­chế­IDO1­của­các­chất­IVa-e

1Phần­trăm­ức­chế­IDO1­tại­nồng­độ­1­mM;
2chất­đối­chứng­dương­tính

Bàn luận
Tổng­hợp­hóa­học
Quá trình tổng hợp các chất mục tiêu iVa-

e được tiến hành theo sơ đồ được mô tả trên
hình 3. Phản ứng đầu tiên là phản ứng N-alkyl
hóa giữa 6-nitro-1H-indazol với 2-cloro
ethylacetat. Do tính nucleophin yếu của
nguyên tử N1 indazol, cần hoạt hóa trước
phản ứng bằng một base (K2CO3) tạo ion âm
tăng tính ái nhân của chất ban đầu, đồng thời,
một lượng nhỏ KI xúc tác chuyển 2-cloro
ethylacetat thành 2-iodo ethylacetat sẽ làm
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tăng tốc độ phản ứng alkyl hóa. Bên cạnh đó,
việc hoạt hóa trước 6-nitro-1H-indazol trong
thời gian 6 giờ cùng với việc sử dụng một
lượng dư 2-chloro ethyl acetat sẽ cho sản
phẩm alkyl chọn lọc vào vị trí N1. Phản ứng
thứ hai là phản úng thủy phân ester i trong
môi trường kiềm và acid hóa để thu được acid
trung gian ii. Do tính sơ nước của khung
indazol và quá trình làm lạnh giảm độ tan,
acid ii dễ dàng thu được bằng cách lọc qua
giấy lọc thông thường. Phản ứng thứ ba sử
dụng tác nhân thionyl chlorid là tác nhân khử.
Sản phẩm phụ của phản ứng là acid HCl có
thể làm bất hoạt anilin mục tiêu làm giảm
hiệu suất phản ứng, do vậy cần thêm TEA để
trung hòa lượng acid HCl sinh ra. Phản ứng
cuối cùng xảy ra trong điều kiện khá êm dịu
và dễ dàng. Sản phẩm amin sau quá trình khử
dễ bị oxy hóa bởi oxy và nhiệt độ do vậy cần
xử lý phản ứng ở nhiệt độ thấp (dưới 40 oC) và
bảo quản trong tủ lạnh.

Xác­định­cấu­trúc
Cấu trúc của các chất mục tiêu iVa-e đã

được khẳng định trên cơ sở phân tích các dữ
liệu phổ IR, MS, 1H-NMR và 13C-NMR. Trên phổ
1H-NMR của các chất đều cho một pic đơn, tù
ở độ dịch chuyển hóa học khoảng 8 ppm
tương ứng với proton của NH  amid. Với các
proton thơm, proton ở vị trí 3’ và 4’ của khung
indazol thường có độ dịch chuyển lớn nhất do
hiệu ứng hút điện tử gây ra bởi nguyên tử nitơ
ở vị trí số 2’. Các chất iVc-d đều có hai pic đôi
2 proton ứng với các cặp proton 2-6 và 3-5 của
vòng benzen. Proton của nhóm amin (-NH2)
có độ dịch chuyển trong khoảng từ 3,8-3,9
ppm, thể hiện bằng một pic đơn, tù. Proton
của nhóm methylen cầu nối có độ dịch
chuyển khoảng 5,0 thể hiện bằng một pic
đơn. Các nguyên tử H còn lại của vòng benzen
và vòng indazol có độ chuyển dịch phân bố
trong khoảng từ 6,5 ppm đến 7,5 ppm. Ngoài
ra, ở phổ đồ của hợp chất iVd và iVe, xuất
hiện các pic đặc trưng của proton nhóm
methoxyl phân bố trong khoảng từ 3,6 ppm -
3,9 ppm. Phổ 13C-NMR của các chất iVa-e đều
xuất hiện đầy đủ các pic carbon đặc trưng
phù hợp với công thức các chất dự kiến.

Ngoài ra, công thức phân tử của các chất thu
được cũng được khẳng định dựa vào một pic
ion phân tử ([M+H]+) có số khối phù hợp với
khối lượng phân tử dự kiến của chất.

Tác­dụng­ức­chế­enzym­IDO1
Kết quả thử tác dụng ức chế enzym IDO1

của năm chất mục tiêu (bảng 1) cho thấy, ở
nồng độ 1,0 mmol tất cả các hợp chất đều có
khả năng ức chế IDO1 từ 79 % trở lên. Trong
đó, dẫn chất iVb và iVc có hoạt tính ức chế tốt
nhất với phần trăm lần lượt là 98 % và 99 %.
Ảnh hưởng của nhóm thế đến hoạt tính ức
chế IDO1 được thể hiện khi so sánh dẫn chất
iV-a và các dẫn chất còn lại. Nhìn chung, khi
đưa thêm nhóm thế vào vòng benzen, không
kể là nhóm thế hút điện tử hay đẩy điện tử,
hoạt tính ức chế IDO1 tăng lên ngoại trừ
nhóm thế 4-OCH3 lại làm giảm hoạt tính của
dẫn chất thế. So sánh giữa nhóm dẫn chất
Vib, iVc và nhóm dẫn chất iVd, iVe có thể
nhận thấy, việc đưa nhóm thế halogen (-Cl, -
Br) vào vòng benzen dường như làm tăng
hoạt tính ức chế enzym mạnh hơn so với các
nhóm thế loại 1 (-OCH3) (thể hiện qua phần
trăm ức chế IDO1 ở nồng độ 1 mM lần lượt là
98 %, 99 % so với 79 % và 95 %). Kết hợp với
những nghiên cứu trước đây của chúng tôi về
ảnh hưởng của nhóm thế halogen khi gắn
vào vòng thơm ở vị trí số 6 trên vòng indazol
làm tăng hoạt tính của các dẫn chất tạo thành
(chất b, hình 2) [4], có thể khẳng định vai trò
quan trọng của nhóm thế này đối với hoạt
tính của các dẫn chất tổng hợp lên hoạt tính
ức chế IDO1.

Kết luận
Năm dẫn chất acetamid thơm mang khung

6-amino-1H-indazol mới đã được tổng hợp,
khẳng định độ tinh khiết thông qua sắc ký lớp
mỏng, nhiệt độ nóng chảy và xác định cấu trúc
bằng phương pháp phổ IR, phổ HR-MS cùng
phổ NMR. Kết quả thử hoạt tính ức chế enzym
IDO1 của các hợp chất tổng hợp được cho thấy
dẫn chất iVb và iVc với nhóm thế halogen (-Cl,
-Br) gắn vào vòng benzen cho hoạt tính nổi bật
nhất với phần trăm ức chế IDO1 tại nồng độ 1,0
mM lần lượt là 98 % và 99 %. Nghiên cứu đã
khẳng định lại vai trò của nhóm thế halogen

36

Nghiên cứu Dược  & Thông tin thuốc 2022,  Tập 13, Số 4, trang 32-37



đối với hoạt tính ức chế IDO1 đồng thời đóng
góp thêm các dẫn chất mới vào “ngân hàng”

các chất tiềm năng trong điều trị ung thư theo
hướng ức chế IDO1.
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