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一种新型钙调蛋白抑制剂合成研究
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  摘 要:以3,4-二甲氧基苯酚为起始原料,经取代、环合、酯还原、脱保护等反应得到新型的钙调蛋白抑制剂

3-{2-[4-(3-氯-2-甲基苯)-1-哌嗪基]乙基}-5,6-二甲氧基-1-(4-咪唑甲基)-1H-吲唑二盐酸化合物,其结构经核磁共

振氢谱(1HNMR)、核磁共振碳谱(13CNMR)、电喷雾离子化质谱(ESI-MS)和高分辨质谱(HRMS)的确证和表征.
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钙调蛋白(CaM)是在各种植物、动物、部分微生物中存在的一种胞质溶胶蛋白,它是一种对动、植、部分

微生物的生长和发育都很重要的调控蛋白.在所有真核细胞中,CaM 作为Ca2+的多功能受体蛋白能够调节

生物体许多重要的生理功能[1-3].有文献报道[3]称直接将一定量的谷氨酸和天门冬氨酸注入动物大脑,可以

很明显地引起惊厥反应.惊厥发生后兴奋性神经递质就会通过突触反射大量释放到突触间隙,引起突触间隙

的Ca2+过量流入到神经细胞内,由于Ca2+具有很好的兴奋功能,所以在突触后细胞中可以引起细胞内产生

大量的生物酶,导致DNA损伤及神经元迟发性损坏.Ca2+与CaM如果通过某种键合方式连接,一旦它们结

合在一起,就会通过调节酶的作用引发一系列的突触反应使神经的兴奋性增强.这种情况会增加引发某些脑

源性疾病的可能性,例如癫痫[4-6].某些哌嗪衍生物具有钙调蛋白抑制活性,能够作用于中枢神经系统,具有

抗焦虑活性和抗惊厥活性.3-{2-[4-(3-氯-2-甲基苯)-1-哌嗪基]乙基}-5,6-二甲氧基-1-(4-咪唑甲基)-1H-吲
唑二盐酸化合物(化合物1)就是一种新型的、药效很好的治疗脑源性疾病的钙调蛋白抑制剂,可以用于防治

和治疗由于过度性钙活动和由于局部大脑缺血、大脑退化、创伤性脱水、药物中毒、缺氧等导致的大脑神经失

调病症,因此对该化合物新型合成方法的研究极富意义[7-10].本文以3,4-二甲氧基苯酚为原料,经多步反应

合成3-{2-[4-(3-氯-2-甲基苯)-1-哌嗪基]乙基}-5,6-二甲氧基-1-(4-咪唑甲基)-1H-吲唑盐酸盐,合成路线如

图1所示,其结构经1HNMR,13CNMR,ESI-MS和HRMS确定和表征.

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

3,4-二甲氧基苯酚(郑州希派克化工有限公司),N-氯琥珀酰亚胺(郑州希派克化工有限公司),三甲基氯

硅烷(阿拉丁试剂),三氟甲磺酸酐(阿拉丁试剂),重氮乙酸乙酯(郑州希派克化工有限公司),其他试剂与药

品均为市售分析纯,除特别说明外,不经处理直接使用.GF254薄层层析硅胶板(烟台江友硅胶开发有限公

司),SGWX-4熔点仪(上海仪电光学物理有限公司),DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器(巩义市予华仪

器有限责任公司),5L/80低温恒温反应浴(巩义市予华仪器有限责任公司),高压釜(威海新元化工机械有限
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公司),Avance400核磁共振仪(德国Bruker公司),uLtiMate3000型高效液相色谱仪(赛默飞世尔科技

公司).

1.2 方 法

1.2.1 2-溴-4,5-二甲氧基-苯酚(3)的合成

室温下,将3,4-二甲氧基苯酚924mg(6.0mmol)溶解在乙腈20mL中,然后加入N-氯琥珀酰亚胺

(NCS)881mg(6.6mmol),反应液出现轻微浑浊,逐滴加入三甲基氯硅烷 (TMSCl)65mg(0.6mmol)到
溶液中,几分钟后反应液变成澄清透明的浅粉色溶液.在室温下继续搅拌1h,然后用正己烷稀释,浓缩除去

溶剂,得到浅粉色半固体状粗品.再经硅胶柱层析,用乙酸乙酯/环己烷(V∶V=1∶10)作洗脱剂,分离提纯

得到浅粉色固体2-溴-4,5-二甲氧基-苯酚0.98g,收率70%;m.p.173.2~174.2℃;1HNMR(400MHz,

CDCl3)δ:6.91(s,1H),6.62(s,1H),5.41(brs,1H),3.82(s,3H),3.81(s,3H);EI-MS(m/z):256.1
[M+Na]+.
1.2.2 4,5-二甲基-2-(三甲基甲硅烷基)苯基三氟甲磺酸酯(4)的合成

将2-溴-4,5-二甲氧基-苯酚1030mg(4.42mmol)加入到四氢呋喃(THF)10mL中,然后加入六甲基二

硅氧烷(HMDS)1.844mL(8.84mmol),油浴70℃反应5h.冷却至室温,用旋转蒸发仪浓缩除去溶剂,得到

油状物,将油状物立即进行下一步反应.将油状物转移的三口瓶中,然后加入THF30mL,冷却到-100℃.
缓慢加入正丁基锂(n-BuLi)环己烷溶液2.24mL(2.17mol/L正己烷溶液,4.86mmol),反应温度上升至

-82℃.再将反应温度降至-100℃,反应温度控制在-100~-82℃之间.反应30min后,在-100℃下加

入三氟甲磺酸酐(Tf2O)0.892mL(5.13mmol).当反应温度升至-80℃时,加入饱和碳酸氢钠溶液10mL淬

灭,随后反应温度上升至室温.将反应物用乙醚50mL稀释,再分别用水30mL和饱和食盐水30mL洗涤,分
离出有机相,在有机相中加入无水Na2SO4 干燥,过滤,有机相用旋转蒸发仪浓缩除去有机溶剂,得到粗品.
再经硅胶柱层析,用石油醚/乙醚(V∶V=25∶1)作洗脱剂,得到纯品4,5-二甲基-2-(三甲基甲硅烷基)苯基

三氟甲磺酸酯896mg,收率63%;1H NMR(400MHz,CHLOROFORM-d)δ:6.90(s,1H),6.86(s,1H),

3.90(d,J =8.03Hz,6H),0.29~0.42(m,9H);EI-MS(m/z):381.4[M+Na]+.
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1.2.3 5,6-二甲氧基-1H-吲唑-3-甲酸乙酯(5)的合成

将邻甲硅烷基芳基三氟甲磺酸酯1074mg(3.0mmol)和重氮乙酸乙酯513mg(4.5mmol)溶解到THF
40mL中,在干冰中冷却到-65℃,搅拌下缓慢滴加四丁基氟化铵(TBAF)0.900mL(0.72mmol).滴加完

毕后,反应缓慢升至室温,然后在室温下反应10h.用饱和食盐水50mL稀释反应液,加入乙醚30mL萃取

三次.合并所有有机相,在有机相中加入无水Na2SO4,过滤浓缩有机相得到粗品.再经硅胶柱层析,用石油

醚/乙醚(V∶V=20∶1)作洗脱剂,得到白色固体5,6-二甲氧基-1H-吲唑-3-甲酸乙酯637mg,收率85%;

m.p.313.9~314.3℃;1HNMR(400MHz,DMSO-d6)δ:13.55(s,1H),7.35(s,1H),7.02(s,1H),4.34(q,

J=7.2Hz,2H),3.83(s,3H),3.80(s,3H),1.34(t,J=7.2Hz,3H);EI-MS(m/z):251.2[M+H]+.
1.2.4 4-(氯甲基)-1-三苯甲基-1H-咪唑的合成

将4-(羟甲基)咪唑盐酸盐880mg(6.5mmol)加入到N,N-二甲基甲酰胺(DMF)20mL中,溶解完全

后,加入三乙胺2.3mL(16.0mmol),立即出现白色沉淀.搅拌10min后,缓慢滴加溶有氯三苯甲烷2.0g
(7.2mmol)的DMF15mL溶液.氮气保护下,搅拌过夜.将反应液加入到冰水中,过滤,用冷的1,4-二氧六环

冲洗滤饼,将滤饼在真空干燥箱中干燥,得到白色粉末4-(羟甲基)-1-三苯甲基-1H-咪唑2.2g,收率99%;

m.p.144.2~145.3℃;1HNMR(400MHz,CD3CO2D)δ:8.56(d,1H),7.57~7.40(m,7H),7.38~7.18(m,

9H),4.78(s,2H);EI-MS(m/z):363[M+Na]+.
将上一步的产物4-(羟甲基)-1-三苯甲基-1H-咪唑2.3g(6.5mmol),加入到吡啶15mL中形成悬浮液,

然后在室温下30min中内分5次加入亚硫酰氯2.0mL(20mmol).氮气保护下,搅拌过夜,反应液将变得均

匀,加入乙酸乙酯30mL稀释,然后用5%(质量分数,下同)的盐酸水溶液和饱和碳酸钠溶液依次萃洗,分出

有机相,在有机相中加入无水Na2SO4 除水,过滤后,浓缩蒸出有机溶剂,得到白色固体4-(氯甲基)-1-三苯

甲基-1H-咪唑1.8g,收率93%.m.p.153.2~154.3 ℃;1H NMR(CDCl3,400MHz)δ:8.61(d,1H),

7.38~7.26(m,9H),7.18~7.07(m,7H),5.05(s,2H);EI-MS(m/z):382[M+Na]+.
1.2.5 5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-1H-吲唑-3-甲酸乙酯(6)的合成

将5,6-二甲氧基-1H-吲唑-3-甲酸乙酯330mg(1.32mmol)和甲醇锂(MeOLi)55mg(1.45mmol)悬浮

于溶液5mL二甲基亚砜(DMSO)中,室温下反应1h.随后逐滴或者分批次加入含有4-(氯甲基)-1-三苯甲

基-1H-咪唑710mg(2.00mmol)的2mL二甲基亚砜溶液,滴加完毕后,在25℃下,搅拌反应2h,薄层色谱

法(TLC)监测反应物消失,加入饱和氯化铵水溶液淬灭,加入二氯甲烷(200mL×3)萃取,合并所有有机相,
在有机相中加入无水Na2SO4,过滤浓缩有机相得到粗品.通过硅胶柱色谱法,用氯仿/乙醇(V∶V=50∶1)
作洗脱剂,分离提纯,并从氯仿/异丙醇重结晶,得到目标产物黄色固体5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑

基)甲基-1H-吲唑-3-甲酸乙酯629mg,收率83%;m.p.203.5~204.9℃;1HNMR(400MHz,CDCl3)δ:7.51
(s,1H),7.47(s,1H),7.28(m,10H),7.13(s,1H),7.03~7.01(m,5H),6.79(s,1H),5.61(s,2H),4.49(q,

J=7.3Hz,2H),1.46(t,J=7.3Hz,3H),1.21(d,J=5.9Hz,6H);EI-MS(m/z):595[M+Na]+.
1.2.6 5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-甲羟基-1H-吲唑(7)的合成

将5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)-1H-吲唑-3-甲酸乙酯2.22g(6.75mmol)加入到四氢呋喃

2mL中,搅拌均匀分散在溶剂中,降温至0℃,缓慢滴加二氢双(2-甲氧乙氧基)铝酸钠[HAl(OEtOMe)]的
甲苯溶液0.5mL(3.4mol/L),保持温度在0℃左右,大约15min滴加完毕;继续反应30min,TLC监控原

料点消失,加入饱和硫酸钠水溶液1mL,搅拌1h后过滤反应液;用二氯甲烷5mL萃取滤液5次,合并有机

相,经减压蒸馏蒸除溶剂后得到产品5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-羟甲基-1H-吲唑

1.77g,收率为91.4%;m.p.171.2~172.6℃;1HNMR(400MHz,CDCl3)δ:7.46(s,1H),7.31~7.29(m,

10H),7.28(s,1H),7.26(s,1H),7.05~6.99(m,5H),6.95(s,1H),6.79(s,1H),5.44~5.41(m,2H),4.92
(s,2H),3.92(s,3H),3.91(s,3H);EI-MS(m/z):531.6[M+H]+.
1.2.7 5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-氯甲基-1H-吲唑(8)的合成

将5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-羟甲基-1H-吲唑1.80g(6.27mmol)加入到二氯甲烷

(DCM)10mL中,搅拌完全溶解后降温至0℃;缓慢滴加氯化亚砜(SOCl2)2mL,保持温度不变约5min滴

加完全;继续反应30min后,TLC监控原料反应完全;将反应液倒入饱和碳酸氢钠溶液5mL中,并用氯仿
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10mL萃取反应液三次,分出有机相后浓缩,得到产品5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-氯甲

基-1H-吲唑1.65g,收率为86.4%;m.p.158.2~159.5℃;1H NMR(400MHz,CDCl3)δ:7.88(br,1H),

7.37~7.31(m,10H),7.02~6.98(m,8H),5.67(s,2H),4.83(s,2H),4.09(s,3H),3.95(3H,s);EI-MS
(m/z):550.1[M+H]+.
1.2.8 5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-乙腈基-1H-吲唑(9)的合成

将5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-氯甲基-1H-吲唑1.65g(5.4mmol),加入二甲基亚砜

10mL中,搅拌完全溶解;再加入氰化钾0.1g,升温至70℃反应1h,反应液变得澄清透明;TLC监控原料

反应完全后降温至室温,把反应液全部倒入水20mL中,然后大功率搅拌1h,反应液中有大量固体析出;抽
滤反应液,滤饼用水5mL洗涤3次后溶解在15mL氯仿中,再加入一定量的无水硫酸钠干燥反应液,抽滤

后滤液经浓缩得到产品5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-乙腈基-1H-吲唑1.18g,收率为

74.2%;m.p.187.8~188.2℃;1HNMR(400MHz,CDCl3)δ:7.46(s,1H),7.30~7.27(m,10H),7.06~7.03
(m,5H),7.02(s,1H),7.00~6.89(m,1H),6.79(s,1H),5.42(s,2H),3.97(s,2H),3.94(s,3H),3.92(s,

3H);EI-MS(m/z):562.6[M+Na]+.
1.2.9 5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-1H-吲唑-3-乙酸(10)的合成

将5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-乙腈基-1H-吲唑1.0g(3.37mmol),加入乙醇10mL
中,在室温条件下,再加入28.5%(质量分数)的氢氧化钠溶液0.5g,加热至回流,反应6h后TLC监控原料

反应完全,反应温度降至室温后倒入水15mL中;滴加10%(质量分数)的盐酸溶液调节反应液的pH为3~
4,有无色固体析出;抽滤反应液,滤饼用水5mL洗涤3次后,加入到氯仿10mL中完全溶解,在加入一定量

的无水硫酸钠干燥反应液,抽滤后滤液浓缩得到产品5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-1H-吲
唑-3-乙酸0.87g,收率为82%;m.p.227.5~228.8℃;1HNMR(400MHz,CDCl3)δ:7.48(s,1H),7.28~7.24
(m,10H),7.03~7.00(m,5H),6.93(s,1H),6.88~6.87(m,1H),6.76(s,1H),5.43(s,2H),3.89(s,2H),

3.87(s,3H),3.84(3H,s);EI-MS(m/z):557.5[M-H]+.
1.2.10 5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-乙酰基-4-(3-氯-2-甲基苯基)哌嗪-1H-吲唑(11)的
合成

将5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-1H-吲唑-3-乙酸1.26g(4.0mmol)加入二氯甲烷

10mL中,搅拌溶解完全,再加入2,2-二硫二吡啶0.06g和三苯基膦(PPh3)0.07g,在室温下搅拌20min,反
应液完全澄清;再缓慢滴加溶有4-(3-氯-2-甲苯基)哌嗪0.92g(4.4mmol)的二氯甲烷溶液5mL,约5min
滴加完全,在室温下搅拌反应5h;TLC监控原料反应完全;通过减压蒸馏蒸除二氯甲烷,剩余物加入乙酸乙

酯中搅拌后有固体析出;抽滤,滤饼用乙酸乙酯5mL洗涤2次,烘干得到产品5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲

基-4-咪唑基)甲基-3-乙酰基-4-(3-氯-2-甲基苯基)哌嗪-1H-吲唑1.49g,收率为74.5%;m.p.277.4~279.2
℃;1HNMR(400MHz,CDCl3)δ:7.41(s,1H),7.27~7.25(m,10H),7.14(s,1H),7.03~7.01(m,5H),6.90
(s,1H),6.72(d,J=8.3Hz,1H),6.68(s,1H),5.43(s,2H),4.03(s,2H),3.93(s,3H),3.90(s,3H),3.71(q,

J=6.8Hz,1H),3.67~3.65(m,4H),2.73~2.71(m,2H),2.55~2.53(m,2H),2.28(s,3H),1.23(t,J=
6.8Hz,1H);EI-MS(m/z):751.3[M+H]+.
1.2.11 3-{2-[4-(3-氯-2-甲基苯)-1-哌嗪基]乙基}-5,6-二甲氧基-1-(4-咪唑甲基)-1H-吲唑(12)的合成

将化合物5,6-二甲氧基-1-(1-三苯甲基-4-咪唑基)甲基-3-乙酰基-4-(3-氯-2-甲基苯基)哌嗪-1H-吲唑

1.20g(2.4mmol)加入四氢呋喃10mL中,搅拌使其完全溶解;再加入1mol/L的四氢呋喃-甲硼烷溶液

0.8mL,加热至回流;反应1.5h后,TLC监控原料反应完全,反应温度降至室温后加入水0.5mL淬灭反应;
通过减压蒸馏蒸除四氢呋喃,向剩余物中加入盐酸溶液0.5mL、水0.5mL和乙醇0.3mL,升温至50℃反应

1h;降至室温后,用碳酸钾饱和溶液中和反应液,再用二氯甲烷3mL萃取反应液三次;分出有机相后用无

水硫酸钠干燥,过滤后滤液浓缩得到产品化合物3-{2-[4-(3-氯-2-甲基苯)-1-哌嗪基]乙基}-5,6-二甲氧基-1-
(4-咪唑甲基)-1H-吲唑0.79g,收率为66%;m.p.255.7~257.2℃;1HNMR(400MHz,CDCl3)δ:7.52(s,

1H),7.09~7.07(m,2H),7.00(s,1H),6.92~6.91(m,1H),6.84(s,1H),6.83(s,1H),5.45(s,2H),3.91(s,

3H),3.90(s,3H),3.17~3.15(m,2H),2.97~2.96(m,4H),2.90~2.88(m,2H),2.78~2.76(m,4H),2.34
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(s,3H);13CNMR(100MHz,CDCl3)δ:161.9,153.0,145.9,145.1,143.4141.7,138.6,132.1,128.4,125.6,

122.2,120.3,117.9,111.8,106.1,104.6,56.3,56.1,41.4,40.0,30.3,25.2,24.1,15.7;HRMS(ESI+):m/z=
495.2869(C26H31ClN6O2,[M+H]+的计算值为495.2874);EI-MS(m/z):495.2[M+H]+.
1.2.12 3-{2-[4-(3-氯-2-甲基苯)-1-哌嗪基]乙基}-5,6-二甲氧基-1-(4-咪唑甲基)-1H-吲唑二盐酸化合物

(1)的合成

把化合物3-{2-[4-(3-氯-2-甲基苯)-1-哌嗪基]乙基}-5,6-二甲氧基-1-(4-咪唑甲基)-1H-吲唑6.0g加入

到乙醇100mL中,加热搅拌溶解;再缓慢滴加26.7%(质量分数)的盐酸溶液18mL,约20min滴加完全,
通过减压蒸馏蒸除溶剂乙醇;剩余物过滤后烘干滤饼,得到产品3-{2-[4-(3-氯-2-甲基苯)-1-哌嗪基]乙基}-
5,6-二甲氧基-1-(4-咪唑甲基)-1H-吲唑盐酸盐5.4g.

2 结果与讨论

化合物5的合成涉及重氮化合物与芳炔[3+2]环加成生成吲唑化合物的反应;该反应易生成芳基取代

的副产物(如图2中化合物5a),为了减少副产物的生成,我们对反应条件进行了筛选:

由图3及表1可知,使用溶解性比较好的四丁基氟化铵(TBAF)比使用CsF作为该反应的氟化试剂,能
够有效地抑制副产物的生成;反应温度由-65℃逐渐升至室温,能够比直接在室温下反应更好地抑制副产

物的生成;综上所述,在重氮乙酸乙酯和邻甲硅烷基芳基三氟甲磺酸酯摩尔比为1.5∶1,TBAF为氟化物试

剂,THF为反应溶剂,反应温度为-65℃条件下,反应效果最好,产物收率达到85%.

3 结 论

本文以3,4-二甲氧基苯酚为起始原料,合成了一种新型钙调蛋白抑制剂3-{2-[4-(3-氯-2-甲基苯)-1-哌
嗪基]乙基}-5,6-二甲氧基-1-(4-咪唑甲基)-1H-吲唑.该路线具有反应操作简单,反应收率高,重复性好等优

点,具有良好的工业化应用前景.
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表1 反应条件的优化

序号 a/mmol 4/mmol 氟源/mmol 溶剂 t/℃ 5的收率/% 5a的收率/%

1 0.30 0.36 CsF(0.45) MeCN rt 28 40

2 0.30 0.72 CsF(0.90) MeCN rt 0 90

3 0.36 0.30 CsF(0.45) MeCN rt 38 26

4 0.36 0.30 CsF(0.45) MeCN 80 16 45

5 0.45 0.30 CsF(0.45) MeCN rt 60 20

6 0.36 0.30 TBAF(0.36) THF rt 36 30

7 0.36 0.30 TBAF(0.36) THF -65~rt 80 8

8 0.45 0.30 TBAF(0.36) THF -65~rt 85 3

    注:所有反应均在0.08mol/L浓度范围内进行.
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Synthesisofanewcalcineurininhibitor
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  Abstract:Theimportantcalcineurininhibitor,3-{2-[4-(3-chloro-2-methylphenyl)-1-piperazinyl]ethyl}-5,6-dimethoxy-
1-(4-imidazolylmethyl)-1H-indazole,havebeensynthesizedbythereactionofsubstitution,cyclization,reductionanddepro-
tection,using3,4-dimethoxyphenolasthestartingmaterial.Thestructurewasconfirmedandcharacterizedbynuclearmagnetic
resonancehydrogenspectrum (1H NMR),nuclearmagenticresonancecarbonspectrum (13CNMR),highresolationmass
spetrometry(HRMS)andelectrosparayionizamassspectrometry(ESI-MS).

Keywords:3,4-dimethoxypheno;calcineurininhibitor;synthesis
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