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bénh ty mién, bénh tang sinh, bénh thai ghép, bénh lién quan dén sy suy giam kha nang tai

tao sun, di tat sun bam sinh, va/hodc bénh lién quan dén viéc tang tiét IL6.
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Linh vue ky thuét dwgc dé cip

Sang ché d& cap dén hop chét 1a chét rc ché JAK thudc ho tyrosin kinaza gy ra
cac tinh trang bénh ly viém, bénh tu mién, bénh ting sinh, bénh thai ghép, bénh lién
quan dén su suy giam kha ning tai tao sun, di tit sun bam sinh, va/hodc bénh lién quan
dén viéc tang tiét IL6. Cu thé, hop chét theo sang ché trc ché JAK1 va JAK2. Sang ché
con @& xuét phuong phap san xuét hop chét theo sang ché, duge phim chita hop chét
theo sang ché dugc st dung dé ngan nglra va/hodc diéu tri bénh lién quan dén tinh
trang bénh ly viém, bénh tu mién, bénh ting sinh, bénh thai ghép, bénh li€n quan dén
sur suy giam kha nang tai tao sun, di tat sun bam sinh, va/hoic bénh lién quan dén viéc

tang tiét IL6.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Céc Janus kinaza (JAK) 1a tyrosin kinaza & té bao chit c6 vai trd truyén tin hidu
xytokin tir thy thé mang dén cac yéu t6 phién ma STAT. Bén thanh vién thudc ho JAK
1a JAK1, JAK2, JAK3 va TYK2. Khi ghn két xytokin voi thu thé ciia n6, cdc thanh
vién thuoe ho JAK tu phosphoryl héa va/hodc transphosphoryl hoa véi nhau, sau dola
qué trinh phosphoryl hoa cac STAT dé ching di chuyén vao nhan dé didu bién qua
trinh phién ma. Qua trinh truyén tin hiéu ndi bao JAK-STAT st dung interferon, hau
hét 13 cac interleukin, cling nhw nhiéu loai xytokin va yéu t6 ndi tiét nhu EPO, TPO,
GH, OSM, LIF, CNTF, GM-CSF va PRL (Vainchenker W. ef al. (2008)).

Viéc két hop nghién ctru md hinh di truyén va chat e ché JAK phén tir nho da
phat hién ra kha ning diéu tri cia mot s6 JAK. JAK3 duge xéc nhén boi bd gen di
truyén cia chudt nhit va nguoi 13 dich te ché mién dich (O’Shea J. ef al. (2004)). Chét
{tc ché JAK3 duoc sir dung thanh cong trong phat trién 14m sang, ban dau 13 vé&i ching
thai ghép co quan va sau ndy ciing duoc chi dinh cho céac truong hop viém-mién dich
khac nhu bénh viém da khép dang thip (theumatoid arthritis - RA), bénh vy nén va
bénh Crohh (http://clinicaltrials.gov/).

TYK2 la dich tiém ning ctia bénh viém-mién dich, duoc xac nhan bdi nghién

ctru bo gen di truyén cta ngudi va nghién ctru bét hoat trén chudt nhét (Levy D. va
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Loomis C. (2007)).

JAK1 la dich m6i cta bénh viém-mién dich. JAK1 di dime héa vdi cac JAK
khac dé truyén tin hiéu gy tién viém do xytokin. Do vdy, viéc tc ché JAK1 va/hoic
cac JAK khac dugc mong doi 1a c6 tdc dung didu tri bénh dbi voi hang loat cac tinh
trang bénh ly viém ciing nhu céc bénh khic do viéc truyén tin hiéu qua trung gian
JAK.

Thoéi héa sun 13 d4u hidu phan biét v6i cac bénh khac, trong sb cac bénh d6 thi
bénh viém da khép dang thép va bénh viém xuong khop (osteoarthritis - OA) la cac
bénh phd bién nhit. Bénh viém da khép dang thép (theumatoid arthritis - RA) 1a bénh
thoai héa khép man tinh, dic trung & chd chu trac khép bi viém va bi pha huy. Khi
bénh khong duoc kidm tra, n6 thudng dan dén mét chirc ning d4ang ké va gy dau do
mAt tinh ning cta khép va thim chi chét sém. Do vay, muc dich cta viéc diéu tri bénh
RA khong chi 1a tir tir 1am gidm bénh ma con tién dén thuyén giam dé lam ngimg su
pha huy khép. Bén canh mirc d6 nghiém trong do hdu qua cua bénh, ty 16 mic bénh
RA cao (0,8% s6 ngudi 16n méic phai trén toan thé giéi) gdy anh hudng 16n dén x4 hoi
va kinh t&. (P&i v6i bénh RA, tac gia sang ché d& cap dén i lidu cia Smolen va
Steiner (2003); Lee lve‘x Weinblatt (2001); Choy va Panayi (2001); O’Dell (2004) va
Firestein (2003)).

Bénh viém xwong khép (con duge goi 13 OA, hodc bénh viém khép thodi hoa)
1a dang viém khop thuong gap nhét va dugc dic trung boi sy mét di khop sun, thudng
lién quan dén ching phi dai & xwong va gy dau don. P& xem thém céc tai liéu vé
bénh viém xuwong khdp, cac tic gid sang ché vién dan tai lieu cia Wieland et al.
(2005).

Bénh viém xuong khop rat khé diéu tri. Hién nay, chua c6 phuong phap diéu tri
hiéu qua va phuong phéap diéu tri méi chi tip trung vao viéc giam dau va ngadn ngura
khép bi anh hudng khong tré nén bién dang. Céc phuong phap diéu tri thong thuong
bao gdm viéc sir dung thudc khang viém khong steroit (NSAID). Médc du cac chét bd
sung vao khéu phﬁn 4n nhu chondroitin va glucosamin sulphat dugc coi la sy lya chon
an todn va hiéu qua dé diéu tri bénh viém xwong khop, nhung thir nghiém 1dm sang
gin day cho thdy ca hai cach didu tri nay khong lam giam con dau li€n quan dén bénh

viém xuong khop. (Clegg et al., 2006).



26137

Sw kich thich qu4 trinh ddng héa, phong bé qua trinh di héa, hodc két hop hai
phuong phéap nay, c6 thé 1am 6n dinh sun, va c6 thé khéi phuc tdn thuong, do viy ngin
ngira sy tién trién bénh. Cac phuong phép diéu tri dé diéu chinh céc ton thuong khop
sun xuit hién khi bi bénh viém xwong khép da phat trién, nhung dén nay chua c6
phuong phép nao trong s§ d6 c6 kha ning didu tiét sy tai tao khép sun in situ va in

vivo. Péng thoi, van chua c6 thudc viém xwong khép lam gidm bénh nay.

Vandeghinste e al. (WO 2005/124342) da phat hién ra JAK1 la dich ma viéc
trc ché n6 c6 lién quan dén viéc diu tri d6i voi mot s6 bénh bao gém OA. Su bt hoat
gen JAK1 & chudt nhit chimg minh ring JAK1 déng vai trd thiét yéu va rat can thiét
trong qua trinh phét trién: chudt nhit JAK 1-/- bi giét trong vong 24 gid sau khi sinh va
sy phat trién ctia lymphd bao bi suy gidm manh. Hon nita, céc té bao JAK1 -/- khong
hoic it lam hoat hoa xytokin bing cach st dung thu thé xytokin 16p II, thu thé xytokin
nay sir dung ciu triic dudi phén tir gama-c d& truyén tin hi€u va ho thu thé xytokin st

dung céu tric dudi phan tir gp130 d& truyén tin hi¢u (Rodig et al., 1998).

Céc nhém khac lién quan dén su truyén tin hiéu JAK-STAT trong sinh hoc té
bao sun. Li et al. (2001) da cho thiy ring Oncostatin M kich thich su biéu hién gen
MMP va TIMP3 trong té bao sun so cép béng céch hoat héa con dudng truyén tin hiéu
JAK/STAT va MAPK. Osaki et al. (2003) cho thdy ring tac dung tc ché qua trung
gian interferon-gama cua colagen II trong t& bao sun lién quan dén viée truyén tin hiéu
JAK-STAT. IL1-beta cam Gng qué trinh di hoa sun bang cach giam sy biéu hién cta
c4c thanh phin nén, va bing céach kich thich sy biéu hién cta colagenaza va nitric oxit
syntaza cam tng (NOS2), ma didu tiét sy san xuét nitric oxit (NO). Otero et al., (2005)
da cho thiy ring leptin va IL1-beta d& kich thich mét cach higp ddng qua trinh san
xuét NO hogc su biéu hién ARN thong tin NOS: trong té bao sun, va dugc phong bé
boi chét e ché JAK. Legendre ef al. (2003) cho thdy réng thy thé IL6/IL6 kich thich
qué trinh diéu hoa giam cta colagen II ¢6 gen nén dic hiéu sun, 16i agrecan va protein
lién két trong t& bao sun cua khop bo, va qué trinh nay dugc didu tiét boi qua trinh
truyén tin hiéu JAK/STAT. Do viy, c4c quan sit ndy goi y vai tro dbi v4i hoat tinh
JAK kinaza trong viéc ndi can bing sun va co hoi diéu tri béng chét rc ché JAK

kinaza.

C4c thanh vién thudc ho JAK lién quan dén céc tinh trang bénh ly khac bao



26137

gdm rdi loan ting sinh tay (O’Sullivan et al, 2007, Mol Immunol. 44(10):2497-500),
trong d6 cac dot bién trong JAK2 da dugc xéc dinh. Diéu nay chi ra ring chit uc ché
JAK, cu thé 1a JAK?2 ciing c6 thé duoc st dung @8 didu tri ri loan ting sinh ty. Ngoai
ra, ho JAK, cu thé 1a JAK1, JAK?2 va JAK3, ciing lién quan dén céc bénh ung thu, cu
thé 13 bénh ung thu bach cAu, vi du bénh ung thu bach cAu tiy bao cép tinh (O’Sullivan
et al, 2007, Mol Immunol. 44(10):2497-506; Xiang et al., 2008, “Identification of
somatic JAK mutations in patients with acute myeloid leukemia” Blood First Edition
Paper, cong bd dau tién trén mang ngdy 26 thang 12 ndm 2007; DOI 10.1182/blood-
2007-05-090308) va bénh ung thu bach cAu nguyén bao lymphd cép tinh (Mullighan et
al, 2009) hodc khdi u rdn v/ du sacdm co tron ti cung (Constantinescu et al., 2007,
Trends in Biochemical Sciences 33(3): 122-131), bénh ung thu tuyén tién 1iét (Tam ez
al., 2007, British Journal of Cancer, 97, 378 — 383). Céc két qua ndy chi ra ring chat
trc ché JAK, cu thé 1a JAK1 va/hodc JAK?2, cling c6 thé c6 kha ning diéu tri bénh ung
thu (bénh ung thu bach cu va khéi u rén, vi du sacém co tron tir cung, bénh ung thu

tuyén tién liét).

Ngoai ra, bénh Castleman, da u tuy, bénh viém cAu thdn mang ting sinh, bénh
véy nén, va sacom Kaposi c6 kha ning la do viéc tang tiét xytokin IL-6, tic dung sinh
hoc cia ching dugce diéu tiét boi qué trinh truyén tin hiéu JAK-STAT ndi bao (Tetsuji
Naka, Norihiro Nishimoto and Tadamitu Kishimoto, Arthritis Res 2002, 4 (suppl
3):5233-5242). Két qua nay cho thdy ring chét tc ché JAK, cling c6 thé c6 kha ning
diéu tri bénh nay.

WO 2009/047514 bdoc 10 hop chat [1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin va
[1,2,4]triazolo[ 1,5-c]pyrimidin c6 tac dung tc ché chirc ning tyrosin kinaza thu thé
AXL. WO 2009/017954 boc 1o chét tc ché [1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin ciia JAK2
kinaza. WO 03/010167 boc 16 din xuét 8-metoxy-(1,2,4)triazolo(1,5-a)pyridin va viéc
st dung ching lam phdi tir thy thé adenosin.

Ban chit ky thuit cia sing ché

Cac phuong phap diéu tri hién nay chua thoa dang va do vy van can tim ra céc
hop chét khac c6 thé duoc sit dung dé didu tri bénh thodi héa khdp, vi du bénh viém
xuong khép, bénh viém da khép dang thip va bénh lodng xuong, cu thé 13 bénh viém
xuong khdp. Do vay, sang ché @ cap dén hop chét, cac phuong phép san xuét hop
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chit nay va duoc phdm chira hop chit ndy ciing voi chit mang dugc dung thich hop.
Sang ché cling md ta viéc st dung hop chit theo sang ché trong viéc bao ché thubc dé
didu tri bénh thoai héa khép. Cu thé, sang ché & cap dén chit tc ché JAK méi the

hién hoat luc in vivo dugc cai thién dang ké.

Séang ché dua trén viéc phat hién réng hop chét theo sang ché c6 tac dung lam
chét tc ché JAK va hitu dung dé diéu tri tinh trang bénh 1y viém, bénh tu mién, bénh
ting sinh, bénh thai ghép, bénh lién quan dén su suy giam kha ning tai tao sun, di tat
sun bdm sinh, va/hodc bénh lién quan dén viéc ting tiét IL6. Theo mot khia canh cu
thé, hop chit nay la chit tre ché JAK1 va JAK2. Sang ché con @& xuét phuong phap
san xuét hop chat nay, dugc phdm chira hop chét nay dugc sit dung @8 diéu tri tinh
trang bénh ly viém, bénh tu mién, bénh ting sinh, bénh thai ghép, bénh lién quan dén
su suy giam kha niing tai tao sun, di tat sun bim sinh, va/hodc bénh lién quan dén viée

tang tiét IL6.

Do d6, theo khia canh thir nht cia séng ché, sang ché dé xuét hop chét c6 cong
thac (I):

=N
< "‘"}—NH

0

N
L_s=0
W
0
Hop chét theo sang ché 1a chét tc ché JAK méi, thé hién hoat luc in vivo duge
cai thién dang ké so véi hop chit khac tuong tu vé& ciu trac. Theo mdt phuong an cu
thé, hop chét theo séng ché 13 chét e ché JAK1 va JAK2. Cu thé 13 n6 thé hién hoat
luc ting & ndng d6 tiép XUc in vivo thép hon so v&i hop chit twong tw v& chu tric. Viéc
stt dung hop chét c6 cac cai tién nay dwoc dy dinh dat dugc két qua & liéu lugng yéu

cAu thap hon (va do vay ché d6 liéu lugng dugc cai thién).

Theo khia canh khéc, sang ché dé xut duge phim chita hop chét theo sang ché,
va chit mang, t4 duoc hodc chét pha loing dugc dung. Hon nita, hop chét theo sang
ché, c6 thé str dung trong dugc pham va cac phuong phép didu tri duoc boc 1§ ¢ day,

¢6 thé duoc bao ché va sit dung trong y té. Theo khia canh nay cla sang ché, dugc
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phdm c6 thé con chira thém céc thanh phén hoat tinh khac thich hop @& sir dung két
hop v6i hop chit theo séng ché.

Theo khia canh khéc cia sing ché, sang ché mé ta phuong phép diéu tri cho
dong vat c6 va mAn cam hodc bi dau dén béi tinh trang bénh ly duogc néu trén, va cy
thd 1a tinh trang bénh 1y lién quan dén hoat tinh JAK bét thuong, vi dy tinh trang bénh
ly viém, bénh tu mién, bénh ting sinh, bénh thai ghép, bénh lién quan dén su suy giam
kha nang tai tao sun, di tat sun bim sinh, va bénh lién quan dén viéc ting tiét IL6,
phuong phép nay bao gdm budc dung lugng hiru hi¢u duoc pham hoic hop chit theo
sang ché nhu duogc néu trong ban md ta nay. Theo phuong 4n cu thé, tinh trang bénh ly

nay lién quan dén hoat tinh bét thuong ctia JAK1 va JAK2.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xut hop chit theo sang ché duoc sir dung dé
didu tri hodc ngin ngira tinh trang bénh ly dugc chon tir cac bénh dugc néu & day, cu
thé 1a c4c tinh trang bénh ly lién quan dén hoat tinh JAK bat thuong, vi du tinh trang
bénh ly viém, bénh ty mi2n, bénh ting sinh, bénh thai ghép, bénh lién quan dén su suy
giam kha ning tai tao sun, di tat sun bim sinh, va bénh lién quan dén viéc ting tiét
IL6.

Theo mdt phuong phap khac vé khia canh diéu tri, sang ché md ta phuong phap
diéu tri cho dong vat ¢ vi mén cam hodc bi dau d6n boi tinh trang bénh 1y co nguyén
nhan lién quan t6i hoat tinh JAK bAt thuomg nhur duge néu trong ban mo ta nay, va bao
gbm budc dung luong hiru hiéu dugce phim hodc hop chét theo sang ché dé diéu tri
hodc ngin nglra tinh trang bénh ly. Theo mot khia canh cu thé, tinh trang bénh ly nay
c6 nguyén nhan lién quan dén hoat tinh bit thuong cia JAK1 va JAK2.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xut hop chét theo sang ché duoc sir dung dé
diéu tri hogic ngin ngira tinh trang bénh ly c6 nguyén nhén lién quan to1 hoat tinh JAK
bét thuong.

Theo céc khia canh khéc, sang ché d& xuét phuong phap tbng hop hop chit theo
sang ché, biang con dudng va quy trinh tdng hop tuong Umg dugc md ta dudi day.

Do d6, muc dich chinh ctia sang ché 1a d& xuét hop chit mdi, ma c6 thé bién ddi
hoat tinh ctia JAK va vi thé ngén ngira hodc didu tri bénh bét k¥ ¢6 thé c6 nguyén nhén
lién quan. Theo mét khia canh cu thé, hop chét theo sang ché didu bién hoat tinh cta
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JAK1 va JAK2.

Muc dich khac cta sang ché 1a dé xuét hop chit ¢6 thé diéu tri hodc 1am thuyén
giam bénh hoic triéu chimg ctia bénh, nhu tinh trang bénh ly viém, bénh tu mién, bénh
ting sinh, bénh thai ghép, bénh lién quan dén su suy giam kha nang tai tao sun, di tat
sun bdm sinh, va bénh lién quan dén viéc tang tiét IL6, c6 thé lién quan t6i hoat tinh

cua JAK, cu thé 1a JAK1 va JAK2.

Mot muc dich khéac cua sang ché 1a d& xuit dugc phém c6 thé duoc st dung dé
diéu tri hodc ngin ngira nhiéu tinh trang bénh 1y, bao gém bénh lién quan dén hoat tinh
JAK nhu tinh trang bénh ly viém, bénh tu mién, bénh ting sinh, bénh thai ghép, bénh
lién quan dén sy suy gidm kha nang tai tao sun, di tat syn bim sinh, va bénh lién quan
dén viéc tang tiét IL6. Theo phuong 4n cu thé, bénh nay lién quan dén hoat tinh cua
JAK1 va JAK2.

Céac muc dich va wu diém khac s& trd nén hién nhién déi v6i ngudi ¢6 hicu biét
trung binh vé linh vuc lién quan dya trén viéc xem x€t phan mo ta chi tiét dudi day.
MG ta chi tiét sing ché
Céc dinh nghia

Céc dinh nghia dudi day duogc du dinh dé c6 nghia nhu dugc néu dudi day va

hitu dung gitp hiéu phin md ta va pham vi dugc dy dinh clia sing ché.

Khi mb ta sang ché, c6 thé bao gdm hop chét, dugc phim chira hop chét nay va
phuong phéap sir dung hop chét va dugc phim nay, cac thudt ngit sau, néu c6 mat, co
nghia nhu sau trlr khi ¢6 quy dinh khéac. Nén hiéu ring khi dugc mo ta ¢ day, cac gbc
bat ky duoc xac dinh dudi ddy c6 thé dugc thé bing nhicu phén tir thé, va cac dinh
nghia twong tmg duoc du dinh @ bao gdm cac gbe duge thé nhu vay trong pham vi
ctia chung nhu duge néu dudi day. Trur khi c6 quy dinh khéc, thuat ngit ‘dugc thé’ 1a
nhu duoc xac dinh dudi day. Nén hiéu ring thuit nglt ‘nhém’ va ‘gbc’ ¢ thé duge

dung thay thé cho nhau khi dugc st dung ¢ déy.

Dang s6 it ding dé chi mét hodc nhiéu hon mot (tic 1a it nhét 14 mot). Vi du
“chr?'_lt tuong tu” dung d& chi mot chit twong ty hodc nhiéu hon mot chét tuong tu.

Nhu duge st dung trong bin mé ta nay, thuat ngit ‘JAK’ ding d8 chi ho Janus

kinaza (JAK) 1a tyrosin kinaza & t& bao chit ma truyén tin hiéu xytokin tir thu thé



26137

mang dén céc yéu t phién ma STAT. Bén thanh vién thudc ho JAK 1a JAK1, JAK2,
JAK3 va TYK?2 va thuit ngit JAK c6 thé dung dé chi toan bd céc thanh vién thudc ho
JAK hoic mot hodc nhiéu thanh vién thuéc ho JAK nhu trong pham vi cia ph?m mo
ta.

‘Dugc dung’ c6 nghia la dugc phé chuin hodc dugc chip nhin bdi co quan
didu hanh lién bang hodc co quan chinh pht hodc cic co quan twong Ung & céc qubc
gia khac ngoai M§, hodc duoc ligt ké trong dugc dién M§ hodic cac dugce dién dugc

chép nhén rong rai khac dé st dung cho dong vét, va cu thé hon 13 ngudi.

‘Mubi dugc dung’ ding dé chi mudi ctia hop chét theo sing ché 13 dugc dung
va mang hoat tinh dugc ly mong mudn coa hop chét gbe. Cu thé, cac mubi nay 1a
khong doc, co thé 12 mubi cong axit vd co hodc hitu co va mudi cong bazo. Cu thé,
cac mudi niy bao gbm: (1) mudi cong axit, duge tao thanh véi axit vo co nhu axit
clohydric, axit bromhydric, axit sulfuric, axit nitric, axit phosphoric, va dang tuong tu;
hodc dugc tao thanh véi axit hitu co nhur axit axetic, axit propionic, axit hexanoic, axit
xyclopentanpropionic, axit glycolic, axit pyruvic, axit lactic, axit malonic, axit
sucxinic, axit malic, axit maleic, axit fumaric, axit tartric, axit xitric, axit benzoic, axit
3-(4-hydroxybenzoyl) benzoic, axit xinnamic, axit mandelic, axit metansulfonic, axit
etansulfonic, axit 1,2-etan-disulfonic, axit 2-hydroxyetansulfonic, axit benzensulfonic,
axit 4-clobenzensulfonic, axit 2-naphtalensulfonic, axit 4-toluensulfonic, axit
camphorsulfonic, axit 4-metylbixyclo[2,2,2]-oct-2-en-1-carboxylic, axit
glucoheptonic, axit 3-phenylpropionic, axit trimetylaxetic, axit tert-butylaxetic, axit
lauryl sulfuric, axit gluconic, axit glutamic, axit hydroxynaphtoic, axit salixylic, axit
stearic, axit muconic, va dang tuong tu; hodc (2) mubi dugc tao ra khi proton c6 tinh
axit c6 mit trong hop chét gbc hoic dugc thay thé bang ion kim loai, vi du ion kim
loai kiém, ‘ion kiém thd, hodc ion nhdm; hodc két hop v6i bazo hitu co nhu
etanolamin, dietanolamin, trietanolamin, N-metylglucamin va dang twong tu. Cac
mubi con bao gém, vi duy, natri, kali, canxi, magie, amoni, tetraalkylamoni, va dang
tuong tu; va khi hop chét chira nhém chirc bazo, mudi cia axit hitu co hodc axit vo co
khong ddc, nhu hydroclorua, hydrobromua, tartrat, mesylat, axetat, maleat, oxalat va
dang twong ty. Thuat ngit ‘cation dugc dung” dung @& chi ion trai ddu cation chép

nhén duoc ctia nhém chirc axit. Cac cation duoc lay lam vi dy 13 natri, kali, canxi,
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magie, amoni, cation tetraalkylamoni, va dang tuong tu.

‘Chét dn thuéc duoc dung’ ding d& chi chét pha lodng, chit b trg, t& duge

hodc chét mang dugc dung véi hop chét theo séng ché.

‘Solvat’ ding dé chi dang ctia hop chét két hop voi dung mdi, thuong 1a bing
phan tmg dung moi phan. Su li€n két vat 1y nay bao gdm lién két hydro. Dung mdi
thong thudng bao gdm nudc, etanol, axit axetic va dang twong tu. Hop chit theo sang
ché c6 thé duogc diéu ché, vi du, & dang tinh thé va c6 thé duoc solvat hoéa ho#c hydrat
hoa. Céc solvat thich hop bao gém solvat dugc dung, nhu hydrat, va con bao gdm
solvat c6 hé sb ty luong va solvat khong c6 hé s6 ty luong. Trong mot sd trudng hop
nhét dinh, solvat c6 kha ning phan 1ap, vi du khi mot hogc nhiéu phén tir dung mdi
dwoc két hop trong ludi tinh thé cta tinh thé rin. ‘Solvat’ gdm pha dung dich va
solvat c6 kha ning phén lap. Cac solvat dién hinh bao gdém hydrat, etanolat va

metanolat.

‘Poi tuwong’ bao Odm ngudi. Thuit ngit ‘ngudi’, ‘bénh nhan’ va ‘361 tuong’
g d g : 0

duoc st dung thay thé cho nhau & day.

‘Lugng cho tac dung diéu tri bénh’ nghia 13 lugng hop chét, khi dugc dung cho
d6i tuong dé diu tri bénh, da dé co tac dung diéu tri bénh. ‘Lugng cho tac dung didu
tri bénh’ c6 thé khac nhau phy thudc vao hop chét, bénh va mitc d0 nghiém trong, tudi
tac, cAn n@ng, v.v.., cua dbi twong can dugc didu tri.

‘Ng#in ngira’ hodc ‘viéc ngén nglra’ dung dé chi viéc 1am giam nguy co méc
phai hodc su phat trién cua bénh hoic r6i loan (tic 13, khién cho it nhit mot trong s
cac triéu ching 1am sang cta bénh khong phat trién & déi twong ma c6 thé tiép xtc véi

tac nhan gy bénh, hodc c6 kha ning méc bénh trude khi bénh khdi phat).

Thuat ngit ‘phong nglra’ lién quan téi ‘viéc ngin nglra’, va ding dé chi bién
phap hodc quy trinh ma muc dich cta n6 1a dé ngin ngira, chit khong phai la diéu tri
hoic chita bénh. Vi du khong gidi han vé bién phap phong ngira cd thé bao gbm viéc
ding vacxin; dung heparin ¢é trong lugng phan tir thip cho bénh nhén nim vién c6
nguy co bi chimg huyét khéi, vi dy, do khong di chuyén; va sir dung chét chdng st rét
nhu cloroquin, trudc khi dén thim cac ving dia ly ma tai 46 bénh sbt rét 1a dic hiru

hodc ¢ nguy co cao mac phai bénh sot rét.

-10-



26137

‘Diéu tri’ hodc ‘viée didu tri’ bénh hoic r6i loan bt ky, theo mdt phuong an,
dé chi viéc 1am gidm bénh hodc r6i loan (tirc 12 kim ham bénh hodc 1am giam su biéu
hién, mrc d0 ho#c tinh nghiém trong cua it nhét mot trong sb cac triéu ching 1am
sang cua ching). Theo mdt phuong 4n khac, ‘didu tri” hodc ‘viéc diéu tri’ ding d chi
viéc lam giam it nhit mot thong sé vat 1y, ma c6 thé khong thé nhan bit boi dbi
tuong. Theo mdt phuong 4n khac, ‘diéu tri> hodc ‘viec didu tri’ ding dé chi viée diéu
bién bénh hoic rdi loan, vé mit vat ly, (vi dy, dn dinh cac triéu ching c6 thé nhan
biét), vé& mat sinh ly, (vi du, én dinh cac thong s6 vat 1y), hodc ca hai. Theo mot
phuong an khac, ‘diéu tri’ hoic ‘viéc diu tri’ ding dé chi viéc 1am cham su tién trién
cua bénh.

Nhu duge st dung trong ban mo ta ndy, thut ngit ‘(cac) tinh trang bénh ly
viem’ dung dé chi nhém gdm céc tinh trang bénh 1y bao gdm, bénh viém da khop
dang thép, bénh viém xwong khép, bénh viém khép tu phat vi thanh nién, bénh vay
nén, bénh di tng dudng thd (vi du, bénh hen, viém miii), bénh viém ru6t (vi dy, bénh
Crohn, bénh viém rudt két), tinh trang bénh 1y do ndi doc t6 gdy ra (vi dy, bién ching
sau phiu thuat bic cAu hoic trang thai ndi doc t6 man tinh gop phan giy ra vi du suy
tim man tinh), va céc bénh lién quan dén sun, nhu bénh lién quan dén khadp. Céc thuét
ngtt cu thé nhu bénh viém da khép dang thép, bénh viém xuong khép, bénh di ing

duong thd (vi dy, bénh hen) va bénh viém rudt.

Nhu duge st dung trong ban md ta ndy, thuat ngit ‘(cac) bénh tir mién’ ding dé
chi nhém bénh bao gdm bénh tic nghén dudng thd, bao gbm céc tinh trang bénh ly
nhu COPD, bénh hen (vi du, bénh hen néi sinh, bénh hen ngoai sinh, bénh hen do bui,
bénh hen suyén) cu thé 12 bénh hen man tinh hodc lau ndm (vi du, bénh hen dap ung
mudn va qua min dudng thd), ching viém phé quan, bao gdm bénh hen phé quan,
bénh luput ban d6 toan than (SLE), bénh da xo cimg, bénh dai thao duong tuyp I va
bién chung lién quan dén ching, bénh eczema di ing (bénh viém da di ung), bénh
viém da tiép xtic va bénh viém da cham, bénh viém rudt (vi dy, bénh Crohn va bénh
viém rudt két man loét), bénh xo vita dong mach va bénh xo cung cdt bén teo co. Cu
thé 1a thuat nglt ndy ding dé chi COPD, bénh hen, bénh luput ban do6 toan thén, bénh
dai thao dudng tuyp I va bénh viém rudt.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta ndy, thudt ngit “(cac) bénh ting sinh” chi
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céc tinh trang bénh ly nhu bénh ung thu (vi dy, sacom co tron tir cung hodc bénh ung
thu tuyén tién liét), 181 loan ting sinh tiy (vi dy, bénh da héng ciu, ting tiéu clu tién
phat va chimg xo hoa tiy xuong), bénh bach ciu (vi du, bénh bach ciu tay bao cép
tinh va bénh bach ciu nguyén bao lymphd cAp tinh), da u tuy, bénh vay nén, chimg téi
phét hep (van tim), viém ctmg bi hodc ching xo héa. Cu thé, cac thuat ngit ndy dung

@& chi bénh ung thu, bénh bach ciu, da u tuy va bénh vy nén.

Nhu dugc str dung trong ban md ta nay, thuat ngtt ‘bénh ung thu’ dung dé chi
su phaét trién cia céc t€ bao 4c tinh hogc lanh tinh trong da hodc trong cac co quan cua
co thé, vi du nhung khong giéi han &, vi, tuyén tién liét, phéi, than, tuy, da day hodc
rudt. Bénh ung thu ¢6 xu hudng thim nhiém sang m6 14n cn va xdm 14n (di cin) dén
cac co quan O xa, vi du xuong, gan, phéi hoic nfo. Nhu dugce st dung trong ban md ta
ndy, thuit ngit bénh ung thu bao gdm céc loai té bao khéi u di cin, nhu, nhung khong
gidi han 6, u héc séc tb, u bach huyét, bénh ung thu bach cAu, sacdm té bao soi, bénh
sacom co van, va u té bao bén va céc loai caxindm md, vi du, nhung khong gi6i han
&, bénh ung thu truc trémg-két trang, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu phéi té
bio nho va bénh ung thu phdi khong t& bio nho, bénh ung thu vi, bénh ung thu tuy,
bénh ung thu bang quang, bénh ung thu than, bénh ung thu da day, u nguyén bao xdp,
bénh ung thu gan nguyén phat, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu tuyén tién liet

va sacOm co tron tir cung.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thudt ngt ‘bénh bach cdu’ ding dé chi
bénh khéi u mau va co quan tao mau. Céac benh nay c6 thé gay ra & tlly xuong va rbi
loan chitc nang hé mi&n dich, 1am cho ddi tuong rét mn cam voi sy nhidm khuén va
chay mau. Cu thé, thuat ngit bénh bach cu duoc ding dé chi bénh bach ciu tay bao
chp tinh (AML) va bénh bach cdu nguyén bao lymph cép tinh (ALL).

Nhu duoc st dung trong ban md ta ndy, thudt ngit ‘bénh thai ghép’ dung dé chi
su dao thai cép tinh hodc man tinh céc té bao, mé hoic cadc manh ghép cung hodc khac
loai co quan ran, vi du dao tuy, cac t& bao mam, tiy xuong, da, co, md sing, mo
noron, tim, phéi, tim-phéi két hop, than, gan, rudt, tuy, khi quan hodc thuc quan, hodc

bénh manh ghép chdng lai vét chu.

Nhu duge sit dung trong ban md ta nay, thuat ngit ‘bénh lién quan dén sy suy

giam kha ning tai tao sun’ bao gém c4c tinh trang bénh ly nhu bénh viém xuong
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khép, bénh viém khép vay nén, bénh viém da khép dang thap vi thanh nién, bénh
khép Gut, bénh khop nhiém tring hodc 1ay nhiém, bénh khép phan tmg, ching loan
dudng phan xa thin kinh giao cam, ching dau loan dudng, hdi ching Tietze hodc
bénh viém sun sudn, bénh dau co, bénh viém sun xuong, bénh viém khép do nguyén
nhén than kinh hoic thudc bénh than kinh, bénh khép, dang cuc bd cua bénh khép
nhu viém day than kinh thi giac do bénh viém xwong khop, bénh Mseleni va bénh
Handigodu; tho4i héa do bénh dau co, bénh luput ban do toéﬁ than, bénh cing da va
bénh viém cung khop dbt séng.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit ‘(céc) di tat sun bam sinh’
bao gém céc tinh trang bénh ly nhu bénh hiy sun di truyén, bénh loan san syn va bénh
loan san gia sun, cu thé, nhung khong gi6i han &, tit tai nho, tat khong tai ngoai, bénh

loan san sun phan tdn xuong, va céc roi loan lién quan.

Nhu duge st dung trong ban mé ta ndy, thudt ngit ‘(cac) bénh li€n quan dén
vi€c tang tiét IL6’ bao gém c4c tinh trang bénh 1y nhu bénh Castleman, da u tuy, bénh

vy nén, sacom Kaposi va/hodc bénh viém cau thdn mang tang sinh.

‘Hop chét theo sang ché’, va dang twong duong, bao gdm hop chét c6 cong
thirc nhu dugc néu ¢ day, bao g<‘3m mubi dugc dung va solvat, vi du hydrat, va solvat
ctia mudi dugc dung trong pham vi cho phép. Tuong ty, khi d& cap dén cac san phdm
trung gian, c6 thé dugc bao hd hodc khong, bao gdm mubi, va solvat clia ching, trong

pham vi cho phép.

D3n xuét khic ctia hop chét theo séng ché c6 hoat tinh & ca dang axit va din
xudt axit cua chung, nhung dang nhay axit thudng c6 uu diém hon vé kha ning hoa
tan, d6 twong hop md, hojc giai phong chidm ¢ dong vét co vi (xem Bundgard, H.,

Design of Prodrugs, pp. 7-9, 21-24, Elsevier, Amsterdam 1985).

Nhu duoc sit dung trong ban md ta ndy, thudt ngit ‘bién thé ddng vi’ ding dé
chi hop chét c6 chira ty 18 khong c6 trong tw nhién ctia chét dong vi & mdt hodc nhiéu
nguyén tir cAu thanh nén hop chét nay. Vi dy, ‘bién thé ddng vi’ cia mot hop chét c6
thé c6 chtra mot hodc nhidu chit ddng vi khong phong xa, nhu vi dy, doteri (*H hodc
D), cacbon 13 (**C), nito 15 (*°N), hodc dang tuong tw. Nén hiéu 14 trong hop chét néu
viéc thay thé déng vi duge thuc hién, cic nguyén tir sau, néu c6 mit, ¢ thé khac

nhau, sao cho vi dy, hydro bt ky c6 thé 1a 2H/D, cacbon bat ky c6 thé 1a 1*C, hodc
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nito bt ky c6 thé 1a N, va sy c6 mat va sy thay thé céc nguyén tir nay c6 thé dugc
xéc dinh boi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc lién quan. Tuong ty, sing ché
c6 thé bao gdm viéc didu ché cac bién thé ddng vi bing chat ddng vi phéng xa, vi du,
khi hop chét tao thanh c6 thé dwoc st dung 1am thudc va/hodc nghién ctru sy phén bd
mé co chit. Chit ddng vi phong xa triti, tirc 12 3H, va cacbon 14, tirc 1a 1*C, dc biét
htu dung cho muc dich nay do chuing d& dang két hop va d& phét hién. Ngoai ra, hop
chit nay c6 thé dugc diéu ché sao cho duoc thé bai chit ddng vi phat xa pozitron, nhu
11, 18F, 150 va BN, va c6 thé hitu dung trong thir nghiém chup anh cit 16p nho phat
xa pozitron (Positron Emission Topography - PET) 8 x4c dinh su chiém gitt thy thé

co chét.

T4t ca cac bién thé ddng vi clia cac hogp chat dugc néu trong ban md ta nay,

phong xa hodc khong, dugc ding dé bao gbém trong pham vi cta sing ché.

‘Chét hd bién’ ding dé chi hop chit c6 cac dang thay thé cho nhau clia chu tric
hop chét cu thé, va khéc nhau vé su dich chuyén ctia cac nguyén tir hydro va electron.
Nhu vay, hai cdu tric c6 thé 13 twong duwong thong qua sy chuyén dich clia electron =
va nguyén tir (thuong 1& H). Vi duy, enol va keton la chét hd bién do ching nhanh
chéng dugc chuyén hoéa 14n nhau khi duoc xtt ly béng axit hoic bazo. Vi du khac vé
chit h3 bién 1a dang aci- va nitro- cia phenylnitrometan, tuong tw dugc tao thanh

bing cach xu ly véi axit hodc bazo.

Dang chét hd bién c6 thé lién quan dén viéc dat dugc hoat tinh héa hoc va hoat

tinh sinh hoc t8i wu ctia hop chit duge quan tam.
Hop chét

Sang ché dua trén viéc phat hién ring hop chit theo sang ché 1a chét trc ché
JAK va hitu ich dé didu tri tinh trang bénh ly viém, bénh tw mién, bénh ting sinh, bénh
thai ghép, bénh lién quan dén sy suy giam kha nang tai tao sun, di tat syn bim sinh, va
bénh lién quan dn viée ting tiét IL6. Sang ché con dé cap dén phuong phap san xuéit
hop chit nay, dugc phim chtta hop chit nay va hop chit nay dugc sir dung dé diéu tri
tinh trang bénh ly viém, bénh tu mién, bénh ting sinh, bénh thai ghép, bénh lién quan
dén su suy giam kha ning tai tao sun, di tat sun bam sinh, va bénh lién quan dén viéc
tang tiét IL6 bing cach st dung hop chét theo sang ché. Theo phuong 4n cu thé, hop
chit theo sang ché 1a chét trc ché JAK1 va JAK2.
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Do d6, theo khia canh tht nhat, sang ché d& xuét hop chit c6 cong thuc (I):

= N
»>—NH
\H~“/ ﬁ q
0

%0
0

Theo mdt phuong an, hop chat theo sang ché khong phai 1a bién thé ddng vi.

Hop chét theo sang ché 13 chét tc ché JAK méi. Cu thé, hop chét nay la chét trc
ché hoat luc ciia JAK1 va JAK2, tuy nhién né ciing G ché ca TYK2 va JAK3 c6 hoat
Iuc thip hon.

Hop chét theo sang ché ¢6 hoat luc in vivo duge cai thién dang ké. Viée cai
thién nay 1a dic biét va ngac nghién hon thdm chi véi cac hop chét tuong tu vé chu
trac. Viéc st dung hop chét c6 hoat luc dugc cai thién nay c6 thé din dén yéu ciu lidu

lwong thip hon (va do vdy ché 6 lidu 1uqﬁg dugc cai thién).
Dugc phdm

Khi duoc sir dung 1am dugc phim, hop cht theo séng ché thuong dugc ding
duéi dang dwoc phim. Dugce phim nay c6 thé dugc bao ché theo cach di biét trong
linh vuc dugce phém va bao gém it nhat mot hop chét c6 hoat tinh. N6i chung, hop chét
theo séng ché dugc dung véi lugng cho hiéu qua diéu tri bénh. Luong hop chét dugc
dung trong thuc té thuong dugc xé4c dinh boi bac si, dya trén truong hop cu thé, bao
gém tinh trang bénh ly cin duogc diéu tri, duong dung dugc chon, hop chét thuc &
duoc dung, tudi tac, can ning, va kha nang dap tmg cia bénh nhén cy thé, mic do
nghiém trong cla triéu chimg & bénh nhén va yéu t twong tu.

Dugc phim theo séng ché co thé duge dung qua nhiéu dudng dung bao gdm
duong miéng, truc trang, qua da, dudi da, trong khép, trong tinh mach, trong co va
trong miii. Phy thudc vao dudng dung du dinh, t6t hon néu hop chét theo sang ché
duge bao ché & dang ché phdm ding d8 tiem hodc ché phdm ding qua dudng miéng

hoic thudc m&, nhu thube xtrc ngoai da hogc cao dén dé dung qua da.

Ché phim dé sir dung qua dudng miéng c6 thé 13 dang dung dich long luong
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16m, hodc hén dich hodc bot Iugng 16n. Tuy nhién, thong thudng hon, ché phém theo
sang ché ¢ dang lidu don vi d& hd tro viéc dinh liéu chinh x4c. Thuat ngit ‘dang lidu
don vi’ ding dé chi don vi roi rac v& mit vét 1y thich hop d& 1am lidu don nhét cho dbi
tuong 1a ngudi va dong vat cé vi khéc, mdi don vi ndy chta lugng xac dinh trudéc cua
nguyén liéu hoat tinh dugc tinh toan dé tao ra tac dung didu tri mong mudn, khi két
hop véi ta dugc, chit din thudc hodc chit mang thich hgp. Dang liéu don vi dién hinh
bao gdm ché phdm 1éng dugc nap sn trong 6ng tiém hodc xy lanh dinh liéu hogc vién
tron, vién nén, vién nang hogc dang twong tu trong truong hop ché phim rén. Trong
céc ché phdm nay, hop chét theo sang ché thuong 13 thanh phan nho (tir khoang 0,1%
dén khoang 50% trong luong hodc t6t hon 13 ndm trong khoang tr 1% dén khoang
40% trong luong) v6i phan con lai 1 chit din thudc hodc chit mang khac nhau va chit

hd tro xtr 1y hitu dung 2 tao thanh dang liéu lugng mong mudn.

Dang 1ong thich hop @& dung qua dudng miéng c6 thé bao gdm chét din thubc
chira nu6e hoic khong chira nude thich hop cing véi dung dich dém, chét tao hdn dich
v chét phén tan, chét tao mau, chét tao vi va dang tuong tu. Dang rén c6 thé bao gém,
vi duy, bit ky mot trong sb cac thanh phﬁn sau, hodc hop chét c6 ban chit tuong tu: chét
két dinh nhu xenluloza vi tinh thé, gbm tragacan hodc gelatin; td dugc nhu tinh bot
hoic lactoza, chét phan rd nhu axit alginic, Primogel, hodc tinh bot ngd; chit lam tron
nhu magie stearat; chét truot nhu silicon dioxit keo; chét 1am ngot nhu sucroza hodc

sacarin; hodc chét tao vi nhu bac ha, metyl salixilat, hodc chat tao vi cam.

Ché pham tiém dugc thudng dua trén nude mudi vo tring tiém duge hodc nudce
mubi dém phosphat khac hodc chét mang tiém duoc da biét trong linh vuc. Nhu néu
trén, hoat chét trong ché phim nay thuong 1 thanh phan phuy, chiém tir 0,05% dén

10% trong lugng voi phén con lai la chét mang tiém dugc va dang twong ty.

Ché phdm dung qua da thudng dugc bao ché duéi dang thuéc m& dung tai chd
hodc kem chira (c4c) hoat chét, thuong c¢6 mat voi luong ndm trong khoang tir 0,01%
dén khoang 20% trong luong, t6t hon 1 tir khoang 0,1% dén khoang 20% trong luong,
t6t hon 1a tir khoang 0,1% dén khoang 10% trong luong, va tdt hon nita 1 tir khoang
0,5% dén khoang 15% trong lugng. Khi duoc bao ché duéi dang thuéc md, hoat chét
thuong dugc két hop voi nén diu c6 thé tron 14n véi parafin hodc tron 14n véi nuéc.

Theo cach khac, hoat chit c6 thé duoc bao ché thanh dang kem cd, vi du nén kem dau
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trong nudc. Ché phdm ding qua da nay da biét rong rdi trong linh vyc lién quan va
thuomg bao gdm céc thanh phén bd sung d ting cudng su thdm thdu 6n dinh qua da
ctia hoat chat hodc ché phim. T4t ca cac ché phim ding qua da va cac thanh phén da

biét nay déu nidm trong pham vi clia sdng che.

Hop chét theo séng ché ciing c6 thé dugc ding bing dung cu qua da. Do do,
viéc dung qua da c6 thé bao gbm viéc st dung cao dan & dang mang x6p hogic mang

dic chira hoat chat hodc dang nén rén.

Thanh phin dugc mé t& trén diy d8 dung cho ché phdm ding qua dudng miéng,
c6 thé tiém dugc hodc dung tai chd chi 14 dai dién. Cac nguyén ligu khéc cling nhu quy
trinh bao ché va dang twong ty dugc néu trong phﬁn 8 cua tai liéu Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 17th edition, 1985, Mack Publishing Company, Easton,

Pennsylvania, dugc dua vao ddy bang cach vién dan.

Hop chét theo sang ché ciing c6 thé dugc ding & dang giai phong kéo dai hodc
tir hé phan phdi thube giai phong kéo dai. Viéc md ta cac nguyén liéu giai phong kéo
dai dién hinh c6 thé dugc tim thdy trong tai lifu Remington’s Pharmaceutical

Sciences.

Céc vi du ché phdm sau day minh hoa cho duoc phém dién hinh ma c6 thé duoc
didu ché theo sang ché. Tuy nhién, sang ché khong chi gi6i han & cac duge phim nay.
Ché phim 1 - Vién nén

Hop chét theo sang ché c6 thé dugc phdi tron dudi dang bot kho voi chit gin
két gelatin kho vdi ty 1€ trong luong xp xi 1a 1:2. Mot luong nhd magie stearat c6 thé
duoc bd sung vao 1am chit 1am tron. Hbn hop nay c6 thé dugc tao thanh vién nén 6
trong luong tir 240 dén 270mg (tr 80 dén 90mg hop chét amit hoat tinh trong mdi vién
nén) trong vién nén.

Ché phdm 2 - Vién nang

Hop chét theo sang ché c6 thé duoc phdi tron dudi dang bot khd véi chét pha

lodng tinh bdt voi ty 1€ trong luong xap xi 13 1:1. Hdn hop co thé dugc nap vao trong

vién nang 250mg (125mg hop chét amit hoat tinh trong mdi vién nang).

Ché phim 3 — Dang long
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Hop chét theo séng ché (125mg), c6 thé dugce phdi tron véi sucroza (1,75g) va
gdém xanthan (4mg) va hdn hop tao thanh ¢6 th8 duoc tron, rdi cho di qua sang cia My
mét ludi sd 10, va sau d6 duge tron véi dung dich xenluloza dang vi tinh thé da chuén
bi tir trudc va natri carboxymetyl xenluloza (11:89, 50mg) trong nudc. Natri benzoat
(10mg), chat tao vi, va chét tao mau c6 thé dugc pha lodng béng nudc va duge b sung
vao trong khi khudy. Sau d6, mdt lugng nude thich hop c6 thé dugc bd sung vao trong
khi khudy. Sau d6, mot lugng nudce thich hop nita c6 thé dugc bd sung vao & tao ra

tbng thé tich biang Sml.
Ché phim 4 - Vién nén

Hop chét theo sang ché ¢ thé duoc phéi tron dusi dang bot khd vei chit gin
két gelatin kho véi ty 18 trong luong xép xi 1a 1:2. Lugng nhé magie stearat c6 thé
duoc bd sung vao 1am chét 1am tron. Hbn hop nay c6 thé dugce tao thanh vién nén c6
trong lugng tir 450 dén 900mg (tir 150 dén 300mg hop chit amit hoat tinh) trong vién

nén.
Ché phdm 5 — Dang tiém

Hop chét theo sang ché ¢6 thé dugc hoa tan hodc dugce tao hdn dich trong moi
trudong dung dich nudc mudi vo tring duge dém, tiém dugc dé c6 ndng d6 xép xi bang

5mg/ml.
Ché phim 6 — Dang ding tai chd

Ruou stearylic (250g) va vazolin trdng (250g) c6 thé duoc lam tan chay ¢ nhiét
d5 khoang 75°C va sau d6 hdn hop gdm hop chét theo sang ché (50g) metylparaben
(0,25g), propylparaben (0,15g), natri lauryl sulfat (10g), va propylen glycol (120g)
duoc hoa tan trong nude (khoang 370g) co thé duoc bd sung vao va hdn hop thu duge
¢6 thé duoc khuéy cho dén khi né dong lai.

Cac phuong phap diéu tri

Hop chét theo sang ché c6 thé duogc str dung 1am cht tri liéu dé didu tri cac tinh
trang bénh ly & dong vét c6 vii ma c6 nguyén nhén lién quan dén hodc c6 thé do hoat
tinh bét thuong cia JAK. Cu thé, c4c tinh trang bénh ly nay lién quan téi hoat tinh bét
thliémg cua JAK1 va/hodc JAK2. Do d6, hop chét va duoc phim theo sang ché c6 thé

st %h_mg lam chét tri liéu d8 ngin nglra va/hodc diéu tri tinh trang bénh ly viém, bénh
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tw mién, bénh ting sinh, bénh thai ghép, bénh li€n quan dén sy suy giam kba ning tai
tao sun, di tat sun bAm sinh, va bénh lién quan dén viéc ting tiét IL6 & dong vat c6 va

bao gom nguoi.

Céc phuong phap khéc cua khia canh didu tri, sang ché mo ta phuong phap didu
tri cho dong vat c6 v man cam hbac bi dau dc'rh boi tinh trang bénh ly viém. Céc
phuong phap nay bao gdm budc dung lugng hitu hi¢u clia mot hodc nhiéu ditqc phim
hodc hop chit theo sang ché & day d& ngan ngira hodc didu tri tinh trang bénh ly da
néu. Theo phuong an cu thé, tinh trang bénh ly viém dugc chon tir nhom bao gém
bénh viém da khdp dang thip, bénh viém xuong khop, bénh di img duong thd (vi duy,

bénh hen) va bénh viém rudt.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @ xuét hop chit theo sang ché duoc s
dung @& diéu tri, ngdn ngira hogc phong ngira tinh trang bénh ly viém. Theo phuong an
cu thé, tinh trang bénh ly viém dugc chon tir bénh viém da khép dang thép, bénh viém
xuong khép, bénh di img duong the (vi du, bénh hen) va bénh viém rudt.

Céc phuirong phap khéc ctia khia canh diéu tri, sang ché mo ta cac phuong phap
diéu tri cho dong vat c6 vu man cam hodc bi dau dén boi bénh ty mién. Cac phuong
phap nay bao gém budc ding mdt lwong hitu hi¢u cua mot hogc nhiéu dugc phém
hoac hop chét theo sang ché @& ngan ngira hodc didu tri cac tinh trang bénh Iy néu trén.
Theo phuong an cu thé, bénh ty mién duoc chon tir COPD, bénh hen, bénh luput ban
d6 toan than, bénh dai thao dudng tuyp I va bénh viém rudt.

Theo mot khia canh khac, sang ché @& xuit hop chit duogc st dung dé didu tri,
ngin nglra hoic phong ngira bénh ty mién. Theo phuong 4n cy thé, bénh ty mién dugc
chon tir COPD, bénh hen, bénh luput ban dd toan than, bénh dai thdo duong tuyp I va
bénh viém rudt.

Theo phuong phép khéc cua khia canh diéu tri, sang ché mé ta phuong phap
diéu tri cho dong vat c6 vi man cam hodic bi dau dén boi bénh ting sinh, cu thé 1a
bénh ung thu (vi du, cac Kkhéi u rin nhu sacdm co tron tir cung hodc bénh ung thu
tuyén tién liét), bénh bach cAu (vi du, AML hodc ALL), da u tuy vi/hogic bénh vay
nén.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuét hop chét theo sang ché dugc st
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dung dé diéu tri, ngin ngira hodc phong ngira bénh téng sinh, cu thé 14 bénh ung thu
(vi dy, céac khéi u rin nhu sacom co tron tit cung hodc bénh ung thu tuyén tién liét),

bénh bach cdu (vi du, AML hoic ALL), da u tuy va/hofic bénh vay nén.

Theo phuong phap khéc cia khia canh didu tri, sang ché mo ta phuong phép
diéu tri cho dong vat c6 va mAn cam hodc bi dau dén bai bénh thai ghép. Theo phuong

4n cu th8, sang ché mo ta phuong phép diéu tri chimng thai ghép co quan.

Theo mot khia canh khéc, sang ché @ xuét hop chét theo sang ché duoc st
dung dé diéu tri, ngén ngira hodc phong nglra bénh thai ghép. Theo phuong an cu thé,

sang ché md ta cac phuong phéap diéu tri chung thai ghép co quan.

Theo mot phuong phap cua khia canh didu tri, sang ché mo ta phuong phap
didu tri, ngin ngira hodc phong nglra cho dong vat ¢6 v min cam ho#c bi dau dén boi
bénh lién quan dén sy suy giam kha ning tai tao sun, ma phuong phép n2y bao gdm
budc dung luong cho tac dung diéu tri bénh ctia hgp chit theo sang ché, hoic mot hodc

nhiéu dugc pham dugc mo ta & day.

Theo mot khia canh khdc, sang ché @& xuét hop chét theo sang ché dugc st
dung dé diéu tri, ngdn ngira hodc phong ngira bénh lién quan dén sy suy giam kha

néang tai tao sun.

Sang ché con md ta phwong phép diéu tri di tat sun bim sinh, ma phuong phép
ndy bao gém budc ding lugng hitu hiéu ciia mét hodc nhiéu duoc phém hodc hop chét
theo sang ché duge md ta ¢ day.

Theo mot khia canh khéac, sang ché dé xuét hop chét theo sang ché sir dung dé
didu tri, ngin nglra hodc phong nglra di tat sun bam sinh.

Theo phuong phap khac cta khia canh didu tri, sang ché mo t& phwong phip
diéu tri cho dong vat co vi man cam hozc bi dau doén bdi bénh li€n quan dén su ting
tiét IL6, cu thé 12 bénh Castleman hozc bénh viém cAu thdn mang ting sinh.

Theo mot khia canh khéc, séng ché @& xuét hop chit theo séng ché duoc sir
dung dé diéu tri, ngin nglra hodc diéu tri du phong bénh lién quan dén su ting tiét IL6,
cu thé 13 bénh Castleman ho#c bénh viém cAu thin mang tang sinh.

Theo khia canh khéc, sing ché @ xuét hop chit theo sang ché duoc st dung

lam duoc phém cu thé 13 dé diéu tri hodc ngan nglra cic tinh trang bénh ly va bénh n€u
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trén. Sang ché cling mo ta viéc sir dung hop chat theo sang ché @8 san xuit thudc diéu

tri ho#c ngén nglra mot trong sb cac tinh trang bénh ly va bénh néu trén.

Mot ché dd cu thé cta phuong phép theo sang ché gbém viéc cho d6i tuong bi
méc bénh lién quan dén viém, ding mét lwong hiru higu cta hop chit theo sang ché
trong khoang thoi gian du dé giam muc do viém cua d6i tuong, va tot hon 1a két thuc
qua trinh gy viém nay. Phuong an cy thé cta phuong phép nay bao gdm budc cho d6i
twong bénh nhén bi méc hodc ¢b thé mic bénh viém da khop dang thép dung luong
hitu hiéu cta hop chét theo séang ché, trong khoang thoi gian du dé giam hoic ngin
ngira, lan luot, bénh viém trong khép cia bénh nhan, va tdt hon 12 két thic qué trinh
gdy viém nay.

Mot ché d6 cu thé khac clia phuong phép theo sdng ché gbébm budc cho di
tuong bi méc tinh trang bénh 1y dugc ddc trung bdi sy thoai hoéa khép hodc sun (vi du,
bénh viém da khop dang thép va/hodc bénh viém xwong khép) ding mot lwong hitu
hidu ctia hop chét theo sang ché trong khoang thoi gian di dé giam va tdt hon 12 két
thiic qua trinh ty duy tri gdy ra sy thodi héa nay. Phuong 4n cu thé cta phuong phéap
nay bao gdm budc cho bénh nhan bi méc hodc d& mic bénh viém xuong khép, dung
lugng hitu hi¢u cta hop chit theo sang ché, trong khoang thoi gian du aé giém hodc
ngdn ngira, 1an lugt, qué trinh thoai héa syn trong khép ctia bénh nhén, va t6t hon 13
két thic qué trinh ty duy tri gy ra su thodi hoa nay. Hop chét theo phuong an cu thé

c6 thé thé hién dic tinh ddng héa va/hodc chdng di héa syn.

Liu luong tiém nim trong khoang tir 0,1mg/kg/gid dén it nhat 10mg/kg/gid,
trong thoi gian tir khoang 1 dén khoang 120 gidr va cu thé 1a tir 24 dén 96 gid. Lidu
tiém 16n nap sin ndm trong khoang tir 0,1mg/kg dén khoang 10mg/kg hodc 16n hon
cling c¢6 thé dugc ding @ dat duoc néng do & trang thai san sang c6 du. Téng lidu
luong t6i da khong vuot qua khoang 2g/ngdy cho bénh nhén ¢6 can ning tir 40 dén
80kg.

Dé ngin nglra va/hodc didu tri cac tinh trang bénh ly trong thoi gian dai, nhu
céc tinh trang bénh 1y thodi héa, ché do didu tri thudng keéo dai tir vai thing dén vai
nim nén liéu luong dung qua dudng miéng dugc uu tién dé cho thuén tién va pht hop
voi sy dung nap cua bénh nhan. Véi lidu luong ding qua duong miéng, tir mot dén

nam va cu thé 14 tir hai dén bén va thuong ba lidu ding qua duong miéng mdi ngdy 12
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ché do tiéu biéu. Bang cach sir dung cac kiéu lidu luong nay, thi mdi liéu cung cép tir
khoéang 0,01 dén khoang 20mg/kg hop chat theo séng ché, vai lidu cu thé cung cép tr
khoang 0,1 dén khoang 10mg/kg va cu thé 1a khoang 1 dén khoang Smg/kg.

Liéu dung qua da thuong dugc chon d8 tao ra ndng @6 trong méau thip hon hoic

twong duong véi ndng do dat dugc khi sir dung lidu.

Khi duoc st dung dé ngin ngira sy khoi phat cla tinh trang bénh ly viém, hop
chét theo sang ché s& dugc dung cho bénh nhén c6 nguy co phat trién tinh trang bénh
Iy, thuong khi duge khuyén dung va dudi sy gidm sat cla bac s, & ndng @6 liéu luong
dugce néu trén. Bénh nhén c6 nguy co phét trién tinh trang bénh ly cﬁ thé ndi chung
bao g(‘Sm cac bénh nhan co tidn sit mic bénh trong gia dinh, hodc bénh nhan duge nhén
dién bing cach thir nghiém hogc sang loc di truyén 1a dic biét dé c6 kha niing méc
bénh.

Hop chét theo sang ché c6 thé dugce dung lam hoat chét duy nhat hodc c6 thé
dugc dung két hop voi chét trj liéu khac, bao gdm céc hop chét khac ma ching minh
¢0 hoat tinh didu tri giéng hodc tuong tu, va duge xac dinh la an toan va cé hiéu qua
khi duge dung két hop. Theo phuong 4n cu thé, ding ddng thoi hai (hodc nhiéu) chit
cho phép giam dang ké lidu lwong cta mdi chét khi st dung, nhd d6 giam tac dung

phu.

Theo mdt phuong an, hop chit theo sang ché dugc dung dbng thoi cing voi
chét tri lidu khac dé diéu tri va/hodc ngin ngira bénh lién quan dén viem; cac chit cu
thé bao gdm, nhung khong gi6i han &, chit diéu hoa mién dich vi du azathioprin,
corticosteroit (vi du, prednisolon hogc dexametason), xyclophosphamit, xyclosporin
A, tacrolimus, Mycophenolat Mofetil, muromonab-CD3  (OKT3, vi du,

Orthocolone®), ATG, aspirin, axetaminophen, ibuprofen, naproxen, va piroxicam.

Theo mdt phuong an, hop chét theo sang ché dugc dung ddng thoi voi chét tri
liéu khac d8 didu tri vd/hodic ngin ngira bénh khép (vi dy, bénh viém da khép dang
thp); chat cu thé bao gém, nhung khong gidi han & thudc giam dau, thudc chéng viem
khong steroit (NSAIDS), steroit, DMARDS téng hop (vi du, nhung khong gi6i han ¢,
metotrexat, leflunomit, sulfasalazin, auranofin, natri aurothiomalat, penixilamin,
cloroquin, hydroxycloroquin, azathioprin, va ciclosporin), va DMARDS sinh hoc (vi

du, nhung khong giéi han ¢, Infliximab, Etanercept, Adalimumab, Rituximab, va
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Abatacept).

Theo mot phuong 4n, hop chét theo sang ché dugc dung dong thoi véi chit tri
lidu khac @& diéu tri va/hodc ngan ngira rdi loan ting sinh; céc chét cu thé bao gdm,
nhung khong giéi han &: metotrexat, leukovorin, adriamyxin, prenison, bleomyxin,
xyclophosphamit, 5-floraxil, paclitaxel, doxetaxel, vincristin, vinblastin, vinorelbin,
doxorubixin, tamoxifen, toremifen, megestrol axetat, anastrozol, goserelin, khang thé
don dong khéang HER2 (vi dy, Herceptin™), capecitabin, raloxifen hydroclorua, chat
ttc ché EGFR (vi du, lressa® Tarceva™, Erbitux™), chit tc ché VEGF (vi dy,
Avastin™), chit tic ché proteasom (vi dy, Velcade™), chét uc ché Glivec® va hsp90
(vi du, 17-AAG). Ngoai ra, hop chét theo sang ché c6 thé duge ding két hop véi cac
liéu phép diéu tri khéc bao gbm, nhung khong gidi han &, xa tri hodc phiu thuat. Theo
phuong an cu thé, rdi loan ting sinh dugc chon tir nhém bao gém bénh ung thu, bénh

ting sinh tiy hodc bénh bach cau.

Theo mdt phuong én, hop chit theo sang ché dugc ding ddng thoi véi chét tri
liéu khac dé diéu tri vid/hodc ngin ngira bénh tu mién, cac chit cu thé bao gém, nhung
khéng gidi han ¢: glucocorticoit, chét kim ham té bao (vi dy, cac chét tuong ty purin),
chét alkyl héa, (vi dy, hoi cay nito (xyclophosphamit), nitrosoure, hop chét platin, va
cac hop chét khac), chét chbng chuyén hoa (vi duy, metotrexat; azathioprin va
mercaptopurin), chit khang sinh gy doc t& bao (vi du, dactinomyxin antraxyclin,
mitomyxin C, bleomyxin, va mithramyxin), cac khang thé (vi dy, khang thé don dong
khang CD20, khéang CD25 hogc khang CD3 (OTK3), Atgam® va Thymoglobuline®),
xyclosporin, tacrolimus, rapamyxin (sirolimus), interferon (vi dy, IFN-B), protein lién
két TNF (vi du, infliximab (Remicade™), etanercept (Enbrel™), hogc adalimumab

(Humira™)), mycophenolat, Fingolimod va Myriocin.

Theo mdt phuong én, hop chit theo sang ché duge dung dong thoi voi chét tri
liéu khac dé didu tri va/hodc ngin ngira bénh thai ghép, cac chét cu thé bao gém,
nhung khong gi6i han ¢: chét e ché calcineurin (vi dy, xyclosporin hogc tacrolimus
(FK506)), chét e ché mTOR (vi dy, sirolimus, everolimus), chét chéng ting sinh (vi
du, azathioprin, axit mycophenolic), corticosteroit (vi du, prednisolon, hydrocortison),
cac khang thé (vi dy, cac khang thé don dong khang thu thé IL-2Ra, basiliximab,
daclizumab), céc khang thé da dong khang té bao T (vi dy, globulin ché té bao
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tuyén e (ATG), globulin tc ché lymphd bao (ALG)).

Theo mdt phuong an, hop cht theo séng ché dugc dung dong thoi voi cht tri
liéu khac dé diéu tri va/hodc ngin nglra bénh hen va/hodc bénh viém mili va/hodc
COPD, c4c chét cu thé bao gdm, nhung khong gi¢i han o: chit chii van nhan betax-
adrenalin (vi du, salbutamol, levalbuterol, terbutalin va bitolterol), epinephrin (thube
x0ng hodc vién nén), chit chdng tiét cholin (vi dy, ipratropium bromua), glucocorticoit
(dung qua miéng hodc x6ng) chit chti van P2 ¢6 tac dung kéo dai (vi dy, salmeterol,
formoterol, bambuterol, va albuterol ding qua dudng miéng giai phéng kéo dai), t6
hop cua steroit x0ng va chit lam gidin phé quan téc dong kéo dai (vi du,
fluticason/salmeterol, budesonit/formoterol), chit dbi khang leukotrien va chét wc ché
tbng hop (vi du, montelukast, zafirlukast va zileuton), chét tc ché giai phong chét
trung gian (vi dy, cromoglycat va ketotifen), chét diéu hoa sinh hoc cua dap tmng IgE
(vi dy, omalizumab), chét khang histamin (vi.du, ceterizin, cinnarizin, fexofenadin) va

chét gy co mach (vi dy, oxymethazolin, xylomethazolin, nafazolin va tramazolin).

Ngoai ra, hop chét theo sang ché c6 thé duoc dung két hop véi céac liéu phap
diéu tri khin cdp cho bénh hen Va/hoac COPD, céc lidu phép diéu tri nay bao gbm thd
oxy hodc heliox, xit salbutamol ho#c terbutalin (tiiy chon két hop véi chit kim ham
tiét cholin (vi du, ipratropium), steroit tac dong toan than (qua miéng hodc tinh mach,
vi duy, prednison, prednisolon, metylprednisolon, dexametason, hodc hydrocortison),
salbutamol dung trong tinh mach, chét chi van beta khong ddc hiéu, tiém hodc hit (vi
du, epinephrin, isoetharin, isoproterenol, metaproterenol), chit chdng tiét cholin (tiém
tinh mach hodc xit, vi du, glycopyrolat, atropin, ipratropium), metylxanthin
(theophyllin, aminophyllin, bamiphyllin), thudc t& dang hit c6 tac dung gién phé quan

(vi du, isofluran, halothan, enfluran), ketamin va magie sulfat dung trong tinh mach.

Theo mdt phuong an, hop chit theo sang ché duogc ding ddng thoi voi chét tri
liéu khéc dé didu tri va/hodc ngin ngura IBD, céc chit cu thé bao gdm, nhung khong
gioi han O: cac chét glucocorticoit tdng hop c6 tac dung thay dbi dién tién cta bénh (vi
du, prednison, budesonit), chit didu bién mién dich (vi dlj, metotrexat, leflunomit,
sulfasalazin, mesalazin, azathioprin, 6-mercaptopurin va ciclosporin) va chét sinh hoc
¢6 tic dung thay ddi difn tién cta bénh, cht didu bién mién dich (infliximab,

adalimumab, rituximab, va abatacept).
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Theo mot phuong 4n, hop chét theo sang ché dugc ding ddng thoi véi chat diéu
tri khac dé diéu tri vi/hodc ngin nglra SLE, céac chét cu thé bao gdm, nhung khong
gi6i han &: thudc chdng viém khép c6 tac dung thay d6i din tién ctia bénh (DMARD)
nhu thudc chéng bénh sét rét (vi dy, plaquenil, hydroxycloroquin), chét c ché mién
dich (vi du, metotrexat va azathioprin), xyclophosphamit va axit mycophenolic; thubc
trc ché mién dich va thuc gidm dau, nhu céc thudc chéng viém khong steroit, opiat
(vi du, dextropropoxyphen va co-codamol), opioit (vi du, hydrocodon, oxycodon, MS

Contin, hodc methadon) va cao dén trén da fentanyl duragesic.

Theo mot phuong 4n, hop chét theo sang ché duge dung ddng thdi véi chat tri
lidu khac dé diu tri va/hodc ngin nglra bénh véy nén, cac chit cu thé bao gém, nhung
khong gidi han 6: chét diéu tri tai chd nhu dung dich nudc thm, chét lam 4m, kem boi
va thudc m& didu tri chira hic in, ditranol (antralin), corticosteroit nhu desoximetason
(Topicort™), fluocinonit, cac chét twong tu vitamin D3 (vi dy, calcipotriol), dau Argan
va retinoit (etretinat, axitretin, tazaroten), thudc diéu tri toan than nhu metotrexat,
xyclosporin, retinoit, tioguanin, hydroxyure, sulfasalazin, mycophenolat mofetil,
azathioprin, tacrolimus, este clla axit fumaric hodc cac chét sinh hoé nhu ArﬁevivéTM,
Enbrel™, Humira™, Remicade™, Raptiva™ va ustekinumab (chét phong bé IL-12 va
11.-23). Ngoai ra, hop chét theo sang ché co thé duge dung két hop v6i céc liéu phap
didu tri khac bao gdm, nhung khong gidi han &, quang diéu tri, hodc quang hoa diéu tri

(vi dy, psoralen va quang diéu tri tia cuc tim A (PUVA)).

Thuét ngtt ‘st dung ddng thoi’ bao gém viéc dua hai hodc nhidu hon hai chét tri
lidu vao bénh nhan nhu mot phdn cta ché d6 didu tri, 12 hién nhién véi ngudi c6 hiéu
biét trung binh vé linh vuc lién quan. Trong khi hai hodc hon hai chét c6 thé dugce
ding ddng thdi trong mot ché phdm 14 khong nhét thiét. Cac chit c6 thé dugc dung
trong cac ché phim khéc nhau va ¢ céc thoi diém khéc nhau.

Vi du thue hién sang ché
Céc phuong phép tdng hop chung
Phuong phap téng quat

Hop chét theo séng ché va vi du so sanh dugc bdc 16 trong W02010010190 ¢6

thé duoc didu ché mot cach d& dang tir nguyén lidu ban ddu sin c6 bang cach sir dung
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c4c phuong phap va quy trinh tdng quat dudi ddy. Hién nhién 1a néu cac diéu kién xir
Iy thong thuong hogc wu tién (tic 13, nhiét 4o phan tng, thoi gian, ty 1€ mol cua cac
chét phan tmg, dung méi, ap sut, v.v.) duoc cho trude, cac diéu kién xir ly khéc cling
¢6 thé duoc str dung trix khi ¢6 quy dinh khac. Didu kién phan tng t6i uu c6 thé khac
nhau tiy theo cic chét phan timg hodc dung méi cu thé duoc st dung, nhung céc diéu
kién nay c6 thé dugc xac dinh bdi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc bing

céc phuong phép t&i wu théng thuong.

Ngoai ra, rd rang voi cac ngudi ¢b hiéu biét trung binh trong linh vyc 14 cac
nhém bao vé thong thudng c6 thé cAn thiét d& ngin chin cdc nhém chirc nhit dinh
khong phai trai qua phan ung khéng mong mudn. Viéc lya chon nhém bao vé thich
hop cho nhém chirc cu thé ciing nhur céc didu kién thich hop dé bao vé va khit bao v
lada biét.trong linh vuc nay. Vidu v& nhiéu nhém bao v&, va viéc két hop hotc loai bo
ching dugc mo ta trong tai liéu cia T. W. Greene va P. G. M. Wuts, Protecting
Groups in Organic Synthesis, Second Edition, Wiley, New York, 1991, dugc dua vao

day bang cach vién dan.

Céc phuong phap dugc mo ta chi tiét sau ddy 1a phuong phap didu ché hop chét
theo sang ché nhu dugc x4c dinh trén ddy va vi du so sanh. Hop cht theo sang ché va
vi du so sanh c6 thé dugc didu ché tir c4c nguyén liéu va chét phan tmg da biét hodc c6

ban trén thi trudong boi ngudi co hidu biét trung binh vé linh vuc tbng hop hitu co.

TAt ca cc chat phan tmg déu 1a loai thuong mai va dugc st dung nguyén dang
ma khong cin tinh ché thém, trir khi c6 quy dinh khac. Dung mdi khan c6 ban trén thi
trudng dugc st dung @2 tién hanh phan tng trong méi trudong khi tro. Dung moi loai
chét phan ung dugc s dung trong tht ca cac trudong hop khéc, trir khi ¢6 quy dinh
khac. Séc ky cot dugce tién hanh trén silicagel 60 (35-70pm). Séc ky 16p mong dugc
tién hanh bing cach st dung céc dia F-254 dugc phu san silicagel (d¢ day 0,25mm).
Phé 'H NMR duoc ghi lai bing quang phd ké Bruker DPX 400NMR (400 MHz). Dich
chuyén héa hoc () d6i voi phd 'H NMR duoc béo céo dén gia tri mot phin triéu (phan
tridu) so v6i tetrametylsilan (8 0,00) hodc dinh dung mdi con lai thich hop, tic 1a
CHCls (5 7,27), 1 chét chuén ngi. Céc s6 bdi dwoc thé hién & dang vach don (s), vach
d6i (d), vach ba (t), vach bdn (q), vach bdi (m) va vach rong (br). Héng sb ghép 1a céc
hing s6 (J) duoc thé hién bing don vi Hz. Phd MS bang phun dién tir thu duqc trén
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quang phd ké nén phing Micromass LC/MS. Cot dugc su dung cho tAt ca cac phan
tich LCMS: Waters Acquity UPLC BEH C18 1,7um, 2,1mm ID x 50mm L (s6 ma san
phim 186002350)). HPLC diéu ché: Waters XBridge Prep C18 5um ODB 19mm ID x
100mm L (s mA san phdm 186002978). T4t ca cac phuong phap déu sir dung gradien
MeCN/H20. H20 chira TFA 0,1% hodc NH3 0,1% .

Danh muc c4c chir viét tit duge sir dung trong phén thir nghiém:
DCM: diclometan
DiPEA:  N,N-diisopropyletylamin
MeCN axetonitril

BOC tert-butyloxy-cacbonyl
DMF N, N-dimetylformamit
TFA axit trifloaxetic

THF tetrahydrofuran

NMR cOng hudng tir hat nhan

DMSO dimetylsulfoxit

DPPA diphenylphosphorylazit

LC-MS séc ky 1ong-khdi phd

Ppm phén triéu

EtOAc etyl axetat

APCI ion hoé hoa chit duéi ap suét khi quyén

Rt thoi gian luu

S vach don

brs vach don rong

m vach boi

d vach doi

PdCLdppf [1,1'-bis(diphenylphosphino)feroxen] diclopaladi(IT)
TEA trietylamin

Téng hop hop chét theo sang ché va céc vi du so sanh
Hop chét theo sang ché va céc vi du so sanh cé thé dugc tao ra theo so dd sau.
Phuong phap téng hop chung

Sodd1
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(5)
trong d6 Ar 1a phenyl-L1-heteroxycloalkyl, trong d6 L1 1a lién két, -CHa- hoiic

-CO- va nhém heteroxycloalkyl 1a tiy chon duge thé.
Quy trinh diéu ché chung

1.1.1 1-(6-bromo-pyridin-2-yl)-3-carboetoxy-thioure (2)

2

B sung timg giot etoxycacbonyl isothioxyanat (173,0ml, 1,467mol) vao dung
dich chira 2-amino-6-bromopyridin (1) (253,8g, 1,467mol) trong DCM (2,5 L) duoc
lam lanh xudng nhiét d6 5°C trong thoi gian 15 phut. Sau do, hdn hop phan tng duoc
lam 4m 18n t6i nhiét d6 trong phong (20°C) va dugc khudy trong 16 gid. Lam bay hoi
trong chan khong thu dugc chét rén ma c6 thé duoc thu gom béng céch loc, rira bing
xdng (3x600ml) va dugc dé kho trong khong khi 8 thu duge san phdm (2). Thioure c6
thé duoc st dung trong bude tiép theo ma khong can tinh ché. 'H (400 MHz, CDCl3) 8
12,03 (1H, br s, NH), 8,81 (1H, d, J 7,8 Hz, H-3), 8,15 (1H, br s, NH), 7,60 (1H, t, J
8,0 Hz, H-4), 7,32 (1H, dd, J 7,7 va 0,6 Hz, H-5), 4,31 (2H, q, J 7,1 Hz, CH), 1,35
(3H, t, J 7;1 Hz, CH3).

1.1.2 5-bromo-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-2-ylamin (3)

q )—NH,

Br @)
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B sung N,N-diisopropyletylamin (145,3ml, 0,879mol) vao hdén dich chua
hydroxylamin hydroclorua (101,8g, 1,465mol) trong EtOH/MeOH (1:1, 900ml) va hén
hop duoc khudy & nhiét d6 trong phong (20°C) trong thoi gian 1 gid. Sau d6 b sung
1-(6-brom-pyridin-2-yl)-3-carboetoxy-thioure (2) (89,0g, 0,293mol) va hdn hop duge
gia nhiét tir tit dén nhiét d6 hdi lwu (Luru y: thiét bi loc khi dugc yéu cu ¢ ngimg HaS
thoat ra). Sau 3 gid & nhiét d6 hdi lwu, hdn hop duoc ¢ ngudi va duge loc & thu gom
chat rén két tiia. Ngoai ra, san phim duogc thu gom béng cach 1am bay hoi trong chan
khoéng phan dich loc, bb sung H>0 (250ml) va loc. Hdn hop chét rén dugc rira 1an luot
bing H>O (250ml), EtOH/MeOH (1:1, 250ml) va Et;O (250ml) sau d6 duoc lam kho
trong chan khong d& thu dwoc din xuét triazolopyridin (3) dudi dang rin. Hop chét c6
thd duoc st dung trong bude tiép theo ma khong can tinh ché. 'H (400 MHz, DMSO-
ds) & 7,43-7,34 (2H, m, 2xH thom), 7,24 (1H, dd, J 6,8 va 1,8 Hz, H thom), 6,30 (2H,
br, NHy); m/z 213/215 (1:1, M+H", 100%).

1.1.3 Quy trinh chung d& mono-axyl héa dé tao ra hop chit trung gian (4):
. 0]
NN >_<]
Q%
Br

B6 sung EtN (11,6ml, 83,3mmol) vao dung dich chira 2;amino—triazolopyridin
(3) (7,10g, 33,3mmol) trong CH3CN khan (150ml) ¢ nhiét do 5°C sau do6 bb sung
xyclopropancacbony! clorua (83,3mmol) vao. Sau do, hén hop phan ung duge 1am 4m
1én t6i nhiét do moi truong va dugc khudy cho dén khi tAt ca nguyén liéu ban dau (3)
duoc tieu thu hét. Néu cin, bd sung thém EtN (4,64ml, 33,3mmol) va
xyclopropancacbony] clorua (33,3mmol) d8 dam bao phan tmg dién ra hoan toan. Sau
d6 1am bay hoi dung méi trong chén khong, can thu dugc dugc xu ly bz"mg dung dich
metanol amoniac 7N (50ml) va dugc khudy & nhiét d6 moi trudng (trong thoi gian tir 1
dn 16 gid) d& thiy phan san phAm bis-axyl héa bt ky. Tién hanh phan 14p san phdm
bing cach loai bd céc chit d& bay hoi trong chén khong sau d6 tan nho véi Et2O
(50ml). Chét ran dugc thu gom bang céach loc, rira bang H>0 (2x50ml), axeton (50ml)
va Et,0 (50ml), sau d6 1am khé trong chin khong dé thu duoc hop chit trung gian

bromo (4) nhu yéu cAu.
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Phuong phap A
Piéu ché hop chét theo sang ché bing phan g lién hop Suzuki (5):

B& sung axit boronic thich hop (2 dwong lugng) vao dung dich chira hop chét
trung gian bromo (4) trong 1,4-dioxan/nude (5:1). B sung K2COs (2 dwong lugng) va
PdCldppf (5%) vao dung dich. Sau d6, hdn hop thu dugc gia nhiét trong 10 vi séng &
nhiét 46 140°C trong 30 phut (phan tng nay ciing c6 thé duoc tién hanh bing cach gia
nhiét truyén théng trong bé dau & nhiét &6 90°C trong thoi gian 16 gity dudi moi
truong Na2). BS sung nudc va dung dich duoc chiét bang etyl axetat. Lop hitu co duge
lam khé bing MgSOs khan va duoc 1am bay hoi trong chan khong. Hop chét cubi
cing thu dwoc sau khi tinh ché bing sic ky nhanh hoic HPLC diéu ché. HPLC:
Waters XBridge Prep C18 5um ODB 19mm ID x 100mm L (s6 mi san phim
186002978). T4t ca cac phuong phap déu st dung gradien MeCN/H,O. HO chita TFA
0,1% hodc NH3 0,1%.

Phuong phap B

Bl. 4 4-[2-(xyclopropancacbonyl-amino)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-5-yl]-benzoyl

clorua

AN N\/>_>_<]

o Cl

B4 sung 2 giot DMF vao dung dich axit 4-[2-(xyclopropancacbonyl-amino)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-5-yl]-benzoic (1 duong luong) thu dugc béng phuong
phap A st dung axit 4-carboxyphenyl boronic trong DCM trong moéi trudng khi Na.
Sau d6, oxalyl clorua (2 duong luong) dugc bd sung timg giot vao dung dich thu duge

nay (giai phéng khi). Hon hop duoe khudy & nhiét d trong phong trong 2 gid. Sau khi
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hoan tit phan tmg bing LCMS, dung mdi dugc loai ra. Axit clorua thé dugc sir dung

trong budc tiép theo ma khong can tinh ché thém.

B2. Tao thanh amit (phuong phap chung)

=N
>—NH

2 Ny > <]
o

=

,\I

07Ny

20
55

Hoa tan amin thich hop (1,1 duong luong) va EtsN (5 duong lugng) trong DCM
trong mdi truong khi N2 va hén hop duge 1am lanh & nhiét do 0°C. Axit clorua (B1, 1
duong lugng) dugc hoa tan trong DCM duge bd sung timg giot vao dung dich nay.
Hbn hop phan tmg dugc khudy & nhiét d¢ trong phong trong thoi gian 16 gid. Sau thoi
gian ndy, phan tng dién ra hoan toan. Hop chét duoc chiét bang EtOAc va nudc, rira
béng nuédc mudi va dugc 1am khd bang MgSOs khan. Céc 16p hitu co duoc loc va duge
lam bay hoi. Hop chat cudi cing dugc phén 1ap bing HPLC diéu ché. HPLC diéu ché:
Waters XBridge Prep C18 5um ODB 19mm ID x 100mm L (s6 ma san phim
186002978). TAt ca cac phuong phap déu stt dung gradien MeCN/H20. H,O chira TFA
0,1% hodc NH3 0,1% .

Phuong phéap C
=N
o A=
N- »— N
5NN OM NN 02 <]
0/ RalN
Ra

Trong d6 R3 hodc R® ciing v6i nguyén tir nito ma chiing dugc gén vao, c6 thé

tao ra.heteroxycloalkyl.
Alkyl héa khir (phuong phép chung)

Amin thich hop (2 duong lugng), axit xyclopropancarboxylic (vi du, axit

-31-



26137

xyclopropancarboxylic  [5-(4-formyl-phenyl)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-2-yl]-amit)
duoc didu ché bang phuong phép A (1 duong lugng) va Ti(OPr)s duge tron va duoc
khudy & nhiét d6 trong phong trong 3 gi¢r. Hn hop duoc pha lodng trong etanol va bb
sung Na(CN)BHj3 (1 duong lugng). Dung dich thu dugc dugc khudy & nhiét d6 trong
phong trong 16 gio. Hon hop duoc pha loéng trong nude va duge loc. Phén dich loc
dugc rira bing etanol. Pha dung méi két hop dugc 1am bay hoi trong chén khong. Hop
chit cudi ciing duoc phén l4p bing HPLC didu ché.

N
fo) o 22— H
| /& 7 />_N

B« B X N\N

(0] R2 (0]
R1_, R2 —_— | ——- [o)
Br. + N _N
R1

R2

|
R1

Phuong phap D

trong d6 R! va R? cling v6i nguyén tir nito ma ching dugc gin vao, c6 thé tao ra

heteroxycloalkyl.

Phan mg alkyl héa

2-(4-bromometyl-phenyl)-4,4,5,5-tetrametyl-[1,3,2]dioxaborolan (1 ~ duong
lugng) va EtN (2 duong lugng) (hodc AgCOs) dugc hoa tan trong DCM/MeOH (4:1
theo thé tich) trong mdi trudng khi N2 va amin (2 duong lugng) duoc bd sung timg
giot vao. Dung dich thu dugc dugc khudy & nhiét d trong phong trong thoi gian 16
gid. Sau thoi gian ndy, phan tmg dugce dién ra hoan toan. Dung méi dugc 1am bay hoi.
Hop chét dugc chiét bing FtOAc va nudc, ria bang nuéc mubi va duge lam khé bing
MgSO4 khan. Céc 16p hitu co dugc loc va dugc 1am bay hoi. Hop chét cudi ciing dugc
phan l4p bing sic ky nhanh.

Phan Ung lién hop Suzuki
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AN =N H
R

(@)

RZ\ITl
R1

Bd sung axit boronic thu duge (2 dwong lugng) vao dung dich chira (5-brom-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-2-yl)-amit cla axit xyclopropancarboxylic (4) trong 1,4-
dioxan/nuée (5:1). BS sung K2COs (2 duong luong) va PdCldppf (5%) vao dung dich
nay. Sau do, hdn hop thu dugc dugce gia nhiét trong 16 vi séng & nhiét ¢ 140°C trong
30 phat (phan tng nay cling c6 thé duoc tién hanh bang cach gia nhiét truyén théng
trong bé diu & nhigt 4 90°C trong thoi gian 16 gid trong mdi truong khi N2). Nudce
duoc bd sung vao va dung dich dugc chiét bang etyl axetat. Lop hitu co duge lam khod
bing MgSO4 khan va dugc 1am bay hoi trong chan khong. Hop chét cubi cing thu
dugc sau khi tinh ché bing sic ky nhanh hogc HPLC didu ché. HPLC: Waters
XBridge Prep C18 Sum ODB 19mm ID x 100mm L (s§ mé san pham186002978). Tht
ca cac phuong phép déu st dung gradien MeCN/H20. H20 chira TFA 0,1% hodc NH3
0,1% .

Téng hop hop chét theo sang ché va vi du so sanh

Hop chét 1 (hop chét theo sang ché)

o 0 o7
B

~ 1l Bo
JeaioET.o0on

Br + K/N

0~ "o

Bude 1:

2-(4-br0mometyl-phenyl)—4,4,5,5-tetramety1—[1,3,2]dioxab0rolan (1 duong
ludng) va DIPEA (2 duong lugng) duoc hoa tan trong DCM/MeOH (5:1 theo thé tich)
trong mdi trudng khi Na va thiomorpholin 1,1-dioxit (2 duwong luong) duoc bb sung
vao timg phan mét. Dung dich thu duge dugc khudy & nhiét d¢ trong phong trong thoi
gian 16 giod. Sau thoi gian nay, phan ung di2n ra hoan toan. Dung mdi dugc lam bay

hoi. Hop chit dugc chiét bing EtOAc va nudc, rira bang nuéc mudi va dugc lam kho

-33-



26137

bang MgSO4 khan. Cac 16p hitu co dugc loc va duoce 1am bay hoi. Hop chit cubi ciing

duoc phan 1ap ma khong can tinh ché thém.
Budc 2: Phan ung lién hop Suzuki

2 /N H
g s

L
O\ﬁ\)

B& sung 4-[4-(4,4,5,5-tetrametyl-[ 1,3,2]dioxaborolan-2-yl)-benzyl]-
thiomorpholin-1,1-dioxit (1,1 dwong luong) vao dung dich chia (5-brom-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-2-yl)-amit cua axit xyclopropancarboxylic trong 1,4-
dioxan/nudc (4:1). BS sung K2CO3 (2 duong luong) va PACldppf (0,03 duong luong)
vao dung dich. Sau do, hdn hop thu duge duge gia nhiét trong bé dﬁurc’x nhiét d6 90°C
trong thoi gian 16 gid trong moi trudng khi Na. Nudce dugc bd sung vao va dung dich
duge chiét bang etyl axetat. Lop hitu co duge lam khd bang MgSO4 khan va dugc lam
bay hoi trong chan khong. Hop chit cuéi cung thu dugc sau khi tinh ché bing séc ky
nhanh.

Theo céch khac, sau khi hoan tit phan tng, bd sung chét tiy tap paladi nhu 1,2-
bis(diphenylphosphino)etan, hdn hop phan tng dugc dé nguoi va tién hanh loc. Banh
loc duogc tao hdn dich dic l4n nita trong dung mdi thich hop (vi du, axeton), chét rin
duge tach bang céch loc, rira bing nhiéu axeton, va duoc 1am kho. Chéat rffm thu duoc
duoc tao hdn dich 14n nita trong nudce, HCI chira nuée duoc bd sung vao, va sau khi
khqu & nhiét d6 trong phong, dung dich tao thanh dugc loc trén xelit (Celpure P300).
Sau 36, NaOH chira nudc duoc bd sung vao ph?ln dich loc, va hdn dich tao thanh duoc
khudy & nhiét do trong phong, chit rén dwoc tich bang cach loc, rira bang nudc va
duoc lam kho bﬁng cach hut. Cubi cling, banh loc duge hoa tan 1An nita trong hdn hop
¢dm THF/H,0, duoc x Iy bing chét tdy tap paladi (vi du, SMOPEX 234) & nhiét do
50°C, hdn dich duge loc, dung méi hitu co duge loai bé bing cach 1am bay hoi, va hdn
dich dic tao thanh duogc rira bing nude va metanol, duoc 1am khé va dugce sang, dé thu

duoc hop chét duoc néu & d& muc nay duéi dang bazo tu do.
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Quy trinh khac d& didu ché hop chét 1 (hop chét theo sang ché)

Bude 1

N
—N — Wa
QN(N/ 2 ﬂ NN >_<|

(o}
Br o

HO

B& sung axit 4-(hydroxymetyl)phenylboronic (1,1 dwong lugng) vao dung dich
chira (5-bromo-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-2-yl)-amit ctia axit xyclopropancarboxylic
trong 1,4-dioxan/nudc (4:1). Bd sung K»COs3 (2 duong lwong) va PdChdppf (0,03
dwong lwong) vio dung dich. Sau d6, hdn hop thu duge dugc gia nhiét trong bé dau &
nhiét 46 90°C trong thoi gian 16 gid trong mdi trudng khi Na. Nude dugc bb sung vao
va dung dich dwoc chiét bing etyl axetat. Lép hitu co duge lam kho bang MgSO4 khan
va dugc 1am bay hoi trong chan khong. Hon hop thu duge dugc sir dung ma khong cin
tinh ché thém.

Bude 2:

HO Br

B4 sung tir tir phospho tribromua (1,0 dwong luong) vao dung dich chira [5-(4-
hydroxymetyl-phenyl)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-2-yl}-amit cla axit
xyclopropancarboxylic (1,0 duong luong) trong clorofom. Hon hgp phan tng dugc
khudy & nhiét do trong phong trong thdi gian 20 gio, duge lam nging bang da va nudc
(20ml) va duoc chiét biang diclometan. Lép hiru co duge 1am kho bang MgSOs khan,
duoc loc va duge ¢d t6i kho. Phin cdn mau tring thu dugc dugc nghién trong
diclometan/dietyl ete 2:1 d tao ra san phAm mong mudn duéi dang chét rin mau

tréng.

Bude 3:
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NNy NN H
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- Otlsl
0

[5-(4-bromometyl-phenyl)—[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-2-y1]-amit cia  axit
xyclopropancarboxylic (1 dwong lugng) va DIPEA (2 duong luong) dugc hoa tan
trong DCM/MeOH (5:1 theo thé tich) trong méi trudng khi N va thiomorpholin 1,1-
dioxit (1,1 duong luong) duoc bd sung timg giot vao. Dung dich thu duge dugc khudy
& nhiét d trong phong trong thoi gian 16 gid. Sau thoi gian nay, phan Gng dién ra
hoan toan. Dung mdi dugc 1am bay hoi. Hop chit dugc hoa tan trong DCM, rira béng
nudc va duoc lam kho bing MgSOs4 khan. Cac 16p hitu co duoc loc va duge lam bay
hoi. Hop chét cudi cing duoc phan 1ap béng séc ky cot béng cach st dung EtOAC aé
tao ra san phdm mong mubn.
Vi du so sanh
Hop chét 2

Didu ché hop chat nay bang cach sir dung phuong phap chung A va 4-[4-
(4,4,5,5-tetrametyl-[1,3 ,2]dioxaborolan-2-yl)-benzyl]-morpholin.
Hop chét 3

Diéu ché hop chét nay bing cach st dung phuong phap chung A va pinacol este
clia axit 3-(4-morpholinometyl)-phenylboronic hydroclorua.
Hop chét 4

Didu ché hop chét nay bing cach stt dung phuong phap chung A va pinacol este
ctia axit 2-(4-morpholino)pyridin-5-boronic.
Hop chét 5

Pidu ché hop chit nay bing cach st dyng phwong phép chung A va 4-[4-
(4,4,5,5-tetramety1— 1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenylJmorpholin.

Hop chit 6
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Didu ché hop chit niy béng cach st dung phuwong phap chung C va N-metyl-

piperazin.
Hop chat 7

Piéu ché hop chét nay bing cach sir dung phuong phap chung C va piperidin.
Hop chét 8

Didu ché hop chit nay bing céch st dung phuwong phép chung C va amit cliia
axit piperidin-4-carboxylic.
Hop chét 9

Pidu ché hop chét nay bing cach st dung phuong phdp chung C va 1-
piperazin-1-yl-etanon.
Hop chét 10

Pidu ché hop chit nay bing cach st dung phuong phép chung B va
thiomorpholin 1,1-dioxit.
Hop chét 11

Pidu ché hop chit nay bing cach st dung phuong phép chung D va 4,4-
diflopiperidin.

Hop chét theo sang ché va vi du so sanh dugc didu ché bang cac phuong phap
tdng hop dugc md ta & ddy dugce néu trong bang I dudi day. Céc dit liéu phd NMR cia

hop chit theo sang ché va mot s6 hop chét ctia vi du so sanh duoc dua ra trong bang II.

Bang I
Hop
s T A MS
c?gt Cau truc Tén MW Mes'd
=N
™
N g {5-[4-(1,1-dioxo-1-
thiomorpholin-4-ylmetyl)-
1 phenyl]-[1,2,4]triazolo [1,5- 425,51 426
a]pyridin-2-yl}-amit clia axit
N~ xyclopropancarboxylic
L_§0
0
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N\ =N
2N
NN M N-(5-(4-(morpholinometyl)
phenyl)-[1,2,4]triazolo[1,5- 377.45 | 37820
a]pyridin-2-yl)xyclopropan ’ ’
carboxamit
! />_N N-(5-(3-(morpholinometyl)
NS N .
phen)fl).-[l,2,4]tr1azolo[l,5- 377.45 | 378,20
a]pyridin-2-yl)xyclopropan
carboxamit
3 N‘N o N-(5-(6-morpholinopyridin-3-
I yD-[1,2,4]triazolo[15>- | 364 47 | 365,10
NS a]|pyridin-2- ’ ’
[Nj yl)xyclopropancarboxamit
o
= /N
N 2 <
N-(5-(4-morpholinophenyl)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin- | 363,42 364,0
! 2-yl)xyclopropancarboxamit
)
=N
)N
NN O}/—<] N-(5-(4-((4-metylpiperazin-1-
yl)metyl)phenyl)-
[1,2,4]triazolo [1,5-a]pyridin- 39049 | 3911
N 2-yl)xyclopropan carboxamit
NN
AN =N
)N
NN o)/_q N-(5-(4-(piperidin-1-ylmetyl)
phenyl)-[1,2,4]triazolo[1,5- 375.48 | 376,1
a]pyridin-2-yl)xyclopropan ’ ’
O‘ carboxamit
A N\=N
§ N\N/>_ N
1-(xyclopropancarboxamido)-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pyridin-
5-yl)benzyl)piperidin-4- 418,5 419,1
YOI carboxamit
o
N
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=N
SeaNy
0 N-(5-(4-((4-axetoylpiperazin-
1-yl)metyl)phenyl)-
? (1.2, 4Jiriazolo [1,5-ajpyridin- | 185 | 4171
@ 2-yl)xyclopropan carboxamit
N
14
T
N Y (5-[4-(1,1-dioxo-1-
o thiomorpholin-4-cacbonyl)-
10 phenyl]-[1,2,4]triazolo [1,5-
a]pyridin-2-yl}-amit cla axit
07N xyclopropancarboxylic
K/S*SO 439,49 | 440,0
vz /N>—I'~I-I
SN <] (5-[4-(4,4-diflo-piperidin-1-
o ylmetyl)-phenyl]-
11 [1,2,4]triazolo [1,5-a]pyridin- | 411,46 412,1

2-yl}-amit cta axit
xyclopropancarboxylic
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Bang II: Dit lifu NMR ctia cac hop chit dién hinh theo sang ché

Hop
ch@t () Dit liéu NMR
sO

('H, DMSO-d6) 11,00 (1H, b, NH) 7,99 (2H, d, 2xArH) 7,70 (2H, m,
1 | 2xArH) 7,53 (2H, d, 2xArH) 7,30 (1H, dd, ArH) 3,78 (2H, s, CHy) 3,14
(4H, b, 4xCH) 2,93 (4H, b, 4xCH) 2,03 (1H, b, CH) 0,82 (4H, m, 2xCH))

('H, CDCL) 10,20 (1H, b, NH), 8,06 (2H, d, ArH), 7,72 (2H, m, ArH), 7,63
(H, d, ArH), 7,23 (1H, d, ArH), 4,27 (2H, s, CHy), 3,99 (4H, m, 2xCH),
3,50 (2H, br, CHy), 2,95 (2H, br, CH,), 1,97 (1H, br, CH), 1,17 2H, m,
CHb), 0,95 (2H, m, CH)

(TH, CDCL) 8,32 (1H, s, ArH), 7,96 (1H, m, ArH), 7,79 (1H, m, ArH), 7,66
(3H, m, ArH), 7,32 (1H, d, ArH), 4,31 (2H, s, CHy), 4,05 (4H, b, 2xCH),
3,6 (2H, br, CHb), 3,06 (2H, br, CHy), 1,85 (1H, br, CH), 1,12 QH, m,
CH,), 0,98 (2H, m, CH,)

('H, CDCl) 8,71 (1H, s, NH), 8,35 (1H, m, ArH), 8,27 (1H, br, ArH), 7,57
(2H, d, ArH), 7,07 (1H, m, ArH), 6,78 (1H, d, ArH), 3,86 (4H, m, 2xCH),
3,66 (4H, m, 2xCH), 1,6 (1H, br, CH), 1,22 (2H, m, CH), 0,95 (2H, m,
CH»)

("H, DMSO-d6) 11,06 (11, br, NH), 7,98 (2H, d, ArH), 7,67 (1H, m, ArH),
5 17,59 (1H, d, ArH), 7,25 (1H, m, ArH), 7,08 (2H, m, ArH), 3,67 (4H, m,
2xCHb), 3,25 (4H, m, 2xCHy), 2,02 (1H, br, CH), 0,82 (4H, m, 2xCH>)

('H, DMSO-d6) 11,03 (1H, b, NH), 8,11 (2H, d, ArH), 7,73 (1H, d, ArH),
7,72 (1H, s, ArH), 7,68 (2H, d, ArH), 7,36 (1H, dd, ArH), 4,01 (2H, b,
CHb), 3,81 (2H, b, CHy), 3,31 (4H, b dudi pic nuée, 2xCHy), 2,03 (1H, b,
CH), 0,81 (4H, m, CHy).

10

('H, DMSO-d6) 10,99 (1H, b, NH), 7,98 (2H, d, 2xArH), 7,70 2H, m,
11 | 2xArH), 7,50 (2H, d, 2xArH), 7,29 (1H, dd, ArH), 3,65 2H, s, CHy), 2,54
(4H, b, 4xCH), 1,98 (SH, b, 5xCH), 0,81 (4H, m, 2xCH>)

Vi du sinh hoc
Vidu 1: Thtt nghiém in-vitro
1.1 Thir nghiém trc ché JAK1

Mién xtic tac JAK1 cta ngudi tai t& hop (axit amin 850-1154; s6 16 08-144)
dwoc mua tir Carna Biosciences. 10ng JAK1 duoc 0 véi 12,5ug co chit polyGT (s6 16
Sigma P0275) trong dung dich dém phan tng kinaza (15mM Tris-HCl d¢ pH bang 7,5,
1mM DTT, 0,01% Tween-20, 10mM MgClz, 2uM ATP khong phéng xa, 0,25uCi *°P-
gama-ATP (GE Healthcare, s6 16 AH9968) nong do cudi cting) c6 hogic khong c6 SuL
hop chét thir nghiém hogc chat din thudc (DMSO, ndng do cudi cing 1%), trong téng
thé tich bang 25uL, trong dia c6 96 18 polypropylen (Greiner, ddy chit V). Sau thoi
gian 45 phut ¢ nhiét d6 30°C, ngimg phan tmg bing cach bd sung axit phosphoric
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150mM véi lwgng 25pL/18. Tht ca céc phan tmg kinaza da két thuc duoc chuyén t6i
dia loc 96 16 d4 duoc rira sén (axit phosphoric 75mM) (s 16 Perkin Elmer 6005177)
bang cach st dung thiét bi thu gom té bao (Perkin Elmer). Céc dia duoc rira 6 14n bing
dung dich axit phosphoric 75mM véi lwong 300uL mdi 18 va d4y ciia cac dia nay duoc
boc kin. BS sung Microscint-20 véi luc_)'ng 40uL/13, phin trén cta céé dia nay duoc
b(_)é kin va tién hanh doc két qua bing cach sir dung Topcount (Perkin Elmer). Hoat
tinh kinaza duoc tinh toan bang cach trir di téng s dém duoc trong mdi phut (cpm)
thu duge trong diéu kién c6 mit chét (e ché ddi chimg duong (10pM staurosporin) tir
cpm thu dugc trong didu kién c6 mat chit din thudc. Kha ning tc ché hoat tinh cia

hop chét thir nghiém dugc xéc dinh nhu sau:

Phén trdm e ché = ((cpm duoc xac dinh cho mau ¢6 mit hop chét thir nghiém
— cpm duge x4c dinh cho mau chira chit e ché ddi ching duong) duge chia cho (cpm
duoc xac dinh trong didu kién c6 mit chat din thudc — cpm dugce xéac dinh cho méu

chtra chit trc ché d6i ching duong)) * 100.

Chudi pha logng lidu lugng dugc didu ché cho cic hop chit c6 thé tién hanh thir
nghiém tac dung dap tmg liéu trong thir nghiém JAK1 va tinh toan gi4 trj ICso cho mdi
hop chét. M3i hop chét dugc thir nghiém & ndng do 20uM sau d6 13 pha lodng theo
chudi véi ty 18 1/3, 8 ndng d6 (20uM - 6,67uM - 2,22uM - 740nM - 247nM - 82nM -
27nM - 9nM) trong ndng d6 cubi cing DMSO bing 1%. Khi hoat luc ctia chudi hop
chét pha lodng ting, nhidu dung dich pha logng hon dugc chuin bi va/hodc ndng do

cao nhit dugc giam xudng (vi du, SpM, 1uM).

Céc hop chét sau day duoc thir nghiém hoat tinh khang JAK1 cua ching va cac
gia tri ICso, nhu dugc xac dinh bing cach st dung thir nghiém dwoc mé ta & ddy, duge

néu trong bang IIA dudi day.

Béng IIIA: Céc gia tri JAK1 cia cac hop chat

Hop chat s6 ICs0JAK 1 (nM)
1 47,07, 55,66, 50,1, 48,29
2 50,91, 52,11
3 291
4 1032
5 1450
6 3448
7 504,1
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8 435

9 334,3
18,16

11 7,69

1.2 Thir nghi¢m xéc dinh Ki JAK1

Pé xé4c dinh gié tri Ki, lugng hop chit khac nhau dwoc tron véi enzym va phan
ung enzym dugc tién hanh 1a mot ham sb cua néng d6 ATP. Gia tri Ki dugc xdc dinh
bing biéu d6 twong hd hai thong s6 gdm Km va ndng d6 hop chit (biéu dd
Lineweaver-Burk). Stt dung 1ng JAK1 (Invitrogen, PV4774) trong thttr nghiém. Co
chét 1a 50nM Ulight-JAK-1 (Tyr1023) Peptit (Perkin Elmer, TRF0121). Phan Ung
duoc tién hanh trong 25mM MOPS d6 pH béng 6,8, 0,01%, 2mM DTT, SmM MgCl,
Brij-35 v&i ndng d6 khac nhau ctia ATP va hop chat. Co chit phosphoryl hod duge
xac dinh bing cach sir dung khang thé PT66 khéng phosphotyrosin dugc ddnh dau Eu
(Perkin Elmer, AD0068). Tién hanh doc két qua trén man hinh (Perkin Elmer) voi

bude séng kich thich bing 320nm va phat xa sau d6 & budc séng 615nm va 665nm.

Vi du, khi hop chit 1 dugc kiém tra trong thir nghiém nay, gid tri Ki do dugc
bing 39nM. |

1.3 Thir nghiém trc ché JAK2

Mién xtc tac JAK2 ctia ngudi tai t& hop (axit amin 808-1132; sb 16 PV4210)
duoc mua tir Invitrogen. 0,025mU JAK2 dugc U véi 2,5ug co chit polyGT (s6 16
Sigma P0275) trong dung dich dém phan tng kinaza (SmM MOPS d6 pH bing 7,5,
9mM MgAc, 0,3mM EDTA, 0,06% Brij va 0,6mM DTT, 1uM ATP khong phong xa,
0,25uCi 33P-gama-ATP (GE Healthcare, s§ 16 AH9968) ndng d6 cudi cling) ¢ hodc
khong ¢6 5uL hop chét thir nghiém hoic chit din thudc (DMSO, ndng d6 cubi cling
1%), trong téng thé tich bing 25uL, trong dia c6 96 16 polypropylen (Greiner, day chi
V). Sau 90 phit & nhiét do 30°C, ngimng phan tmg biang cach bd sung axit phosphoric
150mM véi luong 25uL/13. Tét ca cac phan tng kinaza da két thuc dugc chuyén t6i
dia loc 96 15 da dugce rira sdn (axit phosphoric 75mM) (s 16 Perkin Elmer 6005177)
béﬁg céch st dung thiét bi thu gom t& bao (Perkin Elmer). Céc dia dugc rira 6 1in bing
dung dich axit phosphoric 75mM véi lugng 300uL mdi 16 va déy cta cac dia nay dugc
boc kin. B sung Microscint-20 véi lugng 40pL/13, phén trén clia cac dia ndy dugc

boc kin va tién hanh doc két qua bing cach st dung Topcount (Perkin Elmer). Hoat
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tinh kinaza dugc tinh todn bing cach trir di tng sé dém duogc trong mdi phut (cpm)
thu dugc trong diéu kién c6 mit chit e ché dbi chimg duong (10pM staurosporin) tir
cpm thu dugc trong didu kién c6 mat chat din thubc. Kha nang uc ché hoat tinh cta

hop chét thir nghiém dugc xéac dinh nhu sau:

Phén trim trc ché = ((cpm dugc x4c dinh cho mAu cé mit hop chét thit nghi¢ém
— cpm duoc x4c dinh cho miu chit e ché ddi chimg duong) dwoc chia cho (cpm dugce
x4c dinh trong diéu kién c6 mit chat din thudc — cpm dugc x4c dinh cho mAu chét tc

ché dbi chimg dwong)) * 100.

Chudi pha loing lidu dugce diéu ché cho cic hop chét ¢ thé tién hanh thir
nghiém tac dung dap tmg liéu trong thir nghiém JAK?2 va tinh toan gi4 tri ICso cho mdi
hop chit. Mdi hop chit dugc thir nghiém & ndng do bing 20uM sau d6 pha lodng theo
chudi véi ty 18 1/3, 8 néng d6 (20uM - 6,67uM - 2,22uM - 740nM - 247nM - 82nM -
270M - 9nM) trong ndng d cudi cing DMSO bang 1%. Khi hoat luc cia chudi hop
chét pha lodng ting, nhidu dung dich pha lodng hon dugc chuin bi va/hoic ndng do

cao nhét duoc giam xubng (vi dy, SpM, 1pM).

Céc hop chét sau diy duoc thir nghiém hoat tinh khang JAK2 clia ching va céc
gia tri ICso, nhu dugc xac dinh bang cach sit dung thir nghiém dugc mod ta & day, duoc

néu trong bang IIIB dudi day.

Bang IIIB: Cac gié tri ICs0 JAK2 cuia cac hop chét

Hop chit sb ICs0 JAK2 (nM)
1 31,37, 41,16, 55,49, 167,34
2 38,73, 152,3, 184,7
3 N/A
4 N/A
5 1760
6 5070
7 6449
8 7731, 1355
9 848,7
10 65,42
11 15,51

1.4 Tht nghiém xéc dinh Kd JAK2

JAK2 (Invitrogen, PV4210) duoc st dung & ndng do cubi cing bing 5nM. Thir
nghiém gén két duoc tién hanh trong 50mM Hepes d6 pH béng 7,5, 0,01% Brij-35,
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10mM MgClz, ImM EGTA bing céch sir dung chit phat hién vét kinaza 236 25nM
(Invitrogen, PV5592) va Eu-khang-GST 2nM (Invitrogen, PV5594) véi céc ndng 4o
hop chét khac nhau. Viée phét hién cta chét phat hién vét dugc tién hanh theo hudng

dan cta nha san xuat.

Vi dy, khi hop chét 1 duoc kiém tra trong thir nghi€ém nay, do dugc gia tri Kd
béng 205nM.

1.5 Thir nghiém trc ché JAK3

Mién xic tac JAK3 ciia nguoi tai t6 hop (axit amin 781-1124; s6 16 PV3855)
duge mua tir Invitrogen. 0,025mU JAK3 dugc 0 véi 2,5ug co chét polyGT (s6 16
Sigma P0275) trong dung dich dém phan tng kinaza (25mM Tris d6 pH bang 7,5,
0,5mM EGTA, 0,5mM Na3VOs, SmM b-glyxerolphosphat, 0,01% Triton X-100, 1uM
ATP khéng phong xa, 0,25uCi 33P-gama-ATP (GE Healthcare, s6 16 AH9968) nong
d6 cubi cing) c6 hodc khéng c6 5uL hop chét thir nghiém hogic chit din thube
(DMSO, ndng d cudi cung 1%), trong tdng thé tich bang 25uL, trong dia c6 96 15
polypropylen (Greiner, day chit V). Sau 105 phtt & nhiét d6 30°C, nglmg phéan Ung
bing cach bd sung axit phosphoric 150mM véi lugng 25uL/18. TAt ca cac phan tmg
kinaza da két thiic duoc chuyén téi dia loc 96 16 duge rira s&n (axit phosphoric 75mM)
(s6 16 Perkin Elmer 6005177) bang cach sit dung thiét bj thu gom té bao (Perkin
Elmer). Céc dia duoc rira 6 14n bing dung dich axit phosphoric 75mM véi lugng
300pL mdi 15 va ddy cta cac dia nay duge boc kin. B6 sung Microscint-20 véi luong
40uL/13, phin trén clia cac dia ndy dugc boc kin va tién hanh doc két qua bing cach
stt dung Topcount (Perkin Elmer). Hoat tinh kinaza dugc tinh toan bing céch trir di
tdng s6 dém duoc trong mdi phut (cpm) thu dugc trong diéu kién c6 mit chit tc ché
d6i chimg duong (10uM staurosporin) tir cpm thu dugc trong didu kién c6 mit chit

dan thudc. Kha ning tc ché hoat tinh cta hop chét thu nghiém dugc x4c dinh nhu sau:

Phén trim (e ché = ((cpm duge xac dinh cho miu c6 mit hop chét thir nghiém
— cpm dugce xé4c dinh cho mAu chét G ché d6i ching duong) dugce chia cho (cpm duge
xéc dinh trong diéu kién c6 mit chit din thubc — cpm duge x4c dinh cho miu chit tc

ché dbi chimg duong)) * 100.

Chudi pha lodng lidu duoc didu ché cho cic hop chit c6 thé tién hanh thir

nghiém tac dung dép tmg liéu trong thir nghiém JAK3 va tinh toan gid tri ICso cho mdi



26137

hop chét. Mdi hop chit duoc thir nghiém & ndng d6 bing 20uM sau d6 pha lodng theo
chudi véi ty 18 1/3, 8 ndng d6 (20pM - 6,67uM - 2,22uM - 740nM - 247nM - 82nM -
27nM - 9nM) trong nong d6 cudi cing DMSO bing 1%. Khi hoat lyc cta chudi hop
chét pha losing ting, nhidu dung dich pha lodng hon dugc chuén bi vi/hoic ndng dd

cao nhit dugc giam xubng (vi duy, 5 uM, 1uM).

Céc hop chét sau ddy dugc thir nghiém hoat tinh khang JAK3 cta ching va cac
gia tri ICso, nhu dugce xac dinh béng cach str dung thir nghiém dugc mé ta & day, dugc

néu trong bang ITIC dudi day.

Bang ITIC: Céc gié tri ICso JAK3 ctia cac hop chit

Hop chit s6 1Cs0 JAK3 (nM)
1 149,35, 187,3, 189,3, 194,7
2 2843
11 194,6

1.6 Thir nghiém xac dinh gia tri Ki JAK3

Pé x4c dinh gia tri Ki, lugng hop chit khac nhau duogc trén véi enzym va phan
ung enzym dugc tién hanh 12 mot ham sb ctia ndng 46 ATP. Gi4 tri Ki duoc xé4c dinh
bing bidu dd twong hd hai thong sb gdm Km va ndng do hop chét (biéu dd
Lineweaver-Burk). JAK3 (Carna biosciences, 09CBS-0625B) dugc sir dung & néng dé
cudi cung bing 10ng/ml. Co chit 1a mudi Poly(Glu,Tyr)natri (4:1), MW 20 000 - 50
000 (Sigma, P0275). Phan tng dwgc tién hanh trong 25mM Tris d6 pH bang 7,5,
0,01% Triton X-100, 0,5mM EGTA, 2,5mM DTT, 0,5mM Na3VOi, 5mM b-
glyxerolphosphat, 10mM MgCl, v6i ndng d6 khéc nhau ctia ATP va hop chét va duoc
ngimg phan Gmg bing cach bd sung axit phosphoric 150mM. Viéc xé4c dinh phosphat
két hop vao co chét polyGT dugc thuc hién béng céch nap mau Ién dia loc (st dung
thiét bi thu hoach t& bao, Perkin Elmer) va sau d6 dugc rira. ¥*P da két hop trong
polyGT dugce xac dinh trong may dém nhip nhay Topcount sau khi bd sung chat long
nhip nhay vao céc dia loc (Perkin Elmer).

Vi du, khi hop chét 1 dwoc kiém tra frong thir nghiém nay, gia tri Ki do dugc
bang 353nM.

1.7 Thir nghiém trc ché TYK2

Mién xtc tac TYK2 cta ngudi tai tb hop (axit amin 871-1187; s6 16 08-147)
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duge mua tir Carna biosciences. Sng TYK2 duge 1 véi 12,5ug co chit polyGT (s6 16
Sigma P0275) trong dung dich dém phan tmg kinaza (25mM Hepes d6 pH bang 7,5,
100mM NaCl, 0,2mM NazVOq, 0,1% NP-40, 0,1uM ATP khéng phong xa, 0,125uCi
33p-gama-ATP (GE Healthcare, s6 16 AH9968) ndng d6 cubi cing) c6 hodc khong c6
SuL hop chét thir nghiém hodc chit din thubc (DMSO, ndng d6 cudi ciing 1%), trong
tdng thé tich bing 25uL, trong dia c6 96 13 polypropylen (Greiner, day chit V). Sau 90
phit & nhiét 9 30°C, nglmg phéan tmg bang cach b sung axit phosphoric 150mM véi
lwong 25uL/13. T4t ca phan tmg kinaza da két thuc duoc chuyén téi dia loc 96 16 da
duoc rira sdn (axit phosphoric 75mM) (s6 16 Perkin Elmer 6005177) bang céch st
dung thiét bi thu gom t& bao (Perkin Elmer). Cac dia dugc rira 6 1an bang dung dich
axit phosphoric 75mM véi lugng 300uL mdi 18 va day cia cac dia nay duge boc kin.
B sung Microscint-20 v6i lwong 40uL/15, phan trén ctia cac dia ndy duge boc kin va
tién hanh doc két qua bing cach sir dung Topcount (Perkin Elmer). Hoat tinh kinaza
dugce tinh toan bing cach trir di tdng s6 dém duogc trong mdi phit (cpm) thu duge
trong didu kién c6 mit chét e ché dbi ching duong (10uM staurosporin) tir cpm thu
duoc trong didu kién c6 mit chit dn thubc. Kha ning trc ché hoat tinh ctia hop chét

thir nghiém duogc xac dinh nhu sau:

Phén trim e ché = ((cpm duoc x4c dinh cho miu c6 mit hop chét thir nghiém
— cpm duoc xac dinh cho miu chat e ché dbi chimg duorng) duoc chia cho (cpm dugc
x4c dinh trong didu kién c6 mat chit din thudc — cpm duogc xac dinh cho mAu chit e

ché d6i chimg duong)) * 100.

Chudi pha loang lidu dugc didu ché cho cic hop chat c6 thé tién hanh thir
nghiém tac dung d4p Gng lidu trong thir nghiém TYK2 va tinh toén gia tri ICso cho mdi
hop chat. M3i hop chét duge thir nghiém & ndng d6 bang 20uM sau d6 pha lodng theo
chubi véi ty 16 1/3, 8 ndng d6 (20uM-6,67uM-2,22uM-740nM-247nM-82nM-27nM-
9nM) trong ndng do cudi cing DMSO béng 1%. Khi hoat lyc ctia chudi hop chét pha
lodng ting, nhiéu dung dich pha lodng hon dugc chun bi vi/hogc ndng d cao nhit

duoc giam xubng (vi du, SuM, 1uM).

Céc hop chit sau ddy duge thir nghiém hoat tinh khdng TYK2 cua chung; va
cac gia tri ICso, nhu dugc xac dinh b?ing cach st dung thir nghiém dugc mo ta & day,

duoc néu trong bang IIID dudi day.
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Bang ITID: Céc gi4 tri ICso TYK2 clia cac hop chét

Hop chét s6 ICs50 TYK2 (nM)
1 72,7, 73,75, 719,07, 86,77
2 2096
11 125,8

1.8 Thir nghiém xéc dinh Kd TYK2

TYK2 (Carna Biosciences, 09CBS-0983D) dugc sit dung & ndng d6 cubi cling
bing 5nM. Thir nghiém gén két duoc tién hanh trong 50mM Hepes d6 pH bang 7,5,
0,01% Brij-35, 10mM MgCl, 1mM EGTA bing cach st dung chit phat hién vét
kinaza 236 50nM (Invitrogen, PV5592) va Eu-khang-GST 2nM (Invitrogen, PV5594)
vOi cac néng d6 hop chit khac nhau. Viéc phét hién cta chét phét hién vét dugc tién

hanh theo huéng din ciia nha san xuét.

Vi dy, khi hop chét 1 duoc kiém tra trong thr nghiém nay, gia tri Kd do duogc
bing 376nM.

Vi du 2. Thir nghiém té bao
Thir nghiém truyén tin hiéu JAK-STAT:

Céc té bao HelLa dugc dé trong méi truong Eagle dugc cai bién Dulbecco
(DMEM) chtra huyét thanh phoi thai bé duoc bit hoat bing nhiét 10%, 100 U/ml
penixilin va 100pg/ml streptomyxin. Céac t& bao HeLa dugc st dung & ndng do hop
luu bing 70% dé chuyén nhidm. 20.000 té bao trong 87uL moi trudng nudi chy té bao
dugc chuyén nhifm nhanh chéng bing 40ng chit bio cédo pSTATI(2)-luxiferaza
(Panomics), 8ng chét béo céo LacZ 1a chit bdo cdo dbi chimg bén trong va 52ng pBSK
bing céach st dung 0,32uL Jet-PEI (Polyplus) 1am chit phan umg chuyén nhiém cho
mdi 16 trong dia ¢ 96 15. Sau khi G qua dém & nhiét 4 37°C, 10% COz, méi trudong
chuyén nhidm dwoc loai bd. Bb sung 75uL. DMEM + huyét thanh phdi thai bé dwoc
bét hoat bing nhiét 1,5%. 15pL hop chét & néng d6 6,7x dugc bd sung vio trong 60
phut va sau d6 bd sung 10pL OSM ngudi (Peprotech) & ndng d6 cudi ciing bing
33ng/ml.

T4t ca céc hop chit duoc kidm tra hai l4n bét dau tir 20puM sau d6 duoc pha
loding theo chudi véi ty 18 1/3, tbng 13 8 ndng dd (20uM — 6,6uM — 2,2uM — 740nM —
250nM — 82nM — 27nM — 9nM) trong ndng d6 cudi cing DMSO béng 0,2%.
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Sau khi 0 qua dém & nhiét d6 37°C, 10% CO, céc té bao duogc dung giai trong
100uL. dung dich dém dung giai/16 (PBS, 0,9mM CaCl,, 0,5mM MgCla, 5%
Trehalozo, 0,025% Tergitol NP9, 0,15% BSA).

40uL dich dung giai t& bao dugc st dung dé x4c dinh hoat tinh B-galactosidaza
bang cach bd sung 180uL dung dich B-Gal (30pl ONPG 4mg/ml + 150uL dung dich
dém B-Galactosidaza (0,06 M NaxHPOg4, 0,04M NaH;POs, 1mM MgCl)) trong 20
phtt. Phan tng duge dimg lai bing cach bd sung 50uL Na,COs IM. Budc séng hip

thu duoc doc & 405nm.

Hoat tinh luxiferaza dugc xac dinh bing cach st dung 40pL dich dung giai té
bao cong véi 40pL Steadylite® nhu dugc md ta bdi nha san xuét (Perkin Elmer), trén
man hinh (Perkin Elmer).

10uM chét e ché pan-JAK dugc sit dung 1am mau dbi chimg dwong (trc ché
100%). MAu d6i chitng &m DMSO 0,5% (rc ché 0%) duoc sit dung. Cac miu ddi

ching am va duong dugc sit dung d& tinh toan gia tri z’ va ‘phin trim e ché’ (PIN).

Phin tram tc ché = ((su phét hu?nh quang dugc x4c dinh trong diéu kién c6
mat chit din thudc - sy phat huynh quang dugc xéc dinh cho mAu chira hop chét thir
nghiém) dugc chia cho (sy phat huynh quang dugc xéc dinh trong diéu kién c6 mit
chit dan thubc — sy phat huynh quang dwoc xac dinh cho mau khéng c6 chit khoi
mao)) * 100.

Céc gia tri PIN dugc v€ dd thi dbi véi cac hop chét dugc thir nghiém vé sy dap

{mg lidu va thu duge cac gid tri ECso.

Bang IV
Hop chit sb ECso (nM)
1 922,5, 625,6, 987,7, 1767
2 >10000, 3322, 2492
11 | 740,4

Vi du 2.2 Thir nghiém truyén tin hiéu OSM/IL-1p

OSM va IL-1B cho thiy ndng d6 MMP13 didu hoa ting theo cich higp dong
trong dong t& bao sacom sun & ngudi SW1353. Céc té bao dugc nudi trong dia c6 96
16 v6i 15.000 té bao/18 v6i thé tich bang 120uL. DMEM (Invitrogen) chita FBS 10%
(theo thé tich) va 1% penixilin/streptomyxin (InVitrogen) dwoc G & nhiét 46 37°C 5%
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CO;. Cac té bao duge 1 trude v6i 15uL hop chét trong méi tredng M199 véi DMSO
2% trong thoi gian 1 gid trude khi dwoc khoi mao bang 15uL OSM va IL-1 @& dat
25ng/ml OSM va Ing/ml IL-1B, va nong 46 MMP13 dugc x4c dinh trong méi trudng
c6 didu kién trong 48 gidr sau khi khoi mao. Hoat tinh MMP13 dugc xé4c dinh bing
cach str dung thir nghiém hoat tinh bét git khang thé. Nhim muc dich nay, dia 384 15
(NUNC, 460518, MaxiSorb den) dugc pht bing 35uL dung dich khang thé khéng
MMP13 cda nguoi 1,5ug/ml (R&D Systems, MABS51 1) trong 24 gid & nhiét do 4°C.
Sau khi rira céc 18 2 14n bang PBS + 0,05% Tween, vi tri gin két con lai dugc phong
bé bing 100pL sita khd khong béo 5% (Santa Cruz, sc-2325, Blotto) trong PBS trong
24 gity & nhiét d6 4°C. Tiép theo, céc 16 dwoc rira hai 14n bing PBS + 0,05% Tween v
35uL dung dich pha lodng 1/10 dich nudi ciy ndi chira MMP13 trong dung dich dém
phong bé dugc pha lodng 100 1in dwoc bd sung vao va duogc U trong 4 gid & nhiét do
trong phong. Cac 15 tiép theo dugc rira hai 14n bang PBS + 0,05% Tween sau d6 1a qua
trinh hoat héa MMP13 béang cach bd sung 35uL dung dich 4-aminophenylmercuric
axetat 1,5mM (APMA) (Sigma, A9563) va U & nhiét d6 37°C trong 1 gid. Céc 16 dugc
rira 14n nita bing PBS + 0,05% Tween va bd suhg 35uL co chat MMP13 (Biomol, P-
126, co chit OmniMMP flogenic). Sau khi @ trong 24 gir & 37°C phat huynh quang
clia co chat da chuyén héa dugc xac dinh bing may doc nhiéu nhén Perkin Elmer
Wallac EnVision 2102 Multilabel Reader (budc song kich thich: 320nm, budc song
phat xa: 405nm).

Phin trim @c ché = ((sy phéat huynh quang dwoc xac dinh trong didu kién c6
mit chit din thubc - su phét huynh quang dugc xac dinh cho mau véi sy cd mit cia
hop chét thir nghiém) duge chia cho (sy phéat huynh quang duoe x4c dinh trong diu
kién c6 mit chit dan thudc — su phat huynh quang dugc xac dinh cho mAu ma khong

can chét khoi mao)) * 100.

Vi du, khi hop chét 1 dugc kiém tra trong thir nghiém nay, gia tri ECso do dugc
bing 2242,5 (+1098,5) nM.

Vidu 2.3 Thir nghiém ting sinh PBL

Céc & bao lymphd mau ngoai vi clia ngudi (PBL) duoc kich thich bing IL-2 va
qu4 trinh ting sinh dugc xéc dinh bing thir nghiém hop nhét BrdU. Piu tién, PBL
duogc kich thich trong 72 gid bing PHA d& cam tng thu thé IL-2, sau d6 ching dugc

-49-



26137

gén chit trong 24 gio d& ngimg qua trinh ting sinh t& bao sau d6 1a kich thich IL-2
trong 72 gid nita (bao gdm danh d4u BrdU trong 24 gio). Cac té bao dugc u trude voi
hop chit thir nghiém trong 1 gid trude khi bd sung IL-2. Cac t& bao duoc nudi ciy
trong RPMI 1640 chtta FBS 10% (theo thé tich).

Vi du 2.4 Thir nghiém mau toan phan (WBA)
2.4.1 Quy trinh kich thich IFNa

Pé dyu doan hiéu lyc cua hop chét thir nghiém d& e ché con duong truyén tin
hiu phu thude JAK1 hodic JAK? in vivo, md hinh in vitro tuong duong v& mit sinh 1y
dugc phat trién st dung mau toan phan ctia nguoi. Trong thir nghiém WBA, mau,
duge 14y tir tinh nguyén vién 1a nhiing ngudi tw nguyén, duge xtt ly ex vivo v6i hop
chit (trong 1 gid) va sau d6 dugc kich thich trong 30 phut béang interferon o (IFNa,
con dudng phu thudc JAK1) hodc trong 2 gio bing yéu t6 kich thich khuén lac-dai
thuc bao té bao hat (GM-CSF, con duong phu thude JAK?2).

2.4.1.1 Thit nghiém phospho — STAT1

P2 kich thich IFNo, su gia ting phosphoryl hoa chat truyén tin hiéu va chit
hoat héa qué trinh phién ma 1 (pSTAT1) béng INFo. trong phan chiét t& bao bach cau
duoc xac dinh bang cach sir dung thir nghiém pSTAT1 ELISA. Qua trinh phosphoryl
hoéa chét truyén tin hidu va chit hoat hoa qua trinh phién mé 1 (STAT1) sau khi khoi
mao interferon alpha (IFNa) 13 sy kién trung gian JAK1. Thir nghiém phospho-
STATI, la thir nghiém duoc su dung d8 x4c dinh ndng do phospho-STATI trong cac
phén chiét t& bao, duoc phat trién dé danh gid kha ning cta hop chét d& trc ché con
dudng truyén tin hidu phu thude JAKI.

Trong mau toan phéan cta nguoi duogc 14y tir c4c tinh nguyén vién l1a ngudi tu
nguyén, dugc xtt ly ex vivo béng hop chit (1 gi®) va sau d6 duge kich thich trong 30

phiit bing IFNo. Viéc téng mic d6 phosphoryl héa clia STAT1 bdi INFa trong phén
chiét té bao bach cau dugce xac dinh bing céach st dung phospho-STAT1 ELISA.

Dung dich dém dung giai ACK gém 0,15M NH4Cl, 10mM KHCOs, 0,1mM
EDTA. Gia tri pH cta dung dich dém bing 7,3.

Nong d6 dung dich dém dung giai t& bao 10x (mdt phan cua bd kit PathScan
Phospho-STAT1 (Tyr701) Sandwich ELISA tir Cell Signaling) dugc pha loéng 10 1an
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trong H2O. Chét e ché proteinaza dugc bd sung vio dung dich dém trude khi sir

dung.

20ug IFNa dugc hoa tan trong 40pL H,O dé thu duoce 500pg/ml dung dich gbe.
Dung dich gb¢ dugc bao quan & nhiét d6 -20°C.

Chudi pha lodng 3 1in ctia hop chit dugc chuén bi trong DMSO (ndng d6 cao
nhit: 10mM). Sau d6, hop chét dugc pha lodng tiép trong méi trudng (yéu td pha

loding phu thudc vao ndng d6 cudi cing mong mubn ctia hop chit).
2.4.1.1.1 U méu v6i hop chit va kich thich bang IFNa.

Mau ngudi duge thu gom trong dng heparini héa. Mau dugc chia thanh cac
phin c6 thé tich 392uL. Sau d6, 4uL hop chit pha lofing dwoc bd sung vio mdi phan
va cac miu méau duge U trong 1 gid & nhiét d6 37°C. Dung dich géc IFNa dugc pha
lodng 1000 14n trong mbi trudng RPMI dé thu duge 500ng/ml dung dich xtr 1y. 4uL
dung dich xi 1y 500ng/ml dwoc bd sung vao cac miu mau (ndng d6 cudi cting IFNa:

Sng/ml). Cac mau duge 0 & nhiét 9 37°C trong 30 phiit.
2.4.1.1.2 Diéu ché dich chiét t€ bao

Tai thoi diém két thuc qua trinh kich thich, 7,6ml dung dich d&m ACK dugc bd
sung vao cac miu mau dé dung giai cac té bao héng ciu. Cac miu dugc tron béang cach
dao nguoc dng nim 1an va hdn hop phin tng duge U trén d4 trong 5 phit. Viéc dung
giai RBC 14 hién nhién trong qué trinh 0. Céc té bao duoc tao vién bang cach ly tim
véi van tde 3000 vong/phit (300g), & nhiét d 4°C trong 7 phit va dich ndi duge loai
bo. 10ml PBS 1x dugc bd sung vao mdi dng va vién t& bao duoc tao hbn dich 1an nita.
MAu duge ly tAm 14n nita trong thoi gian 7 phut véi van tde 3000 vong/phut (300g), &
nhiét d6 4°C. Dich ndi dugc loai bé va vién nay dugc tao hdn dich 1an nita trong
500uL PBS 1x. Sau d6, hdn dich té bao dugc chuyén téi dng vi ly tAm 1,5ml sach. Cac
té bao duogc tao vién bang cach ly tAm véi van tde 7000 vong/phut (700g) trong 5 phut
& nhiét d6 4°C. Dich ndi duoc loai bd va vién nay duoc hoa tan trong 150uL dung dich
dém dung giai t& bao. MAu dugc U trén d4 trong 15 phut. Sau 6, miu duge béo quan &

nhiét do -80°C cho dén khi dugc xt 1y tiép.
2.4.1.1.3 Xéc dinh qua trinh phosphoryl héa STAT1 béng ELISA

Kit Pathscan Phospho-STAT1 (Tyr701) Sandwich ELISA tir Cell Signaling (sb
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16: #7234) dugc dung & x4c dinh ndng d6 Phospho-STATI.

Céc phan chiét t& bao dugc 1am tan trén da. Cac éng dugc ly tm trong thoi gian
5 phat & van tbe 160.000 vong/phut (16.000g), & nhiét d6 4°C va san phdm dung giai
trong duge thu gom. Pdng thoi, cic khay vi 18 ciia kit dugc 1am can bang voi nhiét d6
trong phong va dung dich dém rira dugc chudn bi bing cach pha lodng dung dich dém
rira 20x trong H0. MAu duoc pha loding 2 14n trong chét pha lodng miu va bd sung

100pL vao cac khay vi 16. C4c khay vi 16 duge 0 qua dém & nhiét d 4°C.

Ngay tiép theo, cac 15 duoc rira 3 14n bang dung dich dém rira. 100pL khéng thé
phéat hién dugc bd sung vao céc 16. Cac khay duoc 01 & nhiét d6 37°C trong 1 gid. Sau
d6, cac 15 duoc rira 3 14n bang dung dich dém rira mot 14n nita. 100uL khéng thé thir
clp duoc gin két HRP dugc bd sung vao mdi 18 va miu dugc ¢ & nhiét d6 37°C. Sau
30 phut, céc 1§ duge rira 3 14n nita va bd sung 100pL co chit TMB vao tit ca cac 18.
Khi mAu chuyén sang mau xanh da trdid, 100pL dung dich STOP dugc bd sung vio dé

ngimg phan tng. Su hip thu duoc xé4c dinh & bude séng 450nm.
2.4.1.2 Phan tich 6 li¢u

Téac dung trc ché cam tng phosphoSTAT1 bdi IFNo. trong dich chiét t& bao
duoc lap dd thi dbi véi hai théng sb néng do hop chét va gié tri ICso br?mg cach str dung

phan mé&m Graphpad. S8 liéu dugc gitt lai néu R? 16n hon 0,8 va dinh déc nho hon 3.
2.4.1.2 IL-8 ELISA

D8 kich thich GM-CSF, su ting ndng d6 interleukin-8 (IL-8) trong huyét tuong
duoc xac dinh béng cach st dung thu nghiém IL-8 ELISA. Su biéu hién cta
interleukin 8 (IL-8) dugc cam Ung bdi yéu t6 kich thich khuln lac-dai thuc bao t& bao
hat (GM-CSF) 1a su kién trung gian JAK2. IL-8 ELISA, c6 thé duoc sir dung dé xac
dinh ndng d6 IL-8 trong mAu huyét twong, dugc phét trién dé danh gia kha ning cua
hop chét trc ché con dudng truyén tin hiéu phy thude JAK2.

M4u ngudi toan phan dugc 4y tir tinh nguyén vién 1 ngudi ty nguyén, duge xir
Iy ex vivo bing hop chét (1 gi®) va sau d6 duge kich thich trong 2 gior bang GM-CSF.
Viéc ting ndng do IL-8 trong huyét tuong duge x4c dinh bing cach sir dung thlr
nghiém IL-8 ELISA.

10ug GM-CSF duoc hoa tan trong 100uL HO dé thu duwoc 100pg/ml dung
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dich géc. Dung dich géc duoc bao quan & nhiét 4o -20°C.

Chudi pha lodng 3 1in ctia hop chit thir nghiém duoc chudn bi trong DMSO
(ndng d6 cao nhét: 10mM). Sau d6, hop chét con dugc pha lodng tiép trong moi truong

(véu t6 pha lodng phu thudc vao ndng d6 hop chit mong mubn cudi cing).
2.4.1.2.1 U mau v6i hop chét va kich thich bdng GM-CSF

Ma4u nguoi duge thu gom trong 6ng heparini héa. Mau dugc chia thanh cac
phan véi thé tich 245pL. Sau d6, 2,5uL dung dich pha lodng hop chét thir nghiém
duoc bd sung vao mdi phin va cdc mAu méu duge  trong 1 gio & nhiét d6 37°C. Dung
dich gbc GM-CSF dugc pha lodng 100 l4n trong moi truong RPMI d& thu dugc
1pg/ml dung dich xtr ly. 2,5pL dung dich xt ly 1pg/ml dugc bd sung vao cic mau
méau (ndng d6 cudi cing GM-CSF: 10ng/ml). MAu duogc U & nhiét d§ 37°C trong 2 gio.

2.4.1.2.2 Chuén bi mAu huyét twong

MAu dugc ly tAm trong 15 phut ¢ vén tbc 10.000 vong/phut (1.000g), ¢ nhigt do
4°C. 100pL huyét tuong dugc thu gom va bao quan & nhiét do -80°C cho dén khi st
dung tiép.

2.4.1.2.3 Xac dinh néng do IL-8 bang ELISA

Kit Human IL-8 Chemiluminescent Immunoassay tir R&D Systems cung cap

(sé 16: Q8000B) dugc sir dung dé xac dinh ndng @6 IL-8.

Dung dich dém rira dugc didu ché bing cach pha lodng dung dich dém rira 10x
trong H2O. Chét phan tmg glo dugc didu ché bing cach bd sung 1 phén chét phan tmg
glo 1 vao 2 phén chét phan img glo B trong thoi gian 15 phut dén 4 gio trude khi su
dung.

100puL chit pha lodng thir nghi¢m RD1-86 dugc b sung vao mdi 15. Sau do,
50uL méu (huyét tuong) duoc bd sung vao. Dia ELISA duge U trong 2 gid & nhiét do
trong phong, 500 vong/phut. Tét ca céc 18 duoc rira 4 1an bang dung dich dém rira va
200uL thé tiép hop IL-8 duge bd sung vao mdi 16. Sau khi  trong 3 gid & nhiét do
trong phong, cac 18 dugc rira 4 1An bing dung dich dém rira va 100pL chét phan tmg
glo duge bd sung vao mdi 13. Bia ELISA dugc U trong 5 phit & nhiét d6 trong phong
(dugc bao vé khoi anh sang). Su phat huynh quang dugc xac dinh (thoi gian doc 0,5
giay/15). '
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2.4.1.3 Két qua

Vi dy, khi st dung quy trinh nay, pICso ctia hgp chét 1 tc ché sy ting ndng do
clia pSTAT1 do INFo, giy ra bing 6,23 = 0,15 (SEM). Didu nay chung t6 ring hop
chit 1 c6 kha niing tic ché con dwdng JAK1 trong didu kién sinh 1.

2.4.2 Quy trinh kich thich IL-6

Ngodi ra, phan tich té bao theo dong duoc tién hanh ¢ chimg minh kha ning
chon loc ex vivo clia hop chit ddi véi JAKI cao hon JAK2 bing cach str dung méu
toan phin ctia ngudi. Do d6, mau dugc liy tir tinh nguyén vién 1a nhitng ngudi tu
nguyén cho mau. Sau d6, mau dugc 1am cin bing trong thoi gian 30 phit & nhiét do
37°C dudi diéu kién rung nhe, sau d6 duoc cho vao éng Eppendorf. Hop chét dugc bd
sung vao véi ndng d6 khac nhau va duoc 4 & nhiét d6 37°C trong 30 phut dudi diéu
kién rung nhe va sau d6 dugc kich thich trong thoi gian 20 phit & nhigt do 37°C dudi
didu kién rung nhe véi interleukin 6 (IL-6) dé kich thich con dwong phu thudc JAK1
hoic GM-CSF @ kich thich con dudong phu thudc JAK2. Sau d6, ddnh gid phospho-
STAT1 va phospho-STATS bing cach sir dung phan tich FACS.

2.4.2.1 Thtr nghiém phospho—STAT1

Dé ting su phosphoryl hoa ciia chét truyén tin hiu va chét hoat héa qué trinh
phién ma 1 (pSTAT1) dugc kich thich boi IL-6 trong t& bao bach ciu, mau toan phan
ctia ngudi duge 14y tir tinh nguyén vién 1a nhitng ngudi tu nguyén cho mau, dugce xir ly
ex vivo bing hop chit trong 30 phut va sau d6 duge kich thich trong 20 phit bang IL-
6. Viéc ting su phosphoryl héa ciia STAT1 boi IL-6 trong céc té bao lymphd duge xac
dinh béng cach sir dung khang thé khang phospho-STAT1 bing FACS.

Dung dich dém 5X Lyse/Fix (BD PhosFlow, s6 16 558049) dugc pha lodng 5
lan bfmg nudc cit va duoc 1am 4m sdn & nhiét d6 37°C. Dung dich dém Lyse/Fix da

pha lodng con lai dugce bo di.

Hoa tan 10pg rthiL-6 (R&D Systems, s6 16 206-IL) trong 1ml PBS 0,1% BSA
8 thu duge 10pg/ml dung dich gbe. Dung dich gbc dugc chia thanh cic phin va bao
quan & nhiét do -80°C.

Chudi pha loéing 3 14n ctia hop chat duge chuén bi trong DMSO (10mM dung
dich gbc). MAu duogc xir 1y bang chét dbi chimg nhan DMSO thay cho hop chat. Tét ca

-54-



26137

céc miu duoc G voi ndng d6 DMSO cubi cing bing 1%.
2.4.2.1.1 U méau bing hop chét va kich thich bing IL-6

Méau ngudi duge thu gom trong dng heparini héa. Mau dugc chia thanh céc
phin véi thé tich 148,5ul. Sau d6, 1,5ul dung dich pha lodng hop chit thir nghiém
dugc bd sung vao mdi phdn miu méau va cac miu mau dugce U trong 30 phut & nhiét do
37°C duéi diéu kién rung nhe. Dung dich gbc IL-6 (1,5ul) dugc bd sung vio cac miu
méau (ndng d6 cudi cling 10ng/ml) va mau duge U & nhiét d6 37°C trong thoi gian 20

phat duéi diéu kién rung nhe.
2.4.2.1.2 Chuén bi t bao bach ciu va d4nh ddu CD4

Tai thoi diém két thic qué trinh kich thich, 3ml dung dich d€m Lyse/Fix 1X
duoc 1am 4m sfn ngay 13p tirc dugc bd sung vao cac miu méu, duge tao xody nhanh
va duge 4 trong 15 phit & nhiét d6 37°C trong bé nudc d& dung giai céc t& bao hdng
clu va ¢ dinh bach cAu, sau d6 dugc 1am dong lanh & nhiét d6 -80°C cho dén khi sir

dung tiép.

Dbi véi cac budce sau do, cac éng dugc 1am tan bang & nhiét 6 37°C trong thoi
gian x4p xi 20 phut va duge ly tim trong 5 phat véi lyc ly thm 400xg & nhiét 4o 4°C.
Vién té bao dugce rira béng 3ml PBS 1X lanh, va sau khi ly tdm vién té bao dugc tao
hén dich 13n nita trong 1001 PBS chita BSA 3%. Khéng thé khéang CD4 thé tiép hop
v6i FITC hodic khéng thé ciing loai tiép hop voi FITC d6i chig dugce bd sung vao va
duoc U trong thoi gian 20 phat & nhiét d6 trong phong, & chd t6i.
2.4.2.1.3 D6 thdm ctia té bo va danh déu bing khang thé khang phospho-STAT1

Sau khi rira céc t& bao bing PBS 1X, vién té bao duoc tao hdn dich 1in nita
trong 100ul PBS 1X duoc lam lanh trong nudc da va 900pl metanol 100% dugc lam
lanh trong nudc da dugce bd sung vao. Sau do, cac t€ bao dugc U & nhiét d6 4°C trong
30 phut d& lam tham.

- Céc té bao duoc 1am thdm sau d6 duoc rira bang PBS 1X chira BSA 3% va cudi
cting duoc tao hdn dich 14n nita trong 80ul PBX 1X chira BSA 3%.

20pL khang thé dbi chung cing loai khang STATI ciia chudt nhit PE (pY701)

hodc IgG2ax cua chudt nhit PE (BD Biosciences, s 16 14n lugt 1a 612564 va 559319)

duoc bb sung vao va duoge tron, sau d6 duge G trong 30 phit & nhiét d 4°C, & chd tbi.
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Sau d6, cac té bao dugc rita mot 14n b:?mg PBS 1X va dugc phéan tich béng may
dém té bao dong FACSCanto II (BD Biosciences).

2.4.2.1.4 Phan tich phat huynh quang bing miy FACSCanto II

Téng cong 50.000 lan dwoc d&m va cac t& bao dwong tinh véi phospho-STATI
duoc xac dinh sau khi bam trén céac té bao CD4+, trong ctra lymphd bao. Sé lidu duoc
phan tich bing cach sir dung phan mém FACSDiva va phén trim tac dﬁng trc ché kich
thich IL-6 dugc tinh theo phén trim céc t& bao dwong tinh di voi phospho-STAT1

trén cac té bao CD4+,
2.4.2.2 Thr nghiém phospho—STATS

Pé ting sy phosphoryl héa cta chét truyén tin hidu va chit hoat héa qué trinh
phién ma 5 (pSTATS5) duogc kich thich béi GM-CSF trong té bao bach ciu, mau toan
phin ctia ngudi duoc 1y tir tinh nguyén vién 1 nhitng nguoi tw nguyén cho méu, duge
xtt Iy ex vivo bang hop chét trong 30 phut va sau d6 duoc kich thich trong thoi gian 20
phut bing GM-CSF. Viéc ting su phosphoryl héa ctia STATS bdi GM-CSF trong céc
bach ciu don nhin duwoc x4c dinh bing cach st dung khéng thé khang phospho-
STATS bang FACS.

Dung dich dém Lyse/Fix 5X (BD PhosFlow, s6 16 558049) duoc pha lodng 5
14n bing nudc cAt va dugc 1am 4m sdn & nhiét d6 37°C. Dung dich dém Lyse/Fix da
pha lodng con lai dugc bo di.

Hoa tan 10pg rhGM-CSF (AbCys S.A., sb 16 P300-03) trong 100ul PBS 0,1%
BSA d thu dugc 100pg/ml dung dich gbe. Dung dich géc duge bao quan timg phan &
nhiét d¢ -80°C.

Chudi pha lodng 3 14n ctia hop chét dugc chuan bi trong DMSO (10mM dung
dich gbc). MAu dugc xtt ly bing ddi chimg nhan DMSO ma khong c6 hop chét thir
nghiém. T4t ca cac miu duge i v6i ndng do DMSO cudi ciing biang 1%.
2.4.2.2.1 U méu v6i hop chét va kich thich bing GM-CSF

Mau ngudi dugc thu gom trong dng heparini héa. Mau duge chia thanh cac
phdn voi thd tich 148,5ul. Sau d6, 1,5ul hop chit pha lodng dugc bd sung vao mdi
phﬁn va cac miu méu duoc 0 trong 30 phit & nhiét d6 37°C dudi diéu kién rung nhe.

Dung dich gbc GM-CSF (1,5u1) duge bd sung vao cdc miu mau (ndng @6 cudi cing
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20pg/ml) va mAu dugc G & nhiét d6 37°C trong 20 phut dudi diéu kién rung nhe.
2.4.2.2.2 Chuén bi t& bao bach ciu va danh ddu CD14

Tai thoi diém két thiic qué trinh kich thich, 3ml dung dich dém Lyse/Fix 1X
duoc 1am 4m sin ngay l4p tirc dwoc bd sung vao cac miu mau, duoc tao xody nhanh
va duoc U trong 15 phit & nhiét d6 37°C trong bé nudc dé dung giai cac t& bao hdng
cu va cb dinh bach ciu, sau d6 lam dong lanh & nhiét d6 -80°C cho dén khi st dung
tiép.

DPdi véi cac bude sau do, 6ng dugc lam tan bang & nhiét do 37°C trong thoi
gian khoang 20 phut va dugc ly tdm trong thoi gian 5 phut véi luc ly tdm 400xg &
nhiét d6 4°C. Vién té bao duoc rira bing 3ml PBS 1X lanh, va sau khi ly tim vién té
bao duoc tao hdn dich 14n nita trong 100ul PBS chita BSA 3%. Khang thé khang
CD14 cta chudt nhit FITC (BD Biosciences, sb 16 345784) hoic khang thé cing loai
IgG2bxk cua chudt nhit FITC dbi chimg (BD Biosciences, s6 16 555057) duoc bd sung
vao va duoc i trong 20 phut & nhiét d trong phong, & chd t5i.
2.4.2.2.3 Thim t& bao va danh diu bing khang thé khang phospho-STATS

Sau khi rtta cac té bao bing PBS 1X, vién t bao dugc tao hdn dich 1an nita
trong 100pl PBS 1X dugc 1am lanh bing nudc da va bd sung 900pl metanol 100%
duoc 1am lanh bing nudc d4. Sau d6, cac té bao duoc U & nhiét d6 4°C trong 30 phit

dé 1am thdm.

Sau d6, cac té bao da thdm duoc rira bing PBS 1X chita BSA 3% va cubi cling
tao hdn dich 14n nita trong 80pl PBX 1X chira BSA 3%.

20pL khéng thé déi chung cing loai khang STATS clia chudt nhit PE (pY694)
hodc IgGlx cta chudt nhit PE (BD Biosciences, s6 16 14n lugt 13 612567 va 554680)

dugce bd sung vao, dugc tron, sau do, dugc u trong 30 phut ¢ nhiét 46 4°C, & chd tdi.

Sau d6, c4c t& bao duoc rira mot 14n bing PBS 1X va dugc phén tich bing may

dém té bao dong FACSCanto II (BD Biosciences).
2.4.2.2.4 Phén tich su phat huynh quang trén FACSCanto 11

Téng cong 50.000 14n duge dém va céc t& bao duong tinh v&i phospho-STATS

duoc x4c dinh sau khi bdm trén céc t& bao CD14+. S6 lidu dugc phén tich bing cach
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stt dung phan mém FACSDiva va tuong tmg v6i phin trim wc ché sy kich thich cua
GM-CSF dugc tinh trén phén trim céc té bao dwong tinh dbi v6i phospho-STATS trén
cac té bao CD14+.

2.4.2.2 Két qua

Khi sir dung quy trinh ndy, phan trim tc ché (PIN) thu dugc tir gi4 tri trung
binh ctia 3 tinh nguyén vién khée manh dwoc xac dinh cho mdi hop chét thir nghiém.
Vi du, hop chét 1 dugc thir nghiém va c6 pICso = 6,08 trong viée e ché qua trinh
phosphoryl héa STATI.

Vi du 3. M6 hinh iz vivo
Vidu 3.1 M6 hinh CIA
3.1.1 Nguyén li€u

T4 dugc Freund hoan toan (CFA) va ta dugc Freund khong hoan toan (IFA)
dugc mua tr Difco. Colagen loai II cua bo (CII), lipopolysacarit (LPS), va Enbrel
dugc mua tr Chondrex (Isle d’Abeau, France); Sigma (P4252, L’Isle d’Abeau,
France), Whyett (xy lanh tiém 25mg, France), Acros Organics (Palo Alto, CA) tuong
ting. TAt ca céc chét phan ung khac dugc sir dung 13 thudc loai chit phan tmg va tét ca
dung mdi déu thudc loai ding dé phan tich.

3.1.2 Dong vat

Chudt cbng Agouti den (duc, 7-8 tudn tudi) duoc mua tir Harlan Laboratories
(Maison-Alfort, France). Céc con chudt cdng dugc giit trong chu ky sang/ti 12 gid
(07:00 — 19:00). Nhiét 6 dugc duy tri ¢ 22°C, va thic an va nudc dugc cung cap tity
y.

3.1.3 Bénh viém khdp gy ra bdi colagen (CIA)

Mot ngay trude khi tién hanh thir nghiém, dung dich CII (2mg/ml) dugc chuin
bi véi axit axetic 0,05 M va dugc bdo quan & nhiét d§ 4°C. Ngay trude khi ching
ngira, cac thé tich t4 duoc bing nhau (IFA) va CII duoc tron bang may tron d6ng nhat
trong chai thiy tinh dugc lam mat s&n trong bé nudc da. Co6 thé can mot lugng dur t4
dugc va lam ddng nhit kéo dai néu nhii twong chua duge tao thanh. 0,2ml nhil twong

dugc tiém vao da & chép dudi cia mdi con chudt vao ngay 1, liéu ting cudng thir hai
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dugc tiém vao da (dung dich CIT ¢6 ndng d6 2mg/ml trong CFA 0,1ml nuéc mubdi)
duoc tién hanh vao ngay 9. Phiong phap ching ngira nay dugc cai bién tir cac phuong
phap d3 dugc cong bb (Sims et al, 2004; Jou et al., 2005).

3.1.4 Thiét k& thir nghiém

Téac dung tri li¢u ctia hop chét duqc thir nghiém bﬁng md hinh CIA chudt céng.
Céc con chudt cong dugc chia ngu nhién thanh cic nhém bing nhau va mdi nhém
gdm 10 con. T4t ca cic con chudt cong déu dugc ching ngira vao ngay 1 va duoc ting
lidu vao ngay 9. Liéu luong tri lidu kéo dai tir ngdy 16 dén ngay 30. Nhém ddi ching
am dugc diéu tri béng chét din thudc (MC 0,5%) va nhém dbi chiimg duong duoc didu
tri bing Enbrel (10mg/kg, 3 1An mot tudn, dudi da). Hop chit dwoc quan tAm thuong

duoc kidm tra v6i 3 lidu, vi du 3, 10, 30mg/kg, qua dudong miéng,
3.1.5 Pénh gia 1am sang bénh viém khdp

Bénh viém khép dugc tinh diém theo phwong phap ctia Khachigian 2006, Lin et
al 2007 va Nishida et al. 2004). Viéc sung 1én & mdt trong bdn chan duoc phan loai
theo mitc d6 viém khop nhu sau: 0-khdng c6 triéu chimg; 1-nhe, nhung c6 vét tay do
xac dinh va sung mdt loai khép nhu mét c4 chan hodc cb chan, hodc xuét hién vét téy
do6 va sung chi gidi han & ngén chén riéng r&, khong lién quan dén s6 lugng ngén chan
bi anh hudng; 2-vét thy do trung binh va vi tri sung xudt hién & hai hogc hon hai loai
khép; 3-vét tdy do manh va sung toan b chin bao gdm ngén chan; 4-chi bi viem t6i
da lién quan dén nhiéu khop (didm sé viem khép 14m sang tich tu tdi da 1a mic 16 &

mdi con vat) (Nishida et al., 2004).

Pé cho phép phan tich chi tiét nhidu thir nghiém, cac gia tri diém s6 1am sang

duoc chuan hoa nhu sau:

AUC cua diém sb 1am sang (diém s6 AUC): Phan dién tich dudi dudng cong
(AUC) tir ngay 1 dén ngay 14 dugc tinh toan d6i v&i mdi con chudt cong cu thé. AUC
ctia mbi con vét dugc chia cho gia tri AUC trung binh thu duoc tir nhom ding chit din
thude trong thr nghi¢m ma s6 lidu v& con vét nay duogc thu va nhan véi 100 (tic 1a
AUC duge biéu hién dudi dang ph?m tram AUC cua chét dan thudc trung binh trong
mdi thir nghiém).

Diém s6 14m sang ting tir ngdy 1 dén ngay 14 (diém so di€m cudi): Hi€u so ve
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diém sb 1am sang d6i véi mdi con vét dugc chia cho hiéu s6 vé& diém sb 1am sang trung
binh thu dugc di véi chit din thubc trong thir nghiém ma s6 lidu vé& con vat nay duoc
thu va nhéan véi 100 (tic 1a hi€u s6 dugc biéu dién dudi dang phén tram cta hiéu sb vé
didm s6 14m sang trung binh déi voi chit din thudc trong mdi thir nghié¢m).

3.1.6 Thay ddi can ning (%) sau khi khéi phat bg¢nh viém khdp

‘ V& mit 1am sang, viéc sut can 12 c6 lién quan dén bénh viém khép (Shelton et
al., 2005; Argiles et al., 1998; Rall, 2004; Walsmith et al., 2004). Do @6, sy thay dbi
can ning sau khi khoi phat bénh viém khop co thé dugc st dung lam diém cubi khong
dic thit dé danh gi4 mtc do hidu qua tri liéu & md hinh chudt céng. Sy thay doi can

ning (%) sau khi khoi phat bénh viém khép duge tinh toan nhur sau:

Chudt nhét: Can nang (tuim 6~ Cén nang wins) 100%
Can nang (win 5)

Chubt céng: -CaN N4Ng (win4)— Can nang win3) x 100%
Cén ndng (tuin 3)

3.1.7 Phéng xa hoc

Anh chup bing tia X dugc chup & chén sau cia mdi con vét riéng r&. S6 nhan
dién diém mu ngiu nhién dugc gan cho mdi anh, va mac do nghiém trong cla qua
trinh #n mon xuong dugc phén loai dya trén hai diém s doc lap voi hé di8m sb Larsen
phong xa nhu sau: 0-binh thudng khong anh huong dén hinh théi xuong bén ngoai va
khoang tréng gifta cac khop binh thudng; 1-b4t thudng nhe véi mot hodc hai xwong
ban chin bén ngoai thé hién sy #n mon xuong nhe; 2-su bt thuong sém rd rang voi ba
dén nim xuong ban chan bén ngoai thé hién sy dn mon xwong; 3-thodi héa xuong bét
thuong & mic trung binh voi tAt ca xuong ban chan bén ngoai cling nhu mot hogc hai
xuong ban chan bén trong thé hién sy 4n mon xuong rd rang; 4-thodi héa xuong bét
thudong & mirc nghiém trong véi toan by xuong ban chan thé hién su &n mon xuong 18
rang va it nhat mot trong s cac khop khéi xuong ban chén bén trong bi &n mon hoan
toan khién cho hinh hai ctia khép xuong chi duge bao toan mot phén; 5-t6n thuong bét
thudng khong con hinh hai cta xuong. Hé diém sb nay 12 cai bién tr he diém sd clia
Salvemini ef al., 2001; Bush et al., 2002; Sims et al., 2004; Jou et al., 2005.

3.1.8 Mo hoc

Sau khi phan tich phong xa hoc, chén sau cua chudt nhit dugc c¢d dinh trong
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formalin dém phosphat 10% (d6 pH bang 7,4), duoc tich canxi bing chit tich canxi
xuong nhanh dé nghién ctiru mé nguyén chit (Laboratories Eurobio) va dugc gin ngép
trong parafin. D& dam bao danh gi4 khép viém mdt cach chuyén sau, it nhit bén phin
cit ndi tiép (do day Sum) dugc cit va mot loat cac phan cit nay dai 100pm. Céc phén
cit ndy dwgc nhuém bing hematoxylin va eosin (H&E). Cac xét nghiém mb hoc dbi
v6i sy viém hoat dich va xuong va tdn thwong sun dugc tién hanh mu déi. Trong mbi
chan, bén thong s6 duoc danh gia bing cach sir dung thang bén diém. Cac thong sb
ndy 1a d6 thAm nhiém té bao, do nghiém trong qua dich ri viém khép, d¢ &n mon sun
va d6 an mon xuong. Viéce tinh diém dugce tién hanh nhu sau: 1-binh thuong, 2-nhe, 3-
trung binh, 4-d4ng chi y. Bén diém s6 nay dwoc cong véi nhau va duoe thé hién nhu

diém s6 bd sung, tic 1a ‘diém s6 tng RA’.
3.1.9 Phén tich chup vi ct 16p bang may tinh (uCT) xwong g6t (xwong g6t chan):

Qua trinh thoai hda xuong dugc quan sat trong RA dic biét xdy ra & xuong sQ
va c6 thé duoc thé hién bang phan tich pCT (Sims NA ef al., Arthritis Rheum. 50
(2004) 2338-2346: Targeting osteoclasts with zoledronic acid prevents bone
destruction in collagen-induced arthritis; Oste L et al., ECTC Montreal 2007: A high
throughput method of measuring bone architectural disturbance in a murin CIA model
by micro-CT morphometry). Sau khi quét va xdy dung lai bing hinh anh 3D cua
xuong got, qua trinh thodi héa xuong dugc xéac dinh trén s6 lugng chd roi rac c6 mit
trén mdi tAm kinh, duoc phan 1ap trong silico vudng gdc véi truc doc clia xwong. Cang
nhiéu xuong bi thodi héa, thi cang c6 nhiéu chd roi rac duoc x4c dinh. Phan tich 1000
1at, duoc phan bd ddng déu doc theo xwong gét (v6i khoang cach bing khoang

10,8um).
3.1.10 Trang thai 6n dinh PK

Tai ngay tht 7 hodic 11, cdc mAu méu dugc thu gom & xoang héc mit véi lithi
heparin 13 chit chéng dong tai cc thoi diém sau: trudc khi dung liéu, 1, 3 va 6 gid.
M&u méu toan phn dugc ly tim va miu huyét twong thu duge duge bao quan & nhiét
d6 -20°C d& phan tich. Ndng do huyét twong ctia mdi hop chét thir nghiém dugc xéc
dinh bing phuong phap LC-MS/MS trong d6 khéi phd ké duoc van hanh & ché o
phun dién tir duong. Cac thong s6 dugc déng hoc dugc tinh toan bang céch st dung

Winnonlin® (Pharsight®, United State) va gia thiét ring ndng d6 huyét tuong trude

-61-



26137

khi dung liéu bing ndng do huyét tuong tai thoi diém 24 gio.

Bang V dudi day tdng hop két qua thu dugc tir mot s thong s6 PK, d6i v6i hop
chit theo sang ché va vi du so sanh, minh hoa céc tinh chéit PK duoc cai thién (vi du,

Ctéi da, T1/2) ctia hop chét theo sang ché.

Bang V

Hop chat 1 Hop chat 2
Ding qua dudng miéng (mg/kg/ngay) | Dungqua duong

miéng

(mg/kg/ngay)

0110311 3 10 30 10 30

Ciéida (ng/ml) 518|19,3]102] 363 [1,167 | 3,805 | 867 2630
Ti6i da (gi0) 3 1 1 1 1 1 1 1
AUC(0- | (ng.gio/ml) | 30 | 163 | 931|1,932 7,172 27,767 | 2019 7809

24 gid)

T1/2 (gi0) NC | NC | 3,6 | 56 | 45 3,9 1,17 3,36

3.1.11 Két qua
Bang VI dudi day tdng hop két qua thu dugc tlr hop chit 1 va 2 trong md hinh
CIA chuot céng, «x» th& hién su cai thién co y nghia vé mit théng ké vé didm s, p

bang 0,05 so véi dbi chimg khong dugc xir Iy.

Bang VI
Hop chat Liéu luong Déanh gi4 14m sang® Sung chin Diém s6
(mg/kg/ngdy) | Diém s0 Diém s6 Larsen
diém cudi AUC
Hop chit 1 0,1 * *
0,3 * * *
1 * * *
3 * * *
Hop chat 2 10 *
30 * * *

$ - “Piém sb 1am sang” dugc dung d8 chi diém sb AUC duge chuin héa/diém s diém
cudi duge chuén héa thu dugc tir hop chét 1, va didm s6 AUC/diém s6 didm cudi coa
hop chét 2.

Hop chit 1 thé hién su cai thién c6 y nghia vé mit théng ké vé diém sb 1am
sang dugc chuin hoa (duoc tinh toan theo AUC hodc sy khéc nhau tir ngay 1 dén ngay
14) voi lidu lugng bang 0,1mg/kg. Ngoai ra, sy ting c6 y nghia vé mit théng ké & két

qua vé& muc do sung chan va vé diém s6 Larsen dugc quan sat & cac liéu lugng lan luot

-62-




26137

bang 0,3mg/kg va 3mg/kg. Nguoc lai, hop chit 2 thé hién sy cai thién c6 v nghia vé
mit théng ké chi & gia tri diém sé 1am sang dwoc chudn héa (vao ngdy 14) véi liéu
luong bang 10mg/kg. Ngoai ra, su ting c6 y nghia v& mit théng ké & két qua v& mirc
d6 sung chan va vé diém sd Larsen dugc quan sat & lidu luong bing 30mg/kg. Do viy,
hop chat 1 thé hién s cai thién hiéu luc gép 100 14n so véi hop chét 2 khi cac lidu
luong diing qua dudng miéng dugc so sanh. Cu thé, véi liéu luong bing 3mg/kg ddi
v6i hop chét 1, su cai thién ¢6 ¥ nghia v& mit théng ké duoc quan sat thdy trong tit ca
cac gié tri do dugc, tuy nhién, lidu cua hop chét 2 cao hon d4 tao ra su cai thién c6 y
nghia vé& mit thdng ké chi & diém s6 14m sang. Su cai thién hoat luc in vivo khong
duoc cho 13 do sy tiép xic véi hop chit ting vi c6 thé thiy ring AUC (tir 0 dén 24 gid)
thdp hon so v6i hop chit 1 & liu luong bang 0,1, 0,3 va Img/kg/ngay so véi hop chét
2 & lidu lugng 10mg/kg/ngay.

Vi du 3.2 Md hinh séc nhiém khuin

Tiém lipopolysacarit (LPS) d& kich thich sy giai phéng nhanh yéu t6 gay hoai
tir khéi u hoa tan (TNF-alpha) vao thanh mach ngoai vi. M6 hinh nay duogc sir dung dé

phan tich chét phong bé sau nay ca su giai phéng TNF in vivo.

Sau con chudt nhit cai BALB/cJ (20 g) & mdi nhém duge xir Iy bing mét liéu
du dinh, qua dwong miéng. 30 phat sau, LPS (15ug/kg; kiéu huyét thanh E. Coli
0111:B4) duoc tiém trong mang bung. 90 phiit sau, chuét nhit bi giét va mau duoc thu
gom. Ndong d6 TNF alpha tudn hoan dugc x4c dinh bing cich st dung bo kit ELISA
¢6 ban trén thi truong. Dexamethason (Spg/kg) duoe st dung 1a hop chit khang viém
d6i chimg. Hop chét da chon dugc kiém tra voi mot hodic nhidu lidu, vi du, 3 va/hoiic
10 va/hodc 30mg/kg, dung qua dudng mi¢ng

Hop chét 1, 2 va 10 ¢6 tic dung & lidu bang 30mg/kg, ding qua dudng miéng.
Vi du 3.3 M6 hinh MAB

Mo hinh MAB cho phép danh gi4 nhanh qué trinh diéu bién dép g viém RA
bang cach tri lidu (Kachigian LM. Nature Protocols (2006) 2512-2516: Collagen
antibody-induced arthritis). Chudt nhit DBA/J dugc tiém trong tinh mach hdn hop
colagen II khang truc tiép mAb. Mot ngay sau, bét dau didu tri bdng hop chét (chit ddn
thudc: 10% (theo thé tich) HPBCD). Ba ngay sau, chudt nhit dugc tiém LPS trong
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mang bung (50pg/chudt nhit), gay khai phat nhanh chimg viém. Tiép tuc didu tri bing
hop chét trong 10 ngay sau khi tiém mAb. Chung viém dugc biéu 16 béng cach xac
dinh vét sung chén va tinh diém sb 14m sang cua mdi chan. Piém sé bénh viém khép
lam sang tich tu cua bbn chi da thé hién muc do nghiém trong cua bénh viém. Hé diém
s6 dugc 4p dung cho mdi chi bing cach sir dung thang tir 0 dén 4, véi mic 4 13 viém

nghiém trong nhét.
0 Khodng c6 tri€u chiing

1 Nhe, nhung cé vét tay do xac dinh va sung mot loai khép nhur mat cé chén hodc cb
chén, hodc xuat hién vét tay do va sung chi gidi han & ngdén chén ri€ng ré&, khong li€n

quan dén s6 lwong ngén chén bi anh hudng

2 VéttAy do trung binh va sung hai hodc hon hai loai khép
3 Vét thy do manh va sung toan bd chin bao gdm ngén chan
4 Chi b viém t6i da lién quan dén nhidu khép

Vi dy 3.4 M6 hinh ung thu

M5 hinh in vivo & cong nhan hi¢u luc clia cac phﬁn t& nho huéng dén cac bénh
tang sinh tiy xwong do JAK2 géy ra dugc md ta bdi Wernig et al. Cancer Cell 13, 311,
2008 va Geron et al. Cancer Cell 13, 321, 2008.

Vi du 3.5 M6 hinh chu6t nhit IBD

M6 hinh in vitro va in vivo dé cong nhén hiéu luc cta céc phan ttr nh6é hudng

dén IBD duogc mo ta bodi Wirtz et al. 2007.
Vi du 3.6 Mb hinh bénh hen & chudt nhét

M> hinh in vitro va in vivo dé cong nhan hiéu lyc ciia phan tir nhd huéng dén
bénh hen duoc mo ta boi Nials et al., 2008; Ip ef al. 2006; Pernis et al., 2002; Kudlacz
et al., 2008.

Vi du 4: Thir nghiém dugc ddng hoc, DMPK va dgc tinh
Vi du 4.1 Kha nang hoa tan nhi¢t dong hoc

Dung dich chira hop chit thir nghiém c¢6 ndng d6 1mg/ml dugc diéu ché trong
dung dich dém phosphat 0,2M d¢ pH b?mg 7,4 hodc dung dich dém xitrat 0,1M d6 pH
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bing 3,0 & nhiét d6 trong phong trong lo thuy tinh.

MAu dugc quay trong thiét bi quay STR 4 (Stuart Scientific, Bibby) vdi tbc do
3,0 & nhiét d¢ trong phong trong 24 gio.

Sau 24 gid, 800uL mau dugc chuyén vao dng eppendorf va dugc ly tim 5 phut
v6i van tdc bang 14000 vong/phut. Sau d6, 200uL dich ndi ciia mau duge chuyén dén
dfa MultiscreenR Solubility Plate (Millipore, MSSLBPC50) va dich néi dugc loc (10-
12" Hg) voi sy hd trg cia éng phan phbi chan khéng vao dia c¢6 96 15 Greiner
polypropylen déy chit V sach (s6 16 651201). 5uL dich loc dugc pha lodng thanh 95uL
(F20) v6i cing dung dich dém dugc sir dung dé U trong dia nay c6 dudng cong chuén
(Greiner, s6 16 651201).

Puong cong chudn dbi véi hop chét vira méi duge didu ché trong DMSO bét
ddu tr 10mM dung dich gbc DMSO dugc pha lodng bing yéu t§ 2 trong DMSO
(5000pM) va sau d6 duge pha loéng tiép trong DMSO dn 19,5uM. 3ul chudi pha
loding bit ddu tir 5000uM sau d6 dugc chuyén téi 97uL hdn hop axetonitril-dung dich
dém (50/50). Ndong do cubi cling nim trong khoang tir 2,5 dén 150pM.

Pfa ndy duoc boc kin bing tAm niém phong (MA96RD-04S,
www.kinesis.co.uk) va miu dugc xic dinh & nhiét do trong phong bing LCMS (ZQ
1525 do Waters cung cdp) dudi cc didu kién dwgc t6i wu héa bing cch sir dung
Quanoptimize dé x4c dinh trong lugng phan tir thich hop.

MAu duogc phan tich bing LCMS véi luu lugng bing 1ml/phit. Dung méi A 1a
amoniac 15mM va dung moi B 1a axetonitril. M3Au duoc chay dudi diéu kién phun ion
duong trén ¢t XBridge C18 3,5uM (2,1 x 30mm), do Waters cung cip. Gradien dung
mdi c6 tdng thoi gian tién hanh 13 2 phut va chira chit B vé6i luong nam trong khoang
tlr 5% dén 95%.

Dién tich dinh dugc phan tich v6i sy hd trg cua géi phin mém Masslynx va
dién tich dinh ctia mau duoc 1ap db thi duéi dang dudng cong chudn dé thu dugc kha
nzng hoa tan ctia hop chit,

Céc gia tri vé kha niing hoa tan dugc bio céo theo don vi pM hodc pg/ml.

Vi duy 4.2 Kha nang hoa tan trong nudc

Bét dAu tir dung dich gbc DMSO 10mM, dung dich pha lodng theo chudi cta
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hop chat dugc chuén bj trong DMSO. Chudi pha lodng duoc chuyén sang dia c6 96 18
NUNC Maxisorb déy chit F (s 16 442404) va bd sung dung dich dém phosphat 0,2M,
do pH béng 7,4 hodc dung dich dém xitrat 0,1M, d6 pH béng 3,0 & nhiét d trong
phong.

Nbng d6 cudi ciing ndm trong khoang tir 200uM dén 2,5uM trong 5 budc pha
lodng biang nhau. Nong d6 DMSO cudi cing khéng vuot qué 2%. Bb sung pyren
200uM vao céc diém & goc clia mbi dia c6 96 15 va sir dung lam vi tri dbi chimg dé

cin chinh truc Z trén kinh hién vi.

Céac dia thir nghiém dugc boc kin va dugc U trong thoi gian 1 gio & nhiét do
37°C ddng thoi duge lic voi van tde 230 vong/phut. Sau d6, cac dia nay dugc quét
dué6i kinh hién vi 4nh sang tréng, thu dugc cac anh riéng r& cia chét két tha & mdi
néng d6. Chét két tia duge phén tich va duogc chuyén thanh sb va dugc v& trén d6 thi.
Néng do thu nhit tai d6 hop chit dugc hoa tan hoan toan 1a néng d6 dugc bao céo
dudi ddy, tuy nhién ndng d6 thuc t& lai ndm gitta ndng d6 niy va ndng d6 & budc pha

lodng cao hon.

Gi4 tri hoa tan dugc tinh theo pg/ml

Bang VII
Hop chit s6 P6 pH bang 3,0 (ug/ml) D6 pH bing 7,4 (ug/ml)
1 >85 >85
2 >38 >38
10 >87,9 >87,9

Vi du 4.3 Gén két protein huyét twong (Thdm tach cn bing)

Dung dich gbc 10mM ctia hop chét trong DMSO duoc pha lodng bang yéu t6 5
trong DMSO. Dung dich nay duoc pha lodng tiép trong huyét tuong vira dugc lam tan
cua ngudi, chudt céng, chu6t nhét hoic ché (BioReclamation INC) véi néng d6 cudi
cing bing 10uM va ndéng d6 DMSO cudi cing bang 0,5% (5,5uL trong 1094,5uL
hliyét tuong trong dia 96 156 PP-Masterblock (Greiner, s5 16 780285)).

Pia Pierce Red Device véi vat chén (ThermoScientific, s6 16 89809) duoc
chuén bj va duoc nap ddy 750uL PBS trong budng dung dich dém va 500uL huyét
tuong trong budng chira huyét tvong. Pia nay duoc U trong 4 gid & nhiét d6 37°C

trong khi dugc léc voi van tdc 230 vong/phit. Sau khi 1, 120uL ctia hai budng duoc
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chuyén vao 360uL axetonitril & trong dia c6 96 15 ddy tron, PP 15 sdu (Nunc, sb 16
278743) va boc kin béng nép 161 nhom. MAau duoc tron va duge dit trén da trong 30
phut. Sau dd, cac dia nay dugc ly tam 30 phut & van tdc 1200 vong/phit & nhiét do
4°C va dich nbi dugc chuyén téi dia PP 96 18 day chit V (Greiner, 651201) d& phan
tich bing LCMS.

Céc dia duoc boc kin bing tAm niém phong (MA96RD-04S) duoc mé ta trén
www.kinesis.co.uk va miu dugc x4c dinh & nhiét d6 trong phong bang LCMS (ZQ
1525 do Waters cung cp) dudi cac diéu kién dugc t6i wu héa bing cach sir dung thiét

bi Quanoptimize dé xac dinh khdi lugng phan tir thich hop.

MAu dugc phéan tich bing LCMS véi huu luong bing 1ml/phut. Dung méi A 13
amoniac 15mM va dung mdi B 13 axetonitril. Miu dugc chay duéi diéu kién phun ion
duong trén ct XBridge C18 3,5pM (2,1 x 30mm), do Waters cung cap. Gradien dung
mdi c6 tdng thoi gian tién hanh 13 2 phit va chtra chit B véi lugng ndm trong khoang.
tir 5% dén 95%.

Dién tich dinh cta hop chit trong budng chita dung dich dém va budng chira
huyét twong duoc coi 1a 100% hop chit. Phan tram gin két véi huyét twong thu duoc
tir nhitng két qua nay va dugc béo céo 13 phan trim gin két véi huyét twong.

Kh4 ning hoa tan ctia hop chét trong ndng d6 thir nghiém cubi cling trong PBS

duoc kiém tra béng kinh hién vi d& nhan biét dugc c6 xudt hién két tia hay khong.

Béang VIII
Hop chat s6 Nguoi (%) Chudt cdng (%)
1 76,4 65,7
2 70,5 64,5
10 n/a 51
11 91,25 76,5

Vidu 4.4 Do 6n dinh vi thé

Dung dich géc 10mM cta hop chit trong DMSO dugc pha lodng 1000 lan
trong dung dich dém phosphat 182mM d¢ pH béng 7,4 trong dia c6 96 15 ddy sau
(Greiner, s6 16 780285) va dugc U trudc & nhiét d6 37°C.

40pL nudc da khir ion duge bd sung vao 18 clia dng bao quan duge danh dAu

mé vach polypropylen Matrix 2D (Thermo Scientific) va dwoc 0 sdn & nhiét d§ 37°C.
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Dung dich gbc glucoza-6-phophat-dehydroaza (G6PDH) dugc chuén bi trong
182mM dung dich &ém phosphat c6 d6 pH 7,4 va dugc dit trén nudc da trude khi st
dung. Yéu t6 cliing tic dong chita MgCly, glucoza-6-phosphat va NADP+ duoc diéu

ché trong nudc da khir ion va dugce dét trén nude da trude khi str dung.

Dung dich xur ly cudi cung chira vi thé t& bao gan (Xenotech) cua loai duoc
quan tAm (nguoi, chudt nhét, chudt cdng, ché), GGPDH duge mo ta trude d va yéu td
cung tac dong duoc didu ché va hdn hop nay duoc G trong thoi gian khong lau hon 20

phut & nhiét 49 trong phong.

B sung 30uL hop chit pha lodng dugc gia nhiét tir trude vao 40pL nudc gia
nhiét tr trude trong 6ng Matrix va bd sung 30uL hdn hop vi th8. Nong d6 phan tmg
cubi clng chira 3uM hop chét, Img vi thé, 0,4U/ml GDPDH, 3,3mM MgCl, 3,3mM
glucoza-6-phosphat va 1,3mM NADP+.

D& x4c dinh phén trim con lai cua hop chét tai thoi diém 0, bd sung MeOH
hodic ACN (véi ty 1& 1:1) vao 18 trude khi bd sung hén hop vi thé. Pia nay dugc boc
kin bing Matrix Sepra sealsTM (Matrix, s 16 4464) va lac vai giay d& dam bao tht ca

céc thanh phén dugce tron 14n hoan toan.

MAu chua ngimg phan tng s& duoc 0 & nhiét d 37°C, ly tam 300 vong/phut va
sau 1 gidr 0, phan ing dugc dimg lai bing cach bd sung MeOH hodc ACN (1:1).

Sau khi nglimg phan Ung, méu duge trdn va dugc dit trén nude da trong 30 phut
d8 két tua protein. Sau d6, cac dia nay duoc ly tam 30 phit & lyc ly tAm 1200 ref &
nhiét do 4°C va dich ndi duogc chuyén dén dia c6 96 16 PP day chit V (Greiner,
651201) d& phén tich bing LCMS.

Céc dia nay duoc boc kin bing tim niém phong (MA96RD-04S) dugc mo ta
trén www.kinesis.co.uk va miu duoc xac dinh ¢ nhiét d¢ trong phong bing LCMS
(ZQ 1525 do Waters cung cap) dudi cac diéu kién duoc t6i uu hoa bang céach st dung
thiét bi Quanoptimize dé x4c dinh khéi luong thich hgp ctia phén tir gbe.

MaAu duoc phan tich bang LCMS véi luu lugng 1ml/phut. Dung moi A la
amoniac 15mM va dung mdi B 14 metanol hodc axetonitril, phu thudc vao dung dich
nglmg phan tng dugc st dung. Mau duoc chay dudi didu kién phun ion duong trén cot

XBridge C18 3,5uM (2,1 x 30mm), do Waters cung cAp. Gradien dung méi co téng
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thoi gian tién hanh 1a 2 phat va chira chit B véi lugng nim trong khoang tir 5% dén
95%.

Dién tich dinh tir hop chét géc tai thoi diém 0 duoc coi 1a con lai 100%. Phin
tram con lai sau 1 gio G duge tinh toan tlr thoi diém 0 va duoc tinh 1a ph?m tram con
lai. Kha ning hoa tan cta hop chét trong nbéng @ thir nghiém cubi cing trong dung

dich dém dugc kiém tra bang kinh hién vi va két qua dugc bao cdo.

S6 lidu d6 bn dinh vi thé dugc biéu din dudi dang phén tram tdng lwong hop

chét con lai sau 60 phut.

Bang IX
Hop chét s0 Ngudi (%) Chudt cong (%)
1 87,2 65,6
2 73 38
10 102 89
11 51 26
Vi du 4.5 D6 thim Caco2

Tién hanh thir nghiém Caco-2 hai huéng nhu dugc néu dudi ddy. Cac té bao
Caco-2 mua dugc tir European Collection of Cell Cultures (ECACC, s6 16 86010202)
va duoc st dung sau khi nubi cy té bao 21 ngay trong céc dia Transwell 24 16 (Fisher

TKT-545-020B).

2x105 t& bao/1d dwoc nubi trong mdi trudng nudi cdy chia DMEM +
GlutaMAXI + 1% NEAA + 10% FBS (FetalClone I) + 1% Pen/Strep. Clr 2 dén 3

ngay moi trudng lai duge thay d6i.

Hop chét thtt nghiém va d6i chimg (propranolol va rhodaminl23 hodc
vinblastin tat ca dugc mua tir Sigma) dugc chuin bi trong dung dich mudi duoc 1am
can bing ctia Hank chira 25mM HEPES (46 pH bang 7,4) va dugc bd sung trén céc
khoang bé mit (125pL) hodc cdc khoang duéi nén (600uL) cua dia Transwell l4p ghép
& ndng do bang 10uM véi ndéng 6 DMSO cudi cing bang 0,25%.

B4 sung 50uM Lucifer Yellow (Sigma) vao dung dich dém cho & tht ca cac 10
@8 danh gi4 tinh nguyén ven cla cac 16p té bao bing cach giam sét sy thdm hut cta
Lucifer Yellow. Do Lucifer Yellow (LY) khong thé thAm ty do qua 16p can ua chit

béo, mirc do di chuyén LY cao cho thdy tinh nguyén ven cta 16p t€ bao kém.
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Sau khi G 1 gir & nhiét @9 37°C trong khi ldc bang may lic theo qu§ dao & tbc
d6 150 vong/phit, cac phan c6 thé tich 70puL dugc ldy tir ca trén cic khoang bé mit
(A) va khoang nén (B) va duoc bd sung 100puL dung dich 50:50 axetonitril: nudc chira
chét chuén noi phén tich (0,5uM carbamazepin) trong dia c6 96 13.

Lucifer Yellow dugc xac dinh bing Spectramax Gemini XS (Ex 426nm va Em
538nm) trong dia c6 96 16 sach chira 150uL chét 1ong thu duge tir phin dudi nén va

phan bé mit.

Ndng d6 hop chit trong cac mau duge xé4c dinh bing séc ky 1ong hidu ning cao
/khéi phd (LC-MS/MS).

Céc gid tri d6 thAm biéu kién (Pviéu kién) dugc tinh todn bing cong thirc sau:

Poidu kién = [hO’p Chét] chét nhan cudi cing X V' chét nhan / ([hO‘p Chét] chit cho ban diu XV chit cho) /Ty

X V hit cho / dién tich bé mit x 60 x 10 cm/giy
V = thé tich khoang
Ty =thoi gian G
Dién tich bé mit = 0,33cm?

Ty 1€ thoét ra, 1a chi sy thoat ra chu dong tir bé mat t€ bao trén mat, duoc tinh

toan bang cach sit dung ty 18 P bigu kién B>A/ P biéu kién A>B.
Céc tiéu chudn chdp nhan duoc vé mit thir nghiém dudi day duge st dung:
Propranolol: gia tri P biéu kién (A>B) > 20(x 107 cm/gidy)

Rhodamin 123 hodc Vinblastin: gia tri P piéu kién (A>B) < 5 (x10 cm/gidy) voi
ty 1€ thodat ra >5.

D6 thAm Lucifer Yellow: <100nm/gidy

Bang X
Hop chét sb Pbigu kién A>B Ty 1€ thoat ra
. (x10 cm/gidy)
1 3,33 15,7
2 25 0,95
10 0,05 97,6
11 36,5 0,9

Vi du 4.6 Thtr nghiém duoc dong hoc & loai gim nhdm
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4.6.1 DOng vat

Chubt céng Sprague-Dawley (duc, tir 5 dén 6 tuin tubi) mua dugc tir Janvier
(France). Cac con chudt céng dugc cho thich nghi trong thoi gian it nhit 7 ngay trudc
khi diéu tri va duoc giit trong chu ky sang/tdi 12 gidr (07:00 — 19:00). Nhiét d6 duoc
duy tri & xAp xi 22°C, va thirc dn va nudc duoc cung cp tiy y. Hai ngdy trudce khi
ding hop chit 1 va 2, chudt cdng duge phiu thuat dé dat Sng thong trong tinh mach cd
trong diéu kién gdy mé bang isofluran. Sau khi phiu thuét, chudt cdng dugc nhét riéng
r8. Cac con chudt cng bi bod doi it nhit 16 gidr trude khi cho ding liéu qua dudng

miéng va 6 gidr sau d6. Nudc dugce cung cap tiy .
4.6.2 Thir nghiém dugc dong hoc

Hop chét duoc bao ché trong PEG200/nudc mubi sinh 1y (60/40) & ding qua
tinh mach va trong 0,5% metylxenluloza (hop chit 1 va 2) va hydroxylpropyl-p-
xyclodextrin 10% d6 pH bang 3 (hop chit 11) d ding qua dudng miéng. Hop chét thir
nghiém dugc ding qua duong miéng bing mdt éng xong thuc quin véi luong Smg/kg
v6i thé tich lidu luong bing 5 ml/kg va duge ding lidu trong tinh mach duéi dang tiém
nhanh mot lidu thubc qua tinh mach dudi voi luong 1mg/kg dudi thé tich liu luong
bing 5Sml/kg. Mdi nhém gbm 3 con chudt cdng. D6i v6i hop chét 1 va 2, cac miu mau
duoc thu qua tinh mach cb véi lithi heparin 13 chét chéng dong tai cac thoi diém sau:
0,05, 0,25, 0,5, 1, 3, 5 va 8 gid (trong tinh mach), va 0,25, 0,5, 1, 3, 5, 8 va 24 gio (qua
dudng miéng). Pi véi hop chit 11, c4c miu méu dugc thu & xoang héc mét véi lithi
heparin 13 chit chéng dong tai cic thoi diém sau: 0,25, 1, 3 va 6 gid (qua dudng
miéng). MAu mau toan phin dugc ly tim & tdc d6 5000 vong/phut trong 10 phut va

mau huyét tuong thu dugc dugc bao quan & nhiét do -20°C dé phén tich.
4.6.3 Pinh lugng ndng d6 hop chit trong huyét twong

Nong d6 huyét twong ctia mdi hop chat thir nghiém duoc x4c dinh bang phuong
phép LC-MS/MS trong d6 khéi phd k& dugc van hanh & ché d6 phun dién tir dwong.

4.6.4 Xac dinh cac thong s6 duoc dong hoc

Céc thong s6 dugc doéng hoc dugc tinh toan béng cach sir dung Winnonlin®

(Pharsight®, United States).

Bang XI
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Hop chit 1 Hop chét 2 Hop chat 11
Dung Dung qua Dung Dung qua Dung qua
trong tinh | dudng | trong tinh dudng duong miéng
mach miéng mach miéng S5mg/kg

Img/kg Smg/kg Img/kg Smg/kg (n=3)
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Co hodc Cui| 1407 (28) | 310 (33) 863 (4) 1320 (42) 547 (8)

da (ng/ml)
Tt da 2,2 0,33 0,25
(gio) [0,5-5] [0,25-0,5] | [0,25-0,25]

AUC(0-z) 722 (2) | 1429 (24) | 470 (5) 1437 (33) 690 (23)
(ng.gid/ml)
AUC (0-24| 739(2) | 1681(8) 474 (5) 1465 (30)

gio)

(ng.gid/ml)

Cl 1,35 (2) 2,12 (5)

Vss 1,76 (3) 1,46 (4) :
Tin 1,6 3) 0,74 (8) 0,92 (57) 0,92 (7)
F (%) 45 62

Vi du 4.7 Thir nghiém ddc tinh trong 7 ngay & chudt cbng

Thir nghiém dc tinh trong 7 ngay dung qua dudng miéng bang hop chét thit
nghiém dugc tién hanh & cac con chudt cdng duc Sprague-Dawley dé& danh gia kha
ning gay doc va dong hoc cua chét doc cia ching, véi lidu luong hang ngay béng 100,
300 va 500mg/kg/ngay, bing 6ng xong, voi lidu hxc_mg-thé tich khong d6i bing
5ml/kg/ngay.

Hop chét thir nghiém duoc bao ché trong HPBCD 30% (theo thé tich) trong
nude tinh khiét. M3i nhom bao gdm 5 con chudt dyc ciing nhu 3 con chudt d6i chimg
8 danh gia dong hoc ctia chat doc. Nhom thtr tur chi tiép nhan HPBCD 30% (theo thé
tich) trong nudc, voi cung tAn sudt, thé tich lidu lugng va bdi cling dudng dung, va
duoc thir nghiém nhu nhém dbi ching dung chit dan thudc.

Mugc dich ciia thit nghiém nay la xac dinh lidu thAp nhit khong giy tac dung bt
loi (khong thé quan sat ndng do gy tac dung bét loi - NOAEL).

Vi du 4.8 D9 bn dinh t€ bao gan

M5 hinh d& danh gia do thanh thai chuyén héa trong t& bao gan.duqc mo ta boi
McGinnity et al. Drug Metabolism and Disposition 2008, 32, 11, 1247.

Vi du 4.9 Kha ning kéo dai QT
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Kha ning kéo dai QT dugc dénh gi boi thir nghiém kep git t€ bao hERG.
Kep git toan bo té bao théng thuong

Viéc ghi nhan béng kep gilt toan bo té bao duoc tién hanh bang cach st dung
thiét bi khuéch dai EPC10 dugc kiém soat béng phén mém Pulse v8.77 (HEKA). Pién
tré thuong nho hon 10 MQ va dugc bu 16n hon 60%, viéc ghi nhdn khong bi trir hao
hut. Cac dién cuc dugc san xuit tir thiy tinh lam pipet GC150TF (Harvard).

Dung dich rira bén ngoai chtra: 135mM NaCl, SmM KCl, 1,8mM CaClz, SmM
Glucoza, 10mM HEPES, d6 pH bang 7,4.

Dung dich pipet gift bén trong chira: 100mM Kgluconat, 20mM KCI, ImM
CaCly, ImM MgCl, SmM Na;ATP, 2mM Glutathion, 11mM EGTA, 10mM HEPES,
d6 pH bing 7,2.

Thudc duge réc 18n bing cach sir dung hé ric nhanh Biologic MEV-9/EVH-9.

T4t ca viéc ghi nhan dugc tién hanh trén c4c t& bao HEK293 biéu hién én dinh
kénh hERG. Céc t& bao dugc nu6i cly trén dia ddy bang kinh hinh tron 12mm
(German glass, Bellco) dugc gilt trong budng doc bing céch sir dung hai thanh platin
(Goodfellow). Dong hERG dugc tao ra bang cach st dung xung kich hoat 1én dén +40
mV trong 1000 ms sau d6 1a xung dong dudi —50 mV trong 2000 ms, dién 4p duy tri
bing -80 mV. Céc xung duoc tic dung trong thoi gian mdi 20 gidy va tat ca cac thir

nghiém dugc tién hanh & nhiét d6 trong phong.
Két qua

Vi du, khi tién hanh thir nghiém nay, gi4 tri ICso do dwoc ciia hop chét 1 16n
hon 150puM.
Két luan chung

Sé lidu duoc cung cép trong don sang ché nay ching to rang hop chit 1 (hop
chit theo sang ché) thé hién hoat luc in vivo dugc cai thién déng ké so v6i hop chat
tuong tu v& chu tric. Sy cai tién nay la rat bat ng¢ va khong thé du doan duoc boi
ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc, déc biét la do nhiéu hop chét twong tu vé
cAu trac thé hién hoat luc khang JAK1 va JAK2 in vitro rét twong tu nhau.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc bibt dwoc ring vé ban chit phan
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mod ta trén day chi d8 1am vi du va chi ¢6 vy nghia giai thich, va dwoc du dinh & minh
hoa sang ché va cac phuong 4n dugc wu tién cia né. Thong qua céc thir nghiém thong
thuong, ngudi thue hién s& nhan biét dugc céc cai bién vél céc bién dbi hién nhién c6
thé duoc thuce hién nhung khong ndm ngoai pham vi bao ho cia sang ché. Do d6, sang
ché dugc dy dinh 14 khong chi gi6i han & phin mé ta trén ddy, ma chi b gi¢i han boi
pham vi yéu ciu bao h dudi day va cac pham vi twong dwong ciia chiing.
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T4t ca c4c tai lidu cong bd, bao gdm nhung khong gi6i han & cac don sang ché
va don yéu cu cip bang sang ché, dugc néu trong ban mo ta nay dudi hinh thirc vién
d&n nhu mdi tai liéu cong bb cu thé va riéng biét déu dugc dua vao day dudi hinh thirc
vién dan.

Tir phan md ta trén day, ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc c6 thé thuc
hién cac cai bién va bién ddi khac nhau vé& ché phim va phuong phép theo sang ché.
T4t ca cac cai bién ndy déu ndm trong pham vi yéu ciu bdo hd dwoc du dinh bao gdm
o day.

CAn hidu ring céc yéu t6 nhu kha ning thiAm thiu té bao khac nhau cia cac hop
chét khac nhau c6 thé gép phin vao su khac nhau gitta hoat tinh cta cac hop chét trong

thir nghi€ém sinh hoa in vitro va thir nghiém té bao.

ft nh4t mot sb tén hoa hoc cua cac hop chét theo sang ché da néu va néu trong
don séng ché nay, c6 thé 1a duoc tao ra mdt cach tu dong béng cach str dung chuong
trinh ph?m mém dit tén hoéa hoc c6 ban trén thi trudong, va khong dugc xac minh doc
1ap. Cac chuong trinh dién hinh thyc hién chirc ning nay bao gdm cong cu dit tén
Lexichem do Open Eye Software, Inc. cung cip va cong cu phin mém Autonom dugce

ban bdi MDL, Inc. Vi du, néu tén héa hoc duge chi ra va cau triuc hda hoc duge mo ta
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¢6 su khéc biét, thi cau trac dugc mo ta nay s€ chi phéi.

Chu trac héa hoc dugc thé hién & day 13 duoc thé hién bing cach sit dung phin
mém ChemDraw® hoic ISIS® /DRAW. Mot héa tri mé bit ky xuit hién trén nguyén
tlr cacbon, oxy hoic nito trong ciu triic & day chi sy c6 mit clia nguyén tir hydro. Néu
tam khong dbi xtmg c6 mit trong ciu triic nhung khong chi ra chu trac héa hoc 14p thé
cu thé dbi vé6i tdm khong ddi xtng nay, thi ca hai chit ddng phan dbi anh lién quan

dén cu truc khéng d6i xtmg cling dugc bao gdom trong cau tric nay.
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YEU CAUBAO HQ
1. Hop chét c6 cong thic I:

Z =N
)—NH

SN <

0

o
0
(N

hodc muodi duge dung cua nd.

2. Duoc phém chtra chit mang duoc dung va lugng cho tac dung didu tri bénh ctia hop

chét theo diém 1.

3. Dugc phim theo diém 2, trong d6 dugc phdm nay chira chét tri liéu khéac duoc chon

tir chat diéu tri bénh viém khép.

4. Duoc phﬁm ‘theo diém 3, trong do chét tri liéu khac 13 chét dugce chon tir nhém bao
gbm thubc giam dau, NSAIDS (thudc chdng viém khong steroit), va DMARDS (thube

chdng thip khdp 1am thay dbi dién tién bénh).
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