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Linh vuc ki thut duge dé cap

Sang ché d& cap dén hop chat (2R,2'R)-bis(((((tetrahydro-2H-pyran-4-
yhoxy)cacbonyl)oxy)metyl)-1,1"-adipoylbis(pyrolidin-2-carboxylat), dugc pham
va kit chtra hop chat nay dé diéu tri bénh hoac roi loan trong dé viéce loai tru
thanh phan amyloid P trong huyét thanh (serum amyloid P component - SAP) la
co loi.
Tinh trang k§y thuat ciia sing ché

Thanh phan amyloid P trong huyét thanh (SAP) 1a glycoprotein céu thanh
huyét tuong, khong phai dang soi, co céu trac thang bat bién c6 thé hoa tan,
khoi luong phan tr 1a 127310 Da, chi duoc tao ra boi gan. No duoc cau thanh
tr 5 don vi nho (protomer) giéng nhau cé khéi lwong 25462 Da duoc lién két
khong cong hoa tr1 voi céu tric can doi pentam dang vong theo cau hinh gidng
hinh dia. Mdi tiéu don vi, bao g@)ln nép gap B-jellyroll duge lam phang, véi cac
vong duoc thit chit ndi véi soi B, chira duy nhat mot vi tri gan két phdi tr phu
thudc canxi trén mat (gin két) phang B cua ciu tric pentam nguyén ven. SAP
gén két v&i tat ca cac kiéu soi nho amyloid voi ai luc cao dugc tao ra tu cac
twong tac da tri. Su twong tac phu thudc canxi nghiém ngat nay la nguyén nhéan
dan dén su c6 mat pho bién ciia SAP ngudi trong tat ca cac khoi két tu cua tat
c4 cac loai amyloid nguoi, va do do trong tén goi cua protein nay, P la viét tat
ctia huyét tuong (plasma), ngudn chia thanh phan amyloid nay. Ngoai kha ning
gz'ln két phu thudc canxi dac hiéu voi cac phéi tu cu thé, dac tinh quan trong cua
SAP nguoi la ban than protein nay thuc chét chong lai su phan giai protein. Su
gén két manh 1iét ctia nd vai soi amyloid lam on dinh 1an nhau, bao vé rat (ot
soi amyloid nay chong lai sy phan giai protein va su thodi bién thue bao in vitro
(tai liéu s6 1) va gop phan dang ké vao su on dinh amyloid in vivo (tai liéu s6

2). Phat hién nay lam nén tang cho viéc xac nhan SAP la dich tri liéu cho bénh
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thodi héa dang tinh bt (MB Pepys va TL Blundell, patent My s6 US 6,126,918,
ngay 3 thang 10 nam 2000). Ngoai ra, sy gin két cia SAP véi soi amyloid méi
sinh déy manh su tao sgi amyloid nho (tai liéu tur 3 dén 5). Bon xin cép patent
chau Au s8 EP 0915088 boc 16 hop chit ma 1a chit e ché canh tranh sy gan két
SAP v6i soi amyloid, va phuong phap san xut cac hop chit nay. Mot trong sb
cac hop chit duoc boc 16 trong don d6 la axit (R)-1-[6-[(R)-2-carboxy-
pyrolidin-1-yl]-6-oxo0-hexanoyl|pyrolidin-2-carboxylic (CPHPC).

Viéc sir dung cac phdi tir hoa tri hai c6 chu trac dbi ximg nghich dao nay
cho SAP 1am mét nhanh va hiu nhu hoan toan SAP khoi qua trinh tudn hoan khi
céc hop chat nay dugc st dung (tai liéu 6, 7), nhu duge md ta trong cong b6 don
qubc t& s6 W02003/013508, patent My sb US 7,045,499; patent My sb US
7,691,897; va patent My s6 US 8,173,694. Viéc diéu tri nay con lam giam muc
SAP lién quan dén su két tu amlyloid nhung khong loai bo hoan toan tat ca SAP
(tai liéu 7).

Amyloit 1a chit két tu ngoai bao khong tan bat thuong, dugce cdu thanh
chu yéu tlr cac sgi protein dic trung (tai liéu 8) cung véi rat nhidu cac
proteoglycan va glycosaminoglycan. Khoang 25 protein khac nhau hinh cdu, tan
tu nhi€n, khong co mbi lién quan tao thanh soi amyloid ma gdy ra céc loai thoai
hoéa dang tinh bot hé théng khac nhau nhung tat ca cac soi amyloid c6 hinh thai
hoc rét gidng nhau va chu trc 161 p chéo gibng nhau. CAu trac nay gin két 1an
luwot véi phan tir tao mau dé Congo ma tao ra ludng chiét quang mau do-xanh
dic trung cua bénh dudi diéu kién anh sang phan cuc chéo manh: tiéu chuin
vang dé chan doan amyloid. Mot s& protein huyét twong nhit dinh khong phai
dang soi tan dugc co thé c6 mit trong khéi két tu amyloid nhung chi mét loai,
thanh phan amyloid P trong huyét thanh, 14 phd bién trong tAt ca cac khdi két tu
amyloid nguoi do viéc gén két phu thudc canxi ddc hi€u, manh véi tat ca cac
loai s¢gi amyloid.

Khéi két tu amyloid pha hiy cdu tric va chirc ning clia cidc md va co
quan bi anh huong, gdy ra bénh rat nguy hiém, bénh thoai hoa dang tinh bot.
Bénh thoai hoa dang tinh bdt hé théng la tinh trang bénh ly nguy hiém va hiém
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gip do su két ty amyloid gay ra ma c6 thé c6 mit trong mé lién két va thanh
mach mau trong todn bd co thé, cling nhu nhu mé cua cic co quan chinh, nhung
khong c6 mat trong vt chét & ndo. Ddi v4i bénh thoéi hoa dang tinh bdt cuc bo,
khéi két tu amyloid bi giit lai & mot vi tri cia co thé hoac hé md/co quan duy
nhit. Bénh mach mau amyloid & néo, véi su Két tu amyloid bi giit lai trong
thanh mach méu nfo, 1a dang chinh va phé bién nhit ctia bénh thoai hoa dang
tinh bot cuc by. Bénh ndy 14 nguyén nhan chinh din dén sy xuat huyét trong néo
& ca bénh nhin mic bénh Alzheimer bi mat tri va nhitng ngudi khong bi mét tri,
va do d6 12 nguyén nhan chu yéu gy ra ching mét tri theo dung nghia cda no.
Viéce diéu tri cho bénh nhan mic bénh thoai hoa dang tinh bdt hé théng
bang CPHPC lam mét hiu nhu hoan toan SAP tudn hoan khi thudc nay duoc stir
dung nhung khong loai bo toan bd SAP gén két voi khdi két tu amyloid (tai liéu
7). Bénh nhan c6 trang thai 14m sang 6n dinh trong khi dugc diéu tri, khong xuat
hién khéi két tu amyloit mdi, va chtrc ning co quan cua nguoi bénh dugce duy tri
ma khong c6 su thoai hoa amyloid, cd 1€ 1a do viéc khong loai bé hoan toan SAP
gin két v6i amyloid. Vi khéi két tu amyloid trong mo 13 nguyén nhan chinh gy
bénh, nén ky vong 1a chung duogc loai trr. Nhu cau tri liu chua dugc dap tng
nay chinh 14 co s& dé tao ra sang ché v6i phuong phap méi dé didu tri bénh thoai
héa dang tinh bot, trong d6 SAP gén két v6i khdi két tu amyloid duoc su dung
lam dich cho khang thé khang SAP ngudi. Khang thé nay c6 thé khong duge sir
dung mot cach an toan hodc cé hi¢u qua dbi voi bénh nhan ¢6 lugng tudn hoan
SAP binh thudng vi khang thé nay s& gin két véi SAP trong huyét tuong, tao ra
phirc hop mién dich pha hiiy mo, va khang thé nay co thé bi sir dung hét trong
qué trinh nay khién cho chiing khong thé gin két v6i SAP trong amyloid. Tuy
nhién, trude khi sit dung CPHPC dé loai trir SAP khoi vong tuan hoan sao cho
khang thé khang SAP c6 thé dugc truyén mot cach an toan va duy tri kha nang
gin két voi SAP con lai trong khéi két tu amyloid. Viée gén két khang thé nay
v6i SAP lién quan dén amyloid hoat hoa hé thdng bd thé va ghép dai thuc bao

v6i phagocytoza va phé hity khdi két tu amyloid dé tao ra hiéu qua 1am sang.
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Cong bd don qubc té s W02009/000926 boc 16 viée sir dung hop chit
ma loai trir SAP khéi vong tudn hoan dugc sir dung két hop vé6i khang thé dic
hiéu v6i SAP dé c6 thé didu tri bénh thoai héa dang tinh bot.

Cong b don qudc té s& W02009/155962 boc 16 khang thé don dong
chudt Abpl va mé ta dir liéu gén két va hiéu qua diéu tri clia cac khang thé don
dong chudt khac nhau ma co thé st dung két hop v6i hop chat ma loai trir SAP
khéi vong tudn hoan dé co thé sir dung dé diéu tri bénh thoai héa dang tinh bdt.

Cong bd don quéc té s6 WO2011/107480 boc 16 protein gin két khang
nguyén, cu thé 1a khang thé duoc lam gidng khang thé nguoi, dac hiéu dbi vai
SAP va kha nang st dung chung trong viéc diéu tri bénh lién quan dén su két tu
amyloid.

Ngoai tinh trang bénh ly 1am sang hiém gip ctia bénh thoai héa dang tinh
bdt, ma bi gdy ra truc tiép 10 rét boi sy két tu amyloid ngoai bao lam pha v& cAu
tric va chirc nang mo, khéi két tu amyloid con c6 mat & hai bénh rat phé bién va
nghiém trong: bénh Alzheimer va bénh déi thao dudng typ 2. O bénh dai thao
duong typ 2, khdi két tu amyloid c6 cu trac té vi, 1an luot bi gitr lai trong néo
va ddo Langherhans, va chua x4c dinh dugc liéu rﬁng hay béng cach nao ma
chung c6 thé 1an luot tham gia vao sinh bénh hoc cia bénh thoai hoa than kinh
va dai thao duong. Do do, bénh Alzheimer va bénh dai thdo dudng typ 2 khong
thé duoc phéan loai nhu la dang cia bénh thoai hoa dang tinh bdt ma chung nén
duoc xem 13 bénh lién quan dén amyloid. Tuy nhién, khéi két tu amyloid ludn
c6 mit & cac bénh nay va khéi két tu nay cling ludn chira SAP (tai lidu tir 15 dén
19). Ndo & bénh Alzheimer con chira dang khéc cua khéi két tu protein dang soi
bét thuong khong hoa tan, con dugce goi l1a ddm rdi than kinh so1, va SAP gén
két manh mé& v&i chiing, nhu né gin két manh m& v&i amyloid (tai liéu tir 15 dén
19). Bam rdi than kinh soi chita SAP, nhung khong chira amyloid, c6 mit trong
ndo & cac dang khac ctuia bénh mét tri, bao gém bénh mét tri tran-thai duong.

Ngoai ra va hoan toan doc 1ap véi vai tro cua nd trong bénh thoai hoa
dang tinh bot, SAP ngudi gén két vai va di vao té bao than kinh ndo va gay ra su

chét t& bao than kinh theo chuong trinh in vitro va in vivo (tai liéu tir 9 dén 13).
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D3 chi ra rang chi c6 SAP nguoi tinh khiét & cAp d6 duoc (tai lieu 14) méi pha
v& su dan truyén qua sinap, diéu ndy gy ra ty 1& xung theo cip bét thuong va
lam tang tiém luc kéo dai & 16p cit ndo cta lodi gim nhdm sinh trudng tao co
quan in vitro.

Do d6, doc td than kinh ndo cia SAP ngudi c6 kha ning tham gia vao
bénh thodi hoa than kinh & ngudi (tai lidu tir 9 dén 12, 20). Thuc té 1a hau hét
cac yéu td nguy co phd bién ctia bénh mét tri 1am tang su tiép xtic clia ndo véi
SAP la phu hop véi quan ni€ém nay. Do do, do tudi, yéu té nguy co chinh, 14 c6
lién quan dén su tiép xtic kéo dai ctia ndo 1d0 hoa véi mic SAP binh thuong,
trong khi d6 cac yéu té nguy co chinh ctia chén thuong dau khong xam nhap va
tinh trang xuét huyét nfo khién cho méau chay vao nfo, lam ting dot ngot mic
SAP trong ndo. Déi voi bénh Alzheimer, mirc SAP trong nio cao bét thuong do
su gan két cua n6 voi khdi két tu amyloid va ddm rdi than kinh soi (tai lidu 15
dén 19). Didu nay ciing c6 thé xay ra ¢ cdc bénh mét tri khac c6 dam rdi than
kinh sgi nhung khéng c6 khdi két tu amyloid. Quan trong 13, mirc SAP trong
ndo cta bénh nhan méc bénh Alzheimer gay mét tri duoc bdo céo 1a cao hon so
v&1 ngudi cao tudi ma van nhan thirc t6t khi qua doi, véi viée c6 hodc khong co
cac manh va mé rdi cung ton tai khi mé tir thi (tai liéu 20). Su twong quan
duong dang ké giita mirc SAP trong nio v6i bénh mat trf (tai liéu 20) 12 phu hop
véi vai tro gdy bénh ciia SAP.

Mirc SAP trong dich ndo tiy va lién két véi khdi két tu amyloid trong néo
va dam rdi than kinh soi 1a thfip hon mdt cach dang ké so vai trong dich ngoai
bao toan than va trén khéi két ty amyloid toan than. Su giam SAP trong huyét
twong bing CPHPC, tir binh thudng 13 20-50mg/L xubng <0,1mg/L, lam giam
luong CSF SAP tr 2-30 pg/L xudng <0,1 pg/L. & bénh nhan méic bénh
Alzheimer (tai liéu 21). SAP ngudi chi duoc tao ra boi gan va di chuyén dén ndo
nho mau (tai liéu 22). Do do, viéc diéu tri béng CPHPC loai trir hdu nhu hoan
toan SAP khéi dich ndo tiy va, vi su gén két SAP c6 thé dao ngugc hoan toan,
s& tiép tuc loai trir n6 ra khoi khéi két tu amyloid trong néo va dam ri than kinh

soi. Ngoai ra, dbi voi bénh nhan méc Alzheimer, CPHPC di vao dich ndo tay
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(tai liéu 21) noi ma no6 con cb thé phong bé su gin két ciia SAP tu do bat ky véi
s¢i amyloid, dam rdi than kinh soi va té bao than kinh nfo. Tét ca céc loai soi
amyloid déu c6 thé bi thodi bién bang proteaza va té bao thuc bao in vitro (tai
liu 1), va khéi két tu amyloid toan than tu thoai héa chm in vivo néu do giau
protein tién chét soi twong mg clia chiing du giam (tai liéu 8). Do d6, co ché
thanh thai amyloid dién ra in vivo. Ban than SAP ngudi duge x4c dinh 13 giy
doc than kinh (tai ligu tr 9 dén 13), doc lap voi viée gén két véi amyloid, cho
théy loi ich truc tiép, bd sung va tiém nang cua viéc loai trir SAP.

T4t ca céac protein huyét twong déu di vao trong khép bi tén thuong hoic
bi bénh in vivo nhung & bénh nhan mic cac dang bénh khdp khac nhau, c6 thé
quan séat dugc su hap thu SAP duge danh ddu phong xa & mot s6 khép ma khong
c6 su tran dich c6 thé phat hién dugc vé mit [Am sang. Ngoai ra, mirc SAP trong
dich tran hoat dich v& co ban la thip hon lugng dugc du tinh tir kich thude phan
tir ciia SAP, diéu nay cho thdy raing SAP duoc hién thi xa hinh 12 khong & dang
tir do trong dung dich ma lién két thuc su v&i cdu tric rin bén trong khdp. Mang
hoat dich, sun khép va/hoic bao khép ciia nguoi gia thuong chia khéi két tu
amyloid té vi, lién quan dén do tudi hon 12 &én muc do hoac su nghi€ém trong
ctia bénh viém xuong khép man tinh (thoai hoa khép), va cac khoi két tu nay c6
thé gidi thich cho su dinh vi cua SAP. SAP con gén két manh m&, in vivo cling
nhu in vitro, véi ADN va soi nhiém sic (chromatin) d& phoi nhidm, va véi té
bao chét theo chuong trinh. Do d6, su chét té bao gia ting trong khép ciia nguoi
bénh viém xuong khép man tinh ¢6 thé tao ra phédi tir cho su két tu SAP. Cong
b6 don qudc té s6 W02004/108131 boc 1§ viée diéu tri cho bénh nhan bj viém
xuong khép mén tinh bang cach tiém CPHPC (axit (R)-1-[6-[(R)-2-carboxy-
pyrolidin-1-yl]-6-oxo-hexanoyl]pyrolidin-2-carboxylic) dé lam thuyén gidm
triéu ching cua bénh viém xuwong khdp mén tinh.

SAP nguoi gén két manh mé& véi tAt ca cac dang ADN ty do va cé céc soi
nhidm séc, ca in vitro 13n in vivo. Thuc t¢ SAP 1a protein huyét twong nguoi
binh thudong duy nhat gan két dic hidu trong twong tac phu thude canxi véi ADN

(tai liéu 23, 24). Trai lai, SAP ciia mot sb loai khac, bao gém chudt va ngua, gfm
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két yéu, tham chi khong gin két voi ADN, va ché va thd tham chi khong c6 gen
SAP va do d6 khong tao ra SAP. Viéc tiém ching ADN, trong d6 su mién dich
duoc tao ra bing cach tiém ADN ma héa cho chit khang nguyén thay vi tiém
chinh chit khang nguyén, da duoc tap trung nghién ctru nhu la phuong phap ky
vong dé tao ra su mién dich bao vé chéng lai bénh 1ay nhiém va c6 thé dung lam
liéu phap tri liéu mién dich tiém nang dbi vai bénh ung thu. Tuy nhién, mic du
viéc tiém ching ADN Ia hiéu qua véi chudt, ché, tho va ngua, né khong du hiéu
qua cho ngudi cling nhu bo, ma gidng nhu ngudi c6 SAP gin két manh mé& véi
ADN. G nhimng loai ma viéc tiém ching ADN c6 hiéu qua, SAP khong gan két
v6i ADN hodc khong ¢6 mat. Ngoai ra, th nghiém & chu6t ¢6 biéu hién chuyén
gen SAP ngudi va sit dung CPHPC dé loai trir nd, khang dinh rang sy c6 mat
ciia SAP ngudi kim ham hiéu qua cia viéc tiém chung ADN (tai liéu 25, 26) .

SAP gin két voi mot sb loai vi khuén nhung khong gin két v6i cac loai
khac. Péi véi vi khudn gdy bénh ma SAP gin két, SAP ¢6 tac dung khéang
opsonin rét manh in vitro va in vivo, lam giam sy thuc bao va tiéu diét vi sinh
vat va do d6, bao vé chung khéi hé mién dich bdm sinh cua vat chu (tai liéu 27).
Tac dung nay, ma hoat hoa tinh 14y nhiém va doc luc, duogc loai bo béng cach st
dung CPHPC dé trc ché su gan két cia SAP vao vi khuin (tai liéu 27). SAP con
c6 mat lién két voi bé& mit cua & bao ndm trong md cta bénh nhin méic bénh
nidm candidi xam l4n (tai liéu 28). Su gén két nay cho théy su ¢d mat cia soi
amyloid, dugc tao ra tir protein ndm, trén bé mat cua vi sinh vat gdy bénh (tai
liéu 28).

CPHPC c6 hi€u qua dugc ly nhung né c6 do sinh kha dung dudng miéng
thay ddi va rat thip, vao khoang 3-5% va do d6 chi dugc sir dung ngoai duong
tiéu hoa bang cach tiém truyén trong tinh mach hodc tiém duéi da 1 t6i wu dé
dat duoc su loai trir SAP mong mudn. Tuy nhién, hau hét cac chi dinh hién cé
va hitu hiéu vé loai trit SAP trong tri liéu doi hoi viéc st dung trong thoi gian
dai. Viéc tiém trong tinh mach trong thoi gian dai 1a khong thuc té. Mic di viéc

sit dung dudi da trong thoi gian dai 1a cé thé thuc hién dugc, viéc tiém co thé
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gy ra cam giac nhirc nhdi khé chiu va diéu nay khong thich hop véi mot sb
bénh nhan (tai liéu 7).

Cong bd don quéc té s6 W02003/051836 boc 16 tién duoc chit D-prolin
hitu ich dé diéu tri bénh trong d6 viéc loéi trir SAP ¢6 tac dung c6 loi. Cong b
nay mo ta 25 vi du vé tién chét thu duoc duéi dang dau; chi 5 trong s6 chung 1a
c6 dang rin. Trong tién trinh xét nghiém don tai Co quan sang ché chau Au,
don tach tr don chau Au ddng dang voi cong bd don qubc té sb
W02003/051836 da dugc ndp voéi bd yéu cau bao ho dé cap dén hop chit 1-
(2,2-dimetyl-propionyloxy)-etyl este cta axit (R)-1-(6-{(R)-2-[1-(2,2-dimetyl-
propionyloxy)-etoxycarbonyl]-pyrolidin-1-yl}-6-oxo-hexanoyl)-pyrolidin-2-
carboxylic. Tai thdi diém ndp don, tap doan cOng ty GlaxoSmithKline (Glaxo
Group Limited) c6 thoa thuan hop tac nghién ctru va chuyén giao quyén sir dung
v6i Pentraxin Therapeutics Limited bao gém viéc chuyén giao quyén st dung
ddi v6i don sang ché Chau Au sb EP 0915088 va cong bd don qubc té sb
W02003/051836, va cac don dong dang cia ching.

Do dé, ¢6 nhu cau thuc su dbi véi hop chét ma c6 thé tao ra CPHPC véi
lugng co thé loai trir SAP mot cach hiéu qua sau khi dugc st dung theo duong
miéng, dong thoi 6 tinh chét héa ly thich hop cho viéc phat trién duoc phim.
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Ban chit k§ thudt ciia sing ché

Muc dich ctia sang ché 1a dé xuit hop chit (2R,2'R)-bis(((((tetrahydro-
2H-pyran-4-yl)oxy)cacbonyl)oxy)metyl)-1,1'-adipoylbis(pyrolidin-2-carboxylat)
va dugc phém chtra hop chét nay dé diéu tri bénh hoac rbi loan trong do vigc
loai trir thanh phan amyloid P trong huyét thanh 13 c6 1oi. ‘

Céc tac gia sang ché dd bat ngd phat hién ra ring hop chét (2R,2'R)-
bis(((((tetrahydro-2H-pyran-4-yl)oxy)cacbonyl)oxy)metyl)-1,1'-adipoylbis
(pyrolidin-2-carboxylat) c6 cong thirc (I) sau day c6 tinh chét hoa Iy thich hop
dung dé phét trién dugc phém va ¢6 thé tao ra CPHPC véi lugng co thé loai trix
SAP mot cach hiéu qua sau khi dugc st dung theo duong miéng.

Theo d6, theo khia canh thir nhit, sang ché d& xuit hop chit (2R,2'R)-
bis(((((tetrahydro-2H-pyran-4-yl)oxy)cacbonyl)oxy)metyl)-1,1'-adipoylbis
(pyrolidin-2-carboxylat) c6 cong thic (I):
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Sau day, hop chét c6 cong thic (I) con duoc goi 1a “hop chét theo sang
ché”.

Hop chit theo sang ché co tinh chit hoa 1y tt va c6 thé tao ra CPHPC v&i
luong c6 thé loai trir SAP mot cach hiéu qua sau khi duoc str dung theo duong
miéng.

Hop chét c¢6 cong thire (I) ¢6 dd én dinh dung dich theo d6 pH va d¢ 4n
dinh vi lap thé rudt tot, va d6 6n dinh vi lap thé gan thép, dé dang tao ra CPHPC,
cho thiy ring hop chat c6 cong thue (I) d€ dang tao ra luong tudn hoan cia
CPHPC khi st dung liéu theo dudong miéng & ngudi. Hop chét nay con khong
thé hién bat ky twong tac ndo voi Cytochrome p450, cho thdy rang hop chét co
cong thirc (I) khong thé hién twong tac thudc-thude qua trung gian CYP450
(Drug-drug interactions - DDIs). Ngoai ra, hgp chét c6 cong thirc (I) c6 mirc két
tinh cao, ma thuén loi cho viéc bao ché hoat chat va san xuét duogc phém.

Viéc st dung hop chat v6i profin nay c6 thé tao ra cac vu diém trong viéc
diéu tri bénh hozc rdi loan trong d6 viéc loai trir SAP (thanh phdn amyloid P
trong huyét thanh) s& c6 loi, vi du trong bénh thoai héa dang tinh bot (bao gbm
bénh thodi héa dang tinh bt hé théng va bénh thoai héa dang tinh bot cuc bd),
bénh Alzheimer, dai thao duong typ II, bénh viém xuong khép min tinh, nhiém
khuén, bénh ndm candida xam 14n va bénh nhifm nim khac, va két hop véi viéc

sir dung vacxin ADN.
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Theo khia canh khac, sang ché dé xudt duoc phdm, ma chua hop chit c6
cong thie (I) véi lugng hitu hiéu diéu tri va thy ¥ mét hodc nhidu chét mang
va/hodc ta dugc dugce dung.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuit hop chét c6 cong thire (I) hodc mot
hodc nhiéu duoc phém dugc mo ta trong ban mo ta nay dé loai trir mirc SAP
tuan hoan cho déi tuong.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuat hop chit c6 cong thirc (I) hoac mot
hodc nhidu duge phim duoc mé ta trong ban moé ta nay dé su dung trong viéc
diéu tri bénh trong d6 viéc loai trir SAP 1a ¢6 loi.

Sang ché cling md ta phuong phap diéu tri bénh hoic rbi loan trong do
viéc loai trir SAP 1a ¢6 loi.

Sang ché ciing md ta viéc st dung hop chat c6 cong thire (I) hodc mot
hoic nhidu duoc phim duge mé ta trong ban mo ta ndy dé san xuét thudc dé st
dung trong viéc diéu tri bénh trong do viéc loai trir SAP 1a c6 loi.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét kit nhidu thanh phﬁn chira mot
hoic nhiéu dugc phim dang liéu chira khang thé khang SAP (cu thé 1a khang thé
duoc mé ta trong cong bd don qudc té sé6 WO2011/ 107480) va mot hodc nhiéu
dang lidu Iugng ctia hop chét ¢ cong thire ().

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 1a quang phd XRPD ctia hop chét ¢ cong thuc (I);

Fig.2 thé hién sy thuy phan vat Iy in vitro cua hop chat c6 cong thuc (1)
trong dung dich nudc mubi dugc dém phosphat & do pH 6, 7, 7,5 va §;

Fig.3 thé hién d6 6n dinh vi lap thé duong rudt in vitro cia hop chét c6
cong thire (I) trong vi lap thé nguoi. “0/5/10/30/60 phut” ding dé chi thoi gian
(theo phut) ma mau dugc l4y ra tir hdn hop phan tich;

Fig.4 thé hién d¢ on dinh trong mau in vitro cia hop chit c6 cong thire (1)
trong mau ngudi. “0/5/10/30/60 phat” ding dé chi thoi gian (theo phut) ma mau
duoc 13y ra tir hdn hop phan tich;
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Fig.5 thé hién do 6n dinh vi lap thé gan in vitro cua hop chét ¢ cong thirc
(I) trong vi lap thé gan ngudi. “0/5/10/30/60 phtt” dung dé chi thoi gian (theo
phut) ma mau dugc 14y ra tir hdn hop phén tich.

M3 ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

Céc thult ngt sau dugce dy dinh 1a c6 y nghia nhu dugc mo ta sau day va
hiru dung dé hiéu phan mé ta va pham vi cia sang ché.

“Dugc dung” c6 nghia la dugc phé chudn hoic c6 thé dugc phé chun béi
Co quan diéu hanh cta Chinh phu lién bang Hoa Ky hodc co quan tuong duong
& cac qudc gia khac khong phai Hoa Ky (nhu Co quan quan ly san pham y té
Chau Au (European Medicines Agency - EMA)), hoic c6 nghia nhu dugc liét ké
trong Duoc dién Hoa Ky hodc Dugc dién chau Au (Ph. Eur.).

“Lugng hitu hiéu diéu tri” c6 nghia 13 luong hop chdt ma, khi duge su
dung cho ddi twong dé didu tri bénh, 1a du dé a0 ra higu qua diéu tri déi voi
bénh do6.

Thuat ngit "khang thé" dugc sir dung v6i nghia rong nhét dé chi phan tir
¢6 ving giéng immunoglobulin va bao gdm khang thé don dong, khang thé tai
td hop, khang thé da dong, khang thé kham, khang thé duoc lam gidng khang
thé nguoi, khang thé nguoi, khang thé da hiéu va khang thé tiép hop da loai; va
ménh gin két khang nguyén. Khang thé theo sang ché hoat hoa hé bd thé cua
ngudi va/hodc lam tiéu tan khdi két tu amyloid.

Cén phai hiéu rang phn mo ta lién quan dén “diéu tri” bao gdm viéc diéu
tri cdp tinh hodc phong ngira ciing nhu viéc lam thuyén gidm tri€u ching xac
dinh va/hoic viéc 1am tri hodn su tién trién cia bénh, va c6 thé bao gém viéc
ngan ngura tri€u ching tai phat & bénh nhan khong xudt hién triéu ching.

Thuat ngft “khang SAP” lién quan dén “khang thé”, cu thé 13 “khang thé
khang SAP”, c6 nghia 1a khéng thé ma gin két v6i SAP ngudi ma khong hodc
c6 gan két khong dang ké vai protein bat ky khac, ké ca cac phan tir ¢6 lién quan

mét thiét nhu protein phan ting C (C-reactive protein - CRP).
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Thuét ngit “CDR” c6 nghia la ving x4c dinh bd thé. CDR cua khang thé
nhu dugce str dung trong ban md ta nay c6 nghia 1a CDR nhu dugc xéc dinh bing
cach sir dung phwong phap danh s CDR da biét bat ky, bao gdm phuong phap
Kabat, Chothia, AbM va tiép xtic.

Thuat ngit “SAP tudn hoan” c6 nghia 12 SAP ma c6 mat ¢ dang tu do
trong huyét tuong in vivo va in vitro va khong lién quan dén khéi két tu amyloid
trong mo.

Dugc phdm

Pé sir dung hop chat cé cong thirc (I) trong tri liéu, hop chét nay thuong
duoc bao ché thanh dugc phdm theo phuong phap bao ché duoc phim tiéu
chuin.

Do d6, sang ché dé cap dén duoc pham, ma chtra hop chit c6 cong thie
(I) véi lugng hitu hidu diéu tri va thy y mdt hodc nhiéu chit mang va/hoic ta
duoc dugc dung.

Sang ché con dé cap dén quy trinh bao ché duoc pham, quy trinh nay bao
gdm bude tron hop chét c6 cong thirc (I) voi lwong hitu hiéu diéu trj va tiy y
mot hodc nhiéu chét mang va’hodc ta dugce dugc dung.

Sang ché con dé cap dén dang liéu luong chita duoc phdm theo sang ché.

Duogc phém theo sang ché, ma c6 thé duoc bao ché béng cach tron 1an,
thich hop 12 & nhiét do xung quanh va 4p sudt khi quyén, thudng dugc 1am thich
ung dé sur dung theo dudong miéng va, vi thé, co thé & dang vién nén, vién nang,
duoc phém dang 16ng dung theo dudng miéng, bot, hat nhd, hodc vién ngam.

Theo m{t phuong 4n, sang ché dé cap dén duoc phém dé su dung theo
dudng miéng.

Vién nén va vién nang dé sir dung theo duong miéng co thé & dang licu
don vi, va c6 thé chua ta dugc thong thuong, nhu chét két dinh (vi du, tinh bt
ngd duoc hd héa so bd, polyvinylpyrolidon hodc hydroxypropyl
metylxenluloza); chét don (vi du, lactoza, xenluloza vi tinh thé hodc canxi hydro
phosphat); chit lam tron tao vién nén (vi du, magie stearat, da talc hodc silic

oxit); chét gdy rd (vi du, tinh b0t khoai tay hodc tinh bt natri glycolat); va chét
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tao Am duoc dung (vi du, natri lauryl sulfat). Vién nén c6 thé duoc bao theo
phuong phap di biét trong linh vuc bao ché dugc phdm thong thuong.

Dugc phdm dang léng ding theo dudng miéng c6 thé & dang, vi du, hdn
dich dang dau, dung dich khong chira nude, nhil trong, sird hoic con ngot, hoac
c¢6 thé ¢ dang san phim kho dé hoan nguyén bang chat din thudc chira nuéc
hodc khong chira nuée thich hgp ngay truée khi st dung. Duoc pham dang léng
nhu vay c6 thé chira (;hét phu gia thong thudng nhu chét tao huyén pha (vi du,
sird sorbitol, din xuét xenluloza hodc chét béo thuc phém dugc hydro héa), chét
nhii héa (vi du, lexitin hoic acacia), chit dan thubc khong chira nude (ma cé thé
bao gém dau thuc phém, vi du dau hanh nhan, este dau, rugu etylic hodc dau
thuc vat dugc ct phan doan), chét bao quan (vi du, metyl hodc propyl-p-
hydroxybenzoat hodc axit sorbic), va, néu can, chét tao mau hodc chét tao huong
vi thong thuong, dung dich mubi dém va chét 1am ngot thich hgp. Dugc phém
dé su dung theo dudong miéng co thé duoc bao ché mot cach thich hgp dé tao ra
su gidi phong cé kiém soat hoat chét.

Theo mot phuong 4n khéc, dang lidu 14 vién nén hodc vién nang.

Duorc phém c6 thé chua hoat chét vai lugng tr 0,1% dén 99% trong
lugng, tét hon 1a tir 10 dén 60% trong luong, phu thugc vao phuong phap su
dung. Liéu lwong hop chit duoc sir dung dé diéu tri rdi loan néu trén sé thay dbi
theo cach thong thuong tuy thudc vao muc d6 nghiém trong cua rdi loan, thé
trong clia ngudi bénh, va cac yéu t tuong tu khéc. Tuy nhién, theo huéng dan
chung, liéu don vi thich hgp cé thé 12 0,05 dén 5000mg, 1,0 dén 1000mg, hoac
100 dén 600mg, vi du 100, 200 hodc 300mg, va liéu don vi nay co thé duoc st
dung nhiéu hon mot 1an mdi ngay, vi du hai hoac ba 14n mdi ngay. Viéc diéu tri
nhu vay c6 thé kéo dai trong nhiéu ngay, nhiéu tudn, nhiéu thang hodc nhiéu
nam.

Sang ché con dé cap dén hop chit co cong thire (I) hodc duoc pham dé su
dung trong tri liéu.

Do do6, hop chét ¢ cong thue (1) duge st dung trong viéc diéu tri bénh

trong do viéc loai trir SAP 1a ¢6 loi.
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Sang ché con dé cap dén hop chét c6 cong thire (I) hodc dugce phadm dé
loai trir SAP.

Sang ché cling mo ta phuong phéap didu tri bénh hodc rdi loan ¢ ddi tuong
trong d6 viéc loai trir SAP 1a c6 loi, phurong phap nay bao gdm viéc st dung hop
chit c6 cong thuc (I) v6i luong hitu hiéu diéu tri.

Séng ché ciing mé ta phuong phap diéu tri bénh hoic rdi loan & ddi tuong
trong dé viéc loai trir SAP 1a c6 logi, phuwong phap nay bao gém viéc st dung
duoc phém theo séng ché véi luong hitu hiéu diéu tri.

Sang ché con mo ta phuong phép loai trir SAP cho déi tuong, phuong
phap nay bao gdm viéc cho dbi tuong st dung hop chit c6 cong thuc (1) vai
luong hiru hiéu diéu tri.

Sang ché con mé ta phuong phap loai trir SAP cho déi tuong, phuong
phap nay bao gdm viéc cho dbi tuong sir dung duoc pham theo sang ché véi
lwong hiru hidu diéu tri.

Nhiéu dang bénh x6p ndo truyén nhidm (bénh prion) lién quan dén khdi
két tu amyloid trong ndo, va do d6, sang ché lién quan dén tt ca bénh hoic rbi
loan nay, bao g@)m bénh Creutzfeldt-Jakob bién thé & nguoi, bénh Creutzfeldt-
Jakob, bénh Kuru (viém ndo tién trién cham) va céac dang khac cua bénh prion &
nguoi, va cd bénh viém ndo thé bot bién & bo, bénh suy mon man tinh cia nai tai
Itra va nai stng tAm, va bénh nio truyén nhiém & chon vizon.

Sang ché con mo ta phuwong phap diéu tri bénh hoic rdi loan & dbi tuong,
trong d6 bénh hodc rdi loan dugc chon tir nhom bao gém bénh thodi hoa dang
tinh bdt, bénh Alzheimer, bénh dai thdo duong typ 2, bénh viém xuong khdp
mén tinh, bénh lay nhiém vi khudn, bénh ndm candida xam 14n, bénh xép nao
truyén nhiém, bénh Creutzfeld-Jakob bién thé & nguoi, bénh Creutzfeld-Jakob,
bénh Kuru, bénh prion khac ¢ ngudi, bénh viém nio thé bot bién & bo, bénh suy
mon man tinh ctia nai tai Itra va nai sing tAm, va bénh ndo truyén nhiém & chon
vizon, phuong phap ndy bao gém viéc cho dbi tuong sir dung hop chét c6 cong

thire (I) v6i lugng hiru hiéu didu tri.
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Sang ché con mé ta phuong phap diéu tri bénh hodc rdi loan & dbi tuong,
trong d6 bénh hodc rbi loan duoc chon tir nhom bao gém bénh thodi hoa dang
tinh bdt, bénh Alzheimer, bénh déi thdo duong typ 2, bénh viém xuong khop
mén tinh, bénh 13y nhiém vi khuén, bénh ndm candida x4m 14n, bénh xép nao
truyén nhiém, bénh Creutzfeld-Jakob bién thé & nguoi, bénh Creutzfeld-Jakob,
bénh Kuru, bénh prion khac & nguoi, bénh viém nio thé bot bién & bo, bénh suy
mon mén tinh ctia nai tai lira va nai simg tdm, va bénh nfo truyén nhidm & chdn
vizon, phuong phap nay bao gém viée cho di tuong st dung dugc pham theo
sang ché véi luong hitu hiéu diéu tri.

Sang ché con mo ta phuong phap diéu tri bénh hodc rdi loan & dbi tugng,
trong d6 bénh hoac r6i loan dugce chon tir nhém bao gém bénh thodi hoa dang
tinh bot, bénh Alzheimer, bénh déi thdo dudng typ 2 va bénh viém xuwong khép
mén tinh, phwong phéap nay bao gém viéc cho ddi tuong st dung hop chét co
cong thire (I) v6i luong hiru hiéu diéu tri.

Sang ché con mé ta phuong phap diéu tri bénh hodc rdi loan & dbi tugng,
trong dé bénh hodc roi loan duogc chon tir nhom bao gém bénh thodi hoa dang
tinh bdt, bénh Alzheimer, bénh dai thdo duong typ 2 va bénh viém xuong khép
man tinh, phuong phép nay bao gém viéc cho dbi twong sir dung duogc phim
theo sang ché vai lugng hitu hidu diéu tri.

Sang ché con mé ta phuong phép didu tri bénh hoic rdi loan ¢ dbi tugng,
trong do bénh hodc rbi loan dugc chon tir nhom bao gém bénh Alzheimer, bénh
dai thao dudng typ 2 va bénh viém xuong khép mén tinh, phuong phap nay bao
gdm viéc cho dbi tugng str dung hop chét c6 cong thirc (1) véi lugng hitu hi€u
diéu tri.

Sang ché con mé ta phuong phap diéu tri bénh hoic rbi loan & d6i tuwong,
trong do bénh hodc r6i loan duge chon tir nhém bao gém bénh Alzheimer, bénh
dai thdo dudng typ 2 va bénh viém xuong khép man tinh, phuong phéap nay bao
gém viéc cho ddi tuong st dung duoc phém theo sang ché véi luong hitu hiéu

dicu tri.
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Sang ché con mo ta phuong phép diéu tri bénh hosc rdi loan & dbi tuong,
trong d6 bénh hoic réi loan 13 bénh thoai héa dang tinh bot, phuwong phap nay
bao gdm viéc cho dbi tuong s dung hop chit c6 cong thuc (I) véi lwong hitu
hiéu diéu tri.

Sang ché con mo ta phuong phap ning cao hiéu qua cua vacxin ADN
ngudi, phwong phap ndy bao gdm viée cho ddi tugng sir dung hop chét co cOng
thirc (I) v6i luong hitu hiéu diéu tri.

Sang ché con mé ta phuong phap ning cao hiéu qua cua vacxin ADN
ngudi, phuong phép nay bao gdm viéc cho déi twong sir dung duoc phim theo
sang ché vai luong hitru hiéu diéu tri.

Sang ché con mé ta viéc str dung hop chét c6 cong thie (1) két hop véi
vacxin ADN.

Sang ché con dé cap dén hop chét co cong thire (I) dé st dung trong viéc
nang cao hi€u qua cua vacxin ADN nguoi.

Séang ché con dé cap dén duoc phém dé sur dung trong viéc nang cao hiéu
qua cua vacxin ADN nguoi.

Sang ché con md ta viéc st dung hop chéit c6 cong thirc (I) trong viéc
nang cao hiéu qua cia vacxin ADN nguoi.

Séang ché con mo ta viée st dung duoc phém theo sang ché trong viéc
nang cao hi€u qua cua vacxin ADN nguoi.

Sang ché con mo ta viéc sir dung hop chat c¢6 cong thtrc (I) trong viéc san
xudt thudc dé str dung trong viéc nang cao hidu qua ciia vacxin ADN ngudi.

Thuét ngit “nang cao hiéu qua ctia vacxin ADN nguoi” nghia la l[am cho
vacxin ADN géy d4p ting mién dich bao vé chdng lai chit khang nguyén duoc
ma héa bdi vacxin ADN nguoi.

Déi tuong c6 thé 1a dong vat co vi. Pbi tugng thudng 1a ngudi.

Sang ché con mo ta phwong phap diéu tri bénh hoic ri loan & dbi twong,
trong do bénh hodc r6i loan dugc chon tir nhém bao gém bénh xép nio truyén
nhiém, bénh Creutzfeldt-Jakob bién thé ¢ nguoi, bénh Creutzfeldt-Jakob, bénh

Kuru, bénh viém ndo thé bot bién & bo, bénh suy mon man tinh cua nai tai lra
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va nai sting tdm, va bénh nfo truyén nhim & chdn vizon, phwong phéap nay bao
gdm viéc cho dbi tugng sir dung hop chit ¢6 cong thirc (I) véi lwong hiru hiéu
diéu tri.

Sang ché con mo ta phuong phéap diéu tri bénh hozc rbi loan & dbi twong,
trong d6 bénh hoac r6i loan duge chon tir nhom bao gém bénh xép nio truyén
nhiém, bénh Creutzfeldt-Jakob bién thé & nguoi, bénh Creutzfeldt-Jakob,bénh
Kuru, bénh viém néo thé bot bién & bo, bénh suy mon man tinh cla nai tai Itra
va nai sing tAm, va bénh ndo truyén nhim & chdn vizon, phuong phép nay bao
gbm viéc cho dbi twong str dung dugc phidm theo sang ché véi luong hitu hiéu
diéu tri.

Thuat ngit “bénh thodi hoa dang tinh bdt” bao gff)m ca bénh thoai hoa
dang tinh bot hé thdng (bao gém, nhung khong chi gidi han &, bénh thoai hoa
dang tinh bt AL, bénh thodi hoa dang tinh bdt AA, bénh thoai hoa dang tinh bot
do loc méu, bénh thoai hoéa dang tinh bdt li€n quan dén transthyretin (ATTR),
bénh thoai hda dang tinh bot di truyén co hé théng) va bénh thodi hda dang tinh
bot cuc bd (bao g(‘Sm, nhung khong chi giéi han & bénh mach mau ndo dang tinh
bot).

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cap dén hop chét c6 cong thirc (1)
hodc dugc phém theo sang ché dé sur dung trong viéc diéu tri bénh hodc rdi loan
trong do6 viéc loai trir SAP 1a c6 loi.

Theo mot khia canh khac, séng ché @ cap dén hop chét c6 cong thire (I)
hoic dugc phim theo sang ché dé sir dung trong viéc loai trir SAP.

Theo mdt phwong 4n, sang ché dé cap dén hop chét c6 cong thire (I) hodc
duoc phém theo sang ché dé sur dung trong viéc loai trir SAP in vivo.

Theo mot khia canh khac, séng ché & cap dén hop chét c6 cong thire (1)
dé sur dung trong viéc diéu tri bénh hoic rdi loan duoc chon tir nhém bao gém
bénh thoai héa dang tinh bdt, bénh Alzheimer, bénh dai thdo dudng typ 2 va
bénh viém xuwong khdp man tinh.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit duoc phém dé sur dung trong

viéc diéu tri bénh hoic rdi loan dugc chon tir nhém bao gém bénh thoai hoa
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dang tinh bdt, bénh Alzheimer, bénh dai thdo dudng typ 2 va bénh viém xuong
kh&p maén tinh.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén hop chét co cong thuc (1) dé sir
dung trong viéc diéu tri bénh hoic rdi loan dugc chon tir nhém bao gém bénh
Alzheimer, bénh dai thdo duong typ 2 va bénh viém xuong khdp man tinh.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén hop chét co cong thic (1) dé sur
dung trong vi¢c diéu tr1 bénh thoai hoa dang tinh bot.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cap dén duoc phém dé su dung
trong viéc diéu tri bénh hodc rdi loan dugc chon tir nhém bao gém bénh
Alzheimer, bénh dai thdo duong typ 2 va bénh viém xuong khép man tinh.

Theo mot khia canh khéc, sang ché & cap dén duoc phém dé su dung
trong viéc diéu tri bénh thodi hoa dang tinh bot.

Sang ché mo ta viée st dung hop chét co cong thie (I) hodc mot hoic
nhiéu duogc phém theo sang ché trong vigc diéu tri bénh hoic rdi loan trong d6
viéc loai trir SAP 14 ¢6 loi.

Sang ché md ta viée st dung hop chét cé cong thic (I) hodc mdt hoac
nhiéu duoc pham theo sang ché trong viéc loai trir SAP.

Sang ché mé ta viéc sur dung hop chét c6 cong thirc (I) trong viéc diéu tri
bénh hoic ri loan dugce chon tir nhém bao gém bénh thodi hoa dang tinh bét,
bénh Alzheimer, bénh dai thdo duong typ 2 va bénh viém xuong khép man tinh.

Sang ché md ta viée sir dung dugce phim theo sang ché trong viéc diéu tri
bénh hoic rdi loan dugce chon tir nhém bao gff)m bénh thodi héa dang tinh bét,
bénh Alzheimer, bénh dai thdo dudng typ 2 va bénh viém xuong khép man tinh.

Sang ché mo ta viée sir dung hop chét ¢ cong thirc (1) trong viéc diéu tri
bénh hoic rdi loan duoc chon tir nhém bao gém bénh Alzheimer, bénh dai thao
duong typ 2 va bénh viém xuong khdp mén tinh.

Sang ché mo ta st dung hop chit c¢6 cong thire (I) trong viée diéu tri bénh

thoai héa dang tinh bét.
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Sang ché mod ta viéc sir dung duge phim theo sang ché trong viée didu tri
bénh hoic rbi loan duoc chon tir nhom bao gém bénh Alzheimer, bénh dai thao
duong typ 2 va bénh viém xuong khép man tinh.

Sang ché mo ta viéc str dung dugc pham theo sang ché trong viée didu tri
bénh thoai hoa dang tinh bot.

Sang ché mo ta viéc st dung hop chét c6 cong thirc (I) trong viée san xut
thubc dé sir dung trong viéc diéu tri bénh hodc rdi loan trong do6 viéc loai trir
SAP 1a c6 lgi.

Sang ché cling mb ta viéc sir dung hop chét c6 cong thirc (1) trong vi¢c
san xuét thudc dé su dung trong viéc loai trir SAP.

Sang ché cling md ta viéc st dung hop chét c6 cong thire (1) trong viéc
san xuit thubc dé su dung trong viéc diéu tri bénh hoic rbi loan dugc chon tu
nhom bao gém bénh thoai hoa dang tinh bdt, bénh Alzheimer, bénh dai thao
duong typ 2 va bénh viém xuong khép man tinh.

Sang ché ciing md ta viéc st dung hop chit co cong thire (I) trong viéc
san xudt thubc dé sur dung trong viéc diéu tri bénh hoac rbi loan duoc chon tur
nhém bao gdm bénh Alzheimer, bénh déi thdo dudng typ 2 va bénh viém xuong
khdp man tinh.

Sang ché cling mé ta viéc sir dung hop chét ¢6 cong thire (1) trong viéc
san xuat thudc dé su dung trong viéc diéu tri bénh thoai hoa dang tinh bot.

Khi dugc st dung dé diéu tri bénh thoai hoa dang tinh bot, hop chét c6
cong thire (I) ¢6 thé duoc st dung v6i khang thé khang SAP.

Theo mdt phuong an, khang thé khang SAP gin két voi bé mat cia SAP
ngudi. Theo mdt phuong 4n khac, khang thé khang SAP chira ving xéac dinh b
thé (CDR) chudi ning c6 trong SEQ ID NO:28 va CDR chudi nhe c6 trong SEQ
ID NO:35 trong cong bd don qubc té s6 WO 11/107480. Theo mdt phuong an
khac, khang thé khang SAP chita viing bién d6i chudi nang c6 SEQ ID NO:28
va ving bién dbi chudi nhe c6 SEQ ID NO:35 trong cong bd don quéc té sé6 WO
11/107480. Theo modt phuong 4n khéc, khang thé khang SAP chita ving hing
dinh IgGl hoic IgG3 nguoi. Theo mdt phuong 4n khéc, khang thé khang SAP
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bao gdm chudi nang c6 SEQ ID NO:62 va chudi nhe c¢6 SEQ ID NO:64 trong
cong bd don qubc té s6 WO 11/107480.

Sang ché md ta phuong phép diéu tri bénh thoai hoa dang tinh bot,
phuong phép ndy bao gdm viéc cho ddi tuong st dung hop chat c¢6 cong thuc (1)
hodc dugc phdm theo sang ché voi lugng hiru hiéu didu tri két hop véi khang thé
khéng SAP.

Theo mét vi du, viéc st dung hop chét c6 cong thire (I) két hop v6i khang
thé khang SAP 1a theo trinh tu.

Theo mdt vi du khac, hop chét ¢ cong thire (I) dugce st dung trude. Theo
mot vi du khac, khang thé khang SAP dugc st dung néu mrc SAP tudn hoan &
d6i tugng dugc 1am giam dén muc nho hon 2mg/L. Theo mot vi du, mirc SAP
tudn hoan dugc lam giam dén muc 1a Img/L. hodc nhdé hon. Theo mdt vi du
khéc, mirc SAP tudn hoan duoc 1am giam dén muc 1a 0,5mg/L ho#c nho hon.

Mtc SAP tudn hoan c6 thé dugce xac dinh b%mg cach st dung kit ELISA
c6 ban sin trén thi trudng (thir nghiém hip thy mién dich lién két véi enzym) (vi
dy, kit ELISA HK331 Human SAP ctia Hycult Biotech).

Theo mdt vi du khéc, hop chét ¢6 cong thire (I) dugc st dung trong 5 dén
8 ngay hodc cho dén khi mirc SAP tudn hoan ¢ ddi tuong dugc lam giam dén
murc nho hon 2mg/L tiy thudc vao thdi gian didu tri ndo dai hon. Theo mot vi
du, mirc SAP tudn hoan & dbi tuong dugc lam gidm dén Img/LL hodc nho hon.
Theo mét vi du khac, mic SAP tudn hoan & dbi tuong dugc lam giam dén
0,5mg/LL hodc nhd hon. Theo mdt vi du khac, viéc st dung hop chét ¢co cong
thirc (I) dugc tiép tuc trong khi lidu don 200 dén 2000mg (t6t hon 1a 250 dén
1000mg, t&t hon nita 1a 250 dén 600mg) cua khang thé khang SAP duogc st
dung, va trong 4 dén 6 ngay sau d6. Piéu nay tao nén ‘tién trinh diéu tri’ - bénh
nhén c¢6 thé can vai tién trinh diéu tri dé dat duoc hiéu qua diéu tri mong mubn.
Ho con co thé can 1ap lai viéc diéu tri gian doan. Theo mot vi dy, tién trinh diéu
tri dugc ldp lai it nhit mot 1an trong khoang gian doan 3 dén 6 tudn néu can.

Theo mdt vi du khac, tién trinh diéu tri duoc 13p lai it nhat mot 1an trong khoang
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gian doan 3 dén 6 tuln, tiép theo 14 it nhAt mot tién trinh didu tri trong khoang
gian doan 6 dén 12 thang néu can.

Sang ché cling md ta phuong phap diéu tri bénh hodc rdi loan & dbi tuong
trong d6 viéc loai trir SAP 1a ¢6 loi, phuong phap niy bao gém viéc st dung hop
chét ¢6 cong thire (I) v6i lugng hiru hiéu diéu tri két hop voi khang thé khang
SAP.

Sang ché cling mo ta phuong phap diéu tri bénh hodc rdi loan & dbi tuong
trong d6 viéc loai trir SAP 1a c6 lgi, phuong phép nay bao gém viée st dung
dugc phdm theo sang ché voi lwong hitu hiéu diéu tri két hop véi khang thé
khang SAP.

Sang ché con mo ta phuong phép loai trir SAP, phuong phap nay bao gdom
viéc str dung hop chat c6 cdng thire (I) véi luong hiru hiéu diéu tri két hop véi
khang thé khang SAP.

Sang ché con mo ta phuong phép loai trir SAP, phuong phap nay bao gdm
viéc st dung duoc phém theo sang ché véi luong hiru hiéu diéu tri két hop V(')'i‘
khang thé khang SAP.

Sang ché con mé ta phuong phép diéu tri bénh hoic rdi loan & dbi turong,
trong do6 bénh hodc r6i loan dugc chon tir nhom bao g@)m bénh thodi héa dang
tinh bot, bénh Alzheimer, bénh dai thdo dudng typ 2 va bénh viém xwong khép
mén tinh, phuong phip nay bao gdm viéc cho ddi tuong sir dung hop chit co
cong thic (I) véi lwong hitu hiéu diéu tri két hop voi khang thé khang SAP.

Sang ché con mo ta phuwong phap didu tri bénh hodc rdi loan & dbi tuong,
trong do bénh hodc roi loan duogc chon tir nhém bao gff)m bénh thoai hda dang
tinh bdt, bénh Alzheimer, bénh dai thdo duong typ 2 va bénh viém xuong khép
mén tinh, phwong phdp nay bao gém viéc cho ddi tuong su dung dugc phdm
theo sang ché v6i lugng hiru hidu diéu tri két hop voi khang thé khang SAP.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& cap dén hop chét c6 cong thirc (1)
hoic mot hogc nhidu dugc phdm theo sang ché két hop véi khang thé khang
SAP dé sir dung trong viéc diéu tri bénh hoac rbi loan trong dé viéc loai trir SAP

la co loi.

-26-



26476

Theo mot khia canh khéac, sang ché dé cap dén hop chét ¢6 cong thuc (1)
hoic mot hodc nhidu duoc phdm theo sang ché két hop véi khang thé khang
SAP dé str dung trong viéc loai trr SAP.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cap dén hop chét c6 cong thic (I)
két hop vé6i khang thé khang SAP dé str dung trong viéc diéu tri bénh hoic rdi
loan dugc chon tir nhém bao gém bénh thodi hdéa dang tinh bot, bénh Alzheimer,
bénh déi thdo dudng typ 2 va bénh viém xuong khdp man tinh.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cap dén hop chét c6 cong thuc (I)
két hop voi khang thé khang SAP dung dé diéu tri bénh thoai hoa dang tinh bot.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén hop chat c6 cong thire (I) két
hop véi khang thé khang SAP dung dé diéu tri bénh thoai hoa dang tinh bot hé
théng.

Theo mdt phwong 4n, sang ché dé& cap dén hop chat co cong thirc (I) két
hop voi khang thé khang SAP ding dé diéu tri bénh thoai héa dang tinh bot AL.

Theo mét phwong 4n, sang ché dé cap dén hop chit co cong thue (1) két
hop vé6i khang thé khang SAP ding dé didu tri bénh thoai hoa dang tinh bot AA.

Theo mot phwong 4n, sang ché dé cap dén hop chit co cong thie (1) két
hop vé6i khang thé khang SAP dung dé diéu tri bénh thoai hoa dang tinh bot do
loc mau.

Theo modt phwong 4n, sing ché dé cap dén hop chat co cong thire (I) két
hop v6i khang thé khang SAP ding dé diéu tri bénh thoai hda dang tinh bot lién
quan dén transthyretin (ATTR).

Theo mot phwong 4n, sang ché dé& cap dén hop chat co cong thue (1) két
hop véi khang thé khang SAP dung dé diéu tri bénh thodi hoa dang tinh bot hé
théng di truyén.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén hop chét c6 cong thie (I) két
hop véi khang thé khang SAP dung dé diéu tri bénh thoai hoa dang tinh bot cuc
bo.
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Theo mot phwong 4n, sang ché dé cap dén hop chét c6 cong thire (1) két
hop vé6i khang thé khang SAP dung dé didu tri bénh mach mau néo dang tinh
bot.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén duoc phém nhu dugc mo
ta & day dé str dung két hop véi khang thé khang SAP trong viéc diéu trj bénh
hoac rbi loan duge chon tir nhdm bao g@)m bénh thodi hda dang tinh bdt, bénh
Alzheimer, bénh dai thdo duong typ 2 va bénh viém xuong khép man tinh.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén duoc phém nhu dugc mo
td & day dé sir dung két hop véi khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh
thoai hoéa dang tinh bot.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén duoc phém nhu duoc md ta &
day dé sir dung két hop vé6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh thoai
hoa dang tinh bot hé théng.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén dugc phdm nhu duge md ta &
day dé st dung két hop vé6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh thoai
héa dang tinh bot AL.

Theo mot phwong 4n, sang ché d& cap dén duoc pham nhu dugc mo ta &
day dé sir dung két hop v6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh thoai
hda dang tinh bot AA.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén duoc phém nhu dugc mo ta &
day dé st dung két hop v6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh thoai
hda dang tinh bt do loc mau.

Theo mdt phuong an, sang ché dé cap dén duoc phém nhu dugc mo ta &
day dé s dung két hop vé6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh thoai
hoéa dang tinh bdt lién quan dén transthyretin (ATTR).

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén duoc phidm nhu duoc mo ta &
day dé s dung két hop v6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh thoai
hoa dang tinh bdt di truyén c6 hé théng.
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Theo mot phuwong 4n, sang ché dé cap dén duogc phém nhu dugc mo ta &
day dé sir dung két hop voi khang thé khang SAP trong viéc didu tri bénh thoai
héa dang tinh bdt cuc bo.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén duoc pham nhu duoc mo ta &
day dé st dung két hop voi khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh mach
mau ndo dang tinh bdt.

Sang ché md ta viéc str dung hop chét c¢6 cong thirc (I) hodc dugc pham
theo sang ché két hop v6i khang thé khang SAP dé diéu tri bénh hoc réi loan
trong d6 viéc loai trir SAP 1a ¢6 loi.

Sang ché mo ta viéc st dung hop chét c6 cong thie (I) hodc dwoc phim
theo sang ché két hop voi khang thé khang SAP dé loai trir SAP.

Sang ché ciing mo ta viée str dung hop chét c6 cong thirc (I) két hop véi
khéng thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh hoic rdi loan duge chon tir nhom
bao gém bénh thoai héa dang tinh bot, bénh Alzheimer, bénh dai thao duong typ
2 va bénh viém xuong khép man tinh.

Sang ché con mo ta viée sir dung hop chét c6 cong thirc (I) két hop voi
khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh thodi héa dang tinh bot.

Theo mot vi du, sang ché mo ta viée sur dung hop chét c6 cong thte (I) két
hop v6i khang thé khang SAP trong viée didu tri bénh cho bénh thoai hoa dang
tinh bot hé thong.

Theo mdt vi du, sang ché mé ta viéc sir dung hop chét co cong thire (I) két
hop v6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thoai hoa dang
tinh bot AL.

Theo mdt vi du, sang ché mé ta viéc s dung hop chét c6 cong thire (1) két
hop véi khéng thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thoai hoa dang
tinh bot AA.

Theo mdt vi du, sang ché mé ta viéc st dung hop chét c6 cong thire (I) két
hop v6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thoai hda dang

tinh bt do loc mau.

-20-



26476

Theo mét vi du, sang ché mé ta viéc sir dung hop chat c6 cong thire (1) két
hop v6i khang thé khéang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thoai hoa dang
tinh bot lién quan dén transthyretin (ATTR).

Theo mot vi du, sang ché md ta viéc sir dung hop chit c6 cong thire (I) két
hop vé6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thoai hoa dang
tinh bot di truyén c6 hé théng.

Theo mét vi du, sang ché mo ta viée sir dung hop chét ¢6 cong thire (1) két
hgp v6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh tho4i hoa dang
tinh bdt cuc bo.

Theo mot vi du, séng ché mo ta viéc st dung hop chét ¢6 cong thure (1) két
hop véi khéng thé khéng SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh mach mau nio
dang tinh bot.

Sang ché ciing mo ta viéc st dung dugc pham theo sang ché két hop véi
khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh hoac roi loan dugc chon tir nhém
bao gém bénh thoai hoa dang tinh bdt, bénh Alzheimer, bénh dai thao duong typ
2 va bénh viém xuong khép man tinh.

Sang ché con mé ta viéc st dung duoc phidm theo sang ché két hop vai
khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh thoai hoa dang tinh bot.

Theo mot vi du, sang ché mo ta viéc sir dung duoc phim theo sang ché
két hop vé6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thoai hoa
dang tinh bot hé théng.

Theo mdt vi dy, sang ché mé ta viéc st dung duoc phém theo sang ché
két hop voi khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thoai hoa
dang tinh bt AL.

Theo mot vi dy, sang ché mo ta viéc st dung duogc phém theo sang ché
két hop v6i khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thoai héa
dang tinh bt AA.

Theo mot vi dy, séng ché mé ta viéc st dung duogc phém theo sang ché
két hop véi khang thé khéng SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thoai hoa

dang tinh bot do loc m4u.
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Theo mot vi du, sang ché mo ta viée st dung duoc phém theo sang ché
két hop voi khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thodi hoa
dang tinh bot lién quan dén transthyretin (ATTR).

Theo mot vi du, séng ché mo ta viée st dung duogc phém theo sang ché
két hop véi khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh thoai hoa
dang tinh bt di truyén c6 hé théng.

Theo mot vi dy, séng ché mo ta viéc st dung dugc phém theo sang ché
két hop voi khang thé khang SAP trong viée diéu tri bénh cho bénh thoai hoa
dang tinh bdt cuc bo.

Theo mot vi du, sang ché mo ta viéc st dung duogc phém theo sang ché
két hop véi khang thé khang SAP trong viéc diéu tri bénh cho bénh mach mau
ndo dang tinh bot.

Sang ché mo ta viéc st dung hop chit c6 cong thirc (I) va khang thé
khang SAP trong viéc san xuat thudc ding dé diéu tri bénh hodc rdi loan trong
doé viéc loai trir SAP 1a ¢6 loi.

Sang ché mo ta viéc st dung hop chét c6 cong thic (I) va khang thé
khang SAP trong viéc san xuat thubc ding dé loai trir SAP.

Sang ché cling mé ta viéc sir dung hop chét c6 cong thirc (1) va khang thé
khéng SAP trong viéc san xuét thube dung dé diéu tri bénh hodc rdi loan duoc
chon tir nhom bao g@)m bénh thoai hoa dang tinh bdt, bénh Alzheimer, bénh dai
thao duong typ 2 va bénh viém xuong khép man tinh.

Sang ché con mo ta viéc str dung hop chit ¢ cong thire (1) va khang thé
khang SAP trong viéc san xuét thudc ding dé diéu tri bénh thoai hoa dang tinh
bot.

Theo mot vi dy, sang ché mo ta viéc st dung hop chét ¢6 cong thac (I) va
khang thé khang SAP trong viéc san xuit thudc dung dé diu tri bénh thoai hoa
dang tinh bt hé théng.

Theo mot vi du, sang ché mo ta viéc st dung hop chat ¢ cong thic (1) va
khéng thé khang SAP trong viéc san xut thudc ding dé diéu tri bénh thoai hoa
dang tinh bot AL.
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Theo mdt vi dy, sang ché mé ta viéc st dung hop chit c6 cong thire (1) va
khang thé khang SAP trong viéc san xuit thubc dung dé diéu tri bénh thoai hoa
dang tinh bot AA.

Theo mét vi dy, sang ché mé ta viée st dung hop chit c6 cong thire (1) va
khang thé khang SAP trong viéc san xut thudc ding dé diéu tri bénh thodi hoa
dang tinh b6t do loc méu.

Theo mét vi du, sang ché mo ta viéc st dung hop chét c6 cong thire (1) va
khang thé khang SAP trong viéc san xuat thudc dung dé diéu tri bénh thodi hoa
dang tinh bot lién quan dén transthyretin (ATTR).

Theo mot vi du, sang ché mé ta viée st dung hop chit co cong thuc (1) va
khang thé khang SAP trong viéc san xuét thudc ding dé diéu tri bénh thoai hoa
dang tinh bot di truyén c6 hé théng.

Theo mot vi duy, séang ché mo ta viéc st dung hop chét c6 cong thie (I) va
khang thé khang SAP trong viéc san xuat thuc ding dé didu tri bénh thoai hoa
dang tinh bot cuc bd.

Theo mot vi du, sang ché mo ta viéc st dung hop chit c6 cong thic (I) va
khang thé khéng SAP trong viéc san xuét thube dung dé diéu tri bénh mach mau
ndo dang tinh bat.

Theo mot vi du, bénh hoéc roi loan 14 bénh thoai hoa dang tinh bot.

Theo mdt vi du khac, bénh hodc rdi loan 13 bénh thoai hoa dang tinh bot
hé théng.

Theo mdt vi du khac, bénh hodc rdi loan 13 bénh thoai héa dang tinh bot
AL.

Theo mét vi du khac, bénh hoic rdi loan 14 bénh thoai hoa dang tinh bot

Theo mdt vi du khac, bénh hodc rdi loan 13 bénh thoai hoa dang tinh bot
do loc mau.
Theo mot vi du khac, bénh hodc r6i loan 13 bénh thoai hoa dang tinh bot

lién quan dén transthyretin (ATTR).
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Theo mot vi du khac, bénh hoic rdi loan 1a bénh thoai hoa dang tinh bot
di truyén c6 hé théng.

Theo mot vi du khéc, bénh hoic rdi loan 1a bénh thodi hoa dang tinh bot
cuc bo.

Theo mdt vi du khac, bénh hoic rbi loan 1a bénh mach mau ndo dang tinh
bot.

Theo mdt vi du, bénh hodc rdi loan 14 bénh Alzheimer.

Theo mdt vi du, bénh hodc rdi loan 14 bénh dai thao dudng typ 2.

Theo mot vi du, bénh hoic rdi loan 14 bénh viém xuong khdp man tinh.

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén san phdm hozc “kit nhiéu
thanh phﬁn”, chira mot hodc nhiéu liéu don vi cua khang thé khang SAP va mdt
hodc nhiéu liéu don vi cua hop chét c6 cong thire (I), hitu ich dé diéu tri bénh
thodi hoa dang tinh bot.

Theo mdt phuong 4n, kit nhiéu thanh phan chira liéu don vi cua khang thé
khang SAP va mot hodc nhiéu lidu don vi cia hop chét ¢6 cong thire ().

Thich hop 13, kit bao gdm nhiéu thanh phin duoc bao ché dé su dung
riéng r& hodc theo trinh tw mot hoic nhiéu lidu don vi cia hop chét co cong thuc
(I) va liéu don vi ctia khang thé khang SAP.

Theo mdt phuong an, kit nhiéu thanh phén bao g@)m vat chira chira mot
hodc nhiéu liéu don vi ctia hop chét ¢ cong thie (I) hodc dugc pham theo séng
ché va liéu don vi ciia khang thé khang SAP.

Theo mdt phuong 4n khac, kit nhiéu thanh phin bao gém vat chta tha
nhét chira mdt hodc nhiéu lidu don vi cia hgp chét co cong thuc (1) hodc dugc
pham theo sang ché va vat chta thir hai chua liéu don vi cia khang thé khang
SAP.

Kit nhiéu thanh phan c6 thé con bao gdm huéng dan sur dung cho mdt
hodc nhiéu liéu don vi ctia hop chét c6 cong thirc (I) va liéu don vi cua khéang

thé khéang SAP dé diéu tri hoac ngan nglra bénh thoai hdéa dang tinh bot.
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Theo mdt phwong an khéc, sang ché dé cap dén san pham hodc “kit nhidu
thanh phan”, chira mot hodc nhiéu liéu don vi ctia hop chit c6 cong thuce (1) hodc
duoc phém theo sang ché va mot hodc nhiéu lidu don vi ciia vacxin ADN.

Vat chira thich hop bao gém, vi du, chai, lo, 6ng tiém va vi thudc, vat
chira tuong tu.

Cong bd don qudc t& s6 WO2011/139917 bdc 16 oligonucleotit ddi nghia
khang transthyretin (khdng TTR) c6 thé hitu ich trong viéc diéu hoa su biéu hién
transthyretin va trong diéu tri, ngadn ngua, tri hodn hodc lam thuyén giam bénh
thoai héa dang tinh bot lién quan dén transthyretin.

Sang ché mo ta phuong phap didu tri bénh thoai hoa dang tinh bt lién
quan dén transthyretin (ATTR), phuong phap ndy bao gdém budc i) cho dbi
tuogng sir dung hop chit ¢ cong thirc (I) v6i lwong hitu hiéu didu tri hodc duge
phim theo sang ché két hop voi khang thé khang SAP, va ii) cho déi tuong su
dung lwong hitu hiéu diéu tri ciia oligonucleotit nguoc nghia khang TTRt.

Theo mdt phuong 4n ctia sang ché, oligonucleotit déi nghia khang TTRt
1a ISIS 420915.

Theo mot phuong an, budc i) va ii) duoc thuc hién theo trinh tu.

Theo mot phuong an, budc ii) dugce thyc hién sau budce 1).

Cong bd don qudc té s6 W02009040405 boc 16 chat 1am én dinh dang
tetrame cua transthyretin hitu ich trong viéc diéu trji hodc ngdn ngira bénh thodi
hoa dang tinh bot lién quan dén transthyretin.

Sang ché mo ta phuong phap diéu tri bénh thoai hoa dang tinh bdt lién
quan dén transthyretin (ATTR), phuong phap ndy bao gdm budc i) cho dbi
tuong st dung hop chét c6 cong thire (I) véi lugng hitu hiéu diéu tri hodc duoc
phim theo sang ché két hop voi khang thé khang SAP, va ii) cho dbi twong st
dung lwong hitu hidu diéu tri ctia tic nhan nhu dugc mo ta trong céng bd don
qudc té s6 W02009040405.

Theo mot vi du, budce i) va ii) dugce thuc hién theo trinh tu.

Theo mdt vi du, budc i1) dugc thue hién sau budc 1).
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Vé co ban, hop chit c¢6 cong thirc (I) c6 thé duge tong hop theo so dd
phén tng 1.

Hop chét c6 cong thic (I) ¢6 thé dugc didu ché bang phéan tng gitta
clometyl cacbonat c6 cong thuc (II) véi CPHPC véi sy ¢6 mat cia dung moi (vi
du, dioxan), bazo (vi duy, kali cacbonat) va lugng xuc tdic TBAI (tetrabutylamoni
iodua).

Clometyl cacbonat ¢ cong thirc (IT) ¢6 thé duoc didu ché bang phan ung
gitta clometyl cacbonocloridat véi tetrahydro-2H-pyran-4-ol v&i su ¢6 mit cia
dung moéi (vi du, dietyl ete hodc diclometan) va bazo (vi du, pyridin hodc
dimetylaminopyridin).

Clometyl cacbonocloridat (con dugc goi la clometyl cloformat) va

tetrahydro-2H-pyran-4-ol 1a c6 ban san trén thi truong (Aldrich).

)

0 Z_0
oH M d o
CI\/OTCI+ fj bazo CI\/OTO\@ CPHPC Cﬁ» o}' 0
0 B 0 0 K,CO,, TBAI O>
O dung méi di 0 d 0
I ioxan \—o

So dd phan tmg 1
Theo cach khéc, vé co ban, hop chit c6 cong thuc (I) ¢6 thé duoc tong

hop theo so dd phan tmg 2 bat diu tir D-prolin (axit (R)-pyrolidin-2-carboxylic).
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Hop chét trong khung trén 1a CPHPC.

D-prolin 12 ¢6 béan sin trén thi trudng (Aldrich).
Vi du thwe hién siang ché

Vi du sau day ding dé minh hoa cho sang ché. Vi du nay khong lam giéi
han pham vi ctia sang ché ma chi nhim muc dich huéng dan cho ngudi c6 hidu
biét trung binh trong linh vuc nay diéu ché va sir dung hop chét, duoc phidm, va
phuong phap theo sang ché. Mic du cac phuong an cu thé theo sang ché da
duoc mod ta, nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé& hiéu dugc rang
c6 thé thuc hién cac thay ddi va bién dbi khac nhau ma khong ndm ngoai tinh
thin va pham vi cua sang ché.

T4t ca cic cong bd, bao gdm nhung khong chi gi6i han & cac sang ché va
don sang ché, dugc trich din trong ban mé ta nay duoc két hop vao day bing
cach vién din nhu thé mdi cong b riéng r& duoc dé cap mot cach cu thé va
riéng biét dé dugc két hop bang cach vién din vao ddy nhu 1a dugc trinh bay
day du .

Céc hop chét trung gian va vi du sau ddy minh hoa qua trinh diéu ché hop
chit theo sang ché.

Chit viét tat
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2-MeTHF 2-metyltetrahydrofuran
aq. trong nudc/chira nude
BnOH ruou benzylic

BuyNI tetrabutylamoni iodua
DCM diclometan/metylen clorua
DMAP dimetylaminopyridin

ESI ion hoa phun dién tu
EtOAc etyl axetat

Et,O dietyl ete

h gio

HCI hydro clorua/axit clohydric
HPLC sic ky 1ong hiéu ning cao
IPA rugu isopropylic

'Pr,O isopropyl ete
MeCN/CH;CN axetonitril

Min phut

MS phd khéi

Na,SOy4 natri sulfat

NMR cong hudng tir hat nhan
PhMe toluen

py pyridin

RT nhiét do trong phong
TBAI tetrabutylamoni iodua
TEA trietylamin

TOF thoi gian bay trong phd
THF tetrahydrofuran

Phé 'H va C NMR dugc ghi trén thiét bi Bruker 300 hodc 400 MHz. Do
dich chuyén hoa hoc duge bio céo theo phan triéu (don vi ppm). Phd khdi phén
gidi cao duoc ghi trén phd ké Micromass LCT (TOF) gén vdi sic ky 1ong hiéu
nang cao phan tich (HPLC). HPLC dugc thuc hién trén cot Waters X-Terra MS
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C18 (3,5um 30 x 4,6mm dudng kinh trong), rira giai bing amoni axetat 0,01M
trong nudc (dung moi A) va 100% axetonitril (dung moi B), st dung gradien rira
gidi sau day: 0 dén 0,5 phat 5% B, 0,5-3,75 phat 5% dén 100% B, 3,75-4.5
100% B, 4,5-5 100% dén 5% B, 5-5,5 5% B véi tc do dong 1,3ml/phat & 40°C.
Phé khéi (MS) dugc ghi trén phd ké Waters LCT bang cach sir dung ché do ion
héa phun dién tir duong [ES*ve dé tao ra ion phan tor MH+] hodc ion hoa phun
dién ttr Am [ES-ve dé tao ra ion phan tor (M-H)-].

HPLC phan tich dugc thuc hién trén cot XSelect XP C18 (2,5um 30 x
4,6mm dudng kinh trong) rira giai bang axit formic 0,1% trong nudc (dung moi
A) va axit formic 0,1% trong axetonitril (dung moi B), str dung gradien rira giai
sau ddy: 0 dén 3,2 phit: 5% dén 100% B, 3,2-4,0 phut 100% B, v&i tdc do dong
1,8ml/phtit & 40°C. Phd khéi (MS) dugc ghi trén phd ké Waters ZQ bing cach
sir dung ché do ion hoéa phun dién tir duong [ES* dé tao ra ion phéan tt MH+]
hoic ion hoa phun dién ttr am [ES” dé tao ra ion phén ti (M-H)-].

Hop chét trung gian 1: Clometyl (tetrahydro-2H-pyran-4-yl) cacbonat

Dung dich chira tetrahydro-2H-pyran-4-ol (40g, 392mmol) trong dietyl
ete (500 mL) duoc bd sung pyridin (38,0mL, 470mmol) va dung dich nay dugc
lam lanh dén 0°C. Clometyl cacbonocloridat (41,8mL, 470mmol) duoc bd sung
timg giot dé tao ra chit rin mau tring. Hdn hgp phan tng nay dugc khudy &
nhiét do trong phong trong 18 gid. Hon hop phan Gng niy dugc rira bang nudc
(200mL), bang HCI 0,5N (200mL), va sau do bang dung dich NaHCO; bo hoa
(200mL). Pha hitu co dugc lam kho bang Na,SO4 va duge ¢d dudi 4p suét giam.

Toluen duoc bd sung vao va dung dich nay duoc c6 dudi &p suat giam (dé
loai bd clometyl cacbonocloridat du). Clometyl (tetrahydro-2H-pyran-4-yl)
cacbonat (Hop chat trung gian 1) thu dugc ¢ dang chat diu khong mau (70g,
360mmol, hiéu suit 92%)).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & ppm 5,75 (s, 2 H), 4,92 (m, 1 H), 3,95 (m, 2 H),
3,56 (m, 2 H), 2,02 (m, 2 H), 1,80 (m, 2 H).

Hop chit trung gian 1 (Phuong phép diéu ché khac): Clometyl (tetrahydro-2H-
pyran-4-yl) cacbonat
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Dung dich chtra clometyl cacbonocloridat (5g, 38,8mmol) trong DCM
(50mL) duogc bd sung tetrahydro-2H-pyran-4-ol (3,96g, 38,8mmol) va dung dich
nay dugc lam lanh dén 0°C. DMAP (4,97g, 40,7mmol) dugc bd sung vao, sau
d6 hon hop phan ting nay duoc khudy & nhiét do trong phong trong 18h. Hon
hop phan tmg dugc pha lodng bang nuée va dugc chiét bang DCM (3 x 100mL).
Pha hitu co duoc két hop lai, dugc lam kho béng Na,SO4 va dugc co6 dudi ap
sudt giam. Chat diu mau Ve‘mg xam dugc tinh ché bang cach sic ky, rira giai
bang EtOAc 10% trong xyclohexan. Céc phan doan thich hop duoc két hop lai
va dugc cd trong chan khong dé thu duoc san phdm mong mudn & dang chét dau
khong mau (2,2g, 11,3mmol, hiéu suét 29,2%).

'H NMR (300 MHz, CDCl;) & ppm 5,76 (s, 2 H), 4,92 (m, 1 H), 3,94 (m, 2 H),
3,57 (m, 2 H), 2,02 (m, 2 H), 1,80 (m, 2 H).

Vi du 1: (2R,2'R)-bis(((((tetrahydro-2H-pyran-4-yl)oxy)cacbonyl)oxy)metyl)-
1,1'-adipoylbis(pyrolidin-2-carboxylat)

Dung dich A: Kali cacbonat (29,8 g, 216 mmol) duoc bd sung vao huyén
phu di duoc khudy chira (2R,2'R)-1,1'-adipoylbis(axit pyrolidin-2-carboxylic)
(35g, 103mmol) trong 1,4-dioxan (11) va hdn hgp phan tng nay dugc khudy &
80°C trong 30 phut.

Dung dich B: TBAI (7,60g, 20,57mmol) dugc ) sung vao dung dich
chtta clometyl (tetrahydro-2H-pyran-4-yl) cacbonat (42,0g, 216mmol) trong
dioxan (50mL) va hdn hop nay dugc khudy & nhiét do phong trong 15 phut.

Dung dich B duogc bd sung vao dung dich A. Hon hop phan ung duoc
khudy ¢ 80°C trong 18h.
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Hon hop phéan tng duoc loc va duge cd dudi ap suét giam. Phan cin con
lai duoc hip thu trong EtOAc (400mL) va dugc rira bang dung dich nudc
NaHCOj; (2 x 100mL), dung dich nu6c natri thiosulfat (50mL) va bang HCI
0,5N (100mL). Lép hitu co duoc lam khé bing Na,SO, khan, duge loc va duge
cd trong chan khong. Chat ddu mau vang duoc hoa tan trong 2-MetF(100mL) va
duoc siéu 4m cho dén khi qua trinh két tinh xay ra. Hn hop nay duoc dé yén
trong 1h & nhiét d§ trong phong. Chét két tia dugc loc va duoc ria bing hdn
hop 2-MetF/iPr,0 70/30 dé thu duogc (2R,2'R)-bis(((((tetrahydro-2H-pyran-4-
yl)oxy)cacbonyl)oxy)metyl)-1,1'-adipoylbis(pyrolidin-2-carboxylat) (Vi du 1) &
dang chét bot mau tréng (42g, 64,0mmol, hiéu suét 62,2%). San phém duoc lam
kho duéi 4p suét giam (5mbar) va 35°C trong 12h.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 5,88 (d, J = 5,5 Hz, 2 H), 5,73 (d, ] = 5,5
Hz, 2 H), 4,87 (m, 2 H), 4,50 (m, 2 H), 3,93 (m, 4 H), 3,65 (m, 2 H), 3,55 (m, 6
H), 2,42 - 1,90 (m, 16 H), 1,84 - 1,60 (m, 8H).

Mot s dinh cuc dai yéu duoc quan sat do su c6 mit clia chét déng phén
quay.

Két tinh lai (2R,2'R)-bis(((((tetrahydro-2H-pyran-4-
yl)oxy)cacbonyl)oxy)metyl)-1,1'-adipoylbis(pyrolidin-2-carboxylat)

(2R,2'R)-bis(((((tetrahydro-2H-pyran-4-yl)oxy)cacbonyl)oxy)metyl)-1,1'-
adipoylbis(pyrolidin-2—carboxylat) (170g, 259mmol) duge tao huyén phu trong
2-MetF va dugc gia nhiét dén 90°C cho dén khi hoa tan hoan toan. Dung dich
duoc loc khi van con néng va dugc dé ngudi dén nhiét do trong phong. Chét két
tda duoc loc va duoc rira béng hdn hop g6m 2-MetF/iPr,0 70/30 dé thu dugc
(2R,2'R)-bis(((((tetrahydro-2H-pyran-4-yl)oxy)cacbonyl)oxy)metyl)-1,1'-
adipoylbis(pyrolidin-2-carboxylat) (130g, 198mmol, hiéu suat 76%) & dang chat
rén két tinh mau tring nho. San pham dugc lam kho dudi ap suat giam (5mbar)
va 35°C trong 24h.

LC/MS : m/z 657 [M+H]+, nhiét do trong phong 1,98 phut.
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'H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 5,87 (d, J = 5,5 Hz, 2 H), 5,71 (d, J = 5,5
Hz, 2 H), 4,86 (m, 2 H), 4,49 (m, 2 H), 3,91 (m, 4 H), 3,63 (m, 2 H), 3,54 (m, 6
H), 2,43 - 1,85 (m, 16 H), 1,84 - 1,59 (m, 8H).
Mot sb dinh cuc dai yéu dugc quan sat do su cd mat cia chét déng phén quay.
C NMR (100 MHz, CDCl;) 171,69, 170,85, 153,12, 82,26, 77,36, 77,05,
76.72, 73,94, 65,02, 58,41, 46.95, 34,11, 31,47, 29,02, 24,80, 24,17,
HRMS : m/z clia C30HysN,O4 [M+H]" theo ly thuyét 1a 657,2870, két qua thuc
nghiém la 657,2883.

Dit lieu XRPD duge thuc hién trén nhiéu xa ké bot PANalytical X’Pert
Pro, loai PW3040/60 béng cach st dung thiét bi do X’Celerator. Diéu kién thuc
hién: ngudn birc xa: Cu Ko, dién thé may phat: 40kV, cuong do dong dién may
phét: 45mA, gbc khai dau: 2,0° 20, gbc két thac: 40,0° 20, kich thudc budc:
0,0167° 26, thoi gian mdi bude: 31,75 gidy. Mau duoc diéu ché béng cach cho
vai miligam hop chét thir nghiém (hop chét c6 cong thuce (1)) 1én 1at ban din
silicon (tim nén médc diém khoéng), thu duge 16p bot mong.

Quang phd XRPD cua dang chét ran két tinh cia hop chat c6 cong thuc
(I) dugc thé hién o Fig.1.

Céc khoang cich gitta cic mit phing nguyén tir d va goc XRPD dic trung
cua .h(_)*p chét c¢6 cong thuc (I) duge ghi trong bang 1. Gidi han cta sai b 1a
khoang + 0,1° 20 cho mdi dinh dugc gan. Cudng do dinh c6 thé thay doi tir mau

nay sang mau khac do huéng duoc uu tién.

Vi tri dinh dugc x4c dinh bang cach st dung phan mém Highscore.

Hop chét co cong thuc (1)
khoang céch gitta cac mit phang
20/° nguyén tit d/ A
3,6 244
7.2 12,3
10,8 8,2
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Hop chiét c6 cong thire (1)
14,4 6,2
16,1 5,5
17.1 52
18,0 4,9
18,5 4,8
19,8 4,5
21,7 4,1
22,9 3,9
243 3,7
27,1 3,3

Bang 1: Géc nhiéu xa XRPD va kh(’)éng céch giita cac mit phing nguyén tir d
cua hop chat c6 cong thue (1)

Theo khia canh khéc, sang ché d& cap dén hop chét ¢ cong thie (I) &
dang tinh thé.

Theo khia canh khéc, sang ché d& cap dén hop chat c6 cong thirc (I) &
dang chét rin két tinh dic trung bdi quang phd XRPD ma vé co ban 1a nhu duoc
thé hién & Fig.1.

Theo khia canh khéc, sang ché d& cap dén hop chat c6 cong thirc (I) &
dang chét ran két tinh dic trung béi quang phd XRPD bao gém cac dinh & bang
1.

Hop chit so sanh

Dir liéu sau day dugc bao cdo dé so sanh hop chat c6 cong thue (I) véi
(2R,2'R)-bis(1-(pivaloyloxy)etyl)-1,1'-adipoylbis(pyrolidin-2-carboxylat) (Hogp
chét so sanh).

(2R,2'R)-bis(1-(pivaloyloxy)etyl)-1,1'-adipoylbis(pyrolidin-2-carboxylat)
(con duoc goi 1a 1-(2,2-dimetyl-propionyloxy)-etyl este cua axit (R)-1-(6-{(R)-
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2-[1-(2,2-dimetyl-propionyloxy)-etoxycacbonyl]-pyrolidin-1-y1 }-6-oxo-
hexanoyl)-pyrolidin-2-carboxylic) c¢6 thé dugc tong hop theo phuwong phép thuc
nghiém dugc mo ta trong cong bd don quéc té sé6 W02003/051836.
Céc tinh chit héa Iy
Dang vat ly

Hop chét ¢6 cong thirc (I) c6 thé thu duge & dang chét ran két tinh. Trai
lai, hop chét so sénh thu dugc & dang chét dau (xem, cong bb don quéc té sb
W02003/051836).
bo tan
Phuong phap x4c dinh d6 tan

Luong x4c dinh hop chét ¢6 cong thic (I) dugc can vao binh chta thich
hop (vi dy, lo thiy tinh nhé c6 nip c6 ren) va thé tich x4c dinh moi truong can
thiét dwoc bd sung vao (vi du, moi truong 16ng mo6 phong duong da day
(Simulated Gastric Fluid) ¢6 do pH 1a 1,6[SGF], mo6i trudng long mé phong rudt
khi dugc bd sung thirc dn (Simulated Fed State Intestinal Fluid) c6 d6 pH 14 6,5
[FeSSIF], moi truong mod phong rudt ¢ trang thai nhin doi (Simulated Fasted
State Intestinal Fluid) c¢6 do pH 1a 6,5 [FaSSIF], nuéc (nude tinh khiét), hodc
dung dich dém Britton-Robinson). Hop chét nay duoc lam wét bang moi truong
bang céch tron tao ludng xody trong 30 gidy dén 1 phut. Sau d6, mau dugc quan
sat bang mét thuong dé chic chin rang chét rin khong hoa tan vAn c6 mat. MAu
nay dugc chuyén dén thiét bi tron nhe (nhu tron kiéu truc chéng han) va duogc
khudy cho dén khi dat dén mdc thoi gian mong mudn. O mdi méc thoi gian
thich hop, miu dugc dénh gia lai bing mit thuong. Néu tit ca chét rn da hoa
tan, d0 tan dugc ghi la >x mg/ml, trong do x 1a lugng xac dinh dugc st dung
chia cho thé tich dugc bd sung. Néu chét rin khong hoa tan van c6 mit, mot
phan ctia mau duoc ldy ra va duge ly tim dé loai bo chit rén tao ra phan dich ndi
bé miit trong. Dich ndi bé mat duoc hoa tan theo thé tich béng chét pha lodng
thich hop dé tao ra mau phan tich véi lugng thich hop dé phan tich. Sau d6, mau
da duge hoa tan ndy dugc phan tich bang phuong phép thich hop nhuw HPLC déi

vo1 (cac) chét chuin véi lwong x4c dinh. Sau do, do tan cua hop chét co thé
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duoc xac dinh bang cach sir dung kién thic vé luong chét chudn, do dép tng
tuong dbi (vi du, dién tich dinh) ctia chét chuin va mau phén tich dugc mo ta, va
do pha lodng ctia mau phan tich.

Do tan clia hop chit ¢ cong thirc (I) trong cic mdi truong chira nudce

khac nhau duoc thé hién trong bang 2 dudi day.

Moi truong thir nghiém Do tan (mg/ml) & mdc thoi gian 4 gior
SGF 5,2
FaSSIF 4.4
FeSSIF 5,0
Nudc 5,5

Bang 2: Do tan cta hop chét ¢6 cong thuc (I) trong nude, FeSSIE, FaSSIF va
SGF & mbc thoi gian 4 gid

Do d6, hop chit ¢ cong thire (I) c6 do tan cao hon trong moi truong sinh
ly tuong Uing.

Cytochrome p450 va tuong tac thude-thude

Hop chit co cong thirc (I) va hop chat so sanh dugc dénh gia trong thi
nghiém Cytochrome p450 (CYP 450) duéi day. Két qua duoc thé hién trong
bang 3 dudi day.

Thir nghiém duoc dung dé danh gia muc do e ché dbi véi enzym
Cytochrome P450 (CYP) 3A4, 2C9, 2C19, 1A2-va 2D6 tir ngudn mang vi khuan
(Bactosome) bang cach sit dung co chit phat huynh quang. Hop chét (hop chat
c6 cong thire (I) hodc hop chét so sanh) dugc hoa tan trong metanol voi ndng do
1,65mM. Cac dung dich pha loang tiép theo dugc diéu ché trong metanol voi
ndng do 660, 264, 106, 42, 17, 6,8, 2,7, 1,1 va 0,43uM. Chét dong yéu tb
NADPH duoc diéu ché bing Glucoza-6-phosphat (7,8mg), Glucoza-6-phosphat
dehydroaza (6 don vi), NADP (1,7mg) mdi ImL trong NaHCO5 2%.

Qué trinh diéu ché co chat nhu sau:
* Etyl este cuia axit 7-Metoxy-4-triflometyl Coumarin-3-Axetic (FCA):

12,5mM trong axetonitril
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EtoxyResorufin (ER): 0,05mM trong axetonitril
4-MetylaminoMetyl-7-Metoxy Coumarin (MMC): 2,5mM trong metanol
3-Butyryl-7Metoxy Coumarin (BMC): 2,5mM trong DMSO
7-BenzyloxyQuinolin (7BQ): 2,5mM trong axetonitril
DiEtoxyFloresxein (DEF): 0,1mM trong axetonitril

Bactosome (Ngudn Cypex) véi ndng do 1a 10mg protein trén ml dugc pha

lodng trong dung dich dém phosphat S0mM pH7.4:

0,33ml Bactosome CYP2C9 v6i 23,8ml dung dich dém va 0,11ml FCA
0,33ml Bactosome CYP1A2 véi 23,6ml dung dich dém va 0,275ml ER
0,33ml Bactosome CYP2D6 véi 23,8ml dung dich dém va 0,11ml MMC
0,33ml Bactosome CYP2C19 véi 23,8ml dung dich dém va 0,11ml BMC
0,33ml Bactosome CYP3A4H v6i 23,6ml dung dich dém va 0,275ml
7BQ

0,33ml Bactosome CYP3A4L véi 23,6ml dung dich dém va 0,275ml DEF
Qua trinh G so bd bao gdm bude tron 5ul dung dich chira hop chit vdi
220ul Bactosome di pha lodng va lam 4m né & 37°C trong 10 phut. Qué
trinh G dwgc bit dau voi viee bd sung 25ul NADPH. Sau d6, mic phat
huynh quang ctia co chat chit chuyén hoa dwoc doc tir thiét bi SAFIRE
(tr Tecan) trong 5 phut:

FCA (2C9): Buée song kich thich 1a 410nm va budc séng phat xa la
510nm

ER (1A2): Budc song kich thich l1a 530nm va bude song phat xa la 590nm
MMC (2D6): Budce song kich thich 1a 410nm va budc song phat xa 1a
485nm

BMC (2C19): Bude song kich thich 1a 410nm va budc song phat xa 1a
465nm

7BQ (3A4H): Budc song kich thich 1a 410nm va budc song phat xa la
530nm

DEF (3A4L): Budc song kich thich 1a 485nm va budc song phét xa 1a
530nm
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Viéc v& d6 thi v& mirc (rc ché su tao co chét theo néng do hop chét gilp

xac dinh gia tri ICs,.
Hop chit c6 cong Hop chét so
thire (I) sanh
Enzym CYP450 ICso (UM) ICso (UM)
CYP1A2 >33 >33
CYP2C19 >33 >33
CYP2C9 >33 26
CYP2D6 >33 >33
CYP3A4 (7BQ) >33 5,5
CYP3A4 (DEF) >33 1,1

Béng 3: Mtrc do e ché enzym Cytochrome p450 bang hop chit c6 cong thuce (I)
(Vidu 1) va hop chit so sanh.

Trong thtr nghiém sang loc trén co s& phat huynh quang bang cach s
dung CYP 450 ngudi tai to hop, hop chét c¢6 cong thire (I) va din xubt mono-
este ctia n6 khong thé hién mirc do trc ché dang ké di véi cac Cytochrome P450
gan nguoi chinh (Cypex): CYP3A4-DEF va 3A4-7BQ véi ICsy >33uM. Céac
dang khac ciing khong bi (rc ché mét cach dang ké boi ca hai hop chit nay véi
ICsp > 33uM). Tréi lai, hop chét so sanh thé hién mirc do trc ché dang ké dbi véi
CYP3A4-DEF va CYP3A4-7BQ.

Déi v6i hop chét trong d6 ndng do trong co thé thap dan, chi c6 su trc ché
CYP3A4 1a c6 lién quan vi chi ¢6 su e ché trong rudt 1a co lién quan (CYP3A
c6 mit trong t& bao hip thu dudong rudt va cho phép té bao hép thu dudng rudt di
qua trudce tién).

Do 6n dinh vt ly
Phuong phap xéc dinh d6 6n dinh vat ly
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Tht nghiém nay dugc dung dé xac dinh d6 6n dinh vat ly cua hop chét
trong dung dich dém & cac d§ pH khac nhau. Hop chéit co cong thuac (I) duoc
hoa tan trong DMSO véi lugng 1mg/ml. Dung dich dém phosphat (PBS) dugc
tao ra béng cach tron dung dich K,HPO4 50mM va KH,PO, 50mM dé tao ra 4
dung dich dém c6 d6 pH 14 6,0, 7,0, 7,5, 8,0.

Nghién ctru do 4n dinh duoc thuc hién ¢ nhiét do trong phong, va bét dau
bang viéc bd sung 8ul dung dich DMSO vao 792ul PBS 50mM véi do pH 1a
6,0, 7,0, 7,5 hoac 8,0 (1% DMSO). 75ul hdn hop dugc léy ravaoliuc 0, 1,2, 4
va 24h va 225l axetonitril chtra cht chudn n6i duoc bd sung vao.

2ul miu duge tiém vao hé théng sic ky long va dugc rira giai bang cot
Ascentis C18 (50 x 2,1mm dudng kinh trong, 2,7um) va bing axit formic 0,1%
trong nudc (A) va axit formic 0,1% trong axetonitril (B), st dung gradien rira
gi4i sau day trong 2 phut: 5 dén 95% B trong 1,2 phiit, 95% B trong 0,6 phit va
0,1 phut trong cot dugce lam can bﬁng lai, v6i lugng 0,5mL/phit & 50 °C.

Cac mau duoc phan tich bang phd khéi voi ngudn phun dién tir & ché do
duong va véi su chuyén khi sau day:

- Hop chét c6 cong thic (I): 657 dén 384
- Monoeste cia CPHPC: 499 dén 226
- CPHPC: 341 dén 226

Thuat ngit “monoeste cia CPHPC” ¢ nghia 12 hop chit axit (R)-1-(6-
0X0-6-((R)-2-((((((tetrahydro-2H-pyran—4-y1)oxy)cacbonyl)oxy)metoxy)
cacbonyl) pyrolidin-1-yl)hexanoyl)pyrolidin-2-carboxylic cé cong thirc (II1).

»
0 ~_0
M O//"' \—'O)”
N @)
O
Q»C)H @
O

O (D)
Su thily phéan ctia hop chét c¢6 cong thie (I) duge danh gia & do pH khac
nhau (tir d6 pH 6 dén do pH 8) va két qua dwoc thé hién & Fig.2 trén day. Hop
chét c¢6 cong thire (I) duong nhu it nhay hon véi su thiy phan & do pH thip hon
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7,5. Du6i 20% hop chét ¢6 cong thire (I) bi thiy phan sau 24h trong méi truong
axit (d6 pH nhd hon 7,0).

Su thity phan vi lap thé trong rudt va gan

Phuong phép thir nghiém vi lap thé trong rudt va gan

Thir nghiém nay dugc ding dé xac dinh d 6n dinh cia hop chét trong
chét nén vi lap thé. Hop chét (hop chét co cong thirc (I)) duge hoa tan trong
DMSO & Img/ml. Cac dung dich pha lodng tiép theo duogc didu ché trong
metanol/nude (50/50) véi ndng d6 30,3ng/ml. Vi lap thé (mua tir Xenotech)
dugc pha lodng v6i lugng 0,625mg protein trén ml trong dung dich dém
phosphat 50mM c6 d6 pH 7.4.

Qua trinh 1 so bd bao gdm viéc lam 4m dung dich vi lap thé 395l bang
100ul NaHCO5 (2%) & 37°C trong 7 phut. Qua trinh G duoc bét ddu véi viee bd
sung 5pl dung dich pha lodng tiép theo. 50ul phan phan udc cua hdn hop duoc
liy ra vao lic 0, 3, 6, 12 va 30 phut va dugc 1am ding phan tng bang 150pl
axetonitril chtra chit chuén noi.

Sau 10 phut ly tam véi tdc dd 4000 vong/phit, 2ul mau dugce tiém vao hé
thdng sic ky 1ong va duoc rira giai trén cot Ascentis C18 (50 x 2,1mm duong
kinh trong, 2,7um) béng axit formic 0,1% trong nudc (A) va axit formic 0,1%
trong axetonitril (B), bang cach sir dung gradien rira giai sau ddy trong 2 phut: 5
dén 95% B trong 1,2 phut, 95% B trong 0,6 phit va 0,1 phut trong cdt dugc lam
cén bang lai, v6i lugng 0,5 mL/phit & 50°C.

Céac miu duoc phan tich bing phd khéi véi ngudn phun dién tir & ché do
duong va véi su chuyén khéi sau day:

° Hop chat c6 cong thire (I): 657 dén 384
* Monoeste ciia CPHPC: 499 dén 226
 CPHPC: 341 dén 226

Céc méu dbi chimg dugc ding dé x4c dinh phan tram mat di ctia hop chit

ban dau cling nhu ph?m tram xuat hién cua chat chuyén hoa c6 thé co, cu

thé 12 dang monoeste va diaxit.
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Tir Fig.3, c6 thé thay rang hop chit c6 cong thuc (I) co tée do thiy phan
thip trong vi lap thé dudng rudt nguoi, tham chi sau 60 phut, goi y rang hop
chét c6 cong thirc (I) s& khong bi mit 6n dinh qua muc trong rudt va vi thé
chung c6 sén dé hip thu.

Tir rudt, hop chét c¢6 cong thie (I) duge chuyén dén thanh rudt va dén
dong mau va gan, ca hai vi tri ndy déu c6 SAP tuin hoan.

Phuong phép x4c dinh sy thily phdn mau

Thir nghiém nay dugc dung dé xac dinh do 6n dinh cua hop chét trong
mau tuoi. Hop chat (hop chit co cong thire (1)) duoc hoa tan trong DMSO véi
lwong 1mg/ml. Dung dich pha loéng tiép theo duoc diéu ché trong DMSO véi
100pg/ml. Mau tuoi duge pha lodng % trong dung dich dém dang truong c6 do
pH 7.4.

Viéc 0 so bd bao gdom viée 1am 4m 792pl mau & 37°C trong 7 phit. Qua
trinh & dugc bat ddu bang viéc bd sung 5ul dung dich pha lodng tiép theo. 50ul
hén hop dugc ldy ra vao lic 0, 5, 15, 30 va 60 phut. 50ul nude duge bd sung vao
mAu va sau d6 dugc lam ding phan tng bang 300p1 axetonitril chira chit chuin
noi.

Sau 10 phut ly tAm véi tbc do 4000 vong/phit, 2pul mau duge tiém vao hé
thdng sic ky 1ong va duoc rira giai bang cot Ascentis C18 (50 x 2,1mm dudng
kinh trong, 2,7um) va bing axit formic 0,1% trong nuéc (A) va axit formic
0,1% trong axetonitril (B), bang cach sir dung gradien rira giai sau day trong 2
phut: 5 dén 95% B trong 1,2 phut, 95% B trong 0,6 phit va 0,1phit trong cot
dugc lam can béng trude, & 0,5mL/phit & 50°C. Mau duoc phan tich bz"mg phé
khéi v&i ngudn phun dién tir & ché do dwong va véi su chuyén khéi sau day:

 Hop chit c¢6 cong thic (I): 657 dén 384
*  Monoeste ciia CPHPC: 499 dén 226
» CPHPC: 341 dén 226

M3u dbi chimg dugc ding dé xac dinh phan trim bién mat cia hop chét

ban dau ciing nhu phan tram xuét hién cta chit chuyén hoa co6 thé c6, cu thé 1a

monoeste va dang diaxit.
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Hoat tinh vi nap thé gan in vitro duoc danh gia bang cach st dung phuong phap
nhu dugc md ta trén (Phuong phap thir nghiém vi lap thé trong rudt va gan).

Trong vi lap thé gan ngudi, quan sét thiy toc do thity phan hop chét co
cong thire (I) thanh CPHPC 1a cao (khoang 50% chuyén hoéa thanh CPHPC
trong 30 phut), cho thdy hop chét ¢ cong thic (I) ¢6 kha ning duge phan ct
thanh CPHPC hoat tinh khi duoc hap thu.
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YEU CAU BAO HQ
1. Hop chét (2R,2'R)-bis(((((tetrahydro-2H-pyran-4-

yDoxy)cacbonyl)oxy)metyl)-1,1'-adipoylbis(pyrolidin-2-carboxylat) ¢é cdng
thae (1):

@)
>§O
0]
O
@)
2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chat nay & dang tinh thé.
3. Duoc phdm chira hop chat theo diém 1 hoic diém 2 véi lwong hiru hiéu dé
diéu tri bénh va tuy y mot hodc nhiéu chét mang va’/hodc t4 duoc dugc dung.
4. Kit nhiéu thanh phén chira mot hodc nhiéu dang lidu lwong ciia khang thé
khang SAP va mot hodc nhiéu dang lidu luong cia hop chét theo diém 1 hoac 2.
5. Kit nhiéu thanh phﬁn chira mdt hodc nhiéu dang lidu lugng cua khang thé

khang SAP va mdt hoac nhiéu dang lidu lugng cua dugc phém theo diém 3.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5

Sy thuy phén vi lap thé trong gan khong c6 NADPH
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