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Linh virc k§ thugt dwgc @& cip-

Sang ché @ cép dén hop chit dihydro-pyrido-oxazin & dang tinh thé rin méi,
duogc phé‘ni vatd h(j*p chira no,
Tinh traﬁg ky thuit ciia sang ché

Don séng ché qudc té s6 PCT/IB2012/057554, s6 cong bd W0O2013/093849, boc
16 chét din xuét cta dihydro-benzo-oxazin va chat din xuit cta dihydro-pyrido-oxazin
ma 13 thfch,'hgp dé didu tri réi loan bénh 1y hodc bénh ma gian tiép do hoat tinh ciia céc
enzym PI3K giy ra. PCT/IB2012/057554 boc 10 (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-
thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro- 1H-pyrido[3,4-
'b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-y1}¥metanon va céc phuong phap tao ra hop chit nay.

Céc hop chét nay la hitu dung dbi véi viée diéu tri, riéng r& hodc két hop, véi mot
hoic nhiéu duqc chit khéc, cdc bénh lién quan dén PI3K bao gdém, nhung khong chi gidi
han &, cac bénh réi loan ty mién dich, cac bénh viém, cdc bénh di Gng, cc bénh hd hép,
nhu bénh hen va COPD, dao thai cay ghep, cac bénh ung thu vi du bénh ung thu c6

nguon goc sinh huyet hoic u rén.

Céé hop chét nay con 12 hitu dung dé diéu tri, riéng 1€ hodc két hop, véi mot hodc
nhiéu duoc chét khéc, cac tinh trang bénh ly, cac bénh hoidc céac 161 loan bénh ly vi du cac
.bénh r6i loan tu mién dich, cic bénh viém, cic bénh di tng, cic bénh hd hép, nhu bénh
hen va COPD, dao thai cdy ghép; san sinh khang thé, trinh dién khang nguyén, san sinh
xytokin 'hO‘efic su phat sinh co quan dang bach huyét 13 bat thudong hodc 1a khong mong
mudn, k& ci bénh viém da kilép dang thdp, bénh pemphigut ndi chung, bénh ban xuat
huyét gidm tiéu clu tu phat, bénh ban dé toan thin, bénh xo clng rai rac, chimg nhuogc co
nang, h(f)i chﬁng Sj(‘jgren, bénh thiéu‘méu tan huyét tw mién dich, bénh viém mach lién
quah dén ANCA, bénh cryoglobulin huyét, bénh ban xuit huyét giam tiéu cau huyét khéi,
bénh may .day tu mién dich man tinh, bénh di ing (bénh viém da co dia, bénh viém da do
tiép xtc, bénh viém mfii di ing), hoi chL'mg. Goodpasture, AMR (dao thai cay ghép gian
tiép do khang thé), dao thai cdy ghe’p siéu cép tinh, cip tinh va man tinh gian tiép do té
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bao B géy_ra va cac bénh ung thu ¢6 ngudn gdc sinh huyét bao gdm, nhung khéng chi
gidi han. (’y,. chung da u tiy; bénh bach cau; bénh bach ciu tiy bao .cép tinh; bénh bach ciu
mén dong tiy; bénh bach cau té bao lympho; bénh bach ciu thé tiy; u bach huyét khong
thudc dang Hodgkin; u bach huyét; ching ting hdng cdu vo cin; ching tang tidu ciu ban
chétv;’xo héé tly Xuo_ng v6i chimg di sdn md ty; va bénh Walden stroem; dac biét hon
- nita le‘i cac tinh trahg bénh ly trong sb céc .bénh viém da khép dang thép (RA), bénh
pemphigilt thong thuong (PV), bénh ban xuét huyét giam tiéu ciu ty phat (ITP), bénh ban
Xuét'huyét gidm tiéu cdu huyét khdi (TTP), bénh thiéu mau tan huyét tu mién dich
(ATHA), bénh rdi loan dong mau mic phai typ A (AHA), bénh ban d6 toan than (SLE),
bénh xo cling rai rac (MS), ching nhuoc co ning (MG), hoi ching Sjogren (SS), bénh
viém mach lién quan dén ANCA, bénh cryoglobulin huyét, bénh may day tu min dich
man tin'h.(CAU), bénh di tmg (bénh viém da co dia, bénh viém da do tiép xtc, bénh viém
mﬁi di l'mg)', hoi chiing Goodpasfure, dao thai cdy ghép va cac bénh ung thu c6 ngudn
géc_ Vsin'h. huyét_cﬁng nhu & bénh hoic bénh mién dich lién quan dén nhiém trung, vi du, &
b}én’h? sét fét nghiém trong va bénh sbt rét thé ndo, bénh trung miii khoan, bénh

Leishmani'a, bénh nhiém toxoplasma va bénh 4u tring san ddy than kinh.

Bén chit ky thuit ciia sing ché

- Séng ché dé xuét | (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[ 1-(6-
1netoxy;5 -metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][ 1,4]oxazin-7-yloxy]-pyroli-
din;l-y}}'fmetanonvé dang tinh thé khan; cac duoc phém va cac.tb hop chtra dang nay,
bao gdm, nhung khong chi giéi han &, cdc duge phdm va céc t6 hop chira dang tinh thé
khan néu trén dung dé didu tri cac bénh gian tiép do hoat tinh clia cac enzym PI3K, t6t

hon 1 do hoat tinh cua dang ddng chirc nang PI3KS, gy ra.

Bvﬁv biét ro ring dang tinh thé cta thanh phin dugc tinh (API) ctia thude cu thé
thuong la‘i_'yéu 18 quan trong quyét dinh mtc @6 dé bao ché cua thudce, do 4m, mirc d6 on
dinh, do hoa tan, mirc d.6n dinh khi bdo quan, mirc do d€ pha ché, toc do hoa tan trong
dich da day-rudt va do sinh kha dung in vivo. C4c dang tinh thé xuét hién khi ché phém
d6 két tinh theo sép xép mahg tinh thé khac nhau tao ra cac tinh chét nhiét dong luc khac
nhau va' tinh &n dinh dic hiéu véi dang tinh thé cu thé nay. Cac dang tinh thé con c6 thé
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bao gbém céc hydrat hodc céc solvat khic nhau cua cung hop chit. Khi quyét dinh dang
nao duqc wu tién, nhiéu tl’ﬁh chét cua cac dang dugc so sédnh va dang dugc uvu tién da
duoc choﬁ trén co s& nhiéu bién s vé tinh bhét vat ly. Diéu hoan toan c6 thé 1a mot dang
c6 thé du¢c-ui1 tién trong mét s6 trudng hop khi mot sé khia canh nhu tinh d& diéu ché,
tinh 6n dinh, v.v. dugc xem 12 quan trong. Trong mdt sd tinh hudng khac, dang khac c6
© thé dugc vu tién vi tbe do hba tan cao hon va/hodc do sinh kha dung tét hon. Van chua
thé du doéﬁ liéu hop chét cu thé s& tao ra cic chit da hinh hay khéng, lidu chét da hinh
bét_ ky trong sb cac chit da h{nh nay sé& 1a thich hop ddi véi tng .dung thuong mai trong
* dwoc phim d& didu tri bénh, hofic cdc chit da hinh ndo s& thé hién céc tinh chdt mong

muén do.

MG ti vin tit cic hinh vé
Hinh 112 gian db nhifu xa bot tia X ctia Vi du F1, hop chit & dang tinh thé khan.
Hinh 2 13 d6 thi phén tich do nhiét lugng quét vi phén cta Vi du F1, hop chit &
dang tinh thé khan. ’

M ti chi tiét sang ché

| T_heoA mot phuong 4n, sang ché @ xuit dang tinh thé khan cia (1,1-dioxo-
hexal‘ly&o-: 1iamda* 6*-thiopyran-4-y1)- {(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-
dihydro- 1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-metanon.

Theo phuong 4n khéic, dang tinh thé khan (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thio-
pyran-4-yl)-{ (S)-3 -[1 -(6-metoxy-5 4metyl-py;idin-3 -yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]-
'[1,4]oxa2in-7-yloxy]-pyrdlidin-1-'yl}-metano_n khéc biét & chd mAu nhiéu xa bot tia X
gdm céc pic_ sau & do 2-theta +/- 0,2 d0: 9,1, 10,2, 11,9, 13,0, 17,1, 17,7, 18,7, 20,3, 20,8,

26,0, 26,7, 23,2, 24,1, 24,8, 29,3, 27,4, va 21,4,

_Théb phuong 4n khéc, dang tinh thé khan (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thio-
pyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][-
1,4]0Xazin-_7—y10xy]4pyrolidin-l-yl}-metanon ¢6 phd nhifu xa tia X gan nhu gidng phd
nhidu xa bot tia X dugc thé hién trén Hinh 1.

-4-



26951

Theo phuong 4n khac, dang tinh thé khan (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-
yD-{(8)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][ 1,4]oxazin-
7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-metanon c6 d6 thi phéan tich do nhiét luong quét vi phan gan

* gibng nhu dugc thé hién trén Hinh 2.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, thuat ngit “dang theo sang ché” duogc ding dé chi dang tinh thé
khan cua  (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[ 1-(6-metoxy-5-
metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro- 1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-

metanon.

Tét hon, néu cac thuit ngit chung dugc dung trong ban mo ta nay trong ngit canh cua

sang ché néy c6 nghia dudi day, trir khi c6 quy dinh khac:

Sang c_h'é ¢6 thé dugc hiéu r5 hon bf?lng céch tham khao phdn mé ta dudi day, ké ca nghia
dudi 'day clia cdc thuat ngit va cac vi du mang tinh két luan. Céc thut ngt "bao gdm",
"gdm" va "chia" dwgc ding trong ban md ta nay theo nghia m& khong mang tinh giéi

han.

Thuét ngit "chit mang dugc dung" duoc dung trong ban mé ta nay bao gém ting va moi
dung moi, moi trudng phan tan, 16p bao, chit hoat dong bé mit, chit chdng oxy hoa, chit
bao quan (vi du, tic nhén diét vi khuén, tic nhan diét ném), chét déng truong, tdc nhan tri
hoan s;_r' hép thy, mudi, chit bao quan, chit 1am &n dinh thudc, chét két dinh, ta duoc, tac
~ nhan phén 14, chit 1am tron, chit tao ngot, tac nhan tao vi, chit mau, va tac nhin tuong tu
va hon horp clia chﬁng, ma ngudi c¢6 hiu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay da
biét (v1 _du,l xem tai liéu: Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. Mack Printing
Coinp_aﬁy,' 1990, pp. 1289-1329). Chi trir khi chit mang thong thuong bat ky khong
tuong thich véi hoat chét, con lai thi viéc st dung né trong cac ché pham diéu trj bénh

hodc cac duqc'phém duoc du tinh.

Thuét ngit "luong hitu hiéu d& didu tri bénh" ctia hop chét theo séang ché duge dung dé

chi luong cta hop chit theo séng ché ma s& gay ra dap tng sinh hoc hodc dép ting y hoc
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cua dé_i*tudng, vi dy, lam gidm hodc tic ché hoat tinh caa enzym hodc hoat tinh cta
protéin, hoéc lam gidm céc tri€u chiing, l[dm thuyén gidm tinh trang bénh Iy, lam chdm
" hoic tri hodin dién tién cua bénh, hodc ngdn ngura bénh, v.v.. Theo mét phuwong an khong
gi6i han pham vi ctia sing ché, thuat ngit “luvong hitu hidu dé didu tri bénh” duoc dung dé
chi luqngb'hgp-chét theo sang ché ma, khi dugc ding cho dbi tugng, thi c6 tac dung (1)
lam thuyén giam, tic ché, phong ngira {/ét/hoeflc 1am giam it nh4t mo6t phén tinh trang bénh
1y, hodc rdi loan bénh 1y hodc bénh (i) gian tiép do PI3K gay ra hodc (ii) lién quan dén
hoat tinh ctia PI3K, hoic (iii) dic trung béi hoat tinh (binh thudng hodc bét thuong) cla
PI3K hoic (2) 1am gidm hodic trc ché hoat tinh ctia PI3K hodc (3) 1am giam hodc tc ché
 mic dé biéu hién cua PI3K. Theo.phuong an khac khong mang tinh gigi han pham vi cta
sdng ché, thuéat ngﬁ “lugng hitu hiéu dé didu tri bénh” duogc ding dé chi lugng hop chét
theo gsa’mg ché ma, khi dugc dung cho té bao, hoic mé, hoic nguyén liéu sinh hoc phi té
~ bao, hodc r'méi trudong, cb tac dung lam gié_m hoic trc ché it nhit mot phén hoat tinh cua
PI3K; hodc it nhit mot phén 1am giam hodc Grc ché sy biéu hién cta PI3K. Nghia cua
thudt ngit “lugng hitu hiéu dé didu tri bénh” nhu duge minh hoa trong phuong an néu trén
61 vé6i PI3K ciing 4p dung theo cling cach nhur protein/peptit/enzym bit ky khac c6 lién

~ quan.

Thuat ngi “_d(“')i tugng” dugc ding trong ban md ta ndy dé chi dong vat. Thong thudng,
- dong vat la déng Vét_ c6 vi. Dbi tugng con chi, vi du, cdc dong vét linh trudng (vi du,
ngu(‘x_i,inam floac nit), bo cdi, ctru, dé, ngua, chd, meo, thd, chudt to, chudt nht, c4, chim
va cic dong vét tuong tw. Theo céc phuong 4n nhit dinh, dbi twong la dong vat linh
trudng. Théo cac phuong an khéc nita, dbi tuong 1a nguoi.

9 N

Thuat ngit “Gc ché”, "viéc e ché" hodc “su e che” dugc dung trong ban mo ta nay dé
chi viéc 1am gidm hodc viéc ngin chin tinh hudng, triéu ching, hodc rdi loan bénh ly,
hodc bénh nhat dinh, hodc 1am gidm déng ké hoat tinh gbc ctia hoat tinh sinh hoc hoac

quy trinh sinh hoc.

Thuat ngit “didu tri”, “viéc didu tri" hodc "quy trinh diéu tri" bénh hoic rdi loan bénh ly
bat k§ duoc ding trong ban md ta nay dé chi, theo mdt phwong 4n, viéc lam thuyén giam

bénh hogc.réi loan bénh Iy nay (trc 13 1am cham hodc dimg hozc 1am gidm sy phat trién
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ctia bénh nay hodc it nhit mot trong sd cac tridu chimg l14m sang cta chiing). Theo
phuong 4n khac, cc thudt ngir “diéu tri bénh”, "viéc diéu tri bénh" hogc "quy trinh diéu
~ tri bénh" dugc dung dé chi viéc lam gidm hodc 1am thuyén giam it nhit 14 mot thong sb
vat Iy ké ca cac thong sd n'qé bénh nhan khong thé nhan thiy r5. Theo phuong an khéc
nita, cé;: thuit ng “didu tri Bénh”, "viéc diu tri bénh" hodc "qud trinh diéu tri bénh"
- dugc ding d chi viéc didu bién bénh hodc r6i loan bénh 1y ny, vé mat thuc thé, (v du,
lam éri dinh triéu chl'fng ¢6 thé nhan théy 10), vé& mit sinh ly, (vi dy, l[am dn dinh thong sb
vat l}i’l)., hodc ca hai. Theo phuong 4n khac nita, thuat ngix “diu tri bénh”, "viéc diéu tri
bénh" hoafl:cv "quy trinh didu tri bénh" dugc dung dé chi viéc phong bénh hodc tri hodn su

khoi phét hodc sy phat trién hoic tién trién ctia bénh hodc réi loan bénh 1y nay.

Khéi niém ddi twgng “cé nhu cau” di€u tri dugc dung trong ban md td nay néu doi tugng

d6 hudéng lgi ich v& miit sinh hoc, y hoc hozc vé chit luong séng nhd viée diéu tri bénh.

Thuat ngft "mot", "cai", "ndy” va cac thuit ngit tvong tu duoc dung trong ban md ta nay
dugc dung trong ngit canh cla sang ché, ddc biét la trong pham vi trong cac diém yéu cau
bao ho, can dugc hidu 13 bao trim ca s0 it va sd nhiéu trir khi ¢6 quy dinh khac trong ban

md t& ndy hodc rd rang trai nguoc trong ngit canh do.

T4t ca cac phuong phap duge boc 1§ trong ban md ta ndy co thé duoc thuc hién theo trinh
tu thich hop trir khi ¢6 quy dinh khac trong ban mo ta nay hodc theo cach khac rd rang 1a
trai ngugc voi ngtt canh. Viéc st dung vi du bét ky va tit ca cac vi du, hoic ngdn ngit
lam vi dy, vi du "nhu"’, v6i diéu kién trong ban mo ta niy chi nhdm dé minh hoa rd hon

sang ché va khong giGi han pliam vi ctia sdng ché ma da dugc yéu cau bao ho.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuét dugc phim chira dang theo sing ché va chit mang
dirqc! _dung', Dugc phém c6 thé dugc bao ché cho dudng dung cu thé nhu qua duong
miéng, hgoéi duong tiéu hoa, va qua dudng truc trang, v.v. Ngoai ra, cac dugc pham theo
sang éhé éé th duoc bao ché ¢ dang rin »(bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, vién
nang, vién nén, vién tron, hat, bot hodc vién dit hau mon), hodc & dang long (bao gom,
nhuhg khong chi gidi han &, dung dich, cac loai huyén phti hodc nhil twong). Céc dugc

pham c6 thé duoc 4p dung cac phuong phép bao ché dugc thong thuong nhu tiét trung
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va/hodc c6 thé chira cac chat pha lodng tro, cac tdc nhén lam tron, hodc cac chit dém,
cling nhu céc ta dugc thong thudong, nhu céc chat bao quan, cac chat lam on dinh, cac tac

n_hén thdm udt, cac chét nhii tuong va cac dung dich dém, v.v..

Noi chu’ng_','duqc phim 13 vién nén hoc vién nang gelatin chira hoat chét cing voi

a) céc chét pha lodng, vi du, lactoza, dextroza, sucroza, manitol, sorbitol, xenluloza
va/hodc glyxiﬂ; |

b) cac dhﬁt lam tron, vi du, silic dioxit, talc, axit stearic, mubi magie hodc mudi canxi
ctia né va/hodc polyetylenglycol; d6i v6i ca cac vién nén

¢) cdc,chit két dinh, vi du, magie nhom silicat, bot nhdo tinh bot, gelatin, tragacan,
| metylxénluloza, natri carboxymetylxenluloza va/hodc polyvinylpyrolidon; néu mubn

d) cac chét g_éy rd, vi duy, tinh bot, aga, axit alginic hodc mubi natri cta nd, hodc hdn hop
sui; wa/hodc

e) cac chat hap thy, cic chat tao mau, cdc chat tao vi va cdc chat 1am ngot.

Vién nén c6 thé dugc bao mang hoac duogc bao tan trong rudt theo cac phuong phéap da

biét trong‘th vuce k¥ thuét nay.

Cac dugce phém thich hop dé ding qua dudng miéng chra lugng hitu hiéu cua dang theo
sang ché & dang vién nén, vién ngam, huyén phu trong nuéc hodc trong dau, bot hodc hat
‘ cé'thé'phén'tén dugc, nhil twong, vién nang cing hodc vién nang mém, hodc siro hoic
con _ngot. Céc dugc phim nham dé dung qua duong miéng dugc bao ché theo phuong
phap bat ky da biét trong linh vyuc k¥ thuét nay d& san xuit dugc phdm va cac dugc phim
nay c6 thé chira mot hoic nhidu tac nhan dugce chon tir nhom bao gdm céc chét tao ngot,
cac tac ﬁhén tao vi, cac tdc nhin tao mau Vé céc chét bao quan dé tao ra cac ché phém
dugc d& chiu va dé dung. Vién nén co thé chira hoat chit trong hdn hop véi céc ta dugc
duqé dung khong doc ma 1a thich hop dé san xuét vién nén. Céc ta dugc nay, vi dy, la
chét pha lodng tro, nhu canxi cacbonat, natri cacbonat, lactoza, canxi phosphat hodc natri
phosphat; céc tdc nhan nghién hat va céc chét gy 3, vi du, tinh bot ngd, hodc axit
alginic_; cc tac nhan lién két; vi du, tinh bot, gelatin hodc acaxia; va cac tdc nhan lam
tron, vi du, fnagie stearat, axit stearic hodc talc. Cac vién nén khong dugc bao hodc dugc

bao theo cé}c' ky thuat da biét dé tri hodn sy phén ré va su hép thu trong dai da day-rudt
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non va bang cach d6 tao ra tac dung kéo dai trong thoi gian dai. Vi du, chét giai phong
cham dugc chit nhu glyxeryl monostearat hodc glyxeryl distearat ¢ thé duge sir dung.
Cac ché phém'dé dung qua dub'ng miéng c6 thé dugc trinh bay & dang vién nang gelatin
cung, trohg ‘36 hoat chit dwgc tron v6i chit pha lodng rén tro, vi du, canxi cacbonat,
canxi phoSphat hodc cao lanh, hodac & dang vién nang gelatin mém, trong do6 hoat chét
dugc tron véi méi trudong nude hodc moi truong dau, vi du, dau lac, parafin long hodc

dau 0 liu.

Mot s§ dugc phdm dé tiém truyén 13 dung dich nuéc ding trwong hodc huyén phu, va
- vién dit hfau mdn dugc bao ché mdt cach c6 loi tir nhii twong hodc huyén phu béo. Céc
duoc phém nay co thé duoc tiét trtlng va/hodc chira cac ta dugce, nhu tdc nhan bdo quan,
tdc nhan 1am 6n dinh, tac nhan thAm w6t hodc tac nhan nhil hoa, cic tac nhan trg xuc tac
dung dic_h, céc mubi dé didu tiét ap sudt thim thau va/hodc cic dung dich dém. Ngoai ra,
ching con c6 thé chtra cac dugc chit c6 gia tri khic. Cac dugc phdm nay duge bao ché
lan luot theo cac phuong phép tron, nghién tao hat hoic bao thong thudng, va chua

khoang0,1% dén 75%, hodc chira khoang 1% dén 50%, hoat cht.

CécAduq'c p‘hém thich hop dé ding qua da chira lugng hitu hiéu ctia dang theo sdng ché
v6i chit mang‘ thich hop. Cac chit mang thich hop dé phan phdi qua da bao gdbm cac
dung moi dugce dung dé bi hat dé h5‘tr(_)r qua trinh di qua da ctia vat chu. Vi dy, thiét bi dé
dung qua da & dang biang dan gdm phin 16t, ngudn chira hop chét tiy ¥ véi cac chit
mang, thy y hang rao kiém soét téc do phar phbi hop chét dén da cia vat chii & mue do
dinh truéc va dugc kiém soat trong khoe’ing thoi gian kéo dai, va phuong tién dé gitt thiét

bi ndy vao da.

Céc duéc'phém thich hop dé dﬁng khu trt, vi dy, vao da va mét, bao gdm cic dung dich
nudc, cac Idai huyén phu, céc loai dAu boi, cac loai kem bdi, cac gel hodc cac ché phém
xit,.vj dﬁ, dé 'phén phéi nho sol khi hoac tuong tu. Céac hé phin phéi khu tru nay sé la ddc
biét thich hop d& dung trén da, vi dy, d& didu trj bénh ung thu da, vi du, dbi véi cac ting
dung phong ngira trong céac loai kem boi chéng ning, cac loai nude xic, thude xit va cac

loai twong tw. Chung la ddc biét thich hop dé dung khu trt, bao gbm céc loai my phim da
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biét trong I_Inh vue k§ thuat ndy. Cac loai ndy c6 thé chtra cac chét hoa tan, cdc chét lam

6n dinh; cic tac nhan 1am gia ting truong luc, cac dung dich dém va chit bao quan.

Céach dung khu trd nhu duge ding trong ban md ta nay con c6 thé lién quan dén viée
dﬁng’béng cach x6ng/khi dung hodc dung trong miii. Ching c6 thé dugc phan phbi mot
cach thuén tién & dang bot khd (riéng r&, & dang hdn hop, vi du, hdn hop kho véi lactoza,
hogc hat thanh phén tron 14n, vi du, véi céc phospholipit) tr méy khi dung bot kho hodc
dang phun sol khi tir vt chira chiu 4p, bom, ‘dng phun, may phun mi hodc méy khi dung,

c6 st dung hodc khong sir dung c_hét day thich hop.

Séng ché con dé xuat cac dugc phdm khan va cac dang liu chita dang theo sdng ché lam

hoat chat, vi nuée c6 thé tao dicu kién thuén loi cho su thodi bién ctia mot sO hop chét.

Céc du’f(jC pham va cdc dang lidu khan theo sang ché c6 thé duoc bao ché bing cach sir
dung' Céc thanh phan khan hodc céc thanh phin ¢6 ham lwong 4m thap va cac diéu kién
ham luong dm thép}hoac cac didu kién d6 4m thip. Dugc pham khan c6 thé duoc bao ché
va bao que_”m sao cho tinh khan ctia n6 dugc duy tri. Do d6, cac dugce phém khan dugc bao
g6i b:?mg céch st dung céc nguyén liéu da bidt dé ngin ngira tiép xic véi nude sao cho
ching c6 thé dugc dua vao cac kit bao ché thich hop. Céc vi du vé viéc bao goi thich hop
~ bao gém, rihung khong chi giéi han &, 14 kim loai boc kin khi, céc chit déo, vat chira lidu

don vi (vi du, 19), g6i vi thudc, va goi dai.

~ Sang ché con dé xuét cac duoc phém va cac dang lidu ma chira mot hodc nhiéu tac nhén
lam gié.tm tdc do ma hoat chét 1 hop chit theo sang ché s& phan hiy. Céc tac nhan d6, ma
trong bin mo ta nay duoc goi 1a "chét lam én dinh”, bao gbm, nhung khong chi giéi han
&, cac chit chdng oxy héa nhu axit aécorbic, cac dung dich dém do pH, hodc cac dung

dich dém mudi, v.v..

Dang theo séng ché c6 thé duc_rcv ding dé didu trj cac tinh trang bénh ly, cac bénh hoic
cac rdi loan bao gém bénh hoic bénh mién dich lién quan dén nhiém tring, trong d6 mot
hoic nhiéu chtc ning cua té bao B nhu san sinh khang thé, trinh dién khdng nguyén, san

~ sinh xytokin hogc su phat sinh co quan dang bach huyét 1a bat thuong hoic 1a khong
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mong mudn, bao gdm bénh viém da khép dang thip, bénh pemphigut thong thudng va
cac bénh ¢6 lién quan, bénh ban xuht huyét giam tiéu cAu tu phét, bénh ban d6 toan than,
bénh xo cung rai rac, ching nhugc co nzfmg., hdi chimg Sjdgren, bénh thiéu mau tan huyét
ty mién dich, bénh viém mach lién quan dén ANCA, bénh cryoglobulin huyét, bénh ban
xuht huyét giam tiéu ciu huyét khdi, bénh may day tw mién dich man tinh, bénh di tmg
~ (bénh viém da co dia, bénh viém da do tiép xuc, bénh viém mii di tng), hdi chiing
Goodpgstufe, AMR (dao thai cdy ghép gian tiép do khang thé), dao thai cdy ghép siéu cip
- tinh, cép tinh va man tinh gié.n tiép do té bao B va cic bénh ungv thu ¢6 ngudn gdc sinh
~ huyét bao géfh, nhung khong chi gidi han &, da u tuy; bénh bach cdu tiy bao cép tinh;
bénh!b‘vach cAu man dong tiy; bénh bach cau té bao lympho; bénh bach cau thé tay; u
bach huyét khong thudc dang Hodgkin; u bach huyét; chung ting hong cu vo can; chimg
ting tiéu cu ban chét; xo héa tiy xuong véi ching di san md tiy; va bénh Walden

stroem.

Theo céé phuong 4n khéc, tinh trang bénh 1y hoic rbi loan bénh ly (vi dy, gién tiép do
PI3K gﬁy ra) duge chon tir nthém bao gdm: ching ting hdng ciu vo can, chung ting tiéu
cAu ban chét, xo héa tiy xwong véi ching di san mé tiy, bénh hen, COPD, ARDS, hoi
chiing Loffler, bénh viém phdi ting bach cdu 4i toan, vat hai ky sinh (cu thé 1a dong vat
da bao) (bab, gdm hoi ching ting bach cAu ua eosin cac bénh nhiét doi), bénh viém phé
quéan:phdi do nhiém ném aspergillosis, bénh viém da dong mach nut (bao gdm hoi chimg
Churg-Strauss), u he,it té bao wa eosin, Cac ri loan bénh 1y lién quan dén té bao ua eosin
anh huéng dén dudong ho hép xay ra do phan tng véi thudc, bénh vay nén, bénh viém da
do tiép xﬁ'c, bénh viém da co dia; chimg rung téc tirng vung, ban do da dang, bénh viém
da dang herpes, bénh cung bi, bénh bach bién, bénh viém mach mau tang cam, bénh may
- day, bong rop dang pemphigut, bénh luput ban dd, bénh pemphigut, bénh ly thuong bi
bong nude. imdc phai, cac rbi loan huyét hoc bénh ly tu mién dich (vi du, bénh thiéu méau
do tan méu, bénh thiéu méu ngimg trién, bénh thiéu mau té bao hdng cu tinh khiét va
chfrng giam tiéu cau tu phat), bénh ban d6 toan than, bénh viém da sun, bénh cing bi,
bénh u ﬁat ‘Wegener, bénh viém da-co, bénh viém gan man tinh con hoat dong, chimg
nhuc_y!c_ co néfmg, hoi chimg Steven-Johnson, bénh viém rudt loét miéng tu phat, bénh viém
rudt tu mién dich (Vi du, bénh viém rudt két gay loét va bénh Crohn), bénh ly mit noi tiét,

bénh Grave, bénh sacoit, bénh. viém phé nang, bénh viém phéi man tinh qué nhay, bénh
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X0 cing i rac, bénh X0 mat nguyén phat, bénh viém mang mach nho (trudc va sau),
chiing xo héa k& phdi, bénh viém khép vay nén, bénh viém cudn tiéu ciu than, cac bénh
tim mach, ching xo vita dong mach, ching cao huyét ap, chimg huyét khdi sau trong tinh
mach, chﬁng d6t quy, ching nhdi méu co tim, chfrng dau thét khong én dinh, bénh huyét
khéi téc -nia_iqh, ngh&n mach phdi, cic bénh do sy tan huyét khéi gy ra, chimg thiéu mau
cuC_bQ.cép tinh & dong mach, chimg tic huyét khi ngoai bién, va bénh dong mach vanh,
tén thuong do tai tquén, bénh ly vdng mac, nhu bénh vdng mac do bénh dai thdo dudng
gdy ra hodc bénh ly vong mac boi ép.'do oXxy gdy ra, va cac tinh trang bénh ly ddc trung
boi ap suét ting trong mat hoic mirc do tiét dich thé nude trong mit, nhu bénh ting nhan

ap.

Theo phuong én khac, dang theo sang ché c6 thé duoc ding dé didu tri, phong ngira, hoac
lam thuyén vgié'm bénh tw min va c4c tinh trang bénh 1y viém, cu thé 1a cic tinh trang
~ bénh ly viém v6i nguyén nhan bénh bao gbm thanh phan ty mién dich nhu bénh viém
g khop (vi du bénh viém da khop dang thip, bénh viém khép man tinh progrediente va
bénh'viém khorp b1en dang) va cac bénh thap khép, ké ca cac tinh trang bénh Iy viém va
cac bénh thAp khép lién quan dén su tiéu xuong, con dau do viém, bénh khép & cot song
bao gdm benh viém cot sdng dinh khép, h01 ching Reiter, bénh viém khép phan tUng,
bénh viém khép vay nén, va bénh viém khép két hop v&i viém rudt, cic tinh trang qua
.nhay (bao gbdm ca quéa nhay ho hép va qua nhay da) va cac bénh di tng. Céc bénh tu mién
dich dic biét ma cac dang theo sang ché c6 thé dugce st dung bao g61n cac rdi loan hﬁyét
hoc tu min dich (ké ca Vi' du bénh thiéu mau tan huyét, bénh thiéu mau ngimg trién,
~bénh thiéu mau té'. bao hong ciu tinh khiét va chung giam tiéu cdu tu phat), bénh réi loan
dong mau di tmyén mic phai A, bénh ngung két t6 lanh, bénh cryoglobulin huyét, bénh
ban xu?llt huy'é'tv giam tiéu cAu huyét k_héi, hoi ching Sjogren, bénh ban do toan than, cac
rdi Idah co viém, bé_nh viém da sun, bénh cting bi, chung viém mach lién quan dén khang
thé ctia bao chét khang bach ciu trung tinh, bénh than kinh gian tiép do IgM gy ra, hoi
chung lac rung giat mét, bénh u hat Wegener, bénh viém da-co, bénh viém gan man tinh
con hoat d(f)né, chiing nhuogc coln'aflng, bénil vay nén, hoi chung Steven-Johnson, bénh
'pemphigﬁt noi chung, bénh pemphigut thé 14, bénh viém ruot loét miéng ty phat, bénh
viém rudt tu mién dich (bao gém vi du bénh viém rudt két gay loét, bénh Crohn va hoi

vchﬁ:ng rdi lban tiéu hoa), bénh nhan khoa ndi tiét, bénh Graves, bénh sacoit, bénh xo cing
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| rai rac, bénh, viém tiy-thi than kinh, bénh xo mit nguyén phat, bénh di thao duong &
nglié'i tré (bénh dai thdo dudng typ I), bénh viém mang mach nho (phia trude, gilta va
phia sau ciing nhu bénh viém mang bé dao lan tda), bénh viém giac-két mac kho va bénh
viém gidc mac-két mac mua xuin, chirng xo héa k& phéi, bénh viém khdop vay nén va
bénh viém cudn tiéu cau than (c6.va khong ¢6 hoi chung hu thén, vi du bao g6m hoi
ching than tu phat hogc bénh thn thay dbi tdi thiéu), cac khoi u, bénh viém da va gidc
mac, bénh viém md co, long cAy ghép xwong, cac rbi loan chuyén hoa, nhu chiing xo vita

dong mach, bénh dai thao dirfmg, va chung 16i loan lipit méau.

Theo phuong an khéc, dang theo sing ché ¢6 thé dugc dung dé diéu tri cac tinh trang
bénh ly hodc cac i loan bénh 1y dugc chon tir nhém bao gdm u bach huyét nguyén phat
té bao B & da, bénh bong nudc mién dich, bénh pemphigut néi chung, bénh pemphigut
thé 1, dang dia phuong ctia bénh pemphigut Brazil (Fogo selvagem), pemphigut gan khoi
u, bong rép dang pemphigut, dang pemphigut mang nhay, bénh ly thugng bi bong nuée
mic phai, bénh man tinh ma trong d6 bd phin chy ghép chéng vt chu, bénh viém da-co,
bénh ban.d(") toan than, chung viém mach, chiing viém mach nho, bénh may day viém
- mao mach gidm b trg, bénh viém mach lién quan dén khang thé bao chét khang bach
cdu trung tinh, benh cryoglobulin huyét, hoi ching Schnitzler, ching dai globulin huyét
thanh Waldenstrom, chirng phtt mach, bénh bach bién, bénh ban'do toan than, bénh ban
xuit huyét giam tiéu ciu ty phat, bénh xo cling rai réc, bénh ngung két t6 lanh, bénh
thiéu mau tan huyét tr mién dich, chting viém mach lién quan dén khang thé clia bao chét
khén;gb bach céu trung tinh, bénh tfong d6 bd phan cidy ghép chong vat chi, bénh

cryoglobulin huyét va chting giam tiéu ciu huyét khdi.

Do do, theo phuong an khac nita, sang ché d& xuit dang tinh thé khan (1,1-dioxo-
hexéhydfo-llamda*6*-thiopyran-.4-yl)-{(S)-3-[1-(6-met0xy-5-mety1-pyridin-3-yl)-2,3-

dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1',4]oxazin-7—yloxy]-pyrolidin—l-yl}-metanon dung trong viéc
didu tri bénh Theo phuong 4n khéc nita, viéc diéu tri dugc chon tir bénh ma c6 thé duoc
diéu tri bang cach tc ché PI3K Theo phuong an khac, bénh nay duoc chon tir danh muc
- néu tren déc biét 1a trong sb cac bénh rdi loan ty mién dich, c4c bénh viém, cac bénh di
mg; cac benh ho6 hip, nhu bénh hen va COPD, dao thai chy ghép; san sinh khang thé,
trinh dién khang nguyén, san sinh xytokin hogc su phat sinh co quan dang bach huyét 1a
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bat thuong hoic 1a khong mong mudn k& ca bénh viém da khop dang thap, bénh
: pemphig'ut n6i chung, bénh ban xuét huYét giam tiéu clu tu phét, bénh ban do toan than,
~ bénh x0 clng rai rac, chimg nhugc co nang, hoi chtmg Sjogren, bénh thiéu méu tan huyét
tw mién dich, bénh viém méch' lién quan dén ANCA, bénh cryoglobulin huyét, bénh ban
' xuét hu'yé't giam tiéu cu huyét khéi, bénh may day tw mién dich_ man tinh, bénh di ung
(bénh V_i_émbda cor‘dia, bénh viém da do tiép xuc, bénh viém mii di Gng), hdi ching
Goodpasture; AMR (da‘to thai ciy ghép gian tiép do khang thé), dao thai cdy ghép sidu cip
tinh, bcép tinh va man tinh gian tiép do té bao B va cac bénh ung thu c6 ngudn goc sinh
huyét bao fg.c*)m, nhung khong chi gii han &, da u tity; bénh bach cau; bénh bach ciu tiy
bao cp tinh; bénh bach ciu mﬁn_dbng tiy; bénh bach cau té bao lympho; bénh bach cau
thé tﬁy; u'bacﬁ huyét khong thudc dang Hocigkin; u bach huyét; chung ting hong cau vo
can; chfing tang tiéu c.:?lu ban chit; xo hoa tuy xuwong v6i chimg di san md tuy; va bénh
Walden stroem; ddc biét hon nita 13 trong s6 bénh viém da khép dang thép (RA), bénh
.pemphigu_t‘théng thudong (PV),; bénh ban xuét huyét giam tidu cau tu phat (ITP), bénh ban
xuét huyét giam tidu cAu huyét khéi (TTP), bénh thibu mau tan huyét tw mién dich
" (ATHA), bénh réi loan dong mau méc phai typ A (AHA), bénh ban d6 toan than (SLE),
bénh'xo c&ng _'réi rac (MS), chiing nhugc co ning (MG), hoi chimg Sjogren (SS), bénh
viém mvachflién 'quanj dén ANCA, bénh cryoglobﬁlin huyét, bénh may day tu mién dich
man tinh (CAU), bénh di tmg (bénh viém da co dia, bénh viém da do tiép xuc, bénh viém
mii di ing), hoi chimg Goodpasture, dao thai ciy ghép va cic bénh ung thu co ngudn
gbc sinh huyét cling nhu & bénh hodc bénh mién dich lién quan dén nhidm trung, vi du, &
- bénh sét rét nghi€ém trong va ‘bénh s6t rét thé ndo, bénh trung mii khoan, bénh

Leishmania, bénh nhiém toxoplasma va bénh 4u triing sén dy than kinh.

Do d6, theo phuong 4n khac nita, sing ché d& xuit (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-
thiprrah-4-yl)r {(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro- 1H-pyrido[3,4-

b][1,21]ovain—7-onxy]-pyrolidin—l-yl}-metanon & dang tinh thé khan ding dé bao ché
thudc. Theo phuong an khac nita, thude 13 dé diéu tri bénh ma c6 thé duoc didu tri bang
cach trc ché PI3K. Theo phuong 4n khéc, bénh nay dugc chon tir danh muc néu trén, dic
biét 1a trohg sb cac bénh rdi loan tu mién dich, cac bénh viém, cac bénh di Umg, cac bénh
ho6 hp, nhu bénh hen va COPD, dao thai cdy ghép; san sinh khang thé, trinh dién khang

~ nguyén, san sinh xytokin hodc sy phat sinh co quan dang bach huyét 1a bat thuong hoic
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1a khéng mong mudn bao gérﬁ bénh viém da khép dang thip, bénh pemphigut néi chung,
bénh ba_n xﬁét huyét giam tiéu cau tu phat, bénh ban dé toan than, bénh xo cing rai rac,
chx’mg "nhuqé co nang, hdi ching Sjogren, bénh thiéu méu tan huyét tu mién dich, bénh
Viér'n.mach lién quaﬁ dén ANCA, bénh cryoglobulin huyét, bénh ban xuat huyét giam tiéu
chu huyét khdi, bénh may day tw mién dich man tinh, bénh di tng (bénh viém da co dia,
bénh viém da do tiép xuc, bénh viém miii di tng), hoi chiing Goodpasture, AMR (dao
thai Céy ghép ;gién tiép do khéng. thé), dao ‘;héi cly ghép siéu cip tinh, cp tinh va man
tinh gién. tiép do té bao B va cac bénh ung thu c6 nguén gbc sinh huyét bao gdm, nhung
khong chi gidi han &, da u tity; bénh bach cAu; bénh bach ciu tiy bao cép tinh; bénh bach
ciu man dc‘)ngbtﬁy; bénh bach ciu t€ bao lympho; bénh bach céu thé tay; u bach huyét
khong thudc dang Hodgkin; uv bach huyét; chimg ting hong ciu v6 cin; chimg ting tiéu
cu ban -chfit_; x0 hoa tily xuwong voi ching di sdn mo tiy; va bénh Walden stroem; dac
biét hon nita 13 trong sb cac bénh viém da khép dang thip (RA), bénh pemphigut thong
~ thuong (PV), bénh ban xuAt huyét giam tidu cAu tw phat (ITP), bénh ban xuét huyét giam
tidu ciu huyét khdi (TTP), bénh thiéu mau tan huyét ty mién dich (AIHA), bénh réi loan
dong méAu méc phai typ A (AHA), bénh ban d6 toan than (SLE), bénh xo cirng réi rac
‘(MS), chﬁng nhugc co ndng (MG), hoi ching Sjdgren (SS), bénh viém mach lién quan
dén ANCA, bénh crydglobulin huyét, bénh may day tu mién dich man tinh (CAU), bénh
di tmg (bénh viém da co dia, bénh viém da do'tié’p xtc, bénh viém miii di ing), hoi chimg
Goodpasture, dao thai cdy ghép va cac bénh ung thu c6 ngudn gde sinh huyét ciing nhu ¢
bénh hoic bénh mién dich lién quan dén nhiém trung, vi du, & bénh sbt rét nghiém trong
va bénh st rét thé nio, bénh trung mili khoan, bénh Leishmania, bénh nhiém toxoplasma

va bénh du trung sén day than kinh.

Dugc phéin hoic td hop theo sang ché co fhé & dang liéu don vi chtra 1mg dén 1000mg
(c4c) hoat chit cho déi twong cé thé trong ndm trong khoang tir 50kg dén 70kg, hodc
chira 1mg dén 500mg hoic chira 1mg dén 250mg hodc chtra 1mg dén 150mg hodc chia
0,5mg dén 100mg, hoic ch}’Ia 1mg dén 50mg hoat chét. Lidu luong hiru hiéu dé diéu tri
bénh cfl_a hop Ché_t, duoc phém, hoidc hdn hop cta chiing, phy thudc vao loai dbi tuong,
thé trong, lra tudi va tinh traﬁg cla cé thé do, r6i loan bénh ly néy hodc bénh hodc muic
do nghiém trong cta ching dugc didu tri. Bac s, thay thubc hodc bac sy thi y chuyén

gia trong Hnﬁ vuc k¥ thuét nay co thé d& dang xéc dinh lwong hitu hiéu cua tirng hoat chét
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can thiét d¢ ngdn ngira, dicu tri hodc rc cheé tien trién cua rodi loan bénh ly nay hodc bénh

nay.

Céc tinh chit cia lié_u, luc_i’ng néu trén c6 thé giai thich duoc bang cac thir nghiém in vitro
| va in vivo b_%lng cach st dung theo céch. c6 loi cac dong vat co6 vu, vi du, chudt nhit, chudt
to, ch('),-.khi hoéc cac co quan, cic mo va cac ché phdm da duoc phén 1ap cua ching.
Dang theo sang ché ¢6 thé dugc ap dung in vitro & dang dung dich, vi du, dung dich
| nuée, va in vivo trong rudt, ngoai dudng tiéu hda, theo cach c6 1gi qua duong tinh mach,
vi duy & dang huyén pht hoic trong dung dich nuére. Liéu lugng in vitro ¢6 thé nam trong
khoang ndng do tir 10mol dén 3mol va 10mol dén 9mol. Luong hitu hiéu dé diéu trj bénh
in v‘ivo c6 thé tﬁy theo dudong ding, nim trong khoang tir 0,1mg/kg dén 500mg/kg, hodc
nim trong khoang tir Img/kg dén 100mg/kg.

Dang theo sang ché c6 thé duoc ding ddng thoi véi, hodc truée hogc sau khi, mot hodc
nhidu tac nhan khéc d& didu tri bénh. Dang theo sang ché ¢6 thé dwoc dung riéng ré, theo
cing mot dudong dung hodc theo dudng dung khac nhau, hodc trong cing mét dugc phim

- nhu cé4c tdc nhan khéc.

Theo mot phuorng an, sang ché dé xuht san phim chira dang tinh thé khan (1,1-dioxo-
hexahydrq‘-'llamda*6*-thiopyran—4-yl)-{(S)—3-[1-(6-met0xy-5-mety1-pyridin-3-yl)-2,3-

dihydro-lH-pyrido[3,4-b][1,4]bxazin-7-y10§<y]-pyrolidin—l-yl}-metanon va it nhat mot
thc nhan khac @& didu tri bénh & dang ché phdm két hop dé dung ddng thoi, riéng r& hoic
Tién tuc trong viéc diéu tri bénh. Theo mdt phuong an, viéc diéu tri 1a diéu tri bénh hogc
tinh trang bénh ly gidn tiép. do hoat tinh cua cac enzyfn PI3K. Cac san pham duoc cung
cip & dang ché phém két hop bao gdm ché phim chira (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-
thiopyran—4-‘_yl)-{(S)-3-[1-(6-rr.16toxy-5-mety1—pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-

' b][1,4]o_xazin-7-yloxy]-pyrolidin-l-yl}-metanon & dang tinh thé khan va (cac) duogc chit
khéac I_tfong jcﬁng mdt dugc pham, hoic (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-
{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][ 1 /4]oxazin-7-

yloxy]-pyfolidin-l-yl}-metanon o dang' tinh th8 khan va dugc chét khac & dang riéng ré,

vi du ¢ dang kit.
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Theo mot phuong an, sang ché d& xuit dugc phdm chira (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*-
6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[l-(6-metoxy-5-metyl-pyridin—3-yl)-2,3-dihydro-lH-pyrido-
[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-y1}-metanon ¢ dang tinh thé khan va (c4c) duoc

* chét khéc dé didu tri bénh. Tuy y, dugc phém 6 thé chira chét mang dugc dung, nhu trén.

Theo intf)t phuong 4n, sang ché dé xuit kit éhl'ra hai hodc nhiu duge phém riéng ré, it
nhét mét géc trong sb cac gdc ma chira (1,1-di0x0-hexahydro-llamda*6*-thiopyran—4-
yD)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3.,4-b][ 1,4]oxazin-
7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-metanon & dang tinh thé khan. Theo mdt phuong 4n, kit nay bao
- gbm bd phan @ duy tri riéng r& cac dugc phdm nay, nhu vét chira, chai chia liéu. hodc
g6i 14 kim chia lidu. Vi du v kit ndy 12 g6i vi thuc, nhu thudng dugc ding dé bao goi

cac vién nén, cac vién nang va cac dang tuong tu.

Kit theo sang ché c6 the dugc st dung dé dung cac dang liéu khac nhau, vi dy, qua duong
miéng va ngodi duong tiéu hoa, dé dung cac dugc pham riéng r&€ v6i khoang cach thoi
gian khic nhau gifta cac liéu, hodc d€ chuan do cic dugc phim riéng r€ voi nhau. Pé hd

tro viée tuan thy, kit theo sang ché thudng bao gdm huéng dan st dung.

Trong cac phép diéu tri két hop theo sang ché, dang theo sang ché va duoc chét khac nay
c6 thé duqc_ san xuét va/hodc dugce bao ché boi ciing mot nha san xuét hodc cac nha san
xuét khac nhau. Hon thé nita, dang theo sang ché va dugc chit khac c6 thé duoc dua vao
phép didu tri két hop: (i) trude khi dua sin phdm hdn hop dén thdy thube (vi dy, trong
truong ’h(_er‘ cta kit chira dang theo sang ché va dugc chit khac nay); (ii) béi chinh cac
thay thube (hogc theo hudng din ciia thdy thudc) ngay trude khi dung; (iii) & chinh bénh

nhan, vi dy trong québtrinh dung lién tuc dang theo sing ché va duoc chat khic nay.

Sang ché con d& xuit (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-y1)-{(S)-3-[1-(6-
‘metoxy-5 ?metyl-pyridin-?; -yD)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-

pyrolidi_n-l-yl}-metanon ¢ dang tinh thé khan dé sir dung 1am duoc pham.

Do d6, sang ché d& xudt (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(8)-3-[1-(6-
metoxy-5-metyl-pyridin-3-y1)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][ 1,4]oxazin-7-yloxy]-

-17-



26951

pyrofidin—lt-_yl}-.metanon & dang tinh thé khan dé didu tri bénh. Sang ché con @& xuat (1,1-
dioxo-he_xahydro-1Iamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-
2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]0xazin-7;yloxy]-pyrolidin-l-yl}-metanon ¢ dang tinh
thé khan ding d& didu tri bénh hogc tinh trang bénh Iy gian tiép do hoat tinh ciia céc
enzym PI3K, trong d6 thube dugc bao ché dé dung V6’i duoc chit khac dé diéu trj bénh.
~ Sang ché con dé xuit dugc chit khac dé didu tri bénh d didu tri bénh hodc tinh trang
bénh l}'/"giéﬁ tiép do hoat tinh ciia cdc enzym PI3K, trong d6 thudc duoc dung véi (1,1-
dioxo-hexahydro-1lamda*6*-’;hiopyran-4-y1)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-
X 2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]0xazin-7-yloxy]-pyrolidin-l-yl}-metanon ¢ dang tinh
thékhan.

Sang ché' con d& xudt (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-y1)-{(S)-3-[1-(6-
metoxy-S-,metyl-pyridin-3-yl)-2,3_-dihydro-1H-pyrid0[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyroli-
.din-l-yl}-imetanon & dang tinh thé khan dé dung trong phuong phap diéu tri bénh. Séng
ché con dé xuit (1,lrdidxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-met0xy-
5 -metyi—pyridin-3 -y1)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-
metanoh 6 dang tinh thé khan dé dung trong phuong phap diéu tri bénh hodc tinh trang
bénh ly gién'ﬁép_do hoat tinh ctia cic enzym PI3K, trong d6 (1,1-dioxo-hexahydro-
11lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro- 1 H-
pyrido[3,4-b][1;4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin—1-yl}-metanon & dang tinh thé khan duogc
diéu ché d& ding vé6i duge chit khac dé didu tri bénh. Sang ché con d& xuét duge chét
khéc dé didu tri bénh dé dung trong phuong phép didu tri bénh hodc tinh trang bénh ly
gian tiép do hoat tinh ctia cdc enzym PI3K, trong d6 dugc chét khac nay duogc didu ché dé
ding voi (1,l-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thi0pyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-met-
- yl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4] oxazin-7-yloxy] -pyrolidin-1-yl}-
metanon & dang tinh thé khan. Sang ché con dé xuét (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-
thiopyrzin-4—y1)-{(S)-3 -[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-y1)-2,3-dihydro- 1H-pyrido[3.4-

b] [.1,4]oxazih-7-yloxy]-pyrolidin—l-yl}-metanon & dang tinh thé khan dé dung trong
phucmgfhép’ diéu 'tri bénh hoic tinh trang bénh ly gian tiép do hoat tinh clia cdc enzym
PI3 K, trong do6 (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-
metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-

metanon & dang tinh thé khan dugc ding véi duge chét khac dé diéu tri bénh. Sang ché
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con dé xudt duge chét khac dé diéu tri bénh & ding trong phuong phép diéu tri bénh
hodc tinh trang bénh ly gidn tiép do hoat tinh ctia cic enzym PI3K, trong d6 duogc chit
khac nay dﬁqc dung v6i (1,ll-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-
metoxy-S-metyl-pyridin—3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]6xazin—7-yloxy]-
pyrolidin-1-yl}-metanon & dang tinh thé khan

Sang ché con dé xuét (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-
| metoxy-5 —inetyl-pyridin-ﬁi -yD)-2,3 -dihydro- 1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyroli-
din-1-yl}-metanon & dang tinh thé khan dung @2 didu tri bénh. Sang ché con @& xuét (1,1-
dioxo-heXahydro-llamda*6*-thi0pyran-4-yl)-{(S)—3-[1-(6-metoxy-5-métyl-pyridin-3-yl)-
2,3-dihydr_o-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin—l-yl}-metanon ¢ dang tinh
thé khan ding dé diéu tri bénh hojc tinh trang bénh 1y gidn tiép do hoat tinh ctia céc
enzym PI3K, trong d6 bénh nhan di duoc didu tri (vi du, trong vong 24 gio) béng dugc

chéit khac d& didu tri bénh. Sang ché con d& xut dugc chdt khac ding dé didu tri bénh dé
| didu tri bénh.hodc tinh trang bénh 1y gian tiép do hoat tinh cla céc enzym PI3K, trong do
bénhf' nhan da dugc _diéu tri (vi du, trong vong 24 gio) bang (1,1-dioxo-hexahydro-
1lamda*6*-thiopyrén-4-yl)-'{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-mety1—pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-lH-
pyfido[3;4'-b][1,4]oxazin-7 ~yloxy]-pyrolidin-1-yl}-metanon & dang tinh thé khan.

(1,1 -dioxo-hexahydro-1lamda* 6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5 -metyl-pyridin-

: 3-y1)—2,3-dihydr0-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-y10xy]-pyrolidin—1-yl}—metanon ¢ dang
tinh thé khan c6 thé dugc Afmg lam hoat chét duy nhét hodc két hop véi, vi du lam ta
dugc cﬁo, cac thuéc khéc, vi du tac nhan Gc ché mién dich hoic tic nhan didu bién mién
dich hodic tic nhan khang viém khac, vi du dé diéu tri hodc phong bénh dao thai cép tinh
hodc mén tinh m@l ghép cung loai hoac mo ghép khac lodi hoidc rdi loan viém hoic rdi
loan tu’ mién dich, ho#ic tdc nhan hoa trj liéu, vi du tac nhan chéng tdng sinh té bao ac
tinh. Vi 'dl_l, (1,I—dioxo-hexahydro-‘llam_da*é*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-
metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][ 1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-

metanon 6 daﬁg tinh thé khan c6 thé dugce sir dung két hop véi chét e ché canxineurin,
vi du xyclosporin A hosic FK 506; chat tc ché mTOR, vi du rapamyxin, 40-O-(2-
| hydroxyetyl_)—rapamyxin, CCI779, ABT578, AP23573, TAFA-93, biolimus-7 hoac
biolimus-9; ascomyxin cd céc tinh chét kim him mién dich, vi du ABT-281, ASM981,
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V.V, chtiCOSteroit; xyclophosphamit; azathiopren; metotrexat; leflunomit; mizoribin; axit
myc’opherioli’c hodc mudi; mycophenolat mofetil; 15-deoxyspergualin hodc chit dong
déng trc ché mién dich, chét tuong tu hodc chét dn xuét cia ching; chét te ché PKC, vi
du nhu dé; duoc boc 16 trong WO 02/38561 hoic WO 03/82859, vi du hop chét theo Vi
du 56 hogc 70; chét G ché kinaza JAK3, vi du N-benzyl-3,4-dihydroxy-benzyliden-
-Xyanoaxctamit a-xyano-(3,4-dihydroxy)-]N-benzylxinamamit (Tyrphostin AG 490),
prodigiosin 25-C (PNU156804); [4-(4'-hydroxyphenyl)-amino-6,7-dimetoxyquinazolin]
(WHI-P13_1-), [4-(3'-bromo-4'-hydroxylphenyl)-amino-6,7-dimetoxyquinazolin] (WHI-
P154), ‘[4-( 3',5'-dibromo-4'-hydroxylphenyl)-amino-6,7-dimetoxyquinazolin] WHI-P97,
- KRX-211, 3-{(3R,4R)—4-metyl-3-[metyl-(7H—pyrolo[2,3-d]pyrirnidin-4-y1)-amino]-pipe-
ridin-1,-yl}-_3—ox0-propi0nitril, & dang tu do hodc & dang mudi dugce dung, vi du mono-
xitfat" (con dugc goi CP-690,550), hodc hop chit nhu da dugc boc 10 trong WO
04/052359 hoiic WO 05/066156; tic ché mién dich céc khang thé don dong, vi du, céc
khang thé don dong déi véi cac thu thé bach ciu, vi du, MHC, CD2, CD3, CD4, CD7,
CD8, CD25, €D28, CD40, CD45, CD52, CD58, CD80, CD86 hodc cac phéi to cua
ching; cac hop chit didu bién mién dich khac, vi du phan tir lién két tai td hop 6 it nhat
~ phén mién ngoai bao cta CTLA4 hodc thé dot bién cua chung, vi du it nhit phan ngoai
bao ciia CTLA4 hogc thé dé)t bién cta ching két hop vao trinh tu protein khong phai cua
' CTLAA4, vi du CTLA4Ig (vi du dugc goi 1a ATCC 68629) hodic thé dot bién cua chung, vi
| du.LEA2‘9Y; céc chét tre ché phan tir bam dinh, vi du cac chit d6i khang LFA-1, cac chét
dbi khéhg ICAM-1 hoc -3, chit déi»kha’mg VCAM-4 hodc chit d6i khang VLA-4; hodc
cac cthét khang histamin; hodc cac thubc chita ho, hodc tac nhan 1am gidn phé quan; hogc

chit phong bé thu thé angiotensin; hodc tdc nhin chéng lay nhiém.

Néu (1, l-dioxo-hexahydro; 1lamda*6*-thiopyran-4-y1)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-
pyridin-3-y1)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1 ,4]oxazin-7-yloxy] -pyrolidin-1-yl}-metanon
& dang tinh thé khan dugc dung két hop voi didu tri wc ché midn dich/diéu bién mién
dich, khing viém, h(’)ab tri liéu hoac chéng 1y nhiém khéc, thi lidu luong cua chat trc ché
mién di'ch, chét didu bién midn dich, chit khang viém, tdc nhan hoa tri liéu hodc chét
chéng léy‘ nhiém dwgc ding dong thoi tAt nhién s& thay doi tiy theo thudc duoc ding
dong thi‘ﬁi, vi du néu nd 13 steroit hodc chét e ché canxineurin, tuy theo thudc cu thé

duqc' dung, tuy theo tinh trang bénh ly dugc diéu tri va van vAn.
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(1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6* -thiopyran—4-yl)-{(S)-3 -[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-

3-y1)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-l-yl}-metanon & dang
tinh thé khan con ¢6 thé duoc dung dé khai théc loi thé cua viée két hop v6i cac dugce
chét khéc d& didu tri bénh, dic biét 13 chc tic nhan chéng tang sinh khic. Céc tac nhan
chbng tdng sinh nay bao gbm, nhung khéng chi gi6i han &, aromataza céc chat e ché;
cac chét khang estrogen; cc chét {rc ché topoisomeraza I; cac chit wc ché topoisomeraza
II; céc hoat chat vi dng; cc tic nhan alkyl hoa; cac chét tc ché histon deaxetylaza; cac
hop chét, ma giy ré qué trinh biét héa té bao; cic chét @rc ché xyclooxygenaza; cac chit
tc ché MMP; cac chit e ché mTOR; cac Ché’_c chéng chuyén hoa chéng u; cac hop chét
platin; cac hop chit huéng dén dich/Iam giam hoat tinh cla protein hogc lipit kinaza va
‘cac hop chét chéng tao mach khdac nira; cac hop chét mé huéng dén dich, 1am gidm hodc
- Grc ché hoat tinh cuia protein hodc lipit phosphataza; cac chét chu van gonadorelin; khéng
androgen; cac chét tic ché methionin aminopeptidaza; bisphosphonat; tac nhén cai bién
dap ung sinh hoc; cac khang thé chdng tang sinh; cac chét e ché heparanaza; cic chat trc
ché dang dbng chirc ning gy bénh ung thu cua Ras; cic chit rc ché telomeraza; cic chat
{tc ché proteéls_om; cac tac nhan dugc diung dé diéu tri cac khdi u 4c tinh huyét hoc; cac
hop c!:hét ma hudng dén dich, lam giam hodc uc ché hoat tinh cua Flt-3; chét Gc ché

Hsp90; temozolomit (TEMODAL®); va leucovorin.

‘Thuat ngf "chét trc ché aromatazé"’ dugc dl‘ll’.lg trong ban mo ta nay dé chi hop chat ma uc
ché su sén sinh estrogen, tirc 13 budc chuyén hoéa co chét androstenedion va testosteron
1an luot thé‘mh estron va estradiol. Thuat ngit nay bao gdbm, nhung khong chi gi¢i han 6,
steroit, deflé biét 1a atamestan, exemestan va formestan; va, cu thé 1a, phi steroit, ddc biét
la aminoglutethimit, roglethifnit, pyridoglutethimit, trilostan, testolacton, ketoconazol,
vorozol, fadrozol, anastrozol va letrozol. Exemestan ¢6 thé duoc dung, vi du, & dang nhu
san phém dugc dua ra thi truong, vi dy, véi nhin hiéu AROMASIN. Formestan c6 thé
dugc dung, vi du, & dang nhu san phém duoc du:a ra thi truong, vi dy, véi nhan hiéu
LENTARON. Fadrozol c6 thé duoc dung, vi dy, & dang nhu san phém dugc dua ra thi
truong, vi dy, .v6i nhan hiéu AFEMA. Anastrozol co thé dugc dung, vi du, & dang nhu
san phém duoc dua ra thi truong, vi du, véi nhan hi¢u ARIMITX. Letrozol c6 thé duoc

dung, vi du, & dang nhu san phéni dugc dua ra thi truong, vi dy, véi nhan hiéu FEMARA
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hoic FEMAR. Aminoglutethimit c6 thé duoc ding, vi du, & dang nhu san pham duoc
dua ra thi trudng, vi du, v6i nhin hiéu ORIMETEN. Dang két hop theo sang ché chira tac
nhén héa tri 1iéu ma 12 chét tc ché aromataza 13 dic biét hitu dung ding dé diéu tri cac

khéi u duong tinh véi thy thé hormon, vi dy, u vi.

Thuat ngfxv "khéng estrogen" dugc dung trohg ban mo ta ndy dé chi hop chat ma lam mat
tac dung cua tac dong cua estrogen & murc do thu thé estrogen. Thuat ngft nay bao gom,
nhung khong chi gidi han ¢, tamoxifen, fulvestrant, raloxifen va raloxifen hydroclorua.
Tamoxifen c6 thé dugc dﬁqg, vi du, & dang nhu san phém duoc dua ra thi truong, vi du,
voi nhﬁp hiéu NOLVADEX. Raloxifen hydroclorua cé thé duogc dung, vi du, & dang nhu
san phém dugc dua ra thi truf;ng, vi du, v6i nhan hi€éu EVISTA. Fulvestrant c6 thé duogc
~ bao ché nhu da dugc bde 16 trong patent My s6 4,659,516 hodc n6 c6 thé duoc dung, vi
du, (’r! dang nhu san phém dugc dua ra thi truong, vi dy, voi nhan hiéu FASLODEX. Dang
két hb(_)*p theo sang ché chira tic nhan hoéa tri liéu ma 1a khang estrogen la dic biét hitu

dung dl‘mg @8 didu tri cac khdi u duong tinh d6i v6i thu thé estrogen, vi du, u vu.

Thuét ngtt "khang androgen" dugc dung trong ban md td nay dé chi chit bit ky ma co
kha ning tc ché cac téc-dung sinh hoc ctia cdc hormon androgen va bao gém, nhung
khong chi giéi han &, bicalutamit (CASODEX), ma c6 thé duge bao ché, vi du, nhu da
- duoge bc}é 16 trong patent My sb 4,636,505.

Thuat ngfrb v"qhét chu van gonadorelin" dugc dung trong ban mod ta nay, bao gdm, nhung
khéhg-chi gidi han ¢, abarelix, goserelin va goserelin axetat. Goserelin da dugc boc 10
trong patent My s6 4,.100,274 va c6 thé dugc ding, vi dy, & dang nhu san phim dugc dua
ra thi truong, vi dy, v6i nhin hi€u ZOLADEX. Abarelix c6 thé duogc bao ché, vi du, nhu
da duoc boc 16 trong patent My s6 5,843,901,

Thuét ngfr "chét (e ché topoisomeraza I" duge ding trong ban mo ta nay bao gbém, nhung
khong chi gigi -han 6, fopofecan, gimatecan, irinotecan, camptothecian va cic chat tuong
tu né, 9-nitrocamptothexin va thé tiép hop camptothexin dai phan tt PNU-166148 (hop
~ chét A1 trong cong b don quéc t& s6 WO 99/17804). Irinotecan c6 thé duoc dung, vi du,
o dang'hhu "san phém dugc dua ra thi truong, vi du, v6i nhan hiéu CAMPTOSAR.
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Topotecan ¢ thé duogc dung, vi dy, & dang nhu san phém duoc dua ra thi truong, vi duy,

v6i nhan hiéu HYCAMTIN.

Thuét ngit "chit e ché topoisomeraza II" duge ding trong ban md ta nay, bao gOm,
nhung khégg chi gigi han ¢, anthraxyclin, nhu doxoruﬁixin, bao g@)ln ché phém liposom,
vi du, CAELYX; daunorub.iXin; epirubixin; idarubixin; nemorubixin; anthraquinon
mitoxantron va losoxantron; va podophillotoxin etoposit va teniposit. Etoposit ¢ thé
duoc dﬁng, V1 dy, ¢ dang nhu san phém dugc dua ra thi truong, vi dy, véi nhan hiéu
ETOPOPHOS. Teniposit c6 thé dugc diung, vi du, & dang nhu san phdm duge dua ra thi
truong, vi du v6i nhin hiéu VM 26-BRISTOL. Poxorubixin c¢é thé duge dung, vi du, &
dang nhu san pham duoc dua ra thi truong, vi dy, véi nhin hiéu ADRIBLASTIN hoac
- ADRIAMYXIN. Epirubixin c6 the} duogc dung, vi du, & dang nhu san pham dugc dua ra
thi trufmg, vi du, voi nhan hiéu FARMORUBIXIN. Idarubixin c6 thé duoc ding, vi du, &
_ 'dang nhu san phém du’dc .du’a ra thi truong, vi du, v6i nhan hiéu ZAVEDOS. Mitoxantron
6 thé dugc dung, vi du, ¢'dang nhu san phém dugc dua ra thi truong, vi du, v6i nhan

hiéu NOVANTRON.

Thuat ngﬁ: "hoét chét vi 6ng" dugc dung @8 chi tAc nhan 1am bn dinh vi 6ng, tac nhan lam
mét .6n dinh vi dng va cac chét tic ché polyme héa microtublin bao gdm, nhung khong chi
gidi hé,lri &, taxan, vi du, paclitaxel va doxetaxel; vinca alkaloit, vi du, vinblastin, dac biét
la Vinbldsﬁn sulfat; vincristin, dac bi¢t 1a vincristin sulfat va vinorelbin; discodermolit;
cochixin; va epothilon va céc chit din xuit cua chiing, vi du, epothilon B hodc D hoic
c4c chit din xuét cua chiing. Paclitaxel c6 thé duoc dung, vi du, ¢ dang nhu san phém
- dugc dua ra thi truong, vi dy, TAXOL. Doxetaxel ¢ thé dugc dung, vi du, & dang nhu
san phém dugc dua ra thi t.rui)‘ng, vi dy, v6i nhan hiéu Taxoter. Vinblastin sulfat co thé
~ duoc dﬁng, vi du, & dang nhu sin phém dugc dua ra thi trudng, vi du, v6i nhan hiéu
VINBLASTIN R.P. Vincristin sulfat c6 thé duge dung, vi dy, & dang nhu san phém duoc
dua ra thi t_rtiimg, vi 'du, v61 nhan hiéu FARMISTIN. Discodermolit co thé thu duoc, vi
du, nilu d4 duogc boc 10 trong patent My s6 5,010,099. Ciing nim trong pham vi ctia sang
ché 13 cac chét din xudt epothilon ma da dugc boc 16 trong WO 98/10121, patent M§ s6
6,194,181, WO 98/25929, WO 98/08849, WO 99/43653, WO 98/22461 va WO
00/3;1 247. Buc_‘m dic biét vu tién Ia 'epothilonl A va/hoic B.
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Thut ngit "tic nhan alkyl héa" dugc dung trong ban mo ta nay, bao gém, nhung khong
chi gidi han &, xyclophosphamit, ifosfamit, melphalan hodc nitrosoure (BCNU hodc
' Gliadel). qulophosphamit c6 thé duge dung, vi dy, & dang nhu san pham duogc dua ra thi
truong, vi du, v6i nhan higu CYCLOSTIN. Ifosfamit c6 thé dugc dung, vi du, & dang nhu
san phém dugc dua ra thi truedng, vi du, véi nhan hiéu HOLOXAN.

Thuat ng& "cac chét e ché histon deaxetylaza" hodc "cac chét tc ché HDAC" duge dung
dé chi cdc hop chét ma rc ché histon deaxetylaza va ma c6 hoat tinh chong tang sinh.
Chiting bao gbm cac hop chét da boc 10 trong WO 02/22577, dic biét 1a N-hydroxy-3-[4-
[[(2-hydroxyetyl)[2-(1H-indol-3-yl)etyl]-amino]metyl]phenyl]-2 £-2-propenamit, N-
hydroxy-3-[4-[[[2-(2-metyl-1 H-indol-3-yl)-etyl]-amino]metyl]phenyl]-2 E-2-propenamit

va mudi duge dung ctia né. N6 con dic biét bao gdm axit suberoylanilit hydroxamic

(SAHA).

Thuat ngﬁ: "chit chéng chuyén héa chéng khdi u" bao gbm, nhung khong chi gigi han ¢,
5-ﬂoréxi1 hodc 5-FU; capexitabin; gemxitabin; cac tac nhan khir metyl hoa dbi véi ADN,
nhu 'S-azathidin va dexitabin; metotrexat va edatrexat; va cac chit d6i khéng axit folic,
'nhu’ 'pem'etxed. Capexitabin c6 thé duoc dung, vi du, & dang nhu sdn phém dugc dua ra
* thi truong, vi dy, v6i nhan hiéu XELODA. Gemxitabin c6 thé dugc dung, vi du, & dang
nhu san phém duoc dua ra thi truong, vi dy, vdi nhadn hiéu GEMZAR. Khang thé don
dong trastuzumab ma co thé 'dugc dung, vi dy, & dang nhu san pham dugc dua ra thi

truong, vi dy, voi nhan hiéu HERCEPTIN, ciing dugc bao gé)m.

Thuat hgﬁf "hop chét platin" dwgc ding trong ban md ta nay, bao gdm, nhung khong chi
gi¢i han (’f, .carboplatin, cis-platin, cisplatin va oxaliplatin. Carboplatin c6 thé dugc dung,
vi du, & dang nhu san phém duqc_ duara thi. truong, vi dy, voi nhan hiéu CARBOPLAT.
Oxaliplatin cé.thé dugc dung, vi dl,i, & dang nhu san phérn duoc dua ra thi truong, vi du.

'v6i nhan hiéu ELOXATIN.

Thuét ngit "cac hop chét hudng dén dich/1am giam hoat tinh cta protein hodc lipit kinaza;

hodc hoat tinh cta protein hodc lipit phosphataza; hodc cac hop chét chéng tao mach
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khéc" dugc dung trong ban mo ta nay, bao gdm, nhung khong chi gidi han o, chit e ché
protein tyrosin kinaza va/hodc chat trc ché serin va’hodc threonin kinaza hodc chét trc ché

» lipit kinaza, vi du,

a) cac hop chit huéng dén dich, lam giam hodc trc ché hoat tinh ctia thu thé yéu t6
sinh trudng ¢6 ngudn gde. tir tiéu cdu (PDGFR), nhu c4c hop chit ma huéng dén
dich, lam giam hoic Grc ché hoat tinh ciia PDGFR, dfc biét 1a céc hop cht ma tc
c_hé ‘Lhu thé PDGF, Vi.dl.l, chit din xuit cua N-phenyl-2-pyrimidin-amin, vi du,
imatinib, SU101, SU6668 va GFB-111;

b) céc hop chét hudng dén dich, lam gidm hodc tc ché hoat tinh caa thu thé yéu tb

sinh truong nguyén bao sgi (FGFR);

¢) cac hop chét hudng dén dich, 1am gidm hodc trc ché hoat tinh cta thu thé yéu to
sinh trwong kiéu insulin T (IGF-IR), nhu cac hop chit ma huéng dén dich, lam
giam héic tre ché hoat tinh ctia IGF-IR, dic biét 1a cic hgp chit ma e ché thy thé
IGF-IR, nhu cac hop chit da boc 1.(3 trong WO 02/092599;

d) cac hop chét huéng dén dich, lam giam hodc e ché hoat tinh ciia ho tyrosin

kinaza cua thu thé Trk;

¢) cac hop chéit huéng dén dich, 1am gidm hoic tc ché hoat tinh ctia ho tyrosin

kinaza ctia thu thé Axl;
f) cac hop chit huéng dén dich, 1am giam hodc e ché hoat tinh ctia thu thé c-Met;

g) cac hop chit hudng dén dich, 1am giam hodc tc ché hoat tinh cuia tyrosin kinaza

cta thy thé Kit/SCFR;

h) cac hop chat huéng dén dich, 1am giam hoic tc ché hoat tinh cta cac tyrosin
kinaza cua thu thé C-kit - (m@t ph?m cua ho PDGFR), nhu céc hop chat ma hudng
dén dich, lam giém hoic ¢ ché hoat tinh cta ho tyrosin kinaza cua thyu thé c-Kit,
dic biét 1a cac hop chat ma we ché thu thé c-Kit nay, vi dy, imatinib;

i) céc hop chét huéng dén dich, lam gidm hofe tre ché hoat tinh cita cdc thanh vién
cua ho c-Abl va cdc sin phim dung hop gen cta ching, vi du, kinaza Ber-Abl,
nhu cac hop chit ma huéng dén dich, lam gidm hoic trc ché hoat tinh cua thanh

vién thudc ho c-Abl va cdc san phim dung hop gen ctia chung, vi du, chat dan
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xuét N-phenyl-2-pyrimidin-amin, vi du, imatinib, PD180970, AG957, NSC
680410 hoac PD173955 tir ParkeDavis; '

j) cac hop chit huéng dén dich, 1am giam hoc G ché hoat tinh ctia cac thanh vién
cua protein kinaza C (PKC) va ho Raf gdm céc serin/threonin kinaza, cac thanh
vién qﬁa ho MEK, SRC, JAK, FAK, PDK va Ras/MAPK, hoic ho PI(3) kinaza,
z ,hoéc' thudc ho kinaza lién quan dén PI(3)-kinaza, va/hodc céc thanh vién ctia ho
kinaza phy thudc xyclin (CDK) va ddc biét la céc chét din xuét staurosporin di
boc 10 trong patent My s6 5,093,330, vi du, midostaurin; cac vi du vé& hop chit
khac nita bao gém, vi dy, UCN-01; safingol; BAY 43-9006; Bryostatin 1:
Peﬁfosine; Ilmofosine; RO 318220 va RO 320432; GO 6976; Isis 3521;
LY333 531/LY379196; céc hop chét isochinolin, nhu céc hop chét da boc 16 trong
WO 00/09495; FTIs; PD184352; hodc QAN697 (chét tre ché P13K);

_k) céc hogp chét huc'mg' dén dich, 1am giam hodc uc ché hoat tinh cua cic chét e
ché protein-tyrosin kinaza,. nhu céc hop chit ma hudng dén dich, lam gidm hodc
'ﬁc ché hoat tinh cta cac chit uc ché protein-tyrosin kinaza bao gdm imatinib
.mesylat (GLEEVEC) hodc tyrphostin. Tét hon, néu tyrphostin 12 hop chit phan tir
luong thép (Mr < 1500), hodc muéi dugc dung ctia chung, dac bi€t 1a hop chét
duiyc chon tir nhém benzylidenmalonitril hodc nhém gdm cac hop chit S-
arylben.zenmaloniril hodc quinolin_ co chit kép, dic biét hon nira 14 hop chét bat ky
dudc chon tir nhém bao gém Tyrphostin A23/RG-50810, AG 99, Tyrphostin AG
213, Tyrphostin AG.1748, Tyrphostin AG 490, Tyrphostin B44, chat dong phan
d6i anh Tyrphostin B44 (+), Tyrphostin AG 555, AG 494, Tyrphostin AG 556,
AG957 va axit adaphostin (4-{[(2,5-dihydroxyphenyl)metyl]amino}-benzoic
adama}ntyl este, NSC 680410, adaphostin; va

' 1) céc hop chét hudng dén dich, lam gidm hodc trc ché hoat tinh ctia ho yéu to sinh
tfuc’rrig biéu bi gdm cac tyrosin kinaza ctia thy thé (EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4 &
darig homodime ho#c heterodime), nhu cac hop chit ma huéng dén dich, 1am giam
hogc tic ché hoat tinh ciia ho thy thé yéu to sinh truéng biéu bi dic biét la cac hop
éhét, cdc protein hodc cic khang thé ma wc ché cac thanh vién cua ho tyrosin
kinaza cda thy thé EGF, vi dy, thu thé EGF, ErbB2, ErbB3 va ErbB4 hofc lién ket

v6i EGF hoic cac phdi tir lién quan dén EGF, va cu thé 1a cac hop chat, cac
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pr_otein hodc cdc khang thé don dong di boc 10 chung va cu thé trong WO
9.7/02'266‘, Vi du, hop chét theo Vi du 39, hoac trong EP 0 564 409; WO 99/03854;
.'EP 0520722; EP 0 566 226; EP 0 787 722; EP 0 837 063; patent My s6 5,747,498;
WO 98/10767;, WO 97/30034; WO 97/49688; WO 97/38983 va, dic biét 1a, WO
96/30347, vi dy, hop chét d3 duoc biét 1a CP 358774; WO 96/33980, vi du, hop
chit ZD 1839; va WO 95/03283 vi du hop chat ZM105180, vi du, trastuzumab
(HERCEPTIN), cetuximab, Iressa, Tarceva, QSI-774, CI-1033, EKB-569, GW-
2016, E1.1, E2.4, E2.5, E6.2, E6.4, E2.11, E6.3 hoic E7.6.3; va cdc chét dn xuét
7H—pyrolo-.[2,3-d]pyrimidin ma duéc boc 19 trong WO 03/013541.

~ Cac hop chéf[ chéng tao mach khac bao gbm cac hop chét c6 co ché hoat tinh khéc cia
chiing, vi dy, khong lién quan dén viée we ché protein hodc lipit kinaza, vi du, thalidomit

(THALOMID) va TNP-470.

Céc hop chit ma huéng dén dich, lam giam hodc e ché hoat tinh ctia protein hodc lipit
phosphataza vi du, 1a cac chét e ché cta phosphataza 1, phosphataza 2A, PTEN hodc

CDC25, vi du axit okadaic hodc chét din xuét cia chung.

Céac hop chit ma gy ra qua trinh biét hoa té bao vi du 1a axit retinoic, - y- hodc

~ §-tocopherol hoiic a- - hodc S-toéotrienol.

Thué:[ ngit xyclooxygenaza chét uc ché, nhu duoc dung trong ban mo ta nay, bao gom,
nhung thhg chi giéi han &, vi duy, cac ché‘; trc ché COX-2, axit 2-arylaminophenylaxetic
da duoc thé 5-alkyl va cac chit din xuét, nhu celecoxib (CELEBREX), rofecoxib
(VIOXX), etoricoxib, valdecoxib hodc axit 5-alkyl-2-arylaminophenylaxetic, vi du, 5-

metyl-2-(2'-clo-6'-floanilino)phenyl axit axetic hodc lumiracoxib.

Thuat ngfr:'l'biSphosphonat" dugc dung trong ban md ta ndy, bao gdbm, nhung khong chi
giéi han ¢, axit etridonic, clodronic, tiludronic, pamidronic, élendronic, ibandronic,
- risedronic va Zoled_ronic. "Axit etridonic" ¢ thé duoc dung, vi du, & dang nhu san phdm
duoc, dua ra 'thi trudng, vi dy, v6i nhan hiéu DIDRONEL. "Axit clodronic" ¢6 thé duoc

ding, vi du, & dang nhu san pham dugc dwa ra thi truong, vi dy, voi nhan hi¢u
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BONEFOS. "Axit tiludronic" ¢6 thé duge ding, vi du, & dang nhu san phim dugc dua ra
thi truong, vi du, v6i nhan hiéu SKELID. "Axit pamidronic” c6 thé duoc ding, vi du. &
dang nhu san phém dugc dua ra thi treong, vi dy, voi nhan hiéu AREDIA™. "Axit
alendronic" c6 thé duxjc dung, vi du, & dang nhu san phém dugc dua ra thi truong, vi du,
v6i nhan h"i.éu FOSAMAX. "Axit ibandronic" ¢6 thé dugc dung, vi dy, & dang nhu san
phém duqc dua ra thi truong, vi du, v6i nhan hiu BONDRANAT. "Axit risedronic" co
thé duoc dﬁng, vidy, ¢ dang nhu san phém dugce dua ra thi truong, vi du, v6i nhan hiéu
AC‘TQ_NEL. ."Axit zoledronic" ¢6 thé dugc dung, vi dy, & dang nhu sin phém dugc dua
ra thi truong, vi dy, v6i nhan hiéu ZOMETA. |

Thuit ngit "cac chét e ché mTOR" duoc dung @8 chi cac hop chat ma uc ché dich cua
rapamyxin ¢ dong vt c6 viu (mTOR) va c6 hoat tinh chéng tang sinh, nhu sirolimus

(Rapamune®), everolimus (Certican™), CCI-779 va ABT578.

Thuat ngtr "chét e ché heparanaza" dugc dung trong ban mo ta nay dé chi cac hop chét
ma hudng _dén dich, 1am giam hodc uc ché su thoai bién cta heparin sulphat. Thuét ngit

bao _g@)m, nhung khong chi gi¢i han &, PI-88.

Thuat ngit "tdc nhan cii bién d4p Gng sinh hoc" dugc dung trong ban md ta nay dé chi

lymphokin hodc interferon, vi du, interferon Y.

Thuét ngit "chét rc ché ctia dang ddng chirc ning giy bénh ung thu cua Ras", vi du, H-
Ras, K-Ras hodc N-Ras dugc dung trong ban md ta nay d& chi cac hop chit ma huéng
dén dich, lam giam hodc trc ché hoat tinh gdy bénh ung thu ctia Ras, vi du, "chét uc ché

farnesyl transferaza", vi du, L;744832, DK8G557 hodc R115777 (Zarnestra).

Thuét ngir "chét trc ché telomeraza" dwoc ding trong ban mo ta nay d& chi cac hop chat
ma hudéng dén dich, 1am giam hoic trc ché hoat tinh cta telomeraza. Cac hop chit ma
hudng dén dich, lam gidm hodc uc ché hoat tinh ctia telomeraza dic biét 1a cac hop chét

ma trc ché thu thé telomeraza, vi dy, telomestatin.
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Thuét ngi "chit Grc ché methionin aminopeptidaza" dugc dung trong ban mo ta nay dé
chi céc hop chit ma hudng dén dich, 1am giam hodc @c ché hoat tinh ctia methionin
aminopeptidaza. Cac hop chit ma huéng dén dich, 1am giam hoic e ché hoat tinh cia

methionin aminopeptidaza, vi du, la bengamit hodc chat dan xuit ctia ching.

Thuét ngit "chit trc ché proteasom" duge ding trong ban mo ta nay dé chi cac hop chat
ma hudng déq dich, lam gidm hodc tc ché hoat tinh ctia proteasom. Cac hop chit ma
huéng dén dich, 1am giam hodc e ché hoat tinh clia proteasom bao gom, vi du, PS-341

va MLN 341.

Thuat ngﬁ: b"c’hét trc ché proteinaza kim loai cua nén" hodc "chét trc ché MMP" duoc dung
trong ban md ta nay bao gdbm, nhung khong chi gi¢i han &, cac chét wre ché gia peptit va
khong giévpcptit céc.chét tc ché cua colagen, cac chit dan xuit cua tetraxyclin, vi du,
chit trc ché gia peptit ciia hydroxamat 1a batimastat va chit twong tu sinh kha dung qua
dudong miéng cia nd 1a marimastat (BB-2516), prinomastat (AG3340), metastat (NSC
683551) BMS-279251, BAY 1'2-9566, TAA211, MMI270B hodac AAJ996.

Thuét ngit "tac nhan duoc ding dé didu tri cac khdi u 4c tinh huyét hoc" duoc ding trong
~ ban md ta ndy bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, cac chét trc ché tyrosin kinaza kiéu
FMS, vi du, céc hop chét hliéng dén dich, 1am giam hoic tic ché hoat tinh cua cac thu thé
tyrosin kinaza kiéu FMS (F1t-3R); interferon, 1-b-D-arabinofuransylxytosin (ara-c) va
bis.ulfan; va céc chét ac ché ALK, vi du, céc hop chit ma hudng dén dich, lam gidm hodc

trc ché kinaza cua u bach huyét tu ghép.

Céc hop chit ma hliéng dén dich, 1am gidm hodc tc ché hoat tinh cua céc thu thé tyrosin
kinaza kiéu FMS (Flt-3R) dic biét 13 cac hop chit, cac protein hoic cac khang thé ma (rc
ché cac thénh vién cta ho thu thé kinaza Fit-3R, vi du, PKC412, midostaurin, chit dan
xuétb cua staurosporin, SU11248 va MLN518.

Thuét ngit "céc cht (e ché HSP90" dugc dung trong ban md ta nay, bao gdm, nhung
’ khéng-chi gi6i han &, cic hop chit huéng dén dich, 1am gidm hodc trc ché hoat tinh

ATPaza thuc cia HSP90; 1am thodi bién, huéng dén dich, 1am gidm hogc e ché cic
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protein khach cua HSP90 theo chu trinh ubiquitin proteasom. Céc hop chit hudng dén
dich, 1am giam hoic uc ché hoat tinh ATPaza thuc ciia HSP90 dic biét 1a cac hop chét,
cac protein hoac cac khéang thé ma e ché hoat tinh ATPaza cta HSP90, vi du, 17-
'alylamino,17-demetoxygeldanamyxin (17AAG), chit din xuét cia geldanamyxin, cac
hop chit khac c6 ljén quan dén geldanamyxin, cic chit trc ché radixicol va cac chét trc

- ché HDAC:

_ Thilélt ngit "cac khang thé chéng ting sinh" duoc dung trong ban md ta nay, bao gbm,
nhung ‘khéng chi giéi han &, trastuzumab (Herceptin™), Trastuzumab-DM1, erlotinib
(Taréevam), bevacizumab (Avastin™), rituximab (Rituxan®), PRO64553 (khang-CD40)
va khang t_hé 2C4. Khéng thé c6 nghia 13, vi dy, cac khang thé don dong nguyén ven, cac
khang thé da dong, cac khang thé da dic hiéu dugc tao ra tir it nhét hai khang thé nguyén
ven, va céé cac doan khéng thé chl‘Ing nao chﬁng thé hién hoat tinh sinh hoc mong mudn.
pé diéu tri bénh bach cu tuy bio cép tinh (AML), (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-
thiopyran-4-yl)-{(S)-3.- [1 -(Q-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3 -dihydro-1H-pyrido[3,4-
b][1,4]QXaZin-7-yloxy]—pyrolic_‘l‘in-l-yl}-metanon & dang tinh thé khan co thé dugc st
dung két hop v6i phép diéu tri bénh bach ciu chun, dic biét duf(.f(: két hop véi phép diéu
tri du(jc_ ap dung dé diéu tri AML. Cu thé, (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-
yD-{ (S)-3- [1 ;(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3 -yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-
7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-metanon & dang tinh thé khan c6 thé duoc dung két hop véi, vi
du, cac chét trc ché farnesyl transferaza va/hodc cac thude khac hiru dung dé diéu tri
AML, nhu daunorubixin, adriamyxin, Ara-C, VP-16, teniposit, mitoxantron, idarubixin,

carboplatin va PKC412.

(1,1 -dioxbo-hexahydro- llamda* 6*-thiopyran-4-yl)-{ (S);3 -[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-

3-y1)-2,3-dihydro- 1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-metanon & dang
tinh thé khan con c6 thé duqc: dung @& khai thac wu didm cua viée két hop véi cac duoc
chét khac dé diu tri bénh, dic biét 1 cic tdc nhin khéc chéng bénh sdt rét. Cac tac nhan
chéng bénh s6t rét néy bao gbm, nhung khong chi giéi han &, proguanil, chlorproguanil,
triméthoprim, cloquin, mefloquin, lumefantrin, atovaquon, pyrimethamin-sulfadoxin,
pyrimethafnin—dapson, halofantrin, quinin, quinidin, amodiaquin, amopyroquin,

~ sulphonamit, artemisinin, arteflen, artemete, artesunat, primaquin, NO ¢ dang hit vao, L-
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arginin, dipropylentri-amin NONOat (thé cho NO), Rosiglitzon (chét chi van PPARY),

than hoat tinh, Erythfopoietin, Levamisol, va pyronaridin.

~ Dang tinh thé khan clia (1,1-diolxo-hexahydro-llamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-
1netoxy4;5-métyl-pyridin-3 -yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]- |
pyrol"idin-l.-yl}-metanon con ¢o thé duoc ding dé khai thac loi thé cua viéc két hop voi
chc duge chit khac dé didu tri bénh, nhu duge ding dé didu tri bénh Leishmania, bénh
trung mii khoan, bénh nhiémbtoxoplasma va bénh 4u trung sén day than kinh. Céc tac
_nhéﬁ néy».bao.g(k)m, nhung khong chi gidi 'han &, cloquin sulfat, atovaquon-proguanil,
artemetéélumefantrin, quinin-sulfat, artesunat, quinin, doxyxyclin, clindamyxin,
' meglumin antimoniat, natri stibogluconat, miltefosin, ketoconazol, pentamidin,
amphoteriXin B (AmB), AmB liposom, paromomyxin, eflornithin, nifurtimox, suramin,
melarsoprol, prednisolon, benznidazol, sulfadiazin, pyrimethamin, clindamyxin,
trimetropim, sulfamethoxazol, azitromyxin, atovaquon, dexamethason, praziquantel,
albendazol, | beta-lactam, floquinolon, ‘ macrolit, aminoglycosit, sulfadiazin va

pyrimethamin.

CAu tric clia cdc hoat chit x4c dinh dugc theo ma sb, tén thong thudng hodc tén thuong
mai c6 thé dugc 14y tir phién ban that cla ban trich yéu chuan "The Merck Index" hodc tur

~ céc co sO dir liéu, vi du, Patents International, vi du, IMS World Publications.

Céc hop chit néu trén, ma c6 thd dugc st dung két hop véi dang tinh thé khan (1,1-
| dioxo-hexahydro-11lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-
2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-metanon, c6 thé duoc
diéu ché va dut_rc dung nhu da dugc boc 19 trong linh vue k¥ thuét nay, nhu trong cac tai

liéu néu trén.

(1,1-'dioxo-hexahydro-1lamda*6*‘-thiopyran-‘4-y1)—{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-
:3—yl)-2,3‘-dihydr0-1H-pyrid0[3,4-b][1,4]0xazin-7-y10xy]-pyrolidin-l-yl}-metanon ¢ dang
tinh thé khan con ¢6 thé dugc ding dé khai thac l¢i thé cua viéc két hop véi cac quy trinh

diéu tri d3 biét, vi du, cach dung cic hormon hodc dic biét la chiéu xa.
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Cu thé, (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-
pyridin-3 -yl)-2,3 -dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4] oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-metanon
& dang tinh thé khan c6 thé dugc ding 1am chit cam thu phong xa, dac biét la dung dé

diéu tri cac khoi u ma the hién tinh man cdm kém doi v6i phép di€u tri bang phong xa.

;Thuét ngit "két hop" c¢6 nghia la dugc két hop ¢d dinh vao dang don vi mot liéu, hoac kit
gdm cac phan dé dung két hop, trong d6 (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-
yD-{(S)-3-[1-(6-metoxy-5 —rﬁetyl-pyridin—3-yl)-2,3 -dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-
7-y10xyj-pyr01idin—l-yl}-meta.non & dang tinh thé khan va ddi tac két hop co thé duoc
- dung doc lép tai cing mot thoi diém hoic riéng ré trong cc khoang thoi gian ma dic biét
cho phe’p déi téc két hop thé hién tac dung hop téc, vi du, tic dung hiép ddng, hodc két
hop cﬁc tidc dung nay theo céach bét ky. Cac thuét ngit “ding ddng thoi” hodc “ding két
hop” hodc ééc thuat nglt twong tu duogc ding trong ban mo ta niy nhim dé bao gdm viéc
dung dbi tac két hop da dugc chon cho mot dbi tuong c6 nhu cAu diéu tri (vi du, bénh
,nhén'), va du dmh bao gdm céc phac dd diéu.tri ma trong d6 cac tic nhan khong nhat thiét
dugc dﬁhg qua cing mot dudng ding hojc tai cing mot thoi diém. Thuét ngir “duoc
phim két hgp” dugc dung trong bdn mo ta nay c6 nghia 1a san phim ma tao ra dugc bing
cach tr@h hozc két hop nhiéu hon mot hoat chét va bao gém ca viée két hop ¢b dinh va
viée két hop khong cb dinh céac hoat chit. Thuét ngir “két hop cb dinh” c6 nghia 14 cac
hoat chét, vi du (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-metoxy-
5-metyl-pyridin-3-y1)-2,3-dihydro- IH-pyrido[3,4-b][ 1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-
metanon ¢ dang tinh thé khan va di tac két hop, ca hai dugc cho bénh nhan dung dong
thoi & dang mot thé hodc mot lidu. Thuat ngit “hdn hop khong cb dinh” c6 nghia la cac
hoat chét, vi du (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[ 1-(6-metoxy-
5-metyl-pyridin-3-y1)-2,3-dihydro- 1H-pyrido[3,4-b][ 1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-
metanon) & bdang tinh thé khan va dbi tac két hop, ca hai duoc cho bénh nhan dung &
dang cac thuc thé riéng ré ¢ling mot lic, dbng thoi hoic 14n lwot va khong gi6i han thoi
gian cu'thé,v trong d6 cach dung nay tao ra lugng hitu hi€u dé diéu tri bénh cua hai hop
chét trong co thé ciia bénh nhan. Céch tht hai nay 4p dung cho cich diéu tri hdn hop, vi
du c_éch"dfmg ba hodc nhiu hoat chét.
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Vi du thue hién sang ché
- Chi tiét thir nghiém:

Céc vi du du6i ddy nhim dé& minh hoa sang ché va khéng nén dugce hiéu 1a giéi han pham
i clia sang ché. Nhiét do dugc thé hién theo nhiét do Bach phan. Néu khong ¢6 quy dinh
khac, tit ca cc buéc lam bay hoi dugc thuc hién & didu kién 4p sudt giam, thuong 14 nim
trongj khoang tir 15mm Hg dén 100mm Hg (= 20mbar dén 133mbar). Céu tric cua céc
san phdm cubi cung, cac chit trung gian va nguyén liéu ban d4u dugc xac nhan theo cac
phuong phap phan tich chuén,.vi du, cac dic tinh vi phén tich va céc dic tinh quang pho,
vi du, MS, IR; NMR. Céc chir viét tit duqé su dung 14 thong thuong trong linh vuc k¥
thuét nay. '

Tht ca ¢ac nguyén liéu ban d?_ui, cac khéi.két cAu, cac chét phén g, céc axit, cac bazo,
c4c tac nhan loai nude, cac dung moi, va cac chit xuc tac duge dung dé téng hop céc
dang theo sang ché co ban trén thi truong hoéc c¢6 thé dugc tao ra theo cdc phuong phép
tbng hop hitu co ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuét nay da biét
(Houb'en—Weyli 4th Bd. 1952, Methods of Organic Synthesis, Thieme, Volume 21). Ngoai
ra, cac dang theo sang ché c6 thé duc_r.c tao ra theo cac phuong phap tdng hop hitu co ma
- ngudi cd hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thudt nay da biét nhu duoc thé hién trong

cac vi du dudi day.

Céc chir viét it

ACN - axetonitril

AcOH axit axetic

ag. nuéc

Boc ' tert-butoxycarbonyl

BocO - ~ di-tert-butyl dicacbonat

tBu tert-butyl |

tBuOH tert-butanol |

BrettPhos 2-(dixyclohexylphosphino)-3,6-dimetoxy-2'-4'-6'-triisopropyl-1,1'-
- biphenyl
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- coMU

conc.

dd
dba
' DCM
DEA
'DEAD

DEAP -

DIPEA
DMF
DMME
' DMSO
DPPA
DPPF
EDC
eq.
ESI
EtsN :
EtO
EtOAc
EtOH

HATU
HBTU

HMDS

HOBT
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vach don'r(f)ng
(1-xyano-2-etoxy-2-oxoetylidenaminooxy)dimetylamino-

morpholino-carbenium hexaflophosphat

dac

- ngay

vach doi

vach doi kép
dibenzylidenaxeton
diclometan
dietylamin

dietyl azodicarboxylat

- dietylaminopyridin

diisopropyletylamin

dimetylformamit

dimetoxymetan N

dimetylsulfoxit

diphenylphosphoryl azit

LI’ -bis(diphenylphosphino)feroxen
1-(3-dimetylaminopropyl)-3-etylcarbodiimit hydroclorua
duong luong

ion héa phun dién tir

trietylamin

dietylete

etyl axetat
etanol

gio

O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N'’, N'-tetrametyluroni hexaflo-
- phosphat |
O-(1H-benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N -tetrametyluroni hexaflo-

phosphat |

| hexametyldisilazan

1 -hydroxy-benztriazol
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HPLC
IPA
LCMS
mCPBA
MeOH
m

min

MS

mw

NaOtBu
NP

OBD

- Pda(dba)s

PL-HCOs; MP SPE

prep.
PPhs

q
Rac-BINAP
RP :
Rt

rt ‘
RuPhos

sat.

SCX-2 .
soln.

t

TBME
TBAF
TBDMSCi
-XPhos
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sac ky 1dng cao ap
isopropanol
sdc ky long va do pho khoi

axit meta-cloperoxybenzoic

"~ metanol

da vach .

phut

- phd khéi

vi song

| phd cong hudng tir hat nhén

natri tert-butoxit
pha thuong

ty trong ting t6i wu

tris(dibenzylidenaxeton)dipaladi

khay bicacbonat d& bang polyme dé loai bo axit
diéu ché
triphenylphosphin

vach bon

triét quang 2,2'-bis(di—p-tolylphosphino)- 1,1'-binaphtyl

pha dao

thoi gian qu

nhiét do trong phong
2-dixyclohexylphosphino-2',6'-di-isopropoxy-1,1'-biphenyl
bao hoa/no

polystyren 18 to axit sulfonic d& bang polyme

dung dich

vach ba

tert-butyl metyl ete

tetrabutylamoni florua

z‘ert—bulyldimetyléilylclorua tetrametyl-t-butyl

2-di-t-butylphosphino-3,4,5,6-tetrametyl-2’,4°,6’-triisopropy|-

biphenyl
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TFA - axit trifloaxetic

THF tetrahydrofuran

TLC sdc ky 16p mong

UPLC 1 _ sdc ky 16ng hiéu suét siéu cao

XPhos ) 2-dixyclohexylphosphino-2’,4°,6’-triisopropylbiphenyl
Pd[RuPho_s] ' (v2-dixyclohexﬂphosphih0-2',6'-diis0pr0pyl- 1,1'-biphenyl)(2-(2-

aminoetyl)phenyl)paladi(Il)
Thiét bi vi séng duqc st dung 12 Biotage Initiator®

Tét ca cac hop chét dugc goi tén biang cach ap dung AutoNom.

Théng tin chung vé séc ky

Phwong phip LCMS M1 (Rtsi)
Kich thuéc cot HPLC: 2,1 x 50mm

Loai ¢t HPLC: Acquity UPLC HSS T3, 1,8um

Dich rtra giai HPLC: A) nude + 0,05% thé tich axit formic + 3,75mM amoni axetat
| B) ACN + 0,04% thé tich axit formic

Gradien HPLC: © 2% dén 98% B trong thoi gian 1,4 phut, 98% B 0,45 phut, luu

tbc = 1,2ml/phut
HPLC-nhiét d6 cia cdt: ~ 50°C

Phwong phap LCMS M2 (Rtwmz)
Kich thuée cot HPLC: 2,1 x 30mm

Loai ¢4t HPLC: Ascentis Express C18, 2,7um

Dich rira giéi HPLC A) nudce + 0,05% thé tich axit formic + 3,75mm amoni axetat
R B) ACN +0,04% thé tich axit formic

Gradien HPLC: 2% dén 98% B trong thdi gian 1,4 phut, 0,75 phut 98% B. luu

tbc = 1,2ml/phut
HPLC-nhiét d6 ctia cot:  50°C

Phwong phip LCMS M3 (Rtys)
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Kich thuée cot HPLC:
Loai cot HPLC:
Dich rtra giai HPLC

Gradien HPLC:

HPLC-nhiét 6 cta cot:

26951

2,1 x 30mm »
Ascentis Express C18, 2,7pm
A) nude + 0,05% thé tich axit formic + 3,75mm amoni axetat

B) ACN + 0,04% thé tich axit formic

- 2% dén 98% B trong 8,5 phut, 1 phit 98% B, luu toc =

1,2ml/phut
50°C

- Phuong phap LCMS M4 (Rtwq)

Kich thuée cot HPLC:
Loai é@t HPLC:

Dich rta giai HPLC
Gradien HPLC_:

HPLC-nhiét do cua cot:

4,6 x 50mm

SunFire C18, Suym

A) nude + 0,1% thé tich TFA, B) ACN +0,1% thé tich TFA
5% dén 100% B trong thoi gian 8,0 phut B, luu toe =
2ml/phﬁt |

- 40°C

Phwong phip LCMS M5 (Rtws)

Kich thuée cot HPLC:
Loai cot HPLC:

Dich rira giai HPLC
Gradien HPLC:

B0 do:

0,46x25cm

Chiralcel OJ-H (1189)
EtOH/MeOH theo ty 1€ 60:40

ding dung moi, luu tbc =0,5ml/phut

UV 220nM

Phuong phiap LCMS M6 (Rtwe)

Kich thuéce cdt HPLC:
Loai cdt HPLC:

Dich rtra giai HPLC
Gradien HPLC:

HPLC-nhiét d9 cta cot:

2,1 x 30mm

Ascentis Express C18, 2,7um

A)nude + 0,05% TFA, B) ACN + 0,04% TFA

2% dén 98% B trong thoi gian 1,4 phut, 0,75 phat 98% B, luu
tbc = 1,2ml/phut ’

50°C

Phwong phap LCMS M7 (Rtwm7)
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Kich thude cot HPLC:
" Loai c6t HPLC:

Dich rira giai HPLC
Gradien HPLC:

HPLC-nhiét do cia cot:
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~ 2,1 x30mm

Ascentis Express C18, 2,7pm

A) nuée + 0,05% TFA, B) ACN + 0,04% TFA

10% dén 95% B trong 3,0 pht, 1 phit 95% B, luu tbc =
1,2ml/phut

50°C

Phwong phiap LCMS MS (Rtus)

Kich thuéc cot HPLC:
Loai cot HPLC:
Dich rira giai HPLC:

Gradien HPLC:

2,1 x 30mm

Ascentis Express C18 2,7um

 A) nuée + 0,05% axit formic + 3,75mM amoni axetat, B)

axetonitril +0,04% axit formic

10% dén 95% B trong 3,0 phut, luu téc = 1,2ml/phut

Phuong phiap LCMS M9 (Rtyo)

Kichthudc ¢t HPLC:
Loai cot HPLC:
Dich rtra gidi HPLC:

:Gradien HPLC:

2,1 x 30mm
Ascentis Express C18 2,7um
A) nudc + 0,05% axit formic + 3,75mM amoni axetat, B)

axetonitril +0,04% axit formic

~ 10% B tir 0,0 phat dén 0,5 phat sau d6 tir 0,5 phut dén 3,0

phit gradien 10% dén 95% B, luu téc = 1,2ml/phut

Phwong phap LCMS M10 (Rtuio)

Kich thuéc cot HPLC:
Loai cot FHPLCA: |
Dich rira gii HPLC:
Gradien HPLC:

2,1 x 50mm

Acquity UPLC BEH C18 1,7pm

A) nudc + 0,1% thé tich axit formic, B) axetonitril

20% dén 25% B trong 1,00 phut, sau d6 25% dén 95% B
trong 3,20 phut, sau d6 95% dén 100% B trong 0,10 phut, sau
d6 100% trong 0,20 phit, luu tée = 0,7ml/phut

Phwong phap LCMS M11 (Rtm11)

Kich thuée cot HPLC:

2,1 x 50mm
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Loai cot HPLC: ‘
Dich.rtra giai HPLC:
Gradien HPLC:
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Acquity UPLC BEH C18 1,7um

A) nuée + 0,1% thé tich axit formic, B) axetonitril

5% dén 10% B trong 1,00 phut, sau d6 10% dén 90% B trong
3,00 pht, sau d6 90% dén 100% B trong 0,10 phut, sau dé
100% trong 0,40 phut, luu tdc = 0,7ml/phut

~ Phwong phép LCMS M12 (Rtw)

Kich thuge cOt HPLC:
Loai ¢dt HPLC:

Dich rtra giai HPLC:
Gradien HPLC:

2,1 x 30mm

Ascentis Express C18 2,7um

A) nuée + 0,1% thé tich TFA, B) axetonitril

10% dén 95% B trong thdi gian 1,7 phat va 1,2ml/phut lam
lwu tdc dung méi va sau d6 95 5 B trong thoi gian 0,7 phit,

lwu tde = 1,4 ml/phtit.

Phwong phap LCMS M13 (Rtm13)

Kich thuée cot HPLC:
Loai cot HPLC:

Dich rira giai HPLC:

~ Gradien HPLC:

- 2,1 x30mm

Ascentis Express C18 2,7um
A) nude + 0,05% axit formic + 3,75mm amoni axetat, B)
axétonitril +0,04% axit formic

10% dén 95% B trong 3,7 phut, luu téc = 1,2ml/phit

Phwong phap LCMS M14 (Rtm14)

Kich thuéc cot HPLC:
Loai cot HPLC:
Dich rtra gidi HPLC

Gradien HPLC:
1,2ml/phut

2,1 x 30mm
Ascentis Express C18, 2,7um

A) nuée + 0,05% axit formic + 3,75mm amoni axetat, B)

~ axetonitril +0,04% axit formic

10% dén 95% B trong 1,5 phut, 1 phut 95% B, luu toc =

Phwong phap LCMS M15 (Rtmus)

Kich thuéc cot HPLC:
Loai cot HPLC:

0,46x25cm
Chiralcel OD-H (1194)
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Dich rira giai HPLC Hexan/EtOH 50:50 + 0,05% DEA
‘Gradien HPLC: ~ ding dung méi, luu tée =0,5ml/phit
B6 do: UV 220nm

Phuong phiap LCMS M16 (Rtwmis)
. Kich thude ¢ot HPLC: 2,1 x 50mm

Loai cot HPLC: Acquity UPLC HSS T3, 1,8um

Dich!r‘tra giéi_HPLC: - A) nuge + 0,05% thé tich axit formic + 3,75mm amoni axetat
 B)ACN+0,04% thé tich axit formic

Gradien HPLC: 5% dén 98% B trong thoi gian 1,4 phut, 98% B 0,4 phut, luu

téc = 1,0ml/phit’
HPLC-nhiét do ciia cot: ~ 60°C

Nhiéu xa bt tia X

: Dl_ing cu:
Phwong phap X1
Dung cu | | Bruker D8 GADDS Discover
Chiéu xa CuKa (40kV, 40mA)
Thiét bi do Thiét bj do ving HI-STAR
Khoang quét ~ 6° dén 39° (tri 56 2 theta)

Xic dinh nhiét d néng chay:

Nhiét dé néng chay duoc xac dinh theo phan tich do nhiét luong quét vi phan (DSC).
DSC l1a nhu dugc ghi trén DSC Q2000 do TA Instruments cung cap bang cach sir dung
| tdc do dun néng 10°C/phut. Mau 0,6mg duge cin vao chdo nhdom chuén (chdo + nép, TA
900786.901, 900779.901). Dung cu nay dugc vin hanh bing cich st dung phin mém
Thermal Advantage Q-Series V.2.6.0.367 va phin mém Thermal Advantage V4.6.9. Céc
hién twgng nhiét dugc xac dinh tinh chét bing cach st dung Universal Analysis V4.3A
Build 4.3.0.6. Cac mau dugc do so v6i chae mau khong c6 16 pin. Mau nay duge xu Iy

theo quy trinh dudi day:
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Budc 1: CAN BANG & 0°C
~ Buéc 2: Ramp 10°C/phit dén 300°C

Vi du F1: (1,l-dioxo-hexahydro-llamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3—[1-(6-met0xy—5
-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydr0-1H-pyrido [3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-

yl}-metanon

Pd,(dba),
_ (CH,) -t-butyl-X-Phos
H BH,.THF, THF, - KOH. dioxan / H20
Cl l X _NTO 1gm 75°C ﬁ/;( j 5 gid, 100°C
N~
O b)

Csonyek %
N _oH NaH. DME
al 1
[ ‘ o 18 giv,, 80°C [ [\/N——Q
N _N

0] v c)
=N / , \O
N/ °
E N™ ™
Pd,(dba),, XPhos, o TFA, DCM,
NaOtBu, dioxan o 18 gid, nhiét do trong phong
2 giv, 100°C N O, _—
d ] [ N CN—QO% )
) 07 NF
~N \o
O 3 Ho . /O . N \
NT ' SSO |
| 0 =
: HBTU, DIPEA, N o
DMF, 1 gio, nhxet do trong phong [ _ l AN /,,C/N
NH N
[ ﬁ C/ : 07
370
O

a) 7-clo-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin
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Dung dich chira 7§c10-1H-pyrido[3,4-b][1_,4]oxazin-2-on (s6 dang ky san pham CAS
928118-43-8) (3,70g, 20mmol) trong THF (63ml) dugce xt ly bang BH;*THF (1M trong
THF, 47ml, 47mmol). H8n hop phan g niy duge khudy & 75°C trong thoi gian 1 gio,
sau d6 dugc lam ngudi dén nhiét do trong phong va duoc tdi bang metanol (24ml,
600mmol). Hon hop phan tng nay dugc co & didu kién 4p suét giam va can dugc lay di
cung voi. EfOAc va ria b%mg_dung dich nuéc NaHCO3 bao hoa. Lép hitu co duoc lam
© kho trén MgSOs4, loc vaco ¢ didu kién 4p suét giam dé tao ra san phém néu & dé muc nay
¢ dang rin méu vang nhat (3,3g, hiéu suét 96%).

UPLC Ry =0,47 phot; ESIMS: 171 [(M+H)'].

"H NMR (400MHz, DMSO-ds): 8 7,53 (s, 1H), 7,11 (br s, 1H), 6,47 (s, 1H), 4,09 (t, 2H),
3,17-3,38 (m, 2H). |

b) 2,3-dihydr0-1H-pyrid0 [3,4-b] [1,4] oxazin-7-ol

Hdn hop gbm 7-clo-2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin (1,08g, 6,33mmol), dung
dich nuéc KOH (1,07g, 19mmol KOH trong 5,4ml nuéc), 2-di-t-butylphosphino-3,4,5,6-
tetrametyl-2°,4°,6-tri-i-propylbiphenyl 98% (0,30g, 0,63mmol) va Pdx(dba); (0,29g,
0,32mmol) trong dioxan (32,5ml) dugc loai khi ba 1an bang nito, ng nghiém nay duge
bit kin va hén hop phan g nay dugc khudy & 100°C trong thoi gian 5 giv. Sau khi lam
giam'nhiét do dén nhiét do trong phong, hdn hop phan tng ndy dugc loc qua hyflo, rira
bing EtOAc va metanol. Céc dich loc dugc .cé va hop chit néu ¢ dé muc nay thu duogc
sau khi sic ky cuc nhanh trén silicagel (DCM/MeOH, theo ty 1€ 98:2 dén 75:25) ¢ dang
can mau cam (660mg, hi¢u suit 69%)

UPLC Rtmi =0,34 phit; ESIMS: 153 [(M+H)].

"H NMR (400MHz, DMSO-de): 6 10,33 (br s, 1H), 7,03 (brs, 1H), 6,71 (s, 1H), 5,15 (s,
1H), 3,95 (£, 2H), 3,25 (m, 2H).

¢) tert-butyl este cia axit (S)-3-(2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4] oxazin-7-yloxy)-
pyrolidin-l-'cavrbo‘xy'lic |

Duné dich»khan chira 2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-o0l (0,66g, 4,34mmol)
va tert-butyl este clia axit (R)-3-metansulfonyloxy-pyrolidin-1-carboxylic (s6 dang ky san
phim CAS127423-61-4) (1,73g, 6,51mmol) trong DMF (40ml) duoc xir 1y bang natri
vhydr_‘ua (60% t.rong dau khoéng, 0,21 g, 8,681ﬁmol) va hdn hop phan tng nay dugc khudy
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& 80°C trong thoi gian 18 gid. Sau khi 1am gidm nhiéf d6 dén nhiét do trong phong, hon
hop phan ﬁﬁg héy dugc pha lodng bing TBME va rira bang dung dich nuéc NaHCO; bio
hoa. Lép hitu co dugce lam kho trén MgSOs, loc, ¢d va hop chéf néu & dé muc nay thu
duoc sau khi sic ky cuc nhanh trén silicagel (xyclohexan/EtOAc, theo ty 1& 95:5 dén
30:70Q) & dang dAu mau vang (1,035g, 75% do tinh khiét, hiéu sudt 56%)

UPLC Rt =0,65 phiit; ESIMS: 322 [(M+H)*].

'H NMR (400MHZ, CDCl): 6 7,54 (S, 1H), 5,86 (s, 1H), 5,42 (br s, 1H), 4,25-4,41 (m,
1H), 4,19 (t, 2H), 3,38-3,66 (m, 6H), 2,00-2,18 (m, 2H), 1,46 (d, 9H).

d) tert-butyl este cta aiit (S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)—2,3-dihydro-lH-
pyrido [3,4-b] [1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-carboxylic

Hon hqb gbm tert-butyl este ctia axit (S)-3-(2,3-dihydro-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-
yloxy)-pyrolidin-1-carboxylic (254mg, 0,79mmol), 5-bromo-2-metoxy-3-metylpyridin
(s dang ky san phim CAS 760207-87-2) (208mg, 1,03mmol), XPhos (30mg,
0,061'nm01)', va NaOtBu (167mg, 1,74mmol) trong dioxan (6ml) dugc loai khi bang argon
trong thoi gian 5 phut, sau do Pdi(dba)3 (29mg, 0,03mmol) duoc bd sung vao. Ong
nghiém néy duoc nap argon, dugc ddy kin va hdn hop phan Gng nay duogc khudy ¢ 100°C
trong thoi gian 2 gio. Sau khi lam gidm nhiét do dén nhiét do trong phong. hon hop phan
ung nay duge loc qua hyflo, rira bang EtOAc va cac dich loc dugc rua bang dung dich
- nude NaHCOs bdo hoa. Lép nudce dugc chiét lai hai 1An bing EtOAc, cac 16p hitu co két
hop dugc lam kho trén Naz‘SO4, loc, ¢6 va hop chit néu & d& muc nay thu dugc sau khi
sic ky éuc nhanh trén silicagél (heptan/EtOAc, theo ty 1€ 100:0 dén 50:50) & dang gdm
trong (274mg, hiéu suit 78%). UPLC Rty =1,20 phuat; ESIMS: 443 [(M+H)"].

'H NMR (400MHZ, CDCL): & 7,93 (d, 1H), 7,61 (br s, 1H), 7,30-7,35 (m, 1H), 5,71 (s,
1H), !5,34-5,46 (m, 1H), 4,31 (br s, 2H), 3,99 (s, 3H), 3,68 (t, 2H), 3,34-3,62 (m, 4H),
2,23 (s, 3H), 2,01-2,09 (m, 2H), 1,44 (s, 9H).

¢) 1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-7-((S)-pyrolidin-3-yloxy)-2,3-dihydro-1H-pyri-
do[3,4-b][1,4]oxazin |

Dung dich chira tert-butyl, este cua axit (S)-3-[1-(6-metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-
dihydro-1H-pyrido[3,4-b][ 1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-carboxylic (364mg,
0,82mmol) trong DCM (6ml) dugc xtr ly bé‘mg TFA (0,63ml, 8,23mmol) va hdn hop phan
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tng nay duge khudy & nhiét do trong phong trong thoi gian 18 gio, sau d6 dugc t6i bang
dung dich nuéc NaHCOs béo hoa va chiét bang DCM. Lép hitu co duoc 1am kho trén
MgSOs4, loc va cb & didu kién ap subt giam dé tao ra san pham néu ¢ dé muc nay ¢ dang
_déu mau do, ma dugce sir dung & bude tiép theo khong can tinh ché thém (313mg, d9 tinh
khiét 90%, hiéu suét dinh luong).

UPLC Rimi=0,65 phiit; ESIMS: 343 [(M+H)"].

'HNMR (400MHz, CDCL): 8 7,93 (d, 1H), 7,62 (s, 1H), 7,32 (d, 1H), 5,70 (s, 1H), 5,26-
5,36 (m, 1H), 4,31 (t, 2H), 3,99 (s, 3H), 3,67 (t, 2H), 2,95-3,15 (m, 3H), 2,81-2,92 (m,
1H), 2,22 (s, 3H), 1,98-2,10 (m, 1H), 1,79-1,90 (m, 1H).

f) "(1,1-’dioXo-hexahydro-llamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)—3-[1-(6-met0xy-5-metyl-
pyridin-3-yl)-2,3-dihydroe-1H-pyrido[3,4-b][1,4]oxazin-7-yloxy]-pyrolidin-1-yl}-
metanon | |

Dung dich chira axit 1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-carboxylic (s6 ding
ky san phdm CAS64096-87-3) (106mg, 0,59mmol) trong DMF (4ml) dugc xur 1y bing
- HBTU (225mg, 0,59mmol) va DIPEA (0,24ml, 1,37mmol). Dung dich mau cam tao ra
duoc khudy & nhiét do tron'g phong trong thoi gian 5 phut, sau d6 dung dich chtra 1-(6-
metoxy;S -metyl-pyridin-3-yl);7-((S)-pyrolidin-3 -yloxy)-2,3-dihydro- 1H-pyrido[3,4-b]-
[1,4]oxazin (156mg, 0,46mmol) trong DMF (2ml) dugc bd sung vao. Hon hop phan tmg
nay duqc khila?iy o nhiét do trong phong trong thoi gian 1 gio, sau d6 dugc c6 ¢ diéu kién
ap suét giam va cgn dugc 14y di ciing v6i DCM va rira bang dung dich nuéc NaHCO; bao
hoa. Lép hfru co dugc lam kho bing cach cho né qua khay tach pha, cd va hop chét néu &
d& muc nay thu dugc sau khi sic ky SFC (cot DEAP (250mm x 30mm, 60A. Sum)
Princeton, graéien 11% dén 16% fnetanol tro.ng CO; si€u t6i han trong thoi gian 6 phut) o
dang rén hoi bat mau (112mg, higu sut 49%).

 UPLC Rtmi =0,81 phit; ESIMS: 503 [(M+H)"].

'H NMR (400MHz, DMSO-dg): & 8,01 (s‘, 1H), 7,61 (m, 1H), 7,52 (d, 1H), 5,52 (d, 1H),
5,24-5,43 (m, 1H), 4,26 (br s, 2H), 3,89 (s, 3H), 3,59-3,79 (m, 3H), 3,41-3,56 (m, 2H),
3,21-3,39 (m, 1H), 2,98-3,21 (m, 4H), 2,67-2,83 (m, 1H), 1,84-2,20 (m, 9H).

"H NMR (600MHz, DMSO-ds): & 8,01 (s, 1H), 7,63-7,59 (m, 1H), 7,55-7,51 (m, 1H),
5,55-5,51 (m, 1H), 5,43-5,24 (m, 1H), 4,29-4,22 (m, 2H), 3,90 (s, 3H), 3,80-3,60 (m,
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2H), 3,56-3,37 (m, 3H), 3,28-2,99 (m, 5H), 2,89-2,66 (m, 1H), 2,19-2,09 (m, 4H), 2,08-
1,98 (m, 2H), 1,98-1,86 (m, 3H). |

Két tinh hgp chét thu dwoc theo Vi du F1 bing cich lam néng va lam ngudi trong
_ isopropanol / dietyl ete |

474mg hop Ch.ét theo Vi du F1 & dang v dinh hinh dugc tao huyén phu trong 1,4ml
isopropanol. H3n hop nay dugc ting nhiét o dén 70°C va khudy ¢ 70°C dé cho phép hoa
tan hoaﬁ toén hop chét theo Vi du F1. Dung dich nay dugc 1am nguodi dén nhiét do trong
phong, cén dang keo duqc tao ra. 2ml dietyl ete dugc bd sung vao va huyén phu dédc dugc
khudy troﬁg th'(‘riv gian 48 gio. Huyén phu mau tring dugc tao ra. Huyén phu nay duoc loc
va chét rén duoc 1am kho & 40°C, 15mbar. Bot min mau tring thu dugc. Nguyén liéu nay
chi chira mdt chut dung mdi con sét lai (<0,5%). Hop chét theo Vi du F1 & dang tinh thé
Khan v6i diém bt diu néng chiy 148,77°C thu duge.

Danh muc gdm hiu hét cac pic 2-theta dang ké tir mAu nhifu xa bot tia X v6i dung sai
+0,5.50 v6i hop chat theo Vi du F1 & dang khan (phuong phip Ml) (ké ca céc pic
thip/yéu nhéni muc dich thong tin). Luu y: danh muc pic nay la khong triét dé ma chi

"khong bao gdm nhitng cai khac".

2-theta do Cuong do

9,1 Thép

102 Trung.binh

11,9 | Trung binh

30 Thap

17,1 Manh |

17’7' - Trung binh, khong hoa tan
187 Trung binh

20,3 v o Trung binh, khong h(‘)a.tan
20,8 Trung binh, khéng hoa tan
26,0 ’ Truﬁg binh/thép

26,7 - Trungbinh
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232 Trung binh/thip
24,1 | o Trung binh/thép_
24,8. o Trung binh/thap
29,3 _ Trung binh/thap
1274 _ Trung binh/thép
214 | Trung binh/thap
Dianh gi4 sinh hoc

Hoat tinh ctia hop chit c6 thé duge dénh gia theo cac phuwong phép in vitro & in vivo dudi
day.

Thir !nghiém sinh hoc

1 X4c dinh mitc d9 we ché ciia dang dong chirc ning PI3K alpha va PI3K

delfaenzy_m

11 Thir nghiém vé hoat tinh lipit kinaza

Hiéu qué cta céc hop chét 1am PI3 chét trc ché céc kinaza c6 thé duoc thé hién nhu sau:
Phan ung kinaza dwoc thyuc hién trong thé tich cudi cing 50ul mdi 16 & mot nira dién tich
COSTAR, dia loai 96 156. Nong do cudi cting cia ATP va phosphatidy! inositol trong thir
nghiém nay 14n luot 13 SpM va 6pg/ml. Phan Gng duge bét ddu bang cach bo sung PI3
kinaia, vi du PB kinaza 9d, vao.

p1108. C4c thanh phén cla thir nghiém nay dugc bd sung vao mdi 16 nhu sau:

e 10pul hop chét thir nghiém trong 5% DMSO moi 16 trong céc cot 2-1.
e Tong ’hoat tinh dugc xac dinh bing cach bd sung 10pl 5% thé tich DMSO trong 4 16
| dé“lu_ tién cia cot 1 va 416 cubi ciing ctia cot 12.

e Nén duoc xac dinh bing cach bd sung 10pM hop chét dbi ching vao 4 15 cudi cling

ctia cdt 1 va 4 15 dAu tién caa cot 12.
e 2ml “Hén hop thr nghiém’ duoc diu ché mdi dia:

'1,912ml HEPES dung dich dém thir nghiém
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8,33ul dung dich gbc 3mM chira ATP dé tao ra ndng do cudi cung SuM
mdi 15 |

1pl [33P]ATP vao ngay hoat tinh dé tao ra 0,051Ci mbi 1

30pl dung dich gbc PI 1mg/ml dé tao ra ndng dd cudi cling 6pg/ml mdi 13
5ul dung dich géc MgCl, 1M dé tao ra ndng do cudi cing ImM mdi 16

e 20ul héq hop thir nghiém nay duoc bd sung vao mdi 16.

e 2ml ‘Hén hop enzym’ dugc didu ché mdi dia (x"pul PI3 kinaza p110p trong 2ml dung
dich dém kinaza). ‘Hon hop enzym’ nay dugc gilt trén nude da trong khi b6 sung vao

céc dia thir nghiém.

e 20 ulb ‘Hdn'hop enzym’ dugc bd sung Vé_o/15 dé bat ¢iu phan tng.

e Sau do, dia nay dugce U ¢ nhiét do trong phong trong‘ thoi gian 90 phat.

e Phan tng dugc két thuc bang cach bd sung 50pl huyén phit hat WGA-SPA (hat thi
ngh.iém'nhép nhay gan duge boc bing aglutinin ciia mam lia my) vao mdi 16.

e Dia th& nghiém dugc bit kin lai bang cach sit dung TopSeal-S (bit béng nhiét dbi véi
cac vi dTgL polystyren, do PerkinElmer LAS [Deutschland] GmbH, Rodgau, Germany,
‘cung cip) va 0 & nhiét do trong phong trong thoi gian it nhét 60 phut.

e Sau do, dTé thir nghiém ndy duge ly tAm voi tbc dd 1500 vong/phut trong thoi gian 2
phut bang cach sir dung may ly tim ldp trén Jouan (do Jouan Inc., Nantes, France,
cung cép).-

o Dia thir nghiém dugc dém bing cach sir dung Packard TopCount, mdi 16 dugc dém
trong 20 gidy.

* thé tich cua enzym phu thudc vao hoat tinh enzym ctia mé nay dugc su dung.

| Trong thtr nghiém dugc vu tién hon nita, phan Gng kinaza dugc thuc hién trong thé tich
cubi cung 10pul CORNING khong lién két thé tich it mbi 16, dia den loai 384 13 (s6 san
phim theo danh muc #3676). Nong d6 cubi cing ctia ATP va phosphatidyl inositol (PI)
trong thir nghiém nay 14n lugt [a 1uM va 10pg/ml. Phan Gmg duoc bat dau bang cach bo
sung ATP vao:
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Thanh phén ciia thir nghiém nay duoc bd sung mdi 16 nhu sau:

50nl c4c hop chét thir nghiém trong 90% DMSO mdi 13, trong céc cot 1 dén 20, 8 nong

d6 (1/3 va cach buéce Y 3,33 pha lodng theo béc) trong mét.

Déi chung thip: 50nl 90% DMSO trong mot nira s6 15 ciia cic cot 23 dén 24 (0,45%
trong dﬁng dich cubi cuing).
Péi ching cao: 50nl hop chét tham chiéu (vi du, Hop chét theo Vi du 7 trong cong bd
don qudc .té s&6 WO 2006/ 122806) tror.lg mot nira con lai cia cac cot 23 dén 24
(2,5pM trong dung dich cubi cing).
Chuén: 50nl hgp chit tham chiéu nhu dugc néu trén da dugc pha lodng nhu cac hop
chit thir nghiém trong cac, cot 21 dén 22.
20ml ‘dung dich dém’ dugc diéu ché mbi thir nghiém :
200ul TRIS HCI 1M, @6 pH=7,5 (10mM trong dung dich cubi cing)
60ul MgCly 1M (3mM trong dung dich cudi cling)
500ul NaCl 2M (SOIhM trong dung dich cubi cling)
100p1 CHAPS 10% (0,05% trong dung dich cubi cling)
200ul DTT 100mM (1mM trong dung dich cubi ciing)
18,94ml nudc tinh loc nano
10ml ‘PI” dugc diéu ché trong mdi thir nghiém :
~200ul 1-alpha;phosphatidylinositol Img/ml (Liver Bovine, san pham theo
cianh muc ctia Avanti Polar Lipids s6 840042C phan tir lwgng =909,12) dugc diéu
ché trong 3% OctylGlucosit (10pg/ml trong dung dich cudi cing)
| '9,8ml “dung dich dém’
10ml ‘ATP’ duoc didu ché m3i thit nghiém :

6,7ul dung dich gbc chira ATP 3mM d tao ra ndéng do cudi cing 1pM mdi

p—t
O

10ml ‘dung dich dém’

2,5ml mdi cAu triic PI3K duoc didu ché cho mdi thir nghiém trong ‘PI’ v6i nong do
cudi cung dudi day :

10nM PI3K alfa EMV B1075

25nm beta EMV BV949
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10nM delta EMV BV1060

150nM gama EMV BV950

. 5pl ‘PI/PI3K” dugce bo sung vao mdi 13.

« 5ul ‘ATP’ dugc bd sung vao mdi 15 dé bit dAu phan tng.

. Sau d6,.cac dia nay dugc u & nhiét do trong phong trong thoi gian 60 phut (alfa, beta,
delta) hodac 120 phut (gama).

o Phan tmg duoc két thac bang cich bd sung 10pul kinaza-Glo (sn phim theo danh
mu_c'cﬁa Promega sb #6714) vao.

« Céc dia thtr nghiém nay dugc doc sau 10 phut trong bd doc Synergy 2 (do BioTek,
Vermont USA cung cip) véi thoi gian tich hop 100 mili gidy va do nhay dwoc dat
dén 191.

- Dhu ra: Péi chiing cao la khoang 60.000 don vi va ddi chimg thdp bang 30.000 hozc
thip hon | |

¢ Tht nghiém phat quang nay cho ty le Z hitu dung trong khoang tir 0,4 dén 0,7

Tri s6 Z 14 phép do chung vé d6 thd cta thir nghiém. Z’ nim trong khoang tir 0,5 dén 1,0

duorc xem la thir nghiém t6t.
Ddi véi tht righiéni ndy, cic cAu tric PI3K da néu dugc didu ché nhu sau:

1.2 Tao cAu tric gen
Hai cu truc khéc nhau, BV 1052 va BV 1075 duoc dung dé tao ra cac protein PI3

kinaza o dé sang loc hop chit.

PI3Ka BV-1052 Pudi His dau tin cimg .C cua p85(iSH2)-nhom lién ket Gly-
p110a(D20aq) | -

Céc san phim PCR ddi v6i mién bén trong SH2 (iSH2) ctia cau trac siéu phén tir p85 va
d6i v6i cAu trac sidu phan tir p110-a (c6 x6a bo 20 axit amin dau tién) duoc tao ra va
dugc.dung hop theo phuong phép PCR gbi dau.

San phém vPCR cua iSH2 dugc tao ra trt ADN bd tro soi thir nhit ban dau bang cach st

dung cac doan moi
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© gwG130-p01 (5’-CGAGAATATGATAGATTATATGAAGAAT-3’) (SEQ ID NO: 1) va
, ngl30-pO2 (5’-TGGTTT-AATGCTGTTCATACGTTTGTCAAT-3") (SEQ ID NO: 2).
Tiép theo, trong phan tng PCR bic hai, cic vi tri AttB1 tai t6 hop Gateway (do
Invitrogen A_G, Basel, Thuy si cung cp) va céc trinh ty ctia nhém lién két duoc bd sung
14n Iwot & dAu tAn cing 5° va dAu tAn cung 3’ cta doan iSH2 cta p85, bing cach sit dung
céc doan mdi | | |

gwG130-p03 (5’-GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACGAAGGAGATAT-
ACATAT-GCGAGAATATGATAGATTATATGAAGAAT-3") (SEQ ID NO: 3) va
ng152-p04 (5’-TACC_ATAATTCCACCACCACCACCGGAAATTCCCCCTGGTTT-
AATGCTGTTCATACGTTTGTCAAT-S’) (SEQ ID NO: 4).‘

Poan pl 10-a cling duoc tad ra tir ADN bd trg soi thr nhét, ban dau béng cach su dung
~ c4c doan mdi gwG152-p01 (5’-CTAGTGGAATGTTTACTACCAAATGG-3") (SEQ ID
NO: 5)' va gwG152-p02 (5’-GTTCAATG-CATGCTGTTTAATTGTGT-3") (SEQ ID
NO:6). |

Trong phén tng PCR tiép thed, trinh tu cﬁé nhom lién két va dudi histidin duge bo sung
vao lan hr(,rt & du tin cing 5’ va diu tin cing 3’ clia doan p110-a, bing cach sir dung
cac d‘oanvm(‘?)i _

gwl52-p03 (5 ’-GGGGGAATTTCCGGTGGTGGTGGTGGAATTATGGTAC-TA GTG-
GAATGTT.TA'CTACC-AAATGGAG’) (SEQID NO: 7) va

gwG152-p06 (5 ’-AGCTCCGTGATGGTGATGGTGATGTGCTCCGTTCAATG-CAT-
GCTGTTTAATTGTGT-3") (SEQ ID NO: 8).

Protein dung hop p85-iSH2/p110-a dugc ghép vao trong phan tng PCR thtr ba biang cac
nhom lién. Kkét géi diu & diu tan cfmg' 3’ cua doan iSH2 va dau tan cung 5’ ctua doan
pl10-a, bing cach st dung doan mdi gwG130-p03 néu trén va doan mdi chira dudi
histidin gi dAu va céc trinh tu tai t& hop AttB2

(5 -GGGACCACTTT_GTACAAGAAAGCTGGGTTTAAGCTCCGTGATGGTGATG -
GTGAT-GTGCTCC-3) (SEQ ID NO: 9).

-50-



26951

Thanh phdm nay dwgc tai td hop trong (do Invitrogen cung cdp) hodc phan tng thanh vt
truyén cia thé cho pDONR201 dé tao ra dong tach vao ORF318. Dong tach nay dugc xac
nhéh bing cach xac dinh trinh tw va st dung trong phan mg Gateway LR dé chuyén vat
chén Véb ‘vat .truyén pBlueBac4.5 (do Invitrogen cung cip) da duoc lam thich ung

‘Gateway dé tao ra vat truyén biéu hién baculovirut LR410.

PI3Ka BV-1075  Du6i His ddu tn cimg C ciia p85(iSH2)-nhdm litn két 12
' XGly -p110a(D20aa)

CAu trc d6i v6i Baculovirus BV-1075 duge tao ra b%lng buée ndi ba phén bao gém doan

p85 va doan p110-a da dugc tac dung vao vat truyén pBlueBac4.5. Doan p85 thu dugc tir

plasrflit pl661-2 da dugce xtr ly bang Nhe/Spe. Poan p110-a thu duoc tir LR410 (xem trén

day) & dang doan Spel/Hindill. Vit truyén tach dong pBlueBac4.5 (do Invitrogen cung

cép) nay duoc xir Iy bing Nhe/Hindill. BuGc nay dan dén ciu trac PED 153.8

Théﬁh phan p85 (iSH2) duogc tao ra theo phwong phap PCR bang cach sir dung ORF 318
(néu trén) & dang khuén va mot doan mdi xubi |

KAC1028 | (5’-GCTAGCATGCGAGAATATGATAGATTATATGAAGAATATACC)
(SEQ ID NO: 10) va hai doan.mc‘?)i nguoc,

KAC1029 (5’-GCCTCCACCACCTCCGCCTGGTTTAATGCTGTTCATACGTTTGT-
C) (SEQID NO: 11) va |

KAC1039  (5-TACTAGTCCGCCTCCACCACCTCCGCCTCCACCACCTCCGCC)
(SEQ ID NO: 12).

Hai doan mdi nguoc nay chdng chap va két hgp nhém lién két 12x Gly va trinh tu & dau
~ tan cung N cta gen pl 10a vao vi tri Spel. Nhom lién két 12x Gly thay thé nhom lién két
trong chu trac BV1052. Boan PCR dugc tich dong vao pCR2.1 TOPO (do Invitrogen
cung cép)..Trong’sé cac dong tach tao ra, p1661-2 dugc xac dinh la ding. Plasmit nay
dugc phan cét bang Nhe va Spel va doan tao ra dugc phan 1ap bing gel va dugc tinh ché

dé tach dong.phu.
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Poan tach dong p110-a dugce tao ra bang cach phan cit bang enzym dong LR410 (xem
trén ddy) v6i Spe I va Hindill. Vi trf Spel ¢ trong ving ghi mé cua gen pl10a. Doan tao

ra duqc_phén 1ap bang gel va tinh ché dé tach dong phu.

Vit truyén tach dong nay, pBlueBac4.5 (do Invitrogen cung cép) dugc chudn bi bang
cach phén ,cﬁt bing enzym v6i Nhe va Hindill. Vat truyén cit duoc tinh ché véi cot
Qiagen (do Quiagen N.V, Venlo, Ha lan cung cép) va sau d6 khir phosphoryl bang
phosphataia kidm cta rudt bé (CIP) (do New England BioLabs, Ipswich, MA cung cip).
Sau khi hoan t_ha‘mh phéan ung CIP, vt truyép cét lai dugc tinh ché bﬁmg cot dé tao ra vat
truyén cuéi cing. Buéc ndi 3 phan dwogc thuc hién bang cach sir dung ligaza nhanh do

Roche cung cap va md ta san pham cia nha cung cap.

PI3Kp - BV-949 Puéi His ciia dau tén cing C ciia p85(iSH2)-nhém lién két
Gly -p110b (dai day di)

Cac san phAm PCR dbi v6i mién bén trong SH2 (iSH2) ctia cAu triic siéu phan ti p85 va
abi voi céﬁ trac siéu phan tir p110-b dai ddy du duoc tao ra va dugc dung hop theo

phuong phap PCR gbi dau.

San phém’ PCR ctia iSH2 duge tao ra tir ADN bd trg soi thi nhét ban déu bang cach sur
‘dyng cac doan mdi | |

- gwG130-p01 (5 ’-CGAGAATATGATAGATTATATGAAGAAT-3’) (SEQID NO: 1) va
gw(G130-p02 (5’-TGGTTT-.AATGCTGTTCATACGTTTGTCAAT-3 ) (SEQ ID NO: 2).

Sau do, trong phan tng PCR thir hai Gateway (do Invitrogen cung cép) cac vi tri AttB1

tai to h(yp va cac trinh ty cia nhom lién két dugc bd sung lan luot & dau tan cung 5’ va

dau tén cung 3’ ciia doan iSH2 cua pSS, béng cach str dung céc doan moi

ng130-p03 (5°-GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACGAAGGAGATA-

TACATATGCGAGAATATGATAGATTATATGAAGAAT-3") (SEQ ID NO: 3) va

ng130-p05 (5’-ACTGAAGCATCCTCCTCCTCCTCCTCCTGGTTTAAT-GCTGTT-
CATACGTTTGTC-3") (SEQ ID NO: 13).
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" Poan p110-b cling dugc tao ra tir ADN bd tro soi thit nhét ban dau béng cach str dung céc
doanméi gwG130-p04 (5-ATTAAACCAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGCTTCAG-
TTTCATAATGCC-TCCTGCT-3’) (SEQ ID NO: 4) ma chira céc trinh tu ciia nhém lién
két va dau tan cliing 5° ctia p110-b va gWG1'3O-pO6 (5’-AGCTCCGTGATGGTGATGGT-
GATGTGCTCCAGATCTGTAGTCTTT-CCGAACTGTGTG-3’) (SEQ ID NO: 14) ma
chira c4c trinh ty ciia diu tdn cung 3’ cta p110-b ngung ty v6i dudi histidin.

- Protein dung hop p85-iSH2/pl 10-b dugc ghép vao theo phuong phap PCR g6i dau phan
Ung cua cdc nhom lién két & diu tan cung 3’ cua doan iSH2 va dau tan cung 5’ cua doan
p110-b, béng cach st dung doan mdi gwG130-p03 néu trén va doan mdi chira dudi
histidin gbi d4u va cac trinh ty tai t6 hop AttB2 (5’-GGGACCACTTTGTACAAGAAA-
GCTGGGTTT-AAGCTCCGTGATGGTGATGGTGATGTGCTCC-3’) (SEQ ID NO:
15). |

Thanh phér’n»duqc tai td hop trong Gateway (do Invitrogen cung cip) hodc phan tng
thanh vat truyén cta thé cho pDONR201 dé tao ra dong nhanh vao ORF253. Dong tach
nay duoc xac hhin bang cach x4c dinh trink tw va st dung trong phan ung Gateway LR
dé chuyén vat chén vao vat truyén pBlueBac4.5 d duge lam thich Gng Gateway (do

Invitrogen cung cip) dé tao ra vt truyén biéu hién baculovirut LR280.

PI3Ko B BV-1060 Dubi His dau tén cimg C ciia p85(iSH2)-nhém  lién két
- Gly-pl10d (dai déy di)

Cac san pham PCR déi véi mién bén trong SH2 (iSH2) clia chu tric siéu phan tir p85 va
dbi VGi ciu truc siéu phan tt p110-d dai diy du duogc tao ra va dugc dung hop theo
phuong phap PCR gbi ddu.

San pham PCR ctia iSH2 dugc tao ra tir ADN bd tro soi thir nhit ban dau bang cach su
dung céc doan.m‘éi |

ng130;p01 (5’-CGAGAATATGATAGATTATATGAAGAAT-3’) (SEQ ID NO: 1) va
ng13O-p'0A2 (5 * TGGTTT-AATGCTGTTCATACGTTTGTCAAT-3") (SEQ ID NO: 2).
Sau dd, trong phan Gtng PCR thr hai Gateway (do InVitrogen cung cdp) cac vi tri AttBI
t4i to hop va cic trinh tu ctia nhom lién két duoc bd sung 1an luot & dau tan cling 5° va
dau tan cﬁn.gA3’ ctia doan iSH2 cta p85, bing cach st dung c4c doan mdi

gwG130-p03 (5’-GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACGAAGGAGATAT-
ACAT-ATGCGAGAATATGATAGATTATATGAAGAAT-3") (SEQID NO: 3) va
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gwG154-p04 (5’-TCCTCCTCCTCCTCCTCCTGGTTTAATGCTGTTCATACGTTTG-
TC-3%) (SEQ ID NO: 16). |
Poan p110-a ciing dugc tao ra tir ADN b trg soi thit nhét ban dau bang cach st dung cac
doan mdi gwG154-p01 (5’-ATGCCCCCTGGGGTGGACTGCCCCAT-3’) (SEQ ID NO:
17) va 'ng154-p02 (5’-CTACTG-CCTGTTGTCTTTGGACACGT-3") (SEQ ID NO:
- 18). '
Trong pﬁén l’m_g PCR tiép theo, cac trinh tu cda nhém li€n két va dudi histidin duoc bd
sung‘véo 1An luot & dAu tn cing 5° va diu tin cing 3’ ciia doan p110-d, bing cich sir
~ dung cdc dban mdi _ ‘
gwl154-p03 (5’-ATTAAACCAGGAGGAGGAGGAGGAGGACCCCCTGGGGTGGA-
C-TGCCCCATGGA-S’) (SEQ ID NO: 19) va gwG154-p06 (5’-AGCTCCGTGATGGT-
‘GAT-GGTGATGTGCT-CCCTGCCTGTTGTCTTTGGACACGTTGT-3") (SEQ ID NO:
20). ‘ |
Protein ,dung hop p85-iSH2/p110-d dugc ghép vao phéan tmg PCR thi ba bang cic nhém
lién két gbi dau Y dAu tan cting 3’ clia doan iSH2 va dAu tan cing 5° cta doan p110-d,
bang cach sﬁ; dung doan mdi gwG130-p03 néu trén va doan mdi chira dudi histidin gbi
dAu va céc trinh tu tai td hop AttB2 Gateway (do Invitrogen cung cép) (5’-GGGACCAC-
TTTGTA-CAAGAAAGCTGGGTTT-AAGCTCCGTGATGGTGATGGTGATGTGCT-
CC-3”) (SEQ ID NO: 21).
" Thanh pham nay duoc tai t6 hop trong Gateyay (do Invitrogen cung cap) hoac phan mg
vao vat truyén clia thé cho pDONR201 d tao ra dong tach vao ORF319. Dong tach nay
‘ }du:qc,xéc nhan bﬁng cach xac dinh trinh ty va st dung trong phan tng Gateway LR dé
chuyén. vat. chén vao vét truyén pBlueBac4.5 dd dugc lam thich tng Gateway (do

Invitrogen cung cap) dé tao ra-vat truyén biéu hién baculovirut LR415.

PI3Ky BV-950 Puéi His & dau tin cimg C ciia p110g(D144aa)
Chu tric nay thu dugc tir phong thi nghiém Roger Williams, phong thi nghi€m sinh hoc
phan tt MRC, Cambridge, UK (November, 2003). M6 ta v& cu trac dugc tim thay trong
tai liéu: Pacold M. E. et al. (2000) Cell 103 , 931-943.

1.3 Biéu hién va tinh ché protein
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Phuong phép dé tao ra baculox-/irus tai to hop va protein cho cac dang ddng chirc nang cua
- PI3K:
Céc plasmit pBlue-Bac4.5 (d6i v6i cac dang ddng chirc ning a, b, va d) hodc pVL1393
(d6i véi g) chira gen kinaza PI3 khac nhau duge dong chuyén nhi®m véi ADN hé gen
BaculoGold WT (dob BD Biosciences, Franklin lakes, NJ, My cung cép) bang cach ap
dung céc phuo_rng phép do nha cung cap dé )guét. Sau d6, baculovirus tai t6 hop thu dugc
tir viéc chuyén nhiém dugc tinh ché méng trén cic té bao con tring SY dé tao ra vai thé
phan 1ap biéu hién proteih tai t6 hop. Cac dong dwong tinh duoc chon theo phuong phap
| tay khéhg thé khang HIS hodc khang dang ddng chuc nang. Dbi vai cac dang ddng chuc
- ning PISK alpha va delta, budc tinh ché mang thr hai dugc thwe hién trén dung dich gbe
virut tich dong thw nhit chira PI3K. Viéc khuéch dai tit ca thé phan 1ap baculovirut dugc
thyc hién & mirc da nhiém (moi) thdp dé tao ra chudn do cao, mirc do chuyén dung dich
gbc qua thip dé san sinh protein. Baculovirut dugc goi 1a BV1052 (o) va BV1075 (),
BV949 (B), BV1060 (3) va BVI50 (y). |
Qué trinh san sinh protein bao gdm budc gay nhiém (1an chuyén 3 hoic thdp hon) ciia cac
té bao Tn5 (Trichoplusia ni) hodc TiniPro (do Expression Systems, LL.C, Woodland. CA.
My cung cip) dugc tao huyén pht trong mdi trudng khong cé protein & moi nam trong
khoéang twr 2 .dén 10 trong thoi gian 39 gid dén 48 gio trong binh thiy tinh Erlenmyer loai
dung tich 21 (110 vong/phut) hoic binh phan ung ding dwgc trong 1o vi séng (22
vong/phut dén 25 vong/phit). Ban diu, binh phan tng dung dugc trong 10 vi song loai ¢6
dung tich lam vi¢c 101 dugce céy & mat do 3e5 té bao/ml & mirc d0 mot nira dung luong
(5. Binh ph‘én tng duoc lac voi tée d6 15 vong/phut trong giai doan sinh trudng cua té
bao ;;ha trong thoi gian 72 gid, cb bd sung 5% oxy dd duoc tron v6i khong khi (0,21 mdi
phut). Nga’y true khi gdy nhiém, gidng céy trong binh phan tng chiu dugc vi séng dugc
phan tich mat do, stc séng va dugc pha lodng dén 1,5¢6 té bao/ml. 100m] dén 500ml dich
cdy chuyén virut chdm chuin do cao hon dugc bd sung vao sau khoang thoi gian 2 giv
dén 4 gid nudi cdy thém. Oxy duoc ting dén 35% trong giai doan gay nhidm 39 gio dén
48 gitr va toc d6 lac tinh theo vong/phut ting dén 25. Trong qua trinh gdy nhiém, cac té
bao dugc tﬁeo doi bang thiét_ bi phan tich sirc séng Vicell (do Beckman Coulter, Inc,
Fullerton, CA, M§ cung cip) vé quy trinh sinh hoc gbm stre séng, dudng kinh va mat do.
Céac chi sb doc trén_thiét bi phan tich sinh hoc Nova (do NOVA Biomedical Corp.,
Waltham, MA, M§ cung cip) vé cac thong s khac nhau va cac chat chuyén hoa (pH,
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muc do bao hoa 02, glucoza, v.v.) dugc 1§y 12 gio dén 18 gido mot 14n cho dén khi thu
hoach. Cac té be‘lo trong binh phéan tmg ding duoc trong 10 vi séng dugc gom trong vong
40 gio sau khi nhidm. Céc té bao nay dugc gom bing cich ly tdm (4 do C voi toe do 1500
vong/phut), va sau do duy tri trén nudce da trong khi gom cac vién dé phan giai va tinh
ché. Cac phan vién dugc gom véi lugng it moi truong Grace lanh khong bd sung chit

phu tro (khong chira chét e ché proteaza).

Quy trinh tinh ché PI3K alpha doi véi HTS (BV1052)
PI3K: alpha dugc tinh ché theo ba bude sic ky: sic ky theo 4i luc kim loai da dugc ch
dinh trén nhua Ni | Sepharoza (do GE Healthcare, thudc General Eléctric Company,
Fairfield, CT, M§ cung cip), loc gel bing cach st dung cdt Superdex 200 26/60 (do GE
| Healthcare cung cép), va cubi cing 13 budc trao dbi cation trén cot SP-XL (do GE
Healthcare cung cip). T4t ca cac dung dich dém déu du¢c lam lanh dén 4°C va buéc phan
gidi dugc thuc hién trong diéu kién 1am lanh trén nuéc da. Budc phin doan trong cot
duoc thuc hi€n nhanh & nhiét db trong phong.
Céc té bao con trung thuong d4 1am lanh duge dung giai trong dung dich dém phan gidi
uu'truong va phun 1&n cot IMAC da dugc chuln bi. Nhua dugc rira bang dung dich dém
phan giai v6i thé tich gdp 3 dén 5 1an thé tich cdt, tiép theo 14 dung dich dém rira chira
45mM imidazol véi thé tich glp 3 dén 5 14n thé tich cot, va sau d6 protein dich dugc rtra
giai béng dung dich dém chira 250mM imidazol. Cac phén doan dugc phan tich bang gel
nhuém Coomassie SDS-PAGE, va cdc phan doan chua protein dich dugc gom va phun
1én ¢t GFC da duoc chun bi. Céc phan doan tir cdt GFC dugc phén tich bing SDS-
PAGE gel nhudm Coomassie, va cac phan doan chtra protein dich dugc gom. Vén gom
tr cot GFC dugc pha lodng vao dung dich mubi dém thép va phun lén cot SP-XL da dugc
chuén bi. Cét riéy duogc ria b%}ng’ dung dich mudi dém thdp cho dén khi dat dugc muc do
hép thu ranh gi¢i A280 én dinh, va dugc rira giai bang céch sit dung 20 1an thé tich ¢t
gradien tr OmM NaC_l dén 500mM NaCl. M(f)t 14n nita, cac phan doan tr cdt SP-XL duoc
phén!tich bﬁﬁg gel nhudém Coomassie SDS-PAGE, va cac phan doan chira protein dich
duge gom. Vén cudi cing dugc thdm tach vao dung dich dém bio quan chia 50%
glyxer01 Vé bao quéﬁ & -20°C. Vén cudi cing duge thir nghiém vé hoat tinh trong tht

nghiém phosphoinosititol kinaza.
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Oup trinh tinh ché PI3K beta d6i véi HTS (BV949)

PI3K beta du’qc tinh ché trong hai budc sic ky: sic ky theo i luc kim loai da dugc cb
- dinh (IMAC) trén nhya Ni Sepharoza (do GE Healthcare cung cip) va loc gel (GFC)
bang cach sit. dung cdt Superdex 200 26/60 (do GE Healthcare cung cap). Tét ca cac dung
dich dém duoc lam lanh dén 4°C va buéc phén gidi dugc thuce hién udp lanh trén nude
da. Bu"c’fé phén doan bﬁng cOt dugce thuc hién nhanh ¢ nhi¢t d6 trong phong.

Céc té bao con tring thudng di 1am lanh dugc dung giai trong dung dich dém phan giai
uu truong va ap »dung cho cot IMAC d3 duoc chuén bi. Nhua dugc rua béng dung dich
‘dém phan giai v6i thé tich gip 3 14n dén 5 13n thé tich cdt, tiép theo la dung dich dém rua
- chtra 45mM imidazol 3 14n dén 5 14n thé tich cot, va sau do protein dich dugc rua giai
bing dung dich dém chl'ra'ZSOmM imidazol. C4c phan doan dugc phan tich biang gel
nhudm 'C'oomas_sie SDS-PAGE, va cac phan doan chtra protein dich dugc gom va ap
: duhg 1én cot GFC da dugc chudn bi. Cac phéan doan tir cdt GFC dugc phén tich béng gel
nhudm Coomassie SDS-PAGE, va céac phan doan chira protein dich dugc gom. Vén cudi
cﬁng!duqc thdm tach vao dung dich d&m bao quan chira 50% glyxerol va bdo quan &
-20°C. Vén cubi cung dugc thir nghiém vé hoat tinh theo thir nghiém phosphoinostitol

kinaza.

Quy trinh tinh ché PI3K gama déi véi HTS (BV950)

PI3K gama_duqc tiﬁh ché trong hai budc sdc ky: sdc ky theo ai luc kim loai da dugc ch
dinh (IMAC) trén nhya Ni Sepharoza (do GE Healthcare cungvcép) va loc gel (GFC)
bang cach str dung cdt Superdex 200 26/60 (do GE Healthcare cung cép). Tét ca cac dung
dich dém dugc lam lanh dén 4°C va budc phan gidi duoc thuc hién uép lanh trén nude
da. BLfé'c phén doan bang cbt duge thuc hién nhanh & nhiét do trong phong. Thong
thudng, cac té bao con trung da lam dong lanh duge dung giai trong dung dich dém phan
giai vu truong va ap dung lén cot IMAC da dugc chuén bi. Nhya duge rira bing dung
| dich dém phén giai véi thé tich gép 3 14n dén 5 14n thé tich cot, tiép theo 14 dung dich
dém rira chira 45mM imidazol v6i thé tich 3 1an dén 5 Ian thé tich cot, va sau d6 protein
- dich duogc rira giai bang dung dich dém chtra 250mM imidazol. Cac phan doan dugc phén
tich bang gel nhudm Coomiassie SDS-PAGE, va cac phin doan chira protein dich duoc
gom va ap dung lén cot GFC da dugc chudn bi. Cac phan doan tir ¢6t GFC dugc phan

- tich bing gel nhudém Coomassie SDS-PAGE, va céc phan doan chira protein dich dugc
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gom. Vén cudi ciing duoc thim tach vio dung dich dém bao quan chira 50% glyxerol va
bao que’in ‘& -20°C. Vén cubi cing duoc thir nghiém vé hoat tinh theo thir nghiém

phosphoinostitol kinaza.

Quy trinh tinh ché PI3K delta déi véi HTS (BV1060)

- PI3K delta duogc tinh ché theo ba budc séc ky: sic ky theo &i lyc kim loai da dugc c¢d dinh
trén nhya Ni Sepharoza (do GE Healthcare cung cip), loc gel str dung cot Superdex 200
26/60 (do GE Healthcare cun;g clp), va cudi cing 13 budc trao ddi anion trén cot Q-HP
(do GE Healthcare cung cip). T4t ca cac dung dich dém dugc 1am lanh dén 4°C va budc
phan giai duoc thuc hién udp lanh trén nuée da. Bude phan doan bang cot duoc thuc hién
nhanh & nhiét do trong phong. Thong thuong, cic t€ bao con trung di lam dong lanh
duoc dung giai trong dung bdich dém phéan giai vu truongva ap dung 1én cot IMAC da
dugc chuén bi. Nhya dugc rira bang dung dich dém phén giai voi thé tich gdp 3 lan dén 5
14n thé tich cot, tiép theo 1a dung dich dém rira chita 45mM imidazol v6i thé tich gp 3
7 14n dén 5 14n thé tich cét,. va sau d6 protein dich dugc rira giai bang dung dich dém chira
250mM imidazol. Céc phan doan dugc phan tich bang gel nhudém Coomassie SDS-
PAGE, Vé .céc phéan doan chtta protein dich dugc gom va 4p dung lén cot GFC da dugc
chuén bi. Cac phan doan tir cot GFC dugc phan tich béng gel nhudm Coomassie SDS-
PAGE, va cac phan doan chira protein dich dugc gom. Vén tir c6t GFC dugc pha loing
vao dung dich mudi dem thip va phun 1€n ¢4t Q-HP dé dugc chuén bi. Cot nay duoc rira
bing dung dich mubi dém thip cho dén khi dat dén mirc d6 hép thu ranh giéi A280, va
duoc rira giai bang cach sir dung 20 1dn thé tich cot gradien tir 0OmM NaCl dén 500mM
NaCl. Mot 1an nita, cdc phan doan tir cdt Q-HP dugc phan tich bang gel nhudm
Coomassie SDS-PAGE, va cac phan doan chira proteih dich dugc gom. Vén cubdi ciing
dugc thAm tach vao dung dich dém bao quan chia 50% glyxerol va bao quan ¢ -20°C.
Vén cudi cling duoc tfn’x ngﬁiém v& hoat tinh theo thir nghiém phosphoinostitol kinaza.
ICso dudé xac dinh theo thong 1& khép dudng cong bbn thong sb cung vé6i cach "khép
trdi". Phuong trinh logistic bén thong s6 dugc 4p dung dé tinh tri s6 ICso (IDBS XLfit)
cua ty lé phin trim mtc do tc ché mdi hop chit & 8 ndng d6 (thudng la 10uM, 3,0uM,
I,OMM, 0,3uM, 0,1uM, 0,030uM, 0,010uM va 0,003uM). Theo cach khac, tri sb 1Cs0
dugc (inh bing cach 4p dung mAu idbsXLfit 204, ma 1a mau logistic 4 thong so.
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Theo cach khac nira, _déilvdi thir nghiém lam kiét ATP, cac hogp chét s& duge thtr duoc
hoa tan trong DMSO va duoc phén phbi mét cach truc tiép vao dia tring loai 384 16
mtrc 0,5ul mbi 15. P& bit dau phan tng, 10pl dung dich chita 10nM PI3 kinaza va
Spug/ml 1-alpha-phosphatidylinositol (PI) dugc bd sung vao timg 15, tiép theo 1a 10pl
dung dich chtra 2pM_ATP. Phén ting dugc thuc hién cho dén khi kiét khoang 50% ATP,
va sau d6 duge dirng bang cach bd sung 20ul dung dich kinaza-Glo (do Promega Corp.,
~ Madison, WI, USA cimg cép) vao. Hon hop phan tng da ding dugc U trong thoi gian 5
phut va sau d6 ATP con lai duge phat hién phat quang. Tiép @6, tri s6 ICso duge x4c dinh.
Theo mdt phuong 4n clia sang ché, chét trc ché PI3K, trong d6 chit trc ché néu trén co tac
‘dong tc véhé dén dang déng chire ning PI3K delta, trong d6 khoang hoat tinh, dugc thé
: vhién béng ICso, trong thir nghiém enzym PI3K delta nim trong khoang tir InM dén
500nM. -

~ Theo phwong 4n khac cta sang ché, chit tic ché PI3K, trong d6 chit tic ché néu trén c6
tac d(f)ng trc ché dén dang ddng chic ning PI3K delta, trong d6 khoang hoat tinh, duoc
thé hién béng 1C50, trong thit nghiém enzym PI3K delta, nam trong khoang tir 1nM dén
100nM.

Theo phuong in khac cla sang ché, chét &¢ ché PI3K, trong d6 chét tc ché néu trén co
tac d@ng trc ché dén dang déng chic nang PI3K delta, trong d6 khodng hoat tinh, dugc
* thé hién bang ICso, trong thir nghiém enzym PI3K delta nim trong khoang tir 0,5nM dén
10nM.

- Theo mét phuong an cia sang ché, chét e ché PI3K, trong d6 chét trc ché néu trén c6 tic
dong, uc ché dén dang ddng chirc ning PI3K delta, trong d6 khoang hoat tinh, dugc thé
hién bang ICso, trong thir nghiém PI3K delta té bao nim trong khoang tir 1nM dén
1000nM. |

Theo phuong én’khéc cua sang ché, chit trc ché PI3K, trong d6 chit wc ché néu trén c6
tac dong Urc ché dén da_mg ddng chirc ning PI3K delta, trong d6 khoang hoat tinh, dugc
- thé hiéﬁ bang ICso, trong thir nghiém PI3K delta t€ bao nim trong khoang tir InM va
500nM.
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Theo' phuong an khéc cia sing ché, chét rc ché PI3K, trong d6 chét (e ché néu trén c¢6
tac dong tre ché dén dang ddng chirc ning PI3K delta, trong d6 chét tic ché thé hién muc
d6 chon loc d6i voi dang ddng churc nang PI3K delta so v6i mot hodc nhiéu dang dong

chirc nang khéc, trong d6 mirc do chon loc nay it nhét gép 10 lan.

Theo phuong 4n khac ctia sang ché, chét tic ché PI3K, trong d6 chit e ché néu trén co
tac dong @c ché dén dang d%)ng chitc ning PI3K delta, trong d6 chét wc ché thé hién muc
do ch(_)ﬁ loc ddi v6i dang ddng chuc ning PI3K delta so v6i mot hodc nhiéu dang ddng

- chtic niing khac, trong d6 mirc d6 chon loc nay it nhat gip 20 lan.

Theo phuong an khéc ctia sang ché, chét e ché PI3K, trong d6 chét e ché néu trén co
tac dong trc ché dén dang dong chirc ning PI3K delta trong d6 chét rc ché thé hién muc
d6 chon loc dbi v6i dang ddng chirc nang PI3K delta so v6i cac paralog khac PI3K o va

B, trong d6 muc do chon loc nay it nhét gp 10 14n.

Theo phuong an khéc cta sang ché, chit tc ché PI3K, trong d6 chét wrc ché néu trén cb
tac dong trc ché dén dang dén_g chirc ning PI3K delta trong d6 chét (rc ché thé hién muc
d6 chon loc dbi véi dang ddng chirc ning PI3K delta so v6i cc paralog khac PI3K a va

B, trong d6 muc do chon loc nay it nhét gdp 20 lan.

Theo phuong 4n khac cta sang ché, chit tc ché PI3K, trong d6 chét wre ché néu trén cb
tdc dong ﬁc ché dén dang ddng chl'rc'ne‘mg PI3K delta, trong d6 khodng hoat tinh, dugc
thé hién bang ICso, trong thir nghiém PI3K delta té bao nim trong khoang tir InM dén
500nM va trong d6 chat trc ché néu trén c6 tac dong (rc ché dén dang dong chirc nang
PI3K delta trong d6 chét II'IC ché thé hién mirc do chon loc dbi voi dang déng churc ndng
PI3K dveltav s0 v6i céce paralog khac PI3K a va B, trong d6 mtc dd chon loc nay it nhét

gép 10 ln.

Theo phwong an khéc ctia sang ché, chit rc ché PI3K, trong d6 chét wc ché néu trén co
tac dong rc ché dén dang ddng chirc ning PI3K delta, trong d6 khoang hoat tinh, duoc
thé hién bang ICso, trong thir nghiém PI3K delta té bao nim trong khoang tir InM dén
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500nM va trong d6 chét trc ché néu trén c6 tac dong trc ché dén dang ddng chuc ning
PI3K delta trong d6 chit trc ché thé hién muc d chon loc ddi véi dang ddng chtic ning
PI3K delta so véi céc paralog khac PI3K a va B, trong d6 muc do chon loc nay it nhat

gép 20 lan. '

2. Thi nghiém té bao

2.1 Phosphoryl héa Akt 1/2 (S473) gidn tiép nho phosphoinositit-3 kinaza (PI3K) &
cic t& bao Rat-1 |

Céc té bao Rat-1 biéu hién qué mitc mét cach dn dinh dang d3 dwoc myristoyl hoa cua
vcéu triic siéu phan tir xtc tic phdsphoinositft-3 kinaza (PI3K) alpha, beta hodc delta cua
nguoi duge cho vao dia trong cac dia loai 384 16 & mat d6 7500 (PI3K alpha), 6200
- (PI3K beta), hozic 4000 (PI3K delta) té bao trong 30ul mdi trudng nudi cdy hoan chinh
(moi trlifyné Eagle da dugc cai bién theo Dulbecco (DMEM chtra ham luong glucoza
cao) ¢6 bd sung 10% (thé tich) huyét thanh bao thai bé, 1% (thé tich) MEM axit amin
- khong co ban, 10mM HEPES, 2mM L-glutamin, 10pg/ml puromyxin va 1% (thé tich)
Penixil'in/Stréptomyxin) va 0 & 37%C/5%C02/95% dd 4m trong thoi gian 24 gid. Céc
hop chét dugc pha lodng trong cac dia hdn hop loai 384 16 dé thu dugc cac dich pha
loang theo. 8 béc trong 40 hop chét thir nghiém trong 90% DMSO, ciing nhu 4 hop chit
quy chiéu.ccf)ng v6i 16 d6i chimg cao va 16 ddi chimg thap (tic éhé). Cac dia da dugc pha
lodng so bd duge chuin bi bing cach pha bing pipet 250nl dung dich hop chat vao cac
dia polypropylen loai 384A 18 bang cach sir dung thiét bi pha ché ¢& nanolit Hummingwell.
Céc hQ*p chit dugc pha lodng so bd bang céch bd sung 49,75ul méi truong sinh truong
hoan chinh. 10ul dung dich hop chit da dugc pha lodng so bd dugc chuyén sang dia té
- bao bang cach su dung pipet loai 384 13, tao ra ndng d DMSO cudi cung 0,11%. Céc té
bao dugc 1 trong thoi gian 1 gio & 37%C/5%C0O2/dd 4m 95%. Dich ndi dugc loai bo, cac
té bé‘o' dugc phan giai trong 20ul dung dich dém phan giai dé phat hién AlphaScreen®
SureFire®.

Pé phat hién p-AKT(Serd73), kit thir nghiém SureFire® p-Akt 1/2 (Ser473) (do
PerkinElmer, U.S.A cung cdp) dugc st dung. Sul dich phén gidi té bao duoc chuyén sang
cac dia proxi thé tich it loai 384 15 dé phat hién bang cach st dung pipet loai 384 15. Viéc

b6 sung cac chét phéan ing AlphaScreen® SureFire® vao dugc thuc hién theo quy trinh
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clia nha san xuit. Truée hét, Sul dung dich dém phan tmg cong v6i hdn hop dung dich
dém h(_)@t hc')g chira hat thé nhin AlphaScreen® duogc bd sung vao, dia nay duogc bit kin,
va U trén thiét bi lic dia trong thoi gian 2 gio & nhiét d6 trong phong. Budce thir hai, 2ul
dung dich ‘dém' loding chtra hat thé cho AlphaScreen® dugc bd sung vao, va dia nay dugc
U trén thiét bi lic dia nhu trén trong thi gian 2 gio nita. Pia nay duoc doc trén thiét bi
doc dia tuong thich AlphaScreen®, bang cach ép dung céc thiét 14p AlphaScreen®

chuin.

2.2 Xac dinh mirc d hoat héa té bao B ciia chuft

Pa nhdn théy rang PI3KS didu bién chirc ning cta té bao B néu cac t& bao dugc kich
thich thong qua thu thé cia té bao B (BCR) (Okkenhaug ef al. Science 297:1031 (2002).
Pé danh gi4 tinh chét trc ché ctia cdc hop chit d6i véi hoat héa té bao B, viée diéu bién
tang chit danh du hoat héa CD86 va CD69 dbi véi té bio B ctia chudt thu duoc tir khéng
thé tir 14 lach cua chudt duogc do sau khi kich thich bing khang IgM. CD69 la chat danh
ddu hoat hoa d biét dbi véi céc té bao B va.cac t& bao T (Sancho et al. Trends Immunol.
26:136 (2005). CD86 (con duoc goi 1a B7-2) duge biéu hién chii yéu ¢ té bao trinh dién
khéng thé, ké ca té bao B. Té bao B nghi biéu hién CD86 & mitc do thap, nhung diéu tiét
ting no6 sau khi kich thich, vi du thu thé BCR hodc thu thé IL-4. CD86 trén té bao B
tuong tac voi CD28 trén té bE‘l'O. T. Twong tac ndy 14 can thiét cho muc d6 hoat héa té bao
T t6i wu va dé tao ra dap ung IgG1 t6i wu (Carreno et al. Annu Rev Immunol. 20:29
(2002))

L4 lach clia cac con chudt nhét Balb/c dugc gom, cac té bao 14 lach duoc phan lap va
dugc rira hai 1an bing RPMI chira 10% huyét thanh bao thai bé (FBS), 10mM HEPES,
100 don vi/ml pen1x111n/streptomyx1n RPMI dd dugc bo tro theo cach nay sau do duge
goi 1a moi trudong. Cac té bao dugc didu chmh dén mat do 2,5 x 10° té bao/ml trong moi
truong va 200ul huyén phi té bao (5 x10° té bao) dugc bd sung vao 15 thich hop cia dia
loai 96 15.

Tiép d6, cac té bao duoc kich thich bing cach bd sung 50p1 mAb khang IgM trong moi
truong (ndng do cudi ciing: 30pg/ml) vao. Sau khi @ trong thoi gian 24 gio & 37°C, cic té
bao duge nhudm bing hdn hop khang thé duéi day: FITC khang CD86 ctia chudt, PerCP-

-62-



26951

Cy5.5 khdng CD69 ctia chudt, PerCP khang CD 19 ciia chudt dé danh gia vé té bao B. va
FITC khéng CD3 ctia chudt, PE khdng CD69 ctia chudt dé danh gia vé cac té bao T (2pl
'mdi khang thé/I8). Sau mot giy & nhiét d trong phong (rt) trong bong ti, céc té bao
dugc chuyén sang dia loai 96 15 s.éu. Céc té bao dugc ria m(f)t 14n bang 1ml PBS chira 2%
FBS va saukhi taobhuyén pht lai trong 200ul mAu duge phén tich trén thiét bi dém té bao
theo luru tbc FACS Calibur. Cac té bao lympho duoc chin trong 6 nét dut FSC/SSC theo
kich thuéc va mirc do hot va duqé phén tich tiép vé& mirc d6 biu hién ctia CD19, CD3 va
céc chét danh déu hoat héa (CD86, CD69). Dt liéu duoc tinh tir cic vét chim theo ty 16
phin trém ciia t€ bio 4 nhuom duong tinh déi véi chét danh du hoat héa trong quan thé

CD19+ hoic CD3+ bang cach 4p dung phdn mém BD CellQest.

Pé danh gié tinh chét trc ché cua cac hop chét, trude hét cac hop chat dugc hoa tan va
duqé pha loﬁné trong DMSO, tiép theo 12 ph.a loang theo ty 1€ 1:50 trong mdi truong. Céac

té bao lé lach tir cac con chudt nhit Balb/c dugc phén lap, duogc tao huyén phu lai va
| duoc chuyén sang cic dia loai 96 16 nhu trén (200u1/15). Cac hop chit da duoc pha lodng
hoac dung mdi duge bd sung.vao cac dia nay (25ul) va i ¢ 37°C trong thoi gian 1 gio.
Tiép d6, gidng cdy duoc kich thich bang 25ul mAb khang IgM/I8 (ndng dd cudi cing
30pg/ml) trong thoi gian 24 gid ¢ 37°C va dwoc nhudém bang FITC khang CD86 cua
chudt va PerCP khang CD 19 cta chudt (2ul mdi khang thé/Id). Muc do biéu hién cia
CD86 trén té& bao B duongtinh vbi CD19 dugc dinh Iugng bing cach dém té bao theo

dong nhu trén.

23 Xac dinh mitc dd hoat hoéa té bao B ciia chudt

ba théy rang PI3K$ diéu bién chuc ning cia té bao B néu cac t& bao dugc kich thich
thong qua thy thé cta té bao'B (BCR) (Okkenhaug ef al. Science 297:1031 (2002). Bé
~ d4nh gi4 tinh chit @rc ché cta cac hop chit déi véi viée hoat héa té bao B, mirc do dicu
bién ting chit danh d4u hoat hoa CD86 trén té bao B clia chudt thu dwogc tir mau nguyén
chit duoc do sau khi kich thich bing khang IgM va tai t6 hop IL-4. Phan tir CD86 (con
duoc goi 1a B7-2) duge bidu hién chi yéu & té bao trinh dién khang thé, k& ca té bao B.
Té bao B nghi biéu hién CD86 & mirc dd thip, nhung didu tiét ting né sau khi kich thich,
vi du thy thé BCR hofic thy thé IL-4. CD86 trén t€ bao B tuong tic v6i CD28 trén té bao
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T. Tuong tic ndy 1a can thiét dé hoat héa t&i wu t& bao T va dé gay ra dap tng IgG1 tbi

uu (Carreno et al. Annu Rev Immunol. 20:29 (2002)).

Gom mdu chudt

Mau ?nguyén chét duoc gom tir dong mach cha & ving bung cua con chudt duc Lewis
 trudng thanh (LEW/HanHsd) béng céch st dung xiranh loai dung tich 10ml ¢6 kim dung

dé tiém dudi da da dugc bao so b bang natri heparin. Mau dugc chuyén vao cic bng

nghi_ém Falcoﬁ loai dung tich 50ml va nff)n.g do chit chéng dong dugc diéu chinh dén

100U/ml.
 Kich thich té bao B ciia chugt va xi Iy bang chdt tkc ché cy thé
Dé danh gi4 vé cac tac dung in vitro cia ééc thubc trc ché mién dich, mau da xu ly bang
heparin dwoc pha lodng so bd dén 50% bing mdi truong. Mbi trudng duge dung 1a
| IDMEMv chﬁ?a_ ham luong glucoza cao (san phdm theo danh muc ctia Animed s 1-26F01-
I) ¢6. bd sung 100U/ml penixilin, 100mg/ml streptomyxin, 2mM L-glutamin, 50mg/ml
dextran 40 va 5% huyét thanh bao thai bé (FCS, Fetaclone I, Gibco #10270-106). Sau do,
190pl rhéu da duoc pha lodng so bd duge pha ché véi 10ul hop chét thir nghiém da dwoc
pha lodng so bg trong cic dia vi chuin d¢ ddy chit U loai 96 16 (do Nunc cung cp) tao ra
dich pha 10.'?1ng theo bac 3 14n v6i ndng d6 nim trong khoang tir 20uM dén 0.0003uM.
 Cac 16 déi chimg duoc xir Iy so bd bang DMSO dé thu dugc ndng dd cudi cung 0,5%
DMSO. Gibng cdy dugc thiét 1ap lap lai 2 1an, dugc trén k§ bang cach khudy trén thiét b
lic dia (Heidolph Titramax 101; 30 gidy, tbc do 900), ding pipet hut 1én va xubng va
duoc khudy lai trén thiét bi lic dia nay. Gidng cdy dugc @ & 37°C, 5% CO; trong thoi
gian 1 gio. Sau d6, 20l khéng thé}(Ab) da dong cua dé khang IgM ctia chudt (Serotec, s6
danh 'muc sin phém 302001) va 10pl rIL-4 i td hop da dugc pha lodng (san pham theo
danh ml_ic cua Immunotools' s6 # 340085) dugc bd sung vao dé 14n luot thu dugc ndng do
cubi cung 30pg/ml va Sng/ml. Cac dia du.(_)rc tron bang cach khudy trén thiét bi lic dia

nhu trén va G trong 24 gio & 37°C, 5% CO.

* Xdc dinh mirc d6 hoat héa té bao B b&ng cdch dém té bao theo dong

Sau khi 1, 15u1 dung dich EDTA 25mM dugc bd sung vao mdi 16 va duoc lic trong thoi
gian 15 ‘phﬁt dé tach céc té bét6 bam dinh. D& phan tich mirc d6 hoat hoa chat danh diu bé
mit, cac mau duoc nhudm béng khéang CD45RA cua chudt dd dugc danh dau bé‘mg PE-
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Cy5 (san pham theo danh muc cia BD sb # 557015) dé cho phép chan trén té bao B trong
phan tich FAC. Ngoai ra, cic miu duwoc nhudm bing khang CD86 ctia chudt da duoc
danh déu béng PE (san phim theo danh muc cta BD sd #551396). Tét ca cac quy trinh
nhudm dugc thuc hién & nhiét do tfong phong trong thoi gian 30 phut trong bong tdi. Sau
| khi 1, cdc mau duge chuyén sang cac dia vi chudn do day chir V loai c6 96 16 sdu (san
pham theo danh muc ctia Corning sb # 396096) chira 2m1/15 dung dich phén giai BD (san
phim thbeo danh muc cta BD. s6 # 349202). Sau khi phan giai hong ciu, cac miu duoc
rira bang 2ml CellWASH (san phdm theo danh muc ciia BD s # 349524). Dir liéu thu
dugc trén thiét bi dém t€ bao theo luu téc LSRII hoic FACScalibur (do BD Biosciences
cung‘-cép) 14n luot bing cach 4p dung phin mém Cellquest Plus hodc DIVA (phién ban
6.1.1).' Céc té bao lympho dugc chin trong vét chm FSC/SSC theo kich thudc va muc
~ d6 hot va duoc phén tich tiép vé mirc d6 bidu hién cia CD45RA va chét danh déu hoat
hoa. Dit liéu duoc tinh tir vét chdm hoidc biéu dd theo ty 18 phan trim té bio da nhudm

duong tinh d6i v6i chit danh diu hoat héa trong quin thd CD45RA+.

Pdnh gid thong ké
Mirc d9 rc ché hoat héa té bao B tinh theo ty 18 phan trim sau khi tiép xtc véi thude
dugc tinh theo cong thire sau:

murc do kich thich khong c6 thudc_ mirc do kich thich bang thude

% mirc 49 te ché = 100 x :
kich thich khong ¢6 thuée _ khong kich thich

Phin mém ORIGIN 7 (do OriginLab Corporation, Northampton, MA cung cip) dugc ap
dung dé khép dudng cong hdi quy phi tuyén tinh. Nong d6 thubc gay ra tic ché & mirc do
50% (ICs0) dat duoc bang cach khép phuong trinh Hill véi dit liu we ché.

2.4  Xic dinh IL-6 do TLRY giy ra & té bao I4 lich ciia chugt

Biéu ché huyén phi té bao don tir 1 lich ciia chudt

L4 lach dwgc iy ra tir chudt nhit C57BL/6 ngay sau khi cho chét khong dau. M@ thira
duge loc bét-khoi 14 lach trude khi nghién 14 lach qua thiét bi loc té bao ¢& 0,4uM bang
cach st dung pittong tir xiranh loai dung tich Sml. Huyén phu té bao don duge diéu ché
va thé tich duoc didu chinh dén 15ml trong dng nghiém Falcon loai dung tich 50ml bang

cach sur dgng PBS lanh. Cac té bao dugc .ly tm v6i toe d6 1500 vong/phut trong thoi
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gian 5 phiit & 4°C 6 trude khi loai bo dich ndi va tao huyén phu lai trong Sml dung dich
dém phan giai t€ bao hdng cau dbi v6i mdi 14 lach va 1 trong thoi gian 5 phut ¢ nhiét do
trong phong. Nudc d4 PBS lanh (30ml) dugc bd sung vao cac té bao trude khi ly tim &
1500 vong/phut trong thoi gian 5 phut ¢ 4°C. Dich nbi duoc loai bo va cic té bao duoc
rira hai 14n bang 40ml méi trudng nudi cdy té bio 14 lach ctia chuét (MSCM). MSCM bao
gdbm RPMI ¢6 bd sung 100 don vi/ml penixilin va 100pg/ml streptomyxin, 1 x axit amin
khong co ban, 1mM natri pyruvat, 0,05mM B-mercaptoetanol, va 10% huyét thanh bao
thai bé (FBS) dd dugc hoat hoa bing hepatin. Céc té bao dwoc tao huyén phi lai trong
10ml dén 20m1 MSCM va dém bang cach sir dung thiét bi &ém té bao Countess. Khoang
60x10° té bao 14 lach thu duge tir mot C57BL/6 14 lach ciia chudt.

Kich thich i bao Id lach ciia chudt va xir Iy bang chat tke ché ddc hiéu
Céac té Béo 14 lach dugc cho -VE‘10 dia & mat do cubi cing 2x10° té bao/1d trong thé tich
- 100pl trong cdc dia day phing loai 96 16 va 1 trong budng & da dugc tao 4m & nhiét do
37°C trong thoi giban' 2 gir dén 4 gid. Sau d6, cac hop chét s& duoc thir duoc phén tin
béng.céch str dung may xtt ly chat 1ong tu dong bing cach str dung dia hop chit gbe da
duoc didu ché tr truée. Céc dia ‘gbc chira cic hop chit (theo ty 1& 90%/10%
DMSO0/ddH20) duge tao mang & 8§ diém dén 10 diém bang cach sir dung dich pha loang
2 lin hodic dich pha lodng 3 1in. May xir Iy chét 16ng phén chia 1ul mdi dich pha lodng tir
dia hop chét nguén da du'qc diéu ché tir trude vao 13 dich thich hop vao trong dia loai 96
| 16. Nong d6 ban dau cubi cung cia cac hop chét trong dich nudi ciy té bao 1a 10uM.
Nong do cubi cing DMSO trong té bao gidng cdy 14 0,5%. Cac té bao dugc 0 véi cac hop
chét trong thoi gian 1 gid trude khi bd sung phédi tir TLR vao. Sau d6, dich c6 10x ECso
CpG1826 dugc b sung vao trong thé tich 20ul (48 c6 thé tich gidng cdy cudi cung la

200 pl), sau d6 gidng cdy duge G qua dém trong budng & da duogc tao 4m & nhiét d§ 37°C.

Xdc dinh interleukin-6 theo phiwong phdp ELISA

Sau khi nudi cdy qua dém, cac dia dugc ly tAm véi tbe do 2000 vong/phut trong thoi gian
5 phut ¢ nhiét d trong phong. Sau do6, 150ul mdi dich nuéi cdy duoc chuyén sang cac
- dia ddy chit V loai 96 16 va ndng do IL-6 dugc do bing cach st dung kit ELISA theo
phuong phdp kep dénh cho'TL-6 ctia chudt c6 ban trén thi trudng. Mot cich vin tit, cac
dia nay dugc bao qua dém béng khang thé bét giit truéc khi phong bé trong thoi gian 1
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gio béng PBS/O,I% BSA. Cac miu va cac chit chudn dugce bd sung vio trong thé tich
50ul !Vé, _diei nay dugc u trong thoi giah 2 gid & nhiét do trong phong. Sau khi loai bo chat
chuén_/n'lﬁu,’ dia ndy dugc rira bang cach st dung PBS/0,05% Tween trude khi b6 sung
50ul khang thé do da duoc biotinyl héa vio, sau d6 dia nay duoc U trong thoi gian 2 gio &
b'nhiét do trong 'phbng va khudy. Cac dia duq;: rira lai trude khi bd sung 50ul streptavidin-
peroxidaza cia ciy cii cai cay vao mdi 13 trong thoi gian 20 phit. Sau céc 1an rira dia bd
~ sung, 50ul co chit TMB dugc bd sung vao ting 16 va céc dia dugc G trong thoi gian 20
phut trudce i(hi bd sung 25pl dung dich dimg vao mdi 18. Nong 6 IL-6 dugc do bing
cach st di,mg du doc dia SpectraMax 190 (450nm) va phén tich bang cach ap dung phan

 mém SoftMax Pro va GraphPad Prism.

2.5 E Xac dinh IFNalpha do TLR9Y giy ra & té bao don nhin ciia mau ngoai vi
(PBMC) ciia nguoi

Diéu ché PBMC tir mdu twoi clia nguoi

Mau cua ngudi (khoang 75ml) dugc gom trong 10 dng nghiém S-Monovette chtra
Heparin (S-Monovette 7,5ml NH}Heparin 16 don vi qudc t&/ml mau; Starstedt). Cac dng
nghiém Leucosep™ (30ml #227290; Greiner Bio-one) duqcvchuén bi bang cach bd sung
15ml méi trudng téch.té bao lympho LSM1077™ vao mdi 6ng nghiém (#J15-004; PAA
Laboratbries) va ly tAm trong thoi gian 30 gidy véi tbe o 1000g. Khoang 25ml méu dugce
chuyénv sang cac 6ng nghiém Leucosep™ sau khi pha lodng bing phin PBS ngang bing
(khong é(’) C'e12+/1\/Ig2+; #14190-094). Cac miu duoc ly tAm véi tbe do 800g trong thoi
gian 20 phut & nhiét d6 22°C bang cach sir dung may ly tim Eppendorf 5810R khong c6
phanh. Lép PBMC dugc 1y mot cach cén than ra khoéi bé mat chung gitta huyét
trong:moi trudng tach va chuyén vao dng nghiém sach loai dung tich 50ml. Céc té bao
duge rﬂra-. mdt 1an bing céach bd sung PBS (dén 45ml) vao va duogc ly tdm (1400
Véng/phﬁf, 10 phut & nhiét do 22°C) c6 phanh (dat tbec d6 & muc 9) béng cach st dung
Eppendorf 5810R. Céac té bao da két vién dugc tao huyén phu lai mot cach cén than trong
moi trudng .(RPMI 1640+GIut_éMAX-I, 0,0SmM 2-mércaptoetanol, 10mM HEPES va 5%
thé tich FCS) va c4c miu du(yc gom. Céc thanh phan cta mdi tfufmg 2-mercaptoetanol
(#31350-010; 50mM), Hepes (#15630-056, 1M) va RPMI 1640 (I1x) + GlutaMAX-I
(#61’87'0-010.) nhin duogc tir Gibco. FCS (#2-01F36-1) nhan dugc tr Amimed. PBMC

duge dém béng cach st dung thiét bi dém té bao tw déng Countess® (mau dugc pha
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‘loang SO b(f) theo ty 1& 1:10 trong mdi trudng, trude khi bd sung Trypan Blue véi thé tich
ngaﬁg bang (10ul) vio). Té bao duoc pha loang dén mat do 4 x 10° té bao/ml va dugc cy
trong cac dia loai 384 15 (#353962; do Becton Dickinson AG cung cép) dé tao ra thé tich
cubi cling 25yl (ttrc 1 1 x 10° t€ bao/IB).

Kich thich PBMC va xit Iy bang chat vkc ché dic hiéu

' Cac hop chét dugc pha lodng so bd trong 100% thé tich DMSO (#41640-100ml; do
Sigma-Aldrich cung cép), tiép theo chuyén vio méi trudng (dé dat ndng d6 DMSO cubi
cung 0,25%). Céc té bao duge xir Iy bang dich pha lodng hop chét thich hop (5ul) hodc
d6i chimg chat dan (5ul) va i trong thdi gian 30 phat & nhiét do 37°C trong budng i da
duqc tao 4m trong khong khi g(‘)m} 5% (thé tich) CO». Cac té bao dugc kich thich bang
- CpG2216 (0,3uM; #tlrl-hbdna; do Invivogen cung cip) hodc ddi chimg chét dan (10ul/15)
vau trdng thoi gian 20 gio.' Cac dia dugc ly tAm trong mét thoi gian ngin (200 x g trong
thoi giaﬁ 2' phit & nhiét do 22°C) va céc mau dich ndi (30pl) duoc loai ra dé dinh luong
ndng d6 IFNa.

B_z'hh‘lwang IFNa. bc%n_g cdch dp dung cong nghé AlphaLisa

Dé dinh lwong IFNalpha, kit AlphalISA chta interferon ciia nguoi (#AL264F) do
PerkinElmer cung cAp dugc sir dung. Hon hop khéng thé chtra hat thé nhan khang IFNa
(cubi cing Spg/ml) va khang IFNa cta khéng thd da dugc biotinyl héa (cudi cling
0,50M) dugc didu ché méi va dwgc phin phdi (Sul) vao Optiplates™ loai 384 10
~ (#6007299; do PerkinElmer cung cap). Dich pha lodng chira chuén IFNa da biét (IFNo B
(2b) ctia ngirdi) duge didu ché va cling véi dich ndi té bao (5ul) duge bd sung vio cac dia
néu trén. CAc dia dugce ly tAm trong mot thoi gian ngin (xung & 200g), phu bang mang bit
- kin bam dinh, duoc xody va U trong thoi gian 1 gid ¢ nhiét do trong phong trong bong 1.
Hat thé ého da bao bang streptavidin (20pg/ml cudi cfmg)' dugc chudn bi va bd sung vao
timng 13 (5ul) trong ving t6i (hdn hop nhay ddi véi anh séng). Céc dia duge u 30 phut &
nhiét d6 trong phong (cac dia khong dugc ly tdm hodc phu). Sau khi 0, cac dia nay duoc
doc bang dau doc nhiéu dia EnVisionTM c¢6 lap tily chon ALPHA bang cach st dung
_“thiét 1ap chun AlphaScreen” cia chinh dﬁng cu (vi du, tdng thoi gian do: 550 phan

nghin gidy, thoi gian kich thich laze 680nm: 180 phin nghin gidy, guong: D640 nhu. bd
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loc phat xa: M570w, budc song trung tdm 570nm, bé ngang cda dai 100nm, hé sb truyén

75%). Dt lidu dugc gom dé phén tich va dinh lugng nong d6 IFNa.

Ddnh gid va phdn tich dir liéu

Dit liéu dugc phan tich bing cach sit dung Excel XL fit 4.0 (Microsoft) c¢6 thém vao
XLfit IDBS; phién ban 4.3.2). Néng do IFNo dac hiéu ducyc xéac dinh sau khi ngoai suy
v6i dudng cong chuén béng cach st dung IFNo B (2b) cta nguoi. Tri s6 ICsp cua ting
h(_)rp chét duoc xé4c dinh theo cach hdi quy phi tuyén tinh sau khi khop duong cong voi

céc dit ligu thir nghiém.

3. Xéc dinh mirc d9 sin sinh khang thé d6i véi té bao hdng cu ciia ciru (SRBC)

| M(f)t‘ cach Vén tat, chudt to OFA duoc tiém héng cAu cia ciru qua dudng tinh mach vao
ngay 0 va dugc didu tri qua dudng miéng trong bdn ngay lién tuc (ngay 0 dén ngay 3)
bang ééb hdp chit dang thir nghiém. Huyén phil cta té bao 14 lach dugc chuan bi vao
ngay 4 \}é cac t€ bao lympho duoc cho vio dia trén aga mém khi co mit té bao chi thi
(SRBC) va chét phu trg. Sy phan giai té bio chi thi do tiét khang thé ddc hiéu dbi véi
SRBC (chu yéu thudc phan nhom IgM) va sy ¢6 mit cia chét phu trg tao mang. SO luong

* mang trong mdi dia duge dém va duge thé hién 13 s6 mang cho mdi 14 l4ch.

Gady mz'é’n dich: cac nhom g@)rﬁ nim chudt to OFA céi dugc giy mién dich vao ngay 0 véi
2x10%/ml SRBC (thu dugc tir Laboratory Animal Services LAS, Novartis Pharma AG)
trong thé tich 0,5ml cho mdi con chudt béng cach tiém tinh mach.

Bz’é‘u‘tz?_i bing hop chdt: dong vat dugc diéu tri bang hop chit dugc tao huyén phu trong
0,5% CMC, 0,5% Tween80 trong thoi gian 4 ngay lién tuc (cdc ngay 0, 1, 2 va 3) bat dau
vao ngdy gdy mién dich. Hop chit dugc ding qua dudng miéng hai lan mdi ngay va gitra
cac liéu cach 1.2 gidy trong thé tich ap dung anl/kg thé trong.

Chudn bi huyén phii ciia té bao 16 ldch:

Vao ngay 4, dong Vét duoc. chQ chét khong dau b%lng CO». La lach duogc loai bo, can, va
dugc dat Va0 cc 6ng nghiém nhya chtra 10ml dung ‘dich mudi Hank da duogc cin bing
(HBSS; Gibco, d pH=7,3, chita 1mg Phenolred/ 100ml) lanh (4°C) dbi v6i mdi 14 lach
cua chuft. La lach duoc d@)ng nhit héa bing b_inh thiy tinh, dé trén nuéce da trong thoi

gian 5 phut va 1ml dich n6i dugce chuyén vao ong nghiém mdi. Te€ bao dugc rira mot lan
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trong 4ml HBSS, sau d6 dich ndi dugc gan va vién dugc tao huyén phu lai trong Iml
HBSS. S té bao lympho dbi véi mbi 14 lach dugc xac dinh bing thiét bi dém té bao tu
dong va huyén phu ciia té bao 14 Iééh duoc didu chinh dén ndng d6 té bao 30x10%/ml.

Thir nghiém tao madng: |

Céc dia petri aga mém dugc diéu ché véi 0,7% agaroza (SERVA) trong HBSS.

Ngoai ra, mot ml agaroza 0,7% duoc diéu ché trong cac éng nghiém lam bang chat déo
va gitt & nhiét do 48°C trong bé nude. Khoang 50ul huyén phu té bao 14 lach 30x10%/ml
va 50ul SRBC & mat do 40 x 10%/ml duge bd sung vao, dugc tron nhanh (Vortex) va
du(jré‘ rét vao cac dia agaroza di duoc chudn bi. Céc dia petri duoc dat hoi nghiéng aé
phan bb déu hén hop té bao trén 16p .agaroza. Céc dia nay duoc dé ¢ nhiét do trong phong
trong thoi gian 15 phut va sau d6 duge u & 37°C trong thoi gian 60 phut. Sau do, 1,4ml
b6 tro chudt lang (Harlan; 10%) dwoc bd sung vao va budce o dugc tiép tuc trong thoi
gian 60 phit nita & 37°C. Céc khang thé dic hiéu SRBC dugc giai phong boi té bao B
~ cAy trén dia lién két voi khang nguyén (SRBC) trong ving l4n cén cia ching. Cac phice
khéng nguyén-khang thé ne‘l'y duoc hoat hoa bd trg va din dén sy phén giai cia SRBC dé
lai vét (fnéng) sang trong 16p héng cAu. Cac mang dugc dém bang kinh hién vi.

Cong thtc duodi day dé xac dinh muc d6 uc ché tao mang dugc 4p dung:
% Uc ché = C*100/V-100

trong; }dc’): V = sb luong mang trung binh/la lach d6i voi nhéom diung chit dan;

C=5sb lu’(_mg méng trung binh/14 1ach d6i véi nhém da dugce xir Iy bang hop chét

Tai liéu vién dgn.'

N.K. Jerne & A.A. Nordin (1963) Plaque formation in agar by single antibody-producing
cells. Science 140:405.

N.K. Jerne, A.A. Nordin & C. Henry (1963) The agar plaque technique for recognizing
antibody-producing cells. In: "Cell Bound Antibodies", B. Amos & H. Koprowski, Eds.,
Wistar Inst. Press, Philadelphia pp,109-125.

Dir li€u sinh hoc

Thitr nghiém enzym

Vidu - |.PI3K alpha (uM) PI3K delta (uM)

-70-



26951

F1 0,109 0,003
Thir nghiém té bao

|Vide | Tébao PI3K&/ IC50 [umol 1-1] RWB/ IC50 CD86 [nmol 1-1]
F1 10,011 7 |
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YEU CAU BAO HO

. Hop 'chit  (1,1-dioxo-hexahydro-1lamda*6*-thiopyran-4-yl)-{(S)-3-[1-(6-
metoxy-5-metyl-pyridin-3-yl)-2,3-dihydro-1H-pyrido[ 3,4-b][1,4]oxazin-7-
yloxy]-pyrolidin-1-y1}-metanon & dang tinh thé Kkhan.

. Hop chét & dang tinh thé khan theo diém 1, khac biét & chd mau nhiéu xa bot
tia X gém cac dinh sau ¢ dd 2-theta +/- 0,2 d0: 9,1, 10,2, 11,9, 13,0, 17,1, 17,7,
18,7, 20,3, 20,8, 26,0, 26,7, 23,2, 24,1, 24,8, 29,3, 27,4, va 21 4.

! Hop chit & dang tinh thé khan theo diém 1, trong d6 phd nhiéu xa tia X vé co
ban gidng nhu ph nhifu xa bot tia X dwoc thé hién trén Hinh 1.

. Hop chit & dang tinh thé khan theo diém 1, trong d6 dd thi phan tich do nhiét
lwong quét vi phan nhw duoc thé hién trén Hinh 2.

. T6 hop chua lu(_)’ng hitu hiéu dé didu tri bénh ctia hop chét & dang tinh thé theo
diém bét ky trong s6-cac diém tir 1 dén 4 va mot hodc nhiéu duoc chét.

. Duoc phim chira lugng hitu hiéu dé didu tri bénh cta hop cht & dang tinh thé
theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 4 va mot hodc nhiéu chit mang

dugc dung.
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