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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Séng ché dé& cap dén cac hop chét 1a cac chét wc ché thudc ho enzym protein
kinaza dugc hoat hoa bai tdc nhan phan bao p38 (dugc dé cap & day la chét trc ché
kinaza MAP p38), vi dy, cac nhom phu anfa va gamma kinaza cia chung, va Syk
kinaza va ho Src thudc ho tirozin kinaza. Hop chét theo sang ché duoc st dung trong
diéu tri, bao gém duoc phém, dac bi€t trong didu tri cac ching viém, cu thé 1a bénh
viém phdi, nhu bénh hen va bénh phdi tic nghén man tinh (chronic obstructive
pulmonary disease - COPD), cling nhu dbi véi cac bénh vé dudng tiéu héa, nhu viém
loét dai trang va bénh Crohn va céc bénh v& mét, ching han nhu viém mang bd dao.

Séang ché ciing dé cap dén duoc phim va san phim két hop bao gbm hop chét nay.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Bén chit dong dang p38 MAPK (anfa, beta, gamma va delta tuong tmg),
duoc x4c dinh m3i trong s ching biéu hién miu mé & ngudi khac nhau. Cac chat
ddng dang anfa va beta p38 MAPK dugc tim thiy trén khip co thé, c6 mit & nhiéu
loai t& bao khéc nhau. Chét ddng dang anfa cling khéc biét trong vai tro cia né & céc
ching viém. Mic du cdc nghién ciru st dyng phuong phap di truyén héa hoc & chudt
cho thiy chét ddng dang beta p38 MAPK khong c6 vai tro trong cdc chimg viém
(O’Keefe, S.J. et al., J. Biol. Chem., 2007, 282(48):34663-71.); n6 co6 thé lién quan
dén co cAu dau do biéu hién ctia COX2 (Fitzsimmons, B.L. et al., Neuroreport,
2010, 21(4):313-7). Céc chat ddng dang nay bj rc ché bdi mot s hop chét ¢6 trong
lugng phan tir nhd nhu dd duge md ta. Cac 16p ban d4u ciia cac chét (e ché co doc
tinh cao do sy phén chia md rong cua cac chit ddng dang nay din dén viéc c6 nhiéu
hiéu ing sai muc dich cta céac hop chét. Ngoai ra, sy san sinh mot lugng déng ké cac
chét (e ché da khong duoc duy tri vi pham vi danh gia tinh an toan khong phu hop
v6i cac nghién ctru 1am sang (Pettus, L.H. va Wurz, R.P., Curr. Top. Med. Chem.,
2008, 8(16):1452-67.). Theo céc tac dung phu d néu sy da dang v6i chemotype, va
céc hop chit c6 cac miu chon loc kinaza khéc biét, cac doc tinh dugc quan sat ¢o thé

lién quan dén phén c4u tric hon 13 dya trén chu trac p38.
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ft dwoc biét dén véi chét ddng dang gamma va delta p38 MAPK, khong gidng
nhu isozim anfa va beta dugc biéu hién & cac mo va té bao dic hidu. Chét d@)ng dang
delta P38 MAPK duoc biéu hién nhidu hon & tuyén tuy, tinh hoan, phdi, rudt non va
than. N6 ciing duoc thiy nhiéu & dai thuc bao va c6 thé c6 mit trong céc bach ciu
trung tinh, t& bao T CD4+ va & cac t& bao ndi m6 (Shmueli, O. et al., Comptes
Rendus Biologies, 2003, 326(10-11):1067-1072; Smith, S. J. Br. J. Pharmacol.,
2006, 149:393-404; Hale, K. K., J. Immunol., 1999, 162(7):4246-52; Wang, X. S. et
al., J. Biol. Chem., 1997, 272(38):23668-23674.) Su phan bd ctia gamma p38 MAPK
1a rét it mic du n6 duoc bidu hién nhiéu hon & nio, co xuong va tim, cling nhu & té
bao lympho va dai thuc bao (Shmueli, O. et al., Comptes Rendus Biologies, 2003,
326(10-11):1067-1072; Hale, K. K., J. Immunol., 1999, 162(7):4246-52; Court, N.
W. et al., J. Mol. Cell. Cardiol., 2002, 34(4):413-26; Mertens, S. et al., FEBS Lett.,
1996, 383(3):273-6.).

Céc chét &rc ché phan tir nho chon loc ctia gamma p38 MAPK va delta p38
MAPK hién khong c6 sin, mic dit mot hop chét dugc bdc 16 trude d6, BIRB 796,
dugc biét 1a c6 hoat tinh e ché lién ddng dang. Su wc ché cia chit déng dang
gamma va delta p38 MAPK dugc quan st thiy & ndng do cao clia hop chét so voi
rc ché anfa p38 MAPK va beta p38 (Kuma, Y., J. Biol. Chem., 2005, 280:19472-
19479.). Ngoai ra, BIRB 796 ciing 1am suy yéu phosphoryl héa ctia p38 MAPK hoic
JNK boi kinaza MKK6 hoic MKK4 ngugc dong. Kuma da thdo luin vé kha ning
lam thay ddi ban chit riéng gy ra boi sy lién két cia chét e ché d6i vé&i protein
MAPK c6 thé anh huéng dén ciu tric clia ca hai chit phosphoryl héa va vi tri tiép
giap voi chét hoat héa nguoe dong, tir d6 1am suy yéu phosphoryl héa cua p38
MAPK hoac JNK.

P38 MAP kinaza dugc tin 1a ¢6 déng vai trd quan trong trong nhiéu qué trinh
phat tin higu c6 lién quan dén su khoi déu va duy tri ching viém man tinh va dai
déng & bénh cta con ngudi, vi dy, & bénh hen ndng va COPD (Chung, F., Chest,
2011, 139(6):1470-1479.). Hién tai co nhiéu tai liéu ching minh ring p38 MAP
kinaza duogc hoat hoa bdi mot loat cac cytokin tién viém va tac dung hoat héa cua né
trong qua trinh thu nap va giai phéng ctia céc cytokin tién viém bd sung. Thyc sy, dit

liéu tir mot s6 cac nghién ctru 14m sang chimg minh sy thay dbi mang lai loi ich



27941

trong hoat tinh ctia bénh & nhing bénh nhén trong qua trinh diéu tri véi chét trc ché
MAP p38 kinaza. Vi du, Smith d3 m6 ta tic dung {rc ché cta cac chét &rc ché p38
MAP kinaza trén TNFa (khong dua trén IL-8) giai phong tir PBMCs nguoi.

Chét trc ché p38 MAP kinaza st dung trong diéu tri bénh phdi tic ngh&n man
tinh (COPD) ciing da duoc dé xuét. Cac chit (rc ché phan tir nhd nhim muc tiéu dén
p38 MAPK o/ di dugc chimg minh 13 c6 hi¢u qua trong viéc giam cac thdong s&
khéc nhau ciia su viém & céc t& bao va trong cic md dugc l4y tir cdc bénh nhan bi
COPD, nhimg ngudi ndi chung khong nhay cam véi corticosteroit, (Smith, S.J., Br.
J. Pharmacol., 2006, 149:393-404.) ciling nhu cac md hinh dong vat in vivo trong co
thé (Underwood, D.C. et al., Am. J. Physiol., 2000, 279:1.895-902; Nath, P. ef al,,
Eur. J. Pharmacol., 2006, 544:160-167.). Irusen va ddng nghiép ciing dd cho thiy
kha ning tham gia ctia p38 MAPK o/B vdi tinh khong nhay cam véi corticosteroit
qua viéc giam &i lyc gin két cua thu thé glucocorticoit (GR) trong nhan (Irusen, E.
et al., J. Allergy Clin. Immunol., 2002, 109:649-657.). Thir nghiém 14m sang v&i mot
loat c4c chit tc ché kinaza MAP p38, bao gbm AMGS548, BIRB 796, VX702,
SCIO469 va SCIO323 da duge md ta (Lee, M.R. va Dominguez, C., Current Med.
Chem., 2005, 12:2979-2994.).

COPD la tinh trang trong d6 qua trinh viém dugc bao céo la chéng lai dang ké
d6i v&i hoat tinh chéng viém ciia corticosteroit dang hit. Do do, chién lugc dé diéu
tri COPD tbt hon 12 1am ting sy can thiép trong d6 ddng thdi c6 tic dung chéng viém
bam sinh va kha ning ting sy nhay cdm ctia md phéi clia cdc bénh nhan bi COPD
d6i v6i corticosteroit dang hit. Mot tai liéu gin day cia Mercado (Mercado, N., ef
al., Mol. Pharmacol., 2011, 80(6):1128-1135.) chitng minh ring p38 MAPK vy cam
c6 tiém ning khdi sy nhay cam dbi véi corticosteroit. Do d6 ¢6 thé c6 loi ich kép cho
cac bénh nhan khi s dung chét tc ché p38 MAP kinaza dé diéu tri COPD va bénh
hen ning. Tuy nhién, trd ngai 16n can trd cac lgi ich cla cac chét trc ché p38 MAP
kinaza trong didu tri cac bénh viém man tinh & ngudi 1a doc tinh nghiém trong quan
sét thdy & bénh nhan dan t6i viée rat khoi su phat trién 14m sang clia nhidu hop chét

bao gdm cac chét dic biét da duoc d& cap & trén.

Nhidu bénh nhén dugc chin dodn bi hen hodc bj COPD lai tiép tuc xuét hién

tridu chimg khong kiém soat dwogc va tlt céc triéu ching tram trong clia ho din dén



27941

viéc phai nhap vién. Didu nay xay ra du da st dung cac phac dd didu tri tién tién nhat
hién c6, bao gdm cac san phim két hop ciia corticosteroit dang hit va chit chi van-B
tac dong lau dai. Dir liéu duogc tich liiy hon thap ky qua cho thiy sy that bai trong
viéc quan 1y hidu qua c4c thanh phin viém co ban ctia bénh vé phéi 1a ly do c6 thé
lam cho bénh trd nén trim trong. Két qua thu dugce da biét cua corticosteroit dbi véi
cac chit chéng viém va, dic biét, voi corticosteroit dang hit trong didu tri bénh hen,
nhitng phat hi€n nay kich thich sy diéu tra cao. Két qua nghién ctru da xac dinh dugc
rang mot s§ chan thwong do méi truong dn dén nhitng thay d6i & ching viém khong
¢6 tac dung vdi corticosteroit & phéi ciia bénh nhan. Vi du vé phan Gmg phét sinh tir
nhi®m trung dudng ho hép trén do virut di qua trung gian (URTI), do d6 n6 din dén
su tang ty 16 méc hen va bénh COPD.

Céc cudc didu tra dich t& hoc da cho thdy mdi lién quan gifta nhiém virut
duong ho hip trén va mot ty 1& dang k& & cac dot bénh nhan da dugc chin doan véi
bénh dudng hé hip man tinh. Mot s6 dit liéu thuyét phuc nhit trong van dé nay xuét
phét tir c4c nghién ctru theo chidu doc clia tré em bi hen (Papadopoulos, N.G., Papi,
A., Psarras, S. va Johnston, S.L., Paediatr. Respir. Rev,. 2004, 5(3):255-260.). Mot
loat c4c nghién ctru bd sung h trg cho két luan nay ring sy viém nhiém do virus c6
thé thuc ddy va 1am ting su trim trong cla cin bénh. Vi dy, nhiém tring 14m sang
thir nghiém véi virut mili d@ dugc bdo céo 1a gdy ra si€u phan Gng phé quan véi
histamin & c4c bénh nhan méc bénh hen khong thich ung véi didu tri bang
corticosteroit (Grunberg, K., Sharon, R.F., et al., Am. J. Respir. Crit. Care Med.,
2001, 164(10):1816-1822.). Thém bing chimg xuit phat tir viéc két hop quan sét
gitta cac dot bénh trim trong & cic bénh nhéan bi xo va nhiém tring nang HRV (Wat,
D., Gelder, C., et al., J. Cyst. Fibros,. 2008, 7:320-328.). Phu hop véi cic dit liéu nay
14 phat hién sy nhiém virus dudng ho hép, bao gdm virut mili, c6 miat cta yéu td ¢6
tinh doc 1ap tuong quan 4m tinh vdi ty 18 séng 12 thdng & tré em, bénh nhan nhan
ghép phéi (Liu, M., Worley, S., et al., Transpl. Infect. Dis,. 2009, 11(4):304-312.).

Nghién ctru 1dm sang cho thdy tai lugng virut twong tng véi triéu chung va
c4c bién chimg quan sat dugc va, c6 nghia 13, voi mirc d6 trAm trong cia tinh trang
viém. Vi duy, sau khi bi nhiém virut miii thir nghiém, céc triéu chimg dudng hé hap

duéi va tinh trang d& phan tmg cta phé quan tuong quan déng k& voi co cdu nap
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virut (Message, S.D., Laza-Stanca, V., et al., PNAS, 2008; 105(36):13562-13567.).
Tuong ty, v6i sy khong c6 mit cla cic tac nhén virut khac, viée nhiém virut mii
thuong c6 lién quan dén cic bénh nhidm tring dwong hé hip dudi va chimg thd kho
khe, khi co ciu nap virut cao & cac bénh nhi cé hé mién dich (Gerna, G., Piralla, A.,
et al., J. Med. Virol,. 2009, 81(8):1498-1507.).

Diéu thu vi 13, qua béo céo gin déy viée tiép xic truée véi virut mili dan dén
su giam phan tmg xytokin gdy ra bdi cac san phim cua vi khuén trong dai thuc bao
phé nang cta ngudi (Oliver, B.G., Lim, S., et al., Thorax, 2008, 63:519-525.). Ngoai
ra, sy nhidm c4c t& bao biéu mé mii voi virut miii da dwgc din ching bang tu liéu ¢
thiic diy sy bam dinh ctia vi khuin, bao gdm S. aureus va H. influenzae (Wang, J.H.,
Kwon, H.J. va Yong, J.J., The Laryngoscope, 2009, 119(7):1406-1411.). Nhitng tac
dung cua t€ bao ndy c6 thé gép phin vao tan suit bénh nh4n bi nhiém tring duong
h6 hip dudi ting sau khi bi nhiém tring & duong ho hép trén. Theo d6, viéc tri liéu
thich hop dugc tép trung vao kha ning can thi¢p moi dé giam tai luong virut & mot
loat hé thdng trong dng nghiém, nhur yéu t6 du bao vé loi ich ctia chiing theo thiét lap

lam sang.

Céc nhom nguy co cao, danh cho cic bénh nhan bi nhiém virut miii & dudong
ho hip trén c6 thé din dén cac bién ching tht cép nghiém trong, khong chi gidi han
& c4c bénh nhan bi bénh hé hip man tinh. Ching bao gbm, vi dy, sy mién dich kém
v6i nhitng bénh nhan d& bj nhidm tring dudng hd hap duéi, cling nhu cac bénh nhén
phai trai qua héa tri lidu, nhitng bénh nhan phai dbi mat véi bénh cép tinh, bi sbt s
de doa dén tinh mang. ciing d3 dé nghi ring c4c bénh man tinh khac, chéng han nhu
bénh tiu dudng, ¢ lién quan dén phan mg mién dich bi xdm nhap. Diéu nay lam
tang kha ning bi nhiém dudng hd hép va phai nhap vién (Peleg, A.Y., Weerarathna,
T., et al., Tiéu dwong Metab. Res. Rev., 2007, 23(1):3-13; Kornum, J.B., Reimar, W.,
et al., Tiéu duong Care, 2008, 31(8):1541-1545.).

Trong khi duwdng h6 hip trén bi viém do virut 12 nguyén nhén ctia bénh va tir
vong la dang ké & cac bénh nhan bi bénh tiém 4n hoic céac yéu t rui ro khéc; chung
ciing tao ganh ning dang ké cho bénh nhan khi chdm séc stc khoe néi chung va n6
1a nguyén nhén chinh gy mat nhiéu thoi gian hoc tap va lam viéc cua ho (Rollinger,
J.M. va Schmidtke, M., Med. Res. Rev., 2010, Doi 10.1002/med.20176.). Nhiing
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nhan xét ndy lam cho rd rang hon v& loai thuéc mdi, c6 su cai thién hon vé phuong
phép didu tri hién nay, né dang dugc yéu ciu tién hanh khén truong ¢ ngin ngira va
didu tri bénh nhim dudng ho hip trén gian tiép do virut miii gy ra. N6i chung, cac
chién Iugc duge 4p dung d& phat hién ra cac thudc khang virut duge cai tién nhim
muc dich san xuit cac protein khac nhau tr virut, dé can thi€p diéu tri bénh. Tuy
nhién, mot sb 16n céc tip huyét thanh virut miii gitp cho viéc theo dudi sy tiép can
v0 cung kho khén va co thé giai thich tai sao, tai thoi didm hién tai, thubc dé phong
ngira va didu tri bénh nhidm virut mii vAn chua dugc duyét béi bt ky co quan quan
ly nao.

Virus xdm nhdp vao céac té bao chu c6 lién quan dén su hoat hdéa ctia mot sb
duodng truyén tin hidu ndi bao ma ching duoc tin 13 dong mét vai trd quan trong
trong sy khéi ddu clia qué trinh viém (xem xét boi Ludwig, S, 2007; Signal
Transduction, 7:81-88.) va viéc san sinh virut va giai phéng ching sau d6. Mot trong
nhitng co ché nay, da dugc xé4c dinh c6 vai trd trong sy san sinh virut cim in vitro, 1a
su hoat héa cua dudng chuyén héa phosphoinositit 3-kinaza / Akt. D dugc ghi nhan
rang dudng chuyén héa tin hidu ndy dugc kich hoat boi Protein NS1 cta virut (Shin,
Y K., Liu, Q. et al., J. Gen. Virol., 2007, 88:13-18.) va sy rc ché ctia né 1am giam do
chudn cua virut thé hé con (Ehrhardt, C., Marjuki, H. et al., Cell Microbiol., 2006,
8:1336-1348.).

Hon nita, cdc chit trc chd U0126 MEK da dugc din chimg bing tu lidu dé tc
ché sy 1ay lan virut ma khong tao ra tinh trang khén cép cta bién thé khang virut
(Ludwig, S., Wolff, T. et al., FEBS Lett., 2004, 561(1-3):37-43.). Gén day, céac
nghién ctru v& su e ché kinaza Syk dich dd chung minh ring enzym déng mdt vai
trd quan trong trong viéc lam trung gian virut miii thim nhép vao cac t€ bao va cling
phan ung véi ching viém giam virut, bao gdm sy diéu chinh ICAM-1 (Sanderson,
M.P., Lau, C.W. et al., Inflamm. Allergy thuée T argets, 2009, 8:87-95.). Hoat tinh
Syk duoc béo céo ring da duge kiém soat bdi c-Sre kinaza dong nguogc nhiém HRV
(Lau, C. et al., J. Immunol., 2008, 180(2):870-880.). Mot sé it nghién ciru di thdy
xudt hién lién két hoat tinh céc té bao Src (Srcl hodc p60-Src) hodc Kinaza thudc ho
Src bi nhiém virut. Ching thé hién 'réng adenovirut kich thich tao ra hoat tinh trung

gian kinaza PI3 cua Akt thong qua co ché phu thude c-Sr. Pugc goi y ring virut miii
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39 kich thich san xuit IL-8 trong céc t& bao biéu méd phu thudc vao hoat tinh kinaza
Src (Bentley, J.K., Newcomb, D.C., J. Virol., 2007, 81:1186-1194.). Cubi cung, da
duoc dé xuét réng hoat tinh cuta kinaza Src ¢6 li€én quan dén cam (mg cia viéc san
xuét mucin bang virut mili 14 trong cac t& bao biu mo va cac tuyén phu niém mac

(Inoue, D. va Yamaya, M., Respir. Physiol. Neurobiol., 2006, 154(3):484-499.).

D3 dugc cong bb ring cac hop chét e ché hoat dong clia kinaza c-Src va Syk
12 cac thubc hitu hiéu ngin sy nhan réng cta virut miii (Charron, C.E. et al., WO
2011/158042.) va céac hop chét tc ché p59-HCK c6 hidu qua ngin chin sy nhén rong
virut cim (Charron, C.E. ef al., WO 2011/070369.). Vi nhiing ly do duoc tom tat &
trén, cac hop chét dugce st dung d& diu tri cac bénh hé hip man tinh két hop nhimg
dic tinh vén ¢6 voi e ché MAPKSs p38, du kién 14 dic biét hiu qua.

Mot sb cac chit trc ché MAPK p38 ciing di duoc md ta nhu cac chit tc ché
ctia sy nhan rong virut hdn bao ho hép (Cass, L. et al., WO 2011/158039.).

Hon nita, cin luu ¥ ring chét rc ché MAPK p38 da duoc phat hién dem lai loi
ich cho cac bénh nhan bi IBD sau mét tudn didu tri ma khoéng theo dudi dot diéu tri
bao gém bdn tudn (Schreiber, S. et al., Clin. Gastro. Hepatology, 2006, 4:325-334.).

Ngoai vai trd quan trong trong kha ning tin hi¢u té bao kiém soédt cac hoat
dong ciia dudng chuyén hoa tién viém, enzym kinaza bay git cling dwgc cong nhan
trong didu chinh hoat dong ctia mot loat cdc chirc ning t& bao. Mot trong s6 nhitng
viéc d3 duoc thdo ludn gﬁn day 1a viéc duy tri tinh toan ven DNA (Shilo, Y. Nature
Reviews ung thu, 2003, 3:155-168.) va su phdi hop cta cac qué trinh phirc hop cla
phan chia t& bao. Mot minh hoa cho nhitng phét hién gln day 1 cong bd mo ta tac
dong cua tap hop cac chét tc ché tac dong theo cai goi Ia "kinaza Olaharsky" vao tan
sudt ctia sy hinh thanh vi nhén trong 6ng nghiém (Olaharsky, A.J. et al., PLoS
Comput. Biol., 2009, 5(7):1000446.). Sy hinh thanh vi nhén lién quan dén, hodc
duogc két hop véi, su gidn doan cua qué trinh phan bao va do d6 la mét biéu hién
khong mong muén cia doc tinh tiém ning. Uc ché cia kinaza truc khuén dai trang
glycogen 3a (GSK30) da dugc thy 1a mot yéu t6 dic biét quan trong 1am ting kha
ning hinh thanh vi nhén thic dAy chét trc ché kinaza. Gan day, uc ché kinaza GSK38
v6i RNAI ciling dd dugc ghi nhan trong thic d4y sy hinh thanh vi nhén (Tighe, A. et
al., BMC Cell Biology, 2007, 8:34.).
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C6 thé giam nhimg téc dong bt loi phat sinh tir sy twong téc ctia thube véi
kinaza Olaharsky, nhu GSK3a, bing viéc t8i wu héa lidu thubc vi/hogc bing cach
thay d6i thoi gian st dung. Tuy nhién, s& thuén lgi hon dé xéac dinh cac phan ti hitu
dung trong diéu tri ma boc 16 hoat tinh thép hodc céc hoat tinh ngin cac enzym sai
muc dich nay va do d6 thuc ddy mot it hogc khong tao sy gian doan ciia qué trinh

phén bao, dugc xem xét trong xét nghi¢m phan bao.

R& rang khi xem xét céc tai liéu dugc trich din trén day van thdy con can phai
xéc dinh va phat trién chét &rc ché kinase MAP p38 méi da dugce cai thién kha ning
chita tri hon céc phuong phép diéu tri hién nay. Céc hop chit mong muén 13 nhing
hop chét thé hién chi sb didu trj cao bing cach sir dung, it nhit, anh hudng khong
kém dén hiéu quéa nhu cac thubc truée day, nhung theo mét hodc nhiéu khia canh, s&
it doc hai & lidu didu trj thich hop. Muc tiéu cta sang ché 1a cung cp hop chat méi
néu trén ma tc ché hoat dong clia enzym & kinaza p38 MAP, vi du véi tinh riéng biét
kiéu phy, cing véi kinaza SYK va kinaza tyrosin thudc ho Src (déc biét la c-Src) do

¢6 duoc dic tinh khang viém t5t, va phi hop dé sir dung trong didu tri.

Hop chét (I) thé hién thoi gian tic dung dai hon va/hodc tac dung ton tai so
v6i trude d6 boc 10 chét e ché BIRB 796 kinaza p38 MAP allosteric (Pargellis, C.
et al., Nature Struct. Biol., 2002, 9(4):268-272.). Mot phuong én phu d& cap hop chit
moi nay & mot hodc nhidu thé rin, th8 tinh thé mafcos vé su dn dinh thé chit va hoa
chét cao thich hop cho viéc tao ra dang thudc hit.
Ban chét ky thuit ciia sing ché

Céc tac gia cna sang ché d4 tién hanh nghién ctru chuyén sdu véi muc dich Ia
giai quyét cac vAn d& nhu néu trén clia céc tai lidu tinh trang k§ thudt. Cu thé 13, sdng
ché @& xut cac hop chit méi ma 1a cic chit uc ché thudc ho enzym protein kinaza
duoc hoat hoa béi tac nhin phén bao p38 (duoc dé cap & day la chét wc ché kinaza
MAP p38), dugc st dung trong diéu tri, bao g6m dugc phém, dac bi¢t trong didu tri
céc chimg viém, cu thé 13 bénh viém phdi, nhu bénh hen va bénh phéi téc nghén man
tinh (chronic obstructive pulmonary disease - COPD), cling nhu d6i voi cac bénh vé
dudng tiéu héa, nhu viém loét dai trang va bénh Crohn va cdc bénh v& mét, ching

han nhu viém mang b6 dao.

Vi vy, theo mot khia canh, sang ché @é cap dén hop chét c6 cong thie (I):



27941

N
N ﬁ OO IJIN
@ '

Me hop chét (1)

hoic mudi dugc dung hogc hoa tan ciia chiing, bao gdm cac chit ddng phan lap thé
va chit hd bién cta ching.
“Hop chét ¢6 cong thirc (I)” ciing c6 thé dugc goi ¢ ddy 1a “Hop chét (I)”.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuét dén Hop chét (I) nhu duge dinh
nghia & trén 1a bazo tu do.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuét ¢ cap dén Hop chit (T) nhu duoc
dinh nghia & trén 1a bazo tu do khan.

Theo mét khia canh khéc, sang ché d& xuét dén Hop chét (I) nhu duoc dinh
nghia & trén 1a bazo ty do khan & dang tinh thé rén.

Theo khia canh khéc nita, sang ché @& xuit dén Hop chit (I) nhu duge dinh
nghia & trén 13 bazo ty do khan & dang da hinh tinh thé rén A.

Theo khia canh khéac nita, sdng ché dé xuét dén Hop chit (I) nhu dugc dinh
nghia & trén 13 bazo ty do khan & dang da hinh tinh thé rén B.

MO ta viin tit cac hinh vé
Fig.1 thé hién mAu nhifu xa bot tia X (XRPD) thu dugc tir mau Hop chat (1)
13 bazo tu do khan & dang da hinh tinh thé rén A.

Fig.2 thé hién miu XRPD thu dugc tir mAu Hop chét (I) 12 bazo ty do khan &
dang da hinh tinh thé rén B, sau micro héa.

Fig.3 boc 10 két qua phan tich nhiét trong lwong cla mAu Hop chét (I) 13 bazo
tu do khan & dang da hinh tinh thé rén B, sau micro hoa.

Fig, 4 m6 ta so d0 déng nhiét hép thu hoi bing luc dong (DVS) thu duoc tir
cac mAu Hop chét (I) 1 bazo ty do khan & dang da hinh tinh thé rin B sau micro héa.
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Fig, 5 md ta két qua thir nghiém tr& dugc tién hanh trén Hop chét (1) 1a bazo
tu do khan ¢ dang B da hinh, tinh thé, rin, sau micro héa, dé xac dinh mirc d6 va tbc

b hép thu d6 4m/giai hip véi thoi gian ngin nhimg thay d6i ¢ 46 4m twong dbi.

Fig.6 1a phd hdng ngoai (IR) thu duoc tir miu Hop chit (T) 1a bazo ty do khan
& dang da hinh tinh thé rin B sau micro héa.

Fig.7 thé hién phan tich nhiét cia mau Hop chét (I) 13 bazo tu do khan & dang
da hinh tinh thé rén B (dugc micro héa) béi phép phan tich nhiét quét vi sai (DSC).
M3 ta chi tiét sing ché

Hop chét ¢ cong thire (I) duge b 16 & day 1a: 1-(3-fert-butyl-1-p-tolyl-1H-
pyrazol-5-yl)-3-(4-(2-(phenylamino)pyrimidin-4-yloxy)naphtalen-1-yl)ure. Céc miu
mudi ciia hop chit (I) chira cac mudi dugc dung, vi du nhu, khong gi6i han, mubi
cdng axit cua axit khoang manh ching han nhu mubi HCI va HBr va mudi cong cia

axit hitu co manh chéng han nhu axit methanesulfonic.

Nhu c4c dinh nghia dugc sit dung duéi day vé hop chét c6 cong thire (I) duge
du tinh bao gém mubi, solvat héa, va cac chit hd bién cua hén hop da néu, trir

truong hop chi dinh dic biét khac. Cac vi du vé solva héa bao gdm hydrat.

§ day sang ché ciing d& cap dén phat trién tidn dwoc chét ctia hop chét c6
cong thie (I), didu d6 néi ring céc hop chét pha v& vi/hodic duge chuyén hoa trong
co thd d& cung cAp hop chét hoat tinh c6 cong thac (I). Cac vi du tbng quat vé tién
duoc chét bao gdm este thong thudng, va cac este khac nhur hdn hop este cacbonat,

cacbamat, glycozit, ete, axetal va ketal.

Sang ché bao gdm tit ca cac din xuét chit mang ddng vi cia hop chét (I). Vi
vdy, sang ché bao gdm cac hop chét 14 céc hop chét cia hop chét (I) c6 mdt hodc
nhidu nguyén tir d& dugc thay thé bdi nguyén tir c6 khéi luong nguyén tir hodc sb
khéi khéc v6i khéi lugng nguyén tir hoic sé khdi thuong duge thdy trong tu nhién,
hogc trong d6 ty 16 nguyén tir ¢6 khdi lugng nguyén tir hodc sé khéi it duoc thdy
trong tw nhién da duoc tdng 1én (cac khai niém sau nay duoc goi 1a “giau chit mang
ddng vi”). Vi vy, cac hop chit boc 16 bao gdm céc hop chit ma nguyén tir duoc quy
dinh 12 chit déng vi xuét hién tu nhién hoic khong tu nhién. Theo mdt phuong an,

chét déng vi la chat déng vi 6n dinh. Vi vay, c4c hop chét ctia ban m6 ta bao gom, vi
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du doteri bao gdm céc hop chit va cac chit tuong tu. Vi vay, theo mét phuong 4n
ctia sang ché, hop chit (I) chira mirc d6 1am giau cta doteri & mot hodc nhiu nguyén
tt hydro (vi du dbi v6i mirc nude nguyén tir da cho cua chét dong vi doteri vuot qua
cac 56 20%, 50%, 75%, 90%, 95% hodc 99%). Céc vi du vé cac chit ddng vi khac
ma c6 thé dugc dua vao hop chét (I) hoic duge lam giau trong hop chit (I) bao gdm
cac chit déng vi cta hydro, cacbon, nito, khi oxy, flo, iot va clo chéng han nhu °H,
11C, 13C, 14C, 5N, 18F, 1231 hogc 251, ma c6 thd cac chit ddng vi xuit hién tw nhién

hodc khong ty nhién.

Theo khia canh khéc nita cua sdng ché, n6 dé cap dén mot hodc nhiéu cac chét
chuyén héa cia hop chét ¢6 cong thic (I), cu thé chét chuyén héa ma gitt mot hodc
nhidu hoat tinh tri liéu ctia hop chit cé cong thirc (I). Chét chuyén héa, nhu dwoc dé
cap & day, 1a hop chét ma dugc didu ché trong co thé tir sy chuyén héa ctia hop chit
¢6 cong thirc (I), vi du nhu, khong chi giéi han 6, cac chét chuyén héa oxy va/hodc
cac chit chuyén hoa phaét sinh, vi dy, tir O-dealkylation.

Ban md ta ciing m& rong t6i tit ca dang da hinh cta cac hop chét dugc dinh
nghia ¢ day.

Quy trinh phu hop dé diéu ché hop chét c6 cong thirc (I) dugce cho thdy dudi
day (So dd 1).

Sodd1
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Me hop chét (I)

Cac nhém bao vé ¢ thé dugc cAn dé bao vé cac nhém cam tmg héa hoc trong
mot hogic nhidu céc phan tmg dwoc md ta & trén, ¢& dam bao rang qud trinh c6 thé
duoc thuc hién va/hodc 1a hi€u qua. Vi vay, néu mong mubn hodc cin thiét, cac hop
chit trung gian c6 thé dugc bao vé béng viéc sir dung cdc nhém bao vé thudong biét
trong linh vyc nay. Cac nhém bao vé va phuong thirc dé loai bod chiung duge mo ta
trong “Cac nhém bao vé trong tdng hop hitu co”, cia Theodora W. Greene va Peter
G. M. Wuts, dugc xuit ban boi John Wiley & Sons Inc; 4th Rev Ed., 2006, ISBN-
10: 0471697540.

Diéu ché chi tiét cua Hop chét (I) duge boc 16 & Viduy 1.
Céc chit trung gian mé&i nhu duge md ta & déy boc 16 mot khia canh cia sang
ché.

Theo mot khia canh khéc cua sdng ché dé cap dén Hop chét (I) 1a bazo ty do
khan & dang tinh thé, rin. Theo khia canh khic nita clia sdng ché dé cap dén Hop
chét (I) 12 bazo tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rdn A c6 thé thu dugc, vi du,
bang két tinh Hop chét (T) tir axetat isopropyl. Theo khia canh cu thé ctia sang ché dé
cap dén Hop chét (I) 1a bazo tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rén B, c6 thé thu
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duoc, vi dy, bing két tinh Hop chét (I) tir axeton va nuéc. Ty 1& dic thu cua axeton
v6i nude 1a phu hgp cho qua trinh nay nim trong khoang 5:1 va 200:1 vi du nim
trong khoang 10:1. N6i cach khac, dang B ¢6 thé thu dugc bang su két tinh Hop chét
(D) chi tir axeton. Su didu ché cu thé cua Hop chét (I) 14 bazo tu do khan & dang da
hinh tinh thé réns A va B dugc boc 16 & Vi du 1 va 3 ctia Phin thyc nghiém, tuong
ung.

Theo khia canh khac nita cua sang ché, & trang thai rin cua Hop chét (I) c6
thé duoc cai thién bﬁng cach tiép tuc budc tao huyén phu hodc tai tinh th8 hoa dé
didu ché, vi du, vat lidu c6 hinh thai hoc duoc cai thién va/hodc chira mic do khir
ctia dung méi dw. Vi dy, dung méi du c6 thé dugc loai ra khéi Hop chét (I) 12 bazo
tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rin B bang cach tao huyén phu Hop chét (I) &
dang da hinh B, trong nudc, hodc nhu dugc lya chon bang cach tiép tuc ti tinh thé
héa tir axeton. Mb ta chi tiét ciia quy trinh tao huyén phu phi hop dwoc boc 16 & Vi

du 3a ctia Phan thuc nghiém.

Theo mot phwong 4n dé cép dén dang da hinh két tinh, rdn A cta Hop chét (I)
14 bazo tu do khan c6 mAu XRPD vé co ban nhu dugce thdy & Fig.1. Phuong phép thu
dugc dit liéu XRPD dugc md ta & phdn Cic phuong phap phén tich (Analytical
Methods) va dit liéu dugc trinh bay & Vidu 5.

Vi vay, n6 dé cap dén Hop chét (I) 1a bazo tw do khan ¢ dang da hinh, tinh
thé, rin A c¢6 miu XRPD véi it nhét mot (Vi du mdt, hai, ba, bdn, nam, sau, bay,
tdm, chin, mudi, mudi mot, mudi hai, mudi ba, mudi bdn, muodi 1dm hodc mudi sau)
cé cac dinh & 7.8, 8,7, 10,3, 11,2, 12,4, 15,2, 16,2, 17,5, 19,7, 20,8, 22,6, 23,1, 24,6,
25,5, 26,7, 27,4 (= 0,2 d9, chi sb 2-teta), cac dinh nay khac biét & dang da hinh, tinh
thé, rén A. Céc dinh 10,3, 15,2, 17,5, 23,1, 24,6, 26,7 va 27,4 1a dic bi¢t khac biét
d6i v6i dang da hinh, tinh thé, rin A va do vy t6t hon 14 it nhét mot (Vi du mgt, hai,
ba, bdn, nim, sau ho#c bay) cla cac dinh nay c6 thé quan sét dugc & mAiu XRPD.

Theo mdt phuong én khéac d& cap dén dang da hinh, tinh thé, rén B ctia Hop
chét (I) 14 bazo tu do khan (dwgc micro héa) cé méu XRPD co ban nhu dugc thdy &
Fig.2. Phwong phap micro héa dugc mé ta & Vi du 4 va phuong phap thu dugc dir
litu XRPD dugc md ta & Cac phuong phép phan tich ( Analytical Methods) va dix
liéu dugc trinh bay ¢ Vidu S.
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Vi viy, sang ché dé cap dén Hop chét (I) 13 bazo tu do khan & dang da hinh
tinh thé rin B (duoc micro héa) c6 miu XRPD vdi it nhit mot (Vi du mot, hai, ba,
bdn, nim, sau, bay, tm, chin, mudi, mudi mot, mudi hai, mudi ba, mudi bbn, mudi
1dm, mudi sdu, mudi bay hodc mudi tdm) cac dinh 3,9, 6,1, 7,7, 8,6, 10,9, 11,8, 12,7,
14,3, 15,9, 16,7, 18,3, 18,7, 19,9, 20,9, 22,0, 22,6, 25,2, 28,9 (£ 0,2 d9, gid tri 2-teta),
c4c dinh nay khéc biét & dang da hinh tinh thé rin B. C4c dinh 3,9, 6,1, 11,8, 14,3,
16,7, 18,3, 18,7 va 28,9 1a dic biét khac biét dbi véi dang da hinh, tinh thé, rén B va
do vay tdt hon 14 ¢ it nhat mot (Vi du mot, hai, ba, bdn, ndm, sdu, bay hodc tdm)

ctia cac dinh nay c6 thé quan sat duge & miu XRPD.

Céc diém chay ctia Hop chit (I) 1a bazo tw do khan & dang da hinh, tinh thé,
rin A va B duoc xac dinh c6 st dung phép phan tich nhiét quét vi sai nhu dugc md
ta & Vi du 6. Hop chét (I) 13 bazo ty do khan & dang da hinh, tinh thé, rin A duoc
phét hién c6 diém chay 14 191.6°C, va Hop chét (I) 1a bazo tu do khan ¢ dang da
hinh, tinh thé, rén B duoc phat hién c6 diém chay 13 214°C. dang da hinh B ciing
duoc phat hién c6 nhiét dung hgp cao hon & dang da hinh A. Nhu da giai thich ¢ Vi
du 6, cac két qua nay dé xuét ring dang da hinh B 4n dinh nhiét dong nhiéu hon
dang da hinh A.

Po 6n dinh vat 1y va héa hoc ctia Hop chét (I) 12 bazo tu do khan & dang da

hinh, tinh thé, rin B, dugc nghién ctru, Kkét qué ctia chiing duoc boc 16 dudi day.

Pé danh gia tinh 6n dinh vat ly, Hop chit (I) 12 bazo tu do khan & dang da
hinh, tinh thé, rin B dugc micro héa theo quy trinh dugc mé ta & Vi du 4, va céc
mau cua vat lidu thu duoc duge bao quan & cac binh chira m& va chiu nhi€t d6 moi
treong khac nhau va d¢ 4m tuong d6i. Cac dic tinh va sy 6n dinh vat 1y ctia cac mau
duogc nghién ctru c6 st dung phd hoc TGA, DSC, DVS, IR va sy phén tich XRPD.
Céc quy trinh thi nghiém diy dt duoc boc 16 & Phan quy trinh tdng hop va két qua
duoc tom tit & Vi du 7 (Bang 8). Nhu duoc trinh bay & Vi du 7, Hop chat (I) 1a bazo
tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rén B (dugc micro héa) dugc phat hién ¢ su bn
dinh vat ly tdt. Céc quy trinh thi nghiém tuong tu ciing dugc thuc hién c6 su dung
Hop chét (I) 1 bazo tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rin B & dang khong duogc

micro hoa va két qua dugc théy 14 co ban twong tw v6i micro hda vét liéu thu dugc,
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vi du, Hop chit (I) 14 bazo ty do khan & dang da hinh, tinh thé, rin B & ca dang

micro hoa va dang khéng micro héa dugc phat hién c6 su dn dinh vat ly tdt.

D& danh gi4 tinh én dinh héa hoc, Hop chit (I) 1a bazo ty do khan ¢ dang da
hinh, tinh thé, rin B dugc micro héa theo quy trinh dwgc mé ta & Vi du 4. Puoc
micro héa cidc miu duge bao quan & cac binh chita m& va chiu nhiét 6 moéi trudong
khac nhau va do 4m tuong d6i. Tinh 8n dinh hoa hoc ctia cac mau duoc phan tich
bing HPLC. Két qua duoc tém tét & Vi du 8 (Bang 9) noi dugc boc 16 rang Hop chat
(I) 14 bazo tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rén B, micro héa chinh dugc thay 1a

¢6 tinh 8n dinh héa hoc, mic du mot s§ dwoc nhan thiy 13 c6 tinh nhay véi anh séng.

Nhu két qua clia cac nghién clru tinh trang chét rdn dugc boc 16 & day, da két
luén ring Hop chét (I) 1a bazo tw do khan & dang da hinh, tinh thé, rén B ¢6 thé dugc

micro héa va ring vat liu thu dugce c6 tinh 6n dinh vé vat Iy va héa hoc.

Hop chét c6 cong thirc (I) 1a chét ic ché kinaza MAP p38 (dic biét 1a kiéu
phu anpha) va & m¢t khia canh ctia Hop chit 13 hiru dung trong diéu tri cic bénh
viém nhidm, vi du COPD v&/hoic hen.

Ngac nhién 1a Hop chét boc 1 thoi gian c6 tac dung va/hoic tic dung tdn tai

14u hon so v&i chét ¢e ché kinaza MAP p38 BIRB796 dugc boc 10 trude day.

Su duy tri cta tdc dung nhu dugce sir dung & ddy co li€n quan dén téc d6 phan
r4 hoic tinh én dinh su phan rd ciia Hop chit muc tiéu (vi dy nhu thy thé). Toc do
phén ra thip c6 thd din dén tinh duy tri,

Téc d6 phan ra thip khi hoa tan véi ti 18 két hop cao c6 xu huéng @& cap dén

céc thuc thé diéu tri hidu nghiém.
Hop chit c6 cong thirc (I) dwgc mong doi 1a c6 cong hiéu trong co thé.

Thoéng thudng, cac hop chét vé& linh vuc k¥ thuit ndy duoc phat trién cho dén
nay duoc sir dung cho ubng. Chién luge ndy c6 lién quan dén céc hop chét t6i wvu ma
dat dugc thoi gian c6 tac dung cua chung bang tinh dugc dong hoc thich hop. Vi
vay, ¢am bao ring ndng do thuc du cao duoc thiét 1ap va duy tri gifta cac lidu dé
cung cp loi ich 14m sang. Két qua tat yéu clia phuong phép nay 1a tAt ca cac md cua

co thé, va dic biét gan va rudt, duge tiép xtic véi ndng d6 hitu hiéu ctia phwong phép

-16-



27941

siéu tri liéu cta thudce, liéu ching c6 hodc khong c6 anh hudng tét dén bénh dang

duoc diéu tri.

Chién lugc khéac 13 dua ra md hinh diéu tri trong d6 thubc duge dinh luong
truc tiép d6i véi bd phan bi viém (diéu tri tai chd). Trong khi phuong phap nay
khong thich hop dé didu tri tit c4 c4c bénh viém man tinh, né da dugc tién hanh voi
céc bénh phdi (hen, COPD), cic bénh vé& da (viém da di ung va bénh viy nén), cac
bénh v& mili (viém miii di tmg) va rdi loan tiéu héa (viém loét dai trang).

Trong cach didu tri tai chd, hiéu qua c6 thé dat duoc bﬁng cach dam bao thube
nay cé thoi gian tadc dung lau dai va thudc dugc gitt lai & bd phén c6 lién quan dé
giam thidu nguy co bi nhiém ddc toan than hodc béng cach dua ra cong thiic tao ra
“nguén” véi hoat tinh thudc. Tir d6 c6 thé x4c dinh duoc tinh hiéu qua mong mudn
cta ching. Phuong phap dAu tién dugc minh hoa bing thubc tiotropium chéng tiét
cholin (Spiriva). Hop chét ndy dwgc ding tai chd véi phdi trong diéu tri COPD, va
c6 mbi quan hé dic biét cao dbi véi thy th dich cua ching, két qua 1a voi ty 1€ va

thoi gian duy tri tdc dung hi€u qua rét cham.

Theo mdt khia canh ciia sy m6 ta hop chét c6 cong thire (I) dic biét thich hop
d6i voi phéan tan tai chd, chéng han nhu sy phén tan dén phéi, dac biét trong didu tri
bénh v& duong hé hip, vi du cic bénh hd hdp man tinh ching han nhu COPD
va/hodc hen.

Theo mdt phuong 4n hop chét ¢ cong thire (I) phu hop v6i cdc bénh nhan
nhay cam v&i didu tri bing corticosteroit vi s& khang lai voi phac dd diéu tri nay.

Hop chét c6 cong thirc (I) ciing ¢6 thé 13 hitu dung € diéu trj viém khép dang
thép.

Hop chét c¢6 cong thie (I) ¢6 thé c6 cac dic tinh khang virut, vi du nhu kha
ndng ngdn nglra sy nhiém cta céc t& bao (vi du nhu cac t& bao biéu mo dudong hd
hép) véi picornavirus, cu thé 13 virut mi, cim ho#c virut hop bao ho hép.

Vi vay, cac hop chét duge cho 1a mot loai thudc khang virut, cu thé phu hop
cho su phong bénh, diéu tri hodc cai thién cic bénh nhiém picornavirus, chéng han

nhu bénh nhiém virut miii, cim hodc virut hgp bao hd hép.
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Theo mét phwong 4n hop chét c6 cong thirc (I) 6 thé 1am giam ching viém
dugc gy ra bdi nhim virut, ching han nhu bi nhidm virut mii va cu thé bi nhiém
virut din dén viée giai phong céac xytokin nhu IL-8, ddc biét 1a d6i vé&i co thé. Hoat
dong nay c6 thé, vi du, duge thir nghiém trong bng nghiém st dung virut mili tao ra

thir nghiém IL-8 nhu duoc mo6 ta & Vi du dudi déy.

Theo mot phuong an hgp chét ¢6 cong thic (I) ¢6 thé 1am giam biéu hién cta
ICAMI1 dugc gay ra boi virut miii, ddc biét trong co thé. ICAM1 1a co ché thu thé
dwoc sir dung bdi cai goi 1a tip huyét thanh virut miii ranh 16n dé gay nhiém khuén
céc t& bao. Hoat dong ndy c6 thé duoc dénh gi4, vi du bing phuong phéap duoc mo ta

trong Vi du dudi day.

Puoc cho réng cac dic tinh néu trén 1am cho hop chét c6 cong thie (I) dic
biét thich hgp cho vi€c st dung trong diéu tri va/hodc sy phong bénh viém trd nén
trdm trong, cu thé sy nghiém trong clia virut, & cac bénh nhan v6i mot hodc nhiéu
céc bénh man tinh sau ddy ching han nhu ching suy tim sung huyét, COPD, hen,
bénh tiu dudng, bénh ung thu va/hodc & cac bénh nhan suy giam mién dich, vi du

viéc ghép sau ghép tang.

DPic biét, cac hop chét c6 cong thirc (I) c6 thé 13 hiru dung trong diéu tri mét
hoic nhidu céc 18 loan hd hip bao gdbm COPD (bao gdm viém phé quan man tinh va
khi phé thiing), hen, hen & tré em, xo nang, bénh sacoit, xo héa bdi tu phét, viém miii
di tmg, viém miii, viém xoang, dic biét 1a hen, va COPD (bao gdm viém phé quan

man tinh va khi phé thiing).

Hop chét c6 cong thirc (I) cling c6 thé 1a hiru dung trong viéc diéu tri ctia mot
hoiic nhidu bénh ma c6 thé duoc didu tri cuc bd hodc khu tri bao gdm viém két mac
di ing, viém két mac, viém da dj ing, viém da tiép xuc, bénh véy nén, viém loét dai
trang, viém khép dang thép tht phat hodc viém xwong khop.

Ciing du kién ring hop chit c6 cong thie (I) c6 thé 1a hitu dung trong viée
didu tri cac bénh khéc nhu bénh viém khép dang thp, viém tuy, bénh suy kiét, su e
ché sy phat trién va sy di cin clia khdi u bao gdm ung thu biéu mo té bao phdi khéng

nhd, ung thu vi, ung da day, ung dai truc trang va khéi u 4c tinh.
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Hop chét c6 cong thuc (I) co thé 13 hiru dung trong didu tri cac bénh hodc su
rdi loan v& mit bao gém viém két mac di ung, viém két mac, bénh vdng mac tiéu
dudng, phu hoang diém (bao gbém phi hoang didm wot va phi hoang diém kho),
viém sau phiu thuat duc thiy tinh thé hodc, dic biét, viém mang bd dao (bao gdm

viém mang bo dao phia trudc, phia sau va viém ndi nhén).

Hop chét c6 cong thie (I) ¢6 thé 1 hitu dung trong diéu trj cic bénh vé dudng

tiéu hoa hodc su roi loan bao gdm viém loét dai trang hodc bénh Crohn.

Hop chét c6 cong thirc (I) cling c6 thé tai nhay véi tinh trang ctia bénh nhan
dé didu tri v4i corticosteroit, khi tinh trang ctia bénh nhan c6 kha ning khéang lai véi

tri€u ching tuong tu.

Hon nita, sang ché @& cip dén dugc phdm chira hop chét theo ban mo ta tiry
chon két hop véi mot hodc nhidu chit pha lodng c6 thé chép nhan dugc hodc cac chit

mang.

Séng ché cling dé cap dén qué trinh @€ diéu ché duoc pham nay bao gom viée

tron cac thanh phén.

Chét pha long va cac chit mang c6 thé bao gdm cac thube phtt hop dung aé

tiém, d€ udng, d€ bdi, dung cho nhi€ém mac va truc trang.

Nhu d3 d& cip & trén, cdc ché phim nay c6 thé dugc bao ché vi du ding dé
tiém, tiém dudi da, tiém bép, tiém tinh mach, tiém trong khép hodc quanh khép, dic
biét & dang dung dich léng hodc huyén phi; ding dé uéng, dic biét & dang vién nén
hogic vién nang; vi du, ding cho phdi khu tri hogc dung qua dudng miii, ddc bi¢t &
dang bot, nho miii hodc dang xit va dang thAm thiu qua da; vi dy, dung cho ni€ém
mac qua duong migng, ding dé ngam dudi ludi hodc trong niém mac am dao, va

dung cho tryc trang vi dy, & dang vién thudc dan.

Céc ché phim c6 thé phi hop d dung & dang bao ché don vi va c6 thé dugc
duge bao ché bing phuong phép bt ky dugc biét dén trong Iinh vuc dugc phim, vi
du nhu dugc md ta trong Remington's Pharmaceutical Sciences, 17th ed., Mack
Publishing Company, Easton, PA., (1985). Cac cong thic dung dé co6 thé chira ta
dwoc nude vo tring hodc nude mudi, glycol alkylen chéng han nhu glycol propylen,

glycol polyalkylen ching han nhu glycol polyeylen, diu c6 ngudn gde thuc vat,
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naptalin hydro héa va tuong ty. Cac cong thirc dung cho miii c6 thé 12 thé rin va c6
thé chia ta dugc, vi du, lactoza ho#ic destran, hodc co thé 14 dung dich nuéc hoic dau
dé str dung & dang thudc nho miii hodc thude phun dugc dinh lugng. Péi voi ta dugc
théng thudmg ding cho miéng bao gém dudng, stearat canxi, stearat magié, tinh bot

tién gelatin, va tuong tu.

Cac ché phim thich hop ding dé uéng c6 thé bao gdm mét hodc nhiéu cic
chit mang va/hodc t4 dugc twong hop sinh 1y va c6 thé & dang rin hoic l1dng. Vién
nén va vién nang cé thé duoc bao ché c6 chit két dinh, vi du, xird, keo, gelatin,
sorbitol, tragacan, hodc poly-vinylpyrollidon; chit don, ching han nhu lactoza,
lactoza, tinh bdt ngd, phosphat canxi, sorbitol, hodc glycin; chét 1am tron, chﬁng han
nhu stearat magié, talc, glycol polyeylen, hodc silic oxit; va chét hoat dong bé mit,
chéng han nhu sulfat lauryl natri. Céc ché phim 16ng c6 thé chira cac chét phu gia
thong thuong, chéng han nhu chét tao hdn dich, vi duy xird sorbitol, metyl xenluloza,
xird dudng, gelatin, xenluloza cacboxymetyl, hodc m& &n; cac chit nhii héa ching
han nhu lexitin, hodc keo; dau thuc vat chéng han nhu diu qua hanh, du dira, diu
gan ca tuyét, hodic diu lac; cic chit bao quan chéng han nhu hydroxyanisol dugc
bytyl héa (BHA) va hydroxytoluen dugc butyl héa (BHT). Cac ché phédm léng c6 thé

duoc bao goi trong, vi du, gelatin dé cung cép dang bao ché don vi.

Liéu luong thubc udng dang ran bao gom vién nén, vién nang vo clng hai

manh va vién nang gelatin c6 tinh dan hdi (SEG).

Thanh phin vo khd théng thudng bao gdm trong khoang tir 40% dén 60%
ndng d6 gelatin, nim trong khoang tlr 20% d&n 30% ndng d6 chat déo héa (vi du nhu
glycerin, sorbitol hodc glycol propylen) va nidm trong khoang tir 30% dén 40% ndng
d6 nude. Cac vat li€u khac chéng han nhu chét bao quan, thuéc nhudm, chét can
quang va huong vi cling ¢6 thd c6 mit. Vat liéu chira diy chét 1ong bao gdm thudc
dang rin d3 duoc phan 14, hoa tan hodc khuéch tan (voi chét tao hdn dich ching han
nhu sép ong, diu thdu dau hydro héa hogc glycol polyeylen 4000) hodc thudc dang
16ng mdi trudng truyén hodc két hop céc chit din ching han nhu diu khoang, diu

thuce vat, triglycerit, glycol, polyol va cac chit hoat héa bé mit.

Hop chét phit hop ¢6 cong thirc (I) dugc ding cho phéi. Do d6, theo sang ché,
duoc phém chira hop chét (I) boc 16 tiry chon két hop v&i mét hodc nhiéu chét pha
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logng hodc céac chit mang cuc bd chép nhan dugc. St dung tai chd dbi véi phéi co
thé dugc dat dugc bing cach sir dung ché phdm khi dung. Khi ddy sol khi thuong
bao gdm thanh phﬁn hoat tinh dugc tao huyén pht ho#c dugc hoa tan trong khi day
sol khi thich hop, ching han nhu clorofluorocacbon (CFC) hodc hydrofluorocacbon
(HFC). Khi diy CFC thich hgp bao gdm tricloromonofluorometan (khi ddy 11),
diclorotetrafluoro metan (khi ddy 114), va diclorodifluorometan (khi day 12). Khi
ddy HFC thich hgp bao gdm tetrafluoroetan (HFC-134a) va heptafluoropropan
(HFC-227). Khi dy thuong bao gdm tir 40% dén 99.5% vi du tir 40% dén 90%
trong luong cua tdng ché phim xong. Cong thirc c6 thé bao gdm ta dugc chira chit
ddng dung moi (e.g. etanol) va chit hoat dong bé mit (e.g. lexitin, sorbitan trioleat
va chit trong tw). Ché phim sol khi dugc bao gbi trong cac hdp va lidu thich hop
duoc chia bﬁng thiét bi van dinh luong (vi du, nhu dugc cung cép bai Bespak, Valois
hoéc 3M).

Téc dung tai chd dbi véi phéi cling c6 thé dat dugc bang cach sit dung ché
phém khong c6 4p suét cao ching han nhu dung dich nu6c hoic hdn dich. Ché phim
ndy c6 thé duoc st dung bing mdt may x6ng. Mdy x0ng c6 thé dwoc st dung cdm
tay hodc khong cim tay ding cho phdi cling c6 thé dat dugc bing cach sir dung ché
phim bot khd. Ché phim bot khd s& chira hop chét boc 16 & dang chia nho, thudong
v6i dudng kinh khi dong lyc hoc lugng trung binh (MMAD) la 1-10 pm. Ché phim
thudng chtra chit pha loéng thich hop dé béi ching han nhu lactoza, thudng 16n hon
kich thudc hat, vi dy, MMAD 50 pum hodc hon, vi dy, 100 pm hodc hon. Chét pha
loding thay thé thich hop dé bdi 1a mannitol. Vi du vé hé théng phan tan bjt khd bao
gdm SPINHALER, DISKHALER, TURBOHALER, DISKUS va CLICKHALER.
Hon nita, vi du v& hé théng may thé bot kho bao gdm may thd bot khd ECLIPSE,
ROTAHALER, HANDIHALER, AEROLISER, CYCLOHALER,
BREEZHALER/NEOHALER, FLOWCAPS, TWINCAPS, X-CAPS, TURBOSPIN,
ELPENHALER, TURBUHALER, MIATHALER, TWISTHALER, NOVOLIZER,
SKYEHALER, ORIEL, MICRODOSE, ACCUHALER, PULVINAL,
EASYHALER, ULTRAHALER, TAIFUN, PULMOJET, OMNIHALER,
GYROHALER, TAPER, CONIX, XCELOVAIR va PROHALER.
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Mdt khia canh cua sang ché d& cip dén dugc phdm dang bt khé dung aé

thubc xong bao gdm:

(i)  Hop chét (I)

v U

Z
H H \I/

he

do la 1-(3-tert-butyl-1-p-tolyl-1 H-pyrazol-5-yl)-3-(4-(2-
(phenylamino)pyrimidin-4-yloxy)naphtalen-1-yl)ure hodc mubi duge dung

Me hop chét (1)

clia chung, bao gdm tt ca chit déng phan 1ap thé va chit hd bién cta ching,
& dang hat (vi dy, dang tinh thé rén B) nhu thanh phén hoat tinh;

(ii) lactoza dang hat nhu chit mang; va
(iii) mudi kim loai dang hat ctia axit stearic, ch'fmg han nhu magie stearat.

Sang ché ciing dé cap dén thiét bi xong bao gém mot hodc nhiéu lidu ché
phim néi trén.

Hop chét c6 cong thirc (I) c¢6 hoat tinh didu tri. Theo mot khia canh khac,
sang ché d& cap dén hop chit dugc mo ta @8 sir dung lam thubc. Vi vy, theo mot
khia canh khac, sang ché dé cap dén hop chat duoc md ta & day dé str dung trong

diéu tri mot hodc nhiéu bénh duoc dé cap & trén.
Tw “didu tri” c6 nghia bao gdm su phong ngira cling nhu diéu tri bénh.

Hop chét (I) ctia séng ché ciing c6 thé dugc dung két hop voéi mot hodc nhiéu
céc thanh phin hoat tinh khac, vi du, cac thanh phin hoat tinh thich hop dé diéu tri
cho cac bénh dugc dé clp ¢ trén. Vi dy, sy két hop co thé dung dé diéu tri céc roi
loan ho hip bao gdm su két hop véi steroit (vi dy, budesonit, beclometason
dipropionat, fluticason propionat, mometason furoat, fluticason furoat), chét chil van
beta (vi du, terbutalin, salbutamol, salmeterol, formoterol) va/hodc xantin (vi dy,
teophylin). Hoat chit thich hogp khéc bao gdm chdng tac dong colin, chéng han nhu

tiotropium va chat khang doc, vi dy nhu, nhung khong bi han ché véi, zanamivir
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hogic oseltamivir, vi du, nhu photphat. Chit khang doc khéc bao gdm peramivir va
laninamivir. Thém cac chét tdng hop thich hop dé diéu tri céc rdi loan hd hép bao
gém viéc két hop vdi steroit, chéng han nhu flunisolit, ciclesonit va triamcinolon;
chit chu van beta nhu bambuterol, levalbuterol, clenbuterol, fenoterol, broxaterol,
indacaterol, reproterol, procaterol va vilanterol; chat dbi khang muscarinic, (vi dy,
ipratropium, tiotropium, oxitropium, glycopyronium, glycopyrolat, aclidinium,
trospium) va chit d6i khang leukotrien (vi du, zafilukat, pranlukat, zileuton,
montelukat). S& dugc hiéu ring bit ky cic thanh phan hoat héa néi trén c6 thé duoc

sir dung & dang mudi duoc dung.

Theo mét phuong an hop chét ¢ cong thirc (I) va thanh phén hoat tinh khac
cing duge bao ché & dugc phim twong tw. Theo mdt phuwong 4n khéc, thanh phan

hoat tinh khac dugc stt dung & mdt hodc nhiéu dugc phém riéng biét.

Do d6, mot khia canh khdc cia sang ché d& cap dén san phdm két hop bao

gom:

(A) hop chét ctia séng ché (vi du, hop chit c6 cong thirc (I) nhu duge dinh nghia &

trén, hodc mudi dugc dung cta chung); va
(B) chit diéu tri khac,

trong d6 m&i thanh phin (A) va (B) dugc bao ché trong hdn hop véi chét pha lodng

ho#c chit mang dugc dung.

Theo khia canh ny cta sang ché, san phdm két hop c6 thé 13 duoc phdm don
(két hop) hoidc bd san phim.

Vi viy, khia canh nay cua sang ché bao gdm dugc phdm bao gdm hop chit
cla sang ché va chit diéu tri khéc, trong hdn hop véi chit pha loang ho#c chit mang

dugc dung (trong 4o, ché pham sau day dugc goi la “ché phim két hop™).
N6 ciing bao gdm kit chira cac phén bao gdm céc thanh phéan:

()  duoc phim bao gdém hop chit cua sang ché trong hdn hop vai chét pha lodng

hodc chét mang dugc dung; va

(i)  duoc phdm bao gdm chét diéu tri khéc, trong hdn hop véi chét pha logng hodc

chit mang dugc dung,
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trong d6, cac thanh phan (i) va (i) dugc cung chp & dang phu hop véi viée st dung

két hop véi nhau.

Do d6, thanh phan (i) kit chira cac phén, thanh phin (A) duoc dé cap o trén
két hop v6i chét pha lodng hodc chét mang duoc dung. Tuong ty, thanh phén (ii) 1a
thanh phan (B) dé cép & trén két hop véi chét pha loang hoic chit mang duoc dung.

Chét didu tri khéc (vi dy, thanh phén (B) d& cip & trén) c6 thé 1, vi dy, bat ky
thanh phﬁn hoat tinh dugc dé cép O trén li€n quan dén viéc didu tri cac rdi loan hd

hép.

Dit liéu dugc béo céo dudi day cé lién quan dén cac dic tinh khang virut cia
hop chit c6 cong thic (I) d& cap dén bang chimg cho thiy phwong phap didu tri
khéang virut khac két hop véi hop chit ¢ cong thie (I) ¢6 thé 12 hitu dung trong viéc
didu tri hodc sy phong bénh trd nén ning hon do virut gy ra (Vi du, su nhiém virut
dudng ho hép) cho cac bénh nhan nhiém bénh duong hd hip, chéng han nhw, COPD
va/hodic bénh hen va/hodc mot hojc nhiéu nhimg diu hiéu duoc liét ké o trén. Vi
vdy, theo mot khia canh & cap dén hop chét (T) dugc st dung két hop véi liéu phap
chéng virut, vi du nhu, nhung khong bi han ché véi, zanamavir ho#c oseltamivir (Vi
du, oseltamivir photphat) trong viéc diéu tri hodc phong bénh sy nhiém virut dudng
hd hép & cac bénh nhan bi nhiém bénh duong hé hip, chdng han nhu COPD va/hodc

hen.

Céc tac gia cling tin rdng phuong phép didu tri khang virut khac két hop véi
hop chit (I) c6 thé 13 hitu dung trong viéc didu tri hodc phong bénh do virut gay ra
(Vi dy, su nhiém virut dudng ho hép) & cac bénh nhan ¢6 cac bénh man tinh khac
v6i bénh v& dudmg hé hip, vi du, cac bénh ching han nhu ching suy tim sung huyét,
bénh tidu dudng, ung thu, hogc cac bénh bi nhiém bdi cac bénh nhan suy gidm mién
dich, vi dy, viéc ghép sau ghép tang. Vi vy, theo mot khia canh khac dé cap dén hop
chét theo sang ché duoc sit dung két hop véi liéu phap chdng virut, vi du nhu, nhung
khong bi han ché v6i, zanamavir hodc oseltamivir (vi dy, oseltamivir photphat),
trong diéu tri hodc sy phong bénh sy nhiém virut dudng ho hép & céc bénh nhén bi
nhiém c4c bénh man tinh ching han nhu ching suy tim sung huyét, bénh tiéu dudng,
ung thu, hoc trong diéu kién bi nhiém bdi cic bénh nhén suy gidm mién dich, vi dy,

viéc ghép sau ghép tang.

-24-



27941

Céc tac gia cling tin ring phuong phép diéu tri khang virut khéc két hop véi
hop chit (I) ¢6 thé 12 hitu dung trong viéc didu tri hodc phong nglra sy nghiém trong
clia virut gay ra (vi du nhiém virut dudng hd hip) & c4c bénh nhin mic bénh man
tinh khac véi bénh dwomg hé hip, vi dy, cac bénh nhu xung huyét suy tim, tiéu
dudng, ung thu, hodc cac bénh bi nhidm bdi cac bénh nhan bi Grc ché mién dich, vi
dy, ghép sau ghép tang. Nhu vy, theo mdt khia canh khéc cua sang ché, @ cap dén
viée str dung hop chét ciia sang ché két hop véi liéu phap chbng virut, vi du nhu,
nhung khong gi6i han &, zanamavir hodc oseltamivir (vi du, oseltamivir photphat),
trong diéu tri hosc phong nhiém virut dudng hd hip & cac bénh nhan bi bénh man
tinh nhu xung huyét suy tim, tiéu duong, ung thu, hodic & cac bénh bi nhiém boi cac

bénh nhan bi trc ché mién dich, vi du, ghép sau ghép tang
Vi du thwe hién séng ché

Céc chit viét tit duoc st dung & ddy dugc dinh nghia dudi ddy (Bang 1). Bét
ky chit viét tit khong x4c dinh dugc nghia dé truyén dat y nghia chung duoc chip

nhén cda ching.

Béng 1: c4c chit viét tit

AcOH axit axetic bang

Aq thay dich

ATP adenosine-5'-triphotphat

BALF dung dich rtra bronchoalveolae
BEGM dung moi phat trién t& bao biéu md phé quan
br phd rong

BSA albumin huyét thanh bod

CatCart® bng tiém xuc tac

CDI 1,1-cacbonyl-diimidazol

COPD bénh phéi tic nghén man tinh
CXCLL1 phdi tir chemokin (C-X-C motif) 1
d nhém doi

DCM diclorometan

DMSO sulfoxit dimetyl

DSC phén tich nhiét quét vi sai
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t& bao U-937 phan chia PMA

su hép thu hoi béng lyc dong

ion héa phun dién, ché d tich cuc

etyl

etyl axetat

huyét thanh thai bé

truyén ning lugng cong hudng huynh quang

chét trc ché glycogen syntaza kinaza 3a

té bao biu md phé quan chinh ctia con ngudi

gio

peroxyt cay cai cu cay

virut miii ciia nguoi

phén tir lién két gifta cac té bao 1

tia hong ngoai

c-Jun N-déu cudi kinaza

chit hip din hoa hoc té bao keratin

sy phén ra dn dinh

Lipopolysaccharit

ion phan tir proton

tdc nhin gy phén bao protein hoat hoa prdtein kinaza
tac nhan gdy phan bao-hoat hoa protein kinaza-hoat héa protein
kinase-2

metyl

axetonitril

metanol

megahec

phut

protein dai thuc bao dé bi viém 1 anfa

duodng kinh khi dong hoc dong mach trung binh khéi
da 1y nhiém

diém tan chay

-26-



27941

MTT 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromua
m/z: ty 16 ctia khdi lwong

NMR cong hudng tir hat nhan (quang phd)
PBMC t& bao don nhan huyét ngoai vi

PBS nudc mudi dém photphat

Ph phenyl

PHA phytohaemagglutinin

PMA phorbol myristat axetat myristat phocbol
PTSA axit metylbenzenesulfonic 4

q nhém bén

RT nhiét d6 trong phong

RP HPLC sic ky long cao 4p pha dao

RSV virut duong ho hip

] muc don

sat bédo hoa

SCX trao ddi cation nén rén (nhua)

SDS sulfat dodecyl natri

SNAr su thay thé chit thom nucleophilic

t nhém ba

TCIDso 50% m culture infectious dose
TGA trong lugng nhiét analysis

THF tetrahydrofuran

TNFa tumor necrosis factor anfa

XRPD Nhiéu xa bot tia X
Quy trinh chung

T4t ca nhitng nguyén liéu bit diu va dung mdi thu duogc tir cic ngudn thuwong
mai hoac dugc bao ché theo trich din trong tai li€u. N6i cach khac, trir khi dé cap
dén tAt ca cac phan tmg da dugc khudy. Dung dich hitu co dugc thuong xuyén lam
khé trén sulfat magié khan. Sy hydro hoa dugc thyc hién trén Thales H-cube theo
phan Gng véi cac bénh dd néu. Séc ky cot duoc thuc hién trén céac hop silic oxit déng

g6i san (230-400 ray, 40-63 pm) sir dung luong cAn thiét. SCX d3 duoc mua tir
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Supelco va dugc didu tri vai axit hydrochloric 1M uu tién sir dung. Ngoai ra, trir khi
dwoc chi ra & phan tmg hén hop dwoc tinh ché 14n dau tién dugc pha lodng véi
MeOH va tao ra axitic voi vai giot AcOH. Dung dich nay duoc nap tai tryc tiép vao
SCX va duoc rira véi MeOH. Céc vat li€u mong mubn sau d6 duoc tach rira véi
NH3 1% trong MeOH.

Séc ky 1dng cao 4p pha dao diéu ché: cot Agilent Scalar C18, 5 pm (21,2 x 50
mm), tbc d6 dong 28 mL/phut tich rira véi H20-MeCN gradient chira 0,1% axit
formic hon 10 phut st dung Té4ch séng UV & 215 va 254 nm. Thong tin gradient:
0,0-0,5 phut; 95% H>0-5% MeCN; 0,5-7,0 phut; nghiéng tir 95% H20-5% MeCN
dén 5% H20-95% MeCN; 7,0-7,9 phut; duoc gitt & 5% H20-95% MeCN; 7,9-8,0
phit; quay v& 95% H,0-5% MeCN; 8,0-10,0 phut; duge gilt & 95% H20-5% MeCN.

Phuong phép phén tich

Sic ky long cao 4p pha dao: (Phuong phap 1): Cot Agilent Scalar C18, 5 pm
(4,6 x 50 mm) ho3c nuéc XBridge C18, 5 pm (4,6 x 50 mm) tbc d6 dong 2,5
mL/phut tach rira v6i gradien H2O-MeCN chira hodc axit formic 0,1% (Phuong phap
1 axitic) hosic NH3 (Phuong phap 1 co ban) trén 7 phut stt dung tach séng UV & 215
va 254 nm. Théng tin gradient: 0,0-0,1 phut, 95% H20-5% MeCN; 0,1-5,0 phut,
nghiéng tir 95% H>0-5% MeCN dén 5% H20-95% MeCN; 5,0-5.5 phut, duoc gitt &
5% H>0-95% MeCN; 5,5-5,6 phut, dugc gitt & 5% H20-95% MeCN, tbc do dong
ting dén 3,5 mL/phit; 5,6-6,6 phit, duoc gitt & 5% H20-95% MeCN, toc do dong
3,5 mL/phut; 6,6-6,75 phut, trd lai 95% H20-5% MeCN, tbc d6 dong 3,5 mL/phut;
6,75-6,9 phut, dugc gitt & 95% H20-5% MeCN, tbc do dong 3,5 mL/phut; 6,9-7,0
phut, duogc gitt & 95% H>0-5% MeCN, tdc d6 dong giam dén 2,5 mL/phut.

Sic ky long cao 4p pha dao: (Phuong phép 2): Cot Agilent Extend C18, 1,8
um (4,6 x 30 mm) & 40°C; téc do dong 2,5-4,5 mL/phut tach rira véi H20-MeCN
gradient chtra 0,1% axit formic hon 4 phut sir dung tach séng UV & 254 nm. Thong
tin gradient: 0-3,00 phut, nghiéng tir 95% H20-5% MeCN dén 5% H20-95% MeCN;
3,00-3,01 phut, duoc gitt & 5% H20-95% MeCN, téc do dong ting dén 4,5 mL/phut;
3,01 3,50 phut, duoc gitt & 5% H20-95% MeCN; 3,50-3,60 phut, tré lai 95% H,O-
5% MeCN, tbc d6 dong giam 3,50 mL/phut; 3,60-3,90 phut, duge gitt & 95% H2O-
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5% MeCN; 3,90-4,00 phut, dugc giit & 95% H0-5% MeCN, tbc do dong giam 2,5
mL/phut.

Kinh hién vi 'H NMR: Phé dugc thu nhén trén phé ké Bruker Avance III &
400 MHz sir dung dung mi khong bi chin boi phan du dé tham khao.

Sw hip thy hoi bing luc dong: Cac so dd thu dwoc tir st dung Hé théng do bé
mit (Surface Measurement Systems) mé hinh hép thy hoi nuéc dong lyc DVS-1 sir
dung khoang 10 mg mAu. Sy thay dbi trong luwong dugc tudng trinh voi do 4m khong
khi 1a 25°C va duoc xac dinh st dung cac thong s6 sau: 1am khé: 60 phit v6i nito
kho; trang thai cAn bing: 60 phut/giai doan; khoang thoi gian dir liéu: 0,05% hodc
2,0 phut. Diém do d6 4m twong d6i [RH %] diém do nhu sau:

Giai doan tht nhét: 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 90, 80, 70, 60, 50, 40,
30, 20, 10, 5

Giai doan thw hai: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30,
20, 10, 5, 0.

Su nhifu xa bot tia X: Db thi thu dugc trén may do nhifu xa PANalytical
(Philips) X’PertPRO MPD duoc trang bi voi 6ng Cu LFF tia X (45 kV; 40 mA;
Bragg-Brentano; giai doan xoay) va dugc thu duogc sir dung birc xa Cu Ka theo céac
didu kién do dudi day: ché do quét: lién tuc; pham vi quét: tir 3 dén 50° 20; kich
thuée budce: 0,02%budc; dém thoi gian: 30 gidy/budc; thdi gian xoay vong: 1 gidy;
dudng chim tia téi: chuong trinh. Khe phén ky: 15 mm; khe Soller slit: 0,04 rad;
mat na chum: 15 mm; khe chéng tan xa: 1°, dao chum: +; rdnh chum nhiéu xa: khién
chéng tan xa dai: +; khe Soller: 0,04 rad; bd loc Ni: +; may do: X Celerator. Céc

mAu duge bao ché bing viée trai rong trén khay miu khong nén.

Quang phd hdng ngoai: tdng hé s6 phan xa nhé (microATR) dugc sir dung va
mAu duoc phan tich st dung cac phy kién microATR thich hgp va cac diéu kién
duogc danh gia sau day: thiét bi: phé ké Thermo Nexus 670 FTIR; s6 1an quét: 32; su
phan giai: 1 cm™; khoang budc séng: tir 4000 dén 400 cm™'; méay do: DTGS véi cira
s KBr; bd tach chum: Ge trén KBr; phu kién micro ATR: Harrick Split Pea v&i tinh
the Si.
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Phép do nhiét lugng quét khac biét: dit li¢u thu dugc trén thiét bi TA Q1000
MTDSC duoc trang bi vé6i chi tiét 1am méat RCS. Thong thudng 3mg cua mdi hop
chit, trong chdo mAu thiét bi TA nhém chudn, dwoc lam néng 1én & nhiét do
10°C/phit tir 25°C dén 300°C. Nito sach & 50 mL/phit dugc duy tri trén mAu.

Phan tich lugng nhiét: dir liéu dugc thu dugc trén may ghi nhi€t thiét bi TA
Q500. Thong thuong, 10 mg cua mdi miu duoc truyén vao chido nhém dugc can
trude va duge 1am néng 1én dén 20°C/phit tir nhiét 6 mdi trudng xung quanh dén
300°C hoic < 80% trong lugng] trir khi c6 quy dinh khac.

Su 6n dinh héa hoc béng HPLC: Cac phan tich dugc thuc hién trén cit
Waters Xbridge Cis (3,0 x 150mm; 3,5pm) str dung cac diéu kién thuc hién dudi
day: nhiét d¢ cdt: 40°C; nhiét do mau: 5°C; téc do dong: 0,45 mL/phut; thé tich tiém:
7uL; Tach séng UV & 260nm; hop phan pha di dong bao gém Pha A: 10mM axetat
amoni + 0,1%, axit trifluoroaxetic trong nudc va Pha B: axetonitril, sit dung gradien

dwoc x4c dinh boi cac thong sb duéi day (Bang 2).

Bang 2: Diéu kién Gradien dbi voi cac nghién ctru sy dn dinh héa hoc b?mg HPLC.

% hop phin tai thoi gian hoat dong (phut)

Dung méi rira giai 0 20 25 26 32
Pha A 70 0 0 70 70
PhaB 30 100 100 30 30

Céc phuong phap thir nghiém dbi véi thir nghiém sinh hoc
Thir nghiém e ché Enzym

Céac hoat dong lién két enzym kinaza ctia cac hop chit duoc boc 10 & day
duoc x4c dinh st dung thir nghiém doc quyén dé danh gi4 su canh tranh hudng vi tri
hoat héa lién két voi phdi tir dugc gitt ¢d dinh (Fabian, M.A. et al., Nature
Biotechnol., 2005, 23:329-336). Cac thir nghiém nay dugc dan bodi DiscoverX
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(formerly Ambit; San Diego, CA). Gia tri Kd (gid tri phan rd dn dinh) dugc tinh todn

nhu chi sb 4i luc ciia cac hop chét d6i v6i mdi kinaza.
Céc thir nghiém trc ché Enzym

Céc hoat dong e ché enzym clia cac hop chét dwoc boc 16 & day duoc xac
dinh boi FRET str dung peptit tdng hop dugc ghi nhan cho ca chét cho va chét nhan
flophore (Z-LYTE, Invitrogen Ltd., Paisley, UK).

Chét trc ché enzym p38 MAPKa

Céc hoat tinh tc ché cua cac hop chit thir nghiém d6i véi p38 MAPKa dong
dang (MAPK14: Invitrogen), dugc danh gia truc tiép béng viéc x4c dinh mirc hoat
héa/ phosphoryl héa ciia phan tir xudi dong, MAPKAP-K2. Protein p38 MAPKa
(80ng/mL, 2,5pL) dugc két hop v6i Hop chét thir nghiém (2,5uL hodc ctia 4pug/mL,
0,4 pg/mL, 0,04 pg/mL hodc 0,004pg/mL) trong 2 gio & nhiét 4o trong phong Dung
dich hdn hop (2,5uL) cua dich khong hoat dong p380. MAPKAP-K2 (Invitrogen,
600 ng/mL) va peptit FRET (8uM; dich phosphoryl hoa d6i v6i MAPKAP-K2) sau
d6 dugc bd sung va phan Ung kinaza di dugc bat d4u bing cach bd sung ATP
(40uM, 2,5uL). Hon hop nay dugc U trong 1 gid véi RT. Chét phan tmg phat trién
(proteaza, SuL) dugc b sung trong 1 gi&r d phét hién trong doc vi dia huynh quang
(Varioskan® Flash, ThermoFisher Scientific).

Chét tc ché enzym p38 MAPKy

Céc hoat tinh (e ché ciia cac hop chét cla sang ché chéng p38MAPKy
(MAPK12: Invitrogen), dugc danh gia theo cach twong tw dugc md ta trén day.
Enzym (800 ng/mL, 2,5 pL) dugc 0 v6i Hop chét thir nghiém (2,5uL & 4 pg/mL, 0,4
pg/mL, 0,04 pg/mL, hodc 0,004 pg/mL) trong 2 gid & RT. FRET peptit (8 pM, 2.5
uL), va tiép d6 thém dung dich ATP (2,5 pL, 400 uM) vao hdn hop enzym / Hop
chét va duoc U trong 1 gid. Sy phat trién chit phan ung (proteaza, 5 pL) duoc b
sung trong 1 gid truéc khi phat hién trong doc vi dia huynh quang (Varioskan®
Flash, Thermo Scientific).

Chét trc ché enzym c-Src va Syk

Céc hoat tinh trc ché cta cac hop chat cua sang ché doi véi enzym c-Src va

Syk (Invitrogen), dugc danh gia theo cach twong tu nhu dugc md ta trén day. Enzym
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c6 lién quan (3000ng/mL hodc 2000ng/mL twong ung, 2,5 pL) duoc u véi Hop chét
thit nghiém (hodc 4pg/mL, 0,4pg/mL, 0,04pg/mL, hodc 0,004pg/mL, 2,5uL) trong 2
gioi voi RT. Peptit FRET (8uM, 2.5uL), va cac dung dich ATP thich hop (2,5pL,
800pM dbi voi c-Src, va 60 pM ATP d6i v6i Syk) sau d6 dugc bd sung vio
enzym/hdn hop hop chét va duge 0 trong 1 gid. Sy phan Gmg phat trién (proteaza,
5uL) dwoc bd sung trong 1 gid dé phat hién & doc vi dia huynh quang (Varioskan®
Flash, ThermoFisher Scientific).

Chét trc ché enzym GSK 3o,

Céc hoat tinh e ché cua cac hop chit thir nghiém d6i v6i enzym ddng dang
GSK 3a (Invitrogen), dugc danh gia bﬁng viéc xdc dinh mirc hoat héa/ phosphoryl
héa cua peptit dich. Protein GSK3-a (500ng/mL, 2,5uL) duoc tron véi Hop chét thir
nghiém (2,5uL hodc v6i 4pug/mL, 0,4pug/mL, 0,04pug/mL, hodc 0,004pg/mL) trong 2
gio v6i RT. Peptit FRET (8uM, 2,5uL), 14 phosphoryl héa dich d6i véi GSK30, va
ATP (40pM, 2,5uL) sau do duoce bd sung véi enzym / Hop chét hdn hop va hdn hop
thu duge duoc 0 trong 1 gid. Phan tmg phat trién (proteaza, 5pL) duoc bb sung trong
1 gior dé phat hién trong doc vi dia huynh quang (Varioskan® Flash, ThermoFisher

Scientific).

O tt ca céc truong hop, chi ¢ peptit khdng photphoryl héa phan cit proteaza
& vi tri riéng biét va loai trir tin hiéu FRET. Mtrc phosphoryl hoa cua mdi phan tmg
duoc do c6 st dung ty 18 truyén cumarin (thé cho) trén su truyén floresxein (thé
nhén), d6i v6i ty 18 thip chi dinh cho muc phosphoryl hoa cao va ty 1§ cao chi dinh
v6i mitc phosphoryl hoa thip. Phin trim wc ché ctia mdi phan tng duge tinh lién
quan dén su kiém soat khong tc ché va ndng do e ché 50% (gia tri ICso) sau do

duoc tinh tir dudng cong ndng dd phan tng.
Thir nghiém té bao
Phan tmg LPS TNFo / IL-8 gidi phéng & té bao d-U937

Té bao U937, dudng té bao bach cdu don nhan to & ngudi, dwoc phén bigt véi
t& bao tip dai thuc bao bing viéc i v6i PMA (100ng/mL) tir 48 dén 72 giv. Céc té
bao duge U trude voi ndng @6 cudi ciia Hop chét thir nghiém trong 2 gi® va sau d6
dwoc két hop v6i LPS (0,1pg/mL; tir E. Coli: O111:B4, Sigma) trong 4 gi¢. Dich n6i
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trén mét dugc gom lai dé x4c dinh néng d6 TNFo va IL-8 bﬁng kep ELISA (Duo-set,
hé théng R&D). Chit wc ché cta san phdm TNFo, dugc tinh 13 phin trim thu dugc
bang 10pg/mL BIRB796 & mdi ndng d6 Hop chit thir nghiém qua su so sanh vdi sy
kidm soat chit din. Nong d6 tuong ddi hiéu qua 50% (RECso) duge xdc dinh tir
dudng cong ndng do tuong tmg thu duoc. Chét tc ché cia san phén IL-8 dugc dénh
gi4 & m&i ndng d6 Hop cht thir nghiém bing viéc so sanh véi sw kiém soat chat dan.
Nodng d6 trc ché 50% (ICso) dugc xé4c dinh tir dudmng cong ndng d6 twong tmg thu

duoc.
Phan tng giai phéng TNFa kich thich béi LPS & cac t€ bao THP-1

Céc t& bao THP-1, duong té bao bach cdu don nhén to & ngudi, dugc phén
tmg vé6i 3 pg/mL of LPS (tir E. Coli; 0111:B4, Sigma) trong 4 git va céc dich nbi
thu duge dbi voi viée xac dinh ndng d6 TNFa bing kep ELISA (Duo-set, R&D
systems). Chét tc ché san phdm TNFa dugc danh gié v6i mdi ndng d6 qua su so
sanh voi sy kidm soat chit din. N(‘Bng d6 chit e ché 50% (ICso) dugc x4c dinh tir

dudng cong ndng do tuong tng thu duoc.
Phan tmg Poly I:C ICAM-1 dugc biéu hién & céc té bao BEAS2B

Poly I:C dugc st dung trong cac nghién ctru nay nhu mau thir nghiém, virut
RNA gia. H3n hop Poly I:C-Oligofectamin (1pg/mL Poly I:C, + 2% Oligofectamin,
25uL; Invivogen Ltd., San Diego, CA, va Invitrogen, Carlsbad, CA, tuong Ung)
dugc truyén vao céc t€ bao BEAS2B (c4c té bao bidu md phé quan cia ngudi,
ATCC). Cac té bao duoc i trude véi ndng @6 cudi cla cac hop chét thir nghiém
trong 2 gi® va muc bidu hién ICAM-1 trén b mit t& bao dugc x4c dinh bing ELISA
gdc té bao. Tai diém thoi gian 18 gid sau truyén nhiém poly I:C, cac té bao dugc lién
két véi 4% fomandehyt & PBS (100uL) va sau d6 chét peroxidaza ndi sinh dugc dap
tht bﬁng viéc bd sung chét dém rira (100pL, 0,05% Tween & PBS: PBS-Tween) chita
0,1% azit natri va 1% peroxit hydro. Céac té bao duoc rira voi chit dém rira (3 x
200pL). Va sau khi phong bé bé chira véi 5% sita & PBS-Tween (100 pL) trong 1
gidy, cac té bao dugc @ v6i khang thé khang phan tir lién két gitta céc t€ bao 1 & nguoi
(50pL; Cong nghé tin hiéu té bao, Danvers, MA) & 1% BSA PBS qua dém & nhiét do
4°C.
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Cac t& bao dugc rira bing PBS-Tween (3 x 200pL) va dugce 0 véi khéng thé
thir cp (100puL; khang tiép hop HRP & tho IgG, Dako Ltd., Glostrup, Denmark). Céac
t& bao tiép d6 duoc 1 voi chit nén (50uL) tir 2 dén 20 phit, sau khi dugc bd sung
dung dich ding phan tng (50 pL, H2SO4 1N). DA4u hiéu ICAM-1 duogc phét hién
bing cach doc va doc mirc o hip thy & 450nm véi bude song tham chiéu 655nm st
dung quang phd. Cac té bao sau d6 dugc rira bang PBS-Tween (3 x 200pL) va téng
Iwong t€ bao & mdi bé chita dwgc xé4c dinh bing cach doc mirc d6 hap thu & 595nm
sau khi nhuém mau tim pha 1€ (50uL cua 2% dung dich & PBS) va tich rita 1% dung
dich SDS (100 pL) trong nude duge chung cit. Viéc doc OD 450-655 dugc do dugc
hiéu chinh véi luong té bao bing cach chia nho véi viée doc OD595 & mdi bé chura.
Bidu hién su e ché ciia ICAM-1 dugc danh gid & mbi ndng d6 Hop chét thir nghiém
qua viéc so sénh v6i viée kidm soét chdt din. Nong do trc ché 50% (ICs0) duoc xac

dinh tir dudng cong ndng do twong tmg thu duge.
Thir nghiém phén bao té bao

Té bao don nhan huyét ngoai vi (PBMCs) tir cac d6i twong khée manh
duge tach ra tir mau thudn ching (Quintiles, London, UK) sir dung gradien mét do
(Histopaque®-1077, Sigma-Aldrich, Poole, UK). PBMC (3 triéu t€ bao & mdi méu)
sau d6 duoc diéu tri voi 2% PHA (Sigma-Aldrich, Poole, UK) trong 48 gio, tiép theo
phoi trong 20 gitr dé thay dbi ndng do ciia hop chét thir nghiém. Dugc 2 giv khi liy
miu, PBMCs dugc didu tri v6i chit demecolcin (0,1pg/mL; Invitrogen, Paisley,
UK,) d& ham c4c t& bao & pha giita. D& quan sét céc t€ bao phan bao, PBMCs dugc
thAm thiu va c6 dic bing cach bd sung Intraprep (50uL; Beckman Coulter, France),
va duoc nhudm voi histon khang phospho 3 (0,26 ng/L; #9701; Cell Signalling,
Danvers, MA) va propidium iodua (1 mg/mL; Sigma-Aldrich, Poole, UK,) nhu duoc
md ta trudc d6 (Muehlbauer P.A. va Schuler M.J., Mutation Research, 2003,
537:117-130). Huynh quang dugc quan sat st dung t€ bao ké tién trinh ATTUNE
(Invitrogen, Paisley, UK), cho vao t€ bao lympho. Phin trim chit tic ché cta phan
bio dugc danh gia d6i voi mdi cach diéu tri lién quan dén chat dan (DMSO 0,5%)

trong didu tri.

Giai phong IL-8 dya trén phan ing ctia Rhinovirus va sy biéu hién ctia ICAM-1

-34-



27941

Virut miii & ngudi RV16 duge thu duge & Bao tang giéng chuan vi sinh vat
Hoa Ky (Manassas, VA). Virut gidng dugc cy chit 1y nhiém céc té bao Hela véi
HRYV dén khi dat 80% c4c té bao thanh bénh t& bao.

Céac t& bao BEAS2B cho nhiém HRV véi MOI 5 va duge u trong 2 gio &
nhiét d 33°C cing v6i lic nhe dé thuc diy sw hip thyu. Céc té bao sau d6 duoc rira
bing PBS, duoc bd sung 16p gifta sach va cac té bao dugc 0 thém 72 gid. Céc dich
ndi thu dugc tir thir nghiém cta ndng d6 IL-8 c6 sit dung Duoset ELISA dé phat
trién kit (R&D systems, Minneapolis, MN).

Sy bidu hién mirc d6 bé mit t& bao ICAM-1 duge xac dinh bdi té bao ELISA
ELISA. Sau 72 gid nhiém khuén, c4c té bao dugc lam 6n dinh v6i 4% focmaldehyt &
PBS. Sau khi 1am ngudi chit peroxidaza noi sinh bing cach bd sung 0,1% axit natri
va 1% hydro peroxit, cac bé chira dugc rira bing chit dém rira (0,05% Tween & PBS:
PBS-Tween). Sau khi phong bé tt bing 5% sita & PBS-Tween trong 1 gio, cac té
bao dugc U véi khang thé khing ICAM-1 & ngudi trong 5% BSA PBS-Tween
(1:500) qua dém. Cac bé chira dugc rira béng PBS-Tween va dugc u voi khang thé
thir cip (khang tiép hop HRP & thd IgG, Dako Ltd.). Tin hi¢u ICAM-1 dugc nhan
biét bing cach bd sung chét nén va doc & 450nm véi budc séng tham chiéu 655nm
st dung quang phd. Céc bé chtra sau d6 dugc rira bing PBS-Tween va tdng s6 t& bao
& mbi bé chia dugc xé4c dinh bang phuong thirc doc muc dd hép thu & 595nm sau
khi Nhudém mau tim pha 18 va giai hip bing 1% dung dich SDS. Phuong phap doc
duoc danh gid qua ODaso.sss duge didu chinh dbi voi lugng té bao béng cach chia
phin doc ODsos & mdi bé chira. Céc hop chit duoc bd sung 2 gidy trude khi nhiém
HRV va 2 gid sau khi nhiém khi HRV khong nhiém duoc rira di.

Su danh gi4 cua t& bio MRCS5 trong CPE giy ra HRV16

Céac té bao MRC-5 d4 bi nhifm HRV16 v6i MOI cua 1 trong DMEM chira
5% FCS va 1.5mM MgCl,, tiép theo sau 1 qué trinh G trong 1 gio & nhiét d6 33°C dé
déy manh qud trinh hat bam. Cac chét ndi trén bé mit dugc ht ra, va sau d6 dung
mdi sach duge bd sung vio sau khi duge 0 4 ngay. & noi thich hop, cac té bao dugc
@ trude v6i hop chit hoic DMSO trong 2 gid, va céc hop chét va DMSO lai duoc bd

sung sau khi d& duoc lam sach virut.

Chét ndi trén bé mit dugc hat ra va duge U voi dung dich metylen mau xanh
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(100pL, 2% formaldehyt, 10% metanol va 0,175% Metylen mau xanh) trong 2 gio &
RT. Sau khi lam sach, 1% SDS trong nudc dwoc chung cét (100uL) duge bd sung
cho mdi bé chira, va cac dia dugc 1ic nhe tir 1 dén 2 gio tiy theo cach muc do hép
thy & 660nm. Phin trim sy tc ché d6i véi mdi bé chura da duoc tinh toan. Gia tri
ICso dugc tinh tir dudng cong ndng d6 phan g dugc tao ra tir chudi chét pha lodng

clia cac hop chét thir nghiém.
Céc té bao biéu mé phé quan chinh trong virut RSV tai trong 5ng nghiém.

Céc t& bao biu mé phé quan ctia ngudi thuong (NHBEC) phat trién & cac té
bao t6t 96 da bi nhiém RSV A2 (Strain A2, HPA, Salisbury, UK) véi MOI cua 0.001
& dung mdi LHC8:RPMI-1640 (50:50) chira 15mM magié€ clorua va dugc U trong 1
' gidy & nhiét 6 37°C d& hat bam. Céc t bao sau d6 dugc 1am sach véi PBS (3 x 200
pL), chit dung méi sach (200uL) duoc bd sung va qué trinh & dugc tiép tuc trong 4
ngay. O noi thich hop, c4c té bao duge U trude véi hop chat hodec DMSO trong 2 gio,

va sau d6 lai dugc bo sung sau khi d& dugc 1am sach virut.

Céc té bao duoc 6n dinh 4% formaldehyt trong dung dich PBS (50uL) trong
20 phat, duge lam sach voi chit dém rira (3 x 200uL; PBS bao gbm 0,5% BSA va
0,05% Tween-20) va 1 v6i dung dich phong bé (5% sita d4c trong PBS) trong 1 gio.
Céc t& bao sau d6 duoc 1am sach voi chit dém rira (3 x 200pL) va dugc U trong 1 git
véi nhiét @6 trong phong véi khang thé protein dung hop F khang RSV (2F7) (40uL;
v6 tinh don & chudt, 16 s6 798760, muc luc sb. ab43812, Abcam) trong 5% BSA &
PBS-tween). Sau khi lam sach, cac t€ bao duogc 1 voi dung dich khang thé thir cdp
lién hop HRP (50uL) trong 5% BSA & PBS-Tween (16 sb. 00053170, muc luc sd.
P0447, Dako) va sau d6 chit nén TMB (50pL; géi chét phén Ung nén, 16 s6. 269472,
muc luc s6. DY999, R&D Systems, Inc.) duge bd sung vao. Phan Umg nay dimg lai
do bd sung H,SO04 2N (50uL) va tin hiéu hiéu qua dugc xéc dinh phuong phap do
mau (OD: 450nm véi budc séng tham chiéu 655nm) & dau doc vi dia (Varioskan®

Flash, ThermoFisher Scientific).

Céc té bao sau d6 duoc 1am sach va 2.5% dung dich tinh thé mau tim (50pL;
16 8. 8656, muc luc s6. PL7000, Pro-Lab Diagnostics) duoc phu trong 30 phit. Sau
khi 1am sach v6i chit dém rira, 1% SDS trong nudc dugc chung cat (100pL) duoc bd

sung cho mdi bé chira, va cac dia duoc lic nhe trén thiét bi lac trong 1 gio tly theo
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phuong thirc doc mirc d hép thu & 595nm. Phuong phap doc duoc danh gida ODa4so-
6ss duoc didu chinh d& luong t& bao chia ODusosss bing phuong phép doc ODsos.
Phén trim (rc ché d6i v6i mbi bé chira dugc danh gia va gia tri ICso duoc tinh toan
theo dudng cong ndng d6 phan tmg dugc tao ra tit chudi chét pha lodng ctia hop

chét.

Két qua cuia cac hop chét thir nghiém trén Kha ning sbng cta t& bao: Thir nghiém
MTT

Cac t& bao U937 khéc biét dwoc & trude v6i mdi hop chit thir nghiém (ndng
d6 cubi 1pg/mL hosc 10pg/mL trong 200uL dung mdi dugc chi ra duéi diy) dudi
hai protocol: dAu tién trong 4 gid v6i 5% FCS RPMI1640 dung moi va thir hai véi
10% FCS RPMI1640 dung méi trong 24 gid. Céc dich néi dugc thay thé bang dung
modi ma6i (200pL) va dung dich gbc MTT (10pL, Smg/mL) dugc bd sung cho mbi bé
chira. Sau khi 4 1 gio, chét dung méi dugc loai ra, DMSO (200pL) duoc bd sung cho
mdi bé chtra va cac dia duge dung nhe trong 1 gid thy theo doc mirc d6 hip thu véi
550nm. Phin tram mét kha ning séng cia t€ bao dugc tinh voi mdi bé chira lién
quan dén chét dn (0,5% DMSO) diéu tri. Do vay, biéu hién ting kha ning sbéng cua

t& bao déi vé6i thube didu tri lién quan dén chit din dugc 1ap bang phan trim am.
San phdm Xytokin & cac dai thuc bao dom tir COPD.

Céc bénh nhan bi COPD bi hit phai dung dich khi dung 3% (w/v) nudc mudi
vu treong st dung may xong siéu &m (Devilbiss, Carthage, MO) véi sy h6 hép khi
lwu khong trong 5 phut. Th thuat ndy dugc I3p lai t6i da 1a ba 14n cho dén khi thu
duoc da chét ddm. Cac mAu chit dom duoc lam ddng nhat va duge tron manh c6 st
dung thiét bi tron xo4y trong 0,02% v/v dung dich ditiotreitol (DTT). Cac mau duge
tao huyén phu truéc trong PBS (40 mL) tiép theo bing may ly tim 1500 rpm & nhiét
d6 4°C trong 10 phut dé thu dugc vién té bao dom. Cac vién té bao nay dugc lam
sach hai 14n v6i PBS (40mL). Céc té bao dom sau d6 dugc tao huyén phu trude trong
dai thuc bao trung binh trong huyét thanh tu do (dai thuc bao-SFM, Cong nghé cudc
séng, Paisley, UK; d& thu dugc 2x10%/bé chira trong 24 dia t0t) chira 20 U/mL
penicillin, 0,02 mg/mL streptomyxin va 5pg/mL amphoterixin B va dugc gieo hat
trén dia bé chira 96 lién két cao, sau d6 dugce U trong 2 gidr & nhiét d6 37°C va ¢ 5%

CO; d cho céc dai thuc bao tiép xUc véi day cua dia. Cac té bao trén dia duoc ria
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v6i dai thuc bao-SFM sach (200pL/bé chira) dé loai bo céac bach ciu trung tinh va
céc t& bao nhidm bin khac. Cac té bao dinh (phan 16n dai thuc bao dom) trén dia
duoc sir dung nhiéu cho phan tich. Cam tng va cach ly dom duge dan trong Pon vi
nghién ctiru thudc Quintiles (Quintiles Drug Research Unit) & Bénh vién Guys va dao

dirc duoc xac nhin va ban théa thuan dugc thong béo bang vin ban do Quintiles chp.

O noi pht hop, 1pL dung dich chitra hodc hop chét thir nghiém hosc vat phim
tham kh&o & ndng d6 quy dinh hoic thay dbi 1uL DMSO theo su kiém soat chit din
dugc bd sung cho mdi bé chira (200uL trong chit dung moi) va céc t€ bao duogc
trong 2 gid. Céc t& bao dugc kich thich boi dung dich LPS (50 pL, ndng @9 cubi:
1pug/mL) va duge U trong 4 givr & nhiét 46 37°C va 5% CO,. Cic dich ndi sau d6
duoc thu hdi va duoc gilt & nhiét 6 -80°C. Bo Millipore’s luminex cling dugc st
dung dé danh gia bdn phan tich. Sau khi lam tan cac chat ndi bé mat, hat khang thé
tir duge ghép va U trong dia bé chira 96 theo mu chuln, dung dich nén hogc khdi
lugng thich hop cta miu thir nghiém qua dém dugc léc & nhiét d 4°C. Sau khi dugc
rira hai 1dn véi 200pL chét dém rira cung cAp boi bo duge phim & mdi bé chua st
dung may rira dia tlr, cac hat dugc 1 trong 1 gid & nhiét do trong phong v6i 25ul. cua
dung dich khang thd két hop biotin dugc cung cép bdi bd duge phdm kém véi lic.
Dung dich streptavidin dugc bd sung trong 30 phit dugc l4c v6i RT. Sau khi rira véi
200uL. chit dém rira & mbi bé chira, c4c hat dugc tao huyén phil truée trong dich vo
(150 pL) va dugc phén tich ngay. Mitc do cua mdi phan tich trong cac dich nbi dugc
tinh c¢6 st dung phin mém Xcel Fit véi sy can bing phan s 4 hogic 5 c6 st dung
ting dudng cong chuin. Céc chit tc ché cia mdi san phAm phan bao dugc tinh toan
¢ tung néng d6 qua sy so sanh voi su kidm soat chét din. Gia tri ICso dugc xé4c dinh
tr dudng cong e ché ndng d9 str dung XL-Fit (idbs, Guildford, UK)

San phim Xytokin & cac té bao bidu md phé quan chinh tir COPD.

Céc té bao bidu md dudng khi dao chinh thu dugc tir cdc bénh nhan bj COPD
dugc mua tir Asterand (Royston, UK), va duoc duy tri trong dung m6i phét trién té
bao biu m6 phé quan da dugc bao ché bing cach tron véi LHCS (Invitrogen) (500
mL), véi LHC9 (Invitrogen) (500mL) va 3pL dung dich axit retinoic (Smg/mL trong
DMSO tinh khiét. Chét dung méi dugc loai bé bing cach hit va BEGM sach
(200uL) duge bd sung cho mbi bé chtra. Tai noi thich hgp, 1uL dung dich ctia hop
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chét thir nghiém & ndng d6 quy dinh hodc 1uL DMSO nhu sy kiém soat chat din
duge bd sung va cac té bao dugc U trong 2 gid. Céc té bao duoc kich thich véi TNFa,
(50uL; ndng d6 cubi 50ng/mL) va sau d6 dugc U trong 4 gid & nhiét do 37°C va 5%

CO». Céc dich ndi sau d6 duge thu vé va duge giit & nhiét d -20°C.

Cép 6 cua IL-6 va IL-8 duogc x4c dinh bing ELISA sit dung R&D Systems’
Human IL-6 va IL-8 Duoset® Elisa Kits. Chit trc ché ctia san phdm IL-6 va IL-8
duoc tinh & mdi néng do béng su so sanh su kiém soa’}t chit dan. Néng d6 trc ché
50% (ICsp) duoc xac dinh tir dudng cong ndng d6 twong tng thu dugc c6 st dung
XL-Fit (idbs, Guildford, UK).

Tréc nghi€m trén co thé: tac dung cta thudc t6i co thé va hoat tinh khang viém
Su tich lily bach ciu trung tinh kich thich LPS & chudt

Chudt Balb/c bi bd d6i dugc dinh luong liéu bing duong ndi khi quéan
hogc bing vét din, hodc chét thir & s 14n biéu thi (ndm trong khoang tir 2 dén 8 gi®)
trwde khi kich thich tinh dé viém phan Ung v6i ing dung ciia sy thay d6iLPS. O T=
0, chudt dugc dit vao buéng tiép xuc va dugce tiép xuc voi LPS (dung dich 7,0mL,
0,5mg/mL trong PBS) trong 30 phut). Sau hon 8 gid, chudt bi gy mé, khi quan cia
chung duoc thong do va BALF dugc trich bing c4ch tiém truyén va sau d6 rat khoi
phdi ciia ching 1,0mL PBS qua 6ng thong khi quan. Téng lugng bach cdu va bach
cAu khac nhau & cdc miu BALF dugc danh gia c6 st dung huyét toc ké Neubaur.
Chét bin Xytospin ctia cac miu BALF dd dugc bao ché bing may ly tAim & 200 rpm
trong 5 phut & nhiét d§ trong phong va duoc nhuém véi hé théng nhudém DiffQuik
(Dade Behring). Céc t€ bao dwoc dém c6 sir dung kinh hién vi ngdm du. Dit liéu doi
v6i con s6 trung tinh & BAL duogc théy nhw phuong thire £ S.E.M. (phuong thitc 16i
chudn). Phén tram trc ché cua su tich liiy bach cAu trung tinh dugc tinh cho mdi cach
didu tri lién quan dén chat din diéu tri.

M?u khoi thube 14

Chu6t A/J (chudt dyc, 5 tudn tudi) dugc cho hit khoi thube 14 (4% khéi thube
14, bi lodng trong khong khi) trong 30 phut/ngdy trong thoi gian 11 ngay st dung He
théng thiét bj xong khéi thube 14 di véi cac dong vét con nho (Model SIS-CS;
Sibata Scientific Technology, Tokyo, Japan). Cac chét thir nghiém dugc theo doi bén
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trong miii (35pL dung dich & 50% DMSO/PBS) mét 14n mot ngay trong thdi gian 3
ngdy sau khi tiép xtc véi khéi thubc 14. 12 gid sau liéu thudc cudi cing, mdi con vat
bi gdy mé, khi quan dugc thong do va dich rira phé quan (BALF) dugc tap hop. Sé
cac dai thuc bao phéi va cac bach ciu trung tinh dugc x4c dinh béng phan tich FACS
(EPICS® ALTRA II, Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) c6 sit dung khéng
th8 MOMA?2 khang chudt (dai thuc bao) hodc khang thé 7/4 khang chuot
(neutrophil). BALF was centrifuged va céc dich ndi dugc gom lai. Cép d6 cua
keratinoxyt chemoattractant (KC; CXCL1) & BALF duoc dinh luong st dung bd
Quentikine® chudt KC ELISA (Hé théng R&D systems, Inc., Minneapolis, MN,
USA).

Vi du 1- diéu ché hop chit (I)

Céc chét trung gian sau duoc sir dung dé bao ché hop chit (I) cia sang ché da
duge md ta trén ddy va da dugc bao ché sir dung céc thu tuc c6 trong céc tai liéu

tham khao trich din duéi day (Bang 3).

Béng 3: Céc chit trung gian dwoc mo ta trén day.

Chit trung

_ Céu tric Tén, dit lidu LCMS va Tai lidu tham khéao
glan
3-tert-butyl-1-p-tolyl-1 H-pyrazol-5-amin.
tBu
nNH R' 2.46 phtt (Phuong phap co ban 1); m/z 230
\N 2
A (M+H)*, (ESY).
Me

Cirillo, P. F. et al., WO 2000/43384, 27 Jul
2000.
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4-((2-cloropyrimidin-4-yl)oxy)naphtalen-1-

amin.

(o)
5 m R' 1.80 phtt (Phuong phép 2); m/z 272/274
—
nal O T vy, @Y.

Cirillo, P. F. et al., WO 2002/92576, 21 Nov
2000.

Chét trung gian C: 4-((4-Aminonaphtalen-1-yl)oxy)-N-phenylpyrimidin-2-amin.

Aniline
_— -
Chat trung gian B N\r,u

pTSA HaN
O

Dbi v6i dung dich loc nito ctia hdn hop Chét trung gian B (50,0g, 184mmol)
va anilin (42,0mL, 460mmol) trong THF (200mL) duoc bd sung pTSA (17,5g,
92,0mmol) trong mot phan duy nhit. Hén hop phan tng dugc lam néng dén 70°C

Chéattrung glan C

trong 1,5 gi¢ trong khoang thoi gian két ttia hinh thanh. Hon hop dugc lam maét voi
nhiét d6 trong phong va dugc pha lodng véi THF (200mL). Chét két tha duge gom
lai bang cach loc, rtra véi THF (2 x 100mL) va sau d6 dugc tao huyén phu & hdn hop
khong ddng nhit cia DCM (600mL) va aq. NaOH (2M, 200mL) va dugc khudy
manh trong thoi gian 1 gio, trong thoi gian chét rén lo limg duogc hoa tan. Céac 16p
duoc tich va 16p aq dugc chiét xut voi DCM (200mL). Chét chiét xuat DCM dugc
két hop, 1am kho va dwgc bdc hoi trong chan khong. Du luong di dugc nghién nhé
v6i ete (150mL) va két qua chét rin duoc rira véi ete (2 x 50mL) d& cho Chét trung
gian C 1a chit rdn mau trding nho (26 g, 43%); nhiét d trong phong 1,95 phut
(Phuong phap 2); m/z 329 (M+H)* (ESY).
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Hop chit (I): 1-(3-(tert-Butyl)-1-(p-tolyl)-1H-pyrazol-5-yl)-3-(4-((2-
(phenylamino)pyrimidin-4-yl)oxy)naphtalen-1-yl)ure.

‘Bu o
=
1. PhOC(O)CI
Chat trung glan A © - n j\ O m
g

2
2. Chattrung gian C \l/

L

Hbn hop khong ddng nhat clia dung dich NaxCOs (3,84g, 36mmol) trong

Me ‘Hop chét 1

nuwéc (42mL) va Chét trung gian A (10.5g, 45,7mmol) trong axetat isopropyl
(130mL, 1,082mol) dugc khudy manh véi nhiét d§ trong phong trong 5 phut va sau
d6 duoc didu tri v&i phenyl cacbonochloridat (5,77mL, 45,7mmol). Khudy hdn hop
duge tip tuc véi thdi gian hon 4 gid sau khi cac 16p duoc tach. Pha hitu co duge bd
sung vao dung dich Chét trung gian C (10,0g, 30,5mmol) va trietylamin (423uL,
3,05mmol) trong axetat isopropyl (60mL, 511mmol). Hon hop phan mg duoc lam
néng dén nhiét @6 48°C trong 1 gid, sau d6 dugc pha lodng v6i axetat isopropyl
(190mL) va dugc 1am ngudi d¢én nhiét 6 trong phong v&i thoi gian hon 18 gio, trong
thoi gian két ttia hinh thanh. Sy két tia bi co 1ap béng cach loc, dugc rira vai axetat
isopropyl va sau d6 dugc lam khé trong chan khéng & nhiét d6 40°C dé cho tén Hop
chét, Hop chét (1) 14 chét rdn mau tréng (bazo tu do khan, dang da hinh A) (16,5g,
92%); nhiét d trong phong 2.74 phut (Phuong phap 2); m/z 584 (M+H)" (ES®); 'H
NMR (400 MHz, DMSO-de) 8: 1,30 (9H, s), 2,41 (3H, s), 6,43 (1H, s), 6,58 (1H, d),
6,78 (1H, t), 6,97 (2H, t), 7,28 (2H, br m), 7,39 (2H, d), 7,40 (1H, d), 7,49 (2H, d),
7,56 (1H, m), 7,63 (1H, m), 7,82 (1H, dd), 7,95 (1H, d), 8,10 (1H, d), 8,40 (1H, d),
8,77 (1H, s), 9,16 (1H, br s), 9,50 (1H, br s),
Vi du 2 - Tém tét két qua sang loc trong 6ng nghiém va trong co thé song

Chét trong éng nghi€ém ctua Hop chét (I) duoc boc 16 & day, nhu duge xic
dinh & day st dung protocol dugc mo ta & trén, dugc thé hién dudi day (Bang 4a dén
4f) so sanh voi cAu tric lién quan dén Hop chét tham khao 1a N-(4-(4-(3-(3-tert-
butyl-1-p-tolyl-1H-pyrazol-5-yl)ureido)naphtalen-1-yloxy)pyridin-2-yl)-2-

metoxyacetamit, dd dugc md ta trén day 1a chét khang tinh d& bi viém hiéu nghiém
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véi hoat tinh khang virut (Ito, K. et al., WO 2010/112936, PCT/GB2010/050575, 7
Oct 2010 va Ito, K. et al., WO 2010/067130, PCT/GB2009/051702, 17 Jun 2010.

Hop chét ctia sang ché boc 16 mot dit liéu te ché rat giéng v6i Hop chét tham
khao trong pham vi clia cic thir nghiém enzym kinaza véi ngoai 1§ dang ké ctia hoat
tinh e ché cua Hop chét (I) khang enzym GSK3a, rit yéu so véi Hop chit tham
khao (Bang 4a).

Bang 4a: Dit liéu enzym p38 MAPK, c-Src, Syk va GSK3 a ctia Hop chét (I)

Hop chét thir Gié tri ICso Values d6i véi chit irc ché enzym (nM)

nghi¢m p38 MAPKa p38 MAPKy c-Src Syk GSK3a

Hop chét (I) 60 3739 22 334 >17000

Hop chit tham
khao

344 5 42 45

Chét lien két kinaza ctia Hop chét (I) ctia sang ché ciing dugc so sanh voi Hop
chit tham khao khang p38 MAPK, HCK, cSrc, Syk, va GSK3a/B. Hop cht (I) thé
hién kiéu hinh rit khac, thé hién sy tc ché manh cta chéng lien két cac kinaza
p38MAPK, HCK, cSrc va Syk, ma khong anh hudng dang ké d6i véi GSK3a (Bang
4b).

Bang 4b: So sanh Dit li¢u enzym lién két cua Hop chét (I) v6i Hop chét tham khdo.

Gia tri Kd ddi voi lién két kinaza (nM)

Hop chét thir

" 38 38 GSK3
nghiém P P HCK cSrc  Syk GSK3p
MAPKa MAPKYy a
Hop chdt () 20 43 8 10 14 20000 1200
H chét
o 5 5 4 9 180 24
tham khéo
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Hop chét ctia sang ché chimg minh mot cht tvong tw véi Hop chat tham khao
trong cac thir nghiém t€ bao boc 1§ cac dic tinh khang viém chdng lai su giai phong
ndi doc t6 trung gian ciia TNFa va IL-8 (Bang 4c). Cac chét cua cac hop chét ciing
gibng trong hé thong té bao danh gid anh hudng ciia chiing trén su sao chép virut cua
dudng hé hip (HRV gy ra ICAMI va CPE biéu hién va RSV biéu hién duoc kich
thich ca Protein F) ciing nhu viém do virut gy ra(su giai phong khéi kich HRV cua
IL-8; Bang 4d).

Bang 4c: Chét trc ché LPS gay ra TNFo. va chét giai phéng IL-8 va Biéu hién PolyIC
gay ra ICAM cho Hop chit (I)

Chét giai phong LPS gay ra (nM)

PolyIC /
TNFa L8 ICAMI (nM)
Hop chéit thir
nghiém 1Cso RECso ICso 1Cso
(THP1)  (dU937) (dU937) (BEAS2B)
Hop chét (I) 3,4 2,3 2,2 10,2
Hop chét tham
P 13 0,13 1,3 2,1

khao

Bang 4d: Anh huéng cia Hop chét (I) v6i chit din HRV-16 (CPE) va sy viém (Biéu
hién ciia ICAM-1 va chit giai phong IL-8 Release) va trén chét din RSV (bicu hién
Protein F).

Gié trj ICso (nM) dbi véi Chét giai  Gid tri ICso (M) ddi véi
phéng kich thich / biéu hién HRV ~ Biéu hién kich thich RSV
Chét thr

IL.-8 ICAM1 CPE Protein F
(BEAS2B) (BEAS2B) (MRC5)  (HBEC)
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Hop chit (I) 0,036 0,023 17,1 15,4

Hop chit tham

0,065 0,37 4,7 22,0
khao

Hop chét ciia sang ché chimg minh tinh hi€u qua cao hon & san phdm phan
bao tidn viém & dai thuc bao dom va céc t& bao bidu mo6 phé quan thu dugce tir cac
bénh nhdn bi COPD d3 hiu nhu khong nhay cam véi fluticason propionat,
cocticosteroit,. (Bang 4e).

Béng 4e: Két qua cua Hop chét (I) va Fluticason propionat & chét giai phéng phan
bao tién viém & cac dai thuc bao dom va té bao biéu mo phé quan & cac bénh nhén bi

COPD.

Gia tri ICso (nM) va /hodc E max (% trong

ngoic don)! ddi véi chét thir nghiém chi dinh

Kiéu té bao Xytokin Hop chét (I) Fluticason Propionat
16 43 (79) (26)
Pai thuc bao | 18 68 (64) (19
dom TNFa 17 (86) (18)
P
MIP 1o 7,5 (89) (20)
Té bao bidu { IL-6 1,7(100) (38)
md phé quan IL-8 0,85 (100) A7)

1. Gia tri E-max (trc ché i da) d4 dugc tinh 1a % trc ché thu dugc 0.1 pg/mL

Tuy nhién, thuan loi 1a, Hop chét (I) cho théy hoat tinh khong rd rét trong hé
théng thir nghiém ma danh gi4 anh hudng ctia né ¢ kha néng sdng ctia té bao va su
phén chia t& bao (sw phan bao) chi dinh rang Hop chét c6 kha ning tién hanh chi sb
diéu tri cao trén Hop chét tham khao (Bang 4f).
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Bang 4f: Két qua cua Hop chét (D) trén kha ning sdng clia t€ bao va sy phan chia té

bao
Thtt nghiém MTT ! Thir nghiém phén bao
Kha ning séng cua té bao .
, o % uc ché & Spg/mL
Chat thu & thoi diém dugc chi dinh ,
. trong t€ bao PBMC

o té€ bao d-U937
4h 24h

Hop chét (I) -ve -ve 31,3

Hc chét tham

op -ve +ve 87,8

khao

1. Khé ning séng clia ludi t& bao: —ve va +ve chi 13 gia tri 1a thdp va & trén

twong Ung, ngudng anh huéng khong déng k& x4ac dinh 30% chét trc ché &

1pg/mL & thoi diém di dinh.

Qué trinh didu tri céia chudt véi Hop chit (I) dugc thdy san sinh ra liéu e ché
phu thudc trén sy tich lily bach cAu trung tinh giy ra LPS va bgc 10 quing thoi gian

thir nghiém ma thudc c6 thoi gian tac dung dai (Bang 5).
Béng 5: Két qua diéu tri véi Hop chat (I) trén sy ting bach cu trung tinh & dudng
khi dao gy ra LPS & chudt.

S luong t& bao trung tinh & BALF (x105/mL)

. Trudc thdi gian chi dinh lidu (% chit tc ché)!
Hop chat (I)

(mg/mL) 2 gioy 8 gio 12 gioy
Vat dan 18,9+2,5 - -
0,05 156+2,1(18) - -
0,2 9,8+ 1,6 (48) - -
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1,0 44+089(77)  9,9+1,8(48) 183+23(4)

1. N = 8 mdi nhém

Két qua diéu tri v6i Hop chét (I) & dai thuc bio va sy tich lily bach cdu trung
tinh & BALF trong m6 hinh chudt hit khéi thubc 14 da dugc nghién ctiru (Bang 6a).
MO hinh khéi thudc 14 duoc sir dung cho nghién cttu ndy duge ghi nhan cho hé théng
khang cocticosteroit, (Medicherla S. et al, J. Pharmacol. Exp. Ther., 2008,
324(3):921-9.) va n6 dugc xac nhédn rﬁng fluticason propionat khoéng han ché hoic su
tich tu bach cau trung tinh hoic dai thuc bao trong dudng khi dao & 1.75pug/1 con
chuét (35puL, bid, i.n.), liéu luong tuong tu san xuét >80% chat ¢ ché cua su tich

lity bach cau trung tinh gay ra LPS.

Qua trinh diéu tri & chudt véi Hop chét (I) cho théy d& san xuét tc ché phu
thudc 1idu & ca sy tich lity dai thuc bao va bach cAu trung tinh & BALF gay ra boi
khoi thubc 14.

Bang 6a: Két qua didu tri v&i Hop chét (T) véi khéi thude 14 & chudt.

] . A 1A 2 4 o/ + A
Hop chit didu tri (D) Luong t€ bao & BALF x 10%/mL (% tc che)

(ng/mL) DPai thuc bao Bach ciu trung tinh
Vat dan + khong khi 4,3 +0,45 2,6 £0,21

Vit din + khéi thubc 14 14,4 + 0,33 13,7+0,31

0,32 13,3+ 0,20 (11) 12,4 0,32 (12)

1,6 11,6 £ 0,42 (28) 10,5 £ 0,06 (29)
8,0 10,1 + 0,42 (43) 9,1+0,28 (41)

40 7,9 £ 0,20 (64) 7,9+ 0,34 (52)

Dit lidu luong t& bao dugc thé hién 1a + SEM, N=5

Sy diéu tri & chudt véi Hop chét (I) ciing han ché khéi thubc 14 gy ra san phim
CXCL1 (KC) 6 BALF ¢ trang thai phu thudc lidu (Bang 6b).
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Bang 6b: Két qua diéu tri vi Hop chét (I) trén sy gidi phéng CXCL1 (KC) & BALF

véi khoéi thube 14 & chudt.

Hop chit ditu tri (I) CXCL1 6 BALF
(pg/mL) pg/mL (% tc ché)
Vat din + khong khi 8,2 + 0,30

Vat din + khoi thubc 14 13,6 + 1,69

0,32 13,6 + 1,69 (0)
1,6 12,2 + 0,96 (26)
8,0 11,4+ 0,15 (41)
40 9,5+ 0,84 (76)

Dit liéu véi mirc 3 CXCL dugc bidu hién 13 = SEM, N=5

Tém lai, céc két qua ndy goi ¥ ring Hop chét (I) c6 cac dic tinh khang viém
gibng nhu & Hop chét tham khao dugc boc 16 & trén va, tinh thuan loi, dugc két hop
v6i chi sb diéu tri cao.

Vi du 3: diéu ché cua Hop chét (I) 12 bazo tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rin B

Hop chit (I) (398 g, & dang da hinh A) dugc dua 1én & axeton (3,98 L) va
dung dich dugc 1am néng dén 50°C. NORIT A SUPRA (19.9g, hoat héa cacbon) va
diatomit, chét trg dung (3,98g; chét loc) sau d6 dugc bd sung va hdn hop dugce lam
néng chay (56°C) trong 15 phut. Hon hop dugc loc va chét rén thu duge dugc rira
véi axeton (100mL). Loc két hop va axeto rira duge 1am tan chay (56°C), va 900mL
dung moi bi loai béng qué trinh chung cht dudi ap suét khi quyén 1a 56°C. Hén hop
duoc 1am mat t6i nhiét @ 50°C va nude (398mL) sau d6 dugc b sung trong thoi
gian 1 gid v6i nhiét 4o duoc duy tri 1a 50°C. Sau khi bd sung 30 phit & nhiét do
50°C hdn hop khong ddng nhit dugc 1am mét & nhiét do 20°C trong thoi gian 6 gid
va sau d6 dugc khudy & nhiét d6 20°C trong thoi gian 10 gid. San phim thu dugc

duoc dem di loc va phin déng banh dugc rira véi axeton (318mL). San phim duoc
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lam kho trong chin khong & nhiét 6 45°C trong thoi gian 20 gio dé bao ché Hop
chat (T) 1a bazo tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rin B (240,9 g; hiéu suit 60,5%).

Theo phuong phap c6 thé chon dugc chdp nhan d tao didu kién két tinh hat.

Vi du 3a: diu ché Hop chét (I) 1a bazo tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rén B

chira dung mdi du gy ra

Tity chon, Hop chét (I) 1a bazo tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rén B, nhu
dugce bao ché theo quy trinh dugc mo ta & trén (Vi du 3) hodc phuong phép tuong tu,

¢6 thé duogc pha lodng lai vao nuéc dé 1am giam dung m6i du nhu néu dudi day:

Hop chét (I) 1a bazo tw do khan & dang da hinh, tinh thé, rin B (230g, nhu
duge bao ché theo Vi du 3) duoge tao huyén phu trong nudc duoc khir ion hoa
(2,30L) va dugc khudy & nhiét 6 20°C trong thoi gian 4 gio. Hbn hop duoc loc va
san phdm duoc rira véi nude duge khir ion hoa (2 x 115mL) va sau d6 duogc lam khod
& nhiét d6 45°C trong chan khong dé bao ché Hop chit (I) 1a bazo ty do khan & dang
da hinh, tinh thé, rin B chita dung mdi du giam (227 g, 98,7%).

Vi du 4: micro héa cuia Hop chét (I) 14 bazo ty do khan & dang da hinh, tinh thé, rin
B

Tinh thé da hinh micro héa dang B ctia Hop chét (I) 13 bazo tu do khan duoc
bao ché c6 st dung thiét bi micro hoa nghién phan lyc (1,5 thanh st dung chét dan
nap véi ap lyc phun cta thanh 1,5) (dugc san xuét bdi Hosokawa Alpine). Su phan
bd kich thudc hat duge dénh gid c6 st dung nhiéu xa tia laze (dung cu Malvern
Mastersizer 2000S). Su phén bd c& hat ¢6 thé duogc dién ta st dung gid tri D1o, Dso va
Doo. Gi4 tri gifta Dso cua sy phan bd kich thude hat duge dinh nghia 1a kich thudc hat
theo micromet duoc chia theo phan nira. Sy dénh gia 14y tr nhiéu xa tia laze dugc
md ta chinh x4dc nhiéu 14 sy phan chia khéi lugng, va do vay gié tri Dso thu duoc c6
sir dung quy trinh nay dugc d8 cap c6 y nghia hon gia tri Dvso (diém gitta cho sy
phéan chia khdi luong). Nhu dugce st dung & déy gié tri Dv lién quan dén su phan bd
kich thudc hat dugc danh gia co nhiéu xa tia laze. Tuong tyw, cac gia tri D1o va Doo,
duoc st dung trong pham vi bi nhidu xa tia laze, dugc ldy d8 c6 gia tri Dvio va Dvgo
va lién quan dén kich thuc hat theo d6 10% ciia sy phan chia nim dudi gi4 tri Dio,

va 90% cta dudi gid tri Doo, trong ng. Tinh thé da hinh micro héa dang B cua Hop
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chét (I) 14 bazo tu do khan c6 su phan chia kich thudc hat nhu sau: 0,850pum Dio;
1,941pm Dso va 4,563um Do.

Vi du 5: phén tich XRPD cua Hop chét (I) 12 bazo tu do khan & dang da hinh, tinh

the,ran A vaB

Phan tich XRPD cta Hop chét (I) 1 bazo ty do khan & dang da hinh tinh thé
rin A va B (da hinh dang B dugc micro hda theo quy trinh ctia Vi du 4) dugc thuc
hién st dung phuong phép dugc md ta trong Cac quy trinh chung. Cic md hinh
nhifu xa thu dugc dugc thé hién & Fig.1 va Fig.2 twong tng. Hai mau XRPDs cho
thdy cac dinh nhidu xa ma khong xuét hién halo, do véy chi ra ring cac nguyén liéu
12 sy két tinh. Cac dinh va cudng d6 clia chung dugce liét ké dudi ddy (Bang 7a va
Bang 7b).

Bang 7a: cac dinh khac biét XRPD va cudng d6 cia ching véi Hop chét (I) 14 bazo
tu do khan & thé rén, tinh thé, dang A

Céc dinh XRPD

Giatri2-Teta! Cudng do

7,8 19,7
8,7 20,8
10,3 22,6
11,2 23,1
12,4 24,6
15,2 25,5
16,2 26,7
17,5 27,4
1,Giadtrila£0,2 do
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Béng 7b: cac dinh khac biét XRPD véi Hop chét (I) 1a bazo ty do khan & dang tinh

thé rin B, sau micro hoa.

Dinh XRPD

Giatri 2-Teta!  Cudng do

3,9 16,7
6,1 18,3
7,7 18,7
8,6 19,9
10,9 20,9
11,8 22,0
12,7 22,6
14,3 25,2
15,9 28,9

1, gid tri 1 = 0,2 do

Vi du 6: x4c dinh diém chay cua Hop chét (I) 1a bazo tu do khan & dang da hinh, tinh

thé, rin A va B

Céc diém chay cta Hop chét (I) 1a bazo tu do khan ¢ dang da hinh tinh thé
rin A va B (micro héa sau ciing) thu duge c6 sit dung phép phén tich nhiét quét vi
sai (DSC), nhu dugc md ta & Quy trinh chung. dang da hinh A tan chay & nhiét d6
191,6°C va dang da hinh B tan chay & nhiét d6 214,0°C. Tl dit li¢u DSC, tinh dugc
ring dang B c6 nhiét dung cao hon dang A. Tir dang B cling c6 diém chay cao hon
dang A, n6 chi ra ring da hinh dang A va B 6 lién quan dén don hudng, c6 nghia la
diém chay da hinh dang B cao hon s& én dinh hon diém chay da hinh dang A thép
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hon, & tt ca trang thai nhiét d6. Nhu vdy, c6 thé hy vong ring da hinh dang B 6n
dinh nhiét ddng lyc hoc hon da hinh dang A.

Vi du 7: Phan tich nhiét ciia Hop chit (I) 1 bazo ty do khan ¢ dang da hinh, tinh thé,

ran B, sau micro hoéa.

Phan tich nhiét ciia Hop chét (I) 1 bazo tw do khan & tinh thé da hinh dang B
(dugc micro héa) duge cam két st dung céc phan tich TGA, DVS, XRPD, IR phé
hoc va DSC nhu dugc mo6 ta & Quy trinh chung. O noi thich hop, mAu & nhiét d6 moi
truong va 46 Am twong ddi (mAu tham khao/ “0 ngay”) dugc so sanh véi cac miu

duoc luu giit & nhiét d6 khac nhau va d6 4m tuong ddi (c4c mau so sanh).

Phan tich nhiét trong lwong: MAu tham khao (t = 0) va cic mu so sanh ma
dugc bdc 16 trong cac phén tich & céc diéu kién litu gitt khéc nhau, dugc gia nhiét
theo téc @ 20°C/phit tir nhiét d6 trong phong dén 300°C. Dudng cong TGA cua
mAu tham khao (t = 0) duoc minh hoa & Fig.3 va két qua cla tit c cdc mau dugc
t6m tit dudi day (Bang 8). Nhu da nhin thdy tir Fig.3, giam 0,6% trong lugng dugc
quan sat & pham vi nhiét 0 tir nhiét d§ trong phong dén 180°C, @6 1a do su bay hoi
cta dung méi. Gidm trong lugng xuét hién & trén nhiét d6 180°C do sy bay hoi va sy
phan hily ctia san phdm. So sanh dit liéu gidm trong luong nay voi cac dit liéu khac
ctia cic mau so sanh trong Bang 8, khong c6 khac biét dang ké& nao duogc quan st

thiy.

Su hip thy hoi bing luc dong: So dd ding nhiét DVS v6i mau tham khio
duoc micro héa dugc minh hoa & Fig.4 va sy thay dbi DVS & so d6 khdi v6i mu
tham khao duoc micro héa dugc minh hoa & Fig.5. Trong budc lam kh6 ban dau,
khong bi mét trong luong dugc ding ky va san phim cho thdy khong tién hanh hut
4m. San phim dugc thdm hut 0,4% do 4m tiy theo d6 4m khong khi. San phdm duoc
thay 1am kho hoan toan va dugc giit & tinh trang tinh thé rin tuvong tu (Dang B) trong
thir nghiém, nhu da dugc chimg minh bing quang phd IR va miu XRPD hoan toan
gidng nhu truéce va sau phan tich DVS.

Phan tich XRPD va nghién ctru ph6 hoc IR: hinh anh nhiéu xa XPRD cua
mAu tham khdo (t = 0) dugc minh hoa & Fig.2 va vét IR duge minh hoa & Fig.6. Hinh

anh nhidu xa va vét IR dugc so sanh véi cac hinh anh va vet cua cac mau so sanh
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(tiép xtc voi didu kién luu gilt khac nhau) va két qué dugc tém tht & Bang 8. Hinh
anh nhidu xa va céc vét IR 13 gidng hét véi tit ca cac miu.

Phan tich nhiét quét vi sai: MAu tham khao (t = 0) va cic mAu so sanh, duogc
bdc 16 trén day & diéu kién luu gitt khac nhau, duoc gia nhiét & tbc 6 10°C/phut tir
nhiét d@d 25°C dén 300°C. Puodng cong DSC cua mau tham khao dugc minh hoa &
Fig.7 va két quéa cho tit ca cac miu duoc tom tit dudi day (Bang 8). Tir Fig.7, duoc
ching minh réng mAu tham khao tan chy ciing v6i sy phan huy & nhiét d6 214,0°C.
Bang 8: Phén tich nhi€t cia Hop chét (I) 1a bazo tu do khan & dang da hinh tinh thé

ran B sau micro hoda.

Pidu kien @&  10A o
- XRD'Z? IR DSC?® Biéuhién
hru gitt <100°C <180°C
Cryst, Cryst, mau tréng
T =khong 0,6 Y 214
Ref Ref nhd
5 mau tring
1 tuan / 80°C NT NT ~Ref ~Ref NT .
nho
1 tudn / 70°C / mau tring
NT NT ~Ref ~Ref NT
75% RH nho
4 tudn / nhiét
d6 trong phon miu tring
& Phong 0,8 0,5 ~Ref ~Ref 214
/ nh¢
<5% RH
4 tudn / nhiét o,
mau trang
d6 trong phong 0,5 0,4 ~Ref ~Ref 214 he
o
/ 56% RH
4 tudn / nhiét e
mau trang
dé trong ph(‘)ng 0,9 0,5 ~Ref ~Ref 214

/

-53-



27941

75% RH
3 mau tring
4 tuan /50°C 1,3 0,5 ~Ref ~Ref 214
nho
4 tuln / 40°C / mau tréng
0,8 0,3 ~Ref ~Ref 214
75% RH nho

1, Cryst,: tinh thé; 2,,~Ref: md hinh giéng hét nhau v&i mau tham khao, 3, max (°C);
NT: khong dugc thir véi thir nghiém nay

N6i t6m lai, d3 chung minh ring Hop chét (I) 13 bazo ty do khan & dang da
hinh, tinh thé, rin B c6 su 6n dinh vat ly tét.

Vi du 8: phan tich HPLC ciia Hop chat (I) 1a bazo ty do khan & dang da hinh, tinh

thé, ran B sau micro héa.

Sy 6n dinh héa hoc ciia Hop chét (I) 12 bazo ty do khan & dang da hinh, tinh
thé, rén B, tiép theo 1a micro hoa, dugc xac dinh bﬁng cach so sanh mau duy tri at
nhiét 6 moi truong va do 4m trong d6i (mAu tham khao) véi cac mau duge luu gitt
& nhiét d6 khac nhau va do 4m tuong dbi nhu da dugc dé cap trén day (céac mau so
sanh, Bang 8). C4c miu so sanh va tham khéo sau d6 dugc phan tich bang HPLC sir
dung phuong phap dugc mo ta trong Quy trinh chung va qua kiém tra truc quan. Két
qué tir nghién ctru ndy (dt liéu dugc tém tit & Bang 9) boc 16 ring Hop chat (1),
duoc bio ché 1a bazo tu do khan & dang da hinh, tinh thé, rdn B ¢6 sy 6n dinh hoa

hoc mic du mdt sb nhay cam voi anh sang da duoc quan sat théy.

Bang 9: Sy 4n dinh héa hoc ciia Hop chét (1) 12 bazo tu do khan & dang da hinh, tinh

thé, ran B, sau micro hoa.

Téng luwong tap chét

« A a1
béng HPLC (%)! Bi€u hién

Diéu kién luu gitr . - - X
1 tuén 4 tuan 1 tuan 4 tuan
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A mau  tring
T = khdng 0,66 NT NT
nh¢
0,3 day, ICH 4anh mau  tréng
1,44 NT NT
sang? nho
mau  tring
80°C 0,73 NT NT
nho
mau  tring
70°C /75% RH 0,73 NT NT
nho
mau  tring mau tring
40°C/75% RH 0,66 0,68
nho nho
mau  tring mau trang
50°C 0,69 0,66
nho nho
mau  tring
RT / <5% RH NT 0,67 NT
nho
mau tréng
RT /56% RH NT 0,67 NT
nho
mau  tring
RT /75% RH NT 0,67 NT he
o

1. NT trong hé théng thir nghiém nay; 2, 4nh séng ban ngay duoc kich thich: 4nh

séng trong phong 700 W/m?,

Vi du 9 — diéu ché cac dugc phdm

Duoc phdm mAu ciia sang ché bao gbm 0,4% trong Iugng & Hop chét (I) (1a
bazo tu do khan ¢ dang da hinh tinh thé rin B), 98,6% lactoza hydrat don (cép do

x0ng) va 1,0% stearat magié, trong d6 % trong luong cia tAt ca cac thanh phan dua

trén trong lwong ctia duoc phdm khd.
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Toan by ban mo ta va yéu ciu bao hd dugc boc 16 dudi déy, trir khi pham vi
c6 yéu cau khéc, tir ngit ‘bao gém’, va su khac biét ctia n6 chéng han nhu ¢ gbm’ va
‘bao gém’, s& duoc hiéu 1a ngu y bao gém toan bd, budc, nhém cua téng thé hoic
nhém cta cac budc nhung khong loai trir bit ky téng cac budc, nhém hoic tong

nhém cia cac budc.

TAt ca bing va don dugc dé cép & day dugc két hop bing tdng cac tham chiéu

cua no.
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YEU CAUBAO HQ
1. Hop chét c6 cong thirc (I)

Bu PN
D TY)N
H H HN\©

hodic muéi duge dung cua ching, bao gdm tAt ca chit ddng phan lap thé va chét hd bién

Me )

cta chung.
2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay 14 bazo ty do.
3. Hop chét theo diém 2, trong d6 hgp chét nay 13 bazo ty do khan & dang tinh thé rén.

4. Hop chét theo diém 3, trong d6 hop chét c6 cong thirc (I) 14 bazo ty do khan & dang
tinh thé rin c6 miu nhidu xa bdt tia X co ban nhu dugc mo ta trong Fig. 1 (Dang A).

5. Hop chét theo diém 3, trong d6 hgp chit c6 cong thirc (I) 1a bazo ty do khan & dang
tinh thé rén c6 miu nhidu xa bot tia X chira mot, hai, ba, bdn, ndm, sau hoic bay céc

dinh duoc chon tir (£ 0,2) 10,3, 15,2, 17,5, 23,1, 24,6, 26,7 va 27,4 40 2-teta.

6. Hop chét theo diém 3, trong d6 hop chét c6 cong thirc (I) 13 bazo tu do khan & dang
tinh thé rin c6 mau nhiéu xa bot tia X co ban nhu dugc md ta trong Fig. 2 (Dang B).

7. Hop chit theo diém 3, trong d6 hop chét c6 cong thirc (I) 12 bazo ty do khan & dang
tinh thé rin c6 mAu bot nhidu xa tia X chira mdt, hai, ba, bdn, nidm, sau, bay hogc tit ca
tam céc dinh duoc chon tir (£ 0,2) 3,9, 6,1, 11,8, 14,3, 16,7, 18,3, 18,7 va 28,9 40 2-

teta.

8. Dugc phdm chira hop chét theo didm bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, két hop véi

mot hoac nhiéu dugc chét pha lodng kha dung hodc cac chét mang.
9. San phim két hop bao gbm:

(A) hop chét c6 cong thirc (I) theo didm bat ky trong sb cac diém tir 1 diém 7; va
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(B) chit didu tri khac;

trong d6 mdi thanh phan (A) va (B) dugc bao ché trong hdn hop voi chit pha

logng hodc chét mang dugc dung;

trong d6 san phim két hop nay c6 thé 1a dugc phdm don hoic kit chia cac

phan.
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FIG.4
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