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Linh vie k§ thuét dwoe dé cip

Sang ché dé cap dén linh vuc tong hop hop chét hoa hoc, cu thé 1a hop
chét triterpenoit, metyl 2-xyano-3,12-dioxoleana-1,9(11)-dien-28-oat (CDDO
metyl este) méi, c6 dang thuy tinh rén, khong két tinh va dang tinh thé khong
ngam nudce. Sang ché ciing dé cap dén dugc pham chtra cac dang cia CDDO
metyl este ndy nhim dé diéu tri nhidu tinh trang bénh khéc nhau lién quan dén

ching viém.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Triterpenoit dugce sinh tdng hop & thuc vat bing cich tao vong squalen.
Maic du 1a Gng vién dé su dung trong chita bénh, cic phan t ¢6 trong ty nhién
nay lai c6 hoat tinh sinh hoc tuong dbi yéu. Do d6, cac nha héa hoc da tim
kiém céc chét tng hop twong tu c6 higu qua tang cuong (Honda et al., 1997 &

1998).

Mot sb chét tdng hop tuong tu d3 duoc thong bdo 1a Gc ché sy tao thanh
de novo cua iNOS and COX-2 trong dai thuc bao dugc kich thich béi IFN-y
hodc LPS (Suh et al., 1998; Honda et al., 2002). Hop chét triterpenoit tong hop
khéc, 2-xyano-3,12-dioxoleana-1,9(11)-dien-28-oat (CDDO), thé hién hoat tinh
chéng viém va chéng tang sinh (Honda et al., 1998 & 2000).

Nghién ctu metyl este cia CDDO, ma la metyl 2-xyano-3,12-
dioxoleana-1,9(11)-dien-28-0at (CDDO metyl este), Bore et al. (2002) da xac
dinh dugc cu truc tinh thé. O dang dwoc hydrat hoa nay, nude phdi hop cac

tuong tac tao ra cAu tric va goi tinh thé dic biét.
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Bén chit k§ thuit cia sang ché

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé xuit dang tinh thé khong
ngim nudc cua CDDO metyl este. Tét hon néu dang tinh thé khong ngam nuéc
ndy c6 nhom khong gian 1a P43 2,2 véi kich thuée 6 don vi 1a a=14,2 A, b=14,2
A, va c=81,6 A. Sang ché con d& xuét dugc phim & dang liéu rin, bao gdm (i)
luong hitu hiéu c6 tac dung tri liéu cia dang tinh thé khong ngdm nuéc cla

CDDO metyl este voi (i) chit mang an dugc.

Ngoai ra, sang ché con d& xuét dang thuy tinh rin cia CDDO metyl este,
¢6 mau nhiéu xa bot tia X vé6i dinh halo & khoang 13,5 °26, nhu dugc thé hién
trén Fig.2C, va nhiét d§ chuyén tiép thay tinh (T,). Theo phwong 4n cu thé, T,
c6 thé dao dong trong khoang tir 120°C dén khoang 135°C. Theo phwong 4n
khéac, T dao dong trong khoang tir 125°C dén khoang 130°C. Dang thiiy tinh
rin cia CDDO-metyl este ¢6 thé c6 phd PDF véi c4c dinh twong tu v6i Fig.28
nim trong khoang tir 5 A dén khoang 20 A.

Ngoai ra, sang ché con dé xuét dugc phdm & dang lidu rén, bao gdm (i)
luong hitu hiéu c6 tac dung tri liéu ctia dang thiy tinh rin ciia CDDO metyl
este v6i (ii) chit mang #n duoc. Theo khia canh nay, sang ché dé xuat phuong
phép didu tri cho bénh nhan méc bénh ung thu, bao gdm viéc cho bénh nhén
méc bénh ung thu ding dugc phdm nay. Sang ché con bao gdm viée st dung
dang thuy tinh cia CDDO-metyl este két hop véi thube chéng ung thu khac. Vi
du, thubc chéng ung thu c6 thé 12 gemxitabin va bénh ung thu c6 thé 1 ung thu
tuyén tuy. Sang ché con bao gdm phuong phép didu tri cac bénh hoic rdi loan
lién quan dén stress va ching viém cAp hodc man tinh do qué trinh oxy hoa,
dac biét 1a cac bénh hodc 161 loan dic trung mot ph?m boi su bidu hién qua muc
clia nitric oxit syntaza chiu cam tng (iNOS) hodc xyclooxygenaza (COX-2)

chiu cam Ung.

Ngoai ra, sdng ché con d& xuét dang dimetanol solvat cia CDDO-metyl
este, cO mau nhifu xa bot tia X vo6i dinh ddc trung nhu duogc thé hién trong

Bang 18 va miu DSC nhu dugc thé hién trén Fig.24. Theo sing ché, dang
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dimetanol solvat ¢6 thé duoc st dung 1am chét trung gian dé san xuit dang thiy
tinh rin cia CDDO metyl este. Phuong phdp san xuét dang thuy tinh ran cia
CDDO-metyl este, théng qua dang dimetanol solvat, bao gdm bude didu ché
dang dimetanol solvat cia CDDO-metyl este va lam kho dang dimetanol solvat

nay.

Theo phuong 4n khac, sang ché dé xult phuong phap phat trién tinh thé
cia CDDO metyl este dimetanolat, bao gbm bude diéu ché dung dich cua
CDDO metyl este tinh khiét trong metanol khan 4m, bd sung dung dich 4m nay

vao thing chira metanol lanh, va loc céc tinh thé tao thanh.

Theo phuong an khéc, sang ché d& xuét dugc phim bao gdm (i) luong
hitu hiéu dé tri liéu cia CDDO-metyl este va (ii) ta dugc, td dugc nay 1a chét

tao thuy tinh, dé cho dugc phém nay co Tg.

T4 dugc ¢co thé dugc chon, vi dy, tir nhém bao gém (A) hydrat cacbon,
dan xuit hydrat cacbon, hodc polyme hydrat cacbon, (B) polyme hitu co tong
hop, (C) mudi cta axit hiru co, (D) protein, polypeptit, hodc peptit, va (E)
polysaccarit phan tir luong cao. Vi du minh hoa vé 16p t4 dugc polyme hitu co
tong hop 1a hydroxpropyl metyl xenluloza, nhu hydroxpropyl metyl xenluloza
phtalat este, poly[1-(2-oxo-1-pyrolidinyl)etylen hodc copolyme ctia chung, nhu
PVP/VA, va copolyme cla axit metacrylic, nhu copolyme ctia axit metacrylic —

etyl acrylat (theo ty 1€ 1:1).

T4 duoc lam vi du khac theo khia canh nay 1a copovidon, copovidon nay

13 copolyme ctia 1-vinyl-2-pyrolidon - vinyl axetat (theo ty 1€ 3:2).
MO ta vin tit cac hinh vé
Fig.1 mé ta cdu tric hoa hoc ciia CDDO metyl este.

Fig.2 thé hién miu XRPD ctia Dang A (trén) va Dang B ( duéi). Tt trén
xubng duéi: Dang A khong dugc micron hoa; Dang A dugc micron héa; va

Dang B.
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Fig.3 thé hién duong cong DSC va TG cua CDDO metyl este (Dang A).

Fig.4 thé hién su phan tich dia néng cia Dang A — khong dugc micron

hoa.

Fig.5 thé hién duong ding nhiét hp thy hoi dong lyc cia Dang A —

khong dugc micron hoa.
Fig.6 thé hién hinh anh SEM ctia Dang A — khong dugc micron hoa.

Fig.7 thé hién Dang A truéc Ging sut (trén) va sau Gng sudt (dudi) &

nhiét d¢ 195°C.
Fig.8 thé hién phd NMR ctia Dang A - khong duge micron hoéa.
Fig.9 thé hién duong cong MDSC ctia CDDO metyl este & Dang B.

Fig.10 thé hién CDDO metyl este & Dang B trudc Gng suét nhiét (trén)
va sau Ung sudt nhiét (dudi) & nhiét d6 200°C/do 4m twong ddi ctia mdi trudong

xung quanh trong 60 phut.
Fig.11 thé hién phd NMR ctia CDDO metyl este & Dang B.

Fig.12 thé hién hinh vé ORTEP cua phan tir Dang A don ¢ chét danh
diu. Céc nguyén tir duge biéu thi bang elipsoit nhiét khong ding hudng xac

sut 50%.

Fig.13 thé hién hinh v& ORTEP cua lugng don vi khong d6i xtmg cia
cac tinh thé Dang A. Céac nguyén ti dugc biéu thi bang elipsoit nhiét khong

ding hudng xéc suit 50%.

Fig.14 thé hién biéu d6 dang g6i clia c4c tinh thé Dang A dugc quan sat

& dudi truc tinh thé a.

Fig.15 thé hién biéu db dang goi clia c4c tinh thé Dang A dugc quan sat

& duéi truc tinh thé b.
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Fig.16 thé hién biéu dd dang goi ctia cac tinh thé Dang A dugc quan sat

& dudi tryc tinh thé c.
Fig.17 thé hién mAu bt tia X clia Dang A theo tinh toan.
Fig.18 thé hién XRPD cta Dang A theo thir nghiém.

Fig.19 thé hién két qua so sdnh cdc miu XRPD theo tinh toan va theo

thir nghiém d6i véi CDDO metyl este & Dang A.

Fig.20 thé hién dd thi biéu dién dién tich bén dusi duong cong ddi véi
Dang A va Dang B, sau khi cho khi Cynomolgus dung 4,1 mg/kg qua dudng
miéng. Mdi diém mbc thé hién ndng do trong huyét twong trung binh cia
CDDO metyl este & 8 con vét. Thanh sai s6 thé hién do 1éch chuén trong quin

thé duoc 1ay mau.

Fig.21 thé hién két qua so sanh ndng d6 trong huyét twong cia CDDO
metyl este & Dang B so v6i Dang A & con vat #505M (bang phia trén) va con

vat #507F (bang phia dudi).

Fig.22 thé hién so sénh ndng do trong huyét twong cia CDDO metyl
este & Dang B so v6i Dang A gifta con vat #508F (bang phia trén) va con vt

#502M (bang phia du6i).

Fig.23 mo ta biéu dd nhiét ctia dang hemibenzen solvat cuia CDDO

metyl este.

Fig.24 thé hién biéu dd nhiét cua dang dimetanol solvat cua CDDO-

metyl este.

Fig.25 mo ta sd liéu TGIR lién quan dén dang dimetanol solvat cua

CDDO metyl este.

Fig.26 thé hién miu XRPD cta dang dimetanol solvat cia CDDO metyl
este, trude phan tich TGIR (trén) va sau phén tich TGIR (dudi) (tbi da 140°C).
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Fig.27 1a hinh anh phu cua s6 liéu PDF ddi véi Dang A so véi Dang B.
Th: tu cuc bd 13 twong tu nhau ndm trong khoang tir 5 A dén khoang 20 A.

Fig.28 13 hinh anh phu ctia mAu v6 dinh hinh tia X dbi v6i cac ché pham

khac nhau cta Dang B, thé hién sy dong déu déng ké giita cac ché pham nay.
Fig.29 14 hinh v& dudi dang biéu dd ctia nhém khong gian P432:2 (#96).

Fig.30 thé hién ndng do trung binh trong méu ctia CDDO-metyl este sau
cc lan dung riéng r& qua dudng miéng vién nang CDDO-metyl este cho khi

Cynomolgus duc (Pha 2 va 3).
M6 ta chi tiét sang ché

Nhu da luu ¥, nghién ctru vé triterpenoit dudi dang chét e ché hoat tinh
iINOS, va cu thé 1a trong viéc (rc ché san xudt NO, da chiing té hidu qua cao cta
CDDO va CDDO metyl este (ICso < mtc 1nM). Xem Honda et al. (2000). Cac
nghién cru nay tép trung vao CDDO metyl este hoa tan, do do cung cp it dic
didm v& CDDO metyl este ran. Cong trinh clia Bore va cic ddng tac gia (2002)
lam sang to cu trac, duge cong bd 14n dau tién ddi véi triterpenoit & dang tinh

thé don, dugc solvat hda cia CDDO metyl este.

Dé thiy r5 kha ning tri liéu cia CDDO metyl este, nhu dugc md ta trén
Fig.1 (chu tric héa hoc) va trén Fig.12 (Hinh v& ORTEP), céc téc gia sang ché
da nghién ctru cac dang khic nhau cua hop chit nay c6 céc tinh chit, nhu do
hoa tan trong nudc va do dn dinh hoa hoc 16n hon, didu nay co6 lgi dbi voi viee
phat trién san phim chita bénh c6 dugc dong hoc thich hop. Két qua 13, cac tac
gia sang ché da phat hién ra hai dang ctia CDDO metyl este, khac biét véi dang
tinh thé da duogc lam sang té béi Bore et al. (2002), hai dang nay c6 cac tinh

chét nhu vay va, do d6, tu chiing 1a Gng vién dé phat trién thude.

“Dang A” ciia CDDO metyl este theo sidng ché chua dugc solvat héa
(khong ngdm nudc) va duge dic trung boi chu tric tinh thé dic biét, v6i nhoém

khong gian 13 P4;212 (sb 96), dugc thé hién trén Fig.29, kich thude & don vi 12
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—142 A, b=14,2 A va c = 81,6 A, va bdi ciu triic bao géi, dugc mo ta trén
céc hinh v& tir Fig.14 dén Fig.16, nhd d6 ba phan tr duge bao goi theo kiéu
xodn éc¢ dudi truc tinh thé b. Bang 10 & phan dudi day liét ké s6 liéu tinh thé bd

sung d6i v6i Dang A, cung v6i céc thong s6 thu thap sd liéu tinh thé hoc.

“Dang B” khéc theo sang ché & pha don nhung khong c6 c4u truc tinh
thé dugc xac dinh nhu vay. Dung hon 1a, Dang B dugc dic trung béi phé nhiéu
xa bot tia X (XRPD) khéc véi phd ctia Dang A (xem Fig.2, trong s6 c4c hinh v&
khéc). Hon nita, Dang B thé hién d6 sinh kha dung tdt hon mét cach bét ngo so
v6i Dang A (xem Vidu 7).

Phuong phép tong hgp CDDO metyl este dd dugc cong bb. Xem Patent
M¥ s6 6,326,507, Honda et al. (1998), va Honda et al. (2000). Céc tac gia sang
ché da phat hién' thay rang ca Dang A va Dang B ctia CDDO metyl este déu
duge didu ché d& dang tir nhidu dung dich hop chit khac nhau, dugc minh hoa
bdi cac dung dich dugc néu chi tiét trong Bang 3-5, duédi day. Cu thé, Dang B
¢6 thé duoc didu ché bang cach lam bay hoi nhanh hodc lam bay hoi chdm
trong MTBE, THF, toluen, hodc etyl axetat. Bing cach thuc hién gidng nhur
viy, Dang A ¢o thé dugc diéu ché bing cach 1am bay hoi nhanh, lam bay hoi
chim, hoac lam ngucf)i chdm dung dich CDDO metyl este trong etanol hodc
metanol. Cac phuong phap didu ché CDDO metyl este trong axeton ¢O thé tao
ra Dang A, st dung phuong phép lam bay hoi nhanh, hodc Dang B, sit dung
phuong phép lam bay hoi chdm. Cac phuong phap didu ché khac duge md ta &

phan duéi day, ké ca cac bang duoc cung cép trong do.

Do khéﬁg ¢6 chu trac tinh thé xac dinh, Dang B cling khong c6 cac dinh
XRPD khéc biét, nhu cac dinh dic trung cho Dang A, va thay vi duoc dac
trung boi miu “halo” XRPD thong thudng. Cu thé, dang B khong két tinh
thudc loai chét rdn “vo dinh hinh tia X vi mau XRPD cua n6 thé hién ba halo
nhiéu xa co ban hodc it hon (xem Fig.10, chang han). Thudc loai nay, Dang B
1a nguyén liéu “dang thuy tinh”: Nhu dugc thé hién bsi PDF, céac tuong tic

nguyén tir-nguyén tur 1an can gén nhit phi hop v6i twong tac quan sat duoc d6i
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v6i dang tinh thé A, nhung khai niém 6 don vi trung binh khong dugc 4p dung

vi khong c6 trat tu khoang xa nao duoc biéu thi.

Do d6, khong giéng nhu Dang A, cac mau ctia Dang B khong thé hién
mdi twong quan phan tir khoang xa, tic 13, trén khoang 20 A (xem Fig.27). Hon
nita, su phan tich nhiét cua mau Dang B phat hién thdy nhiét do chuyén tiép
thiy tinh (Tg). Nguoc lai, nguyén liéu tinh thé ¢& nano hdn don, khong thé hién
Tg ma thay vao d6 chi thé hién nhiét d6 néng chay (Twm), & nhiét do 16n hon

nhiét do nay, cAu truc tinh thé s& tr& thanh chét 1ong.

Phin mé ta sang ché ndy con mo ta dang dimetanol solvat cia CDDO-
metyl este, dang nay co thé duoc st dung dé diéu ché dang B (xem Vi du 9).
Ciing duoc mo ta trong ban md ta ndy 1a dang hemibenzenat cia CDDO-metyl

este (xem Vi du 8).

Mic du viéc micron héa cac nguyén li€u tinh thé khac da dugc phét hién
thdy 1a anh huéng dén phd XRPD, nhung phan tich XRPD ciia Dang A dugc
micron hoa thu duogc phé twong tu véi Dang A khong duge micron hoa. Xem
Fig.2 v& két qua so sanh lién k& ctia Dang A khong duoc micron hda, Dang A

duogc micron hoa, va CDDO metyl este Dang B.

Co6 thé sir dung cac phuong phap xéc dinh ddc diém khéc nhau cing v6i
nhau d phan biét CDDO metyl este Dang A va Dang B v6i nhau va véi cic
dang CDDO metyl este khic. Vi du vé phuong phap thich hgp cho muc dich
ndy 1a cong hudng tir hat nhan trang thai ran (NMR), nhiéu xa bot tia X, phép
khao sat tinh thé bing tia X, phép do nhiét luong quét vi sai (DSC), hép
thu/khtr hap thu hoi dong luc (DVS), phan tich Karl Fischer (KF), phuong phap
chup hién vi dia néng, phép do nhiét lugng quét vi sai didu bién, FT-IR, va

Quang phd Raman.

Cu thé, phan tich sb liéu XRPD va DSC c6 thé phan biét dugc Dang A,
Dang B, va dang hemibenzenat cia CDDO-metyl este.
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Céc tinh chét ctia cac dang CDDO metyl este theo sang ché déu c6 tinh
phén biét, nhu dugc néu & trén, va ¢ loi cho viéc st dung chung lam chét chira
bénh. Vi du, do sinh kha dung cia CDDO metyl este Dang B va Dang A khac
nhau & khi khi cac con khi nay nhan duoc lidu lwong trong duong cia hai dang
ndy qua dudong miéng, trong vién nang gelatin. Xem Vi du 7. Ngoai ra, do 6n
dinh cua cac dang CDDO-metyl este mgi dugc nhén biét s& hitu ich trong viéc

san xuat dugc pham.

Theo cach twong ty dé phan biét CDDO metyl este Dang A va Dang B
véi nhau va véi cac dang CDDO metyl este khac, cac hé phan tin CDDO metyl
este ma gilt dugc dic diém “vd dinh hinh tia x”, nhu duoc néu chi tiét & phén
dué6i déy, c6 thé duge phan biét véi hé phan tan chira CDDO metyl este dang A
tinh thé bang nhidu phwong phap khéc nhau, ké ca phan tich XRPD va DSC. Vi
vAy, hé phan tan chira CDDO metyl este tinh thé Dang A thudng thé hién céac
dinh riéng biét dac trung cia CDDO metyl este Dang A tinh khiét, dac biét 1a
cac dinh xuét hién & khoang 13,35 va 8,78 (°20) (vi du, Xem Bang 17, dudi
day).

Céc tinh chét cta hé phén tin t4 dugc polyme cia CDDO metyl este
theo sang ché 1a vira c6 tinh phén biét vira ¢6 lgi cho viéc st dung chung lam
chét chita bénh. Vi du, do sinh kha dung ctia hé phan tan CDDO metyl este da
chon, dugc phéi tron vdi cac chét phu gia khong c6 hoat tinh khac, khac nhau ¢
khi khi c4c con khi nay nhan duoc liéu lugng twong duong cua hé phén tan nay
trong vién nang gelatin. Xem Vi du 7, duéi day, nghi€n cru pha 2 va 3. Trong
mdt sb truong hop, ché phim chira hé phan tan td dugc polyme ciia CDDO
metyl tao ra sy ting cudng thém nita do sinh kha dung dang ngac nhién, ngay

ca so voi ché phdm duoc tao ra tir CDDO metyl este Dang B tinh khiét.

Su c6 mit cta nhidu dang, ké ca dang da hinh, trong dugc phdm dang
rén da duge mo ta trude day, boi Cui (2007) ching han. Dang tinh thé va dang
v6 dinh hinh cta hop chit c6 thé thé hién cac tinh chat vat Iy va hoa hoc khéc

nhau. Vi du, dang v6 dinh hinh ¢6 thé c6 do hoa tan 16n hon so véi dang tinh

-10-
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thé. Tuy nhién, mdi hop chét 1a duy nhét theo khia canh nay, va mrc d0 ma
nguyén liéu vo6 dinh hinh s& khac véi trang thai tinh thé phai dugc nghién ctu
trén co s ting truong hop va khong thé dy doan dugc theo cach suy dién.

Ngoai ra, mot s6 nguyén lidu v6 dinh hinh c6 thé tai két tinh.

Lién quan dén van dé nay, mirc do bién thién trong sb liéu thu thap c6
thé ting do nhiéu yéu td. Do do, phan mo ta ndy st dung thuat ngt “khoang”
hodc “vao khoang” dé biéu thi cac bién thién trong s6 liéu st dung dé mo ta
dang CDDO-metyl este. Vi du, nhiét do néng chay co thé thay d6i theo khi cu
do kiém hoic diéu kién do kiém. V& do chinh xac ctia phép do, USP <891> noi
13 rang "Trong trudng hop néng chay, ca nhiét do "b4t dAu" va nhiét d6 "dinh"
¢ thé dugc xac dinh mot cach khach quan va lap lai duge, thuong trong mot
vai phin mudi d9." Th nghiém thuc té cho thdy diéu nay khong ding khi do
Tg ctia nguyén liéu. Ty s€ phu thudc vao nhidu yéu té: cach diéu ché mau, biéu
dd nhiét cia mau (sy hdi phuc), dung mdi con du cb thé hodc khong thé bay
hoi trude khi dat dén T, dung cu, quy trinh diéu ché miu (khéi lugng ctia mAu,
c& hat, dong g6i, chét pha lodng), cac thong sb dugc ding dé do T, (dic biét 1a
téc d6 quét), cac thong sb duge dung dé xac dinh vi tri clia Tg (nhiét do bat dau,
nhiét d6 didm gitta, nhiét do diém udn, hodc nhiét do dich chuyén), su thu nhiét
hdi phuc c6 mit & Tg hay khong, va cac yéu t6 khac. Mot sd yéu t6 s& lam gidm
T, (su déo hoa do nude/dung moi con du), trong khi do cac yéu t6 khéc s& lam
tang Tg (tdc d6 quét nhanh hon, su hdi phuc) va co thé lam ting nhiéu nhu 10-
15°C. Sy thay dbi nhiét dung riéng & Tg (ACp) c6 thé déng vai trd quan trong,
nhu dugc bao cdo bdi Zhou et al., J. Pharmaceutical Sciences 91: 186372

(2002).

Phin mé ta ndy md ta cdc mau khac nhau vé cac dinh “ddc trung” cua
chung. Tap hop hodc nhém céc dinh nay la duy nhét dbi véi dang da hinh da
cho, v6i do bét dinh c6 thé duge quy 1a do cdc dung cu riéng 1é va diéu kién thir

nghiém.
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Péi véi mdi dang tinh thé, nhom gém ndm dinh dic trung duge liét ké
trong Bang 17-19, dudi day. D6 bién thién tiéu biéu c6 thé 1a + 0,1°26, nhung

vi trf dinh c6 thé thay ddi dén £0,2°26 hogc nhiéu hon trong mdt sd thir nghiém.

Béang 17 - Dang A

Vi tri dinh (°26)
13,35
8,78
17,4
12,94
14,18

Bang 18 - Dimetanolat

Vi tri dinh (°20)
8,87
11,26
16,63
16,9
13,72

Bang 19 - Hemibenzenat

Vi tri dinh (°26)
14,17
9,25
16,32
14,62
17,11

Mau XRPD cua nguyén liéu thiy tinh (Dang B) thé hién dinh halo rong
& khoang 13,5 °26, dinh nay dudng nhu la dic trung cla Dang B. Cac halo
khéc khong dugc xdc dinh 3, va hinh dang/vi tri ciia mAu ny c6 thé thay doi
dudi dang ham sb cua dung cu va didu kién thir nghiém. Bién thién trong vi tri
cua dinh rong nay s& 16n hon bién thién trong vi tri clia cac dinh ddc trung cla
céc dang tinh thé twong tng. Cu thé, mtc do bién thién lén dén +£1°20 db6i véi

dinh rong cua Dang B co thé duoc mong doi trong cac dung cu nhét dinh.
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Mau XRPD ctia nguyén liéu thiy tinh dugc tao ra dudi dang h¢ phan tan
ta duoc CDDO metyl este cling thé hién dinh halo rong, thuong c6 tdm &
khoang 13,5°26. Cac nguyén liéu nay ciing thé hién T, qua phép do nhiét lugng
quét vi sai didu bién (mDSC). Giéng nhu miu CDDO metyl este Dang B tinh
khiét, hinh dang va vi tri cia mAu XRPD déi voi hé phén tén td dugce c6 thé
thay ddi du6i dang ham sb cua dung cu duoc sir dung, diéu kién thir nghiém, va

ta dugc cu thé duoc st dung dé tao ra hé phin tdn nay.

Sang ché con d& cap dén viéc sir dung Dang A, Dang B, va hé phén tin
t4 dugc, XRPD-vd dinh hinh, dang thiy tinh cia CDDO metyl este, tuong Gng,
dé diéu tri cac bénh co lién quan dén chung viém, bao gbm tinh trang ung thu
va cac bénh ly khac nhau tdc dong dén hé than kinh trung wong. Theo séng ché,
viéc diéu tri cdc bénh nay bao gbm budc cho d6i trong can ching dung lugng
httu hiéu cua dang CDDO metyl este m6i dugce ligt k€ trong béﬁ mo ta nay. Cac
hop chét nay c6 tinh hitu dung dé cai thién hodc ngin nglra ching viém lién
quan dén nguyén nhén bénh cia bénh ung thu, bénh Alzheimer (AD), bénh
Parkinson (PD), bénh xo ctng rai rac (MS), xo ctng cot bén teo co (ALS),
viém da khép dang thép (RA) va cac bénh tu mién khac, bénh viém rudt, va cac
tinh trang bénh ly c6 li€én quan dén sy san xuit du thira oxit nitric hodc

prostaglandin.

Nhu di luu y & trén, su biéu hién khic thuong hodc du thira cla
xyclooxygenaza-2 (COX-2) hogc nitric oxit syntaza chiu cam Ung (iNOS) co6
lién quan dén su phét sinh bénh cia nhiéu qua trinh bénh, ké ca qua trinh phat
Sinh ung thu biéu md trong rudt két. Mot sb chét téng hop tuwong tw cia
triterpenoit, bao gbm CDDO metyl este, dd dugc bdo cdo la tc ché su biéu hién
iNOS. Céc nghién ciu ¢6 lién quan da cho thdy triterpenoit kim ham sy biéu
hién cta ca iNOS va COX-2 trong dai thuc bao ma da bi kich thich bdi IFN-y
hodc LPS (Suh et al., 1998; Honda et al., 2002). Do d9, viéc didu tri st dung
dang CDDO metyl este duoc mong doi 1a tac dong dén su Gc ché iNOS va
COX-2.
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Su biéu hién qua muc cua gen dbi v&i COX-2 14 hién tuong sém va chi
yéu trong qua trinh phét sinh ung thu biéu mo rudt két (Prescott and White,
1996; Dubois et al., 1996). Chudt nhit khuyét gen APC (adenomatous
polyposis coli) phat trién s& luong 16n polyp & rudt & dd tubi con non, va da
phét hién thay mirc enzym COX-2 ting cao rd rét trong cac polyp nay. Cac phat
hién & dong vat nay c6 li€n quan dén phat hién vé murc do ting cao cia mARN
cia COX-2 va protein trong nhidu bénh ung thu rudt két nguyén phét & ngudi
va dong té bao ung thu rudt két (Prescott and White, 1996), va tin ring su ting
cao COX-2 nay s& lam tc ché hién tuong chét theo chuong trinh, hién tuong
nay thuong s& dan dén su chét céc té bao tién ung thu (Tsujii and DuBois,
1996). Su lién quan vé& mit chitc ning COX-2 v6i sy tao khéi u trong rudt da
dwoc chimg minh béi sy bat hoat gen COX-2 (Oshima et al., 1996). Chudt nhat
mang gen bi lam bét hoat nay dugc giao phéi véi chuot nhit dang tao thanh
khéi u mang thuwong tdn trong gen APC; viéc lam bat hoat COX-2 lam gidm
manh sb lugng polyp & thé hé con chau. Hon nita, viéc diéu tri cac dong vat thir
nghiém béng cac chit tc ché COX-2 chon loc hodc céc chit wc ché COX-
1/COX-2 khong chon loc dd dugc béo céo 1a phuong phap hiéu nghiém ngan
nglra ung thu rudt béng héa chét (Marnett, 1992; Oshima et al., 1996; Boolbol
et al., 1996; Reddy et al., 1996; Sheng et al., 1997). Vé vai trd ctia iNOS trong
su phat sinh ung thu, 16 rang la NO la chét gay dot bién hiéu nghiém (Tamir
and Tannebaum, 1996), va oxit nitric cling ¢ thé hoat héa COX-2 (Salvemini
et al., 1993, 1994). Ciing c6 su tdng iNOS rd rét trong khdi u rudt két & chudt
do chét sinh ung thu, azoxymetan, gdy ra (Takahashi et al., 1997). Tuong tu, su
biéu hién qua muc cta iNOS trong khéi u & ngudi da dugc béo céo 1a yéu td

tién luong Am tinh (vi du, Ekemekcioglu et al., 2006).

Con dudng tin hiéu viém va céc con dudng tin hiu c6 lién quan dén
bénh khac, nhu duge kich thich boi angiotensin II, thuong kich thich su san
xuét du loai oxy hoic nito ¢6 kha nang phin img (RONS), bao gbm superoxit,
hydro peroxit, oxit nitric va peroxynitrit. CDDO metyl este da duoc thiy 14 chit

cam Ung hoat tinh chong oxy hoa hiéu nghiém va la chat trc ché hiéu nghiém
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cac qué trinh viém trong nhiéu loai té bao khac nhau (Dinkova-Kostova et al.,
2005; Liby et al., 2006; Ahmad et al., 2006; Shishodia et al., 2006). Ching
viém cip, trAm trong do nhidu nguyén nhan bao gdbm nhiém tring, chén
thuong, béng, va tiép xtc héa hoc 6 thé de doa cudc sbng va co thé gay ra suy
gan, suy than, suy ho hép, ho#c suy tim. Chirng viém man tinh va stress lién
quan dén oxy héa gop phén tao nén bénh 1y cla nhiéu bénh quan trong bao
gbdm cac bénh tu mién (vi du, viém da khép dang thép, luput, bénh vay nén, va
bénh xo climg rai rac), cidc bénh tim mach (vi du, xo vita dong mach va suy
tim), bénh dai thdo dudng (typ I va typ 1), cic bénh ho hp (vi dy, bénh téc
nghén phéi man tinh va bénh hen), bénh thdn man tinh, suy thin, suy gan, va
hoi ching dau (vi du, dau thin kinh, bénh dau co, va bénh nhirc nira dau).
Ngoai ra, triterpenoit da dugc thdy 1a e ché su sao chép ctia HIV-1 trong dai
thuc bao (Vazquez et al., 2005) va vi vay c6 thé hiru ich dé diéu tri cac bénh do
virut, dic biét 1a cic bénh trong d6 su hoanh hanh déing ké cua bénh 13 do
chimg viém co quan hodc md (vi dy, viém gan do virut, bénh cam, ecpet) gay

ra.

MS duoc biét 12 tinh trang viém ctia hé than kinh trung wong (Williams,
Ulvestad and Hickey, 1994; Merrill and Beneviste, 1996; Genain and Nauser,
1997). Co ché viém, oxy hoa, hodc mién dich c6 thé c6 lién quan dén sy phat
sinh bénh cua MS, AD, PD, va ALS (Bagasra et al., 1995; Griffin et al., 1995;
McGeer and McGeer, 1995; Good et al., 1996; Simonian and Coyle, 1996;
Kaltschmidt et al., 1997). Ca céc té bao dang sao c¢6 kha ndng phéan tng 14n vi
t6 bao thin kinh dugc hoat hoa déu co lién quan dén nguyén nhdn cia
NDD/NID; dic biét nhin manh vao vi té bao than kinh, 14 cac t& bao téng hop
ca NO va prostaglandin duéi dang san phdm cua cic enzym tuong tng, iNOS
va COX-2. Su tao thanh de novo cua cac enzym nay ¢o thé dugc didu khién boi
cac xytokin viém nhu interferon-gamma hodc interleukin-1. Quay tr¢ lai, viéc
san xuit du NO c6 thé dan dén thac viém va/hodc sy hiy hoai oxy hoa trong
céc té bao va cc md cua nhidu co quan, bao gdm noron va té bao than kinh

dém it gai cua hé than kinh, véi su biéu hién tat yéu trong AD va MS, va co thé
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trong PD va ALS (Coyle and Puttfarcken, 1993; Goodwin et al., 1995; Beal,
1996; Good et al., 1996; Merrill and Benvenist, 1996; Simonian and Coyle,
1996; Vodovotz et al., 1996). S4 liéu dich t& hoc cho théy réng viéc st dung
NSAID man tinh, ma phong bé su tdng hop cta prostaglandin tlr arachidonat,
s& lam gidm déang ké nguy co phat trién AD (McGeer et al., 1996; Stewart et
al., 1997). Do d6, Dang A va Dang B cua CDDO metyl este, la tic nhan phong
bé su tao thanh NO va prostaglandin, sé& hitu ich trong phuong phép tri liéu dé

phong hoic didu tri NDD.

Nhu néu trén, trong nhidu nghién ctru tién 1am sang CDDO-Me da
ching té kha nang rc ché su biéu hién cia COX-2 va iNOS, céc enzym c6 lién
quan dén ca chimg viém va su phat sinh ung thu. CDDO-Me ciing dugc thy 1a
tre ché sy hoat hoa yéu t6 nhan-kappa B (NF-kB) va chét chuyén dbi tin hiéu va
chét hoat héa phién ma 3 (STAT3), @c ché cac yéu td phién ma c6 lién quan
dén chimg viém, tc ché sy phat trién khdi u, va kha nang khang lai phép tri liéu
ctia khdi u. Cac nghién ctru ban dau chimg to rang CDDO-Me tic ché sy phat
trién cua nhidu dong té bao ung thu; gia tri ICso trung binh i véi CDDO-Me
trong panen dong té bao khéi u NCI-60 bang khoang 35 nM. Céc nghién ctru in
vivo x4c nhan ring CDDO-Me wc ché hitu hiéu sy phat trién cua cac khéi u
duoc tao thanh bsi dong t& bao khdi u & ngudi duge cdy ghép vao lodi gdm
nhdm hodic dong té bao ung thu cing gen duge cdy vao loai gam nhdm (Bang
16). Liéu luong dugc sit dung trong cac nghién ctru ndy thuong nim trong
khoang tir 10 dén 100 mg/kg/ngdy, tlly thudc vao lodi, ching, va phuong phap

st dung.

Cac nghién ctu dugc néu chi tiét & phan dudi ddy cung cép sb litu &
nguoi, s6 liéu nay phan 4anh tic dong c6 loi cia CDDO-metyl este dén bénh

nhéan méc tinh trang ung thu. Xem Vi du 10.

Tir nhitng diéu da néu & trén, sang ché dé xuét dang liéu lugng on dinh,
giai phong c6 kiém soat chira dang CDDO metyl este. Dang lidu lugng theo

sang ché c6 thé ding dé sir dung mot 1An mot ngay, dé giai phong cham, hodc
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dé giai phong theo xung, nhd d6 t61 wu hoa phép tri lidu bang cach két hop phu

hop dac tinh duge dong hoc véi cic yeéu cau duoc dong hoc.

Bét ky trong s6 dang B, Dang A, va cic ché phdm chia hé phén tan t4
dugc cia CDDO metyl este déu c6 thé duoc ding qua duong miéng. Hop chét
hoat tinh ¢6 thé dugc bao trong nguyén lidu dé bao vé hop chét nay khoi tac
dong cla axit va céac didu kién tu nhién khéac c6 thé gay bét hoat hop chét nay.
Céc cach dung khéac, nhu tai chd, dudi da, tiém tinh mach, va tiém trong mang

bung ciing 14 mdt phan cia sang ché nay.

Pé st dung hop chét tri lidu, c6 thé can phai bao hop chét nay bing
nguyén li€u ngdn ngua sy bat hoat n6 hodc sit dung hop chét nay dong thoi véi
nguyén liéu ngin ngira su bat hoat né. Vi vay, co thé cung cidp CDDO metyl
este & Dang B hodc Dang A cho d6i tuong trong chit mang thich hop, nhu
liposom, hoic trong chit pha lodng. Chét pha lodng dugc dung bao gbm nudc
mubi va dung dich dém trong nudc. Liposom bao gdm nhil twong CGF nuédre-
trong-dau-trong-nuGe cling nhu liposom thong thuong. Xem, vi dy, Strejan et

al., J. Neuroimmunol. 7: 27(1984).

Hop chét trj lidu c6 thé duge dung qua dudng miéng, v&i chét pha lodng
tro, chat phu gia, hoic chit mang #n duoc, dé tao thanh duoc phim. Nhim muc
dich nay, hop chét tri liéu theo séng ché, v6i cac thanh phz:in khéc, c6 thé duge
bao trong vién nang gelatin vo cliing hodc mém, dugce nén thanh vién nén, hodic
duge dua truc tiép vao thic in cla d6i twong. D& sir dung tri liéu qua dudng
miéng, Dang A hodc Dang B c6 thé dugc két hop véi ta duge va dugce st dung
¢ dang vién nén co thé dn vao bung, vién nén ngam, vién thubc hinh thoi, vién
nang, con ngot, hén dich, xird, banh xép, va cac dang twong tu. Tuong tu, hé
phén tan t4 duoc theo séng ché ¢6 thé c6 mat trong nhidu loai dang lidu luong,
bao gdm cic loai dugc mo ta trong ban md td ndy cho Dang A hodc Dang B.
Phan trdm cta hop chét tri lidu trong hop phan va ché phim c6 thé thay dbi,

theo thuc tién thong thuong, dé tao ra lidu lugng thich hop cta hoat chét.
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Ngoai ra, sdng ché nay con dé cap dén dugc phdm chia lwong hitu higu
ciia CDDO metyl este & Dang B hodc Dang A, cung v&i mot hodc nhidu chét
mang va/hodc chit pha loing dugc dung, khong doc va, néu cén, cic thanh
phdn hoat tinh khéc. Nhu da luu ¥ & trén, hoat chét c6 thé duge tao ra dudi
dang hé phan tén ta dugc déng nhét, bat dau tir Dang B hodc Dang A. Hé phan
tan t4 duoc CDDO metyl este nay 1a dung dich ran va c6 thé duoc xem 13 hé
phén tan dong nhit & mrc do phan tir. T6t hon néu cac hé phan tan nay co thé
dugc phéi ché cung véi céc chét phu gia dugc dung khéc, dé 1am 6n dinh hoat
chit va, trong mot ) truong hop, dé tao ra céac cai thién hon nita @6 sinh kha

dung.

pé phéi tron CDDO metyl este dudi dang hé phéan tan t4 dugce, viéc lua
chon t4 duogc cho hé phén tan nay dugc huéng dan theo tiéu chuin rang ta duoc
nay vua phai la “chéit tao thuy tinh” tdt vira duoc dung. Cu thé hon, ta dugc
phai tao thanh nén dang thuy tinh, ddng nhét, én dinh, nén nay lam 6n dinh hé
phén tan bang cach tao cho Tg cao hon didu kién bao quan nhiét dd moi truong
xung quanh thong thuong. Tiéu chuén khac theo khia canh nay 1a t4 dugc dugc
st dung cho hé phén tén phai twong thich v& mat hoa hoc vé6i cac chét phu gia
khéc, nhu cac chét lién két, chit don, chét bdi tron, chét gdy truot, va cac chét
tuong ty, ma c6 thé dugc sir dung trong ché phim cudi cung dé dem lai cac dic

tinh chirc nding mong muodn.

P& théa man cac tiéu chuin nay, t4 dugc co thé duoc chon, theo sang
ché, tir nhiéu hop chét dic trung boi gid tri Ty cao mot cach thich hop, nhu (A)
hydrat cacbon, din xuét hydrat cacbon, va polyme hydrat cacbon, (B) polyme
hitu co téng hop, (C) mudi cua axit hitu co, (D) protein, polypeptit, va peptit,
va (E) polyéacarit phan tt lugng 16n nhu heparin, 1a polysacarit da sulfat hoa,

va axit hyaluronic, mucopolysacarit.

Vi du minh hoa v& nhom (A) 1a: cac din xuit xenluloza, nhu
hydroxypropyl xenluloza (HPC), hydroxpropyl metyl xenluloza (HPMC), va

etyl xenluloza; cac polysacarit, nhu raffinoza, maltotrioza, stachyoza, dextrin
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(bao gdm maltodextrin va xyclodextrin, trong s6 céc chét khac), cac dextran, va
tinh bot hoa tan; cac alditol, nhu manitol, xylitol, va sorbitol; va céc disacarit,
nhu lactoza, trehaloza, maltoza, va sucroza. T4 dugc dugce wu tién tr nhom nay

13 hydroxypropyl metyl xenluloza phtalic este (HPMC-P).

Nhém (B) duge néu 1am vi du boi poly[1-(2-oxo-1-pyrolidinyl)etylen,
a/k/a povidon hodc polyvinylpyrolidon (PVP) va céc co-polyme c6 li€n quan,
nhu PVP/VA, ¢6 phan tir lugng khac nhau. Cling dugc bao gé)m trong nhém
ndy 1a ho axit metacrylic cia cac copolyme, nhu copolyme ctia axit metacrylic

Loai C (USP/NF).

Nhom (C) duge minh hoa béi cac mudi, nhu mudi natri, kali, canxi va
magie, lan luot cua axit lactic, axit ascorbic, axit maleic, axit oxalic, axit
malonic, axit malic, axit sucxinic, axit xitric, axit gluconic, va axit glutamic. Vi
vay, cac mudi tiéu biéu theo khia canh ndy 13 natri xitrat, natri lactat, natri

maleat, magie gluconat, va natri ascorbat.

T4 dugc nhom (D) duge néu vi du 1a: albumin huyét thanh cta ngudi;
axit polyamino, vi du, polyalanin, polyarginin, polyglyxin, va axit
polyglutamic; casein; colagen; gelatin va cdc protein gelatin tinh khiét; va cac

hop chét c6 hoat tinh dugc ly nhét dinh, nhu insulin.

T4 duge c6 thé 1am thay dbi mot sb tinh chét vat Iy cua ché phim duoc,
nhu di Ivu y. Vi du, hé phéan tan trong céc tad dugc polyme khéac nhau c6 thé
din dén viéc lam giam T, quan sat dugc cia ché phdm. Thong thuong, T la
tinh chit bd sung dua trén ty 1 clia cac nguyén liéu c6 lién quan. Do do, khi st
dung polyme c6 gia tri Tg nho hon gia tri Tg ciia Dang B v6 dinh hinh, mong
mudn thdy dugc sy giam T d6i voi hé phan tan (hdn hop). Ngoai ra, do am
hodc lwong rit nhé ctia dung mdi hitu co con du thudong c6 mit, cling c6 xu

huéng lam gidm Ts.

Nhim muc dich tao ra hé phan tin CDDO-Me rén, viéc lya chon ta dugc

t8i wu thudng phai dugce x4c dinh theo kinh nghiém. Vi du, cd ging dé tao ra hé
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phan tan XRPD-vd dinh hinh, dang thiy tinh bing cach st dung ho ta dugc
polyetylen glycol (PEG), nhu PEG 6000, da tao ra cac hdn hop c6 chira céac
dinh dac trung c6 lién quan dén sy ¢6 mit cia CDDO metyl este Dang A. Cac
Kkét qua teong tu thu dugc béng cach st dung Vitamin E — TPGS, t4 duoc dugc
tao ra bing cach este hoa sucxinat cia axit d-alpha-tocopheryl v6i polyetylen
glycol 1000, cling nhu bang cach sir dung copolyme etylen oxit — propylen oxit
nhu Pluronic®. Nhu céc vi du minh hoa duéi day, cac td dugc dang polyme
nhat dinh duoc sit dung dé tao thanh hé phan tan véi CDDO-Me, theo sang ché,
thé hién su cai thién dang ngac nhién vé 0 sinh kha dung khi dung qua dudng

miéng so v&i dugc chéit Dang B tinh khiét.

Céc phuong phép diéu ché hé phén tan dong nhit, dang thiy tinh, vo
dinh hinh tia X cia CDDO-Me véi td duge dugc dung cd thé thay ddi, va cac vi
du néu trong ban md ta nay st dung phuong phdp lam kho6 dang phun dé tao ra
cac hé phan tan nhu vy. Co6 thé st dung cac phuong phép san xut khac dé tao
ra hé phan tan theo sdng ché c6 céac tinh chat va do hitu dung twong duong.
Xem Repka et al., 2002, va céc tai liéu tham khao dugc trich dan trong d6. Cac
phuong phép khac nay bao gbm, nhung khong gi¢i han & phuong phap 1am bay

hoi dung moi va ép dun, nhu ép dun nong chay.

Ngoai t& dugc, cac chét phu gia khac c6 thé duge bao gdm dé tro gitip
6 &n dinh cta thanh phin hoat tinh, dé didu chinh do pH (zfc la, chét dém),
cai thién kha ning phéan tén, trg gitip tao ra sy phan phdi ddng déu, va dé dat

dugc cdc dic tinh mong mudn khéc cho dugc pham.

Luong hop chét hoic hop phan theo séng ché dugc st dung s& thay doi,

tiy thudc vao bénh nhan va cach su dung, va co thé 1a luong hitu hiéu bét ky.

Ché d6 didu tri da cho dé sir dung hop phén theo sang ché c6 thé duoc
phat trién bang cach tién hanh thit nghiém l4m sang va tién 14m sang thong
thudng va phd bién, chi tiét cua viéc thit nghiém nay 12 ham s6 cta chi dinh tri
liéu, trong sb cac yéu td khéac. Luong hoat chat dugc st dung co thé thay dbi

trong pham vi rdng, bang cach d6 tao ra, trong lidu lwong don vi, lugng hitu
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hiéu vé& mit dugc ly mdi ngdy tinh theo thé trong ctia bénh nhan, dé dat dugc
tac dung mong mudn. Liéu luong mong muén cling ¢ thé thay ddi theo tinh
trang bénh duge didu tri. Vi dy, viéc diéu tri bénh ung thu cép c6 thé doi hoi
lidu luong cao hon mot cach dang ké so v6i viée diéu tri tinh trang viém nhu

viém khép ching han.

Cu thé, hop phén theo séng ché c6 mat dudi dang liéu lugng don vi va
t6t hon néu dugc ding tir 1 dén 3 1in hang ngay, tot nhét néu ding mot 1an mot

ngay dé dat duoc tic dung mong mudn.

Ngoai ra, hop phén theo sang ché c6 thé duoc dung hai ngdy mot lan, ba
ngay mot 14n, bdn ngay mot 1an, nim ngay mot 1an, sdu ngdy mdt 1an, hodic mot

tuan mot lan.

Hop phén theo sang ché ciing c6 thé duoc dung mot minh hodc két hop
v6i cac thudc khac dua trén céc nhu cAu cu thé cta bénh nhan. Cu thé, hop
phén theo sang ché c6 thé duoc str dung véi cac chét chéng ung thu nhu 1a mot
phﬁn ctia ché do diéu tri. Vi du, CDDO-metyl este co thé duoc dung véi
gemxitabin, hodc cac chét khéc, trong qua trinh diéu tri ung thu, nhu ung thu

tuyén tuy chéng han.

Nhin chung, dugc phim theo sang ché dugc bao ché bang cach st dung
cac nguyén lidu va phuong phéap thong thuong, nhu nhao trdn, pha tron va cac
phuong phap tuong ty. Hon nira, thubc chira Dang A hodc Dang B ciing ¢6 thé
chtta céc thanh phan khéc, bao gdm, nhung khong gi6i han ¢, cac ta dugc, chét
mang, ta duoc, va chit 1am 6n dinh thich hop v.v.. Tét hon néu ché phérn tri
lidu theo sang ché 1a chét rén nhung, vé nguyén téc, c6 thé 1a chét 16ng, nhu

hdn dich hoic nhil twong.

Theo sang ché, lidu duy tri qua duong miéng thuong nim trong khoang
tir 0,1mg dén khoang 1000mg, t5t hon néu duge cip mot lﬁn mdt ngdy. Liéu

lugng nay co thé thay d6i hodc c¢d dinh theo trong luong cua ddi twong. Liéu
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luong dién hinh c6 thé nim trong khoang tr 0,01mg/kg dén 100mg/kg, véi

dang liéu lvgng don vi duge vu tién bao gom vién nén va vién nang.
Vi du thye hién sdng cheé

Cac vi du sau chi nhdm muc dich minh hoa va khéng du dinh 1am gi6i
han pham vi cua sing ché. Cac nguyén liéu va phuong phap dugce st dung

trong cac vi du dugc chi ra dudi day:
a. Nguyén liéu

Dung mdi va c4c chat phan tng khac duge mua tir nha cung cap trén thi

truong va c¢6 chat lugng HPLC hodc ACS.
b. Cac phuong phap thir nghiém
i. DO hoa tan gan ding — Phuong phép bd sung dung moi

Xt Iy miu da can bang lugng nhé ciia dung mdi thir nghiém & nhiét do
trong phong. Su hoa tan hoan toan cua nguyén ligu thir nghiém dugc xc dinh
bing cach kiém tra bing mit thuong. D9 hoa tan duge danh gid dua trén téng
dung moi duoc st dung dé tao ra qué trinh hoa tan hoan toan. DY hoa tan thuc
t& ¢6 thé 16n hon gia tri tinh toan dugc do sir dyng luong dung mdi qué I6n
hodc do tdc d6 hoa tan cham. Do hoa tan dugc biéu thi 1a “ft hon” néu su hoa
tan khong xay ra trong qué trinh thtr nghiém. Néu sy hoa tan hoan toan dat

duoc do chi bd sung lugng nhé mot 14n, d6 hoa tan dugc biéu thi 12 “16n hon.”
ii. Sang loc chat da hinh

Ca phuong phap két tinh nhiét dong hoc va dong hoc déu dugc st dung.
Céc phuong phap nay duoc md ta chi tiét hon dudi ddy. Ngay khi cac mau chét
rén duoc thu gom tir qua trinh thir két tinh xong, chiing dugc kiém tra qua kinh
hién vi dién tir vé hinh thai hodc dugc quan sét bang mit thuong. Hinh dang
tinh thé bit ky duoc luu ¥, nhung d6i khi chit rén thé hién hinh thai chua biét,

do ¢ hat nho. Sau d6, cdc miu chét rén dugc phén tich bing XRPD, va céc
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mau ndy dugc so sanh v&i nhau dé nhan bi€t cac dang tinh thé méi hodce cac

dang khong phai tinh thé.
(i) Két tua lanh (CP)

Céc dung dich duoc didu ché trong nhiéu dung mdi khac nhau & nhiét do
cao. Sau dd, cac dung dich nay dugc loc qua gidy loc PTFE hogc ni-long d§
day 0,2um vao chét chéng dung mdi & nhiét do dudi nhiét do trong phong. Su
cO6 mat hodc khong c6 mat chét rin dugc luvu y. Néu khong c6 mit chét ran,
hogc néu lugng chat rin duge danh gia 12 qua nho cho phén tich XRPD, thi lo
nhé duoc dit trong may lam dong. Chét rn tao thanh dugc tach riéng bing

cach loc va duoc 1am khd trude khi phan tich.
(ii) Lam bay hoi nhanh (FE)

Céc dung dich dugc didu ché trong cac dung moi khéc nhau va dugc
nghién bing séng siéu 4m gitra cac 1an bd sung luong nhod dé tro gitp qud trinh
hoa tan. Ngay khi hdn hop dat dén qua trinh hoa tan hoan toan, nhu dugc danh
gi4 bang cach quan sét bang mit thudong, dung dich duge loc qua gidy loc ni-
16ng 0,2pm. Dung dich da loc duoc lam bay hoi & nhiét do trong phong trong
lo khong day nap. Chét rén tao thanh duoc tach riéng va phén tich.

(iii) Sdy kho nhiét d6 thip (FD)

Dung dich 1,4-dioxan dugc didu ché, loc qua gidy loc ni-long 0,2pum, va
lam dong lanh bang céch st dung da kho. Mau dong lanh dugc lam dong kho
nhanh bang cach st dung FTSsystems Flexi-Dry. Nhi¢t do dong kho6 nhanh
khong bi khéng ché.

(iv) Micron hoa

C6 thé tién hanh micron héa nguyén liéu trong may nghién nang lugng
long va co thé 1am giam c& hat xubng tir 1 dén 20 micron. Phin mé ta khac vé
cac quy trinh nay co thé dugc tim thdy trong PERRY’S CHEMICAL
ENGINEERS’ HANDBOOK, 7% ed. (McGraw Hill, 1998).
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(v) Nghién

MAu chét rén duoc dit vio may nghién rdto bang thép khong gi c6 bi
kim loai nhd. Mot vai miu dugc bd sung lugng nude nho (nghién uét). Sau do,
miu dugc nghién & 30Hz trén méy nghién tron MM220 loai Retesh trong

khoang 20 phut. Chét rén tao thanh duoc tach riéng va phan tich.
(vi) Nghién lanh

Mau chit rin dwoc dit vao lo nghién bing thép khong gi c6 thanh
nghién. Sau d6, miu dugc nghién & 15Hz trén méy nghién lanh SPEX
Certiprep miu 6750 trong khoang thoi gian da dit. Lo nghién dugc nhing
trong bé nito 16ng trong qué trinh thir nghiém. Chét rin duoc tach riéng va phan

tich.
(vii) Nong chay/lam lanh

M3u chét rén dugc dat trén phién kinh hién vi bang thiy tinh va duoc
lam phéng. Sau do, phién ndy dugc dat trén dia nong ¢ nhiét do da dat cho dén
khi chit rdn nay néng chay. Sau khi néng chay, phién nay duoc 14y ra khoi dia
nong va dugc dat trén dinh may dém lanh dé lam ngudi nhanh. Chét rén tao

thanh dugc lam kho trong nito va phén tich.
(viii) Lam bay hoi dang quay

Dung dich dugc didu ché trong cac dung moi khac nhau va duoc loc qua
gidy loc ni-long 0,2pum. MAu duoc dat trén thiét bi lam bay hoi dang quay va

duoc 14y ra khi kho. Chét rén tao thanh duoc tach riéng va phén tich.
(ix) Lam bay hoi chdm (SE)

Dung dich duoc didu ché trong cac dung mdi khéac nhau va duoc nghién
bang song siéu 4m gitra céc 14n bd sung lugng nhod dé trg giap qua trinh hoa
tan. Ngay khi hon hop dat dén su hoa tan hoan toan, nhu dugc danh gid bing

cach quan sat bing mit thuong, dung dich dugc loc qua gidy loc ni-long
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0,2um. Dung dich da loc dugc lam bay hoi & nhi¢t do trong phong hoéc trong
nito trong 1o nhé da dugc phu 14 nhom ¢ duc céc 16 nho. Sau d6, chét rén tao

thanh duoc tach riéng va phan tich.
(x) Lam ngudi cham (SC)

Dung dich bo hoa duoc didu ché trong cac dung moi khac nhau & nhiét
do khoang 60°C va duogc loc qua gidy loc ni-1ong 0,2pm vao lo mé trong khi
van 4m. Lo nay duoc day nép va dugc dé ngudi tu tr xuéng nhiét do trong
phong. Su c¢6 mit hodc khdng c6 mat cua chét rin duoc luu y. Néu chét rin
khong c6 mat, hodc néu luong chét rin dugc danh gia 1a qué nhé cho phan tich
XRPD, thi lo duogc dit trong ti lanh. Sy ¢6 mat hodc khong ¢6 mat cua chét rin
lai duoc luu y va, néu khéng co, thi lo dugc dat trong ta lanh. Chét rén tao

thanh duoc tach riéng bang cach loc va duge dé cho kho truéc khi phan tich.
(xi) Thir nghiém huyén pht dic

Dung dich duge diéu ché bing cach bd sung du chat rén vao dung moi
d& cho sao cho chit rin con du. Sau do6, hdn hop nay dugc khudy trong lo kin &
nhiét do trong phong. Sau 7 hodc 10 ngay, chét rén duoc tach riéng bang cach

loc chan khong va phan tich.
(xii) Thir nghiém tng sudt

Chét rin dugc tao ing sudt trong cac mdi truong nhiét do va/hodc do Am
tuong d6i (RH) khic nhau trong khoang thoi gian xac dinh. Cac gia tri RH dac
trung dat duoc bang cach dit mau bén trong budng kin chita dung dich mudi
bdo hoa hodc bén trong budng nhiét do va do 4m ESPEC. Dung dich mubi
dwoc chon va diéu ché theo quy trinh chuén ASTM. MAu dugc phan tich bing

XRPD ngay sau khi duoc 14y ra khoi moi truong Gmg sudt.
iii. Xéc dinh c4u tric tinh thé don

(i) Biu ché mau
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Dung dich bdo hoa cia CDDO metyl este dugc diéu ché trong metanol &
nhiét do ~60°C va dugc loc qua giéy loc 0,2pum vao lo mé trong khi van &m. Lo
dugc day nap va duoc dé ngudi tir tir xubng nhiét do trong phong. Quan sat su

c6 mit cda vién hinh chép sau 1 ngay.
(ii) Thu thép s6 liéu

Pia khong mau chita CDDO-Me (C32H3NO4) 6 kich thude hai mét gan
dang 13 0,01 x 0,0lmm, dugc dat trén s¢i thiy tinh theo hudng ngiu nhién.
Tién hanh kiém tra so bd va thu thap s6 liéu bang chiéu xa Mo K, (A = 0,71073
A) trén nhidu xa ké Nonius KappaCCD dugc trang bi mdy don sdc chum téi,
tinh thé graphit. Tién hanh tinh ché trén LINUX PC bang cach st dung
SHELX97 (Sheldrick, 1997) [1].

Hing s6 6 va ma tran dinh huéng dé thu thap sd liéu thu dugc tir phuong
phép tinh ché binh phwong t6i thiéu bing cach st dung goc thiét 1p ciia 46742
phan xa ndm trong khoang tir 2° < @ < 22°. P9 kham sau khi tinh ché tir
DENZO/SCALEPACK [2] 13 0,32° cho thdy chét lugng tinh thé t5t. Nhom
khong gian dugc x4c dinh bang chwong trinh XPREP [3]. T sy c6 mat hé
théng cua cac diéu kién sau: h00 h=2n, 001 [=4n, va tir phuong phép tinh ché
binh phuong t6i thiéu tiép theo, nhém khong gian dugc xac dinh l1a P432,2 (sb
96).

S6 liéu duoc thu thap dén gia tri 20 tdi da 13 44,43°, & nhiét do 150 + 1

(iii) Rut gon sb ligu

Khung dit liéu duoc tich hop bing DENZO-SMN [2]. Téng s 46742
phan xa dugc thu gom, trong d6 9168 phan xa c6 tinh duy nhét. Céc hiéu chinh
Lorentz va hiéu chinh phén cuc dugc dp dung cho sb liéu. He sb hép phu tuyén
tinh 12 0,074 mm™! déi v6i chiéu xa Mo K,. Su hiéu chinh hap phu thyc nghiém
st dung SCALEPACK [2] duoc 4p dung. HE s6 truyén nim trong khoang tir
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0,9995 dén 0,9999. Cudng dd cta cac phan xa twong dwong duoc tinh trung
binh. Hé s hoa hop véi gia tri trung binh 13 9,3% theo cudng do.

(iv) Giai cau truc va tinh ché

CAu triic duoc giai bang cic phuong phap truc tiép bang cach sir dung
SHELXS97 [1]. C4c nguyén t& con lai duge dinh vi trong céc quy trinh tong
hgp Fourier vi sai ké tiép. Cac nguyén tir hydro dugc bao gbm trong phwong
phép tinh ché nhung bi can tro khi gbi 1én nguyén tir ma ching lién két véi.
CAu tric duge tinh ché trong phwong phép binh phuong t6i thiéu ma tran ddy

du bang céch toi gian ham so:

Sulef -5

Trong lugng w dugc xic dinh dudi dang 1/[02(F) + (0,0176P)
+(0,0000P)], trong d6 P = (F,? +2F2)/3.

2

F

4

Heé s6 tan xa duoc ldy tir “International Tables for Crystallography” [5].
Trong s6 9168 phan xa dugc st dung trong qua trinh tinh ché, chi c6 cac phan
xa ¢6 Fy?2 > 20(F,?) duge sir dung dé tinh toan R. Tong s6 5421 phan xa dugc
sir dung @& tinh toan. Chu ky tinh ché cubi cing bao gdm 1024 thong s6 bién
thién va hoi tu (d6 chénh léch thong sb 16n nhat 12 < 0,01 1in do léch chuan uée

tinh ctia nd) véi hé so hoa hgp c6 trong so6 va khong c6 trong s0 la:

R=Y|F,-F,

R, = \/(EW(FOZ -FT w(Foz)zj -0,085

/> F,=0,051

Do léch chuén cia trong luong don vi quan sat duge la 1,05. Dinh cao
nhét trong Fourier vi sai cudi cling c6 dd cao 12 0,22 e/A3. Pinh am t6i thidu c6

do cao 13 -0,25 e/A3.

(v) MAu nhiéu xa bot tia X (XRPD) theo tinh toan
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MaAu XRPD theo tinh toan dugc tao ra dbi voi chiéu xa Cu sir dung
PowderCell 2.3 [6] va toa dd nguyén tir, nhom khong gian, va cac thong 56 0

don vi tir sb lidu don tinh thé.
(vi) ORTEP va biéu d6 dang go6i

Biéu d6 ORTEP duoc tao ra bang cach sir dung ORTEP III [7][9]. Cac
nguyén tir dugc biéu thi bang elipsoit nhiét khong ddng hudng xéc suét 50%.
Biéu dd dang goi dugc tao ra bang céch sir dung phdn mém md hinh héa
CAMERON [8]. Cac hinh bd sung va cic du dodn hinh thai BFDH dugc tao ra
béng céach st dung Thiy ngan 1.4.1 [4].

c. Céac ky thuét do
i. Phép do nhiét luong quét vi sai (DSC)

Céc phan tich dugc thuc hién trén nhiét luong ké quét vi sai Dung cu TA
2920 hodc Q1000. Dung cu nay dugc hi€u chuin béng cach st dung indi lam
chét quy chiéu. Mau dugc dit vao dia DSC bang nhém chuén co cAu hinh nip
luon song, va trong lugng duge ghi mot cdch chinh xac. O mau dugc lam can
bing & nhiét dd 25°C va dugc gia nhiét trong diéu kién thdi khi nito & tdc do

10°C/phut, dén khi nhiét do cudi cing 1a 250°C.
ii. Hap thu/khtr hdp thu hoi dong lyc (DVS)

S6 liéu hap thu/khtr hép thy hoi 4m dugc thu thap trén Thiét bi phan tich
hép thu hoi nuée VTI SGA-100. S6 lidu hip thu va khit hép thy dugc thu thap
trong khoang do Am twong d6i (RH) nim trong khoang tir 5% dén 95% &
khoang cach 10% RH trong didu kién thdi khi nito. Mau khong dugc 1am kho
trude khi phén tich. Céc tiéu chuin can bing dugc st dung cho phén tich 12 nho
hon 0,010% thay doi trong lugng trong 5 phit, v6i thoi gian lam can bing tbi
da 1a 3 gio néu tidu chuén trong lugng khong duge dap tng. S6 liéu khéng
duge hidu chinh ddi v6i ham lugng 4m ban ddu cia mau. Natri clorua va

polyviny-pyrolidin dugc st dung lam chuén hiéu chinh.
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iii. Phéan tich Karl Fischer (KF)

Phén tich Coulometric Karl Fischer (KF) dé xac dinh nuéc duoc thuc
hién bang cich st dung méy chudn dd Mettler Toledo DL39 Karl Fischer.
Khoang 24-32mg miu dugc dit trong binh chuin do KF chta Hydranal —
Coulomat AD. Sau d6, mau duoc chudn do bﬁng dién cuc chi thi, dién cuc nay

tao ra iot bing su oxy héa dién hoéa:
2 I- => I, + 2e. Ba ban sao duoc thu thap dé dam bao tinh tai 1ap dugec.
iv. Phép hién vi dia néng

Phép hién vi dia néng dugc thuc hién bang céach sir dung dia noéng
Linkam (miu FTIR 600) dugc dat trén kinh hién vi Leica DM LP. Mau dugc
quan sat bang cach st dung 6ng kinh 20x (obj.) c6 céc kinh phén cuc chéo
(CP) va co cAu bu lamda (1). Mau duoc dit trén 14 kinh ddy. Sau do, 14 kinh
day tht hai duogc dit trén mau. Mdi miu dwoc quan st bang mét thuong khi
dia dugc gia nhiét. Cac hinh anh dugc chup bing cach st dung may anh mau
k§ thuat sé SPOT Insight™ vé6i phan mém SPOT v. 4.5.9. DTa néng dugc hiéu

chuén bang cach st dung tiéu chudn diém néng chay USP.
v. Phép do nhiét lugng quét vi sai didu bién (MDSC)

S6 lidu phép do nhiét luong quét vi sai duge thu thip trén nhiét luong ké
quét vi sai Dung cu TA duoc trang bi hé thdng lam lanh di dugc lam lanh
(RCS). Miu dugc dat vao dia DSC bang nhom, va trong lugng duge ghi mot
cach chinh x4c. Pia nay dugc day bing ndp va dugc tao séng. S6 liéu MDSC
thu duoc bang céach st dung bién do didu bién 1a +/- 0,8°C va khoang thoi gian
60 gidy véi tde do gia nhidt co ban 1a 2°C/phut tir -25 dén 250°C. Nhiét do va
nhiét dung riéng dugc hiéu chuén bang cach st dung kim loai indi va saphia
1am tiéu chuin hiéu chuin, twong tng. Nhiét do chuyén tiép thiy tinh duge béo
cdo thu duogc tu diém ubn cua su thay dbi theo budc trong dong nhiét déo chiéu

so vGi duong cong nhiét do.
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vi. Cong hudng tir hat nhdn (NMR)

Phé 'H NMR pha dung dich dugc thu thip bdi Spectra Data Services,
Inc. Céc thong sé thu nhan duge in trén mdi phd. Phd duge quy chiéu véi

tetrametylsilan ndi chuén & 0,0ppm.
vii. Phép hién vi quang hoc

Céac quan sat thuc hién bdi phép hién vi quang hoc dugc thu gom trén
kinh hién vi quang hoc phan cuc Wolfe ¢ d phéng dai la 4x. Kinh phén cyc

chéo (CP) dugc st dung dé quan sét tinh ludng chiét trong mau.
viii. K§ thuét hién vi quét dién tr (SEM)

Ky¥ thuat hién vi quét dién tir (SEM) dugc thuc hién béng cach st dung
kinh hién vi quét dién t& FEI Quanta 200. Trong diéu kién chan khong cao, bd
phéat hién tan xa ngugc (Etd) trang thai ran duoc st dung. Dién 4p chum séang 1a
5,0kV. MAu duoc phu phun bang cach st dung thiét bi phi phun Cressington
108auto Sputter Coater & ~20mA va ~0,13mbar (Ar) véi Au/Pd trong 75 gidy.
MAu duge chudn bi dé phan tich bing cach dit lugng nho trén bang dinh hai
mat cacbon dugc gin ¢ dinh vao gia mau bing nhém. Dung cu ndy dugc hiéu
chuén d6 phong dai bang céach sir dung tiéu chuén NIST. Sé liéu duoc thu thap
bang céach sit dung xTm (v. 2.01), s6 1ap rap 1564 va dugc phén tich bang cach
stt dung XT Docu (v. 3.2). Do phong dai néu trén dnh SEM duogc tinh toan dya
trén sw thu nhn sb lidu ban dAu. Khung ti 1¢ dugc néu & phan bén dudi cia mbi
hinh anh 1a chinh x4c khi dinh lai kich ¢& cac hinh anh nay va phai dugc s

dung khi tién hanh xac dinh kich ¢&.
ix. Phan tich nhiét luong (TG)

Céc phan tich dugc thyc hién trén thiét bi phan tich nhiét lugng Dung cu TA
2950. Tidu chuén hiéu chuén 13 niken va Alumel™. Mdi méu dugc dit trong

dia mau bang nhom va duoc dua vao 10 TG. Trudce tién, mau dugc lam céln
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bing & nhiét d6 25°C, sau d6 dugc gia nhiét trong dong khi nito voi tdc do gia

nhiét 1a 10°C/phut, dén khi nhiét do cubi cuing 1a 350°C trr khi ¢6 chi din khéc.
x. Nhidu xa bdt tia X (XRPD)
(1) Inel XRG-3000

Phan tich nhiéu xa bot tia X ciing dugc thyc hién trén nhiéu xa ké Inel
XRG-3000, duge trang bi bd do nhay vi tri cong véi giéi han 26 1a 120°. S6
liéu thoi gian thuc dugc thu thap bang cach st dung chiéu xa Cu Ko, & d§ phan
giai 1a 0,03°26. Dién 4p va cudng do dong dién cua 6ng lan luot dugc dat 12 40
kV va 30 mA. Cac mAu dugce hién thi tir 2,5 dén 40°20 @ 1am cho viéc so sanh
mau truc tiép duoc d& dang. MAu dugc diéu ché dé phan tich bing cach goi
ching vao 6ng mao dan thuy tinh thanh mong. M3i éng mao din dugc dat 1én
trén d4u médy do goc, may nay dugc gin dong co d8 cho phép quay dng mao
dan trong khi thu nhan s6 lieu. Su hiéu chuin dung cu duoc thuc hién hang

ngay bing céach st dung mAu chuén silicon.
d. Céc phuong phép tinh todn khac
i. PDF

Mot k¥ thuat dugce st dung trong phan tich tinh toan s6 lidu vo dinh hinh
tia X 12 Ham phén phéi cip (Pair Distribution Function (PDF)). Nhu tén goi,
PDF dugc tao nén tir phép cong tuyén tinh tAt ca cdc tuwong tac nguyén ti-
nguyén tu b két trong nguyén liéu. Nguyén liéu 18i (hdn don) sé& thé hién cac
twong tac nguyén tu-nguyén tu gidng nhu pha tinh thé, nhung trén ty 1& chiéu
dai giam. Do do, ¢6 thé so sanh nguyén liéu nay v6i nguyén liéu tinh thé gbc
béng cach kiém tra cac dinh trong PDF trén mot vai nand mét dAu tién. Su so
sanh gita cac phd ndm trong khoang tir 0 A dén khoang 5 A 1a kho do cdc

thanh phan la trong ving nay.

Trong qué trinh tao thanh nguyén liéu dang thuy tinh, cac dinh PDF s&

thé hién mdt sé chuyén dong tir vi tri dinh tinh thé khi phn tir ndi long vi tri
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cta ching. Piéu nay tuong tu v6i hién tugng gidn nd/co lai do nhiét trong do,
mic du cac dinh PDF chuyén dong & murc khong déng ké, cudong do dinh twong
d6i van s& ¢6 thé dugc nhén ra 1 ¢6 lién quan dén nguyén ligu tinh thé ban dau.
Vi nguyén liéu di vao trang thai vd dinh hinh nhiét dong, mot s6 mbi tuong
quan dbi xtng nhém diém s& bi mit tao ra PDF c6 mic dd phirc tap giam.
Ciing s& c6 mot sb chuyén dong dinh. Nguyén liéu dang thiy tinh/v6 dinh hinh
s& thé hién PDF, cdc PDF nay sé& gidm nhanh xudng 0 qua tir 2 dén 3 khoang
céch 1an can gin nhit (NN).

Céc didu kién do dugc st dung dé lam giam thiéu tin hiéu gdy nhiéu
trong mau tia X va cac thudt toan dugc st dung dé tinh toan PDF tur sb liu tia
X da do dugc. PDF dugc tinh toan béng cach st dung PatternMatch v2,2,1,

béng cach str dung toan bd khoang s6 liéu do dugc cho tAt ca cac mau.
Vidu 1 —Panh gia d6 hoa tan

Do hoa tan gin ding duoc x4c dinh trong cac dung méi khac nhau &
nhiét do trong phong, voi két qua dugc néu trong Bang 2. CDDO metyl este thé
hién do hoa tan cao trong phan 16n cdc dung mdi hitu co duge st dung. Do hoa

tan trong nudc ¢6 vé it hon 0,1 mg/ml.
Vi du 2 — Két qua sang loc chét da hinh

Khoang 50 thtr nghiém sang loc chit da hinh dugc thuc hién. Dang A
dugc quan sét tur khoang 50% mau. Su tao thanh Dang A khong bi gidi han &
diéu kién két tinh cu thé va duoc diéu ché tir nhiéu thu nghiém va dung moi
khac nhau. Nguyén liéu Dang B dugc didu ché tir thtr nghiém lam dong khd

nhanh, néng chay/lam lanh, va mot s6 thir nghiém bay hoi.

Céc mAu sang loc chit da hinh duoc liét ké theo thr tw abc trong cac
bang 3-5 theo dung moéi dugce sir dung. MAu XRPD dic trung clia nguyén liéu
Dang A va Dang B duoc so sdnh trén Fig.2. S lidu xé4c dinh dic diém cta cac

dang nay duoc tom t4t trong cac vi du dudi day.
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Vi du 3 — Pic diém cia CDDO-metyl este — Dang A (khong dugc

micron héa)

Dang A chua dugc solvat hoa (Bang 6). CAu trac don tinh thé ciia Dang
A duoc xac dinh dua vao cac phuong phip dd duge md td ¢ trén. Cac tinh thé
cia CDDO-metyl este dugc nudi 16n dan va duoc dem phan tich ciu trac don
tinh thé. Céu tric tinh thé dugc x4c dinh bing nhidu xa tia X don tinh thé. Fig.1

thé hién cAu trac cia CDDO-metyl este dugc dé xuét.

Céc thong s 6 bdn canh va thé tich tinh todn dugc l1a: a = 14,21620(10)
A, b=14,21620(10) A, ¢ = 81,5875(12) A, a = 90,00°, £ = 90,00°, y = 90,00°,
V =16488,9(3) A3. Phan tir lugng cia CDDO metyl este 1a 505,70 g/mol v6i Z
= 24 thu dugc v6i mat do theo tinh todn 1a 1,222 g cm>. Nhom khong gian
duoc xéc dinh 13 P43212 (sb 96). Tom tht sb ligu tinh thé va cdc thong s6 thu

thap s lidu tinh thé hoc dugc dua ra trong Bang 10.

CAu tric thu duge c6 chét luong cao, nhu dugc thé hién boi gia tri R 1a
0,051 (5,1%). Thuong dua ra cic gid tri R ndm trong khoang tir 0,02 dén 0,06

dbi véi cac clu tric duoc xac dinh mot cach dang tin cdy nhat.

Hinh v& ORTEP cua phéan tir CDDO metyl este don duoc thé hién trén
Fig.12. PBon vi khong d6i xtng dugc thé hién trén Fig.13 chira ba phén tir

CDDO metyl este. Cac phén tir nay gidng véi chu trac duoc dé xuét tir Fig.1.

Biéu db dang goi dugc quan sat doc theo cac truc tinh thé g, b, va ¢ dugc
thé hién trén cdc hinh v& tir Fig.14 dén Fig.16, twong tmg. Khong c6 lién két
hydro, ciu triic tinh th8 bao gdbm nhiéu tuong tac van der Waals. Quan sat phia
dudi truc tinh thé b (Fig.15) nhin manh tinh chét xodn éc¢ cta su sip xép dong
gdi cua truc vit bdn canh va hinh thai BFDH theo tién doan. Hinh théi theo tién
doan phi hop véi dang quan sat duoc ctia don tinh thé dugc st dung dé thu

thép sb liéu.

Mau XRPD ctia CDDO metyl este theo tinh toén, tao ra tir sb lieu don
tinh thé, dugc dua ra trén Fig.17. Mau XRPD cta CDDO metyl este theo thir
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nghiém dugc thé hién trén Fig.18. Dinh dic trung cho mau XRPD & Dang A
dugc dua ra trong Bang 17. So sanh cdc mau XRPD theo tinh todn va theo thi
nghiém (Fig.19) cho thay tit ca cac dinh trong miu th nghiém déu duoc biéu
thi trong mau XRPD theo tinh toan, cho thiy ring nguyén ligu roi c6 kha ning
la pha don. Sy thay d6i nhoé phu hop dwgc quan sat trong vi tri dinh ¢6 kha
ning 12 do miu bdt thir nghiém duoc thu gom ¢ nhiét do trong phong, va s6
lidu don tinh thé duoc thu thap & nhiét d6 150°K. Nhiét do thip duoc st dung

trong phén tich don tinh thd d& cai thién chat lugng ciu tric.

Toém lai, cAu tric don tinh thé cia CDDO metyl este & Dang A dugc xac
dinh dé x4c nhan ciu trac phén tir dugc dé xuit. Nhom khong gian dugc xéc
dinh 1a P43212 (sb 96). Céu tric cia CDDO metyl este gdm ba phén ti dugc
dong goi trong chu tric xodn dudi truc tinh thé 5. TAt ca cac dinh trong mau thi
nghiém déu dugc biéu thi trong miu XRPD theo tinh toan, cho thdy rang

nguyén liéu roi c6 kha ndng la pha don.

S6 liéu nhiét d6i véi Dang A dugc thé hién trén Fig.3. Duong cong DSC
thé hién su thay ddi co s& & nhiét do khoang 157°C va sy thu nhiét v6i nhiét do
bit diu vao khoang 222°C (tin hidu t6i da & nhiét do ~224°C). Hién tuong &
nhiét 46 ~224°C duoc x4ac nhén la hién tuong néng chdy bodi phép hién vi dia
néng (Fig.4). Puong cong phén tich nhiét luong (TG) thé hién su tdn thit trong
lugng khong dang ké 1a 0,34% & nhiét do tdi da 150°C, sau d6 1a sy ton thét
trong lugng 1a 1,2% & nhiét do ndm trong khoang tir 150 dén 210°C. Sb liéu
Karl Fischer cho thiy nguyén liéu nay chtra khoang 0,38% nudc du, phu hop

su tén thit trong luong ban d4u quan séat dugc boi TG.

Sé licu DVS cho thiy ring Dang A khong hut 4m (Fig.5). Nguyén liéu
nay thé hién su thay dbi trong lwgng khong dang ké qua qua trinh tht nghiém.
Nguyén liéu tao ra dugc phén tich béi XRPD va nguyén liéu nay 1a ¢ Dang A.

Hinh anh SEM duogc thé hién trén Fig.6. Mot sb dang duoc quan sét, bao

gdm dang hinh chép, vién nén, va dang gidng hinh dfa.
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Do 6n dinh vat ly ctia Dang A & céc diéu kién khac nhau dugc nghién
ciru (Bang 7). Mau da duoc tao tng sult & 25°C/60% RH hodc 40°C/ 75% RH
trong 7 ngay déu thé hién su thay doi trong lwong khong déng ké (tbn that 0,6%
va thu duoc 0,2%, twong Gng) cho thiy ring Dang A khéng hit am. Hai mau
duoc nghién trén may nghién bi trong khoéng 20 phut, mot mau khd va mot
mAu ¢6 lugng nude nho. TAt ca cac mau ddu duoc phén tich lai bing XRPD va
vin 12 Dang A. MAu dugc tao Ung sut & nhiét d6 195°C trong 15 phut va thé
hién sy ton thit trong lwong 2%. XRPD cua nguyén liéu tao thanh tuong tu véi

XRPD ctia Dang A; tuy nhién, sy ting nhidu & dudng co s6 12 15 rét (Fig.7).

Phd NMR dung dich dugc thé hién trén Fig.8. Phé nay pht hop véi ciu
trac cia CDDO metyl este. Cac dinh & khoang 1,6 va 7,3ppm lan lugt duoc

quy cho nudgc va clorofom (do qua trinh trao dbi).

Dang A chua dugc solvat hoa va khong hut 4m, do d6, no tan chay &
nhiét do khoang 228°C, dwa vao sy quan sat ctia nha phén tich trong phép hién

vi dia nong.

Vi du 4 — Xéc dinh dic diém ciia CDDO-metyl este — Dang A (dwoc

micron héa)

CDDO metyl este & Dang A dugc micron héa dugc x4c dinh 1a Dang A
bai XRPD (Fig.2, Bang 1). Nguyén li¢u dugc micron hoa cé thé duoc tao ra
bing phuong phap thong thuong, da biét trong linh vuc, nhu phuong phép
nghién phun khi. Céc phét hién nay duong nhu cho thdy rang viéc micron hoa

khong anh hudng dén Dang A dé lam thay d6i mau XRPD ctia no.
Vi du 5 — Xéc dinh dac diém ctia CDDO-metyl este — Dang B

Nguyén li¢u Dang B ¢c6 thé dugc didu ché tir phwong phap 1am dong kho
nhanh, néng chady/lam lanh, va mot sb thtr nghiém lam bay hoi khac, nhu dugc

néu trong Bang 3.
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$é lidu DSC diéu bién (MDSC) dugc thé hién trén Fig.9. Duong cong
thuan nghich thé hién nhiét do chuyén tiép thiy tinh (Tg) & khoang 125°C.
Duong cong khong thuén nghich thé hién sy toéa nhiét voi tin hiéu cyc dai 6
nhiét d6 195°C va su thu nhiét véi tin hiéu cyc dai ¢ nhiét do 223°C. Hién
tuong khong thuén nghich c6 kha ning I6n la do sy két tinh ctia nguyén liéu &
Dang B (qué trinh tda nhiét) sau d6 1a sw néng chay cia nguyén liéu da dugc

két tinh (qua trinh thu nhiét).

Do 6n dinh vat ly ctia nguyén liéu & Dang B ¢ cac diéu kién khac nhau
duoc nghién ctru (Bang 9). Mau dugc tao ung sudt & nhiét do 22°C/97% RH,
40°C/ 75% RH, 80°C/0% RH, va 195°C/dd 4m twong ddi clia mdi truong xung
quanh vin 1a & Dang B. Viéc tao tng sudt nguyén liéu & 200°C/do 4m tuong
dbi ctia mdi trudng xung quanh trong 60 phut tao ra Dang A cOng v6i luong

nho nguyén liéu Dang B (Fig.10).

Phé NMR dung dich dugc thé hién trén Fig.11. Phd nay pht hop véi clu
trac cia CDDO metyl este. Cac dinh ¢ khoang 1,6, 5,3, va 7,3ppm lan luot

duoc quy cho nude, diclometan, va cloroform.

Dang B khong hut 4m, két tinh thanh dang A & nhiét do khoang 200°C,
va c6 nhiét do chuyén tiép thiy tinh (Tg) & khoang 125°C — 130°C.

Tém lai, Dang B khong hut 4m. S6 lidu MDSC cho théy rang nhiét do
chuyén tiép thuy tinh (Tg) cia Dang B vao khoang 125°C — 130°C. Nguyén liéu
Dang B két tinh thanh dang A khi dugc tao Ung suét & nhiét do khoang 200°C.

Vi du 6 — Nghién ctru do 4n dinh dbi v6i CDDO-metyl este & Dang B va
hé phén tan t4 dugc polyme CDDO-metyl este

(i) Nghién ciru Dang B tinh khiét

CDDO-metyl este & Dang B dugc cho qua nhidu diéu kién tng suét
khéc nhau. Bang 15 dua ra mot s6 két qua tlr cac nghién ctru ndy. CDDO-metyl

este & Dang B, tao ra theo phuong 4n hitu ich nhung it dugc vu tién hon theo
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sang ché, lién quan dén viéc st dung etyl axetat 1am dung mdi, thé hién d6 on
dinh d4ng ké. Tuy nhién, viéc thit nghiém mau Dang B dugc tao ra trong didu
kién c6 mit etyl axetat cho thdy su tao thanh Dang A sau 28 ngdy béo quan ¢
nhiét dd 60°C va 16n hon. Nguoc lai, tAt ca cac mau dugce tao ra theo phwong an
duoc vu ti€n theo sang ché van gitt lai duoc cac dic tinh vo dinh hinh sau thir
nghiém Ung sut trong cac diéu kién dic biét nghiém ngjt (xem Bang 15), Vi
du 11 & phan duéi ddy 1a minh hoa phuong an nay. Cic nghién ctru nay thé
hién do dn dinh bit ngd cua nguyén liéu & Dang B, ddc biét 1a khi nguyén liéu

nay duoc diéu ché theo phuong 4n dugc uwu ti€n néu trén.

Ngoai ra, tién hanh phan tich miu & Dang B duge diéu ché trong cac
diéu kién khéac nhau dé xac dinh xem ching c6 cac tinh chit hoa hoc tuong tu
hay khong. Nhu néu trén, tic 1a, mau Dang B duoc diéu ché bing phuong phap
nghién lanh, néng chay 1am lanh, va lam kho6 dang phun. Ngoai ra, tién hanh
micron hoa Dang B chua dugc micron hoa dé tao ra Dang B dugc micron hoa.
Tién hanh phan tich PDF trén cac mAu nay (Fig.28), cic mau nay dugc xac

dinh 12 c6 ban chat dang thuy tinh.
(i) Nghién ctru cac ché pham hé phan tan CDDO-Me

Thuc hién cac nghién ciru dé so sanh dic tinh cta cdc hé phan tdn Dang
B:chét rin polyme khac nhau dugc tao ra bing phuong phép lam khd dang
phun. Cac thudc tinh cta san phdm dugc nghién cttu bao gbm do 6n dinh va

profin hoa tan thuc.

Céc polyme khéc nhau dugc st dung & ba ty 1€ thanh phan c6 hoat tinh
duoc 1y (API) so véi polyme 1a (20:80; 40:60 va 60:40 % theo trong lugng).

Ba polyme sau duoc chon:
Copolyme ctia axit metacrylic - etyl acrylat (theo ty 1€ 1:1)

Copovidon [copolyme cta 1-vinyl-2-pyrolidon - vinyl axetat (theo ty 1¢

3:2)]
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Hypromeloza Phtalat.

Céac dung dich chta CDDO-Me, nguyén liéu tinh thé Dang A hoic
nguyén liéu Dang B, va polyme dugc chon dé nghién ctru duogc hoa tan trong
dung mdi thich hop & ty 1¢ trong lugng thich hop, dé tao ra chét rin trong dung
dich v6i lugng tir 10 dén 20% theo trong lugng. Dung mdi thudng dugc st
dung 1a axeton. Dung dich tao ra dugc sdy kho dang phun bing thiét bi siy
phun quy moé phong thi nghiém (BUCHI, model B-290), duoc trang bi hai
miéng phun dich 16ng, bing cach sir dung nito dé lam khi 1am khé va khi mang.
Thudng st dung nhiét d§ ctra khi mang di vao 1a 65-85°C va nhiét do ctra ra 1a
50-60°C. Chét rn duoc thu gom va bot sdy phun duoc sdy thém trong diéu

kién chan khong, dé lam gidm hon nita mirc dung mdi hiru co.

Bot sy phun duogc phan tich vé mtrc dung mdi hitu co con du, nhiét do
chuyén tiép thuy tinh (Tg) va mét do khdi. Sau khi sdy thém, bot cling dugc
phén tich v& d6 tinh khiét, ham lugng nudc, c& hat trung binh, sy khong c6 mét

ctia nguyén li¢u tinh thé bdi nhiéu xa bot tia X (XRPD) va profin hoa tan.

Déanh gia cac dic tinh hoa 1}’/ ctia hé phan tan sau khi tao ing suét ngan
han (sau 5 ngdy, 40°C/75% RH) bdi XRPD va phép do nhiét lugng quét vi sai
didu bién (mDSC).

Cac nghién ctu nay cho thdy rang nhiét do chuyén tiép thiy tinh, T,
giam trong qud trinh tao Ung suit ngin han, c6 thé 1a do sy hép thu éﬁl trong
qué trinh tao Ung suét. Mirc do gidm nay dugc thdy o hon & cic ché phim c6
ty 16 CCDO metyl este : polyme thap. P6i v6i cac mau trude khi tao Gng suét
ngin han, quan sét thiy mot hodc hai lin chuyén tiép thu nhiét & nhiét do 16n
hon, mic du cac nhiét d nay thdp hon mdt chat nhiét do duoc quan sat ban
dau. Enthalpy c6 lién quan dén cac chuyén tiép nay gidm khi ham luong
polyme giam. Diéu nay cho thiy su chuyén tiép nay hau nhu chic chin c6 lién
quan dén polyme va khong lién quan dén su néng chay cua dang tinh thé. Thuc
té, dbi v6i hé phan tan dugc tao ra véi PVP/VA, nhiét do cta su chuyén tiép

thu nhiét nay tuong tu véi nhiét do dugc quan sat déi véi ta dugc tinh khiét,
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nhu nhan dwoc tir nha san xuit. Trong mdi trudng hop, profin XRPD sau khi
tao Ung sudt van 1 miu halo dic trung dat & tim xung quanh 13,5°26, va

khong phat hién thiy c¢6 dinh nao c6 lién quan dén dang tinh thé.

Tién hanh céc nghién ctru vé 1am kho dang phun khac dbi v6i hai ché
phim, bang cich sit dung thiét bi sy phun quy md 16n hon. Trong céc trudng
hop nay, thiét bi 1am kho quy md nho Niro miu PSD-1 (mobile minor 2000)
duge st dung. Pau phun va cic didu kién sdy phun gidng nhu diu phun va céc
didu kién sdy phun da néu ¢ trén cling dugc s dung. Bang 20 va 21 tom tit cac
dung dich dugc didu ché dé sdy phun va cic dic tinh cia né sau khi sdy phun.
Céc ché pham thé hién T, thap hon, so v6i Dang B tinh khiét, do cac ché pham

nay gém c6 polyme c6 T thip hon so v6i Dang B.
Vidu 7 - St dung CDDO metyl este:
Dang B so vdi Dang A & khi Cynomolgus

Trong pha 1 cta nghién ctru nay, didu ché luong vién nang gelatin ciing,
chira CDDO-Me Dang A tinh khiét dugc micron héa hoic CDDO-Me Dang B
tinh khiét dugc micron hoa, bing cach (i) bd sung lugng di can thich hop cta
dang tinh khiét cua hop chét thudc vao vién nang gelatin cing ¢¥ 1 va sau do
(ii) bao vién nang nay. Khong c6 ta dugc bd sung nao dugc st dung. CDDO
metyl este Dang B hodc Dang A dugc ding qua dudng miéng trong vién nang
gelatin cho khi Cynomolgus (Liéu luong = 4,1 mg/kg trong tit ca cac truong

hop).

Viéc st dung CDDO metyl este & Dang B tao ra su tiép xtc trung binh
16n hon khoang 520% so véi lidu luong twong duong cia CDDO metyl este &
Dang A & khi. Bang 11 so sanh su tiép xuc thude ctia cac con vat riéng ré. Tién
hanh thiét k& lai chéo trong nghién ciru ndy dé 1am ting gia tri ‘n’ va tang do tin
cdy cua sd lidu. Giai doan tdm rtra trong 1 tudn dugc thuc hién trong qua trinh
lai chéo. Fig.20 ching to ndng do trong huyét tvong dat dugc cua ca hai dang

CDDO metyl este theo thoi gian trong qudn thé dugc ldy mau. Fig.21 thé hién
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su so sanh ndng do trong huyét twong cia CDDO metyl este cla cac con vét
#505M va #507F. Fig.22 thé hién su so sénh ndng do trong huyét twong cua
CDDO metyl este cta cic con vat #508F va #502M.

Pé danh gia thém do sinh kha dung tuong d6i cua cac dang lidu luong
dung qua duong miéng cia CDDO-metyl este, ké ca céc dang chira hé phan tan
t4 duge CDDO-metyl este, tién hanh hai pha nghién ctu bd sung 2 va 3, nhu
duoc néu chi tiét duéi day. Cac nghién ctu nay gbm mot s hé phan tin
CDDO- Me & Dang B — polyme d3 dugc mo ta trong Vi du 6. T4t ca céc ché

phdm déu gbém c6 céc chét phu gia thudng duge st dung cho ché pham.
Pha 2

Séan xuét huyén phi trong nuéc cia CDDO-Me tinh thé ¢ nano, bit dau
tr mau nguyén liéu & Dang A dugc micron héa. May nghién bi Retsch®
Planatory Ball Mill mdden PM 400, chtra cac vién bi ziricon oxit ¢6 kich c&
trung binh 12 2mm, dugc nap 25g CDDO-Me duoc micron héa (sy phan b6 c&
hat trung binh 1a 6,1 uM), 5¢g natri docusat, 1g Tween 80, va 68,3g nudc. Bit
dAu nghidn & khoang 400 RPM va duy tri trong 2 gis. Xéc dinh sy phan bd c&
hat (PSD) bang cich st dung may phén tich ¢ hat bang anh sang laze thu duogc
PSD trung binh 1a 0,37uM. B sung 1g xenluloza vi tinh thé va 0,2g gém
xanthan vao huyén phii dic ndy, c6 trdn trong thoi gian ngén, va huyén ph

dugc bao quan lanh.

Huyén phi nano da duge nghién bi dugc phii phun Ién trén hdn hgp pha
tron t4 dugc kho trong ting so6i Aeromatic Strea 1 quy md phong thi nghi¢m,
v6i cum phun & dinh ¢6 kich thude ¢& voi phun 1a 0,4mm. Nhiét do dau vao
dugce dit ¢ 55°C. Dai nhiét d hé théng x4 trong qua trinh phun nim trong
khoang tir 32 dén 35°C. Hat tao ra dugc sdy kho trong khoang 5 phut, cho dén
khi nhiét d6 hé théng xa dat dén 38°C (Attachment 3-5). C4c thanh phén cta

nguyén liéu dd dugc phu dugce néu dudi day.

Thanh phén theo 1y thuyét cia 30mg ché pham CDDO-Me tinh thé c& nano
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Muc# Thanh phin % mg/don vi
1 CDDO-Me 5,7 19
2 Tween 80 0,12 0,4
3 DOS 1,14 3,8
4 | Xenluloza vi tinh thé trong huyén phi 0,21 0,7
5 GO6m xanthan 0,03 0,1
6 | Xenluloza vi tinh thé trong hat 24.4 81,55
7 Pregel tinh bot 58,5 195,3
8 Povidon K29/32 0,5 1,75
9 Crospovidon 8,4 28
10 | Silic dioxit dang keo 0,5 1,75
11 | Magie Stearat 0,5 1,75

Téng: 100,0 334,1

Hat kho tao ra dugc dem phén tich HPLC dé xé4c dinh sy thir nghiém cua
thanh phan hoat tinh. Thi nghiém nay dwoc xdc dinh la 14,4% (trong
luong/trong lugng), vé& co ban cao hon gid tri theo ly thuyét (5,7%). Dua trén
phén tich HPLC, vién nang duoc lam diy dé thu dugc ham lugng CDDO-Me
tinh 14 30mg.

Ché phém & Dang A tinh thé dugc micron hoéa va Dang B, vo dinh hinh,
dugc micron hoa duge tao ra bang quy trinh pha tron bot kho thong thuong, co
st dung xenluloza vi tinh thé, tinh bot dugc gelatin héa so bd, crospovidon
(d6ng vai tro lam chét 1am phan rd), silic dioxit dang keo, va magie stearat loai
thuc vat lam chét phu gia. CDDO-Me ¢ Dang A dugc micron héa c6 PSD trung
binh 1a 6,1uM dugc su dung cho ché phdm & dang A, trong khi d6 CDDO-Me
& Dang B dugc micron hoa c¢6 PSD trung binh 1a 10,8uM dugc st dung cho
ché phdm CDDO-Me & Dang B tuong tng. Bing duti day thé hién thanh phan

dinh luong cua ca hai ché phim nay.

Thanh phan dinh lugng cta vién nang 30 mg Dang A va Dang B

Phén tir don vi % theo mg cho mdi
trong lugng vién nang
CDDO-Me (dugc micron hoa) 18,18 30,0
Xenluloza vi tinh thé 18,55 30,6
Tinh bot dugc gelatin hda so bd 53,45 88,2
Crospovidon 8,72 14,4
Silic dioxit dang keo 0,55 0,9
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Magie Stearat (Loai thl}:C vat) 0,55 0,9
Ham lugng vién nang tong cdng 100,00 165 mg

Mdi trong s6 15 con khi Cynomolgus duc, Macaca fascicularis, nhan
duoc mot 1an ding CDDO-metyl este qua dudong miéng (3 ché phdm khéc
nhau, 5 con khi cho mdi ché phim) & murc lidu lwgng muc tiéu 1a 10mg/kg. Cac
con khi ndy c6 do tudi nim trong khoang tir 1 dén 3 nam tudi va c6 cén ning

2,5-3,5 kg. Cac miu méu duge thu gom tdi da 72 gid sau khi dung lidu luong.

Pha 3

Hé phéan tan td dugc CDDO-Me da duge mo ta trong Vi du 6 duoc phéi
ché tiép bing quy trinh pha tron bot kho thong thuong, cé sit dung xenluloza vi
tinh thé, lactoza monohydrat, crospovidon (d6ng vai tro lam chét 1am phan r3),
va natri lauryl sulfat lam chét phu gia. Thanh phan dinh lugng cla mbi ché

pham duoc néu dudi day.

Thanh phin ctia hé phan tan t& dugc CDDO-Me dugc phéi tron véi cac chit

phu gia trong ché phim vién nang

CDDO-Me 40%/ CDDO-Me  CDDO-Me

copolyme cua axit 60%/ 60%/
metacrylic Loai C PVP/VA HPMC-P
Thanh phin 60% 40% 40%

Hg phan tan CDDO-Me 60,0% 50,0% 50,0%
Xenluloza vi tinh thé 12,8% 16,0% 16,0%
Lactoza monohydrat 20,0% 25,0% 25,0%
Crospovidon 6,4% 8,0% 8,0%
Natri lauryl sulfat 0,8% 1,0% 1,0%
Ham luong vién nang 100% 100% 100%
tong cong
Khdi luong dién day 125mg 100mg 100mg

Sau giai doan tim rt&ra thich hop (tir 7 dén 10 ngay), 15 con khi
Cynomolgus duc gidng nhau duogc st dung trong Pha 2, mdi con nhan dugc
mot 14n ding CDDO-metyl este qua dudng miéng (3 ché pham khéc nhau, 5
con khi cho mdi ché phim) & muc lidu luong muc tiéu 1a 10mg/kg. Céc mau

mau dugc thu gom tdi da 72 gid sau khi dung lidu luong.
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So . . £ 1A Mic lieu SO luvon
oh | Puong ding Ché phim CDDO-Me || " e tieu | ki ( duc%
Dang A tinh thé ¢& nano 5
Qua dudng | Dang B vd dinh hinh duge | 30 mg/cho mbi 5
2 miéng (vién micron hoa con khi
nang) Dang A tinh thé duoc (10 mg/kg) 5
micron hoa
PVP/VA Dang B 5
Qua duong HPMC-P Dang B 30 mg/cho mdi 5
3 miéng (vién Copolyme cta axit con khi
nang) metacrylic Loai C- Dang B | (10 mg/kg) 5

Liéu luong tiém tinh mach va qua dudng miéng trung binh nhén dugc

bdi khi Cynomolgus duc va ndng do trung binh cia CDDO-metyl este duoc

tom 14t & phan dudi day:

S6 Ché pham Thé trong trung  Liéu luong trung
pha binh (kg) binh (mg/kg)
2 PO (dang A tinh thé nano) 2,89 + 0,267 10,5+ 0,971
- PO (Dang B v dinh hinh 2,87 +£0,177 10,5+ 0,635
dugc micron héa)
PO (Dang A tinh thé duoc 2,91 + 0,202 10,3 = 0,702
micron héa) :
3 PO Dang B (PVP/VA) 2,98 +£0,311 10,2 + 1,06
PO Dang B (HPMC-P) 2,93 + 0,183 10,3 £ 0,627
PO Dang B (Copolyme cua 2,93 £0,142 10,2 + 0,486

axit metacrylic Loai C)

PO  Dung vién nang qua dudng miéng.

‘Vién nang gelatin ¢& 2 dugc st dung dé phén phdi ché pham trong pha 2

va vién nang gelatin ¢& 1 dugc st dung dé phan phdi trong pha 3. Ham lugng

tinh cta thube trong mdi vién nang 12 30mg, twong tng véi 10mg/kg lidu lugng

ctia thude, dua trén gia dinh ring mdi con khi ning 3 kg. Vién nang duogc gin

vao bng thong, con khi dugce dua thire dn bang ong thong vao da day, va vién

nang dugc gidi phong tu dau dng thong béi 4p suat khong khi tir dng tiém rdng.

Luong nude nhé (khodng 10ml) duoc dwa qua duong mi¢ng sau khi dung vién

nang cudi cung.
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Céac mAu mau theo tht tw (khoang 1ml) dwoc 14y ra tir tinh mach hodc
déng mach dui cua mdi con khi va duoc chuyén vao éng chira Ko-EDTA & mdi

thoi diém sau (thoi gian thue té duwoc ghi lai):

Pha2 Trudc khi dung lidu luong, 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48 va 72 gid sau

khi dung lidu luong

Pha 3 Trudc khi dung liéu luong, 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48 va 72 gid sau
khi ding liéu lugng

TAt ca cac mau duge tron k§ sau khi thu gom va duge dat trén da uét,
trude khi duge lam lanh & nhiét d§ khoang 4°C. Nong d6 CDDO-metyl este
trong mau duogc phéan tich boi HPLC MS/MS.

Cac két qua duge dua ra trong Bang 22 va trén Fig.30. Doi véi pha 2,
Dang B thé hién do sinh kha dung t&t hon mot cach déang ké so v6i hai ché
phdm dang A dugc thir nghiém. Céc két qua pha 3 cho thdy rang mdi trong s6
cac ché pham dua trén hé phan tan CDD)-Me : polyme c¢6 d6 sinh kha dung 16n
hon nhiéu so v6i ché phém Dang A dugc micron hoa hodc dang A tinh thé
nano. Ché pham copolyme cta axit metacrylic Loai C va HPMC-P thé hién do

sinh kha dung 16n nhét trong céc con khi duge thir nghiém.

Vi du 8- Xac dinh déc diém cua dang Hemibenzenat cia CDDO-Metyl
Este

Tién hanh c4c thtr nghiém khac nhau, 13p lai budc thu hdi cudi cing tir
qua trinh téng hop CDDO metyl este. Honda et al., 2000. Muc dich 1a tich
riéng nguyén liéu tinh thé khoi hdn hop dung dich chira (10:1) benzen/axeton.

Khoang 100mg CDDO-metyl este dugc hoa tan trong 300pL
benzen/axeton (theo ty 1& 10:1) va dugc loc qua gidy loc ni-léng 0,2um. Sau
d6, dung dich dugc nghién bing song siéu 4m bang céach st dung may xu ly
siéu am trong 10 phut va duoc dé bay hoi & nhiét do trong phong trong lo

khong ddy nip qua dém. Gel trong subt tao thanh va 100uL benzen/axeton
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(10:1) duoc b sung. Dung dich duge dua di nghién siéu 4m trén méy x@ ly
siéu am trong khoang 30 phut. Chét két tia mau tring tao thanh. Chét rin nay

dugce dé kho bang khong khi.

Trong cac thir nghiém khéc, khoang 200 mg CDDO-metyl este dugc hoa
tan trong 0,8 ml benzen/axeton (10:1) va duoc loc qua gidy loc ni-16ng 0,2pum.
Sau d6, dung dich dugc chia déu vao hai lo 1-dram. Sau d6, mau A va B dugc
dé bay hoi nhanh & nhiét d trong phong trong vai gio. Mau A duoc ddy nip va
duoc dit trong td d4. Sau khi miu déng bang, mau nay dugc lam tan 6 nhiét do
trong phong. Vét khia nhé duge tao ra bang cach st dung bay va mau dugc lam
bay hoi & nhiét do trong phong. Chit rén mau tring tao thanh va dugc dé kho
nhd khong khi. Mau B duge déy nép, dugc dé & nhiét do trong phong va la
dung dich trong sudt sau khi dé & nhiét d6 trong phong qua dém. Vét khia nho
duoc tao ra bﬁng cach s dung bay va mau duge lam bay hoi & nhiét do trong

phong. Chit rin mau trdng tao thanh va duoc dé kho bang khong khi.

Nguyén li¢u tinh thé, duoc x4c dinh 12 hemibenzenat, thu dugc tir mot
vai tht nghiém trong sb céc thu nghiém nay. Nhu néu trén, su xdo tron nho,
nhu nghién siéu 4m hoic chi béng céch tao vét khia nh trong lo thu hdi, s& lam

cho benzen solvat két tinh d& dang (Bang 12).

S6 litu xac dinh dic diém cta hemibenzenat duoc tom tat trong Bang
13. Céc dinh dic trung cho miu XRPD hemibenzenat duge dua ra trong Bang
19. Buong cong DSC thé hién sy thu nhiét 16n gan 133°C, c6 lién quan dén
~7,0% tdn that trong lugng trong nhiét ky TG trén Fig.23. Su tén thit trong
luong c6 kha nidng 13 do su bay hoi clia benzen (xem phan ban ludn NMR dudi
ddy), va teong tng véi 0,5mol benzen dbi voi mdi mol CDDO-metyl este. Su
thu nhiét DSC dugc quan sat & nhiét do gin 223°C nhiéu kha ning la do su

néng chay cua nguyén liéu da dugc khir solvat.

Cac sb liéu nay phan biét cac dang dd dugc phan ldp trude do cla

CDDO-metyl este v6i sang ché nay.
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Vi du 9 - Xac dinh dic diém cta dang dimetanolat mgi cia CDDO-

Metyl Este

Pimetanol solvat cuia CDDO-metyl este dugc didu ché theo quy trinh
du6i day. Khoang 500mg CDDO-metyl este duoc hoa tan trong 20ml metanol
& nhiét do 60°C. Sau do, dung dich nay duoc bd sung tr tr vao 20ml metanol
lanh & nhiét d§ -10°C co khudy. Chét rin mau tring duoc thu gom bang cach

loc trong chan khdng va sau d6 dugc bao quan trong tu da.

Sé licu xac dinh dic diém dugc tom tit trong Bang 14. Dinh dic trung

cho miu XRPD dimetanolat dugc dua ra trong Bang 18.

buong cong DSC thé hién su thu nhiét 16n & nhiét do gén 102°C, c6 lién
quan dén ~11% tdn thét trong luong trong nhiét ky TG (Fig.24). S ligu TGIR
x4c nhén su tdn thit trong lwong 1a do sy bay hoi ciia ~2,0mol metanol
(Fig.25). Nguyén liéu tao thanh tir thir nghi¢m TGIR dugce thu hdi va 1a dang
v6 dinh hinh bdi phén tich XRPD (Fig.26). Su thay d6i dudong ranh gidi & nhiét
dd khoang 130°C, su téa nhiét 16n ¢ nhiét do g?m 203°C sau do6 su thu nhiét rd
(bt ddu: 223°C) ciing dugc quan sat trong duong cong DSC. Céc hién tuong
nay co6 kha ndng biéu thi Ty ctia nguyén liéu v6 dinh hinh (Dang B) thu dugc
qua su khir solvat cua dimetanol solvat sau d6 la su két tinh ctia nguyén liéu vo

dinh hinh dé thanh dang A va lam néng chay nguyén li¢u tinh thé nay.

Phd NMR proton dung dich thu dugc. Phép quy gén hoéa hoc khong
duogc thuc hién; tuy nhién n6 duong nhu phu hop véi cu tric hoa hoc cua
CDDO-metyl este. Cic dinh & ~3,51ppm duoc quy cho metanol va twong ng

v4i ~1,7mol. Két qua nay phu hop véi s6 liéu nhiét néu trén.
Vi du 10 — Nghién ctru 1am sang véi CDDO-metyl este

CDDO-Me, dugc phdi ché bing cach st dung Dang A dugc micron hoa,
dugce chon cho qua trinh phat trién 1am sang va dau tién duogc thir nghiém trong
nghién ctru dinh hudng an toan Pha I & bénh nhan méic bénh ung thu tién trién,

bénh nhin nay da khong dap Ung ddy du véi céc tri lidu trude do. Trong thir
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nghiém leo thang lidu lwong Pha I nay, CDDO-Me dugc st dung cho 21 bénh
nhan trudng thanh mic cc dang ung thu tién trién (di cdn) khac nhau. Bénh
nhin duoc dung hang ngay céc lidu luong cua vién nang CDDO-Me & lidu
luong nam trong khoang tir 5 dén 900mg/ngay (cu thé 5, 10, 20, 40, 80, 150,
300, 600, hoic 900 mg/ngay). CDDO-Me dugc sit dung trong “cdc chu ky” ma
duge lip lai cho dén khi bénh nhan cam thdy doc tinh & mirc khong chap nhan
duoc hodc thé hién dau hiéu tién trién bénh. Trong nghién ctru nay, mot chu ky
ctia CDDO-Me gdm 21 ngay dung lidu luong lién tuc sau do 1a giai doan ngirng

7 ngay, sau giai doan nay bénh nhan thich hop dé bét ddu chu ky tiép theo.

C4 do an toan va hoat tinh khéng khéi u ctia CDDO-Me déu dugc xem
xét. Ngoai ra, céc tidc dong sinh hoc cia CDDO-Me cling duge xé4c dinh dac
didm. CDDO-Me duoc dung nap rat tot & cac bénh nhéan nay, khong c6 hién
tuong bét 1o c6 lién quan dén thudc dang ké nao dugc bao cdo. Mot vai bénh
nhan (khoang 75% bénh nhéan c6 thé danh gid dugc) duge xem 1a c6 bénh 6n
dinh (dua trén cac tiéu chuén 1am sang va phéng xa hoc chudn) & thoi diém
danh gia dau tién sau khi hoan thanh chu ky diéu tri tht hai. Cac bénh nhan cho
thdy c6 du hiéu bénh tién trién truéc khi hoan thanh chu ky thir hai thi khong
dugc danh gid mot cach chinh thirc, va khong dugc bao gdm trong nhém bénh
nhén c6 thé danh gia dugc ndy. Nam bénh nhén, gbdm bénh nhan mic u mélanin
va bénh ung thu té bao than, tiép tuc thé hién bénh 6n dinh, mot vai bénh nhén
6 diu hiéu thodi trién thuong ton khéi u riéng 1¢, sau bén chu ky diéu tri. Bén
bénh nhin duge xem 1a c6 bénh dn dinh sau it nhat sau chu ky diéu tri. Khong
c6 sy di can m&i phat trién & bénh nhan bét ky nhan lidu lugng it nhét 13 40mg

CDDO-Me mbdi ngay theo don keé.

Dua trén tinh chét chéng viém da biét cia CDDO-Me, danh gia xytokin
viém tudn hoan ¢ bénh nhan trong tht nghiém Pha I. 0 céc lidu luong thip nhu
5mg/ngdy, c6 hién twong giam mot vai xytokin tién viém tudn hoan va
chemokin bao gdm MMP-9, TNFa, IL-8, va VEGF. Pjc biét, TNFa, da biét 1a
déng vai trd quan trong trong qué trinh viém cla cac bénh nhu viém da khop

dang thip, duoc 1am gidm déng ké hodc giam xudng duéi giéi han phéat hién
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duge ¢ 3 bénh nhin c6 muc TNF co s¢ cao (mdi mot bénh nhin & mirc lidu
lwong didu tri 1a 10, 20, va 40mg mdi ngay). Khong giéng nhu khéng thé don
dong khang TNF, ma lién két véi vat dich va lam cho vat dich khong hoat
dong, CDDO-Me lam gidm su san xuét TNFa va muc tudn hoan téng hop cuia

TNFo.

Ngoai ra, san pham gen pha 2, gdm cb c4c enzym chdng oxy héa va khtt
doc, duogc theo doi trong cac té bao don nhan mau ngoai bién cua bénh nhan
trong nghién ctru Pha I. Su kich thich déng ké ctia NQO1 (NAD(P)H:quinon
oxidoreductaza), chit danh d4u hoat tinh phién ma pha 2, dugc quan st thdy &

céc lidu luong 10mg/ngay va 1on hon.

S6 licu sinh thiét khdi u tir mot vai bénh nhan, thu duge sau hai chu ky
didu tri bing CDDO-Me, cho thdy sy gidm rd rét trong mic md khéi u cua
xyclooxygenaza-2 (COX-2), nitric oxit syntaza chiu cam GUng (iNOS), va
STAT3 phosphoryl hoa (pSTAT3). Muc biéu hién cao cta mdi protein nay
dugc biét 1a c6 lién quan dén sy tién trién khéi u va két qua 1dm sang kém. Sé
lidu sinh thiét khéi u & mot vai bénh nhan ciing cho thiy murc do chét té bao

khéi u rd rét sau hai chu ky diéu tri bang CDDO-Me.

Mc creatinin huyét thanh giam mot cach dang ké vao ngay 21, so véi
mirc co s& trude diéu tri, & hon 80% bénh nhén trong nghién clru nay. Nhiéu
bénh nhan tiép tuc diéu tri trong nhiéu chu ky thé hién sy giam tiép tuc
creatinin huyét thanh. Vi creatinin huyét thanh 1a chét chi thi chirc ning than
duogc st dung rdng rdi, cdc quan sit nay cho thdy rang viéc didu tri bang

CDDO-Me cai thién duoc chirc nang thén.

Céc nghién ctru nay dua ra sb liéu & ngudi bénh bi ung thu, cho thiy tac
dong co6 1gi cia CDDO-metyl este dén céc bénh nhan méc bénh ung thu. Sb
liéu nay con cho thiy raing CDDO-Me c6 kha nang c6 céac tac dong hitu ich veé
mait 1dm sang & bénh nhén méc cac bénh c6 lién quan dén viém khéc, ké ca rdi

loan chirc nang than.
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Vi du 11 - San xuit Dang B trén quy md lén bang cach sir dung san

phim trung gian dimetanol solvat

Mot kildgam CDDO-Me & Dang A dugc hoa tan trong metanol nhiét do
60 + 5°C dé thu duoc dung dich hoan toan. Dung dich néng chira CDDO-Me
thu dugc dugc cho vao lo chira metanol lanh c6 nhiét 4o nam trong khodng tir -
50C dén -15°C, trong khi vAn duy tri khudy va nhiét do nim trong khoang tir -
5°C dén -15°C trong sudt qua trinh bd sung. Loc hdn dich thu dugc cua
dimetanol solvat tinh thé cia CDDO-Me. Chét rén tao thanh, c6 mau XRPD
théng nhat v6i mau néu trén Fig.26 (trudc phan tich TGIR), duge sdy kho trong
10 & nhiét do 70 + 5°C. Tiép tuc lam khd cho dén khi profin XRPD khdng thé
hién céc phan xa ddc trung cua hop chét tinh thé. Chit rin CDDO-Me v6 dinh
hinh XRPD tao ra duogc cho di qua sang va dugc dong géi. Hi¢u sudt thu hdi

san phim nam trong khoang tir 65 dén 95%.
Vi du 12 - Dang A va Dang B da dugc nghién lanh

Dang A dugc nghién lanh va dugc phan tich. S4 liéu tia X d3 duoc x4c
dinh cua mau thu dugc thong qua nghién lanh (2 gio) cho thiy mét s6 mo rong
& dinh vao khoang 13,5°20. Phéan tich PDF ctia Dang A da dugc nghién lanh
cho thdy céc két qua tuong ty voi phén tich Dang B. Céc két qua nay cho thay
ring Dang A da duogc nghién lanh 1a nguyén liéu dang thiy tinh va phuong
phép nghién lanh ¢6 thé tao ra phuong phap thay thé dé san xuit Dang B.

Dang B dugc nghién lanh va dugc phén tich. S6 lidu tia X da do dugc
ctia mau thu dugc thong qua nghién lanh (1 gid) 1a twong ty v6i nguyén ligu
Dang B ban du. Cac két qua nay cho thdy rang Dang B 1a 6n dinh va khong
thay ddi dang do nghién lanh.

Bang 1 — Thong tin vé mau

Thong tin vé mau MO ta Két qua XRPD
Khoéng dugc micron hda Bot trang A
Duoc micron hoa - A
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Bang 2 — D0 hoa tan gin dung ctia CDDO metyl este

Dung moi D0 hoa tan (mg/ml)*
Axeton 70
ACN (axetonitril) 66
DCM (diclometan) > 194
1,4-dioxan 21
EtOH (etanol) 4
EtOAc (etyl axetat) 36
Hexan <1
Isopropanol/nuée (10:1) 4
MeOH (metanol) 8
MTBE (tert-butyl metyl ete) 4
THEF (tetrahydrofuran) 97
Toluen 38
Nudce <0,1

a Pg hoa tan duge tinh todn dya trén tdng dung mdi duge sit dung dé tao ra dung dich; do hoa tan thye sy c6 thé
16n hon do thé tich cta cac phan dung méi duge sit dung hogc téc do hoa tan cham. Dg hoa tan dugc lam tron dén

mg/mL gin nhét.

-50-



28027

Béang 3 — Thir nghiém két tinh trén CDDO metyl este

Dung mdi Diéu kién® Dang/md ta Két qua XRPD
Axeton FE Khoanh mau tréng A
SE Thuy tinh v& mau trang Dang B
Axe‘z(;r:lilg)exan SC Khong phai chat rin -
ACN FE Thay tinh v& mau,tréng A + Dang B
SE Khoanh mau trang A
ACN/nuéc (7:5) SC Phién nho mau tring A
Rotovap Thuly tinh v& mau tring Dang B
DCM FE Thuy tinh v& Dang B
SE Thuy tinh v0 mau trang Dang B
DCM/Hexan (1:5) SC Khong phai chat rin —
1 4-dioxan D Chét rén mé}u tring min Dang B
nhu 106ng to
FE Khoanh mau tring A
EtOH SE Vé&t gon mau tring A
SC Vién nén nhé mau tring A
FE Thuy tinh v& mau trang Dang B
EtOAc SE Thiy tinh v& mau tring Dang B
SC Khong phai chat rin —
IPA/nude (10:1) SC Vién nén nho mau tring A
FE Khoanh mau tring A
MeOH SE Vién l’léfl me‘ui trang, A
khong déu
SC Vién nén hinh thoi AP
FE Thuy tinh vO mau tring Dang B
MTBE SE Thuy tinh v& mau tring Dang B
SC Khong phai chat rin
THF FE Thuy tinh v mau trefmg Dang B
SE Thuy tinh v& mau tring Dang B
THF/Hexan (1:2) SC Khong phai chét rin —
FE Khoanh mau trang Dang B
Toluen SE Thiy tinh v0 mau tring Dang B
SC Khong phai chét rin —
— Nonglzﬁiy/lam Thuy tinh v& trong sudt Dang B

2 FE = bay hoi nhanh, SE = bay hoi cham, SC = 1am nguéi cham, nhiét d¢ gén ding, FD = sdy lanh dong, rotovap =

bay hoi dang quay

b x4c dinh cdu trdc don tinh thé
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Bang 4 — Thtr nghiém huyén phi dic ctia CDDO metyl este

N Thoi gian p o Két qua
Dung mdi (ngay) Dang/mo ta XRPD
I[PA/nude , N
(10:1) 7 Manh mau trang A
MTBE 10 KhoarV}h mau A
trang
MeOH 10 Khoanh mau A
trang

Bang 5 — Thu nghiém két tha lanh cia CDDO metyl este

Dung méi | Khang dung mdi Dang/mo ta Két qua XRPD
Axeton Hexan Khong phai chat rin -
Nudc Chat rin mau tring A
DCM Hexan Khong phai chat rin —
THF Nudc Chét rin mau tring A

Bang 6 — S4 liéu x4c dinh dic diém cua Dang A

gcyhthuat phéan Kt qua®
XRPD A
DSC Su thay d6i co sé 157°C, su thu nhiét 224°C
tén that 0,3% trong luong & nhiét do toi da 1a 150°C
TGA t6n that 1,2% trong lwong & nhiét 6 nam trong khoang tir 150
dén 210°C
KF 0,38%
28,9: bit dau gia nhiét
150,1: -
Pia néng 176,4: - ..
200,2: khong thay doi
225,9: néng chay
227,9: diém néng chay
MB Su thay doi trong luong khong dang ké trong qua trinh thir
nghiém
XRPD sau MB | A
SEMP Dang hinh chép, vién nén, va hinh dia
NMR (CDCls) | Phit hop véi cau tric

a tat c4 nhiét do déu do bang °C, endo = thu nhiét
b két qua dya trén hinh anh thu dugc
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Bang 7 — Nghién clru img suét cia Dang A

A 1iaa A ia Két qua
biéu kién Dang/mo ta <RPD
25°C/60% RH B6t mau
3 ngay: ton that 1,5% tthno A
7 ngay: ton thit 0,6% &
40°C/75% Ri Bot mau
3 ngay: ton that 1,4% fréng A
7 ngay: thu duogc 0,2%
1957"(3b , Bt mau A
15 phut: ton that 2% trang
20 phitt nghidn, kho | o, mav A
trang
20 phut nghién wét, nude Botcmau A
trang

Bang 8 — S6 liéu xé4c dinh dac diém cua CDDO metyl este & Dang B

K thuét phén tich | Két qua®

XRPD Dang B

MDSC Tg ~125°C

NMR (CDCls) Phu hop véi ciu tric

Bang 9 — Nghién ctru ing suét cia CDDO metyl este & Dang B

Diéu kién® Dang/md ta Két qua XRPD®
0 0 R H
22°C0T A) Thuy tinh vo Dang B
7 ngay
0 0 R H
40°C75 A) Thuy tinh v& Dang B
8 ngay
80°C/0% RH | Lpuy tinh vG mau
. trang, khoanh tron Dang B
~24 gi0¢ X
trong suot
195°C® T
5 phit Bui mau trang Dang B
200°C Manh ludng chiét mau .
; +
60 phut trang A+ Dang B (min)

a RH = d6 4m tuong d6i, Tg = nhiét do chuyén tiép thiy tinh
® Po 4m moi trudng xung quanh phong thi nghiém dugc xé4c dinh la 74% RH
¢ min = phu
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Bang 10 — S§ lidu tinh thé va thong sb thu thap sb liéu d6i voi Dang A

Cong thuce C32Ha3NO4

Trong lugng cia cong thirc 505,70

Nhém khong gian P 43212 (S696)

a, A 14,21620(10)

c, A 81,5875(12)

V,A3 16488,9(3)

Z 24

dealc, g cm 1,222

Kich thuéc tinh thé, mm 0,01 x 0,01 x 0,00

Nhiét do, K 150.

Chiéu xa (bude séng, A) Mo Ka (0,71073)

May don sac graphit

Heé sb hap phu tuyen tinh, mm’! 0,074

Su hiéu chmh hép phu dugc ap dung theo kinh nghiém®

H¢ sb tluyen cuc tiéu, cuc dai 0,9995, 0,9999

Nhiéu xa ké Nonius KappaCCD

Khoang &, k, 1 tir -15 dén 15 tir -10 dén
10 tir -86 dén 72

Khoang 26, do 4,08-44,43

Do kham, do 0,32

Chuong trinh duge st dung SHELXTL

Fooo 6576,0

Trong luong
1/[cX(Fs2)+(0,0176P)>+0,0000P] trong d6 P=( Fo’+2F¢)/3

S6 lidu thu thap duoc 46742
S6 liéu duy nhat 9168
Rint 0,093
S6 lieu duge sir dung trong tinh ché 9168
Piém cht duoc st dung trong tinh toan yéu td R F,>>2,06(F,?)
S6 liu véi I>2, 0o (1) 5421
S lugng bién sb 1024
Su thay dbi 16n nhat/ do léch chuén uéc tinh

(esd) trong chu ky cubi cing 0,00
R(Fy) 0,051
Ru(Fo?) 0,085
Do phu hop 1,045

a Otwinowski Z. & Minor, W. Methods Enzymol., 1997, 276, 307.
b Kich thuéc tinh thé gan ding



28027

Bang 11 — Tém tét dién tich bén dudi ndng do trong huyét twong (AUC)

so v6i thoi gian trong tit ca dong vat nghién ctru (n=8)

Nghién ctru ché phidm CDDO metyl este - Hop chét gbc

Dang A Dang B % Dang B
AUC AUC so v6i Dang
Khi # (ng/ml*gid) (ng/ml*gio) A
501M 37,5 203.,4 542
502M 28,3 204,7 723
503F 21,3 107,3 504
504F N/A 175 N/A
505M 60,4 158,3 262
506M N/A N/A N/A
507F 57,3 164 286
508F 37,3 228 611
Gi4 tri trung binh 40,4 177,2 439
S trung binh 37,4 175,0 523
Khoang (cuc tiéu-
cuc dai) 21-60,4 158 - 228 262 - 723%
N/A — khdng dugc xac dinh.
Bang 12 — Thtr nghiém két tinh cia CDDO-metyl este.
Két qua
Dung mdi Diéu kién® MO ta XRPD
Benzen/axeton RE, nhiét do trong phong Chatran | Vo dinh
10:1 mau tring | hinh tia X
10:1 Gel trong —
Benzen/axeton | FE sau d6 lam kho & nhiét dd 60°C subt
Benzen/axeton Mang —
10:1 FE w/6ng mao din trong sudt
FE, duoc day nip va dugc dit trong
ti d4 qua dém, lo dugc khia bing
Benzen/axeton | cach sir dung bay kim loai va dugc Chét ran Benzen
10:1 dé bay hoi & nhiét do trong phong | mau tring solvat
FE, duoc day nép va duoc dé &
nhiét do trong phong qua dém, 1o
duoc khia bang céch st dung bay
Benzen/axeton | kim loai va dugc dé bay hoi & nhiét Chét rén Benzen
10:1 do trong phong mau tring solvat
Benzen/axeton Chét ran Benzen
10:1 FE w/ nghién bing séng siéu &m mau tring solvat

@ RE = bay hoi dang quay, FE = bay hoi nhanh
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Bang 13 — Xéc dinh ddc diém cua hemibenzen solvat cia CDDO-metyl este

K§ thudt phan tich

Két qua

XRPD

Hemibenzen solvat

DSC, 10°C/phut

Sy thunhiét 133°C |
Sy thu nhiét 223°C (bét diu 221°C)

TG, 10°C/phut

Tdn that 7,0% trong lugng trén 160°C
Tuong tng véi 0,5 mol benzen

'H NMR (CDCls)

Phu hop véi cau tric
~0,5 mol benzen rd rang

Bang 14 — Xéc dinh dic diém cua dimetanol Solvat cia CDDO-metyl este

K3 thudt phén tich

Két qua

XRPD

Pimetanol solvat

DSC, 10°C/phit

Su thu nhiét 102°C

Su thay dbi duong ranh gi6i & 130°C
Su toa nhiét 16n & 203°C

Su thu nhiét 225°C (bt dau: 223°C)

TG, 10°C/phut

Tdn that 11% trong luong trén 110°C
Tuong g v6i ~2,0 mol metanol

TGIR, 20°C/pht

Tén thét 9,8% trong lwong & nhiét do toi da 110°C
Tuong tng voi ~1,7 mol metanol
Thanh phin dé bay hoi dugc xé4c dinh 1a metanol

XRPD sau TGIR V6 dinh hinh tia X
IR Phu hop v6i céu tric
Phu hop véi ciu tric
'H NMR (CDCl) ~1,7 mol metanol rd rang
Bang 15 — Nghién clru img suét cia CDDO-metyl este & Dang B dugc micron
hoa
Dang B dugc san Dang B duogc san xuét bang cach tach tur
xuét theo quy trinh hdn hop cua etyl axetat va etanol
ciaVidull
Didu kién tng sudt® | Kétqua | Kétqua Két qua KF
XRPD KF Két qua XRPD
80°C/P20s, 14d Dang B NP NP NP
80°C/P20s, 28 d Dang B 1,10 Dang A 100% 0,37
60°C/23% RH, 28d | Dang B 0,04 Dang A + Dang B ~ 50% 0,02
40°C/48% RH, 28d | Dang B 0,00° Dang B 0,39
25°C/75% RH, 14d | Dang B NP NP NP
25°C/75% RH, 28d | Dang B 0,77 Dang B 0,58

a RH = d6 4m tuong doi
b Gi4 tri thyc t€ 12 gid tri am
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Bang 16 — Hoat tinh chbng ung thu ctia chit CDDO-Me don

Mau

Nhén xét

M6 ghép khac loai ung thu
phdi NCI-H460 (chudt trui
16ng)

MO ghép khac loai ung thu
v MCF-7/Her-2 (chudt
trui 10ng)

M0 hinh di cidn ung thu va
cung gen 4T1 (chudt) —
Didu tri ngay tir ddu

MO hinh di can ung thu va
cuing gen 4T1 (chudt) —
Didu tri chm tré

Mo ghép khac loai ung thu
tuyén tuy L3,6PL (chudt
trui 10ng)

M6 ghép khac loai Ung
thu tuyén tién liét DU-145
(chudt tryi long)

Chit/Duong  Hoat tinh
dung cua thuoc
CDDO-Me, TGI! 78%
p-o.
CDDO-Me, i.v. Thpéi
trién 15%
CDDO-Me, i.v. Uc ché
100%
CDDO-Me, i.v. Uc ché
67%
CDDO-Me, i.v. TGI51%
CDDO-Me, TGI 77%
p-o.

Hiéu qua phu thudc liéu luong.
CDDO-Me hiéu qua nhu chiéu
Xa

Két qua t5t hon dat duoc & khdi
u biéu hién qua mtc Her-2?

T4t ca cac con chudt vin con
khong ¢6 khéi u khi bi giét vao
ngay 85°

33% con chudt khong ¢6 khdi u
khi bi giét vao ngay 95 2

CDDO-Me thé hién hoat tinh
tot hon Gemxitabin

Nhiéu so dd dugc thir nghiém —
TGI 60-77%

'TGI= Uc ché sy phat trién khf)i u
SO liéu duoc th@ hiér} 1a tir lidu luong & MTD hodc duéi MTD (dugc xdc dinh la ty ¢ to
vong <10% va ton that <20% trong lugng).

Bang 20 — Dung dich dugc chuén bi cho phuong phap sdy phun

Ty 16 chat ran Dang B 40%, Polyme 60% Dang B 60%, Polyme 40%
Polyme Copolyme ctia axit metacrylic Loai | HPMCP HP-55
C
Dung moi Axeton Axeton
Nong do % trong | 10 10
luong/trong lugng
Nhiét do °C -20 -20
Quan sat Dung dich thé hién mot s6 dd md | Dung dich hoan toan trong

sau khi nap polyme. Mu chira dung
dich dugc gia nhiét dén nhiét do tdi
da 1a 35/40°C, nhung d6 mo khong
bién mat va quan sat thdy mot s6 két
cum.

sudt sau khi nap polyme.
Hai chu trinh dugc thuc hién
stt dung dung dich vao cung
ngay ma dung dich dugc
diéu ché.

a Konopleva, ef al., “Synthetic triterpenoid 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9-dien-28-oic acid induces growth arrest in
HER2-overexpressing breast cancer cells,” Mol Cancer Ther. 2006, 5: 317-28.
b Ling, et al., “The novel triterpenoid C-28 methyl ester of 2-cyano-3, 12-dioxoolen-1, 9-dien-28-oic acid inhibits
metastatic murine breast tumor growth through inactivation of STAT3 signaling,” Cancer Res. 2007, 67: 4210-8.
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Bang 21 — Céc dgc tinh cua ché phém duogc thr nghiém

Polyme Copolyme cia axit metacrylic, HPMCP HP-55
Loai C

Thir nghiém

MO ta Chat rdn mau tring Chat rén mau tring

Nhiéu xa bot tia X Khong phat hién thay dinh tinh | Khong phat hién thay dinh
thé nao tinh the nao

Nude 1,50% trong lugng —

DSC - Tg (diém udn) 106°C 118°C

Thit nghiém (bdi HPLC)

409% trong lugng (dugc tinh
trén co s& khan va khong ¢6

59,4% trong lugng (dugc
tinh trén co s khan va

dung moi) khong c¢6 dung moi)
Téng luong tap chat 1,14% dién tich 0,42% dién tich
(HPLC)ti
Co hat (D50) 21pm 5,6pm
Mat d9 khoi 0,18g/cm? (dugc tinh toan véi | 0,19g/cm? (dwgc tinh todn

4g san phim)

v6i 4g san pham)
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YEU CAU BAO HQ

1. Metyl 2-xyano-3,12-dioxoleana-1,9(11)-dien-28-oat (CDDO-metyl este)
khan, két tinh, khac biét & chd, mau nhiéu xa bt tia X ciia n6 bao gém cac dinh
& 8,78° 20, 12,94° 20, 13,35° 26, 14,18° 20, va 17,4° 260+ 0,2° 26 dua trén sd

liéu dugc thu gom trén nhiéu xa ké v6i chiéu xa Cu K.

2. CDDO-metyl este theo diém 1, trong d6 mau nhiéu xa bot tia X vé co ban 13

nhu dugc thé hién trén Fig. 18.

3. CDDO-metyl este theo diém 1, khac biét & chd, duong cong nhiét lvgng quét
vi sai cta né bao gdm su dich chuyén dudng co s & khoang 157°C va sy thu

nhiét tbi da & khoang 224°C.

4. CDDO-metyl este theo diém 3, trong d6 dudong cong nhiét lugng quét vi sai

vé co ban 1a nhu dugc thé hién trén Fig. 3.

5. Dugc phém chtra lugng hitu hiéu ¢ tac dung tri liéu cia CDDO-metyl este

theo diém 1 va mot hodc nhiéu chit mang ran dugc dung.

6. Dugc phdm theo diém 5, trong d6 CDDO-metyl este dugc micron héa va

chat mang ran dugc dung la chat mang an duoc.

7. CDDO-metyl este hemibenzenat két tinh, khéc biét & chd, mau nhiéu xa bot
tia X cta nd bao gém cac dinh & 9,25° 26, 14,17° 26, 14,62° 26, 16,32° 26, va
17,11° 260+ 0,2° 20 dua trén s liéu dugc thu gom trén nhidu xa ké v6i chibu xa

Cu K.

8. CDDO-metyl este hemibenzenat két tinh theo diém 8, khéac biét & chd, n6 co

dudng cong nhiét lugng quét vi sai vé co ban 1a nhu dugc thé hién trén Fig. 23.
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9. CDDO-metyl este dang rin dugc didu ché béi quy trinh bao gém budc
nghién lanh CDDO-metyl este theo diém 2.
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Fig.1 - Céu triic héa hoc ciia CDDO metyl este

RTA-402

NC

%
Y,
2
2,
Z
Z,
Z,
<

CyHysNO,4
Khdi lwgng phan tir: 505,69
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Fig.2 - MAu XRPD ciia Dang A (trén) va Dang B (dwdi)
Tur trén xudng dudi: Dang A khong dugc micron héa (2A),
Dang A dwoc micron héa (2B) va Dang B (2C)

Thang do y tuy y

[Fils: 171578] 1§2949, 06008 khong dugc , RTA-402

micron héa

8,28 (d0)
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Fig.3 - Puong cong DSC va TG ciia CDDO metyl este

Miuz RTA{02
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psc ‘Thife b didu Kliidn: kel
Ngay thye hifn: 20069727 13:28

Chi thich: 102949, 060028 khong duge micron ha y <y H08C/phit, 2429-98-02, ¢1, pl Thidt b: DSC Q1000 VA0 Build 278
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Fig.4 - Phin tich dia nong ciia Dang A - khong dwgc micron héa

150,1°C

176,4 °C 200,2°C
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Fig.4 (tiép) - Phén tich dia néng clia Dang A - khéng dwgce micron héa
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Fig.5 - Duwong ding nhiét hip thu hoi djng lwe ciia Dang A -
khong dwgee micron héa
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Fig.6 - Hinh 4nh SEM ciia Dang A - khong dwgc micron héa
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Fig.6 (tiép) - Hinh 4nh SEM ciia Dang A - khong dwgc micron héa
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Fig.8 - Phé NMR ciia Dang A - khéng dwge micron hoa

102949, RTA-402, L6 060028 khong duge micro hoa, trong CDCI3 w/TMS, 1H NMR, tham khao TMS & 0,0 ppm
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Fig.9 - DPuwong cong MDSC ciia CDDO metyl este Dang B
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Fig.10 - CDDO metyl este Dang B truéc (trén) va sau (duwai)
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Fig.11 - Phé NMR cita CDDO metyl este Dang B

103448, 2497-17-01, RTA-602, trong CDCI3 w/TMS, 1H NMR, tham khao TMS ¢ 0,0 ppm
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Fig.12 - Hinh vé ORTEP ciia phan tir CDDO metyl este don c6 chét danh diu
Céac nguyén tir dwge biéu thi bang eliposit nhiét khong dang hwéng xac suat S0%
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Fig.13 - Hinh vé ORTEP ciia lrgng don vi khong déi xing ciia cdc tinh thé Dang A
Cac nguyén ti duge biéu thi bing eliposit nhiét khong déng hwéng xac suit 50%
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Fig.15 - D thi dang géi cita cdc tinh thé Dang A dwgc quan sit & dwéi truc tinh thé b
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Fig.16 - D) thi dang go6i ciia cac tinh thé Dang A dwoc quan sat & duéi truc tinh thé ¢
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Fig.19 - So sanh cac miu XPRD ciia CDDO metyl este theo tinh
to4n va theo thir nghiém véi miu XPRD ciia CDDO metyl este
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Fig.20 - P thi biéu dién dién tich bén dwéi dwong cong ddi véi Dang A va
Dang B (v6 dinh hinh), sau khi diing 4,1 mg/kg qua dwong miéng. Mi diém
méc thé hién ndng do huyét twong trung binh cia CDDO metyl este & 8 con
vat. Thanh sai s6 thé hién d9 léch chuin trong quén thé dwgc 1dy mau
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Fig.21 - Con vt #505M (bang trén) va con vit #507F (bang dwdi)

Dang A so v6i Dang vd dinh hinh - khi 505M sau khi dung lidu
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Fig.22 - Con vat #508F (bang trén) va con vat #502M (bdng duwdi)

Dang A so v6i Dang v dinh hinh - khi S08F sau khi dung lidu
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Fig.23 - Biéu dd nhiét cia CDDO metyl este hemibenzen solvat
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Fig.24 - Biéu db nhiét cia CDDO metyl este dimetanol solvat
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Fig.25 - S6 liéu TGIP ciia CDDO metyl este dimetanol solvat
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Fig.26 - Miu XRPD ciia CDDO metyl este dimetanol solvat trudc (trén)
va sau (dwéi) phan tich TGIR (t6i da 140°C)
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Fig.27 - PDF phi 16p, Dang A so véi Dang B. Thir tw cuc bg 1a
twong tw nhau nim trong khoang tir 5A dén 20A
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Fig.28 - Hinh anh phi PDF c%la mau vo dinh hinh tia X dbi véi
cdc ché pham ciia Dang B
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Fig.29 - Hinh v€ dwdi dang biéu dé ciia nh6m khong gian P4;2,2 (#96)

P43242 (#96)
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Fig.30 - Nong d$ trung binh trong mau ciia CDDO-metyl este sau cic lin
dung riéng ré qua dwong miéng vién nang CDDO-metyl este cho khi
Cynomolgus dwe (Pha 2 va 3)
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Nhéne 12 (Pha 2), Cic con vit nhin duge mit vién nang chia 30 mg Dang A tinh thé nuno

Niam 2: (Pha 2), Cie con viit nhin duge mgt vién nang chira 36 mg Dang B duye micron haa

Nhém 3: (Pha 2), cic con vit nhin duge mds vién nang chira 3¢ wg Dyog A tinh thé duge micron béa

Nhom 4: (Pha 3), cic con vt nhin duge mit vidn nang chis 30 mg Bang B - nén polyme PVPAVA

Nhom 5: (Phz 3), cic con viit nhin duge mot vién nang chira 30 mg Dang B - ndn polymie HPMCP (Hypromelosa Phtakat)
Nham 6: (Pha 3), cie con viit nhin duge mjt vién nang chira 30 mg Dang B - nén polyme Eudragit L100-55

(copolyme uxit metyacrylic Loai C)
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