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(57) Séang ché dé cap dén mubi co kha ning chon loc cao d6i v6i BTK va hiru dung 1am

thanh phén hoat tinh cua duoc phém.

ba phat hién ra rang, fumarat cua (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-
(benzo[d]oxazol-2-yl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit (hgp chat A) co cong
thire (1):
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khong ¢ dic tinh kénh hydrat va c6 d6 on dinh va dic tinh hap thu tét, so v6i hop chat A
va cac muoi khac cua no.
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Linh vuc ky thuat dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén mudi cua hop chat c6 hoat tinh {rc che doi voi tyrosin

kinaza cta Bruton (Bruton’s tyrosine kinase - BTK), va tinh thé cia né.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

D3 biét ring, cic protein kinaza khac nhau tdn tai trong co thé va c6 lién
quan trong vigc didu chinh nhiéu chirc ning. Men tyrosin kinaza ctia Bruton
(Bruton's tyrosine kinase - BTK) 12 mdt protein kinaza thudc ho kinaza Tec, va la
tyrosin kinaza khong thu thé dong vai trd quan trong lién quan dén viéc kiém soat, vi
du, su ting sinh, séng sot, biét héa va hoat hoa cta céac té bao B & ving xudi dong
ciia tin hiéu thu thé t& bao B (BCR) (tai liéu phi sang ché 1). Chit urc ché c6 kha
nang kiém soat hoat tinh BTK dugc xem 1a hitu dung lam ché phém didu tri d6i véi
cac bénh lién quan dén su gia ting hoat dong bét thuong clia con dudng truyén tin

hiéu BTK (vi dy, ung thu).

Lién quan dén hop chét c6 hoat tinh tc ché BTK, PCI-32765 (tai liéu phi

sang ché 2) va céac hop chit dugc mo ta trong cac tai liéu sang ché 1 va 2 1a da biét,

Hop chit boc 16 trong céc tai liu sang ché 1 va 2 cling duoc biét 13 thé hién
hoat tinh &c ché manh d6i véi thu thé yéu t6 tang trudng thuong bi (Epidermal
Growth Factor Receptor - EGFR) va JAK3 (Janus kinase 3) ngoai BTK. Tuy nhién,
vi chét tic ché nhiéu kinaza nhu vay s& tc ché, vi du, su ting sinh té bao béng cach
trc ché cac con dudng truyén tin hiéu khac nhau, do d6 e rang c¢6 nhidu tic dung phu.

Vi du, da biét ring, EGFR lién két v6i phéi tir ctia n6, vi dy, yéu t6 ting truong
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thugng bi (EGF), va tham gia vao qua trinh ting sinh va sbng sot (vi du, tc ché qua
trinh chét rung té bao) ctia nhiéu t& bao khéac nhau (tai liéu phi sang ché 3). Tuy
nhién, da biét rang, cac chét tc ché nham dich EGFR giy ra céac tac dung phu nhu
cac rdi loan vé da va roi loan chirc ning da day rudt néi chung, va duogc gia thiét
rong ri rang, cac tac dung phu ndy c6 th8 1ién quan dén su uc ché con dudng truyén

tin hiéu EGFR kiéu tu nhién (tai liéu phi sang ché 4).
Do d6, PCI-45292 duoc biét 1a hop chit ma hop chat nay ¢6 hoat tinh tc ché
b1 véi BTK v6i hoat tinh tre ché yéu di véi EGFR (tai liéu phi sang ché 5).
Danh muc tai liéu vién din
Tai liéu sang ché:
Tai liéu sang ché 1: WO 2011/090760
Tai liéu sang ché 2: WO 2009/158571
Céc tai liéu phi sang ché:
Tai liéu phi sang ché 1: Curr. Opin. Immunol., 2000 Jun; 12(3): 282-8
Tai li€u phi sang ché 2: Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 2010 Jul 20; 107(29):13075-80
Tai liéu phi sang ché 3: Nature Rev. Cancer, Vol. 6, pp. 803-811 (2006)
Tai liéu phi sang ché 4: Nature Rev. Clin. Oncol., Vol. 6, pp. 98-109 (2012)

Tai liéu phi sang ché 5: American College of Rheumatology Annual Meeting,

Atlanta, GA, 6-11 November, 2010)
Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Vén @8 k¥ thuat

Muc dich cta sang ché 1a d€ xuat mudi ma mudi nay 1a chat trc ché BTK voi

kha ning chon loc cao, c6 hoat tinh trc ché manh ddi véi BTK va ¢6 hoat tinh tc ché
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yéu d6i véi céc kinaza khac nhu EGFR, va mudi nay hiru dung 1am thanh phén thudc
ctia duoc phim.
Giai phap k¥ thuat

Nhor két qua ctia viée nghién ctru nghiém tuc d8 giai quyét van d&, tac gia
sang ché da phat hién ra rang, hop chét (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-
(benzo[d]oxazol-2-yl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit (hop chit A) ¢6
cdng thire (1) sau c6 hoat tinh trc ché manh dbi v6i BTK, véi hoat tinh (e ché yéu
dbi v6i cac kinaza khac nhu EGFR, va hitu dung lam thubc dé diéu tri cac bénh ung
thu, céc bénh tu mién dich, hodc cdc bénh di img:

O
QN&
NN
2 d
e R 1)

Sau d6, trong mdt nghién ctru vé cé4c dic tinh 1y héa cta hop chit A nham
muc dich phét trién ché phim phdi ché chira hop chit A, tic gia sang ché da phat
hién ra rang, (1) hop chét A kho c6 thé sir dung lam thanh phin thube trong dugc
phim, vi c6 ddc tinh 1& kénh hydrat hip thu d6 4m trong khéng khi khi dang ty do
ctia hop chit A tiép xtc v6i moi truong dd 4m cao, va giai phong do 4m khi tiép xtc
vGi moi truong do am thép, (2) mudi cong axit dugc tao ra duy nhét véi axit tartaric,
axit phosphoric, hodc axit fumaric, lién quan dén mudi cong axit cia hop chit A, va
(3) thdm chi bét ngd hon nita, trong s6 cac mudi cong axit nay, chi duy nhit fumarat

12 khong c6 dic tinh kénh hydrat, va dd hoan thanh sang ché.

Cu thé hon nita, trong san xuit dugc phim trén quy md cdng nghiép, doi héi

thanh phan thudc phai 6 tinh n dinh, v.v.. Tuy nhién, tinh 6n dinh, v.v.. phu thude
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vao thude tinh ctia m3i mdt hop chat. Do d6, trong mét phitc chit, khé c6 thé du
doan mudi ¢6 cac dic tinh thich hop 1am thanh phan thudc cho dugc phém, va do dé,
dbi voi mbi mot hop chét, mong mudn tim ra dugc cac mudi khac nhau hitu dung
trong cac dugc phim. Tlr quan diém nhu vay, tic gia séng ché d tong hop céc mubi
khac nhau cua hop chét A va d3 nghién ctru cac dic tinh, tinh 4n dinh, v.v.v ctia no.
Két qua, nghién ctru cua tac gia sang ché da thanh cong trong viéc tao ra mubi cla
fumarat, tartrat, phosphat va mudi magie. Tuy nhién, trong s6 cac mubi ndy va dang
tu do, tartrat va dang tw do c6 déc tinh kénh hydrat va tinh 4n dinh ¢ trang thai ran
kém; phosphat khong duy tri dugc dang tinh thé ban diu cta né trong thir nghiém
hép thy/giai h:flp thu d6 4m va ngoai ra, c6 tinh bn dinh & trang théi rin kém; va mubi
magie c6 do tinh khiét tinh thé thép, vi bao gém nhidu chit trong tu. DA phat hién ra
rang, chi duy nhat fumarat c6 thé tranh dugc dic tinh kénh hydrat, va ddng thoi,
tuyét voi vi c6 duge kha ning thyc thi va kha nang tai sinh, va On dinh va tuyét voi

v& dic tinh hap thu, va do d6, sang ché da dugc hoan thanh.
Tirc 13, sang ché d& cap dén cac diém tir 1) dén 7) dudi day:

1) fumarat cta (R)-l-(1-acryloylpiperidin—3-yl)-4-amino-N-(benzo[d]oxazol-2-yl)-lH-

pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit (Hop chét A).

2) (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo[d] oxazol-2-yl)-1H-pyrazolo-

[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit (Hop chét A)-hemifumarat.

3) (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo[d] oxazol-2-yl)-1H-pyrazolo-

[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit (Hop chét A)-monofumarat.
4) Chét e ché BTK chura fumarat ctia hgp chit A 1am thanh phan hoat tinh.
5) Dugc phim chira fumarat ctia hop chat A.

6) Tac nhan chéng khdi u hodc tic nhin phong nglra va/hodc diéu tri cac bénh di
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ung, cac bénh tu mién dich hodc cdc bénh viém chira fumarat ctia hop chit A lam

thanh phan hoat tinh.

7) Tac nhan chéng khéi u dbi v&i u mau hodc tc nhan phong ngira va/hodc diéu tri
bénh viém mii di tng, bénh di Ung phén hoa, bénh viém da co dia, bénh viém khop
dang thip hodc bénh lupus ban do hé thdng, ché phim nay chtta fumarat ctia hop

chét A 1am thanh phan hoat tinh.

Ban mo ta bdc 10 cac muc tir 8 dén 11 sau day:
8) M ta viéc sur dung fumarat cuia hop chit A d& san xuét chét e ché BTK.
9) ) M6 ta viéc sir dung fumarat ctia hop chit A dé san xuét duoc phdm.
10) ) M6 ta viéc st dung fumarat cia hop chit A dé san xuét tic nhan chéng khoi u
hodc tac nhin phong nglra va/hodc diéu tri cac bénh di tng, cdc bénh tu mién dich
hodc cac bénh viém.
11) ) Mb ta viéc sir dung fumarat ctia hop chit A dé san xuét tac nhan chéng khdi u
@i v6i u mau hodic tac nhin phong ngira va/hogc diéu tri bénh viém mii di ung,
bénh di émg phén hoa, bénh viém da co dia, bénh viém khép dang thap hoc bénh
lupus ban do hé thdng.

Sang ché d& cap dén cac diém tir 12 dén 15 sau day:
12) Fumarat ctia hop chét A d& st dung trong trc ché BTK.
13) Fumarat ctia hop chit A @& str dung lam thudc.
14) Fumarat cua hop chit A @& sir dung trong tic nhan phong ngira va/hodc diéu tri
khdi u, bénh di img, bénh ty mién hodc bénh viém.
15) Fumarat cua hop chit A dé str dung trong phong ngira hodc diéu tri u mau, bénh

viém miii di Gng, bénh di ng phén hoa, bénh viém da co dia, bénh viém khép dang
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thap hozc bénh lupus ban do hé théng.
Ban md ta con boc 16 cac muc tir 16 dén 18 sau déy:

16) Phuong phép trc ché BTK, bao gdm viéc dung mét lugng hiéu qua clia fumarat

cua hop chét A cho dbi tuong cAn duge diéu tri.

17) Phuong phap phong ngira va/hodc didu tri khéi u, bénh di tng, bénh tu mién
hodc bénh viém bao gém viéc dung mdt luong hiéu qua ctia fumarat cua hop chit A

cho d6i tuwong can dugc dicu tri.

18) Phuong phap diéu tri u mAau, bénh viém miii di ing, bénh di img phén hoa, bénh
viém da co dia, bénh viém khép dang thép hodc bénh lupus ban do hé théng, bao
g(‘A)m viéc dung mdt lugng hiéu qua cta fumarat ctia hop chét A cho d6i tuong can
duoc didu tri.
Céc wu diém cta sang ché

Fumarat ctia hop chét A theo sang ché c6 tinh 6n dinh & trang thai ran tuyét
voi 1am thanh phin thube cta duge phdm, va c6 kha nang tranh duge dic tinh kénh
hydrat, so v&i hop chét A hodc cac mubi khong phai fumarat cia hop chét A, va tuyét
v&i vi ¢6 kha nang thuc thi va kha nang tai sinh. Ngoai ra, fumarat ctia hop chét A
theo sang ché thé hién dic tinh hép thu theo dudng ubng tuyét voi, va dac biét hiru
dung lam dugc phém ho#c lam thanh ph?ln thudc cua duoc phém.
M0 ta vén tit cac hinh vé

Hinh v& trén Fig. 1 minh hoa phé) nhidu xa bot tia X ctia monofumarat ciia

hop chit A (vb dinh hinh) téng hop trong vi du 1 (truc tung biéu dién cudng dd (cps),

va truc hoanh bidu dién géc nhiéu xa (260 + 0,1°)).

Hinh v& trén Fig. 2 minh hoa phd nhidu xa bot tia X cia hemifumarat ctia

hop chét A (tinh thé) tong hop trong vi du 2 (truc tung biéu dién cudong d6 (cps), va
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truc hoanh biéu dién gdc nhiéu xa (20 + 0,1°)).

Hinh v& trén Fig. 3 minh hoa dudng cong phén tich nhiét quét vi sai
(differential scanning calorie - DSC) ctia hemifumarat ctia hop chét A (tinh thé) téng

hop trong vi du 2.

Hinh v& trén Fig. 4 minh hoa phé nhiéu xa bdt tia X clia monofumarat ciia
hop chét A (tinh thé) tbng hop trong vi du 3 (truc tung biéu dién cudng d6 (cps), va
truc hoanh biéu dién géc nhiéu xa (20 + 0,1°)).

Hinh v& trén Fig. 5 minh hoa dudng cong phan tich nhi¢t quét vi sai
(differential scanning calorie - DSC) cia monofumarat cua hop chit A (tinh thé) tdng

hop trong vi du 3.

2

Hinh vé trén Fig. 6 minh hoa duong ding nhiét hip thw/giai hap thy d6 am
cua hop chat A.

Hinh v& trén Fig. 7 minh hoa dudng ding nhiét hip thu/giai hép thu do 4m
clia monofumarat cia hop chit A (tinh thé).

Hinh v& trén Fig. 8 minh hoa dudng déng nhiét hip thu/giai hdp thu d6 4m
ctia hemifumarat ctia hop chit A (tinh thé).

Hinh v& trén Fig. 9 minh hoa dudng dang nhiét hép thu/giai hép thu d6 4m
clia hemitartrat ctia hop chat A.

Hinh v& trén Fig. 10 minh hoa duong ding nhiét hip thu/giai hap thy d6 4m
ctia monophosphat ctia hop chat A.

Hinh v& trén Fig. 11 minh hoa tic dung ctia monofumarat ctia hop chit A

(tinh thé) & mau chudt bi bénh viém khép gdy ra bang collagen.
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M5 ta chi tiét sang ché
Sau day, sang ché s& duge mo ta mot cach chi tiét.

"Hop chit A" don gian dwgc md ta trong ban md ta nay @& cap dén (R)-1-(1-
acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo[d]oxazol-2-y1)-1H-pyrazolo[3,4-

d]pyrimidin-3-carboxamit & dang tu do.

"Fumarat ctia hop chit A" don gidn dugc md ta trong ban mo td nay cd thé 1a
mdt mudi bét ky trong s6 cac dang mudi ctia hop chit A véi axit fumaric, bao gbm
monofumarat va hemifumarat. Thut ngit dugc st dung thém vdi y nghia lién quan
dén ca tinh thé fumarat ctia hop chit A va dang v6 hinh fumarat ctia hop chat A.
Fumarat ctia hop chit A t6t hon 1a monofumarat ctia hop chét A (c6 thé dugc viét tat
12 "Hop chét A-monofumarat") va hemifumarat ctia hop chit A (c6 thé duoc viét tat
1a "Hop chit A-hemifumarat"); t6t hon nita 12 monofumarat ctia hop chét A (tinh thé),
hemifumarat cta hop chét A (tinh thé) va monofumarat cua hop chit A (vd dinh
hinh); va t5t nhét 1a monofumarat ctia hop chét A (tinh thé) va hemifumarat ctia hop

chét A (tinh thé).

Trong ban md ta nay, cac thuat ngft "tinh thé" va "vd dinh hinh" duoc st

dung theo nghia thong thuong.

Cac dang da tinh thé ma khéc nhau vé su sip xép nguyén tir theo thir tu
trong khong gian va vé céc dic tinh Iy héa (cac dang da hinh) xuét hién trong mot sd
truong hop. Muéi cua sang ché cé thé 13 dang da hinh bét ky trong s6 cac dang da
hinh nay, va co thé 1a hdn hop ctia hai hodc nhiéu dang da hinh, hodc hdn hop cta
tinh thé va dang vo dinh hinh.

Séang ché ciing d& cap dén dang danh dAu ctia fumarat ctia hop chét A, tirc 13,
hop chit c6 mot hoic nhiéu nguyén tir ctia hop chit A hodc fumarat dugc thé béng

nguyén t6 ddng vi phéng xa hodc nguyén t5 khong ddng vi phéng xa.
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V& mit nay, trong phd nhidu xa bot tia X, goc nhiéu xa hodc mé hinh chung
1a yéu t6 quan trong dé nhén dang tinh ddng nhét ctia cac tinh thé, d6i voi ban chat
ciia dit lidu. Cuong do tuong ddi cia phd nhidu xa bot tia X ¢6 thé thay dbi chut it
tuy thude vao chiéu ctia sy phat trién tinh thé, kich thudc hat, hoic diéu kién do, va

do d6, khong the duoc dién giai mot cach hoan toan.

Gi4 tri s6 thu duge tir cac mau khac nhau c6 thé kém theo bdi sai s6 nho do
chidu clia su phat trién tinh thé, kich thuéc hat, hodc diéu kién do ctia né. Do do,
trong ban mo ta nay, thudt ngir goc nhiéu xa (20 + 0,1°) trong phd nhiéu xa bdt tia X
dé chi gi4 tri ma gid tri ndy cd thé ndm trong khoang +0,1° cua gia tri.

Thuét ngit "¢ ving xung quanh" ma duogc st dung cung v6i nhiét do dinh
ctia dinh thu nhiét trén duong cong phén tich nhiét quét vi sai (DSC) dé chi gia tri
ma gia tri nay xap xi véi nhiét do, t5t hon d& chi gi4 tri ma c6 thé nim trong khoang
+5°C cua gia tri. Tt hon nita, gi4 tri ndy d8 chi gié tri c6 thé ndm trong khoang +2°C
cua gia tri.

T6t hon, monofumarat ctia hop chét A (tinh thé) ¢ phd nhidu xa bot tia X
nhu dugc thé hién trong hinh vé& trén Fig. 4 va/hodc ¢6 dudng cong phén tich nhiét
quét vi sai (differential scanning calorie - DSC) nhu duoc thé hién trong hinh v& trén
Fig. 5.

O day, cac dinh dic trung clia monofumarat ctia hop chét A (tinh thé) trong
phd nhidu xa bot tia X c6 thé bao gdm 7,2°, 12,4°, 15,6°, 25,9° va 27,6°, tot hon nita
13 7,2°, 12,4°, 14,4°, 15,0°, 15,6°, 19,0°, 22,3°, 22,6°, 23,4°, 25,5°, 25,9° va 27,6°, vé
phuong dién goéc nhiéu xa (26 £ 0,1°).

Monofumarat ctia hop chit A (tinh thé) theo sang ché 12 tinh thé c6 it nhét 2
hodic nhidu hon 2 dinh duoc chon tir cac dinh wu tién hon md ta & trén, tot hon tinh

thé ¢6 it nhét 3 hodc nhiéu hon 3 dinh dugc chon tir céc dinh, tét hon nira tinh thé c6

-10-
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it nhét 5 hodc nhidu hon 5 dinh duoc chon ti céc dinh, thim chi t8t hon nita tinh thé
¢6 it nhét 8 hodc nhidu hon 8 dinh dugc chon tir cac dinh, va tot nhit 14 tinh thé c6

tat ca cac dinh dugc mo ta & trén.

Pinh thu nhiét trén dudng cong phan tich nhiét quét vi sai (DSC) cua
monofumarat ctia hgp chét A (tinh th8) c6 thé bao gdm cac dinh ¢ ving xung quanh

nam trong khoang tr 219°C dén 224°C, va tét hon & viing xung quanh 223°C.

Phuong thitc vu tién khac ctia monofumarat ctia hop chét A (tinh thé) theo
sang ché c6 thé 14 tinh thé, trong d6 gbéc nhiéu xa (20 £ 0,1°) ¢6 it nhét 2 hodc nhiéu
hon 2, t6t hon it nhét 3 hodc nhidu hon 3, va t5t hon nita it nhit 5 hodc nhiéu hon 5
dinh dugc chon tir 7,2°, 12,4°, 15,6°, 25,9° va 27,6° trong phé nhidu xa bot tia X; va
nhiét 6 dinh trén duong cong phan tich nhiét quét vi sai (DSC) ¢6 dinh thu nhiét &
ving xung quanh trong khodng tu 219 dén 224°C, va t6t hon & ving xung quanh
223°C. Tham chi phuong thirc wu tién hon nita c6 thé 1a tinh thé, trong d6 goc nhiéu
xa (20 + 0,1°) trong phé nhiéu xa bdt tia X ¢ it nhAt hai hodc nhiéu hon 2, tdt hon it
nhét 3 hozc nhiéu hon 3, t5t hon nita it nhit 5 hodic nhiéu hon 5, thim chi t5t hon nita
it nhit 8 hodic nhiéu hon 8, va tét hon nita tat ca céc dinh dugc chon tir 7,2°, 12,4°,
14,4°, 15,0°, 15,6°, 19,0°, 22,3°, 22,6°, 23,4°, 25,5°, 25,9° va 27,6°; va dong thoi,
nhiét do dinh trén dudng cong phan tich nhiét quét vi sai (DSC) c6 dinh thu nhiét &
vung xung quanh trong khoang tir 219°C dén 224°C, va t6t hon & ving xung quanh

223°C.

Tt hon, hemifumarat ctia hop chét A (tinh thé) c6 phé nhidu xa bot tia X
nhu duoc thé hién trong hinh v& trén Fig. 2 va/hodc c6 duong cong phén tich nhiét
quét vi sai (DSC) nhu duogc thé hién trong hinh v& trén Fig. 3.

O day, cac dinh dic trung cua hemifumarat clia hop chét A (tinh thé) trong

phé nhidu xa bot tia X c6 thé bao gdm 4,5°, 5,8°, 16,6°, 20,2° va 26,4°, va t5t hon

-11-
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nita 1a 4,5°, 5,82, 11,2°, 12,1°, 12,4°, 13,4°, 16,6°, 17,3°, 18,2°, 20,2°, 26,4° va

27,1°, v& phuong dién géc nhifu xa (26 + 0,1°).

Hemifumarat ctia hop chit A (tinh thé) theo sang ché 1a tinh thé c6 it nhét 2
hodc nhiéu hon 2 dinh duge chon tir cdc dinh vu tién hon md ta & trén, tdt hon tinh
thé c6 it nhét 3 hodc nhiéu hon 3 dinh dugc chon tlr céc dinh, t5t hon nita tinh thé c6
it nhat 5 hodc nhiéu hon 5 dinh dugc chon tir cac dinh, thim chi t5t hon nita tinh thé
¢6 it nhat 8 hodc nhidu hon 8 dinh dugc chon tir céc dinh, va tt nhat 1a tinh thé ¢6
tat ca céc dinh.

Dinh thu nhiét trén dudng cong phan tich nhiét quét vi sai (DSC) cia
hemifumarat (tinh thé) ctia hop chét A c6 thé bao gdm céc dinh & ving xung quanh

nam trong khoang tir 197°C dén 199°C, va tét hon & ving xung quanh 198°C.

Céc phuong thite wu tién khéc ciia hemifumarat ctia hop chét A (tinh thé)
theo sang ché co thé bao gdm tinh thé, trong d6 géc nhifu xa (26 + 0,1°) c6 it nhét 2
hoc nhidu hon 2, t&t hon it nhét 3 hogc nhiéu hon 3, va tt hon nita it nhat 5 hodc
nhidu hon 5 dinh duoc chon tir 4,5, 5,8°, 16,6°, 20,2° va 26,4° trong phd nhiéu xa
bot tia X; va nhiét d6 dinh trén dudng cong phén tich nhiét quét vi sai (DSC) ¢6 dinh
thu nhiét & ving xung quanh trong khoang tir 197 dén 199°C, va t6t hon & ving
xung quanh 198°C. Cac phuong thitc khéac nita c6 thé bao gdm tinh thé, trong d6 goc
nhidu xa (20 % 0,1°) trong phé nhidu xa bdt tia X c6 it nhét 2 hoge nhiéu hon 2, tot
hon it nhét 3 hogc nhidu hon 3, tét hon nita it nhit 5 hogc nhiéu hon 5, tham chi tot
hon nita it nhét 8 hodc nhiéu hon 8, va t&t hon nita tAt ca cac dinh duoc chon tir 4,5°,
5,82, 11,2°, 12,1°, 12,4°, 13,4°, 16,6°, 17,3°, 18,2°, 20,2°, 26,4° va 27,1°; va dong
thoi, nhiét d6 dinh trén dudng cong phan tich nhiét quét vi sai (DSC) co6 dinh thu
nhiét & viing xung quanh trong khoang tir 197°C dén 199°C, va tét hon & viing xung

quanh 198°C.
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Ciing c6 thé thu dugc fumarat ctia hop chit A theo sang ché & dang v6 dinh
hinh. Cu thé, dang v6 dinh hinh cta fumarat ctia hop chit A theo sang ché ¢ hinh
anh nhiu xa thé hién md hinh halo rong va khong rd rang trong phé nhiu xa bt tia
X, va tot hon nita c6 phé nhidu xa bot tia X nhu dugc thé hién trong hinh v& trén Fig.

1.

Hop chét A c6 thé duoc tdng hop, vi dy, theo cac vi du tham chiéu 1 va 2 s&
dwoc mo ta sau. Phuong phép tong hop hop chit A khong chi gi6i han & céac vi du

tham chiéu 1 va 2 s& dugc mo ta sau.

Cu thé hon, metansulfonyl clorua dwgc cho phan {mg véi (S)-N-Boc-3-
pyperidinol v&i su c6 mét clia amin béc ba nhu trietylamin, dé thu dugc (S)-tert butyl
3-(metylsulfonyloxy)piperidin-1-carboxylat. Sau do, hop chét nay duge cho phan
mg v6i 3-iodo-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-amin véi su ¢6 mit cia bazo nhu
kali cacbonat, d& thu duwoc (R)-tert-butyl 3-(4-amino-3-iodo-1H-pyrazolo[3,4-
d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat. Tiép theo, hop chét nay dugc cho phan tmg
v6i chat xuc tac paladi va bazo voi sy ¢6 mat ctia benzo[d]oxazol-2-amin, trong mdi
trudng cacbon monoxit, dé thu dugc (R)-tert-butyl 3-(4-amino-3-((benzo[d]oxazol-
2-yl)carbamoyl)-1H-pyrazolo[3,4-d]-pyrimidin-1 -yl)piperidin-1-carboxylat. Sau do,
nhém bao vé Boc duoc loai ra khoi hop chét nay, sau d6 dugc cho phan tng véi

acryloyl clorua, dé bang cach d6 thu dugc hop chat A.

Monofumarat ctia hop chét A theo sang ché (v6 dinh hinh) c6 thé duoc tao
ra, vi du, theo phuong phép sau.

Bé sung tetrahydrofuran (THF) vao hop chit A v6i lwong nam trong khoang
tir 100 dén 300 14n, va t8t hon 150 1an ctia né, va nudc vo6i lwong ndm trong khoang
tir 0,01 dén 1 14n, tot hon 0,1 l4n cta nd. Axit fumaric v6i lugng mol tuong duong

véi hop chét A duoc bd sung vao hdn hop va duge hoa tan.
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Dung mo6i dugc chung cAt bang cach chung cat hdn hop theo kiéu dong soi
v6i THF vai 14n, t6t hon 2 dn 5 1an. Do d6, c6 thé thu duoc dang vo dinh hinh cua

monofumarat ctia hgp chit A 13 bot mau trang.

Monofumarat ctia hop chét A (tinh thd) theo sang ché c6 thé thu duoc 1a bot
mau tring, vi du, bang cach tao huyén phti monofumarat ctia hgp chét A (v dinh
hinh) trong axetonitril véi Iuong nim trong khoang tir 5 dén 50 1an, t6t hon 20 1an
clia n6, va tién hanh gia nhiét huyén phi trong thoi gian tir 12 dén 72 gio, t6t hon

trong thoi gian 24 gio.

Hemifumarat ctia hop chit A (tinh th8) theo sang ché c6 thé thu dugc 1a bot
mau tring, vi du, bang cich tao huyén phti monofumarat ctia hqp chit A (v dinh
hinh) trong metyl etyl keton véi luong nim trong khoéang tir 10 dén 100 14n, 6t hon
60 14n ciia n6, va tién hanh gia nhiét huyén phi trong thoi gian tir 12 dén 72 giv, tot

hon trong thoi gian 24 gio.

Theo fumarat cua hop chét A theo sang ché, ¢6 thé tranh duoc dic tinh kénh

hydrat ctia hgp chat A.

Noi chung, trong dugc phém hodc thanh ph?ln thubc cua duoc phém ma
dugc didu ché bang hop chit voi dic tinh tranh duoc kénh hydrat, c6 thé thiy rang,
céc van @& vé bao quan va kiém so4t chét luong vé d6 4m trong diéu kién bao quan
ctia n6 duoc giam thiéu; va twong tu, khi ché phim ran nhu vién nén hodc vién nang
duoc tao ra, co thé gidm thiéu duoc céac vén dé trong didu ché do su thay ddi vé trong
lugng cua thanh phan hoat tinh.

Nhu vay, ¢6 thé ndi rang, v6i fumarat ctia hop chit A theo sang ché, c6 thé
ky vong viéc bdo quan 4n dinh va kidm soat chét lugng dé dang, va tuong tu, vé
phuong dién didu ché, fumarat ciia hop chét A theo séng ché 13 hop chit tuyét voi

kha nang xtr ly dé€ dang.

-14-



28085

Fumarat cua hgp chét A theo sang ché 13 tuyét voi vi ¢6 kha ning thyc thi va
khé nidng tai sinh, so véi cac mubi khéc cua hop chit A. Cu th8, vi du, mudi ctia hop
chit A voi axit clohydric, axit sulfuric, axit suxinic, axit malic, axit xitric, hodc axit
axetic khong duoc tao ra bing phuong phéap nghién clru dugc mé ta trong ban mo ta
nay. Vi duy, khi tao ra mudi natri ctia hop chit A, su phéan huy dién ra r6 rét. Khi mudi
hemi magie ctia hop chit A duoc téng hop, lugng cic chét twong tu ting 1én va hon
nita, thao tac thu mudi phuc tap, va mubdi khé c6 thé dugc tai hoa tan, do d6 hoa tan

thap ctia né trong nude va trong dung mdi hitu co.

Fumarat ctia hop chét A theo séng ché d& dang xir Iy 1am thanh phan thudc
ctia duge phim, va gop phén trong san xuit dugc phadm trén quy mo cong nghiép cd

chit luong én dinh.

Fumarat ctia hop chét A theo sang ché tuyét voi vé tinh on dinh & trang thai
ran. Didu quan trong dbi v6i mét hop chét du dinh d dugc phat trién thanh duogc
phéim 14 c6 tinh dn dinh & trang thai ran, trong thao téc trén quy mo6 cong nghiép va
trong duy tri chét luong. Do @6, fumarat ciia hop chit A theo sang ché c6 cac dic

tinh tuyét voi cAn thiét cho duoc phém hodc thanh phﬁn thudc cua duoc phém.

Fumarat ctia hgp chét A theo séng ché tuyét voi vé ddc tinh hép thu theo

dudng udng, va gép phén trong viéc tao ra dugc phim tuyét voi cd chét lugng cao.

Trong sb cac mudi ctia hop chit A, fumarat ctia hop chét A theo sang ché 1a
tuyét voi vi ¢6 duge kha nang thuc thi, kha nang tai sinh, tinh 6n dinh ¢ trang thai
rén, va dic tinh hap thu theo dudng ubng, trong khi trénh dugc dic tinh kénh hydrat
ma hop chét A sé hitu va duy tri dugc tinh hoa tan day du lam thanh phén thube clia
dwoc pham.

Fumarat cua hop chit A theo sang ché ¢ hoat tinh trc ché BTK manh, va

hitu dung lam ché phém phong ngira va/hodc diéu tri, vi du, cac bénh ung thu, khéi
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u, va cac bénh mién dich khac nhau (vi du, cic bénh di tng, cac bénh tu mién dich,
va céc bénh viém). Ngoai ra, fumarat c6 kha nang chon loc cao d6i v6i BTK, va
ciing c6 loi the 1a it tic dung phu xuat phat ty sy c ché cac kinaza khac (vi du,

EGFR).

Fumarat cta hop chit A theo sang ché ¢6 hoat tinh tc ché BTK manh.
"BTK" theo sang ché bao gbm cac BTK cua ngudi hodc cia dong vat c6 va khong
phai nguoi, va BTK t6t hon 1a BTK cta ngudi. Mot cach ngiu nhién, thuét ngit

"BTK" bao gdm ca cac dang twong ddng (isoform) ctia nd.

Ngoai ra, nhd bai hoat tinh trc ché BTK manh ctia n6, fumarat cta hop chét
A theo sang ché hitu dung lam thubc dé phong nglra hodc diéu tri céc bénh lién quan
dén BTK. "Céc bénh két hop véi BTK" bao gdm céc bénh ma trai qua sy suy gidm
vé ty 1€ mic va su thuyén gidm, sy gidm nhe va/hodc sw binh phuc hoan toan cac
triéu ching, la két qua ctia sy pha huy, kidm ché va/hodc trc ché céc chiic ning clia
BTK. Vi du vé cac bénh niy bao gém cac bénh ung thu hodc khdi u, bénh di ung,
bénh tu mién dich, bénh viém, bénh manh ghép chéng lai vat chu khong cé gidi han,

va t6t hon 13 céc bénh ung thu, khéi u, bénh di ing va bénh ty mién dich.

Khéng cé giéi han cu thé nao vé cac bénh ung thu va khéi u dich va vi du vé
cac bénh nay bao gém cac bénh ung thu biéu md (vi du, cac bénh ung thu thudc hé
ho hép, céc bénh ung thu thudc hé da day - rudt, cac bénh ung thu thudc hé sinh san
va cac bénh ung thu thudc hé bai tiét), ung thu mé lién két (sarcoma), cac khéi u hé
tao huyét, cac khdi u hé than kinh trung wong va cac khéi u than kinh ngoai bién.
Céc vi du uu tién la céc khdi u hé tao huyét (vi dy, bénh bach cau, bénh da u ty, va
u lympho &c tinh). Ngoai ra, khong c6 giéi han cu thé vé loai co quan phat trién khdi
u va vi du vé céc co quan bao gdm ung thu biéu m6 dau va cd, ung thu thuc quan,

ung thu da day, ung thu dai trang, ung thu truc trang, ung thu gan, ung thu ti
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mét/éng mat, ung thu duong maét, ung thu tuy, ung thu phéi, ung thu vi, ung thu
budng trimg, ung thu cb tir cung, ung thu tir cung, ung thu than, ung thu bang quang,
ung thu tién liét tuyén, khdi u tinh hoan, ung thu xuong/mo mém, u mau, bénh da u
tuy, ung thu da, khdi u ndo va ung thu u trung biéu mo. Vi dy vu tién vé cac khdi u
hé tao huyét bao gém bénh bach cu cép, bénh bach cau ce‘ip dong tién tuy bao, bénh
bach ciu cip dong lympho, bénh bach ciu nguyén bao tlly man tinh, u lympho bao
lympho, cac khdi u ting sinh tiy, bénh bach cAu lympho bao mén tinh, u lympho bao
té bao lympho loai nho, hdi ching rdi loan sinh tiy, u lympho thé nang, u lympho
MALT, u lympho ving ria, u lympho twong bao, macroglobulin huyét
Waldenstroem, u lympho té bao vé, u lympho té bao B 16n lan tda, u lympho Burkitt,
u lympho t& bao NK/T ngoai hach, u lympho Hodgkin, va bénh da u tity. Cac vi du
wu tién dic biét bao gdm cdc u méu nhu bénh bach cdu/u lympho té bao lympho B, u
lympho thé nang, u lympho té bao vo, u lympho ving ria nang hach, u lympho té bao
B 16n lan tda, u lympho Burkitt, bénh bach cau lympho bao mén tinh, u lympho té
bao lympho loai nho, macroglobulin huyét Waldenstroem, u lympho té bao NK/T
ngoai hach, u lympho Hodgkin, hdi chimg rdi loan sinh tiy, bénh bach clu cép thé

tiy, va bénh bach ciu cap thé lympho.

Khéng cé gidi han cu thé v& cac bénh di ung dich, va vi du vé c4c bénh nay
bao gém, vi du, bénh hen phé quén, bénh viém mii di Gng, bénh di Umg phén hoa,
bénh viém da co dia, di ing thic &n, phan v¢, di ung thudc, chimng phét ban, va bénh
viém két mac. Vi du wu tién vé cac bénh nay bao gdm bénh hen phé quan, bénh viém
miii di ing, bénh di ing phén hoa, va bénh viém da co dia; va vi du vu tién dac biét
v& cac bénh nay bao gdm bénh viém miii di tmg, bénh di tmg phan hoa va bénh viém

da co dia.

Khéng c6 gidi han cu thé vé cac bénh tw mien dich dich, va vi du vé cac

bénh nay bao gém bénh viém khép dang thép, bénh lupus ban do hé théng, bénh xo

-17-



28085

ctimg bi, bénh viém da co, hdi chirng Sjégren, va bénh Behcet. Vi du uu tién vé céc
bénh nay bao gbm bénh viém khép dang thdp va bénh lupus ban do hé théng, va vi

du dic biét wu tién 13 bénh viém khép dang thép.

Khong c6 giéi han cu thé v& cac bénh viém dich, va vi du vé cac bénh nay
bao gdm bénh viém rudt thira, bénh viém mi mét, bénh viém tiéu phé quan, bénh
viém phé quan, bénh viém tai thanh mac, bénh viém cb tir cung, bénh viém dudng
mat, bénh viém ti mat, bénh viém loét dai trang, bénh Crohn, hoi ching rudt kich
thich, bénh viém bang quang, bénh viém tuyén 1¢, bénh viém da tiép xuc, bénh viém
da co, bénh viém n3o, bénh viém ndi tdm mac, bénh viém ndi mac tir cung, bénh
viém mao tinh hoan, bénh viém cin mac, bénh viém md xo, bénh viém da day rudt,
bénh viém gan, bénh ap xe tuyén md hoi, bénh viém thanh quan, bénh viém vu, bénh
viém mang ndo, bénh viém tiy, bénh viém co tim, bénh viém thén, bénh viém buéng
tring, bénh viém tinh hoan, bénh viém tuy, bénh viém tuyén mang tai, bénh viém
ngoai tim mac, bénh viém phuc mac, bénh viém hau hong, bénh viém mang phéi,
bénh viém tinh mach, bénh viém phdi, bénh viém truc trang, bénh viém tién liét
tuyén, bénh viém than - bé than, bénh viém voi triing, bénh viém miii - xoang, bénh
viém miéng, bénh viém xuong khép, beénh viém mang hoat dich, bénh viém gan,
bénh viém hanh nhéan, bénh viém mang mach nho, bénh viém am dao, bénh viém
mach, va bénh viém 4m hd. Vi du uu tién cd thé bao g(‘Sm bénh viém loét dai trang,
bénh Crohn, hoi chung rudt kich thich, b¢nh viém da tiép xuc, bénh viém bang
quang, va bénh viém xuong khép. Vi du uu tién déc biét co thé bao gdm bénh viém
da tiép xtic, bénh viém bang quang, va bénh viém xuong khdp.

Khi fumarat ctia hop chit A theo sang ché duoc sir dung lam dugce phim, cac
dang bao ché khac nhau c6 thé dugc st dung theo mi,lc dich phong ngira hodc diéu tri
bang cach két hop cac chat mang duoc dung khi can thiét. Vi du, dang bao ché c6 thé

la dang bét ky trong s6 cac dang ché phém uéng, ché phém tiém, ché phém dat, m&
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boi, va tAm dén. Dang bat k¥ trong sb cac dang bao ché nay c6 thé duoc san Xuét
bang phuong phap phdi ché 1a phuong phap da biét va thuong duge st dung boi
ngudi c6 k¥ nang trong linh vuc. Cy thé, vién nén dé st dung theo dudong udng, vién
nén boc, vién tron, ché phim hat, ché pham bot, va ché pham vién nang chira tinh thé
fumarat cta hop chit A 1am thanh phﬁn thude trong san xudt 14 thuén loi & dang ché

pham ran on dinh.

D&i véi cac chit mang duge dung, cdc nguyén liéu chit mang hitu co hozc
v6 co khac nhau ma thong thudng dugc sir dung lam céc nguyén liéu phéi ché dugc
s dung, va cac chit mang dugc dung dugc Kkét hop, vi du, lam ta duoc, chit két
dinh, chét phan huy, chit 1am tron, va chét boc trong cac ché phdm rdn; va lam dung
mbi, chit hd tro hoa tan, chit tao huyén phy, chit tao déng truong, chét diéu chinh
do pH, chét dém, va chét lam gidm dau trong céc ché phdm long. Ngoai ra, néu can
thiét, cc chit phu gia phdi ché nhu chét sat tring, chit chéng oxy héa, chét tao mau,

chét tao mui vi/huong vi, va chit 6n dinh cling c6 thé dugc sir dung.

Vi du vé t4 duogc bao gém lactoza, sucroza, D-manitol, tinh bdt, xenluloza
tinh thé, va canxi silicat.
Vi du v& chét két dinh bao gbm hydroxypropyl xenluloza, metyl xenluloza,

polyvinylpyrolidon, dudng bdt, va hypromeloza.

Vi du vé chit phan hiy bao gbm natri tinh bot glycolat, carmeloza canxi,
croscarmeloza natri, crospovidon, hydroxypropyl xenluloza dugc thé thap, va tinh

bot duoc gelatin hda mot phén.

Vi du vé chit lam tron bao gém bdt talc, magie stearat, cac este ctia axit béo

vGi sucroza, axit stearic, va natri stearyl fumarat.

Vi du v& chét boc bao gém etyl xenluloza, copolyme aminoalkyl metacrylat

RS, hypromeloza, va sucroza.
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Vi du v& dung mdi bao gdbm nuéc, propylen glycol, va nude mudbi sinh 1.

Vi du vé chit hd trg hoa tan bao gdm polyetylen glycol, etanol, o-

xyclodextrin, Macrogol 400, va Polysorbate 80.

Vi du vé chit tao huyén phu bao gdm carageenan, xenluloza tinh thé,

carmeloza natri, va diu thiu dau dugc hydro héa bang polyoxyetylen.

Vi du v& chét tao déng truong bao gdm natri clorua, glyxerin, va kali clorua.

Vi du vé& chét diéu chinh d6 pH va chit dém bao gdm natri xitrat, axit
clohydric, axit lactic, axit phosphoric, va natri dihydro phosphat.

Vi du vé chét 1am giam dau bao gbm procaine hydroclorua va lidocaine.

Vi du v& chét sét tring bao gdm etyl para-oxybenzoat, cresol, va benzalkoni
clorua.

Vi du v& chét chéng oxy héa bao gdm natri sulfit, axit ascorbic, va vitamin E
tu nhién.

Vi du v& chét tao mau bao gém titan oxit, sit sesquioxit, chit mau Edible
Blue No. 1, va ddng clorophyll.

Vi du vé chit tao mui vi/hwong vi bao gém aspartam, sacarin, sucraloza, 1-
menthol, va huong vi bac ha.

Vi du vé& chit 6n dinh bao gbm natri pyrosulfit, natri edetat, axit erythorbic,
magie oxit, va dibutylhydroxytoluen.

Khi didu ché ché phdm rdn udng, ta dugc, chét két dinh, chat phan huy, chét
lam tron, chét tao mau, va chét tao mui vi/huwong vi tuy y duge bd sung vao fumarat
cua hop chét A, va sau d6, vi du, vién nén, vién nén boc, ché phém hat, ché phém

bot, hodc ché phim vién nang c6 thé duoc san xuit bang phuong phap thong thuong.

-20-



28085

Khi diéu ché ché phém tiém, chét diéu chinh d6 pH, chit dém, chét n dinh,
chét tao déng truong, va chét gay té tai chd duoc bd sung vao fumarat ctia hop chat
A, va cac ché phém tiém dudi da, trong co va tinh mach c6 thé duoc san xuét bﬁng

cac phuong phap thong thuong.

Luong cta fumarat ctia hop chit A dé két hop vao trong cac dang bao ché
don vi khac nhau co thé thay dbi tily thudc vao céc triéu ching ciia bénh nhdn ma
fumarat nay cin dugc 4p dung, hodc tuy thudc vao dang phdi ché; tuy nhién, thong
thuong t6t hon didu chinh lugng nim trong khoang tir 0,05 dén 1,000 mg trong ché
phim ubng, tir 0,01 dén 500 mg trong ché phim tiém, va tur 1 dén 1,000 mg trong

ché phdm dat, cho m&i dang bao ché don vi.

Ngoai ra, lidu lvong hang ngay cta thudc c6 dang bao ché duge md ta & trén
c6 thé thay dbi, vi du, theo céc triéu chimg, thé trong, tudi tac va gidi tinh ctia bénh
nhén, va khong thé dugc xdc dinh mét cach bira bai. Tuy nhién, liéu luong thong
thuong c6 thé dugce didu chinh ndm trong khoang tir 0,05 dén 5,000 mg, va tot hon tir
0,1 dén 1,000 mg, cho mdi ngay d6i v&i ngudi trudng thanh (thé trong: 50 kg), va tbt
hon 1a st dung luong nay mdi ngdy mot 14n, hodc dugc phan ra thanh céac phén trong
khoéng hai dén ba 14n mdi ngay.

Vi du thyc hién sang ché

Sau day, sang ché s& duoc mod ta cu thé hon thong qua céc vi du, nhung sang
ché khong chi du dinh giéi han ¢ cac vi du nay. Médc du sang ché dugec md ta c’[éy da
thong qua phan vi dy, nhung nén hidu réng, nhing thay d6i hodc bién dbi khac nhau
c6 thé duoc thuc hién bai ngudi ¢6 k§ nang trong linh vyuc. Do dod, nhiing thay dbi
hodc bién dbi nhu vay dugc bao gbm trong sang ché, trir khi nhiing thay dbi hozc
bién dbi d6 di tréch ra khoi pham vi clia sang ché.

D4i véi cac chat phan tmg khac nhau dugc sir dung trong cac vi du, trir khi
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duoc thong bao cu thé theo cach khéc, cac san phém ¢4 san trén thi trudng dugc st
dung. Pbi véi phuong phép sic ky cot trén silicagel, ST PURIF-PACK (nhdn hiéu
dang ky) dugc san xuét bai Schott Moritex Corp., cdt nap sin silic oxit KP-Sil (nhdn
hiéu dang ky) dugc san xuét boi Biotage AB, hodc cdt nap san silic oxit HP-Sil
(nhan hiéu dang ky) dugc san xuét boi Biotage AB dugc st dung. Dbi voi phuong
phép sic ky cdt trén silicagel co ban, NH PURIF-PACK (nhén hiéu dang ky) duoc
san xuit boi Moritex Corp., hodc cdt nap sdn KP-NH (nhén hiéu ding ky) dugc san
xuit boi Biotage AB duoc st dung. Déi véi phuong phap sic ky 16p mong dé cét
phéan doan, KIESELGEL TM60F254, Art. 5744 duoc san xuat béi Merck KGaA,
hodc dia NH2 silicagel 60F254 dugc san xuAt bdi Wako Pure Chemical Industries,
Ltd. duoc stt dung. Phd NMR duogc do bing phd ké kiéu AL400 (400 MHz; JEOL,
Ltd.), MERCURY400 (400 MHz; Agilent Technologies, Inc.) hoic INOVA400 (400
MHz; Agilent Technologies, Inc.) duogc trang bi phd ké loai diu do 400MNMR
(Protasis Corp.) va véi tetrametylsilan 1am tiéu chuin ndi tham chiéu trong trudng
hop dung mbi doteri hoa chira tetrametylsilan, trong khi ¢ cac truong hop khac, véi
dung m6i NMR lam tiéu chudn ndi tham chiéu. Tt ca cac gia tri & duoc biéu dién
béng phén triéu (ppm).

Phd LCMS duoc do bing phd k8 ACQUITY SQD (kiéu tir cuc) dugc san
xudt bdi Waters Corp. trong cac diéu kién mo ta duéi day.

Cot: YMC-TRIART C18 dugc san xuat boi YMC Co., Ltd., 2,0 x 50 mm,
1,9 pm

Phat hién MS: ESI duong tinh
Phat hién UV: 254 nm va 210 nm
Tbc d6 dong cta cot: 0,5 mL/phut

Pha dong: nudc/axetonitril (axit formic 0,1%)
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Luong bom: 1 pLL
Gradient (Bang 1)
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Bang 1
Thoi gian (phut) Nuédce Axetonitril
0-0,1 95% 5%
0,1-2,1 95% dén 5% 5% dén 95%
2,1-3,1 5% 95%

Ngoai ra, phuong phép tinh ché bing HPLC didu ché pha déo duoc thye

ta dudi day.

Cot: YMC-ACTUS TRIART C18 dugce san xuat bdi YMC Co., Ltd., 20 x 50

Phat hién UV: 254 nm

Co., Ltd. 20 x 10 mm, 5 pm, duoc sir dung.

Phéat hién MS: ESI duong tinh

Tc dd dong cuia cot: 25 mL/phut

Pha dong: nudc/axetonitril (axit formic 0,1%)

Luong bom: 0,1 dén 0,5 mL

Y nghia ctia cde chit viet tat dwoc dua ra dudi ddy.

dd:

Vach don
Vach d61
Vach ba
Vach bdn
Vach d6i kép
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dt:
td:

ddd:
ddt:
dtd:
tdd:
m:
br:
brs:
CDI:

DMSO-ds:

CDCls:
CDs3;0D:
THEF:
DMF:
DMA:
NMP:
DMSO:
TFA:
WSC:
HOB:t:
HATU:

DIAD:
TBAF:
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Vach ba kép

Ba vach doi

Ba vach ba

Vach d6i kép hai 1an

Vach ba kép hai 1in

Vach dbi ba 1an kép

Vach d6i kép cua vach ba
Pa vach

Rong

Vach don rdng
Cacbonyldiimidazol
Dimetyl sulfoxit doteri hoa
Cloroform doteri hoa
Metanol doteri hoa
Tetrahydrofuran
N,N-dimetylformamit
N,N-dimetylaxetamit
1-metyl-2-pyrolidinon
Dimetyl sulfoxit

Axit trifloaxetic
1-(3-Dimetylaminopropyl)-3-etylcarbodiimit hydroclorua
1-Hydroxybenzotriazol monohydrat

(Dimetylamino)-N,N-dimetyl(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridin-

3-yloxy)metanimin hexaflophosphat

Diisopropyl azodicarboxylat

Tetrabutylamoni florua
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DIPEA: Diisopropyletylamin
Boc: Tert-butoxycacbonyl
Boc20: Di-tert-butyl dicacbonat

DMAP: Dimetylaminopyridin
Po nhiéu xa bot tia X

Nhiéu xa bot tia X duogc do tudn theo cac diéu kién thir nghiém sau, sau khi
chét thir nghiém duogc nghién nhe nhang thanh bt khi can thiét trong mot cbi ma

nao.

Thiét bi: Rigaku MiniFlexII

Pich Cu

Thiét dt thong sb du ra tia X: 15 mA, 30 kV
Ving quét: tir 2,0 dén 40,0°

Kich thudce bude: 0,010°

Tbc d6 quét: 5,00°/phut.

Khe phén ky: 1,25°

Khe tan xa: Mé&

Khe tiép nhan 4nh sang: M&

Vide xtr 1y céc thiét bi bao gdm ca viée xtt ly dit liéu dugc dva trén phuong
phap va quy trinh dugc chi rd trong mdi mot thiét bi.

Céc gié tri s6 thu dugc tir cac phd khéc nhau c6 thé dao dong chit it theo
chiéu cta su phat trién tinh thé, kich thudc hat, hoic diéu kién do ctia noé. Do do, céac
gia tri sb nay khong thé duoc dién gidi mdt cach hoan toan.

Phuong phép do phén tich nhiét (phuong phap do nhigt quét vi sai (phuong

phap do DSC))
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Phuong phap do DSC dugc do tudn theo cac didu kién thir nghiém sau.

Thiét bi: TA Instrument Q1000

Mau: Khoang 1 mg

Db chira miu: Lam tir nhdm

Tbc d6 gia ting nhiét do: Gia taing 5°C/phut, 1én t6i 250°C

Khi khi quyén: Nito

Téc d6 dong ctia khi nito: 50 mL/phut.

Viée xtr Iy cac thiét bi bao gdm ca viée xtt ly di liéu dwgc dua trén phuong

phap va quy trinh duoc chi 16 trong mdi mot thiét bi.
Vi dy tham chiéu 1

Téng hop (R)-tert-butyl  3-(4-amino-3-iodo-1 H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-

yl)piperidin-1-carboxylat

<;iy’40/47

~

N
NH, !

(Budc 1) Tbng hop (S)-tert-butyl 3-(metylsulfonyloxy)piperidin-1-carboxylat

20g (S)-N-Boc-3-piperidinol dugc hoa tan trong 100mL toluen, va 21mL
trietylamin va 9,2mL metansulfonyl clorua dugc bb sung vao d6 & nhiét 4o 0°C. Hon
hop duogc khudy trong thoi gian 1 gid trong diéu kién lam lanh bang nuéc dé, sau d6
etyl axetat va nude duge bd sung vao d6, va 16p hitu co duge tach riéng. Lop hiru co
duoc ria bang dung dich nude bdo hoa chira natri hydro cacbonat, dung dich nudc
bio hoa chita amoni clorua va nudc, va sau do, dugc lam kho trén natri sulfat khan.

Dung méi dugc chung ct trong didu kién 4p suit giam, va do do, thu duoc 26,8¢
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hop chét néu & tiéu d2 1a chét rdn khong mau.
(Budc 2) Tong hop (R);tert-butyl 3-(4-amino-3-iodo-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-
1-yl)piperidin-1-carboxylat

Dung dich huyén phu chita 14,6g 3-iodo-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-
amin tdng hop theo phuwong phap duge md ta trong tai liéu WO 2007/126841, 25g
(S)-tert-butyl 3-(metylsulfonyloxy)piperidin-1-carboxylat thu dugc trong bude 1, va
69g kali cacbonat trong 150mL DMA duoc gia nhiét dén nhiét @6 100°C, va duogc
khudy trong thoi gian 10 gid. Dung dich huyén phu dugc lam mat xudng nhiét d§
trong phong, va sau d6, 300mL nuée dugc b sung vao do. Chét ran thu duoc theo
cach nhu vay dugc tap hop b%lng cach loc va dugc rira béng nuéc, va chit rin duoc

1am kho. Do d6, thu dugc 26,9g hop chit néu & tiéu d& 13 chét rdn mau vang.
Vi du tham chiéu 2
Téng hop (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo[d]oxazol-2-yl)-1H-

pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit (Hop chitA)

O
(=
N_ N\
o
NH, N>h
0 H

(Budce 1) Téng hop (R)-tert-butyl 3-(4-amino-3-((benzo[d]oxazol-2-yl)carbamoy1)-

1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat

300mg (R)-tert-butyl 3-(4-amino-3-iodo-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-

yDpiperidin-1-carboxylat thu dugc trong vi du tham chiéu 1 dugc hoa tan trong 3mL
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NMP. 118mg benzo[d]oxazol-2-amin, 20mg xantphos, va 0,15mL N-metylmorpholin
dugc bd sung vao d6, va thao tac khir khi duoc thuc hién. Sau do, 7,6mg paladi
axetat duoc bd sung vao d6, va trong mdi trudong cacbon monoxit, hén hop dugce gia
nhiét dn nhiét d6 110°C va dugc khudy trong thoi gian 2 gid. Sau khi hdn hop duge
lam lanh, 4,5mL metanol va 0,45mL dung dich nuéc 5N chira natri hydroxit dugc bd
sung vao d6, va hdn hop duge khudy trong thoi gian 30 phut & nhiét d6 trong phong.
Sau d6, d6 pH duoc hiéu chinh t6i 5,3 bing HC 2N, va chét rén thu dugc theo cach
nhu vy duge tap hop bing céch loc. San phim thd duge tinh ché bang cot silicagel
(cloroform-metanol), va do d6, thu dugc 257mg hop chét néu & tiéu @& 1a chit rin

mau trang.
(Budc 2) Téng hop hop chat A

5,0g  (R)-tert-butyl 3-(4-amino-3-((benzo[d]oxazol-2-yl)carbamoyl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-1-yl)piperidin-1-carboxylat thu dugc trong budc 1 dugce
tao huyén phul trong 50mL axetonitril, va bb sung 7,85g natri iodua vao hdn hop.
6,65mL trimetylsilyl clorua duoc bd sung timg giot vao d6 cung voi khudy & nhiét
d6 trong phong, va hdn hop dugc khudy trong thoi gian 1 gid. 87,5mL nudc va
12,5mL dung dich nudc 5N cua natri hydroxit duge bd sung vao do, va sau do, he
duoc lam lanh bﬁng nude da. Dung dich duogc didu ché béng céach hoa tan 0,895mL
acryloyl clorua vao 4,ImL axetonitril dugc bd sung timg giot vao do, va hdn hop
duge khudy trong thoi gian 1 gid trong didu kién 1am lanh bang nuéc d4. S0mL nude
duge bd sung vao dé, va chét rén tao ra theo cach nhu vdy duoc tdp hop bang cach
loc, duoc rira bang nudc, va lam khd trong diéu kién ap suit giam. Do d6, thu duogc

4,13g hop chit néu & tidu d 1a cht rén mau tring (Hop chat A).

IH-NMR (DMSO-de): Sppm 1,53-1,68 (m, 1H), 1,86-1,98 (m, 1H), 2,08-
221 (m, 1H), 2,25-2,39 (m, 1H), 2,82-2,95 (m, 0,5H), 3,10-3,22 (m, 0,5H), 3,23-
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3,37 (m, 0,5H), 3,68-3,78 (m, 0,5H), 4,04-4,14 (m, 0,5H), 4,22-4,38 (m, 1H), 4,52-
4,65 (m, 0,5H), 4,67-4,81 (m, 1H), 5,58-5,74 (m, 1H), 6,03-6,19 (m, 1H), 6,68-6,92
(m, 1H), 7,28-7,40 (m, 2H), 7,59-7,71 (m, 2H), 8,22 (brs, 2H), 8,28 (s, 1H), 12,15
(brs, 1H)

Vi du tham chiéu 3

Nghién clru vé (R)-1-(1 -acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo[d]oxazol-2-yl)-
1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit (Hop cht A) va cac mubi cong axit hodc

bazo
(1) Nghién ctru vé& cac mudi cong axit ctia hop chit A

Nghién ctru duge thuc hién v& sy hinh thanh mudi véi axit clohydric, axit

sulfuric va axit phosphoric trong sé cac axit v co. Cu thé, hop chit A dwoc hoa tan

' trong dung moi thich hop, va mdi mot loai axit voi luwong thich hop (tir 0,5 dén 1,5

duong lugng) duoc bd sung vao dé6, va viéc khqu duoc thuc hién trong thoi gian

qua dém, dé béng cach @6 xac dinh xem su hinh thanh mudi ¢4 xuit hién hay khong.

V8 két qua, khi b sung axit clohydric hogc axit sulfuric vao hop chét A, su phan hity

bit dAu mot cach rd rét, va do do, nghién ctru duge ngung lai. Khi bd sung axit

phosphoric vao hop chit A, monophosphat ctia hop chit A thu dugce (Vi du tham
chiéu 4).

Ngoai ra, nghién ctru duoc thuc hién vé su hinh thanh mudi véi axit fumaric,
axit suxinic, axit tartaric, axit malic, axit xitric va axit axetic. Cu thé, hop chat A
duoc hoa tan trong dung méi thich hop, va mdi mdt loai axit véi lwgng mol tuong
duong v6i hop chit A duge bd sung vao d6, va sau do, dung méi duge chung cht dé
bang cach d6 didu ché dang vo dinh hinh cta mdi mdt loai axit hitu co. Sau d6, dang
vo dinh hinh nay duoc tao huyén phli ciing v6i gia nhiét trong dung méi hitu co (vi

du, metyletylketon, etanol, etyl axetat va butyl axetat), bﬁng cach d6 khing dinh su
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hinh thanh mudi c6 xuAt hién hay khéng. Do d6, khéng c6 mudi nao dugc tao ra voi
axit malic, axit xitric hodc axit axetic. Ttr dang v0 dinh hinh cua axit suxinic, mdc du
chit két tinh thu dugc, nhung khong thé thu duoc suxinat véi luong twong duong véi
lugng theo ly thuyét. T axit fumaric, monofumarat ctia hop chit A (v6 dinh hinh)
thu duoc, va tlr axit tartaric, hemitartrat ciia hop chit A thu duge (Vi du 1 va Vidu

tham chiéu 5).
(2) Nghién ctru vé cac mudi cong bazo ctia hgp chit A

Nghién ctru duoc thuc hién vé su hinh thanh mudi véi natri va magie, trong
s& cac bazo vd co. Cu thé, hop chit A dugc hoa tan trong dung mdi thich hop, va
mdi mot loai bazo duge bd sung vao d6 (tr 0,5 dén 1,5 duong lugng), va thao tac
khqu dugc thuc hién trong thoi gian qua dém, bﬁng cach do khéng dinh sy hinh
thanh mudi ¢6 xult hién hay khong. Do d6, khi hinh thanh mudi véi natri, sy phan
hay bat ddu mdt cach rd rét, va do d6, nghién ctru duge ngung lai. Tur truong hop cua
magie, thu dugc mudi hemi magie ctia hop chét A (Vi du tham chiéu 6). Tuy nhién,
trong mudi hemi magie cta hop chét A, lugng cac chét twong tu gia ting va hon nita,
thao tac dé thu dwoc mubi phic tap va khé hoa tan lai vao dung mdi hiru co kho
khin, do d¢ hoa tan thdp ctia n6, va do do, co thé thiy rang, mubi khong thich hop

trong san xudt thuc tién.
Vi du tham chiéu 4
Téng hop (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo [d]oxazol-2-yl)-1H-

pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit - monophosphat (monophosphat cta hop

chit A)

B4 sung THF (18 mL) vao hop chit A thu dugc & trén (150 mg) va sau khi
hdn hop duoc gia nhiét dén nhiét @6 70°C, axit phosphoric (27,3 pL) duoc bb sung

vao d6. Sau d6, hdn hop duoc khudy & cing nhiét do trong thoi gian 72 gio, va chit
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ran két tta dugc tap hop béng cach loc, sau d6 lam kho trong diéu kién ap suét giam,
va thu dugc hop chit ndu & tiéu dé 1a chét rin mau tréng. Luong thu dugc: 158 mg,

Ty 18 hiéu suat: 85,9%

'H-NMR (DMSO-de): Sppm 1,51-1,69 (m, 1H), 1,87-1,97 (m, 1H), 2,09-
221 (m, 1H), 2,25-2,41 (m, 1H), 2,84-2,95 (m, 0,5H), 3,09-3,22 (m, 0,5H), 3,22-
3,38 (m, 0,5H), 3,67-3,83 (m, 0,5H), 4,04-4,17 (m, 0,5H), 4,23-4,40 (m, 1H), 4,54-
4,65 (m, 0,5H), 4,66-4,83 (m, 1H), 5,58-5,76 (m, 1H), 6,05-6,22 (m, 1H), 6,70-6,96
(m, 1H), 7,32-7,48 (m, 2H), 7,61-7,75 (m, 2H), 8,15-8,26 (brs, 2H), 8.30 (s, 1H)

Vi du tham chiéu 5

Téng hop (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo[d] oxazol-2-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit-hemi-L-(+)-tartrat (hemitartrat ctia hop chét

A)

Hop chét A thu duogc & trén (600 mg) duge hoa tan trong hdn hop cia THF
(90 mL) va nuée (60 pL), va trong dung dich tao ra, L-(+)-tartrat (209 mg) duogc rot
vao do va dugce hoa tan hoan toan. Dung mdi dugc chung cit bang cach chung cét
theo kiéu ddng s6i hon hop vdi THF hai 14n, bang cach d6 thu duge chét rin mau
tréng. Metyletylketon (1,5 mL) duoc bd sung vao chét rén mau tring nay (130 mg)
va viéc gia nhiét huyén phti duge thyc hién & nhiét 46 70°C trong thoi gian 21 gio.
Chét rén dugc tAp hop bang cach loc, sau d6 lam khé trong didu kién 4p sudt giam,
va thu duoc ¢ dang chét rén mau tréng. Lugng thu dugc: 96 mg, ty 1€ hi¢u sudt:
85,9%

IH-NMR (DMSO-ds): dppm 1,55-1,68 (m, 1H), 1,89-1,97 (m, 1H), 2,10-
2,21 (m, 1H), 2,25-2,40 (m, 1H), 2,85-2,95 (m, 0,5H), 3,15-3,65 (m, 1H), 3,68-3,80
(m, 0,5H), 4,05-4,15 (m, 0,5H), 4,24-4,36 (m, 1H), 4,30 (s, 2H), 4,53-4,62 (m,
0,5H), 4,67-4,79 (brs, 1H), 5,67 (dd, J = 9,99 Hz, 1H), 6,08-6,18 (m, 1H), 6,71-6,92
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(m, 1H), 7,30-7,41 (m, 2H), 7,61-7,73 (m, 2H), 8,22 (brs, 2H), 8,29 (s., 1H)
Vi du tham chiéu 6

Téng hop (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo[d]oxazol-2-yl)-1H-
pyrazolo|3,4-d]pyrimidin-3 -carboxamit-mudi hemi magie (mudi hemi magie ctia hop

chit A)

B6 sung THF (3 mL) va metanol (1 mL) vao hop chit A thu duogc & trén
(159,8 mg) dé tao huyén phi. Sau d6, dung dich nuéc 2M chira natri hydroxit (185
pl) duge bd sung vao d6 va hop chit A duoc hoa tan hoan toan trong d6. Sau do,
magie clorua (17,6 mg) dugc rét vao trong do va hén hop dugc khudy, bang cach d6
thu duoc chit rén mau tréng. Sau khi nuée (2 mL) duogc bd sung vao do, chét ran
duoc tp hop bang cach logc. Chét rin duoc rira bang nude (1 mL) hai l4n, va lam kho
trong didu kién 4p suadt giam bang cach d6 thu duoc chit rén mau tring.
Metyletylketon (1 mL) dugc bd sung vao chét rin mau tring nay (50 mg) va viéc gia
nhiét huyén pht duge thuc hién & nhiét do 70°C trong thoi gian 24 giv. Chat ran
duoc tap hop b%mg cach loc, sau d6 lam kho trong diéu kién ap suét giam, va thu

dugc ¢ dang chét rén mau tréng. Luong thu dugc: 44,7 mg, Ty 1€ hiéu suét: 57,3%

'H-NMR (DMSO-dg): ppm 1,52-1,67 (m, 1H), 1,88-2,01 (m, 1H), 2,19-
2,41 (m, 2H), 2,75-2,89 (m, 0,5H), 3,07-3,21 (m, 1H), 3,57-3,71 (m, 0,5H), 4,15-
4,23 (m, 0,5H), 4,36-4,55 (m, 1H), 4,69-4,88 (m, 2H), 5,60-5,80 (m, 1H), 6,08-6,22
(m, 1H), 6,79-6,96 (m, 1H), 7,08-7,23 (m, 2H), 7,47-7,56 (m, 2H), 8,13-8,22 (brs,
2H), 8,49 (s, 1H), 10,42-10,50 (brs, 1H)

Vidul

Téng hop (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo[d] oxazol-2-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit-monofumarat (monofumarat ctia hop chat A

(v6 dinh hinh))
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Hop chét A thu dugc trong vi du tham chiéu 2 (1,4 g) dugc hoa tan trong
THF (210 mL) va nuéc (140 pL) & nhiét do trong phong, va sau do, axit fumaric
(376 mg) dugc 16t va duge hoa tan hoan toan trong do. Dung mbi duge chung cit
bang cach chung cét theo kiéu ddng s6i hdn hop véi THF hai 1an, bang cach d6 thu
dugc monofumarat cua hop chit A (dang vo dinh hinh) 13 bot mau trdng. Luong thu

dwoc: 1,57 g, Ty 16 hidu suét: 90,1%

IH-NMR (DMSO-de): ppm 1,53-1,68 (m, 1H), 1,86-1,98 (m, 1H), 2,08-
221 (m, 1H), 2,25-2,39 (m, 1H), 2,82-2,95 (m, 0,5H), 3,10-3,22 (m, 0,5H), 3,23-
3,37 (m, 0,5H), 3,68-3,78 (m, 0,5H), 4,04-4,14 (m, 0,5H), 4,22-4,38 (m, 1H), 4,52-
4,65 (m, 0,5H), 4,67-4,81 (m, 1H), 5,58-5,74 (m, 1H), 6,03-6,19 (m, 1H), 6,62 (s,
2H), 6,68-6,92 (m, 1H), 7,28-7,40 (m, 2H), 7,59-7,71 (m, 2H), 8,22 (brs, 2H), 8,28
(s, 1H), 12,15 (brs, 1H)

Phé nhidu xa bot tia X: Pugc thé hién trong hinh v& trén Fig. 1.
Vidu?2

Téng hop (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo [d]oxazol-2-yl)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit-hemifumarat (hemifumarat ctia hop chit A

(tinh thé))

Monofumarat ctia hop chét A thu duge trong vi du 1 (v6 dinh hinh) (450 mg)
duoc tao huyén phi trong metyletylketon (27 mL), va viéc gia nhiét huyén phu dugc
thuc hién & nhiét d6 80°C trong thoi gian 24 gi¢. Thong qua viéc tap hop bang cach
loc, va sau d6 lam kho trong didu kién ap sudt giam, hemifumarat ctia hop chit A
(tinh thé) thu duoc 1a bdt mau tréng. Luong thu duge: 279 mg, Ty 1€ hi€u suét:

62,0%

'H-NMR (DMSO-de): dppm 1,53-1,68 (m, 1H), 1,86-1,98 (m, 1H), 2,08-
2,21 (m, 1H), 2,25-2,39 (m, 1H), 2,82-2,95 (m, 0,5H), 3,10-3,22 (m, 0,5H), 3,23-
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3,37 (m, 0,5H), 3,68-3,78 (m, 0,5H), 4,04-4,14 (m, 0,5H), 4,22-4,38 (m, 1H), 4,52-
4,65 (m, 0,5H), 4,67-4,81 (m, 1H), 5,58-5,74 (m, 1H), 6,03-6,19 (m, 1H), 6,62 (s,
1H), 6,68-6,92 (m, 1H), 7,28-7,40 (m, 2H), 7,59-7,71 (m, 2H), 8,22 (brs, 2H), 8,28
(s, 1H), 12,15 (brs, 1H)

Phd nhidu xa bot tia X: Pugc thé hién trong hinh v& trén Fig. 2.

Géc nhidu xa dic trung (20 £ 0,1°): 4,5°, 5,8°, 11,2°, 12,1°, 12,4°, 13,4°,
16,6°, 17,3°, 18,2°, 20,2°,26,4°, 27,1°

Pudng cong phén tich nhiét quét vi sai (DSC): Buoc thé hién trong hinh v&

trén Fig. 3.

Pinh thu nhiét trén dudng cong phan tich nhiét quét vi sai (DSC): ¢ vung
xung quanh trong khoang tir 197°C dén 199°C

Vidu3

Téng hop (R)-l-(1-acryloylpiperidin—3-yl)-4-amino-N-(benzo[d]oxazol-2-y1)-1H-
pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit-monofumarat (monofumarat ctia hop chat A

(tinh thé))

Monofumarat ciia hop chét A thu duoc trong vi du 1 (v6 dinh hinh) (500 mg)
duoc tao huyén phu trong axetonitril (10 mL), va viéc gia nhiét huyén phu dugc thuc
hién & nhiét d6 80°C trong thoi gian 24 giv. Thong qua viée tap hop bang céach loc,
va sau d6, lam kho trong diéu kién ap suét giam, monofumarat cta hop chit A (tinh

thé) thu duogc 1a bot mau tréng. Luong thu dugc: 448 mg, ty 1€ hi€u suét: 89,6%

'H-NMR (DMSO-de): ppm 1,53-1,68 (m, 1H), 1,86-1,98 (m, 1H), 2,08-
221 (m, 1H), 2,25-2,39 (m, 1H), 2,82-2,95 (m, 0,5H), 3,10-3,22 (m, 0,5H), 3,23-
337 (m, 0,5H), 3,68-3,78 (m, 0,5H), 4,04-4,14 (m, 0,5H), 4,22-4,38 (m, 1H), 4,52-
4,65 (m, 0,5H), 4,67-4,81 (m, 1H), 5,58-5,74 (m, 1H), 6,03-6,19 (m, 1H), 6,62 (s,
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2H), 6,68-6,92 (m, 1H), 7,28-7,40 (m, 2H), 7,59-7,71 (m, 2H), 8,22 (brs, 2H), 8,28
(s, 1H), 12,15 (brs, 1H)

Phd nhiéu xa bdt tia X: Dugc thé hién trong hinh v& trén Fig. 4.

Géc nhidu xa dic trung (20 = 0,1°): 7,2°, 12,4°, 14,4°, 15,0°, 15,6°, 19,0°,
22.3°,22,6°, 23,4°,25,5°,25,9° va 27,6°

Puong cong phan tich nhiét quét vi sai (DSC): Dugc thé hién trong hinh v&
trén Fig. 5.

Dinh thu nhiét trén dudng cong phan tich nhiét quét vi sai (DSC): & ving
xung quahh trong khoang tir 219°C dén 224°C
Vidu so sanh 1
Téng hop (R)-1-(3-(4-amino-3-(4-phenoxyphenyl)-1H-pyrazolo[3 ,4-d]pyrimidin-1-
yD)piperidin-1-yl)prop-2-en-1-on (Hop chét so sanh 1)

Viéc téng hop dugc thuc hién tudn theo phuong phap duge md ta trong tai
litu WO 2008/121742 d& thu duoc hop chit néu & tiéu d& 1a chat rin mau tréng.

IH-NMR (DMSO-ds): dppm 1,21-1,28 (m, 1H), 1,42-1,71 (m, 1H), 1,91
(brs, 1H), 2,04-2,36 (m, 2H), 2,91-3,10 (m, 1H), 3,13-3,27 (m, 1H), 3,59-3,76 (m,
1H), 4,04-4,26 (m, 2H), 4,47-4,80 (m, 2H), 5,51-5,78 (m, 1H), 5,96-6,21 (m, 1H),
6,64-6,95 (m, 1H), 7,14 (dd, J = 11,46, 8,54 Hz, 6H), 7,40-7,47 (m, 2H), 7,63-7,70
(m, 2H), 8,26 (s, 1H)

Céc tac dung ctia fumarat ciia hop chit A theo sang ché dugc khéng dinh
bang cac vi dy thir nghiém sau. Trong phn nay, d6i véi hop chit A va mubi ctia hop
chét nay trong céac vi du thir nghiém, céc tinh thé cta ching duoc st dung, trir khi

duoc mo ta theo cach khac.

Vi du thir nghiém 1
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Thir nghiém v& su hip thw/giai hip thy d6 4m

Thir nghiém vé su hip thw/giai hdp thu d6 4m duge thyc hién ddi véi hop
chit A, monofumarat ctia hgp chit A, hemifumarat ctia hop chét A, hemitartrat cia
hop chit A va monophosphat cta hop chét A, dé nghién ctru sy c6 mit hodc khong

c6 dic tinh kénh hydrat.

Trong thir nghiém vé su hép thy/giai hép thu d6 4m, céc phép do dugc thuc

hién theo cac diéu kién sau.

Mam giit bang thach anh chuyén dung duoc nap bang tir 5 dén 10 mg mau
va trong lugng cua mau tai mdi mot do 4m duoc do va duoc ghi theo cach lién tuc
trong cac diéu kién sau. Viéc xtr ly céc thiét bi bao gf‘)m ca viéc xur ly dit liéu duoc
dya trén phuong phap va quy trinh duge chi rd trong mdi mot thiét bi.

Thiét bi: VTI SA+ (san xuét boi TA Instruments Inc.)

Nhiét d6 lam kho: 60°C

Tbc @6 gia ting nhiét do: 1°C/phut.

Can béng khi lam kho: Khéng dinh r%lng, khong xuét hién su giam 0,01%
trong luong trong 5 phut, ndm trong khoang khong vuot qua 300 phut.

Nhiét d6 do: 25°C

Can béng khi lam 4m: Khéng dinh réng, khong xudt hién sy gia tang 0,01%
trong lugng trong 5 phut, ndm trong khoang khdng vuot qua 120 phut.

Chuong trinh d6 Am tuong ddi: Gia ting theo muc 5% RH tir 5% RH dén
95% RH, va giam theo mirc 5% RH tir 95% RH xudng 5% RH.

Céc dd thi thu duoc bdi cc thir nghiém nay dugc thé hién trong cac hinh v&

tir Fig. 6 dén Fig. 10. Nhiing thay dbi vé trong luong nim trong pham vi didu kién do
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duoc thé hién trong cac bang tir Bang 2-1 dén Bang 2-5.
Bang 2-1

K&t qua ciia thir nghiém v& sy hdp thw/giai hp thu d 4m ctia hop chat A

Ty 18 thay ddi trong lugng (%)
Do 4m tuong ddi (%) Su hap thu Su giai hap thu
5 0,42 0,67
20 3,08 3,20
40 3,60 3,65
60 3,88 3,88
80 4,09 4,11
95 4,39 4,39
Bang 2-2

Két qua cua thir nghiém vé su hép thy/giai hép thu d6 4m ctia monofumarat cua hop

chit A
Ty 18 thay d6i trong lugng (%)
D6 Am tuong ddi (%) Su hip thu | Su giai hip thu

5 0,01 0,05
20 0,14 0,17
40 0,30 0,33
60 0,37 0,41
80 0,45 0,49
95 0,60 0,60
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Bang 2-3

Két qua ctia thir nghiém vé su hép thu/giai h'flp thu d6 4m ctia hemifumarat ciia hop

chat A
Ty 1€ thay dbi trong luong (%)
D6 4m tuong ddi (%) Sy hép thu Su giai hap thu
5 0,00 0,04
20 0,07 0,11
40 0,16 0,23
60 0,28 0,40
80 0,42 0,54
95 0,81 0,81
Bang 2-4

Két qua cua thir nghiém vé su hép thu/giai hép thu d6 4m ctia hemitartrat ciia hop

chit A
Ty 1§ thay dbi trong luong (%)
Do Am tuong ddi (%) Su hép thu Su giai hp thu
5 0,01 -0,28
20 1,25 1,17
40 1,56 1,32
60 1,67 1,45
80 1,64 1,72
95 3,31 3,31
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Bang 2-5

Két qua cua thir nghiém vé su hép thu/giai hép thu d6 4m ctia monophosphat ciia hgp

chit A
Ty 1€ thay dbi trong lugng (%)
Do 4m twong ddi (%) Sy hép thy Su giai hip thu
5 0,01 5,76
20 0,19 8,06
40 0,36 19,29
60 0,61 10,38
80 1,29 12,12
95 17,90 17,90

Nhu dugc thé hién trong cic bang tir Bang 2-1 dén Bang 2-5, khi hop chat A
duoc 1am 4m tai d6 4m twong dbi nam trong khoang tir 5 dén 95% ma khoing nay
nam trong khoang diéu kién do, sy thay d6i vé trong luong cua nd tdi da khoang
4,4%. Cling khﬁng dinh r%mg, khi d6 4m duoc ha thép tr 36 4m tuong dbi 95%, hop
chét A hiu nhu trd lai tinh trang ban dau. Tuc 13, khéng dinh réng, hop chit A c6 dic

tinh kénh hydrat ma né hip thu/giai hép thy hoi 4m tly thudc vao do am,

Tuong tu, hemitartrat cia hop chit A thé hién su thay ddi vé trong lugng tdi
da khoang 3,3%, khi duoc lam 4m tai d6 Am tuong d6i nim trong khoang tir 5 dén
95%. Ciing khing dinh ring, khi d6 4m dwoc ha thip tir 6 4m twong d6i 95%, hop
chit A hau nhu tré lai tinh trang ban dau. Tuac 13, khing dinh ring, hemitartrat ctia
hop chit A ciing ¢6 ddc tinh kénh hydrat ma né hép thu/giai hap thy hoi 4m tiry thudc

vao do am.
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Ciing khang dinh ring, trong monophosphat cua hop chit A, dang tinh thé
sau khi thir nghiém v& sy hép thu/giai hép thu d6 4m da khong duy tri dugc dang tinh
thé ban déu.

Nguoc lai, trong ca monofumarat ctia hop chit A va hemifumarat ctia hop
chit A theo sang ché, su thay ddi vé& khdi luong duoc duy tri khoang dudi 1% gia
tang vé 36 4m tuong d61 95%, va khflng dinh réng, hop chit A hiu nhu tro lai trang
thai ban dau, khi d6 4m duoc lam giam. Nhu vay, khéng dinh ré’mg, fumarat ctia hop
chét A theo sang ché ¢6 kha ning tranh duge dic tinh kénh hydrat, va c6 cac dac tinh
tuyét voi lam dugce phim hozc thanh phan thubc ctia dugce phim.

Vi du thtt nghiém 2
Thit nghiém v& tinh dn dinh & trang thai ran (thi nghiém nhanh)

Tinh 6n dinh & trang thai ran duoc do trong céc diéu kién sau, dbi voi
monofumarat cta hgp chét A, hemifumarat ctia hop chit A, hemitartrat ctia hop chét
A va monophosphat ctia hop chit A ma ching thu duge trong cac vi du va vi du tham
chiéu, khi ching dugc bao quén trong thoi gian 2 tuAn hodc 4 tudn trong diéu kién
nhiét d6 40°C/d6 Am tuong ddi 75% (diéu kién gén kin va diéu kién mo).

Pidu kién bao quan: nhiét dd 40°C /do Am tuong déi 75% (Gén kin va dé
mé&) (P& mé & cap dén didu kién trong d6, d6 chira thiy tinh 6 nép day dugc bo ra
va duge day bang gidy KimWipe).

Céc thoi didm do: 2 tudn va 4 tudn

Luong bao quan: Khoang 30 mg

D) chira bao quan: Do chira thily tinh mau niu

Phuong phap diéu ché dung dich mau: Mau duge hoa tan trong axetonitril

50% sao cho ndng d6 ctia mAu 1a 0,4 mg/mL.
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Khéi luong ctia chit twong tu trong dung dich mau duge do bing phén tich

HPLC. Viéc xu ly cac thiét bi bao gém ca viéc xir ly dit liéu dugc dya trén phuong

phap va quy trinh duoc chi 16 trong mdi mot thiét bi. (Thiét bi: Shimadzu

Corporation SIL-HTc/LC-20AB)

Cot: InertSustein C18, 4,6 x 150 mm, 3 pm, duoc san xuét boi GL Sciences

Inc.

Phét hién MS: ESI duong tinh

phat hién UV: 220 nm

Nhiét do cot: 40°C

Tbc d6 dong ctia cdt: 1,0 mL/phut

Pha dong: A; 10 mmol/L dung dich dém phosphat (pH 6,0): dung dich hdn

hop axetonitril (ty 1& 17:3), B; axetonitril

Luogng bom: 5uL

Gradien: Bang 3

Bang 3
Thoi gian (phut) A B
0-18 100% dén 90% 0% dén 10%
18-30 90% dén 55% 10% dén 45%
30-35 55% dén 45% 45% dén 55%
35-45 45% 55%
45-55 100% 0%

Bang 4 thé hién cic két qua danh gia v& khéi luong do duoc cla chét tuong

tu. Trong bang, A, B va C d8 chi cac ty 1& % cua tbng khdi lugng cta chit tuong tu
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14n luot dudi 0,1%, 0,1% hodc cao hon va dudi 0,5%, va 0,5% hodc cao hon. Mot
cach ngiu nhién, c4c gia tri danh dAu bang * duoc do tai thoi diém 2 tudn va céc gid

tri khac duoc do tai thoi didm 4 tuan.

Bang 4
Nhiét 4§ 40°C/dd 4m twong ddi 75%
Dé mo DPong kin
monofumarat cta hop chit A A A
hemifumarat ciia hop chit A A A
hemitartrat ctia hgp chat A B B
monophosphat ciia hgp chat A C’ (o}

Két qua ctia bang nay, khing dinh riang, monofumarat cia hop chit A va
hemifumarat ctia hop chét A tao ra lugng chét tuwong ty nhd va thé hién tinh 4n dinh
& trang thai rén tuyét voi so v6i hemitartrat ctia hop chit A hodc monophosphat cia
hop chit A. Do dé, khing dinh ring, fumarat ctia hop chit A theo sang ché thé hién
tinh &n dinh & trang thai rén tuyét voi.

Vi du thr nghiém 3
Thir nghiém v& tinh &n dinh & trang thai rin (Thit nghiém khit khe)

Tinh 6n dinh ¢ trang thai ran duoc do trong céc diéu kién sau, dbi véi
monofumarat ctua hop chit A, hemitartrat ctia hop chit A va monophosphat ctia hop
chit A ma chung thu dugc trong cac vi du va vi du tham chiéu, khi chung dugc bao
quan trong thoi gian 2 tuln hodc 4 tudn & nhiét d6 60°C.

Diéu kién bao quan: 60°C (Péng kin)

Thoi didm do: 2 tudn va 4 tudn

Luong bao quan: Khoang 30 mg
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D) chira bao quan: Do chira thiy tinh mau nau
Phuong phép diéu ché dung dich miu: MAu dugc hoa tan trong axetonitril

50% sao cho ndng d6 ctia miu 12 0,4 mg/mL.

Theo cach tuong tu nhu trong vi du thir nghiém 2, Bang 5 thé hién cac két
qua danh gia vé khéi lugng ciia chét tuong tu trong dung dich mau, duge do bing
phuong phap phén tich HPLC. Trong bang, A va B dé chi cac ty 1& % cua téng khdi
lugng cua chét tuong tu lan luot dudi 0,1%, va 0,1% ho#c cao hon va dudi 0,5%.
Mot cach ngiu nhién, gid tri dugc danh déu bing ky hidu * duoc do tai thoi diem 2

tudn va céc gid tri khac dugc do tai thoi diém 4 tuan.

Bang 5
60°C
monofumarat ctia hop chét A A
hemitartrat ctia hop chét A B
monophosphat cia hop chit A B

Két qua, khing dinh rang, monofumarat ctia hop chit A tao ra luong chét
tuong ty nho va thé hién tinh dn dinh & trang thai ran tuy&t voi so voi hemitartrat cua
hop chét A hodc monophosphat ctia hop chit A. Do d6, khing dinh ring, fumarat ciia

hop chét A theo sang ché thé hién tinh 6n dinh & trang thai ran tuygt voi.
Vi du thir nghiém 4
Thir nghiém do ndng d6 trong mau

Péi véi hop chit A, hemifumarat ctia hop chit A va monofumarat cua hop
chit A thu duge trong cac vi dy, cic huyén phi 50 mg/10 mL/kg vé phuong dién
trong lugng phén tr cia hop chét A dugc diéu ché bﬁng 0,5% HPMC. Céc dung dich

nay dugc str dung theo dudng ubng cho chudt (Balb/ cA) ma cac chudt nay da duoc
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nudi trong diéu kién cho an, véi liéu lwong 10mL trén 1 kg thé trong, bang 6ng song
dé sir dung theo duong uéng. Sau khi st dung, chudt dugc dua tré lai léng nuoi va
céc diéu kién dugc kidm tra. Trong 16ng dugce cung cAp diéu kién trong d6, nudc va
thic #n c6 thé tiép can tuy thich. Sau thoi gian 0,25, 0,5, 1, 2, 4 va 6 gio tu khi st
dung, chudt duoc gdy mé bang isoflurane, va 60 pL mau dugc tdp hop tir b mét bang

dng tap hop mau mao mach.

Mau tip hop duoc lam lanh bing nudc da va huyét twong méu dwoc tach
béng thao tac ly tAm. Chudt sau khi tip hop méau dugc dua trd lai 10ng nuoi dong vat
va cac didu kién sau khi phuc hdi sau gdy mé dugc kiém tra. Khi két thuc 14n tp hop
mau cudi cung, chudt dugc gay chét nhe nhang béng cach lam trat khép cd, sau khi

kiém tra mirc nong d6 gdy mé isoflurane.

AUC.6gi5, Cmax V& Tmax dugc tinh todn theo phwong phip dang thang log
tuyén tinh béang phin mém Phoenix WinNonlin (v6.3,0) ma phan mém nay duoc san
xut boi Pharsight Corporation, tlr ndng d6 ctia hop chit A trong mdi mdt huyét

tuong mau duge do bing phuong phdp MRM bang LC-MS/MS.

Két qua dugc trinh bay trong bang 6. Tir thit nghiém, khing dinh rang, ddi
vO1 Cmax (né)ng d6 t6i da trong mau), hemifumarat ctia hop chit A thé hién gia tri
tuong duong voi gia tri ctia hop chét A, va monofumarat cta hop chét A thé hién gia
tri gap khoang hai 14n gi4 tri cta ctia hop chit A; va dbi v6i AUCo-6giv (ving dudi
dudng cong ndng do trong méu - thoi gian, 0-6 gio tinh tir luc st dung), hemifumarat
cta hop chit A thé hién gid tri glp khoang hai lan gia tri cua hop chat A, va
monofumarat ctia hop chét A thé hién gia tri cao hon 1,3 14n so véi gia tri cua hop
chit A. Do d6, khang dinh rang, fumarat ctia hop chit A theo sang ché thé hién dic

tinh hép thu theo dudng ubng tuyét voi.
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Bang 6
St dung qua dudong miéng
Théng sb £ .
Hop chat | monofumarat ciia hop . , X
A chit A hemifumarat cuia hgp chat A

AUCo-6giy (WM gi0) 5,45 7,33 10,32

Cmax (LM) 3,98 7,63 4,22

Tmax (h) 0,25 0,25 0,5
Vi du thr nghiém 5

Do hoat tinh wc ché BTK (in vitro)

Trong mot tap hop diéu kién cta phuong phap do hoat tinh trc ché in vitro
cua cac hop chét dbi véi hoat tinh BTK kinaza, FL-Peptide 2 dugc st dung lam nén,
vi n6 dugc md ta trong danh sach gia cua loat mau LabChip (nhan hiéu dang ky) ¢
thé tiéu thu ctia PerkinElmer Co., Ltd. rang, FL-Peptide 2 twong ng véi nén peptit
dé do hoat tinh BTK kinaza. Protein BTK nguoi tai t6 hop tinh ché str dung trong

thtr nghiém duoc mua tir Carna Biosciences, Inc.

Dbi véi viée do hoat tinh e ché cta cac hop chét, trudce tién, monofumarat
ctia hop chét A dugc pha lodng timg budc bang dimetyl sulfoxit (DMSO). Sau do,
protein BTK, peptit nén (ndng d6 cudi la 1 pM), magie clorua (ndng d6 cudi 1a 10
mM), ATP (ndng d6 cudi 1a 45 uM), va dung dich DMSO ctia cac hop chét thir
nghiém (ndng d6 cubi cia DMSO 1a 5%) dugc bo sung vao dung dich dém ctia phan
tng kinaza (20 mM HEPES (pH 7,5), 2 mM dithiotheitol, 0,01% Triton X-100), va
sau khi dung dich dugc 0 trong thoi gian 40 phit & nhi¢t do 25°C, phan ung kinaza
duoc thuc hién. Phan tmg dugc Kkét thic béng céch bd sung EDTA vao d6 sao cho

thu duoc ndng do cudi 1a 30 mM. Sau cung, peptit nén ma né khong dugc

-45-



28085

phosphoryl héa (S) va peptit phosphoryl héa (P) duge tach riéng va dugc phét hién
bang phuong phap dién di mao quéan vi kénh véi dau doc LabChip EZ Reader II
(PerkinElmer, Inc.). Lugng cta phan tng phosphoryl héa dugc xac dinh tU cac do
cao dinh riéng biét ctia S va P, va ndng dd hop chit ma tai d6, phan ing phosphoryl
héa ¢6 thé dwoc tc ché t6i 50% dugc xac dinh lam gi4 tri IC50 (nM). Két qua duoc

thé hién trong bang 7 dudi day.

Bang 7
Hop chét thir nghiém Gia tri IC50 cua hoat tinh trc ché BTK (nM)
monofumarat ctia hop chit A 1,19

Tir két qua thir nghiém, khing dinh rang, fumarat clia hop chét A theo sdng
ché c6 hoat tinh trc ché BTK in vitro.
Vi du thir nghiém 6
Kha ning chon loc trc ché BTK so véi hoat tinh rc ché kinaza EGFR (in vitro)
1) Po hoat tinh trc ché BTK

Hoat tinh tc ché BTK dugc do theo cach twong ty nhu trong vi du thi
nghiém 3.
2) o hoat tinh &rc ché EGFR

Déi véi viee thit dat cac didu kién ctia phuong phép do hoat tinh ttc ché cua
hop chit déi véi hoat tinh kinaza EGFR in vitro, viéc thiét dat ndy duge mé ta trong
danh muc gié cta ngudn cung clp chét phan tng c6 thé tiéu thu duoc dbi véi loat
LabChip (nhin hiéu dang ky) ctia PerkinElmer, Inc. rang, FL-PEPTIDE 22 tuong
ung voi peptit nén dé do hoat tinh kinaza EGFR. Do dd, peptit biotin héa (biotin-
EEPLYWSFPAKKK) dugc tao ra bang cach dua vao trinh ty axit amin cua peptit.

Protein EGFR nguoi tai td hop tinh ché st dung trong thir nghiém dugc mua tur
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Carna Biosciences, Inc.

Dbi véi viée do hoat tinh trc ché cta cac hop chét, trude tién, monofumarat
ctia hop chit A duoc pha lofing timg budc bang dimetyl sulfoxit (DMSO). Sau dé,
protein EGFR, peptit nén (ndng do6 cubi 1a 250 nM), magie clorua (ndng d6 cudi 1a
10 mM), mangan clorua (ndng do cudi 1a 10 mM), ATP (ndng d6 cudi 1a 1,5 uM), va
dung dich DMSO ctia céc hop chét thir nghiém (ndng d6 cudi cia DMSO 1a 2,5%)
duoc bd sung vao dung dich dém ctia phan tng kinaza (20 mM HEPES (pH 7,5), 2
mM dithiotheitol, 0,01% Triton X-100), va sau khi dung dich duoc 1 trong thoi gian
120 phit & nhiét d§ 25°C, phan ung kinaza duoc thyc hién. Phan ng dugc két thic
bing cach bd sung EDTA vao d6 sao cho thu duge ndng do cudi 1a 24 mM. Sau do,
chét 10ng phét hién chira Eu-labeled khang thé khang phosphotyrosin danh dAu bang
Eu PT66 (PerkinElmer, Inc.) va SURELIGHT APC-SA (PerkinElmer, Inc.) dugc bb
sung vao do, va hé dugc dé yén trong thoi gian 2 gio hodc 14u hon & nhiét do trong
phong. Sau cuing, lwong huynh quang khi chiéu xa bang 4nh sang kich thich c6 budc
séng 337 nm duge do tai hai budc séng 620 nm va 665 nm, béng thiét bi doc
PHERAstar FS (BMG Labtech GmbH). Lugng cia phan ung phosphoryl hoa duoc
x4c dinh tlr ty 18 ctia cac lugng huynh quang tai hai budc song, va ndng d6 hop chat
ma tai d6, phan Gng phosphoryl héa c6 thé duoc e ché t6i 50% duge xac dinh 1am

gia tri IC50 (nM).
3) Kha néng chon loc ché BTK

"Gi4 tri IC50 cua hoat tinh Grc ché EGFR (nM)/gi4 tri IC50 cta hoat tinh tc
ché BTK (nM)" dugc tinh toan dya trén cac két qua thu dugc trong céc phén 1) va 2)
& trén, va nhd d6 kha ning chon loc e ché BTK ctia hop chét thir nghiém duoc xé4c

dinh.
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Bang 8

Hon chit thir nehiém Gia tri IC50 cta hoat tinh trc ché’, EGFR (nM)/gia
op gl tri IC50 ciia hoat tinh ttc ché BTK (nM)

monofumarat ctia hop chit A 16,90

Hop chét so sanh 1 1,3

Tir céc két qua & trén, khing dinh ring, kha ning chon loc tre ché BTK dbi
v6i EGFR kinaza ctia monofumarat ctia hop chét A theo séng ché cao hon 13 lan so
véi kha nang chon loc cua hop chét so sanh 1 in vitro, va monofumarat cta hgp chét
A theo sang ché c¢6 kha ning chon loc trc ché BTK tuyét voi. Tu cac két qua nay, c6
thé chimg minh rang, fumarat cta hop chat A theo sang ché c6 thé c6 it tic dung phu

hon so vé&i cac chat trc ché BTK hién hitu.
Vi du thr nghi¢m 7

Thit nghiém d do hoat tinh trc ché ting sinh d&i véi cac dong té bao bicu hién BTK

va EGFR (in vitro), va viéc so sanh vé kha nang chon loc cua n6

Té bao TMDS, chiing thudc dong té bao u lympho té bao B 16n lan toa biéu
hién BTK, dugc tao huyén phi trong méi truong RPMI1640 (san xuét boi Life
Technologies Corp.) chita 10% huyét thanh thai bo. Té bao A431, cac té bao nay
biéu hién qua mic EGFR, dong té bao ung thu biéu mo nguoi hoat héa cao, duogc tao
huyén pht trong DMEM, méi truong néng d6 glucoza cao (san xuit boi Life
Technologies Corp.) chira 10% huyét thanh thai bd. Céc huyén phi té bao duge cly
vao mdi mot 13 ciia cac vi dia day bing 384 15, va té bao dugc nudi cdy trong thoi
gian 1 ngay & nhiét d6 37°C trong t u chita 5% khi cacbon dioxit. Monofumarat cla
hop chit A va hop chét vi du so sanh 1 dugc hoa tan trong DMSO, va cac dung dich
dugc pha logng téi ndng d6 500 lan ndng d6 cudi cta hop chét thir nghiém, st dung

DMSO. Dung dich DMSO chira c4c hop chét thir nghiém dugc pha lodng bang mdi
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truong st dung trong huyén phu chita m3i mét t& bao, va hdn hop nay dugc b6 sung
vao mdi mot 15 cua cac dia nudi cdy té bao sao cho ndng do cudi ctia DMSO sé 1a
0,2%. T& bao dwoc nudi cdy thém trong thoi gian 3 ngdy & nhiét do 37°C trong tu &
chita 5% khi cacbon dioxit. Viéc dém sé luong t& bao trude khi bd sung cac hop chat
va sau khi nuéi cdy trong thoi gian 3 ngay véi su c6 mit ctia cac hop chét, dugc thuc
hién bing thiét bi CELLTITER GLO (san xuit bdi Promega Corp.) trén co s
phuong thirc dugc khuyén céo boi Promega Corp. Ty 1€ tic ché tang sinh dugc tinh
toan bing cong thirc sau, va ndng do ctia hp chit thir nghiém e ché 50% (GI50

(nM)) dugc xac dinh.
Ty 18 tc ché tang sinh (%) = (C - T)/(C - C0) x 100
T: Cudng d6 phat quang ctia 16 chira hop chét thir nghiém
C: Cudng d6 phat quang ctia 16 khong c6 hop chét thir nghiém

CO: Cudng d6 phat quang ctia 15 duge do trude khi bd sung hop chét thir
nghiém

Vi viée so sanh gitra hoat tinh tc ché tang sinh t& bao ddi véi céc té bao
A431 ma ching phu thudc vao sy truyén tin hiéu ting sinh EGFR va hoat tinh rc ché
ting sinh t& bao d6i véi cac t& bao TMD8 ma chiing phu thude vao sy truyén tin hiéu
tang sinh BTK, c¢6 thé danh gid dugc sy anh hudng cla cac kinaza twong tmg & mirc
t& bao. Tirc 13, bing cach tinh todn "ty 18 e ché ting sinh té bao A431/ty 1¢ tic ché
tang sinh t& bao TMDS", c6 thé du doén ring, khi gié tri cta ty 18 ting 1én, thi kha
nang chon loc véi BTK trén EGFR trong té bao tang lén. Cac gid tri cua "ty 1€ ché
tang sinh t& bao A431/ty 18 trc ché tang sinh t& bao TMD8" duoc thé hién trong bang
9.
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Bang 9

A oy 1en Ty 16 trc ché ting sinh té bao A431/ty 18 tc
Hop chat thir nghiém ché tang sinh t& bio TMDS
monofumarat ciia hop chat A 7643
Hop chit so sanh 1 117,9

Tir cac két qua thir nghiém, khéng dinh ring, kha nang chon loc trc ché BTK
dbi v6i EGFR kinaza cia monofumarat ciia hop chat A theo sang ché trong ty 18 trc
ché tang sinh t& bao in vitro cao hon 65 1an so v6i kha ning ctia hop so sanh 1. Do
d6, khing dinh rang, fumarat cua hop chit A theo sang ché c¢6 kha ning chon loc trc
ché BTK tuyét vor, khong chi & kinaza ma con ca & trong cac té bao. Tir cac két qua,
da chiing minh r%lng, fumarat ctia hop chét A theo sang ché c6 thé c6 it tic dung phu

50 vdi céc chét e ché BTK hién hitu.
Vi du thir nghiém 8
M3u chudt viém khép géy ra béng colagen (tac dung phong ngira)

Thir nghiém dugc thuc hién theo phuong phép dugc mo ta trong tai liéu phi
sang ché (Brand DD, et al., Nat Protoc. 2007; 2, 1269-1275, Xu D. et al., JPET, 2012
Apr; 341(1): 90-103). Chu¢t duc 7 tudn tuéi DBA/1 (CHARLES RIVER
LABORATORIES JAPAN, INC.) dugc tiém theo dudng trong da & vung lung v6i
lugng 100 pL/chudt ctia dung dich két hop lugng tuong duong (nhil trong) 4 mg/mL
dung dich colagen bo typ 2 (Collagen Research Center) va chét b trg freund hoan
chinh (DIFCO Inc.) (gdy mién dich 1in dau). Sau 21 ngay tinh tir thoi gian do, chudt
duoc tiém theo dudng trong da & vung sdng lung vé&i lugng 100 pL/chudt cuia dung
dich két hop luong tuong duong (nhii tuong) 4 mg/mL dung dich colagen bo typ 2
(Collagen Research Center) va chit bd tro freund hoan chinh (DIFCO) dé thuc hién

gdy mién dich bd sung. Viéc st dung theo duong ubng 1 14n mdi ngdy ngay duoc
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tiép tuc trong thoi gian 17 ngay thiét dit ngay khoi dau st dung (ngay 0) 1a ngay thu
8 tinh ty khi gdy mién dich b6 sung. Céc triéu chimg ctia viém khép tai ngay 0, ngay
3, ngay 7, ngay 10, ngay 14 va ngay 17 dugc ghi diém v& mat dai thé (0: Khong thay
ddi, 1: Sung mot ngdén chan, 2: Sung hai ngén hodc nhiéu hon, 3: Sung phan mu ban
chén, 4: Sung toan by cac ngén kéo dai dén cb chan/mit c4), va téng diém cua 4
chan thu dwoc 12 didm ctia m3i c4 thé (ti da 16 diém). Két qua dugc thé hién & hinh

v& trén Fig. 11.

Hinh v& trén Fig. 11 ching minh rang, nhom st dung prednisolone (3
mg/kg) ma né dugc thiét dat 1am hop chat doi chimg duong ciia h¢ thir nghiém, chi
duy nhit & muc duy tri diém ghi cao vé viém khép, trong khi nhém sir dung
monofumarat ctia hop chét A theo sang ché (0,381 mg/kg) lam giam diém ghi vé
viém khép mét cach hi¢u qua. Tur cac két qua nay, da khéng dinh ring, fumarat ciia
hop chit A theo sang ché c6 tac dung didu tri tuyét voi doi véi bénh viém khop dang

thap ma bénh nay da xuat hi¢n r6i.
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YEU CAU BAO HQ
1. Mubi fumarat cta (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-N-(benzo[d]oxazol-2-

yl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit.

2. Mudi theo diém 1, trong d6 mudi nay 1a (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-

N-(benzo[d]oxazol-2-yl)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit -hemifumarat.

3. Mudi theo diém 2, trong d6 mudi nay 1a tinh thé c6 gbéc nhidu xa (20 + 0,1°) véi it
nhét hai, t5t hon 13 it nhét ndm, hodc nhiéu hon nim dinh duoc chon tir 4,5°, 5,8°,
11,20, 12,1°, 12,4°, 13,4°, 16,6°, 17,3°, 18,2°, 20,2°, 26,4° va 27.1°, trong phd nhiéu

xa bot tia X.

4. Muéi theo diém 2 hozc 3, trong d6 mudi nay 1a tinh thé c6 goc nhidu xa (260 =+
0,1°) v6i cac dinh 4,5°, 5,8°, 11,2°, 12,1°, 12,4°, 13,4°, 16,6°, 17,3°, 18,2°, 20,2°,
26,4° va 27,1°, trong phd nhidu xa bét tia X, tdt hon 1a mubi nay 14 tinh thé c6 phd
nhidu xa bot tia X nhu duoc thé hién trén Fig. 2.

5. Musdi theo diém bét ky trong s cac diém tir 2 dén 4, trong d6 mudi nay 1a tinh thé
6 nhiét d6 dinh trén dudng cong phén tich nhiét quét vi sai (differential scanning
calorie - DSC) véi dinh thu nhiét & ving xung quanh nam trong khoang tir 197°C
dén 199°C.

6. Mudi theo diém 1, trong d6 mudi nay 1a (R)-1-(1-acryloylpiperidin-3-yl)-4-amino-
N-(benzo[d]oxazol-2-y1)-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-3-carboxamit-monofumarat.
7. Mubi theo diém 6, trong d6 mudi nay 1a tinh thé c6 gbéc nhiéu xa (26 + 0,1°) vdi it
nhét hai, t6t hon 13 it nhét nam, hodc nhiéu hon nim dinh duge chon tir 7,2°, 12,4°,
14,4°, 15,0°, 15,6°, 19,0°, 22,3°, 22,6°, 23,4°, 25,5°, 25,9° va 27,6°, trong phd nhidu

xa bot tia X.
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8. Mudi theo diém 6 hodc 7, trong d6 mudi nay l1a tinh thé c6 goc nhiéu xa (20 =
0,1°) véi cac dinh & 7,2°, 12,4°, 14,4°, 15,0°, 15,6°, 19,0°, 22,3°, 22,6°, 23,4°, 25,5°,
25.9° va 27,6°, trong phd nhidu xa bét tia X, tdt hon la mubi nay 1a tinh thé c6 phd
nhidu xa bot tia X nhu duogc thé hién trén Fig. 4.

9. Muébi theo diém bét ky trong sb céc diém tir 6 dén 8, trong d6 tinh thé nay c6 nhiét
dd dinh trén dudng cong phén tich nhiét quét vi sai (DSC) véi dinh thu nhiét ¢ vung

xung quanh ndm trong khoang tlr 219°C dén 224°C.

10. Mubi theo diém 6, trong d6 mudi nay & dang v6 dinh hinh thé hién mé hinh halo

trong phd nhiu xa bot tia X.

11. Mubi theo diém 6 hodc 10, trong d6 mudi nay & dang v6 dinh hinh, c6 phd nhiu

xa bdt tia X nhu dwoc thé hién trén Fig. 1.

12. Chét trc ché BTK chtta mubi theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 d@én 11 lam

thanh phan hoat tinh,

13. Dugc phdm chira mudi theo diém bét ky trong sb cac diém 1 dén 11 lam thanh

phan hoat tinh.

14. Tac nhan chéng khbi u, tét hon 14 chéng khdi u méau, hoic phong ngira va/hodc
diéu tri bénh di tng, bénh tu mién, hodc bénh viém, t6t hon 12 bénh viém miii di ung,
di ing phén hoa, viém da co dia, bénh viém khép dang thip va bénh lupus ban d6 hé
théng, tac nhan nay chira mudi theo diém bét ky trong s cac diém 1 dén 11 lam

thanh phan hoat tinh.
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