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Linh vue k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cép dén hop chit pyrolidin carboxamido, chit dong phan quang
hoc ctia né hodc mubi duoc dung ciia n6, phwong phép didu ché hop chét va ché phim

chira hop chét nay.
Tinh trang ky thuét ciia sang ché

Céc hop chit/ché pham/phuong phap khic nhau bao gbm, nhung khong gi¢i
han ¢, thudc e ché mién dich (vi du, infliximab), axit aminosalixylic (vi duy,
sulfasalazin) va steroit duoc dé xudt ding dé lam giam xytokin va/hodc chemokin aé
ngin ngira va/hoic didu tri cdc bénh khic nhau bao gbm, nhung khong gi¢i han &, céc
dAu hiéu viém, bénh ung thu va cic du hiéu viém mét (Expert opinion on emerging
drugs (2015) 20(3):349-352; Cell. (2010) March 19; 140(6): 883-899; Progress in
Retinal and Eye Research 37(2013) 68e89, tai liéu nay dugc dua vao phéan mo ta bang
céch vién dan). Tuy nhién, cc hop chit/ché pham/phuong phdp nay chua dat yéu cau
it nhit vi ching dit, va/hodic co tac dung phu, va/hodc thé hién hiéu qua didu tri thap
(P&T 41(2016), Jun no 6; Gut 56(2007):725-732; World J Gastroenterol
(2005);11(16):2462-2466, tai liéu nay dugc dua vao phin mo ta bing cach vién dan).

Do d6, vin can c6 hop chét, ché phidm va/hodic phuong phap méi.
Ban chét ky thuit ciia sang ché

Sang ché dua trén viéc khdm pha ra rang cac dan xudt pyrolidin carboxamido
nhét dinh ¢6 kha ning e ché sy biéu hién va hoat tinh ctia xytokin viém (vi dy, IL-6)
va/hodc chemokin va c6 kha niang duy tri & ndng do db cao trong mo/té bao dich trong
khi it xuét hién trong mau. Séng ché ciing dua trén viéc kham phé ra rang cac din xut
pyrolidin carboxamido nhét dinh c6 khé ning e ché hoat tinh ctia NF-kB bang cach
1am n dinh IxB. Sang ché con dva trén viéc khdm pha ra ring céc dan xuit pyrolidin
carboxamido nhét dinh c¢6 kha ning lam gidn doan sy tao thanh cta phuc chét truyén
tin hiéu viém dugc trung gian bdi gen dép Ung so cip su biét hoéa tiy 88 (myeloid
differentiation primary response gene 88 - MyD88) va/hodc protein tuong tac thy thé 1

(receptor-interating protein 1 - RIP1) ma hoat dong theo hudng xudi cta con dudng
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truyén tin hiéu lién quan dén thu thé giéng Toll 2/4 va IL-1p.

Theo mét khia canh, sang ché dé xuét hop chét duoc biéu dién bing cong thirc
hoéa hoc ¢6 cong thirc 1 du6i ddy, chit dong phan quang hoc clia né hoic mudi dugce

dung ctia no.

Cong thuc 1:

H\)OJ\
NN, OH

R1

OH

trong d6: n 1a 0, 1 hodc 2; A 1a -al-, 14 axit amin dugc chon doc 14p tir nhém bao
gdm alanin, (Ala, A), arginin (Arg, R), asparagin (Asn, N), axit aspartic (Asp, D),
xystein (Cys, C), axit glutamic (Glu, E), glutamin (Gln, Q), glyxin (Gly, G), histidin
(His, H), isoleuxin (Ile, I), leuxin (Leu, L), lysin (Lys, K), methionin (Met, M),
phenylalanin (Phe, F), prolin (Pro, P), serin (Ser, S), threonin (Thr, T), tryptophan (Trp,
W), tyrosin (Tyr, Y) va valin (Val, V), ca hai dau tin cling ctia axit amin nay déu lién
két voi nhém cacbonyl hodc nhom amin bing lién két amit; va R'1a Cis¢alkyl mach
théng hodac mach nhanh, C.36 alkenyl mach thfmg hodic mach nhanh chira it nhit mot
lién két d6i hodc Ca-36 alkynyl mach thing hodc mach nhéanh chira it nhat mot lién két

ba.

Theo mot khia canh khéac, sang ché dé xut phuong phép diéu ché hop chét,

chét déng phan quang hoc va mudi.

Theo mdt khia canh khac nita, sang ché dé xuat ché pham dung dé ngin ngua,
cai thién va diéu tri cac bénh khac nhau (vi du, cac dau hi€u viém, bénh ung thu va cac
dAu hiéu viém mat). Mdi ché pham chira thanh phan hoat tinh 1a it nhat mot hop chat,

it nhat mot chit ddng phan quang hoc hoic it nhat mot mudi.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché mo ta cac phwong phap ding dé ngin
ngura, cai thién hodc didu tri cac bénh khéac nhau (vi du, cic ddu hidu viém, bénh ung
thu va céc d4u hidu viém mét). M&i phwong phap bao gém viéc ding cho ddi tuong

can diéu trj ché phém chira thanh phén hoat tinh 13 it nhit mot hop chét, it nhit mot
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chit ddng phan quang hoc hodc it nhit mot mudbi.

Hop chit theo cac phwong 4n nhét dinh clia séang ché c6 thé trc ché sy phéan huy
IkB trong con dudng truyén tin hiéu viém dugc trung gian béi MyD88 (phirc chét
myddosome) va/hodc RIP 1, nhd d6 ngan NF-kB chuyén vao nhan cta té bao, din dén
trc ché sy biéu hién cia xytokin va chemokin (vi du, G-CSF, IL-2, SCF, VEGF,
CX3CL1, IGFBPS, IGFBPG, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-9, MCP-1, MIP-3a, 1L12p40/70,
MIG, TNF-a va VCAM-1) va ngin ngira phan tng viém ma néu khong thi c6 thé
duoc gdy ra béi su biéu hién cia ching.

Céc khia canh va wu diém khéc cia sang ché s& tré nén rd rang dbi véi nguoi cb
hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét tir viéc xem xét phan mo ta chi tiét va cac
hinh vé&.

M5 ta vén tit cic hinh vé

~ Fig.1A 1a két qua dién di thé hién ring c4c hop chit theo cac phuong 4n cuia

sang che trc ché sy bicu hién cua IL-6.

Fig.1B 1a biéu dd thé hién ring cac hop chat theo cic phuong 4n ctia séng ché

trc ché su bi€u hién cta IL-6.

Fig.2 thé hién ring cac hop chét theo cac phuong an clia sang ché wc ché su

bidu hién cta xytokin va chemokin trong dong té bio RAW 264.7.

Fig.3 thé hién ring cic hop chét theo cac phuong 4n ciia sang ché wc ché su

bidu hién cua IL-6 trong vat chii trong dong t& bao RAW 264.7.

Fig.4 thé hién ring cic hop chét theo cac phwong 4n cia sang ché e ché hoat

tinh cua NF-«xB.

Fig.5 thé hién ring cac hop chét theo céc phuong 4n cuia sang ché e ché NF-

Fig.6 thé hién ring cac hop chét theo cac phuong 4n cla sang ché e ché hoat
tinh ciia NF-xB trong khi khong dnh hudng dén viéc truyén tin hidu ctia TGF-B va
BMP.

Fig.7 12 két qua mién dich két tia thé hién ring céc hop chét theo cic phuong

an cda sang ché rc ché sy tao thanh phuc chat protein trong con duong truyén tin hiéu

-4-
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viém dugc trung gian bdi IRAK-1, MyD88 va/hodc RIP1 va thé hién ring céc hop

chit theo céc phuong an cua sang ché 1am thay d6i ndng do cua IkB.

Fig.8 1a két qua mién dich két tua thé hién ring cac hop chét theo céc phuong
4n ctia sang ché co6 thé 1am gian doan su tao thanh phirc chét protein trong con dudng

truyén tin hiéu viém dugc trung gian bdi IRAK-1, MyD88 va/hoic RIP1.

Fig.9 thé hién su thay ddi néng d6 ciia hop chét trude khi didu tri theo cac
phuong 4n cua sing ché 1am thay ddi ndng d6 ciia IkB trong céc té bao dai thuc bao

RAW 264.7 va céc té bao BMDM.

Fig.10 1a biéu dd biéu thi diém chi sé hoat dong bénh trong md hinh dong vat
méc bénh viém rudt két man tinh gy ra béi DSS theo liéu hop chit theo cic phuong

4n cta sang ché trong truong hop dung liéu qua miéng.

Fig.11A thé hién diém chi sd hoat dong bénh thé hién kha ning cta hop chét
theo cdc phuong 4n cua sang ché dé rc ché bénh viém rudt két cip tinh trong mé hinh

dong vat mic bénh viém rudt két cip tinh gay ra béi DSS.

Fig.11B thé hién cic hop chit theo cac phwong 4n ctia sang ché anh hudng dén
mirc biéu hién cta chemokin (CCL2, CCL20 va CXCL1) trong md hinh chudt nhét

méc bénh viém rudt két man tinh gdy ra bdi DSS.

Céac Fig.12-16 1a cac hinh anh thé hién hinh dang cta 16ng nhung rudt gia tir
nhém khong dugce diéu tri, nhém md hinh bénh viém rudt két man tinh gdy ra bdi DSS,
va nhom duoc didu tri bing hop chit theo cic phuong 4n ctia sang ché.

Fig.17 1a biéu dd thé hién mtc do hdi phuc clia thanh rudt gia clia nhom khong
duoc diu tri, nhém md hinh bénh viém rudt két man tinh gdy ra boi DSS, nhom dugce
didu tri bing hop chit theo cic phuong an cua sang ché va nhom dugc didu trj bang
sulfasalazin.

Fig.18 1 biéu dd thé hién sy thay d6i ndng o hop chét trong méu qua thoi gian
theo cac phuong n ciia sing ché thong qua viéc ding trong tinh mach.

Fig.19 1a biéu db thé hién sy thay ddi ndng dd hop chét trong méu qua thoi gian
theo céc phuong an cua sang ché thong qua viéc dung qua miéng.

Fig.20A 14 hinh anh thAm tich Western ding dé xé4c dinh lidu hop chét theo céc
phuong an cua sang ché c6 tre ché con duong truyén tin hiséu MAPK/ERK hay khéng.

-5
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Fig.20B 1a so @5 md ta con dudng truyén tin hiéu cta thy thé gidng Toll.

Fig.21 12 hinh 4nh thdm tach Western dung dé xac dinh liéu hop chét theo cac
phuong 4n ciia sang ché c6 we ché con dudng truyén tin hiéu MAPK/ERK hay khong.

Fig.22A va Fig.22B thé hién muc d e ché sy hoat héa NF-kB lan lugt bing

hop chét theo cdc phuong 4n clia sang ché va chét e ché IRAK 1/4.

Fig.23 1a hinh 4nh thAm mién dich dung dé x4c dinh liéu hop chét theo céc
phuong 4n ciia sang ché va chit e ché IRK1/4 ¢6 1am thay dbi ndng do cta IxB hay

khong.

Fig.24A va Fig.24B lan luot 12 hinh anh va biéu d6, twong tng, so sanh kha
ning cua hop chét theo cic phuong 4n ciia séng ché dé \rc ché con dudng truyén tin
hiéu MAPK/ERK va khé ning cua chét (e ché IRAK1/4 dé wre ché con dudng truyén
tin hiéu MAPK/ERK.

Fig.25A 14 hinh anh thdm tach Western diing dé x4c dinh liéu hop chét theo cac
phuong 4n cua sang ché ¢6 e ché, trong ARPE-19, biéu hién cua Nox-4, VEGF,
VEGFRI1, VEGFR2, Ang-2, EPO va EPOR va c6 thé 1am ting biéu hién ctia Ang-1 va
Tie2 hay khong.

Fig.25B 1a hinh 4nh qRT-PCR dung dé xac dinh liéu hop chét theo cac phwong
4n cuia sang ché c¢6 e ché sy biéu hién ciia VEGF trong HRMEC hay khéng.
Fig.26 13 hinh anh thé hién ring céc hop chét theo cic phuong an clia séng ché

tre ché su tao thanh 6ng trong HRMEC.

Fig.27A va Fig.27B la c4c hinh 4nh thé hién ring cac hop chét theo cic phuong
an cua sang ché e ché oxy da hoat hoa ting trong md hinh chudt nhit méc bénh vong
mac do dai thdo dudng typ 1 gy ra béi STZ.

Fig.28A 12 biéu dd thé hién rang cac hop chét theo cic phuwong 4n cia sang ché
c6 higu qua tri liu & chudt nhit EAE gdy ra boéi MOG.

Fig.28B 1a biéu dd thé hién ring céc hop chét theo cic phuong 4n cua sang ché
lam thay ddi khdi luong ctia chudt nhat EAE gay ra bai MOG.

Fig.29 1a biu d thé hién ring cc hop chit theo cic phuong 4n ctia sang ché

¢6 hiéu qua tri liéu trong md hinh thit manh trang va choc do (cecal ligation and
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puncture - CLP).
MO ta chi tiét sang ché
1. PBinh nghia

Trir khi duge dinh nghia khéc, tht ca cac thuat ngir k§ thudt va khoa hoc dugc
st dung trong ban mé ta ndy c6 nghia thong dung dugc hiéu béi ngudi co hidu biét
trung binh trong linh vuc k§ thuit cta sang ché. C4c tai liéu tham khao dudi day, duoc
dwa vao phin mé ta bang cach vién dén, cung cip hiéu biét véi dinh nghia chung ctia
nhidu thuat ngit duge st dung trong sang ché nay: The Cambridge Dictionary of
Science and Technology (Walker ed., 1988); The Glossary of Genetics, 5th Ed., R.
Rieger et. al. (eds.), Springer Verlag (1991); va Hale & Marham, The Harper Collins
Dictionary of Biology (1991). Nhu dugc st dung trong badn mo ta nay, cdc thuit ngi
du6i ddy c6 nghia duge sit dung cho chiing nhu duéi day, trir céc trudng hop cu thé

khéc.

Trir khi duge néu cu thé hodc rd rang theo ngtt canh, nhu dugc st dung trong

ban mo ta nay, thudt ngit “hodc” dugce hicu 1a bao gdm.

Trir khi dugc néu cu thé va r6 rang theo nglt cdnh, nhu dugce st dung trong ban
mo ta nay, cac thuat ngtt chi “mdt” duwogc hiéu 1a so it hodc sd nhiéu. Do do, vi dy, dé
cap dén “hop chat” 1a bao gdm hdn hop clia cac hop chat; dé cdp dén “chat mang” 1a

bao gdm hdn hgp cua hai hozc nhiéu chat mang; va tuong ty.

Trir khi duge néu cu thé hodc 18 rang theo ngit canh, nhu dugc sir dung trong
ban md ta nay, thut ngit “khoang” dugc hiéu 1a ndm trong gi6i han cho phép thong
thuong trong linh vuc k§ thuét, vi du trong 2 d6 l&ch chuin cia gia tri trung binh.
Khoang c6 thé dugc hiéu 12 nim trong 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,
0,5%, 0,1%, 0,05% hodc 0,01% gia tri duoc n€u. Trir khi néu rd rang theo ngt canh,

tAt ca cac gia tri s duoc néu trong ban mb ta nay duoc thay ddi béi thuat ngit khoang.

Thuét ngit “chét ¢ hoat tinh”, “thudc” va “duoc chit” dugc sir dung thay dbi
v6i nhau trong ban mé ta dé chi nguyén liéu hodc hop chit hoa hoc ma, khi dugce ding
cho dbi twong (vi dy, dong vat bt ky bao gdm ngudi hodc dong vat khong phai ngubi)
bang cich va/hodc dudng bit ky tao ra hiéu qua dugc 1y mong mudn (vi du, nhu giam

viém).
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Thuét ngit “chét bd tro” nhu dugc sit dung trong ban mb t ndy c6 thé chi thanh
phin bd sung bét ky ma c¢6 thé duge bd sung vao ché phdm duge mo ta trong ban mo
ta nay. Vi dy, céc chét bd trg c6 thé bao gdm ta duoc (vi du, mot hodc nhiéu ta dugc),
chét chéng oxy héa (vi du, mét hodc nhidu chét chéng oxy hoa), chit 1am én dinh (vi
du, mot hoac nhiéu chét [am 6n dinh), chit bao quan (vi dy, mdt hodc nhiéu chét bao
quén), chét didu chinh pH va/hogic chit dém (vi du, mdt hogic nhidu chét diéu chinh pH
va/hodc chit dém), chét didu chinh truong luc (vi du, mdt hosdc nhiéu chét diéu chinh
truong luc), chit 1am dic (vi du, mdt hoic nhidu chét 1am dic), chét tao huyén phu (vi
du, mot hodc nhiéu chét tao huyén phiy), chét két dinh (vi du, mét hodic nhiéu chét két
dinh), chit 1am tang d6 nhét (vi du, mot hodc nhidu chit 1im ting d6 nhét) va cac chit
tuong tu, voi didu kién 1a cac thanh phﬁn bd sung 13 c6 thé chép nhén v& mat dugc
dung dbi véi cac tinh trang bénh cu thé cin duoc dilu tri. Cac chat bb trg cling ¢6 thé
bao gdm chét xir Iy va chét cai bién sy van chuyén thudc va chét 1am ting cudng, nhu,
vi du, canxi phosphat, magie stearat, talc, monosacarit, disacarit, tinh bdt, gelatin,
xenluloza, metyl xenluloza, natri carboxymetyl xenluloza, dextroza, hydroxypropyl-
beta-xyclodextrin, polyvinylpyrolidinon, sdp c6 nhiét d§ néng chay thap, nhya trao ddi
ion va céc chét teong tyu, cling nhu 1a hdn hop clia hai hoic nhiéu chit bt ky. Céc ta
duge dugce dung thich hgp khiac dugc mo td trong céc tai li€u “Remington’s
Pharmaceutical Sciences”, Mack Pub. Co., New Jersey (1991), va “Remington: The
Science and Practice of Pharmacy”, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, tai
ban 14n thtr 20 (2003) va tai ban 14n tht 21 (2005), cac tai lidu nay dugc dua vao phan
mo ta béng céach vién dan. Cac chét b trg dugc md ta trong ban md ta ndy co thé duogc

st dung vé6i lugng thich hop bat ky.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nady, thuat ngit “dung” c¢6 nghia la dung qua
miéng, dung dudi dang thudc dan, tiép xtc tai chd, trong tinh mach, ngoai duong tiéu
hoa, trong mang bung, trong co, trong thuong t6n, ndi tiy mac, trong miii hodc dudi
da, hodc céy dung cu giai phong chdm vao dbi teong, vi dy, bom thdm thu c¢& nho.
Viéc dung 13 ding bang bit ky dwdng nio, bao gdm ngoai duong tiéu hoa va qua niém

mac (vi du, dudong miéng, mii, phoi, truc trang, vao miéng, 4m dao, mat va qua da).

Thuat ngit “dan xudt” va ‘chit twong ty” duge st dung thay thé cho nhau trong
bén md ta ndy, va chi hop chit ma c6 16i twong tw nhu hop chét ban dau, nhung khéac

hop chit ban diu & tht ty lién két, khong c6 hodc c6 mot hoic nhidu nguyén tir

-8
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va/hodc nhém nguyén tir va két hop ciia ching. Dan xudt c6 thé khac voi hop chat ban
dAu, vi dy, & mot hodc nhiéu phén t thé ¢6 mit trén 15i, ma c6 thé bao gdm mdt hodc
nhidu nguyén tir, nhém chirc hodc cdu trac phu. DAn xuét ciing co thé khac vé6i hop
chét ban diu & thir tw lién két gitra cic nguyén ti trong 16i. N6i chung, ¢6 thé hinh
dung dugc din xudt duoc tao thanh, it nhét 13 theo 1y thuyét, tir hop chét ban du thong

qua cac qua trinh hda hoc va/hodc vat ly.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, “chét chéng oxy hoa” ¢ thé chi cic
chit nhan tao hodc ty nhién ma c6 thé ngin ngira hodc 1dm cham mot s6 loai ton
thuong té bao va/hodc qua trinh oxy héa. Chét chbng oxy hoa dugc tim thiy trong
nhidu loai thuc phdm, bao gdm trai cdy va rau. Chung ciing 1a céc chét ¢ ban trén thi
truong dudi dang thuc phdm chirc ning. Cac chat chéng oxy hoéa 1am vi du c6 thé bao
gf‘)m: Beta-caroten, lutein, lycopen, selen, vitamin A, vitamin C va vitamin E. Cac chét
chéng oxy hoéa khac dugc biét boi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky
thuaflt cling ¢6 thé dugc str dung. Céc chét chéng oxy héa dugc mé ta trong ban mo ta

nay co thé dugc st dung v6i luong thich hop bét ky.

Thuat ngit “chit ddng sir dung” c6 nghia 1a hop chét hodc ché phdm duqc mo ta
trong ban md ta ndy dugc dung & cung thoi diém, ngay trudc khi, hodc ngay sau khi
dung liéu phap bd sung hoic chét c6 hoat tinh hodc chét bd trg dugc mo ta trong ban
md ta ndy. Hop chit hoic ché phim theo sing ché c6 thé duge dung riéng 1& hodc ¢6
thé duge dung cung lic cho ddi twong can né. Viéc dong sir dung c6 nghia 13 bao gdm
viéc dung déng thoi hodc tudn tu hop chét riéng r& hodc két hop (nhidu hon mét hop
chit hodc chét). Dang didu ché ciing c6 thé dugc két hop, khi mong mudn, véi cic chét
¢0 hoat tinh khac.

9% <6 bR 1Y

Trong ban md ta nay, “chira”, “c6 chtra”, gdm c6” va “c6” va cic tlr trong tu
c6 thé c6 nghia nhu duge quy dinh theo luét sang ché cua Hoa Ky va c6 thé c6 nghia 14
“gdm”, “bao gdbm” va cac tlr tuong ty; “bao gbm cht yéu” hozc “gdém chi yéu” tuong
tlj nhu vay cling c6 nghia nhu duge quy dinh theo luét sang ché ctia Hoa Ky va thuat
ngit nay la dang két thiic md, cho phép sy c6 mit cla nhidu phwong 4n hon so véi
phuong 4n dugc néu cu thé, mién 13 c4c dic diém co ban hoic méi clia phuong 4n
duoc néu cu thd khong bi thay dbi béi sy c6 mit cua nhidu phuong 4n hon so véi
phuong 4n dugce néu cu thé, nhung loai trlr cAc phuong 4n di c6 trong tinh trang k¥

thuat.
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Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, “ding ddng thoi” bao gbm viée dung
tring lap thoi gian it nhit mot phan. Vi dy, khi hai chét (vi du, chét hodc 16p chit bit
ky dugc mo ta trong ban md td ndy ma cd hoat tinh sinh hoc) dﬁcyc dung dong thoi,
viéc dung chung xay ra trong thoi gian mong mudn nhét dinh. Viéc ding céc chét c6
thé bat ddu va két thuc trong ciing ngdy. Viéc ding mdt chét cling c6 thé trude viée
ding chét thi hai theo (cAc) ngay mién 13 ca hai chét dugc ding trong cling ngay it
nhit mot 1an. Twong ty, viée dung mot chit co thé kéo dai trude khi ding chit thi hai
mién 12 c4 hai chit duge ding trong cling ngay it nhit mét 1an. (Cac) chit c6 hoat tinh
khong phai ding cung thoi diém mdi ngay ké ca khi ding dong thoi,

Ay

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, “lugng hitu hiéu” hodc “lugng cho hiéu

qué didu tri” 1a lugng du dé anh huéng dén hiéu qua sinh hoc mong mudn, nhu céac két
qué ¢6 loi, bao gdm cac két qua 1am sang. Nhu vay, “lugng hitu hiéu” tiy thudc vao
nglt canh ma né duge st dung. Luong hitu hi¢u cé thé thay ddi theo céc yéu tb duqé
biét trong linh vuc k§ thuat, nhu tinh trang bénh, do tubi, gidi tinh va can ning clia cac
c4 nhan dugc didu tri. Nhidu lidu duge chia nho c6 thé dugc ding hang ngay hoic lidu
nay co thé dugc 1am giam theo ty 1& nhu dugc chi dinh theo nhu clu cta tinh trang can
tri liéu. Ngoai ra, hop chét, ché phdm hoic dang bao ché theo sang ché co thé cén thiét

duge dung thudng xuyén dé dat duge luong tri lidu.

Thudt ngt “gel” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay co thé chi nguyén liéu
khong phai 12 chat 16ng dé chay va khong phai IE‘I;Chét ran, tac 13, ban ran. Gel c6 thé
dugc tao ra tir cac nguyén lidu ton tai trong tu nhién hodc nguyén liéu tbng hop. Gel c6
thé khong duoc xép 16p dén dugc xép 16p khong dang ké thé hién dic tinh ludng chiét,
tinh thé 16ng. Gel c6 thé dwoc ding tai chd.

Thuat ngtt “bénh viém rudt” nhu duge st dung trong ban mo ta nay c6 nghia y
hoc thong thuong cia nd va chi nhom céc du hiéu/tinh trang viém cua rudt két va rudt
non. Cac bénh viém rudt lam vi du cé thé bao g@)m, nhung khoéng gidi han &, bénh
Crohn, bé&nh viém rudt két gay loét, bénh Johne, hdi ching Behget, bénh viém rudt két
lién quan voi su bién ddi colagen, bénh viém rudt két do phau thuat mo thong hoi
trang, bénh viém rudt két khong xéc dinh, bénh viém ruot két nhiém khuén, bénh viém
rudt két thidu mau cuc bd, bénh viém rudt két do té bao lympho va céc bénh va cic rbi

loan cuia dudng da day-rudt c6 lién quan chit ché.
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Thuét ngi “tre ché” nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay, nghia 13 ngén ngira,
lam gidm, lam chdm hodc lam ngirng. Theo mdt phuong 4n, hop chét, ché phim hoic
dang bao ché c6 thd dugce coi 1a e ché sy ton tai cla it nhat mot protein (vi dy, G-CSF,
IL-2, SCF, VEGF, CX3CL1, IGFBPS, IGFBP6,; IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-9, MCP-1,
MIP-3a, IL12p40/70, MIG, TNF-a, VCAM-1 VéNF-KB) khi lugng hodc ty 1€ cia qua
trinh hodc phan tng trong diéu kién c6 mit hop chit, ché phim hozc dang bao ché nay
giam di it nhat 13 khoang 10% so véi lugng hoic ty 1€ trong didu kién khong c6 mit
hop chét, ché phdm hoic dang bao ché nay. Theo mdt phwong 4n khac, hop chit, ché
pham hoic dang bao ché ¢6 thé duoc coi 1a e ché qua trinh hodc phan ong khi lugng
hodc ty 1€ cia qué trinh hodc phan Ung trong didu kién c6 miat hop chét, ché pham
hodc dang bao ché nay giam di it nhit 14 khoang 20% so v&i lugng hodc ty 1& trong
didu kién khong c6 mat hop chat, ché pham hoic dang bao ché nay. Theo cac phuong
an khéc, hop chét, ché phdm hoic dang bao ché ¢6 thé duoc coi 1a Ge ché su ton tai
cia mot hodc nhiéu protein (vi du, G-CSF, IL-2, SCF, VEGF, CX3CL1, IGFBP5,
IGFBP6, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-9, MCP-1, MIP-3a, 1L12p40/70, MIG, TNF-a,
VCAM-1 va NF-xB) khi lugng hodc ty 1€ tdn tai trong diéu kién c6 mit hop chét, ché
phim hodc dang bio ché nay giam di it nhét 12 khoang 25%, khoang 30%, khoang
40%, khoang 50%, khoang 60%, khoang 70%, khodng 75% hodc khoang 80% so véi
lrong hodc ty 1€ trong diéu kién khong c6 mit hop chét, ché phém hodc dang bao ché
nay. Theo cac phuong &n khéc nita, hop chit, ché phdm hodc dang bao ché co thé dugc
coi 1a trc ché sy ton tai cua mdt hodc nhiéu protein, tirc 1 1am ngiing su phét trién cua
no.

Nhu dugce st dung trong ban md ta nay, “viéc dung gian doan” bao gbm viéc
ding chét c6 hoat tinh trong mot khoang thdi gian (ma c6 thé dugc xem la “giai doan
dung 1an dau”), sau d6 1a thoi gian ma chét nay khong dugc dung hodc duoc dung véi
lidu duy tri thdp hon (c6 thé dwgc xem 1a “giai doan nghi”) sau d6 1a thoi gian ma chét
nay duoc ding lan nita (ma c6 thé duge xem la “giai doan dung 1an hai”). Néi chung,
trong subt giai doan ding 14n hai, lwong liéu cta chét s& phit hop véi lugng lidu duoc
ding trong sudt giai doan ding 1an ddu nhung c6 thé ting héac giam khi cén thiét vé

mat y té.

“Keo” theo sang ché nay 14 16p gel, 1a hé ban rin ma bao gdbm huyén phu dugc

tao ra tr cac hat vo co nho hodc cdc phén tir hitu co 16n duge xam nhép qua lai nho
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chit 1ong, trong d6 chit nén gin két cdu tric chira ty 1¢ cao chét long, thuong 1a nuéec.

“Chét 16ng” nhu duoc sit dung trong ban mo ta nay 1a dang lidu chira ché phdm
& trang thai 1ong ctia n6. Chét 1ong 14 chét co thé rét duoc; nd chay va phi hop véi vat
chira né & nhiét 6 phong. Chét 1ong thé hién thuyét Newton hodc tinh chét dong gia
déo. Theo cic phuong an, thudt nglt “ban long” nhu dugce str dung trong badn mo ta nay
c6 thé ¢6 cac dic tinh cua ca chit 1ong va mot dang bao ché khac (tic 14, huyén phu,

nhii twong, dung dich, kem, gel, keo va cac chat tuong tu).

“Gen dap tng so cdp su biét hoa tiy 88” hoic “MyD88” 1a protein & nguoi
duoc ma hoa béi gen MyD88. MyD8S§ gitt vai trd chil yéu trong sy ddp tng mién dich
bam sinh va d4p ung mién dich thich nghi. Protein nay c¢6 chic ning lam chit truyén
tin hiéu thiét yéu trong con dudng truyén tin hidu interleukin-1 va thu thé giéng Toll.
Céc con dudng nay didu chinh sy hoat héa Iwgng 16n gen giy viém. Protein dugc ma
hoa bao gdbm mién chét dau tan cing N va mién thy thé Toll-interleukinl dAu tin cling

C.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thut ngi “thubc md” c6 thé chi dang
bao ché 1ong hoidc ban 16ng ¢6 dd nhét cao co thé duge st dung dé diéu tri bénh, hoi

ching hodc tinh trang bénh bang tri lidu (vi dy, bénh viém ruot).

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, thuét ngi “chit mang duoc dung” bao
gdm bat ky va tit ca dung mdi, mdi trudng phan tan, 16p phu, chit chéng vi khuan va
chéng nim, cc chit [am cham ding truong va hip thu va céc chit twong tw ma twong
thich vé& mit sinh 1y hoc. Loai chédt mang c6 thé dugc chon dya trén duong ding dugc
du dinh. Ch4t mang dugc dung bao gdm dung dich nudc vo trung hodc chét phan tan
va bot vo trung dé didu ché ngay lac ding dung dich ding tai chd hodc chit phan tin
vo tring. Viéc st dung moi trudng va chét nay cho chit ¢6 hoat tinh duge 1a duogc biét
rd trong linh vyc k¥ thuat. Ngoai trir dén mirc ma moi trudng hodc chit théng thuong
bét ky khong twong thich véi ché pham (vi du, cong thirc I nhu dugc md té trong ban
md ta ndy, dan xudt/chit twong tw c¢6 cong thirc I hodc mudi, dung mdi, hydrat hodc da
hinh dugc dung ctia no), viéc sit dung no trong ché phim dung cho mét trong phan md

ta nay duogc dé cap.

“Chat mang dugc” hodc “chat mang” nhu dugc st dung trong ban md ta nay c6

thé con bao gdm chit mang, ta dugc hodc chét 1am 6n dinh dugc dung ma khong doc
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dbi véi té bao hodc dong vat co via duoc tiép xiic véi cc chat nay véi lidu lugng va
ndng dd duoc st dung. Thuong thi chit mang ¢6 thé chép nhén dugce vé mit sinh Iy 1a
dung dich dém pH dang nu¢c. Céac vi du v& chit mang c6 thé chip nhan dugc vé mit
sinh ly bao gdm céc chit dém nhu phosphat, xitrat va axit hitu co khac; chét chéng oxy
hoa bao gdm axit ascorbic; polypeptit khéi lugng phan tir thap (nhd hon khoang 10
nhom); protein, nhu albumin trong huyét thanh, gelatin hodc albumin mién dich;
polyme wa nude nhu polyvinylpyrolidon; axit amin nhu glyxin, glutamin, asparagin,
arginin hodc lysin; monosacarit, disacarit va hydrat cacbon khéc bao gdém glucoza,
manoza hodc dextfin; chit tao chelat nhuy EDTA; ruou dudng nhu manitol hoic
sorbitol; cac ion trai diu tao thanh mudi nhu natri; va/hodc chét hoat dong bé mit
khong ion nhu Tween™, polyetylen glycol (polyethylene glycol - PEG) va

Pluronics™,

Ngoai ra, “dugc dung” nghia la dugc cép phép hoic c6 thé dugc cdp phép boi
co quan diéu hanh lién bang hodc chinh quyén bang hoic co quan twong Gng & cac
nuéc khac Hoa Ky, hodc duge 1iét ké trong Duoc dién Hoa Ky hoic cic dugc dién

dugc cong nhén chung khac st dung cho dong vét, va cu thé hon 1a & nguoi.

Thuét ngit “chét pH” hodc “chdt dém” nhu dugc st dung trong ban md ta nay
c6 thé chi hop chét hodic chit dém hitu dung 1am chét diéu chinh pH. Cac chét nay bao
gbm, nhung khong gidi han 6, chét dém glyxerol, chit dém xitrat, chét dém borat, chét
dém axetat, chit dém gluconat, chit dém phosphat hodc chit dém axit xitric-phosphat
cling ¢6 thé dugc bao gbébm. Chéat pH hodc chét dém c6 thé dugc st dung véi luong

thich hop bét ky.

Thuét ngft “chét bdo quan” nhu duge mo ta trong ban md ta nay co thé chi chét
hodc chét hoa hoc ma ngin nglra su thay d6i hoa hoc khong mong mudn cta hop chét
hodc ché phidm hodc cong thitc duge md ta trong ban md ta nay. Céc chét bao quan
thich hop co6 thé bao gf“)ln, vi du, benzalkoni clorua, thimerosal, clobutanol, metyl
paraben, propyl paraben, rugu phenyletyl, axit edetat dinatri sorbic, Onamer M
Polyquat, xetyl bromua, xetyl pyridin clorua, benzyl bromua, EDTA, phenylmercury
nitrat, phenylmercury axetat, thimerosal, merthiolat, axetat va phenylmercury borat,
polymyxin B sulphat, metyl va propyl paraben, amoni clorua béc bbn, natri benzoat,
natri proprionat va natri perborat, va cac chat khac dugc biét dbi v6i nhitng ngudi 6

hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat hodc cac dang két hop cta chiing. Chit bao
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quén c6 thé duoc str dung véi lugng thich hop bét ky.

2 e

Thuét ngft “ngdn nglra”, “viéc ngin nghra” hodc “su ngdn ngura” va cac thuat
ngit trong duong khac nhu duge sit dung trong ban mo ta nay, bao gbm dé duy tri su
phat trién, su tOn tai, sy can trd hoic ngdn chdn céc triéu ching cliia bénh hodc tinh
trang bénh cling nhu 1a dé lam giam sy xuét hién cta cac tridu chung. C6 thé ngan
nglra hoan toan (tirc 13, khong phat hién tri¢u ching) hodc mot phén, sao cho quan sét
thdy it triéu ching c6 thé xut hién hon khi khong didu tri. C4c thudt ngit nay con bao
gdm loi ich phong bénh. Déi vai bénh hodc tinh trang bénh can dugc ngin ngira, ché
phadm c6 thé duoc dung cho bénh nhin ¢ nguy co phét trién bénh cy thé, hodc cho
bénh nhan méc mot hoidc nhiéu triéu chirng sinh ly cda bénh, mic du cé thé chua thuc

hién chan doan bénh nay.

Khoang duoc dé xut trong ban md ta nay dugc hiéu 1a cach viét tit cho tit ca
c4c gi4 tri nim trong khoang d6. Vi dy, khoang tir 1 dén 50 dwoc hiéu 1a bao gdm s6
bét ky, su két hop cua nhiéu sb hoic khoang con tir nhém bao g@)m 1,2,3,4,5,6,7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32,33, 34, 35, 36,37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 hodc 50 cling nhu 1a
tat ca cac gia tri thap phan lién quan nim gitta cac s6 nguyén néu trén nhu, vi dy, 1,1,
1,2,1,3,1,4,1,5,1,6,1,7, 1,8 va 1,9. Ddi véi cac khoang con, “khodng con lf”)ng nhau”
ma méd rong tir diém géc ctia khoang dugc bao ham mdt cach cu thé. Vi du, khoang
con léng nhau cta khoang lam vi du 1a tir 1 dén 50 c6 thé chtra tir 1 dén 10, tir 1 dén 20,
tr 1 dén 30 va tir I dén 40 theo mot chidu, hodc tir 50 dén 40, tir 50 dén 30, tir 50 dén
20 va tir 50 dén 10 theo chiéu con lai. Céc khoang co thé dugc biéu dién trong ban mo
ta nay 1 tir “khoang” mot gié tri cu thé, va/hogic dén “khoang” mot gia tri cu thé khéc.
Khi khoang nay dugc biéu dién, mot khia canh khac bao gérn tor mot gia tri cu thé
va/hodc dén gid tri cu thé con lai. Tuong ty, khi céc gié tri ndy dugc biéu dién 1a xép X1,
bing cach st dung tir “khoang” & trudec, cin hidu ring gia tri cu thé niy tao ra mot
khia canh khac. Con dugc hiéu ring cac diém gbc ctia mdi khoang trong s§ cac khoang
déu 1a dang ké so véi diém gbc con lai, va ddc lap véi diém gdc con lai. Ciing hiéu
rang c6 mot sb gia tri dugce boc 10 trong ban mo ta nay, va mdi gia tri cling dugc bdc 10
trong ban mo ta ndy 1a “khodng” gia tri cu thé ngoai chinh gia tri d6. Ciing hiéu ring
xuyén subt don nay, dit liéu dugc cung cép 0 mot sb dinh dang khéc nhau va dit liéu

nay thé hién cac diém gdc va cac diém ban dau va cdc khoang ket hop bat ky cua cac
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diém dit liéu. Vi du, néu mot diém di liéu cy thé 1a “10” va mot diém di liéu cu thé 1a
“15” duoc boc 19, thi can hidu réng 16n hon, 16n hon hoac bé‘mg, nhd hon, nho hon
hozc bang va bang 10 va 15 dwgc xem 1a dwgc boc 19 ciing nhu céc gid tri nam trong
khoéng tir 10 dén 15. Ciing hiéu ring m3i don vi ndm gitta hai don vi cu thé ciing dugc

bdc 10. Vi dy, néu 10 va 15 dugc bdc 10, thi sau d6 11, 12, 13 va 14 cling dugc boc 19.

“Protein twong tac thu thé” hodc “RIP1” nhu dugc sit dung trong ban mo ta ndy
md ta protein kinaza la chét didu hoa quyét dinh sy tdn tai hodc sy chét té bao. RIP1 va
RIP2 ciing sinh ra mién dau tin ciing C thudc siéu ho mién chét, cho phép bd sung cac

phtc hop protein 16n khai dAu céc con dudng truyén tin hidu khac nhau.

Nhu duge st dung trong ban mb ta nay, “mudi” hoic “dang mudi” hodc “mudi
dugc dung” co thé bao gdm mudi cdng bazo (dwgc tao ra tir nhém carboxyl tu do hogc
cdc nhom anion khéc) thu dugce tir cac bazo vo co nhu, vi du, natri, kali, amoni, canxi
hodc sét (III) hydroxit, va cac bazo hitu co 13 isopropylamin, trietylamin, 2-etylamino-
etanol, histidin, procain va cac chat twong tw. Céc mubi duge tao ra nay 1a cac mudi
cdng axit c6 nhom cation tu do bét ky va thudng duge tao ra tir axit vo co nhu, vi dy,
axit clohydric, axit sulfuric hodc axit phosphoric, hodc axit hitu co nhu axit axetic, axit
xitric, axit p-toluensulfonic, axit metansulfonic, axit oxalic, axit tartric, axit mandelic
va céc axit twong tu. Mubi theo sang ché c6 thé bao gdbm mudi amin dwgc tao ra bsi su
proton héa nhém amino bing axit v6 co nhu axit clohydric, axit bromhydric, axit
hydroiodic, axit sulfuric, axit phosphoric va cic axit tuong tu. Mubi theo séng ché
cling bao gdm mudi amin duge tao ra bdi sy proton héa nhém amino bang axit hiru co
thich hop, nhu axit p-toluensulfonic, axit axetic va cdc axit twong tw. T4 dugc bd sung
12 t4 dugc duoc du dinh dung trong thyc hién sdng ché 1a cac chit da biét dbi véi
nguodi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat, vi du, cac chit dugc tim théy
trong United States Pharmecopoeia Vol. XXII va National Formulary Vol. XVII, U.S.
Pharmacopoeia Convention, Inc., Rockville, Md. (1989), ndi dung cua céc tai liéu nay

dugc dua vao phan mo ta bang cach vien dan.

“Gel ban rdn” theo sang ché 1a ban ran. DY nhdt biéu kién cia dang bao cheé ban

ran co6 thé tang cung véi nong do.

Nhu dugce sir dung trong ban md ta nay, “dung tudn ty” bao gbém viéc dung hai

chét (vi du, hop chét hoic ché phim dugc md ta trong ban md ta ndy) xay ra riéng ré
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trong cung ngay hodc khong xay ra trong cing ngay (vi dy, xdy ra & cdc ngay lién tiép).

“Dung dich” theo sang ché c6 thé 1a dang liéu 16ng ddng nhét, trong ma chia
mdt hodc nhiéu chit héa hoc dugce hoa tan trong dung mdi hodc hdn hop ctia dung moi
tron 1dn mot cach twong hd. Dung dich 1a chét didu ché 16ng ma chira mét hoic nhiéu
chét hoa hoc hoa tan trong dung mdi hodc hdn hop thich hop clia dung moéi tron 13n
mdt cach twong hd. Vi cac phan tir ctia chit 1am thude trong dung dich dugc phan tan
ddng d&u, nén viéc sit dung dung dich lam dang liéu thudng tao ra sw dam bao lidu
dong dang khi ding va do chinh x4c t6t khi dung dich nay duoc pha lodng hodc néu
khong thi dugc tron.

Thuét nglt “dung mdéi” nhu dugc st dung trong badn md t4 nay, chi dung moi
long dang nude hodc khéng phai dang nude. Viée lva chon dung moi phu thudc dang
ké vao dd hoa tan cta ché phdm trong dung méi niy va cach thitc ding. Dung moi
nude ¢o thé chira chi nude, hodic co thé chtra nuée cung véi mot hodc nhiéu dung moi
tron 1an, va co thé chtra chit hoa tan dugce hoa tan nhu duong, chit dém, mubi hoic ta
dugce khac. Dung méi khong phai dang nudc duge su dung phé bién hon 1 rugu hitu
co mach ngén, nhu, metanol, etanol, propanol, keton mach ngén, nhu axeton va rugu

davchl'xc, nhu glyxerol. Dung mdi c6 thé c6 mit Vc’riv_ lwong thich hop bat ky.

“Péi tuong” hoidc “bénh nhan” c6 nghia l1a nguoi hodc d@ng vat khong phai
nguoi, nhu dong vat co vu. “Poi tugng” co thé bao gém dong vat bét ky, bao g61n
ngua, chd, meo, lgn, dé, thd, chudt déng, khi, chudt lang, chudt céng, chu6t nhét, than
lan, rin, clru, gia suc, ca va chim. D4i twong 14 con ngudi c6 thé duge dé cap dén 1a

bénh nhan.

“Huyén pht” nhu dugc st dung trong ban md ta nay 1a dang lidu 16ng ma chira

céc hat rdn phén tan trong chét din thudc dang 1éng.

Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngit “hoi chung” co thé chi nhém
céc triéu ching ma xay ra nhét quén cling v6i nhau hogc tinh trang bénh duge dac
trung bdi tAp hop céc triéu ching lién quan. Hoi chiung (vi dy, hdi ching viém rudt) ¢
thé 13 tp hop cac ddu hiéu va triéu chimg y té ma c6 lién quan dén nhau va thuong
lién quan dén bénh cu thé. Noi cach khéc, bénh c6 thé 13 tinh trang strc khoe ma co thé
xac dinh nguyén nhan rd rang dang sau n6. Tuy nhién, hdi chimg (tir Hy Lap c6 nghia

l1a ‘di kém cung nhau’) c¢6 thé tao ra mot sO triéu ching ma khong xéac dinh dugc
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nguyén nhéan. Ching c6 thé goi ¥ ra kha ning mic bénh tiém 4n hodc tham chi co hdi
phét trién bénh.

190 ¢

Thudt ngit “didu tri”, “viéc diu tri” hodc “su didu tri” va céac thuat ngit twong
duong khac nhu duge st dung trong ban md ta nay, bao gdm viéc lam diu, lam gidm,
cai thién hodc ngan ngira bénh, tinh trang bénh (vi dy, bénh viém rudt) hodc tricu
ching, ngan ngura céc triéu chung bd sung, cai thién hoic ngin nglra nguyén nhin
chuyén héa tiém 4n cua céc tridu ching, Gc ché bénh hodc tinh trang bénh, vi du, lam
ngung sy phat trién cua bénh hoic tinh trang bénh, 1dm gidm dau bénh hoic tinh trang
bénh, gy ra su thodi trién ctia bénh hodc tinh trang bénh, 1am gidm dau tinh trang gy
ra boi bénh hoic tinh trang bénh, hodc lam ding tri€u ching cla bénh hojc tinh trang
bénh, va dugc du dinh bao gém viéc phong bénh. Cac thuat ngir ndy con bao gf”)m viéc:
dat duoc loi ich tri liéu va/hodc lgi ich phong bénh. Loi ich tri liéu c6 nghia 1a su tiéu
diét hodc su cai thién rbi loan tiém 4n cin dugce diéu tri. Ngoai ra, loi ich tri lidu dat
dugc cung voi sy tiéu diét hodc su cai thién mdt hoac nhiéu triéu ching sinh 1y lién
quan dén rdi loan tiém 4n sao cho sy cai thién dugc quan sat théy 0 bénh nhan, mac du

bénh nhén c¢6 thé van bi dau do ro6i loan tiém an.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “d nhdt” chi sy chéng lai dong chay
ctia chit 16ng. Chit nhét c6 thé dugce sit dung trong ban md ta nay va bao gbm, vi du,
ruou polyvinyl, polyvinyl pyrolidon, metyl xenluloza, hydroxy propyl metylxenluloza,
hydroxyetyl xenluloza, carboxymetyl xenluloza, hydroxy propyl xenluloza, cic chét
khac da biét dbi v6i ngudi co hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt, hodc hdn

hop cua chung.

Thuat ngit “phdn tram khdi lugng” hodc “% (khéi luong)” chi phin trim cta
thanh phan trong dung dich ma dugc tinh theo khéi lwong thanh phan va dung moi. Vi
du, dung dich 1% (khéi lugng) ctia thanh phin s& chtra 1 g thanh phan dugc hoa tan
trong 100 g dung mdi. Thuit ngit “phin trdm thé tich” hodc “% (thé tich)” chi phén
tram cua thanh phan trong dung dich ma dugc tinh theo thé tich thanh phan va dung
méi. Vi du, dung dich 1% (thé tich) ctia thanh phén s& chtra 1 mL thanh phan dugc hoa
tan trong 100 mL dung mdi. Thuat ngit “phan trim khéi lwong/thé tich” hodc “% (khdi
lugng/thé tich)” chi phén trim cta thanh phin trong dung dich ma dugc tinh theo khéi
lwong thanh phan va theo thé tich dung méi. Vi du, dung dich 1,0% (khéi lugng/thé
tich) cia thanh phan s& chira 1 g thanh phén duoc hoa tan trong 100 mL dung mai.
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2. Hop chit:

Nhu duoc thdo luin & trén, mdt khia canh cla séang ché @& xuit hop chit duge
biéu dién bang cong thuc 1 dudi day, chét ddng phan quang hoc ctia né hoic mudi

dugc dung cua no.

Cong thuce 1:

0]
H
H

R1

OH

trong d6: n 12 0, 1 hodic 2; A 1a -a'-, 14 axit amin ddc 1ap dugc chon tir nhém bao
gdm alanin, (Ala, A), arginin (Arg, R), asparagin (Asn, N), axit aspartic (Asp, D),
xystein (Cys, C), axit glutamic (Glu, E), glutamin (Gln, Q), glyxin (Gly, G), histidin
(His, H), isoleuxin (Ile, I), leuxin (Leu, L), lysin (Lys, K), methionin (Met, M),
phenylalanin (Phe, F), prolin (Pro, P), serin (Ser, S), threonin (Thr, T), tryptophan (Trp,
W), tyrosin (Tyr, Y) va valin (Val, V), cé hai dau tin cung cla axit amin lién két véi
nhom cacbonyl hodc nhém amin bang lién két amit; va R'1a Ci36 alkyl mach théng
ho#c mach nhéanh, C».36 alkenyl mach thang hodc mach nhanh chira it nhéit mot lién két

dd1 hodc Ci-36 alkynyl mach thang hoic mach nhdnh chua it nhét mot lién két ba.

Thuat ngit “hop chét theo sang ché” va cac thuat ngit twong duong, c6 nghia 1a
bao gébm hop chit c6 cong thirc nhu duge md ta ¢ trén, ma thudt nglt ndy bao gbm

mudi duge dung va solvat, vi du, hydrat va solvat cia mudi dugc dung ma ngit canh

Y

A A ’ ) r A r Aoy e, 2 7 A 1x
Theo mét s6 phuong 4n clia sang che, a' c6 thé 1a O vaR!cothéla

cho phép.

Ci-36 alkyl mach thing hogc mach nhénh.
Céc vi dy khong giéi han vé& hop chit bao gdbm cac hop chit dudi day:

Cong thuc A:
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Cong thtc B:

Cong thuc C:

Cong thirc D:

Cong thuc E:
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Cong thtrc F:

Cong thtc G:
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Cong thic I:
Cong thuc J:

Cong thirc K:

H

\/lL
Z

Cong thuce L:
H 0O
%NVU\
O/& (0]
6]
N O
Z
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Cong thirc M:

OH

4 0
zNj\(N\/“\H OH
st e
o
N
0

Cong thirc N:

o 9
@rNJN OH
H

OH

Cong thue O:

H O
(AL o
H

OH

Hop chat theo c4c phuong an clia sang ché 1a hitu hi¢u dung d€ ngén ngira hodc
diéu tri cac bénh khic nhau bao gdm cac dau hiéu viém, bénh ung thu va cac dau hiéu

viém mit. Cu thé hon, cac hgp chat nay 1a hitu hi¢u dé trc ché su bicu hién cia xytokin
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va/hodc chemokin (vi du, G-CSF, IL-2, SCF, VEGF, CX3CL1, IGFBPS, IGFBP6, IL-
la, IL-1B, IL-6, IL-9, MCP-1, MIP-30., IL12p40/70, MIG, TNF-a va VCAM-1). Céc
hop chét nay ciing hitu hiéu dé e ché sy phéan hity ciia IkB trong con dudng truyén tin
hiéu viém dugc trung gian bdi MyD88 (phirc chat myddosome) va/hodc RIP 1, nhd d6
ngin NF-xB chuyén vio nhén cia té bao. Ngoai ra, ndng do hitu hidu ctia hop chét

trong t& bao/md dich duy tri dd thoi gian.
3. Phuong phap diéu ché:

Mot khia canh khéc theo sang ché d& xuit phuong phép didu ché hop chat dugc
biéu dién bing cong thirc 1. Phwong phap nay dugc minh hoa bing so dd phan ung 1
duoc thé hién dudi day, trong d6 phuwong phéap nay bao g0m céc bude: cho hop chét 2
phén @ng v6i hop chit 3 dé didu ché hop chit 4 (bude 1); thiy phéan hop chit 4 véi sy
c6 mit cua bazo d8 didu ché hop chét 5 (budc 2); cho hop chét 5 phan tGng véi hop
chét 6 d& diéu ché hop chit 7 (budc 3); thiiy phan hop chét 7 v6i sy c6 mit ctia bazo
dé diéu ché hop chét 8 (budc 4); cho hop chit 8 phan Gng v6i hop chét 9 dé dicu ché
th chét 10 (budc 5); thay phan hop chét 10 v6i su c6 mat cua bazo dé didu ché hop

chét c6 cong thic I (budc 6).

So d6 phan tmg 1:
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10 1

trong d6 A, R! va n 1a gidng nhu dugc dinh nghia theo didm 1 va R2 1a Cys

alkyl mach théng hodc mach nhénh.

Theo mdt s& phuong an, & budc 1, hop chét 2 co thé lién két v6i hop chét 3 khi
c6 mit 1-ety-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit (EDCI), hydroxybenzotriazol
(HOBt) va bazo. Bazo nay co thé 1a bazo hitu co hodc vd co. Cac vi du khong giéi han
vé bazo hitu co bao gdm pyridin, trietylamin (TEA), N,N-diisopropyletylamin
(DIPEA), va 1,8-diazabixyclo[5.4.0Junde-7-en (DBU). Cac vi du khong gigi han vé
bazo vO co bao gf”)m natri hydroxit, natri cacbonat, kali cacbonat, xesi cacbonat va
natri hydrua. Céc chét nay c6 thé dugc st dung theo hé sb ty lugng hoic du ra, riéng ré
hodc két hop. Cac vi du khong gi6i han v& dung mdi ma c6 thé duge st dung dé cho
hop chéit 2 phan tmg v6i hop chét 3 bao gbdm ete (vi du, tetrahydrofuran (THF), dioxan,
ete etyl va 1,2-dimetoxyetan), ruou (vi du, metanol, etanol, propanol, va butanol),
dimetylformamit (DMF), dimetylsulfoxit (DMSO), diclometan (DCM), dicloetan,
nude, axeton, benzensulfonat, toluensulfonat, clobenzensulfonat, xylensulfonat,

etylaxetat, phenylaxetat, phenylpropionat, phenylbutyrat, xitrat, lactat, hydroxybutyrat,
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glycolat, maleat, tartrat, metansulfonat, propansulfonat, naphtalen-1-sulfonat,
naphtalen-2-sulfonat va mandelat. Dung moi co thé dugc st dung riéng r& hodc két

hop.

Bazo & bude 2 c6 thé 13 bazo hitu co hoic vo co. Tuong tu, cac vi du khong
giéi han vé bazo hitu co ma c6 thd dugc st dung & budc 2 bao gébm pyridin,
trietylamin, N,N-diisopropyletylamin (DIPEA) va 1,8-diazabixyclo[5.4.0Junde-7-en
(DBU). Céac vi du khong giéi han v& bazo vb co bao gdm natri hydroxit, natri cacbonat,
kali cacbonat, xesi cacbonat va natri hydrua. Céc chit ndy c6 thé duoc sir dung theo hé
s6 ty lugng hodc du ra, riéng ré& hodc két hop. Cac vi du khong gidi han vé dung moi
ma c6 thé duge st dung dé cho hop chét 4 phan tng véi hop chét 5 bao gdm ete (vi du,
tetrahydrofuran (THF), dioxan, ete etyl va 1,2-dimetoxyetan), ruou (vi du, metanol,
etanol, propanol, va butanol), dimetylformamit (DMF), dimetylsulfoxit (DMSO),
diclometan (DCM), dicloetan, nugc, axeton, benzensulfonat, toluensulfonat,
clobenzensulfonat, xylensulfonat, etylaxetat, phenylaxetat, phenylpropionat,
phenylbutyrat, xitrat, lactat, hydroxybutyrat, glycolat, mandelat, tartrat, metansulfonat,
propansulfonat, naphtalen-1-sulfonat, naphtalen-2-sulfonat va mandelat. Dung moéi ¢6

thé duge st dung riéng r& hoic két hop.

Budc 3 va budc 5 ¢6 thé duge thuc hién theo quy trinh gidng hodc twong ty
budc 1. Bude 4 va bude 6 c6 thé duoc thyc hién theo quy trinh giéng hodc twong tu

budc 2.
Piéu ché hop chét 2:

Céc vi du v& hop chét 2 dugc biéu dién bang cong thirc 2 dudi ddy, 1a nguyén
liu khéi ddu ctia so db phan tmg 1, ¢6 thé 1a dugc diéu ché bang, vi du, phuong phap

didu ché A duoc mo ta dudi day.

Cong thure 2:

R Ao
(0

trong don 1a 0, 1 hodc 2; A la -al-, 12 axit amin doc l1ap dugc chon tir nhém bao

gdbm alanin, (Ala, A), arginin (Arg, R), asparagin (Asn, N), axit aspartic (Asp, D),
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xystein (Cys, C), axit glutamic (Glu, E), glutamin (Gln, Q), glyxin (Gly, G), histidin
(His, H), isoleuxin (Ile, 1), leuxin (Leu, L), lysin (Lys, K), methionin (Met, M),
phenylalanin (Phe, F), prolin (Pro, P), serin (Ser, S), threonin (Thr, T), tryptophan (Trp,
W), tyrosin (Tyr, Y) va valin (Val, V), ca hai dau tan clng cua axit amin lién két véi
nhom cacbonyl hodc nhém amin béing lién két amit; va R!1a Ci.36 alkyl mach thang
ho#c mach nhanh, Ca.36 alkenyl mach thang hodc mach nhdnh chra it nhét mot lién két
d6i hogic Ca.36 alkynyl mach thang hoic mach nhanh chua it nhit mot lién két ba.

Phuong phép didu ché A:

Hop chit duge biéu dién bing cong thirc a thé hién dudi day dugc lién két véi
axit amin duogc chon tir nhém bao gdm alanin, (Ala, A), arginin (Arg, R), asparagin
(Asn, N), axit aspartic (Asp, D), xystein (Cys, C), axit glutamic (Glu, E), glutamin
(Gln, Q), glyxin (Gly, G), histidin (His, H), isoleuxin (lle, I), leuxin (Leu, L), lysin
(Lys, K), methionin (Met, M), phenylalanin (Phe, F), prolin (Pro, P), serin (Ser, S),
threonin (Thr, T), tryptophan (Tfp, W), tyrosin (Tyr, Y) va valin (Val, V) khi c6 mit 1-
etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit, hydroxybenzotriazol va bazo dé tao thanh

lién két amit, nhdr d6 didu ché hop chét 2.

Cong thuec a:

R1\”/OH
o)
(R! gidng nhu dugc xac dinh & cong thic 2).
4. Ché pham/dang bao ché:
Theo mdt khia canh khéc nita, sang ché dé xuit ché phim ding dé ngin ngira,
cai thién va diéu tri cc bénh khac nhau (vi dy, céc d4u hiéu viém, bénh ung thu va céc
diu hiéu viém mét), trong d6 ché phdm nay chia thanh phén hoat tinh 14 it nhét mot

hop chit, it nhét mot chit ddng phan quang hoc hodc it nhAt mot mubi.

Ché phidm theo mot s6 phuong an c6 thé wc ché su bidu hién cia xytokin
va/hodc chemokin bao gdm G-CSF, IL-2, SCF, VEGF, CX3CL1, IGFBPS, IGFBP6,
IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-9, MCP-1, MIP-3a, IL12p40/70, MIG, TNF-a va VCAM-1.

Ché pham theo cdc phuong 4n khéc co thé e ché hoat tinh ctia NF-xB. Ché pham theo
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cac phuong &n khac co thé tc ché sy tao thanh cua phirc chét truyén tin hi¢u viém
dugc trung gian béi MyD8R. Ché phadm theo cic phuong én khéc c6 thé rc ché sy tao
thanh ctia phtrc chét truyén tin hiéu viém dugc trung gian boi RIP1. Ché phém theo
cdc phuong an khac ¢co6 thé (rc ché su tao thanh cta phirc chét truyén tin hi¢u viém

dugc trung gian béi Pellino-1.

Theo mdt sb phuong 4n, sing ché dé xuét ché phim dung dé ngin ngira, cai
thién va didu tri bénh viém rudt (bao gdm céc bénh c6 lién quan chit ché dén céc rdi
loan), chira thanh phén hoat tinh 1 it nhit mot hop chét, it nhdt mot chat dong phan
quang hoc hodc it nhit mot mudi. Bénh viém rudt c6 thé bao gdm, nhung khong gidi
ha_m &, bénh viém rudt két gay loét, bénh Behcet va bénh Crohn. Ché phdm nay c6 thé

chtra thém chét bd tro.

Theo mét sb phuong 4n, séng ché d& xuét ché phim dung dé ngin ngira, cai
thién hodc diéu tri bénh xo clng réi rac, bénh vay nén, chimg nhiém khuén, bénh teo
dia ly, bénh diém vang do 180 hoa thé u6t, bénh diém vang do 180 hoéa thé kho, bénh
VGng mac do dai thdo duong, bénh phdi nhiém khudn, bénh viém phdi do vi khuén,
bénh viém phdi do virut, u lympho té bao B 16n khuéch tan, nhiém tring do virut, bénh
tu mién, bénh ung thu mau bao gdbm u lympho va céc khéi u trong cic co quan bén
trong, chira thanh phan hoat tinh 14 it nhit mot hop chét, it nhit mot chét ddng phén

quang hoc hodc it nhat mot muoi.

Theo mdt sé phuong 4n, sang ché d& xuit ché pham dung dé ngin ngira, cai
thién hodc diéu tri bénh rung téc, chira thanh phén hoat tinh 12 it nhit mdt hop chét, it
nhét mot chit ddng phan quang hoc hoic it nhat mot mudi, trong d6 thanh phan hoat

tinh nay tc ché sy bi€u hién cta IL-6 & da dau va nang toc.

Sang ché bao gdm cac dang bao ché phu hop cho viéc dung hop chit dugc mb
ta trong ban mo t4 nay. Hop chit dugc mo ta trong ban mo td nay cd thé & dang bao
ché (bao gém duoc phém) v6i chit bd trg nhu ta duoc (vi du, mdt hodc nhiéu ta dugc),
chét chdng oxy hoéa (vi dy, mot hodc nhiéu chét chéng oxy héa), chit lam 6n dinh (vi
du, mot hodic nhidu chit lam 8n dinh), chit bao quan (vi dy, mdt hogc nhidu chat bao
quan), chét diéu chinh pH va/hodc chit dém (vi du, mot hodc nhidu chét diéu chinh pH
va/hodc chit dém), chit diéu chinh truong luc (vi du, mdt hodc nhidu chét didu chinh

truong luc), chit lam ddc (vi du, mdt hodc nhidu chit 1am dic), chit tao huyén phu (vi
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du, mot hodc nhiéu chét tao huyén phu), chét két dinh (vi dy, mot hodc nhiéu chét két
dinh), chét 1am tang do nhét (vi dy, mot hodc nhidu chat 1am ting do nhét) va cdc chét
tuong tu, voi didu kién 13 cac thanh phén b6 sung 1 dugce dung dbi voi céc tinh trang
bénh cu thé cin duoc didu tri. Theo mot sb phuong an, dang bao ché c6 thé bao gdm
hdn hop ctia hai hodic nhidu thanh phan bd sung nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay
(vidy,?2,3,4,5,6,7, 8, hodc nhiéu thanh phén bd sung). Theo mot sb phuong én, chét
bd tro bao gdm chét xir 1y va chit cai bién su van chuyén thudc va cic chit 1am ting
cudng, nhu, vi du, canxi phosphat, magie stearat, talc, monosacarit, disacarit, tinh bot,
gelatin, xenluloza, metyl xenluloza, natri carboxymetyl xenluloza, dextroza,
hydroxypropyl-beta-xyclodextrin, polyvinylpyrolidinon, sip c¢6 nhiét d nong chay
thép, nhua trao ddi ion va céc chét twong ty, cling nhu 13 hdn hop cta hai hodc nhidu
chit bét ky. Cac ta dugc dugc dung thich hgp khic dugc md ta trong cac tai li¢u
“Remington’s Pharmaceutical Sciences,” Mack Pub. Co., New Jersey (1991), va
“Remington: The Science and Practice of Pharmacy,” Lippincott Williams & Wilkins,
Philadelphia, t4i ban 14n thir 20 (2003) va tai ban 1an thir 21 (2005), c4c tai liéu nay

dugc dua vao phdn mb ta bang cach vién dan.

Céc dang bao ché ciia duge phim thich hop cho viéc dung bang cach bat ky c6
thé chép nhéan dugc vé mit y hoc duge dé xuét trong sang ché. Cac dang dugc phém
c6 thé chira chat mang dugc dung thich hop véi cach dung va hop chét dugc dung (ché
pham). Vi du, c4c dang bao ché cua ché phdm dugc md ta trong ban md ta nay c6 thé
thich hop cho viéc dung qua miéng. Ching co thé duoc tao ra & cac dang khac nhau
bao gém dung dich, nhii trong, ban 16ng, ban rén, gel, nhil twong, thudc md, vién nén
va kem. Dang vién nén co thé chira mot hodc nhiéu trong sb lactoza, sucroza, manitol,
sorbitol, canxi phosphat, tinh bdt ngd, tinh bdt khoai tay, xenluloza vi tinh thé, gelatin,
keo silicon dioxit, talc, magie stearat, axit stearic, va ta4 dugc khac, chét tao mau, chét
don, chét két dl’nh, chét pha lodng, chit dém, chét lam 4m, chét bao quén, chét diéu vi,

thubc nhudm, chét phan hiy va chit mang tuong thich dugc.

Ché phim (dang bao ché) c6 thé duge ding qua nhidu dudng bao gém, khong
giéi han ¢, dudng miéng, mii, phéi, truc trang, vao mi¢ng, am dao, mét va qua da.
Céch thiic, tAn sudt va luong dung ché phdm (dang bao ché) hitu hiéu c6 thé duoc
quyét dinh theo phuong phép da biét trong linh vuc k§ thuat va/hodc phuong phép

duge mo ta trong ban mo ta ndy (vi dy, ding qua miéng, 0,1-1.000 mg/ngay, mot lan
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mdt ngay). Vi dy, ching c6 thé duoc dung riéng r& hoic két hop. Vi duy, ching c6 thé

duge dung dong thoi, dugc ddng st dung va/hoic duge dung theo timg dot.
5. Phuong phép stt dung hop chét, ché phim hoic dang bao ché:

Khia canh khéc ctia sang ché mo ta phuong phap dung dé ngin ngura, cai thién
hoic didu tri cac bénh khic nhau (vi dy, cic dau hi¢u viém, bénh ung thu va cac dau
hiéu viém mit), ma bao gobm viéc dung cho doi tuong can dicu tri ché pham (hozc hop

chét hodc dang bao ché dugc mo ta trong ban md ta nay).

Theo mdt phuong 4an, sang ché md fé phuong phap dung dé ngan ngira, cii
thién hodc diéu tri bénh viém rudt, ma bao gdm viéc ding ché phim (hodc hop chét
hodc dang bao ché duoc md ta trong ban mo ta nay) cho d6i tuong cén diu tri ché
phadm chira thanh phén hoat tinh 1a it nhit mot hop chét, it nhat mot chit ddng phan

quang hoc hodc it nhat mot mudi.

Theo mot phurong 4n khéc, sang ché mb ta phuong phép dung dé ngin ngira, cai
thién hodc diéu tri bénh hodc hdi ching, trong d6 phuong phép nay bao gdm viéc ding
cho ddi tugng can diéu tri ché phém chtra thanh phén hoat tinh 1a it nhat mot hop chét,
it nhit mot chit déng phan quang hoc hojc it nhét mot mubi. Bénh hozc hoi ching ¢6
thé lién quan dén su tao thanh phuc chét truyén tin hiéu viém gy ra béi Pellino-1 bao
g&”)m MyD88, RIP1 hodc ca hai. Bénh hodc hdi ching cd thé bao gdm, nhung khong
giéi han &, bénh xo cling rai ric, bénh vay nén, chimg nhiém khuén, bénh teo dia 1y,
bénh diém vang do 140 héa thd u6t, bénh diém vang do 130 hoa thé kho, bénh vng
mac do dai thao duong, bénh phéi nhiém khuén, bénh viém phéi do vi khudn, bénh
viém phdi do virut, u lympho té bao B 16n khuéch tan, nhiém trung do virut, bénh ty
mién, bénh ung thu mau bao gém u lympho va cac khéi u trong cac co quan bén trong

(vi du, gan, phdi, rudt, tuyén tién liét, tuyén tuy va cic co quan tuong tu).

Theo mot phuong an khac nita, sang ché mo6 ta phuong phap dung dé ngan ngira,
cai thién hogc didu tri bénh teo dia 1y, bénh diém vang do ldo héa thé u6t, bénh diém
vang do 1do hoa thé kho hodc bénh vong mac do déi thdo dudng, trong d6 phuong
phép nay bao gbm viéc ding cho dbi tuong cin didu tri ché phdm chtra thanh phan
hoat tinh Ia it nhét mot hop chét, it nhit mot chét déng phin quang hoc hodc it nhét
mdt mudi. (Cac) hop chét, (cac) chét ddng phan quang hoc va (céc) mudi ¢6 thé co tac

dung dugce trén té bao biéu md sac t0 vong mac. Trong céc te bao bi€u md sdc t6 vong
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mac, chung cé thé e ché sy biéu hién cia it nhéit mot protein dugc chon tir nhém bao
gdm Nox-4, VEGF, VEGFR1, VEGFR2, Ang2, EPO va EPOR. Trong c4c té bao biéu

md sdc td vdng mac, chung c6 thé 1am ting biéu hién cia Ang 1, Tie2 hodc ca hai.
Vi du thye hién sang che

Sang ché s& duoc gidi thich chi tiét hon bang cac vi du duéi day. Cac vi du nay
duoc trinh bay chi cho muc dich minh hoa sang ché va sang ché khong bi giéi han béi

cac vi du nay.
Vi du 1: Bidu ché hop chit

Vi du 1.1: Axit (S)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin -
2-cacbonyl)pyrolidin-2-carboxamido)axetamido)propanoic (Pal-PPGY-OH)

OH

Buéc 1: Diu ché (S)-metyl 1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-

carboxylat

Dung dich hén hgp dugc tao ra bang cach tron axit (S)-1-palmitoylpyrolidin-2-
carboxylic (10,0 g, 28,3 mmol) duge diéu ché & bude 2 theo vi du 1.2, EDCI (5,96 g,
31,1 mmol), HOBt (4,20 g, 31,1 mmol) va trietylamin (11,8 mL, 84,9 mmol) trong
diclometan. B4 sung prolin metyl este hydroclorua (5,15 g, 31,1 mmol) vao dung dich
hdn hop. Hon hop tao thanh ndy dugc khudy & nhiét d6 phong qua dém, dugc cd dudi
ap suét giam, dugc pha lodng béng dung dich nuéc natri bicacbonat va dugc chiét
bing etyl axetat ba lan. Toan bd 16p hitu co dugce rua bang dung dich nuéc mudi va
duge rira bang HCI 1IN ba lan. San phdm duoc rira bang dung dich nuéc mudi, dugc
lam kho bing magie sulfat khan va dugc c6 duéi 4p sudt gidm dé thu dugc (S)-metyl

1-((S)-1-palmitoylpyrolidin -2-cacbonyl)pyrolidin-2-carboxlat (11,4 g, hi¢u suit 87%).

IH-NMR (300 MHz, CDCLs) § 4,69-4,65 (m, 1 H), 4,54-4,58 (m, 1 H), 3,83-3,93
(m, 1 H), 3,58-3,72 (m, 5H), 3,45-3,53 (m, 1 H), 1,89-2,31 (m, 10 H), 1,60-1,64 (m, 2
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H), 1,25 (m, 24 H), 0,88 (t, J= 6,87Hz, 3 H).
MS (ESI), duge tinh todn cho Ca7HagN204464,4, phat hién m/z465,2 (M + HY).

Buéc 2: Didu ché axit (S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-

carboxylic

Tron (S)-metyl 1-((S)-1-palmitoylpyrolidin -2-cacbonyl)pyrolidin-2-carboxylat
(15,0 g, 32,3 mmol) duoc diéu ché & budce 1 véi tetrahydrofuran. B4 sung dung dich
nude natri hydroxit (2,58 g, 64,6 mmol) vao dung dich hdn hgp. Hon hop tao thanh
nay duoc khudy & nhiét 6 phong qua dém va dugce co. B6 sung HC1 1IN dé diéu chinh
pH dén 1,0. Lép nude clia né dugce chiét bing etyl axetat ba 1an. Toan bd 16p hitu co
duge 1am kho bing magie sulfat khan va dugc ¢o dé thu dugc axit (S)-1-((S)-1-
palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-carboxylic (13,2 g, hiéu sudt 91%) 1a chét

rin mau tréng.
MS (ESI), duoc tinh toan cho Ca6HasN204450,3, phét hién m/z451,1 (M + HY).

Budc 3: Diéu ché etyl 2-((S)-1-((S)-1- palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-

carboxamido)axetat

Tron axit  (S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-carboxylic
(12 g, 26,6 mmol) dugc didu ché & bude 2 v6i diclometan. BS sung glyxin etyl este
hydroclorua (4,09 g, 29,3 mmol), EDCI (5,62 g, 29,3 mmol), HOBt (3,96 g, 29,3
mmol) va trietyamin (11,1 mL, 79,8 mmol) vao dung dich hdn hop. Hén hop tao thanh
nay duoc khudy & nhiét d6 phong qua dém, dugc cd dudi ap sudt giam, dugc pha lodng
bang dung dich nudc natri cacbonat va duge chiét bang etyl axetat ba 1dn. Toan bd 16p
hitu co dugc rira bang dung dich nudc mudi va duge rira bang HC1 1IN ba lan. Lép hitu
co ndy duoc rira bang dung dich nuée mudi, duoc 1am kho bing magie sulfat khan va
dugc c6 dé thu duoc etyl 2-((S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-
carboxyamido)axetat (11,1 g, hiéu suit 78%).

MS (ESI), dugc tinh toan cho C30Hs3N305535,4, phat hién m/z536,5 (M + H").

Buéc 4: Diéu ché axit 2-((S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-

carboxamido)axetic

Tron etyl 2-((S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-

carboxyamido)axetat (12 g, 22,4 mmol) dugc didu ché & budc 3 v6i tetrahydrofuran.
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B4 sung dung dich nuéc natri hydroxit (1,79 g, 44,8 mmol) vao dung dich hdn hop.
Hbn hop tao thanh nay dwgc khudy & nhiét do phong qua dém va duge cd. B sung
HCI IN dé didu chinh pH dén 1,0. L6ép nuée dugce chiét bing etyl axetat ba lan. Toan
bd 16p hitu co duge lam khd bing magie sulfat khan va dugc ¢d dé thu dugc axit 2-
((S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-carboxamido)axetic (9,5 g,
hiéu suét 84%).

MS (ESI), dugce tinh toan cho C2sHa9N305507,4, phat hién m/z508,2 (M + HY).

Buéc 5: Didu  ché  (S)-metyl  3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-((S)-1-

palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-carboxamido)axetamido)propanoat

Tron axit 2-((S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-
carboxamido)axetic (10 g, 19,7 mmol) dugc didu ché & budc 4 vai diclometan. BS
sung tyrosin metyl este (4,23 g, 21,7 mmol), EDCI (4,16 g, 21,7 mmol), HOBt (21,7 g,
21,7 mmol) va trietylamin (8,19 mL, 59,1 mmol) vao dung dich hdn hgp. Hon hop tao
thanh nay dugc khudy & nhiét d6 phong qua dém, dugc cd dudi ap sut giam, duoc pha
lodng bang dung dich nudéc natri bicacbonat va dugce chiét bing etyl axetat ba lan.
Toan bd 16p hitu co duge rira biang dung dich nuéc mudi va duoc rira bang HCI IN ba
14n. Lép hitu co nay dugc ria bing dung dich nudc mudi, duoc lam kho bing magie
sulfat khan, dugc cd6 va dugc tinh ché bing MPLC dé thu dugc (S)-metyl 3-(4-
hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-

carboxamido)axetamido)propanoat (8,4 g, hiéu sult 62%).
MS (ESI), duoc tinh toan cho C37HeoN4O7684,4, phat hién m/z685,2 (M + HY).

Bude 6: Diu ché axit (S)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-

2-cacbonyl)pyrolidin-2-carboxamido)axetamido)propanoic

Tron (S)-metyl 3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-
cacbonyl)pyrolidin-2-carboxamido)axetamido)propanoat (4,9 g, 7,16 mmol) dugc didu
ché & budc 5 v6i tetrahydrofuran. B6 sung dung dich nudc natri hydroxit (0,86 g, 21,5
mmol) vao dung dich hdn hgp. Hdn hop tao thanh nay duogc khudy & nhiét do phong
qua dém va dugc co. B4 sung HC1 IN dé didu chinh pH dén 1,0. L6p nude duge chiét
bing etyl axetat ba 1an. Toan b 16p hitu co duge lam kho bing magie sulfat khan va
duge ¢d6 d& thu duwoc axit (S)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-((S)-1-
palmitoylpyrolidin-2-cacbonyl)pyrolidin-2-carboxamido)axetamido)propanoic (4,5 g,
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hiéu sudt 93%).

'H-NMR(300 MHz, MeOD) § 7,04 (d, J = 8,31 Hz, 2 H) 6,70 (d, J = 8,37 Hz,
2 H), 4,38-4,68 (m, 3 H), 3,44-4,04 (m, 6 H), 2,91-3,13 (m, 2 H), 1,81-2,38 (m, 10 H),
1,54-1,60 (m, 2 H), 1,30 (m, 24 H), 0,88 (t, J= 6,63 Hz, 3 H).

MS (ESI), dugc tinh todn cho C37HssN4O7670,4, phét hién m/z671,3 (M + H").

Vi du 1.2: Axit (S)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-palmitoylpyrolidin-2-
carboxamido)axetamido)propanoic (Pal-PGY-OH)

OH

¢ H i
(e A b o
\/& 0 H 0]

o)

Budce 1: (S)-metyl 1-palmitoylpyrolidin-2-carboxylat

Tron axit palmitic (7 g, 27,3 mmol), EDCI (5,78 g, 30,0 mmol), HOBt (4,05 g,
30,0 mmol) va trietylamin (11,4 mL, 81,9 mmol) véi diclometan. B6 sung prolin metyl
este hydroclorua (4,97 g, 30,0 mmol) vao dung dich hdn hop. Hon hop tao thanh nay
dugc khudy & nhiét do phong qua dém, duge cd dudi ap sudt giam, dugc pha lodng
bing dung dich nuéc natri cacbonat va duge chiét bing etyl axetat ba 1an. Toan bd 16p
hitu co dugce rira bang dung dich nude mudi va dugc ria bing HCI IN ba lan. Lép hitu
co nady dugc roa béng dung dich nuéc mudi, duge 1am khd bing magie sulfat khan va
duoc ¢d dudi ap sut giam dé thu dugc (S)-metyl 1-palmitoylpyrolidin-2-carboxylat

(9,6 g, hidu sudt 96%) 1a chit 16ng nhét.

IH-NMR(300 MHz, CDCL) & 4,46-4,50 (m, 1 H), 3,47-3,75 (m, 5 H), 1,90-2,36
(m, 6 H), 1,59-1,69 (m, 2 H), 1,25 (m, 24 H), 0,88 (t, J = 6,84 Hz, 3H)

MS (ESI), dugc tinh toén cho C22Ha1NO3367,3, phat hién m/z368 (M + H").
Budc 2: Didu ché axit (S)-1-palmitoylpyrolidin-2-carboxylic

Tron (S)-metyl 1-palmitoylpyrolidin-2-carboxylat (10,0 g, 27,2 mmol) dugc
didu ché & budc 1 véi tetrahydrofuran. Bo sung dung dich nude natri hydroxit (3,26 g,
81,6 mmol) vao dung dich hdn hogp. Hon hop tao thanh nay dugc khudy & nhiét do
phong qua dém va dugc c6. Bb sung HCI IN d diéu chinh pH dén 1,0. Lép nudc
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duge chiét bang etyl axetat ba l4n. Toan bod 16p hitu co dugc lam khd bing magie
sulfat khan va dugc ¢d dé thu dugc axit (S)-1-palmitoylpyrolidin-2-carboxylic (8,6 g,

hiéu suét 89%) 1a chit rin mau tréng.

IH-NMR(300 MHz, CDCL) & 4,59-62 (m, 1 H), 3,42-3,59 (m,2H), 2,46-2,53
(m, 1 H), 2,33-2,38 (m, 2 H), 1,93-2,01 (m, 3 H), 1,62-1,69 (m, 2 H), 1,25 (m, 24 H),
0,88 (t, J = 6,90 Hz, 3 H)

MS (ESI), dugc tinh toan cho C21H39NO3353,3, phét hién m/z354,2 (M + H").
Budce 3: Diéu ché (S)-etyl 2-(1- palmitoylpyrolidin-2-carboxamido)axetat

Tron axit (S)-1-palmitoylpyrolidin-2-carboxylic (10 g, 28,3 mmol) dugc didu
ché & budc 2, glyxin etyl este hydroclorua (4,34 g, 31,1 mmol), EDCI (5,76 g, 31,1
mmol), HOBt (4,20 g, 31,1 mmol) va trietyamin (15,7 mL, 113 mmol) véi diclometan.
Hdn hop tao thanh ndy dugc khudy & nhiét do phong qua dém, dugc cd dudi ap suét
giam, dugc pha lodng bang dung dich nudc natri cacbonat va dugc chiét bang etyl
axetat ba 1an. Toan bd 16p hitu co dugc rira bang dung dich nuéc mudi va duge rira
béng HCI IN ba lan. L6p hitu co nay duoc rira béng dung dich nudc m_uéi, duoc lam
khé bing magie sulfat khan va dugc cd dé thu dugc (S)-etyl 2-(1- palmitoylpyrolidin-
2-carboxamido)axetat (10,7 g, hidu suat 86%).

MS (ESI), duge tinh toén cho CasHaeN204438,3, phat hién m/z439,1 (M + H").
Buéc 4: Didu ché axit (S)-2-(1-palmitoylpyrolidin-2-carboxamido)axetic

Tron (S)-etyl 2-(1- palmitoylpyrolidin-2-carboxamido)axetat (12 g, 27,4 mmol)
duge diéu ché & budc 3 véi tetrahydrofuran. B6 sung dung dich nudc natri hydroxit
(2,20 g, 54,7 mmol) vao dung dich hdn hop. Hon hop tao thanh nay duge khuéy o
nhiét d phong qua dém va dugc ¢d. BS sung HCI IN dé diéu chinh pH dén 1,0. Lép
nude duogc chiét bing etyl axetat ba lan. Toan bd 16p hitu co duge lam kho bang magie
sulfat khan va duoc ¢0 dé thu dugc axit (S)—2-(1-palmitoyipyrolidin-Z-

carboxamido)axetic (10,2 g, hi€u sut 91%) 1a chit rin mau tring.
MS (ESI), dugc tinh toan cho C23H4N204410,3, phat hién m/z 41 1,3 (M +H").

Budc 5: Diéu ché (S)-metyl 3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-palmitoylpyrolidin -2-

carboxamido)axetamido)propanoat

Tron axit (S)-2-(1-palmitoylpyrolidin-2-carboxamido)axetic (7 g, 27,3 mmol)
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duoc didu ché & bude 4 véi diclometan. BS sung tyrosin metyl este (5,86 g, 30,0
mmol), EDCI (5,78 g, 30,0 mmol), HOBt(4,05 g, 30,0 mmol) va trietylamin (11,4 mL,
81,9 mmol) vao dung dich hdn hgp. Hon hgp tao thanh nay dugc khudy & nhiét do
phong qua dém, dugc cd dudi ap suit giam, dugc pha lodng bang dung dich nudc natri
bicacbonat va dugc chit bing etyl axetat ba 1an. Toan bo 16p hiru co duge rira bing
dung dich nuéc mudi va duge rira bing HCI IN ba 1an. Lép hitu co nay dugc rira bing
dung dich nuéc mubi, dugc 1am kho b?mg magie sulfat khan, dugc ¢d va dugec tinh ché
bing MPLC d& thu dugc (S)-metyl 3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-

palmitoylpyrolidin -2-carboxamido)axetamido)propanoat (9,8 g, hi€u suét 61%).

IH-NMR(300 MHz, CDCls) & 7,25-7,50 (m, 3 H), 6,93 (d, J = 8,34 Hz, 2 H)
6,70 (d, J = 8,34 Hz, 2 H), 4,70-4,77 (m, 1 H), 4,39-4,43 (m, 1 H), 3,95-4,21 (m, 1 H),
3,41-3,72 (m, 5 H), 2,92-3,12 (m, 2 H), 1,91-2,35 (m, 7 H), 1,57-1,61 (m, 2 H), 1,25
(m, 24 H), 0,88 (1, J = 6,87 Hz, 3 H) | »

MS (ESI), dugc tinh toan cho C33Hs3N306587,4, phét hién m/z588,1 (M + H").

Budc 6: Didu ché axit (S)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-palmitoylpyrolidin -2-

carboxamido)axetamido)propanoic

Tron  (S)-metyl  3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-palmitoylpyrolidin -2~
carboxamido)axetamido)propanoat (2,85 g, 4,85 mmol) dugc didu ché ¢ bude 5 voi
tetrahydrofuran. B4 sung dung dich nudc natri hydroxit (0,58 g, 14,6 mmol) vao dung
dich hdn hop. Hdn hop tao thanh nay dugc khudy & nhiét do phong qua dém va dugc
¢d. B sung HC1 IN dé diéu chinh pH dén 1,0. Lép nude duoc chiét bang etyl axetat
ba 14n. Toan bd 16p hitu co dugc 1am khd bang magie sulfat khan va dugc cd dé thu
duogc axit (S)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-(2-((S)-1-palmitoylpyrolidin -2-

carboxamido)axetamido)propanoic (2,2 g, hiéu sudt 79%) 1a chat rin mau tring.

IH-NMR(300 MHz, MeOD) § 7,03 (d, J = 8,40 Hz, 2 H) 6,70 (d, J = 8,40 Hz,2
H), 4,58-4,61 (m, 1 H), 4,33-4,56 (m, 1 H), 3,58-4,37 (m, 4 H), 2,96-3,15 (m, 2 H),
1,92-2,39 (m, 6 H), 1,55-1,62 (m, 2 H), 1,29 (m, 24 H), 0,91 (t, ] = 6,87 Hz, 3 H)

MS (ESI), duge tinh toan cho C32Hs1N306573,4, phat hién m/z574,2(M + H).
Vi du 1.3: Palmitoyl-L-alanyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (pal-APGY-OH)

Hop chét dugc diu ché theo so d6 phan tng 2 dudi day.
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OH
H
S (S)
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Tron hop chét (1) (10 g, 46,5 mmol), hop chit (2) (7,15 g, 51,2 mmol),
EDCI-HCI (9,82 g, 51,2 mmol), HOBt (6,92 g, 51,2 mmol) va trietylamin (19,4 mL,

140 mmol) véi diclometan. Hon hop tao thanh nay dugc khudy & nhiét 6 phong qua

dérh, duoc o dudi 4p sudt giam, dugc pha lodng bing dung dich nuéc natri cacbonat,

va dugc chiét bing etyl axetat ba lan. Toan b 16p hitu co dugc rira bang dung dich

nuéde mudi va duoe rira bang HCI 1IN ba 1an. Lép hitu co nay dugce rira bang dung dich

nude mudi, duge 1am kho bing magie sulfat khan va duge cd dudi ap suat giam d€ thu

dugc hop chét (3) (hiéu sudt 91%) 1a chit 16ng nhot.
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LC-MS (ESI): dugc tinh toan cho C14H24N20s 300,2, phéat hién m/z 301,2 (M +
HY).

Tron hop chét (3) (12 g, 40 mmol) véi tetrahydrofuran. B6 sung dung dich
nudc natri hydroxit (6,40 g, 160 mmol) vao dung dich hdn hop. Hén hop tao thanh nay
dugc khudy & nhiét do phong qua dém va duge co. B sung HCI IN dé diéu chinh pH
dén 1,0. Lép nude duoc chiét bing etyl axetat ba lan. Toan bd 16p hitu co duge lam
khd bing magie sulfat khan va dugc ¢d dé thu dugc hop chit (4) (hiéu suit 96%) la

chat ran mau trang.

, LC-MS (ESI): dugc tinh toan cho C12H20N20s 272,1, phét hién m/z 273,1 (M +
H").

Tron hop chit (4) (6,25 g, 23 mmol), hop chét (5) (4,85 g, 25,3 mmol),
EDCI-HCI (4,85 g, 25,3 mmol), HOBt (43,42 g, 25,3 mmol) va trietylamin (TEA, 12,8
mL, 96 mmol) véi diclometan. Hon hop tao thanh nay dugc khudy & nhiét do phong
qua dém, dugc c6 dudi ap sult giam, duoc pha lodng bing dung dich nudc natri
cacbonat va duoc chiét bang etyl axetat ba lan. Toan bd 16p hitu co duge rira bing
dung dich nudce natribicacbonat hai 14n, dugc ria béng dung dich nudc mudi va duoc
rira bing HCI 1N ba lan. L6p hitu co ndy dugce rira bing dung dich nuéc mudi, dugc
lam kho bing magie sulfat khan va dugc cd dé thu dugc hop chét (6) (hiéu suit 87%)
1 chét rén mau tréng.

LC-MS (ESI): dugc tinh toan cho C22H31N307 449,2, phat hién m/z 450,2 (M +
H").

Hoa tan hop chat (6) (8 g, 17,8 mmol) trong etyl axetat. B sung lwong du HCI
4 N trong dioxan & nhiét do phong. Hon hop tao thanh nay dugc khudy & nhiét do
phong trong 4 gio va dugc ¢6 dudi ap suét giam dé thu duge hop chat (7) 1a chét ran
mau tréng.

LC-MS (ESI): dugc tinh toan cho C17H23N30s 349,2, phat hién m/z 350,2 (M +
H").

Tron hop chét (7) (0,25 g, 0,65 mmol), hop chét (8) (Boc-alanin, 0,12 g, 0,65
mmol), EDCLHCI (0,25 g, 1,30 mmol), HOBt (0,18 g, 1,30 mmol), va trietylamin
(0,36 mL, 2,60 mmol) véi diclometan. Hén hop tao thanh nay dugc khqu & nhiét dd
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phong qua dém, dugce cd dudi ap suét giam, dugc pha loang bang dung dich nuéc natri
cacbonat va dugc chiét bing etyl axetat ba lan. Toan bd 16p hitu co dugc ria bang
dung dich nudc natri bicacbonat hai 1an, dugc ria béng dung dich nuédc mudi, va dugce
rira bang HCI IN ba l1an. Lép hitu co nay duge ria bing dung dich nudc mubi, dugc
lam khé bing magie sulfat khan, dugc c6 va dugc tinh ché bang cach st dung MPLC
(diclometan/2-propanol) dé thu dugc hop chét (9) (hiéu sudt 3%).

LC-MS (ESI): dugc tinh toan cho CasH3sN4Og 520,3, phét hién m/z 520,7 (M +
HY).

Hoa tan hop chat (9) (0,11 g, 0,21 mmol) trong etyl axetat. B& sung lwong du
HCI 4 N trong dioxan & nhiét d6 phong va khudy & nhiét do phong trong 4 gio. H6n
hop tao thanh ndy dugc c6 dudi ap sudt giam dé thu duoc hop cha”it (10) 1 chét rén

mau trang.

LC-MS (ESI): dugc tinh todn cho C20H28N4O¢ 420,2, phat hién m/z 420,6 (M +
HY).

B& sung hop chét (10) (0,04 g, 0,09 mmol), EDCL.HCI (0,03 g, 0,16 mmol),
HOBt (0,02 g, 0,16 mmol) va trietylamin (0,04 mL, 0,32 mmol) vao dung dich axit
palmitic (0,02 g, 0,08 mmol) trong diclometan. San phdm duoc khudy & nhiét do
phong qua dém, dugc co dudi dp sudt giam, dugc pha lodng bang dung dich nudc natri
cacbonat va dugc chiét bing etyl axetat ba 1dn. Toan bd 16p hitu co dugc ria bing
dung dich nu¢c mudi va duoc rira bang HCI IN ba 1an. L6p hitu co nay duoc rira bing
dung dich nudc mudi, duge lam khd bang magie sulfat khan, dugc co va duge tinh ché
bang cach st dung MPLC (diclometan/2-propanol) dé thu dugc hop chéat (11) (hiéu
suit 58%).

LC-MS (ESI): dugc tinh toan cho C3sHsgN4O7 658,4, phét hién m/z 659,1 (M +
H")

Tron hop chét (11) (0,03 g, 0,05 mmol) véi tetrahydrofuran. B6 sung dung dich
nude natri hydroxit (0,008 g, 0,20 mmol). Hon hop tao thanh nay dugc khudy & nhiét
do phong qua dém va duge c6. BS sung HCI IN dé diéu chinh pH dén 1,0. Lép nuéce
duoc chiét bing etyl axetat ba 1an. Toan b 16p hitu co duge lam khd bing magie
sulfat khan va dugc c6 dé thu duoc hop chét (12) (hidu sudt 93%) 1a chét rin mau

tréng.
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'H NMR (500 MHz, CD3;0D) 8 7,05 (d, J= 8,50 Hz, 2 H), 6,70 (d, J = 8,50 Hz,
2 H), 4,59-4,65 (m, 2 H), 4,39-4,41 (m, 1 H), 3,96-3,99 (m, 1 H), 3,84-3,89 (m, 1 H),
3,65-3,76 (m, 2 H), 3,10-3,14 (m, 1 H), 2,97-3,01 (m, 1 H), 2,20-2,24 (m, 3 H), 2,09-
2,14 (m, 1 H), 1,96-2,03 (m, 2 H), 1,58-1,60 (m, 3 H), 1,31-1,36 (m, 30 H), 0,92 (t, /=
7,15 Hz, 3 H). LC-MS (ESI): dugc tinh toan cho C3sHseNsO7 644,4, phat hién m/z
644,6 (M + H").

Hop chét theo cac vi du tr 1.4 dén 1.15 duoc diéu ché theo cach twong ty nhu
dugc md ta trong vi du 1.3, bang cach st dung hop chit (7) 1am nguyén liéu khéi dau.

Dit liéu NMR cua cac hop chit nay dugc thé hién dudi day.
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Vi du 1.4: Palmitoylglyxyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (pal-GPGY-OH) 'H NMR
(500 MHz, CD30D) & 7,03 (d, J= 8,50 Hz, 2 H), 6,70 (d, /= 8,50 Hz, 2 H), 4,58-4,63
(m, 1 H), 4,39-4,42 (m, 1 H), 3,90-4,08 (m, 4 H), 3,59-3,74 (m, 3 H), 3,09-3,12 (m, 1
H), 2,96-3,00 (m, 1 H), 1,99-2,31 (m, 7 H), 1,56-1,66 (m, 3 H), 1,24-1,35 (m, 26 H),
0,92 (t, J = 7,05 Hz, 3 H). LC-MS (ESI): dugc tinh todn cho C3HssN4O7 630,4, phat
hién m/z 630,8 (M + H).
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OH

Vi du 1.5: ((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoyl)glyxyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin
(linoleyl-GPGY-OH) 'H NMR (500 MHz, CD3;OD) & 7,03 (d, J = 8,50 Hz, 2 H), 6,71
(d, J = 8,50 Hz, 2 H), 5,31-5,41 (m, 4 H), 4,58-4,62 (m, 1 H), 4,39-4,42 (m, 1 H),
3,99-4,08 (m, 2 H), 3,70-3,73 (m, 1 H), 3,59-3,67 (m, 1 H), 3,09-3,12 (m, 1 H), 2,96-
3,00 (m, 1 H), 2,78-2,79 (m, 3 H), 2,25-2,31 (m, 1 H), 2,18-2,22 (m, 2 H), 1,99-2,13
(m, 7 H), 1,56-1,64 (m, 3 H), 1,31-1,42 (m, 18 H), 0,93 (t, J = 7,10 Hz, 3 H). LC-MS
(ESI): dugc tinh toan cho C3sHs4NsO7 654,4, phat hién m/z 655 (M + H").
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Vi du 1.6: Palmitoyl-L-phenylalanyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (pal-FPGY-OH)
'H NMR (500 MHz, CD3;0D) § 7,27-7,28 (m, 5 H), 7,07 (d, J= 8,45 Hz, 2 H), 6,71 (d,
J = 8,30 Hz, 2 H), 4,59-4,63 (m, 1 H), 4,40-4,42 (m, 1 H), 3,99-4,02 (m, 1 H), 3,85-
3,89 (m, 1 H), 3,73-3,78 (m, 1 H), 3,52-3,55 (m, 1 H), 3,09-3,16 (m, 2 H), 2,36-3,02
(m, 3 H), 1,95-2,22 (m, 8 H), 1,44-1,62 (m, 4 H), 1,31 (m, 25 H), 0,92 (t, /= 7,10 Hz,
3 H). LC-MS (ESI): dugc tinh toan cho C41HeoN4O7 720,4, phat hién m/z 721,1 (M +
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Vi du 1.7: Hexanoyl-L-prolyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (hexanoyl-PPGY-OH)
'H NMR (500 MHz, CD30D) 6 7,05 (d, J = 8,50 Hz, 2 H), 6,70 (d, J = 8,50 Hz, 2 H),
4,66-4,68 (m, 1 H), 4,54-4,57 (m, 1 H), 4,40-4,44 (m, 1 H), 3,96-4,00 (m, 1 H), 3,85-
3,89 (m, 1 H), 3,73-3,76 (m, 1 H), 3,51-3,68 (m, 3 H), 3,08-3,12 (m, 1 H), 2,97-3,02
(m, 1 H), 2,31-2,41 (m, 2 H), 2,20-2,29 (m, 2 H), 1,92-2,12 (m, 5 H), (m, 8 H), 1,57-
1,66 (m, 3 H), 1,31-1,38 (m, 5 H), 0,93 (t, J = 7,00 Hz, 3 H). LC-MS (ESI): dugc tinh
toan cho C27H3sN4O7 530,3, phat hién m/z 530,7 (M + H").
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Vi du 1.8: Octanoyl-L-prolyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (octanoyl-PPGY-OH)
'"H NMR (500 MHz, CD3;0D) & 7,05 (d, J = 8,50 Hz, 2 H), 6,71 (d, J = 8,50 Hz, 2 H),
4,66-4,68 (m, 1 H), 4,54-4,57 (m, 1 H), 4,40-4,42 (m, 1 H), 3,96-4,00 (m, 1 H), 3,85-
3,89 (m, 1 H), 3,73-3,77 (m, 1 H), 3,51-3,68 (m, 3 H), 3,08-3,12 (m, 1 H), 2,97-3,02
(m, 1 H), 2,18-2,34 (m, 4 H), 1,92-2,12 (m, 5 H), 1,57-1,61 (m, 2 H), 1,32-1,35 (m, 10
H), 0,92 (t, J = 7,00 Hz, 3 H). LC-MS (ESI): dugc tinh todn cho C29H42N4O7 5583,
phat hién m/z 558,5 (M + H").
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Vi du 1.9: Decanoyl-L-prolyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (decanoyl-PPGY-OH)
'H NMR (500 MHz, CDs;0D) & 7,03 (d, J= 8,55 Hz, 2 H), 6,71 (d, J = 8,40 Hz, 2 H),
4,66-4,68 (m, 1 H), 4,54-4,57 (m, 1 H), 4,40-4,42 (m, 1 H), 3,96-4,00 (m, 1 H), 3,85-
3,89 (m, 1 H), 3,73-3,77 (m, 1 H), 3,51-3,68 (m, 3 H), 3,08-3,12 (m, 1 H), 2,97-3,02
(m, 1 H), 2,18-2,39 (m, 5 H), 1,92-2,14 (m, 6 H), 1,57-1,61 (m, 2 H), 1,32-1,36 (m, 14
H), 0,92 (t, J = 7,15 Hz, 3 H). LC-MS (ESI): dugc tinh todn cho C31HN4O7 586,3,
phét hién m/z 586,8 (M + H").
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Vi du 1.10: Stearoyl-L-prolyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (stearoyl-PPGY-OH) 'H
NMR (500 MHz, CD;0D) 6 7,03 (d, J = 8,55 Hz, 2 H), 6,71 (d, J = 8,25 Hz, 2 H),
4,66-4,68 (m, 1 H), 4,55-4,57 (m, 1 H), 4,40-4,44 (m, 1 H), 3,96-4,02 (m, 1 H), 3,84-
3,89 (m, 1 H), 3,71-3,76 (m, 1 H), 3,48-3,68 (m, 4 H), 3,08-3,12 (m, 1 H), 2,97-3,02
(m, 1 H), 2,14-2,42 (m, 5 H), 1,90-2,14 (m, 6 H), 1,57-1,61 (m, 2 H), 1,32-1,35 (m, 30
H), 0,92 (t, J = 7,15 Hz, 3 H). LC-MS (ESI): duogc tinh todn cho C39HeN4O7 698,35,
phat hién m/z 698,5 (M + H™).
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Vi dy 1.11: Hex-5-enoyl-L-prolyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (5-hexenoyl-PPGY-
OH) 'H NMR (500 MHz, CD;0D) 8 7,05 (d, J = 8,55 Hz, 2 H), 6,70 (d, J = 8,25 Hz, 2
H), 5,78-5,89 (m, 1 H), 4,98-5,08 (m, 3 H), 4,66-4,69 (m, 1 H), 4,54-4,57 (m, 1 H),
4,40-4,44 (m, 1 H), 3,97-4,01 (m, 1 H), 3,84-3,90 (m, 1 H), 3,73-3,76 (m, 1 H), 3,47-
3,68 (m, 4 H), 3,08-3,12 (m, 1 H), 2,97-3,01 (m, 1 H), 2,33-2,42 (m, 2 H), 2,20-2,30
(m, 2 H), 2,06-2,15 (m, 4 H), 1,92-2,04 (m, 4 H), 1,67-1,76 (m, 3 H). LC-MS (ESI):
duoc tinh todn cho C27H36N4O7 528,3, phét hién m/z 529 (M + H).
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Vi du 1.12: Oleoyl-L-prolyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (oleyl-PPGY-OH) H
NMR (500 MHz, CD3;0D) 8 7,03 (d, J = 8,50 Hz, 2 H), 6,71 (d, J= 8,50 Hz, 2 H),
5,34-5,38 (m, 2 H), 4,66-4,68 (m, 1 H), 4,55-4,57 (m, 1 H), 4,40-4,42 (m, 1 H), 3,96-
4,01 (m, 1 H), 3,84-3,90 (m, 1 H), 3,73-3,77 (m, 1 H), 3,53-3,69 (m, 4 H), 3,08-3,12
(m, 1 H), 2,97-3,01 (m, 1 H), 2,18-2,39 (m, 5 H), 2,06-2,12 (m, 2 H), 1,92-2,05 (m, 3
H), 1,58-1,61 (m, 3 H), 1,31-1,35 (m, 25 H), 0,92 (t, /= 7,0 Hz, 3 H). LC-MS (ESI):
dugc tinh toan cho C39HeoN4O7 696,4, phat hién m/z 697,3 (M + HY).
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Vi du 1.13: ((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoyl)-L-prolyl-L-prolylglyxyl-L-
tyrosin (linoleyl-PPGY-OH) 'H NMR (500 MHz, CD;0D) 8 7,05 (d, J = 8,45 Hz, 2
H), 6,71 (d, J = 8,45 Hz, 2 H), 5,32-5,41 (m, 4 H), 4,66-4,68 (m, 1 H), 4,55-4,57 (m, 1
H), 4,40-4,43 (m, 1 H), 3,96-4,01 (m, 1 H), 3,84-3,89 (m, 1 H), 3,73-3,77 (m, 1 H),
3,53-3,68 (m, 4 H), 3,08-3,12 (m, 1 H), 2,97-3,01 (m, 1 H), 2,80 (t, J = 6,40 Hz, 2 H),
2,19-2,39 (m, 5 H), 1,93-2,13 (m, 10 H), 1,59-1,61 (m, 3 H), 1,31-1,40 (m, 15 H), 0,92
(t, J= 6,59 Hz, 3 H). LC-MS (ESI): duoc tinh toan cho C3sHssN4O7 694,4, phat hién
m/z 695,2 (M + H").

OH

Vi du 1.14: Palmitoyl-L-valyl-L-prolyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (Pal-VPPGY-
OH) 'H NMR (500 MHz, CD;0OD) § 7,04 (d, J= 8,35 Hz, 2 H), 6,71 (d, J= 8,35 Hz, 2
H), 4,67-4,70 (m, 1 H), 4,52-4,58 (m, 1 H), 4,39-4,43 (m, 1 H), 3,77-4,05 (m, 4 H),
3,64-3,73 (m, 2 H), 3,49-3,60 (m, 1 H), 3,01-3,11 (m, 2 H), 1,87-2,31 (m, 15 H), 1,61-
1,63 (m, 3 H), 1,31 (m, 24 H), 1,01 (d, J = 6,58 Hz, 3 H), 0,98 (d, J = 6,58 Hz, 3 H),
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0,92 (t, J = 6,96 Hz, 3 H). LC-MS (ESI), dugc tinh todn cho C42He7NsOg 769,35, phat
hién m/z 770,7 M + H").

OH

Vi du 1.15: Decanoyl-L-valyl-L-prolyl-L-prolylglyxyl-L-tyrosin (decanoyl-
VPPGY-OH) 'H NMR (500 MHz, CD30D) & 7,05 (d, J = 8,45 Hz, 2 H), 6,71 (d, J =
8,45 Hz, 2 H), 4,67-4,70 (m, 1 H), 4,50-4,57 (m, 1 H), 4,39-4,43 (m, 1 H), 3,95-4,05
(m, 2 H), 3,80-3,91 (m, 1 H), 3,65-3,70 (m, 2 H), 3,64-3,73 (m, 2 H), 3,53-3,57 (m, 1
H), 3,01-3,10 (m, 2 H), 1,89-2,31 (m, 12 H), 1,61-1,63 (m, 3 H), 1,31 (m, 24 H), 1,01
(d, J= 6,68 Hz, 3 H), 0,97 (d, J = 6,55 Hz, 3 H), 0,92 (t, J = 7,05 Hz, 3 H). LC-MS
(ESI), dugc tinh toan cho C3¢HssNsOg 685,4, phat hién m/z 686,6 (M + HY).

Béang 1 md ta cac hop chét theo céc vi du tir 1.1 dén 1.15.

Bang 1: Céc hop chét theo cac vi du tir 1.1 &én 1.15
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Vi du 2: Céc thlt nghiém
Vi du 2.1: Uc ché biéu hién coa IL-6

Dé danh gia sy tc ché bidu hién ciia IL-6 bang hop chét theo sang ché, céc thir

nghiém dudi ddy dugc thye hién.

Dau tién, cac t& bao dai thuc bao RAW 264.7 dugc mua tir B suu tdp chung
giéng Hoa Ky (ATCC; Manassas, VA) va dugc nudi & nhiét do 37°C, trong khi CO;
5%, st dung huyét thanh thai bo 10% (Fetal Bovine Serum - FBS) va mdi truong

Dulbecco cai tién tir mdi truong Eagle (DMEM) chita penixilin/streptomyxin 1%.

Céc té bao dai thuc bao RAW 264.7 d3 nudi céy duoc chia vao tAm nuoi céy té
bao 6 15. Sau 24 giv, cic té bao nay dugc xur ly trudce lan luot véi hop chét 1.1, hop
chét 1.2 va smaducin-6 & ndng dd 100 nM trong 30 phit va duge xit 1y thém bing
lipopolysacarit (LPS) trong 2 gi¢. Céc té bao ndy duoc thu bang cach sir dung TRIzol®
va ARN duoc chiét. cADN (axit deoxyribonucleic bd trg) duoc tong hop tir 2 pg ARN
dugc chiét va phan tng chudi polymeraza phién ma ngugc (RT-PCR) va phan tng
chudi polymeraza thoi gian thyc (Real-Time PCR) duoc thyc hién. Cac mau tir RT-
PCR duoc x4c dinh bang dién di trén gel agaroza va dugc dinh lugng bang cach st
dung vi quang ké. Gen glyxeraldehyt 3-phosphat dehydrogenaza (GAPDH) dugc sir
dung 1am dbi chimg tai cho gen interleukin-6.

Fig.1A thé hién hinh 4nh mo ta sy Gc ché biéu hién cta interleukin-6 bang hop
chét 1.1 va hop chit 1.2, va Fig.1B 12 biéu dd thé hién sy trc ché biéu hién duge dinh
lugng cta interleukin-6 bang hop chit 1.1 va hop chét 1.2. So v6i mau khong duge xu

ly, khi cac té& bao dugc xt ly bang hop chéit theo sing ché, thi biéu hién cla
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interleukin-6, gdy ra bdi su xtt ly LPS, duoc Grc ché.

Ngoai ra, cac té bao dai thuc bao RAW 264.7 duoc nudi céy nhu dugc mo ta &
trén cling dugc chia vao tAm 6 13, sau 24 gid, duge X Iy trude bing 100 nM hop chét
1.1 trong 30 phut, va duge xr Iy thém bang LPS trong 2 gid. Té bao nudi cdy O trén
dugc thu va, sit dung thir nghiém xytokin (thtr nghiém xytokin & chudt nhét C3,
RayBiotech), su thay dbi lugng xytokin va chemokin dugc dinh lugng bang vi quang
ké. Xytokin va chemokin dugc phat hién bing hop chét theo sang ché bao gdm G-CSF,
IL-2, SCF, VEGF, CX3CL1, IGFBP35, IGFBP6, IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-9, MCP-1,
MIP-3a, IL12p40/70, MIG, TNF-o. vA VCAM-1. So véi cac mau khong duge xt 1y,
khi cac t& bao dugc xir ly bing hop chat theo sang ché, biéu hién cua xytokin va

chemokin & trén, gy ra boi sy xu ly LPS, dugc tc ché 14 ¢6 y nghia théng ké (Fig.2).

Céc t& bao dai thuc bao RAW 264.7 duoc xtt ly bing cac ndng do khac nhau
cta hop chit 1.1 trong khoang tit 50 pM dén 500 nM trong 30 phut, va duge xu ly
bang 100 ng/mL LPS trong 2 gio. Sy biéu hién cam @ng cla interleukin-6 dugc dinh
lvong nhu duge mo t4 & trén va cac két qué dugc thé hién trén Fig.3. Trong céc té bao
dai thuc bao RAW 264.7, ndng do ctia hop chét 1.1 ma & nbéng do ndy su biéu hién ctia

interleukin-6 dugc e ché dén 50% hodc thap hon (tirc 13, ICso) 1a khodng 1,6 nM.
Vi du 2.2: Uc ché hoat tinh ctia NF-xB

Pé danh gia liéu tin hi¢u NF-xB gdy ra bdi LPS c6 duge ¢ ché dic hiéu boi

hop chét theo sang ché hay khong, céc thir nghiém duéi ddy dugc thyc hién.

Cu thé 13, plasmit chi thi 5x NF-xB-Luc dugc chuyén nap vio céc té bao RAW
264.7 biang cach st dung Effectene (dugc san xuét boi Qiagen, USA). Cac té bao duge
chuyén nap nay duge xur ly trude bing hop chit 1.1 100 nM trong 30 phut va duge xu
Iy thém bang LPS (100 ng/mL) trong 2 gid va hoat tinh luciferaza trong té bao duogc
x4c dinh (Fig.4 md ta bidu dd thé hién hoat tinh wc ché tuong déi ciia hop chét 1.1 va
hop chit 1.2 v6i su hoat hoa NF-kB). Khi cac té bao dugc xtt Iy bang hop chét 1.1 va
hop chit 1.2 theo sang ché, su hoat héa ciia NF-xB, giy ra bdi LPS, dugc tc ché
(Fig.4).

Ngoai ra, plasmit chi thi 5x NF-xB-Luc dugc chuyén nap vao cac té bao dai

thue bao RAW 264.7 va duge xit Iy bing hop chit theo sdng ché, nhu duge mo ta &
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trén. Sau 24 giy chuyén nap, cac té€ bao nay duoc xtr ly trude véi DMSO (d6i chung),
hop chét 1.1, hop chét tham chidu 1 (hop chit ma axit palmitic dugc loai khoi hop chét
1.1) va smaducin-6 dugc xtr ly & cac ndng do khac nhau 1a 100 pM, 1nM, va 100nM
trong 30 phut va sau do céc té bao nay dwgc xir Iy bang 100 ng/mL LPS trong 2 gio.
Hoat tinh luciferaza trong t& bao duoc xac dinh va céc két qua duge thé hién trén Fig.5.

Nhu duogc thé hién trén Fig.5, khi cac t& bao nay duge xtt 1y trude bang hop
chét 1.1 (twong tu véi cac té bao duge xu ly trude béng smaducin-6), su irc ché hoat
tinh cia NF-xB, gdy ra béi sy xt Iy LPS, tdng khi lidu cta hop chét 1.1 ting. Nguoc
lai, khi cac t& bao nay duoc xi Iy truée bing DMSO hoic hop chit tham chiéu 1, hoat
tinh ctia NF-xB khong bj trc ché theo cach phu thudc lidu.

Vi du 2.3: Chon loc con dudng truyén tin hi¢u

Pé danh gid sy chon loc con dudng truyén tin hi€u cua hop chét 1.1 theo sang
ché, cac thir nghiém duéi day duge thuc hién. Cac thir nghiém dudi day duoc thuc
hién dé kiém tra liéu hop chét 1.1 da e ché dic hiéu con dudng truyén tin hiéu gay ra

bdi chat cam Gng riéng r€ hay chua.

Cu thé 13, plasmit chi thi 5x NF-kB-Luc, plasmit chi thi SBE-Luc, va plasmit
chi thi BRE-Luc dugc chuyén nap riéng 1é vao céc t€ bao dai thuc bao RAW 264.7.
Sau 24 gio, cac té bao duoc chuyén nap vé6i plasmit chi thi NF-kB-Luc dugc xur ly
bing 100 ng/mL LPS, cic té bao duoc chuyén nap v6i plasmit chi thi SBE-Luc dugc
xtt ly bang 5 ng/mL TFG-B1, va cac t& bao duoc chuyén nap vé6i plasmit chi thi BRE-
Luc duoc xtt Iy bang 100 ng/mL BMP6 trong 2 gid.

Fig.6 12 biéu dd thé hién hoat tinh @rc ché twong dbi ciia hop chét 1.1 véi céac
con dudng truyén tin hiéu khac nhau. Nhu dugce thé hién trén Fig.6, khi cic té bao
dugc xt ly bang hop chét 1.1 theo sang ché, su hoat héa cia NF-xB, gdy ra bdi su xt
ly LPS, dugc uc ché. Tuy nhién, sy hoat hoa cia BRE, gy ra bai sy xir ly BMP6 hodc
su hoat hoa ctia SBE, ma gdy ra béi su xir Iy TFG-P, khong bi trc ché bdi hop chét 1.1.

Theo d6, hop chét 1.1 trc ché chon loc sy hoat héa con dudng truyén tin hiéu NF-«B.

Cu thé 13, cdc nghién ciru gan diy bao cdo rang, doi véi viée dicu tri bénh viém
rudt, con dudng truyén tin hiéu TFG-p va BMP c6 thé lién quan cu the¢ dén vi€c chita

lanh vét thuong niém mac va cac bénh twong tu (Nature 449 (2007), 361-365, Am J
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Path, 162(2), (2003), Nature Immunol. 6, (2005), 507-514, J Cell Physiol. 196(2):
(2003); 258-64), va Nature Protocols, 8(3), (2013) 627-637, céc tai liéu ndy dugc dua
vao phdn mé ta bing cach vién dan), va TFG- c6 thé 1a yéu t6 rat quan trong kiém
soat tinh trang viém (tinh trang bénh t& bao dudi gai) & rudt (J. Clin. Invest., 111
(2003), 12971308, Immunity, 10 (1999), 39-49, Eur. J. Immunol., 36 (2006), 864—
874, Immunity, 25 (2006), 319-329, Cell 118 (2004), 229-241 va J. Immunol. 179
(2007), 2690-2694, cac tai liéu nay duoc dua vao phan mo6 ta bang cach vién din). Do
d6, hop chét theo sang ché khong e ché sy hoat hoa con duong truyén tin hiéu TFG-p
va BMP da chi ra rang céc hop chét nay dem lai hiéu qua rd rét dbi véi viee didu tri

bénh viém rudt.

Vi du 2.4: Sy gian doan sy tao thanh phirc chét truyén tin hiéu va su phan hiy
chét tc ché kB (IxB)

Dé kiém tra liéu hop chét theo sang ché c6 thé 1am gian doan sy tao thanh phurc
chét protein trong con dudng truyén tin hiéu viém dugc trung gian bdi MyD88 va/hodc
RIPI hay khéng, vi du phic cht protein trong con dudng truyén tin hiéu thy thé gidng
Toll (TLR), céc thir nghiém mién dich két tia duge thye hién. Tai cing thoi diém, cac
thtr nghiém dudi day duoc thuc hién dé xac dinh sy phan hily kB bing hop chét theo

sang ché bang viéc x4c dinh sy thay d6i ndng do cia IxB.

Cu thé 13, bang cach st dung khang thé twong tmg véi protein ma lién quan dén
su tao thanh phire chit protein trong con dudng truyén tin hiéu thu thé giéng Toll
(TLR) (vi dy, IRAK1, TRAF6, MyD88, RIP1 va Pellino-1), sy gidn doan tao thanh
phtic chét protein trong con duong truyén tin hiéu viém duoc xac nhan bang mién dich
két tha. Mirc bidu hién twong dbi ciia p-actin tir dich tan té bao téng lam déi ching

tham chiéu duoc so sanh va dugc thé hién bang cach st dung thdm tach Western.

Céc té bao dai thuc bao RAW264.7 dugc xir 1y riéng r& 1n nita bing hop chét
1.1 va hop chit 1.2 va smaducin-6, va duge xt 1y thém bing LPS. Cac té bao dai thuc
bao RAW264.7 nay dugc thu, phéan giai trong dém phén gidi (PBS chira Triton X-100
0,5 %, HEPES 20 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, B-glyxerol phosphat 12,5mM, MgCl,
1,5 mM, NaF 10 mM, DTT 2 mM, Na3OsV 1 mM, EGTA 2 mM va chét Gc ché
proteaza 1 mM (PMSF)) va dugc ly tdm 13000 vong/phut trong 10 phit. Déi véi cac

thir nghiém mién dich két tia, dich ndi dugc 1 & nhiét do 4°C trong 12 gio, v6i cac hat
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agaroza protein A va khang thé twong ing véi protein trén va céc hat nay sau do dugc
rira ba l4n voi dém phan giai. Chét da duge mién dich két tha dugc phén ly khdi cic
hat nay bang cach bo sung 2x dém mau va duge 1am s6i. Cac miu dd chuan bi duoc

nap Ién gel SDS-polyacrylamit (Fig.7).

Dé x4c dinh sy thay dbi ndng do cta IkB, céac té bao dai thuc bao RAW264.7
dugc xir 1y riéng 1€ trude bing hop chit 1.1, hop chét 1.2 va smaducin-6 & néng do 1a
100 nM, va sau d6 dugc xu Iy bing LPS. Dich tan té bao da chiét dugc st dung dé
thAm mién dich khang thé IxBa va B-actin dugc st dung dé tham chiéu (Fig.7).

Fig.7 thé hién c4c hinh anh mién dich két tia chi ra rdng hop chit 1.1 va hop
chét 1.2 da lam gian doan phirc chét protein trong con dwdng truyén tin hiéu viém, ma
duoc trung gian bai MyD88 hodc RIP1 va con chi ra su thay d6i ndng do cua IxB béi
cac hop chét nay. Khi céc té bao dugc xir ly bing hop chit theo sang ché, dugc so véi
d6i chung dich tan té bao tong, thi sy tao thanh phuc chét protein trong con dudng
truyén tin hiéu viém (dugc trung gian béi MyD88 hodc RIP1) bi gian doan (Fig.7).
Céc t& bao duoc xir Iy bang hop chét theo sang ché dwoc 1am én dinh bing viée khir

phosphoryl IkB dugc so v6i sy biéu hién cla chét tham chiéu p-actin.

Khi céc té bao duge xtt 1y bing cac hop chit theo sing ché, duoc so véi dbi
ching dich tan té bao tong, thi su tao thanh phirc chét profein MyD88 va phirc chat
protevin RIP1, va hoat tinh ctia n6 bi gian doan va bi trc ché dang ké (Fig.7). Céc két
qud ndy chi ra rang céc hop chit theo sang ché co thé dugc st dung dé diéu tri cac
bénh lién quan dén Pellino-1. Hon thé nira, ngoai bénh viém rudt duoc mo ta ¢ trén,
hop chét theo séng ché ¢6 thé 13 hiru hiéu dé ngén nglra hodc diéu tri bénh teo dia ly,
bénh diém vang do 130 hoa thé w6t (AMD thé u6t), bénh diém vang do 130 hoa thé kho
(AMD thé khb), bénh vong mac do ddi thio dudng, bénh xo clng rai rac (MS), bénh
viém phdi, bénh viém phdi do vi khudn, bénh viém phdi do virut, u lympho té bao B
16n khuéch tan (DLBCL, loai GCB hodc loai ABC) va bénh rung téc (Journal of
Clinical Investigation, 124(11), (2014), 4976-4988, J Virology, 86(12), (2012), 6595-
6604, Nature Medicine, 19(5), (2013), 595-602, J. Immunol., 187 (2011), 1-14, J. Inv.
Derm., 132 (2012), 43-49, Med. Inflamm., (2010), Article ID 928030, Hair The
Transplant, 4 (2014), 4:1, Exp. Derm., 17 (2007), 12-19, va DDT Dis. Mech. 5 (2009),

e163-171), cac tai liéu nay dugc dua vao phén mo ta bing cach vién dan).
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Céac té bao dai thuc bao thu duge tir tiy xwong (BMDM) dugce xt 1y riéng ré
truée bang hop chit 1.1, hop chit tham chiéu 1 va smaducin-6 & cac ndng dd khic
nhau 1a 100 pM, InM va 100nM va sau d6 duge xir ly thém bang 100 ng/mL LPS.
Dich tan té bao da chiét duoc st dung dé thAm mién dich nhu dugc md ta & trén, va

céc két qua dugc thé hién trén Fig.8.

Trong truong hop cac té bao duge xur ly trudc bang hop chét 1.1 duogc so véi
céc té bao duge xir Iy trudc bang smaducin-6, sy tao thanh phirc chét trong con dudng
truyén tin hidu viém (vi dy, thy thé gidng Toll (TLR)) dugc trung gian bodi MyD88 va
RIP1, tip tuc bi gidn doan theo cach phu thudc lidu ting cua hop chit 1.1 (Fig.8).
Trong khi d6, céc té bao duge xit ly trude bang DMSO hoic hop chét tham chiéu 1 da
tao ra phtrc chit trong con dudng truyén tin hiéu viém dugc trung gian bdi MyD88 va

RIP1 theo cach khong phu thudc liéu.

Tuong tu, so v6i d6i chiing ctia dich tan té bao tong, khi cac té bao nay dugc xir
I}’I trude bang hop chéit 1.1 theo séng ché, su tao thanh phirc chit trong con dudng
truyén tin hiéu viém dugc trung gian boi MyD88 va RIP1 bi gian doan déng ké. Thir
nghiém st dung cac té bao BMDM véi hop chét theo sang ché chi ra ring hop chét
theo sang ché 13 hitu higu dé ngan nglra va didu tri nhidu bénh lién quan dén MyDS$8,
ngin ngua va diéu tri cac bénh lién quan dén su biéu hién cua Pellino-1 nhu nhiém
tring do virut (nhidm tring ho hdp do virut, bénh viém phdi do virut), bénh viém phdi
do vi khuén, bénh ty mién, bénh ung thu mau bao g@)m u lympho, céac khdi u & cac co
quan bén trong khac nhau (vi du, gan, phdi, rudt, tuyén tién liét, tuyén tuy va cac co

quan tuong ty) va ngén ngtra va diéu tri bénh xo cing rai rac (MS).

Nhu dugc mo ta trén Fig.9, cac té bao dai thuc bdo RAW 264.7 (& trén) va céc
té bao BMDM (& du6i) dugce xtt ly riéng 1¢ trude bing hop chit 1.1, hop chét tham
chiéu 1 va smaducin-6 & cac ndng dd khac nhau 1a 100 pM, 1nM va 100nM va sau d6
duoc xtr Iy thém bing 100 ng/mL LPS. Cac két qua duoc so sanh vai sy biéu hién cta
chit tham chiéu B-actin. Sur biéu hién cua IxB tang trong t& bao khi lidu dung hop chét
1.1 va smaducin-6 duoc xt ly truGe ting. Trong khi do, IxB bi phan hiy trong cac té
bio duogce xt Iy truée bing DMSO hodc hop cht tham chiéu 1 vi né thé hién 1a dugc

phosphoryl héa. Do d6, hop chét 1.1 theo sang ché da rc ché sy phan hity ctia [kB.

Vi du 2.5: Panh gia mbi twong quan gifta 1iéu va chi s hoat dong bénh
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Dé danh gia chi sb hoat dong bénh clia hop chit theo sang ché trong mo hinh
dong vt mic bénh viém rudt két man tinh duoc gdy ra boi dextran sulfat natri (DSS),

cac thir nghiém dudi day dugc thyc hién.

Chudt nhit (7-8 tudn, con cai, C57BL/6) dugc cép polyme DSS 2% (khéi lugng
phén tir 1a khoang 50000Da) trong nudc ubng trong 5-7 ngay va bénh viém rudt két
duoc gdy ra tir 2 dén 15 ngay. Hop chét 1.1 sau d6 duogc dung qua miéng cho chudt
nhét, ma gdy ra bénh viém rudt két man tinh br:ing DSS, véi lugng lan lugt 14 50 mg/kg,
100 mg/kg, 200 mg/kg va 400 mg/kg, tinh tir ngay thi ba sau khi cap DSS, hang ngay,
trong 11 ngay. Khéi lugng co thé, mirc d6 tiéu chay va phan c6 méau cia chudt nhét

duge kiém tra hang ngdy va chi s6 hoat dong bénh duge xac dinh (Fig.10).

Fig.10 1a biéu dd chi ra diém chi sb hoat dong bénh trong mo hinh dong vt mic
bénh viém rudt két man tinh gy ra boi DSS theo lidu ctia hop chét 1.1 va hop chét 1.2
dugc dung qua miéng. Nhu dugc thé hién trén Fig.10, khi hop chét 1.1 theo sang ché
dugc ding vai liéu khac nhau nam trong khoang tir 50 mg/kg dén 400 rﬁg/kg, thi hoat
dong bénh cua no tang khi lidu ting va hoat dong bénh bi bdo hoa & lidu 200 mg/kg.
Do doé, h(}p chét theo sang ché tang hoat tinh theo ty 1¢ theo cach khong phu thuéc lidu.

Vi du 2.6: Uc ché hoat dong ctia bénh rudt

Pé danh gia hoat tinh thay thé ctia hop chit theo sang ché trong md hinh ddng
vt méc bénh viém rudt két cAp tinh dugc gy ra (gdy ra bdi DSS), cac thir nghiém

dudi day duge thuc hién.

Chudt nhét (7-8 tudn, con cai, C57BL/6) dugc cAp polyme DSS 2% (khdi lugng
phéan tr 1a khoang 50000Da) trong nudc ubng trong 7-8 ngay va bénh viém rudt két
dugcgdy ra. Sau do, mdi con chudt nhét méc bénh viém rudt két cép tinh dugc dung
sulfasalazin v6i luong 13 500 mg/kg va hop chét 1.1 véi lugng 12 100 mg/kg hang ngay
trong 14 ngay. Khéi lugng co thé, mirc d6 tiéu chdy va phan c6 mau cia chudt nhét
dugc kiém tra hang ngay va chi s6 hoat dong bénh (disease activity index - DAI) dugc

xac dinh (Fig.11A).
DAI dugc xac dinh nhu sau day:

1) giam khéi lugng (0 diém: khong giam khéi lugng; 1 diém: khdi luong gidm

1-5%, 2 diém: khéi lvong giam 6-10%, 3 diém: khéi lugng giam 11-20%; 4 diém: khoi
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lwong giam 16n hon hoic bing 20%);

2) tiéu chay (0 diém: cdc chit thai ra khoi rudt binh thudong; 2 diém: cdc chét
thai ra khoi rudt 1ong; 4 diém: tidu chay); va

3) phin c6 mau (0 diém: phan binh thuong; 2 diém: it méau trong phan; 4 diém:

nhidu méu trong phan).

Fig.11A 1 bidu dd chi ra didm chi sb hoat dong bénh thé hién sy Grc ché hoat
tinh cua hop chét duoc ding trong mo hinh dong vat mic bénh viém rudt két cp tinh
gay ra bdi DSS. So vdi sulfasalazin chéng viém, hop chit theo sang ché co diém chi sd
hoat dong bénh ding & liéu giam va do d6, hop chit theo sang ché hiru hiéu hon dé

diu tri bénh viém rudt két (Fig.11A).

Trong khi d6, nhu dugc thé hién trén Fig.11B, chudt nhét mic bénh viém rudt
két man tinh gy ra béi DSS duge dung sulfasalazin qua miéng véi lugng 1a 500
mg/kg va hgp chét 1.1 véi luong 13 100 mg/kg hang ngay trong 10 ngay. Sau 10 ngay
dung, mé rudt gia dugc thu tir chudt nhét, va biéu hién cta chemokin (CCL20, CCL2
va CX3CL1) trong cac md dugc xac dinh bing céch st dung phan Ung chudi
polymeraza thoi gian thyc (Real-Time PCR) nhu dugc mo ta ¢ trén. Hop chit 1.1 1a
chét phong bé chemokin higu qua bang cach trc ché héa tmg dong clia té bao mién dich

gdy bénh vao trong mo bi viém.
Vi du 2.7: Phén tich mé hoc ctia 16ng nhung rudt két

Pé x4c dinh hiéu qua didu tri bénh viém rudt két man tinh gay ra béi DSS bang
hop chit 1.1 theo séng ché, 16ng nhung rudt gia tir nhém khong dugce diéu tri, nhém
m6 hinh bénh viém rudt két man tinh gy ra bdi DSS va nhém duge didu tri bang hop

chét 1.1 dugc chup anh (cac Fig.12-16).

Céc Fig.12-14 1a céc hinh 4nh thé hién hinh dang cia 16ng nhung rudt gia tir
nhém khong duge didu tri, nhém mo hinh bénh viém rudt két man tinh gy ra boi DSS
va nhom duoc diéu tri bdng hop chét 1.1. Nhu duge thé hién trén cdc Fig.12-14, khi so
sanh véi 16ng nhung rudt gia tr md hinh bénh viém rudt két man tinh gy ra boéi DSS,
16ng nhung tr nhém duge didu tri bing hop chit 1.1 13 twong tu 16ng nhung ciia nhém

khong dugce didu tri.

Fig.15 thé hién hinh anh dugc chyp cua md rudt gia thu duge tir nhom khong
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dugc didu tri, nhém mo hinh bénh viém rudt két man tinh gy ra boi DSS, nhém dugc
diéu tri bang hop chit 1.1 (100 mpk) va nhom duoc didu tri bing sulfasalazin (500
mpk) 1a thubc chdng viém dé diéu tri bénh viém rudt két. Fig.16 thé hién anh chup
hinh thai hoc ctia mang nhéy rudt gia thu dugc tir nhém khdng duge didu tri, nhém md
hinh bénh viém rudt két man tinh gdy ra bdi DSS, nhém duogc didu tri bﬁng hop chét
1.1 (100 mpk) va nhém dugce didu tri bang sulfasalazin (500 mpk) 14 thudc chéng viém
dé didu tri bénh viém rudt két va mang nhiy duoc nhudém véi xanh Alcian. Nhu dugc
thé hién trén cac Fig.15-16, khi mo hinh bénh viém rudt két man tinh gdy ra boi DSS
dugc didu tri bing hop chit 1.1, thi sy tén thuong md hoc, ma ¢ thé duoc thiy trong
cdc mo bi viém, dugc lam diu. Ngoai ra, khi so sanh nhém khong duge xir Iy va nhom
duge didu tri bing sulfasalazin, nhém duge diéu tri bing hop chit 1.1 ¢6 d hdi phuc

mang nhay cao hon bang céch phong bé cic t€ bao bi viém vao md.

Fig.17 1a bidu d6 thé hién mic d6 hdi phuc cua thanh rudt gia trong nhém
khong dugce diéu tri, nhém md hinh bénh viém rudt két man tinh gdy ra bdi DSS,
nhém duge didu tri bing hop chét 1.1 (100 mpk) va nhém dugc didu tri bang

sulfasalazin (500 mpk).

Cu thé 14, nhu dugc mo ta trong tai liéu Nature Protocols, 8(3), (2013) 627-637,
vao ngay thu 8 diéu tri mo hinh bénh viém ruot két man tinh gdy ra boi DSS, FITC-
Dextran dugc 'dl‘mg qua miéng vai lidu 44 mg trén mdi 100 g khéi luong co thé. Sau
bbn gid ding, mau véi lugng 13 300-400 pL duoc thu tir tim cta chudt nhit. FITC-
Dextran di giai phong vao trong dong méau dugc xac dinh bang céach sir dung quang

phd ké huynh quang.

Fig.17 thé hién vé mit dinh lugng rang bang cach phan tich FITC-Dextran duge
giai phong vao trong dong mau, sy thit chiat mo biéu mé rudt gia giy ra bdi su nghén
mang nhdy rudt gia, hodc chirc ning & thanh rudt gia dugc phuc hdi nhu khi didu tri
bang sulfasalazin hién n.ay. Do d6, hop chit theo sang ché c6 hiu qua déng ké trong
viéc phuc hdi hang rao biéu bi rudt va chirc ning thit chat trong md méc bénh viém

rudt két man tinh.
Vi du 2.8: Nong dd trong huyét tuong

Dé dénh gia sy thay dbi ndng d6 (dong mau) ctia hop chit 1.1 dwgc ding trong

tinh mach va ding qua mi¢ng trong mau theo sang ché, céc thtr nghiém dudi day dugc
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thuc hién.

Hop chit 1.1 dwgc dung cho chudt cbng trong tinh mach (I.V., 5 mg/kg) hosc
qua miéng (50 mg/kg) va 24 gid sau khi dung, ndng do cta hop chét 1.1 trong huyét
tuong dugc xac dinh (Fig.18 va Fig.19).

Su thay ddi ndng d6 ciia hop chét 1.1 khi duge dung trong tinh mach & céc
khoang thoi gian khac nhau dugc xac dinh (Fig.18). Nong d6 nay dugc lam giam dén
1/100 ndng d6 ban ddu ctia n6 trong 1-2 gid va trong 8 gio tir khi dung. Hop chét 1.1
duge phat hién trong mau & ndng do rit thép.

Su thay dbi ndng do6 ctia hop chét 1.1 trong méu & cac thoi diém khac nhau khi
duoc dung qua miéng dugce xac dinh (Fig.19). Sau 30 phut tir khi dung lidu qua miéng,
hop chét 1.1 khéng duge phat hién trong mau.

-Bang 2 thé hién céc thong sb duge dong hoc ciia hop chét 1.1.

Béng 2: Céc thong sé dugc dong hoc ctia hop chét 1.1

Profin 5 mg/kg (i.v.) 50 mg/kg (p.0.)
' DPong vat Chuot céng SD duc | Chudt cdng SD duc

Cmax (ng/mL.) 6.017,3 +£2.302,4 0

In vivo Tmax (gio) 0,08 0

PK . AUClast 2.135,6 + 8438,1 0

(chudt cong, | (ng-gio/mL)

liéu don) T1/2 (gi®) - 0
Vss (L/kg) 54+1,0 -
CL (L/gio/kg) 2,7+1,3 -

Vi du 2.9: Sy phén phéi trong mo

Pé danh gia sy phan phdi trong md cia hop chét 1.1 theo sang ché, cac thir
nghiém duédi day duge thyc hién.

Hop chét 1.1 dugc ding qua miéng cho chudt cdng véi lidu 10 mg/kg va sau 2
gio va 8 gio, néng dd caa hop chit 1.1 duge x4c dinh trong mo rudt non, mo rudt gia,
mo rudt thira, bd thai trong rudt non va ba thai trong rudt gia. Cac két qua dugc thé
hién trong bang 3 dudi day. |

Bang 3: Nong do cua hop chét 1.1 sau khi ding liéu qua miéng

Noéng d6 (ng/mL)
2 gio 8 gio

Cac loai mé6
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M6 rudt non 75+70,2 78,1+£59,9
MO rudt gia 30+10 33,2+28,8
MO rudt thura 22,7+2,56 48,2+46
Ba thai trong rudt non 11184217 876900
B4 thai trong rudt gia ND 1278+52,7

ND: Khéng xac dinh
Gidi han dinh lwong: rudt 8-2000 ng/kg, ba thai 30-1000 ng/mL

Nhu dugce thé hién trong bang 3, hop chét 1.1 dwgc phan phdi trong md rudt
nhw mo rudt non, rudt gia va rudt thira tai thoi didm 2 gio va 8 gid tir khi dung trong
khoang dinh luong va hop chét 1.1 duoc phan phdi thém trong mo rudt 8 gid sau khi
ding.

Do @6, khi dugc dung qua miéng, néng do hitu hi¢u cua hop chét theo sang ché
dugc duy tri lién tuc trong md rudt, thadm chi sau 8 giv. Vi hop chit theo sang ché 1a
thube phén t& nho, nén hop chét nay c6 thé dé hip thu vao rudt sao cho ndng do hiéu
quéa ctia n6 c6 thé dé dang dat dugc. Do do, bang cach dung lidu qua miéng, hop chét
dwoc md ta trong ban md ta nay c6 thé duoc st dung dé didu tri hiéu quéa bénh viém

rudt.
Vi du 2.10: Uc ché hoat dong cia con dudng truyén tin hiéu MAPK

Pé kidm tra liéu hop chét 1.1 va hop chit 1.2 theo sang ché c6 uc ché con
dudng truyén tin hiéu MAPK/ERK hay khong, phan tich thdm tach Western duoc thuc
hién (Fig.20).

Céc té bao dai thuc bao RAW 246.7 duge xir ly trude bang hop chét 1.1, hop
chit 1.2 va hop chét tham chiéu 1 ¢ ndng d6 13 100 nM trong 30 phat va sau d6 dugce
xtt 1y thém bang LPS trong 0 gio, 0,5 gio, 1 gid va 2 gid. Sy phosphoryl hoa cua
protein trong con dudng truyén tin hiéu MAPK (ERK1/2, JNK, p38) tir té bao duge xtt
Iy bang hop chét 1.1 va hop chét 1.2 dugc hoat héa & 0,5 gid véi miu tuong tu nhu
trong trudng hop ctia hgp chit tham chiéu 1, va sau 1 gio hodc 2 gid diéu tri, su
phosphoryl hoéa cla céc protein nay dugc lam giam dan dan biang miu twong tw nhu
truedong hop voi hop chat tham chidu 1. f-actin duge sit dung 1am d6i chimg tham chiéu.
Su thay dbi ndng d6 khi phosphoryl héa mdi protein dugc xac dinh bang cach thim

mién dich st dung khang thé chdng su phosphoryl héa. Hop chét tham chiéu 1, hop
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chét 1.1 va hop chit 1.2 khéng trc ché sy phosphoryl héa clia cic protein trong con

dudng truyén tin hiéu MAPK.

Fig.21 thé hién hinh 4nh x4c dinh sy tc ché su phosphoryl héa clia cic protein
trong con dudng truyén tin hidu MAPK} (ERK1/2, JNK, p38). Céc té bao BMDM dugc
Xt ly trude bing DMSO, hop chit tham chiéu 1, hop chét 1.1 va smaducin-6 & céac
ndng dd khac nhau 1a 100 pM, 1 nM va 100 nM va sau d6 dugc xtr ly thém bang LPS
trong 2 gi¢. Sau dd, phan tich thdm tach Western duogc thuc hién. Hop chit 1.1 theo
sang ché khong lién quan dén viéc e ché sy phosphoryl héa ctia cic protein trong con
dudng truyén tin hiéu MAPK/ERK mic du ting lidu, két qua nay 1a twong tw DMSO

va hop chét tham chiéu 1.
Vi dy 2.11: So sanh vé6i chét tc ché IRAK1/4

Nhu duge md ta trong vi du 2.3, plasmit chi thi 5x NF-xB-Luc dugc chuyén
nap vao cac té bao dai thuc bao RAW 246.7. Sau 24 gio, cac t& bao nay dugc chuyén
nap vai plasmit chi thi NF-xB-Luc dugc xtr ly trude bang hop chit 1.1 (100 nM), chét
trc ché kinaza-1/4 dugc lién két thu thé interleukin-1 (IRAK1/4 — interleukin-1-
receptor-associated-kinase-1/4) (25 uM, CAS 509093-47-4) va smaducin-6 (100 nM)
trbng 30 phut, va sau d6 dugc xtr ly thém bang LPS (100 ng/mL) trong 2 gio. Sau do,

hoat tinh luxiferaza trong té bao dugc xac dinh.

Fig.22 thé hién sy tc ché sy hoat héa NF-kB bang hop chét 1.1 va chét wc ché
IRAK 1/4 (Fig.22B) tuong déi. O ndng d6 chit Grc ché IRAK1/4 cao (vi dy, 25 uM), su
hoat hoa NF-xB dugc tc ché, tuong tu hop chét 1.1.

Su thay d6i ndng do6 IkB trong dich tan té bao cua cac té bao dai thuc bao RAW
246.7, ma dugc xt 1y trude bing hop chit 1.1 (100 nM), chit tc ché TRAK1/4 (25
uM) va smaducin-6 (100 nM) va sau d6 dugc xtt ly thém bang LPS (100 ng/mL), duoc
x4c dinh (Fig.23). Chét trc ché RAK1/4 ciing trc ché sy phan hity cia IxB tuong tw hop
chét 1.1 (Fig.23).

Fig.24 thé hién biéu db va hinh anh so sanh sy rc ché con duong truyén tin hiéu
MAPK/ERK bing hop chit 1.1 va cht trc ché IRAK1/4. Cu thé 13, cic té bao dai thyc
bao RAW 246.7 dugc x Iy truée bing DMSO, hop chit 1.1 (100 nM), chit trc ché
IRAK1/4 (25 uM) va smaducin-6 (100 nM) trong 30 phut va sau d6 dugc xir 1y thém
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bang LPS (100 ng/mL) trong 2 gio. Fig.24A thé hién cu thé cac két qua thim mién
dich dé danh gia lidu suw phosphoryl héa ctia cdc protein trong con dudng truyén tin
hiéu MAPK nhu ERK, JNK va p38 dugc Grc ché bang viée xtr Iy & trén hay khong. B-
actin dugc su duhg lam tham chiéu. Hop chét 1.1 va smaducin-6 khong tc ché con
duong truyén tin hiéu MAPK ciing khong trc ché su phosphoryl héa ctia protein.
Nguoc lai, chét trc ché IRAK1/4 uc ché it nhit mot hoac nhiéu con dudng truyén tin

hiéu MAPK.

Ngoai ra, dé kiém tra tac dung phu khong mong mudn (vi du, tir thue té 1a chét
rc ché IRAK1/4 tc ché tin hiéu phién ma AP-1 trong con duong MAPK giy ra bai

LPS, 1a ngugc lai v4i hop chét 1.1), cac thir nghiém duéi day duoc thuc hién.

Céc té bao dai thuc bao RAW 246.7 duoc chuyén nap v6i plasmit chi thi AP-1-
Luc nhu dugc mo té trong vi du 2.3. Sau 24 gio, cac té bao da chuyén nap véi plasmit
chi thi AP-1-Luc dugc xtt Iy truée bing hop chit 1.1 (100 nM), chit trc ché IRAK 1/4
(25 uM) va smaducin-6 (100 nM) trong 30 phut va sau d6 dugc xir Iy thém bing LPS
(100 ng/mL) trong 2 gid. Hoat tinh luciferaza trong cac té bao dugc xac dinh va cac
két qua duoc thé hién trén Fig.24B. Hop chit 1.1 theo sang ché trc ché chon loc hoat
dong cua con dudng truyén tin hi¢u NF-kB, nhung khong trc ché con dudng truyén tin
hiéu MAPK ma con dudng ndy 13 quan trong dbi véi hoat tinh sinh hoc cua té bao.
Tuy nhién, chit trc ché IRAK1/4 tc ché con duong truyén tin hiéu MAPK, ma ¢6 thé
din dén viéc tc ché cac yéu td phién ma AP-1, sao cho, khi 4p dung cho ddi tuong

sinh hoc, ¢6 thé giy ra céc tac dung phu khong mong mudn.

Céc két qua trong cac vi du tr 2.1 dén 2.11 & trén chi ra ring céc hop chat theo
sang ché co thé (D) tc ché sy biéu hién cua interleukin-6 va hoat tinh ctia NF-xB, ma
gdy ra boi sy xu ly LPS; (2) lam gian doan con dudng truyén tin hidu viém dugc trung
gian boi MyD88 va RIP1; va (3) tao ra chi s6 hoat dong bénh tuong ty véi liéu nhd
hon lidu sulfasalazin ma hién nay chira trong thudc chdng viém cho bénh viém rudt két.
Ngoai ra, khi cac hgp chét theo sang ché dugc ding qua miéng, ndng d6 trong dong
mau thip, trong khi ndng dd hitu hiéu dugc duy tri trong céc t& bao va/hodic mo. Cu thé,
trong md rudt, ndng do hiéu qua cua né cb thé dwoc duy tri thdm chi dén sau 8 gid
ding. Do d6, cac hop chét theo séng ché dugc str dung dé diéu tri bénh viém trong mo

rudt, va cu thé 13, duoc sir dung hiéu qua ding dé ngan ngira, lam diu va diéu tri bénh
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viém rudt nhu bénh viém rudt két gay loét, bénh Behcet, bénh Crohn va cic bénh

tuong tu.
Vidu 2.12: Tac dung dbi v6i té bao bidu mo sic td vong mac

Hop chét 1.1 anh huéng dén cac yéu t6 lién quan dén qua trinh hinh thanh mach

hodc céc ycu to trc che.

Céc té bao ARPE-19 dugc xt ly bing glucoza 5,5mM lam dbi ching tham
chiéu. Dbi v6i nhom thir nghiém, céc t& bao ARPE-19 duge xir Iy bing glucoza 30
mM trong 48 gid dé gy ra tinh trang glucoza trong méu cao, va ddng thoi dwoc xir 1y
bing DMSO, hop chét 1.1 (10 nM) va hop chét 1.1 (50 nM). Su thay ddi trong biéu
hién cta Nox-4, VEGF, VEGFR1, VEGFR2, Angl, Ang2, Tie-2, EPO va EPOR

protein dugc xac dinh bang phén tich thdm tach Western.

Angl va Tie-2, 14 cic yéu t6 kiém soat xuét huyét bang cach ting cudng mach
mau, dugc 1am ting theo ndng d6 ting ctia hop chét 1.1 (Fig.25A). Tuy nhién, biéu
hién cua Nox4 cta yéu t6 san xuit ROS (dang oxy phan ung), VEGF clia yéu td cam
ing mach mau méi, VEGFR1,2, Ang2 cua yéu t6 ddi khang v6i Angl va EPO va
EPOR cua cic yéu té dbi v6i bénh vong mac do déi thdo dudng duge lam gidm bing

cach xir Iy bang hop chit 1.1.

Ngoai ra, cac t& bao HRMEC duoc xtt 1y bing glucoza 5,5mM dbéi v6i nhom
tham chiéu. Péi v6i nhém thir nghiém, céc t& bao HRMEC duge xit Iy bing glucoza
30 mM trong 48 gid dé cam Ung tinh trang glucoza trong méu cao, va duge xit ly dong
thoi bdng DMSO, hop chét 1.1 (10 nM), va hop chét 1.1 (50 nM). Sy thay dbi biéu
hién cua protein Nox-4, VEGF, VEGFR1, VEGFR2, Angl, Ang2, Tie-2, EPO va
EPOR duoc x4c dinh v& mat dinh lwong bing qRT-PCR (RT-PCR dinh lugng). Sy
biéu hién cia tién chit VEGF lam yéu td kich thich mach méu méi duge lam gidm

béng cach xir Iy bang hop chét 1.1 (Fig.25B).

Dbé danh gia hiéu qua cia hop chét 1.1 ddi véi sy tao thanh dng trong sudt qua
trinh hinh thanh mach, céc té baio HRMEC (8x10°) dugc nudi cdy trén phién kinh hién
vi phi Matrigel va dugc xtr ly bing VEGF 20 ng/mL trong 4 giy dé cdm tng sy tao
thanh dng. Pdng thoi, d6i v6i nhém tham chiéu, cac té bao nay duge xir Iy biang
DMSO, va dbi v6i nhém thir nghiém, cac té bao nay dugc xu ly be‘“mg hop chat 1.1 50

nM va calcein-AM 1uM. Céc té bao nay duoc quan sat bang cich st dung kinh hién vi
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huynh quang.

Fig.26 thé hién hinh anh tao thanh dng trong té bao bing cach st dung kinh
hién vi huynh quang, ma c6 thé thé hién rang hop chét 1.1 \rc ché sy tao thanh dng.
Thuyec té 13, trong céc té bao ARPE-19 ctia céc té bao biéu mo sic t6 vong mac & ngudi,
hop chit 1.1 Grc ché su biéu hién cta protein Nox-4, VEGF, VEGFR1, VEGFR2, Ang2,
EPO va EPOR theo ndng do gradien ctia no, va biéu hién ciia Angl va Tie-2 ting dugc
quan sat. Nhu vdy, hop chét 1.1 dugc st dung hiéu qua ding dé ngan ngira, 1am diu
hodc diéu tri cac ddu hidu viém mét nhu bénh vong mac do dai thdo dudng. Ngoai ra,
bing cach 1am gidn doan su tao thanh phuc chét cia Myd88 trong con dwdng truyén
tin hiéu, hop chét 1.1 duoc sit dung higu qua dung dé ngan ngira, 1am diu hodc diéu tri
bénh teo dia 1y, bénh diém vang do 130 héa thé udt (AMD thé uét), bénh diém vang do
130 hoa thé khd (AMD thé khé) va cac bénh tuong tu (Cell. 149(4), (2012); 847-859).

Vi du 2.13: Té4c dung dbi v6i bénh vong mac do dai théo dudng

Streptozotoxin (STZ) duge dung véi lidu 50mg/kg cho chuét nhét hang ngay
trong 5 ngay, va thu dugc md hinh chudt nhit mic bénh vong rhac do déi thao duong
dugc gdy ra. Nhém mo hinh chudt nhét lam tht nghiém dugc tiém hgp chét 1.1, voi
lwong 14 0,2 pg vao mdt mat cia chudt nhit, tir ngay thir hai muoi dén ngay thtr hai
muoi bén tir khi ding, ba 1an v6i hai ngdy dung mot lan. Sau 50 ngdy dung, miu DR
khong dugc xu ly béng h()p chit 1.1 va miu DR dugc xtr Iy béng hop chét 1.1 duoc
thu.

Mo vong mac thu duoc tir mdi nhém chudt nhit nhu duge md ta & trén dugce
nhuém véi dihydroethidi 5 pM va ty 1¢ oxy hoat dong tir mdi nhém duge xac dinh
(Fig.27B). M&u DR dugc tiém bang hop chét 1.1 thé hién ty 1& oxy hoat dong giam so
v6i mau DR khong duoc diéu tri. Do @6, hop chéit 1.1 theo séng ché duoc st dung hiéu
qua ding dé ngin ngira, lam diu hodc didu tri cac d4u hidu viém méat nhu bénh vong

mac do dai thdo duong tlr thir nghi€m sinh hoc st dung chudt nhét.
Vidu 2.14: Tac dung d61 voi bénh xo clmg rai rac

Pé xac dinh hiéu qua ctia hop chit 1.1 dbi véi bénh xo ctng rai rac, chudt nhit
(10 tuan tudi, con cai) dwoc lam nhay cam biang MOG35-55/CFU va PTX va thu dugc
m6 hinh chudt nhét viém ndo tiy tw mién 1am thir nghiém. Phuong phép thit nghiém

dugc mo ta trong Oncotarget, Vol. 7 (2016), No. 13, 15382-15393, tai liéu nay duoc
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dua vao phan mé ta biang cach vién dan.

Nhu duge thé hién trén Fig.28A, hop chét 1.1 dugc tiém dudi da vai liéu 1a 1
mg/kg va 40 mg/kg trong 25 ngay mot 14n vao mdi ngay. Di véi nhom tham chiéu,
10000 don vi Interferon-beta dugc ti€ém dudi da trong 25 ngay, mot 1in mdi ngay.
Diém 1am sang dugc xé4c dinh va dugc thé hién. Két qua 13, hop chit 1.1 thé hién hidu
quéa trong viéc didu tri bénh xo cing rai rac voi lidu tbi thiéu 12 1 mg/kg so véi
interferon-beta 1am thudc théng thuong hién dugc sir dung dé diéu tri bénh xo cung rai

rac.

Ngoai ra, khi sy thay dbi khéi lugng co thé duge do tr mdi nhém thir nghiém,
nhém duge didu tri bing hop chét 1.1 khong giam khéi lugng so véi nhém md hinh
bénh EAE (Fig.28B). N6i cach khac, hop chét 1.1, so v6i dugc chit so cép hién nay dé
diéu tri bénh xo cing rai rac, vi du interferon-beta, dd thé hién hiéu qua diu tri va do
an toan tuong tu hodc tét hon, va do d6, duge st dung hiéu qua dung dé ngin ngira,
lam diu hodic didu tri bénh xo cling rai réc trong md hinh bénh viém ndo tiy tu mién

lam thir nghi€m.
Vi du 2.15: Tac dung d6i v6i bénh nhim khuan huyét

Dé x4c dinh hiéu qué cia hop chat 1.1 dbi v6i bénh nhiém khuén huyét, 10 con
chudt nhit & mdi nhom (7 tudn tudi, con duc) duge gay mé, va sau do, rudt thira dugc
lam 10 ra bang dudng rach ¢ bung. Phin dudi cia van hdi manh trang ctia rudt thira da
16 ra duoc that va mot 16 duge tao ra bﬁng cach st dung kim tiém 22 gage. Rudt thira
duge xtr Iy duge dua trd lai vao khoang bung, va dugc khéu lién bang cach sir dung
chi dé thu dugc m6 hinh chudt nhét dugc gdy bénh nhiém khuédn huyét (m6 hinh thét
manh trang va choc do, m6 hinh CLP). Phuong phdp thir nghiém dugc md ta trong
EMBO Mol Med. (2015) Mar 12; 7(5):577-92, tai liéu nay duoc dua vao phin mo ta

béng cach vién dan.

Hop chét 1.1 dugc tiém dudi da cho cac con chudt nhét duoc didu tri véi lidu 1
mg/kg, 2 gid sau quy trinh CLP, 12 gi¢ gitta mdi 1an, ba 1an. D&i v6i dbi ching tham
chiéu, smaducin-6 dugc tiém duéi da véi lidu 12 mg/kg nhu phuong phap tuong ty
dugce st dung d6i véi hop chéit 1.1. Ty 18 séng s6t cta chudt nhit tr m&i nhoém duoc
xéc dinh (Fig.29). Nhom so sénh gia khong dugce diéu tri sau khi rach & bung va khau

lai, nhém so sanh CLP+PBS duoc diéu tri bing nude mubi dém phosphat (PBS) thay
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vi hop chét thubc sau khi chuén bi mé hinh thit manh tring va choc do. Két qua 1a,
hop chit 1.1 (1 mg/kg) 12 hiru hiéu dé diéu tri bénh nhiém khudn huyét, ma khong
duoc didu tri trude bing thube thong thudong vdi liéu thip so véi smadudin-6 lidu cao
(vi du 12 mg/kg), v6i 60% ty 16 séng sot. N6i cach khac, hop chat 1.1 13 hitu higu déi
v6i md hinh thit manh trang va choc do (cecal ligation and puncture - CLP), chi ra
rang hop chit 1.1 dwoc st dung hiéu qua ding dé ngan ngira, 1am dju hodc diéu tri
bénh nhiém khuén huyét.

<Dang bao ché 1> Hat

Hop chét co6 cong thirc 1 2g

Lactoza lg

Hat nay duoc bao ché theo phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat.

<Dang bao ché 2> Vién nén

Hop chét ¢6 cong thire 1 100 mg
Tinh bdt ngd 100 mg
Lactoza 100 mg
Stearic magie 2 mg

Vién nén duge bao ché theo phuong phéap da biét trong linh vuc k¥ thuat.

<Dang bao ché 3> Vién nang

Hop éhét c6 cong thire 1 100 mg
Tinh botngd 100 mg
Lactoza 100 mg
Stearic magie 2 mg

Vién nang dugc bao ché theo phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat.

<Dang bao ché 4> Dang tiém

Hop chét co6 cong thirc 1 100 mg
Manitol 180 mg
NaHPOq * 2H,0 26 mg
Nudc cét 2974 mg

Dang tiém dugc bao ché theo phwong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat.

Céc tai liéu trich dan
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Tat ca cac tai liéu, bao gobm nhung khong gi6i han & tai liéu sang ché va céc

don sang

ché duoc trich din trong phan mo ta ndy dugc dua vao bang cach vién dan

khi néu moi tai liéu riéng r& dugc chi ra cu thé va riéng 1¢ can dugc dua vao bang cach

vién din trong ban mo t& nhu duge néu day du o trén.
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YEU CAU BAO HQ
1. Hop chét duogc biéu dién bang cong thirc 1 dudi day, chit dong phan quang hoc ctia
n6 hodic mudi duge dung ciia no:
Cong thuc 1:

OH

0]
H
H

trong do:

nla0, 1 hoac 2;

A 1a -al-, 1a axit amin doc 14p dugc chon tir nhém bao gém alanin, (Ala, A),
arginin (Arg, R), asparagin (Asn, N), axit aspartic (Asp, D), xystein (Cys, C), axit
glutamic (Glu, E), glutamin (Gln, Q), glyxin (Gly, G), histidin (His, H), isoleuxin (Ile,
D), leuxin (Leu, L), lysin (Lys, K), methionin (Met, M), phenylalanin (Phe, F), prolin
(Pro, P), serin (Ser, S), threonin (Thr, T), tryptophan (Trp, W), tyrosin (Tyr, Y) va
valin (Val, V), ca hai diu t4n ciing clia axit amin ndy déu lién két véi nhom cacbonyl
hodc nhém amin bang lién két amit; va

R!1a C1.36 alkyl mach thang ho#ic mach nhéanh, Cy.36 alkenyl mach thing hodc
mach nhéanh chira it nhit mét lién két doi hodc Ca.36 alkynyl mach thing hoic mach

nhanh chira it nhit mot lién két ba.
2. Hop chit theo diém 1, trong do:

nla 0, 1 hoac 2;

B\

R 9 . A A <\ 5 A B A [N A r,: 7
O | ca hai d4u tin cung cia hop chat ndy déu lién két véi nhoém

alla
cacbonyl hodc nhdm amit cua no6 bang lién két amit; va
R! 12 C1.36 alkyl mach thang hodc mach nhénh.

3. Hop chét theo didm 1, trong d6 hop chit nay dugc chon tir nhém bao gdm céc hop
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4. Phuong phap diéu ché hop chét theo diém 1 duoc bidu dién bing cdng thirc 1, trong
d6 phuong phéap nay bao gbém céc budc nhu duge thé hién trong so dd phan tng 1
dudi day:

cho hop chét 2 phan tmg véi hop chit 3 dé didu ché hop chét 4;

thily phan hop chit 4 v6i sy ¢6 mit clia bazo dé diéu ché hop chét 5;

cho hop chit 5 phan tng véi hop chit 6 dé diéu ché hop chét 7;

thiy phan hop chét 7 v6i sy ¢6 mit cta bazo dé didu ché hop chit 8;

cho hop chat 8 phan Gng v6i hop chit 9 dé diéu ché hop chét 10;

thiy phéan hop chét 10 vé6i su c6 mit ciia bazo dé diéu ché hop chit theo diém 1;

So db phan tng 1:
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trong d6 A, R! va n 1a giéng nhu dugc xac dinh trong diém 1 va R? 1a C1.s alkyl

mach théng hodc mach nhanh.

5. Ché phim dung dé ngan ngira, cai thién hoic didu tri bénh viém rudt, trong d6 ché
pham nay chira thanh phén hoat tinh 13 hop chét, chat ddng phan quang hoc hodc mudi

theo diém 1.

6. Ché phdm dung dé ngin ngira, cai thién hogic diu tri bénh hodc hoi chimg, trong d6
ché phdm ndy chtta thanh phén hoat tinh 14 hop chét, chét ddng phan quang hoc hoic
mudi theo diém 1, trong d6 bénh hodc hdi chimg nay bao gdm bénh teo dia ly, bénh
diém vang do 130 héa thé w6t, bénh diém vang do ldo hoa thé kho va bénh véng mac
do dai thdo duong.

7. Ché phém ding dé ngin ngira, cdi thién hodc diéu tri bénh hodc hdi ching, trong d6
ché phdm nay chtra thanh phén hoat tinh 13 hop chét, chit dong phan quang hoc hoic
mudi theo diém 1, trong d6 bénh ho#ic hdi ching nay bao gdm ching nhiém khuin va

bénh xo ciing rai rac.
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8. Ché phidm ding dé ngin ngira, cai thién hodc didu tri bénh rung téc, trong d6 ché
phérh nay chira thanh phin hoat tinh 13 hop chat, chit ddng phan quang hoc hoic mubi
theo diém 1, trong d6 thanh phén hoat tinh nay tc ché sy biéu hién cta IL-6 ¢ da dau
va nang toc.

9. Ché phdm dung dé ngin ngira, cai thién hodc diéu tri bénh hoic hdi chimg, trong do
ché phdm nay chira thanh phan hoat tinh 13 hop chit, chét ddng phan quang hoc hoic
mubi theo diém 1, trong d6 bénh hozic hdi ching nay lién quan dén su tao thanh phirc

chét truyén tin higu viém gay ra béi Pellino-1 chita MyD88, RIP1 hodc ca hai.
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VEGF (20 ng/ml)

r

Hop chat 1.1 (50 nM)
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