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hodc mudi duge dung cta no, va hop chét c6 cong thirc cAu tao néu trén & dang tinh thé, co
hoat tinh rc ché neprilysin. Sang ché con dé cap dén dugc pham chira hop chat nay va quy
trinh di€u ché hop chat nay.
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Linh vwe k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén hop chit va dang tinh thé cia né c¢6 hoat tinh tc ché
neprilysin. Ngoai ra, sang ché ciing dé cdp dén dugc phdm chira hop chit néu trén

va quy trinh diéu ché hop chét nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Neprilysin (endopeptidaza trung tinh, EC 3.4.24.11) (NEP), la Zn?*
metalopeptidaza lién két mang ndéi mé duge tim thiy trong nhibu co quan va mo,
bao gém ndo, than, phéi, 6ng da day - rudt, tim, va hé mach ngoai vi. NEP lam
thoai bién va bét hoat nhiéu peptit ndi sinh, nhw enkephalin, bradykinin tudn hoan,
peptit angiotensin, va peptit natri loi niéu, trong sb d6 peptit natri loi niéu nay co
mot sb tac dung bao gém, vi dy, lam gidn mach va natri ni€u/bai niéu, ciing nhu trc
ché chiing phi dai tim va chiing xo héa ndo thit. Do d6, NEP déng vai trd quan

trong doi voi ndi cdn bang huyét ap va stc khoe tim mach.

Cac chét (rc ché NEP, nhu thiorphan, candoxatril, va candoxatrilat, dd dugc
nghién ciru 12 cac chét trj liéu tiém ning. Hop chit ma trc ché ca NEP va enzym
chuyén héa angiotensin-I (angiotensin-I converting enzyme - ACE) ciing d3 duoc
biét dén, va bao gdm omapatrilat, gempatrilat, va sampatrilat dwoc dé cap dén 13 céc
chit trc ché vasopeptidaza. Nhém céc hop chit omapatrilat, gempatrilat, va
sampatrilat ndy dwoc md ta trong 4n phidm Robl et al. (1999) Exp. Opin. Ther.
Patents 9(12): 1665-1677.

Nhidu chét tc ché NEP dugc mé ti trong patent M§ sb 8,263,629 coa
Coppola et al va patent M¥ s& 8,586,536 clia Gendron et al. Nhidu trong sb céc hop
chit nay c6 mot hoic nhiéu tinh chit mong muén. Tuy nhién, mic di di c6 cac hop

chit nay nhung vin cén phai c6 chét tic ché NEP tiém ning c6 d6 sinh kha dung
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qua dudng miéng cao va d6 thanh thai thip trong sb tit ca cac loai dwoc thir

nghiém. Sang che nay dé cép dén nhu cau do6.

Ngoai ra, dé st dung hiéu qua hop chét tc ché NEP dudi dang chét tri liéu,
s& t&t hon néu ¢6 duge hinh dang & trang thai ran c6 thé san xuét dugce d& dang va
c6 d6 6n dinh vat ly va héa hoc chép nhan dugc. Vi du, s& tét hon nita néu c6 duoc
dang vat 1y co thé 6n dinh nhiét & nhiét do cao vira phai, nho d6 tao thuan loi cho
viéc xtt 1y va bao quan vat liéu. Chét rén tinh thé thudng dugce uu tién hon céc dang
v6 dinh hinh, dé tdng cudng df tinh khiét va do én dinh coa san phim dugc san
XUAt. Tuy nhién, viéc tao thanh céc dang tinh thé cua céc hop chét hitu co khong thé
du doan dugc mot cach chinh xdc. Khong c6 phuong phap dang tin cdy nao, néu ¢,
du do4n dwoc dang ciia hop chét hiru co s& 13 dang tinh thé. Ngoai ra, khong co
phwong phép nao, néu c6, du doén dugc dang tinh thé s& c6 cac tinh chit vat ly
duge mong chdy 14 dé sir dung 1am dwoc chit. Do dé, van cin phai ¢6 dang tinh thé

dn dinh c6 nhiét do néng chay cao vira phai.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Sang ché dé xuat hop chit méi (1) dugc phat hién ra 13 mang hoat tinh trc
ché enzym neprilysin (NEP). Do d6, hop chét ndy duoc mong chd 13 hitu dung va
6 loi lam chét tri liéu @& diéu tri cAc tinh trang bénh 1y nhu bénh cao huyét ap,
bénh cao huyét 4p phdi, bénh suy tim va bénh thén.

Theo mot khia canh, sang ché d& xut axit (2R,4R)-5-(5’-clo-2’-flobiphenyl-
4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyl-oxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic (1):

~
HO 1y B
H :H
OH
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hodc mudi dugc dung cta né. Theo mot khia canh khéac, sang ché dé xuat dang tinh
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thé ctia hop chét 1. Theo mot phuong 4n, dang tinh thé (1') khong duoc solvat hoa.

Theo mét khia canh khac, sang ché dé xuit diugc phdm chita mot hodc nhidu
chit mang dugc dung va hop chét 1 hoic dang tinh thé ctia n6. Cac duge phidm nhu
vy tily v c6 thé chtra cAc chét tri liéu khac, gdm nhung khong bi gi6i han &, chét
d6i khang thu thé AT, chat Grc ché enzym chuyén hoa angiotensin, chét &c ché
phosphodiesteraza (phosphodiesterase - PDE), chit trc ché renin, thubc loi tidu,

ho#c hdn hgp ciia chiing.

Hop chét 1 theo sang ché mang hoat tinh trc ché enzym NEP, va do d6 dugc
mong chd 13 hitu dung lam chét tri liéu d& didu tri cho bénh nhan bi bénh hoic rdi
loan ma dugc didu tri bang cach e ché enzym NEP hoic bing cich lam tdng céc

muc co chat peptit cuia no.

Do hop chét 1 theo sang ché mang hoat tinh trc ché NEP, nén hop chét nay
cling hitu ich 1dm cdéng cu nghién ctru. Do d6, theo mot khia canh, sang ché dé xuét
phwong phap st dung hop chit 1 theo sang ché 1am cong cu nghién ciru, phuong
phap nay bao gém budc tién hanh thir nghiém sinh hoc st dung hop chit 1. Hop
chét 1 ciing c6 thé dugc sir dung dé danh gia cac hop chit hoa hoc méi. Do dé, theo
mdt khia canh khéac, sang ché dé xudt phuong phap danh gia hop chét thir nghiém
trong thir nghiém sinh hoc, bao gdm cac budc: (a) tién hanh thir nghiém sinh hoc
v6i hop chét thir nghiém dé c¢6 duoge tri sb6 thir nghiém tht nhét; (b) tién hanh thir
nghiém sinh hoc v6i hop chat 1 dé c6 duoc tri s6 thir nghiém thir hai; trong d6 bude
(a) duoc tién hanh trudc, sau d6 dén budc (b) hodic ddng thoi véi bude (b); va (c) so
sanh tri sd thir nghiém thir nhit tir bude (a) vé6i tri sd thir nghiém thir hai tir budce
(b). Céc thir nghiém sinh hoc 14y 1am vi du bao gdm thir nghiém trc ché enzym
NEP. Theo mot khia canh khac nita, sang ché d& xuit phuong phap nghién ctru mau
hodc hé sinh hoc chtra enzym NEP, phuong phép nay bao gém cac budce: (a) cho
mAu hodc hé sinh hoc nay tiép xtc véi hop chét 1; va (b) xac dinh céc tac dong gay

ra bai hop chat 1 doi véi mau hozc hé sinh hoc nay.

Theo mot khia canh khac nira, sang ché dé xuét quy trinh hitu ich dé diéu ché

hop chét 1 hoic dang tinh thé ciia né.
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Céc khia canh va phuong 4n khéac ciia sang ché déu dugc boc 16 trong ban
mo ta nay.
M6 ta vin tit cac hinh vé

Céc khia canh khic cua sang ché duge minh hoa bing cach tham khao cac

hinh v& dinh kem.

Fig.1 thé hién mAu nhiu xa bot tia X (powder x-ray diffraction - PXRD) clia
axit (2R,4R)-5-(5’-clo-2’-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyl-oxazol-2-

cacbonyl)amino]pentanoic dang tinh thé khéng dwogc solvat héa (1').

Fig.2 thé hién nhiét dd do nhiét luong quét vi sai (differential scanning

calorimetry - DSC) cuia dang tinh thé khéng dugc solvat héa (1').

Fig.3 thé hién profin nhiét trong luong dbi véi dang tinh thé khong dugc
solvat hoa (1').

Fig.4 thé hién duong ding nhiét hip phu hoi 4m dong luc (dynamic moisture

sorption - DMS) ctia dang tinh thé khong dugc solvat hoa (1').

Fig.5 1a anh cta kinh hién vi phén cuc 4nh sang (polarized light microscope -
PLM) ctia dang tinh thé khong dugc solvat hoa (1').
M ta chi tiét sang ché

Theo mdt khia canh, séng ché dé cap dén axit (2R,4R)-5-(5’-clo-2’-

flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyl-oxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic (1),

hodc mudi dugc dung cuia no.

Hop chit 1 theo sang ché chira hai tAm khong dbi xtmg va do do, hop chét ¢6
cong thirc clu tao nhu vy c6 thé tdn tai & cac dang ddng phan 14p thé khac nhau.
Cu thé, nguyén tir cacbon c6 thé c6 ciu hinh cu thé 1a (R,R), (S.S), (S,R), hodc (R,S)
hodc thudng xuét hién nhiéu & dang dong phén 1ap thé c6 cAu hinh nhu vay. Hop
chét 1, nhu duogc thé hién va duoc goi tén c6 chu hinh (R, R). Ngudi ¢ hiéu biét
trung binh v& linh vuc k¥ thuat nay nén hiéu ring cic chit ddng phén lap thé khac

véi cac lugng rat nho cling c6 thé cé mit trong cic ché pham theo sédng ché trir khi
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c6 quy dinh khéc, véi diéu kién 14 tinh hitu dung cuda toan bd ché phém khéng bi
mét di do sy c6 mit ciia cac chit ddng phan khac ndy. Cac chét ddng phan 1ap thé
riéng 1¢ ¢6 thé duge thu nhan bing nhidu phuong phap da biét o trong linh vuc k¥
thudt nay, bao gdm k¥ thuét sic ky khong d6i ximg st dung nén do hoic pha tinh
khong dbi xung thich hop, hodc bang cach chuyén hoa ching v& mat hoa hoc thanh
chit dong phan khong ddi quang, tach cac chit ddng phan khong dbi quang bing
cac phuong phap théng thuong nhu k§ thuat sic ky hoic tai két tinh, sau d6 tai tao
chit déng phan lap thé ban dau.

Hop chét 1 theo sang ché mang hoat tinh trc ché neprilysin (NEP), tirc 13,
hop chét nay c6 kha ning (rc ché hoat tinh xiic tic clia enzym. Mot s do v& kha
ning ctia hop chit trong viéc (rc ché hoat tinh ciia NEP 13 hing s e ché (pK;). Tri
s& pKi 12 loga co s6 10 4m cta hing sé phan ly (Ki), thuong duogc trich din duéi
dang cac don vi mol. Hop chét theo sang ché c6 pKi & NEP > 9,0. Céc tinh chit va
tinh hitu dung khac ciia hop chét 1 c6 thé duge chimg minh bing cach sir dung cac
thir nghiém in vitro v in vivo da biét boi ngudi c¢6 hiéu biét trung binh v& Iinh vuc
k¥ thuat nay, bao gbm, khéng ké nhiing thir nghiém khac, cac thir nghiém dwoc mé

ta trong patent My s 8,586,536.

Hop chit 1, ciing nhu céc hop chét khac duge sit dung trong quy trinh tbng
hop no, co thé con bao gdm céc hop chit dugc danh diu béng chét déng vi, tirc 1a,
trong d6 mot hodc nhidu nguyén tr duoc 1am gidu cic nguyén tir 6 nguyén tir khoi
khac voi nguyén tir khéi chiém wu thé duoc thiy trong tu nhién. Cac vi du vé céc
chit dbng vi c6 thé dugc két hop vao cac hop chit duge mé ta trong sang ché, vi du,
gbm, nhung khong bi gi6i han ¢, 2H, 3H, 13C, 1C, 1N, 80, 170, ¥S, 36Cl, va 18F.
DPugc quan tdm ddc biét 1a hop chit 1 dugc lam giau triti hodc cacbon-14 ma c¢6 thé
duoc st dung, vi du, trong céc nghién ctru phan bd md; Hop chét 1 duge 1am gidu
doteri dac biét 1a tai vi tri chuyén hoa, tao ra, vi du, hop chit c6 d6 én dinh chuyén
héa 16n hon; va hop chéit 1 duoc 1am gidu chit déng vi phét xa positron, nhu ''C,
18F 150 va 13N, ma c6 thé duoc str dung, vi du, trong cic nghién ctru chup anh cét

16p phat xa positron (Positron Emission Topography - PET).

Cac cdng thic cAu tao héa hoc dugc goi tén trong ban mo t4 nay theo cac

-6-
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quy u6c IUPAC nhu duge thu nhan bing cich st dung phan mém ChemDraw
(Perkin Elmer, Inc., Cambridge, MA).

Céc dinh nghia

Khi md ta cic hop chit, ché phdm, phuong phép va quy trinh theo séang ché,
cac thuat ngit néu dudi dady c6 cac nghia néu dudi day, trir khi c6 quy dinh khéc.
Ngoai ra, trong ban mo ta ndy, cic dang sb it bao gdm ca cac dang sb nhiéu twong
duong trir khi ngit canh sir dung thé hién rd rang theo cich khac. Cac thuft ngit
"chira", "bao gém”, va "co" duoc du dinh 1a bao g(‘A)m va c6 nghia 14 c6 thé ¢6 céc
dAu hiéu b sung ngoai cac dAu hiéu duoc liét ké. TAt ca cac sb biéu hién lrgng cua
céc thanh phan, cac tinh chit nhu phéan tir lwong, didu kién phan tmg, va v.v. dugc
sit dung trong ban md ta nay s& dwoc hidu 13 dugc thay dbi trong tat ca cic truong
hop boi thuat ngir "khoang”, trir khi c6 quy dinh khac. Theo d6, cic con sé dugc thé
hién trong ban mé ta nay 13 céc con sb x4p xi ma c6 thé thay ddi tuy thudc vao cac
tinh chit mudn dat dugc duge tim kiém boi sang ché. It nhit, va khong phai 12 nd
luc nham han ché viéc ap dung thuyét tuong duong vao pham vi ctia cic diém yéu
cAu bao hd, mdi con sb nén duge hiéu it nhét 13 theo cac chir sb cb y nghia duoc

trinh bay va bing cach ap dung cac k¥ thuat 1am tron thong thuong.

Thuat ngft “khoang” hodic “xip xi” khi dugc st dung trong truong hop mé ta
vé dic tinh nhiét ctia hop chét 1 dugc x4c dinh 13 + 1-3°C. Thuit ngir “xép xi” khi
duoc st dung trong trudng hop md ta % lidu lugng cia hop chit 1 bai tiét trong
nuée tiéu duge x4c dinh béi bién do sai sb thuong gip khoang hai 1an d6 1éch chuin
ho#ic nira d6 rong cia khoang tin cdy 95%. Thuat ngit “xAp xi” trong céc phan khac
ctia ban mo ta c6 thé duoc st dung ding dé chi d6 1éch chuin hoidc luong bién dbi

hodc phén tan cua tép hop céc tri sO dit liéu.

Thuét ngir “giai phong co6 kiém so4t” trong ban mo ta nay 13 déng nghia vdi
giai phong duy tri va giai phong kéo dai va dung dé chi luong thubc dugc phan phdi
trong khoang thoi gian kéo dai cho d6i tugng. N6i chung, cac vién nén va vién nang
gi4i phéng c6 kiém soat giai phong hoat tinh vao d6i tugng trong khoang thoi gian

bing khoang 8, 12, 16, va 24 git. Mit khac, thuét ngit “giai phong tic thi” ding dé



29757

chi hoat tinh duoc giai phéng & dbi twong trong khoang thoi gian ngén, thudng 13 it
hon khoang 30 phut. Thuat ngir “giai phéng tri hodn” ding dé chi vién nén va vién
nang giai phong lidu lugng duge phadm sau mot khoang thoi gian di dinh. Dang liéu
lwong nay thuong dwoc bao tan trong rudt dé ngin su giai phéng trong da day

nhung lai cho giai phéng trong éng rudt.

Trong badn mo t4 nay, cum tir "thudc cong thirc" hodc "céd cong thic" khong
dugce du dinh 12 lam giéi han va dugc st dung theo cung mdt caich ma thuat ngit
"chira" thudng dugce stt dung. Vi du, néu mot cong thirc cAu tao dugc md t4, thi cin
phai hiéu ring tit ca cac dang dong phan 14p thé va tautome déu dugc bao gdm, trir

khi duoc chi ra khac di.

Nhin chung, khi mé ta dugc phdm dang rn, thuét ngit "khong dugce solvat
h6a" ham ¥ 13 "khong ¢6 dung méi". Do d6, khi dang tinh thé theo sang ché dugc
mo ta 1a "khéng duogc solvat héa”, thi n6 dugce hiéu rﬁng c4c hat tinh thé v& co ban
chi chira cac phéan tr axit (2R,4R)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-
metyloxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic; dang nay khong chira cdc phan t&r dung
mdi ¢ trong mang tinh thé khac véi lugng dang ké, hoic néi cach khac, dung moi
khong dugc két hop mdt cich dang ké vao mang tinh thé. Thut ngit “khong dugc
solvat hoa” cling c¢6 nghia 1a khong duoc hydrat hda hodc khan khi nuéc 13 dung
moi.

Thuét ngt “nhiét d0 ndng chay” trong ban md ta ndy cé nghia la nhiét d6 ma
tai d6 quan sat thiy dong thu nhiét cuc dai bing phuwong phép do nhiét lugng quét

vi sai, d6i v6i sy chuyén héa nhiét tuong tng v6i sy thay ddi pha tir ran sang 10ng.

Thuét ngir "duge dung" ding dé chi vat liéu ma khong phai 12 khong thé
chép nhan dugc vé mit sinh hoc hodc v& mit khac khi dugc st dung trong sang ché.
Vi du, thuét ngi "chét mang dugc dung" ding dé chi vat liéu c6 thé dugc két hop
vao dugc phdm va duge ding cho bénh nhan ma khong giy ra cic tic dong sinh
hoc khong chdp nhén dwoc hoic twong tac theo cach khong thé chip nhan dugc véi
cac thanh phin khéc clia dugc pham. Céc vat liéu duge dung nhu vy thuong déap

ung cac ti€u chuan can thiét cia thir nghi€ém ddc tinh va san xuat, va bao gom cac
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vat liéu dugce xac nhan 1a cac thanh phén khong c6 hoat tinh thich hgp bdi Cuc quan

1y thuc pham va dugc pham Hoa Ky (U.S. Food and Drug administration).

Thuat ngit "mudi duoc dung" ding dé chi mudi duoc diéu ché tir bazo hoic
axit chip nhan dugc dé ding cho bénh nhén, nhu dong vat ¢6 vi (vi du, cic mubi
c6 do an toan chép nhéan dugc dbi véi dong vat ¢6 vi dé dung cho ché do cép lidu
da cho). Tuy nhién, cin phai hiéu ring cic mubi thudc pham vi ciia sang ché khong
nhét thiét phai 13 cic mudi duge dung, nhu cic mudi clia cic hop chét trung gian
ma khong dugc du dinh dé dung cho bénh nhan. Mubi dugc dung c6 thé ¢6 ngudn
gbc tir cac bazo vo co hoidc hitu co duge dung va tir cic axit vo co hodc hitu co
duoc dung. Ngoai ra, khi mdt hop chét chita c4 géc bazo, nhu amin, pyridin hodc
imidazol, va géc axit nhu axit carboxylic hodc tetrazol, thi ion ludng tinh c6 thé
dugc tao thanh va dwoc bao ham trong thuat ngit "mudi" trong ban mé ta nay. Céac
mudi c6 ngudn gbc tir cic bazo vd co duge dung bao gdm cac mudi amoni, canxi,
d(‘?)ng, sét, sit (II), lithi, magie, mangan, mangan (II), kali, natri, va kém, va céc
mudi trong tw nhu vay. Cac mudi c6 ngudn gbc tir bazo hitu co duge dung bao gdm
cac mudi cia cdc amin bac mot, bac hai va bic ba, bao gém cic amin dugc thé,
amin vong, amin c6 trong tu nhién va cic bazo hitu co tuong ty nhu viy, nhu
arginin, betain, cafein, cholin, N, N'-dibenzyletylendiamin, dietylamin, 2-
dietylaminoetanol, = 2-dimetylaminoetanol,  etanolamin, etylendiamin, N-
etylmorpholin, N-etylpiperidin, glucamin, glucosamin, histidin, hydrabamin,
isopropylamin, Iysin, metylglucamin, morpholin, piperazin, piperadin, nhua
polyamin, procain, purin, theobromin, trietylamin, trimetylamin, tripropylamin,
tromethamin va cic bazo hitu co twong tu. Cac mudi c6 ngudn gbe tir cac axit vo co
dugc dung bao gdm cic mudi cta axit boric, axit cacbonic, axit hydrohalic
(bromhydric, clohydric, flohydric hodc iothydric), axit nitric, axit phosphoric, axit
sulfamic va axit sulfuric. Cac mubi c6 ngudn gbc tir dwoc dung axit hitu co bao
gbm cac mudi cia axit hydroxyl béo (vi du, axit xitric, axit gluconic, axit glycolic,
axit lactic, axit lactobionic, axit malic, va axit tartric), axit monocarboxylic béo (vi
du, axit axetic, axit butyric, axit formic, axit propionic va axit trifloaxetic), axit

amin (vi du, axit aspartic va axit glutamic), axit carboxylic thom (vi du, axit
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benzoic, axit p-clobenzoic, axit diphenylaxetic, axit gentisic, axit hipuric, va axit
triphenylaxetic), axit hydroxyl thom (vi du, axit o-hydroxybenzoic, axit p-
hydroxybenzoic, axit 1-hydroxynaphtalen-2-carboxylic va axit 3-hydroxynaphtalen-
2-carboxylic), axit ascorbic, axit dicarboxylic (vi dy, axit fumaric, axit maleic, axit
oxalic va axit sucxinic), axit glucoronic, axit mandelic, axit mucic, axit nicotinic,
axit orotic, axit pamoic, axit pantothenic, axit sulfonic (vi du, axit benzensulfonic,
axit camphosulfonic, axit edisylic, axit etansulfonic, axit isethionic, axit
metansulfonic, axit naphtalensulfonic, axit naphtalen-1,5-disulfonic, axit naphtalen-

2,6-disulfonic va axit p-toluensulfonic), axit xinafoic, va céc axit tuong tu nhu vay.

Thuit ngit "lwgng cho tic dung didu tri bénh" ding dé chi lugng du dé didu
tri hi€éu qua khi dugc dung cho bénh nhéan can diéu tri, tuc 13, lwong thudc can dé
dat duoc tidc dung diéu tri bénh mong mubn. Vi du, lugng cho tic dung diéu tri
bénh dé diéu tri bénh cao huyét 4p 13 lwong hop chét cin dé, vi dy, lam giam, wrc
ché, loai bé, hodc ngin ngira cic triéu trimg ciia bénh cao huyét ap, hoic dé didu tri
cin nguyén ciia bénh cao huyét 4p. Theo mdt phuong 4n, luong cho tic dung diéu
tri bénh 13 lugng thubc can dé 1am gidm huyét 4p hodc luong thube cin dé duy tri
huyét ap binh thuong. Mt khac, thuat ngit "lugng cho tic dung” dung dé chi luong
di dé dat dugc két qua mong mudn, ma c6 thé khong nhat thiét phai 1a két qua didu
tri bénh. Vi du, khi nghién ctru hé chtra enzym NEP, "lwong cho tic dung" ¢6 thé 1a

luong can dé rc ché enzym nay.

Thuét ngit "diéu tri" hodc "viéc diéu tri" trong ban mo ta nay c6 nghia 13 didu
tri hodc viéc didu tri bénh hoic tinh trang bénh lyy té (nhu bénh cao huyét ap) ¢
bénh nhan, nhu dong vat c6 vi (dic biét 13 nguodi) ma bao gdm mdt hodic nhiéu muc
dich trong sd cac muc dich sau ddy: (a) ngan ngira khong cho bénh hoic tinh trang
bénh Iy y té xay ra, tirc 13, ngin ngira su tai phat ciia bénh hoic tinh trang bénh Iy y
t& hodc didu tri du phong cho bénh nhan d3 c6 khuynh hudng bi bénh hoic tinh
trang bénh ly y té tir trudc; (b) cai thién bénh hodc tinh trang bénh Iy y té, tirc 13,
loai bo hodc 1am thodi lui bénh hodc tinh trang bénh ly y t& & bénh nhan; (c) kim
hdm bénh hodc tinh trang bénh ly y té, tirc 13, 1am cham hodc kim nén su phéat trién

cta bénh hodc tinh trang bénh 1y y t& & bénh nhan; hoic (d) 1am thuyén gidm cac
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triéu tring ctia bénh hoic tinh trang bénh 1y y té & bénh nhan. Vi dy, thuat ngit
"didu tri bénh cao huyét 4p" s& bao gdm viéc ngin ngira khong cho bénh cao huyét
ap xay ra, cai thién bénh cao huyét 4p, kim ham bénh cao huyét 4p, va lam thuyén
gidm céc tridu trimg ctia bénh cao huyét ap (vi du, 1am ha huyét 4p). Thuét ngit "dbi

Anll

tuong" hodc "bénh nhan" dwgc du dinh 14 bao g(‘A)m dong vat cé vu, nhu ngudi, can
diéu trj hoic ngin ngira bénh hoic hién dang duoc didu tri dé ngin ngira hoic diéu
tri bénh ctia bénh hoic tinh trang bénh 1y y té cu thé, cling nhu céc dbi twong thir
nghiém trong d6 hop chét két tinh dang duoc dénh gid hodc dang dugc sir dung

trong thit nghiém, vi du mo hinh dong vaét.

T4t ca cac thuit nglt khic dugce st dung trong ban mo ta nay duoc dy dinh 13
c6 nghia thong thudng cia chiing nhu dugc hidu bdi ngudi c6 hidu biét trung binh

trong 1inh vuc k¥ thuét c6 lién quan.
Céc quy trinh téng hop chung

Hop chit 1 theo sang ché va dang tinh thé khong dugc solvat héa cia né co
thé duoc téng hop tir cac vat liéu ban dau da c6 sin nhu dugec md ta duéi day va
trong cac vi du. S& cin phai hiéu ring, khi cac didu kién quy trinh dién hinh hogic
dugc wu tién (tc 13, nhiét dd phan ng, thoi gian phén tng, ty 18 mol ciia chit phan
tng, dung méi, ap sut, v.v.) duge néu, thi cic didu kién quy trinh khéc cling c6 thé
duoc str dung trir khi ¢6 quy dinh khéc. S& can phai hiéu ring, trong khi cac diéu
kién quy trinh cu thé (tirc 13, nhiét do két tinh, thoi gian két tinh, ty 16 mol cta chat
phan ting, dung méi, ap suét, v.v.) dugc néu, thi cac didu kién quy trinh khéac cling
c6 thé dugc sir dung trir khi ¢6 quy dinh khac. Trong mét sb trudng hop, cac phan
ting hodc quy trinh két tinh dugc tién hanh & nhiét do trong phong va khong ¢o
phép do nhiét do thyc té nao dwgc thuc hién. Can phai hiéu ring nhiét d¢ trong
phong c6 thé c6 nghia 13 nhiét d6 ndm trong khoang thudng lién quan dén nhiét d6
moi trudng xung quanh trong moi truong phong thi nghiém, va s& thudng nim
trong khoang tir khoang 15°C dén khoang 30°C, nhu nim trong khoang tir khoang
20°C dén khoang 25°C. Trong cic truong hop khéc, cac phan tng hodc quy trinh
két tinh dwgc tién hanh & nhiét d6 trong phong va nhiét d6 nay duoc do trén thyc té

va dugc ghi lai.
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Ty 1& mol bét ky dugc md ta trong cic phuwong phép theo sing ché c6 thé
duoc xac dinh d& dang bing céc phuong phap khic nhau da biét béi ngudi c6 hidu
biét trung binh trong linh virc k§ thuit ndy. Vi duy, ty 1& mol nhu viy c6 thé dugc
x4c dinh d& dang bing 'H NMR. Theo cich khéc, phép phan tich nguyén t§ va
phuong phap HPLC c6 thé dugc str dung dé xac dinh ty 1€ mol.

Theo modt phuong 4&n, séng ché @& cip dén axit (2R ,4R)-5-(5'-clo-2'-
flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyloxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic (1)

hodc mudi dugc dung cta nd.

Theo mdt phwong 4n khéc, hop chét 1 c6 thé duge didu ché bang cach lién
hogp etyl este coa axit (2R 4R)-4-amino-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-

hydroxypentanoic véi axit 2-metyloxazol-2-carboylic dé tao ra hop chit 1.

Theo mdt phwong 4n khéc nita, hop chat 1 c6 thé dugc diéu ché bang cach
(a) két hop axit 2-metyloxazol-2-carboylic va N,N,N’,N’-tetrametyl-O-(7-
azabenzotriazol-1-yl)uroni hexaflophosphat (HATU) trong N,N-dimetylformamit
(DMF) va khudy & nhiét do trong phong; (b) bd sung etyl este cia axit (2R, 4R)-4-
amino-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxypentanoic va N,N-
diisopropyletylamin vao va khudy & nhiét do trong phong; (c) tach va sau d6 hoa
tan chét rén tao thanh trong etanol khé va tetrahydrofuran kho; (d) bd sung dung
dich chira lithi hydroxit trong nuéc; va (e) tach chét rin tao thanh dé tao ra hop chit
1. Chét rén tao thanh trong cac buéde (c) va (e) trude do ciing c6 thé duoc tinh ché

bang k¥ thuat sic ky.

Viéc didu ché dang tinh thé thuong duge tién hanh trong chét pha loéng tro
thich hop, céc vi du v& cic chit pha lodng tro nay gém, nhung khong bi gi¢i han o,
axeton, axetonitril, etyl axetat, metyl etyl keton, metanol, etanol, isopropanol,
isobutanol, diclometan, metyl z-butyl ete, xyclopentyl metyl ete, hexan, va cac chét
twong tw, va hdn hop cta ching, tily ¥ c6 chira nuéc. Hon hop cia céc chat pha
loang tro (con dugce goi 1a hé dung moi) bao gbm axeton v&i nudce, axetonitril véi
nudc, etanol va etyl axetat, etyl axetat va hexan, va rugu béc thip (Ci.salkyl-OH)

véi nude, vi du, metanol va nudc va isopropanol va nudc. HE dung moi dic bigt
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thich hop bao gdm etyl axetat va hexan. Ngay khi hoan thanh quy trinh két tinh,
hop chat két tinh c¢6 thé dwoc tach khoi hén hop phan ting bing cic phwong phép
thong thuong nhu két tua, loc, co dic, ly tAm, sdy kho in vacuo, va cac phuong

phép tuong tu.

Theo mdt phwong 4n, sang ché @& cap dén dang tinh thé ca axit (2R, 4R)-5-
(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyloxazol-2-
cacbonyl)amino]pentanoic. Theo mdt phuwong 4n khéc, dang tinh thé 13 dang tinh
thé khong dugc solvat héa cua axit (2R,4R)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-
hydroxy-4-[(5-metyloxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic (1).

Theo mdt phwong 4n khac, dang tinh thé (1') ¢6 thé dugc didu ché bang céch
(@ hoa tan axit (2R,4R)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-
metyloxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic (1) trong etyl axetat va hexan dé hoa tan
hoan toan; va (b) tach chét rin tao thanh dé tao ra dang tinh thé (1'). Budc (a)

thuong dugce tién hanh & nhiét do trong phong.

Theo mdt phuong 4n khac nita, dang tinh thé (1') c6 thé dugc didu ché bang
cach (a) lién hop etyl este cua axit (2R, 4R)-4-amino-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-y1)-
2-hydroxypentanoic v6i natri 5-metyloxazol-2-carboxylat dé tao ra axit (2R, 4R)-5-
(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyloxazol-2-
cacbonyl)amino]pentanoic; (b) xtr ly axit (2R,4R)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-y1)-2-
hydroxy-4-[(5-metyloxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic bing etyl axetat va hexan

dé hoa tan hoan toan; va (c) tich chét rén tao thanh dé tao ra dang tinh thé (1").
Céc tinh chit két tinh

Nhu da biét 1 trong linh vuc phan tich nhidu xa bot tia X (PXRD), d6 cao
dinh twong dbi ciia cac mAu PXRD tiy thudc vao nhidu yéu t6 lién quan dén viée
diéu ché mau va hinh dang cua thiét bi, trong khi céc vi tri dinh tuong ddi khong
nhay vé&i cac chi tiét thir nghiém. Céc quy trinh PXRD, do nhiét lwong quét vi sai
(differential scanning calorimetry - DSC), phén tich nhiét trong lugng (thermal
gravimetric analyses - TGA), va danh gia sy hip phu hoi 4m dong luc (dynamic

moisture sorption - DMS) (cfing dugc biét 1a quy trinhf phén tich giai hap - hip phu
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hoi am) dugc ti€én hanh nhu dugce néu trong ban mé ta nay.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cap dén axit (2R, 4R)-5-(5'-clo-2'-
flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyl-oxazol-2-cacbonyl)amino] pentanoic &
dang tinh th&. Theo mét phuong 4n khéc, dang tinh thé khong duogc solvat hoa (1')
va dugc dic trung béi miu PXRD, trong d6 cac vi tri dinh gin nhu phi hop véi cac
vi tri duoc thé hién trén Fig. 1. Viéc 16ng vao duong chdm chim trén Fig. 1 thé hién

mAu duge phéng dai y, d 1am ndi bat cac dinh v6i cudng do thip hon.

Céc dinh véi cudong do tuong dbi 16n hon 1% dién tich dugc liét ké trong
bang dudi day. MAu ndy thé hién cAc dinh nhidu xa ro rét ndm trong khoang tir 5
dén 35° theo tri sb 20. Cac dinh ndy va cic dinh khéac trong mau nhifu xa c6 thé

duoc st dung dé nhan biét dang nay.

20* | d(A) | Dién tich | % dién tich
7,51 | 11,77 | 769,8 3,0
8,48 | 10,42 | 25471,2 100,0
14,19 | 6,24 | 6344,6 24,9
16,09 | 5,51 246,5 1,0
17,03 | 5,20 | 31433 12,3
17,62 | 5,03 771,3 3,0
17,87 | 4,96 | 1491,9 5,9
18,70 | 4,74 579,1 2,3
19,21 | 4,62 538,0 2,1
19,40 | 4,57 653,4 2,6
20,59 | 431 | 18624 7,3
21,15 | 4,20 | 74214 29,1
21,64 | 4,10 600,3 2,4
21,88 | 4,06 | 1289,8 5,1
22,25 | 3,99 4244 1,7
24,45 | 3,64 | 1608,3 6,3
24,78 | 3,59 | 1954,8 1,7
25,41 | 3,50 | 3196,3 12,5
25,67 | 3,47 | 1909,9 7,5
26,43 | 3,37 419,7 1,6
27,67 | 3,22 | 1377,9 5,4
28,22 | 3,16 | 14304 5,6
28,55 | 3,12 | 12422 4,9
30,73 | 2,91 | 1221,6 4,8
31,10 | 2,87 439,5 1,7
32,64 | 2,74 861,6 3,4
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20* | d (A) | Dién tich | % dién tich
33,14 | 2,70 645,9 2,5
34,46 | 2,60 | 1246,1 4,9

*Tri s6 20 dwoc bio cao dudi dang tri s6+0,20.

Do d6, theo mot phwong 4n, dang tinh thé 1’ dugc dic trung béi miu PXRD
bao gdm cic dinh nhidu xa tai tri s6 20 bing 8,48+0,20, 14,19+0,20, 17,0340,20,
21,1540,20, va 25,41+0,20.

Theo mét phuong 4n khic, dang tinh thé 1’ dugc dic trung bdi miu PXRD
bao gdm céc dinh nhifu xa tai tri s6 20 bang 7,51+0,20, 8,48+0,20, 14,19+0,20,
17,03+0,20, 17,62+0,20, 17,87+0,20, 20,59+0,20, 21,15+£0,20, 21,88+0,20,
24,45+0,20, 24,78+0,20, 25,41+0,20, 25,67+0,20, 27,67+0,20, va 28,22+0,20.

Theo mot phuong an khéc, dang tinh thé 1’ con dugce dic trung béi cd mot
hodc nhiéu dinh nhifu xa bd sung tai tri s 20 dugc chon tix 16,09+0,20,
18,70+0,20, 19,21+0,20, 19,40+0,20, 21,64+0,20, 22,25+0,20, 26,43+0,20,
28,55+0,20, 30,73+0,20, 31,10+0,20, 32,64+0,20, 33,14+0,20, va 34,46+0,20; va
theo mdt phwrong 4n khéc nita, hgp chét két tinh con dugc dic trung boi 6 ba hoic

nhiéu hon ba dinh nhidu xa bd sung nhu vay.

Theo mot phwong 4n, dang tinh thé 1’ dugc dic trung béi nhiét dd DSC hoic
vét phan tich nhiét lwong quét vi sai vé co ban phit hop véi dang tinh thé dugc thé
hién trén Fig. 2. Dang tinh thé 1’ duoc dic trung boi vét phan tich nhiét luong quét
vi sai duoc ghi lai & tbe do gia nhiét bﬁng 10°C trén mdi phait ma thé hién tri sb cuc
dai trong dong nhiét thu nhiét & nhiét d6 ndm trong khoang tir 165°C dén 169°C.
Nhiét dd DSC hoic vét phan tich nhiét lugng quét vi sai minh hoa dudng thu nhiét
nong chdy vgi dinh & nhiét do khoang 167,1°C, khaoi dau & nhiét d¢ khoang
165,2°C, va v6i dién tich du¢i dudong thu nhiét twong ing véi 114 J/g. Viéc phan
huy hop chit tndy ring khép véi su néng chay va sy déng gop cia 114 J/g vao
entanpy néng chay khong duoc thiét 1ap.

Theo mot phuong 4n, dang tinh thé 1’ dwoc dic trung béi profin TGA trén
Fig. 3. Profin nay khong thé hién su giam khéi lugng cho dén nhiét do khoang
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150°C; hop chit két tinh phan hiiy sau khi néng chay, nhu dugc quan sat boi su

giam trong luong dang ké xuét hién khi khoi du & nhiét d6 x4p xi 159°C.

Theo mét phuong &n, dang tinh thé 1’ duge dic trung bdi dudong déng nhiét
DMS trén Fig. 4. Dang ndy 13 dang rin khong hut 4m. Téng muc ting thém hoi 4m
quan sat dugc 13 nhé hon 0,025% trong luong khi dugc tiép xtc v6i do 4m tuong
d6i nam trong khoang tir 5 dén 70%. Téng muc ting thém hoi 4m nhé hon 0,235%
trong lwong khi dugc tiép xic véi dd 4m twong dbi ndm trong khoang tr 5 dén
90%. Khong c6 hién tugng tré dang ké nao dugc phat hién thiy giita hai chu ky hép
phu - giai hip lién tiép. Chét rén thu ddwojc sau cac chu ky hap phu - giai hip cho
thdy ciing m6t mAu PXRD 1am vét liéu ban diu, cho thiy ring khong c6 thay doi vé

dang sau thtr nghi€ém nay.

Dang tinh thé 1’ c6 thé duoc dic trung bdi anh PLM trén Fig. 5, cho théy
dang nay 13 dang tinh thé, khiic xa kép, véi cac hat c6 hinh dang tir hinh kim méng

dén hinh ban mong.
Tinh hitu dung

Viéc ngoai suy dic tinh cla thubc in vitro sang in vivo & dbi tuong tiép tuc
dugc cai tién (xem trong tai liéu, vi du, Chiba ef al., AAPS J., 2009 June; 11(2):
262-276). Theo sang ché, hoat tinh trc ché neprilysin & ngudi in vitro duge dénh gia
(thir nghiém 1) dé xac dinh hoat tinh rc ché neprilysin ctia hop chét 1. Nguong pKi
> 9,0 1 phit hop. Tuy nhién, cic thir nghiém in vivo khéc nita ciing dugc tién hanh

thém dé du doan chinh x4c hon dic tinh ctia hop chit 1 & d6i twong.

Lién quan dén dic tinh in vivo, cin c6 mot sb tinh chét hitu ich dé danh gia
xem liéu mot luong thude di c6 duge phan phdi vao huyét twong dé dat duge loi
ich diéu tri bénh can thiét hay khong, vi du, d6 thanh thai trong huyét twong thip
trong sb tht ca cac loai dugc thir nghiém, d¢ sinh kha dung qua dudng miéng cao,
hoat lyc c6 lgi ciia ddp UGng guanosin monophosphat vong (cyclic guanosine
monophosphat - cGMP) va d¢ thanh thai trong thin thép dbi voi cac dbi tuong co

chirc néng than gidm.

Theo sang ché, cac nghién ctru duge dong hoc trong tinh mach va qua duong
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miéng duogc tién hanh & ca loai chudt va loai ché dé xac dinh d¢ sinh kha dung qua
dudng miéng ciia hop chét 1 so v6i cac chat tic ché neprilysin khac (thtr nghiém 2).
Thir nghiém nay ciing duge st dung dé xéac dinh tdc do thanh thai trong huyét twong
d6i véi cac hop chét nay; tbc do thanh thai thip dugc cho 13 ¢6 thé du doan dugc
xem hop chit nay dwoc giit lai trong qua trinh luu thong bao 14u, tirc 13, d6 én dinh
va d6 bén in vivo ma khoéng cin nhan dién cac quy trinh bai tiét riéng 1& c6 lién
quan. Ngoai ra, cdc nghién ctu vé d6 sinh kha dung qua dudng miéng va tdc do

thanh thai trong huyét twong & loai khi ciing dwoc tién hanh (thtt nghiém 4).

Céac nghién ctru dugc dong hoc/dugce luc hoc duge tién hanh & chuot thuong
dé x4c dinh muc vc ché neprilysin dat dugc bdi hop chit 1 so vé6i céc chét Gc ché
neprilysin khac (thtr nghiém 3). Trong th nghiém ndy, mt@c guanosin
monophosphat vong (cyclic guanosine monophosphat - cGMP) dugc do. cGMP 1a
phan tir tic dong xudi dong cia thu thé gin két peptit natri lgi niéu va do d6 déng
vai trd 1am chi thi sinh hoc in vivo hi€u qua cta hoat tinh peptit natri 1gi ni€u. Muc
cGMP tang khi dong vat dugc cho dung chét (rc ché neprilysin so véi gia duoc.
Theo mdt phuong 4n, sing ché dé cap dén phuong phép lam ting peptit natri loi
niéu tAm nhi (atrial natriuretic peptide - ANP) ho#ic cic mirc co s& cGMP & dbi
tuong bi bénh cao huyét ap, bénh suy tim, hodc bénh thén bao gém buéc cho dbi
twong nay dung mot luong cho tac dung didu tri bénh ctia hop chét 1 hoic dang tinh
thé ctia n6. Cac mitc ANP va cGMP duge do trong nudc tidu hoic huyét trong hodic
c4 hai & d6i twong. Theo mét phwong 4n khéc, mirc ANP hoic cGMP dugce ting cao
glp it nhdt > 1,1 14n, > 1,2 14n, > 1,3 14n, > 1,4 14n, > 1,5 14n, > 2 13n, > 3 14n, > 4
14n, hodc > 5 14n trong thoi gian 24 gid & ddi twong khi duge cho ding mét lugng

cho tac dung didu tri bénh ctia hop chat 1 hoic dang tinh thé ctia né.

Hop chit 1 Gc ché enzym NEP, va do d6 dwgc mong chd 13 hitu dung dé
didu tri va/hodc ngin ngira tinh trang bénh 1y y t€ dap vng vai su e ché NEP. Do
d6, mong chd r@'mg bénh nhin méc bénh hoic 161 loan ma duoc didu tri b*fmg cach
trc ché enzym NEP hoic bing cach 1am ting luong co chit peptit cia né, c6 thé
duoc diéu tri béng cach cho dung mot luong cho tac dung diéu tri bénh cia hop

chét 1. Vi dy, bang céch trc ché NEP, hop chét 1 dugc mong chd 13 ting cudng hiéu
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Iyc cho cac tAc dung sinh hoc ciia peptit ndi sinh dwgc chuyén héa bing NEP, nhu
peptit natri loi ni€u, bombesin, bradykinin, canxitonin, endothelin, enkephalin,
neurotensin, chit P va peptit rudt van mach. Do d6, hop chét ndy dugc mong cho 1a
c6 cac tac dong sinh 1y khac, vi du, dén hé than, hé thin kinh trung wong, hé sinh

san va h¢ da day-rudt.

Thubc duoc loai ra khéi co thé dbi tuong béng cac quy trinh thai bo khac
nhau ma dwgc phan loai chung 13 quy trinh bai tiét va quy trinh bién nap sinh hoc.
Quy trinh bai tiét ding dé chi viéc loai bé thubc khong d& bay hoi con nguyén chu
yéu boi than (cat) vao bang quang, vao nudc tiéu trong khi cc con duong bai tiét
khac bao gém mat (gan), md héi, nude bot, sita (thong qua su tiét sita) hodc cac
dich thé khac. Cac thudc d& bay hoi nhu rugu va thubc giy mé dang khi duoc bai
tiét théng qua phdi vao khi thé ra. Mit khac, quy trinh bién nap sinh hoc, hoéc hién
tugng chuyén héa thubc, ding dé chi thudc dugc chuyén hoa vé mit hoa hoc trong
co thé thanh san phdm chuyén héa va thuong 1 quy trinh enzym. Ngoai 1€ cua
trudng hop nay 13 khi thube dugce thay ddi v& mit hoa hoc khéng cin dén enzym, vi
du, su thiiy phén este. Enzym lién quan dén quy trinh bién nap sinh hoc thuéc chu
yéu nam trong gan. Cic mo6 khac nhu thén, phéi, rudt non va da cling chira cac

enzym chuyén hoa.

Céc nghién ctru duge dong hoc ciing c6 thé duoc sir dung dé nghién ctru céc
con dudng thai bod & dbi tugng, vi dy, thanh thai trong than théng qua su bai tiét
thudc da duoc ding trong nudc tiéu theo thoi gian. Su bai tiét qua than cua hop chét
1 & céc loai chudt thuong, ché, va khi duoc tién hanh d& danh gia su bai tiét qua
than dudi dang con dudng bai tiét (thir nghiém 5). Con dudng thai bd nay la quan
trong d6i voi cac dbi tugng c6 chirc ning than gidm va cin dén cac lidu phéap duoc
thanh thai tdi thiéu bang sy bai tiét qua than. Theo mot phwong 4n, su bai tiét qua
than ctia hop chét 1 hodc dang tinh thé ctia né & dbi tugng 13 xép xi <15%, <10%,

<5%, <3%, <2%, <1% hodc <0,5% liéu da dugc dung trong thoi gian trén 24 gio.

Nhu dugc mb ta trong phan thir nghiém duéi ddy, cing v6i hop chit 1 trong
thir nghiém enzym NEP in vitro, va trong cic phwong phap x4c dinh in vivo vé do

thanh thai trong huyét twong, d6 sinh kha dung qua duong miéng, va su bai tiét qua
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than & nhiéu loai dong vat, 1a hop chét so sanh c6 cong thirc hoa hoc twong tu. Pang
ngac nhién 13, quan st thdy cac chénh 1éch dang ké vé két qua. Trong khi cac hop
chit so sanh riéng 1 thé hién cac tinh chét tuong ty v&i cac tinh chét ctia hop chit 1
trong mdt hodc nhiéu thu nghiém, thi chi c6 hgp chit 1 1a thé hién, cung mot luc,
hoat tinh trc ché neprilysin & ngudi cao, do sinh kha dung qua dudng miéng cao, do
thanh thai trong huyét twong thip, hoat lyc ciia cGMP gia ting va muc do bai tiét

qua than thép dugc mong chdr 13 ¢6 thé dic biét hiru dung dé diéu trj bénh.
Bénh v& tim mach

Nho ting cudng hi€u luc cho céc tdc dung cia cic peptit hoat mach nhu
peptit natri loi nidu va bradykinin, hop chit 1 dwgc mong chd 13 hitu dung trong
diéu tri va/hodc ngin ngira cac tinh trang bénh ly y t& nhu cac bénh v& tim mach.
Xem, vi du, 4n phim Roques et al. (1993) Pharmacol. Rev. 45:87-146 va Dempsey
et al. (2009) Amer. J. of Pathology 174(3):782-796. Bénh v& tim mach dugc quan
tam dic biét bao gdm bénh cao huyét 4p va bénh suy tim. Bénh cao huyét 4p bao
gdm, chi nhim minh hoa va khong lam giéi han sing ché: bénh cao huyét ap
nguyén phat, cling dugc goi 1a bénh cao huyét 4p vd can hodc bénh cao huyét ap tu
phét; bénh cao huyét ap thir phét; bénh cao huyét ap c6 kém theo cac bénh thén;
bénh cao huyét 4p nghiém trong c6 kém theo hoic khong kém theo cac bénh than;
bénh cao huyét ap phdi, bao gdm bénh cao huyét 4p dong mach phdi; va bénh cao
huyét 4p khang tri. Bénh suy tim bao gdm, chi nhim minh hoa va khong lam gi¢i
han sang ché: bénh suy tim xung huyét; bénh suy tim cip tinh; bénh suy tim man
tinh, vi du v6i phan suit tdng mau tht trai giam (con dwoc goi 13 bénh suy tim tdm
thu) hodc v&i phan suit tdng méu thét trai dugc duy tri (con dwoc goi 13 bénh suy
tim tAm truong); va bénh suy tim mét bii cAp va man tinh. Do d6, theo mot phwong
4n, sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri bénh cao huyét ap, dac biét 13 bénh
cao huyét 4p nguyén phét hodc bénh cao huyét 4p dong mach phdi, bao gdm budc

cho bénh nhén dung mot lugng cho tac dung diéu tri bénh cta hop chét 1.

Dé diéu tri bénh cao huyét 4p nguyén phat, luong cho tac dung diu tri bénh
thuong 1a luong du dé 1am ha huyét 4p cta bénh nhan. Bénh nay bao gém cad bénh

cao huyét 4p tir nhe dén vira phai va bénh cao huyét 4p nghiém trong. Khi dugc sir
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dung dé diéu tri bénh cao huyét ap, hop chét 1 c6 thé duoc st dung két hop véi cac
chét tri liéu khac nhu chit ddi khang aldosteron, chit trc ché aldosteron synthaza,
chat trc ché enzym chuyén héa angiotensin va enzym chuyén héa angiotensin tac
dong kép/chét tic ché neprilysin, cac chit hoat héa va chét kich thich enzym chuyén
héa angiotensin 2 (ACE2), vacxin angiotensin-II, chit chdng bénh dai dudng, chét
khang lipit, chit chdng huyét khéi, chét dbi khang thu thé AT; va chit ddi khéng
thu thé/chat rc ché neprilysin AT: tic dong kép, chét dbi khang thu thé tic dong
kidu adrenalin B, chit dbi khang thu thé tic dong kiéu adrenalin B/chat dbi khang
thu thé a1, cac chét phong bé kénh canxi, thudc lgi tiéu, chit dbi khang thu thé
endothelin, chit Grc ché enzym chuyén héa endothelin, chét trc ché neprilysin, peptit
natri loi nidu va cac chit twong tu cua ching, chit dbi khang thu thé thanh thai
peptit natri lgi niéu, chét cho nito oxit, chit khang viém khong steroit, chét rc ché
phosphodiesteraza (dic biét 1a chit (¢ ché PDE-V), chit chi vén thu thé
prostaglandin, chét trc ché renin, chét kich thich va chét hoat héa guanylat xyclaza
dé tan, va hdn hop cia chiing. Theo mdt phuong an cu thé cla sang ché, hop chét
theo sang ché duoc két hop véi chit ddi khang thu thé AT, chét phong bé kénh
canxi, thudc 1gi tiéu, hodc hdn hgp cta ching, va dugc st dung dé diéu tri bénh cao
huyét 4p nguyén phat. Theo mot phuong 4n cu thé khac cia sang ché, hop chit theo
sang ché dugc két hop véi chit dbi khang thu thé ATi, va duoc st dung dé didu tri
bénh cao huyét 4p c6 kém theo cac bénh than. Khi dugc st dung dé didu tri bénh
cao huyét ap khang tri, hop chit nay c6 thé dugc sir dung két hop véi cac chét tri

lidu khac nhu chat trc ché aldosteron synthaza.

Pé diéu tri bénh cao huyét ap dong mach phéi, lugng cho tac dung diéu tri
bénh thuong 13 luong di dé 1am giam trd khang mach phdi. Cac dich didu tri khac
12 nham cai thién kha ning vin dong ctia bénh nhan. Vi du, trong thir nghiém 1am
sang, lugng cho tac dung diéu tri bénh c6 thé 1a luong cai thién kha ning di b6 mét
cach thodi méi ctia bénh nhan trong khoang thdi gian 13 6 phat (bao gdm khoéng
cach ndm trong khoang tir 20 dén 40 mét). Khi duoc sir dung dé didu tri bénh cao
huyét 4p dong mach phdi, hop chét 1 c¢6 thé dugc sir dung két hop v6i cac chét tri
liu khac nhu chit d6i khang thu thé tc dong kiéu adrenalin a, chat dbi khang thu
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thé tac dong kiéu adrenalin B1, chét cha van thu thé tac dong kiéu adrenalin B2, chét
trc ché enzym chuyén héa angiotensin, chét chéng dong, chét phong bé kénh canxi,
thudc loi tidu, chit d6i khang thu thé endothelin, chit wc ché PDE-V, c4c chét
tuong tu prostaglandin, chét wrc ché su tai hép thu serotonin chon loc, va hén hop
ctia chiing. Theo mdt phwong 4n cu thé ctia sang ché, hop chit 1 duoc két hop véi
chét e ché PDE-V hoic chét tc ché su tai hép thu serotonin chon loc va dugc st

dung dé diéu tri bénh cao huyét 4p dong mach phéi.

Theo mot phuong an khic, séng ché dé cap dén phuong phap xir ly bénh suy
tim, cu thé 13 bénh suy tim xung huyét (bao gbém c4 bénh suy tim xung huyét tdm
truong va tAm thu), bao gdm budc cho bénh nhan ding mot lugng cho tac dung
diéu tri bénh cua hop chét 1. Thong thudng, Iwgng cho tic dung diéu tri bénh la
lugng du dé 1am ha huyét ap va/hodc cai thién chirc nidng than. Trong thit nghiém
1am sang, lugng cho tic dung diéu tri bénh c6 thé 1a lugng du dé cai thién huyét
dong tim, vi nhu 1am gidm 4p sudt ném, 4p sudt nhi phai, 4p suét chira day, va tro
khang mach. Theo mdt phuong 4n, hop chét nay dugc sit dung & dang liéu lugng
dung trong tinh mach. Khi dugc sir dung dé diéu trj bénh suy tim, hop chét 1 c6 thé
duge st dung két hop voi cdc chit tri liu khac nhu chit dbi khang thyu thé
adenosin, cht pha v& san phim cubi cia qué trinh glycat ning cao, chit dbi khang
aldosteron, chit dbi khang thu thé AT, chit dbi khang thu thé tac dong kiéu
adrenalin B1, chit d6i khang thy thé tac dong kiu adrenalin B tac dong kép/chit déi
khang thu thé a1, chét trc ché chymaza, digoxin, thudc 1oi tidu, chit wrc ché enzym
chuyén hoéa endothelin (ECE), chat dbi khang thu thé endothelin, peptit natri loi
nidu va cac chit twong ty ciia chung, chét dbi khang thu thé thanh thai peptit natri
loi niéu, chit cho nito oxit, cac chét twong tu prostaglandin, chit trc ché PDE-V,
chat hoat hoa va chét kich thich guanylat xyclaza d& tan, va chit déi khéang thy thé
vasopresin. Theo mot phurong 4n cu thé ciia sang ché, hop chét 1 duge két hop véi
chit dbi khang aldosteron, cht dbi khang thu thé tac dong kiéu adrenalin B1, chat
dbi khéang thu thé AT, hoac thube loi tiéu, va duogc sir dung dé diéu tri bénh suy tim

xung huyét.
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Bénh ti€u chay

Vi vai trd 13 chét trc ché NEP, hop chét 1 duoc mong chd 13 trc ché sy thoai
bién cac enkephalin ndi sinh va do d6 hgp chit nhu vay cling ¢ thé hitu ich trong
didu tri bénh tiéu chay, bao gdm bénh tiéu chay do nhiém khuin va bénh tiéu chay
mat nude/bénh tidu chay xuét tiét. Xem, vi du, 4n phém Baumer et al. (1992) Gut
33:753-758; Farthing (2006) Digestive Diseases 24:47-58; va Margais-Collado
(1987) Eur. J. Pharmacol. 144(2):125-132. Khi dugc st dung dé diéu tri bénh tiéu
chay, hop chét 1 co thé duge két hop véi mot hodic nhiéu chit chdng tiéu chay b

sung.
Bénh than

Nho tang cudng hiu luyc cho cac tdc dung cua peptit hoat mach nhu céc peptit natri
loi niéu va bradykinin, hop chit 1 dugc mong chd 14 sé& ting cudng chirc ning than
(xem 4n phdm Chen et al. (1999) Circulation 100:2443-2448; Lipkin et al. (1997)
Kidney Int. 52:792-801; va Dussaule et al. (1993) Clin. Sci. 84:31-39) va hitu dung
trong diu tri va/hodc ngin ngira bénh than & dbi tuong bi suy than. Cac bénh than
dugc quan tdm dic biét bao gbdm bénh than dai thdo dudng, bénh than man tinh,
chirng protein niéu, va déc biét 1a tdn thuong than cép (nguyén nhén 1a do, vi du,
phiu thuat tim mach, héa tri, hodc sir dung thu6c nhudm twong phan trong chin
doén hinh anh y hoc) hodc bénh suy than cép tinh (xem 4n phim Sharkovska et al.
(2011) Clin. Lab. 57:507-515 va Newaz et al. (2010) Renal Failure 32:384-390).

Déi tuong bi suy than mic bénh than man tinh (CKD) c6 thé duoc phéan
nhém theo cac chi din theo Sang kién chét luong tién lugng bénh than-Hoi déng
than hoc Qudc gia (National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative-NKF KDOQI). Ngay khi mic bénh than man tinh, tirc 13, sw hu hai than
hodc d6 loc ciu than (glomerular filtration rate - GFR) <60 mL/phut/1,73m? >3
thang, thi giai doan bénh co thé dugc chi dinh theo phén loai KDOQI CKD. Cac
giai doan nay bao gdm Giai doan 1 (sw hir hai than véi GFR binh thudng hoic gia
ting): GFR >90; Giai doan 2 (sy hu hai thdn véi GFR giam vira phai): GFR 60-89;
Giai doan 3 (GFR giam vira phai): GFR 30-59; Giai doan 4 (GFR giam nghi€ém
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trong): GFR 15-29; va Giai doan 5 (suy than): GFR <15 (ho#c loc mau). GFR dugc
xac dinh theo don vi 1a mL/phut/1,73m?.

Mot phuong 4n bao gdm phuong phép didu tri cho déi tuwong bi suy than bao
gdm budc ding mot lwong cho tac dung didu tri bénh cua hop chét 1 hodic dang tinh
thé ctia no, cu thé 13 dang tinh thé 1’ Phuong phép ndy con bao gbm budce didu tri
cho ddi twong bi suy than c6 bénh cao huyét 4p hodc bénh suy tim. Khi dugc s
dung d& diéu tri bénh than, hop chit 1 hodic dang tinh thé ciia né, cu thé 14 dang tinh
thé 1’ ¢6 thé duoc sir dung két hop v6i cac chit tri liéu khac nhu chit e ché enzym

chuyén héa angiotensin, chit dbi khéang thu thé ATi, va thubc loi tiéu.

Mot phuong an khic bao gdm phuong phéap didu tri cho dbi tugng bi suy
thdn méc bénh thdn man tinh véi do loc cdu than udc tinh (estimated glomular
filtration rate - eGFR) nim trong khoang tr 60 mL/phut/1,73m? dén 15
mL/phtt/1,73m? bao gdm budc cho bénh nhén nay dung mot lugng cho tic dung
diéu tri bénh ctia hop chit 1 hodc dang tinh thé cua nd, cu thé 1a dang tinh thé 1'.
Mot phuong an khac bao gdm phuong phap diéu tri cho dbi tuong bi suy thdn méc
bénh thdn man tinh véi d6 loc ciu than (estimated glomular filtration rate - eGFR)
ude tinh > 90 mL/phit/1,73m? (giai doan 1) hoic eGFR <15 mL/phat/1,73m? (giai
doan 5) bao gébm buéc cho bénh nhan ndy dung mot lugng cho tic dung diéu tri
bénh ciia hop chét 1 hodc dang tinh thé cta no, cu thé 1a dang tinh thé 1’. Déi voi
cac muc dich ciia sang ché, bénh than nghiém trong c6 thé duoc phan loai khi eGFR
<30 mL/phut/1,73m?. Theo mdt phuong 4n khac nita, séng ché d& cap dén phuong
phap diéu tri cho dbi tugng bi suy than mic bénh thin man tinh dugc phan loai la
giai doan 1, giai doan 2, giai doan 3, giai doan 4, giai doan 5 hodc c4c khoang
eGFR trén mot hodc nhiéu giai doan nay bang hop chit 1 hodc dang tinh thé cua no,

cu thé 13 dang tinh thé 1'.
Liéu phap ngan ngira

Nho tdng cuong hiéu luc cho cic tdc dung cia peptit natri loi niéu, hgp chit
1 cling dugc mong cho 14 hitu dung trong liéu phap ngin ngira, do tdc dung chéng

phi dai va chdng xo héa clia peptit natri loi nidu (xem 4n pham Potter et al. (2009)
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Handbook of Experimental Pharmacology 191:341-366), ching han nhu trong ngin
ngira su tién trién cua chimg suy tim sau khi bi nhdi mau co tim, ngan ngua sy tai
phat hep dong mach sau khi phiu thuit tao hinh mach, ngin ngira sy day 1én cia
thanh mach mau sau khi phﬁu thuit mach méu, ngdn ngira xo vita ddng mach, va

ngdn ngira bénh mach mau do déi thdo dudng.
Bénh tdng nhan ap

Nho ting cudng hiéu lyc cho céc tAc dung cla peptit natri 1oi nidu, hop cht
1 duge mong chd 13 hitu dung dé didu tri bénh ting nhan ap. Xem, vi dy, 4n phim
Diestelhorst et al. (1989) International Ophthalmology 12:99-101. Khi dugc st
dung dé diéu tri bénh ting nhan 4p, hop chit 1 c6 thé dwoc két hop v6i mot hodc

nhidu chit chéng ting nhan 4p bd sung.
Giam dau

Vi vai tro 12 chit @rc ché NEP, hop chit 1 dugc mong cho 1a e ché su thoai
bién ctia c4c enkephalin noi sinh va vi thé hop chit nay ciing c6 thé hitu dung lam
thubc giam dau. Xem, vi du, 4n phim Roques et al. (1980) Nature 288:286-288 va
Thanawala et al. (2008) Current Drug Targets 9:887-894. Khi duoc st dung dé
diéu tri con dau, hop chit 1 c6 thé duoc két hop v6i mot hodc nhiu chét chbng cam
thy dau bd sung nhu chét tic ché aminopeptidaza N hoic dipeptidyl peptidaza III,
chit khang viém khéng steroit, chit trc ché sur tai hap thu monoamin, chét gidn co,
chét dbi khang thy thé NMDA, chit chil van thu thé opioit, chit chi van thu thé

serotonin 5-HTp, va céc chét chéng trim cam dang ba vong.
Céc tinh hitu dung khéc

Do céc tinh chit e ché NEP ciia n6, nén hop chét 1 ciing dugc mong chd 1a
hitu dung lam thube chéng ho, ciing nhu hitu dung trong didu tri bénh cao huyét ap
ctra lién quan dén bénh xo gan (xem 4n phim Sansoe et al. (2005) J. Hepatol.
43:791-798), bénh ung thu (xem 4n phidm Vesely (2005) J. Investigative Med.
53:360-365), bénh trAm cam (xem 4n phdm Noble et al. (2007) Exp. Opin. Ther.
Targets 11:145-159), 16i loan kinh nguyét, sinh non, tién san giat, bénh lac ndi mac

tr cung, roi loan sinh san (vi dy, v0 sinh & nam va nit, hdi ching budng tring da
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nang, thét bai céy ghép), va r6i loan chirc nang tinh duc & nam va nit, bao g(‘Sm rbi
loan cuong & nam va rdi loan hung phén tinh duc & nit. Cu thé hon, hop chét 1 duoc
mong chd 13 hitu dung trong didu tri rdi loan chirc ning tinh duc & nit (xem 4n
phim Pryde et al. (2006) J Med. Chem. 49:4409-4424), ma thudong dugc dinh
nghia 13 sy khé khin hojc su bét luc cia bénh nhan nit trong viéc thiy théa man
xtic cam tinh duc. Bénh nay bao gdm nhiéu loai rdi loan hoat dong tinh duc nit khac
nhau bao gém, chi nhdm minh hoa va khong lam gidi han sang ché, roi loan suy
gidm ham muén tinh duyc, rdi loan hung phén tinh duc, rbi loan cuc khoai va rdi
loan dau khi quan hé tinh duc. Khi dugc st dung dé diéu tri cac rdi loan nhu vay,
dic biét 1a rdi loan churc ning tinh duc & nit, hop chit theo sang ché c6 thé dugc két
hop véi mot hodic nhidu chit thir yéu sau ddy: chit rc ché PDE-V, chit chu van
dopamin, chdt chii véin thu thé estrogen va/hodc chat dbi khang, androgen, va
estrogen. Do tinh chét rc ché NEP ciia n6, nén hop chit 1 cling dugc mong cho 1a
c6 tinh chit chéng viém, va dwoc mong chd 12 ¢6 tinh hitu dung nhu vay, dic biét 1a

khi dugc sir dung két hop vdi statin.

CAac nghién ctru méi day d& xut ring NEP c6 vai trd trong viéc diéu hoa
chirc ning than kinh & bénh dai thdo dudng do thiéu hut insulin va béo phi do ché
do an gy ra. Coppey et al. (2011) Neuropharmacology 60:259-266. Do d6, do tinh
chét trc ché NEP ciia né, nén hop chét 1 ciing dugc mong chd 13 hitu dung trong
viéc dem lai sy bao vé& khéi chiing suy gidm chirc ning than kinh gy ra bdi bénh

dai thdo dudng hozic béo phi do ché d0 an gay ra.

Luong hop chét 1 ding trong mbi liéu lwong hoic tong luong ding mdi ngay
¢6 thé dugce dinh trude hodc ¢ thé duge xac dinh dua theo ting bénh nhan cu thé
bang viéc xem xét nhidu yéu t5, bao gdm ban chét va do nghiém trong cda tinh
trang bénh 1y cia bénh nhdn, tinh trang bénh ly dang dugc didu tri, do tudi, can
ndng, va tinh trang stc khée chung ctia bénh nhan, kha ning dung nap hoat chit &
bénh nhén, duong ding, céc chi té ddnh gid dwoc Iy nhu cac profin hoat tinh, do
hiéu nghiém, dugc dong hoc va doc tinh ctia hop chét va cac chit thir yéu bat ky
dugc dung, va cac yéu t tuong ty. Viée diéu tri cho bénh nhén bi bénh hodc tinh

trang bénh ly y té (nhu bénh cao huyét ap) c6 thé bit ddu véi lidu dinh trude hodc
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lidu lugng dugce xac dinh bdi bac s§ diéu tri, va s& tiép tuc trong mot khoang thoi
gian cAn dé ngan ngira, cai thién, kim ham, hoic 1am thuyén giam cac tridu tring
cia bénh hodc tinh trang bénh ly y t€ nay. Bénh nhin nhan diéu tri nhu véay thuong
s& dugc theo ddi trén co s¢ dinh ky dé x4c dinh hiéu qua tri liéu. Vi dy, trong diéu
tri bénh cao huyét 4p, do huyét 4p c6 thé dugc sir dung dé xac dinh hiéu qua didu
tri. Cac chét chi thi tuong tu dung cho céc bénh va tinh trang bénh ly khac dugc néu
trong ban mo ta nay, ciing dugc biét rd va d& dang mua duoc d6i voi bac sy didu tri.
Viéc bac s§ theo dbi lién tuc s& bao dam rang hop chét 1 s& dwoc ding vé6i lugng tdi
uu trong thoi gian cho trude bét ky, cling nhu tao thudn lgi cho viéc xac dinh
khoang thoi gian didu tri. Dic biét day 13 tri s6 khi cic chét thir yéu cling duogc
dung, do su lva chon, liéu lugng, va khoang thoi gian tri liéu cia chiing ciing c6 thé
can dén su diéu chinh. Theo cach nay, ché do diéu tri va lich trinh dung lidu c6 thé
dugc diéu chinh trong khoang thoi gian diéu tri sao cho hoat chét biéu hién hiéu qua
mong mudn dugc ding v6i lugng thip nhét va, thém nita, viée ding thube chi duge

tiép tuc v6i diéu kién 12 cAn dé diéu tri thanh c6ng bénh hoic tinh trang bénh Iy y té.

Hop chét 1 ciing hitu dung dudi dang hop chét trung gian hivu ich dé didu
ché dang tinh thé ctia hop chét 1, bao gbm, vi du, dang tinh thé 1.

Cong cu nghién ciru

Do hop chit 1 mang hoat tinh tic ché enzym NEP, nén né ciing hitu dung
lam cong cu nghién ciru dé khao sat hoic nghién ciru cdc mau hodic hé sinh hoc c6
enzym NEP, vi dy, dé nghién ctru c4c bénh trong dé enzym NEP hodc cac co chét
peptit ciia né c6 vai trd dbi v6i cac bénh nay. MAu hodc hé sinh hoc thich hop bt
ky c6 enzym NEP c6 thé duoc sit dung trong cac nghién ciru nhu viy ma c6 thé
dugc tién hanh in vitro hodc in vivo. Cac miu hodc hé sinh hoc tiéu biéu thich hop
cho céc nghién clru nay gém, nhung khong bi gidi han &, té bao, dich chiét té bao,
mang sinh chit, mu mo, co quan dugc phén 14p, dong vat c6 vl (nhu chudt nhit,
chudt thuong, chudt lang nha, thd, chd, lgn, nguodi, va v.v.), va cdc dang tuong tu,
trong d6 dong vat c6 vi dugc quan tdm dic bi€t. Theo mdt phuong an cu thé coa

sang ché, hoat tinh cta enzym NEP & dong vat c6 vi dugce tic ché bﬁng cach dung
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mdt lwong e ché NEP ctia hop chét 1.

Khi duogc st dung 1am cdng cu nghién ciru, thi mau hodc hé sinh hoc chia
enzym NEP thudng dugc cho tiép xtic véi mot luong e ché enzym NEP cia hop
chat 1. Sau khi miu hozc hé sinh hoc nay duoc tiép xtic v6i hop chit, thi cac tac
dung trc ché enzym NEP dugc xac dinh bang cach st dung quy trinh va thiét bi
thong thudng, nhu bing cach xac dinh muc d gin két thu thé trong thir nghiém gin
két hodc xac dinh cac thay ddi qua trung gian phdi tir trong thir nghiém chirc nang.
Su tiép xtic bao gdm cho céc t& bao hodic mé tiép xvic voi hop chit, cho dong véat co
v ding hop chét, vi du, bang duong i.p., p.o, i.v., s.c., hodc xong hit, va v.v.. Buéc
xéc dinh nay c6 thé bao gdm budc do dap umg (phén tich dinh lwong) hoic c6 thé
bao gdm budc tién hanh quan sat (phan tich dinh tinh). Viéc do dép tmg bao gbm,
vi dy, x4c dinh tac dung ctia hop chit dén miu hodc hé sinh hoc béng cach str dung
quy trinh va thiét bj thong thudong, nhu cac thi nghiém hoat tinh enzym va do co
chat enzym hoic céc thay ddi qua trung gian san phim trong cac thir nghiém chirc
nang. Céc két qua thir nghiém nay co6 thé dugc st dung dé x4c dinh mutc hoat tinh
cling nhu luong hop chit cin dé dat duogc két qua mong mudn, tic 13, lugng trc ché
enzym NEP. Thong thuong, buéc xac dinh s& bao gdbm budc x4c dinh cac tac dung

trc ché enzym NEP.

Ngoai ra, hop chit 1 c6 thé dugc sir dung 1am cong cu nghién ciru dé danh
gia cac hop chit héa hoc khéc, va do d6 ciing hitu dung trong céc thir nghiém sang
loc dé phat hién, vi du, cac hop chit méi c6 hoat tinh (tc ché NEP. Theo cach nay,
hop chét 1 duge sir dung 1am chuén trong thir nghiém dé cho phép so sanh cac két
qua thu duge bang hop chét thir nghiém va bing hop chit 1 dé nhan biét cac hop
chét thir nghiém c6 hoat tinh cao hon hodc bing nhau, néu cin. Vi du, dit liéu pKj
d6i voi hop chét thir nghiém hozic nhém cac hop chit thir nghiém duge so sanh véi
dir liéu pK;i d6i v6i hop chét 1 dé nhan biét cac hop chit thir nghiém c6 cac dic tinh
mong mudn, vi duy, cac hop chét thi nghiém c¢ tri sb pKi béng hoac cao hon so véi
hop chit theo sang ché. Khia canh niy cua sang ché bao gbm, dudi dang céc
phuong 4n riéng r€, cd viéc tao ra dit liéu so sdnh (st dung cac thir nghiém thich

hop) va ca viéc phén tich dit lidu thir nghiém d€ nhan biét cac hop chit thir nghiém
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dang n6i dén. Do d6, hop chét thir nghiém c6 thé duoc déanh gié trong thir nghiém
sinh hoc, bing phwong phap bao gdm céc budc: (a) tién hanh thi nghiém sinh hoc
v6i hop chét thir nghiém dé c6 duge tri sb thir nghiém thir nhit; (b) tién hanh thir
nghiém sinh hoc véi hop chit 1 dé c6 duge tri s thir nghiém thir hai; trong d6 bude
(a) duge tién hanh trude, sau hodc ddng thoi véi bude (b); va (c) so sanh trj sb thi
nghiém thtt nhit tir budc (a) véi tri s6 thir nghiém thir hai tir buée (b). Cac thir

nghiém sinh hoc léy 1am vi du bao gdm thtr nghiém tc ché enzym NEP.

Theo mot khia canh khéac nita, sang ché dé cap dén phuong phéap nghién ctu
mau hogc hé sinh hoc chtta enzym NEP, phurong phap nay bao gdm céc buéc: (a)
cho mau hojc hé sinh hoc tiép xdc véi hop chit 1; va (b) x4c dinh céc anh hudng

gay ra bdi hop chat doi véi mau hoic hé sinh hoc.
Dugc phdm va ché pham

Hop chét 1 thuong dugc ding cho bénh nhan & dang dugc phdm hoic ché
phdm. Dugc phdm nhu vay c6 thé duoc ding cho bénh nhan bing dudng dung chip
nhan dugc bat ky gdm, nhung khéng bi gidi han &, céc dudng dung qua duong
miéng, qua tryc trang, qua &m dao, qua mili, xong hit, khu tra (bao gém qua da),
qua mit, va ngoai dudng tiéu hoa. Hon nita, hop chét 1 ¢6 thé duoc dung, vi du, qua
dudng miéng, v6i nhidu lidu mbi ngay (vi du, hai, ba, hodc bdn 1dn mdi ngay), véi
mdt lidu mdi ngay hoic mot lidu mbi tuan. Can phai hiéu ring dang bét ky ciia hop
chét 1, (tc 13, bazo tu do, axit tu do, mubi dugc dung, solvat, v.v.) ma thich hop
cho ché @6 dung cu thé c6 thé duoc sir dung trong duoc phdm dugc néu trong ban
mo ta nay.

Do d6, theo mdt phuong 4n, sang ché d& cap dén dugc phdm chia chit mang
dugc dung va hop chét 1. Dugc phdm nay c6 thé chira cac chit tri liéu va/hodc chit
bao ché néu mudn. Khi dé cap dén dwoc phdm, "hop chét 1" cling c6 thé con dugc
goi 12 "hoat ch4t”, dé phan biét né véi cac thanh phan khéc cta ché phdm, nhu chét
mang. Do d6, can hiéu ring thuit ngir "hoat chit" bao gbém hop chit 1 ciing nhu

mudi dugc dung cia nd.

Duoc pham theo sang ché thuong chira mét lwong cho tac dung diéu tri bénh
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ctia hop chéit 1. Tuy nhién, ngudi ¢6 hidu biét trung binh v& linh vuc ky thuét nay s&
nhan ra ring dugc phim ndy c6 thé chtra nhidu hon lugng cho tic dung diéu tri
bénh, nhu trong ché phém lidu 16n, hodc it hon lugng cho tac dung diéu tri bénh,
tirc 13, cac lidu don vi riéng & duoc thiét ké dé ding nhiéu 14n dé dat duoc lugng
cho tac dung diéu tri bénh. Thong thudng, dugc phim s& chia hoat chit véi lugng
nam trong khoang tir 0,01 dén 95% trong lwong, bao gdm, khoang tir 0,01 dén 30%
trong lugng, nhu khoang tir 0,01 dén 10% trong luong, véi lugng thuc té phu thudc
vao chinh ché phdm d6, dudng ding, tAn suét st dung theo lidu luong, va v.v.. Theo
mdt phuong 4n, dugc phdm thich hop cho dang lidu lugng dung qua dudng miéng,
vi dy, ¢6 thé chira hoat chét véi lwong nim trong khoang tir 5 dén 70% trong luong,

hodc khoang tir 10 dén 60% trong luong.

Chét mang hodc t4 dugc thong thuong bat ky c6 thé duge s dung trong
duogc phém theo sang ché. Viéc lua chon chét mang hoic t4 dugc cu thé, hoiic hdn
hop clia cac chit mang hodc t4 duoc nay, s& phyu thudc vao ché d6 dung duoc st
dung d& diu tri cho bénh nhan cu thé hoic kiéu tinh trang bénh 1y y té hodc tinh
trang bénh cu thé. Lién quan dén vin dé nay, viéc bao ché dugc phim thich hop cho
ché d6 ding cu thé ciing s& ndm trong pham vi kién thirc cia ngudi c6 hidu bibt
trung binh vé linh vuc duge phdm. Ngoai ra, chit mang hodc t4 dugc dugc sit dung
trong dugc phém nhu vay c6 thé mua duge trén thi trrong. Nhdm minh hoa thém,
céc ky thuat bao ché thong thudng nhu dugc md ta trong &n phdm Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, 20" Edition, Lippincott Williams & White,
Baltimore, Maryland (2000); va H. C. Ansel et al., Pharmaceutical Dosage Forms
and Drug Delivery Systems, 7™ Edition, Lippincott Williams & White, Baltimore,
Maryland (1999).

Céac vi du tiéu biéu v& céc vat liéu c6 thé déng vai tro 13 chét mang dugc
dung gbém, nhung khong bi gi6i han &, cac vat liéu sau day: dudng, nhu lactoza,
glucoza va sucroza; tinh bot, nhu tinh b6t ngd va tinh bot khoai tiy; xenluloza, nhu
xenluloza vi tinh thé, va cac din xuit cua nd, nhu natri carboxymetyl xenluloza,
etyl xenluloza va xenluloza axetat; mudi cia axit béo, nhur magie stearat; tragacan

dang bot; mach nha; gelatin; bot talc; t4 dugce, nhu bo cacao va sap thude dan; dau,
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nhu diu lac, diu hat bong, dau rum, diu vung, dau 6liu, diu ngod va dau dau nanh;
glycol, nhu propylen glycol; ruou polyhydric, nhu glyxerin, sorbitol, manitol va
polyetylen glycol; este, nhu etyl oleat va etyl laurat; thach; chét dém, nhu magie
hydroxit va nhom hydroxit; axit alginic; nuge khong chira pyrogen; dung dich mubi
ding truong; dung dich Ringer; ruou etylic; dung dich dém phosphat; khi ddy dugc
nén, nhu cloflocacbon va hydroflocacbon; va céc chét twong thich khéng doc khac

duoc dung trong dwoc phim.

Theo mot phwrong 4n ciia sang ché, chit mang duoc dung 1a magie stearat. Vi
du, dugc phim c6 thé chira hop chit 1 hodic dang tinh thé 1’ va magie stearat & ty 1€
nam trong khoang tir 3:1 dén 10:1 ctia hop chét 1 hodc dang tinh thé 1’ so véi magie
stearat. Céc ty 18 khac ctia hop chit 1 hodc dang tinh thé 1’ so véi magie stearat

gém, nhung khong bi giéi han ¢, 1:1, 5:1, 15:1, 20:1, 25:1, 30:1 va 50:1.

Duogc phém thuong dugc bao ché bang cach tron hodic phéi tron déu va ky
hoat chat v6i chit mang dugc dung va mot hodc nhidu thanh phén tiy ¥. Sau d6 hdn
hop dugc phéi tron déng nhét thu dugc co thé duoc tao hinh hojc dugc nhdi vao
vién nén, vién nang, vién tron, hop nho, vo dung, dung cu phan tan va dang tuong

tw bing cach sir dung quy trinh va thiét bi thong thudng.

Theo mot phuong 4n, dugc phdm c6 thé thich hop dé ding qua duong
miéng. Dugc phdm thich hop dé dung qua dudng miéng c6 thé & dang vién nang,
vién nén, vién tron, vién ngdm, vién nhén, vién bao duong, bot, hat; dung dich hoic
hén dich trong dich 1éng chira nuéc hoic dich 16ng khong chira nuée; nhil tuong
long dau trong nuéc hodic nudc trong diu; cdn ngot hodc si-rd; va cac dang tuong

tur; mdi loai chira mot lugng dinh trudce cla hoat chét.

Khi dugc dy dinh dung qua dudng miéng & dang liéu lugng rén (vién nang,
vién nén, vién tron va dang tuong tur), thi dugc phdm thudng s& chira hoat chét va
mot hodc nhidu chit mang dwoc dung, nhw natri xitrat, dicanxi phosphat, hodc
magie stearat. Céc dang liéu luong rén ciing c6 thé bao gbm chét bd sung hodc chit
d6n, nhu tinh bot, xenluloza vi tinh thé, lactoza, sucroza, glucoza, manitol, va/hoéc

axit silixic; chit két dinh, nhu carboxymetylxenluloza, alginat, gelatin, polyvinyl
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pyrolidon, sucroza va/hodc keo acacia; chit gitt 4m, nhu glyxerol; chit phan r3, nhu
thach-thach, canxi cacbonat, tinh bt khoai tdy hodc bot sén, axit alginic, mot s6
silicat, va/hodc natri cacbonat; chit 1am chim hoa tan, nhu parafin; chét thtic déy
hép thu, nhu hop chit amoni bac bbn; chit thAm wét, nhu rugu xetylic va’hodc
glyxerol monostearat; chét h?ip thu, nhu cao lanh va/hoac dét sét bentonit; chit boi
tron, nhu bot talc, canxi stearat, magie stearat, polyetylen glycol ran, natri lauryl
sulfat, va/hodc hdn hop cua chiing; chét tao mau; va chit dém. P4i véi muc dich
cua sang ché, thuit ngit “chét mang dugce dung” bao gém tAt ca cac thuat ngit nhu
chit mang, chit bd sung hoic chat don, chit két dinh, chét gilt 4m, chét lam chim
hoa tan, chét thAm wét, chét hép thy, chét boi tron, chit tao mau va chét dém duogc
mo ta & trén.

Chét giai phong, chit thAm u6t, chit bao, chit lam ngot, chét tao huong vi va
mui thom, chit bao quan va chét chdng oxy hoa ciing c6 thé ¢ trong dugc phim.
Chét bao 14y 1am vi du dbi v6i vién nén, vién nang, vién tron va cac dang tuwong tu,
bao gdm céc chit dugc st dung cho 16p bao tan trong rudt, nhu xenluloza axetat
phtalat, polyvinyl axetat phtalat, hydroxypropyl metylxenluloza phtalat, copolyme
cia este cia axit metacrylic-axit metacrylic, xenluloza axetat trimelitat,
carboxymetyl etyl xenluloza, hydroxypropyl metyl xenluloza axetat sucxinat, va
cac chit twong tu. Cac vi du v& chit chdng oxy héa durge dung bao gdm: chét chéng
oxy hoa tan dugc trong nudce, nhu axit ascorbic, xystein hydroclorua, natri bisulfat,
natri metabisulfat natri sulfit va cdc chit twong tur; chit chéng oxy hoéa tan dugc
trong diu, nhu ascorbyl palmitat, hydroxyanisol butylat, hydroxytoluen butylat,
lexithin, propyl galat, alpha-tocopherol, va céc chit twong tw; va chit chelat hoa
kim loai, nhu axit xitric, axit etylendiamin tetraaxetic, sorbitol, axit tartric, axit

phosphoric, va céc chét tuwong tu.

Dugc phém cling c6 thé duge bao ché dé dem lai sy giai phéng chdm hoic
c6 kiém soat cuia hoat chét bang cich st dung, vi du, hydroxypropyl metyl
xenluloza theo céc ty 18 bién dbi hodc cic chit nén polyme khéc, liposom va/hoic
vi cAu. Ngoai ra, duoc phim theo sang ché c6 thé chra céc chét can quang va c6 thé

duoc bao ché sao cho chung chi giai phong hoat chét, hoic wu tién gidi phong hoat
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chét, trong mdt phan nhit dinh ciia bng da day - rudt, ty ¥, theo cach tri hoéin. Cac
vi du v& dugc phidm nhiing c6 thé dugc st dung bao gbm chét polyme va sap. Hoat
chit ciing c6 thé & dang bao vi nang, tlly ¥ v6i mot hodc nhiéu ta dugce dugc mé ta &

trén.

Mot phuong an theo séng ché bao gdm dang liéu luong qua dudng miéng
chira hop chét 1 hodc dang tinh thé 1’ trong vién nang, vién nén, chit 16ng hodc hdn
dich. Theo mot phuong én khéc, séng ché dé cap dén dang lidu lwong qua dudng
miéng trong d6 viéc gidi phong hop chét 1 hoic dang tinh thé 1’ & d6i tuong 13 su
giai phong trung gian, dwgc kiém so4t hogc tri hodn. Néu vién nang duoc sit dung &
dang liéu luong qua duong miéng, mdt phuwong dn khac bao gdm vién nang dugc
chtra gelatin, polysacarit hodc polyme tbng hop. Theo mdt phwong &n cu thé, vién

nang bao gdm hydroxypropyl metylxenluloza.

Vat liéu thich hgp dung cho vién nang theo sang ché dugc chon tir gelatin,
cic din xuét xenluloza, tinh bét, cac din xuit tinh bot, chitosan va nhua téng
hop. Néu gelatin duoc sit dung duéi dang vat liéu dung cho nang, né c6 thé dugc st
dung két hop v6i cac chdt phu gia khac dwgc chon tr polyetylenglycol (PEG),
glyxerol, sorbitol, polypropylenglycol, copolyme khéi PEO-PPO va céc ruou
polyhydric khac va polyete. Khi dan xuét ctia xenluloza duoc sir dung 1am vat liéu
dung cho vién nang, thi hydroxypropylmetylxenluloza, hydroxypropylxenluloza,
metylxenluloza, hydroxymetylxenluloza va hydroxyetylxenluloza 1a cic polyme
dugc uu tién. Néu nhua téng hgp dugc st dung lam vét liéu dung cho vién nang, thi
polyetylen, polycacbonat, polyeste, polypropylen va polyetylen terephtalat la cac
vat liéu duoc uu tién. Pugc uwu tién dic biét theo sang ché 1a polyetylen,

polycacbonat hoéc polyetylen terephtalat.

Dang liéu lwong léng thich hgp d& st dung qua dudng miéng gbm, bing
cach minh hoa, nhii trong, vi nhii tvong, dung dich, hdn dich, sird va con ngot duogc
dung. Céc dang lidu lugng 16ng thudng chira hoat chét va chit pha loang tro, nhu,
vi du, nudc hodc cac dung mdi khac, chét hoa tan va chét nhii hoa, nhu ruou etylic,

rugu isopropylic, etyl cacbonat, etyl axetat, ruou benzylic, benzyl benzoat, propylen
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glycol, 1,3-butylen glycol, dau (vi du, diu hat béng, diu ciy than cu, diu ngd, diu
mam, ddu 6liu, dau thdu dau va diu vimg), glyxerol, rugu tetrahydrofurylic,
polyetylen glycol va este axit béo ctia sorbitan, va hdn hgp ctia chung. Hon dich ¢6
thé chira cac chét tao hdn dich nhw, vi dy, rugu isostearylic dugc etoxy hoa,
polyoxyetylen sorbitol va este sorbitan, xenluloza vi tinh thé, nhém metahydroxit,

bentonit, thach-thach va tragacan, va hdn hop ctia chiing.

Khi duoc dy dinh d& ding qua dudong miéng, cac dugc phim theo sang ché
c6 thé dugc dong goi & dang lidu don vi. Thuat ngir "dang lidu don vi" chi don vi
rdi rac v& mit vat 1y thich hop dé dinh liéu cho bénh nhén, tic 13, mdi don vi chira
mot lugng dinh trudce cua hoat chét duoc tinh toan dé dem lai tac dung diéu tri bénh
mong mubn mét minh hodc & dang td hop véi mot hodc nhiéu don vi bd sung. Vi

du, céc dang li€u don vi c6 thé 1a vién nang, vién nén, vién tron, va dang tuong tu.

Theo mét phuong 4n khéc, dugc phim theo sang ché thich hop ding dé xéng
hit, va thuong s€ & dang sol khi hodc bdt. Cac dugc phém nhu viy n6i chung dugc
ding bing cach sir dung céc thiét bi phan phdi vao co thé da biét, nhu éng phun
suong, bot kho, hodc binh x6ng hit dinh lidu. Dung cu phun suong tao ra dong
khong khi van tdc cao ma khién cho dugc phdm phun & dang suong mu dugc dua
vao dudng hé hdp cta bénh nhin. Ché phdm dang phun suong ldy lam vi du bao
g?)m hoat chét dugc hoa tan trong chét mang dé tao ra dung dich, hoac dugc micron
héa va dugc két hop véi chét mang dé tao ra hdn dich chira cac hat dugc micron
héa c6 kich thuée hit thd duge. Binh x6ng hit bot khoé phén phéi hoat chét dudi
dang bot chdy tu do dugc phén tan trong dudng thd cia bénh nhén trong khi xong
hit. Ché phdm bt kh 14y 1am vi du chira hoat chit dugc phdi trén khé véi ta duge
nhu lactoza, tinh bdt, manitol, dextroza, axit polylactic, polylactit-co-glycolit, va
hdn hop cua chiing. Binh x6ng hit dinh lidu x4 mot lugng hoat chét dinh trudc b?mg
cach st dung khi ddy dwoc nén. Ché phdm dinh liéuldy 1am vi du bao gdm dung
dich hodc hdn dich chira hoat chét trong chit ddy dang léng, nhu cloflocacbon hoic
hydrofloalkan. Céc thanh phin tily v ciia cic ché phdm nay bao gdm ddng dung
moi, nhu etanol hodc pentan, va chét hoat dong bé mit, nhu sorbitan trioleat, axit

oleic, lexithin, glyxerin, va natri lauryl sulfat. Ché phidm nhu vay thudong duoc diéu
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ché béng cach bd sung hydrofloalkan dd dugc lam lanh hodc dugc ép vao vat chira
thich hgp chira hoat chét, etanol (néu co) va chét hoat dong bé mat (néu co). pé pha
ché hén dich, hoat chit dugc micron hoa va sau d6 duoc két hop véi chét déy. Theo
cach khac, ché phim dang hdn dich c6 thé dugc didu ché bing cach sy phun 16p
phu chira chét hoat dong bé mit trén hoat chit dang hat dugc micron hoéa. Sau do6

ché pham nay dugc nap vao hop sol khi ma tao thanh mét phan cta binh x0ng hit.

Hop chét 1 va ché phim chta ching ciing c6 thé dugc dung ngoai duodng
tiéu hoéa, vi du, béng cach tiém dudi da, trong tinh mach, trong co, hodc trong mang
bung. Péi véi duong dung nhu vy, hoat chit dugc cung cip trong dung dich vo
trung, hon dich, hodc chét nhii héa. Dung méi léy lam vi du dé diéu ché ché phém
nhu vay bao gém nudce, nude mubi, chat dién phén, ruou c6 phan t luong thép nhu
propylen glycol va polyetylen glycol, diu, axit amin, gelatin, dudng, este cta axit
béo nhu etyl oleat, va cac chét twong tw. Ché phdm ding ngoai duong ti€u hoa ciing
c6 thé chira mdt hodc nhiéu chét chéng oxy hoa, chit hoa tan, chat dn dinh, chét bao
quan, chét 1am w6t, chét nhii hoa, va chét phén téan. Chét hoat dong bé mit, cac chét
6n dinh hodc chit didu chinh d6 pH bd sung (axit, bazo hodc dung dich dém) va
chét chbng oxy héa 13 dic biét hitu ich d& dem lai do 6n dinh cho ché phém, vi du,
dé giam thiéu tdi da hodc tranh dugc sy thiy phan cac lién két este va amit c6 thé
c6 trong hop chét. Cac ché phdm nay c6 thé duge vo tring bing cach sir dung moi

truong ti€ém vo trung, chét ti€t tring, bd loc, blrc xa, hodc nhiét.

Cac chit mang chira nudc sinh 1y dung tiéu bidu gbm, vi dy, nuée vo trung
ding dé tiém, USP; dung dich tiém Dextroza, USP (vi du, dextroza 2,5, 5,0, 10,
20%, bao gdm dung dich tiém Dextroza 5% (D5/W)); dung dich tiém Dextroza va
Natri clorua, USP (vi du, lugng dextroza thay dbi tir 2,5 dén 10% va lugng natri
clorua thay dbi tir 0,12 (19 mEq natri) dén 0,9% (154 mEq natri)); dung dich tiém
Manitol, USP, (vi dy, manitol 5, 10, 15, 20 va 25%); dung dich tiém Ringer
(Ringer’s Injection), USP (vi du, 147 mEq natri, 4 mEq kali, 4,5 mEq canxi va 156
mkEq clorua trén moi lit); dung dich Ringer dugc lactat héa, USP (vi dy, 2,7 mEq
canxi, 4 mEq kali, 130 mEq natri, va 28 mEq lactat trén mbi lit); dung dich tiém

natri clorua, USP (vi dy, natri clorua 0,9%) va céc dung dich tuong tu.
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Khi dugc diing cho bénh nhan, hop chét 1 thudng s& dugc pha lodng trong
chit mang chtra nuée v6i lugng nam trong khoang tir 0,5 mL dén 10 mL trén mbi

mg hop chat 1, nhu ndm trong khoang tir 0,6 dén 8 mL trén mdi mg.

Theo mot phurong 4n cu thé, ché phdm ding ngoai dwong tiéu hoa chia dung
dich xyclodextrin chira nuéc duéi dang chit mang duoc dung. Xyclodextrin thich
hop gdm cac phén tir vong chira sau hoic nhidu hon séu don vi a-D-glucopyranoza
duge lién két & cac vi tri 1,4 nho lién két nhu trong amylaza, B-xyclodextrin hodc
xycloheptaamyloza. Xyclodextrin 14y 1am vi du gdm c4c dan xuét xyclodextrin nhu
hydroxypropyl va sulfobutyl ete xyclodextrin nhu hydroxypropyl--xyclodextrin va
sulfobutyl ete B-xyclodextrin. Dung dich dém 14y lam vi du d6i véi ché phim nay
gbdbm dung dich dém gbc axit carboxylic nhu cac dung dich dém xitrat, lactat va
maleat. Theo mot phuong 4n cia séang ché, dang liéu lugng trong tinh mach chira

hop chét 1 hodc dang tinh thé 1’ trong dung dich dém.

Theo mdt phuwong an, hgp chit 1 hodc duge phém chira chiing 1a bot dugc
lam kho lanh. Thong thudng, bot dugc lam kho lanh nay vo tring va duge dong goi

trong 1o nho hoac éng thubc tiém dugc han kin hodc vat chira tuong tu.

Hop chit 1 ciing c6 thé duoc sir dung qua da bing cach sir dung céc hé phan
phéi qua da va ta dugc. Vi du, hop chét 1 c6 thé duoc phéi tron véi chét tdng cuong
thAm, nhu propylen glycol, polyetylen glycol monolaurat, azaxycloalkan-2-on va
cac chit twong ty, va dugc két hop vao miéng dip hoic hé thdng phan phbi tuong
ty. T4 dugc bd sung bao gém cc chét tao gel, chét nhii hoa va dung dich dém, c6

thé duge sir dung trong ché phim ding qua da nay néu muén.
Chét tht yéu

Hop chét 1 ¢6 thé hitu dung duéi dang thubc diéu tri bénh duy nhit hodc c6
thé duge két hop véi mot hodc nhiéu chét trj liéu bd sung dé dat duoc tac dung diéu
tri bénh mong muén. Do d6, theo mot phuong an, dugc phém theo sang ché chira
cac thube khac ma dugc sir dung ddng thoi véi hop chét 1. Vi du, duge phim nay
con c6 thé chira mét hodc nhiéu thude (con duge goi 13 "(cac) chét thi yéu"). Cac

chét trj liéu nay da duogc biét rd trong linh vuc k§ thuit ndy, va bao gbm chét dbi
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khéng thu thé adenosin, chit dbi khang thy thé tac dong kiéu adrenalin o, chat dbi
khéng thu thé tic dong kiéu adrenalin B1, chit chi van thu thé tac dong kiéu
adrenalin By, cht d6i khang thy thé tic dong kiéu adrenalin B /chat dbi khang thu
thé a; tac dong kép, chét pha v& san phim cubi coa qua trinh glycat ning cao, chit
d6i khang aldosteron, chét trc ché aldosteron synthaza, chit trc ché aminopeptidaza
N, androgen, chit tc ché enzym chuyén hoa angiotensin va enzym chuyén héa
angiotensin /chat Grc ché neprilysin tac déng kép, chit hoat héa va chét kich thich
enzym chuyén héa angiotensin 2, vacxin angiotensin-II, chit chéng dbng, chit
chdng bénh d4i dudng, chit chdng tiéu chay, chét chéng ting nhan ap, chit khang
lipit, chat chdng cam thu dau, chit chdng huyét khéi, chét dbi khang thy thé AT; va
chat d6i khang thu thé AT /chit e ché neprilysin tac dong kép va chit phong bé
thu thé angiotensin da chirc, cht ddi khang thy thé bradykinin, chit phong bé kénh
canxi, chat rc ché chymaza, digoxin, thubc 1oi tiéu, chét chi vén dopamin, chét &rc
ché enzym chuyén héa endothelin, chit ddi khang thu thé endothelin, chit tc ché
HMG-CoA reductaza, estrogen, chit chu van va/hodc chat dbi khéng thuy thé
estrogen, chit trc ché su tai hip thu monoamin, chét gidn co, peptit natri lgi niéu va
cc chat teong tu cua ching, chit dbi khang thu thé thanh thai peptit natri 1gi niéu,
chit trc ché neprilysin, chit cho nito oxit, chit khang viém khong steroit, chit dbi
khang thu thé N-metyl d-aspartat, chit chii van thu thé opioit, chit wc ché
phosphodiesteraza, chét twong tu prostaglandin, chit chu van thy thé prostaglandin,
chat \rc ché renin, chét (rc ché sy tai hap thu serotonin chon loc, cht phong bé kénh
natri, chat kich thich va chit hoat hoa guanylat xyclaza d& tan, chit chéng trdm cam
dang ba vong, chét dbi khang thu thé vasopresin, va hdn hop cta ching. Cac vi du
cu thé vé& cac chit ndy dwoc mo ta chi tiét trong ban mo ta ndy.

Mot phuong 4n cu thé bao gdm duge phdm chira hop chét 1 hodc dang tinh
thé ctia né va chit ddi khang thu thd AT, chit Gc ché enzym chuyén héa
angiotensin, chét wrc ché phosphodiesteraza (PDE), chét trc ché renin, thubc lgi tiéu,
hodc hdn hop ctia chiing, va tity y mdt hoic nhidu chit mang duogc dung.

Do d6, theo mot khia canh khac nita ctia sng ché, dugc pham chira hop chét

1, hoat chét thir hai, va chét mang dugc dung. Hoat chét thir ba, thir tu, v.v. cling c6
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thé ¢6 trong dugc phdm. Trong lidu phap két hop, lwong hop chét 1 duoc sir dung,
ciing nhu lugng chét thir yéu, c6 thé it hon lugng thuong dugc st dung trong lidu

phap mét loai thude.

Hop chit 1 c6 thé duoc tron bang phuwong phap vat 1y véi hoat chit thir hai
dé tao ra ché phém chira ca hai chit; hosic mdi chét c6 thé c6 mit trong céc ché
phdm riéng r& va tach biét dwoc ding cho bénh nhan déng thoi hoic & céc thoi diém
riéng r&. Vi dy, hop chét 1 c6 thé duge két hop véi hoat chét thi hai béng cach su
dung quy trinh va thiét bi théng thuong dé tao ra hdn hop ctia hoat chét chira hop
chét 1 va hoat chit thtr hai. Ngoai ra, hoat chét nay cé thé dugc két hop véi chit
mang dugc dung dé tao ra dugc phém chira hop chét 1, hoat chit thir hai va chét
mang dugc dung. Theo phuong 4n nay, cac thanh phin ctia ché pham thuong dwoc
tron hodc phéi tron dé tao ra hdn hop vat Iy. H8n hop vat Iy ndy sau d6 dugc ding
v6i luong cho tac dung diéu tri bénh bang cach st dung dudng ding bat ky trong s6

cac duong dung dugc néu trong ban mo ta nay.

Theo cach khac, cac hoat chét c6 thé vin & trang thai riéng r& va tach biét
truge khi ding cho bénh nhén. Theo phuong 4n nay, cic chit nay khéng dugc tron
bing phuong phap vat Iy cling nhau truéc khi ding nhung dugc ding dong thoi
hoic tai cac thoi diém riéng r& duéi dang duge phim riéng r&. Cac duoc phim nay
c6 thé dugc doéng goi tach riéng hodc c6 thé duge dong géi cling nhau trong mot bd
kit. Khi dwoc dung & cac thoi diém riéng r&, chit thit yéu thudng s& duge sir dung
dudi 24 gior sau khi ding hop chét 1, trong khoang thoi gian bét ky tir ddng thdi véi
viéc dung hop chét theo sang ché dén khoang 24 gi¢ sau khi diing lidu. Viéc ding
ndy con duoc goi 1a st dung tudn tw. Do d6, hop chat 1 c¢6 thé duoc ding qua
dudng miéng ddng thoi hodc tudn tw v6i mét hoat chit khac bang cach sir dung hai
vién nén, véi mot vién nén cho timg hoat chét, trong d6 viéc ding tudn tu c6 thé co
nghia 1a dugc dung ngay sau khi dung hop chit 1 hodc & mdt thdi diém dinh trude
nao do6 sau do6 (vi dy, mot gid sau d6 hodc ba gid sau d6). Cing du tinh rang chit
thir yéu c6 thé dugc ding trén 24 gio sau khi sit dung hop chét 1. Theo cach khac,
hén hop nay c6 thé dugc ding bing cic dudng ding khac nhau, tirc 13, mot 13 theo

duong miéng va mot 14 bang cach xong hit.
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Theo mdt phuong 4n, bd kit chira dang lidu thtr nhit chira hop chéat 1 va it
nhit mot dang lidu bd sung chira mét hodc nhiéu chét thir yéu trong sb cac chit thi
yéu dugc néu trong ban md ta ndy, voi luong du dé tién hanh cac phuong phép theo
sang ché. Dang lidu thir nhét va dang liéu thtr hai (hoic thir ba, v.v.) cung chira mot
lugng cho tac dung didu tri bénh cia hoat chit dé diéu tri hoic ngdn ngira bénh

hodc tinh trang bénh ly y t& & bénh nhan.

(Céc) chét thir yéu, khi duoc bao gdm, c6 mit voi lugng cho tac dung didu
tri bénh sao cho chiing thudong duge dung véi lugng tao ra tac dung cé 1gi cho viée
diéu tri bénh khi dugc ding ddng thdi véi hop chét 1 theo sang ché. Chét tht yéu
nay c6 thé & dang mubi dugc dung, solvat, chit déng phan 1ap thé tinh khiét v& mit
quang hoc, va v.v.. Chéit thir yéu nay ciing c6 thé c6 dang tién duoc chét, vi du, hop
chét c6 nhom axit carboxylic dd dugc este hoa. Do d6, cac chét thu yéu dugc liét ké
& day duoc dy dinh 12 bao gdm tit ca cac dang nhu vay, va c6 ban trén thi truong
hoic c6 thé dugc didu ché bang cach st dung cac quy trinh va chit phén Gng thong

thuong.

Theo mot phuong 4n, hop chit 1 dugc sit dung két hop v6i chét dbi khéng
thu thé adenosin, cac vi du vé& ching bao gdm naxifylin, rolofylin, SLV-320,

theophylin, va tonapofylin.

Theo mdt phuong 4n, hop chit 1 dugc sit dung két hop v6i chét dbi khéng
thy thé tac dong kiéu adrenalin o, cdc vi du vé ching bao gém doxazosin, prazosin,

tamsulosin, va terazosin.

Hop chit 1 ciing c6 thé duge st dung két hop véi chat dbi khang thu thé tac
dong kiéu adrenalin Bi ("chit phong bé PBi"), cac vi du vé ching bao gbm
axebutolol, alprenolol, amosulalol, arotinolol, atenolol, befunolol, betaxolol,
bevantolol, bisoprolol, bopindolol, bucindolol, bucumolol, bufetolol, bufuralol,
bunitrolol, bupranolol, bubridin, butofilolol, carazolol, carteolol, carvedilol,
celiprolol, cetamolol, cloranolol, dilevalol, epanolol, esmolol, indenolol, labetolol,
levobunolol, mepindolol, metipranolol, metoprolol nhu metoprolol sucxinat va

metoprolol tartrat, moprolol, nadolol, nadoxolol, nebivalol, nipradilol, oxprenolol,
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penbutolol, perbutolol, pindolol, practolol, pronethalol, propranolol, sotalol,
sufinalol, talindol, tertatolol, tilisolol, timolol, toliprolol, xibenolol, va hdn hop cua
chiing. Theo mdt phuong 4n cu thé, chit ddi khang P1 dwgc chon tir atenolol,
bisoprolol, metoprolol, propranolol, sotalol, va hdn hgp ctia ching. Théng thuong,
chit phong bé B1 s& duoc ding véi luong du dé cung cip khoang tir 2 dén 900 mg

moi liéu lugng.

Theo mdt phuong 4n, hop chit 1 dwoc sir dung két hop véi chit chi van thy
thé tac dong kiu adrenalin B, cac vi du vé ching bao gdm albuterol, bitolterol,
fenoterol, formoterol, indacaterol, isoetharin, levalbuterol, metaproterenol,
pirbuterol, salbutamol, salmefamol, salmeterol, terbutalin, vilanterol, va cdc chét
twong tu. Thong thudng, chit chi van thu thé tac dong kiéu adrenalin B2 nay s&
duoc dung véi lugng da dé cung cdp khoang tir 0,05 dén 500 pg trén mdi lidu

luong.

Theo mot phuong 4n, hop chit 1 dugc sit dung két hop vé6i chét pha v& san
phdm cubi ctia qué trinh glycat héa nang cao (AGE), cdc vi du v& chiing bao gdém
alagebrium (hoac ALT-711) va TRC4149.

Theo mdt phuong 4n khac, hop chit 1 duoc sir dung két hop véi chét déi
khang aldosteron, cac vi du vé chiing bao gdm eplerenon, spironolacton, va hdn hop
ctia chiing. Thong thudng, chit d6i khang aldosteron s& dwoc sit dung véi lugng du

dé cung cdp khoang tir 5 dén 300 mg mdi ngay.

Theo mot phuong 4n, hop chit 1 duge sir dung két hop véi chét tc ché
aminopeptidaza N hodc dipeptidyl peptidaza III, cic vi du vé& ching bao gdm

bestatin va PC18 (2-amino-4-metylsulfonyl butan thiol, methionin thiol).

Hop chit 1 cling co thé dugc st dung két hogp véi chét tc ché enzym chuyén
hoéa angiotensin (ACE), c4c vi du vé chiing bao gdm acxupril, alaxepril, benazepril,
benazeprilat, captopril, ceranapril, cilazapril, delapril, enalapril, enalaprilat,
fosinopril, fosinoprilat, imidapril, lisinopril, moexipril, monopril, moveltipril,
pentopril, perindopril, quinapril, quinaprilat, ramipril, ramiprilat, saralasin axetat,

spirapril, temocapril, trandolapril, zofenopril, va hdn hop cta ching. Theo mot
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phuong 4n cu thé, chét tc ché ACE dugc chon tir: benazepril, captopril, enalapril,
lisinopril, ramipril, va hdn hop ctia ching. Thong thuong, chét e ché ACE s& dugc

str dung v6i lugng du dé cung cdp khoang tir 1 dén 150 mg mbi ngay.

Theo mét phuong 4n khéc, hop chét 1 dwoc st dung két hop vé6i chit te ché
enzym chuyén hoéa angiotensin /neprilysin (ACE/NEP) tac dong kép, cac vi du v&
ching bao gdm: AVE-0848 (axit (4S,78S,12bR)-7-[3-metyl-2(S)-
sulfanylbutyramido]-6-oxo0-1,2,3,4,6,7,8,12b-octahydropyrido[2,1-a][2]-
benzazepin-4-carboxylic); AVE-7688 (ilepatril) va hop chéit gbc cia né; axit BMS-
182657  (2-[2-0x0-3(S)-[3-phenyl-2(S)-sulfanylpropionamido]-2,3,4,5-tetrahydro-
1H-1-benzazepin-1-yl]axetic); CGS-35601 (N-[1-[4-metyl-2(S)-
sulfanylpentanamido]xyclopentyl-cacbonyl]-L-tryptophan); fasidotril; fasidotrilat;
enalaprilat; ER-32935 (axit (3R,6S,9aR)-6-[3(S)-metyl-2(S)-sulfanylpentanamido]-
5-oxoperhydrothiazolo[3,2-a]azepin-3-carboxylic); gempatrilat; MDL-101264 (axit
(4S,7S,12bR)-7-]2(S)-(2-morpholinoacetylthio)-3-phenylpropionamido]-6-oxo-
1,2,3,4,6,7,8,12b-octahydropyrido[2,1-a][2]benzazepin-4-carboxylic); MDL-
101287 (axit [4S-[4a,7a(R*),12bf3]]-7-|2-(carboxymetyl)-3-phenylpropionamido]-
6-0x0-1,2,3,4,6,7,8,12b-octahydropyrido[2,1-a][2]benzazepin-4-carboxylic);
omapatrilat;  RB-105 (N-[2(S)-(mercaptometyl)-3 (R)-phenylbutyl]-L-alanin);
sampatrilat; SA-898 ((2R,4R)-N-[2-(2-hydroxyphenyl)-3-(3-
mercaptopropionyl)thiazolidin-4-ylcacbonyl]-L-phenylalanin); Sch-50690 (N-[1(S)-
carboxy-2-[N2-(metansulfonyl)-L-lysylamino]etyl]-L-valyl-L-tyrosin); va hdn hop
cia chung, cling cé thé duoc bao gém. Theo mot phuong &n cu thé, chat wc ché
ACE/NEP dugc chon tir: AVE-7688, enalaprilat, fasidotril, fasidotrilat, omapatrilat,

sampatrilat, va hén hgp ciia chiing.

Theo mdt phuong 4n, hop chit 1 duoc sir dung két hop v6i chit hoat héa
hoc chit kich thich enzym chuyén héa angiotensin 2 (ACE2).

Theo mdt phuong 4n, hop chit 1 dugc sir dung két hop véi vacxin

angiotensin-II, cac vi du vé chiing bao gbm ATR12181 va CYT006-AngQb.

Theo mét phuong an, hop chat 1 dugc st dung két hop véi cht chéng dong,
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cac vi du vé chiing bao gom: coumarin nhu warfarin; heparin; va chat rc ché

thrombin truc tiép nhu argatroban, bivalirudin, dabigatran, va lepirudin.

Theo mdt phwong 4n khac nita, hop chét 1 dugc sir dung két hop vdi chét
chéng bénh dai dudng, cic vi du vé ching bao gbm thudc tiém ciing nhu thube hiru
hiéu qua dudng miéng, va hdn hop ciia chung. Cac vi du vé thube tiém bao gbm
insulin va céc dan xuét cia insulin. Cac vi du vé& thudc hiru hiéu qua dudng miéng
bao gdm: biguanit nhw metformin; chit dbi khang glucagon; cac chit tc ché o-
glucosidaza nhu acarboza va miglitol; cac chat tic ché dipeptidyl peptidaza IV (chét
trc ché DPP-IV) nhu alogliptin, denagliptin, linagliptin, saxagliptin, sitagliptin, va
vildagliptin; meglitinit nhu repaglinit; oxadiazolidindion; sulfonylure nhu
clorpropamit, glimepirit, glipizit, glyburit, va tolazamit; thiazolidindion nhu

pioglitazon va rosiglitazon; va hdn hgp ciia chiing.

Theo mét phuong 4n khac, hop chit 1 dugc st dung két hop véi cdc chét
diéu tri chéng tiéu chay. Cac lua chon diéu tri tiéu biéu bao gém dung dich tai
hydrat hoa ding qua dudng miéng (ORS), loperamit, diphenoxylat, va bitmut

subsalixylat.

Theo mét phuong 4n khac nita, hop chét 1 dwgc sir dung két hop vé6i chit
chbng ting nhan 4p, cac vi du vé ching bao gbém: chit chi van tic dong kiu
adrenalin o nhu brimonidin; chit dbi khang thu thé tac dong kiéu adrenalin B1; chit
phong bé B1 cuc bd nhu betaxolol, levobunolol, va timolol; chit rc ché cacbonic
anhydraza nhu axetazolamit, brinzolamit, hodc dorzolamit; chit chu véan gay tiét
cholin nhu xevimelin v DMXB-anabasein; hop chét epinephrin; chéit co ddng tir
nhu pilocarpin; va cac chit trong tu prostaglandin.

Theo mét phuong 4n khac nita, hop chét 1 dwoc sir dung két hop vé6i chét
khang lipit, cic vi du vé ching bao gbm: chit rc ché protein van chuyén cholesteryl
este (CETP) nhu anaxetrapib, dalxetrapib, va torxetrapib; statin nhu atorvastatin,
fluvastatin, lovastatin, pravastatin, rosuvastatin va simvastatin; va hén hop cta

ching.

Theo mdt phurong an, hop chét 1 duge sir dung két hop véi chéat chéng huyét
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khoi, cac vi du vé ching bao gom: aspirin; chat khang ti€u cau nhu clopidogrel,

prasugrel, va ticlopidin; heparin, va hdn hgp ctia chiing.

Theo mdt phuong an, hop chét 1 duge st dung két hop v6i chit dbi khang
thu th& ATi, con duge biét dén 13 chit phong bé thu thé angiotensin II typ 1 (ARB).
Cac ARB tiéu biéu bao gém abitesartan, azilsartan (vi duy, azilsartan medoxomil),
benzylosartan, candesartan, candesartan cilexetil, elisartan, embusartan,
enoltasosartan, eprosartan, EXP3174, fonsartan, forasartan, glyxylosartan,
irbesartan, isoteolin, losartan, medoxomil, milfasartan, olmesartan (vi du,
olmesartan medoxomil), opomisartan, pratosartan, ripisartan, saprisartan, saralasin,
sarmesin, TAK-591, tasosartan, telmisartan, valsartan, zolasartan, va hdn hop cua
ching. Theo mdt phuong 4n cu thé, ARB dugc chon tir azilsartan medoxomil,
candesartan cilexetil, eprosartan, irbesartan, losartan, olmesartan medoxomil,
saprisartan, tasosartan, telmisartan, valsartan, va hdn hgp cta ching. Cac mubi
va/hodc tién dugc chit ldy 1dam vi du bao gdm candesartan cilexetil, eprosartan
mesylat, mudi losartan kali, vd olmesartan medoxomil. Thong thuong, ARB sé&
duogc st dung véi luong di dé cung cip khoang tir 4 dén 600 mg mdi lidu lugng,
v6i lidu lwong hang ngay ldy 1am vi du nim trong khoang tir 20 dén 320 mg mdi
ngay.

Hop chét 1 ciing c6 thé duoc st dung két hop véi chit tac dong kép, nhur
chit trc ché chét dbi khang thu thé ATi/chét G ché neprilysin (ARB/NEP), cac vi
du vé& chung bao gbm cac hop chét dugc mo ta trong Patent My s6 7,879,896 va
8,013,005, va ca 4n phim Allegretti et al., nhu hop chét, axit 4'-{2-etoxy-4-etyl-5-
[((S)-2-mercapto-4-metylpentanoylamino)-metyl]imidazol-1-ylmetyl}-3'-
flobiphenyl-2- carboxylic.

Hop chét 1 ciing c6 thé dugc st dung két hop v6i chit phong bé thu thé
angiotensin da chirc nhu dugc md td trong tai liéu Kurtz & Klein (2009)
Hypertension Research 32:826-834.

Theo mdt phuong &n, hop chat 1 duoc sit dung két hop v6i chit dbi khang
thy thé bradykinin, vi du, icatibant (HOE-140). Mong ch& ring liéu phap két hop
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ndy co6 thé c6 uvu diém 1a ngdn nglra tinh trang phu mach hodc cdc hdu qua khéng

muén khéac do lugng bradykinin ting cao.

Theo mdt phuong 4n, hop chét 1 duge st dung két hop véi chit phong bé
kénh canxi, cac vi du vé ching bao gdm amlodipin, anipamil, aranipin, barnidipin,
benxyclan, benidipin, bepridil, clentiazem, cilnidipin, cinarizin, diltiazem,
efonidipin, elgodipin, etafenon, felodipin, fendilin, flunarizin, galopamil, isradipin,
lacidipin, lercanidipin, lidoflazin, lomerizin, manidipin, mibefradil, nicardipin,
nifedipin, niguldipin, niludipin, nilvadipin, nimodipin, nisoldipin, nitrendipin,
nivaldipin, perhexilin, prenylamin, ryosidin, semotiadil, terodilin, tiapamil,
verapamil, va hdn hop ctia ching. Theo mét phuong 4n cu thé, chit phong bé kénh
canxi dugc chon tir amlodipin, bepridil, diltiazem, felodipin, isradipin, lacidipin,
nicardipin, nifedipin, niguldipin, niludipin, nimodipin, nisoldipin, ryosidin,
verapamil, va hdn hop ctia chiing. Thong thudng, chét phong bé kénh canxi nay s&
dugc st dung v6i lwong du dé cung cdp khoang tir 2 dén 500 mg trén mbi liéu

lugng.

Theo mdt phuong 4n, hop chit 1 dugce sir dung két hop véi chit e ché
chymaza, nhu TPC-806 va 2-(5-formylamino-6-oxo-2-phenyl-1,6-
dihydropyrimidin-1-yl)-N-[{3,4-dioxo-1-phenyl-7-(2-pyridyloxy) }-2-
heptyl]axetamit (NK3201).

Theo mot phwong an, hop chit 1 dugc st dung két hop véi thude loi tiéu,
céc vi du vé chiing bao gdm: chét tic ché cacbonic anhydraza nhur axetazolamit va
diclophenamit; thudc loi tiéu vong lap, bao gém cac din xuét sulfonamit nhu
axetazolamit, ambusit, azosemit, bumetanit, butazolamit, cloraminophenamit,
clofenamit, clopamit, clorexolon, disulfamit, ethoxzolamit, furosemit, mefrusit,
methazolamit, piretanit, torsemit, tripamit, va xipamit, cling nhu thubc loi tiéu
khong sulfonamit nhu axit etacrynic va cac hop chét axit phenoxyaxetic khac nhu
axit tienilic, axit indacrinon va quincarbat; thubc loi tiéu thdm thiu nhu manitol;
thudc loi tidu gitr kali, bao gdbm chét dbi khang aldosteron nhu spironolacton, va
chét trc ché kénh Na* nhu amilorit va triamteren; thiazit va thudc l¢i tidu gidng

thiazit nhu althiazit, bendroflumethiazit, benzylhydroclothiazit, benzthiazit,
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buthiazit, clothalidon, clothiazit, xyclopenthiazit, xyclothiazit, epithiazit, ethiazit,
fenquizon,  flumethiazit,  hydroclothiazit,  hydroflumethiazit,  indapamit,
metylclothiazit, meticran, metolazon, paraflutizit, polythiazit, quinethazon,
teclothiazit, va triclomethiazit; va hdn hgp ctia ching. Theo mot phwong 4n cu thé,
thubc loi tiéu duwgc chon tir amilorit, bumetanit, clothiazit, clothalidon,
diclophenamit, axit etacrynic, furosemit, hydroclothiazit, hydroflumethiazit,
indapamit, metylclothiazit, metolazon, torsemit, triamteren, va hdn hgp ctia ching.
Thubc loi tiéu nay s& duoc st dung véi lwong du dé cung cp khoang tir 5 dén 50
mg mbi ngay, dién hinh hon 14 tir 6 dén 25 mg mdi ngay, véi lidu lwgng phd bién 1a

6,25 mg, 12,5 mg hodc 25 mg mdi ngdy.

Hop chét 1 ciing c6 thé dugc st dung két hop v6i chit te ché enzym chuyén
hoéa endothelin (ECE), cac vi du vé ching bao gdm phosphoramidon, CGS 26303,

va hdn hop cuia ching.

Theo mdt phuong &n cu thé, hop chit 1 duge st dung két hop véi chit d6i
khéng thu thé endothelin, cac vi du vé& chiing bao gdm: chit dbi khang thu thé
endothelin chon loc ma tic dong dén cac thu thé endothelin A, nhu avosentan,
ambrisentan, atrasentan, BQ-123, clazosentan, darusentan, sitaxentan, va
zibotentan; va chat dbi khéng thy thé endothelin kép ma tac dong dén ca hai thu thé

endothelin A va B, nhu bosentan, macitentan, va tezosentan.

Theo mdt phuong 4n khac nita, hop chit 1 duoc sir dung két hop v6i mot
hodc nhiu chét trc ché HMG-CoA reductaza, con duge goi 1a statin. C4c statin tiéu
biéu bao gém atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, pitavastatin, pravastatin,

rosuvastatin va simvastatin.

Theo mdt phwong an, hop chét 1 dugc sir dung két hop v6i chét e ché sy tai
hdp thu monoamin, cic vi du vé ching bao gébm chat wrc ché su tai hip thu
norepinephrin nhu atomoxetin, buproprion va chit chuyén héa buproprion
hydroxybuproprion, maprotilin, reboxetin, va viloxazin; chét trc ché sy tai hip thu
serotonin chon loc (SSRI) nhu xitalopram va chit chuyén hoa xitalopram

desmetylxitalopram, dapoxetin, esxitalopram (vi du, esxitalopram oxalat), floxetin
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va chét chuyén hoa floxetin desmetyl norfloxetin, fluvoxamin (vi dy, fluvoxamin
maleat), paroxetin, sertralin va chdt chuyén hoa sertralin demetylsertralin; chét tc
ché su tai hép thu serotonin- norepinephrin (SNRI) nhw bixifadin, duloxetin,

milnacipran, nefazodon, va venlafaxin; va hon hgp ctia chiing.

Theo mdt phuong an khéac, hop chit 1 duoc sir dung két hop v6i chit gidn
co, cac vi du vé chung bao gdm: carisoprodol, clozoxazon, xyclobenzaprin,

diflunisal, metaxalon, metocarbamol, va hén hop cda ching.

Theo mdt phuong 4n, hop chit 1 duoc sir dung két hop voi peptit natri lgi
niéu hodc chét tuong ty, cac vi du vé ching bao g(‘“)m: carperitit, CD-NP (Nile
Therapeutics), CU-NP, nesiritit, PL-3994 (Palatin Technologies, Inc.), ularitit,
xenderitit, va c4c hop chdt dugc mé ti trong 4n phidm Ogawa et al (2004)
J.Biol.Chem. 279:28625-31. C4c hop chit nay con dugc goi 12 chit chi van thu thé
A peptit natri loi niéu A (NPR-A). Theo mdt phuong 4n khic, hop chit 1 duge sir
dung két hop véi chét dbi khang thu thé thanh thai peptit natri loi niéu (NPR-C)
nhu SC-46542, cANF (4-23), va AP-811 (Veale (2000) Bioorg Med Chem Lett
10:1949-52). Vi du, AP-811 cho thiy tinh hiép ddng khi két hop véi chét trc ché
NEP, thiorphan (Wegner (1995) Clin. Exper.Hypert. 17:861-876).

Theo mot phuong an khac, hop chét 1 dwoc sir dung két hop véi chit trc ché
neprilysin (NEP), céc vi du vé chung bao gém: AHU-377; candoxatril;
candoxatrilat; dexecadotril ((+)-N-[2(R)-(axetylthiometyl)-3-
phenylpropionyl]glyxin benzyl este); CGS-24128 (axit 3-[3-(biphenyl-4-yl)-2-
(phosphonometylamino)propionamido]propionic); CGS-24592 (axit (S)-3-[3-
(biphenyl-4-y1)-2-(phosphonometylamino)propionamido]propionic); CGS-25155
cac dan xuét cua axit (N-[9(R)-(axetylthiometyl)-10-oxo-1-azaxyclodecan-2(S)-
ylcacbonyl]-4(R)-hydroxy-L-prolin benzyl este); 3-(1-
carbamoylxyclohexyl)propionic dugc md ta trong cong bd don qubc t€ s6 WO
2006/027680 cua Hepworth et al. (Pfizer Inc.); IMV-390-1 (2(R)-benzyl-3-(N-
hydroxycarbamoyl)propionyl-L-isoleuxyl-L-leuxin); ecadotril; phosphoramidon;
retrothiorphan; RU-42827 (2-(mercaptometyl)-N-(4-pyridinyl)benzenpropionamit);
RU-44004 (N-(4-morpholinyl)-3-phenyl-2-(sulfanylmetyl)propionamit); SCH-
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32615 ((S)-N-[N-(1-carboxy-2-phenyletyl)-L-phenylalanyl]-B-alanin) va tién dwoc
chét ctia n6 SCH-34826 ((S)-N-[N-[1-[[(2,2-dimetyl-1,3-dioxolan-4-
yl)metoxy]cacbonyl]-2-phenyletyl]-L-phenylalanyl]-B-alanin); sialorphin; SCH-
42495 (N-[2(S)-(axetylsulfanylmetyl)-3-(2-metylphenyl)propionyl]-L-methionin
etyl este); spinorphin; SQ-28132 (N-[2-(mercaptometyl)-1-oxo0-3-
phenylpropyl]leuxin); SQ-28603 (N-[2-(mercaptometyl)-1-oxo-3-phenylpropyl]--
alanin); SQ-29072 (axit 7-[[2-(mercaptometyl)-1-0x0-3-
phenylpropyl]aminoJheptanoic); thiorphan va tién dugc chét ciia né raxecadotril;
UK-69578 (axit cis-4-[[[1-[2-carboxy-3-(2-
metoxyetoxy)propyl]xyclopentyl]cacbonyl]amino] xyclohexan carboxylic); UK-
447,841 (axit 2-{1-[3-(4-clophenyl)propylcarbamoyl]-xyclopentylmetyl } -4-
metoxybutyric); UK-505,749 (axit (R)-2-metyl-3-{1-[3-(2-metylbenzothiazol-6-
yl)propylcarbamoyl]|xyclopentyl}propionic); axit 5-biphenyl-4-yl-4-(3-
carboxypropionylamino)-2-metylpentanoic va etyl este clia axit 5-biphenyl-4-yl-4-
(3-carboxypropionylamino)-2-metylpentanoic (WO 2007/056546); daglutril [axit
(3S,2'R)-3-{1-[2'-(etoxycacbonyl)-4'-phenylbutyl]-xyclopentan-1-cacbonylamino} -
2,3,4,5-tetrahydro-2-oxo-1H-1-benzazepin-1-axetic] dugc mb ta trong céng bb don
quéc té s6 WO 2007/106708 cita Khder et al. (Novartis AG); va hdn hop clia ching.
Theo mot phuong an cu thé, chit trc ché NEP dugc chon tir AHU-377, candoxatril,
candoxatrilat, CGS-24128, phosphoramidon, SCH-32615, SCH-34826, SQ-28603,
thiorphan, va hdn hop cia chiing. Theo mdt phuong an cy thé, chit (rc ché NEP 1a
hop chéit nhu daglutril hoic CGS-26303 (axit [N-[2-(biphenyl-4-yl)-1(S)-(1H-
tetrazol-5-yl)etylJamino]metylphosphonic), c6 hoat tinh duéi ca hai dang 1a chét tic
ché ciia enzym chuyén héa endothelin (ECE) va ctia NEP. Hop chit ECE/NEP tac
dong kép khac ciing co thé duoc st dung. Chét rc ché NEP s& duoc st dung véi
lwong du dé cung cip khoang tir 20 dén 800 mg mdi ngay, véi cac liéu lugng hang
ngdy théng thudng nim trong khoang tir 50 dén 700 mg mdi ngay, phd bién hon 13
nim trong khoang tir 100 dén 600 hoic khoang tir 100 dén 300 mg mdi ngay.

Theo mdt phuong 4n, hop chit 1 dugc sir dung két hop véi chit cho nito

oxit, cac vi du vé chiing bao gom: nicorandil; nitrat hitu co nhu pentaerytritol
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tetranitrat; va sydnonimin nhu linsidomin va molsidomin.

Theo mot phwong 4n khac nita, hop chét 1 dwoc sit dung két hop vé6i chét
khang viém khong sterotit (non-steroidal anti-inflammatory agent - NSAID), cac vi
du v& ching bao gém: axemetaxin, axit axetyl salixylic, alclofenac, alminoprofen,
amfenac, amipriloza, aloxiprin, anirolac, apazon, azapropazon, benorilat,
benoxaprofen, bezpiperylon, broperamol, axit bucloxic, carprofen, clidanac,
diclofenac, diflunisal, diftalon, enolicam, etodolac, etoricoxib, fenbufen,
fenclofenac, axit fenclozic, fenoprofen, fentiazac, feprazon, axit flufenamic,
flufenisal, fluprofen, flurbiprofen, furofenac, ibufenac, ibuprofen, indomethaxin,
indoprofen, isoxepac, isoxicam, ketoprofen, ketorolac, lofemizol, lornoxicam,
meclofenamat, axit meclofenamic, axit mefenamic, meloxicam, mesalamin,
miroprofen, mofebutazon, nabumeton, naproxen, axit niflumic, oxaprozin, oxpinac,
oxyphenbutazon, phenylbutazon, piroxicam, pirprofen, pranoprofen, salsalat,
sudoxicam, sulfasalazin, sulindac, suprofen, tenoxicam, tiopinac, axit tiaprofenic,
tioxaprofen, axit tolfenamic, tolmetin, triflumidat, zidometaxin, zomepirac, va hdn
hop ciia chiing. Theo mdt phuong 4n cu thé, NSAID dugc chon tir etodolac,
flurbiprofen, ibuprofen, indomethaxin, ketoprofen, ketorolac, meloxicam, naproxen,

oxaprozin, piroxicam, va hon hgp ctia ching.

Theo mot phuong 4n, hop chit 1 dugc sir dung két hop véi chit dbi khang
thu thé N-metyl d-aspartat (NMDA), cic vi du v& ching bao gdm amantadin,
dextromethorphan, dextropropoxyphen, ketamin, ketobemidon, memantin,

methadon, va v.v...

Theo mdt phuong 4n khic nita, hop chat 1 duge st dung két hop véi chit
chi van thu thé opioit (con dwoc goi 1am chét giam dau opioit). Chét cht van thu
thé opioit tiéu bidu bao gdm: buprenorphin, butorphanol, codein, dihydrocodein,
fentanyl, hydrocodon, hydromorphon, levalorphan, levorphanol, meperidin,
methadon, morphin, nalbuphin, nalmefen, nalorphin, naloxon, naltrexon, nalorphin,
oxycodon, oxymorphon, pentazoxin, propoxyphen, tramadol, va hdn hop cua
ching. Theo cic phuong 4n di biét, chit chii van thu thé opioit dugc chon tir

codein, dihydrocodein, hydrocodon, hydromorphon, morphin, oxycodon,
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oxymorphon, tramadol, va hn hgp cua chung.

Theo mdt phuong 4n cu thé, hop chét 1 dugc st dung két hop v6i chit trc
ché phosphodiesteraza (PDE), dic biét 1a chét trc ché PDE-V. Chét (tc ché PDE-V
tiéu biéu bao gém avanafil, lodenafil, mirodenafil, sildenafil (Revatio®), tadalafil

(Adcirca®), vardenafil (Levitra®), va udenafil.

Theo mot phuong 4n khéc, hop chét 1 dwoc sit dung két hop Vvé6i céc chét
tuong tu prostaglandin (con dugc goi 1a prostanoit hodc chét twong tu prostaxyclin).
Céac chét twong tu prostaglandin tiéu biéu bao gdm beraprost natri, bimatoprost,
epoprostenol, iloprost, latanoprost, tafluprost, travoprost, va treprostinil, vé&i

bimatoprost, latanoprost, va tafluprost dugc quan tdm déc biét.

Theo mot phuong an khéc nita, hop chét 1 dugc sir dung két hop véi chét
cha van thu thé prostaglandin, cac vi du vé ching bao gdm bimatoprost,

latanoprost, travoprost, va v.v..

Hop chat 1 ciing c6 thé dugce sir dung ket hop véi chat e che renin, cac vi

du vé chung bao gom aliskiren, enalkiren, remikiren, va hon hop cta chung.

Theo mot phuong an khéc, hgp chét 1 dugc sir dung két hop voi chit e ché
su tai hip thu serotonin chon loc (SSRI), cac vi du vé chiing bao gdm: xitalopram
va chit chuyén hoa xitalopram desmetyl-xitalopram, dapoxetin, esxitalopram (vi
du, esxitalopram oxalat), floxetin va chét chuyén hoa floxetin desmetyl norfloxetin,
fluvoxamin (vi du, fluvoxamin maleat), paroxetin, sertralin va chét chuyén hoa

sertralin demetylsertralin, va hdn hop cta chiing.

Theo mdt phwong 4n, hop chit 1 dugc st dung két hop voi chét chu van thu
thé serotonin 5-HTip, cdc vi du vé ching bao gbm, triptan nhu almotriptan,
avitriptan, eletriptan, frovatriptan, naratriptan, rizatriptan, sumatriptan, va

zolmitriptan.

Theo mdt phuong 4n, hop chit 1 duge st dung két hop véi chat phong bé
kénh natri, cdc vi du v& ching bao gdm carbamazepin, fosphenytoin, lamotrigin,

lidocain, mexiletin, oxcarbazepin, phenytoin, va hon hgp cia chung.
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Theo mét phwong 4n, hop chit 1 dwoc sir dung két hop v6i cac chit wrc ché
hodic chét hoat héa guanylat xyclaza d& tan, cic vi du vé chiing bao gdm ataxiguat,

rioxiguat, va hon hop cia ching.

Theo mdt phwong 4n, hop chét 1 dwoc sir dung két hop v6i chét chéng trdm
cam dang ba vong (TCA), cic vi du vé ching bao gbm amitriptylin,
amitriptylinoxit, butriptylin, clomipramin, demexiptilin, desipramin, dibenzepin,
dimetacrin, dosulepin, doxepin, imipramin, imipraminoxit, lofepramin, melitracen,
metapramin, nitroxazepin, nortriptylin, noxiptilin, pipofezin, propizepin,

protriptylin, quinupramin, va hdn hop cta ching.

Theo mot phuong an, hop chit 1 duge sir dung két hop véi chit dbi khang

thu thé vasopresin, cac vi du vé ching bao gdm conivaptan va tolvaptan.

Céc cht tri lidu thit cAp két hop ciing c6 thé hitu hiéu trong liéu phap két
hop khac v6i hop chét theo sang ché. Vi du, hop chét theo sang ché c6 thé dugc két
hop véi thude loi tiéu va ARB, hoic chit phong bé kénh canxi va ARB, hoic thudc
loi tiéu va chét tc ché ACE, hodc chit phong bé kénh canxi va statin. Cac vi du cu
thé bao gdm, hdn hop ciia chit ic ché ACE enalapril (duéi dang mudi maleat) va
thubc loi tiéu hydroclothiazit, dugc ban v6i nhan hiéu 1a Vaseretic®, hodc hén hop
cia chit phong bé kénh canxi amlodipin (dué¢i dang mudi besylat) va ARB
olmesartan (dudi dang tién duoc chit medoxomil), hosic hdn hop ciia chit phong bé
kénh canxi va statin, tAt ca cdc chét nay c6 thé ciing dwoc sir dung véi hop chét 1.
Céc chét tri liéu khac nhu chit chu vén thu thé tic dong kiéu adrenalin a2 va chét
d6i khang thu thé vasopresin ciing c6 thé hitu ich trong liéu phap két hop. Chéit chu
van thy thé tic dong kiéu adrenalin oz ldy 1am vi du bao gém clonidin,

dexmedetomidin, va guanfaxin.
Céc ché phim sau day minh hoa duoc phim tiéu biéu theo sang ché.
Vién nang gelatin ctng ldy 1am vi du dé ding qua dudng miéng

Hop chét theo sang ché (50 g), 440 g lactoza d3 dugc sdy phun va 10 g
magie stearat dugc phéi tron k§. Sau do, ché phém tao thanh duogc nap vao trong

vién nang gelatin ctiing (500 mg ché phim trong mdi vién nang). Theo cach khéc,
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hop chét 1 (20 mg) duge tron k§ véi tinh bot (89 mg), xenluloza vi tinh thé (89 mg)
va magie stearat (2 mg). Sau d6, hdn hop nay dugc cho di qua sang mit ludi My sb
45 va dugc nap vao trong vién nang gelatin cimg (200 mg ché pham trong mdi vién

nang).

Theo cach khac, hop chit 1 (30 g), chit thir yéu (20 g), 440 g lactoza duoc
sdy phun va 10 g magie stearat dugc phdi tron k¥, va duoc xir Iy nhu duge md t3 &

trén.
Ché pham vién nang gelatin 14y 1am vi du dé ding qua dudong miéng

Hop chét 1 (100 mg) duoc tron k§ v6i polyoxyetylen sorbitan monooleat (50
mg) va bot tinh bot (250 mg). Sau d6 hdn hop ndy dwoc nap vao trong vién nang
gelatin (400 mg ché phim trong mdi vién nang). Theo cich khéc, hop chit 1 (70
mg) va chit tht yéu (30 mg) dugc phdi tron k§ véi polyoxyetylen sorbitan
monooleat (50 mg) va bdt tinh bot (250 mg), va hdn hgp tao thanh dwoc nap vao

trong vién nang gelatin (400 mg ché pham trong m&i vién nang).

Theo cach khac, hop chét 1 (40 mg) dugc trén k§ vé6i xenluloza vi tinh thé
(Avicel PH 103; 259,2 mg) va magie stearat (0,8 mg). Sau d6 hdn hop nay dugc
nap vao trong vién nang gelatin (Size #1, White, Opaque) (300 mg ché phdm trong
mdi vién nang).

Vién nang Hydroxypropyl Metylxenluloza (HPMC) 1y 1am vi du dé ding qua
duong miéng

Hop chét 1 (50 mg hodc 100 mg) dwoc nap truc tiép vao vién nang HPMC.
Ché phim vién nén l4y 1am vi du dé ding qua dudng miéng

Hop chit 1 (10 mg), tinh bt (45 mg) va xenluloza vi tinh thé (35 mg) dugc
cho di qua sang mét ludi M§ s6 20 va duge tron k§. Céc hat dugc tao ra theo cach
d6 duogc siy khd & nhiét do nim trong khoang tir 50 dén 60°C va duge cho di qua
sang mét ludi My sb 16. Dung dich chira polyvinylpyrolidon (4 mg du6i dang dung
dich 10% trong nudc vo trung) dugc tron véi tinh bdt natri carboxymetyl (4,5 mg),

magie stearat (0,5 mg), va bot talc (1 mg), va sau d6 hdn hop nay duoc cho di qua
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sang mét ludi My s6 16. Sau d6, tinh bdt natri carboxymetyl, magie stearat va bot
talc dugc bd sung vio cac hat d6. Sau khi tron, hdn hop nay dugc nén trén may nén

tao vién dé tao ra vién nén c6 trong lwong 12 100 mg.

Theo céch khéc, hop chit 1 (250 mg) duoc tron k§ véi xenluloza vi tinh thé
(400 mg), silic dioxit héa sinh (10 mg), va axit stearic (5 mg). Sau d6 hon hop nay

duoc nén dé tao ra vién nén (665 mg ché pham trong moi vién nén).

Theo cach khéac, hop chit 1 (400 mg) duoc trén k§ v6i tinh bot ngd (50 mg),
croscarmeloza natri (25 mg), lactoza (120 mg), va magie stearat (5 mg). Sau d6 hon
hop nay dugc nén dé tao ra vién nén mot khia (600 mg ché phim trong mdi vién

nén).

Theo cach khéc, hop chét 1 (100 mg) duoc trdn k§ véi tinh bdt ngd (100 mg)
v6i dung dich trong nuée chira gelatin (20 mg). Hon hgp nay duge sdy kho va dugc
nghién thanh bdt min. Xenluloza vi tinh thé (50 mg) va magie stearat (5 mg) sau d6
duoc tron 13n v6i ché phdm gelatin, duge tao hat va hdn hop tao thanh dugc nén dé

tao ra vién nén (100 mg hop chét theo sang ché trong mdi vién nén).
Ché pham dang hdn dich 14y 1am vi du dé dung qua dudng miéng

Céc thanh phin sau ddy dugc tron dé tao ra hdn dich chira 100 mg hop chét 1

trén mdi 10 mL hdn dich:

Thanh phin Luogng
Hop chit 1 10g
Axit fumaric 0,5g
Natri clorua 20g
Metyl paraben 0,15¢g
Propyl paraben 0,05¢g
Duong dang hat 25,5g
Sorbitol (dung dich 70%) 12,85 g
Veegum® K (magie nhom silicat) 10g
Chét tao huong vi 0,035 mL
Chét tao mau 0,5 mg
Nudée cat Vira di dén 100 mL

Ché phim 16ng 14y lam vi du dé ding qua dudng miéng

Ché phim 16ng thich hop 13 ché phim c6 dung dich dém gbc axit carboxylic
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nhu cac dung dich dém xitrat, lactat va maleat. Vi du, hgp chét 1 (ma c6 thé duge
trdn sn v6i DMSO) duoc phéi tron véi dung dich dém amoni xitrat 100 mM va do
pH duoc diéu chinh dén d6 pH=5, hodc dugc phéi tron véi dung dich axit xitric 100
mM va d6 pH duoc diéu chinh dén do pH=2. C4c dung dich ndy ciing c6 thé bao
gbm t4 dugc hoa tan nhu xyclodextrin chéng han, dung dich nay c6 thé bao gém

hydroxypropyl-p-xyclodextrin 10% trong luong.

Céac ché pham thich hop khac bao gébm dung dich NaHCO3 5%, c6 hoic
khong c6 xyclodextrin.
Ché phdm IV diing ngoai duong tiéu héa liy 1am vi du d& ding bang cach tiém

Hop chét 1 (0,2 g) dugc phdi trdn v6i dung dich dém natri axetat 0,4 M (2,0
mL). P pH cta dung dich tao thanh dwoc diéu chinh dén do pH=4 bang cach sir
dung axit clohydric trong nuéc 0,5 N hodc natri hydroxit chira nuée 0,5 N, néu cén,
va sau d6 mot lugng nude du dé tiém dugc bd sung vao dé tao ra téng thé tich bang
20 mL. Hén hop nay sau d6 duoc loc qua b loc vo trung (0,22 micron) dé tao ra

dung dich vo trung thich hop dé diing bang cach tiém.
Céc ché phdm sau ddy minh hoa cic dugc phim tiéu biéu theo sang ché.
Vi du ché phdm A

Dung dich dong lanh thich hop dé didu ché dung dich tiém dugc pha ché nhu

sau:
Théanh phan Luogng
Hop chét hoat tinh 1 hosc 1’ tir 10 d,én 1000 mg
Ta dugc (vi dy, dextroza) tir 0 dén 50 g
Nudc dung cho dung dich tiém tr 10 dén 100 mL

Quy trinh tiéu bibu: céc ta duoc, néu c6, dugc hoa tan trong khoang 80% nuéc ding

dé tiém va hop chit hoat tinh 1 hodc 1’ dugc b sung vao va dugc hoa tan.
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Do pH duoc didu chinh bang natri hydroxit 1 M dén do pH nam trong khoang tir 3
dén 4,5 va sau d6 thé tich dugce diéu chinh dén 95% thé tich cubi cung vGi nudc
dung dé tiém. D6 pH dugc kiém tra va dugc diéu chinh, néu can, va thé tich duoc
diéu chinh dén thé tich cudi cing véi nuée ding dé fiém. Ché pham nay sau d6
dugce loc v6 trung qua bd vi loc 0,22 va duge dua vao lo nho vo trung trong céc
diu kién vo trung. Lo nhé ndy dugc ddy nip, dén nhin va dugc bao quin dong

lanh.
Vi du ché phim B

Bot dugc 1am khd lanh hodic chit rin tinh thé thich hop dé pha ché dung dich

tiém duoc di€u ché nhu sau:

Thanh phén Luogng

Hop chét hoat tinh 1 hozc 1’ 10 dén 1000 mg
Ta duoc (vi du, manitol va/hodc sucroza) 0dén50g
Chat dém (vi dy, xitrat) 0 dén 500 mg
Nudc dung dé tiém 10 dén 100 mL

Quy trinh ti€u biéu: T4 dugc va/hoic chit dém, néu cb, dugc hoa tan trong khoang
60% nudc ding dé tiém. Hop chét hoat tinh 1 hodc 1’ duge bd sung vao va dugc
hoa tan va d6 pH dugc diéu chinh béng natri hydroxit 1 M dén d6 pH nim trong
khoang tir 3 dén 4,5 va thé tich duoc diu chinh dén 95% thé tich cudi ciing véi
nudc dung dé tiém. P pH dugc kiém tra va diéu chinh, néu cin, va thé tich dugc
didu chinh dén thé tich cudi cung v6i nudc ding dé tiém. Ché phim nay sau d6
duoc loc vo tring qua bd vi loc 0,22 va dugc dua vao lo nhé vo trung trong diéu
kién vo tring. Ché phdm nay sau d6 dugc sdy dong lanh bing cach sir dung chu
trinh 1am kho lanh thich hgp. Lo nhé duoc day ndp (tuy y trong diéu kién chan

khong mot phén hodc nito kho), dugc dan nhén va dugc bdo quan lanh.
Vi dy ché phdm C

Dung dich tiém dé ding trong tinh mach cho bénh nhén dugc pha ché tir Vi

du ché phdm B & trén nhu sau:

Quy trinh tiéu biéu: Bot duge 1am kho lanh trong Vi du ché phdm B (vi du, chira
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hop chit hoat tinh 1 hodc 1’ véi lwgng nam trong khoang tir 10 dén 1000 mg) dwgc
hoan nguyén véi 20 mL nuéc vo trung va dung dich tao thanh duge pha lodng
thém v6i 80 mL nude mubi vo tring trong tui truyén dich dung tich 100 mL. Sau
d6 dung dich da pha lodng dugc dung cho bénh nhén trong tinh mach trong thoi
gian tir 30 dén 120 phit.

Ché phim 14y 1am vi du dé dung bang cach x6ng hit

Hop chét 1 (0,2 mg) duge micron hoéa va sau d6 duge phdi tron véi lactoza
(25 mg). Hdn hop da phéi trén ndy sau d6 dugce nap vao 6ng xong hit gelatin. Céc
thanh phan cua éng ndy dugc ding bing cach sir dung dung cu xdng hit bot kho

chéng han.

Theo cach khéc, hop chét 1 d3 dugc micron héa (10 g) dwgc phéan tan trong
dung dich pha ché bing cach hoa tan lexithin (0,2 g) trong nuéc da khir khoang
(200 mL). H3n dich tao thanh dugc siy phun va sau d6 dugc micron héa dé tao ra
ché phdm dugc micron héa chita cac hat c6 dudng kinh trung binh nhé hon khoang
1,5 pm. Ché phim d3 micron hoa nay sau d6 dugc nap vao dng x6ng hit dinh lidu
chaa 1,1,1,2-tetrafloetan d3 ép véi luong dii dé cung cép khoang tir 10 pg dén
500pg hop chit theo sang ché trén mdi lidu lwong khi dwoc ding bing dung cu
xOng hit.

Theo céach khac, hop chit 1 (25 mg) dugce hoa tan trong dung dich mubi déng
treong dugc dém xitrat (46 pH=5) (125 mL). Hén hop ndy dugc khudy va dugc
khudy bang séng 4m cho dén khi hop chét dugc hoa tan. PO pH cia dung dich duge
kiém tra va duoc didu chinh, néu can, dén do pH=5 bing cach bd sung tir tir dung
dich NaOH chira nudc 1 N. Dung dich nay dugc dung bang cach sir dung dung cu
phun suong ma cung cép tir khoang 10 pg dén khoang 500pg hop chit 1 mbi liéu.

Vi du thye hién sang ché

Céac quy trinh di€u ché va cac vi du duédi ddy duge néu nham minh hoa cic
phuong 4n cu thé ctia sing ché. Tuy nhién, cic phuong 4n cu thé nay khong dugc

du dinh nhm giéi han pham vi ctia sang ché theo cach bat ky trir khi c6 quy dinh
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Céc chit viét tit dudi ddy cb cac nghia néu dudi dy trir khi co quy dinh khac

va céc chit viét tit bat ky khic dugc st dung trong ban md ta nay va khéng dugce

dinh nghia s& c6 nghia tiéu chuin dugc chip nhan phd bién:

BOC
DCM
DIPEA
DMF
EDTA
EtOH
Et,O
EtOAc

HATU

KHMDS
MeCN
NaHMDS
Pd(dppH)>Cla
Pd(PPhs)s
PE

PyBOP

TFA

THF

t-butoxycacbonyl (-C(O)OC(CHz)3)
diclometan hodc metylen clorua
N,N-diisopropyletylamin

N, N-dimetylformamit

axit etylendiamintetraaxetic

etanol

dietyl ete

etyl axetat

N,N,N’ N'-tetrametyl-O-(7-azabenzotriazol-1-yl)uroni
hexaflophosphat

kali bis(trimetylsilyl)amit

axetonitril

natri bis(trimetylsilyl)amit
1,1-bis(diphenylphosphino)feroxen paladi clorua
tetrakis(triphenylphosphin)paladi(0)

ete ddu mo

benzotriazol-1-yloxytris(pyrolidino)phosphoni
hexaflophosphat

axit trifloaxetic

tetrahydrofuran

Trir khi c6 luu y khéc, tat cd cic vat liéu, nhu cac chat phan ing, vat liéu ban
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d4u va dung mdi, dugc mua tir cac nha cung cip thwong mai (nhu Sigma-Aldrich,
Fluka Riedel-de Haén, va cac nha cung cip twong tw) va duge sir dung ma khong

cAn tinh ché thém.

Céc phan tGng duoc tién hanh trong mdi truong khi nito, trir khi c6 luu v
khac. Quy trinh phan g dugc theo ddi bing ky thuat sic ky 16p méng (TLC), ky
thuat séc ky 1éng hiéu ning cao phan tich (HPLC phan tich), va k¥ thuét phd khéi,
phéan mo ta chi tiét v& cac phurong phap nay dugc dua ra trong cac vi du cu thé. N6i
chung, cidc dung mdi dugce st dung trong HPLC phén tich 14 nhu sau: dung méi A
1a H,0 98%/MeCN 2%/TFA 1,0 mL/L; dung dich B 1a MeCN 90%/H>0 10%/TFA
1,0 mL/L.

Céc phan tng dugc cho tiép dién nhu dwgc md ta cu thé trong tirng vi du
didu ché; cac hdn hop phan tmg phd bién dwoc tinh ché bang cac phuong phap chiét
va cac phuong phép tinh ché khac nhu két tia va két tinh phu thudc vao nhiét d6 va
dung mdi. Ngoai ra, cac hbn hgp phan ting dugc tinh ché theo cach théng thuong
bing k¥ thuat HPLC didu ché, thuong 13 sir dung cdt déng géi Microsorb C18 va
Microsorb BDS va céc chét rira giai théng thuong. Su tién trién cta cac phan tGmg
thuong dugc do bing phuong phép sic ky 16ng-khéi phd (LCMS). Viée dic trung
hoa cac chit ddng phan dwgc thuc hién bing phuong phap quang phd hidu tng
Overhauser hat nhan (Nuclear Overhauser effect spectroscopy) (NOE). Viéc dac
trung hoa san pham phéan ting thudng duge tién hanh bang phuong phap phd khdi
va phd 'H-NMR. Béi véi viéc do NMR, cac mau dugce hoa tan trong dung mdi da
duge doteri héa (CD3;0OD, CDCls, hosic DMSO-ds), va phd '"H-NMR dugc thu bing
thiét bi Varian Gemini 2000 (400 MHz) trong diéu kién quan sat tiéu chuin. Viéc
nhan biét cac hop chit dua vao khéi phd thuong duge tién hanh bang phuong phép
ion hoa tia dién (ESMS) v6i thiét bi API 150 EX médem Applied Biosystems
(Foster City, CA) hoic thiét bj 1200 LC/MSD médem Agilent (Palo Alto, CA).

Cac k¥ thuat do
Nhiéu xa bot tia X

Phuong phap phén tich nhidu xa bét tia X duoc tién hanh bing cach sir dung
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nhiu xa ké tia X Bruker D8-Advance. Ngudn tia X 13 biic xa Cu-Ka véi dién 4p ra
bing 40 kV va dong dién 12 40 mA. Thiét bj ndy dwoc hoat dong theo hinh hoc
Bragg-Brentano va Goebel Mirrors dugc sit dung dé thu dugc chum tia X song
song. B4t ctr sw phan ky ndo trong chum tia nay ciing dugc gidi han bsi do phan ky
thing dimg 0,2° tch tai ngudn va Soller tach (2,5°) tai ngudn va bd do. Pébi véi
phép do nay, mot lugng bt nho (5-25 mg) dugc €p nhe Ién trén thiét bi gitt mau
silic nén 0 dé tao ra b& mit nhin va cho tiép xuc v6i tia X. Cac mau duge quét theo
ché do 0-20 két hop tir 2° dén 35° theo 20 v6i ¢ budc bang 0,02° va tde do quét
bang 0,3 gidy mdi budc. Viéc thu thap dit liéu duge kiém so4t bing phin mém
Bruker DiffracSuite va dugc phan tich bing phin mém Jade (phién ban 7.5.1).

Thiét bi ndy dugc dinh chuin bing tiéu chuén corundum, trong géc +0,02° 26.

Nén Iuu ¥ rang hinh hoc Bragg-Brentano dugc st dung trong qué trinh thu
thap dit liéu d& c6 dinh huéng wu tién. Trong cac diéu kién nay, c6 thé 1a cuong do
tuong ddi cia cac dinh nhifu xa khong thé hién céc cudong do tuong dbi thue té co
duoc tir qua trinh phén bd dugc ly tudng héa cua cac hat hinh ciu hodc tir mau
nhidu xa dugc mo phéng tir dit lidu tinh thé don. Ciing c6 thé 1a mot sb dinh khong

dugc quan sat thiy & mot s6 mau nhidu xa do sy dinh huéng uu tién hon.
Phuong phap do nhiét lugng quét vi sai

Céc phép do DSC dugc tién hanh bing céch st dung modun TA Instruments
Model Q-100 véi bd diéu chinh phan tich nhiét Thermal Analyst. Dir liéu dugc thu
thip va dugc phén tich bang cach sir dung phin mém phan tich TA Instruments
Universal (TA Instruments Universal Analysis software). MaAu duge can chinh x4c
vao chao nhom duoc che phil. Sau khoang thoi gian 1am cén bing theo dudong ding
nhiét 5 phut & nhiét do 5°C, mau dugc gia nhiét b:?lng cach st dung d6 dbc gia nhiét
tuyén tinh bang 10°C/phut tir 0°C dén 200°C.

Phén tich nhiét trong

Cac phép do nhiét trong lugng duoc tién hanh biang cach su dung mddun TA
Instruments Model Q-500 (TA Instruments Model Q-500 module) dugc trang bi ¢6

kha nang phan giai cao. Dt liéu duoc thu thip bing cach st dung bd didu chinh
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phéin tich nhiét TA Instruments (TA Instruments Thermal Analyst Controller) va
duoc phén tich biang cach st dung phdn mém phén tich TA Instruments Universal
(TA Instruments Universal Analysis software). M3u d3 can duge dit 1én trén chao
platin va dugc quét véi te do gia nhiét bing 10°C/phit tir nhiét d6 moi trudng dén
nhiét d6 200°C. Céc budng can bing va bubng dbt duoc din loc bang dong khi nito

trong khi str dung.
Hién vi 4nh sang phan cuc

Déi v6i cac nghién ctiru bang kinh hién vi 4nh sang phan cuc (polarized light
microscope - PLM), cic miu dwoc thdm dinh duéi kinh hién vi quang hoc
(Olympus BX51) c¢6 bd loc anh sang phan cuc chéo. Cac hinh anh dugc thu bang
may quay PaxCam dugc diéu khién bang phin mém chup anh PaxIt (PaxIt Imaging
Software) (phién ban 6.4). Cac miu duogc tao ra trén cdc 14t kinh méng c6 dau
khoéng nhe lam méi truong ngdm. Tuy thudc vao c& hat, vat kinh 4x, 10x hodc 20x
duoc st dung dé phéng dai.

Panh gid su hip phu hoi 4m dong luc

Céc phép do DMS dugc tién hanh bing cach sit dung can vi lugng khi quyén
VTIL, hé thbng SGA-100 (VTI Corp., Hialeah, FL 33016). MAu d4 can dugc sit dung
va d6 Am 1a tri s6 thip nhit c6 thé c6 (gan véi do Am twong dbi 0%) khi bit diu
phén tich. Phép phan tich DMS bao gdm tbc dd quét bing d6 Am tuong dbi
5%/budc trong khoang do 4m diy dua nim trong khoang tir 5 dén 90%. Viéc chay
DMS duge tién hanh déng nhiét ¢ nhiét do 25°C.

Quy trinh téng hop va céc vi dy so sanh
Céc hop chét sau ddy duoc tbng hop va duge danh gia vé& hoat tinh &rc ché

enzym NEP:

-58-



29757

s | T | g
s
Hop chit 1 Quy trinh diéu ché 1/Viduy HOJH{\.{NH
1 o &0
CI
F
o—N
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o ~/ ©
0
. , ‘ ’ NH
Hop Chétzso sanh Quy trinh di€u ché 1/Vidy HO)H{H\SH
5 OH
\\Ililt]|li[/m
F
o
o OY&/N
Hop Chétsso sanh Quy trinh diéu ché 2/Vi du Ho)H{\gNH
3 cHl 2
‘Cl
F
0]
0) /\\N
0]
Hop Chét:(’ sanh Quy trinh diéu ché 2/Vi du HO%

4

Quy trinh diéu ché 1: Etyl este clia axit (2R, 4R)-4-amino-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-
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4-y1)-2-hydroxypentanoic (Hop chat 7)

BOC

O BOC

llll I|II
(3)
Q
CI
Cl

B6 sung axit 5-clo-2-flophenylboronic (24,6 g, 141 mmol), Pd(PPhs)s (4,1 g,
3,5 mmol) va dung dich chira K»CO3 (17,8 g, 141 mmol) trong nudc (90 mL) vao
dung dich chira t-butyl este clia axit (S)-2-(4-bromobenzyl)-5-oxopyrrolidin-1-
carboxylic (25 g, 70,6 mmol) trong 1,4-dioxan (500 mL), & nhiét d§ trong phong
trong mdi trudng khi nito. Hon hop dugc gia nhiét dén nhiét dd 60°C va dugc
khudy qua dém. Nudce (500 mL) duoc bd sung vao va dung méi dugc 1am bay hoi.
Hén hop nay duoc chiét bing EtOAc (200 mLx3). Céc 16p hitu co d két hop dugc
rira béng dung dich NaCl chira nuéc bdo hoa (300 mL) va dugec loc. Phén loc dugc
6 dé tao ra cin thd duoc tinh ché bang k¥ thuat sic ky dé tao ra hop chit 2 (22,7 g)
& dang chét rin mau vang sang. LC-MS: 829,2 [2M+Na*].

B6 sung TFA (4,5 mL, 60,7 mmol) vao dung dich chira hop chéit 2 (4,9 g,
12,1 mol) trong DCM (100 mL) & nhiét 46 0°C trong moi truong khi nito, va dugce
khudy trong thoi gian 1 gio. Hon hop nay dugce lam 4m dén nhiét d6 trong phong
trong thoi gian 1,5 gid. Sau khi 1am bay hoi dung mdi, cin dugc pha lodng bing
EtOAc (100 mL), sau d6 duoc rira bing dung dich NaHCOs3 chira nu6c bio hoa
(100 mLx3), nuée (100 mLx2), dung dich NaCl chira nuéc bdo hoa (100 mL), va
sau d6 dugc lam khd trén NaySO4. Hon hop nay duoc loc va phan loc duge cb dé

tao ra hop chét tho 3. LC-MS: 304 [M+H]".

-60-



29757
j\(o >k(0
NS Oﬁ%\
¥ —>O§Q(4) O —Cr HO' (5)
cl
A g

B6 sung timg giot dung dich chira hop chit 3 (8,5 g, 278 mmol) vao dung
dich chira NaH (2,4 g, 695 mmol) trong THF (200 mL) trong THF (50 mL) & nhiét
d6 0°C trong méi trudng khi nito. Hdn hop nay dugc lam 4m dén nhiét do trong
phong va duoc khudy trong thoi gian 2 gid. Sau khi lam lanh xudng nhiét do 0°C,
pivaloyl clorua (5 g, 41,7 mmol) dugc bd sung ting giot vao trong thoi gian 30
phat. Hon hop nay dwoc lam 4m dén nhiét d9 trong phong va dugc khudy trong thoi
gian 9,5 gid. Hon hop phan tmg dugc lam ngudi bing dung dich NH4CI chira nuéc
bdo hoa (250 mL) va dugc chiét bang EtOAc (400 mLx3). Cac 16p hitu co di két
hop duoc 1am kho trén NapSO4 va dugce ¢b dé tao ra cin thd dugce tinh ché bing k¥
thuat sdc ky d& tao ra hop chét 4 (18 g) & dang chét rin mau vang. LC-MS: 388
[M+H"].

Bé sung timg giot NaHMDS (20,9 mL, 41,8 mmol) vao dung dich chira hop
chét 4 (9 g, 23,2 mmol) trong THF (200 mL) & nhiét d -78°C trong méi trudng khi
nito. Sau khi khudy trong thdi gian 1 git & nhiét d6 -78°C, dung dich chua (+)-(8,8-
diclocamphorylsulfonyl)oxaziridin (10,4 g, 34,8 mmol) trong THF (50 mL) dugc
bd sung vao timg giot. Sau khi khudy & nhiét d -78°C trong thoi gian 1 gid, hdn
hop phan Ung dugc lam ngudi bing dung dich NH4Cl chira nu6e bdo hoa (50 mL)
va dugce chiét bing EtOAc (400 mLx3). Céc 16p hitu co da két hop dugc rira bang
HCI chtra nude 1M (400 mL), dung dich NaHCO3 chira nuéce bédo hoa (400 mL), va
dung dich NaCl chira nuéc bao hoa (400 mL), dugc lam kho trén Na2SO4, va dugc
6 d& tao ra can thd duge tinh ché bang k¥ thuat sic ky dé tao ra hop chit 5 (8,8 g)
& dang ban ran mau tring. LC-MS: 426,1 [M+Na*].
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Dung dich chira hgp chét 5 (8,8 g, 21,8 mmol) trong EtOH (12 mL) dugc b
sung vao HCI ddm d3c (200 mL) va dugc gia nhiét & nhiét do 100°C va duge khuéy
qua dém. Sau do hdn hop nay dugc cd dé tao ra cin tho duoc tinh ché béng cach
rira bing B0 (100 mL) dé tao ra hop chét 6 (7,5 g) & dang mudi HCI rén. LC-MS:
338 [M+ HT].

Dung dich chtta hgp chit 6 (7,5 g, 20,1 mmol) trong EtOH/HCI 1:1 (100
mL) dugc gia nhiét ¢ nhiét do 50°C qua dém. Hon hop nay dugc co va cin thd
duoc tinh ché bang cach rira bang Et,O (200 mL) dé tao ra hop chit 7 (6,5 g) &
dang mubi HCI rin mau tring. LC-MS: 366,1 [M+ H"].

Vi du 1: Axit (2R, 4R)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyloxazol-
2-cacbonyl)amino]pentanoic (Hop chét 1)

HO

cl
o A0
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Axit 5-metyloxazol-2-carboxylic (182 mg, 1,4 mmol) va HATU (546 mg,
1,4 mmol) duoc két hop véi DMF (3 mL) va duge khudy trong thoi gian 15 phit &
nhiét do trong phong. Sau d6 hgp chét 7 (500 mg, 1,4 mmol) va DIPEA (716 pL,
4,1 mmol) dugc bd sung vao. Hdn hop tao thanh duoc khudy trong thoi gian 15
phut & nhiét do trong phong, tai thoi diém dé6 LC/MS cho thdy sy hoan thanh phan
trng. Dung moi dugc loai bd trong mdi trudng chin khong va cén thd duge tinh ché
bing k§ thuat sic ky nhanh thong thudng (hexan:EtOAC 20-95%) dé tao ra chit rin
(590 mg, 1,2 mmol), ma dugc hoa tan trong EtOH kho (5 mL) va THF kho (5 mL).
Sau d6 dung dich chira LiOH IN trong nudc (9,9 mL, 9,9 mmol) dugce bd sung vao.
Dung dich tao thanh dugc khudy & nhiét do trong phong trong thdi gian 1 gio, tai
thdi diém d6 LC/MS cho thiy sy hoan thanh phan @mng. Dung mdi dugc loai bd
trong moi trudng chan khong va cén thé duoc tinh ché bang k¥ thuat sic ky pha d4o
dé tao ra hop chét 1 (490 mg) c6 dang bot mau tring. MS m/z [M+H]" theo tinh
toan dbi v&i CaaHaoCIFN,0s, 447,10; trén thuc t€ 447,2.

Axit (2R,4R)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyloxazol-2-

cacbonyl)amino]pentanoic dang tinh thé khong duge solvat hoa (Hop chét 1')

(7)

cl
F

Hop chat 7 (HCL; 190,0 g, 472 mmol) dugc hoa tan trong DMF (2L) va hdn
hgp tao thanh dugce lam lanh xubng nhiét d6 0°C. Natri 5-metyloxazol-2-carboxylat
(73,9 g, 496 mmol) dugce bd sung vao, sau d6 DIPEA (124 mL, 708 mmol) dugc bd
sung vao v6i mdt phian. PyBOP (320 g, 614 mmol) duoc bd sung vao vé6i nhidu
phin trong thoi gian 20 phit, trong khi duy tri nhiét do bén trong duéi 10°C (t6i da
6,5°C), va hdén hop phéan tmg dugc khudy & nhiét d6 0°C trong thoi gian 1 gio va
sau d6 & nhiét do 20°C trong thoi gian 1 gid, trong khi van theo ddi phan tmg. Khi
chuyén héa >99%, thi sau d6 hdn hop dugc khudy trong thoi gian 30 phiit nita &
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nhiét do trong phong. EtOAc (6L) va nuéc (5L) duge bd sung vao va hén hop tao
thanh dugc khudy trong thoi gian 20 phit. Cac pha dugc tach ra va 16p hitu co duge
rira bang HCI 0,5M (5L), dung dich NaHCO3 chira nuréc bio hoa 5% (5L) va dung
dich NaCl chita nuéc bdo hoa 5% (5L). L6p hitu co dugc lam kho trén NaxSO4
trong thoi gian 24 gior & nhiét do trong phong, sau d6 duge cb bang thiét bi bay hoi
kidu quay. THF (500 mL) dugc bd sung vao va hdn hop tao thanh duge co d tao ra
hop chit 8 dudi dang diu sén sét.

)EY
»— "

Hop chét thd 8 (224 g, 472 mmol) dugc hoa tan trong THF (2L). LiOH
monohydrat (39,6 g, 944 mmol) di dugc hoa tan trong nudc (400 mL) dugce bd
sung vao va hdn hop tao thanh dugc khudy & nhiét do trong phong, trong khi van
theo ddi phan tmg. Quan sat thiy su chuyén hoéa hoan toan sau thoi gian 2 gid. Sau
d6 hdn hop phan ung duge 1am ngudi bang HCl chtra nuée 1M (1180 mL, 1180
mmol). EtOAc (2L) va NaCl chira nuéc béo hoa (2L) dugce bd sung vao va hén hop
tao thanh duogc khudy trong thoi gian 15 phut. Cac pha duoc tich ra va 16p hitu co
duogc rira bang dung dich HCI chtra nu6e 10% (3L) va duoc 1am kho trén NaySOq
(500 g) qua dém, sau do6 loai bo dung mdi. BS sung EtOAc (2L) vao dau tao thanh
va thé tich duge 1am giam xubng khoang 500 mL. Huyén phil dic tao thanh duoc
khudy & nhiét d6 trong phong trong thoi gian 30 phut, tao ra do dam dic dé khudy
huyén phu dic (tiép tuc trong thoi gian 10 phiat). Hexan (500 mL) dugc khudy tir tir
(trong thoi gian 10 phut) va huyén phii dic khong chay tao thanh dugc khudy trong
thoi gian 20 phit ¢ nhiét do trong phong. Loc va lam kho dé tao ra hop chét 1’ (170
g; vat liéu tinh khiét 99,2%) & dang ran. San phdm nay duoc phéan tich bang cac
phuong phap PXRD, DSC, va nhiét trong luong, nhu duoc néu trong ban moé ta

nay, va dugc xac dinh 1a vat liéu dang tinh thé khong dugc solvat hoa. Dit liéu nay
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dugc thé hién trén céc hinh v& tir Fig. 1 dén Fig. 3.

Viduy 2: Axit (2R,4R)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(3-

metoxyisoxazol-5-cacbonyl)amino]pentanoic (Hop chét so sanh C2)

N
O \ /
O 0. O\Rj o) ~ 0]
NH, w
/\OJ\‘ﬁH\S HE Mg HO/IH/\<NH
= H

0
2
OH =

- TG
Cl
) O (C2)
F

F

DIPEA (227 pL, 1,3 mmol) dugc bd sung vao dung dich chira axit 3-
metoxyisoxazol-5-carboxylic (74,7 mg, 522 umol), hop chét 7 (175 mg, 435 pmol)
va HATU (248 mg, 653 pmol) trong DMF (2 mL). Hon hop tao thanh duogc khudy
trong thoi gian 10 phit & nhiét d trong phong, tai thoi diém d6 LC/MS cho thiy su
hoan thanh phan tmg. LiOH chira nuéc 5,0 M (696 pL, 3,5 mmol) duge bd sung
vao va hén hop nay dugc khudy & nhiét d6 trong phong trong thdi gian 30 phut.
HCI d4m dic (~0,4 mL) dugc bd sung vio cho dén khi hdn hop phan tng trd thanh
axit, va hdn hop thd dugc tinh ché bing k¥ thuat sic ky pha d4o (30-90% MeCN
trong nudc véi 0,05% TFA) dé tao ra hop chat so sanh C2 (132 mg) & dang chét rén
mau tring. MS m/z [M+H]" theo tinh toan ddi véi CaaHaoCIFN2Os, 463,10; trén
thyc té 463,2.

Hop chit so sanh C2 is dwgc md ta trong vi du 19-9 trong Patent My s
8,586,536 cua Gendron et al.

Quy trinh didu ché 2: Etyl este clia axit (2R, 45)-4-amino-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-
y1)-2-metylpentanoic (Hop chat 11)
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BOC
BOC
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Cl

i-butyl este cua axit (S)-2-(4-bromobenzyl)-5-oxopyrrolidin-1-carboxylic (90
g, 254 mmol), 5-clo-2-flophenylboronic (48,7 g, 279,4 mmol), Pd(dppf):CL (5,6 g,
7,6 mmol), KF (29,5 g, 508 mmol) trong dioxan (900 mL) va nuéc (300 mL), duge
Két hop & nhiét dd trong phong trong mdi trudng khi nito. Dung dich tao thanh
dugc gia nhiét dén nhiét do 85°C va duogc khqu trong thoi gian 4 gio. Nude (500
mL) dugc bd sung vio, va hdn hop duge chiét bang EtOAc (500 mLx2). Cic 16p
hitu co d3 két hop dugc rira bang dung dich NaCl chira nuéc bdo hoa (500 mL),
dwoc lam kho, c6 va tinh ché bang k¥ thuat sic ky (PE/EtOAc=6:1 dén 3:1) dé tao
ra hop chét 2 (96 g) & dang chét rin mau vang. LC-MS: m/z = 348[(M-56)*+1].

B sung TFA (30 mL) vao dung dich chira hop chét 2 (20 g, 49,5 mmol)
trong DCM khan (200 mL) & nhiét do 0°C trong mdi trudng khi nito. Hdn hop nay
duge 1am 4m dén nhiét d6 trong phong va duge khudy & nhiét do trong phong trong
thoi gian 2 gio. Sau khi 1am bay hoi dung moi, can dugc pha loing bang EtOAc
(200 mL), sau d6 dugc rua bang dung dich NaHCO; chtra nuéc bdo hoa (200
mLx3) va dung dich NaCl chira nude bdo hoa (200 mLx2). Lép hitu co duge lam
kho va duge cb dé tao ra hop chét 3 (14 g, hop chét tho) & dang diu mau vang. LC-
MS: m/z = 304[(M™+1)], m/z = 607[(2M*+1)].

ﬂ\(o >LKO
o N S_)‘\\\\ Oﬁ’?\\\\
@) — O (R) O
4) - cl ©) '
0 c'
F F O

Dung dich chira n-butyllithi 2,5 M trong hexan (21 mL, 52,9 mmol) dugc b
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sung timg giot vao dung dich chita hop chit 3 (14 g, 46 mmol) trong THF khan
(150 mL) & nhiét d6 -78°C trong mdi truong khi nito. Hon hop phéan tng dugc
khudy & nhiét d6 -78°C trong thoi gian 1 gid. Sau d6 pivaloyl clorua (7,2 g, 59,8
mmol) duge bd sung timg giot vao & nhiét d6 -78°C, va hdn hop nay dugc khudy ¢
nhiét d6 -78°C trong thoi gian 2 gid nita. Hon hop phan tng duoc 1am ngudi véi
nuée (200 mL) va duge chiét bang EtOAc (200 mLx2). Céc 16p hitu co da két hop
dugc rira bang dung dich NaCl chita nuéc bio hoa (200 mL), dwoc lam khd trén
Na»SO4, duge cd, va duoc tinh ché biang k¥ thuat sic ky cot (PE/EtOAc= 50:1) dé
tao ra hop chét 4 (14,6 g) & dang diu mau vang sang. LC-MS: m/z = 388[(M*+1)].

KHMDS (82 mL, 41,1 mmol) dugc bd sung timg giot vao dung dich chira
hop chit 4 (14,6 g, 37,4 mmol) trong toluen (200 mL) & nhiét do -78°C trong mdi
treong khi nito. Sau khi khudy & nhiét do -78°C trong thdi gian 2 gid, MexSOs (4,3
mL, 44,9 mmol) dugc bd sung vao tung giot. Sau khi khuéy & nhiét do -78°C trong
thoi gian 2 gi, hdn hop phan Gng dugce 1am ngudi bing dung dich NH4Cl chira
nude bao hoa (100 mL) va dwoc chiét bang EtOAc (100 mLx2). Cac 16p hiru co da
két hop duoc rira béng dung dich NaCl chira nuéc bio hoa (200 mL), dugc lam kho
trén Na2SO04, duoc loc, va dugc cbd dé tao ra san phém thd duge tinh ché béng ky
thuat séc ky (PE/EtOAc=100:1) dé tao ra hop chét 9 (3,4 g) & dang diu khong mau.
LC-MS: m/z = 402[(M*+1)].

0

NH,
HO '/// R
H H
CHs
©)
(10)

F

! Cl
Dung dich chtra hgp chét 9 (3,4 g, 8,5 mmol) trong HCI dic (50 mL) duoc
hdi lwu trong thoi gian 2 ngay. Sau d6 hdn hgp nay cb trong didu kién 4p sut giam
va cin dugce tinh ché bang cach rira bing EtOAc (20 mL) dé tao ra hop chét 10 (2,2
g) & dang mudi HCI rdn mau tring duc. LC-MS: m/z = 336[(M*+1)].
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Dung dich chita hop chat 10 (2,2 g, 5,9 mmol) trong HCIl 4 M trong EtOH
(15 mL) duoc khudy & nhiét d trong phong trong thoi gian 2 gid. Sau d6 hdn hop
ndy cd trong didu kién &p suit giam va can dugc tinh ché bang céch rira bing
EtOAc (20 mL) d& tao ra hop chat 11 (2,3 g) dudi dang chét rin mau tréng duc. LC-
MS: m/z = 364[(M*+1)] 'H NMR (300 MHz, DMSO) ¢ 7,61-7,52 (m, 3H), 7,47
(ddd, J= 8,7, 4,3, 2,7 Hz, 1H), 7,38 (dd, J= 13,5, 5,5 Hz, 3H), 3,98 (9, /= 7,1 Hz,
2H), 3,37 (d, J = 11,1 Hz, 1H), 3,11 (dd, J = 13,7, 5,1 Hz, 1H), 2,90-2,67 (m, 2H),
1,85 (ddd, J= 14,0, 9,3, 4,8 Hz, 1H), 1,68-1,54 (m, 1H), 1,13-0,99 (m, 6H).

Vi du 3: Axit (2R, 4S)-5-(5"-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-4-[(2-etyloxazol-5-
cacbonyl)amino]-2-metylpentanoic (Hop chét so sanh C3)

//H
Chs CH3
(1) (C3)

DIPEA (228 pL, 1,3 mmol) dugc bd sung vao dung dich chira axit 2-

etyloxazol-5-carboxylic (67,9 mg, 481 pmol), hop chit 11 (175 mg, 437 pmol), va
HATU (249 mg, 656 pmol) trong DMF (2,0 mL), va dugc khudy & nhiét do trong
phong trong thdi gian 15 phat. LiOH chira nuée 5,0 M (699 pL, 3,5 mmol) duge b
sung vao va hdn hgp nay duge khudy & nhiét do trong phong trong thoi gian 1,5
gio. HC1 dam dic (~0,5 mL) dugce bd sung vao cho dén khi hdn hgp trd thanh axit
va hdn hop thd duoc tinh ché bang HPLC didu ché (20-80% MeCN trong nudc voi
TFA 0,05%) tao ra hop chit so sénh C3 (170 mg) & dang chét rin mau tring. MS
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m/z [M+H]* theo tinh toan d6i v6i Ca4H24CIFN,O4, 459,14; trén thuc té 459,05.

Hop chét so sanh C3 dugc md ta trong vi du 71-1 trong Patent My s6
8,263,629 ctia Coppola et al.

Vi du 4: Axit (2R,4S)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-y1)-2-metyl-4-[(oxazol-5-
cacbonyl)amino]pentanoic (Hop chét so sanh C4)

DIPEA (228 pL, 1,3 mmol) dugc bd sung vao dung dich chtta axit oxazol-5-
carboxylic (49,4 mg, 437 pmol), hgp chit 11 (HCL; 175 mg, 437 pmol) va HATU
(249 mg, 656 pmol) trong DMF (2 mL). Hon hop tao thanh dugc khudy trong thoi
gian 10 phut ¢ nhiét do trong phong, tai thoi diém d6 LC/MS cho thdy sy hoan
thanh phéan Gng. LiOH chira nuéc 5,0 M (699 pL, 3,5 mmol) dugc bd sung vao va
hén hop duoc khudy & nhiét do trong phong trong thoi gian 1 giv. HCI dam dic
(~0,5 mL) dugc bd sung vio cho dén khi hén hop phan tng tr& thanh axit va hén
hop thd duge tinh ché bing HPLC diéu ché (20-80% MeCN trong nuéc véi TFA
0,05%) dé tao ra hop chét so sanh C4 (103 mg) & dang chét rin mau tring. MS m/z
[M+H]" theo tinh todn dbi v6i CaxHaoCIFN204, 431,11; trén thyc té 431,1.

Hop chéit so sanh C4 dugc md ta trong vi du 68-1 trong Patent M§ s6
8,263,629 cua Coppola et al.

Thir nghiém

Hop chét 1 va céc hop chét so sanh C2, C3 va C4 dugc danh gi4 trong céac

thir nghiém dugc mo ta dudi day.

Thir nghi€ém 1: Thir nghi€m in vitro dé dinh Irgng hoat luc cua chét trc ché tai NEP
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& ngudi
Hoat tinh tc ché tai neprilysin & ngudi (EC 3.4.24.11; NEP) duogc xé4c dinh

nhu sau.

NEP t4i td hop & ngudi mua duoc trén thi trwong (R&D Systems,
Minneapolis, MN, s6 danh muc 1182-ZN). Co chit peptit huynh quang Mca-D-
Arg-Arg-Leu-Dap-(Dnp)-OH (Medeiros et al. (1997) Braz. J. Med. Biol. Res.
30:1157-62; Anaspec, San Jose, CA) dugc sit dung.

Thtr nghiém dugce tién hanh trong dia mau tréng duc c6 384 16 & nhiét do
37°C str dung co chit peptit huynh quang & ndng d6 bang 10 uM trong dung dich
dém thir nghiém (HEPES 50 mM, d6 pH=7,5, NaCl 100 mM, polyetylen glycol
sorbitan monolaurat 0,01% (Tween-20), ZnSOs 10 pM). Enzym dugc st dung &
ndng dd din dén su phén giai protein dinh luong ctia 1 uM co chét sau thoi gian 20
phut & nhiét do 37°C.

Céc hop chit thir nghiém dugc thir nghiém trong khoang ndng do tir 10 pM
dén 20 pM. Cac hop chit thir nghiém dugc bd sung vao enzym va duoc 1 trong thoi
gian 30 phut ¢ nhiét d§ 37°C trudc khi bét d4u phan tmg bang cach b sung co chét.
Phan ung dugc két thic sau 20 phut @ & nhiét o 37°C bing cach bd sung axit

axetic bang vao ndng dd cudi ciing bang 3,6% (thé tich/thé tich).

Céc dia dugc doc trén huynh quang ké véi budce séng kich thich va phat xa
duoc thiét 14p & 320 nm. Hing sb tc ché thu duoc bang phuong phap hdi quy phi
tuyén tinh dir liéu bing cach st dung phuong trinh (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA):

v=wv/[1+ /K]
trong d6 v 13 tdc dd phan tng, vo 1a téc dd phan Gng khong duge trc ché, I 13 ndng
d6 chét trc ché va K’ 13 hing sb tc ché biéu kién.

Céc hop chit duoc thir nghiém trong thir nghiém nay va phat hién ra 1a ¢ tri

s0 pK; &6 NEP ¢ nguoi nhu sau.
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Hop chét pKi
1 9,7
C2 9,9
C3 9,1
C4 9,3

Thir nghi€ém 2: Nghién ctru duge dong hoc IV/PO & chuft thuong va ché

MB&i nghién ctru PK & chudt thuong va ché bt diu véi ché phdm chira hop
chit thir nghiém. Mdi hop chit thir nghiém dwoc bd sung vao thé tich chit din
thudc (vi du, natri bicacbonat 5%, dextroza 5% trong H20) v6i cac khéi lugng thich
hop sao cho ndng do cudi ciing ctia mdi hop chit 13 thich hop dugc sir dung theo
lidu lwong 2 mL/kg. Mic di hdn dich ddng nhét ¢ thé dugc chp nhan dé sir dung
theo liéu qua duong miéng, nhung cic dung dich sir dung theo lidu trong tinh mach
duoc loc vo tring (0,2 pm) trude khi sir dung theo liéu dé dam bao khéng con dang

hat lai duoc sir dung.

Trong thir nghi€ém & chudt thuong, chudt thuong Sprague-Dawley duc dugc
dat trude 6ng thong (3 con dbi véi mdi duong ding) 8 dén 10 tuin tudi c6 duoc tir
thu vién Harlan Laboratories (Indianapolis, IN). Cac chudt thudng ti€p nhan mot
lidu dua bang éng vao da diy qua miéng hoic mot lidu trong tinh mach (théng qua
tinh mach dudi phia bén) ciia dung dich sir dung theo lidu. Liéu cudi cung thuong
nim trong khoang tir 0,5 dén 3 mg/kg. Cac maiu méu theo thit tw dugce thu gom qua
bng thong ciy trong tinh mach canh tai cic thoi diém 3 phat, 15 phat, 30 phut, 1
gio, 2 gio, 4 gio, 6 giv, va 24 gio sau khi st dung theo lidu. Viéc Iéy mau dugc tién
hanh bing tay hoic bing cach sir dung thiét bi 14y miu tw dong. Céc miu dugc thu
vao cac éng Microtainer chira EDTA 1am chat chéng dong va dugc xir Iy dé lay

huyét twong bang cach ly tAm lanh.

Trong nghién ctru & chd, ché sin thé duc (3 con d6i voi mdi dudng ding)
dugc nhdt trong phong thi nghiém Agilux Laboratories (Worcester, MA) va can
ning nam trong khoang tir 7 dén 12 kg tiép nhan mot lidu dua bing dng vao da day
qua duong miéng hodc mot lidu trong tinh mach (thdng qua dng théng nim trong)
cta dung dich st dung theo liéu. Liéu cubi cing thudng nim trong khoang tir 0,1

dén 2 mg/kg. Cac miu mau theo thtr tw duge thu gom théng qua phuong phap 14y
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méu tinh mach truc tiép & cac thoi diém 3 phat, 15 phut, 30 phat, 1 gio, 2 gid, 4
gio, 6 giv, 8 git, 12 gio, va 24 giv sau khi st dung theo lidu. T4t ca cac mAu ndy
dugc thu bing tay vao éng Microtainer chita EDTA lam chit chéng dong va dugc

xir Iy dé 14y huyét tuong bang cach ly tAm lanh.

Céc mAu huyét twong dugc chiét bang 3 thé tich cia MeCN chira chét noi
chuén thich hop. Dich chiét duge hoan nguyén vao 3 thé tich nuéc chira axit formic
1%, va duogc phan tich thong qua phuong phap MS/MS két hop HPLC. Dit lidu vé
thoi gian-nbéng do trong huyét twong dugc phan tich bing cach st dung phin mém

Phoenix (Pharsight Corp., St. Louis, MO) dé tinh toan céc thong s6 duge dong hoc.

Do thanh thai trong huyét trong dugc xdc dinh tr nhanh tinh mach cla
nghién ctru, va thé hién tbc do tai d6 huyét twong thanh thai hét thubc. Lugng nay
bang lidu lwgng chia cho dién tich dudi duong cong thoi gian - ndng do trong huyét
twong. Ngoai d§ thanh thai trong huyét twong, thudc duoc ding qua dudng miéng
ciing cAn phai dat duge cdc muc hiéu nghiém toan than sau khi phén phéi qua
dudng miéng. DY sinh kha dung qua duong miéng la s6 do cua cac lan tiép xuc
trong huyét tuong sau khi st dung qua duong miéng so véi cac 1an tiép xtic sau khi

st dung trong tinh mach.

Dit liéu duoc dong hoc & chudt thuong

Hop chit dugc | Dudng AUC1as" CLiast Eq)l?asér&l;ﬁgin(iggg

vgp oo ldy |t (ug*giv/ml) | (L/gidkg) oy

S dung theo et ung Trung binh Trung binh °
Trung binh

) vV 0,61 0,83 :

PO 0,40 ; 67%

v 0,48 1.7 -

c2 PO 0,11 i 20%

v 1,5 0,60 ;

C3 PO 0,88 - 60%

v 0,83 0,67 -

4 PO 0,50 ; 60%

2 AUClast 12 dién tich duéi duong cong ndng dd trong huyét
twong so v6i thoi gian tir thoi diém 0 dén thoi diém sau khi

st dung theo liéu ma tai d6 quan sat thiy néng d6 dinh lugng
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duogc cudi cling, uwéc tinh bang phuong phép hinh thang tuyén
tinh

b CLjast 12 liéu luwgng chia cho AUCast

¢ B0 sinh kha dung qua dudng miéng dugc tinh 13 AUCas sau
khi ding qua dudong miéng, chia cho AUC.s sau khi dung
trong tinh mach, dugc chuin héa dbi véi cac chénh 1éch bét
ky trong cac lidu duoc ding, dugc thé hién duéi dang phén

tram

Dit lidu & chudt thudng nay cho thiy ring hop chét theo sang ché (Hop chit
1) c6 d6 sinh kha dung qua dudng miéng cao (67%). Cac hop chit so sanh C3 va
C4 thé hién d6 sinh kha dung qua dudng miéng twong tu nhau (60% va 60%, mot
cach tuong ng). Tuy nhién, hop chit so sanh C2 c6 d6 sinh kha dung qua dudng
miéng thip hon (20%). Dit liéu & chudt nay ciing cho thay ring hop chit 1 ¢6 tbc do
thanh thai thip tuong tu so v&i tde do thanh thai ctia cic hop chit so sanh C3 va C4
(0,83, 0,60, va 0,67, mdt cach tuong ung). Tuy nhién, hgp chét so sanh C2 lai dugc
thanh thai nhanh hon nhiéu (CLus trung binh bang 1,7).

Dé c¢6 duoc su xac dinh mang tinh du bio hon vé cach thirc hop chét nay s&
hoat dong & nguoi (vi dy, dd an toan va do hiéu qua), thi budc danh gia ¢ loai dong

vat thir hai duoc tién hanh.

Dit liéu dugc dong hoc & cho

A ) | AUCast CLiast DQ Sln}} kha dl:\lng
Hop chat duge st | Duong (ug*gio/mL) | (L/gio/ke) qua dudng miéng
dung theo liéu dung X X (%)
Trung binh | Trung binh .
Trung binh
1 1\ 0,51 0,29 -
PO 0,53 - >100%*
1\ 0,16 0,65 -
2 PO 0,16 i 99%
1Y% 0,17 0,59 -
©s PO 0,13 i 64%
IV 0,07 1,54 -
c4 PO 0,03 i 2%
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*Do sinh kha dung trén 100% c6 thé lién quan dén cac quy trinh hip thy,

phén phdi va/hodc bai tiét,

Dit liéu & cho nay cho thdy ring hop chét theo sang ché (Hop chét 1) c6 do
sinh kha dung qua dudng miéng cao (>100%) va do thanh thai trong huyét twong
thip. Trong khi hop chét so sanh C2 thé hién do sinh kha dung qua dudng miéng
twong tu (99%), cac hop chit so sanh C3 va C4 thé hién do sinh kha dung qua
dudng miéng thip hon nhiéu (64% va 42%, mot cach twong Gmg). Ngoai ra, dit liéu
& ché nay cho thiy ring hop cht 1 ¢6 tdc do thanh thai thip hon (0,29) so véi toc
dd thanh thai cia tAt ca ba hop chit so sanh C2, C3, va C4 (0,65, 0,59, va 1,54, mot

cach tuong tng).

Cubi cung, hop chét 1 thé hién mot céch nhét quan ca d¢ sinh kha dung qua
duong miéng cao va do thanh thai trong huyét twong thip & ca chudt thuong va ché.
Nguoc lai, hgp chit so sanh C2 thé hién d6 sinh kha dung & chudt thép hon so voi
hop chét 1 va do thanh thai trong huyét twong & ca chudt thuong va ché cao hon so
v6i hop chit 1. Cac hop chit so sinh C3 va C4, mic du tvong dwong & ca do sinh
kha dung qua dudong miéng va do thanh thai dbi v6i hop chét 1 & chudt thuong, thé
hién d6 sinh kha dung qua dudng miéng thap hon va @6 thanh thai cao so v6i hop

chét 1 & cho.

Thir nghiém 3: Thir nghiém duogc dong hoc/duge luc hoc (PK-PD) vé hoat tinh coa
NEP & chudt Sprague-Dawley tinh tdo ¢6 huyét ap binh thuong

Timg hop chit thir nghiém véi khdi lugng thich hop dugc bd sung vao thé
tich chét din thudc (vi du, natri bicacbonat 5%, dextroza 5% trong H2O) sao cho
ndng d6 cubi cling ctia mdi hop chét 13 thich hop dé st dung theo lidu & 2 mL/kg.
Luu y rang hdn dich ddng nhit dugc cho 1a chp nhan dugc dé sir dung qua duong
miéng.

Chudt Sprague-Dawley duc dugc dat trudce bng théng (3 con trén mdi hop
chit dugc danh gia) tir 8 dén 10 tudn tudi c6 duogc tir phong thi nghiém Harlan

Laboratories (Indianapolis, IN). Chudt thuong dugc tiép nhan mot lidu dua bing
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bng vao da day qua dudong miéng chita dung dich dung theo lidu. Liéu cudi cing
thuong nim trong khoang tir 3 dén 30 mg/kg. Cac miu mau theo tht ty dugc thu
gom thong qua dng thong cdy trong tinh mach canh & céc thoi diém 3 phut, 15 phit,
35 phut, 45 phut, 1 gio, 2 gio, 4 giv, 6 giv, va 24 gid sau khi st dung theo lidu. Cac
mAu dugc thu vao cac éng Microtainer chita EDTA 1am chat chéng déng va dugc
xir ly dé 14y huyét tuong bang cach ly tAm lanh. Mudi 1am phit trude cdc mau &
thoi didm 45 phut, 2 giv, 4 gio, 6 gid, va 24 gid, liéu bolus IV (30 pg/kg) chia
peptit natri lgi niéu tdm nhi (atrial natriuretic peptide - ANP) dugc dung. Néu hop
chat thir nghiém tc ché thanh cong neprilysin, mot chét trung gian chinh cia do
thanh thai ANP, thi ANP duogc dung s& lam gia ting cac mirc co s& ciia ANP, nho
d6 ting cuong hiu luc phat tin hi€u xubi dong. Néu hop chit thir nghiém khong tc
ché thanh cong neprilysin, thi cidc mirc ANP tudn hoan va tang tin hiéu xudi dong s&
quay trd lai trang thai co s& trong vong 15 phut gitra thoi diém dung bolus ANP va
thoi diém ma tai d6 mAu huyét twong duoc I4y. Do lién két ciia ANP véi thy thé cia
né din dén sy hoat hoa guanylyl xyclaza va sau d6 san sinh guanosin
monophosphat vong (cyclic guanosine monophosphate - cGMP), nén viéc quan sat
cac muc ting cao ciia cGMP (> 20 nM) trong huyét twong 15 phat sau khi ding IV
mot lidu bolus ANP duge gidi thich 1a bing chimg cta sy (rc ché nepriysin dang
tang 1én. Cac mirc cGMP trong huyét twong ting cao 24 gid sau khi st dung theo
liéu 14 chi thi cho tac dung dugc ly trong mdt khoang thoi gian, twong ty véi tri s6

thanh thai trong huyét tvong 1a chi thi cho do bén dugc dong hoc.

Céac mAu huyét twong duoc chiét bang 3 thé tich MeCN chira chét noi chuin
thich hop. Dich chiét duoc hoan nguyén vao 3 thé tich nudc chira axit formic 1%.
cGMP trong huyét tuong va ndng d6 cta hop chit thir nghiém dugc dinh lugng
trong cac miu huyét twong bing phuong phép phét hién khéi phd két hop HPLC.

Hop chét duoc ding 1Liéu Nong 46 cGMP 24.1‘Agi(‘5 sau khi str dung theo
theo lidu uong liéu (nM)
(mg/kg) Trung binh?
1 3 112
C2 3 45
C3 3 47
C4 3 53
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2 Tri s0 trung binh cda ba lan xac dinh

Do d6, hop chit theo sang ché (Hop chét 1) thé hién hoat lyc ciia cGMP 24
gi® 16n hon trén 2 14n sau khi diing theo lidu khi so véi hoat luc dbi vé6i cac hop

chat trong tinh trang k¥ thuat C2, C3, va C4.
Thir nghiém 4: Nghién ctru duoc dong hoc IV/PO clia hop chét 1 & khi

Nghién ctru PK & khi duoc tién hanh véi khéi lugng thich hop ciia hop chét
1 trong thé tich cht dAn thubc (vi du, natri bicacbonat 5%, dextroza 5% trong HzO,
d6 pH=7,4, dbi véi dudng miéng va PEG200:EtOH:Nuéc (40:10:50), d6 pH=7,0,
loc qua xi lanh PDVF 0,22 pM dbi v6i IV) sao cho ndng d6 cubi cing duge dung
theo lidu & 0,5 mL/kg (IV) hoic 2,0 mL/kg (PO).

Khi d4u ché (cynomologus) duc (3 con dbi v6i mdi dudng ding) dugc nhét
tai Xenometrics (Stilwell, KS) tiép nhén liéu IV hodc PO cia hop chét 1 ¢ ndng do
1 mg/kg. Cac con khi ding cac lidu IV tiép can thirc 4n tlly ¥ va cac con khi ding
céc lidu PO dugc cho nhin d6i qua dém va tiép nhan thirc dn khoang 4 gid sau khi
st dung theo lidu. Cac miu mau duoc 14y tir mbi con & tirng thoi diém (trude khi st
dung theo lidu, 0,083 gid, 0,25 giv, 0,5 gid, 1 giv, 2 gid, 4 giv, 6 giv, 8 giod, 12 giv,
va 24 gid) théng qua tinh mach dau, dui, hoic tinh mach hién trong thoi gian 48
gio. T4t ca cac miu duogc thu vao cac 6ng K>EDTA va dugc dit trén d4. Cac mau
duoc xir Iy dé 14y huyét twong bang cach ly tdm (3200 vong/phit, 10 phut, 5°C), va
duoc axit hoa voi ndng dd cubi cing 13 axit axetic 2%. Phin phan wdc cta huyét
trong duoc chuyén vao cic dng clia dia 96 18 va duge bao quan dong lanh (-70°C)

trudce khi phén tich sinh hoc.

Nong do trong huyét twong ciia hop chit 1 dwoc xac dinh bing LC/MS/MS.
Céac mau huyét twong nghién ciru duoc lic manh va duogc dua vao dia 96 15. Cac
mau dugc chiét bang 200 pL axit formic 0,2% trong axetonitril bing chit noi
chudn. Dich chiét dugc ly tAm trong thoi gian 10 phit & tdc d6 3700 vong/phut va
dich nuéi cdy ndi bé mat duoc tron véi axit formic 0,2% trong nuéc. Cac miu (15
uL) duogc phun 1én c¢ot Thermo (C18 50x2,1mm) v&i tbe dd dong bang 0,3 mL/phiit.

Pha dong A bao gdm axit formic 0,2% trong nu6c va pha dong B bao gbm axit
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formic 0,2% trong axetonitril. Viéc rira giai gradien bat ddu bang B tir 0% dén 95%
trong thoi gian tir 0,5 dén 1,5 pht, giit & 95% trong thoi gian tir 1,5 dén 1,85 phut,
sau d6 1 gradien tir 95% dén 0% cta B trong thoi gian tir 1,85 dén 1,86 phut va
ding lai & 2,6 phut. Khoang thtr nghi€ém cua hop chit 1 nim trong khoang tir
0,0005 dén 5 pg/mL. Céc thong sb dugc dong hoc cia hop chét 1 dugc xac dinh
bing phan tich khong khoanh ving (M6 hinh 201 va M hinh 200 dé ding IV va
PO, mdt céch tuong (ng) bing cach sir dung Phoenix WinNonlin phién ban 6.3
(Certara, Sunnyvale, CA) va st dung profin thoi gian ndng do trong huyét twong
riéng 1& tir 3 con khi.

Do thanh thai trong huyét twong dwoc xac dinh tir nhanh trong tinh mach ctia
nghién ciru, va thé hién téc d6 ma tai d6 huyét twong dugc thanh thai sach thudc.
Luong ndy bang lidu lugng chia cho dién tich duéi dudng cong thoi gian - nbng do
trong huyét twong. Ngoai do thanh thai trong huyét twong, thudc dwoc ding qua
dudng miéng ciing can phai dat dén cac mirc hidu nghiém toan than sau khi phan
phéi qua dudong miéng. Do sinh kha dyng qua dudng miéng la sd do cua céac 14n tiép
xuc trong huyét twong sau khi ding qua dudng miéng so véi cac 14n tiép xuc sau

khi dung trong tinh mach.

Dit liéu dugc dong hoc ¢ khi

AUC CLjast Do sinh kha dyng qua
Hop chét dugc sir Duong (ug* i(‘)r]/arsrth) (L/gio/kg) dudng miéng
dung theo liéu dung %%ur%g binh Trung (%)
binh Trung binh
1 IV 2,78 0,36 -
PO 1,66 - 60 %

Dit liéu nay cho thiy rang hop chét theo sang ché (Hop chit 1) c6 do sinh
kha dung qua dudng miéng cao (xp xi 60%) va do thanh thai trong huyét twong
thap (xép xi 0,36) & khi dau ché (cynomolgus) duc. Pidu nay nhét quan va twong tu
v6i dit 1iéu vé& dd sinh kha dung va do thanh thai dugc tao ra tir cac lodi chudt

thuong va cho.

Thir nghiém 5: Su bai tiét qua than ctia hop chit 1 & cac loai chudt thudng, ché va
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Mot yéu td quan trong dé bao dam cho viée st dung thudc theo lidu trong
thoi gian dai thich hop va ndng do thudc & trang thai n dinh chinh x4c & bénh nhén
12 do thanh thai cta thudc. Nhin chung, do thanh thai ctia thudc giam din dén cac
ndng dd thuéc cao hon va tac dung cta thudc 16n hon. P& hiéu v& do thanh thai
trong thén cta hgp chit 1, thi % liéu ding duoc thu hdi trong nuéce tiéu sau mét lidu
IV dugc danh gia & ba loai dong vét. Ba nghién ctu riéng 1€ & chudt thuong
Sprague Dawley duc, ché sidn thé duc va khi dau ché (cynomolgus) duc, mdt cich
tuong mg, dugc tién hanh va quy trinh va cic két qua thir nghiém dugc mé ta dudi
day.

Chudt Sprague Dawley duc (N=3), c6 cin ning tir 0,348 dén 0,362 kg, tiép
nhan liéu IV cia hop chéit 1 & ndng d6 0,5 mg/kg dudi dang mot phin cta caset st
dung theo lidu. Hop chit 1 dwgc hoa tan trong NaHCO3 5% trong DSW (dextroza
5% trong nudc, d6 pH=7,4) va duge loc qua dau loc mau polyvinyl diflorua
(PVDF) 0,22 pM trude khi st dung. Chudt thudong da tiép can thirc in tity y trude
va sau khi sir dung hop chit 1. Cac miu nudc tidu duge thu trong cac budng chuyén
hoa va dugc gifr trén d4 kho dong lanh trong khi thu. Cic mAu dwoc ri dong va thé
tich nuée tidu dwoc ghi lai. Phin phin uéc ciia miu nuée tidu dwoc chuyén vao bng
Iuu trit polypropylen, dugce lam dong lanh va dugc bao quan (-80°C) trudce khi phan

tich sinh hoc.

Nong d6 cta hop chét 1 trong nuéc tiéu cua chudt thudng duge xdc dinh
bing LC/MS/MS. Céc mu nuéc tiéu dugc rd dong va duge pha lodng 5 lan trong
huyét twong KoEDTA & chudt thuong. Phan phén udc 50 pL cia nude tidu da pha
losing duoc chuyén vao dia 96 16 va dugc chiét véi thé tich 200 pL cua axit formic
2% trong axetonitril chira chit ndi chuén. Pia 96 18 dwoc ly tAm trong thoi gian 10
phit & tde d6 3700 vong/phut va dich nudi ciy ndi bé mit duoc chuyén vao dia 96
16 m6i. Dich nudi ciy nbi bé mit nay dugc pha lodng trong axit formic 0,2% trong
nuéce (pha lodng 4 1an). Thé tich 10 hogc 20 pL. duge phun 1én trén cot Xbridge
phenyl (21x50mm; 5 p). Pha dong A bao gbm axit formic 0,2% trong nudc va pha

dong B bao gbm axit formic 0,2% trong axetonitril. Viéc rira gidi gradien bat dau
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bing B tir 20% dén 95% trong thdi gian tir 0,5 dén 2,0 phut, gilt & 95% trong thoi
gian tir 2,0 dén 2,2 phut, sau d6 bang gradien tlir 95% dén 20% cua B trong thoi gian
tir 2,2 dén 2,3 pht va dugc dimg lai 6 3,3 phat. Khoang thit nghiém ctia hop chat 1
nam trong khoang tir 0,00125 dén 25 pg/mL.

Ché san tho duc (N=6, hai nhém mdi nhém ¢6 3 con), ¢6 cAn ning tir 9,04
dén 10,2 kg va tir 10,8 dén 11,5 kg, tiép nhan liéu IV ctia hop chit 1 & nong dd 0,1
mg/kg (nhom 1) va 1,255 mg/kg (nhém II) duédi dang mot phén cua caset st dung
theo liéu. Hop chit 1 dugc hoa tan trong PEG-200:etanol:nude (40:10:50) va duge
loc qua dau loc miu polyvinyl diflorua (PVDF) 0,22 mM truéc khi sit dung. Céc
con cho tiép can thirc 4n tiy ¥ trude khi va sau khi st dung hop chit 1. Cac miu
nuée tiéu duge thu trén cac géi lanh vao vt chira da cln trude ma da dugc db 0,5
mL axit axetic bang tir truéc. Cac mau dugc can lai va axit axetic bang bb sung
dugc bd sung vao néu cin dén ndng dd cudi cung bing 2%. Cac miu duge 1am

dong lanh va dugc bao quan (-80°C) trudce khi phan tich sinh hoc.

Néng d6 cia hop chit 1 trong nudc tiéu cia ché duge xac dinh bing
LC/MS/MS. Céc miu nghién ciru nudc tiéu (dwgc pha lodng trong huyét tuwong
K2EDTA(1:9)) duoc lic manh va 25 pL dwgc dua vao dia 96 16. Cac mAu dugc
chiét bing 100 pL trong axetonitril v6i chét noi chudn Glyburit. Dich chiét dugc ly
tdm trong thoi gian 5 phut ¢ tbc @6 3100 vong/phat va 75 pL dich nudi chy ndi bé
mit duge chuyén va dugc tron véi 150 uL nude. Cac mAu (12 pL) dugce phun 1én
trén ¢t Waters Acquity UPLC BEH C18 (50 x 2,1lmm, 1,7um) véi tbc d6 dong
bing 0,9 mL/phut. Pha dong A bao gdm 95:5:0.1 (thé tich:thé tich:thé tich)
nudc:axetonitril:axit formic va pha dong B bao gdm 50:50:0.1 (thé tich:thé tich:thé
tich) metanol:axetonitril:axit formic. Viéc rira giai gradien bét diu bang B tir 35%
dén 90% trong thdi gian tir 0,2 dén 1,6 phut, gitt & 95% trong thdi gian tir 1,7 dén
2,2 phit, sau d6 dén B tir 95% dén 35% trong thoi gian tir 2,20 dén 2,30 phit.
Khoang thir nghiém hop chét 1 ndm trong khoang tir 0,000100 dén 1,00 pg/mL.

Khi du choé (cynomolgus) duc (N=3), c6 can ning tir 4,42 dén 5,81 kg, tiép
nhén liéu IV ciia hop chit 1 & ndéng d6 1 mg/kg. Hop chét 1 dugc hoa tan trong
PEG-200:etanol:nude (40:10:50) va duge loc qua d4u loc mau polyvinyl diflorua
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(PVDF) 0,22 mM trude khi st dung. Céc con khi duge tiép can véi thirc an tiy ¥
truée va sau khi st dung hop chit 1. Cac miu nuée tiéu duoc thu trén da kho trong
khoang thoi gian thu gom, thé tich mau duoc ghi lai, va nuégc tiéu duoc axit hoa
bagf axit axetic dén ndng d6 cudi cling cia axit axetic xap xi 2%. Cac phin phéan

uéc duoc thu va duge 1am dong lanh (-70°C) trude khi phén tich sinh hoc.

Nbng d6 trong nuée tidu khi ctia hop chét 1 duoc xéc dinh bang LC/MS/MS.
Céac mAu nudce tiéu duoc rd dong va dugc pha lodng trong huyét thanh K;EDTA
(1:4). Cac mau duoc chiét bang 200 pL axit formic 0,2% trong axetonitril v6i chét
ndi chuin. Dich chiét dugc ly tm trong thoi gian 10 phit & tée do 3700 vong/phit
va dich nudi ciy ndi bé mit duge tron véi axit formic 0,2% trong nude. Cac mau
(15 pL) dugc phun 1én trén ¢t Thermo (C18 50x2,1mm) véi tbc d6 dong bing 0,3
mL/phut. Pha dong A bao gbm axit formic 0,2% trong nuGc va pha dong B bao
gdm axit formic 0,2% trong axetonitril. Viéc rira giai gradien dugc bt ddu voi B tir
0% dén 95% B trong thoi gian tir 0,5 dén 1,5 phut, giit & 95% trong thoi gian tir 1,5
dén 1,85 phat, tiép theo 14 gradien cua B tir 95% dén 0% trong thoi gian tir 1,85 dén
1,86 phut va duge dung lai ¢ 2,6 phut. Khodng thir nghi€ém hop chit 1 nim trong
khoang tir 0,0025 dén 25 pg/mL.

Lugng nudc tiéu trung binh dugce bai tiét trong khoang thoi gian thu gom 24

gidr va % xAp xi cla liéu dung duoc bai tiét trong nudc ticu duge béo cdo trong

bang dudi day.
Ll.I? ng hop ch’at I.Xdu’qc bai Su bai tiét qua dudng tiét
Luong tit trong nuoc ticu trong niéu (% <A xi ciia lidu
. dung IV | khoang thoi gian thu (tir 0 dén teutfoxap A Y
Loai (mg/ke) 24 gid) dung dugc bai tiét trong
- (pgg ) nudc ticu)
Trung binh® Trung binh®
tggggtg 0,5 0,0462 0,03%
chs | % 15,8 va 103 0,92 va 1,67%
Khi 1 157 3,14%

2 tri s6 trung binh cia ba lan x4c dinh

Muc bai tiét qua than cta hop chit 1 & chuodt thuong 13 xép xi 0,03% lidu
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duge ding, & ché 12 x4p xi tir 1 dén 1,5% lidu dugc dung va & khi 13 x4p xi 3% lidu
duge ding. Dit lidu nay cho thiy ring hop chit 1 c6 sy bai tiét qua than thip & ba

loai dugc thir nghi€ém.
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YEU CAU BAO HO

1. Hop chét c6 cong thirc cAu tao:

hodc muoi dugc dung cua nd.

2. Hop chét theo didm 1, trong d6 hop chit nay 1a axit (2R,4R)-5-(5’-clo-2’-
flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyl-oxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic.

3. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay 13 axit (2R,4R)-5-(5’-clo-2’-
flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-metyl-oxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic &
dang tinh thé.

4. Hop chét theo diém 3, trong d6 dang tinh thé nay duoc dic trung bdi mau nhiu
xa bot tia X bao gdm cac dinh nhidu xa tai tri s§ 20 bang 8,48+0,20, 14,19+0,20,
17,03+0,20, 21,15+0,20 v 25,41+0,20.

5. Hop chét theo diém 3, trong d6 dang tinh thé nay dugc ddc trung badi mau nhiéu
xa bot tia X bao gdm cac dinh nhidu xa tai tri s6 20 bang 7,51+0,20, 8,48+0,20,
14,19+0,20, 17,03+£0,20, 17,62+0,20, 17,87+0,20, 20,59+0,20, 21,15+0,20,
21,88+0,20, 24,45+0,20, 24,78+0,20, 25,41+0,20, 25,67+0,20, 27,67+0,20 va
28,22+0,20.

6. Hop chét theo diém 5, trong d6 dang tinh thé nay con duoc dic trung bdi viéc co
mot hoac nhidu dinh nhidu xa bd sung tai tri sb 26 duogc chon tir 16,09+0,20,
18,70+0,20, 19,21+0,20, 19,40+0,20, 21,64+0,20, 22,25+0,20, 26,43+0,20,
28.55+0,20, 30,73+0,20, 31,10+0,20, 32,64+0,20, 33,14+0,20 va 34,46+0,20.

7. Hop chét theo diém 3, trong d6 dang tinh thé nay dugc dic trung béi miu nhidu
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xa bdt tia X, trong d6 céc vi tri dinh v€ co ban phu hop véi cdc vi tri dinh cia mau

dugc thé hién trén Fig. 1.

8. Hop chét theo diém 3, trong d6 dang tinh thé nay duogc dac trung boi vét phéan
tich nhiét lwong quét vi sai duoc ghi lai & tbc d6 gia nhiét 13 10°C mdi phut ma thé
hién tri s6 cuc dai trong dong nhiét thu nhiét & nhiét do nam trong khoang tlr 165°C
dén 169°C.

9. Hop chét theo diém 3, trong d6 dang tinh thé nay duoc ddc trung béi vét phan
tich nhiét lugng quét vi sai vé co ban phu hop v6i dang tinh thé duogc thé hién trén

Fig. 2.

10. Dugc phdm chira hop cht theo diém bét k¥ trong s6 céc diém tir 1 dén 9 va mot

hodc nhiéu chét mang dugc dung.

11. Dugc pham theo diém 10, trong d6 chat mang dugc dung néu trén 12 magie

stearat.

12. Duoc phim chira hop chét theo diém bét ki trong sb cac diém tir 1 dén 9 va
chit déi khang thu thé ATi, chit e ché enzym chuyén héa angiotensin, chét trc ché
phosphodiesteraza (PDE), chét e ché renin, thubc loi tiéu, hoic hdn hop cua

chiung, va tly y mot hodc nhiu chét mang dugc dung.

13. Duoc phadm chira hop chit theo didm 1 & dang lidu ding qua dudng miéng,
trong d6 dugc phim dang lidu nay 13 dang vién nang, vién nén, dang long hodc hén
dich.

14. Dugc pham theo diém 13, trong d6 su giai phong hop chit & dbi twong 13 su
giai phong tirc thi, giai phong dugc kiém soat ho#c giai phong tri hoan.

15. Dugc phdm theo diém 13, trong d6 vat liéu nang 1 gelatin, polysacarit, chitosan
hodc polyme tbng hop.

16. Dugc phim theo diém 13, trong d6 vién nang cimg bao gbm gelatin,
polysacarit, hodc polyme tbng hop.

17. Duoc phim theo diém 13, trong d6 vién nang bao gdm hydroxypropyl

metylxenluloza.
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18. Dugc phdm chtra hop chét theo diém 1 & dang liéu dung trong tinh mach, trong
d6 dugc phdm dang lidu lugng nay 1a dang dung dich dém.

19. Quy trinh diéu ché hop chét theo diém 1, trong d6 quy trinh nay bao gém budc
két hop etyl este cua axit (2R 4R)-4-amino-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-
hydroxypentanoic véi axit 5-metyloxazol-2-carboxylic dé tao ra hop chét theo diém
L.

20. Quy trinh diéu ché hop chét theo diém 1, trong d6 quy trinh ndy bao gbm cac
budec:

(a) két hop axit 5-metyloxazol-2-carboxylic va N,N,N’,N -tetrametyl-O-(7-
azabenzotriazol-1-yl)uroni hexaflophosphat (HATU) trong N,N-dimetylformamit
(DMF) va khudy & nhiét do trong phong;

(b) bd sung etyl este cua axit (2R, 4R)-4-amino-5-(5'-clo-2"-flobiphenyl-4-yl)-
2-hydroxypentanoic va N, N-diisopropyletylamin va khudy & nhiét d6 trong phong;

(¢c) tach va sau d6 hoa tan chit rin tao thanh trong etanol kho va
tetrahydrofuran kho;

(d) bd sung dung dich chta lithi hydroxit trong nuéc; va

(e) tach chat rén tao thanh d& tao ra hop chét theo diém 1.

21. Quy trinh theo diém 20, trong d6 chét rén tao thanh trong cac budc (c) va ()
dugc tinh ché bing k§ thuat séc ky.

22. Quy trinh diéu ché hop chét theo diém 3, trong d6 quy trinh nay bao gbm cac
bude:

(a) hoa tan axit (2R 4R)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-
metyloxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic trong etyl axetat va hexan dé hoa tan
hoan toan; va

(b) tach chét rén tao thanh dé tao ra dang tinh thé.

23. Quy trinh diéu ché hop chit theo diém 3, trong d6 quy trinh nay bao gbm cac

budc:
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(a) két hop etyl este cua axit (2R, 4R)-4-amino-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-
2-hydroxypentanoic v6i natri 5-metyloxazol-2-carboxylat dé tao ra axit
(2R, 4R)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[ (5-metyloxazol-2-
cacbonyl)amino]pentanoic;

(b) xt¢ ly axit (2R 4R)-5-(5'-clo-2'-flobiphenyl-4-yl)-2-hydroxy-4-[(5-
metyloxazol-2-cacbonyl)amino]pentanoic bing etyl axetat va hexan dé hoa

tan hoan toan; va

(c) tach chét rén tao thinh d& tao ra dang tinh thé.
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