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(54) MUOI CUA HOP CHAT S-QUINUCLIDIN-3-YL-(2-(2-(4-
FLOPHENYL)THIAZOL-4-YL) PROPAN-2-YL)CARBAMAT O DANG TINH
THE

(57) Sang ché dé cap dén cac mudbi cua hop chit (S)- -quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-

flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat ¢ dang tinh thé dé lam chat wc ché

glucosylxeramit synthaza (GCS - glucosylceramide synthase), trong d6 cac mudi ndy cé
thé dugc dung doc 1ap hoic két hop véi lidu phap thay thé enzym dé diéu tri cac bénh réi
loan vé chuyén hoa, vi du bénh tich trir thé tiéu bao, va dé diéu tri bénh ung thu.
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Linh vue ki thuét dwoe dé cip

Sang ché nay @& cap dén cac mudi cua hop chit (S)-quinuclidin-3-yl (2-
(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat dé lam chit wc ché
glucosylxeramit synthaza (GCS), trong d6 cac mudi nay c¢é thé duoc ding doc
1ap hodc két hop véi liéu phép thay thé enzym dé diéu tri bénh do chuyén hoa,

nhu bénh tich trit thé tiéu bao (lysosome), va dung dé diéu tri bénh ung thur.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Glucosylxeramit synthaza (GCS) 13 enzym nong cbt 1am xuc tac buédce
glycosyl héa ban dau trong viéc sinh tdng hop cac glycosphingolipit gbc
glucosylxeramit (GSL) cu thé qua viéc chuyén chu yéu glucoza tir UDP-glucoza
(UDP-Glc) thanh xeramit dé hinh thanh glucosylxeramit. GCS 1a mdt protein
xuyén mang loai III, duoc xé4c dinh tai cic mién cis va trung gian ctia thé Golgi.
Glycosphingolipit (GSLs) dugc cho la tich hop tao dong luc cho nhidu qua trinh
din ra qua mang té bao, bao gém twong tac té bao, truyén tin hiéu va chuyén tai
gen. Sy tong hop ciu triic GSL di duoc cong b (xem, Yamashita va cac dong
tac gia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96(16), 9142-9147) 1a can thiét cho su
phat trién thoi ki ddu phéi va biét héa mot sb mb. Xeramit dong mét vai trd quan
trong trong co ché trao d6i chét sphingolipit va sy diéu chinh giam hoat dong
GCS da cho thiy 1a tao cac hiéu ing rd nét trén biéu do sphingolipit v&i biéu
hién glycosphingolipit giam di. Cac sphingolipit (SL) c6 mét vai trd diéu bién
sinh hoc trong sinh ly hoc cling nhu céac tinh trang bénh ly tim mach. Déc biét 13,
sphingolipit va c4c enzym diéu chinh cta ching thé hién 13 déng vai trd quan
trong trong cic phan tng co tinh thich nghi véi sy gidm oxy-huyét man tinh
trong tim chudt so sinh (xem, El Alwanit va cac dong tac gia, Prostaglandins &

Other Lipid Mediators 2005, 78(1-4), 249-263).
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Céac chét (rc ché GCS da duoc dé xuit dé diéu tri nhidu loai bénh (xem vi du,
W02005068426). Viéc didu tri nay bao gdm diéu tri cic bénh lién quan dén tich
dong glycolipit (vi du, cic bénh Tay Sachs, Sandhoffs, Thiéu hut hoat chét
GM2, gangliosidosis GM1 va Fabry), cic bénh lién quan dén sy tich tu
glycolipit (vi du, bénh Gaucher; Miglustat (Zavesca), chat ttc ché GCS, da duoc
phé duyét dé diéu tri cho cic bénh nhan méc bénh Gaucher Loai 1, xem, Treiber
va cac dong tac gia, Xenobiotica 2007, 37(3), 298-314), cac bénh gay ra ching
phinh hodc tdng sinh than nhu la bénh than do dai thdo dudng; bénh giy ting
dudng huyét hodc ting insulin mau; cac bénh ung thu ma trong d6 tong hop
glycolipit bat binh thuong, cic bénh truyén nhidém giy ra boi sinh vat ma st
dung glycolipit b& mat t& bao 1am thu thé, cic bénh truyén nhiém ma trong do
viéc tong hop glucosylxeramit 14 can thiét hodc quan trong, cic bénh ma trong
d6 viéc tdng hop glucosylxeramit 12 can thiét hodic quan trong, cic bénh ma viée
tdng hop glycolipit qua mic xay ra (vi du, xo vita dong mach, bénh than da
nang va phinh thén), rdi loan chirc ning noron than kinh, ton thuong noron than
kinh, c4c bénh viém hodc rdi loan lién quan dén viéc bd sung va hoat hoa cua
dai thuc bao (vi dy, chimg viém khép, bénh Crohn, hen suyén va nhiém khuan
huyét) va dai thao dudng va béo phi (xem, WO 2006053043).

Dic biét la, dd duge chi ra rr?mg tinh trang biéu hién du thira GCS lién
quan dén viéc khang nhiéu loai thudc va lam gian doan co ché gy chét té bao
theo chuong trinh (apoptosis) do xeramit gdy ra. Vi du, Turzanski va cic dong
tac gia, (Experimental Hematology 2005, 33 (1), 62-72 d3 chimg minh ring
xeramit gdy ra co ché gy chét té bao theo chuong trinh trong té bao bénh bach
cau dong tuy cép tinh (AML) va ring P-glycoprotein (p-gp) mang lai stc dé
khang chdng lai co ché giy chét t& bao theo chuong trinh do xeramit kich tng,
v6i su diéu bién cua qué trinh xeramit- glucosylxeramit déng gép déng vao dé
khéng nay & céc t& bao TF-1. Nhu viy, cc chét (e ché GCS c¢6 thé c¢6 hidu qua
trong diéu tri cac bénh rdi loan tang sinh bang viéc gy ra co ché gdy chét té bao

theo chuong trinh trong céc té bao bénh.
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Ban chit k§ thuit clia sang ché

Muc dich cta sang ché 1a d& xuét hop chét (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-
flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat ¢ dang tinh thé A, trong dé
nhidu xa bot tia X nay chtra dinh 2-theta ké tiép duoc do bing cach st dung birc
xa Cuk,:18,095.

Hon nita, sang ché ndy dé cap dén hop chét (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-
flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé A, trong d6
nhidu xa bot tia X ndy chtra cac dinh 2-theta ké tiép dugc do bang céch sir dung
birc xa Cuk,: 18,095 va 17,493.

Hon nita, sang ché nay dé cap dén hop chét (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-
flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé A, trong do6
nhidu xa bot tia X nay chira cac dinh 2-theta ké tiép dugc do bang cach st dung
birc xa Cuk,: 18,095 va 19,516.

Hon nita, sang ché nay dé cap dén dén hop chit (S)-Quinuclidin-3-yl (2-
(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé A,
trong d6 nhifu xa bot tia X néi trén chira cdc dinh 2-theta ké tiép duoc do bang
cach str dung buc xa Cuk,: 18,095, 17,493 va 19,516.

Hon nita, sang ché nay con d& cap dén hop chét (S)-Quinuclidin-3-yl (2-
(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé A,
trong d6 nhiéu xa bot tia X nay chira cac dinh 2-theta ké tiép duoc do béng cach
str dung burc xa Cuk,: 18,095, 17,493, 19,516 va 20,088. |

Hon nita, sang ché nay ciing dé cap dén hop chét (S)-Quinuclidin-3-yl (2-
(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé A,
trong d6 nhiéu xa bot tia X nay chira cac dinh 2-theta ké tiép dugc do bang cach
str dung buc xa Cuk,: 18,095, 17,493, 19,516 va 20,088 va 17,125.

Hon nita, sang ché nay ciing con d& cap dén hop chat (S)-Quinuclidin-3-yl

(2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé B,
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trong d6 nhiéu xa bot tia X ndy chira dinh 2-theta ké tiép duoc do bang cach str
dung buc xa Cuk,: 24,355.

Hon nita, sang ché nay dé cap dén hop chit (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-
flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé B, trong d6
nhiéu xa bot tia X ndy chira cac dinh 2-theta ké tiép dugc do béng cach st dung
burc xa Cuk,: 24,355 va 21,167.

Hon nita, sang ché nay con dé cap quan dén hop chat (S)-Quinuclidin-3-yl
(2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé B,
trong d6 nhidu xa bot tia X nay chira cac dinh 2-theta ké tiép duoc do bing cach
str dung burc xa Cuk 4: 24,355, 21,167 va 27,343.

Hon nita, sang ché nay ciing dé cap dén hop chét (S)-Quinuclidin-3-yl (2-
(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé B,
trong d6 nhidu xa bot tia X chita cac dinh 2-theta ké tiép dugc do bang cach st
dung btrc xa Cuk,: 24,355, 21,167, 27,343 va 16,111.

Hon nita, sang ché ndy con dé cap dén hop chit (S)-Quinuclidin-3-yl (2-
(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé B,
trong d6 nhidu xa bot tia X niy chira cac dinh 2-theta ké tiép duoc do bang cach
str dung burc xa Cuk,: 24,355, 21,167, 27.343, 16,111 va 17,185.

Hon nifa, sang ché nay d& cap dén hop chit (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-
flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé B, trong do6
nhiéu xa bot tia X nay chia cac dinh 2-theta ké tiép dugc do béng cach st dung
btrc xa Cuk,: 24,355, 21,167, 27,343, 16,111, 17,185 va 20,243.

Hon nita, sng ché nay dé cap dén mubi (S)-2-hydroxysuccinat ciia hop
chit (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat
¢ dang tinh thé, trong dé nhiéu xa bot tia X nay chira dinh 2-theta ké tiép duoc
do bang cach st dung birc xa Cuk,: 17,162,

Hon nita, sang ché d& cap dén mudi (S)-2-hydroxysuccinat cta hop chét

(S)-Quinuclidin-3-yl  (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat &
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dang tinh thé A, trong d6 nhiéu xa bot tia X nay chita cac dinh 2-theta Ké tiép
duoc do béng cach su dung birc xa Cuk,: 17,162 va 18,028.

Hon nita, sang ché dé cip dén mubi (S)-2-hydroxysuccinat ctia hop chit
(S)-Quinuclidin-3-yl  (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat &
dang tinh thé A, trong d6 nhiu xa bot tia X nay chta cac dinh 2-theta ké tiép
duoc do b%mg cach sur dung birc xa Cuk,: 17,162 va 14,280.

Hon nita, sang ché d& cap dén mubi (S)-2-hydroxysuccinat ctia hop chit
(S)-Quinuclidin-3-yl  (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat &
dang tinh thé A, trong d6 nhiéu xa bot tia X nay chia cac dinh 2-theta ké tiép
duoc do bé“mg cach sir dung birc xa Cuk,: 17,162; 18,028 va 14,280.

Hon nita, sang ché d& cap dén mudi (S)-2-hydroxysuccinat ctia hop chét
(S)-Quinuclidin-3-yl  (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat &
dang tinh thé A, trong d6 nhifu xa bot tia X niy chira cac dinh 2-theta ké tiép
duoc do béng céach str dung burc xa Cuk,: 17,162, 18,028, 14,280 va 18,153.

Hon nita, sang ché d& cdp dén mudi (S)-2-hydroxysuccinat ctia hop chit
(S)-Quinuclidin-3-yl  (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat &
dang tinh thé A, trong d6 nhidu xa bot tia X niy chira cac dinh 2-theta ké tiép
duoc do béng cach st dung birc xa Cuk,: 17,162, 18,028, 14,280, 18,153 va
23,422.

Hon nita, sang ché dé cap dén mudi HCI cta hop chat (S)-Quinuclidin-3-
yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat & dang tinh thé, trong
d6 nhiéu xa bot tia X ndy chtra dinh 2-theta ké tiép dugc do béng cach str dung
buc xa Cuk,. 18,087.

Hon nita, sang ché dé cap dén mudi HCI cta hop chat (S)-Quinuclidin-3-
yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat & dang tinh thé A, trong
d6 nhiéu xa bot tia X nay chira dinh 2-theta ké tiép duoc do béng cach st dung
burc xa Cuk,. 12,818.

Hon nita, sang ché dé cap dén mubi HCI ctia hop chit (S)-Quinuclidin-3-

yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat & dang tinh thé A, trong
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d6 nhiu xa bot tia X nay chira dinh 2-theta ké tiép duoc do bang cach sir dung
buc xa Cuk,. 25,722.

Hon nita, sang ché d& cap dén mudi HCI cua hop chét (S)-Quinuclidin-3-
yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat & dang tinh thé A, trong
d6 nhifu xa bot tia X nay chira cac dinh 2-theta ké tiép dugc do bang cach sir
dung buc xa Cuk,: 12,818 va 25,722.

Hon nita, sang ché d& cap dén mudi HCI cia hop chét (S)-Quinuclidin-3-
yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat & dang tinh thé A, trong
d6 nhidu xa bot tia X nay chira cac dinh 2-theta ké tiép dugc do bang cach sir
dung burc xa Cuk,: 12,818, 25,722 va 13,040.

Hon nira, sang ché dé cap dén mudi HCI cta hop chét (S)-Quinuclidin-3-
yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat & dang tinh thé A, trong
d6 nhiéu xa bot tia X ndy chta cac dinh 2-theta ké tiép dugc do b?mg cach su
dung birc xa Cuk,: 12,818, 25,722, 13,040 va 28,910.

MBS ta van tit cac hinh vé

FIG. 1

Nhidu xa ky cia hop chit (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-
flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé A dugc thuc
hién trén nhiéu xa ké cua hang Bruker D8-Advance.

FIG. 2

Nhifu xa ky cua hop chit (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-
flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat & dang tinh thé B duoc thuc
hién trén nhiéu xa ké cua hang Bruker D8-Advance.

FIG.3

Nhidu xa ky cta mudi (S)-2-hydroxysuccinat ctia hop chét (S)-
Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat & dang
tinh thé dugc thuc hién trén nhiéu xa ké cua hang Bruker D8-Advance.

FIG. 4
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Nhidu xa ky ctia mubi HCI cua hop chét (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-
flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat ¢ dang tinh thé dugc thue hién trén

nhidu xa ké cta hing Bruker D8-Advance.

MG té chi tiét sang ché

Theo khia canh ddu tién ctia sang ché huéng dén hop chit (S)-
Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat &
dang tinh thé A dic trung bdi nhidu xa bot tia X duge biéu hién theo cuong do
twong dbi 2-thetaand véi mot cudong do twong ddi > 0,52% (Bang 1). Cac phép
do dugc tién hanh nhu sau: Thiét bi: nhiu xa ké cua hang Bruker D8-Advance,
loai: Bragg-Brentano; Ngudn Cuk, 1, budc séng = 1,5406A; May phét dién:
35kV - 40 mA; May tach song: PSD/Vantec; Budng Anton Paar TTK450; Gia
d& mau Si; Pham vi goc: 2° dén 40° trong 2-theta Bragg; Phan ky bién sb khe
hé: 4mm (V4); Kich thuée buéde: 0,033°; Bude thoi gian: 1 gidy.

Bang 1

Theo thir tu vi tri 2theta va budc song d

Vi tri bude song  Két qua

S6. [°2Th.] d [A] (%)
1 7,918 11,1570 9,55
2 10,255 8,6186 7,36
3 11,633 7,6007 14,27
4 14,049 6,2987 28,16
5 14,280 6,1973 45,27
6 15,868 5,5807 4,69
7 17,162 5,1627 100
8 18,028 4,9165 46,12
9 18,153 4,8829 43,86
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

19,688
19,878
20,308
20,449
20,617
21,079
21,691
21,981
22,203
23,422
23,794
24,2773
24,740
24,896
25,016
25,759
25,998
27,250
27,799
28,350
28,815
29,229
29,602
30,163
30,729
31,153
31,380
31,630
31,916

4,5055
4,4630
4,3693
4,3395
4,3046
42112
4,0938
4,0404
4,0006
3,7951
3,7365
3,6639
3,5955
3,5736
3,5567
3,4558
3,4246
3,2700
3,2067
3,1455
3,0959
3,0530
3,0153
2,9605
2,9073
2,8686
2,8486
2,8266
2,8018
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13,34
24,63
5,01
13,21
19,14
14,8
3,3
6,56
9,02
42,99
2,73

735
7,91
7,44

3,56
22,05
2,92
5,19
6,25
2,5
6,24
5,52
2,14
4,18
2,6
1,92
2,66
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Theo khia canh thir hai ctia sang ché huéng dén hop chat (S)-Quinuclidin-
3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat malat ¢ dang tinh thé
B dic trung boi nhidu xa bot tia X dudi ddy duoc biéu hién theo cuong do tuong
dbi 2-thetaand véi cudng do tuong dbi > 8% (Bang 2). Cac phép do duoc tién
hanh nhu sau: Thiét bi: nhiéu xa ké cua hang Bruker D8-Advance, loai: Bragg-
Brentano; Nguén Cuk,l, budc soéng = 1,5406A; May phat dién: 35kV - 40 mA;
May tach song: PSD/Vantec; Budng phan umg Anton Paar: TTK450; Gia d&
mAu Si; Pham vi goc: 2° dén 40° trong 2-theta Bragg; Phan ky bién s6 khe hé:
4mm (V4); Kich thude bude: 0,033°; Bude thoi gian: 1 gidy.

32,100
32,767
33,730
34,333
34,620
34,880
35,090
35,437
36,420
36,800
37,000
38,330
38,680
38,990
39,940
40,385
40,960

Bang 2

2,7861
2,7309
2,6548
2,6099
2,5889
2,5699
2,5553
2,5310
2,4649
2,4376
2,4364
2,3465
2,3262
2,3083
2,2553
2,2316
2,2016

29823

1,4
1,31
1,18
3,32
2,46
4,51
4,58
2,41
0,78
0,29
0,87
1,15
0,97
1,27
1,26
1,95
1,41

-10-
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Go6c-2 Theta® Cudng do tuong Ung
%
3,957 15.7
7,981 32,0
10,508 10,5
12,768 17,7
14,195 23,3
14,570 28,5
16,111 53,7
16,982 13,5
17,185 46,0
17,691 11.6
18,744 10,6
19,055 22,9
19,315 10,0
19,454 12,8
20,243 41,3
20,722 13,7
21,167 86,1
21,516 11,4
21,610 11,3
22,466 20,3
23,626 16,6
23,765 21,5
24,097 20,2
24,255 100,0

-11-
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24,823 10,0
25,243 13,4
25,377 13,9
25,637 18,2
25,809 12,2
26,681 15,7
26,801 18,9
27,343 57,6
27,765 12,3
28,670 12,1
28,861 17,6
29,516 34,8
30,745 12,8
31,285 14,3
31,470 15,5
31,803 18,1
32,023 15,2
32,151 14,7
32,491 15,7
32,609 15,9
33,303 15,3
33,520 14,1
33,791 16,9
34,101 15,7
34,219 17,4
34,380 18,7

-12-
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34,460 18,9
34,942 24,6
35,566 13,9
35,730 14,0
35,965 14,7
36,913 16,2
37,712 14,0
38,120 15,5
38.268 17,7
38,731 18,7
39,042 16,5
39,257 16,4

Theo khia canh thir ba cua sang ché hudng dén mudi (S)-2-
hydroxysuccinat cia hop chét (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-
yl)propan-2-yl)carbamat & dang tinh thé dic trung béi cac nhidu xa bt tia X sau
day biéu hién theo cuong do tuong d6i 2-thetaand v&i cudng do twong dbi > 8%
(Bang 3). Cac phép do dugc tién hanh nhu sau: Thiét bi: nhiu xa ké cia héng
Bruker D8-Advance, loai: Bragg-Brentano; Ngudn Cukgl, budc séng
1,5406A; May phat dién: 35kV-40 mA; May tach soéng: PSD/Vantec; Budng
phan tmg Anton Paar TTK450; Gi4 d& mAu Si; Pham vi géc: 2° dén 40° trong 2-
theta Bragg; Phan ky bién 36 khe hé: 4mm (V4); Kich thudce bude: 0,033°; Bude

thoi gian: 1 gidy.

Bang 3

Theo thtr tu vi tri 2-theta va budc song d
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Khoang Két qua
Sé thir cach budc songd  thu duge

tu [° 2Th.] [A] (%).
1 7,918 11,1570 9,55
2 10,255 8,6186 7,36
3 11,633 7,6007 14,27
4 14,049 6,2987 28,16
5 14,280 6,1973 45,27
6 15,868 5,5807 4,69
7 17,162 5,1627 100
8 18,028 4,9165 46,12
9 18,153 4,8829 43,86
10 19,688 4,5055 13,34
11 19,878 4,4630 24,63
12 20,308 4,3693 5,01
13 20,449 4,3395 13,21
14 20,617 4,3046 19,14
15 21,079 4,2112 14,8
16 21,691 4,0938 3,3
17 21,981 4,0404 6,56
18 22,203 4,0006 9,02
19 23,422 3,7951 42,99
20 23,794 3,7365 2,73
21 24,273 3,6639 7
22 24,740 3,5955 7,35
23 24,896 3,5736 7,91
24 25,016 3,5567 7,44
25 25,759 3,4558 8
26 25,998 3,4246 3,56
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

27,250
27,799
28,350
28,815
29,229
29,602
30,163
30,729
31,153
31,380
31,630
31,916
32,100
32,767
33,730
34,333
34,620
34,880
35,090
35,437
36,420
36,800
37,000
38,330
38,680
38,990
39,940
40,385
40,960

3,2700
3,2067
3,1455
3,0959
3,0530
3,0153
2,9605
2,9073
2,8686
2,8486
2,8266
2,8018
2,7861
2,7309
2,6548
2,6099
2,5889
2,5699
2,5553
2,5310
2,4649
2,4376
2,4364
2,3465
2,3262
2,3083
2,2553
2,2316
2,2016
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22,05
2,92
5,19
6,25

2,5
6,24
5,52
2,14
4,18

2,6
1,92
2,66

1,4

1,18
3,32
2,46
4,51
4,58
2,41
0,78
0,29
0,87
1,15
0,97
1,27
1,26
1,95
1,41
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Khia canh tht tu cua sang ché huéng dén mudi HCI cta hop chat (S)-
Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat ¢ dang
tinh thé dic trung bdi cac mau nhiéu xa bt tia x biéu hién theo cuong do tuong
d6i 2-thetaand véi cuong do twong ddi > 0,96% (Bang 4). Céc phép do duge tién
hanh nhu sau: Thiét bi: nhiéu xa ké cua hang Bruker D8-Advance, loai: Bragg-
Brentano; Ngudn Cuk,l, buéc séng = 1,5406A; May phat dién: 35kV - 40 mA;
May tach song: PSD/Vantec; Budng phan tng Anton Paar: TTK450; Gia d&
mAu Si; Pham vi goc: 2° dén 40° trong 2-theta Bragg; Phan ky bién sb khe ho:
4mm (V4); Kich thudc budce: 0,033°; Budce thoi gian: 1gidy.

Bang 4

Theo thir tu vi tri 2theta va bude séng d

Két qua

Sd thu duoc
thi Vi tri. budc song (%)
tur [°2Th.] d[A]

1 12,818 6,9008 50,54
2 13,040 6,7842 18,21

3 13,378 60,6147 3,89
4 13,829 60,3987 10,68

5 14,124 60,2658 7,61
6 14,384 6,1532 6,98

7 14,893 5,9441 2,95

8 15,060 5,8785 12,79
9 15,338 5,725 1,11
10 15,827 5,5952 5,17
11 16,069 5,5114 4,36
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

16,679
17,577
18,087
18,474
18,865
19,321
19,840
20,441
21,050
21,720
22,784
23,415
23,923
24,214
24.619
25,106
25,722
26,064
26,241
26,978
27,217
27,895
28,460
28.910
29,934
30,374
30,774
31,245
31,883

5,3113
5,0416
4,9007
4,8008
4,7002
4,5903
4,4715
4,3412
4,2170
4,0883
3,8999
3,7961
3,7166
3,6727
3.6132
3,5441
3,4607
3,4161
3,3933
3,3023
3,2739
3,1958
3,1337
3.0859
2,9826
2,9410
2,9030
2,8604
2,8046
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10,92
17,64
100
6,95
2,58
1,34
2,00
4,64
2,59
0,96
2,32
0,97
3,31
2,51
3.23
2,09
31,45
8,72
3,55
3,92
2,61
1,75
2,86
18.11
4.41
1,45
1,03
3,25
1,24
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41 32,484 2,7540 0,79
42 33,104 2,7042 0,86
43 33,810 2,6490 1,77
44 35,069 2,5568 0,61
45 35,526 2,5270 1,09
46 36,243 2,4766 0,52
47 36,721 2,4475 1,20
48 39,164 2,3003 0,83

Mot sb céach tiép can dang dugc st dung hodc dugc tiép tuc dé diéu tri
LSDs, hiu hét trong s6 d6 tap trung véo sir dung lidu phap thay thé enzym duoc
st dung riéng 1& trong diéu tri bénh. Nhiéu liéu phap thay thé enzym c6 sin trén
thi truong dé didu tri LSDs (vi du, Myozyme® dbéi v&i bénh Pompe,
Aldurazyme® dbi voi Bénh ly Mucopolysaccharidosis loai I, Xerezyme® d6i
v6i bénh Gaucher va Fabrazyme®, dbi véi bénh Fabry). Ngoai ra, cdc tic gia
sang ché da xac dinh duoc mot sd phan tr nho dugc dung ddc 14p trong viéc
diéu tri bénh LSDs. Cac phuong phép tri liéu cua sang ché dugc mb ta trong tai
liéu nay dugc dé xut céc lua chon diéu tri dbi cac bac si phai d6i mat véi viee
didu tri bénh tich trit thé tiéu bao khac nhau, nhu dugc mé ta chi tiét dudi day.

Trong mét sb khia canh nhit dinh cua sang ché, cac hop chit theo sang
ché ¢c6 thé duoc st dung dé diéu tri bénh r6i loan chuyén hoa, chéng han bénh
tich trit thé tiéu bao (LSD), hodc ding doc 1ap hoic két hop véi liéu phéap thay
thé enzym. Trong khia canh khic ctia sing ché, cac hop chat theo sang ché c6
thé duoc st dung dé trc ché hoic giam hoat dong cia GCS & nguoi dugce chan
doan méc bénh roi loan chuyén hoa, chéng han nhu LSD, hodc st dung minh
hoac két hop véi lidu phap thay thé enzym. Theo khia canh khac cta sang ché,
céc hop chat theo sang ché 6 thé duoc sir dung dé lam giam va/hodc e ché su

tich tu cua chét luu dong (vi du, chét nén tiéu thé) & dbi tuong dugc chén doan
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méc bénh rdi loan chuyén héa, ching han nhu LSD. Trong phuong an nhit dinh
cua nhitng khia canh d& néu truéc do, LSD la Gaucher (loai 1, loai 2 hodc loai
3), Fabry, bénh Gy - gangliosidosis hodac bénh Gm, - gangliosidoses (vi du,
thiéu hut hoat chit GM2, Tay-Sachs va Sandhoff). Bang 1 liét ké nhidu LSDs va
x4c dinh céc enzym thiéu hut tvong Umg c6 thé dugc st dung nhu ERT trong
nhitng khia canh trén ciia sang ché.

Trong céac trudong hgp khac, hop chit c6 thé can thiét dé cung cip SMT
dén bénh nhan ma diéu kién ap dung dbi véi ho 1a viée giam co chét trong ndo
va do d6 khong thé didu tri bing cach dung thuéc ERT. Trong khi nio that hosc
ndi thuy mac dugce thuc hién truc tiép c6 thé 1am giam néng dd chét nén trong
nfo bd, didu hanh hé théng ERT 14 khong pht hop cho LSD véi hé than kinh
trung wong (CNS) do khong du kha nang vuot qua hang rao méau nio (BBB) va
SMT ¢6 thé ching minh ¢é 1gi cho bénh nhan ¢6 cic hoat dong enzym con st
lai trong hé than kinh trung vong CNS.

Phu hop véi sang ché nay, SMT dugc dé xuét cho bénh nhan dé didu tri
bénh ung thu va/hodc bénh rdi loan chuyén hoa, chéng han nhu bénh tich trit thé
tidu bao. SMT c6 thé bao gdm mét hoc nhidu phan tir nho. SMT bao gbm ap
dung cac hop chét theo sang ché cho bénh nhan. Trong cic phuong an cu thé,
c4c hop chét 1a hop chat (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-
yl)propan-2-yl)carbamat hodc hop chit Quinuclidin-3-yl (2-(4'-flo-[1,1'-
biphenyl]-3-yl)propan-2-yl)carbamat, hogic hdn hgp ctia chung.

Trong cac phuong an nhit dinh, cac hop chit theo séang ché, ching han
nhu, vi du, hop chat (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-
yl)propan-2-yl)carbamat va hop chit Quinuclidin-3-yl (2-(4'-flo-[1,1'-
biphenyl]-3-yl)propan-2-yl)carbamat c6 thé dugc sir dung dé diéu tri hau nhu
bét ky bénh tich dong do thiéu sét trong qua trinh glycosphingolipit (vi du nhu
bénh Gaucher (loai 1, loai 2, loai 3), Fabry, bénh Gmi— gangliosidosis, bénh
Gme-gangliosidoses (vi du, Thiéu hut hat chdt GM2, Tay-Sachs va Sandhoff)).
Trong phuong an dugc déc biét uu tién, hop chat (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-

-19-



29823

flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat hoac mudi dugc dung hodc tién
chét cta ching dugc st dung dé trc ché va/hodc lam giam su tich tu ctia Gb3
va/hodc lyso-Gb3 & bénh nhén bi bénh Fabry, hodc doc 1dp hodc nhu liéu phép
két hop véi lidu phép thay thé enzym (xem vi du). Trong phuong an duoc uu
tién, cac li€u phap thay thé enzym bao gém viéc thyc hién alpha -galactosidaza
A cho bénh nhan méic Fabry. That vay, cac vi du duéi ddy chimg minh ring chét
rc ché GCS cua séng ché 1am giam hiéu qué tich dong Gb3 va lyso-Gb3 cuia
bénh Fabry trong mé hinh chudt, do d6 hd trg viéc st dung n6 nhu 13 giai phap
kha thi ddi véi viée didu tri bénh Fabry. Hon nita dit liéu liéu phap két hop in
vivo duge cung cp trong céc vi du goi y manh mé rang cac phuong phép tri lidu
két hop c6 thé 14 ca thém vio va bd sung.

Trong c4c phuong 4n nhit dinh, cic hop chét theo sang ché, ching han
nhu, vi du, hop chat (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-
yl)propan-2-yl)carbamat va huwop chat Quinuclidin-3-yl (2-(4'-flo-[1,1'-
biphenyl]-3-yl)propan-2-yl)carbamat c6 thé duoc sir dung dé lam giam muc do
cua GluCer va GluSph trong ndo cua d6i tuong duoc chin doan méc bénh
Gaucher than kinh, hodc doc lap hodc két hop véi ERT (vi duy, d4p dung
glucoxerebrosidaza).

Ché db lidu luong dbi véi thanh phéan lidu phap phén tir nhé cta liéu phép
két hop theo cac sang ché néi chung duge x4c dinh boi cdc ngudi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc va dugc du kién s& thay doi dang ké tuy thudc vao
bénh tich lién quan dén tich dong cu thé dang duogc diéu tri va tinh trang 1am
sang cuia bénh nhan bi méic bénh cu thé. Céc nguyén tic chung dbi voi viée xac
dinh ché do lidu SMT dugc dua ra trong sang ché dbi véi viée diéu tri bénh lién
quan dén tich dong bat ky ciing duoc biét dén vé6i ngudi c6 hidu biét trung binh
trong linh vyc. Huéng dan vé ché 6 liéu luong co thé thu dugc tir bit ky céc tai
liéu tham khao duogc biét dén nhiéu trong linh vuc k§ thuat vé vén dé nay. Hon
nita, huéng dan c6 sin, khong ké nhiing céi khac, tlr viéc xem xét céc tai lidu

tham khao cu thé dugc trich dan trong tai liéu nay. Trong cic phuong an nhét
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dinh, liéu luong nay c6 thé dao dong nim trong khoang tir 0,5 mg/kg dén300
mg/kg, tét hon 14 ndm trong khoang tir 5 mg/kg dén 60 mg/kg (vi du, 5 mg/ke,
10 mg/kg, 15, mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 35 mg/kg, 40 mg/kg, 45
mg/kg, 50 mg/kg, 55 mg/kg va 60 mg/kg) bang cach udng hozc bang cach thong
qua dua vao trong bung, hodc cach tuong duong tir mot dén nam 1an mdi ngay.
Lidu luong nay c6 thé dao dong nam trong khoang tir 5 mg/kg dén khoang 5
g/kg, tot hon 1a nam trong khoang tir 10 mg/kg dén khoang 1 g/kg bang dudng
udng, trong mang bung hoic cach twong duong tir mot dén nam 1an mdi ngay.
Trong mot phuong an, lidu luong nam trong khoang tir 10 mg/ngay dén khoang
500 mg/ngay (vi du, 10 mg/ngay, 20 mg/ngay, 30 mg/ngay, 40 mg/ngay, 50
mg/ngdy, 60 mg/ngay, 70 mg/ngay, 80 mg/ngay, 90 mg/ngay, 100 mg/ngay, 110
mg/ngdy, 120 mg/ngay, 130 mg/ngay, 140 mg/ngay, 150 mg/ngay, 160
mg/ngay, 170 mg/ngay, 180 mg/ngay, 190 mg/ngay, 200 mg/ngay, 210
mg/ngay, 220 mg/ngay, 230 mg/ngdy, 240 mg/ngay, 250 mg/ngay, 260
mg/ngay, 270 mg/ngay, 280 mg/ngay, 290 mg/ngay, 300 mg/ngay). Liéu ubng
dic biét wu tién 14 ndm trong khoang tir 50 dén 100 mg, trong d6 cac lidu duoc
dung hai 1an mdi ngay. Liéu udng cu thé cta hop chat theo sang ché nim trong
khoang tir 5Smg/kg/ngay dén 600 mg/kg/ngdy. Trong pham vi lidu udng cu thé
dbi v6i hop chét theo sang ché nay 13 nam trong khoang tir 1 dén khoang 120
mg/kg/ngay, vi duy, 1 mg/kg/ngay, 5 mgkg/ngay, 10 mg/kg/ngay, 15
mg/kg/ngay, 20 mg/kg/ngay, 25 mg/kg/ngay, 30 mg/kg/ngay, 35 mg/kg/ngay, 40
mg/kg/ngay, 45 mg/kg/ngay, 50 mg/kg/ngay, 55 mg/kg/ngay hodc 60
mg/kg/ngay, 65 mg/kg/ngay, 70 mg/kg/ngady, 75 mg/kg/ngay, 80 mg/kg/ngay, 85
mg/kg/ngay, 90 mg/kg/ngay, 95 mg/kg/ngay, 100 mg/kg/ngay, 105 mg/kg/ngay,
110 mg/kg/ngay, 115 mg/kg/ngay hodc 120 mg/kg/ngay.

Trong phuong 4n nhit dinh, sang ché dé cap dén phuong phép diéu tri két
hop ciia SMT sir dung cac hop chét theo sang ché va liéu phap ERT cho viéc
didu tri cAc bénh tich trit thé tiéu bao. Mot phan danh sach cac bénh tich trit thé

tiéu bao dugc biet c¢6 thé dugc diéu tri phu hop véi cac sang ché duogc dua ra
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trong bang 5, bao gbm ca tén bénh phd bién, chét duoc tich dong, va thiéu hut

enzym tuong Ung (chuyén thé tir Bang 38-4 cta Kolodny cac dong gia., 1998,

Id.).

Bang 5

Céc bénh tich trit thé tiéu bao

Bénh Chét duoc tich dong Thiéu hut enzym

Sphingolipidoses

Gaucher GlucoXerebrosit, GlucoXerebrosidaza
glucosylsphingosine

Niemann-Pick Sphingomyelin Sphingomyelinaza

Niemann-Pick B Sphingomyelin Sphingomyelinaza

Farber Xeramit Xeramidaza

Gwmi-gangliosidosis  Gmj-gangliosit, GM1-gangliosit-f3-
glycoprotein galactosidaza

Gmp-gangliosidosis  Gap-gangliosit, Hexosaminidaza A va B

(Sandhoff) globosit

Tay-Sachs Gwe-gangliosit Hexosaminidaza A

Krabbe Galactosylxeramit B-GalactoXxerebrosidaza

Mucopolysaccharidoses

Hurler-Scheie (MPS

Y
Hunter (MPS II)

Sanfilippo (MPS III)
Loai A
Loai B
Loai C

Loai D

Marquio (MPS 1V)
Loai A

Loai B
Maroteaux-Lamy
(MPS VI)

Dermatan Sulfat, heparin
Sulfat
Dermatan Sulfat, heparin
Sulfat

Heparan Sulfat
Heparan Sulfat
Heparan Sulfat

Heparan Sulfat

Keratan Sulfat
Keratan Sulfat
Dermatan Sulfat

-22-

o-L-iduronidaza

Iduronat sufataza

Heparan-N-sufataza
N-axetyl-a-glucosaminidaza
Axetyl CoA:o-glucosaminit
axetyl-transferaza
N-axetyl-o-glucosamin-6-
sufataza

Galactosamin-6-sufataza
-galactosidaza
Galactosamin-4-sufataza
(arylsufataza B)



Sly (MPS VII)

Mucosulfatidosis

Mucolipidosis
Sialidosis

Mucolipidosis II

Mucolipidosis III
Mucolipidosis IV
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Dermatan Sulfat, heparan
Sulfat

Sulfatit,

mucopolysacarit

Sialyloligosacarit,
glycoprotein
Sialyloligosacarit,
glycoprotein,
glycolipit

Glycoproteins, glycolipit
Glycolipit, glycoproteins

B-glucuronidaza

Arylsufataza A, B va C,
sufataza khac

o-neuraminidaza

Huyét thanh cao, nguyén
bao soi thap

enzym; N-axetyl-
glucosamin-1-phosphat
transferaza

Nhu & trén

Mcolnl transm protein

Céc bénh khac lién quan dén chuyén hoa cacbonhydrat phtic hop

Fabry
Schindler

Pompe

Bénh tich trir axit
sialic
Fucosidosis

Mannosidosis
Aspartylglucosamin
uria

Wolman

Globotriaosylxeramit(Gb3),
lyso-Gb3 )
O-duoc lién ket glycopeptit

Glycogen
Axit sialic tu do

Fucoglycolipit,
fucosyloligosacarit
Mannosyloligosaccarit
Aspartylglucosamin

Cholesteryl este,
Triglyxerit

Té bao than kinh (NCLs)*

Infintile NCL

Late Infantile
Bién thé Finnish
Bién thé

Thanh thiéu nién

Granular osmophilic
deposits, Saposins A va D
thioesteraza

cau hinh cong,

don vi nhé ATP synthaza c
Chu hinh V4n tay/thing,
don vi nhé ATP synthaza ¢
Chu hinh Vén tay/thing,
don vi nhé ATP synthaza ¢
Céu hinh Van tay
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a-galactosidaza A

a-N-
axetylgalactosaminidaza

a-glucosidaza
Khong xac dinh

o-fucosidaza
o-mannosidaza
Aspartylglucosamin

amidaza
Axit lipaza

Palmitoyl-thioesteraza
(PPT1)

Tripeptidyl proteaza 1
(TPP1)

CLNS5

CLN6

CLN3
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don vi nhé ATP synthaza c
Nguoi trudng thanh Bién dbi khong xac dinh
ngudi Bic Au CAu hinh thing, CLN8

don vi nhé ATP synthaza c

Bién thé Turkish Caflu hinh Van tay/th‘ellng khéng xéc dinh
Cau hinh - thanh phan
khong xac dinh

Van chuyén clolesterol va chuyén héa bénh tiéu thé.
Bénh Niemann-Pick cholesterol dugc ete hoa NPC1 hoac NPC2
loai C

* Davidson va cac dong gia, The Neuronal Ceroid Lipofuscinosis, Clinical
Features and Molecular Basis of Disease. Trong Barranger JA and Cabrera-
Salazar MA (Eds) Lysosomal Storage Disorders 2007. pp. 371-388. Springer,
New York, M¥.

B4t ky phuong phép da dugc biét dén véi nhitng ngudi ngudi co hiéu biét
trung binh trong linh vuc c6 thé duogc st dung dé theo doi tinh trang bénh ly va
hiéu qua cta liéu phap két hop ctia sang ché. Giam sat 14m sang cua tinh trang
bénh 1y ¢6 thé bao gdm nhung khéng giéi han lugng co quan (vi du nhu gan, 14
lach), huyét cau t6, s6 lugng hong cau, ty 1& hong cau, giam tiéu ciu, ching suy
giam (suy mon)), va muc do huyét tuong chitinaza (vi du nhu chitotriosidaza).
Chitotriosidaza la enzym ctia ho chitinaza dugc biét dén do duoc san xuat béi
dai thuc bao & mirc dd cao trong & bénh nhan méc bénh tich trir thé tiéu bao
(xem) Guo va cac déng gia, 1995, J. Inherit. Metab. Dis. 18, 717-722; den Tandt
va cac déng tac gia, 1996, J. Inherit. Metab. Dis. 19, 344-350; Dodelson de
Kremer va cac dong tac gia, 1997, Medicina (Buenos Aires) 57, 677-684;
Czartoryska va céac déng tac gia, 2000, Clin. Biochem. 33, 147-149; Czartoryska
va céc dong tac gia, 1998, Clin. Biochem. 31, 417-420; Mistry va céc dong tac
gia, 1997, Baillieres Clin. Haematol. 10, 817-838; Young va cac dong tac gia,
1997, J. Inherit. Metab. Dis. 20, 595-602; Hollak va cac dong tac gia, 1994, J.
Clin. Invest. 93, 1288-1292). Tét hon 13, chitotriosidaza duogc do trong lién két
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ndi véi men chuyén angiotensin va axit phosphat khang khong tartrat dé theo doi
nhitng phan Ung dé diéu tri bénh nhan mic bénh Gaucher.

Cac phuong phéap va ché pham duoc didu ché theo cong thirc thuc hién
cac phuong phap diéu tri két hop cua sang ché bao gdm tat ca cac phuong phap
va cong thic diéu ché dugc biét dén trong linh vuc k§ thudt nay (xem, vi du,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 1980 va nhiing ndm tiép theo, xuét ban
1An thir 16. Va cac phién ban tiép theo, bién tip A. Oslo, Easton Pa.; Controlled
Drug Delivery, 1987, 2nd rev, Joseph R. Robinson & Vincent HL Lee, eds,
Marcel Dekker, ISBN:. 0824775880; Encyclopedia of Controlled Drug
Delivery, nim 1999, Edith Mathiowitz, John Wiley & Sons, ISBN: 0471148288,
Bing sang ché Hoa Ky s 6,066,626 va tai liéu tham khao dugc trich dan trong
d6, xem thém, tai liéu tham khao dugc trich dan trong phén dudi day).

Theo sang ché, cac phuong phép tiép can théng thudng tiép theo dugc dé
xudt cho liéu phap két hop trong viéc didu tri cac bénh tich trit thé tidu bao. Moi
cach tiép cén thong thudng lién quan dén viéc két hop cac lidu phép thay thé
enzym v6i 1iéu phap phén tir nhé mét cach nhat quan véi viée ti uu héa loi ich
1am sang trong khi giam thiéu bét loi lién quan dén viéc st dung tig lidu phap
riéng 1€.

Trong mot phuong 4n cua sang ché, lidu phap thay thé enzym (doc lap
hoc két hop véi liéu phép phén tir nhd) duge thuc hién dé diéu tri ban dau (tic
13, dbi tuong loai bo té biao ung thu), va liéu phap phén tir nhé duge st dung sau
khi giai doan loai bo té bao ung thu dé dat duoc va duy tri hiéu qua didu tri 1au
dai dn dinh ma khéng can phai tiém tinh mach ERT thudng xuyén. Vi duy, liéu
phap thay thé enzym c6 thé dugc tiém tinh mach (vi du nhu trong khoang thoi
gian tur 1 dén 2 gi0) co ban mat tudn mot lan, hai tuan mot 1an, hodc hai thang
mot lan, trong vai tuan hodc vai thang, hodc dai hon (vi du, cho dén khi co quan
lién quan nhu 14 lach hodc gan cho thdy su sut giam vé kich thuéc). Hon nita,
giai doan ban dau dé loai bo té bao ung thu trong viée diéu tri ERT c6 thé duoc

thuc hién doc 1ap hodc két hop véi liéu phap phan tir nhé. Thanh phéan liéu phép
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phan tr nho dugc dac biét uu tién trong dé cac phan tir nho 1a twong thich véi
duong udng, do d6 hon nita dé xuét giam viéc tiém tinh mach thudng xuyén.
Ngoai ra, gitta cac ERT va SMT, hoac bd sung SMT véi ERT khi can
thiét, dé xudt chién luoc déng thoi tan dung nhiing thé manh va giai quyét cac
nhuoc diém lién quan dén mdi phuong phap tri liéu khi dung doc 1ap. Thuan lgi
ctia ERT, du duge st dung dé loai bo té bao ung thu va/hoidc diéu tri lau dai hon,
thi kinh nghiém 1am sang c6 sn sang gitp bac si dua ra quyét dinh cta chinh
minh. Hon nita, bénh nhan c6 thé duoc do do chuén mot cach hiéu qua véi ERT
trong giai doan loai bé bénh ung thu bang cach, vi du, theo d&i chét chuyén héa
sinh héa trong nudc tiéu hozc miu khac cta co thé, hoic bang cach kiém tra
lurong co quan bi anh huéng. Tuy nhién, bét loi ctia ERT 14 tin s6 cua thuc hién
dugc dit ra thuong la tiém tinh mach trén mot co sé hang tudn hodc mdi tuan hai
ky do su lién tuc tai tich tu cua cac chét nén. Viéc str dung cac liéu phap phan tir
nho dé 1am giam lugng hodc trc ché su tich tu chit nén & mdt bénh nhan co thé
lan luot lam giam tAn sb thuc hién cua ERT. Vi du, ché d6 lidu luong cua liéu
phap thay thé enzym hai tudn mot 14n c6 thé dugc dé xuat "ERT khuyét" (vi du,
bang cach st dung SMT) dé tiém enzym thudng xuyén ma khong can diéu tri.
Hon nita, didu tri bénh tich trit thé tiéu bao v6i lidu phap két hop c6 thé dé xuét
phuong phap diéu tri bd sung. That vy, nhu da chimg minh trong cac vi du duéi
day, mot liéu phap két hop ciia SMT va ERT c6 thé d& xuit nhing cai tién déng
ké so voi ¢ hai nén tang diéu tri riéng 1é. Nhitng dit liéu nay cho thdy rang liéu
phap két hop sir dung SMT va ERT cé thé duoc thém vao va bd sung. Trong
mot phuong an, ERT co thé dugc str dung nhu 13 mdt chién luoc loai bo té bao
ung thu (tic la, diéu tri ban déu), duoc theo doi hoac déng thoi bd sung voi
SMT str dung mot hop chét ctia sang ché. Trong phuong 4n khac, mét bénh nhan
dau tién duoc didu tri véi SMT st dung hop chit cia sang ché, tiép theo hoic
ddng thoi c6 bd sung ERT. Trong cic phuong an khac, SMT duge st dung dé
e ché hoic giam thiéu su tich tu thém céc chét nén (hodc tai tich tu cua chét

nén néu duoc st dung sau khi loai bé té bao ung thu v4i ERT) & bénh nhan méc
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bénh tich tri thé tiéu bao, va tuy chon dugc dé xudt ERT la cin thiét dé giam
thiéu bat ky tich tu thém chat nén. Trong mot phuong 4n, sang ché nay dé xuét
mdt phuong phap két hop lidu phap diéu tri cta dbi tuong duoc chuén doan méc
bénh tich trit thé tiéu bao gdm xen k& giita thyc hién cua liéu phap thay thé
enzym va liéu phap phén tir nhé. Trong phuong 4n khac, sang ché nay d& xuét
mdt phuong phap diéu tri két hop lidu phap ctia d6i tuong duoc chudn doan mic
bénh tich trir thé tiéu bao bao gbm ddng thoi thuc hién lidu phép thay thé enzym
va liéu phap phén tir nhé. Trong liéu phap két hop khac nhau clia sang ché, n6 s&
duoc hiéu rang thuc hién lidu phép phén tr nhé c6 thé thuc hién trudc, déng thoi
vé1, hodc sau do, thuc hién liéu phap thay thé enzym. Tuong ty nhu vay, viéc
thuc hién li€u phap thay thé enzym c6 thé xay ra trudc, ddng thoi véi, hoic sau
didu tri bing phan tir nhd.

Trong bt ky phuong 4n nao trong cdc phuong 4n cla sang ché, cac bénh
tich trir thé tiéu bao duoc chon tir nhém gém cac Gaucher (loai 1, 2 va 3),
Niemann-Pick, Farber, Gui-gangliosidosis, Gamp-gangliosidose (vi du, thiéu hut
hoat chdt GM2, Tay-Sachs va Sandhoff), Krabbe, Hurler-Scheie (MPS 1),
Hunter (MPS 1I), Sanfilippo (MPS III) Loai A, Sanfilippo (MPS III) Loai B,
Sanfilippo (MPS III) Loai C, Sanfilippo (MPS III) Loai D, Marquio (MPS IV)
Loai A, Marquio (MPS IV) Loai B, Maroteaux-Lamy (MPS VI), Sly (MPS VII),
mucossulfatidosis, sialidoza, mucolipitosis II, mucolipitosis III, mucolipitosis
IV, bénh Fabry, Schindler, bénh Pompe, bénh tich dong axit sialic, fucosidosis,
mannosidosis, aspartylglucosaminuria, Wolman, va bénh lipofuscinosis dang sap
ctia té bao than kinh.

Hon nita, ERT cung cip lugng hidu qua cua it nh4t mot trong nhimg chét
sau: enzym; glucoxerebrosidaza, sphingomyelinaza, xeramidaza, G-
gangliosit-beta-galactosidaza, hgalactosidaza A, hgalactosidaza B, beta-
galactoXerebrosidaza, alpha-L-iduronidaza, sulfataza iduronat, heparan-N-
sulfataza, N-axetyl-alpha-glucosaminidaza, axetyl CoA:alpha-glucosaminide

axetyl-transferaza, N-axetyl-alpha-glucosamin-6-sulfataza, galactosamin-6-
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sulfataza, beta-galactosidaza, galactosamin-4-sulfataza (arylsulfataza B), beta-
glucuronidaza, arylsulfataza A, arylsulfataza C, alpha-neuraminidaza, N-axetyl-
glucosamin-1-phosphat  transferaza, alpha-galactosidaza A,  alpha-N-
axetylgalactosaminidaza,  alpha-glucosidaza,  alpha-fucosidaza,  alpha-
mannosidaza, aspartylglucosamin amidaza, axit lipaza, palmitoyl-protein
thioesteraza (CLN-1), PPT1, TPP1, CLN3, CLNS, CLN6, CLN8, NPC1 hoac
NPC2.

Phu hop véi cac sang ché, SMT va/hodc ERT san xuit luong luong giam
b6t it nhdt mot trong nhing chat tich dong sau diy; glucoxerebrosit,
sphingomyelin, ~ Xeramit, = Gmi-gangliosit, ~ Gwme-gangliosit,  globosit,
galactosylxeramit, sulfat dermatan, sulfat heparan, sulfat keratan, sulfatit,
mucopolisacarit, sialyloligolisacarit, glycoprotein, sialyloligolisacarit, glycolipit,
globotriaosylxeramit, glycopeptit O-lién két, glycogen, axit sialic tu do,
fucoglycolipit, fucosyloligolisacarit, mannosyloligolisacarit,
aspartylglucosamin, este cholesteryl, triglyxerides, granular osmophilic deposits
— Saposins A va D, ATP synthaza tiéu don vi ¢, NPC1 hoic NPC2.

Trong cac phuong an nhit dinh cua sang ché, cac lidu phap phan tir nho
bao gdm viéc 4p dung luong hiéu qué cia hop chat (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-
(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat cho d6i tuong (xem Fig. 2A).
Trong phuong an khac, liéu phap phan tir nhé bao gdm ap dung lugng hiéu qua
cia hop chit Quinuclidin-3-yl  (2-(4'-flo-[1,1'-biphenyl]-3-yl)propan-2-
yl)carbamat dén doi twong diéu tri (xem Fig. 2B). Liéu phép phan tir nhé c6 thé
bao gé)m viéc 4p dung mot hodc nhiéu hop chét cho dbi tuong diéu tri. Trong cac
phuong an nhét dinh, it nhét 13 mot trong nhiing hop chét 1a mét hop chét cua
sang ché, chéng han nhu nhitng hop chét dugc thé hién trong Fig. 2A va/hoic
2B.

Liéu phép thay thé enzym c6 thé gay phan tmg mién dich khong mong
mubn. Theo dé, cac tic nhan e ché mién dich c6 thé dugc st dung clng véi

thanh phén liéu phap thay thé enzym cua liéu phap két hop cua sang ché. Cac tac

-28-



29823

nhan nay ciing ¢6 thé dugc sir dung véi thanh phan liéu phép phan ti nho,
nhungsnrc&aﬂﬁétdéivéiséngchér@ythubngitxéyra.Bétkytaznh@lﬁcché
mién dich duoc biét dén véi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ¢ thé
dugce st dung cung véi mot liéu phéap két hop cua sang ché. T4c nhan tc ché
mién dich ndy bao gébm nhung khéng gi¢i han cyclosporin, FK506, rapamycin,
CTLA4-Ig, va cic tic nhéan khang -TNF nhu etanercept (xem vi du Moder,
2000, Ann. Allergy Asthma Immunol. 84, 280-284; Nevins, 2000, Curr. Opin.
Pediatr. 12, 146-150; Kurlberg va cac dong tac gia, 2000, Scand. J. Immunol.
51, 224-230;. Ideguchi va cac déng tac gia, 2000, Neuroscience 95, 217-226;
Pottercac déng tac gia, 1999, Ann. NY Acad. Sci. 875, 159-174; Slavik va cac
ddng tac gia 1999, Immunol. Res. 19, 1-24; Gaziev va cac dong tac gia, 1999,
Bone Marrow Transplant. 25, 689-696; Henry, 1999, Clin. Transplant. 13, 209-
220; Gummert va cac dong tac gié-, 1999, J. Am. Soc. Nephrol. 10, 1366-1380;
Qi va cac dong tac gia, 2000, Transplantation 69, 1275-1283). Céc thu thé khang
IL2 (. alpha. tiéu don vi) khang thé daclizumab (vi du nhu Zenapax.TM.), trong
dé di dugc chimg minh c6 hiéu qua & bénh nhan dugc cay ghép, cling c6 thé
duoc st dung nhu mot tac nhan Uc ché mién dich (vi du xem Wiseman va cac
dong tac gia, 1999, Drugs 58, 1029-1042; Beniaminovitz va céc dong tac gia,
2000, N. Engl J. Med 342, 613-619; Ponticelli va cac dong tac gia, 1999, Drugs
R. D. 1, 55-60;. Berard va cac dong tac gia, 1999, Pharmacotherapy 19, 1127-
1137; Eckhoff va cac déng tac gia, 2000, Transplantation 69, 1867-1872;
Ekberg va cac ddng tac gia, 2000, Transpl. Int. 13, 151-159). T4c nhén (c ché
mién dich b sung bao gdm nhung khong giéi han dé khang CD2 (Branco va
cac dong tac gia, 1999, Transplantation 68, 1588-1596; Przepiorka va céac dong
tac gia 1998,, Blood 92, 4066-4071), khang CD4 (Marinova-Mutafchieva va cac
ddng tac gia, 2000, Arthritis Rheum. 43, 638-644; Fishwild va cac dong tac gia
1999, Clin. Immunol. 92, 138-152), va phéi tir khang CD40 (Hong va cic dong
tac gia, 2000, Semin. Nephrol. 20, 108-125; Chirmule va cac déng tac gia, 2000,
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J. Virol. 74, 3345-3352; Ito va céac d@)ng tac gia, 2000, J. Immunol. 164, 1230-
1235).

Bét ky su két hop nao cta cac tac nhan (e ché mién dich dugc biét dén
vGi nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc c6 thé duoc sir dung cing véi
mdt liéu phap két hop cua sang ché. Mot su két hop tac nhan e ché mién dich
ctia su hitu ich dic biét 13 tacrolimus (thuéc bdi méi) (FKS506) ciung véi
sirolimus (rapamycin) cung v6i daclizumab (thu thé khang -IL2 thu. alpha. - don
vi nho khang thé). Su két hop nay duge chimg minh c6 hidu qua nhu 13 thay thé
cho céc xteoit va cyclosporin, va khi muc tiéu diéu tri cu thé 1a gan. Hon nira, su
két hop ndy gan ddy di dugc dua ra dé cho phép cay té bao dao tuy thanh cong
Xem Denise Grady, The New York Times, thtr bady 27 thang 5, 2000, trang Al
va Al11. Xem A.M. Shapiro va cic dong tac gia, 27 Thang Bay nim 2000, "Islet
Transplantation In Seven Patients With Type 1 Diabetes Mellitus Using A
Glucocorticoid-Free Immunosuppressive Regimen", N. Engl. J. Med. 343, 230-
238; Ryan va cac dong tac gia, 2001, Diabetes 50, 710-719. Liéu phép trao doi
huyét tuong (Plasmaphoresis) bing phuong phap dugc biét dén trong k¥ thuat
cling co thé duoc sir dung dé loai bo hodc lam can kiét cac khang thé ma c6 thé
chdng lai cac thanh phan khac nhau ctia lidu phap két hop.

Chi sé trang thai mién dich sit dung & séng ché bao gdm nhung khong
gidi han cho cac khang thé va bat ky xytokin nio duoc biét dén béi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thudt, vi du nhu, céc interleukin, CSFs va
chit do cAc té bao bi nhidm virut san sinh ra c6 kha ning {rc ché ting truéng
virut (interferon) (xem thuong, Leonard va cac dong tac gia, 2000, J. Allergy
Clin Immunol. 105, 877-888; Oberholzer va cac d@)ng tac gia, 2000, Crit. Care
Med. 28 (4 Suppl.), N3-N12; Rubinstein va cac ddng tac gia, 1998, Cytokine
Growth Factor Rev. 9, 175-181). Vi du, c4c khang thé phan tmg mién dich dic
hidu v6i enzym thay thé c6 thé dugc theo dbi dé xac dinh tinh trang mién dich
cla dbi tuong. Trong sé hai chuc interleukin d3 biét, chi s trang thai mién dich

d3c biét wu tién 1a IL-1.alpha., IL-2, IL-4, IL-8 va IL-10. Trong s6 nhan t6 kich
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thich khuén lac (colony) (CSFs), chi s6 trang thai mién dich dugc dic biét uu
tién 1a G-CSF, GM-CSF va M-CSF. Trong s céc chét do cac t& bao bi nhiém
virut san sinh ra c6 kha nang tc ché tang trudng virut, mot hodc nhiéu alpha,
beta hay gamma ctia chat do cac t& bao bi nhiém virut san sinh ra c6 kha ning trc
ché ting trudng virut dugc uu tién nhu céc chi s6 tinh trang mién dich.

Trong c4c phan dudi day, cac thanh phin khac nhau ma c6 thé duogc su
dung cho tam bénh tich tri thé tiéu bao cu thé duoc dé xuit (tc 1a, Gaucher
(bao gém cac loai 1, 2 va 3), bénh Fabry, Niemann-Pick B, Hunter, Morquio,
Maroteaux-Lamy, Pompe, va Hurler-Scheie). Trong phan tiép theo, liéu phap
thay thé enzym duoc tip tuc boc 16 va céc thanh phan liéu phap phan tit nhd cua

mdt lidu phap két hop theo séng ché duoc d& xuét.

Bénh Gaucher

Nhu di dé cap & trén, bénh Gaucher dugc giy ra boi sy thiéu hut cua
enzym glucoxerebrosidaza (beta-D-glucosyl-N-acylsphingosin glucohydrolaza,
EC 3.2.1.45) va su tich tu glucoxerebrosit (glucosylxeramit). Dbi v6i mot thanh
phan liéu phap thay thé enzym cua lidu phap két hop theo séang ché dé diéu tri
bénh Gaucher, mdt sb tai lidu tham khao c6 san trong d6 dat ra ché do liéu luong
dat yéu cAu va thong tin hitu ich khéc lién quan dén viéc dibu tri (xem Morales,
nim 1996, Gaucher's Disease: A Review, The Annals of Pharmacotherapy 30,
381-388; Rosenthal va céc dong tac gia, 1995, Enzyme Replacement Therapy
for Gaucher Disease: Skeletal Responses to Macrophage-targeted
Glucocerebrosidase, Pediatrics 96, 629-637; Barton va cac déng tac gia, 1991,
Replacement Therapy for Inherited Enzyme Deficiency--Macrophage-targeted
Glucocerebrosidase for Gaucher's Disease, New England Journal of Medicine
324, 1464-1470; Grabowski va cac dong tac gia, 1995, Enzyme Therapy in Type
1 Gaucher Disease: Comparative Efficacy of Mannose-terminated
Glucocerebrosidase from Natural and Recombinant Sources, Annals of Internal

Medicine 122, 33-39; Pastores va cac dong tac gia, 1993, Enzyme Therapy in
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Gaucher Disease Type 1: Dosage Efficacy and Adverse Effects in 33 Patients
treated for 6 to 24 Months, Blood 82, 408-416); va Weinreb va cac déng tac gia,
Am. J. Med; 113 (2): 112-9 (2002).

Trong mdt phuong an, ché do liéu lwong ERT tir 2,5 don vi trén mdi kg
(U/kg) véi ba 1an mot tuan dén 60 U/kg mdi hai tudn mot 1an duoc dé xudt, cac
enzym duoc truyén tinh mach tir 1 dén 2 gio. Pon vi cla glucoxerebrosidaza
duoc dinh nghia 1a lugng enzym xtc tac qud trinh thily phan mot micromol cua
chit nén tdng hop para-nitrophenyl-p-D-glucopyranosit mdi phit & 37 °C. Trong
phuong an khac, ché do lidu luong tir 1 U/kg ba 1an mét tuan dén 120 U/kg mdi
hai tudn mot 1an duogc dé xuat. Trong mdt phuong 4n khéac, mot ché do lidu
luong tir 0,25 U/kg mdi ngay hodc ba lan mot tuan dén 600 U/kg mdi 2 dén 6
tuan mot 1an duoc dé xuét.

Tir nam 1991, algluxeraza (Xeredaza®) di co sin tlr cong ty Genzyme.
Algluxeraza la mot dang glucoxerebrosidaza dugc bién ddi c6 ngudn goc tur
nhau thai. Nam 1994, imigluxeraza (Xerezyme®) ciing trd thanh c6 san tlr cong
ty Genzyme. Imigluxeraza la mot dang duoc bién ddi cua glucoxerebrosidaza
bit ngudn tir bidu hién cia ADN tai t6 hop trong mot hé théng nuéi cdy té bao &
dong vat ¢6 vl (nhitng protein dugc tao ra tur té bao trimg cua chudt déng Trung
Quéc - Chinese hamster ovary cells). Imigluxeraza 1a glycoprotein don thé cia
497 axit amin c6 chira bdn vi trf glycosyl héa duoc lién két véi N. Imigluxeraza
¢6 nhitng loi thé 13 ngudn cung cép khong giéi han vé mat ly thuyét va co hoi
giam céc chat 6 nhiém sinh hoc so véi agluxeraza c6 ngudn gde tir nhau thai.
Céc enzym nay duoc bién doi tai cac vi tri glycosyl héa cta ching dé dua ra
phén du mannoza, su van dong dugc cai thién muc tiéu tiéu thé thong qua cac
thu thé mannoza-6-phosphat. Imigluxeraza duoc phan biét véi
glucoxerebrosidaza nhau thai bdi mot axit amin & vi tri 495, noi histidin duoc
thay thé cho acginin. Mot s6 ché d6 liéu luong cla cac san phadm nay dugc cho
14 c6 hiéu qua (xem Morales, 1996, Id.; Rosenthal va cac dong tac gia, 1995, Id.;
Barton va cac dong tac gia, 1991, Id.; Grabowski va cac dong tac gia 1995, 1d.;
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Pastores va cac dong tac gia 1993, Id.). Vi du, ché db lidu luong cta 60 Ulkg
mdi hai tudn mot 1in c6 loi ich 1am sang & bénh nhan c¢6 mic d6 bénh vira dén
ning. Céc tai lidu tham khao dugc trich dén & trén va san phdm nay dugc déng
g6i nén héi y kién ctia nhimg bac si ¢6 trinh do vé6i vide thém ché do lidu lugng
va théng tin thuc hién. Xem thém Bang sang ché Hoa Ky sb 5,236,838 va
5,549,892 giao cho cong ty Genzyme.

Nhu di ndi & trén, bénh Gaucher 1a két qua tu su thiéu hut céac enzym ti€u
thé glucoxerebrosidaza (GC). Trong cac kidu hinh phd bién nhit cta bénh
Gaucher (loai 1), bénh ly dugc gidi han trong cac hé luéi ndi moé va xuong va
khoéng c6 triéu ching than kinh. Xem Barranger, Glucosylxeramitlipitosis:
Gaucher disease. Trong: Scriver CR BA, Sly WS, Valle D, editor. The
Metabolic Basis of Inherited Disease. New York: McGraw-Hill. pp. 3635-3668
(2001). Trong bénh Gaucher than kinh (nGD), chia thanh bénh Gaucher loai 2
va loai 3, sy thiéu hut cua glucoxerebrosidaza (GC) gdy nén glucosylxeramit
(GluCer; GL-1) va glucosylsphingosin (GluSph) tich tu trong néo, dan dén suy
giam than kinh. bénh Gaucher loai 2 cé dic trung boi xuét hién sém, tién trién
nhanh, bénh ly lan rong ra cic ndi tang va hé théng than kinh trung uong, va
thuong tir vong sau 2 nam méc bénh. Bénh Gaucher loai 3, con duoc goi 1a nGD
ban cép, v6i mot kiéu hinh trung gian véi tudi phat bénh khéac nhau va muc do
nghiém trong va muc do tién trién khac nhau. Goker-Alpan va cic dong tic gia,
Tap chi The Journal of Pediatrics 143: 273-276 (2003). Mot nghién ctru phat
trién g?m day da san xuAt cac md hinh chudt K14 Inl/Inl ctia bénh Gaucher loai 2
(sau diy goi la "chudt K14"); m6 hinh chudt nay tom luoc rat gidng véi cac
bénh & ngudi chi ra sy mat didu hoa, co gidt, co cimg va giam tudi tho trung
binh chi ¢6 14 ngay. Enquist va cac dong tac gia, PNAS 104: 17483-17488
(2007).

Nhu & bénh nhan méc nGD, mdt s& md hinh chudt bi bénh c6 muc
GluCer va GluSph dugc tang l1én trong nfo do sy thiéu hyt trong hoat dong GC.
Liu va cac dong tac gia, PNAS 95: 2503-2508 (1998) va Nilsson, J. Neurochem
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39: 709-718 (1982). Céc chudt "K14" hién thi mot kiéu hinh than kinh ma dua
ra nhiéu tinh ning bénh ly v4i bénh Gaucher loai 2, ch:fmg han nhu thoai héa
than kinh, mé t& bao hinh sao, tiéu than kinh dém tang sinh, va ting n@)ng do
GluCer va GluSph trong viung ndo déac hiéu. Enquist va cac dong tac gia, (2007).

Hé thdng quan ly 14m sang ctia bénh nhén bi anh hudng béi nGD dit ra
mot thach thirc cho céac bac si diéu tri vi mirc d6 nghiém trong ctia bénh loai 2 va
kha nang cuia cac liéu phap hién tai dé vuot qua hang rao mau nio (BBB). Viéc
diéu tri hién nay ctia khong-nGD dya trén viéc phan phéi tinh mach tai td hop
glucoxerebrosidaza & nguoi (Imigluxeraza; Xerezyme ™) dé thay thé cac enzym
bi thiéu hodc thuc hién cia cac chét trc ché glucosylxeramit synthaza dé lam suy
giam sy san xuét chét nén (GL-1). Tuy nhién, nhiing loai thudc nay khéng qua
duoc hang rao mau nfo, va do d6 khong dugc du kién s& dé xuét loi ich diéu tri
cho bénh nhan mrflc nGD. Céc chét (rc ché phan tir nho glucosylxeramit synthaza
hién nay & 1am sang hoc khong c6 kha ning dé giai quyét cac kiéu hinh than
kinh ciia nGD. M6t danh gia vé hop chét cua sang ché, hop chat , Quinuclidin-3-
yl (2-(4'-flo-[1,1'-biphenyl]-3-yl)propan-2-yl)carbamat (sau day goi la "Gz161"),
trong mo hinh chudt K14 méc bénh Gaucher loai 2 dugc chimg minh rrflng noé
thuc su ¢6 thé 1am giam GluCer va GluSph trong nfo (xem vi du 122-125). N6
cling lam giam bénh chimg thin kinh ndo bd va m& rong khoang thoi gian song
cta md hinh nay. Hon nita, mt cach tiép can két hop sir dung ca viéc thay thé
enzym va giam chét nén cé phan tir nhé co thé twong tmg v&i mot lidu phap t6t

cho bénh Gaucher loai 2.

Fabry

Nhu da néi trude day, bénh Fabry dugc giy ra boi sy thiéu hut cia céc
enzym tiéu thé alpha-galactosidaza A. Viéc thiéu hut enzym din dén tich tu hé
théng glycosphingolipit c6 gbc dau cudi alpha-galactosyl, chu yéu la
globotriaosylxeramit (GL3 hodc Gb3), va ¢ mot mic do thdp hon,

galabiosylxeramit va glycosphingolipit nhém mau B.
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Mot sb xét nghiém c6 sin dé theo dai tién trién cta bénh va dé xac dinh
khi chuyén tr mot phuong thirc diéu tri sang phuong thic khac. Trong mot
phuong an, xét nghiém d8 x4c dinh cac hoat dong cu thé cia alpha-galactosidaza
A trong mot mau mo c6 thé duoc stir dung. Trong phuong 4n khéc, xét nghiém
dé xac dinh sy tich tu cia Gb3 ¢6 thé duoc sit dung. Trong phuong an khac, bac
s ¢6 thé khao nghiém sy tich tu ctia céc chit nén glycosphingolipit trong chét
léng & co thé va trong tiéu thé cua té bao ndi mé mach méau, mé quanh mao
mach va té bao co tron clia cAc mach mau. Biéu hién 1am sang khac c6 thé 1a chi
sb hitu ich cua thyuc hién bénh bao gém protein niéu, hoac nhiing diu hiéu khac
cua suy than nhu céac té bao do hodc cac hat cau lipit trong nudce tiéu, va téc do
ling hdng cau cao. Ciing ¢ thé theo dbi tinh trang thiéu mau, giam ndng do sat
trong huyét thanh, ndng do cao clia beta-thromboglobulin, va s6 luong hong cau
ludi cao hodc su két tu tiéu cau. That vay, bét cir cach tiép can dé gidm sat tién
trién clia bénh ma dugce ngudi 6 hidu biét trung binh trong linh vuc biét dén ¢
thé dugc st dung (Xem thudng Desnick RJ va céc dong tac gia, 1995, alpha.-
Galactosidase A Deficiency: Fabry Disease, trong: The Metabolic and
Molecular Bases of Inherited Disease, Scriver va cac dong tac gia., eds.,
McGraw-Hill, N.Y., 7. sup.th ed., trang 2741-2784). DAu hiéu thay thé duoc vu
tién 1a gdy dau dé theo di viéc thuc hién bénh Fabry. Phuong phap uu tién khac
bao gdém viéc danh gia tong su thanh thai cic enzym va/hodic chét nén tir chét
16ng co thé hoic mau sinh thiét. Ché dd lidu lugng duge wu tién cho lidu phap
thay thé enzym trong bénh Fabry 12 1-10 mg/kg iv mdi ngay. Ché d6 lidu luong
nam trong khoang tir 0,1 dén 100 mg/kg iv v6i tan sudt tir mdi ngdy mot lan dén
mdi tuan hodc mdi hai tuan mdt 1an c6 thé duoc st dung.

Niemann-Pick B

Nhu di néi trude diy, bénh Niemann-Pick B 1a do giam hoat dong cua
cAc axit enzym tiéu thé sphingomyelinaza va tich ty mang lipit, sphingomyelin
so cép. Liéu luong hidu qua cla axit thay thé sphingomyelinaza s& dugc chuyén

giao cé thé dao dong tir khoang 0,01 mg/kg dén khoang 10 mg/kg trong luong
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co thé véi thn suét tir cach ngdy hang tuan, hai tudn mot 14n, hoic hai thang mét
1an. Trong cac phuong an khéc, liéu luong hiéu qua c6 thé dao dong tir khoang
0,03 mg/kg dén khoang 1 mg/kg; tir khoang 0,03 mg/kg dén khoang 0,1 mg/kg;
va/hodc tir khoang 0,3 mg/kg dén khoang 0,6 mg/kg. Trong phuong 4n cu thé,
bénh nhan dugc thyuc hién axit sphingomyelinaza trong mét ché do liéu ting dan
theo liéu tudn tu sau day: 0,1 mg/kg; 0,3 mg/kg; 0,6 mg/kg; va 1,0 mg/kg, trong
d6 mdi lidu axit sphingomyelinaza dugc dung it nhét hai 1an, va mdi lidu duoc
dung céch nhau hai tuan, va trong d6 bénh nhan dugc theo ddi tic dung phu doc
hai trude khi nang lidu 1én mirc tiép theo (Xem cong b don sang ché Hoa Ky sb

2011/0052559.

Hurler-Scheie (MPS I)

Bénh Hurler, Scheie, va Hurler-Scheie, con dugc goi la MPS I, dugc gay
ra bdi sy bat hoat cta alpha-iduronidaza va tich tu dermatan sulfat va heparan
sulfat. Mot s6 xét nghiém co sin dé theo doi tién trién ctia bénh MPS 1. Vi du,
hoat tinh enzym alpha-iduronidaza c6 thé dugc theo dai trong cac mAu sinh thiét
md hay té bao nudi cdy duoc tir méu ngoai vi. Ngoai ra, phuong phép c6 loi cia
sy tién trién bénh trong MPS I va mucopolysacaridoza khic bai tiét nudc tiéu
cla cac glycosaminoglycan dermatan sulfat va heparan sulfat (xem Neufeld va
cac ddng tac gia, 1995, Id.). Trong phuong 4n cu thé, enzym alpha-iduronidaza
duoc ding mot 14n mdi tudn nhu truyén tinh mach véi lidu 0,58 mg/kg & trong

luong co the.

Hunter (MPS IT)

Bénh Hunter (a.k.a. MPS II) dugc gdy ra boi sy bat hoat cta iduronat
sulfataza va tich tu dermatan sulfat va heparan sulfat. Bénh Hunter trinh bay lam
sang trong truong hop bénh nang va nhe. Ché d6 liéu luong enzym tri liéu tir 1,5

mg/kg hai tudn mot lan dén 50 mg/kg mdi tudn dwoc uu tién.
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Morquio (MPS IV)

Hoi chimg Morquio (a.k.a. MPS IV) 1a két qua cia sy tich tu ciia keratan
sulfat do su bét hoat cia mét trong hai enzym. Trong MPS IVA, enzym bat hoat
la galactosamin-6-sulfataza va MPS IVB enzym bét hoat 1 beta-galactosidaza.
Ché d6 liéu lugng enzym diéu tri tir 1,5 mg/kg hai tudn mot 1an dén 50 mg/kg

moi tuan dugce uu tién.

Maroteaux-Lamy (MPS VI)

Hoi chimg Maroteaux-Lamy (a.k.a. MPS VI) duoc gy ra boi sy bét hoat
cua alactosamin-4-sulfataza (arylsulfataza B) va tich tu cua dermatan sulfat.
Ché d6 liéu luong tir 1,5 mg/kg hai tudn mot 1an dén 50 mg/kg mdi tudn 12 mot
pham vi dugc uvu tién cua enzym diéu tri hiéu qua dugc dé xuét béi ERT. Téi
uu, cac lugng duoc st dung nhé hon hodc bing 10 mg/kg mdi tudn. Mot dau
hiéu thay thé wu tién danh cho sy tién trién cia bénh MPS VI la mirc

roteoglycan.

Pompe

Bénh Pompe dugc giy ra béi sy bat hoat cia enzym cia axit alpha-
glucosidaza va tich tu glycogen. Céc gen axit alpha-glucosidaza nam trén nhidém
sic thé s6 17 & nguoi va dugce chi dinh GAA. H.G. Hers lAn dAu tién dé xuét
khai niém cia bénh tich dong cac chét trong tiéu thé bdm sinh dua trén cac
nghién ctru cua ong vé bénh nay, ma dng goi 12 bénh tich dong glicogen loai II
(GSD II) va bay gio cling goi la thiéu hut axit mantaza (AMD) (xem Hers, 1965,
Gastroenterology 48, 625). Trong phuong 4n cu thé, GAA duogc dung 2 tudn mot
14n nhu truyén tinh mach véi lidu 20 mg/kg trong luong co thé.

Mot sb xét nghiém c6 sén dé theo dai tién trién cua bénh Pompe. Bét ky
khao nghiém dugc biét dén v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§

thuét c6 thé duoc stir dung. Vi du, ngudi ta c6 thé khao nghiém dé tich tu néi tiéu
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thé cua hat glycogen, cu thé trong co tim, gan va céc soi co thu dugc tir sinh
thiét. Hoat dong cta enzym alpha-glucosidaza cfing c6 thé duogc theo dai trong
c4c mAu sinh thiét hodc céc té bao nudi cdy duoc tir mau ngoai vi. P§ cao trong
huyét thanh cua creatin kinaza (CK) c6 thé duoc theo dbi nhu 13 mot ddu hidu
clia su tién trién bénh. Huyét thanh CK co thé dugc nang 1én dén muoi lan &
nhitng bénh nhan tré con khdéi phét va thuong dugc nang lén mot mac do thip
hon & nhitng bénh nhan nguoi l6n khéi phat. Xem Hirschhorn R, 1995,
Glycogen Storage Disease Type II: Acid alpha-Glucosidase (Acid Maltase)
Deficiency, Trong: The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease,
Scriver va cac dong tac gia, eds, McGraw-Hill, N.Y., 7sup.th ed., trang 2443-
2464.

Liéu phéap thay thé enzym

Céc phan sau day dugc boc 16 thong tin cu thé va nhimg phuong 4n thay
thé c6 sin cho céc thanh phan liéu phép thay thé enzym cta mot liéu phap két
hop cua sang ché. Néi chung, ché do liéu lugng cho thanh phan ligu phap thay
thé enzym ctia mot liéu phap két hop cua sang ché thudong duge xac dinh béi cac
béc si ¢é ¢6 trinh do k§ thuat. Mot vai vi du vé céc ché dd lidu lugng cho viéc
diéu tri cac bénh Gaucher véi glucoxerebrosidaza dugc dé xuét & trén. Céac
nguyén tic chung dé x4c dinh mot liéu lugng cho bt ky thanh phan ERT nhét
dinh ctia mot liéu phap két hop cua sang ché dé didu tri bat ky LSD s& duoc rd
rang dé nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc tlr cc théng tin c6 san,
chéng han nhu, vi du, xem xét lai cac tai liéu tham khao cu thé duoc trich dan
trong cac phan cho mdi LSD cu thé. ERT c6 thé dugc dung cho bénh nhan bang
cach truyén tinh mach. Tiém trong ndo that va/hodc nédi tiy mac c6 thé duoc sir
dung (vi dy, ngoai viéc truyén tinh mach) dé thuc hién ERT dén mét bénh nhan
duoc chin doan méc bénh tich trit thé tidu bao ¢6 biéu hién CNS.

Bit ky phuong phap dugc biét dén trong k¥ thuat c6 thé duge sir dung dé

san xuét cac enzym dugc st dung trong thanh phan liéu phap thay thé enzym
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ctia liéu phap két hop theo sang ché. Nhiéu phuong phép nhu vay dugc biét dén
va bao gdm nhung khong gi6i han & cdc cong nghé kich hoat gen dugc phat

trién boi Shire plc (xem Béng séng ché Hoa Ky s 5,968,502 va 5,272,071).

Liéu phéap phéan tr nho

Céc phén sau day ciing dugc boc 16 cu thé va nhiing phuong an thay thé
c6 sin cho cAc thanh phén tri liéu phan tir nh6 ctia mot lidu phép két hop clia
sang ché. Ché do liéu luwong cho thanh phén cua liéu phap phan tir nhd ctia mot
liéu phap két hop theo sang ché n6i chung duoc xac dinh boi cac ngudi ¢é hidu
biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét va duge dy kién s& thay doi dang ké tuy
thudc vao bénh tich dong cu thé dang dugc diéu tri va tinh trang 1am sang cua
bénh nhan méc bénh cu thé. Cac nguyén tc chung dé xac dinh lidu lugng cho
thanh phan SMT dugc cia bat ky liéu phép két hop nao cia sang ché dé diéu tri
bat ky bénh tich dong déu duoc biét dén véi cac ngudi cé hiéu biét trung binh
trong linh vuc k§ thuat. Huéng dan ché d6 lidu luong c6 thé thu duge tir bat ky
c4c tai liéu tham khao nbi tiéng nhiéu trong k¥ thuat vé van dé nay. Huéng din
thém 1a c6 san, ngoai nhiing diéu khéc, tir viéc xem xét cac tai lidu tham khdo cu
thé dugc trich dan trong tai liéu nay.

N6i chung, céc hop chit theo sing ché, chiang han nhu, vi du, (S)-
Quinuclidin-3-yl ~ (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat ~ va
Quinuclidin-3-yl  (2-(4'-flo-[1,1'-biphenyl]-3-yl)propan-2-yl)carbamat ¢ thé
duogc st dung trong cac phuong phap diéu tri két hop ctia sang ché dé diéu tri bat
ky bénh tich dong nao do tdn thuong trong qua trinh ctia glycosphingolipit (vi
du: Gaucher, Fabry, Gui-gangliosidosis va Gyp-gangliosidoza (vi dy, Tay Sachs,
Sandhoffs, Thiéu hut hoat chit GM2)). Tuong tu nhu vdy, aminoglycosits (vi du
gentamicin, G418) cé thé duoc str dung trong cac phuong phap diéu tri két hop
cta sang ché cho bt ky c4 nhan mic bénh tich dong c6 dot bién codon két thic
sém (tirc 13, dot bién vo nghia). Cac dot bién niy 1a dic biét phd bién trong hoi

chimg Hurler. Thanh phén liéu phap phén tir nhé cua mot liéu phap két hop cua
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sang ché duoc dic biét vu tién, noi c6 biéu hién cua hé than kinh trung wong dén
cac bénh tich dong dang dugc diéu tri (vi du, Sandhoff, Tay-Sachs, Niemann-
Pick Loai A, va Gaucher loai 2 va 3), vi cac phan tir nhé thuong co6 thé vuot qua
hang rao mau-ndo mdt cdch dé dang khi so sanh véi cac phuong phép khéc.

Liéu luong duoc uu tién cia céc chit rc ché chat nén dugc sir dung trong
mdt lidu phap két hop cla sang ché dugc x4c dinh d& dang béi ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vuc. Trong cdc phuong dn nhit dinh, liéu luong nhu
vay c6 thé dao dong tir khoang 0,5 mg/kg dén khoang 300 mg/kg, t6t hon tir
khoang 5 mg/kg dén khoang 60 mg/kg (vi dy, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15, mg/kg, 20
mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 35 mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg, 50 mg/kg, 55
mg/kg va 60 mg/kg) dung trong phic mac, qua duong ubng hoic twong duong
tir mot dén nim 1an mdi ngay. Liéu lugng nhu vay c6 thé dao dong tir khoang 5
mg/kg dén khoang 5 g/kg, t6t hon tir khoang 10 mg/kg dén khoang 1 g/kg bang
dudng udng, qua phiic mac hodc qua cach dung twong duong tir mot dén nam
14n mdi ngay. Trong mdt phuong 4n, lidu luong tir khoang 10 mg/ngay dén
khoang 500 mg/ngay (vi du, 10 mg/ngay, 20 mg/ngay, 30 mg/ngay, 40 mg/ngay,
50 mg/ngay, 60 mg/ngay, 70 mg/ngay, 80 mg/ngay, 90 mg/ngay, 100 mg/ngay,
110 mg/ngay, 120 mg/ngay, 130 mg/ngay, 140 mg/ngay, 150 mg/ngay, 160
mg/ngdy, 170 mg/ngay, 180 mg/ngdy, 190 mg/ngay, 200 mg/ngay, 210
mg/ngay, 220 mg/ngay, 230 mg/ngay, 240 mg/ngay, 250 mg/ngay, 260
mg/ngay, 270 mg/ngay, 280 mg/ngay, 290 mg/ngay, 300 mg/ngay). Mot loat
lidu ubng dic biét wu tién 1a tir khoang 50 mg t6i khoang 100 mg, trong dé cac
lidu duoc dung hai ldn mdi ngay. Pham vi lidu ubng dic biét d6i véi hop chét
clia sang ché hién nay 1a tr khoang 5 mg/kg/ngdy dén khoang 600 mg/kg/ngay.
Pham vi lidu udng dic biét ddi véi hop chét cua sang ché hién nay la tir khoang
1 mg/kg/ngay véi khoang 100 mg/kg/ngay, vi du, 1 mg/kg/ngay, 5 mg/kg/ngay,
10 mg/kg/ngay, 15 mg/kg/ngay, 20 mg/kg/ngay, 25 mg/kg/ngay, 30 mg/kg/ngay,
35 mg/kg/ngay, 40 mg/kg/ngay, 45 mg/kg/ngay, 50 mg/kg/ngay, 55 mg/kg/ngay
hoiic 60 mg/kg/ngay, 65 mg/kg/ngay, 70 mg/kg/ngay, 75 mg/kg/ngay, 80
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mg/kg/ngay, 85 mg/kg/ngay, 90 mg/kg/ngay, 95 mg/kg/ngay hodc 100
mg/kg/ngay.

Viéc két hop luan phién cta céac nén tang diéu tri (ttc 13, lidu phap thay
thé enzym va liéu phap phan tir nhé) dugc uwu tién. Tuy nhién, déi tuong nay
cling c6 thé duoc didu tri bang cach 10ng ghép ca hai phuong phap khi can thiét,
nhu duoc xdc dinh bdi cac bac st co trinh do k§ thuat. Vi du vé céc lich trinh
didu trj c6 thé bao gébm nhung khéng gi6i han: (1) SMT tiép theo ERT; (2) ERT
sau SMT; va (3) ERT va SMT dé xuit tai cing mét thoi diém. Nhu da néi trude
day, su chéng chéo theo thoi gian cua cac nén tang diéu tri tam thoi cling co thé
dugc thuc hién, khi can thiét, tuy thudc vao dién bién 1am sang cua bénh tich
dong dugc dua ra & bénh nhan nhat dinh.

Khoang thoi gian didu tri cho céac liéu phap két hop khac nhau c6 thé rat
khéc nhau va thuong c6 thé khac nhau giita cc bénh tich dong khac nhau, c4
nhéin khac nhau tuy thudc vao cach céc san pham tich dong duoc tich tu. Vi du,
san pham tich dong tich tu Fabry c6 thé duoc lam chim so v6i san pham tich tu
tich dong nhanh chéng trong Pompe. Chuén do ctia mdt bénh tich dong cu thé &
mot ca nhan cu thé dugc thuc hién béi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh
vuc bang cach gidm sit cac diu hiéu 1am sang cta tién trién bénh va didu tri
thanh cong.

Céc dai phan tu khac nhau ma tich tu trong cac bénh tich trit thé tiéu bao
phéan bd khong dong déu, ma thay vao d6 ching duge ling dong & vi tri giai
phau nhét dinh dugc wu tién cho ting bénh. Tuy nhién, enzym ngoai sinh dugc
thuong dugc dua 1én béi cac t& bao cta hé 1udi ndi mé va dugce sap xép dé ngan
tiéu thé, noi n6 hoat dong dé thiy phéan chit nén duoc tich tu. Hon nita, su hép
thu cua té bao ddi v6i enzym diéu tri ¢6 thé dugc bb sung bing mdt s thao tac
dé ting tiéu thé nhim muc tiéu (xem vi du nhu bing sang ché Hoa Ky S
5,549,892 cuia Friedman va cac dong tac gia, giao cho cong ty Genzyme, trong

d6 mé ta glucoxerebrosidaza tai t6 hop c6 vt ly thude t6i co thé duoc cai thién
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boi tac dung ctia chudi bén oligolisacarit dugc t6 chirc lai boi cac thu thé bé mit
té bao mannoza duoc nhap bao va van chuyén dén tiéu thé).

Mot s6 phuong phép diéu tri nhim vao mot sd bd phan co thé bi anh
huéng tét hon nhing bd phan khac. Trong Fabry, vi dy, néu ERT khong dén
than cling du cho mot két qua lam sang thdéa dang, SMT cé thé duge st dung dé
lam giam ndng do6 cht nén trong than. Nhu thé hién trong vi du 112 va Fig. 6B,
SMT lam gidm hiéu qua mtc Gb3 (tuc 1a, cac chét nén tich ty trong bénh nhan
mic Fabry) trong nudc tidu ctia mot md hinh chudt Fabry & mtc d6 16n hon
ERT. Than dugc cho 13 ngudn gbe chinh ctia nuéce tiéu Gb3. Nguoc lai, Fig. 6B
cho thdy ERT c6 hiéu qua giam mic Gb3 trong huyét twong & mirc d6 16n hon
so v6i SMT. Nhimng két qua nay chimg minh rang liéu phap két hop cia ERT va
SMT dua ra mét chién luoc didu tri bd sung dé tan dung nhitng diém manh va
giai quyét nhing diém yéu lién quan t6i mdi liéu phap dugc thuc hién riéng 1é.
SMT 1a ¢6 thé vuot qua hang rdo mau nio BBB, mang lai mdt cach tiép can
manh m&, khi két hop voi ERT, dé didu tri LSD c6 biéu hién than kinh trung
wong CNS, ching han nhu Niemann Pick Loai A va bénh Gaucher do than kinh
(nGD). Hon nfra, viéc gidm chét nén cia SMT két hop vdi thay thé enzym giai
quyét van deé tich dong tai cic diém can thiép riéng biét va khac biét d6 co thé
ning cao két qua 1am sang.

N6 s& duge hiéu ring tai liéu tham khao dé thuc hién dong thoi hozc hai
hay nhiéu phuong phap didu tri khong yéu cu ching phai dugc thuc hién dong
thoi tai cung mét thot diém, chi 1a chung dugc dién xuét trong bénh nhan cung

mot lac.
Vi du thue hién sang ché
Vidul

(S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat

Buéc 1: Dimetyl héa véi metyl lodua
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F K-'OBU/THF/CH,l F
I i O Al St
0-10°C, N,

Cong thnrc hoa hoc : C43H,FNO,S Cdng thirc hda hoc : C5HsFNO,S
Khéi lwong chinh x4c: 265,06 Khéi lrong chinh xac: 293,09
Khoi lugng phén tu: 265,30 Khoi hrgng phén tir: 293,36

Phuong phéap: binh RB 3N dugc trang bi mot nhiét ké, thém vao d6 1a mot
cai phu va mot dng dan nito. Cac binh duge rira béng nito va kali tert-butoxit
(MW 112,21, 75,4 mmol, 8,46 g, 4. 0 equiv, bdt mau tréng) duogc can ra va thém
vao binh qua bdt phéu tiép theo 13 viéc b6 sung cac THF (60 ml). Hiu hét cac
kali tert-butoxit tan thanh dung dich bi van duc. Hon hop nay duoc lam lanh
trong mot chiu nude da tr 0 dén 2°C (nhiét do bén trong phong). Trong binh
tach riéng, du tién cho vao cac este (MW 265,3, 18,85 mmol, 5,0 g, 1,0 equiv.)
dugc hoa tan trong THF (18 ml + 2 mL nhu rtra) va chuyén dén cac phéu bd
sung. Dung dich nay d& dugc thém timg giot vao hdn hop di lam lanh trong
khoang thoi gian tur 25 dén 30 phut, giit nhiét d6 bén trong 5°C trong sudt lac
thém vao. Hon hop phan tmg duoc lam lanh lai tir 0 dén 2°C. Trong binh riéng,
dung dich cia metyl iodua (MW 141,94, 47,13 mmol, 6,7 g, 2,5 equiv.) trong
THF (6 mL) d4 duoc diéu ché va chuyén dén cac phéu b6 sung thém. Binh chira
dung dich metyl iodua sau d6 dugc rtra sach voi THF (1,5 ml) ma sau do da
duoc chuyén dén cac phéu bd sung cé chira sin cac dung dich khéng mau trong
cta metyl iodua trong THF. Dung dich nay da duoc b6 sung can thin timg giot
vao hdn hop phéan ng mau nau t6i trong khoang thdi gian tir 30 dén 40 phut,
gitt nhiét do bén trong luén duéi 10°C trong subt thoi gian thém vao. Sau khi
viéc thém vao da hoan tat, cac hdn hop hoi duc dugc khqu thém trong vong 1
gi® trong thoi gian d6 nhiét do bén trong giam xudng tir 0 dén 5°C. Sau khi
khudy trong mot gio & 0 dén 5°C, hdn hop phan tmg da dugc t6i bang cach thém
tr tir ting giot dung dich HCI 5,0M (8 mL) trong khoang thoi gian tir 5 dén 7
phut. Nhiét d6 bén trong nén dugc duy tri dudi 20°C trong qué trinh thém vao
nay. Sau khi thém, nuéc (14 ml) va hén hop duge khudy trong 2 dén 3 phut. Khi
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viéc khudy dimg lai va 2 16p duoc tach ra. 2 16p ndy sau d6 dugc chuyén dén
binh 1N RB 250 mL va THF dugc bdc hoi trong chdn khéng nhu thu dugc 16p
hai pha ctia THF/san pham va nuéc. 2 16p duge tach ra. Dung dich THF ctia san
pham theo Buédc 1 d& dugce st dung trong cac phan tng tiép theo.

Budc 2: Thuy phén este etyl véi LiOH monohydrat

F  LiOH.H,O (twong dwong 2.2) £
\/OM?/O/ THF/H,0 (3:2), N, HO \ N

hoi luu, 16 gio

Cong thirc hoa hoc : C,5H,sFNO,S Cdng thirc hoa hoc : C;3H,FNO,S
Khéi Iwong chinh xac: 293,09 Khoi lrgng chinh xac: 265,06
Khéi lwong phén tir: 293,36 Khoi lugng phan ti: 265,30

Phuong phap: Céc este tho trong THF da dugc thém vao binh phan g,
Riéng biét, LIOH.H20 (MW 41,96, 75,0 mmol, 3,15 gram, 2,2 equiv.) dugc
tach ra va can trong cc 100 mL ma mét thanh khudy di dugc bo sung. Nude
(40 ml) va hdn hop dugc khudy dén khi tit ca chat rén tan ra va c6 dugc dung
dich trong khong mau. Dung dich ndy sau d6 da duoc thém vao binh RB 250mL
chira céc dung dich cia este trong tetrahydrofuran (THF). Mot tu dién dugc gan
vao ¢b binh va mot éng din nito duge gin & phia trén cling ctia binh ngung tu.
Hoén hop duge gia nhiét & hdi luu trong 16 gid. Sau 16 giv, viéc gia nhiét da
dimng lai va hon hop duge lam lanh dén nhiét d6 phong. THF duoc béc hoi trong
chan khéng dé thu dugc dung dich mau nau. Phan uéc ctia dung dich nuée mau
niu dugc phén tich béi HPLC va LC/MS cho thuy phin hoan toan este etyl.
Nude (15 ml) d& duge bo sung va dung dich nuéce nén nay duogc chiét xuét véi
TBME (2 x 40 ml) d& loai b6 cac t-butyl este. Cac 16p nuée nén duge 1am lanh
trong nude da tir 0 dén 10°C va axit héa bing cach thém timg giot HCI dic dén
do pH~1va khudy 1én. Chat rén dinh trong dung dich axit nuéc di dugc bd
sung TBME (60 mL) va hon hop duge lic va sau d6 khudy manh dé hoa tan tat
ca axit vao 16p TBME. 2 16p nay duoc chuyén dén phéu va 16p TBME di duoc

tach ra. Cac dung dich axit nudc mau vang nhat duogc tai chiét véi TBME (40
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mL) va 16p TBME da duoc tach ra va két hop véi cac 16p TBME trude. Lop axit
nuée di duge loai bd. Cac 16p TBME két hop dugc siy kho bang Na,SO4 khan,
duoc loc va béc hoi trong chan khong dé loai bd TBME va ¢6 duogc céc axit tho
& dang dau mau cam/vang sAm dic lai dudi chan khong cao tré thanh mot chét
rdn mau vang bi ban. Cac axit thd duge cin ra va két tinh bang cach nung néng
n6 trong heptan/TBME (3:1, 5 ml/g dau thd) dé co duoc cac axit 12 chat rin mau
vang.

Buéc 3: Hinh thanh cac axit hydroxamic véi NH,OH.HCI

HONJ/@/F (y CDI/THF .1 giv, t, N, HOHNN;/O/F
A\ > A\
\ (iiy NH,OH.HCI/H,0, o/n \

Cong thitc hda hoc: Cy3H,,FNO,S Cong thitc hoa hoc: C15H3FN,0,S
Khéi lwong chinh xac: 265,06 Khéi lwong chinh x4c: 280,07
Khoéi luwgng phén tir: 265,30 Khéi lwong phan tir: 280,32

Phuong phap: Céc axit carboxylic (MW 265,3, 18,85 mmol, 5,0 g, 1,0
equiv) dugc can va chuyén vao binh RB IN 25mL duéi nito. THF (5,0 ml) dugc
cho vao va cac axit d& dang hoa tan dé dung dich mau vang dam chuyén sang
dung dich mau niu. Cac dung dich dugc lam lanh dén 0 dén 2°C (nhiét d6 cta
chiu d4) trong chiu da va N, N'- carbonyldiimidazol (CDI;. MW 162,15, 20,74
mmol, 3,36 g, 1,1 equiv) da dugc thém vao tu tur trong cac phan nho hon trong
khoang thoi gian tr 10 dén 15 phut. Chau da dugc bo ra va dung dich dugc
khudy & nhiét do phong trong 1 gid. Sau mot gio khudy, cac dung dich mét lan
nita dugc lam lanh trong mot chau tur 0 dén 2°C (nhiét d6 chau). Hydroxylamin
hydroclorua (NHOH.HCI;. MW 69,49, 37,7 mmol, 2,62 g, 2,0 equiv) di duogc
thém vao tir tir trong cac phan nhé nhu mot chét rén trong khoang tir 3 dén 5
phit nhu dung dich téa nhiét. Sau khi viéc bd sung da dugc hoan tat, nudc (1,0
ml) duogc thém timg giot vao hdn hop khong ddng nhét trong khoang thoi gian 2
phut va hén hop phan tng duge khudy & 0 dén 10°C trong chau nudc d4 trong 5
phat. Chau da duge bé ra va hdn hgp phéan tng dugce khudy duéi nito & nhiét do
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phong qua dém tur 20 dén 22 gio. Cac dung dich chuyén sang dang trong nhu tht
ca cac NH,OH.HCI hoa tan. Sau 20 dén 22 gid, phan uéc ctia hdn hop phan tmg
duoc phan tich bang sic ky 16ng cao 4p (HPLC). THF sau d6 dugc béc hoi trong
chan khong va phan du dugc dua vao trong diclomethan (120 mL) va nudce (60
mL). Hn hop nay duge chuyén dén mét phéu, duoc lic va 2 16p duogc phép tach
ra. Lép nudc dd duge bd di va 16p diclometan di dugc rua sach bang 1N
hydroblorua (HCI; 60 mL). Lép axit da dugc bo di. Lop diclometan duoc sy
khé bang Na,SO4khan, duge loc va dung mdi duge bay hoi trong chdan khéng dé
c6 dugc cac axit hydroxamic thdé nhu mot chét rin mau vang nhat dugc séy kho
trong chan khong cao qua dém.

Buéce 3 tiép tuc: Chuyén dbi cac axit hydroxamic theo chu ky trung gian (khong

bi phén 18p)
F CDICH,CN N N -
HOHN N CDI/CH,C ‘dA®
AN 3=
\ 2-2.5 gio, rt, Ny O}’

Cong thirc hoa hoc : C15H;3FN,0,S Cong thire hoa hoc: Cq4H4,FN,05S
Khoi luong chinh xdc: 280,07 Khéi lwong chinh xac: 306,05
Khoi lwgng phan tir: 280,32 Khdi lwong phan tir: 306,31

Phuong phap: Céc axit hydroxamic thd (MW 280,32, 5,1 g) dugc chuyén
dén mot binh 1N RB 250 mL bang mét 6ng dan nito. Mot thanh khudy d3 duoc
thém vao sau d6 bang cach bd sung cac axetonitril (50 mL). Chét rin khong hoa
tan trong axetonitril. Cac hdn hgp khong dong nhat mau vang di dugc khudy
trong 2 dén 3 phut duéi khi nito va CDI (MW 162,15, 20,74 mmol, 3,36 g, 1,1
equiv.) dd duogc thém vao trong mot phan riéng & nhiét d6 phong. Khéng quan
sat thdy phan mg toa nhiét. Chét ran hoa tan ngay lap tic va cac dung dich
trong mau vang dugc khudy & nhiét d6 phong trong 2 dén 2,5 gio. Sau 2 dén 2,5
gid, phan udc d3 duge phan tich béi HPLC va LC/MS trong d6 cho thdy su
chuyén ddi cua cac axit hydroxamic thanh chu ky trung gian nhu mong muén.

Céc axetonitril sau d6 dugc bdc hoi trong chan khong dé tao ra chu ky

trung gian dang tho nhu dau dic mau d6. Dau di duoc dua vao trong toluen (60
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mL) va hén hop mau d6 dugc dun néng dén hoi luu trong 2 gid trong thoi gian

do, chu ky trung gian thai ra CO, va sap xép lai cac isoxianat (xem bén duéi).

N F v N F
O’N\ Q toluen, hot luu _N Q
f \ - | o?% \

2 gio , N,
Cong thirc hoa hoc: C,,H,,FN,04S Cong thuc hoa hoc: C45H,FN,OS
Khoi hwong chinh xé4c: 306,05 Khoi luong chinh xdc: 262,06
Khoi lwong phén tir: 306,31 Khoi lugng phan tir: 262,30

Bude 3 tiép tuc: _Chuyén dbi cac isoxianat dé tao thanh gdc tu do.

N

- N F

— H
toluen, hoi luu \

Cong thitc hoa hoc: CysHFN,08 N2, 18810 Cong thirc hoa hoc: CgHpFN30,S

Khéi lwgng chinh xéac: 262,06 Khdi hrong chinh xac: 389,16
Khdi lrong phan tir: 262,30 Khéi hrong phan tir: 389,49

Hon hop phan Umng dugc lam lanh dén 50 dén 60°C va (S)-(+)-
quinuclidinol (MW 127,18, 28. 28 mmol, 3,6 g, 1,5 equiv.) dd dugc thém vao
hdn hop nhu mot chét rén trong timg phan riéng. Hon hop nay dugc lai duoc
dun néng dén hdi luu trong 18 gid. Sau 18 gid, phan wdc da duge phén tich boi
HPLC va LC/MS trong do6 cho thay su chuyén dbi hoan toan ciia isoxianat dé c6
san pham nhu mong mudn. Hén hop phan tmg di duoc dua vao mét phéu chiét
tach va toluen (25 ml) duoc thém vao. Hon hop dugce rira sach bang nudc (2 x
40 ml) va cac 16p nudc duge tach ra. Cac 16p nuéce két hop duoc tai chiét voi
toluen (30 mL) va 16p nude da dugce loai bo. Cac 16p toluen két hop duge chiét
xudt véi 1 N HCI (2 x 60 ml) va 16p toluen (c6 chira céc tap chit O-acyl) da
dugce bod di. Cac 16p HCI duge két hop dugc dua vao binh Erlenmeyer 500 mL
dugce trang bi v6i mot thanh khudy. Dung dich khudy mau vang/dd cam trong
sudt nay duoc bazo hoa dén do pH tir 10 dén 12 bang cach thém timg giot dung
dich NaOH 50%. Géc tu do mong mudn két tha khoi dung dich dudi dang chét
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rin mau vang keo bi van béan c6 thé 1am ket thanh khudy. Isopropyl axetat (100
mL) duge thém vao hdén hop nay va hén hop dugc khudy manh trong vong 5
phut cho dén khi chit rin déo chuyén thanh isopropyl axetat. Viéc khudy duoc
ding lai va 2 16p dugc phép tach ra. Lép isopropyl axetat vang da duoc tach ra
va 16p nude co ban da duogc tai chiét vé6i isopropyl axetat (30 mL). C4c 1ép nuéc
co ban di dugc bo di va cac 16p isopropyl axetat két hop duge siy khé bing
Na,SO;, khan duoc loc vao binh RB da dugc do trudce va cac dung moi bay hoi
trong chdn khéng dé cé dugc gbc tu do nhu chit rin tir mau be sang mau nau
vang d6 dugc say kho & chan khdng cao qua dém.
Budce 3 tiép tuc: Su két tinh ctia cac gbc tu do dang thd

Géc tu do thd méau be chuyén sang mau niu vang va tai két tinh tur
heptan/isopropyl axetat (3:1, 9,0 ml dung mdi/gbc tu do dang thd). Luong
heptan/isopropyl axetat thich hop duoc thém vao gbc tu do dang thd nay cing
v6i mot thanh khudy va cac hdn hop duge nung néng dén hoi luu cho 10 phut
(gbc tu do ban dAu chi hoa tan mdt phan, nhung tan dan dé tao thanh dung dich
mau d6 cam trong khi dun néng dén hdi luu). Cac ngudn nhiét di dugc théo ra
va hén hop duoc cho phép lam lanh dén nhiét do phong va khudy cho dén khi
hinh thanh két ta tring. Sau khi khudy & nhiét do phong trong 3 dén 4 gio, két
tha duoc loc dudi bng chan khong bang cach dung phéu Buchner, rira sach véi
heptan (20 mL) va lam kho duéi éng chan khong qua dém trén phéu Buchner.
Chét két tia duoc dua vao dia két tinh va siy kho & 55°C qua dém trong 16 chan
khong. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,04-7,83 (m, 2H), 7,20-6,99 (m, 3H),
5,53 (s, 1H), 4,73-4,55 (m, 1H), 3,18 (dd, J = 14,5, 8,4 Hz, 1H), 3,05-2,19 (m,
5H), 2,0-1,76 (m, 11H). *C NMR (100 MHz, CDCl 3) § 166,38, 165,02, 162,54,
162,8-155,0 (d, CF), 130,06, 128,43, 128,34, 116,01, 115,79, 112,46, 71,18,
55,70, 54,13, 47,42, 46,52, 27,94, 25,41, 24,67, 19,58.

Vidu?2
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Hop chét (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-
yl)carbamat malat & dang tinh thé A

Cac gbc tu do ctia hop chit (S)-Quinuclidin-3-yl ~ (2-(2-(4-
flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat (20 g) duoc hoa tan trong IPA (140
ml) tai nhiét d6 phong va dugc loc. Chét loc duge thém vao binh rb 1L duoc
trang bi mot may khudy trén khong va nito & dau vao/dau ra. Axit L-malic (6,89
g) dugc hoa tan trong IPA (100 + 30 ml) ¢ nhiét d6 phong va dugc loc. Phan loc
duoc thém vao binh 1 lit trén. Cac dung dich két qua duoc khudy & nhiét do
phong (c6 hoac khong cé hat gidng) dudi nito trong 4 dén 24 gid. Trong khoang
thoi gian nay tinh thé duoc cho vao. San pham da duoc thu bang cach loc va ria
sach v4i mot lugng nho IPA (30 ml). Chét ran duoc lam kho trong 16 chén

khong & 55° C trong 72 gio (san lugng thu duge 1a 23 g).

H! NMR CDCI3
O (ppm) Su phéan tach Tich phan Thiét lap
7.9 m 2 Ha
7.1 m 3 Hb, He
5.9 brs 1 NH
4.9 m 1 Hd
4.2 m 1 Ha’
3.1-3.6 m 6 He
2.7 m 2 Hb’
1.6-2.4 m 11 Hf, (CHs),
Vidu3

Mubi HCI ctia hop chat (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-
yl)propan-2-yl)carbamat

Hop chét (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-
yl)carbamat (0,78 g, 2 mmmol) trong IPA (8 ml) dugc khudy tai nhiét d6 phong,
HCI (2 M trong IPA, 1 ml) da dugc thém vao. Dung dich da dugc gieo va khudy

-49-



29823

& nhiét d6 phong trong 18 gio. San phdm thu duoc bang cach loc va sdy khé
duéi chan khong thanh san pham (0,7 g). "H NMR (400 MHz, CDCI3) § 12. (br;,
s, 1H), 7,9-8,0 (m, 2H), 7,1-7,2 (m, 3H), 5. 9 (br, s, 1H), 4,9-5,0 (m, 1H), 3. 2 -
3.6 (m, 6H), 1,7-2,4 (m, 11H).

Vidu3

Mubi (S)-2-hydroxysuccinat ctia hgp chit (S)-Quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-
flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-yl)carbamat

Axit succinic (0,15 g) dugc hoa tan trong IPA (5 ml) va khudy & 50°C.
Hop chit (S)-Quinuclidin-3-yl  (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-
yl)carbamat (0,5 g) trong IPA (8 ml) d4 dugc thém vao. Dung dich duoc gieo va
khudy & nhiét do phong trong 20 gid. San phim thu dugc bing cach loc va sy
kho dudi chan khong dé c6 san pham (0,4 g). 'H NMR (400 MHz, CDCI3) § 7,9
(m, 2H), 7,1-7,2 (m, 3H), 5,8 (br, s, 1H), 4,9 (m, 1H), 3,1-3,5 (m, 6H) 2,6 (s,
4H), 1,7-2,4 (m, 11H).
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Yéu ciu bao ho
1. Hop chat (S)-quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-
yl)carbamat malat & dang tinh thé A, trong d6 nhidu xa bot tia X nay chira céc
dinh 2-theta ké tiép duoc do bang cach st dung birc xa Cuk,:18,095.
2. Hop chat (S)-quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-
yl)carbamat malat & dang tinh thé A, trong d6 nhidu xa bot tia X nay chira cac
dinh 2-theta ké tiép do b'flng cach sir dung burc xa Cuk,: 18,095 va 17,493.
3. Hop chit (S)-quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-
yl)carbamat malat & dang tinh thé A, trong d6 nhidu xa bot tia X nay chira cac
dinh 2-theta ké tiép duoc do béng cach sir dung burc xa Cuk,: 18,095 va 19,516.
4. Hop chit (S)-quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-
yl)carbamat malat & dang tinh thé A, trong d6 nhidu xa bot tia X néi trén chia
cac dinh 2-theta ké tiép dugc do bang cach str dung birc xa Cuk,: 18,095, 17,493
va 19,516.
5. Hop chét (S)-quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-
yl)carbamat malat & dang tinh thé A, trong d6 nhidu xa bot tia X ndy chira cac
dinh 2-theta ké tiép duoc do béng cach st dung buc xa Cuk,: 18,095, 17,493,
19,516 va 20,088.
6. Hop chat (S)-quinuclidin-3-yl (2-(2-(4-flophenyl)thiazol-4-yl)propan-2-
yl)carbamat malat & dang tinh thé A, trong dé nhiéu xa bot tia X ndy chira céc
dinh 2-theta ké tiép dugc do br?mg cach stir dung buc xa Cuk,: 18,095, 17,493,
19,516 va 20,088 va 17,125.
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Fig 1

tong don_1_ Genz-682452-AU-001

2000

1000 =

Vi tri [°2 theta] (bing déng (Cu))

-52-



29823

Fig2
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Fig3
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