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Linh vue ky thuit dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén 1inh vuc hoa duoc, va cu thé dé cap dén chét chu véan
thu thé kidu Toll (TLR7) (2-butoxy-7-(4-(pyrolidin-1-ylmetyl)benzyl)-5SH-
pyrolo[3,2-d]-pyrimidin-4-amin) & dang tinh thé A, quy triﬁh diéu ché n6, hdn hop
tinh thé chtra dang tinh thé A, va duoc phém chita mudi & dang tinh thé A hoac
hdn hop tinh thé.

Tinh trang ky thuét cia sang ché

Thu thd TLR duoc bidu thi bing nhiéu loai t& bao mién dich va nhan thiy cac
kidu cu tric dugc bao toan cao: MAm bénh lién quan dén mo hinh phan tr (Pathogen
Associated Molecular Pattern-PAMP) duoc biéu hién bdi mam bénh vi sinh vat hodc
co ché dap tng véi cac sin phidm pha hiy (Damage Associated Molecular
Patterns-DAMP) duge gidi phéng boi cac t& bao chét. PAMP hogc DAMP kich thich
thu thé TLR kich hoat dong théc tin hiéu ma n6 gdy ra viéc hoat hoa cac yéu t6 phién
mi nhu AP-1, NF-«B va chét diu hoa interferon (chttc ning dap Umg xung). N6 giy ra
mdt sb dap tng ctia té bao, bao gdm san xuét interferon, xytokin tién viém va xytokin
cam Urng, nho do6 tao ra dap ing mién dich. Cho dén nay, da phat hién dugc 13 loai thu
thé TLR & dong vét ¢6 vi. Thu thd TLR 1, 2, 4, 5 va 6 chti yéu duge biéu hién trén bé
mit t& bao trong khi thu thé TLR 3, 7, 8 va 9 duoc biéu hién trong nodi thé. Céc thu thé
TLR khéic nhau nhan biét céc phéi tir tt cac mAm bénh khac nhau. Thu thé TLR 7
(TLR7) cht yéu duoc biéu hién bai t& bao tua u twong bao (pDC), va dwoc nhan biét
nhd phdi tir gdy ra viée tiét interferon o (IFN-a). Thy thé TLR 7 (TLR7) va thy thé
TLR 8 (TLRS8) tuong ddng & mirc cao va do do, phdi tir ctia TLR7 trong phin 16n cac
trudng hop ciing 12 phdi tir cia TLRS. TLRS chu yéu kich thich viéc tao ra xytokin
nhu yéu t5 hoai tir khéi u a (tumor necrosis factor a-TNF-a) va ¢ hoat tinh hod huéng
dong. Interferon o la mot trong s6 cac thubc dé diéu tri bénh viém gan B ho#c bénh
viém gan C man tinh trong khi TNF-a la xytokin tidn viém, ma viéc tiét qua muirc clia

ching s& gay ra tdc dung phu nghiém trong.
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Da ¢ bao cdo v& mot vai chét cha van TLR7, nhu imiquimod (British Journal
of Dermatology 2003; 149 (Suppl. 66): 5-8), resiquimod (Antiviral Research 64 (2004)
79-83), GS-9620 (Gastroenterology (2013), 144(7), 1508-1517). Tuy nhién, vin c6
nhu cu tim ra chit cht vAn TLR7 méi c6 d6 chon loc, hoat tinh va d6 an toan cao
hon.

Pon yéu cu cip patent Trung Qudc s6 201410405136,0 boc 16 mot phan ti
nhd, nghia 1a 2-butoxy-7-(4-(pyrolidin-1-ylmetyl)benzyl)-SH-pyrolo[3,2-d]-

pyrimidin-4-amin, c6 cong thitrc cau tao sau:

/\/\OJ\N NO

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Theo mot khia canh, sadng ché @ xuit hop chét ¢c6 cong thtre I & dang tinh thé
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Dang tinh thé D duogc dic trung béi phé nhiu xa tia X trén mau bdt (XRPD) ¢6
dinh nhifu xa & 26=5,5°+0,2°, 10,1°+0,2°, 13,8°+£0,2°, 19,7°+0,2°, 23,7°+0,2°,
24,1°+0,2°.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuit quy trinh diéu ché hop chit c6 cong thirc
I & dang tinh thé A, bao gbm céc bude sau:

1) hoa tan hop chét ¢ cong thire I trong dung moi k&t tinh ho4, ma tot hon la dugc gia
nhiét d& thic day viéc hoa tan; va
2) lam mat d& két tinh, loc, rira va sdy kho dé thu dugc dang tinh thé A.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuat duge phim, chira dang tinh thé A hoic
hdn hop tinh thé cia né theo sang ché. Duoc phdm niy con c6 thé tuy y chia thém
chét mang, t4 dugc va/hodc moi truong duge dung.

Phan mb ta con bdc 16 phuong phép didu tri hodc phong nglra bénh lién quan
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dén TLR7, bao gdm cho dbi tuong cén diéu tri dung dang tinh thé A hoic hdn hop tinh
thé cia n6 hodc duge phém theo sang ché véi lwong hitu hiu. T6t hon néu, bénh nay
14 bénh nhiém virut.

Phéin m6 ta con boc 10 vibe sir dung dang tinh thé A hodc hdn hop tinh thé cua
no6 hodc dugc phém theo sang ché dé bao ché thudc dé diéu tri hoic phong ngtra bénh
lién quan dén TLR7. T6t hon néu, bénh nay 14 bénh nhidm virut.

Ciing theo khia canh khac nita, sang ché dé xuét dang tinh thé A hoac hdn hop
tinh thé ctia n6é hodc duge phém theo sang ché dung dé diéu tri hodc phong nglra bénh
lién quan dén TLR7. T5t hon néu, bénh nay 13 bénh nhiém virut.

Theo mdt phuong an cia sang ché, bénh nhidm virut 12 nhiém virut viém gan,

dic biét 12 nhiém virut viém gan B hodc nhiém virut viém gan C.

M6 ta viin tit cac hinh vé
Fig. 1: Phd XRPD ctia hop chét c6 cong thirc I & dang tinh thé A.
Fig. 2: Biéu dd té bao don vi cla hop chét c6 cong thic I & dang tinh thé A.
Fig. 3: Phd DSC ctia hop chét ¢ cong thire I & dang tinh thé A.

MO ta chi tiét sang ché

Pinh nghia chung va thuit ngit

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, cc thudt ngit va cum tir duge sir dung trong ban mé
ta nay c6 nghia sau. Mot thudt ngit hodc cum tur cu thé khong nén dugc cho 1a khong
1o rang hodc khong xac dinh khi n6é khéng dugc dinh nghia cu th8. N6 nén dugce hiéu
theo nghia chung. Tén thuong mai duoc str dung trong badn m6 ta nay dung dé chi san
phim hozc thanh phéan hoat tinh twong tng.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, trong ban md ta nay, ty phin (bao gdm ty 18 phin
traim) hodc phin dugc tinh theo khdi luong.

Khi dugc st dung véi bién sb s hoc, thuét ngit “xép xi” hodc “khoang” thuong
dung dé chi tri s6 ctia bién sb va tht ca céc tri sb cta bién s6 nay trong khoang sai sb
thr nghiém (vi dy, trong khoang tin cdy trung binh 95%) hodc trong khoang + 10%
cta tri s6 d3 dinh, hoic khoang rong hon.

Thuat ngit “bao gdm” hoic tir ddng nghia ctia né “chira”, “gdm”, “c6” hodc cac

tr twong tu ¢6 nghia md, nghia 1a khong loai trir cac yéu td, cac bude hodc thanh phén
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khong dugc liét ké khac. Thuat ngi “ciu thanh tir” loai trir cac yéu t8, cac bude hoic
thanh phdn khong dugc liét ké bat ky. Thuat ngit “chi yéu cdu thanh tir” ding dé chi
cac yéu t6, cac budc hogc thanh phan di dinh trong khoang di cho, cling véi céc yéu
t6, cac bude hogc thanh phan tuy y khong anh hudng dang ké dén cac dau hiéu méi va
¢ ban cta dbi tuong yéu cu bao hd. Can phai hidu ring thuat ngit “bao gdm” bao
ham ca thuat ngit “chi yéu cdu thanh tir” va “cAu thanh tir”.

Thuét ngtt “mot cach tuy y” hodc “tuy y” c6 nghia la sy kién dugc md ta sau do
c6 thé hodc khong thé xay ra. Thuit ngit niy bao ham ca cic trudng hop su kién nay
c6 thé hodic khong thé xay ra.

Thuét nglt “duoc phém” dung dé chi thanh phﬁn hoat tinh, ma tuy y dugc két
hop véi mot hoac nhiéu hop phin duoc dung (vi du, nhung khong chi giéi han &, chat
mang va/hodc ta dugc). Thanh phﬁn hoat tinh dugc 1éy vi du ¢ dang hop chét c6 cong
thire I hodc mubi cua no, dang tinh thé theo sdng ché, hodc hén hop tinh thé theo sang
ché.

Thuét ngit “chit mang duge dung” ding dé chi cac chit mang khong gay kich
thich dang ké va khong tac dong dén hoat tinh sinh hoc va dic tinh cta hoat chét.
“Chit mang duoc dung” dung dé chi céc chit tro ma khi duoc dung véi thanh phin
hoat tinh va c¢6 loi khi diing né, va bao gdm, nhung khéng chi gidi han &, chét bét ky
trong s6 cac chit sau di dugc Co quan Duge phim va Thuc phdm Hoa ky chip thuin
dé dung cho ngudi hodc ddng vat (vi du, vat nudi): td duoc chay, chat 1am ngot, chét
pha lodng, chit bao quan, thube nhém/phém mau, huong liéu, chét hoat dong bé mit,
chét thAm wot, chét phén tan, chét gy ra, chét tao huyén phu, chdt 1am 6n dinh, chit
déng truong, dung moi hogc chit nhii hod. Vi du khoéng giéi han vé chit mang bao
gém canxi cacbonat, canxi phosphat, mot sb loai duong va tinh bot, dAn xuét xenluloza,
gelatin, diu thuc vat va polyetylen glycol hodc cac chét twong tu. Cac thong tin khac
vé chit mang c6 thé tim thiy trong Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
21st Ed., Lippincott, Williams & Wilkins (2005), toan bd ndi dung ctia chiing duoc két
hop vao day bang cach vién din. Thuat ngft “t4 duge” thudng dung d8 chi chit mang,
chét pha lodng va/hodc mdi truong duoc str dung dé bao ché duoc phém hitu hiéu.

Thudt ngit “dung” hodc “viéc dung” hodc ééc thudt ngit twong ty dung dé chi
phuong phap lam cho hop chit hoic duge phidm dugc phan phéi dén vi tri tac dong

sinh hoc mong muén. Phuwong phép niy bao gdm, nhung khong chi giéi han ¢, ding
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qua duong miéng, ngoai duodng tiéu hoa (bao gdm tiém hodc truyén trong tinh mach,
duéi da, trong mang bung, trong co, trong mach), khu tri, trong truc trang hodc cac
phuong phép tuong tu.

V& hoat chét dugc hodc dugc ly, thuat ngtt ;‘luong hitu hi€éu” dung dé chi lugng
thudc hodc chét khong gy doc nhung du dé dat dugc tic dung mong mubn. Vé ché
phdm ding qua dudng miéng trong bin md ta& ndy, “lugng hitu hiéu” cia hoat chat
trong ché phdm ding dé chi luong cin dé dat duoc tac dung mong mudn khi két hop
véi hoat chit khac trong ché phém. Luong hitu hi€¢u c6 thé be duoc xac dinh mot cach
riéng & va phu thudc vio tubi va tinh trang chung ctia ngudi nhén cling nhu hoat chat
cu thé. Lugng hitu hidu trong trudng hop cu thé c6 thé chuyén gia trong linh vuc nay
xac dinh thong qua thtr nghiém thong thuong.

Thudt nglr “thanh phf‘?m hoat tinh”, “t4c nhén tri liéu”, “hoat chit” hodc “chit
hoat tinh” dung dé chi thuc thé hoa hoc hitu ich dé diéu tri hodc phong nglra roi loan,
bénh hoic tinh trang bénh dich mdt cach hitu hi¢u. Thuat ngit duoc dung trong ban md
ta nay dung dé chi, vi du, hop chét c6 cong thic I hodc mudi ctia nd, dang tinh thé theo
sang ché, hodc hdn hop tinh thé theo sang ché.

Trong phé nhiu xa tia X trén mau bdt (XRPD hodc XRD), phé nhiéu xa thu
duoc tir hop chét tinh thé thuong dic trung cho dang tinh thé cu thé trong d6 cuong do
twong d6i cua dai (dic biét & goc thip) co thé thay ddi theo anh hudng cuia hudng vuot
tr6i do su khac biét vé& didu kién két tinh, dudong kinh hat, va céc diéu kién do khac. Do
dé, cuong 3o tuong ddi cua dinh nhiéu xa khong dic trung cho dang tinh thé da cho.
Diéu quan trong hon can luu y 13 vi tri tuong dbi cua dinh chtr khong phai cuong do
tuong d6i ctia chiing khi xac dinh liéu dang tinh thé nay c6 giéng véi dang da biét
trong linh vyc nay. Ngoai ra, c6 thé c6 mot chut sai s vé vi tri cta dinh véi dang tinh
thé d4 cho bAt ky, ma ciing da bibt rd trong linh vyc tinh thé hoc. Vi dy, vi tri ctia dinh
¢ thé dich chuyén do su thay dbi nhiét do, di chuyén mau ho#c hidu chinh dung cu
trong qué trinh phan tich may; va sai s& do ctia tri s6 20 doi khi c6 thé 1a khoang +0,2°,
thuong 1a khoang +£0,1°. Do do, cling can phai lwu y dén sai sb nay khi xac dinh chu
triic tinh thé. Néu dang tinh thé theo sang ché dugc mé ta chi yéu nhu dugc thé hién
trén hinh v&, thudt ngit “chu yéu” ciing nhim dé bao ham su khac biét ndy cta dinh
nhiéu xa.

Trong phé XRPD, vi tri dinh thuong dugce biéu thi b.%ng goc 20 hodc khoang
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céch bé& mit tinh thé d va cong thirc chuyén hoa don gian gifta d va 0 1a d=)\/2sind,
trong d6 d la khoadng cach bé mit tinh thé, A 13 budc séng cia tia t&i X, va 0 1a goc
nhidu xa. Di véi cing mot dang tinh thé cta ciing hop chét, vi tri dinh cta phd XRPD
14 hoan toan tuong tu, va sai s6 cudng do twong dbi c6 thé 16n. Ciing cin phai luu y
rdng, trong qua trinh nhan dang hdn hop, mot s§ dudng nhidu xa cé thé bi mat do céc
yéu t6 nhu giam ham luong, v.v., va do d6, khong can phai dwa vao toan bo céac dai
quan sat duogc & mau ¢6 d0 tinh khiét cao, va thdm chi mot dai cling c6 thé dic trung
cho tinh thé da cho.

Theo sang ché, phé nhidu xa tia X trén mau bot duge xac dinh nhu sau: thiét bi:
Nhiéu xa ké tia X Bruker D8 ADVANCE; phuong phap: dich: Cu: K-Alpha; budc
séng A=1,54179A; hiéu dién thé: 40 kV; dong dién: 40 mA; khoang quét: 4~40°; toc
d6 quay miu:15 vong/phut; tbc d6 quét: 10°/phut.

Phép do nhiét luong quét vi sai (differential scanning calorimetry-DSC) dugc
stt dung dé do nhiét do chuyén tiép khi tinh thé hap thu hodc giai phong nhiét do su
thay di cdu tric tinh thé clia né hodc néng chay tinh thé. Sai sb nhiét d6 chuyén hoa
nhiét va diém néng chay thudng trong khoang 5°C, thudng 1a khoang 3°C trong cung
dang tinh thé cta cling hop chét trong qué trinh phan tich lién tuc. Khi hop chit duogc
md ta ¢6 dinh DSC hodc diém néng chay di cho, n6 ¢ nghia 13 dinh DSC hodc diém
néng chay +5°C. Dugc dé xuét 1a phuong phap bd trg bing DSC dé x4c dinh céc dang
tinh thd khéc nhau. C4c dang tinh thé khac nhau ¢6 thé dugc nhan dién theo dic diém
nhiét 46 chuyén hoa khac nhau cua ching. Cén luu ¥ rang dinh DSC hodc diém néng
chay ctia hdn hop ¢ thé thay ddi trong khoang rong. Ngoai ra, nhiét do néng chay
thuong két hop véi ty 1€ ting nhiét d do sy phan huy trong qua trinh néng chay cua
chét nay.

Phép do nhiét lugng quét vi sai (DSC) trong ban md ta nay dugc do béang
phuong phép sau: thiét bi: Nhiét luong ké quét vi sai TA Q2000; phuong phép: mau
(~1 mg) duge cho vao chido nhdm DSC, phuong phap: 25 °C~300 °C, tbc d6 gia nhiét
10°C/phut.

Dang tinh thé theo séng ché con c6 thé duoc xac dinh dic diém bang céc thong
s6 t& bao. Céc thong sé nay c6 thé dugc x4c dinh bang phan tich tin thé hoc tia X don
tinh thé. Vi dy, théng tin chi tiét vé cac thong sb té bao co thé tim thay & Chuong 3 clia

tai liéu: Stout & Jensen, X-Ray structure Determination: A Practical Guide,
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MacMillian Co., New York, N.Y. (1968).

Céc thong sb té bao trong ban md ta ndy dugc xac dinh theo phuong phép sau:
Nhidu xa ké: Rigaku MicroMax-007HF; Bu6c song: 1,54178A; Nhiét do: 296K.

Thuit ngit “hdn hop tinh thé” ding d chi dang chét rén, bao gdm dang tinh thé
A theo sang ché. Luong ctia dang tinh thé A trong hdn hop tinh thé ¢6 thé 1a 50% hogc
16n hon, 80% hodc 16n hon, 90% hodc 16n hon, hodc 95% hodc 16n hon. Ngoai dang
tinh thé theo sang ché, hdn hop tinh thé ciing c¢6 thé tuy y bao gdm céc tinh thé hodc
dang v6 dinh hinh khéc cta hop chét c6 cong thirc I hodc mudi cia né hodc cic tap
chét khac khong phai cac chét nay. Chuyén gia trong linh vuc nay s& hidu dwoc ring

tdng lugng ciia cac hop phin trong hdn hop tinh thé can phai 12 100%.

Dang tinh thé A

Sang ché d& xuét hop chat c6 cong thirc I & dang tinh thé A, c6 dinh nhiéu xa &
20=5.5°, 10.1°, 13.8°, 19.7°, 23.7°, 24.1°£0.2° trén phd nhiéu xa tia X trén mau bot
(XRPD).

Theo phuong 4n cu thé, dang tinh thd A c6 dinh nhifu xa & 26=5.5°, 10.1°,
13.8°, 16.4°, 19.7°, 23.7°, 24.1°, 27.9°+0.2° trén phé nhiéu xa tia X trén mau bot
(XRPD).

Theo phuong 4an cu thé hon, dang tinh thd A c6 dinh nhiéu xa & 20=5,5°, 10,1°,
13,8°, 16,4°, 17,9°, 19,0°, 19,7°, 20,3°, 21,8°, 22,1°, 23,7°, 24,1°, 25,5°, 27,9°, 32,9°,
34,0°+0,2° trén phd nhifu xa tia X trén mau bt (XRPD).

Theo phuong an dic biét, dinh nhiéu xa cta dang tinh thé A cua hop chét ¢6

cong thirc I ¢6 dédc di€ém sau:
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Sb 20+ 0,2(°) | Cuong do S6  |20+£0.2(°)| Cuongdod
tuong d6i (%) tuong dbi (%)

1 5,5 100,0 12 21,0 43

2 10,1 52,4 13 21,8 6,6

3 10,8 42 14 22,1 6,4

4 13,8 35,8 15 23,7 37,1

5 14,9 2,7 16 24,1 17,4

6 16,4 12,2 17 25,5 9,9

7 17,9 6,1 18 27,3 43

8 18,6 2,6 19 27,9 13,4

9 19,0 8,2 20 28,6 3,1

10 19,7 20,1 21 32,9 5,1

11 20,3 9,2 22 34,0 5,3

Theo mdt phuong an, phd nhiéu xa tia X trén mAu bot clia maleat dang tinh thé
A ctia hop chét ¢6 cong thire T duge thé hién vé co ban trén Fig. 1.
Theo phuong an khac, hop chét c6 cong thirc I & dang tinh thé A c6 cac thong
s6 té bao sau (nhu duoc thé hién trén Fig. 2):
a=16,560 (3) A
b=10,426(2) A
c=12,203(2) A
a=90°
=98,54(3)°
v=90°
Nhém khéng gian: P21/c
7=4.
Dang tinh thé A con ¢6 thé duoc x4c dinh ddc diém biang DSC, véi nhiét d6 ban
dau 13 199,0 °C va nhiét d6 dinh 12 200,4 °C.
Theo mot phuong an, phd DSC cta hgp chét c6 cong thic I dang tinh thé A

duoc thé hién vé co ban trén Fig. 3.
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Quy trinh diéu ché

Séang ché con dé xuét quy trinh diéu ché dang tinh thé A cta hop chét c6 cong
thirc I, bao gdm budc két tha dang tinh thé A ctia hop chét c6 cong thire I tir dung mai.

Theo mdt phuong 4n, quy trinh nay bao gdm céc budc sau:

1) hoa tan hop chat c6 cong thirc I trong dung moi két tinh hod, ma tdt hon 1a
dugc gia nhiét dé thic day viéc hoa tan; va

2) lam mat dé két tinh, loc, rira va sy khé dé thu dugc dang tinh thé A.

O budce 1), dung moi két tinh hod dugc chon tir nhém bao gdm metanol, etanol,
propanol, isopropanol, n-butanol, isobutanol, butanol bac ba, axeton, etyl axetat, nudc
va hén hop dung méi cia nd; t6t hon 14 etanol.

O budce 1), lugng dung mdi dugc bd sung trén mdi 1 g cta hop chét c6 cong
thite T ndim trong khoang tir 2 dén 10 ml, t6t hon 12 tir 4 dén 8 ml, tot hon nita 12 tir 5
dén 7 ml.

O budc 1), stir dung viéc gia nhiét 8 tao ra hé ddng nhét ctia hop chét c6 cong
thire T va dung mbi két tinh. Nhiét do gia nhiét c6 thé tir 40 °C dén 90 °C, 6t hon 1a tir
50 °C dén 80 °C, t6t hon nita 1a tir 70 °C dén 80 °C.

Séng ché con d xuat hdn hop tinh thé, bao gdm hop chit c6 cong thuc I & dang
tinh thé A. Theo mot phuong an, tinh theo khdi lwong ctia hdn hop tinh thé, ham luong
ctia dang tinh thé C 14 50% hodic 16n hon, tdt hon 1a 80% hodc 16n hon, tot hon nita 12
90% hodc 16n hon, v t5t nhét 1a 95% hodc 16n hon. Hon hop tinh thé, ngoai dang tinh
thé A, con c6 thé bao gdm hop chét ¢6 cong thire I hodc mudi ctia né & dang tinh thé

hoic vO dinh hinh khac, hodc céac tap chét khac khong phai cac chit nay.

Duoc phdm va céch dung

Séng ché dé xuét duoc phdm, chtta hop chét ¢6 cong thirc 1 & dang tinh thé A
hogc hdn hop tinh thé cia n6 véi lugng hiru hidu. Ngoai ra, duge phdm con cd thé
hodc khong chita chit mang, t4 dugc v/hodc mdi truong duge dung.

Hop chét theo sang ché dugce dung & dang tinh khiét hoic & dang duogc phém
thich hgp, ma co thé duoc tién hanh qua dudng ding bét ky chip nhan dugc cua hop
chét c¢6 tng dung tuong tu. Duoc phim theo sang ché c¢6 thé duoc bao ché bing cach
két hop hop chit theo sang ché hoic mudi nay ctia né véi chét mang dugc dung thich

hgp, vi du no co thé dugc bao ché thanh ché phém rén, ban rén, long hoac khi, nhu
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vién nén, vién tron, vién nang, bot, hat, thudc m&, nhil twong, hdn dich, dung dich,
thu6c dan, thudc tiém, thube x0ng, gel, vi cAu, sol khi ho#c c4c dang tuong tu.

Dugc pham theo sang ché c¢6 thé duoc bao ché theo cac quy trinh da biét o
trong linh vuc nay, nhu thong thuong trdn, hoa tan, tao hat, boc duong, nghién min,
nhii twong, ddng khd nhanh hodc cac quy trinh twong tur.

Pudng dung thong thuong ctia hop chét theo sang ché hodc duge phdm clia nd
bao gdm, nhung khong chi gidi han 6, ding qua dudng migng, trong truc trang, trong
mang nhay, trong rudt hodc dung khu tra, qua da, x6ng, ngoai dudng tiéu hod, dudi
ludi, trong 4m dao, trong mili, trong mit, trong mang bung, trong co, duéi da, trong
tinh mach.

Theo phuong 4an duge wu tién, dugce phim & dang ding qua dudng miéng. bé
dung qua dudng miéng, hoat chét ¢6 thé duoc tron véi chét mang, ti dugc va/hodc moi
truong dugce dung da biét 5 trong linh vyuc nay 8 bao ché dugc phim. Chét mang, t4
dugc va/hodc mdi truong co thé dugc sir dung dé bao ché hop chét theo sang ché thanh
vién nén, vién tron, vién det, vién bao duong, vién nang, thude 16ng, gel, bot nhio, hdn
dich hodc c4c dang twong tu hitu ich dé dungqua dudng miéng cho bénh nhén.

Ché phdm dang rén dung qua duong miéng cd thd duge bao ché theo cac quy
trinh tron, nhdi hodc nén thong thudng, vi du, b%tng cac quy trinh sau: tron hoat chét
v6i ta duoc ran, tuy ¥ nghién hdn hop thu dugc, bd sung chat bd tro thich hop khac,
néu cin, va tiép theo, xir ly hdn hop nay thanh hat dé thu duoc 16i ctia vién nén hoéc
vién bao dudng. T4 duge thich hgp bao gdm, nhung khoéng chi giéi han 0, chét don,
nhu duong, bao gém lactoza, sucroza, manitol hodc sorbitol; ché phém xenluloza nhu
xenluloza vi tinh thé, tinh bot ngd, tinh bt lia my, tinh bot gao va tinh bot khoai tay;
va cac chdt khac, nhu silica gel, gelatin, tragacanth, metylxenluloza,
hydroxypropylmetyl ~ xenluloza, carboxymetyl  xenluloza  natri va/hodc
polyvinylpyrolidon; chét gay rd, nhu carboxymetyl tinh bot natri, croscarmelloza natri,
polyvinylpyrolidon lién két ngang, aga hodc axit alginic. Mudi nhu natri alginat cling
c6 thé duoc st dung. Loi cta vién bao dudng co thé tuy y duoc bao bang cic quy trinh
d3 biét 15 trong linh vuc duoc thong thuong, dac biét bang quy trinh bao tan trong

rudt.

Tac dung cd loi

-11-



30988

Hop chét c6 cong thire T & dang tinh thé A theo sang ché c6 cac wu diém 1a do
tinh khiét cao, d6 két tinh cao va do bén tt. Trong khi d6, quy trinh diéu ché cta dang
tinh thé A theo sang ché 1a don gian, dung mdi ré tién va d& mua, diéu kién tao thanh
tinh thé 1a don gian, va quy trinh nay thich hop dé san xuét trén quy md cong nghiép.

Giai phap k¥ thudt ctia séng ché dugc minh hoa theo céc doan tir [1] dén [20]
sau:

[1] Hop chét c6 cong thirc I & dang tinh thé A,

NH,
H
NX—N
/

N\o)\N/

)

khéc biét & chd, nd c¢6 dinh nhifu xa & 26=5,5°+0,2°, 10,1°+0,2°, 13,8°+0,2°,
19,7°40,2°, 23,7°40,2°, 24,1°+0,2° trén phd nhiéu xa tia X trén mau bot.

[2] Hop chit c6 cong thie I & dang tinh thé A theo doan [1], khac biét & chd, nd cob
dinh nhidu xa & 20=5,5°%0,2°, 10,1°%0,2°, 13,8°+0,2°, 16,4°+0,2°, 19,7°+0,2°,
23,7°+0,2°, 24,1°40,2°, 27,9°+0,2° trén phd nhifu xa tia X trén mau bot.

[3] Hop chéit ¢6 cong thirc T & dang tinh thé A theo doan [2], khic biét & chd, nd co
dinh nhidu xa & 20=5,5°%0,2°, 10,1°+0,2°, 13,8°+0,2°, 16,4°£0,2°, 17,9°+0,2°,
19,0°40,2°, 19,7°40,2°, 20,3°£0,2°, 21,8°+0,2°, 22,1°+0,2°, 23,7°+0,2°, 24,1°+0,2°,
25.5°+0,2°, 27,9°+0,2°, 32,9°+0,2°, 34,0°+0,2° trén phd nhidu xa tia X trén mau bdt.

[4] Hop chét ¢ cong thirc I & dang tinh thé A theo doan bét ky trong sb céac doan tur
[1]-[3], khéc biét & chd, n6 c6 phd nhidu xa tia X trén mau bdt co ban dugc thé hién

trén Fig. 1.
[5] Hop chit c6 cong thitc I & dang tinh thd A theo doan bét ky trong sb céc doan tur

[1]-[4], khéc biét & chd, né c6 cac thong s6 t& bao sau:
a=16,560 (3) A
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b=10,426 (2) A
c=12,203(2) A

a=90°

=98,54(3)°

vy=90°

Nhom khong gian: P21/c
7=4.

[6] Hop chét c6 cong thirc I & dang tinh thé A theo doan bét ky trong sb cac doan tir
[1]-[5], khac biét & chd, khi duge xé4c dinh dic diém bing DSC, nhiét do ban dau 1a
199,0 °C %5 °C va nhiét d dinh 14 200,4 °C £5 °C.

[7] Quy trinh didu ché hop chit ¢6 cong thic I & dang tinh the A theo doan bat ky
trong s6 cac doan tir [1]-[6], bao gbm cac bude sau:

1) hoa tan hop chét c6 cong thire I trong dung moi két tinh ho4, ma t&t hon 14 dugc gia
nhiét d& thac ddy viéc hoa tan; va

2) 1am mat d& két tinh, loc, rira va sdy khé dé thu duoc dang tinh thé A.

[8] Quy trinh didu ché theo doan [7], khac biét & chd, dung moi két tinh ho4 & bude 1)
duoc chon tr nhém bao g6m metanol, etanol, propanol, isopropanol, n-butanol,
isobutanol, butanol bic ba, axeton, etyl axetat, nuge va hdn hop dung mdi ctia nd.

[9] Quy trinh diéu ché theo doan [8], khéc biét & chd, dung mdi két tinh hoa 1 etanol.
[10] Quy trinh didu ché theo doan bt ky trong s cac doan tir [7] dén [9], khac biét &
chd, & bude 1), lvgng dung moi duge bd sung trén mdi 1 g hop chit c¢6 cong thic I

ndm trong khoang tir 2 dén 10 ml.

[11] Quy trinh didu ché theo doan [10], khéc biét & chd, luong dung mdi két tinh dugc
bd sung trén m3i 1 g hop chét c6 cong thire I ndm trong khoang tir 4 dén 8 ml.

[12] Quy trinh diéu ché theo doan [11], khéc biét & chd, luong dung moi két tinh dugc
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bd sung trén mdi 1 g hop chit ¢6 cong thirc I nam trong khoang tir 5 dén 7 ml.

[13] Quy trinh didu ché theo doan bat ky trong s cac doan tir [7] dén [12], khac biét &
chd, & bude 1), sir dung viéc gia nhiét d8 tao ra hé dong nhit cta hop chét c6 cong

thirc I va dung méi két tinh.

[14] Quy trinh didu ché theo doan bAt ky trong s8 cac doan tir [7] dén [13], khac biét &
chd, & bude 1), nhiét dd gia nhiét cd thé ndm trong khoang tir 40 °C dén 90 °C.

[15] Quy trinh didu ché theo doan [14], khac biét & chd, & bude 1), nhiét do gia nhiét
c6 thé nim trong khoang tir 50 °C dén 80 °C.

[16] Quy trinh diéu ché theo doan [15], khic biét & chd, & budc 1), nhiét do gia nhit
¢6 thé nam trong khoang tlr 70 °C dén 80 °C.

[17] Han hop tinh thé, khac biét & chd, tinh theo khdi lugng ciia hon hop tinh thé, hop
chét c6 cong thirc I & dang tinh th8 A theo diém bat ky trong s cac doan tir [1] dén [6]
chiém 50% hoic 16n hon, t5t hon 1a 80% hodc 16n hon, tot hon nita 1a 90% hodc 16n

hon, va t6t nhét 13 95% hozc 16n hon.

[18] Dugc pham, bao gbm mudi maleat dang tinh thé A theo doan bét ky trong sb céc
doan tir [1]-[6] hodc hdn hop tinh thé theo doan [17] véi luong hitu hiéu.

Vi du thwc hién sang ché

Céc chit viét tt dudi day duoc st dung trong ban moé tid nay: SEM-CL:
2-(trimetylsilyl)etoxymetyl clorua; SEM: 2-(trimetylsilyl)etoxymetyl; DIPEA:
diisopropyletylaminamin; TFA: axit trifloaxetic; DMEF: N,N-dimetylformamit;
n-BuOH: n-butanol; NH3-H,0: dung dich nuGc amoniac; Na: natri; XRPD: phé nhiéu

xa tia X trén mau bdt; DSC: phan tich nhiét luong ké quét vi sai.

Céc dung mdi dugc st dung trong ban mé ta ndy la c6 ban trén thi truong va co

thé dugc st dung ma khong cAn tinh ché thém. Céc phan tng tdng hop trong cac vi du

-14-



30988

didu ché thuong duogc tién hanh trong mdi trudng nito tro trong dung moi khan. Di
liu phd cong huodng tir proton duge ghi bang quang phd ké Bruker Avance IIT 400
(400 MHz), véi do chuyén dich héa hoc duoc thé hién theo (ppm) trén nén thé'lp
tetrametylsilan. Phd khdi dugc xac dinh trén thiét bi Agilent 1200 plus 6110 (&1956A).
LC/MS hodc Shimadzu MS bao gébm DAD: SPD-M20A(LC) va dau do Shimadzu
Micromass 2020. Khdi phd ké dugc lap véi thidt bi ion héa phun dién tir (ESI) van

hanh theo kiéu duong hozc am.

Vi du di€u che 1:
Diéu che

2-butoxy-7-(4-(pyrolidin-1-ylmetyl)benzyl)-5H-pyrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin

Hop chét c6 Cong thirc IIL:
2,4-diclo-5-((2-(trimetylsilyl)etoxy)metyl)-5H-pyrolo[3,2-d]pyrimidin

Cl H Cl SEM
1
N N SEM-CI, DIPEA > N7 N
| / | Y
Cl)\N/ CI/kN/
1T I

Hop chat ¢6 cong thie 1T (2,4-diclo-5H-pyrolo[3,2-d]pyrimidin) (4,00 kg, 21,28
mol) duoc hoa tan trong DMF (20,00 L), va DIPEA (2,58 kg, 20,00 mol) dugc bd sung
timg phan & nhiét d trong phong (25 °C) tiép theo 1a khudy trong 30 min. Dung dich
phéan ng dugc lam lanh xubng 0 °C bing bé nude da, va tiép theo, SEM-CI (4,00 kg,
24,00 mol) duoc bb sung nhoé giot tir tir trong thoi gian 5 h véi tée dd nho giot tir 1 dén
2 giot trén mdi gidy. Sau khi bd sung xong, dung dich phan g dugc khudy & 0 °C
trong 4 h. Phan tng nay duoc theo doi bang HPLC. Sau khi két thic, dung dich phan
tmg duoc t6i va pha lodng véi 70 1 nude va tiép theo, chiét bang etyl axetat (15 Lx3).
Gom pha hiru co, rira lién tuc bang dung dich nudc axit clohydric 1 M (5 Lx2) va
nude mudi bio hoa (7 Lx2), va dung méi dugc tich bang cach chung cAt dudi ap sudt

giam d& tao ra hop chét c6 cong thie III (6,40 kg, 20,11 mol, hiéu sudt 94,50 %).

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,24 - 8,35 (m, 1 H), 6,70 - 6,85 (m, 1 H), 5,77 (s, 2
H), 3,45 - 3,57 (m, 2 H), 0,74 - 0,86 (m, 2 H), 0,00 (s, 9 H).

-15-



30988

Hop chét c6 Cong thirc IV:
2-clo-5-((2-(trimetylsilyl)etoxy)metyl)-5H-pyrolo[3,2-d] pyrimidin-4-amin

Cl SEM NH, ISEM
NS —_— N| X
| / /
Cl)\N/ C|/LN/
I \Y)

Hop chét c6 cong thuce III (1,60 kg, 5,03 mol) dugc hoa tan trong isopropanol
(1,60 L) trong ndi hip dung tich 10 1. Dung dich nu6c amoniac (4 L) dugce bd sung &
nhiét do trong phong (25 °C) vao mdt 1an va hdn hop phan tng duge khudy & 95 °C
trong 7 h. Phan g ndy dugc theo di bing HPLC. Sau khi két thic, dung dich phan
ung duoc dé cho ngudi xubng nhiét do trong phong va loc qua ph&u Buchner dé tao ra
chit rin mau ndu sdm. Chét rin ndy dugc tao huyén phu lién tiép véi etyl
axetat/n-heptan (1/1, 5 Lx2) va etyl axetat (4 L) d2 tao ra hop chit c6 cong thuc IV

dudi dang chét rin mau néu (1,25 kg, 4,18 mol, hiéu suét 83,1 %).

IH{ NMR (400 MHz, DMSO-de) § 7,61 - 7,77 (m, 1 H), 6,97 - 7,19 (m, 2 H), 6,28 -
6,38 (m, 1 H), 5,54 - 5,67 (m, 2 H), 3,43 - 3,53 (m, 2 H), 0,76 - 0,91 (m, 2 H), 0,07 (s,
9 H).

Hop chét c6 Cong thic V:
2-butoxy-5-((2-(trimetylsilyl)etoxy)metyl)-5H-pyrolo[3,2-d]pyrimidin—4-amin

NH,  seEMm NH2  SEm
N N Na > N™™ N
DY n-BUOH DY
Cl/‘\N/ /\/\O/I\N/
\Y Vv

B4 sung tlr tir natri kim loai (525,05 g, 22,84 mol) ting phin trong mdi trudng
nito vao n-BuOH (17,0 L). Sau khi bd sung, nhiét do cta hé nay tang lén 60 °C, va
tién hanh khuéy lién tuc & nhiét d6 cho dén khi natri kim loai dugc hoa tan hoan toan.

Tiép theo, hé nay dugc lam lanh xuéng 25 °C, va hop chét c6 cong thirc TV (1,95 kg,

-16-



30988

6,53 mol) duoc bd sung timg phan. Sau khi duge trén mdt cach ddng nhét bang cach
khudy, hon hop phan tng dugc khudy lién tuc trong 8 h & 90 °C. Phan tng nay dugc
theo d3i bang HPLC. Sau khi két thuc, hdn hop phan tmg duoc @& cho tu ngudi xubng
25 °C, va tlr tir 16t vao 30 I dung dich nudc amoni clorua béo hoa. Tiép theo, hdn hop
phéan Ung duoc chiét bing etyl axetat (15 Lx3) va gom céc pha hitu co, ria bang nudc
mudi bdo hoa (20 Lx2), 1am khd bing Na»SOskhan, va loc. Sau khi dung méi duge cét
ra dudi 4p suét giam, cin duoc tao huyén pht trong n-heptan (4 L) va chét ran dugc
tach ra bang céch loc va tiép theo, tao huyén pht trong etyl axetat (5 L) d& tao ra hop
chét c6 cong thire V dudi dang chét rin mau trang vang (1,53 kg, 4,55 mol, 69,7%).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 7,49 - 7,54 (m, 1 H), 6,54 - 6,62 (m, 2 H) , 6,15 -
6,20 (m, 1 H), 5,54 (s, 2 H) , 4,10 - 4,22 (m, 2 H) , 3,42 - 3,55 (m, 2 H) , 1,58 - 1,73
(m, 2 H), 1,35 - 1,47 (m, 2 H) , 0,90 - 0,96 (m, 3 H) , 0,83 - 0,89 (m, 2 H), 0,05 (s, 9
15))

Hop chét c6 Céng thirc VI: 2-butoxy-5H-pyrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin

N N )TFA NN
| p 2) NH-H,0 1 Y
\4 VI

Hop chét ¢6 cong thirc V (1,10 kg, 3,27 mol) dugc hoa tan trong TFA (5,50 L)
va dung dich phan tng dugc khudy & 25 °C trong 16 h. Phan umg nay duoc theo doi
bang HPLC. Sau khi Kkét thuc, TFA duoc tach bang cach chung cht dudi ap sudt giam
va can dugce hoa tan trong metanol (1,2 L) va nuée da (1,2 L). 6 pH cua hé nay duogc
didu chinh dén 12 biang dung dich nuéc amoniac ddc trong khi khudy déu. Hon hop
nay dugc khqu trong 2 h va chét két tha duoc két tha ra khéi dung dich lién tuc. Sau
khi loc, banh loc & dang chét rin mau tréng dugc tao huyén phu véi dung dich nude
amoniac 15% (1,2 Lx3) va etyl axetat (4 L) lién tiép dé tao ra hop chét c6 cong thirc
VI & dang chét rin mau tréng (550,00 g, 2,67 mol, 81,7% ).

IF{ NMR (400 MHz, methanol-ds) & 7,37 (d, /=2,89 Hz, 1 H), 6,29 (d, /=3,01 Hz, 1 H),

4,27 (t, J=6,53 Hz, 2 H), 1,75 (d, /=7,91 Hz, 2 H), 1,44 - 1,61 (m, 2 H), 1,00 (t, J=7,40
Hz, 3 H).
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Hop chét c6 Cong thirc VII:
4-((4-amino-2-butoxy-5H-pyrolo[3,2-d]pyrimidin-7-yl)-hydroxymetyl)benzaldehyt

NH,

H

N \©\ NS

S | /
/k O)\ N/

Base
HO CHO

VI VI

B6 sung terephtalaldehyt (790,64 mg, 5,82 mmol) va isopropanol (10 mL) vao
binh phéan tng ba cd, 2-butoxy-SH-pyrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin (1,00 g, 4,85 mmol)
dugc bd sung béng cach khuéy, va hé nay duge lam lanh xuéng 0 °C va duogc khudy
trong 10 phut nita. B6 sung nude tinh khiét (10 mL) va kali cacbonat (804,17 mg, 5,82
mmol), va cho phan tng & 25 °C trong 16 h cho dén khi cac chat thd duoc tidu thy hét
khi theo d6i bing LCMS. Chét rén dugc két tna ra sau khi phan tmg két thic. Sau khi
loc, chét rén thu dugc duoc tao huyén phu bing 20 ml nuée tinh khiét va 30 mL (etyl
axetat/n-heptan=1/20) lién tiép, loc va sdy kho dé tao ra hop chit c6 cong thic VII
dudi dang chét rin mau vang (1,50 g, 4,41 mmol, hiéu suét: 90,9%).

IH{ NMR (400 MHz, metanol-dy) § 9,94 (s, 1 H), 7,86 (d, J=8,16 Hz, 2 H), 7,72 (d, J
= 8,16 Hz, 2 H), 7,12 - 7,17 (m, 1 H), 6,19 (s, 1 H), 4,28 (t, J=6,53 Hz, 2 H), 1,68 -
1,77 (m, 2 H), 1,44 - 1,54 (m, 2 H), 0,97 (¢, J=7,34 Hz, 3 H).

Hop chét c6 Cong thire VIIL:
(4-amino-2-butoxy-5H-pyrolo[3,2-d]pyrimidin-7-yl)(4-(pyrolidin-1 -ylmetyl)phenyl)

metanol
NH NH
H > H
NN Bvrrolidi NN
yrrolidine
//“\V/A\O/M\N/’ / _— //\\“/A\O/M\N/’ / (ii7
N
HO CHO HO
VI Vil

B6 sung hop chét c6 cong thic VII (450,0 g, 1,32 mol) va isopropanol (4,5 L)
vao ndi hip dung tich 30 1, va hdn hop nay dugc khudy trong 5 phut. Tiép theo, axit
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axetic bang (119,0 g, 1,98 mol) dugc b6 sung va nhiét d ctia hé nay dugc giam xudng
0-10 ° bing cach khudy. Pyrolidin (112,4 g, 1,58 mol) dugc bd sung nhé giot, véi nhiét
dd dudi 10 °C. Sau khi bd sung, natri triaxetoxybohydrua (420,0 g, 1,98 mol) duoc bd
sung timg phan va cho phan ung & 10-20 °C trong 3 h cho dén khi nguyén liéu thd
duoc tiéu thy hét khi theo ddi bang sic ky long. Sau khi phén tng két thac, 5 1 nuée
tinh khiét duoc bd sung va nhiét d6 ctia dung dich duoc giam xubng khoang -10 °C, va
12 1 dung dich nudc amoniac 15% dugc bd sung vao dung dich nay, va nhiét do dung
dich & dusi 0 °C trong khi bd sung. Chat rén duoc két tia ra trong khi khudy. Viéc loc
duoc tién hanh va banh loc thu duoc duge tao huyén phu v6i 2 1 nude va 2 1x2 etyl
axetat. Viéc loc duoc tién hanh va sdy khé duoc tién hanh dudi ép suat giam & 40 °C
trong 12 h & tao ra hop chét ¢6 cong thirc VIII duéi dang chit rdn mau vang (465,0 g,
1,18 mol, hiéu suét 89,4%, d6 4m 0,9%).

'H NMR (400 MHz, metanol-ds) & 7,46 (d, J=7,91 Hz, 1 H), 7,29 (d, J = 8,03 Hz, 1 H),
7,09 (s, 1 H), 6,12 (s, 1 H), 4,29 (t, J= 6,53 Hz, 2 H), 3,60 (s, 2 H), 2,52 (br. 5., 4 H),
1,66 - 1,83 (m, 6 H), 1,49 (d, J= 7,53 Hz, 2 H), 0,98 (t, J= 7,40 Hz, 3 H).

Hop chit c6 Cong thuc I:
2-butoxy-7-(4-(pyrolidin-1-ylmetyl)benzyl)-5H-pyrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin

NH, " NH; H

)Ni\ NN TFA )N'\ X N/
P Trlethy|3|lane =
P NN
o N O Base o N NO
HO
Vi |

Bé sung hop chét c6 cong thire VIII (440,0 g, 1,11mol) va diclometan (7,0 L)
vao ndi ha?'lp dung tich 201, va nhiét d6 ctia hé ndy duoc giam xuéng dudi -15°C bf?lng
cach khudy. Sau khi trietylsilan (880 mL, 5,55 mol) duoc bd sung nhé giot vao, axit
trifloaxetic (880 mL) duoc bd sung nhé giot, trong khi nhiét d6 dugc gilt dudi -10 °C
trong khi bd sung. Sau khi bd sung xong, phan ng nay dugc tién hanh & 0 °C trong 2
h va theo doi bing sic k¥ long cho dén khi diém nguyén liéu thd bién mét. Sau khi két
thtic phan (mg, dung dich phan tng duoc ¢b dén kho, va 2,2 1 etyl axetat duoc b sung
vao dung dich. Viéc khudy duoc tién hanh dé 1am giam nhiét 4o xubng dudi 0 °C. Tiép
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theo, dung dich natri cacbonat bdo hoa dugc bd sung dé diéu chinh dd pH cta dung
dich nay dén 9-10, trong thoi gian d6 nhiét d§ cta hé nay duoc gilt dudi 10°C. Vige
loc duge tién hanh va banh loc thu duoc duge tao huyén phu véi 2,2 1 nude. Vige loc
dugc tién hanh va sdy khd dwoc tién hanh duéi 4p sudt giam dé tao ra 550 g
trifloaxetat cuia hop chit c6 cong thic I du6i dang chit rdn mau trang.

B6 sung 525g trifloaxetat ctia hop chit ¢6 cong thire I dudi dang chit rdn mau
tréng vao 1,6 1 etanol, va nhiét d§ cta hé nay duge giam xudng khoang 0°C bing cach
khuéy. Tiép theo, 2,2 1 dung dich natri hydroxit 1 mol/l dugc bd sung. Viéc loc dliqc
tién hanh va banh loc thu duge duoc tao huyén phu véi 2,5 1 nude tinh khiét. Viéc loc
duoc tién hanh va sdy kho dugc tién hanh dudi 4p suit giam dé tao ra 380,0 g hop chat

¢6 cong thirc I dudi dang chét ran.

'H NMR (400 MHz, metanol-ds) 8 7,27 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,22 (d, J = 8,0 Hz, 2H),
7,04 (s, 1H), 4,32 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 3,99 (s, 2H), 3,60 (s, 2H), 2,55 - 2,52 (m, 4H),
1,85-1,71 (m, 6H), 1,55-1,48 (m, 2H), 1,00 (t, J = 7,4 Hz, 3H).

Vi du 1: didu ché dang tinh thé A ctia 2-butoxy-7-(4-(pyrolidin-1-ylmetyl)benzyl)-5H-
pyrolo[3,2-d]pyrimidin-4-amin

B6 sung hop chéit c6 cong thirc I (380 g) thu dugc trong vi du didu ché 1 vao
etanol (2,3 1), va dun néng hdn hop nay & nhiét do hdi luu va khudy dé hoa tan hoan
toan. Sau khi loc, @& dich loc cho ngudi xudng nhiét do trong phong va d8 yén dé két
tinh. Tién hanh loc, banh loc thu dugc duge sdy kho trong didu kién 4p suit gidm dé

tao ra 310,0 g chét ran, nghia 1a hop chét c6 cong thirc I & dang tinh thé A.

XRPD duoc do nhu sau: thiét bi: Nhifu xa ké tia X Bruker D§ ADVANCE;
phuong phap: dich: Cu: K-Alpha; budc song X=l,541791&; hidu dién thé: 40 kV; dong :
dién: 40 mA; khoang quét: 4~40 °; tbc d6 quay miu: 15 vong/phut; tbc do quét:
10 °/phut.

Hop chit tinh thé thu dugc c6 dinh nhidu xa co ban dwoc thé hién trén Fig. 1.

Vi du 2: Thtr nghiém d6 bén & nhiét d§ cao
Hop chit ¢6 cong thic I & dang tinh thé A dugc thir nghiém trong thir nghiém
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gia tdc trong didu kién nhiét d6 cao vé d6 bén theo Huéng dan vé thur nghiém dd bén
ciia thanh phdn dugc phim va dugc pham (Guidelines for the Stability Test of
Pharmaceutical Ingredients and Pharmaceutical Preparations) (Duge dién Trung Hoa
2010 phu luc XIXC - Chinese Pharmacopoeia 2010 Appendix XIXC).

Dang tinh thd A dugc didu ché trong Vi du 1 duoc cho vao dd chira sach, hé &
60°C. Cac miu dugc 14y dé thir nghiém 14n luot vao cac ngay 10, ngay 20 va ngay 30.
Két qua thir nghiém dugc so sanh véi két qua thir nghiém ban dau vao ngay 0, va két

qué duoc thé hién trong Bang 1.

Bang 1
Thoi gian lay Ham luong | Tdéng ham lugng tap chat
miu (nghy) s e %) e
0 Bt mau trang 99,8 0,92
10 B4t mau vang nhat 98,5 1,10
20 B6t mau vang nhat 98,1 1,18
30 B6t mau vang nhat 98,8 1,29

Nhu duge thé hién trong thir nghiém d6 bén & nhiét dd cao, hop chét ¢6 cong

thic I & dang tinh thé A ¢6 d6 bén cao & diéu kién nhiét d cao.

Vi du 3: Thir nghiém d6 bén & d6 dm cao

Hop chét c6 cong thic I & dang tinh thé A duogc thir nghiém trong thir nghiém
gia tbe trong didu kién d6 4m cao vé d6 bén theo Hudng din vé thir nghiém do bén ca
thanh phin dugc phdm va duge phim (Guidelines for the Stability Test of
Pharmaceutical Ingredients and Pharmaceutical Preparations) (Dugc dién Trung Hoa
2010 phu luc XIXC - Chinese Pharmacopoeia 2010 Appendix XIXC).

Dang tinh thd A duoc diéu ché trong Vi du 1 duoc cho qua thir nghiém gia tde
trong binh phan tmg c6 nhiét do va do Am khong ddi trong diéu kién 40°C/d0 4m 75%
(ho). Cac miu duge 14y dé thir nghiém 14n luot vao cac ngay 30, ngay 60 va ngay 90.
Két qua thir nghiém duoc so sanh v6i két qua thir nghiém ban d4u vao ngay 0, va két

qué duoc thé hién trong Bang 2 sau.
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Bang 2
Diéu kién thir | Thoi gian lay Ham luong | Tong ham lugng
. . Hinh thirc )
nghiém: mau (ngay) (%) tap chat (%)

q 0 Bot mau tring 100,2 0,92

40°C/d6 am ,
30 B0t mau trang 99,9 0,92

75% (ho) .
60 Bot mau trang 99,9 0,65
90 B6t mau tring 100,2 0,93

Nhu duoc thé hién trong thir nghiém 4o bén & d6 4m cao, hop chit c6 cong thirc

I & dang tinh thé A c6 d6 bén cao ¢ dicu kién do am cao.

Vi du vé hoat tinh duoc ly

Vi du hiéu luc 1: Sang loc hoat tinh gén két thu thé in vitro cta thu thé TLR 7 va thu
thé TLR 8

Chét phan tng:

Té bao HEK -xanh duong hTLR7 va HEK-xanh duong hTLR8 (sén c6 & InvivoGen)
mdi truong DMEM

huyét thanh bao thai bé bt hoat bang nhiét

Chét phan tmg khang Mycoplasma Normocin™

bleomycin

blasticidin
Chu tao ctia GS-9620 va R848 dugc sir dung nhu sau, trong do viéc didu ché

GS-9620 c6 thé tham khao quy trinh duge boc 1 trong US20100143301; R848 c6 thé
mua duoc tit ABGENT (IMG-2208, m6 ta: 0,5 mg).

NHz HO\fgf
Ly s
N

| N
//\V/\O)%N N

NSRS L,

GS9620 R848/Resiquimod
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So do:
1. Chuén bj dia hop chit 96 15:

Céc hop chit dugc pha lodng theo diy véi DMSO lam 3 14n st dung tram xir ly
chit long POD bét dAu tir ndng d6 10 mmol/1 va 10 diém pha lodng (cot thir 2 dén cot
thtr 11, va mdi didm duoc 1am hai bo). O ¢ot thir 12, 1 ul hop chit R848 duong tinh 5
mg/ml duge bd sung lam dbi chimg duong tinh; va & cot dau tién, 1 uL DMSO duoc
b6 sung lam d6i chimg 4m tinh. M&i 15 chtra 1 pl DMSO.

2. Céc té bao trong binh phan (g nudi cdy duoc gom va mat do té bao dugc pha loding
dén 250.000 té bao/ml.

3.200 pl (50.000 té bao/13) hdn dich té bao dugc b sung vao dia hop chat da chuin bj

va ndng d6 cubi cting cia DMSO trong mdi 15 12 0,5%.

4. C4c dfa nudi cly chira té bao va hop chét duge U trong t 4p CO; trong 24 h & 37°C,
5%CO..

5. Sau khi 0 24 h, 20 pl dich ndi duge liy ra tir mdi 16 cho vao dia thir nghiém trong
subt 96 15. B6 sung 180 pl chét phan tmg Quanti-Blue vao mdi 16 clia dia thir nghiém

va dia nay dugc U trong t 4p & 37°C, 5% COz trong 1 h.

6. Sau 1 h, ham lugng ctia phosphataza kiém trong 20 pl dich ndi duge xé4c dinh bang

cach str dung dau doc Microplate OD650.
7. ECso ctia mdi hop chét thu dugc bing phin mém Prism.

Két qua dugc thé hién trong Bang 3.

Bang 3
Tén hop chét EC50 TLR7 (nM) EC50 TLRS (nM)
GS-9620 ; 517 7867
Hop chét c6 cong thirc I 160 11632
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Hop chit c6 cong thic I theo sang ché c6 hoat tinh gin két thu thé in vitro véi
thu thd TLR 7 cao hon dbi chimg (chit chi van thu thé TLR 7 GS-9620) va c6 hoat
tinh gén két thu thé in vitro véi thu thé TLR 8 thép hon dbi chiing (chét chu van thu
thé TLR7 GS-9620). Hop chét theo sang ché c6 d6 chon loc khac biét 10 rang véi céc

thu thé khac nhau, va tac dung ctia né my méan hon céc giai phap k¥ thuét da biét.

Vi du hiéu luc 2: So dd thir nghiém té bao don nhan mau ngoai bién

Muc dich cta vi du nay la nhim x4c dinh mic d6 biéu hién cta xytokin 24 h
sau khi kich thich t& bao don nhin méau ngoai bién (PBMC) ngudi bing hop chét c6
cong thire L.

Dich ndi té bao duoc thir nghiém khong can pha lodng va lugng IFN-o duge
x4c dinh truc tiép. Dau tién, hop chét c6 cong thire 1 duge didu ché thanh dung dich
gbc 20 mM DMSO trong qué trinh thr nghiém va duoc pha lodng theo diy véi mdi
trudng té bao thanh 10 14n v6i tdng s6 11 diém pha loang. B6 sung céc hop chét trong
9 diém pha lodng (ndng d6 cao nhét 1a 200 pmol/l) vao dia 96 15 v6i lwong 50 pl mbi
16. Té bao don nhan méau ngoai bién ngudi tuwoi dugc cdy, v6i 150 pl mébi 16 chira
450.000 t& bao. Dia nudi cAy té bao dugc U trong th 4p & 37°C, 5% COztrong 24 h.
Sau khi 0, dia nudi cdy duoc ly tim véi toc @6 1200 vong/phut trong 5 phut va dich ndi
dugc gom va bao quan & -20°C dé x4c dinh. Viéc x4c dinhxytokin duogc tién hanh béng
cach st dung Cytometric Bead Array (CBA) ctia BD-Pharmingen theo phuong phap
dém té bao dong chay. Béng cach sit dung phuong phap xac dinh trén day, ndng do
thubc thip nhat kich thich viéc tao ra 30 pg/mL IFN-o dugc chi dinh 1a tri s6 MEC
trong thtr nghiém kich thich xytokin. Két qua duoc thé hién trong Bang 4.

Bang 4
Tén hop chét IFN-a MEC (nM) TNF-oo MEC (nM)
GS-9620 ; 50 500
Hop chét c6 con
P s 5 500
thuce I

So vé6i d6i chimg (GS-9620), hop chét ¢ cong thirc I theo sang ché c6 hoat tinh
kich thich IFN-o. in vitro ctia PBMC manh hon va twong duong v&i hoat tinh kich
thich TNF-o.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Hop chét c¢6 cong thirc I & dang tinh thé A :

=z

= =2

\ / T
N

\ZI

o

"

khac biét & chd,
dang tinh thé A ¢ dinh nhiéu xa & 26=5,5°+0,2°, 10,1°+0,2°, 13,8°+0,2°, 19,7°+0,2°,
23,7°+0,2°, 24,1°+0,2° trén phé nhiéu xa tia X trén mau bot (XRPD).

2. Hop chét ¢ cong thuc I ¢ dang tinh thé A theo diém 1, khéc biét & chd, dang tinh
thé A c6 cac thong sb té bao sau:

a=16,560 3) A

b=10,426 2) A

c=12,203 (2) A

a=90°

=98,54(3)°

v=90°

Nhém khong gian: P21/¢c

7=4.

3. Hop chét c6 cong thirc I & dang tinh thé A theo diém 1 hodc 2, khac biét & chd, khi
dwoc xéac dinh dic diém bang DSC, nhiét do ban dau 1a 199,0 °C+5 °C va nhiét do
dinh 1a 200,4 °C+5 °C.

4. Quy trinh diéu ché hop chét c6 cong thirc I ¢ dang tinh thé A theo diém bét ky trong

so cac diém tir 1 dén 3, bao gdm cac budc sau:

1) hoa tan hop chét c6 cong thitc I trong dung moi két tinh hod, ma t5t hon 1a duoc gia
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nhiét dé thic ddy viéc hoa tan; va

2) lam mat dé két tinh, loc, rira va siy kho d& thu dugc dang tinh thé A.

5. Quy trinh diéu ché theo diém 4, khac biét & chd, dung mdi két tinh hoa ¢ bude 1)
dugc chon tu nhom bao g@)ln metanol, etanol, propanol, isopropanol, n-butanol,
isobutanol, butanol bc ba, axeton, etyl axetat, nugc va hdn hop dung méi cua no, tt

hon 1a etanol.

6. Quy trinh diéu ché theo diém bat ky trong s cac diém tr 4 dén 5, khéc biét & chd, &
bude 1), luong dung mdi duge bd sung trén mdi 1 g hop chit ¢ cong thie I nim trong

khoang tir 2 dén 10 ml, t5t hon 13 tir 4 dén 8 ml, t&t hon nita la tir 5 dén 7 ml.

7. Quy trinh diéu ché theo diém bat ky trong s cac diém tr 4 dén 6, khac biét & chd, &
bude 1), nhiét d gia nhiét c6 thé tir 40 °C dén 90 °C, tt hon 1a tir 50 °C dén 80 °C,
t6t hon nita 1a tr 70 °C dén 80 °C.

8. Hon hop tinh thé, khac biét & chd, tinh theo khéi luong cua hén hop tinh thé, hop
chét ¢6 cong thirc I & dang tinh thé A theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3
chiém 50% hoic 16n hon, tdt hon 1a 80% hodc 16n hon, tt hon nira 1a 90% hodc 16n

hon, va t6t nhét 1a 95% hodc 1on hon.
9. Dugc phdm, chira hop chét c6 cong thirc I & dang tinh thé A theo diém bét ky trong

sb cac diém tir 1 dén 3 hodc hdn hop tinh thé theo diém 8 hodc t6 hop clia ching voi

lurong htru hiéu.
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