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(57) Sang ché d& cap dén cac hop chét c6 cong thuc chung I:
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trong d6 nhom R!, R? va R? 1a nhu dugc xac dinh trong ban mo ta, ma c6 cac dac tinh dugc
1y c6 gia tri, ddc biét 1a chat diéu hoa STING. Sang ché con dé cap dén chat dong phan l1ap
thé gan nhu tinh khiét hodc muoi dugc dung cua hop chat nay va dugc pham chira ching.
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Linh vic k§ thuit dwgc dé cap

Sang ché d& cap dén hop chét dinucleotit dang vong ("CDNSs"- cyclic dinucleotide)
méi ¢6 cong thic I, bao gdbm mudi duge dung ctia né, bao gdm phi nucleobazo purin
imidazopyridazinon, mdt gbc nucleobazo purin va mét gbe 2’,5’-phosphoothioat khong
chinh tic va gy ra viéc san xuét xytokin. Sang ché con dé cap dén dén duoc phim va td
hop chira hop chét theo sang ché. Chiing hitu ich dé diéu tri c4c bénh lién quan dén hodc
didu hoa dugc bing STING (chét kich thich gen interferon-Stimulator of Interferon
Genes). Déc biét, dugc phém theo sang ché 13 thich hop dé diéu tri bénh viém, bénh di

{mg va bénh tu mién, bénh truyén nhiém, bénh ung thu va lam t4 duoc vacxin.

Tinh trang ki thuit ciia sing ché

Vai trd ciia hé mién dich 12 bao vé co thé khéi cdc mam bénh va t& bao 4c tinh.
Tuy nhién, virut va t€ bao ung thu ludn tim cach tranh hé mién dich. Do d6, muc dich
cta phép tri liéu mién dich 13 d& khoi mao dap tmg mién dich dic hiéu khang nguyén
hoic dé tai hoat hoa dap tmg da tdn tai trude & mot sb loai té bao nhét dinh ciia hé mién

dich chdng lai chit x4m 14n gdy bénh hozc té bao ung thur.

Hé mi®n dich gdm c6 mdt vai chudi chuyén biét c6 thé dugc chia dai thé thanh hai
nhénh, hé min dich bdm sinh va hé mién dich thich tmg. P& c6 phan ting mién dich
thanh cong, chudi tir c4 hai nhanh phai hoat ddng nhip nhang. Vai trd chinh ctia hé mién
dich bAm sinh 12 gén dap tmg mién dich nhanh vio mdm bénh hoc té bio 4c tinh, ma ma
khong gidng nhu hé thich ting, né khong phai 1a khang nguyén dic hiéu va séng 1au.
Ngoai vide giét chét truc tiép mim bénh hodc té bao bi bién dbi, he¢ mién dich bim sinh
con hoat hoé va tiép theo huéng v& hé mién dich thich tmg. Té bio trinh dién khang
nguyén nhu t& bao c¢6 tua bét va trinh dién khang nguyén & dang phtte ¢6 tinh tuong hop
md chuyén peptit (MHC) v6i té bao T & md bach huyét. Viéc trinh dién khdng nguyén
ciing véi viée tidt xytokin nhét dinh dn dén vide hoat hoa va biét hod t€ bao T CD4 va

CDS$ thuc hién dc hidu khang nguyén. Viéc san xudt interferon typ I (IFN) béang & bao
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trinh dién khang nguyén, va cac loai t& bao khac, duoc coi 13 su kién chinh trong viée
hoat hoa té bao T do viéc thiéu IFN typ I s& 1am giam dép tmg mién dich phy thudc té
bao T chéng lai viéc 14y nhidm virut hosic té bac khéi u (Zitvogel et al, Ban chit Reviews
Immunology 15, 405 - 414, 2015). Mét khac, s c6 mit cua dAu hiéu IFN typ I trong qué
trinh tri liéu ung thu thudng di kém véi viée gia ting s6 luong t€ bao T tham nhap khdi
u va két qua 1am sang thuan loi tiém tang (Sistigu et al, Ban chit Medicine 20, 1301 —

1309, 2014).

Céc nghién ciru gan day trén chudt da cho thdy ring viéc tiét IFN typ I mot cach
hiéu qua trong moi trudng vi mo chudt va viéc gy ra dap ing mién dich phu thudc té
bao T chdng lai té bao ung thu phu thuc}é vao sy cb mit cua chét kich thich gen interferon
(stimulator of interferon genes) protein thich tmg (STING, con duoc biét 1a Tmem173,
MPYS, MITA, ERIS)(Woo et al, Immunity 41, 5, 830 — 842, 2014; Corrales et al, Cell
Reports 11, 1018 — 1030, 2015; Deng et al, Immunity 41, 5, 843 — 852, 2014). Tim quan
trong cuia viéc ¢ mat IFN typ I duoc chi y béi thuc té 1a viéc khuyét doan ctia STING
dan dén luong IFN typ I giam trong moi trudng vi md chudt va tac dung khang u giam &
mot vai mo hinh chudt mic khdi u. M3t khae, viée hoat hoé dic hidu STING lam cai thign

dép tmg mién dich t& bao T dic hiéu khang nguyén chdng lai t€ bao ung thu.

STING thudc v& ho céc chét cam bién axit nucleic va 1a chét thich ing cho viée
truyén tin hiéu ADN bao tan. O trang théi co ban ctia n6, STING tdn tai dudi dang dime
v6i midn ddu tan N cta né duge neo trong ER va mién dAu tan cu tru trong phan bao tan.
Di-nucleotit dang vong (CDNs), dugc tao ra boi synthaza GMP-AMP protein vong
(cGAS) 14 phbi tir tw nhién ciia STING (Ablasser et al, Nature 498, 380 — 384, 2013).
Viéc gén két CDNs vao STING gay ra sy thay ddi hinh dang ma cho phép gén két va
hoat ho4 kinaza gén két TANK (TANK binding kinase-TBK1) va yéu t§ diéu hoa
interferon 3 (interferon cht diéu hoay factor 3-IRF3) va di chuyén tit ER dén hat co quan
ndi bao quanh nhéan (Liu et al, Science 347, Issue 6227, 2630-1 — 2630-14, 2015). Viéc
phosphoryl héa yéu t6 phién m3 IRF3 va NF-kB bing TBK1 giy ra su biéu hién cla
xytokin bdi bao gdm IFN typ I.
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Dua vao tAm quan trong ctia IFN typ I trong mot vai khdi u 4c tinh bao gdm truyén
nhiém virut va tri liéu ung thu, cac phéc dd cho phép viéc hoat hoé dic hiéu STING la

loi ich cua phép tri liéu.

WO 2014/189805 m ta hop chét dinucleotit dang vong gdm hai nucleobazo purin
va it nhit mot gbc 2°,5’-phosphodieste hodc phosphoothioat khong chinh tic va gy ra

viéc san xuét xytokin phu thudc STING.

WO 2015/185565 md ta hop chét dinucleotit dang vong bao gdm hai nucleobazo
purin, mot hodc hai xyclopentan thay vi nhan tetrahydrofuran riboza va mot gbe 2°,5°-
phosphodieste khong chinh tic va diéu hoa STING.

WO 2016/120305 md ta hop chit dinucleotit dang vong bao gdm hai nucleobazo
purin, mdt gbc riboza trong d6 2’-OH duoc thay bang 2°-F va mot gbe 2°,5°-
phosphodieste khong chinh tic va diéu hoa STING.

US 2014/0329889, WO 2014/099824, WO 2015/017652, Cell 154, 748-762
(2013), va Molecular Cell 51, 226-235 (2013) m6 ta dinucleotit 2°3’-cGAMP dang vong
([G(2°,5”)pA(3’,5’)p] dang vong) bao gdm hai nucleobazo purin, mot gbe 3°,5°-
phosphodieste chinh téc va mot gde 2’,5’-phosphodieste khong chinh tic. 2°3’-cGAMP
lién két khong chinh téc gin két véi STING & ngudi véi 4i luc cao hon 3°3’-cGAMP lién
két chinh tic hoic c-di-GMP cua vi khuin ddi xtng va gdy ra viéc san xuit interferon

typ L.

WO 2014/093936 md ta hop chét dinucleotit dang vong gbm hai nucleobazo purin
va hai géc 3°,5°-phosphodieste hosic phosphoothioat chinh tic va gy ra viéc san xuét
xytokin phu thudc STING.

US 7,709,458 md ta hop chit dinucleotit dang vong bao gbm hai nucleobazo purin

va hai gbc 3°,5” phosphodieste chinh thc va c6 thé duoc sir dung dé wc ché su ting sinh
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t& bao ung thu hosc 1am ting viéc chét theo 1ap trinh ctia té bao ung thu, dic biét 1a CDN
¢c-di-GMP ciia vi khuén bt di xtmg.

US 7,592,326 md ta hop chit dinucleotit dang vong kich thich mién dich bao gdm
hai nucleobazo purin va hai gbc 3’,5’-phosphodieste chinh téc, dic biét 1a CDN c-di-
GMP cua vi khudn d6i xtmg.

WO 2016/096174 va WO 2016/145102 mé ta hop chit dinucleotit dang vong gom
hai nucleobazo purin va hai gbc 3°,5’-phosphodieste hogc phosphoothioat chinh tac va
gay ra viéc san xuét xytokin phy thudc STING.

Bioorg. Med. Chem. Lett. 18 (2008) 5631-5634 mo6 ta chét tuong tw mono- va
bisphosphoothioat kich thich mién dich cia CDN ¢-di-GMP cua vi khuén d6i xing.

Ban chit ky thuét ciia sang ché

Theo khia canh thir nhét, sing ché d& xuét hop chit dinucleotit dang vong c6 cong
thac I:

H
o, 0 d’ R
N-—\ R I
o N o- ||= =0
HN_ =

trong do:
R! dugc chon tir nhém bao gdm H, F, -O-Ci.3-alkyl va OH, va
R?1a H, hodc

R? 13 -CH>- va R! 13 —O—, clng nhau tao thanh ciu -CH,-O- (“axit nucleic bi kho4”
“Locked Nucleic Acid-LNA”), va '



32459

R? 13 nucleobazo purin dugc chon tir nhém bao gdm purin, adenin, guanin, xanthin,

hypoxanthin, dugc ndi qua nito N° ctia nd;

céc dang tuong ddng, dang hd bién, chit ddng phan 1ap thé, chit chuyén hoa, tién dugc
chét, solvat, hydrat, va cac mudi cta ching, nhét 12 cac mudi chép nhin dugc v& mit sinh

1y ctia chung véi cac bazo vO co hodc hitu co, hodc cic to hop cia ching.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuét hop chat méi cé cong thirc I, bao gdm mubi
dugc dung clia nd, ma nd gy ra viéc san xuét xytokin theo kiéu phu thude STING in
vitro va/hodc in vivo va ¢ cac dac tinh duge 1y va duge dong thich hop dé diing trong tri

liéu, nghia 13, ding dé 1am thudc.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuét hop chit méi c6 cong thirc I, bao gdm mubi
duogc dung ctia nd, dé dung trong diéu tri bénh hoic tinh trang c6 lién quan dén hodc didu

hoa duoc bang STING.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuat hgp chat méi c6 cong thirc I, hodc mudi
duoc dung cua no, dé di€u tri bénh viém, di tng hodc tu mién, vi du, viém mili di img

hodc hen, dé diéu tri bénh truyén nhiém hozc ung thu, hodc dé diing 1am t4 duoc vacxin.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét phuong phép didu tri bénh hoic tinh trang
¢6 lién quan dén hodc diéu hoa dugc bing STING, ¢ dbi twong bao gbm bude cho ding
lugng hitu hiéu tri liéu cta hop chét ¢6 cong thirc I, hogic mudi duge dung ctia né, cho

d6i tuong.

Theo khia canh khac, sang ché @ xuit phuong phép didu tri bénh viém, di tmg
hodc tw mién, vi dy, viém mii di ing hodc hen, dé diéu tri bénh truyén nhiém ho#c ung
thu, & bénh nhan cin didu tri, bao gdm budc cho dung lugng hitu hiéu tri lidu cua hop

chét ¢6 cong thirc I, hoic mudi duge dung, ciia n6 cho bénh nhan.
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Theo mot khia canh khac, sang ché dé xut duge phdm bao gdm hop chét ¢6 cong

thire I hosic mudi duoc dung cua né va mdt hodc nhiéu t4 duoc duge dung.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuit viée sir dung hop chit c6 cong thic I, bao
gdm mudi duge dung cia nod, dé bao ché thudc dé dung trong diéu tri bénh hoic tinh
trang trong d6 viéc didu hoa STING 14 ¢6 loi hodc dé ding trong diéu tri bénh hozc tinh

trang c6 lién quan dén hozc didu hoa duoc bang STING.

Theo khia canh khéc, sang ché d€ xuat viéc str dung hop chat cé cong thirc I, hodc
mubi dugc dung ciia nd, dé bao ché thude d€ dung trong diéu tri bénh viém, di tmg hodc
tw mién, vi du, viém miii di tng hodc hen, d¢ diéu tri bénh truyén nhiém hoc ung thur,

hodc @€ dung lam ta dugc vacxin.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét t6 hop bao gdm hop chét ¢6 cong thic 1,

ho#c muoi dugc dung ctia nd, va it nhat mot tdc nhan tri liéu nita.

Muc dich nita ciia séng ché 13 d€ xuat duge pham bao gdm hop chat c6 cong thire
L, hodc mubi dugc dung clia nd, va it nhat mot tAc nhén tri liéu nita va mot hodc nhiéu ta

duoc duoc dung.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét t& hop bao gdbm hop chét c¢6 cong thic I,

hodc mubi dugc dung clia né, va it nhat mot tdc nhén tri liéu nita d€ dung trong tri lidu.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét t6 hop bao gdm hop chit c¢6 cong thic I,
hodc mudi duge dung ctia né, va it nhit mot tac nhén tri liéu nita dé ding trong diéu tri
bénh hodc tinh trang trong do viéc diéu hoa STING 1a c6 loi hodc dé dung trong didu tr
bénh hoic tinh trang cé lién quan dén hoic didu hoa duoc bang STING.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét t6 hop bao gdm hop chét cé cong thirc I,
hodc mudi duge dung clia né, va it nhét mét tac nhan tri liéu nita dé dung trong didu tri

bénh viém, bénh di tmg va bénh tw mién, bénh truyén nhiém va ung thu.
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Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét phuong phap diéu trj bénh hogc tinh trang
trong d6 viéc diéu hoa STING 14 ¢6 loi hodc ctia bénh hoc tinh trang ¢6 lién quan dén
hozc didu hoa duogc bang STING, & bénh nhén, bao gbm budc cho bénh nhan dung lugng
hitu hidu tri liéu cta t& hop bao gém hop chét c6 cong thie I, hodc mudi dugc dung cia

nd, va it nhat mdt tac nhan tri liéu nita.

Theo khia canh khéc, sang ché @& xuit phuong phép didu tri bénh viém, di Ung
hodc tu midn, bénh truyén nhidm hodc ung thw, & bénh nhéan, bao gém budce cho bénh
nhéan diing lwong hiru hiéu trj liéu ciia tb hop bao gdm hop chét c6 cong thitc I, hodc mubi

duoc dung cuia nd, va it nhat mot tac nhan tri liu nita.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuit t4 duogc vacxin bao gbm hop chét c6 cong

thirc I, hodc mudi dugc dung cua nd.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét ché pham mién dich bao gdm khang nguyén

hoic ché pham khang nguyén va hop chat ¢ cong thirc I, hodc mudi duge dung ctia no.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét ché phdm mié&n dich bao gdm khang nguyén
hozc ché phdm khang nguyén va hop chit ¢6 cong thirc I, hodc mudi duge dung cla no,

dé dung trong diéu tri hodc phong ngira bénh.

Theo khia canh khéc, sang ché d@ xuét viéc st dung hop chét c6 cong thirc I, hodc
mubi duge dung ctia n6, dé bao ché ché phdm mién dich bao gdom khang nguyén hodc

ché phadm khang nguyén, dé didu tri hodc phong ngira bénh.

Theo khia canh khac, sang ché d xut phuong phép didu tri hoic phong ngira
bénh bao gdm budc cho ngudi méc hodc d& mic bénh dung, ché phdm mién dich bao
gdm khang nguyén hogc ché phdm khéng nguyén va hop chét c6 cong thie I, hodc mudi

dugc dung cua nd.
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Theo khia canh khac, sang ché d& xuét ché phadm vacxin bao gbm khang nguyén
hozc ché phdm khéng nguyén va hop chit c6 cong thirc I, hoic mudi dugc dung ctia no,

dé ding trong didu tri hoic phong nglra bénh.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuat viéc sit dung hop chat c6 cong thirc I, hodc
mudi duge dung ctia n6, dé bao ché ché pham vacxin bao gdm khang nguyén hoic che

phim khang nguyén, dé diéu tri hoic phong nglra bénh.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri hodc phong ngilra
bénh bao gdm bude cho ngudi mic hodc d& méc bénh ding, ché phim vacxin bao gdm
khang nguyén hodc ché pham khang nguyén va hop cht c6 cong thire I, hodc mubi duge

dung cta no.

Céc muc dich khéc ctia sing ché tré nén rd rang doi véi nguoi c6 hiéu biet trung

binh trong linh vuc théng qua phin mé ta & trén va dudi day va thong qua cac vi du.

Hop chit theo sang ché c6 mdt vai wu diém, nhu 4i lyc gan két thudn loi véi
STING & ngudi, hoat tinh té bao thuan loi, nghia 13, & céc té bao mang alen STING &
ngudi khac nhau, do bén thuén loi trong c4c thir nghiém té bao, va cac dic tinh duogc

dong (pharmacokinetic-PK) thuén lgi.

MB0 ta chi tiét sang ché
Trir khi ¢ quy dinh khéc, R!, R? va R? dugc x4c dinh nhu trén va dudi ddy. Mot
s6 nghia duoc wu tién cla cac phan tir thé riéng ré ctia hop chét theo sang ché s& dugc

néu dudi day. Bat ky va mdi trong s§ céc dinh nghia nay c6 thé duoc két hop véi nhau.

R!vaR?
Theo phuong 4n thi nhat, R' va R? 1a nhu dugc xé4c dinh trén day.

Theo phuong an khéc, ca R! va R? ciing 1a H.
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Theo phuong an khac nita, R' A F va R? 1a H.

Theo phuong 4n khac nita, R! 13 -OH va R? 1a H.

Theo phuong 4n khéc nita, R! 14 -OCH3 va R? 1a H.

Theo phuong 4n khéc nita, R! 1a —O— va R? 1a -CHa-, ciing nhau tao thanh cau -O-
CHo»-.

Theo phuong 4n thir nhét, R 13 nhw duge x4c dinh trén day.

Theo phuong 4n khac, R? 14 purin, dugc ndi qua nito N° cia né.

Theo phwong 4n khac, R 13 adenin, dugc ndi qua nito N° clia né.

Theo phuong 4n khac nita, R3 13 guanin, dugc ndi qua nito N° ctia né.

Theo phuong 4n khéc nita, R? 13 xanthin, dugc ndi qua nito N° ctia né.

Theo phuong 4n khac nita, R3 13 hypoxanthin, dugc ndi qua nito N° ctia no.

Bang sau thé hién cdc phuong 4n cu thd hon tir I-1 dén I-16 ctia hop chét c6 cong

thac I:

Phuong an R R R 1a nucleobazo purin dugc n6i qua nito N°
ctia nd, duoc chon tir nhém bao gdm

I-1 H H purin, adenin, guanin, xanthin, hypoxanthin

I-2 F H adenin

I-3 F H purin

I-4 F H guanin

-10-
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I-5 H xanthin
I-6 H hypoxanthin
-7 OH H adenin
I-8 OH H purin
I-9 OH H guanin
I-10 OH H xanthin
I-11 OH H hypoxanthin
I-12 R!'1a-O-vaR?1a- |adenin
CH>-, cung nhau tao
thanh cau -O-CHo-
I-13 R!'1a-O-vaR?1a- | purin
CHz-, cung nhau tao
thanh cau -O-CHo-
I-14 R!'1a-O-vaR?1a- | guanin
CHa-, ciing nhau tao
thanh cau -O-CHo-
I-15 R!'1a-O-vaR?1a- | xanthin
CHaz-, cung nhau tao
thanh cau -O-CHo-
I-16 R'1a-O-vaR?1a- |hypoxanthin
CHa-, ciing nhau tao
thanh cau -O-CHa-
Cong thirc phu duge wu tién cta hop chét theo sang ché duogc thé hién trong cong
thuc Ia,

-11-
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Ia,
trong d6 R! va R? cling nhu cic phuong 4n cia n6 la nhw duge xdc dinh trén déy.

Cong thirc phyu duge wu tién cia hop chét theo sang ché dugc thé hién trong cong

thac Ib,

?H <
0=P-0 o. N /—\/N
e -
O OH ¢ R
N:—_-\ A R |
o &N o—|T=o
o)
SH
HN\N/
Ib

trong d6 R! va R? cfing nhu cic phuong 4n ctia n6 la nhu dugce x4c dinh trén day.

Céc hop chét theo sang ché sau duge wu tién dac biét:

-12-
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Ib.1
chit h3 bién va chit ddng phén lap thé cua ching, mudi cta no, dic biét 13 mudi sinh ly

dung ctia né v6i bazo vo co hodc hitu co, solvat hodc hydrat cua ching.

Hop cht theo sang ché c6 nguyén tir phospho bit ddi xtmg véi cau hinh Rp hodc
Sp. Toan bg céac chét chét déng phén ldp thé cta hop chét ¢6 cong thirc chung 1, Ia, Ib,
Ia.1,1a.2,Ia.3 valb.1, & dang gén nhu tinh khiét hodc du6i dang hdn hop clia chung, déu
duoc bao ham boi sang ché. Hop chét c6 cong thic chung I, Ia, Ib, [a.1,1a.2, a3 va Ib.1
& dang chét ddng phan 1ap thé (Rp,Rp), (Rp,Sp), (Sp,Rp) hodc (Sp,Sp) gan nhu tinh khiét
duoc wu tién, ddc biét 1 chit ddng phan 14p thé (Rp,Rp) gan nhu tinh khiét, nghia 13, ca
hai nguyén tir phospho cung c6 c4u hinh Rp.

Hop chét theo sang ché va cac hop chét trung gian ctia chung c6 thé thu duoc sir
dung cac phuong phép téng hop da biét ddi véi mot ngudi cb hiéu biét trung binh trong
linh vue va dugc mé ta trong tai liéu vé tdng hop hitu co. Céc hop chét tdt hon thu duoce
theo cach tuong tu vdi cac phuong phéap didu ché dugc giai thich ddy du hon sau day,
dic biét 1a nhu dugec mo ta trong phén thuc nghiém. Trong mot s6 trudong hop, thir tu
dugc ding dé thyc hién céc so d6 phan tmg c6 thé thay d6i. Céc bién thé ctia cac phan
ung nay ma da biét ddi v6i mot ngudi c6 k§ ning trong linh vuc nhung khdng duge mod
ta chi tiét & day ciing c6 thé dugc st dung. Céc quy trinh chung d8 didu ché hop chét theo
sang ché s& tré nén 1 rang d6i voi mot ngudi c6 k§ ning trong linh vyc khi nghién ctru
cac so dd sau. Cac hop chit ban du c6 sin trén thi trudng hodc ¢ thé duoc didu ché
bﬁlng;y céc phuong phép dugc mé ta trong tai liéu hosic & ddy hodic cé thé dugc diéu ché
theo cach twong tu hoac gibng hét. Truée khi tién hanh phan tng, nhém chirc twong Gmg
bét ky trong hop chét nay ¢6 thé duge khir nhém bao vé bang cach st dung cdc nhém
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bao vé thong thudng. Cac nhém bao vé ndy c6 thé lai duoc tach ra & giai doan thich hop
trong trinh ty phan ing st dung cac phuong phap da biét dbi v6i mot ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuec.

Dinucleotit dang vong duoc boc 19 trong ban md ta ndy ¢ thé dugc diéu ché nhu
duoc md ta chi tiét dudi day, hodc bing cic phuong phap khac ma nguoi c6 hiu biét
trung binh trong linh vuc nay da biét. Nguoi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc nay
s& hidu duge ring c4c so dd nay khong nhim muyc dich giéi han va ¢6 thé thuc hién cac

bién thé cua céc chi tiet ma khdng vuot ra ngoai tinh than cua sang che.

Hop chét dinucleotit dang vong c6 thé thu duoc bang cac phuong phép duge md
ta trong Chem. Rev. 113, 7354-7401 (2013), Org. Lett., 12, 3269-3271 (2010),
Tetrahedron 49, 1115-1132 (1993), WO 2014/189805, WO 2016/096174, WO
2015/185565, WO 2016/145102 hoic WO 2016/120305 v céc tai liéu vién dan trong
do.

Thuat ngit "nhém bao v&" nhu dugc sit dung trong ban mo ta nay, va trir khi c6
quy dinh khéac, dung @2 chi nhém chitc hoa hoc dugc gén vao nguyén tir oxy, nito hodc
phospho dé ngan ngira phan mg tiép ctia nguyén tir nay, hodc vi myc dich khéc. Rét
nhiéu loai nhém bao vé ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc tdng hop hitu co
da biét, va duoc mo ta, vi du, trong tai liéu “Protective Groups in Organic Synthesis”

,T.W. Greene and P.G.M. Wuts, Third Edition, 1999.

Hop chit c6 cong thirc (I) va mudi cta né c6 thé duge didu ché bang cac phuong

phép dugc md ta dudi day, cau thanh cac khia canh khéc ctia sang ché.

Ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay s& nhan biét ra rang cac gbc
phosphoothioat trong cong thirc (I) c6 thé tdn tai trong cdu hinh R (Re) hoic cAu hinh S
(Sp). Cac phuong phap duoc md ta dudi day co thd tao ra dén bbn chéit ddng phan khong
d6i quang tuong tng véi cac nguyén tir phospho ma ¢ thé tach duoc bang cac phuong

phép sic ky ma ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyuc nay da biét, vi du, sic ky
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16ng hidu ning cao véi hé dung moi thich hgp va cdt & céc giai doan khac nhau cua qua
trinh téng hop. Trong mdt sb trudng hop, vi dy, khi mot sulfurin hod budc xay ra theo
kiéu chon loc 1ap thé, tdt hon néu phwong phép duge md ta dudi day c6 thé chi tao ra hai
chat ddng phan khong dbi quang ma c6 thé tach dugc bing cac phuong phap sic ky ma
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ndy da biét & cac giai doan khac nhau cta

qué trinh téng hop.

Cac phén tir thé khong dugc chi dinh 1 rang trong cac phuong phap diéu ché sau
duoc hiéu hiéu 13 bao ham ca céc dinh nghia néu trén trong phén Ban chét k§ thuat cia

sang che.

Hop chét c¢6 cong thirc:

@,
trong d6 R* va tuy y R! 1a OH, c6 thé dugc didu ché bang cach khir nhom bao vé clia hop
chét c6 cong thire (I1),

?H
0=P-0 o_ R
‘ R2 K
\ o R o R
:-'7\ %, o I
o &N o—|?=o
o
HN_ ~ SH
N (D

trong d6 R*! va tuy y R"! 12 oxy mang nhom béo v& thich hop, nhur fert-butyldimetylsilyl
(TBS). Vi dy, R"! 1a H, F, O-alkyl hodc OTBS hodc, cung voi R2, tao thanh cau -CH»-
0-, vaR*! 12 OTBS. Vi du, hop chat c6 cong thic (IT) dugc hoa tan trong dung m6i thich
hop, vi dy, pyridin, xu ly dugc bang hdn hop gdm trietylamin trihydroflorua va
trietylamin va khudy & nhiét @9 thich hop, vi du, 20-60°C, trong khoang thdi gian thich
hop, vi dy, 1-6 gio.

-16-



32459

Hop chét ¢6 cong thire (IT) c6 thé duoc didu ché bang cach khir nhém bao vé cua

hop chét c6 cong thire (11D),

N (IID)
trong d6 R>! dimg dé chi NH mang nhém bao vé thich hop, nhur benzoyl, va R*? ding
dé chi H (“adenin dugc bao v&”) hodc
R3! ding dé chi OH va R3*dung dé chi NH mang nh6m bao vé thich hop, nhu iso-butyryl
(“guanin dugc bao vé”) hodc
R3! dung dé chi OH va R**dung dé chi H (“hypoxanthin™) hozc
ca hai R>! va R3? ding dé chi H (“purin”).

Vi du, hop chét c6 cong thie (1) dwoc hoa tan trong hdn hop thich hop, vi duy,
metylamin hozc dung dich nu¢c amoniac trong metanol hogc etanol, va khuéy O nhiét do

thich hop, vi du, 20-60°C, trong khoang thoi gian thich hop, vi dy, 1-24 gio.

Hop chéat c¢6 cong thire (IIT) ¢6 thé dugc didu ché bang cach vong hoé va tiép theo
sulfurin hoa hop chat ¢ cong thirc (IV), trong d6 R?, R*! R*? R va R*! 1a nhur dugc

xac dinh trén day:

N=\ ,
oA N\OﬂH_O;O
0 OH
HN_ =~
N Iv)

Vi du, hop chit ¢6 cong thirc (IV) dugc hoa tan trong dung moi thich hop, vi dy,
pyridin, va xur ly duge bang chét phan mg lién hop thich hop, vi dy, 2-clo-5, 5-dimetyl-

-17-



32459

1,3,2-dioxaphosphorinan 2-oxit (DMOCP) hoic pivaloyl clorua hodc adamantoyl clorua,
va khuéy & nhiét @0 thich hop, vi du, 20°C, trong khoang thoi gian thich hop, vi du, 0,1-
2 gio. Phan mg vong hoa dugc dap t4t bang cach xir Iy béng chét phan tmg sulfurin ho
thich hop, vi du, 3H-1,2-benzodithiol-3-on hoéc luu huynh nguyén td, va khuéy O nhiét
dd thich hop, vi du, 20°C, trong khoang thoi gian thich hcfp, vi dy, 0,1-2 gio.

Hop chét c6 cong thire (IV) ¢6 thé duge diéu ché bing cach lign hop hop chit ¢6
cong thie (V) véi hop chét c6 cong thie (V1), trong d6 R%, R*! R3%, RM va R*! 14 nhu

duoc xac dinh trén day:

\1 (
o (o
N |

|4 R3.1 o R4'1
N=\ W © O
HOWN\%\(N QY%(N\U_\
Rz ! N=< 0 0 O 0
R R3:2 HN\N/ \
£ 5
OH (VI)

V)

Vi du, hop chat ¢ cong thirc (V1) duge hoa tan trong dung mdi thich hop, vi du,
axetonitril, va xi Iy dugc bang dung dich chira hop chét ¢ cong thirc (V) hoa tan trong
dung moi thich hop, vi duy, axetonitril, tuy y v6i sy ¢6 mét cua chét phan tmg lién hop
thich hop, vi du, tetrazol, Chit hoat hoa 42® (dung dich chat hoat hod, chira 5-(3,5-
bis(triflometyl)phenyl)-1H-tetrazol trong axetonitril), pyridini dicloaxetat hodc pyridini
trifloaxetat (hodc hdn hop gdm cac chét phan mg lién hop), va khudy & nhiét @6 thich
hop, vi du, 20°C, trong khoang thoi gian thich hop, vi dy, 0,1-2 gid. Phan tng lién hop
duoc dap tat bing cach xtt Iy bing chit phan img sulfurin hoa thich hop, vi dy, 3-((N,N-
dimetylaminometyliden)amino)-3H-1,2,4-dithiazol-3-thion (DDTT) hoac phenylaxetyl
disulfua (PADS) hodc 3H-1,2-benzodithiol-3-on 1,1-dioxit (chit phan ting Beaucage),
va khudy & nhiét do thich hop, vi dy, 20°C, trong khoang thoi gian thich hop, vi dy, 0,1-
2 gid. Sau khi 1am bay hoi dung mdi, cin dugc hoa tan trong dung moi thich hop, vi du,
hdn hop gdm diclometan va nudc, va xir ly duoc bang chét phan tmg thich hop, vi du,

axit dicloaxetic, va khudy & nhiét d¢ thich hop, vi dy, 20°C, trong khoéng thoi gian thich
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hop, vi dy, 0,1-2 gio. Dung dich chira sén pham (IV) thu duge bing viée bd sung dung

moi thich hop, vi du, pyridin, va cd bang céch 1am bay hoi.

Hop chét c6 cong thire (V) c6 thé duge diéu ché bang cach phan tmg ctia hop chit
c6 cong thire (V1I), trong d6 R2, R>! R3%, RM! va R*! 1a nhu duoc xéc dinh trén day:

(VII)

Vi dy, hop chét ¢6 cong thic (VI1) duoc hoa tan trong hdn hop thich hop, vi du,
axetonitril chira nuéc, va xtt Iy dwoc bang pyridini trifloaxetat, va khudy & nhiét do thich
hop, vi du, 20°C, trong khoang thdi gian thich hop, vi du, 1-30 phut. Tiép theo, tert-
butylamin dugc bd sung va khudy hdn hop nay & nhiét d§ thich hop, vi dy, 20°C, trong
khoang thoi gian thich hop, vi du, 0,1-1 gi¢. San phém nay duoc tach bang cach 1am bay
hoi dung méi, tiép theo, hoa tan trong dung méi thich hop, vi du, diclometan chira nuéc,
va xu ly dugc béng axit dicloaxetic va khudy & nhiét do thich hop, vi dy, 20°C, trong
khoang thoi gian thich hop, vi duy, 0,1-1 gid. Thu dwoc dung dich chia san pham (V)
trong axetonitril, vi du, bing cach bd sung pyridin, tiép theo 14 ddng s6i hdn hop ndy véi

axetonitril.

Hop chét c6 cong thirc (V1) c6 thé duoc didu ché bang phan tmg ctia hop chét c6
cong thie (VIID), trong d6 R*! 14 nhu duge xé4c dinh trén déy:

‘ (VIID)
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Vi dy, sau khi ddng sdi v6i dung mdi thich hop, vi du, axetonitril, hop chét ¢
cdng thirc (VIII) dugc hoa tan trong dung moéi thich hop, vi dy, diclometan, va cho phan
tmg v6i chdt phan tmg phosphoryl hdéa, vi du, 2-xyanoetyl N,N,N'N'-
tetraisopropylphosphoodiamit, véi sy c6 mét cua chét hoat ho4, vi du, 1H-tetrazol, va

khudy & nhiét do thich hop, vi du, 20°C, trong khoang thoi gian thich hop, vi du, 1-48

gio.
Hop chét ¢6 cong thirc (VIIT) c6 thé duoc diéu ché bing phan tmg clia hop chit
¢6 cong thire (IX):
o/

aX)

Vi dy, hop chét c¢6 cong thirc (IX) dugc hoa tan trong dung méi thich hop, vi du,
pyridin, va cho phan Ung véi chit phan tmg silyl héa thich hop, vi du, tert-
butyldimetylsilyl clorua, v6i sy ¢6 mét ciia bazo thich hop, vi dy, imidazol, va khuéy 4]
nhiét @ thich hop, vi du, 20°C, trong khoang thoi gian thich hop, vi du, 1-48 gio. Cac
san phim 2’ va 3’-silyl héa d6ng phan vi tri tAch dugc sau khi xit ly trong nude va c6 thé

tach dugc, vi du, bing séc ky silica gel v6i hé dung méi thich hop.

Hop chat ¢6 cong thirc (IX) ¢6 thé dugc diéu ché bing phan tng ctia hop chat ¢6
cong thuce (X):
HO, OH

N =\ “, B
0 AN N\Uﬁ
(0]
HN_ —~ OH
N X)

Vi dy, hop chét c6 cong thire (X) duge hoa tan trong dung moéi thich hop, vi duy,
pyridin, va cho phan tng véi 4,4'-dimetoxytrityl clorua, va khudy & nhiét do thich hop,
vi du, 20°C, trong khoang thdi gian thich hop, vi du, 1-48 gio.
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Hop chét ¢6 cong thirc chung I, hodc hop chét trung gian tdng hop ctia né, c6 thé
duoc phén giai thanh cht ddng phan khong d6i quang ctia chiing nhu ndu dudi day. Hon
hop céc chat dong phan khong dbi quang gdm hop chét c6 cong thirc chung I ¢6 thé duoc
phén giai thanh chét ddng phan khong d6i quang ctia chiing bing céach 14y cac uu diém
cua céac dic tinh héa ly khac nhau cua chung bing cach st dung cac phuong phép da tu
biét, vi du, séc ky va/hodc két tinh phan doan.

Nhu d4 néu & trén, hop chat c6 cong thic T c6 thé duge chuyén ho4 thanh céc

mudi, nhat 13 viéc st dung & dang dugc pham thanh cdc muoi duge dung.

Hop chét theo séng ché ciing ¢6 thé thu dugc mdt cach thuin loi sir dung cac
phuong phép dugc md ta trong céc vi du sau ddy, cac phuong phap nay cling co thé duoc
két hop cho muc dich ndy véi cac phuong phap di biét dbi v6i ngudi ¢6 kién thirc trung

binh trong linh vuec.

Céc thuat ngit va dinh nghia

Céc thult ngit khong dugce xac dinh cu thé & day nén 14y nghia dugc gén cho ching
boi mot ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc bdc 19 va theo ngit canh. Tuy nhién,
theo st dung trong ban mé ta nay, trir khi duge xac dinh nguoc lai, cac thudt ngir sau day

c¢6 ¥ nghia duge chi rd va nhing quy udc sau day dugc tuan thu.

Thuét ngit "(céc) hop chit theo sang ché", "(c4c) hop chét c6 cong thire (I)", "(cac)
hop chét theo sang ché" va tuong tw ding dé chi hop chét c6 cdng thire (I) theo sang ché
bao gdm chat h bién, chit ddng phan 14p thé ctia ching va hdn hop cla né va cic mudi
ctia né, cu thé 12 mudi dugc dung clia né, va solvat va hydrat ctia hop chit nay, bao gdm

solvat va hydrat cua chit hd bién nay, chit ddng phan 13p thé va mubi caa né.

Thuat ngit "viéc didu tri" va "didu tri" bao gdm ca viéc phong ngira, nghia 13, du
phong, hodc tri liéu, nghia la, didu tri chita bénh va/ hogc 1am thuyén giam. Do vay, thuat
nglt "viéc didu tri" va "didu tri" bao gém didu tri tri liéu bénh nhan da phat trién tinh trang

bénh ndy, cu thé 13 & dang d& phét hién. Didu tri tri liéu c6 thé 1a diéu tri tridu ching dé
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lam giam tri€u trimg cia dAu hiéu cu thé hoic didu tri nguyén nhan dé dao nguoc hoic
dao nguoc mot phén tinh trang cua déu hiéu hoic 1am ngimg ho#c 1am cham sy tién trién
ctia bénh. Do vay, dugc phdm va cac phuong phép cua sang ché c6 thé duoc st dung vi
du, @& didu tri tri liéu trong mot khoéng thoi gian cling nhu dé diu tri man tinh. Ngoai
ra, thuat ngfr "viéc didu tri" va "diéu tri" bao gém didu tri du phong, nghia 13, didu tri
bénh nhan ¢ nguy co phat trién tinh trang bénh néu trén, do véy, giam dugc nguy co

nay.

Khi sang ché dé cap dén bénh nhan can diéu tri, n6 chi yeu de cap deén viée dicu

tri & dong vét ¢6 vu, cu the 1a nguoi.

Thuét ng{t “lugng hitu hiéu diéu tri” nghia 14 lwong hop chit theo sang ché ma (i)
didu tri hodc ngin nglra bénh hodc tinh trang bénh 1y cu thé, (ii) 1am giam, 1am thuyén
giam, hodc loai trr mot hodc nhiéu triéu ching ctia bénh hodc tinh trang bénh 1y cu thé,
hozc (iii) ngin nglra hodc 1am chim su khéi phat cia mot hodc nhiéu triéu chimg cta

bénh hodc tinh trang bénh ly cu thé duoc mo ta & day.

Thuat ngit "diéu chinh" hodc "diéuhod", hoic "diéu bién", nhu duge st dung trong
ban md ta ndy, trir khi c6 quy dinh khéc, & cap dén viéc hoat hoa con dudng STING
bang mdt hozic nhiéu hop chit theo sang ché, trong truong hop nay 1a chét chil van
STING.

Thuét ngft "qua trung gian" hodc "nhd trung gian" hodc "trung gian", nhu dugce s
dung & day, trir khi c6 quy dinh khac, d& cap dén (i) viée diéu tri, bao gdm ca phong ngira
bénh hodc tinh trang bénh cu thé, (ii) lam gidm, lam thuyén gidm, hodc loai trir mdt hodc
nhiéu triéu trimg cua bénh hodc tinh trang bénh cu thé, hoic (iii) phong nglra hodc lam
chim viéc khoi phat mot hodc nhiéu triéu trimg cta bénh hodc tinh trang bénh cu thé

duoc md ta o day.

Néu hop chét theo sang ché duge md ta & dang tén hoa hoc va dang cong thic,

trong truong hop co6 bét ky suw khong nhit quan ndo, thi cong thic chiém wu thé.
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Ky hi¢u dAu sao c6 thé dugc st dung trong cic cdng thirc phy @8 chi lién két ma

lién két nay duogc két ndi véi phan tir 161 khi duogce x4c dinh.

Trir khi dugce chi ra cu thé, trong Phin md t& va Yéu cau bao hd, mot tén hoic
cong thirc héa hoc dugc néu s bao ham cé cac tautome va tht ca cac chat ddng phan lap
thé, quang hoc va hinh hoc (vi du céc chit ddng phan dbi anh, cac chat ddng phan khong
d6i quang, cac chét ddng phan E/Z, v.v.) va cic chét triét quang ctia chiing cling nhu céc
han hop véi ty phin khac nhau ciia cac chit dong phan ddi anh riéng r&, cac hdn hop ctia
céc chét ddng phan khong d6i quang, hoic cac hdn hop cua dang bat k¥ trong sb cac dang
néu trén khi céc chit ddng phan va céc chit ddng phan d6i anh nhur vy tdn tai, ciing nhur
cac mudi, gdm ca cac mudi duoc dung ctia ching va céc solvat cla chiing nhu vi du céc

hydrat gdm ca c4c solvat ctia cac hop chat tur do hodc céc solvat ctia mudi cta hop chat.

Thuét ngfr “gn nhur tinh khiét” nhu duge sit dung trong ban mo ta nay lién quan
dén hop chit c6 cong thirc chung I ding dé chi mot cht ddng phan khong ddi quang
(Rp,Rp), (Rp,Sp), (Sp,Rp) hoiic (Sp,Sp) ma it nhét tinh khiét 75% so véi chit dong phan
khong dbi quang c6 thé khac twong tmg véi cdc nguyén tir phospho. Theo céc phuong 4n
duge u tién, hop chét ¢6 cong thire chung I gén nhu tinh khiét 1 it nhét tinh khiét 85%,
it nhét tinh khiét 90%, it nhét tinh khiét 95%, it nhét tinh khiét 97%, va it nht tinh khiét
99%.

Thuat ngit "duoc dung" duge ding & ddy dé chi cic hop chét, nguyén lidu, ché
pham va/hodc cac dang liéu ma, trong pham vi clia danh gid y t€ thich hop, thich hop aé
ding tiép xtic véi md ngudi va dong vat ma khéng gdy doc hai, kich tmg, phan ing di
ing qua muc hodc khong géy ra vAn d@ hodc bién chung khéc va trong ximg véi ty 1€ 1oi

ich/nguy co hop ly.
Nhu duoc st dung & day, "mudi dugc dung” dugc ding @8 chi cac dan xuit clia

céc hop chét duge boc 10 & day, trong d6 hop chét gbc duoc cai bién bang cach tao ra cic

mubi cia né véi bazo. Cac mudi duge dung theo sang ché cd thé duge tong hop tir hop
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chit gbc ma chira gbc axit béang cac phuong phéap héa hoc thong thudng. Néi chung, céc
mubdi ndy c6 thé dugc didu ché bang cach cho cic dang axit tw do cua cac hop chét nay
phan tmg v6i lugng du ctia bazo thich hop trong nude hodc trong chét pha logng hitu co
nhu ete, etyl axetat, etanol, isopropanol, hodc axetonitril, hodc hdn hop ctia chiing. Theo
cach khac, mudi c6 thé duge didu ché bing cach trao ddi ion, vi dy, bang cach xtt Iy dung
dich nudc chira hop chit theo sang ché (dang axit tw do hodc mudi) véi chét trao ddi

cation.

Hoat tinh duoc ly

Hop cht theo sang ché c6 4i luc gén két thuan loi véi STING & ngudi. Ai lyc gén
két c6 thé, vi du, duoc x4c dinh bing thir nghiém gén két canh tranh dya trén thir nghiém
gin nhip nhéy (scintillation proximity assay-SPA) nhu dugc md ta trong Nat. Chem.
Biol. 10, 1043—1048 (2014). Theo cach khéc, i luc gan két ¢6 thé, vi dy, dugc xac dinh
bang phép do nhiét lvong chudn do ding nhiét (isothermal titration calorimetry-ITC) nhu
duoc mé ta trong Molecular Cell 51, 226-235 (2013). Theo cach khéc, &i luc gén két c6
thd, vi dy, duoc x4c dinh bing cong hudng hé gen bio chit bé mit (bé mit plasmon
resonance-SPR) nhu dugc md ta trong WO 2016/145102. Theo cach khac, ai lyc gén két
c6 thé dugc xac dinh bing phép do nhiét lugng quét vi sai (differential scanning

fluorimetry-DSF), vi du nhu duge md ta trong WO 2016/145102.

Hop chét theo séng ché thé hién hoat tinh t& bao thuan loi. Sy cam (mg xytokin in
vitro c6 thé do dugc trong dong té bao thong béo, vi du trong té bio THP1, theo kiéu
tuong tw nhw duge md ta trong WO 2016/096174. Hop chét theo sang ché thé hién hoat
tinh t& bao thuan loi & cac t& bio mang alen STING & ngudi khac nhau. STING & ngudi
tn tai trong it nhit nam bién thé da biét (WT, HAQ, REF / 232H, AQ, Q/293 Q). Bé
kidm tra hoat tinh ctia c4c CDN khac nhau trén céc bién thé STING & ngudi, t€ bao THP1-
STING KO c¢6 thé duoc tai nap 6n dinh véi vat truyén m3 hoé cho céc bién thé STING
khac nhau. Ngoai ra, sy cam Ung xytokin in vitro ¢ thé do duogc & té bao PBMC nguyén

thuy & nguoi hodc t€ bao c6 tua & nguoi.
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Hop chét theo sang ché c6 do bén thuan 1¢i trong thit nghiém té bao in vitro, vi
du, vé6i té bao THP1, té bao Calu-3 hoic t& bao gan ngudi. Ngoai ra, hop chit theo séng

ché c6 d0 bén hoa hoc thuan loi & trang thai dung dich va trang thai ran.

Ngoai ra, hop chét theo sang ché c6 cac dic tinh duge dong (PK) thuén loi. Cac
dic tinh PK ¢6 thé duge x4c dinh & cac lodi dong vat tién 1dm sang, vi du chudt nhat,
chudt céng, chudt déng, chd, chudt lang, lon nho, khi cynomolgus, khi rhesus. Cac dac
tinh PK cua mdt hop chét c6 thé dwoc mb ta, vi du, bing céc thong sb sau: Thoi gian luu
trung binh (mean residence time-MRT), thoi gian ban thai (ti2, nghia 1a, thoi gian can dé
ndng do thubc dat dén mot nira tri sb ban du cua no), thé tich phan bb (Vp, nghia 13, thé
tich biu kién trong d6 thudc duoc phan phéi), dién tich duéi dudng cong (area under the
curve-AUC, nghia 13, tich phan ctia duong cong ndng do-thoi gian sau khi dung lidu don),
do thanh thai (clearance-CL, nghia 13, thé tich huyét tuong lam sach thubc trén mdi don
vi thoi gian), nhu duge md ta trong E. Kerns & L. Di (Drug-like properties: concepts,
structure design and methods: from ADME to toxicity optimization, Elsevier, 1** ed,
2008).

Cac hop chit nhét dinh theo sang ché thé hién hoat tinh dugc 1y in vivo thuan loi,
vi du trong cac md hinh chudt MC38 & chudt, 4T1, Truc trang26, EMT6 sau khi dung

thudc trong khdi u hoic trong tinh mach.

Ai luc gén két c6 loi khi két hop vé6i hoat tinh t& bao thuan lgi va / hoge d6 6n dinh
té bao thuan loi va / hodc cc dic tinh PK dugce cai thién c6 thé giup lam gidm lidu luong
vé hidu qua duoc 1y. Liéu luong thip hon ¢6 loi thé v& “tai luong thubc” hodc “ganh ning
thubc” thap hon (thude gbc va céc san pham chuyén héa ctia nd) dbi v6i bénh nhan, dan

dén tac dung phu tiém tang it hon va chi phi san xuét san phdm thudc thip hon.

Viée gin két hop chét theo sang ché véi STING & ngudi c6 thé duoc chimg minh

bang cach st dung thtt nghiém sau:

PHEP DO NHIET LUQNG QUET VI SAI (DSF)
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Nguyén liéu:

Dia 384 15, thanh méng Hard-Shell®PCR (Catalog# HSP3805R, BIO-RAD)

Chét bi kin Microseal® B’ ding cho dia PCR (Catalog# MSB-1001, BIO-RAD)

Dung dich mau cam SYPRO trong DMSO (SIGMA cat.-no. S5692-500UL), ndng do
“5000x”

Thiét bi do: Dau doc: Hé théng thoi gian thue CFX384 (Bio-Rad)

Nguoi may theo tac voi pipet: HamiltonStarlet

Dung dich dém thtr nghiém: 20mM Tris, 150mM NaCl pH7,5

Protein dich: STING & ngudi (hSTING, gbc 155-341, trinh tu kiéu hoang véi ddu tan N
duoc gén thé His8 va vi tri tach TEV, MW: 23601,5Da)

Dung dich gdc protein: ¢ = 309uM dung dich gbc trong dung dich dém thtt nghiém
Nong d6 thir nghiém cudi ciing ctia hop chét thir nghiém: 100uM, 3uM protein dich, “5x”
SYPR Orange

Quy trinh thr nghiém:
1) Dung dich gbc chtta hop chét va dung dich pha losing ctia né duge didu ché trong dung
dich d@ém thir nghiém
2) Sul dung dich gbc nhuém huynh quang (5000x SYPRO Orange) duoc tron véi 50ul
protein dich (309uM) va 945ul dung dich dém.
3) 2ul hdn hgp nhudm protein (25x SYPRO Orange va 15uM Protein) dugc bb sung vao
8ul dung dich hop chét. Thé tich cubi cling 12 10uL.
4) Mot vai vi tri 18 nhét dinh dugc ding 1am dbi chimg am.
5) Cac dia dugc duge didu ché @& do lap lai va ly tAm trong 2 phut véi tbc 6 1000g.
6) Trong khi do, st dung 160 vong 0,5 °C (d6 dbc nhiét do 15s/vong, 15 °C dén 95 °C).
Phan tich dit liéu: Puong céng phéan ly dugc xu ly trong phin mém quéan ly Bio-Rad
CFX. Loai dinh dugc dat vé "am tinh". Trong trudng hop ctia Vidu 1.1, Vidu 2.1 va Vi
du 4.1, it nhit hai két qua do Tm dugc léy trung binh.

Su thay d6i vé Tm dugc xac dinh va duoc thé hién trong Béang 1.
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Bang 1: B3 dich chuyén Tm hSTING

Vi du Do dich chuyén Tm hSTING [°C]
1,1 16,1
12 12,0
2,1 23,6
2,2 15,0
3,1 17,0
32 9,0
4,1 13,9
42 9,0
ML-RR-CDA-2Na* (Hop chét 21 trong 120
WO 2014/189805)

Hoat tinh véi té bao ctia hop chit theo séng ché c6 thé dugc chimg minh biang

cach str dung thir nghiém THP1 in vitro sau:

Su cam ung xytokin in vifro

Hoat tinh cam g xytokin cta hop chét theo sang ché d dugc chiing minh bang
cach st dung dong té bao théng bao THP1.

Viéc hoat hoa protein STING duogc bidu hién trén cac dong té bao lam ting viéc
san xudt interferon. Bing viéc tich hop dn dinh cdu trac thong bao SEAP (phosphataza
kiém ctia phdi dugce tiét) kich thich duoc bang yéu t§ didu hoa interferon (IRF), c6 thé
theo ddi con dudng truyén tin higu interferon theo chirc nang. Bang cach st dung thir
nghiém enzym do mau Invivogen's QUANTI-Blue™ va thiét bi doc mat do thich hop
(optical density-OD), c6 thé do va dinh luong hoat tinh ctia SEAP. K§ thuét ndy ¢6 thé
duoc sit dung dé nhan biét dac diém sy bién d6i duoc 1y cia protein STING.

Viée do hoat tinh SEAP duoc tién hanh trén té bao THP1-Blue ISG biéu hién 6n
dinh protein STING & ngudi va cdu tric thong bao SEAP kich thich dugc bang IRF. Cac
té bao dugc nuoi cdy dé phat trién trong moi trudng RPMI1640 v6i 10% huyét thanh bao
thai bé, 50 pg/ml Penicillin-Streptomycin, 100pg/ml Zeocin, va 100pg/ml Normocin

-27-



32459

trong ta ip & 37°, &6 4m 95% va 5% CO». Cac té bao sin sang dé thir nghiém dugc bao
quéan dudi dang ngudn dong lanh.

DPé chuin bi cho thir nghiém, cic té bao dugc rd déng trong mdi truong khong
chira Zeocin-/ Normocin va dugc phan bd vao dia thir nghiém véi mat 6 15.000 té bao/15
pL trén mdi 18. Cac hop chét dugce diéu ché bang cach pha loing theo day 8 hoic 16 diém
trong dung dich nuéc DMSO 50% va budce pha lodng cudi ciing vao mdi truong dé dam
bao ndng d6 DMSO cubi ciing 13 0,5% trong thtt nghiém. SpL hop chét da pha lodng va
5 uL mdi trudmg dugce bd sung vao dia, tiép theo 1a 1 24 gid & 37°C.

Vao ngay thr nghiém, chit phan g Quanti Blue dugc bd sung véi lugng 75 pl
trén mai 18 vao tAt ca céc 1 cua dia va dia duoc 1 trong 30 phut nita & 37°C. OD 6 620
nm duoc do trén thiét bi doc EnVision (PerkinElmer).

Tri s6 ECso va d6 déc Hill duoe suy ra tlr viéc hiéu chinh dudng cong khong tuyén
tinh bén thong sb 8- hoic 16-diém véi phin mém Megalab (Boehringer Ingelheim) bang
cach st dung OD & 620 nM. Tri s6 ECso ctia Vidu, 1,1, Vidu2.1,Vidu3.1vaVidu 4.1
13 két qua trung binh cla it nhét hai két qua do. Xem Bang 2.

Béang 2: Tri s6 ECso

Vidu ECso [uM]
1,1 0,21
1,2 5,8
2,1 0,05
2,2 0,79
3,1 0,17
3,2 8,5
4,1 0,19
4,2 6,2
ML-RR-CDA-2Na* (Hop chat 21 trong 0,65
WO 2014/189805)

Trong thit nghiém THP1 néu trén, Vi du 1.1 1a cong hiéu hon chét dong phan
khong dbi quang Vi du 1.2 twong Gng. Phé nhidu xa tia cia Vi du 1.1 trong phuc véi
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STING & ngudi cho thdy ring ca hai nguyén tir phospho cing c6 chu hinh Rp. Theo kiéu
twong tw, do do, c6 thé gia thiét chit ddng phan khong di quang twong tmg ctia Vi du
2.1, Vidu 3.1, Vi du 4.1 cong hiéu hon cfing ¢6 cAu hinh Rp & c4 hai nguyén tt phospho.

Mot vai kiéu da hinh nucleotit don d3 duoc nhan dién trong gen STING & ngudi
ma c6 thé 1am anh hudng dén dap ung véi dinucleotit dang vong. Dé xé4c dinh hoat tinh
ctia hop chit theo séng ché, dong té bao thong bao THP1-BLUE ISG biéu hién céc bién
thé STING & ngudi khac nhau d3 dugce tao ra. Dé thuc hién, STING néi sinh & ngudi dau
tién duoc x6a bing cach sit dung hé CRISPR/CASY: té bao THP1-Blue ISG dugc dong
dién dich chuyén véi plasmit ALL-IN-ONE CRISPR huéng dich gen STING (dwoc mua
tr Sigma m3 hod gRNA va GFP lam gen thong bdo vé viéc tai nap thanh cong). Tiép
theo, t& bao GFP duong tinh duoc phén loai 24h sau khi chuyén nhiém va gian ng. Tiép
theo, cac té bao dugc phan tdn vao moi trudng methocel ban rén dé cho phép viéc tach
dong té bao v tinh. Tiép theo, dong v6 tinh dugc sang loc vé kha ning dap tmg cGAMP
bang céach sir dung thir nghiém thong bdo Quanti blue. tiép theo, dong v tinh khong dap
ung duogc phén tich vé d6 hao hut STING béng thir nghiém thAm Ty va sip xép trinh t
ctia 6 gen STING.

D4 bidu hién qua mirc cac bién thé STING & ngudi, dong vo tinh THP1-Blue ISG
hSTING KO da xac nhan duoc tai nap bang plasmit retrovirut riéng r& (MSCV-ires-GFP-
Blasti) ma hoa cac bién thé alen ctia hSTING (WT, HAQ, R232H, AQ va R293Q). Cac
té bao da bién nap dugc phan loai v& mitc d6 khac nhau cuia lugng huynh quang GFP va
bidu hién alen STING duoc phan tich bang thir nghiém thim Tay. Quan thé biéu hién
protein STING 1&ch (WT, HAQ, R232H, AQ va R293Q) véi lugng so sanh dugce véi
lugng STING ndi sinh tao thanh dong té bao THP1-Blue ISG chua bién ddi goc dugc
chon vi duge st dung dé éc dinh ddc diém CDN. Céc vi du ciia séng ché thé hién hoat

tinh t& bao trong ca nim bién thé néu trén.
Do dn dinh t& bao ctia hop chat theo sang ché duge do nhu sau: Hop chét dugce

hoa tan trong mdi trudng nudi cAy té bao (cell culture moi trudng-MEM duoc bb tro 10%

FCS, 1% axit amin khong thiét yéu va 1% pyruvat) dén ndng @6 cudi cing 10 pM va u
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v6i dong t& bao bidu mé Calu-3 phdi ngudi (60.000 té bao/1d trong dia 24 13) trong thoi
gian 1én dén 24 h. MAu cua dich ndi nudi cdy té bao dugc 14y vao thoi diém 1, 6, 24 giv

va dinh lugng trong LC-MS/MS.

PK trén chudt ciia hop chit theo séng ché dugc x4c dinh bang cach sir dung

phuong phéap sau:

PK trén chudt
Dong vat thr nghiém

Céc hop chit dugc hoa tan trong dung dich NaCl sinh ly va dugc dung trong tinh
mach cho chut C57BL/6NRj duc véi lidu luong 10 pmol/Kg. Cac miu mau 20 pL dugce
14y vao thoi diém 0,25, 0,5, 0,75, 1 va 2 h bing cach dimg ETDA 1am chét chong dong.
Huyét twong méu dugc tao ra béng cach ly tim va bdo quan & -20 °C. Ndng d6 hop chét
duoge xac dinh bang LC-MS/MS. Quan hé ndng d6-thdi gian duge xac dinh (két qua trung
binh cua cac tht nghiém lap) dugc thé hién trong Bang 3.

Béng 3:
Vidu T=025h|T=0,5h |T=0,75h|T=1h T=2h
1,1 3080nM | 1200nM | 550 nM 249 nM 120 nM
2,1 1970 nM | 699 nM 401 nM 241 nM 78 nM
3,1 2710 nM | 1280 nM | 595 nM 260 nM 111 nM

Do d6, sang ché dé cap dén hop chét c6 cong thirc chung I dung dé 1am thube.

Ngoai ra, sang ché boc 16 viée st dung hop chét c6 cong thire chung I hoic dugc
phim theo séng ché dé diéu tri va/hodc phong ngira bénh hodc tinh trang ma c6 thé bi
anh hudng boi vice diéu hoa STING & bénh nhan hodc bénh hodc tinh trang lién quan
dén hoic didu hoa dugc bing STING & bénh nhan. Bénh nhén dugc wu tién 13 nguoi.

Theo khia canh khéc, sang ché @ cap dén phuong phap diéu tri bénh hodc tinh

trang lién quan dén hoac didu hoa dugc bang STING & dong vat c¢6 vi can diéu tri,
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phuong phép bao gdm budce dimg cho dbi tugng bi bénh, tt hon 13 ngudi, can duge diéu

tri mot lugng cé tac dung diéu tri ctia hop chét hoic duoc phém theo sang ché.

Céc bénh va tinh trang ma c6 lién quan hodc didu hoa dugc bang, hoic c6 thé bi
anh hudng boi vise didu hod STING bao gdm bénh viém, di tmg hodc tw mién, vi dy,
viém mili di Gng hodc hen, bénh truyén nhiém hoic ung thu. Ngoai ra, do hoat tinh cua

chiing, hop chit theo sang ché 13 thich hop lam t4 dugc vacxin.

Céc bénh tu mién bao gdm, nhung khong chi gidi han &, luput ban do hé théng.
Psoriasis, bénh déi thdo duong phu thudc insulin (insulin-dependent diabetes mellitus-

IDDM), bénh viém bi co va hoi ching Sjogren's (Sjogren's syndrome-SS).

Bénh viém 1a nhoém c6 céc dap ing véi chin thwong mach m4u, té bao va than
kinh. Bénh viém c6 thé xac dinh dic diém duéi dang su di chuyén ctia cac té bao viém
nhu bach ciu don nhén to, bva_tch ciu trung tinh va bach ciu hat vao mo. Qu4 trinh nay
thuong két hop véi viée gidm chirc ning hang rao ndi md va viéc phu di vao mo. Bénh
viém c6 thé dugc phan loai thanh cAp tinh hogc man tinh. Viém cép tinh la dap img ban
dau cla co thé véi cac kich thich c6 hai va dat dugc bing cach gia ting su chuyén dong
ctia huyét trong va bach ciu tir mau vao mé bi thuong. Dong thac hién tuwong héa sinh
nhan gibng va 1am chin dép Gng viém, bao gém hé mach cuc bd, hé mién dich, va cac té
bao khéc nhau bén trong mo bi thuwong. Bénh viém kéo dai, da biét 14 viém man tinh, din
dn su dich chuyén tich liiy v& loai té bao ma xuét hién tai vi tri viém va dugc xac dinh

dac diém bang cach pha huy va stra chita d6ng thoi cdc md trong qud trinh viém.

Khi vidc xuit hié 12 mdt phin ciia dap tng mién dich véi bénh nhiém tring hogc
& dang dép tmg cAp tinh v6i chin thuong, bénh viém c6 thé c6 loi va thuong 1a tw gioi
han. Tuy nhién, bénh viém c6 thé bét loi trong mot sd tinh trang bénh. Qué trinh nay bao
gdm viéc san xuAt viée viém qué mic dé dap tmg véi tac nhn lay nhiém, ma c6 thé dan
dén su tdn thuong co quan nghiém trong va chét (vi dy, trong truong hop nhiém tring
huyét). Ngoai ra, viém man tinh thudng c6 hai va la nguyén nhan cta vb sb bénh man

tinh, gdy ra cac tdn thuong mo6 nghiém trong va khong thé chita trj duogc. Trong cé4c
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truomg hop do, dap ung mién dich thudng truc tiép chéng lai chinh c4c md (tw mién dich),
mic du dap tng man tinh v6i di nguyén cling ¢ th8 din dén sy tén thuong vo tinh cho
chinh cdc mo. Do d6, muc dich cia phép tri liéu khang viém 1am gidm bénh viém nay,
@ trc ché su tw midn khi xuat hién va cho phép phat trién cac qua trinh sinh ly hodc 1am

lanh va stra chita mo.

Hop chat theo séang ché c6 thé duge st dung dé di€u tri bénh viém bat ky cta cac
md va ¢o quan cia co thé, bao gdm viém co xwong, viém mach mau, viém than kinh,
viém hé tiéu hoa, viém mit, viém cua hé sinh san, va cac bénh viém khac, nhu duoc vi

du dudi day.

Viém co xwong dung d chi tinh trang viém bét ky ctia hé co xuong, dic biét 1a
cé4c tinh trang bénh anh hudng dén khép xuong, bao gdm khép tay, cb tay, khuyu tay,
vai, ham, cdt séng, cd, hong, knew, cb chan, va chan, va cc tinh trang bénh anh hudng
dén mé ndi co véi xwong nhu gan. Cac vi du vé viém co xwong ma c6 thé didu tri duoc
bang hop chit theo sang ché bao gébm bénh viém khép (bao gbm, vi dy, bénh viém
xuong khép, bénh viém khép dang thip, viém khép vay nén, viém cot sbng dinh khép,
viém khép nhiém khuén c4p va man tinh, viém khép két hop véi gut va gia gut, va viém
khép tu phat thiéu nién), viém gan, thodi hoa khép, thoai hoa khép gan, viém bao hoat
dich, viém xo (dau co xo hoa), viém 16i cAu trén ngoai, suy thoéi co, va viém xuong (bao
gdm, vi du, bénh Paget, viém xuong pubis, va viém xuong s¢i boc). Viém mét ding dé
chi bénh viém tb chirc bat ky cia mit, bao gdbm mi mét. Céc vi du v& viém méit ma c6 thé
didu trj duoc bing hop chét theo sang ché bao gdm bénh viém mi mét, sa da mi, viém két
mac, viém tuyén 1€, viém tuyén 1€, viém két-giéc mac kho (bénh kho mit), viém mang
cung mét, bién dang mi mét, va viém mang bd dao. Cac vi du vé viém cta hé thin kinh
ma ¢6 thé didu tri duoc bing hop chit theo sang ché bao gdm viém ndo, hoi chimg
Guillain-Barre, viém mang n3o, bénh téng truong lue co than kinh, chimg ngt rfi, bénh

X0 cung rai rac, viém tiy va tdm than phan li€t.
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Céc vi du vé bénh viém ciia hé bach huyet hodc mach ma cé thé didu tri duoc bing
hop chét theo sang ché bao gom xo cung khép, viém khép, viém tinh mach, viém mach,

va viém mach bach huyét.

Céc vi du vé tinh trang viém cta hé tiéu hda ma c6 the diéu tri duoc bang hop chat
theo sang ché bao gdm viém Ong mét, viém tii mat, viém rudt, viém rudt hoai tir, viém
da day, viém da day rudt, bénh viém loét dai trang (nhu bénh Crohn va viém loét dai

trang), viém hoi trang trén heo, va viém niém mac tryc trang.

Céc vi du vé tinh trang viém ctia hé sinh san ma c6 thé diéu tri duwoc bang hop chat
theo sang ché bao gdm viém c6 tr cung, viém mang 6i, viém ndi mac ti cung, viém mao
tinh hoan, viém rdn, viém budng trimng, viém tinh hoan, viém 6ng dan trimg, 4p xe voi-

budng trimg, viém niéu dao, viém am dao, viém am ho, va dau mén tinh & &m hd.

Céc chét c6 thé dugc sir dung dé didu tri cac tinh trang bénh ty mién c6 thanh phén
viém. Céc tinh trang bénh nay bao gdm héi toan phan phét tan chp tinh, bénh Behcet,
bénh Chagas, hdi chiing mét moi man tinh, 1di loan hé théng than kinh thuc vat, viém
ndo tuy, viém cot séng dinh khép, thiéu méu bét san tiy, viém tuyén md hdi mung m,
viém gan tu mi&n, viém budng trimg tw mién, bénh khong dung nap gluten, bénh Crohn,
bénh déi thdo dudng typ 1, viém dong mach té bao khdng 16, bénh khang mang day cau
than. Bénh Graves, hdi chimg Guillain-Barré, bénh Hashimoto, bénh ban xuét huyét
Henoch-Schonlein (Henoch-Schonlein purpura), bénh Kawasaki, luput ban do, viém dai
trang vi thé, viém da dong mach vi thé, thuong t6n md lién két két hop, bénh xo cimg rai
rac, bénh nhuoc co, hdi ching co giat mét theo nhiéu huéng, viém than kinh thi giac,
bénh viém tuyén giap, bénh pemphigut, viém da dong mach nit, dau da co, bénh viém
khép dang thép, hdi chimg Reiter, hoi ching Sjogren, bénh viém dong mach thai duong,
bénh bach cAu hat Wegener, bénh thidu mau huyét tan ty mién khang thé 4m, bénh viém
bang quang k&, bénh lyme, xo ctng bi khu tr(, bénh vay nén, bénh u hat, bénh ciimg da,

viém loét dai trang, va bénh bach bién.
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Céc chit c6 thé duogc sir dung dé didu tri bénh qua min qua trung gian té bao T ¢
thanh phéan viém. Cac tinh trang bénh nay bao gdm quéa man tiép xdc, viém da tiép xuc
(bao gdm ca bénh do cdy thudng xuan doc), ching mé day, di tmg da, di tmg ho hép (sbt

o kho, viém miii di img) va bénh khong dung nap gluten (bénh Celliac).

Céc tinh trang viém khac ma co thé diéu tri duoc b;‘”mg céc chit bao gﬁ‘)m, vi du,
viém rudt thira, viém da, bénh viém bi co, viém ndi tdm mac, viém xo, bénh viém nudu,
viém ludi, viém gan, viém tuyén md hoi mung mu, viém mdng mit, viém thanh quan,
viém tuyén sita, viém co tim, viém than, viém tai, viém tuy, bénh quai bi, bénh dau khép
lupus, viém phiic mac, viém hong, viém mang phdi, viém phéi, viém tuyén tién liét, viém
than, va bénh loét miéng, thai loai manh ghép (bao g@)m c4c co quan nhu than, gan, tim,
phdi, tuy (vi du, té bao tiéu dao), ty xuong, gidc mac, rudt non, ghép da, ddng ghép da,
va ghép van tim, bénh huyét thanh, va bénh manh ghép chéng lai vat chit), viém tuy clp
tinh, viém tuy man tinh, hdi chig suy ho hép cip. Hoi chiing Sexary, ting san thugng
than bam sinh, viém tuyén gidp khong nung mu, ting canxi huyét két hop véi ung thu,
bénh pemphigus, viém da dang herpet bong nude, hdng ban da dang nghiém trong, viém
da bong vay, viém da dau, viém mii di img quanh nim hodc theo mua, hen phé quan,
viém da tiép xtic, viém da tang di tmg, phan tmg mAn cam véi thude, viém két mac di
ung, viém gidc mac, zona mét, viém mébng mét va oiridocyclitis, viém mang mach vong
mac, viém thin kinh thi giac, bénh u hat triéu chimg, héa tri liéu bénh lao réi rdc hodc dit
d6i, giam tiéu cAu tw phat & ngwdi 16n, bénh giam tidu ciu thir cp & ngudi 16m, bénh thiéu
méu do tan huyét mic phai (tw mién), bénh bach cAu va bénh u lympho & ngudi 16n, |
bénh bach cu cip tinh ¢ tré em, viém rudt khu trd, viém mach tur mién, bénh xo cing rai
réc, bénh viém tic phdi man tinh, thai loai méanh ghép co quan rén, nhidm tring huyét.
Céac diéu tri duge wu tién bao gbm diu tri thai loai manh ghép, bénh viém khép dang
thép, viém khép vay nén, bénh xo cimg rai rac, bénh dai thio dudng typ 1, bénh hen,
bénh viém loét dai trang, luput ban dé hé thdng, bénh vay nén, bénh viém phéi man tinh,

va viém di kém céc tinh trang bénh nhi®m tring (vi du, nhiém tring huyét).

Theo mdt khia canh, bénh hodc tinh trang dugc didu tri bang cach st dung hop
chit theo sang ché 13 ung thu. Céc vi du vé ung thu bénh va tinh trang trong d6 hop chit
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¢6 cong thire I, hoic mudi duge dung hoic solvat ctia né c6 thé c6 tac dung diéu tri khéi
u tiém tang bao gdm, nhung khong chi gidi han &, ung thu phéi, xuong, tuy, da, du, cd,
ndi mac tr cung, budn trimg, da day, dai trang, v, thuc quan, rudt non, rudt, hé ndi tiét,
tuyén gidp, bang giap, tuyén thuong than, ni€u dao, tuyén tién liét, dwong vAt, tinh hoan,
niéu quan, bang quang, thin hodc gan; ung thu truc trang; ung thu ving hdu mon;
canxinom cua éng dan trimg, ndi mac tir cung, cbtu cung, 4m dao, 4m hd, bé than, té bao
than; sacom mo mém; myxoma; U co van; U X0; U md; u quéi; ung thu dudong mat; u
nguyén bao gan; sacdm mach mau; u mau; ung thu gan nguyén phat; sacom xo; sacom
sun; da u tiy xwong; bénh bach cAu man tinh hoic cép tinh; u bach huyét lympho; u bach
huyét CN'S so cAp; céc khéi u ciia CNS; cac khdi u cot séng; canxinom té bao vay; sacom
hoat dich; u trung biéu mo mang phéi 4c tinh; u than kinh dém than n3o; u tuyén yén; u
tuyén phé quan; u mo thira sang sun; u trung bidu mé; bénh Hodgkin hoic t6 hop gbm

mot hodc nhiéu bénh ung thu néu trén.

Céc bénh ung thu duoc wu tién, ma c6 thé didu tri bing hop chit theo séng ché, 1
ung thu da, phéi, gan, rudt két, ndo, vu, budng trimg, tuyén tién liét , tuy, than, da day,

dau, c6 va ung thu té bao chuyén ti€p xam lan, cling nhu u lympho va bénh bach céu.

Céc hop chit méi ¢6 thé duge sir dung d8 phong ngira, diéu tri ngin hoic dai ngay
cac bénh néu trén, tuy y vdi ca phau thuat, héa tri liéu hodc cac hop chét cua tinh trang
k§ thuat khéc, nhu vi du, cht kim té bao hogc cht gy doc té bao, chat fc ché tang sinh

té bao, chét chéng tao mach, steroit hodc khang thé.

Trong vai tro cta chung lam chit b tro, theo cac phuong 4n nhit dinh, hop chét
va duogc phém theo séng ché c6 thé dugc dung lam chét bd trg trong chién luoc tri lidu
hodic dy phong sir dung vacxin. Do vdy, CDN gan nhu tinh khiét theo sang ché, hoic tién
duoc chit hodc mudi dugce dung clia nd, c6 thé dugc sit dung cling v6i mdt hodc nhiéu
vacxin duge chon dé kich thich d4p g mién dich véi mdt hodc nhiéu khang nguyén xac
dinh trude. CDN gan nhu tinh khiét theo séng ché, hogc tidn duge chit hogc mubi duge

dung ctia nd, c6 thé duge dung cung vdi, hodc bd sung cho, cac vacxin nay.
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Céac vacxin nay co thé bao gém vi khudn bit hoat hodc dugc 1am gidm doc luc
hodc virut bao gdm khéng nguyén quan tdm, khdng nguyén da tinh ché, virut hogc vi
khuén séng phan phdi céc vat truyén duoc tao ra theo cong nghé tai t6 hop dé biéu hién
va/hodc tiét khang nguyén, vat truyén chira té bao trinh dién khéng nguyén (APC) bao
¢dm t& bao da duoc nap khéng nguyén hogc chuyén nhifm véi duge phdm bao gbm axit
nucleic ma hoa khang nguyén nay, chit dAn thudc phan phbi khang nguyén liposom, hodc
vét truyén axit nucleic trdn ma hoa khang nguyén nay. Danh sach nay khong chi bi gi6i
han & day. Dé 1am vi du, vacxin ndy con cé thé bao gém té bao khéi u bat hoat biéu hién

v tiét m6t hodic nhidu GM-CSF, CCL20, CCL3, IL-12p70, FLT-3 phdi tir, xytokin.

Theo khia canh ¢6 lién quan, sing ché d& cap dén cac phuong phép gay ra, kich
thich hodic b tro dap tmg mién dich & cé4 th. Cac phuong php ndy bao gdm bude cho
dung CDN gén nhu tinh khiét theo sang ché, hodc tién duoc chat hoic mudi duoc dung

cua no, cho ca the.

Khoang li¢u ctia hop chét c6 cong thirc chung (I) 4p dung dugc trong mdi ngdy
thudong nim trong khoang tir 0,0001 dén 10 mg, vi du, tir 0,001 dén 1 mg. Mbi don vi
lidu ¢6 thé chira mot cach thuan loi tr 0,0001 dén 10 mg, vi du, tir 0,001 dén 1 mg.

Luong hitu hiéu diéu tri thue t€ hay liéu diéu tri tit nhién s& tiry thudc vao cac yéu
t6 ma ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc nay da biét nhu do tudi va thé trong ctia
bénh nhan, dudng ding va mic do nghiém trong cia bénh. Trong trudng hop bét ky, hop
chét hodc ché phdm s& dugc ding & cac liéu lugng va theo cach cho phép mdt lugng cd

tac dung diéu tri can duoc phin phdi dya trén tinh trang duy nhit ctia bénh nhan.

Hop chét, dugc phém, bao gdm 4 hop bét ky v6i mot hoge nhiéu tic nhan tr ligu
b sung, theo sang ché c6 thé duoc ding qua niém mac (vi du, theo dudng ubng, dudong
dudi ludi, dudong am dao, duong miii, cb tir cung, v.v.), trong khéi u, quanh khéi u, qua
da, hit, hodc dudng ngoai dudng tiéu hod (vi du, dung dudi da, trong tinh mach, trong

bép, trong dong mach, trong da, ndi tily mac va ngoai mang cing). Trong phén 16n cac
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truong hop, mot trong s6 cac duong ding trong tinh mach, trong khdi u, quanh khéi u

hodc dudi da 1a thich hop.

Duoc phiam

Véi muc dich ctia sang ché, dugc phim co thé dugc ding theo nhiéu cach bao
gbdm khong phai ngoai dudng tiéu hod, ngoai duong ti€u hod, bang céch hit, tai chd, hodc
truc trang trong ché pham chira chét mang, chét b tro va chét din thubc duoc dung. Viée
dimg trong khéi u (truc tiép vio khéi u) hodic quanh khéi u (xung quanh khdi u) clia hop
chit theo sang ché c6 thé tryc tiép hoat hod viéc tham nhap infiltrating DC tai chd, tryc
tiép thic day viéc chét theo 1ap trinh clia té bao khéi u hodc 1am cho té bao khdi u nhay

v6i chit gdy doc té bao.

Duoc phém theo sang ché c6 thé & dang ché phém tiém vo trung, nhu hdn dich
nuéc hodc diu tiém vo tring. Hobn dich nay cé thé duoc bao ché theo linh vuc da biét
bang cach st dung céc chat 1am phén tan hodc thim wét thich hop va céc chét tao hdn
dich néu trén. Ché phdm tiém vo khuén cfing c6 thé 1a dung dich hodc huyén phu tiém vo
khuén trong chit pha lodng hogc dung mdi khéng doc, sir dung duge theo duong ngoai
tiéu hoa, nhu dung dich trong 1,3-butan-diol hodc dugc bao ché dudi dang bdt dong khod
nhanh. Trong sb c4c chat din thubc va dung mdi chap nhan duge ma cé thé dwoc str dung
14 nude, dung dich Ringer va dung dich natri clorua dang trrong. Ngoai ra, cac dau cb
dinh v6 khuén thong thuong c6 thé duoc str dung 1am dung mdi hodc mdi truong huyén
phu hoéa. Nhiam muc dich nay, diu 6n hoa, c¢b dinh bat ky c6 thé duogc st dung bao gém
c4c mono hodc diglyxerit tbng hop. Ngoai ra, axit béo nhu axit oleic ciing ¢6 thé duogc sir

dung trong viéc bao ché cc che pham ti€m.

Ché phdm thich hop d& ding khu trii trong miéng bao gdm vién ngdm bao gom
hoat chét trong nén tao hwong, thudng 13 sucroza va acaxia hodc tragacanth; vién hinh
thoi bao gdm hoat chat trong nén tro nhu gelatin va glyxerin, hodc sucroza va acaxia; va

nuéc miéng bao gdm hoat chat trong chét mang 16ng thich hop.
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Céc ché phim dé dung theo dudng am dao c6 thé & dang thude dat Am dao, bing
vé sinh dang que, kem, gel, hd nhao, bot, hodc ché pham phun chita thém céc chét, ngoai

thanh phan hoat tinh, nhu cac chit mang da biét trong linh vyc k¥ thuét nay 14 thich hop.

Ché pham thich hop dé dung ngoai dudng tiéu hod bao gdm dung dich tiém v
tring déng truong trong nudce hodc khong chira nuée, c6 thé chura chit chdng oxy hoéa,
chét dém, chit kim khuén, va dung dich khién cho ché pham c6 tinh déng truong v6i mau
cta nguodi nhan du dinh, va hdn dich v tring chita nuwéc hodc khong chira nude cd thé
bao gdm chit tao hdn dich va chit 1am dic. Cac ché phim c6 thé dugc chira trong b
chira bit kin & dang liéu don vi hodc da lidu, vi dy, ampun va 6ng thudc tiém, va c6 thé
bao quan trong didu kién sdy kho lanh (d6ng kho nhanh) ma chi doi hoi viée bd sung chét
mang long tiét trung, vi dy, nudc dé tiém, ngay trudc khi stt dung. Dung dich va hdn dich
tiém c6 thé duoc didu ché tir cac loai bot, thudc cdm va vién nén tiét tring duge md ta

trén day.

bidu tri phbi hop

Hop chét theo séng ché c6 thé truc tiép hoic c6 thé duoc két hop véi ta duoc duge
dung, v6i lwong du dé gay ra, cai bién, hoic kich thich dap img mién dich phu hop. Dap
{mg mién dich can bao gém, nhung khong chi giéi han &, dap Uimg mién dich dic hiéu,
déap tng mién dich khong dic hiéu, ca hai ddp vimg déc hiéu va khong dic hi€u, dap ung
bAm sinh, d4p tmg mién dich so cAp, sw mién dich thich tmg, dép ‘mg mién dich thu cp,
d4p tmg mi&n dich trf nhé, hoat ho4 t& bao mién dich, ting sinh té bao mién dich, biét
hoé té bao midn dich, va biéu hién xytokin. Theo phuong 4n nhét dinh, hop chat va dugc
phim ctia né duge mé ta trong ban md ta nay 1 dugce dimg két hop v6i mot hoge nhiéu
duoc phim bd sung bao gdm vacxin dy dinh d¢ kich thich dap tmg mién dich cho mdt
hodc nhiéu khang nguyén xé4c dinh trudc; chét bd trg; CTLA-4 va chét d6i khéng con

dudng PD-1, lipit, liposom, tic nhan ho tri liéu, dong t& bao didu bién mién dich, v.v..
Hop chét va dugc phédm clia né duoc mo ta trong ban mo ta nay c6 thé dugc ding

trudce, sau, va/hodic dong thoi véi duge phim hozic phuong thuc tri liéu hodc dy phong

bd sung. Céc chét nay bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢, phan t d6ng kich thich B7,
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intolokin-2, interferon-g, GM-CSF, chit déi khang CTLA-4, phdi tir OX-40/0X-40, phdi
tir CD40/CD40, sargramostim, levamisol, virut bénh d4u mua, Bacille Calmette-Guerin
(BCG), liposom, phén, t4 duge Freund hoan chinh hoéc khong hoan chinh, ndi doc tb
giai doc, ddu khoang, cac chit hoat dong bé mit nhw lipolecithin, pluronic polyol,
polyanion, peptit, va diu hoic nhil twong hydrocacbon. Chat mang dé gy ra déap ung
mién dich t& bao T ma né kich thich wu tién dap tng té bao T tiéu t& bao chong lai dép
{mg khang thé duoc wu tién, mic du cling c6 thé sir dung céc chat kich thich ca hai loai
dap Ung ndy. Trong trudong hop khi tdc nhan 1a polypeptit, c6 thé duoc dung chinh
polypeptit hodc polynucleotit ma hod polypeptit nay. Chit mang c6 thé 1a té bao, nhu té
bao trinh dién khang nguyén (antigen representing cell-APC) hodc té bao 6 tua. Té bao
trinh dién khang nguyén bao gbm cac loai té bao nhu dai thuc bao, té bao cb tua va té
bao B. Céc té bao trinh dién khang nguyén chuyén nghiép khac bao gdm bach cau don
nhan to, t& bao Kupffer ving mép, vi t& bao thin kinh dém, té bao Langerhans, té bdo c6
tua dang xuyén thiu, té bao c6 tua c6 nang, va té bao T. Cling c6 thé sir dung té bao trinh
dién khang nguyén ngiu nhién. Cac vi du vé té bao trinh dién khang nguyén tiy y bao
gdm té bao hinh sao, té bao c6 nang, t& bao biéu md va nguyén bao soi. Chit mang c6
thé 12 t& bao vi khudn ma dugc bién napdé biéu hién polypeptit hodc d8 phan phdi
polynucleotit ma tiép theo duge bidu hién trong té bio ctia c4 thé @3 duogc ching ngira.
Chét bd trg, nhu nhdm hydroxit hodc nhdm phosphat, c6 thé bd sung dé 1am ting kha
nang cua vacxin dé khoi mao, 1am ting, hodc kéo dai dap tng mién dich. Céc nguyén
lidu bd sung, nhu xytokin, chemokin, va trinh tir axit nucleic cta vi khuén, nhu CpG, chét
cht van thu thé kiéu toll (TLR) 9 cfing nhu céc chét cha van bd sung cho TLR 2, TLR 4,
TLR 5, TLR 7, TLR 8, TLRY, bao gdm lipoprotein, LPS, monophosphoyl lipit A, axit
lipoteichoic, imiquimod, resiquimod, va thém vao dé chit chil van gen kich thich axit
retinoic I (RIG-I) nhu poly I:C, dugc st dung riéng biét hodc trong t hop v6i duge phdm
d mo ta cling 12 chét bd tro tiém nang. Céc vi du dai dién vé chit bd trg bao gdm cac ta
duoc tong hop QS-21 chira saponin ddng nhét dwoc tinh ché tir bo cdy Quillaja saponaria
va Corynebacterium parvum (McCune et al., Cancer, 1979; 43:1619).

Phuong phép dung d6ng thoi v6i tic nhan tri liéu b sung 1a d3 biét 18 trong linh
vuc nay (Hardman, et al. (eds.) (2001) Goodman and Gilman’s The Pharmacological
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Basis of Therapeutics, 10th ed., McGraw-Hill, New York, NY; Pdole and Peterson (eds.)
(2001) Pharmacotherapeutics for Advanced Practice:A Practical Approach, Lippincott,
Williams & Wilkins, Phila., PA; Chabner and Longo (eds.) (2001) Cancer Chemotherapy
and Biotherapy, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., PA). Thong thudng, viéc dung
ddng thoi hodic ding ciing véi céc chi dinh didu tri ddi twong v6i hai hodc nhidu tic nhan,
trong d6 céc tdc nhan nay co thé dugc ding ddng thoi hodc vao céc thoi diém khéc nhau.
Vi du, cac tdc nhan nay cé thé dugc dung cho mdt d6i twong dudi dang dung riéng ré,
ma c6 thé vé co ban clng hozic khéc thoi diém, va ma cé thé qua dudng ding gidng hoic
khéc nhau. C4c tac nhan nay c¢6 thé duoc ding cho mot d6i tugng trong mot 1an dung (vi

du, ciing ché phim) sao cho chiing dugc dung cting mdt thoi diém qua cling dudng dung.

Béi vi cac dac tinh ta dugc cua hop chét theo sang ché, chung con c6 thé dugc
ding két hop véi phuong thic tri liéu khic bao gdm céc vacxin, chat bd trg, khang

nguyén, khang thé, va chét diéu bién mién dich khéc. Cac vi du dugc trinh bay duéi day.

Ta duogc

Ngoai hop chét theo sang ché va duoc phdm ciia n6 dugc md ta trong ban mo ta
ndy, dugc phim hoic céc phuong phap ciia sang ché con c6 thé bao gdm mot hogc nhiéu
chét bd sung ma, vi ban chit ctia chiing, c6 thé c vai tro kich thich hodc theo cach khac
stt dung hé mién dich dé dap tmg lai khing nguyén ung thu c6 mit trén té bao khdi u
dich. Chét b tro ndy bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, lipit, liposom, vi khuén bat
hoat ma n6 gay ra su mién dich bam sinh (vi du, Listeria monocytogenes bét hoat hodc
duoc lam giam doc luc), dugc phém lam trung gian cho viéc hoat hoa mién dich bim
sinh qua thu thé kiéu toll (TLRs), thu thé kiéu (NOD) (NLRs), thu thé kiéu (RIG)-I
(RLRs) trén co s& gen kich thich duoc axit retinoic, thu thé lectin typ C (CLRs) va/hodc
mau phan ti¥ lién hop mam bénh ("PAMPS”). Céc vi du v& PAMP bao gdm lipoprotein,
lipopolypeptit, peptidoglycan, zymosan, lipopolysacarit, neisserial porin, flagellin,
profillin, galactoceramit, muramyl dipeptit. Peptidoglycans, lipoprotein, va axit
lipoteichoic 1a hop phan thanh té bao ctia Gram duong. Lipopolysacarit dugc biéu hién
b&i hiu hét cdc vi khun, véi MPL 13 mdt vi du. Flagellin ding dé chi thanh phén céu

triic cta dudi rau vi khudn ma duoc tiét bdi cdc vi khuan gdy bénh va hoi sinh.
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Galactosylceramit 13 chat hoat hoa t€ bao T giét chét tu nhién (NKT). Muramyl dipeptit

12 m6 hinh peptidoglycan hoat dong sinh hoc chung cuia toan bg cac vi khuén.

Chét (rc ché diém kiém soat mién dich

Hop chét theo séng ché c6 thé duoc sir dung két hop véi chét e ché diém kiém
so4t mién dich, nhu chit tc ché diém kiém so4t mién dich dugc chon tir nhém bao gom
chét d6i khang con dudng CTLA-4, chét d6i khang con dudng PD-1, chit dbi khang con
duong Tim-3, chét d6i khang con dudng Vista, chét d6i khang con dudng BTLA, chit
d6i khang con duong LAG-3, hodc chét dbi khang con dudng TIGIT. Theo mot sd
phuong 4n, cht trc ché diém kidm so4t mién dich duoc chon tir nhom bao gdm khéng
thé khang CTLA-4, khang thé khang PD-1, khang thé khang Tim-3, khang thé khang
Vista, khang thé khang BTLA, khéng thé khang LAG-3, hodc khang thé khang TIGIT.

Hop chiét theo séng ché ¢6 thé duoc sit dung két hop véi chét d6i khang con dudng
CTLA-4. Theo mot s6 phuong én, t6 hop nay dugc st dung d8 didu tri khdi u rén hoic u
méu 4c tinh. CTLA-4 duge cho 12 chit diéu hoa 4m tinh quan trong cua dap Gng mién
dich thich ung. Té bao T duoc hoat hoa didu hoa ting CTLA-4, ma nd gén két CD80 va
CDS86 trén té bao trinh dién khang nguyén véi ai luc cao hon CD28, do do, uc ché su
kich thich t& bao T, su biéu hién gen IL-2 va su ting sinh té bao T. Tac dung khang u cta
viéc phong bé CTLA4 da dugc quan sat thdy & cdc mo hinh chudt méc canxinom truc
trang, ung thu tuyén tidn liét di can, va u hic td di can. Theo mot sd phuong 4n, chat d6i
khéang con dudng con dudng CTLA-4 1a phén tit khang thé khang CTLA-4 dugc chon tur

nhém bao gdm tremelimumab va ipilimumab.

Ipilimumab (khéng thé CTLA-4, con duge biét 1a MDX-010, CAS s6 477202-00-
9) va tremelimumab (IgG2 khang thé don dong truéc day dugc biét 14 ticilimumab, CP-
675,206) 1 khang thé don dong duge nhan tinh héa ma né gén vao CTLA4 ngudi va
ngin nglra sy tuong tac ctia n6 véi CD8O va CD86. Cac chat didu bién mién dich 4m tinh
khac ma c6 thé huéng dich bang chién luoc twong tu bao gdm protein 1 gay chét té

bao theo chuong trinh (programmed cell death 1 - PD-1), chit 1am gidm té bao lympho
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B va T, yéu t ting trudng bién ddi beta, intolokin-10, va yéu t6 ting trudng ndi md mach

mau.

Theo mot s6 phuong 4an, hop chit theo sang ché ¢6 thé dugc st dung két hop véi
khang thé khang CTLA-4 va khang thé khang PD-1. Theo mdt phuong an, t6 hop nay
bao gém phén tir khang thé khang PD-1, vi dy, nhur duge md ta trong ban mo ta nay, va
khang thé khang CTLA-4, vi dy, ipilimumab. Lidu luong vi du c6 thé sit dung bao gdm
lidu lwong phan tir khéng thé khang PD-1 nim trong khoang tir 1 dén 10 mg/kg, vi dy, 3
mg/kg, va liéu lugng khang thé khang CTLA-4, vi dy, ipilimumab, khoang 3 mg/kg.

Hop chit theo sang ché ¢6 thé dugc st dung két hop véi chét d6i khang con dudng
PD-1. Theo mét s& phwong 4n, t6 hop nay dugc sir dung @2 diéu tri khéi u rin hodc u
méu 4c tinh. PD-1 13 chét diéu bién 4m tinh khéc cia dap iing mién dich thich img ma
duoc biu hién trén té bao T d4 hoat hoa. PD-1 gin két véi B7-H1 va B7-DC, va su rang
budc cua PD-1 triét tiéu viéc hoat hoa té bao T. Tac dung khang khdi u d3 dugc chimg
minh bing sy phong bé con dudong PD-1. Phan t khing thé khang PD-1 (vi dy,
Nivolumab (Opdivo® ), pembrolizumab (Keytruda® ), va pidilizumab), va AMP-224 da
duoc thong bio trong cac tai liéu chuyén nganh 1a vi du v& chat phong bé con dudng PD-
1 ma c6 thé hitu ich dé sir dung trong sang ché. Theo mét sb phwong 4n, chét d6i khang
con dudng PD-1 la phan tr khang thé khang PD-1 dugc chon tir nhém bao gbdm

nivolumab, pembrolizumab hodc pidilizumab.

Theo mdt s phwong 4n, chat d6i khang con duong PD-1 1a immunoadhesin
(protein giéng khang thé, vi dy, immunoadhesin bao gdm ty phin gén két ngoai bo hozc
PD-1 cta PD-L1 hodc PD-L2 dugc dung hop véi ving hing dinh (vi du, ving Fc cla
trinh tw globulin mién dich). Theo mot s6 phwong 4n, chét &rc ché PD-1 14 AMP-224 (B7-
DClg; Amplimmune; vi du, dugc boc 16 trong W0O2010/027827 va W02011/066342) 14
thu thé hoa tan PD-L2 Fc ma n6 phong bé su tuong tac gitta PD-1 va B7-HI.

Theo mot sé phwong 4n, chét @i khang con dudng PD-1 1a chit trc ché PD-L1
hodc PD-L2. Theo mot sd phwong 4n, chét trc ché PD-L1 hogc PD-L2 12 khang thé khang
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PD-L1 hoic khéng thé khang PD-L2. Theo mdt s6 phuong 4n, chét trc ché khang PD-L1
duoc chon tir YW243,55.570, MPDL3280A, MEDI-4736, MSB-0010718C, hodc MDX-
1105. Theo mdt sb phuong an, chit (¢ ché PD-L1 1a khang thé khéng PD-L1
MSB0010718C. MSB0010718C (con dugc goi 1a A09-246-2; Merck Serono) la khéng
thé don dong gan két véi PD-L1.

Hop chét theo sang ché ¢4 thé duoc sir dung két hop véi chét dbi khang con dudng
TIM-3. Theo mdt sb phuong an, td hop nay dugc st dung dé didu tri khéi u rén hoic u
mau 4c tinh. Theo mot sé phuong 4n, chét d6i khang con dudng TIM-3 1a khang thé
khang TIM-3. Theo mét s6 phuong 4n, khéng thé khang TIM-3 phan tit duge boc 10 trong
US 2015/0218274, cong bb ngay 6 thang 8 nim 2015, véi tidu d& “Antibody Molecules
to TIM-3 and Uses thereof”.

Hop chét theo séng ché c6 thé duoc sit dung két hop véi chét d6i khang con dudng
LAG-3. Theo mt s phuong 4n, t& hop ndy dugc sit dung dé didu tri khéi u rdn hodc u
méu 4c tinh. Theo mot sd phuong é4n, chét d6i khang con duong LAG-3 1a khang thé
khang LAG-3. Theo mot s6 phuong 4n, phan tir khang thé khang LAG-3 dugc boc 10
trong US 2015/0259420, ndp ngay 13 thdng 3 nam 2015, voi tiéu dé “Antibody
Molecules to LAG-3 and Uses thereof”.

Di hoa axit amin

Hop chét theo sang ché c6 thé duge sir dung két hop véi chit &rc ché chuyén héa
axit amin nhu chit e ché IDO hoic Arginasel hodc Arginase2 dé gy doi khang tic
dung e ché min dich cho té bao min dich e ché mién dich nhu té bao e ché ¢6 nguon

gbe tir tiry xuong.

Con dudng truyén tin hiéu purin

Hop chit theo séng ché c6 thé duogc sir dung két hop voi chit @c ché con dudng
truyén tin hiéu purin nhu chét d6i khang con dudng CD39 va CD73 hodc chét tc ché thy
thé A2A/A2B.
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Chemokin va thu thé chemokin

Hop chét theo sang ché c6 thé duoc st dung két hop véi chét ddi khéang chemokin
hozc thu thé chemokin d8 we ché su tuyén mo cac té bao e ché min dich vao vi moi
truomg khéi u. Vi du, nhung khong chi giéi han &, hop chit theo sang ché c6 thé duoc st
dung trong tb hop voi chat d6i khang CCR2 hodc CCRS dé 1am giam su thAm nhap cla

t€ bao rc ché tiy xuong va t€ bao T diéu hoa.

Chét chi vén thy thé té bao T

Hop chét theo sang ché c6 thé duge st dung két hop véi chit cha van thy thé 8
bao T, nhu chit chi van CD28, chit chii van OX40, chét chii van GITR, chét chi vén
CD137, chét chi vin CD27 hoic chét chii van HVEM.

Hop chét theo sang ché ¢6 thé dugce str dung két hop véi chat chi van CD27. Chét
chi vin CD27 lam vi du bao gém chét chu van khang thé khang CD27, vi du, nhu duge
md ta trong Cong bb don qubc t& s6 WO 2012/004367.

Hop chét theo séng ché ¢6 thé dugc sir dung két hop véi chat chii van GITR. Theo
mot s6 phuong 4n, t& hop nay dugc sir dung dé didu tri khdi u rén hogic u méu 4c tinh.
Chét cht van GITR 1am vi du bao gdm, vi dy, protein dung hop GITR va khang thé khang
GITR (v du, khéng thé khéng GITR hoa tri hai).

Chét chu van TLR

Hop chét theo sang ché c6 thé duoc st dung két hop véi chét cha van thu thé kiéu
Toll. Thuét ngit “thu thé kiéu Toll” (hoic “TLR”) nhu dugce s dung trong ban mo ta nay
ding dé chi thanh vién ctia ho thu thé kiéu toll gém céc protein hodc manh cuia n6 c6 cam
gi4c san pham vi khudn va/hogc khoi mao dap ing mién dich thich tmg. Theo mét phuong
4n, TLR hoat ho t& bao ¢6 tua (DC). Thu thé kiéu Toll (TLRs) 1 ho gdm céc thu thé
nhén dang mAu ma diu tién dugc nhan dién 1a cc chit cam bién cta hé mién dich bam
sinh ma nhan biét dwoc mim bénh vi khuén. TLR bao gdm ho gdm céc phan t m& rong
mang duoc bao toan chira ving ngoai bao gbm céc vung l3p gidu leuxin, mién xuyén

mang va mién TIR (Toll/IL-1R) ndi bao. TLRs nhén biét cAu tric riéng biét trong vi sinh
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vat, thudmg duge goi 13 “PAMPs” (mAu phén tir lién hop v6i mam bénh). Phéi tir gan két
vao TLRs yéu cdu dong théc cta cac con dudng truyén tin hiéu ndi bao ma gy ra viéc

san xuit cac yéu t6 ¢6 lién quan dén bénh viém va sy mién dich.

Chét chu van TLR d4 biét trong linh vuc ndy va hitu ich dé str dung trong séng
ché bao gbm, nhung khong chi giéi han &, cac chét sau:
Pam3Clys, chét chu van TLR-1/2;
CFA, chét chu van TLR-2;
MALP?2, chét cht van TLR-2;
Pam2Cys, chét chu van TLR-2;
FSL-1, cht cht van TLR-2;
Hib-OMPC, chét cht van TLR-2;
axit polyribosinic:polyriboxytidic (Poly I:C), chét cht van TLR-3;
axit polyadenosin-polyuridylic (poly AU), chét cha van TLR-3;
Axit Polyinosinic-Polycytidylic ~dugc lam dn dinh bing poly-L-lysin va
carboxymetylxenluloza
(Hiltonol®), chét chu van TLR-3;
monophosphoyl lipit A (MPL), chét chii vin TLR-4;
LPS, chét chi van TLR-4;
flagellin cua vi khuln, chit chu van TLR-5;
sialyl-Tn (STn), carbohydrat két hop véi muxin MUC1 & mdt s6 nguoi
té bao ung thu va chit chi van TLR-4;
imiquimod, chit chi van TLR-7;
resiquimod, chét chii van TLR-7/8;
loxoribine, chit chi van TLR-7/8; va

CpG dinucleotit (CpG-ODN) khong metyl héa, chét cha van TLR-9.

Vi chét luong t& duge ctia ching, tt hon néu chit chu van TLR duoc st dung két
hop véi vacxin, chit bd trg va/hodc chét diéu bién mién dich khéc, va c6 thé duoc két
hop trong cac t6 hop khac nhau. Do vay, theo cac phuong 4n nhét dinh, hop chit mono-
hodc di-FCDN ma nd gén vao STING va gay ra viéc hoat hod TBK1 phu thudc STING
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va té bao khdi u bat hoat ma no biéu hién va tiet mdt hodc nhiéu xytokin ma né kich thich
su cam Ung, tuyén md va/hodc chin cua t€ bao c6 tua, nhur duge mo ta trong ban mo ta

ndy c6 thé dugc dung cing véi mot hodc nhiéu chat chu van TLR vi muyc dich tri liéu.

Phép tri liéu khang thé

Hop chit theo sang ché ¢6 thé dugce sir dung két hop véi phép khang thé tri liéu.
Theo mot sé phwong én, co ché tac dong ctia phép tri lidu khang thé 1 gay doc té bao boi
t& bao phu thudc khang thé (Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity-ADCC).
ADCC 14 co ché bio vé& mién dich qua trung gian té bao nhd d6 té bao thyc hién cia hé
mién dich phan gidi mdt cach tich cuc té bao dich, ma khang nguyén mang-bé mit cia
né duge gin két bang khang thé dic hiu. Day 12 mot trong sd céc co ché ma qua d6
khang thé, 1a mot phan ctia dap Gng mién dich & ngudi, ¢6 thé c6 vai trd giéi han va chira
bénh nhidm tring. ADCC cb truyén dugc trung gian qua céc té bao giét chét tw nhién
(natural killer-NK); dai thuc bao, bach cdu trung tinh va té bao wa eosin ciing ¢6 thé 1am
trung gian cho ADCC. ADCC la co ché tc dong quan trong ctia cdc khang thé don dong
tri liéu, bao gdm trastuzumab va rituximab, chéng lai khéi u. Hop chét theo séng ché c¢6

thé hoat dong dé 1am cho ADCC c6 tiém ning.

Dudéi day 1a danh sach cac vi du cac khang thé ma c6 thé duge sur dung cung véi

hop chét theo séang ché:

Muromonab-CD3, Infliximab, adalimumab, Omalizumab, Daclizumab,
Rituximab, Ibritumomab, Tositumomab, Cetuximab, Trastuzumab, Alemtuzumab, Lym-

1 Ipilimumab, Vitaxin, Bevacizumab va Abciximab.

Céac khang thé tri liéu bd sung ma c6 thé duogc st dung két hop véi hop chét theo
sang ché bao gdbm chét trc ché thu thé prolactin (PRLR), chét trc ché HER3, chét tic ché
EGFR2 va/hoic EGFR4, chét trc ché M-CSF, khéng thé khang APRIL, hodc khang thé

khang SIRPO hodc khang CD47.

Té4c nhéin hoéa tri liéu
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Theo céc phuong an bd sung cuia cac phuong phap duoc md ta trong ban mod ta
ndy, hop chét theo séng ché dugc str dung két hop véi tac nhan hoa tri liéu (vi du, hop
chét duoc phan tir nhd). Do dd, cac phuong phap con bao gdm budc cho dung cho a6i
tuong luong c6 tac dung tri liéu cua mot hodc nhiéu tac nhan hod tri liéu 1am chét didu
tri hogc t6 hop diéu tri bd sung. Theo phuong 4n nhét dinh, mot hodc nhidu tdc nhan hod
tri liéu duogc chon tir nhém bao gém abirateron axetat, altretamin, anhydrovinblastin,
auristatin, bexaroten, bicalutamid, BMS 184476, 23.,4,5 ,6-pentaflo-N-(3-flo-4-
metoxyphenyl)benzen sulfonamid, bleomycin, N,N-dimetyl-L-valyl-L-valyl-N-metyl-L-
valyl-L-proly-  1-L-prolin-t-butylamit, ~ cachectin, ~ cemadotin, chlorambucil,
xyclophosphamid, 3' 4'-didehydro-4'-deoxy-8'-norvin-caleukoblastin,  docetaxol,
doxetaxel, xyclophosphamid, carboplatin, carmustin, cisplatin, cryptophycin,
xyclophosphamid, cytarabin, dacarbazin (DTIC), dactinomycin, daunorubicin, decitabin
dolastatin, doxorubicin (adriamycin), etoposide, S-flouracil, finasteride, flutamide,
hydroxyurea va hydroxyureataxanes, ifosfamide, liarozole, lonidamin, lomustin
(CCNU), enzalutamide, mechlorethamin (mu tac nito), melphalan, mivobulin isethionat,
rhizoxin, sertenef, streptozocin, mitomycin, methotrexat, taxanes, nilutamide,
onapriston, paclitaxel, prednimustin, procarbazin, RPR109881, stramustin phosphat,
tamoxifen, tasonermin, taxol, tretinoin, vinblastin, vincristin, vindesin sulfat, va

vinflunin.

Theo cac phuong an bd sung ctia cdc phuong phap dugc mo ta trong ban mo ta
nay, hop chit theo sing ché duoc st dung két hop véi tac nhan hod tri liéu va/hodc bd
sung téc nhan dé diéu tri c4c d4u hiéu nhw dwoc mo ta trong cac phuong phép trong ban
mo ta nay. Theo mot s6 phuong 4n, hop chit theo sang ché dugc st dung két hop véi
mot hodc nhiéu tac nhan dugc chon tir nhém bao gém sotrastaurin, nilotinib, 5-(2,4-
dihydroxy-S-isopropylphenyl)-N-ety1-4-(4-(morpholinometyl)phenyl)isoxa-zole-3-
carboxamit,  dactolisib,  8-(6-Metoxy-pyridin-3-yl)-3-metyl-1-(4-piperazin-1-yl-3-
triflometyl-phenyl)-1,3-dihydro-imidazo[4,5-c]quinolin-2-on, 3-(2,6-diclo-3,5-
dimetoxyphenyl)-1-(6-((4-(4-etylpiperazin-1-yl)phenyl) amino)pyrimidin-4-yl)-1-
metylurea, buparlisib, 8-(2,6-diﬂo-3,5-dimetoxyphenyl)-N—(4-((dimetylamino)metyl)-
1H-imidazol-2-yl)quinoxaline-5-carboxamit, (S)-N1-(4-metyl-5-(2-(1,1,1-triflo-2-
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metylpropan-2-yl)pyridin-4-yl)thiazol-2-yl)pyrolidin-1,2-dicarboxamit, (S)-1-(4-
clophenyl)-7-isopropoxy-6-metoxy-2-(4-(metyl-(((1r,4S)-4-(4-metyl-3-oxopiperazin-1-
yl)xyclohexyl)metyl)amino)phenyl)-1,2-dihy-droisoquinolin-3(4H)-on, deferasirox,
letrozole, (4S,5R)-3-(2'-amino-2-morpholino-4'-(triflometyl)-[4,5"-bipyrimidin]-6-yl)-4-
(hydroxymetyl)-5-metyloxazolidin-2-on, (S)-5-(5-clo-1-metyl-2-ox0-1,2-
dihydropyridin-3-y1)-6-(4-clophenyl)-2-(2,4-dimetoxypyrimidin-5-yl)-1-isopropyl-5,6-
dihydropyrolo[3,4-d]imidazol-4(1H)-on, 4-((2-(((1R,2R)-2-
hydroxyxyclohexyl)amino)benzo[d]thiazol-6-yl)oxy)-N-metylpicolin-amit,  imatinib
mesylate, 2-flo-N-metyl-4-(7-(quinolin-6-ylmetyl)imidazo[1,2-b][1,2,4]triazin-2-
yl)benzamit, ruxolitinib, panobinostat, osilodrostat, (S)-N-((S)-1 -xyclohexyl-2-((S)-2-
(4-(4-flobenzoyl)thiazol-2-yl)pyrolidin-1 -yl)-2-oxoetyl)-2-(metylamino)propanamit,
(S)-N-((S)-1-xyclohexyl-2-((S)-2-(4-(4-flobenzoyl)thia-zol-2-yl)pyrolidin-1 -yl)-2-
oxoetyl)-2-(metylamino)propanamit,sonidegib phosphat, ceritinib, 7-xyclopentyl-N,N-
dimetyl-2-((5-(piperazin-1-yl)pyridin-2-yl)amino)-7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-6-
carboxamit, N-(4-((1R,38,5S)-3-amino-5-metylxyclohexyl)pyridin-3-y1)-6-(2,6-
diflophenyl)-5-flopicolinamit,  2-(2',3-dimetyl-[2,4'-bipyridin]-5-y1)-N-(5 -(pyrazin-2-
yl)pyridin-2-yl)axetamit, ~encorafenib, 7-xyclopentyl-N,N-dimetyl-2-((5-((1R,6S)-9-
metyl-4-0x0-3,9-diazabixyclo[4,2,1]-nonan-3 -yl)pyridin-2-yl)amino)-7H-pyrolo[2,3-
d]pyrimidin-6-carboxamit, binime-tinib, midostaurin, everolimus, 1 -metyl-5-((2-(5-
(triﬂometyl)-1H-imidazol—2-yl)pyridin—4-y1)oxy)-N—(4-(triﬂometyl)phenyl)- 1H-
benzo[d]imidazol 2-amin, pasi-reotide diaspartate, dovitinib, (R,E)-N-(7-clo-1 -(1-(4-
(dimetylamino)but-2-enoyl)azepan-3-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-2-
metylisonicotinamit, N6-(2-isopropoxy-5-metyl-4-(1-metylpiperidin-4-yl)phenyl)-N4-
(2-(isopropylsulfonyl)-phenyl)-1H-pyrazolo [3,4-d]pyrimidin-4,6-diamin,  3-(4-(4-((5-
clo-4-((5-metyl-1H-pyrazol-3-yl)amino)pyrimidin-2-yl)amino)-5-flo-2-
metylphenyl)piperidin-1-yl)thietan 1,1-dioxit, 5-clo-N2-(2-flo-5 -metyl-4-(1-(tetrahydro-
2H-pyran-4-yl)piperidin-4-yl)phenyl)-N4-(5-metyl-1H-pyrazol-3 -yl)pyrimidin-2,4-
diamin, 5-clo-N2-(4-(1-etylpiperidin-4-yl)-2-flo-5-metylphenyl)-N4-(5-metyl-1H-

pyrazol-3-yl)pyrimidin-2,4-diamin, valspodar, va vatalanib sucxinat.
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Theo céc phuong 4n khéc, hop chét theo sang ché ¢6 thé duoc sir dung két hop
v6i chat trc chd PKC, chit itc ché BCR-ABL, chét tre ché HSP90, chit e ché PI3K
va/hodc mTOR, chit e ché FGFR, chit tic ché PI3K, chét tc ché FGFR, chit tc ché
PI3K, chét tic ché sic t t& bao P450 (vi du, chit e ché CYP17), chit G ché HDM2,
chét trc ché aromataza, chit trc ché su twong téc p53 va/hodc p53/Mdm2, hogc chét tc

ché CSF-1R tyrosin kinaza.

Céc dugc pham thich hop bao gdm, vi du, vién nén, vién nang, thudc dan, dung
dich - dic biét 1a dung dich tiém (dudi da, trong tinh mach, trong bép) va truyén - con
ngot, hdn dich hodc bot phan tan dwge. Ham luong cua (cac) hop chét ¢6 hiéu qua duoc
1y cAn phai nim trong khoang tir 0,1 dén 90% khéi lugng, t6t hon tir 0,5 dén 50% khdi
luong cia téng thanh phan ché pham, tic 12 véi cac lugng du dé dat duoc pham vi liéu
luong dugc xéc dinh dudi ddy. Néu cin, lidu lugng da dinh c6 thé duge ding vai lan

trong mdt ngay.

Lidu luong cua céc thanh phan td hgp néu trén thong thudng bing 1/5 lidu thap

nhat thudng dugc khuyén céo dén 1/1 1idu thuong duoc khuyén cdo.

Theo khia canh khéc, sang ché boc 16 phwong phap didu tri bénh hoc tinh trang
¢6 lién quan hodc didu hoa duge bang, hoic c6 thé bi anh huéng bdi vide diéu hoa STING
& d6i twong mic bénh, phuwong phip ndy bao gbm bude ding cho d6i tuong méic bénh,
t6t hon 1 nguoi, can duoc didu tri, mot lugng c6 tac dung diéu tri cta hop chét theo sang
ché két hop v6i mdt luong cb tic dung didu tri ctia mot hodc nhiu tac nhan tri liéu bd

sung dugc mo ta trén day.

Viéc st dung hop chét theo sang ché két hop véi chét tri liéu bd sung c6 thé dién

ra dong thoi hoic tai cac thoi diem xen k&.
Hop chét theo sang ché va mot hodc nhiéu tac nhan tri liéu bo sung ca hai déu c6

thé c6 mit cling nhau trong mdt ché phim phdi ché, hodc riéng biét trong hai ché phdm

phéi ché gibng nhau hodc khéc nhau, vi du, & dang duge goi 1a bo kit nhiéu phan.
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Do d6, theo khia canh khac, sang ché dé cap dén duoc phém chira hop chét theo
sang ché va mot hozc nhiéu tac nhan tri liéu bd sung mé ta & trén va sau day, tiy ¥ clng

v6i mot hodc nhidu chit mang va/hoic chét pha lodng tro.

Céc dau hiéu va loi ich khac cua sdng ché s& trd nén rd rang tir cac vi du chi tiet

hon nita dudi ddy, cac vi du ndy minh hoa, theo céc vi du, cac nguyén ly clia sang cheé.

Vi du thwe hién sang ché
Téng hop hop chét theo sang ché
Luu y k¥ thuat chung

Thuat ngit “nhiét 46 moi truong” va "nhiét do trong phong" dugc st dung 14n nhau
vA dé chi nhiét do khoang 20°C, vi du, 15 dén 25°C.

Theo quy dinh, phd 1H-NMR va phd khdi duge thu thap véi hop chét didu ché
duoc. Trir khi c6 quy dinh khéc, tht ca cac thao tac sic ky duoc tién hanh & nhiét d6 trong
phong. Trong qué trinh tbng hop dinucleotit dang vong, viéc 1am bay hoi dung moi
thuong duge tién hanh béang cach 1am bay hoi kiéu quay dudi ap suit giam véi nhiét do
bé nude khong vuot qua 35°C. Ngoai ra, trong qué trinh tdng hop dinucleotit dang vong,
phan Ung dugc tién hanh trong moi trudng nito hodc argon.

Phd cong hudng tir hat nhdn (NMR): Véi phd 'H, d6 chuyén dich héa hoc dugc
tham chiéu dén tin hiéu dung moéi DMSO (2,50 ppm) hodc, véi két qua do trong D20,
dén DSS (axit 4,4-dimetyl-4-silapentan-1-sulfonic). Ph6 >'P NMR dugc tham khéo gidn
tiép bang cach so sanh tin sb tuyét déi cua 'HA'P (Bruker BioSpin GmbH, phin mém:
TopSpin, chuong trinh au: xsi). Toan b cac phd *'P NMR duoc ghi véi viée khir ghép

proton.
Danh séach céc chit viét tit

ACN axetonitril

aq. trong nudc
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°C do6 Celsius

DA mang diot

DBU diazabixyclo[5.4.0]undec-7-en

CEP (2-xyanoetyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphoamit

DCM diclometan

DDTT 3-((N,N-dimetyl-aminometyliden)amino)-3H-1,2,4-
dithiazol-3-thion

DIPEA diisopropyletylamin

DMAP 4-dimetylaminopyridin

DMF N,N-dimetylformamit

DMOCP 2-clo-5,5-dimetyl-2-0x0-1,3,2-dioxaphosphorinan

DMT 4,4’ -dimetoxytrityl

ESI-MS Phd khéi ion hoa phun dién

EtOAc etyl axetat

eq duong luong

RO sic ky nhanh, SiO, dugc st dung néu khong c6 chi tiét
khac duoc duara

h gio

HCl clohydric

HATU [dimetylamino-(1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin-3-yloxy)-
metylen]-dimetyl-amoni hexaflophosphat

HPLC sic ky 1ong hiéu ning cao

L Lit

LiHMDS lithi hexametyldisilazit

m/z ty 18 khdi lugng trén dién tich

MeOH metanol

min phut

mL mililit

MS phd khbi

n.d. khéng dugc xac dinh

NH4OH dung dich NH3 trong nudc
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diclo[1,3-bis(2,6-Di-3-pentylphenyl)imidazol-2-
yliden](3-clopyridyl)palladium(II)

psi pao trén inso vudng

RT Nhiét d6 trong phong (khoang 20°C)

SEM 2-(trimetylsilyl)etoxymetyl

Sol dung mdi

TBS tert-butyl-dimetylsilyl

TEA trietyl amin

TEAF trietylamoni format

TF / TFA axit trifloaxetic

TFAA anhydrit ctia axit trifloaxetic

THF tetrahydrofuran

R thoi gian duy tri tinh bang phut
CAu hinh HPLC phan tich:

Chu hinh A (gradient HPLC):

VWR Hitachi: bom L-2130; VWR Hitachi: thiét bi 14y mAu tu dong L-2200; VWR
Hitachi: 10 cot L-2350 (dat ¢ 30°C); VWR Hitachi: thiét bi do UV/Vis budc song thay

dbi dwoc L-2400; phin mém EZChrom phién ban 3,3,1 SP1.

YMC*GEL ODS-A 12 nm (10 pm; 250 x 0,4 mm)) kénh A= 20 mM TEAF (pH=6,8)
trong nudc; kénh B= 100 % axetonitril, 20 mM TEAF (pH=6,8). Gradient: 0 pht 100 %
A; 30 phut 100 % B; 40 phit 100 % B, 30°C; luu luong: 1,0 mL/phut; UV 261 nm;

Céu hinh B (HPLC dang dong):

VWR Hitachi: bom L-7100; VWR Hitachi: thiét bi do UV/Vis budc séng thay ddi duoc

L-7400; VWR Hitachi: bd tich hgp D-7500.

Phan tich HPLC (cdu hinh C; YMC*GEL ODS-A 12 nm (10 pm; 250 x 0,4 mm)) 11 %
axetonitril, 20 mM TEAF (pH=6,8) trong nudc; luu lwong: 1,0 mL/phut; UV 264 nm;

Phan tich LC-MS:
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Hé HPLC: VWR Hitachi: bom L-2130; VWR Hitachi: thiét bi 14y mau ty dong L-2200;
VWR Hitachi: 10 ¢t L-2300; VWR Hitachi: thiét bi do mang diot L-2450; Agilent:
OpenLab

Hé MS: quang phd ké Bruker Esquire LC 6000

HE A

Cot: Kromasil 100-5 Cg, 5 pm, 50 mm x 3 mm.

Luu lwong: 0,4 mL/phit, 35°C, khoang do UV: 220-300 nm

Phé khéi: Ghi duoc trén thit bi quang phd khdi sir dung viée ion héa phu dién duong va
am tinh

Dung méi: A: axetonitril

B: nudc
C: 20 mM NHsHCOs3 (pH=7) trong nuéc
Gradient:  Thoigian A% B% C%

0 20 75 5
20 95 0 5
23 95 0 5
24 20 75 5
30 20 75 5

Chuén bi mAu: MAu (2 pL 10 pL) duge hoa tan trong 175 pL axetonitril va 175 uL nudée,
thé tich bom 2 pL 10 pL.

HéB
Cot: ACE3 AQ 110-3 Cyg, 5 pm, 50 mm x 3 mm.
Luu lugng: 0,4 mL/phut, 35°C, khodng do UV: 220 300 nm
Phé khdi: Ghi duoc trén thiét bi quang phd khéi str dung viéc ion héa phu dién dwong va
am tinh
Dung méi:  A: axetonitril
B: nuéce

C: 20 mM NHsHCO; (pH=7) trong nudc
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Gradient:  Thoigian A% B% C%

0 2 93 5

20 60 35 5

23 95 0 5

24 2 93 5

30 2 93 5
Nha cung cip thiét bi: Agilent
MO ta: Agilent 1200 v6i b do DA va MS
Tén phuong phép: He¢ C
Cot: Sunfire, 3 x 30 mm, 2,5 pm
Nha cung cip cot: Waters
Gradient/Dung % Dung mo6i % Dung mdi  [Luu luong Nhiét 4o [°C]
moi [H20,0,1%TFA] [Axetonitril]  [[ml/phit]
Thoi gian [phut]
0,00 97 3 2,2 60
0,20 97 3 2,2 60
1,20 0 100 2,2 60
1,25 0 100 3 60
1,40 0 100 3 60
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Nha cung cap thiét bi: Agilent
MO ta: Agilent 1200 v6i bd do DA va MS
Tén phuong phép: Hé D
Cot: XBridge C18, 3 x 30 mm, 2,5 pm
Nha cung cap cot: Waters
Gradient/Dung % Dung mbi % Dung méi  [Luu lugng INhiét do [°C]
moi [H20,0,1%NH3] [Axetonitril]  [[ml/phut]
Thoi gian [phut]
0,00 97 3 2,2 60
0,20 97 3 2,2 60
1,20 0 100 2,2 60
1,25 0 100 3 60
1,40 0 100 3 60
Nha cung cép thiét bi: Agilent

0 ta: Agilent 1200 v6i b9 do DA va MS
Tén phuong phép: HE E
Cot: Stable Bond, 3 x 30 mm, 1,8 pm

Nha cung cap cot:

Agilent

Gradient/Dung % Dung mdi % Dung m6i  [Luu lugng Nhiét do [°C]
moi [H20,0,1%TFA] |[Axetonitril]  |[ml/phut]

Thoi gian [phut]

0,00 97 3 2,2 60

0,20 97 3 2,2 60

1,20 0 100 2,2 60

1,25 0 100 3 60

1,40 0 100 3 60
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Nha cung cip thiét bi: Agilent

MO ta: Agilent 1200 véi b do DA va MS
Tén phuong phap: HE F

Cot: Nucleodur SiOH, 3 x 30 mm, 5,0 pm
Nha cung cip cot: Macherey-Nagel

Gradient/Dung %o Dung moi % Dung mdi  [Luu luong INhiét do [°C]
moi DCM MeOH [ml/phut]

Thoi gian [pht]

0,00 100 0 2,5 30
0,60 100 0 2,5 30
1,80 05 S 2,5 30
2,60 75 25 2,5 30
3,00 50 50 2,5 30
3,10 0 100 2,5 30
3,50 0 100 2,5 30
3,55 100 0 2,5 30
3,80 100 0 2,5 30
5,00 100 0 3,0 30
5,20 100 0 3,0 30

Quy trinh téng hop céc hop chit trung gian
Hop chit trung gian 1.1
Imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit (1-(B-D-ribofuranosyl)imidazo[4,5-d]pyridazin-

4(5H)-on)
N

oo . )
: ~ NH
N

s,
<& K3

HO OH

Hop chét néu & dé muc nay duoc didu ché nhu duge mo ta trong J. Chem. Soc.
Perkin Trans. 1 1989, 1769-1774.
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Hop chét trung gian 1.2
5’-DMT-imidazopyridazinon-f3-D-ribofuranosit

o/

—0

Imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit (Hop chét trung gian 1.1, 4,00 g, 14,9
mmol) duoc tao hdn hop ddng sdi véi pyridin khan (3 x 20 mL), lam kho trong chdn
khéng va hoa tan trong pyridin khan (25 mL). B sung dung dich chita 4,4'-dimetoxytrityl
clorua (5,05 g, 14,9 mmol) trong pyridin khan (15 mL) vao dung dich nay va hdn hop
phan Ung nay dugc khudy trong 1 h & nhiét d6 trong phong. Hbn hop phéan tmg ndy duge
lam bay hoi dudi ap suit giam va cin thu duge dugc tinh ché bang HPLC pha dao didu
ché (X-Bridge C18, axetonitril/ nuéc NHs)
LC-MS (h¢ D):
tret = 0,82 phut; ESI-MS: 571 [M+H]"

Hop chét trung gian 1.3-a va Hop chét trung gian 1.3-b
5°-.DMT-2’-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit (Hop chét trung gian 1.3-a) va
5’-DMT-3’-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit (Hop chét trung gian 1.3-b)

Hop chét trung gian 1.3-a Hop chét trung gian 1.3-b
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5’-DMT-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit (Hop chét trung gian 1.2, 5,30 g,
9,29 mmol) dwoc tao hdn hop ddng s6i véi pyridin khan (3 x 30 mL), 1am kho trong chdn
khéng va hoa tan trong pyridin khan (20 mL). B6 sung imidazol (1,90 g, 27,9 mmol) va
tert-butylclodimetylsilan (1,54 g, 10,2 mmol) vao dung dich nay va hdn hop phan tmg
ndy duoc khudy trong 6 h & nhiét do trong phong. Hdn hop phéan tmg ndy dugc cho phan
b6 gitta diclometan va nuéc. Lép hitu co duge tach va 16p nude dugce chiét bing
diclometan. Gom dich chiét hitu co, rira bang nuée mudi, 1am kho sir dung phbi liéu thiry
tinh ky nude va lam bay hoi duéi 4p sut giam. Cin thu duge duge tinh ché bang sic ky
cOt 4p sudt trung binh (silicagel, gradient 5-20% axeton trong diclometan).
LC-MS (h¢ F):

Hop chit trung gian 1.3-a : tret = 1,57 phut; ESI-MS: 685 [M+H]*
Hop chét trung gian 1.3-b: tret = 1,67 phut; ESI-MS: 685 [M+H]*

Hop chit trung gian 1.4
5°-DMT-3’-TBS-2’-CEP-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit

o/

< Y

5°-DMT-3’-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit (Hop chét trung gian
1.3-b, 1,75 g, 2,56 mmol) duogc tao hdn hop ddng sbi v6i axetonitril khan (3 x 25 mL),
1am khd trong chdn khong va hoa tan trong diclometan khan (45 mL). B6 sung 2-
xyanoetyl N,N,N',N'-tetraisopropylphosphorodiamidit (1,62 mL, 5,12 mmol) va tetrazol
(5,69 mL dung dich 0,5 M trong axetonitril, 2,85 mmol) vao dung dich nay va hdn hop
phan Gng nay duoc khudy & nhiét do trong phong trong 4 h. H&n hop phan ng nay duge
pha lodng véi diclometan va rira bang dung dich nuéc natri hydro cacbonat. Lép hitu co
duoc tach va 16p nude duoe duge chiét bing diclometan. Gom dich chiét hitu co, lam
kho st dung phéi lidu thity tinh ky nuée va lam bay hoi dudi ap sut giam. C#n thu dugc

duoc tinh ché bang sac ky cot ap suét trung binh (silicagel (kht hoat hoa bang trietylamin
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trong diclometan), gradient 20-100% etyl axetat (3% trietylamin) trong xyclohexan). San
phim thu dugc dudi dang hdn hop chét ddng phan khong dbi quang.

LC-MS (hé D):

tret = 1,33 phut; ESI-MS: 885 [M+H]*

3P NMR (162 MHz, 303 K, CDCl3) § 150,9 va 149,7 ppm.

Hop chit trung gian 1.5
5°-OH-2’-TBS-3’-H-phosphonat-N°-Bz-adenosin
—N
o .= NHBz
& 2 N
o omBS =

7

0”fi~OH

N¢-Bz-5’-DMT-2’-TBS-3’-CEP-adenosin (thu dugc tir ChemGenes, 0,890 g, 0,90
mmol) duge hoa tan trong axetonitril (15 mL) va nuée (0,033 mL, 1,83 mmol, 2 duong
lugng) ¢ nhiét d6 trong phong. B6 sung pyridini trifloaxetat (0,210 g, 1,09 mmol, 1,2
dwong lwong) va hdn hgp phan tmg nay dugce khudy & nhiét d6 trong phong trong 10 phut.
B& sung tert-Butylamin (10 mL, 95,7 mmol) va hdn hop phén tmg nay dugc khudy &
nhiét do trong phong trong 30 phut. Hon hop phan img nay dugc lam bay hoi dudi dp
sudt giam, hoa tan lai trong axetonitril khan (25 mL) va lam bay hoi duéi ép suét giam
d2 tao ra bot mau tring d&én khéng mau. Cin dugc hoa tan trong diclometan (25 mL) va
nude (0,162 mL, 9 mmol, 10 duong lugng). B6 sung axit dicloaxetic (0,670 mL, 8,12
mmol, 9 duong luong) trong diclometan (25 mL) va dung dich mau da cam thu dugc
dugc khudy & nhiét @ trong phong trong 10 phut. B& sung pyridin (1,31 mL, 16,23 mmol,
18 duong luong) va hdn hop phan ung nay dugc khudy & nhiét do trong phong trong 5
phut.
Phan tich LC-MS nguyén liéu tho xac nhan sy c6 mit cua Hop chét trung gian 1.5.
LC-MS (h¢ A):
tret = 3,10 pht; ESI-MS: 550 [M+H]*

Binh phan tng dugc day nép, bit kin cAn than va bao quan & + 2°C trong 16 gio. Dung

mdi duoc 1am bay hoi dudi ap suat gidm va cin dugc tao hon hop dong sdi v6i axetonitril
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khan (4 x 15 mL). Trong qué trinh 1am bay hoi cubi ciing, dung dich duge cd dén khoang
5 mL cudi cing hdn hop ddng s6i. Dung dich chita Hop chit trung gian 1.5 khan thu

duoc dugce dugce st dung ngay 1ap tle trong cac bude tiép theo ctia phan tmg.

Hop chét trung gian 1.6
5’-OH-3’-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-xyanoetyl-
phosphorothioat-2’-TBS-3’-H-phosphonat-N°®-Bz-adenosin dime thing

S, O(CHz)zCN

W =~ ~NHBz
\? 'OTBS
HP

OTBS

\

5°-DMT-3’-TBS-2’-CEP-imidazopyridazinon-p-D-ribofuranosit (Hop chit trung
gian 1.4, 1,340 g, 1,51 mmol, 1,7 dwong lugng) dugce tao hén hop déng sO1 v&i axetonitril
khan (4x10 mL). Trong qua trinh 1am bay hoi cudi ciing dung dich duge c6 dén khoang
3 mL hdn hop dong sbi cubi cing. B6 sung dung dich thu dwugc vao 5°-OH-2’-TBS-3’-
H-phosphonat-N°-Bz-adenosin (Hop chét trung gian 1.5) hoa tan trong khoédng 5 mL
axetonitril khan (lvong 1y thuyét ctia chit mong mudn: 0,495 g, 0,90 mmol) & nhiét 4§
trong phong. Hén hop phan tng nay dugc khudy & nhiét d6 trong phong trong 30 phut.
B6 sung ((V,N-dimetylamino-metyliden)amino)-3H-1,2,4-dithiazolin-3-thion (DDTT)
(0,203 g, 0,99 mmol, 1,1 duong lugng) va hdn hop phan g nay duoc khudy & nhiét 4o
trong phong trong 30 phut. Cac chét d& bay hoi dugc 1am bay hoi dudi 4p suat giam va
can duoc hoa tan trong diclometan (25 mL) va nude (0,162 mL, 9 mmol, 10 duong luong).
B6 sung axit dicloaxetic (1,340 mL, 16,24 mmol, 18 dwong luong) trong diclometan (25
mL), va dung dich mau da cam duoc khudy & nhiét @ trong phong trong 20 phut. B
sung pyridin (10 mL) v hdn hop phan tmg nay duoc khudy & nhiét do trong phong trong
S phut.
Phén tich LC-MS nguyén liéu th6é xac nhén sy c6 mét ctia Hop chit trung gian 1.6 duéi
dang hdn hop céc chat ddng phan khong di quang.

LC-MS (hé A):

Hop chit trung gian 1.6-a: tret = 7,36 phiit; Hop chét trung gian 1.6-b: tret = 7,57 phut;
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ESI-MS: 1063 [M+H]* dbi v6i mdi chit ddng phan khong dbi quang.

Binh phan tng duoc day ndp, bit kin cn than va bao quén & + 2°C trong 16 gio.
Hon hop nay duogc 1am bay hoi dudi ap suit giam va cin dugc lam d6ng bay hoi véi
pyridin khan (2 x 20 mL) dudi ap suét giam. Bb sung mot phan 40 mL pyridin khan nita
v cin duge cd dusi &p suét giam dén khoang 20 mL tdng thé tich Dung dich chira Hop
chét trung gian 1.6 khan thu dugc duc_ré str dung ngay lép tirc trong cac bude tiép theo

cua phéan Ung.

Hop chét trung gian 1.7
3°-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5')-xyanoetyl-phosphorothioat-2’-
TBS-N°¢-Bz-adenosin-(3'—5")-phosphorothioat dime vong

5, P(CHz),CN
_P—0

Qmm e

OTBS

B6 sung 2-clo-5,5-dimety1-1,3,2—dioxaphosphorinan 2-oxit (DMOCP) (0,581 g,
3,15 mmol, 3,5 duong lugng) vao 5’-OH-3’-TBS-imidazopyridazinon-B-D-
ribofuranosit-(2'—5')-CE-PS-2°-TBS-3’-H-phosphonat-N°-Bz-adenosin thd (Hop chét
trung gian 1.6) (Iuong 1y thuyét ciia chit mong mudn qué trinh diéu ché chét tho: 0,957
g, 0,90 mmol) trong pyridin khan véi tdng thé tich khoang 20 mL. Hon hop thu duge
duoc khuéy & nhiét d6 trong phong trong 20 phut. B sung nuée (0,570 mL, 31,6 mmol,
35,1 dwong lugng) va 3H-1,2-benzodithiol-3-on (0,230 g, 1,37 mmol, 1,5 duong luong)
va tiép tuc khudy & nhiét do trong phong. Sau 20 phut, hdn hop phan tmg nay dugce rét
vao dung dich chira natri hydro cacbonat (4,500 g, 53,6 mmol) trong 150 mL nude va lic
& nhiét do trong phong trong 5 phut, tiép theo 12 bd sung hdn hgp gbm etyl axetat metyl-
tert-butylete (150 mL, 1:1). Pha hitu co dugc tich va pha nude duge chiét thém hai 1an
bang etyl axetat metyl-tert-butylete (2 x 75 mL, 1:1). Gom céc pha hitu co, Jam kho bang
khan magie sulfat, tiép theo 12 1am bay hoi dung méi dudi 4p sut giam va cudi cling 1am

ddng bay hoi v6i 100 mL toluen khan. Nguyén ligu thd dugc tinh ché bing sic ky nhanh
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didu ché (160 g silicagel, gradient 0-12,5% MeOH trong diclometan) dé tao ra 0,78 g
Hop chét trung gian 1.7 d4 1am giau tinh khiét (hdn hop chét ddng phan khéng d6i quang).
LC-MS (hé A): »

Hop chét trung gian 1.7-a: tret = 7,56 phit; Hop chét trung gian 1.7-b: tret = 8,18 phut;
Hop chét trung gian 1.7-c: tret = 9,02 phut; Hop chét trung gian 1.7-d: tret = 10,17 phut;
ESI-MS: 1077 [M+H]* déi v6i mdi chit ddng phan khong dbi quang.

Hop chét trung gian 1.8
3°-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-phosphorothioat-2’-TBS-

adenosin-(3'—5")-phosphorothioat dime vong

Hs 9
NIV T N7
HWN s (o) AN NHZ
N= Q'OTBS TN
o—F. 0TBS

B6 sung 125 mL metylamin 33 % trong etanol tuyét d6i vao 3°-TBS-
imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5'")-xyanoetyl-phosphorothioat-2’ -TBS-N¢-
Bz-adenosin-(3'—5")-phosphorothioat d& 1am giau tinh khiét (Hop chit trung gian 1.7,
0,780 g) va dung dich thu dugc dugc khuéy & nhiét dd trong phong trong 4 gid. Toan bd
céic chat d& bay hoi duge 1am bay hoi dudi 4p suat gidm va 1am kho tiép trong chdn khong
dé taora 0,758 g Hop chit trung gian 1.8 thd (hdn hop chét ddng phan khong d6i quang),
ma no dugc st dung truc tiép trong phan mg tiép theo.

LC-MS (hé A):

Hop chét trung gian 1.8-a: tret = 1,47 phut; Hop chét trung gian 1.8-b: tret = 3,60 pht;
Hop chét trung gian 1.8-c: tret = 3,90 phut; Hop chét trung gian 1.8-d: tret = 5,53 phit;
ESI-MS: 920 [M+H]* d5i v6i mdi chit ddng phan khong ddi quang.

Hop chét trung gian 2.1
5°-QH-2’-F-3’-H-phosphonat-N°®-Bz-2’-deoxyadenosin
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Né-Benzoyl-5’-DMT-2’-F-2’-deoxyadenosin-3’-CEP (thu dugc tir Alfa Aesar)
(1,05 g, 1,20 mmol) dugc hoa tan trong axetonitril (6 mL) va nude (0,043 mL, 2,40 mmol,
2 duong lugng) & nhiét do trong phong. B6 sung pyridini trifloaxetat (278 mg, 1,44 mmol,
1,2 dwong lugng) va hdn hop phan tmg nay duoc khudy & nhiét d trong phong trong 5
phit. Sau do, bo sung tert-butylamin (6,0 mL, 57,1 mmol) va hdn hop phan ing nay dugc
khudy & nhiét do trong phong trong 15 phit. Hon hop phan mg nay duge lam bay hoi
trong chdn khong, hoa tan lai (2x) trong axetonitril khan (12 mL) va lam bay hoi lai trong
chdn khéng dé tao ra bot mau tring dén khong mau. Cin duoc hoa tan trong diclometan
(14,4 mL) va nuée (0,22 mL, 12,0 mmol, 10 duong luong). B6 sung axit dicloaxetic
trong diclometan (6%, 14,4 mL) va dung dich mau da cam thu dugc duge khudy & nhiét
dd trong phong trong 10 phut. B6 sung pyridin (1,64 mL, 20,3 mmol, 17 duong luong)
va hdn hop phan ng nay dugc lam bay hoi trong chdn khong va tao hdn hop dbng sbi
v6i axetonitril khan (3 x 11 mL). Cudi cing, san phdm tho con lai duge 1am kho trong
chan khong cao trong 30 phut nita va dugc sir dung ma khong can tinh ché thém.
Phén tich LC-MS nguyén liéu tho xac nhan sy ¢6 mat cua Hop chét trung gian 2.1.
LC-MS (h§ E):

tret = 0,64 phut ESI-MS: 438 [M+H]".
Hop chét trung gian 2.2

5°-OH-3’-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-xyanoetyl-
phosphorothioat-2’-F-3’ -H-phosphonat-N¢-Bz-2’-deoxyadenosin dime thing
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5°-DMT-3’-TBS-2’-CEP-imidazopyridazinon-p-D-ribofuranosit (Hop chat trung
gian 1.4, 1,38 g, 1,56 mmol, 1,0 duong lugng) dugc hoa tan trong axetonitril khan (10
mL) va duge lam bay hoi ddng soi trong chdn khéng. Thao tac nay duoc lap lai ba lan
nita tao ra khoang 5 mL hdn hop d6ng so6i trong binh phan g vao 14n 1am bay hoi cubi
clng. B sung 10 miéng ray phan tir (3A) va bd sung hdn hop thu dugc vao 5°-OH-2"-F-
3’-H-phosphonat-N°-Bz-2’-deoxyadenosin (Hop chét trung gian 2.1) dd hoa tan trong
khoang 3 mL axetonitril khan (lugng Iy thuyét ctia chit mong mudn: 523 mg, 1,20 mmol)
& nhiét do trong phong. Hon hop phan tmg nay duoc khudy & nhiét @ trong phong trong
5 phut. B6 sung ((N,N-dimetylamino-metyliden)amino)-3H-1,2,4-dithiazolin-3-thion
(DDTT) (275 mg, 1,34 mmol, 0,9 duong luong) va hdn hop phan ng nay duoc khudy &
nhiét o trong phong trong 30 phut. Cac chét d& bay hoi dugc lam bay hoi trong chdn
khéng va cin duge hoa tan trong diclometan (20 mL) va nudce (0,216 mL, 12 mmol, 7,7
dwong lugng). B6 sung axit dicloaxetic trong diclometan (6%, 19,2 mL) va dung dich
mau da cam thu duge duoc khudy & nhiét d6 trong phong trong 10 phut. Sau giai doan
nay, bd sung pyridin (12 mL) va hdn hop phan tmg nay dugc lam bay hoi trong chdn
khéng. Cubi ciing, san phdm thd con léi dugc 1am kho trong chin khong cao trong 30

phtt nita va dugc sit dung ma khdng cAn tinh ché thém va x4c dinh dic diém.
Hop chét trung gian 2.3

3°-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5')-xyanoetyl-phosphorothioat-2’-
F-N6-Bz-2’-deoxyadenosin-(3'—5")-phosphorothioat dime vong
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Hop chit trung gian 2.2 thd (lwong 1y thuyét t6i da cua chit mong mudn: 1,48 g,
1,56 mmol) dugc hoa tan trong 36 mL pyridin khan va khu dén khoang 20 mL trong
chdn khéng. B6 sung 2-clo-5,5-dimetyl-1,3,2-dioxaphosphorinan 2-oxit (DMOCP) (775
mg, 4,20 mmol, 2,7 duong lugng) va hdn hop thu dugc duge khuéy 0 nhiét do trong
phong trong 5 phut. BS sung nuée (0,75 mL, 41,3 mmol, 26,5 dwong lwong) va 3H-1,2-
benzodithiol-3-on (0,302 g, 1,80 mmol, 1,15 dwong lwong) va tiép tuc khudy & nhiét do
trong phong. Sau 5 phit, hdn hgp phan tmg ndy duge rét vao dung dich chira natri hydro
cacbonat (4,00 g, 47,6 mmol) trong 140 mL nudc va duogc khudy & nhiét do trong phong
trong 5 phit, tiép theo 13 bd sung hdn hop gdm etyl axetat metyl-tert-butylete (140 mL,
1:1). Pha hitu co duge tach va pha nuéc duoc chiét tiép bang etyl axetat metyl-tert-
butylete (1:1). Gom céac pha hitu co va dung moi duoc loai bod trong chdn khong.
Cién con lai duoc hoa tan trong thé tich t6i thiéu diclometan va tinh ché béng sdc ky nhanh
didu ché (silicagel, DCM/MeOH: 100/0 > 80/20). Céc phan doan dwge phén tich bang
HPLC-MS. Gom cac phan doan chira san phim va dung mai loai bé trong chén khong
8 tao ra 900 mg hdn hop gdm céc chit ddng phan khong ddi quang.
Phén tich LC-MS c4c chit x4c nhan sw ¢6 mat ciia Hop chét trung gian 2.3-a/b/c/d.
LC-MS (h§ E):
Hop chit trung gian 2.3-a: tret = 0,95 phut; Hop chét trung gian 2.3-b: tret = 0,98
phut;
Hop chét trung gian 2.3-c: tre = 1,00 phut; Hop chét trung gian 2.3-d: tret = 1,03
phut;
ESI-MS: 965 [M+H]" d6i v6i mdi chit ddng phan khong d6i quang.

Hop chét trung gian 2.4
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3°-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-phosphorothioat-2-F-2’-

deoxyadenosin-(3'—5")-phosphorothioat dime vong

B sung 300 mg (luong 1y thuyét t6i da clia chat mong muén: 0,31 mmol) Hop
chét trung gian 2.3 vao 10 mL metanol va 10 mL dung dich nuéce amoniac (30-33%).
H&n hop thu dugc duge khudy & 50 °C trong 15 h. Hon hop phan tng nay duoc 1am mat
xudng nhiét d trong phong va nito dugc su qua hdn hop nay trong 30 phit. Dung mdi
duoc loai bd trong chdn khéng, hoa tan lai hén hop ndy trong axetonitril khan (30 mL)
va 1am bay hoi lai trong chdn khong. Cin duge nghién v6i axetonitril khan, loc, rira béng
5ml ACN va 1am kho qua dém & nhiét d¢ trong phong. San pham thd dugc hoa tan trong
DMF va tinh ché bing HPLC diéu ché (X-Bridge C-18; axetonitril/H2O/NHs). Céc phan
doan chura san pham dugc gom va dung mdi dugc loai bd béng cach 1am dong kho nhanh.
Theo phuong phép nay, co thd tach cac chit ddng phan khong d6i quang.
Phén tich LC-MS cac chét x4c nhén sy c¢6 mat cua Hop chét trung gian 2,4-a/b/c/d.
LC-MS (h¢ C):
Hop chét trung gian 2.4-a: tret = 1,04 phut; Hop chit trung gian 2.4-b: tre = 1,10
phut;
Hop chét trung gian 2.4-c: tret = 1,13 phtit; Hop chit trung gian 2.4-d: tret = 1,15
phut;
ESI-MS: 808 [M-+H]* dbi voi mdi chit ddng phan khong doi quang.

Hop chét trung gian 3.1
5°-OH-3’-H-phosphonat-N°-Bz-LNA-adenin

-66-



32459

Hop chét trung gian 3.1 dugc didu ché theo cach twong tw véi Hop chét trung gian
2.1 bang cach st dung “LNA-A amidit“ (EQ-0063-1000, thu dwogc tr Exiqon) lam
nguyén liéu ban dau.
Phan tich LC-MS nguyén liéu thd x4c nhan sy c6 mit cua Hop chét trung gian 3.1.
LC-MS (hé E):
tret = 0,63 phtit;  ESI-MS: 448 [M+H]"

Hop chit trung gian 3.2
5°-OH-3’-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-xyanoetyl-
phosphorothioat-3’-H-phosphonat-N°-Bz-LNA-adenin dime thang
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Hop chét trung gian 3.2 dugc diu ché theo cach twong tu v6i Hop chét trung gian
2.2 bang cach st dung Hop chét trung gian 3.1 va Hop chét trung gian 1.4 1am nguyén

lidu ban dau.
Hop chét trung gian 3.3

3°-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-xyanoetyl-phosphoro-thioat-
N¢-Bz-LNA-adenin-(3'—35")-phosphorothioat dime vong
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Hop chét trung gian 3.3 dugc diéu ché theo cach tuong tu v6i Hop chat trung gian
2.3 bang cach sir dung Hop chét trung gian 3.2 1am nguyén liéu ban dau.
Phan tich LC-MS céc chét x4c nhan su ¢6 mit ctia Hop chét trung gian 3.3-a/b/c/d.
LC-MS (hé E):
Hop chét trung gian 3.3-a: tret = 0,94 phut; Hop chét trung gian 3.3-b: tret = 0,98
phut;
Hop chét trung gian 3.3-c: tret = 0,99 phut; Hop chit trung gian 3.3-d: tret = 1,03
phut; : _
ESI-MS: 975 [M+H]* dbi v6i mdi chét ddng phan khéng déi quang.

Hop chét trung gian 3.4
3°-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2' — 5')-phosphorothioat-LNA-adenin-
(3'—5")-phosphorothioat dime vong

Hop chét trung gian 3.4 dugce diu ché theo cach twong tw véi Hop chit trung gian
2.4 bang cach sir dung Hop chét trung gian 3.3 1am nguyén liéu ban dau.
Phén tich LC-MS c4c chét xac nhan su ¢6 mit ciia Hop chét trung gian 3.4-a/b/c/d.
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LC-MS (hé C):

Hop chit trung gian 3.4-a: tret = 0,81 phut; Hop chét trung gian 3.4-b: tre = 0,89
phut; |
Hop chét trung gian 3.4-c: tret = 0,91 phut; Hop chit trung gian 3.4-d: tret = 0,99
phut;

ESI-MS: 818 [M+H]" ddi v6i mdi chit ddng phan khéng ddi quang.

Hop chit trung gian 4.1
5’-OH-2’-TBS-3’-H-phosphonat-purin-B-D-ribofuranosit

OH 7N
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Hop chét trung gian 4.1 dugce didu ché theo cach twong tu v6i Hop chét trung gian
1.5 bang cach st dung 5°-DMT-2’-TBS-3’-CEP-purin-p-D-ribofuranosit lam nguyén
liéu ban d4u ma né cb thé duoc diéu ché nhu dugc md ta trong Fu et al. Biochemistry
1993, 32, 10629 10637. Trai v6i Hop chét trung gian 1.5, hop chit trung gian nay khong
duoc bao quan qua dém nhung duge s dung ngay 18p tirc trong cac bude tiép theo ctia
phan Ung.
Phan tich LC-MS nguyén liéu tho x4c nhan sy c6 mét cia Hop chit trung gian 4.1.
LC-MS (hé B):
tret = 8,56 phit; ESI-MS: 431 [M+H]*

Hop chét trung gian 4.2
5’-OH-3’-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-xyanoetyl-
phosphorothioat-2’-TBS-3’-H-phosphonat-purin- 8 -D-ribofuranosit dime thing
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Hop chét trung gian 4.2 dwoc didu ché theo céch twong ty v6i Hop chit trung gian
1.6 bang cach sir dung Hop chét trung gian 1.4 va Hop chét trung gian 4.1 dwoc md ta
trén day 1am nguyén liéu ban dau.
Phan tich LC-MS nguyén liéu thd xac nhén sy c¢6 mit ctia Hop chét trung gian 4.2 duéi
dang hdn hop céc chat dong phan khong d6i quang.
LC-MS (hé B):
Hop chit trung gian 4.2-a: tret = 14,86 phit;  Hop chét trung gian 4.2-b: tret = 15,01
phut;
ESI-MS: 944 [M+H]" d6i v6i mdi chét ddng phan khong ddi quang.

Hop chét trung gian 4.3
3°-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5')-xyanoetyl-phosphoro-thioat-2’-

TBS-purin-p-D-ribofuranosit-(3'—5")-phosphorothioat dime vong
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Hop chét trung gian 4.3 (du6i dang hdn hop chét ddng phan khong dbi quang)
duogc didu ché theo cach twong tu véi Hop chit trung gian 1.7 bang cach st dung Hop
chét trung gian 4.2 1am nguyén liéu ban dau.

LC-MS (hé B):

Hop chét trung gian 4.3-a: tree = 15,76 phit;  Hop chét trung gian 4.3-b: tret = 16,61
phut;

Hop chét trung gian 4.3-c: tret = 17,68 phit; ~ Hop chét trung gian 4.3-d: tret = 19,26
phut;

ESI-MS: 958 [M+H]* dbi v6i mdi chét ddng phan khong dbi quang.

Hop chét trung gian 4.4

3°-TBS-imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-phosphorothioat-2’-TBS-purin-
B-D-ribofuranosit-(3'—5")-phosphorothioat dime vong
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Hop chét trung gian 4.4 (duéi dang hdn hop chét dong phan khong d6i quang)
duoc didu ché theo cach tuong tw véi Hop chit trung gian 1.8 bang cach st dung Hop
chét trung gian 4.3 1am nguyén liéu ban dau.

LC-MS (hé B):

Hop chét trung gian 4.4-a: tree = 10,31 phit;  Hop chit trung gian 4.4-b: tret = 11,82
phut;

Hop chét trung gian 4.4-c: tret = 12,26 phut;  Hop chét trung gian 4.4-d: tret = 14,47
phut;

ESI-MS: 905 [M+H]" déi v6i mdi chit dong phin khéng ddi quang.

QUY TRINH TONG HGP CAC HGP CHAT THEO SANG CHE

Luu y chung: Céc cdp hop chét sau 1an luot 12 cc chit ddng phan khong dbi quang va
khéc nhau vé cAu hinh cia it nhit mdt nguyén tt phospho:

Vidul.1vaVidul.2;

Vidu2.1vaVidu2.2;

Vidu3.1vaVidu3.2;

Vidu4.1vaVidu4.2.

Vidul.lvaVidul?2
(Imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-phosphorothioat-adenosin-(3'—5")-

phosphorothioat) vong
Hs, P
SN B N7
HN_ ' N
. QIOH o N
/~  ©H
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B6 sung 30 mL pyridin khan va 15 mL khan trietylamin vao 3’-TBS-
imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-phosphorothioat-2’-TBS-adenosin-
(3'—5")-phosphorothioat thd (Hop chét trung gian 1.8; 0,76 g). Dung dich thu dugc dugc
o dudi 4p sudt giam dén khoang 5 mL tdng thé tich tiép theo 1a bd sung ddng thoi
trietylamin trihydroflorua (3,590 mL, 21,7 mmol) va 11 mL trietylamin khan. Dung dich
nay duoc khudy & 50°C trong 3,5 gid. Sau khi 1am mat xudng nhiét d6 trong phong, hon
hop phéan tng duoc t6i béng metoxytrimetylsilan (10 mL, 72,4 mmol) va khudy tiép &
nhiét o trong phong dé tiéu thu hét lugng HF con du. Séu 30 phut, toan bd cac chét d&
bay hoi dugc 1am bay hoi duéi ap suét giam, tiép theo 1a cudi cing 1am ddng bay hoi véi
50 mL toluen khan duéi 4p sudt giam. Cin dugc 1am kho tiép trong chan khong dé taora
hdn hop thd chira Vidu 1.1 va Vidu 1.2,

B6 sung 65 mL nuéc va huyén phu thu dugc duge duge cho vao bé siéu am &
nhiét d6 trong phong. Sau 15 phut, huyén phi ndy duoe rét vao 60 mL cloroform va pha
hitu co duoc tach. Viée chiét nay duogc lip lai hai 14n nita vé6i cloroform. Gom céc pha
hitu co, chiét bing 50 mL nuéc va gom pha nudce chira sin phém, loc bing phéu loc
xiranh 0,45 um Rotilabo®-CME (dudng kinh ngoai: 33 mm) d& loai bé céc thanh phan
hat. Dung dich san phdm duoc pha lodng véi nude dn 500 mL va cho vio ¢o trao ddi
ion Q Sepharose™ Fast Luu lugng (40 165 pm; 125 x 35 mm; ~120 mL) Cl*-form, da
duoc tai sinh trude béng dung dich natri clorua 2 M va riaa béng nude. Cot duge rira b?mg
nuée (2 thé tich cot), tiép theo 1 gradient dung dich dém trietylamoni bicacbonat 0 1 M
(TEAB, pH=7) trong nudc trong 25 thé tich cot (budc dong do 254 nm). Vi du 1.1 va Vi
du 1.2 dugc rira giai dudi dang hdn hop cac chét ddng phan bang TEAB ~ 0,6 M. Céc
phén doan chita san phdm duoc cb can than dén thé tich cudi cting khoang 10 mL dudi
4p sut giam.

Téch Vi du 1.1 (rira giai 14n thir tu) va Vi du 1.2 (rira giai 1an tht ba) dwoc thuce
hién bang cach lap lai viéc tinh ché pha dao didu ché ban HPLC. Dung dich san phim
duoc cho vao ¢t YMC*GEL ODS-A 12 nm (10 pm; 250 x 16 mm; ~50 mL), duoc can
bang trude bang axetonitril 4 %, 20 mM trietylamoni format (TEAF, pH 6,8) trong nudc.
Viéc rira gidi dugc tién hanh bang gradient theo bac axetonitril 4 %, 6 % va 20 % 20 mM
TEAF (pH=6,8) trong nudc.

Didu ché Vi du 1.1, mudi natri (“chét ddng phan khong d6i quang rira giai lan thir tu”)
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Khtt mudi ctia Vi du 1.1, mudi TEA duoc tién hanh bang cach sdc ky 1ong ap sut
trung binh pha déo diéu ché (MPLC). Dung dich san phim (~40 mL) dugc cho vao cdt
Merck LiChroprep®RP-18 (15 25 pm; 450 x 25 mm; ~220 mL), dugc cin bang trude
bang nude. Cot duge rira bing nude dé loai bo dung dich dém TEAF du. Sau do, 2-
propanol 2 % trong nudc duge duge st dung dé rira giai Vi du 1.1 @3 khir mubi. Céc phan
doan chira san pham dwogc cd mot phdn dudi 4p sudt giam va tiép theo, cho vao cot trao
dbi cation dong nhanh SP Sepharose™ (45 165 pm; 125 x 35 mm; ~120 mL) dang Na”,
da duoc tai sinh truée bang dung dich natri clorua 2 M va rira bang nuée. Cot ndy dugce
rira bing nude cho dén khi khong phét hién dugce sy hép thu bang tia UV nita (buéc déng
do 254 nm). Cac phén doan chira san phim duoc 1am bay hoi cén than dudi 4p suat giam
va lam kho bd sung trong chdn khéong dé tao ra Vi du 1.1 duéi dang mubi dinatri.

HPLC (cAu hinh A): tret = 8,56 phut;

ESI-MS: 692 [M+H]"

'H NMR (400 MHz, 318 K, 500 uL (CD3)SO + 30 pL D20) & 8,70 (s, 1H), 8,63 (s, 1H),
8,34 (s, 1H), 8,16 (s, 1H), 6,07 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,91 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 5,07 4,99
(m, 2H), 4,95 (dd, J=7,5, 4,5 Hz, 1H), 4,44 (d, J= 4,4 Hz, 1H), 4,33 4,21 (m, 3H), 4,05
3,93 (m, 1H), 3,92 3,77 (m, 2H) ppm.

3P NMR (162 MHz, D20): § 52,4 (s, 1P), 55,3 (s, 1P) ppm.

Pidu ché Vi du 1.2, mudi natri (“rira giai 14n thir ba chit ddng phan khong dbi
quang”)

Viée khir mudi va thay ddi mudi tir TEA thanh mudi natri cia Vi dy 1.2, mudi
TEA duoc tién hanh nhu duoc mé ta cho Vi du 1.1, mudi TEA.
HPLC (cAu hinh A): tret = 7,75 phut;
ESI-MS: 692 [M+H]*
'HNMR (400 MHz, 318 K, 500 uL (CD3)2S0 + 30 uL D20) & 8,72 (s, 1H), 8,59 (s, 1H),
8,33 (s, 1H), 8,15 (s, 1H), 6,04 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 5,88 (d, /= 8,2 Hz, 1H), 5,25 (dd, J
= 8.5, 4,4 Hz, 1H), 5,08 (ddd, J = 11,2, 8,4, 4,5 Hz, 1H), 4,92 (dd, J = 8,2, 4,3 Hz, 1H),
4,37 4,27 (m, 1H), 4,27 4,21 (m, 3H), 4,08 (dd, J = 11,0, 4,2 Hz, 1H), 3,82 3,77 (m, 1H),
3,67 3,60 (m, 1H) ppm.
3IP NMR (162 MHz, D20): § 55,8 (s, 1P), 57,0 (s, 1P) ppm.
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Vidu2.1lvaVidu22
(Imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5")-phosphorothioat-2’-F-2’-
deoxyadenosin-(3'—5")-phosphorothioat vong
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B sung 16 mg (19 pmol) Hop chit trung gian 2.4-d vao 1 mL pyridin khan va 4
mL axetonitril khan va dung mdi dugc lam bay hoi ddng sdi trong chdn khéng. Cin duge
tai tao huyén phi hai 14n trong 10 mL axetonitril khan va lai 1am bay hoi ddng soi trong
chan khéng. Bb sung 80,7 pL (1,0 mmol) pyridin khan va 168 pL (1,2 pmol) TEA vao
cin trude khi 103 pL (0,63 mmol) TEA*3HF dugc bd sung cén than qua xiranh. Hon
hop thu duge duge khudy & 50 °C trong 90 phit. Sau khi 1am mat xubng nhiét d trong
phong, hdn hop phan tng dugc toi bing cach bd sung 20 mL dung dich nuéc trietylamoni
cacbonat (ndng d6 = 1 mol/L)). Hon hop thu duge dugce khudy trong 15 phut nita & nhiét
d6 trong phong. Hon hop nay duge nap cAn than vao 6ng Water Sep Pak C18 © (5g vat
lidu C18, dAu tién duoc xi 1y bing 25 mL axetonitril va sau d6, bang 25 mL nudc) va
rira bang 60 mL nuéc. Sau d6, san phim duoc ria gidi ra khéi 6ng nay bang cach sir dung
100 mL hdn hop axetonitril/trietylamoni axetat/nude (duge didu ché bang cach bd sung
1 mL dung dich nudc trietylamoni axetat (ndng @ = 1 mol/L) vao 100 mL nudc va 25
mL axetonitril). Cac phan doan chira san phim duoc gom va dung moi duge loai bd bing
céch 1am dong kho nhanh. San phdm thu duge duge tinh ché thém bing HPLC diéu ché
(Atlantis C18; 20 mM dung dich nuéc NH4OAc axetonitril = 98/2 - 80/20.). Sau khi
dung méi duge loai bd bang cach lam dong khé nhanh, san phim dwogc hoa tan trong 2
mL nuéc va rét vao cdt Bio-Rad Spin (duge nhdi 250 mg nhya BT AG 50W-2 100-200
Mesh hydro Form, xt ly bang 3 mL dung dich nuéc NaOH 1M va sau d6, rira bang 6 mL
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nuéc, tao ra pH~7)) va rira giai bang 12 mL nuéc. Céc phan doan chira san phém cudi
cung dugc gom va dung moi dugce loai bd béng cach lam dong khd nhanh.

Vidu2.1:

LC-MS (h¢ C):

tRet = 0,61 phut; ESI-MS: 694 [M+H]+

1H NMR (400 MHz, 303 K, D20) & ppm 8,73 (s, 1 H), 8,53 (s, 1 H), 8,24 (s, 1 H), 7,96
(s, 1 H), 6,40 (d,J=15,9 Hz, 1 H), 6,26 (d, J=8,6 Hz, 1 H), 5,55 (dd, J=51,1, 3,8 Hz, 1 H),
4,83 4,99 (m, 2 H), 4,75 (d, J=4,2 Hz, 1 H), 4,65 (ddd, J=12,2, 9,0, 2,2 Hz, 1 H), 4,53
4,59 (m, 2 H), 4,43 4,48 (m, 1 H), 4,16 4,24 (m, 2 H)

3P NMR (162 MHz, D20): § 55,7 (s, 1P), 52,2 (s, 1P) ppm.

Vidu22

Vi du 2.2 dugc diéu ché theo cach twong tw véi Vi du 2.1 bﬁng cach st dung Hop chét
trung gian 2.4-c 1am nguyén liéu ban dau.

LC-MS (hé C):

tret = 0,30 phut; ESI-MS: 694 [M+H]*

1H NMR (400 MHz, 303K, D20) & ppm 8,80 (s, 1 H), 8,55 (s, 1 H), 8,24 (s, 1 H), 8,24
(s, 1 H), 6,44 (d, J=15,0 Hz, 1 H), 6,28 (d, J=8,5 Hz, 1 H), 5,54 5,73 (m, 1 H), 4,99 5,10
(m, 2 H), 4,64 4,70 (m, 1 H), 4,58 (d, J=4,4 Hz, 1 H), 4,52 4,57 (m, 2 H), 4,37 4,45 (m,
1 H), 4,22 (ddd, J=12,3, 3,5, 1,1 Hz, 1 H), 4,08 (ddd, J=11,7, 3,6, 1,7 Hz, 1 H)

3P NMR (162 MHz, D20): § 55,5 (s, 1P), 55,9 (s, 1P) ppm.

Vidu3.1vaVidu3.2
Mubi natri cta (imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5')-phosphorothioat-LNA-

adenin-(3'—5")-phosphorothioat) vong
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Céc Vi du 3.1 va 3,2 duogc diéu ché theo cach twong tu véi Vi du 2.1 va 2,2 béang
cach 1an luot st dung Hop chét trung gian 3.4-d (v6i Vi du 3-1) va 3,4-c (v6i Vi du 3-2)
lam nguyén liéu ban dau.
Vidu3.1:
LC-MS (hé E):
tret = 0,37 phut; ESI-MS: 704 [M+H]+

1H NMR (400 MHz, 303 K, D20) & ppm 8,79 (s, 1 H), 8,53 (s, 1 H), 8,22 (s, 1 H), 7,95
(s, 1 H), 6,26 (d, J=8,4 Hz, 1 H), 6,14 (s, 1 H), 5,08 (s, 1 H), 4,97 (ddd, J=9.6, 8,4, 4,4
Hz, 1 H), 4,81 (d, J=5,4 Hz, 1 H), 4,82 4,70 (m, 3 H), 4,55 (d, J=2,0 Hz, 1 H), 4,35 (dd,
J=11,9, 2,7 Hz, 1 H), 4,25 4,16 (m, 3 H), 4,08 (d, ]=8,5 Hz, 1 H)’'P NMR (162 MHz,
D20): 8 56,0 (s, 1P), 53,0 (s, 1P) ppm.

Vidu 3.2:

LC-MS (hé E):

fret = 0,29 pht; ESI-MS: 704 [M-+H]*

1H NMR (400 MHz, 303 K, D20) & ppm 8,85 (s, 1 H), 8,56 (s, 1 H), 8,23 (s, 1 H), 8,15
(s, 1 H), 6,26 (d, 18,4 Hz, 1 H), 6,16 (s, 1 H), 5,20 (s, 1 H), 5,00 (ddd, J=13,0, 8,4, 4.5
Hz, 1 H), 4,87 (d, J=5,0 Hz, 1 H), 4,83 4,73 (m, 2 H), 4,62 (d, J=4,5 Hz, 1 H), 4,54 4,52
(m, 1 H), 4,47 (dd, I=11,3, 5,0 Hz, 1 H), 4,27 4,20 (m, 2 H), 4,12 (dd, J=11,3, 3,1 Hz, 1
H), 4,10 (d, J=8,5 Hz, 1 H).

3P NMR (162 MHz, D20): 8 57,3 (s, 1P), 55,8 (s, 1P) ppm.
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Vidu4.1vaVidu4.2
Mudi natri cta (imidazopyridazinon-B-D-ribofuranosit-(2'—5')-phosphorothioat-purin-

B-D ribofuranosit-(3'—5")-phosphorothioat) vong

Céc Vi du 4.1 va 4,2 dugc didu ché theo cach tuwong tw v6i Vidu 1.1 va 1,2 bang
cach st dung Hop chét trung gian 4.4-d va Hop chét trung gian 4.4-c 1am nguyén liéu
ban dau. Ngoai qua trinh dwoc md ta véi cac Vi du 1.1 va 1,2, trude khi bét déu phan
ung, nguyén liéu ban d4u dugce tao hdn hop ddng s6i mot lan bing cach str dung hdn hop
pyridin khan va khan trietylamin v6i ty 1€ 2:1.

Vidu4.l:

HPLC (c4u hinh B): tret= 10,22 phut;

ESI-MS: 677 [M+H]+

'H NMR (400 MHz, 318 K, 500 pL (CD3)2SO + 30 pL D20) 8 9,16 (s, 1H), 8,95 (s, 1H),
8,82 (s, 1H), 8,68 (s, 1H), 8,62 (s, 1H), 6,06 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,06 (d, ] = 7,4 Hz, 1H),
5,11 4,98 (m, 3H), 4,44 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 4,34 4,25 (m, 3H), 4,08 3,97 (m, 1H), 3,93
3,83 (m, 1H), 3,84 3,77 (m, 1H).

3P NMR (162 MHz, D;0): 8 55,3 (s, 1P), 52,6 (s, 1P) ppm.

Vidu 4.2:

HPLC (c4u hinh B): tret = 5,50 phut;

ESI-MS: 677 [M+H]*

'H NMR (400 MHz, 318 K, 500 uL (CD3)280 +30 pL D20) 8 9,16 (s, 1H), 8,94 (s, 1H),
8,82 (s, 1H), 8,72 (s, 1H), 8,59 (s, 1H), 6,04 (d, J=8,5 Hz, 1H), 6,03 (d,J = 8,1 Hz, 1H),
5,30 (dd, J=8,5, 4,3 Hz, 1H), 5,09 (ddd, J=11,3, 8,4, 4,6 Hz, 1H), 5,01 (dd, ] =8,2, 4.3
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Hz, 1H), 4,45 4,32 (m, 1H), 4,32 4,19 (m, 3H), 4,13 (dd, = 11,0, 4,1 Hz, 1H), 3,84 3,75
(m, 1H), 3,71 3,61 (m, 1H).
31p NMR (162 MHz, D;0): § 55,8 (s, 1P), 57,8 (s, 1P) ppm.
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YEU CAU BAO HO
1. Hop chét c6 cong thic I:

trong d6:

R! duoc chon tir nhém bao gdm H, F, -O-C3-alkyl va OH, va
R? 1a H, hoic

R? 14 -CHa- va R! 1a —O—, cling nhau tao thanh cau -CH,-O-, va

R3 13 nucleobazo purin duge chon tir nhém bao gom purin, adenin, guanin, xanthin,

hypoxanthin, dugc noi qua nito N ctia né;
solvat hodc hydrat cua n6, hodc muoi ctia nd.

2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay c6 cong thic Ta:

NH
SH (/N 2
_d_ /N
o=P-0 (0] N _/N
‘ R2‘-. . N
O OH o R
N=\ 3 R I
o N o—|?=o
o
HN_ = SH
Ia,
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solvat hodc hydrat cta né, hodc mudi ctia né.

3. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay c6 cong thirc Ib:

SH (/N
' \

O=P—0——_ .0 N / N
| RZ‘\Q/ N
O OH ¢ R

N_—___\ ", o |
o N 0—P=0
0 $H
HN_ =
Ib
solvat hoac hydrat ctia no, hodc mudi cta nod.
4. Hop chét theo diém 2, trong d6 hop chét nay c6 cong thirc Ta.1:
NH
.?H /N 2
o=p-0O (o) N / \N
| =/
O OH 4 o
N::\ , K |
(o) N o—|l:=o
0]
HN_ = SH

solvat hodc hydrat cua no.

5. Hop chét theo diém 2, trong d6 hop chét nay c6 cong thire Ta.2:
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?H z
O=T_O_\C]/N
o} OH O F
N=\ " ¥ I
0o N 0-P=0
0 $H

HN_ =

solvat hodc hydrat ctia nd.

6. Hop chét theo diém 2, trong d6 hop chét nay c6 cong thirc Ia.3:

NH
?H /N 2
0=P—0——— :8: N— N
| "”12’-‘ N=/
N OQ QOH o::
‘___—\ e, 5 I
o N o—|r=o
o SH
HN\N/
solvat ho#c hydrat cua no.

Ia.3,
7. Hop chét theo diém 3, trong d6 hop chét nay c6 cong thic Ib.1:

SH (/N
—p_ 7 N
0=P-0 0] N N
O OH o OoH
N=\ 8 S I
o N o—|?=o
o
HN_ = SH
solvat hodc hydrat ctia no.

Ib.1

Ta.2,
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8. Chéit ddng phan 1ap thé (Sp,Sp), (Rp,Rp), (Sp,Rp), hodc (Rp,Sp) gén nhu tinh khiét
ctia hop chét theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 chit nay it nhat tinh

khiét 90% so véi cac chat dong phan khong dbi quang cé thé khéc, hodc mudi cua né.

9. Chit dong phan 1ap thé (Rp,Rp) gin nhu tinh khiét ctia hop chit theo diém bét ky trong
s cac diém tr 1 dén 7, trong d6 chét nay it nhit tinh khiét 90% so véi cac chat ddng phan

khong dbi quang c6 thé khac, hodc mudi ctia né.

10. Mubdi duge dung ciia hop chét theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 9.

11. Mudi natri cia hop chét theo diém bat ky trong sb cac diém tir 4 dén 7.

12. Dugc pham chira mdt hoic nhidu hop chit theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1
dén 9, hoac mdt hoic nhidu mudi duge dung theo diém 10, tuy y v6i mot hodc nhiéu chét

mang va/hoic chit pha logng dugc dung.

13. Vacxin bao gdm hop chit theo diém bét k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 9, hosc mubi

duoc dung theo diém 10.

14. Dugc phdm chira mot hodc nhidu hop chit theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1
dén 9, hoic mot hoic nhidu mudi duge dung theo diém 10, va mdt hodc nhiéu tic nhan

tri liéu bd sung, tuy ¥ v6i mot hodc nhiéu chit mang va/hoic chit pha loing dugc dung.
15. Dugc phim theo diém 14, trong d6 dugc phim nay chita mot hodc nhiéu hop chét

theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dn 9, hodic mot hodc nhiéu mudi duoc dung theo

diém 10, v m6t hosc nhiéu tic nhén tri liéu bd sung.
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