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(57) Sang ché dé cap dén hop chat co (Cong thire IA) hodc (Cong thuc IB):
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hodac muoi dugc dung cua n6. Hop chat nay c6 thé dugc dung lam chat irc ché RORy va
hiru dung dé di€u tri cac bénh lién quan dén RORY.
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Linh vuce ky thuat dwoc dé cap

Sang ché @& cap dén hop chit ma 1a chét diéu bién cia RORy, quy trinh diéu

ché, thudc va dugc phdm chira hop chét nay.
Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Té bao T hd tro (Ty) dong vai tro chi yéu trong hé mién dich dic hiéu vi chung
| phdi hop phong thu chéng lai mam bénh cy thé. Interleukin 17 (IL-17) tao ra cic dong
giéng cua té bao Ty, nhu té bao Tyl7, lién quan truc tiép dén bénh ly ctia vo s bénh
tw mién va bénh viém, bao gﬁ“)m, nhung khong gidi han &, bénh vay nén, bénh da xo
cing, viém khdp dang thip, bénh Crohn, bénh hen suyén, bénh phdi tic nghén man
tinh, viém da co dia, viém khop vay nén, viém cot séng dinh khop va viém rudt kich

thich.

Interleukin 17 va interleukin 23 (IL-23) 14 hai xytokin quan trong trong sinh
hoc Ty17. IL-17 duoc tiét ra boi té bao Ty17 va la mdt tac nhan gdy viém mo; IL-23
dugc thé hién 1a tac nhan tham gia chinh trong viéc khuéch dai va 1am 6n dinh sy ting

sinh ciia loai té bao Ty17 thong qua thy thé IL-23 (IL-23R).

Thu thé doc than lién quan dén thu thé axit retinoic yt (RORyt) dong vai tro 1a
tac nhan didu chinh chinh su phat trién cta té bao Tyl7, va cling 12 mot thanh phin
quan trong trong té bao tao IL-17 khong phai Tyl7, nhu vi du t& bao T v5. Ho gen
ROR 1a mot phﬁn ctia siéu ho thu thé hoocmon hat nhén, va gém ¢O ba thanh vién
(RORa, RORS, va RORYy). Mai gen dugc bidu hién & cac dang ddng phan khac nhau,
khac nhau dau tién & trinh tu dau N cta né. Hai dang déng phan ctia RORy da dugc
xéc dinh: RORy1 va RORy2 (con goi 1a RORyt). Thuat ngir RORy dugc dung & day aé
mod ta ca RORyl1 va/hodc RORy2.

Hop chét didu bién RORy di dugc md ta trong don sang ché quéc té
W02015/082533.
Xét dén vai trd quan trong cia RORy trong céc r6i loan mién dich va viém,

mong mudn 14 diéu ché cac chat diéu bien cia RORy voi cac dac tinh an toan dugc cai
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thién ma c6 thé duge dung trong diéu tri cdc bénh trung gian boi RORy. Sang ché @&
xuéit hop chit diéu bién RORY méi nay véi cac dic tinh an toan cai thién.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich cta sang ché 1a dé xuét hop chit diéu bién RORy méi dugc thé hién
badi (Cong thire I):

FF

n

0]
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Hl</®2
(Cong thuc I)

va cu hinh tuyét d6i ctia hop chét (I) twong tng véi hop chit c6 (Cong thirc IA) hodc
(Coéng thuce IB):

2-{4-[(xyclopropylmetyl)sulfonyl]phenyl}-N—{4-[(1R)-1-(diﬂometyl)-Z,2,2-triﬂo-1-

hydroxyetyl]phenyl }axetamit hodc mubi dugc dung ctia no.
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2-{4-[(xyclopropylmetyl)sulfonyl]phenyl}-N-{4-[(15)-1 -(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-

hydroxyetyl]phenyl } axetamit hodc mudi duge dung cta no.
M3 ta chi tiét sang ché

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, cac dinh nghia sau dugc dua ra dé minh hoa va xac
dinh nghia va pham vi cta céc thuat ngit khac nhau dugc dung @& mo ta céac chi tiét

cua sang ché trong ban md ta nay.

Thuat ngit mudi dugc dung cta hop chit duogc thé hién béi (Cong thuc I),
(Cong thirc 1A) hodc (Cong thic IB) néu trén thé hién cac mubi ma, trong pham vi
phéan doan y hoc, thich hop d8 dung két hop v6i md cia nguoi va dong vat bac thép
ma khong doc tinh quéa murc, kich tng, phin tng di img va twong tu, va xing véi ty 1€
loi ich/rii ro hop ly. Mudi dugc dung 1a da biét trong linh vyc. Chirc ning axit ciia hop
chét c6 thé dugc phan tmg véi bazo hitu co hodc bazo khoang, nhu natri hydroxit, kali

hydroxit hogc lithi hydroxit.

Ngoai hop chit dugc thé hién béi (Cong thire 1), (Cong thire IA) hode (Cong
thirc IB) néu trén, mudi duge dung cua no, solvat va hydrat ctia n6 cling thudc pham vi

cua sang cheé.

Theo khia canh khac cia sang ché, phat hién ra rang hop chit cua sang ché
(Céng thic I), (Cong thirc IA) hodc (Cong thire IB) con ¢co thé duoc dung 1a tién chét

thudc.

Tidn chét thude duoc x4c dinh 12 hop chét ¢6 (Cong thuc VI), (Cong thuc VIA),
(Cong thirc VIB), (Cong thuc VIC) hogc (Cong thirc VID) ma ching trong (ng véi
hop chét c6 (Cong thuc I), (Cong thire IA) hodc (Cong thire IB) v6i nhom sulfinyl thay
vi nhém sulfonyl. Cu hinh tuyét dbi ctia tam khong d6i xtng cla tidn chit thudc
khong duge x4c dinh va dugc chi dinh ty tién. Da biét boi chuyén gia trong linh vurc
rang sulfoxit c6 thé thé hién do tan trong nudce cai thién khi so vdi d6i chang sulfon

cua no.
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(Cong thirc VI)

2-[4-(xyclopropylmetylsulfinyl)phenyl]-N-[4-[1 -(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-hydroxy-
etyl]phenyl]axetamit.

: (Cong thic VIA)

(-)-2-[4-[(S)-xyclopropylmetylsulﬁnyl]phenyl]-N—[4-[(IR)-1-(diﬂometyl)-2,2,2-triﬂo-

1-hydroxy-etyl]phenyl]axetamit hodc mudi duge dung ctia né.

; (Cong thuc VIB)

(-)-2-[4-[(S)-xyclopropylmetylsulfinyl]phenyl]-N-[4-[(1 S)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-

1-hydroxy-etyl]phenyl]axetamit hoéc mudi dugc dung cuia né.



; (Cong thirc VIC)

(+)-2-[4-[(R)-xyclopropylmetylsulfinyl]phenyl]-N-[4-[(1R)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-

1-hydroxy-etyl]phenyl]axetamit hodc mudi duge dung ctia né.

Y (Cong thirc VID)

(+)-2-[4-[(R)-xyclopropylmetylsulfinyl]phenyl]-N-[4-[ (1S)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-

1-hydroxy-etyl]phenyl]axetamit hodc mudi duge dung ctia né.

Ngoai ra, hgp chét theo sang ché thé hién khong c6 doc tinh dang ké va do do
thich hop dé dung lam thubc.

Hop chét theo séng ché tc ché hoat tinh RORy. Su diéu bién hoat tinh RORYy c6
thé dugc do bang cach st dung vi du nghién ctu chuyén vi phéi tir sinh 1y (ty nhién),
thir nghiém AlphaScreen hodc FRET sinh héa, thir nghi¢ém gen béo cao GAL4 té bao,
thir nghiém bdo cdo gen khdi dong IL-17 hodc thir nghi¢m ELISA IL-17 chirc nang
béng cach sir dung vi du 14 lach cua chudt hodc t& bao don nhan mau ngoai vi cia

ngudi (PBMCs) duge nudi cdy dudi cac diéu kién phan cyc Tyl7.

Trong cac thit nghiém nay, sy twong tic cua hop chét v&i RORy c6 thé duoc

xac dinh b'fmg cach do, vi du, tuong tac diéu bién hop chit cua peptit dAn xuét tir déng
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yéu td v6i ving lién két phdi tir RORy (ICs), hodc do san phdm gen ctia phién ma
trung gian bdi RORy dugc diu bién boi hop chit sir dung, vi dy, thir nghiém bao co

luxiferaza hodc thir nghiém ELISA IL-17.

Chuyén gia trong linh vuc hiéu ring gia tri ICso mong mudn phu thudc vao hop
chét dugc thir. Vi du, hop chét v6i gi tri ICs dbi v6i dich sinh hoc it hon 10° M
thuong dugc coi 1a tmg vién dé lua chon thubc. Theo mot s6 phuong 4n, gid tri nay

thép hon 10° M.

Bién d6 an toan dugc danh giad bang sy (rc ché kénh ion gen lién quan dén

ether-a-go-go cia ngudi (hERG) va e ché CYP3A4.

Kénh gen lién quan dén ether-a-go-go ctia ngudi (hERG, Kv 11.1) dong vai tro
dic biét quan trong trong sy an toan tim, va thir nghiém véu dip hERG la yéu cau diéu

chinh co ban trudc thir nghiém 14m sang dAu tién & ngudi (hudéng dan FDA).

Sy trc ché dong hERG (IKr), lién quan dén pha ti phan cyc cta dién thé tic
dong tim, da thé hién kéo dai dién thé tac dong tim va gay ra su kéo dai khoang thoi
gian QT trong dién tim dd dan dén ting nguy co dbi v&i ching loan nhip tim tdm thit

nguy hiém goi 1a “Xodn dinh” & nguoi.
y g

Thir nghiém hERG, trong d6 hERG dugc mang vao biéu hién & t€ bao CHO,
tao ra thong tin sy tuong tac cia hop chit v4i kénh hERG. D0 16n cua dong dudi kénh
kali hERG dugc ghi dudi dung dich déi chimg va dung dich hop chét & céc nong dd

khac nhau. Sau d6 gia tri ICso dugc xac dinh tir duong cong dap ung lidu.

Viéc nhan dién trc ché CYP3A4 sém nhét c6 thé trong kham pha thudc chu yéu
la ngan nglra cic tac dung doc bét loi tiém 4n lién quan dén tuong tac thubc-thude

(huéng din FDA).

Trong thr nghiém Gc ché CYP3A4, ICs, trong 6ng nghiém cta hop chét thir
]am chét Gc ché truc tiép chéng lai CYP3A4 da dugc xac dinh, béng cach do su ¢ ché
cla su quay vong cua co chit do cta CYP3A4 (Midazolam va Testosteron) véi chét
chuyén hoéa cu thé cta no tac 13, 1’-Hydroxymidazolam, 63-Hydroxytestosteron, trong

vi lap thé gan ngui.
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Chuyén gia trong linh vuc hiéu rang gi tri ICs, mong mudn phu thudc vao hop
chit dugc thir. Vi du, gid tri ICsy cang cao trong thir nghiém trén, thi s&€ c6 bién d6 an
toan cang tt, véi nguy co vé vAn @ an toan tim va tac dung doc bt loi tiém 4n giam

lién quan dén twong tac thubc-thudc.

Sang ché con dé cap dén duoc phém chtta hop chét c6 (Cong thic I), (Cong
thirc IA) hodc (Cong thirc IB) hodc mubi dugc dung ciia néd cla hop chét trong hdn

hop véi ta dugc duge dung va tity ¥ cac tc nhén hoat tinh diéu tri khAc.

Sang ché con dé cap dén duoc phim chira hop chit c6 (Cong thitc IA) hodc
(Cong thue IB) hodc mubi dugc dung clia n6 ctia hop chét trong hdn hop voi ta duge

dugc dung va tiy y cac tac nhan hoat tinh diéu tri khéc.

Sang ché con dé cap dén duoc phdm chira hop chéit c6 (Cong thuc I), (Cong
thirc IA) hodc (Cong thie IB) hodc mudi dugc dung ctia n6 va mot hodc nhiéu ta dugc

dugc dung.

Sang ché con dé cap dén dugc phim chira hop chit c6 (Cong thirc IA) hodc

(Cong thirc IB) hodc mudi dugc dung ctia né va mot hodc nhiéu t4 dugc duoc dung.

Ta dugc phai 1a “chdp nhan dugc” theo nghia twong thich v6i cac thanh phan

khac cia ché pham va khong c6 hai cho ngudi dung chung.

Sang ché con dé cap dén dugc phém chira it nhit mot tac nhan hoat tinh chira

bénh bd sung.

Séang ché con bao gbém hop chét c6 (Cong thirc I), (Cong thirc IA) hodc (Cong

thire IB) két hop véi mot hodc nhidu (cac) thubc khéc.

Sang ché con bao gdm hop chit c6 (Cong thire IA) hogc (Cong thirc IB) két hop

véi mot hodc nhiéu (cac) thuoe khéc.

Ché phdm bao gbm, vi dy, cac loai thich hop dé dung qua duong miéng, dudi
ludi, duéi da, trong tinh mach, trong co, trong mili, cuc bd, hodc trong tryc trang, va
tuong tu, tit ca & dang lidu ding don vi dé dung.

Péi v6i dung qua duong miéng, hop chit theo sang ché c6 thé dugc thé hién l1a
cac don vi riéng biét, nhu vién nén, vién nang, bot, hat, dung dich, huyén phu, va

tuong tu.



33076

Pbi v6i ding ngoai rudt, dugce phim ciia hop chét theo sang ché thé dugc thé
hién 1a cac hop don liéu hodc da lidu, vi du chit long d& tiém véi luong dinh trude, vi
du trong lg dong kin va 6ng thubc tiém, va c6 thé con dugc luu trit trong diéu kién kho

lanh (d6ng kho) chi cAn thém chit mang 16ng v tring, vi du nude, trude khi sir dung.

Duoc tron véi ta duge duoc dung nay, tic nhan hoat tinh ¢6 thé dugc nén thanh
cac don vi lidu rén, nhu vién thubc, vién nén, hodc duge xur ly thanh vién nang hoic
thudc dan. Thuat ngit chét long dugc dung, tac nhan hoat tinh ¢ thé duoc ding 1a ché
phdm 16ng, vi du 1a ché phim tiém, du6i dang dung dich, huyén phd, nhil twong, hodc

1a chét xit, vi du chét xit mii.

Pé tao ra don vi liéu rén, viéc sir dung cac phu gia thong thuong nhu chit don,
chit tao mau, chét lién két polyme va twong tu ciing dugc du tinh. No6i chung bét ky ta
dwoc duge dung, ma khong gay can trd chirc ning ciia hop chit hoat tinh c6 thé duge
str dung. Cac t4 dugc thich hgp ma hop chét theo sang ché c6 thé dugc ding 1 ché
phdm rfin bao gbm lactoza, tinh bot, din xuit xenluloza va twong ty, hodc hdn hop cia
no, dugc ding & lugng thich hop. Pé ding ngoai rudt huyén phi nuée, dung dich
mubi dang truong va dung dich tiém vo tring c6 thé dugc st dung, chtra tac nhan phéan

tan va/hodc tAc nhan thdm wét duogce dung, nhu propylen glycol hoic butylen glycol.

Sang ché con bao gdm dugc phadm, nhu duge mod ta trén ddy, két hop vé6i vat
liéu bao goéi thich hgp cho ché pham nay, vit lidu bao goéi ndy bao gdm huéng dan dé

ding ché pham nhu dugc mo ta trén ddy.

Lidu dung chinh x4c va ché d6 dung hop chit theo sang ché, hodc duoc phdm
ctia né, c6 thé thay doi voi hop chit cu thé, dwong dung, va do tudi va tinh trang cia

timg ddi twong dugc dung thude.

N6i chung viéc ding ngoai rudt doi hoi lidu dung thip hon so véi cac cach
dung khéc, ma phuy thudc nhidu hon vao su hip thy. Tuy nhién, liéu dung cho nguoi t6t
hon 14 chtra 0,0001-100 mg mdi kg trong lwong co thé. Lidu ding mong mudn c6 thé
duogc thé hién 12 mot liéu hodc 13 nhiéu lidu nhéd duoc dung & khoang céach thoi gian

thich hop trong ngay.

Vi du thwe hién siang ché



33076

Hop chét theo sang ché ¢6 thé duoc didu ché sin theo so @6 phan tng sau, hodic
cai bién clia no, st dung vat liéu ban déu c6 sin, chét phan tng hodc cac hop chét
trung gian dwgc md ta trude ddy va quy trinh tdng hop thong thudong.

F

(0]
F TMSCF, LiIHMDS
TBAF szdba3
—_—
Buéce 1
’ Br
||)

Br

)
Budc 2
HO (¢]
' t@ﬁ
Budc 3 <o
o 0
DIPEA
FF
HO F
Téach khong do6i xing

(B) 0

Céc chit viét tit duoc sit dung trong so dd nay va cac chi tiét vi du dugc liét ké
duéi day va cac chir viét tit bd sung can dugce coi 1a da biét dbi v6i chuyén gia trong
linh vuc hoa tdng hop.

Cac chir viét tit duwoc st dung & ddy la nhu sau: TMSCFs:
Triflometyltrimetylsilan;, TBAF: Tetra-N-butylamoni florua; TMS: Trimetylsilyl;
LiHMDS: lithi bis(trimetylsilyl)amit; Pd,(dba);: Tris(dibenzylidenaxeton)dipaladi(0);
T3P: 1-Propanphosphonic anhydrit; DIPEA: Diisopropyletylamin, N-etyl-N-
isopropyl-propan-2-amin; RT: nhiét d0 phong; DMF: Dimetylformamit; CH,Cl,,
DCM: diclometan; THF: Tetrahydrofuran; Et,O: Dietyl ete; DMSO: Dimetylsulfoxit;
EtOH: etanol; TLC: Sic ky 16p moéng; EtOAc: etyl axetat; ACN, CH;CN: axetonitril;
MeOH: metanol; TFA: axit trifloaxetic; HCI: axit clohydic; Et;N, TEA: trietylamin;

-10-
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NaCl: natri clorua;, NaHCOs5: natri bicarbonat; H,O: nudc; MgSO,: magiésulfat;
Na,SOj, : natri sulfat.

Tén hoa hoc duoc uwu tién la tén IUPAC, dugc tao ra béng cach st dung
Accelrys Draw 4.1.

Néu hop chit héa hoc dugc @& cap dén bang céch sir dung ca cAu tric hoéa hoc
va tén hoa hoc, va ¢6 su khong rd rang gitta cAu triic va tén, ciu tric dugc uvu tién st
dung.

Vidul

2-[4-(xyclopropylmetylsulfonyl)phenyl]-N-[4-[1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-
hydroxy-etyl]phenyl]axetamit.

FF F
F
HO F
HN._ O
0
I
SQO
v (D
Buéce 1:
F F
0
F TMSCF, F T
HO
TBAF
Budc 1
Br Br
V) (V)

Dung dich ciia 1-(4-bromophenyl)-2,2-diflo-etanon (10,5 g) trong 100 mL THF
& 0°C dudi argon dugce thém TMSCF; (12,7 g) sau d6 thém dung dich 1 M cua TBAF
trong THF (90 mL) qua 45 phut. Hon hop phan tng dugc khudy trong 1 gio & nhiét 4o
phong, sau d6 dugc pha lodng véi Et;0 (200 mL), duge rira bing nuée (2 x 200 mL),

nude mudi (100 mL), dugc 1am kho va duge cd dudi ap suét giam. Can dugc tinh ché

-11-
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bang sic ky cot trén silica gel, st dung EtOAc 0 % dén 20 % trong xyclohexan lam
chét rira giai dé tao ra 11,5 g (84 %) 2-(4-bromophenyl)-1,1,1,3,3-pentaflo-propan-2-ol
1a diu mau vang.

MS(ES") m/z 302,9 / 304,9 [M+H]".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 8 ppm 6,70 (t, J=53,1 Hz, 2 H), 7,60 (d, J=9,2
Hz, 2 H), 7,69 (d, J=9,2 Hz, 2 H), 7,92 (s, 1 H).

Buwoc 2:
F F
F F
F F LiHMDS
o'l F F L F
Pd,dba, HO

c S
' O NH,
(v) Budc 2 (In)

Dung dich cua 2-(4-bromophenyl)-1,1,1,3,3-pentaflo-propan-2-ol (11,4 g) trong
THF (100 mL) duéi argon duge thém dung dich 1 M ctia LiHMDS trong THF (112
mL),

2-(dixyclohexylphosphino)biphenyl (1,6g) sau d6 thém Pd,(dba); (2,16g). Hén
hop phan ing dugc khudy dudi hdi luu trong 1 gio, sau d6 duge lam ngudi xubng 0°C,
va dung dich nudc 12N cia HCI (15mL) dwgc thém nho giot. Sau khi khudy trong 1
gid & nhiét dd phong, hdn hop phan tmg dugc rét 1én dung dich nudc bao hoa cua
NaHCO; (400 mL) sau d6 duogc chiét voi EtOAc (2x 300 mL). Lép hitu co két hop
duge 1am khd va dugc cd dudi ap sudt giam. San phdm duge két tia trong DCM, dugc
loc va dugce rira béng lugng ti thiéu cia DCM dé tao ra san phém mong mubn (4,75
g). Phan loc dugc tinh ché bang sic ky cot trén silica gel, st dung EtOAc 0 % dén 50
% trong xyclohexan lam chét rira giai dé tao ra 1,4 g san phim mong mudn. 2-(4-
Aminophenyl)-1,1,1,3,3-pentaflo-propan-2-ol (6,15 g, 68 %) thu duoc la chét rdn mau

tring duc.
MS(ES") m/z 242,0 [M+H]".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) § ppm 5,27 (s, 2 H), 6,22 - 6,74 (m, 3 H), 7,11
- 7,35 (m, 3 H).

-12-
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Buwoc 3:

HO.__O FE
F F \E©\ .
Q HO F
F F I
Ho'| F -0
(i

T3P
DIPEA

HN o

=0

(i Budc 3 (1

Dung dich cua 2-(4-aminophenyl)-1,1,1,3,3,3-hexaflo-propan-2-ol (0,55 g)
trong DCM (10 mL) dugc thém 2-[4-(xyclopropylmetylsulfonyl)phenyljaxetic axit
(0,58 g) va N-etyl-N-isopropyl-propan-2-amin (1,19 mL) sau d6 la thém nhé giot dung
dich 50% cua T3P trong DCM (0,8 mL). Hon hop phan tng dugc khudy & nhiét do
phong trong 2 gid. EtOAc (100 mL) va nude (100 mL) dugc thém. Lop hiru co duoe
tach, dugc rira bing nudc mudi (100 mL), dugc lam kho qua MgSO,, duge loc va
duoc cd dudi ap suét giam. Cin dugc tan bot trong DCM (5 mL), duoc loc va dugc
rtta bing DCM 10% trong pentan (5 mL) sau d6 dugc 1am kho dé tao ra 0,72 g (66%)
2-[4-(xyclopropylmetylsulfonyl)phenyl]-N-[4-[ 1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-hydroxy-

etyl]phenyl]axetamit 1a chét rdn mau tring duc.
MS(ES") m/z 478,1 [M+H]".
Vidu2va3

Hai chit dong phan dbi hinh duogc tach tir Vi du 1 sic ky khong dbi ximg sir
dung ¢t Chiralpak AD 20 um, 76,5 x 350 mm va pha dong, EtOH:MeOH 90:10, 350
mL/phut, v6i do UV & 254 nm.

Bt ddu tir 5 g chit triét quang trong 500 mL EtOH, nim dich tiém cua dung
dich dugc thyuc hién dé thu duoc, sau khi ¢d dic, 2,17 g ctia Vi du 2 (chit ddng phan
d6i hinh thir nhét dugc rira giai) va 2,02 g cia Vi du 3.

Vi du 2 - hop chét c6 (Cong thirc IA): (+)-2-[4-(xyclopropylmetylsulfonyl)phenyl]-N-
[4-[(1R)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-hydroxy-etyl|phenyl]axetamit.
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“OH

HN o)

=0

S:O
V) (IA)

MS(ES") m/z 478,1 [M+H]".

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6) § ppm 0,11 (m, 2 H), 0,44 (m, 2 H), 0,82 (m, 1
H), 3,24 (d, J=7,2 Hz, 2 H), 3,82 (s, 3 H), 6,67 (t, J=53,4 Hz, 2 H), 7,57 (d, J=9,2 Hz,
2 H), 7,60 (d, J=8,5 Hz, 2 H), 7,67 (d, J=9,2 Hz, 2 H), 7,70 (s, 1 H), 7,86 (d, J=8,5
Hz, 2 H), 10,42 (s, 1 H).

Su quay quang: [a]p>’ = +1,5° (¢ = 3mg/mL, DMSO).

Vi du 3 - hop chét c6 (Cong thic IB): (-)-2-[4-(xyclopropylmetylsulfonyl)phenyl]-N-
[4-[(1S)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-hydroxy-etyl|phenyl ]Jaxetamit.

=0

S:O
# (IB)

MS(ES™") m/z 478,0 [M+H]".

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 0,11 (m, 2 H), 0,44 (m, 2 H), 0,82 (m, 1
H), 3,24 (d, J=7,2 Hz, 2 H), 3,82 (s, 3 H), 6,67 (t, J=53,4 Hz, 2 H), 7,56 (d, J=9,2 Hz,
2 H), 7,59 (d, J=8,5 Hz, 2 H), 7,67 (d, /=9,2 Hz, 2 H), 7,70 (s, 1 H), 7,86 (d, J=8,5 Hz,
2 H), 10,42 (s, 1 H).
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Su quay quang: [a]p> = -4,6° (¢ = 3mg/mL, DMSO).
Vi du 4 - nhiu xa don tinh thé tia X

CAu hinh tuyét dbi ctia Vi du 2 va 3 dd dugc xé4c dinh tr dit liéu nhiéu xa don

tinh thé tia X (XRSCD) str dung chu ky di cwdng va phan tich khac biét Bijvoet.

Tinh thé don cta chit lugng tinh thé hoc thich hop dé x4c dinh cAu tric tinh thé
tir dit liéu nhiu xa tinh thé don dugc phan lap tir thit nghiém bay hoi cham cia dung

dich cua Vi du 2 va 3 trong cloform.
Cdu hinh tuyét doi ciia Vi du 2

Dir liéu dugc gom trén nhiéu xa ké don tinh thé Bruker Smart Apex. Ngudn tia
X vi tu InS molybden dugc st dung, chay ¢ 50 kV va 0,6 mA, birc xa Mo-Ka phat
quang (A = 0,710731 A). Thiét b két hop dién tich (chip CCD: 4K, 62 mm) la thiét bi
do dwoc dinh vi & 6,0 cm. May diéu lanh nito Oxford Cryosystems (Cryostream dong
Plus 700) cho phép thir nghiém XRSCD duoc tién hanh ¢ 100 K. Tinh thé don véi
kich thudc: 25 x 250 x 250 um3 da duoc gan tir tir giot dau Paratone N™ [én céu triic
vong MiTeGen mylar nén thip. Cau Ewald day ciia phan xa dugc gom (quét 3 omega
cua 680 khung véi 9 rong khung bang 0,3°). Thoi gian tich tu dugce dit & 80 gidy cho
mdi khung mic phai.

Ma tran huéng va té bao don vi dugc thiét 14p st dung chuong trinh
CELL_NOW (v2008/4). Bién d9 phan xa 3D va tich hop toan bd phan xa dugc thyc
hién bang chwong trinh SAINT (v8.34A). Chuong trinh TWINABS (v2012/1) dugc st
dung dé hiéu chinh cho Lorentz va c4c hiéu tng phén cuc va cho mAu hip thu. Ngoai
ra, ca dir 1iéu HKLF4 va HKLF5 dugc tao ra tuong Ung dé hoa tan va tinh loc bang goi
chuong trinh SHELXTL (v2014/7).

Dir liéu cAu trac tinh thé 13 nhu sau:

. Triclinic, nhém khong gian P1

o a=7,9892(13) A, b=11,4301(18) A, ¢ = 11,6936(19) A
o a = 83,022(2)°, f=177,006(2)°, y = 81,071(2)°

. V=1023,73) A, Z=2, T=100Q2) K,
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. 11704 phan xa dugc do (3,6 <20 < 58,2), 11704 don nhét
(Rsigma = 0>0229)
o 736 thong s6 va 3 han ché

Ry cubi132,7 % (1> 206(I)) va wR, 14 7,1 % (tht ca dit liéu) véi Gof = 1,030.

Quy trinh tiéu chuén @& xac dinh cdu trac tuyét d6i bang k¥ thuét nhiéu xa tia X
13 dya trén viéc xac dinh tham sb Flack (x) véi @0 khong dam bao tiéu chuén lién quan
ctia n6 nhu 13 mot phin ciia quy trinh sang loc binh phwong nhé nhét. Céc gia tri ky
vong 1a 0 (trong 3 esd) dé hiéu chinh va +1 cho cAu trac tuyét ddi dao ngugc. Trong
truomg hop Vi du 2 — hop chét c6 (Cong thirc IA), Flack x = 0,095(33) bang cach khép
b didn véi tht ca cac cudng dd va 0,072(21) tir 3969 chi tiéu dugc chon (phuong phéap
Parsons cho dd chinh x4c cao hon) chi ra réng Vidu?2 - cAu hinh tuyét dbi cua hgp

chét c6 (Cong thirc IA) duge xac dinh mot cach déng tin cdy.

Ngoai ra quy trinh sau sang loc dwa trén cach tiép can théng ké Bayesian dugc
ap dung (theo cach hoan toan khac vdi cach tiép can Flack). St dung két hop gitta uéc
tinh kha ning t6i da va théng ké Bayesian, khong chi nhan dugc sy chi dinh dinh tinh
clia cAu truc tuyét dbi, ma con udc tinh dinh lugng vé dd tin cdy cta sy chi dinh do.
Phan tich Vi du 2 — cAu trac tuyét dbi ctia hop chat c6 (Cong thirc IA) sir dung phuong
phép kha ning di dugc thuc hién bang cach st dung goi phin mém Olex2. Gi4 trj thu
duogc 1a Hooft y = 0,13(5) chi ra rang cdu tric tuyét dbi da dugc xac dinh chinh xéc
(phan tich cap Bijveet st dung phén bd Student v6i @0 bao phu cip Bijveet 88%: 4639
cip dugc sir dung). Phuong phép ciing da tinh toan rang Xac sut ma clu tric dugce dao
ngugc 12 bang khong.

Do d6, cac két qua nay thé hién ring cdu hinh tuyét d6i ctia Vi du 2 — hop chit
c6 (Cong thirc IA) 1a R (x4c suét bang 100 %).

Cdu hinh tuyét doi cua Vi du 3

Dit liéu dugc gom trén nhifu xa ké don tinh thé Bruker Smart Apex. Ngudn tia
X vi tu IpS molybden dugc st dung, chay ¢ 50 kV va 0,6 mA, btirc xa Mo-Ka phat
quang (A = 0,710731 A). Thiét bi két hop dién tich (chip CCD: 4K, 62 mm) la thiét bi
do duoc dinh vi ¢ 6,0 cm. May diéu lanh nito Oxford Cryosystems (Cryostream dong
Plus 700) cho phép thir nghiém XRSCD dugc tién hanh ¢ 100 K. Tinh thé don véi
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kich thuée: 40 x 150 x 200 pm® di duge gén tir tir giot diu Paratone N™ én céu tric
vong MiTeGen mylar nén thip. Cau Ewald day ciia phan xa dugc gom (quét 3 omega
cua 680 khung voi d0 rong khung bing 0,3°). Thoi gian tich tu duoc dat ¢ 75 gidy cho

moi khung mac phai.

Ma trdn huéng va té bao don vi dugc thiét 1ap st dung bd chuong trinh Bruker
AXS Apex2 (v2014.11 0). Bién d6 phan xa 3D va tich hop toan bd phan xa dugc thuc
hién bing chuong trinh SAINT (v8.34A). Chuong trinh SADABS (v2014/5) dugc st
dung d& hiéu chinh cho Lorentz va cac hi¢u g phén cuc va cho mau hép thu. Nhém
khong gian tam dugc xac dinh bing chwong trinh XPREP (v2014/2). Chuong trinh
SHELXTL XT (v2014/4) dugc sir dung dé giai quyét céu tric bang phwong phép chia
pha bén trong. Chuong trinh SHELXTL XLMP (v2014/7) dugc sir dung d8 tinh ché
dung dich bang tinh toan ma tran binh phuong nhd nhit F2.

Dit liéu c4u tric tinh thé 1a nhu sau:

o Triclinic, nhom khong gian P1

o a=8,0022(5) A, b=11,4394(8) A, ¢ = 11,7044(8) A

o a = 83,0030(10)°, 8= 76,9840(10)°, y = 80,9850(10)°

o V=1026,83(12) A’>, Z=2, T=1002) K

° 10430 phan xa dugc do (3,6 < 20 < 57,8), 8932 don nhét
(Rin: = 0,0081)

o 737 thong s6 va 3 han ché

Ry cubi 1a 2,5 % (1> 20(1)) va wR, 12 6,8 % (tht ca dit ligu) voi Gof = 1,024.

Quy trinh ti€u chudn dé xac dinh céu tric tuyét d6i bang k¥ thuét nhiéu xa tia X
1a dua trén viéc xac dinh tham sb Flack (x) voi do khong dam bao ti€u chuén lién quan
ctia n6 nhu 12 mot phin clia quy trinh sang loc binh phuong nho nhét. Céc gia tri ky
vong 1a 0 (trong 3 esd) dé hiéu chinh va +1 cho chu triic tuyét d6i dao nguge. Trong
trudmg hop Vi du 3 — hgp chét c6 (Cong thirc IB), Flack x = 0,063(47) béng cach khop
cb didn v6i tht ca cac cudong do va 0,058(9) tir 3969 chi tiéu duge chon (phuwong phap
Parsons cho d0 chinh x4c cao hon) chi ra rang Vi du 3 — cAu hinh tuyét dbi ciia hop

chét c6 (Cong thirc IB) duge xac dinh mot cach dang tin cay.
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Ngoai ra quy trinh sau sang loc dua trén cach tiép can thdng ké Bayesian dugc
ap dung. St dung két hop gitta udc tinh kha ning t5i da va thdng ké Bayesian, khong
chi nhin duoc su chi dinh dinh tinh cua cAu tric tuyét ddi, ma con udc tinh dinh lugng

vé dd tin ciy cua sy chi dinh do.

Phan tich Vi du 3 — cu trac tuyét ddi ciia hop chit c6 (Cong thire IB) sir dung
phuong phap kha ning dd duoc thuc hién bang cach st dung goi phin mém Olex2.
Gi4 tri thu dugc 12 Hooft y = 0,059(8) chi ra ring cdu tric tuyét ddi da duge xac dinh
chinh x4c (phén tich cdp Bijveet sir dung phén bd Student v6i @6 bao phu cdp Bijveet
75 %: 4049 cip dugc sir dung). Phuong phép cling da tinh toan ring Xac sudt ma cdu

tric dugc dao ngugc 1a bing khong.

Do d6, cac két qua nay thé hién ring céu hinh tuyét d6i ctia Vi du 3 — hop chat
c6 (Cong thirc IB) 13 S (x4c suét bing 100 %).

Vi du 5 - Thit nghiém gen bdo cao GAL4 RORy

Céc vi du 2-3 cia ‘hop chit ciia Cong thire TA va hop chét ciia Cong thire 1B
theo séng ché va Vi du sb 37 tir tai ligu WO2015/082533 dugc thir vé kha nang tre ché
hoat tinh RORy ctia n6 trong thir nghiém gen bao cdo GAL4 RORy.

Quy trinh tht nghiém dugc mo ta dudi déy va cac két qua duoc thé hién trong

Béang 1.

Heé bao cdo mot lai GAL4 sir dung chi s6 doc luciferaza da dugc thiét lap dé xac
dinh sw @rc ch& RORy trong céc t& bao 293FT. Ving lién két phdi tir RORy (LBD)
dugc dung hop véi ving li€n két ADN GAL4 ndm men (DBD) va dugc dit dudi su
kidm soat ctia trinh ty khéi dong sém trung gian cytomegalovirut (CMV) cua nguoi,
sir dung vecto bidu hién pFN26A (Promega) va phuong phap tach dong ADN tai to
hop tiéu chuén. Dé déng vai trd kiém soat trong thir nghiém, vecto tuong ty dugc tao
ra trong d6 GAL4-DBD dugc dung hop véi protein virut Herpes simplex 16 (VP16),

chét hoat héa phién ma cAu thanh.

Pé theo doi tac dung wrc ché ciia hop chét 1én RORy, céu tric bao cdo phién ma
dugc st dung. Vecto pGL4.35 (Promega) chira chin ban sao cua Trinh tu hoat hoa

ngugc dong GAL4 (UAS). Trinh ty nay thic d4y phién ma cua gen bdo cdo luciferaza
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luc2P dap ung lai lién két ctia protein dung hop chira ving lién két ADN GAL4, nhu
vi du dugc biéu hién bdi vecto biéu hién GAL4-RORy-LBD va GAL4-VP16 dugec md
t4 & trén. D& cho phép protein dung hop GAL4 didu khién biéu hién cua gen bdo cdo
luciferaza, vecto biéu hién pGL4.35 va vecto biéu hién protein dung hgp GAL4 thich
hop dugc bién nap s lugng 16n trong cac té bao 293FT sir dung cac k¥ thuat bién nap

tiéu chuan.

Ngay sau bién nap, té bao dugc trai vao tAdm 96 giéng, hop chit thir dugc thém
va thm dugc qua dém. Sau do, hoat tinh luciferaza ctia dom dom dugc dinh lugng sir
dung chét phan tng do luciferaza va chi s6 doc phat quang.

MG té thir nghiém chi tiét

Té bao 293FT (Invitrogen) dugc bién nap véi vecto biéu hién protein dung hgp
GAL4 (nhu dugc mo ta ¢ trén) va chu tric gen bao cdo phién ma (pGL4.35, Promega).
60 pL chét phan tmg bién nap TransIT-293 (Mirus Bio) dugc thém nho giot vao 1500
ul moi truong huyét thanh gidm Opti-MEM I (Invitrogen) va dugc U & nhiét o phong
(RT) trong 5 dén 20 phat. 1500 pL hdn hop chit phan tmg nay dugc thém vao 5 pg
vecto biéu hién protein dung hgp GAL4 va 5 pg ciu tric gen bao c4o phién ma, va i

& nhiét do phong trong 20 phut.

Pé thu duge té bao 293FT tir binh thét ¢d T75, moi trudng nudi cdy thir nhét
duoc lay khoi té bao. Tiép d6, cac té bao dugc rira bing nudc mudi dém phosphat
(PBS) (Lonza), sau d6 PBS dugc loai. Pé tach t& bao, 1 ml TrypLE Express
(Invitrogen) dugc thém vao binh thét ¢d, sau d6 & & nhiét do phong dén khi nhin thy
té bao bit diu tach ra. Céac té bao dugc gom trong 5 mL mdi trudng thir nghiém (mdi
trudng nudi cdy DMEM (Lonza), 10% FBS thdm tach (Invitrogen) va Pen/Strep
(Lonza)) dé thu dugc huyén phu t& bao don. 10X10° té bao quay xudng diy va tao
huyén phu lai trong 10 mL moi truong thir nghiém. Sau do, huyén phu té bao duoc
thém vao 6ng hdn hop bién nap, va sau d6 duge chuyén toan bd sang binh thét cd T75

(Greiner), sau d6 u qua dém (16-24 giv) & 37°C va 5% CO,.

pé sang loc hop chét, cac t& bao da dugc thu hoach (nhu md ta & trén) va duge
tinh. 13x10° té bao quay xudng day, dich ndi dugc hut va céac té bao dugc tao huyén

phu lai trong 17,3 mL moi trudong thir nghiém @ thu dwoc huyén phi té bao bing
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0,75x10° t& bao/mL. 80 pL of huyén phu té bao (60.000 t& bao) dugc trai mdi giéng

vao tAm sang day tring, phing, dugc xit ly nudi cdy md, 96 giéng (Greiner).

Hop chit thtt dd dugc pha lodng, bit dau tr 10 mM dung dich gbc
dimetylsulfoxit (DMSO), dén cac dich pha lodng hang loat trong DMSO v&i ndéng do
thir nghiém cudi cing 1 500 14n. Sau d6, c4c dung dich nay dugc pha loang dén 5 lan
ndng do6 thir nghiém cudi cing trong hai budc pha lodng 10 lan trong mbi trudng thir
nghiém. Ndng @ DMSO cudi cung cia dung dich hop chét thir nghiém 5 lan 1a 1%.
20 pL dung dich hop chét thtr nghiém 5 1an dugc thém vao mdi giéng thir nghiém cla
tim 96 giéng dugc ma trudc do bing 80 pl huyén phu té bao, tao ra ndbng do thir
nghiém cubi ciing véi 0,2% DMSO.

Céc tAm duoc G qua dém (16-24 gid) & 37°C va 5% CO,.

Db6i v6i cac chi sb6 doc luciferaza, chit phan Ung luciferaza (Britelite Plus,
Perkin Elmer) da dugc dua dén nhiét do phong. Thém vao mdi giéng thir nghiém cta
tdm sang loc 100 pL chét phan tng Britelite Plus dugc pha lodng 2,5 lan, sau @6 G &
nhiét 4o phong trong 10 phut. Tin hiéu phat quang luciferaza dugc do st dung thiét bi
doc vi tAim Wallac Victor (Perkin Elmer).

Gi4 tri ndng dd trc ché t8i da mot nira (ICso) ddi véi hop chét thir dugc tinh todn
tir tin hiéu luciferaza st dung phan mém GraphPad Prism (phan mém GraphPad).

Vi du 6 - Thit nghiém IL-17 cta té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC)

Céc vi du 2-3 cta sang ché va Vi du s6 37 tir tai liéu WO2015/082533 dugc thu
v& kha nang ctia n6 trc ché san xuét IL-17A trong té bio don nhan méu ngoai vi dugc
kich thich khang CD3/khang CD28 (PBMC) dugc phan lap tir méu cua nguoi. Quy
trinh thir nghiém dugc mo ta dudi day va cac két qua duoc thé hién trong Bang 1.

Thir nghiém nay dugc thiét ké dé do cac mirc IL-17A tiét ra tir PBMC duogc
kich thich khang CD3/khang CD28 v6i muc dich do sy e ché san xuét IL-17A trung
gian bdi RORy.

M ta thir nghiém chi tiét
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MBoi trudng thit nghiém chira 90% RPMI 1640 (Lonza), 10% huyét thanh thai
bod bét hoat nhiét (FBS, Lonza) va 100 U/mL dung dich penixilin/ streptomyxin.

Khang thé khang CD3 (BD Pharmingen) dugc pha lodng dén 10 pg/ml trong
PBS (Lonza). 30 pL ctia dung dich khang CD3 10 pg/ml dugc thém vao 60 giéng bén
trong clia tim day chit U duge xir Iy moi trudng nudi ciy té bao c6 96 giéng (Greiner).

Céac tAm dugc 0 qua dém (16-24 giv) ¢ 37°C va 5% CO,.

Té bao don nhan méau ngoai vi duge tach tir da trdu (Sanquin) st dung moi
trudng tach Ficoll-Paque PREMIUM (GE Healthcare Life Sciences) theo huéng dan

ctia nha san xuét va tao huyén ph lai trong mdi truong thir nghiém & 37°C.

Hop chit thr di dugc pha loang, bit ddu tr 10 mM dung dich gbc
dimetylsulfoxit (DMSO), dén céc dich pha lodng hang loat trong DMSO véi nbéng do
thr nghiém cudi cing 12 200 13n. Sau d6, cac dung dich nay dugc pha lodng trong hai
buéc pha lodng trong mdi truong thir nghiém dén 5 1an ndng do thir nghiém cudi.

Nédng d6 DMSO ciia dung dich hop chét thir nghi¢m 5 14n 12 2,5 %.

Khang thé khang CD28 (BD Pharmingen) dugc pha loang dén 10 pg/mL trong
méi treong thir nghiém. PBMC duge pha lodng dén nong do bang 2,2x10° té bao/mL

trong moi truong thir nghiém & 37°C.

Pé sang loc hop chét, cac tim dugc phu khang CD3 dugc rira hai 1an bing
PBS; céc giéng sau d6 dugc hut sir dung chén khong. M3i giéng sang loc 90 pL huyén
phit PBMC, 30 uL dung dich khang CD28 va 30 pL dung dich hop chét thir 5 14n dugc
thém, din dén ndng do thi nghiém cubdi cing véi 0,5% DMSO. Tét ca cac giéng bén
ngoai dugc nap PBS d8 ngan bbc hoi. Cac tAm duoc U trong 5 ngay ¢ 37°C va 5%
CO,.

Sau khi U, cac tim dugc quay xubng & 1500 rpm trong 4 phut va dich nbi dugc
gom. Sau do, cac muc IL-17A trong dich ndi dugc xac dinh bang cach st dung bd kit

IL-17A AlphaL.ISA (Perkin Elmer) theo huong din ctia nha san xuat.

Gi tri ndng d0 trc ché téi da mot nira (ICsp) d6i v6i hop chét thir dugc tinh toén

tir tin hiéu IL-17A st dung phan mém GraphPad Prism (phén mém GraphPad).

Béang 1

-21-



33076

Thitr nghiém gen béo cdo GAL4 Thit nghiém IL-17 cua PBMC
) ROR}) pIC5() pICSO
Vi du so
Trung bo 1éc S4 thu Trung Po 1éc S4 cho cua
binh chuén nghiém binh chuén nguoi

37 7,9 0,2 5 7,9 0,2 11

2 7,4 0,2 5 7,2 0,2 11

3 7,9 0,2 5 7,6 0,3 11

Vi du 7 - Phuong phap kénh hERG

Vi du 2-3 cua sang ché va Vi du sb 37 clia tai litu WO2015/082533 duoc thir trong
6ng nghiém dbi voi kénh kali hERG (gen lién quan dén Ether-a-go-go ctia ngudi). Quy
trinh thir nghiém duoc md ta dudi day va cac két qua dugc thé hién trong Bang 2.
M ta thir nghiém chi tiét

Céc té bao CHO (budng trimg cia chudt dong Trung Qudc) dong lanh biéu hién
4n dinh cac kénh hERG dugc rd dong va dugc gieo trén nép day thiy tinh trong cac
dia petri. Cac té bao dugc nudi ciy trong moi truong F-12 HAM dugc bd sung 10%
huyét thanh thai bo, 100 IU/mL penixilin, 100 pg/mL streptomyxin va 500 pug/mL
G418 (Invitrogen, Carlsbad, CA) trong khi quyén c6 95% khong khi/5% CO, & 37°C.
Té bao CHO s&n sang dé kep va sau khi nudi ciy trong 1-5 ngay. Dong dién hERG
dugc ghi & nhiét do phong bang cach su dung
k§ thudt kep va toan bd € bao v6i bd khuéch dai Axopatch 200B (Thiét bi phan ti,
Sunnyvale CA). Pién cyc (dién tré 1-3 MQ) duge ché tao tir cac dng mao dan thuy
tinh TW150F (World Precision Instruments, Sarasota, FL) va nap day dung dich chaa
(tinh bﬁng mM): kali aspartat 120; KC1 20; Na,ATP 4; HEPES 5; MgCl, 1; pH 7,2
dwoc didu chinh bing KOH. Dung dich ghi bén ngoai bao gbm (tinh bang mM): NaCl
130; KCl 4; natri axetat 2,8; MgCl, 1; HEPES, 10; glucoza 10; CaCl, 1 6 pH 7,4 dugc
didu chinh bang NaOH. Dong dién hERG dugc suy ra bang 2s xung khir cuc dén +20
mV sau d6 1a tai cuc dén -40 mV trong 1,6s tir -80 mV dién thé gitr & tan s6 bang 0,1

Hz. Dong dién duoc phan tich bang cach sir dung b pCLAMP cua phin mém (Thiét
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bi phan tir). CAc gié tri ICs, ciia thube thu dugc bing cach st dung dong dién dudi dinh
trong budc -40 mV theo khdp binh phuong nho nhit khong tuyén tinh cua dit lidu
(phan mém GraphPad, Inc. San Diego, CA).

Vi du 8 - Phuong phéap trc ché CYP3A4

Vi du 2-3 ciia séng ché va Vi du sb 37 tir tai liéu WO2015/082533 dugce vé tc ché

CYP3A4 sit dung hai miu do khac nhau: midazolam va testosteron.

Quy trinh thir nghiém dugc mo ta dudi déy va cac két qua duoc thé hién trong
Bang 2.

M6 td thir nghiém chi tiét

Hop chét thir dugc hoa tan trong DMSO & céc ndéng d6 chon loc dugc thém vao
dém phosphat (50 mM, pH 7,4) chira vi lap thé gan ngudi (0,1 mg/mL), MgCl (6 mM)
va EDTA (0,5 mM) va co chit do CYP3A, hoic 12 midazolam (3 pM). Hop chit thir
dugc dénh gi4 & cac ndng do 1, 3, 10 va 30 pM va nong do DMSO cubi trong khi 1 1a
0,5%. Sau khi thém NADPH 1 M hdn hop duge u & 37°C trong 10 phit (midazolam)
hozc 30 phut (testosteron). Phan tmg duoc két thac bang cach thém CH3CN lanh chira
tiéu chuan néi bo, dugc ly tam va hinh thanh chét chuyén héa ddc hiéu CYP3A (hogc
14 1'-hydroxymidazolam hodc 6-p-hydroxytestosteron) dwgc dinh lugng bang UPLC-
MS/MS. Hoat tinh CYP3A lién quan & mdi néng d6 thir dugc tinh toan va cic gia tri
ICs duge xé4c dinh sir dung XLAit.

Bang 2
Thir nghiém tc ché CYP3A4 ICs,
uM ,
) - Thir nghiém tc ché hERG
Vi du so Mau do 3
Midazolam Mau do ICs0, kM
Testosteron
37 10 2,8 4,3
2 24 13 14,2
3 >30 16 11,2
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Sang ché d& xuét hop chét diéu bién RORy m¢i, Vi du 2 va 3, ma tc ché hoat tinh
RORy va nhd d6 ca (e ché hERG va e ché CYP3A4 déu giam khi so véi hop chit
trong linh vue (vi du 37 tir tai lisu W02015/082533). Do d6 thé hién 1a hop chét c6
(Cong thirc TA) va (Cong thic IB) gidi han cac nguy co vé vén dé an toan tim va tac
dung doc bat 1oi tiém 4n lién quan dén tuong tac thude-thude twong tmg trong khi duy
tri hoat tinh diéu bién RORY.

Vidu9, 10, 11, 12 va 13: Téng hop tién chét thubc:

Vi du 9 - hop chét c6 (Cong thitc VI): 2-[4-(xyclopropylmetylsulfinyl)phenyl]-N-[4-
[1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-hydroxy-etyl]phenyl]axetamit.

HO
F F
F
F
Os_ _NH
Ox
J (V1)
Buoc 1:
OO~ . OH Os O~
F F
F
F
F o
$ HO—OH $
(1X) (Vi)

Trong binh thét ¢b déy tron ba ¢d 100mL dit dudi khi argon, hydro peroxit (2,64 mL,
25,88 mmol, 30% trong nudc) duge thém nhd giot vao dung dich cia etyl 2-[4-
(xyclopropylmetylsulfanyl)phenyl]axetat (3 g, 11,98 mmol) trong 1,1,1,3,3,3-
hexaflopropan-2-ol (12,53 mL, 113,84 mmol). Hon hop phan tmg dugc khudy trong
30 phit & nhiét do phong, sau d6 dung dich nudc 10% cia natri thiosulfat (50 mL)
duoc thém, sau do6 1a nudce mudi (10 mL). Lép nuée duge chiét hai 1an bang EtOAc.

Chét chiét hiru co két hop dugc rira béng nude mudi, duge lam khod qua Na,SOy4, duoc
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loc va dugc c6 dudi ap suit giam. Can duge bd vao ACN (15 mL), duge ¢d dudi ap
sut giam va dugc lam kho dudi chan khong dé thu duoc 3,16 g etyl 2-[4-
(xyclopropylmetylsulfinyl)phenyl]axetat la chit rin mau tring.

MS(ES") m/z 267,1 [M+H]".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 7,62 (d, /=8,28 Hz, 2 H), 7,46 (d,
J=8.28 Hz, 2 H), 4,09 (q, /=7,03 Hz, 2 H), 3,76 (s, 2 H), 2,72 - 2,87 (m, 2 H), 1,18 (t,
J=7,15 Hz, 3 H), 0,82 - 0,96 (m, 1 H), 0,45 - 0,61 (m, 2 H), 0,19 - 0,36 (m, 2 H).

Buoc 2:

(vin) )

Trong binh thot cd day tron 100 mL, dung dich nuéc 1M cua natri hydroxit
(541 mL, 541 mmol) dugc thém vao dung dich cia etyl 2-[4-
(xyclopropylmetylsulfinyl)phenyl]axetat (400 mg, 1,50 mmol) trong EtOH (25 mL).
Hdn hop phan ung duogc khudy qua dém & nhiét do phong va sau d6 dugc cd dudi chéan
khong. Cin duge bd vao nudc, sau d6 duge axit hoa b%mg dung dich nuéc cia HCI IN
dén khi dat pH 1. L6p nude duge chiét ba 1an bang EtOAc. Lép hitu co két hop duoc
rira mot 1an b%mg nudc mudi, duoc lam kho qua Na,SO,, duoc loc va duge co dudi
chan khong dé thu dugc 306 mg 2-[4-(xyclopropylmetylsulfinyl)phenyl]axetic axit la

chit rin mau tring.
MS(ES+) m/z 239,1 [M+H]+.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 7,61 (d, J=8,28 Hz, 2 H), 7,46 (d,
J=8.28 Hz, 2 H), 3,66 (s, 2 H), 2,71 - 2,89 (m, 2 H), 0,85 - 0,96 (m, 1 H), 0,46 - 0,64
(m, 2 H), 0,20 - 0,36 (m, 2 H).

Buwoc 3:
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o OH
F F
FFOH F Os

NH,

) V) V1)

2-(4-aminophenyl)-1,1,1,3,3-pentaflo-propan-2-ol (151,8 mg, 0,63 mmol), N-

etyl-N-isopropyl-propan-2-amin (0,33 mL, 1,89 mmol) va 2,4,6-Tripropyl-1,3,5,2,4,6-
trioxatriphosphinan 2,4,6-trioxit (50% trong DCM, 0,48 mL, 0,82 mmol, nho giot)
duoc thém vao dung dich cua 2-[4-(xyclopropylmetylsulfinyl)phenyl]axetic axit (150
mg, 0,63 mmol) trong DCM (25 mL), ma da dat dudi khi argon trong bé d4 lanh. Sau
khi khudy trong 30 phit, bé d4 lanh duoc loai va hdn hgp phan tmg duoc khudy qua
dém & nhiét ¢6 phong. Sau d6, DCM va nuéc dugc thém, va 16p nude dugc chiét hai
lin bang DCM. Lép hitu co két hop dugc rta bang dung dich nudc bdo hoa cua
NaHCOs3, v6i dung dich HCI nude 0,5N, v6i nude, va cudi cung v4i nudc mudi. Lop
hitu co dugc lam khod vé6i Na,SO,, duge loc va duge ¢d dudi chan khong. Can duogc
tinh ché bang séc ky cot trén silica gel, st dung tir 98% dén 95% DCM trong MeOH
lam chét rira giai dé tao ra 206 mg 2-[4-(xyclopropylmetylsulfinyl)phenyl]-N-[4-[1-
(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-hydroxy-etyl]phenyl]axetamit la bot mau tréng duc.

MS(ES™) m/z 462,0 [M+H]".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 10,35 (s, 1 H), 7,45 - 7,79 (m, 9 H),
6,38 - 6,88 (m, 1 H), 3,75 (s, 2 H), 2,67 - 2,90 (m, 2 H), 0,75 - 0,96 (m, 1 H), 0,45 -
0,62 (m, 2 H), 0,14 - 0,37 (m, 2 H).

Cacvidu 10,11, 12 va 13:

Cac chét ddng phén 1ap thé VIA va VID dugc tach tir VI bing séc ky khong doi
ximg st dung cot Chiralpak AD 20pum, 350 x 76,5mm va pha dong, Heptan:EtOH
50:50, 400 mL/phut v6i do UV & 254 nm.
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BAt ddu tir 160 mg chét triét quang trong 100 mL Heptan:EtOH 50:50, mdt dich
tiém cua dung dich dugc thuc hién dé thu duoc, sau khi c6 dic, 34 mg cia Vi du 10
(cht ddng phan déi hinh thir nhét duoc rira giai), 35 mg Vi du 13 (chit ddng phan dbi
hinh cubi ciing duoc rira giai), va 70 mg hdn hop cta Vidy 11 va 12.

Cac chit ddng phan 1ap thé VIB va VIC dugc tach tir hdn hop twong Gng béng
sic ky khong dbi xting st dung cot Xenluloza-4 5um, 250 x 4,6mm va pha dong,
Heptan:EtOH 70:30, 45 mL/phuat véi do UV ¢ 254 nm.

Bt dau tir 70 mg hdn hop trong 8 mL EtOH, bdn dich tiém cia dung dich duge
thuc hién dé thu duoc, sau khi c¢d dic, 29 mg cta VIB (chét déng phéan dbi hinh thu
nhét dugc rira giai) va 30 mg cia VIC.

Vi du 10 - hop <chit c6 (Cong thac VIA):  (-)-2-[4-[(S)-
xyclopropylmetylsulfinyl]phenyl]-N-[4-[(1R)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-hydroxy-
etyl]phenyl]axetamit.

CAu hinh tuyét ddi dugc chi dinh tuy tién.

w (VIA)

MS(ES") m/z 462,2 [M+H]".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & ppm 10,35 (s, 1 H), 7,66 (m, 3 H), 7,63 (d,
J=8.4 Hz, 2 H), 7,56 (d, J=9,0 Hz, 2 H), 7,52 (d, J=8,4 Hz, 2 H), 6,64 (t, J=53,2 Hz, 1
H), 3,75 (s, 2 H), 2,82 (dd, J=6,9 va 13,3 Hz, 1 H), 2,74 (dd, J=7,7 va 13,3 Hz, 1 H),
0,89 (m, 1 H), 0,49 dén 0,58 (m, 2 H), 0,23 dén 0,33 (m, 2 H).

Su quay quang: [o]p> = -63,6° (c = 3,8 mg/mL, DMSO).
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Vi du 11 - hop chit c6 (Coéng thac VIB): (-)-2-[4-[(S)-
xyclopropylmetylsulfinyl]phenyl]-N-[4-[(1S)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-hydroxy-
etyl]phenyl]axetamit.

CAu hinh tuyét d6i dugc chi dinh tly tién.

V/ (VIB)

MS(ES") m/z 462,2 [M+H]".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) : § 10,35 (s, 1 H), 7,66 (m, 3 H), 7,63 (d, J=8,4
Hz, 2 H), 7,56 (d, J/=9,0 Hz, 2 H), 7,52 (d, J=8,4 Hz, 2 H), 6,64 (t, /=53,2 Hz, 1 H),
3,75 (s, 2 H), 2,82 (dd, J/=6,9 va 13,3 Hz, 1 H), 2,74 (dd, J=7,7 va 13,3 Hz, 1 H), 0,89
(m, 1 H), 0,49 dn 0,58 (m, 2 H), 0,23 dén 0,33 (m, 2 H).

Su quay quang: [o]p> =-83,1° (c = 4,2 mg/mL, DMSO).

Vi du 12 - hop <chit c¢6 (Cong thic VIC): (H)-2-[4-[(R)-
xyclopropylmetylsulfinyl]phenyl]-N-[4-[(1R)-1-(diflomety])-2,2,2-triflo-1-hydroxy-
etyl]phenyl]axetamit.

CAu hinh tuyét dbi dugc chi dinh tuy tién.

V) (VIC)
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MS(ES") m/z 462,0 [M+H]".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) : § 10,35 (s, 1 H), 7,66 (m, 3 H), 7,63 (d, J/=8,4
Hz, 2 H), 7,56 (d, J=9,0 Hz, 2 H), 7,52 (d, J/=8,4 Hz, 2 H), 6,64 (t, J=53,4 Hz, 1 H),
3,75 (s, 2 H), 2,82 (dd, J=6,9 va 13,3 Hz, 1 H), 2,74 (dd, J=7,7 va 13,3 Hz, 1 H), 0,89
(m, 1 H), 0,49 dén 0,58 (m, 2 H), 0,23 dén 0,33 (m, 2 H).

Su quay quang: [a]p> = +85,6° (¢ = 5,8 mg/mL, DMSO).

Vi du 13 - hop chit c6 (Cong thac VID):  (+)-2-[4-[(R)-
xyclopropylmetylsulfinyl]phenyl]-N-[4-[(1S)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-hydroxy-
etyl]phenyl]axetamit.

Chu hinh tuyét di dugc chi dinh tiy tién.

v (VID)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) : § 10,35 (s, 1 H), 7,66 (m, 3 H), 7,63 (d, /~8.,4
Hz, 2 H), 7,56 (d, J=9,0 Hz, 2 H), 7,52 (d, J=8,4 Hz, 2 H), 6,64 (t, J/=53,4 Hz, 1 H),
3,75 (s, 2 H), 2,82 (dd, J=6,9 va 13,3 Hz, 1 H), 2,74 (dd, /=7,7 va 13,3 Hz, 1 H), 0,89
(m, 1 H), 0,49 dén 0,58 (m, 2 H), 0,23 dén 0,33 (m, 2 H).

MS(ES") m/z 462,0 [M+H]".

Su quay quang: [a]p®® =+60,9° (c = 3,8 mg/mL, DMSO).
Vidu 14 - BJ tan can béng trong nudc
Ché pham méu

Hop chit nghién ctru dwoc can chinh xac véi ndng do dich bing 2 mg/mL trong
dém phosphat trong nude (50mM & pH=7,4). Dung dich dugc rung lic qua dém (may
rung rock’n roll) & nhiét 40 phong va bao vé khéi anh sédng (khoang 24 gi). Dung
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dich duogc loc trong thiét bi loc tAim (vi tAm Millipore “Solvinert” véi mang loc PTFE
tich hop; 0,45 pm) va phan loc duge dung lidu bang phuong phap LC/UV.
Ché phédm tham khdo (tiéu chudn)

Hop chét nghién ctru dugc can chinh xac véi ndng do dich biang 0,1 mg/mL
trong DMSO. Dung dich dugc siéu 4m & nhiét do phong va bao vé€ khoi anh sang.
Dung dich tham khao dugc dung lidu bang phuong phap LC/UV va pH cua doan da

tan dugc do.
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Bang 3
Vi du sb Do tan pH7,5*(ug/mL)
2 <1,0
3 <1,0
9 99,4
10 94,8
11 92,5
12 94,4
13 93,0

*pH cta doan da tan.
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Yéu cau bao hg

1. Hop chét c6 cong thic I :

_n
-
z
T
; |
—W=q

(@)

@

hodc mudi dugc dung cia no.

2. Hop chét theo diém 1, trong d6 cu hinh tuyét d6i twong tng voi hop chét c6 (Cong
thirc 1A), 2-{4-[(xyclopropylmetyl)sulfonyl]phenyl}-N-{4-[(1R)-1—(diﬂometyl)-2,2,2-
triflo-1-hydroxyetyl]phenyl} axetamit:

(IA).

3. Hop chét theo diém 1, trong d6 c4u hinh tuyét d6i twong tmg véi hop chét c6 (Cong
thic 1B), 2-{4-[(xyclopropylmetyl)sulfonyl]phenyl}-N-{4-[(1S)-1-(diﬂometyl)-2,2,2-
triflo-1-hydroxyetyl]phenyl} axetamit:

4. Hop chét c6 cong thie VI
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(VD)

2-[4-(xyclopropylmetylsulfinyl)phenyl]-N-[4-[1 -(diflometyl)-2,2,2-triflo-1-hydroxy-
etyl]phenyl]axetamit.

(-)-2-[4-[(S)-xyclopropylmetylsulfinyl|phenyl]-N- [4-[(1R)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-
1-hydroxy-etyl]phenyl]axetamit.

(-)-2-[4-[(S)-xyclopropylmetylsulfinyl]phenyl]-N- [4-[(1S)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-
1-hydroxy-etyl]phenyl]axetamit.

(+)-2-[4-[(R)-xyclopropylmetylsulfinyl]phenyl]-N- [4-[(1R)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-
1-hydroxy-etyl]phenyl]axetamit.

(+)-2-[4-[(R)-xyclopropylmetylsulfinyl]phenyl] -N-[4-[(1S)-1-(diflometyl)-2,2,2-triflo-
1-hydroxy-etyl]phenyl]axetamit.

hodc mudi dugc dung cua no.

5. Quy trinh didu ché hop chit c6 (Cong thirc I) theo diém 1, khac biét & chd, amin c6
cong thac (1I):

NH,
(N

phan tng v6i hop chét ¢6 cong thirc (I1D):
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(IIT)

6. Thubc chira hop chét theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 4 hodc mubi duge

dung cua no.

7. Dugc pham chira hop chit theo diém bét ky trong s cac diém tr 1 dén 4 hodc mudi

duoc dung ctia né va mdt hodc nhicu ta dugc dugc dung.

8. Duoc phém theo diém 7, trong d6 dugc phém nay con chua it nhit mot chét tac

nhan hoat tinh chita bénh bd sung.
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