BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

Cong hoa xa hgi chi nghia’Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HUU TRI TUE

1-0033267
(517 CO7D 498/04; AGIK 31/553; AGIP (13) B
35/00
(21) 1-2018-00011 (22) 01/07/2016
(86) PCT/EP2016/065455 01/07/2016 (87) WO 2017/001645 05/01/2017
(30) 62/188,029 02/07/2015 US
(45) 25/09/2022 414 (43) 25/05/2018 362A

(73) F. Hoffmann-La Roche AG (CH)
Grenzacherstrasse 124, 4070 Basel, Switzerland

(72) BRAUN, Marie-Gabrielle (FR); ELLIOTT, Richard (GB); HANAN, Emily (US);
HEALD, Robert Andrew (GB); MACLEOD, Calum (GB); STABEN, Steven T.
(US).

(74) Coéng ty TNHH Tam nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)

(54) HOP CHAT BENZOXAZEPIN OXAZOLIDINON, DUGC PHAM CHUA HQP
CHAT NAY, QUY TRINH BAO CHE DUJC PHAM NAY VA KIT DUNG BE
TRI LIEU

(57) Sang ché d& cap dén hop chét benzoxazepin oxazolidinon c6 hoat tinh hodc chirc nang

diéu bién phosphoinositit-3 kinaza (PI3K) c6 cong thirc cau tao ctia hop chit co cong thire

I:
H
R1\/N O\>
H N/_%O\Q;FN
o

. N.__O

R %__f l
hodc cac chat d@)ng phan 1ap thé, chat hd bién, hodc mudi duoc dung cua no, va vdi cac
phan tir thé va dic diém cau trac duoc mo ta ¢ day. Sang ché con dé cap dén dugc pham va
thudc chua hop chét ¢ cong thirc I, mét minh va két hop véi cac chét trj liéu khac, dé diéu
trj bénh hoic tinh trang bénh 1y duoc diéu tiét hodc phu thudc vao su rdi loan diéu hoa
PI3K.
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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap chung dén hop chit benzoxazepin oxazolidinon c6 hoat tinh
khang r6i loan tang sinh nhu bénh ung thu. Sdng ché con dé cap dén hop chét nay duge
dung dé chin doan hoic diéu tri in vitro, in situ, va in vivo té bao dong vét c6 vu, hodc

cac tinh trang bénh ly lién quan.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Hién twong diéu hoa ting con dudng truyén tin hiéu phosphoinositit-3 kinaza
(PI3K)/Akt 1a dic diém chung trong hiu hét cac bénh ung thu (Yuan and Cantley (2008)
Oncogene 27:5497-510). B¢ 1éch di truyén trong con dudng nay di dugc phét hién ra
trong nhiéu bénh ung thu & ngudi (Osaka et al (2004) Apoptosis 9:667-76) va ban dau
tac dong dé kich thich su tang sinh, di tra va séng s6t cua té bao. Viéc hoat hda con
duong nay xay ra sau khi hoat héa dot bién diém hodc khuéch dai gen PIK3CA4 mi héa
cac dang ddng phan p1100 (alpha) PI3K (Hennessy et al (2005) Nat. Rev. Drug Discov.
4:988-1004). Dot bién khuyét gen hosic mAt chirc ning trong chét e ché khdi u PTEN,
phosphataza c6 chirc nang ngugce véi PI3K, cling gia tdng su truyén tin hiéu cta con
dudng PI3K (Zhang and Yu (2010) Clin. Cancer Res. 16:4325-30. Céc sai léch nay dan
dén viéc gia tang sy truyén tin hidu xudi qua kinaza nhu Akt va mTOR va sy gia ting
hoat tinh cia con dudong PI3K dugc dé xuét 1a ddu hiéu phén biét tinh khang dbi véi viee
diéu tri bénh ung thu (Opel et al (2007) Cancer Res. 67:735-45; Razis et al (2011) Breast
Cancer Res. Treat. 128:447-56).

Phosphatidylinositol 3-Kinaza (PI3K) 1a ntt truyén tin hiéu chinh d6i véi tin hiéu
sdng sot va sinh truéng chii chét dbi v6i u lympho va duge dbi ngugc boi hoat tinh cua
phosphataza PTEN. Con dudng truyén tin hiéu kinaza phu thudc phosphoinositit 3
(PI3K) la con dudng bi rbi loan diéu hoa nhit trong bénh ung thu vii duong tinh véi thu
thé hormon (HR+ BC). Con dudng PI3K ciing bi rbi loan didu hoa trong céc dang xam
chiém cua u lympho (Abubaker (2007) Leukemia 21:2368-2370). Tam phén tram ung

thu DLBCL (u lympho té bao B 16n lan tda) c6 dot bién sai nghia PI3CA (don vi con
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alpha xtc tic phosphatidylinositol-3 kinaza) va 37% am tinh véi PTEN boi thtr nghiém

hoéa mo6 mién dich.

Phosphatidylinositol 12 mot trong mot sd phospholipit dugc tim thdy trong mang
té bao, va tham gia vdo qua trinh tai nap tin hiéu ndi bao. Viéc truyén tin hiéu té bao
thong qua phosphoinositit dugc 3’-phosphoryl hoa lién quan dén cac quy trinh té bao
khéc nhau, vi du, bién nap 4ac tinh, truyén tin hiéu yéu t6 sinh trudng, viém, va mién dich
(Rameh et al (1999) J. Biol Chem. 274:8347-8350). Enzym chiu trach nhiém tao ra cac
san phim truyén tin hi¢u duge phosphoryl hoa nay, phosphatidylinositol 3-kinaza (con
duoc goi 1a PI 3-kinaza hodc PI3K), ban dau dugc biét dén 1a hoat tinh lién quan dén
oncoprotein virut va tyrosin kinaza cua thu thé yéu t6 sinh trudng ma phosphoryl hoa
phosphatidylinositol (PI) va cac dan xuét dugc phosphoryl hoa ctiand & gbc 3'-hydroxyl
ctia vong inositol (Panayotou et al (1992) Trends Cell Biol 2:358-60). Phosphoinositit
3-kinaza (PI3K) la lipit kinaza ma phosphoryl héa lipit & gbc 3-hydroxyl cta vong
inositol (Whitman et al (1988) Nature, 332:664). Phospholipit dugc 3-phosphoryl hoa
(PIP3) duogc tao ra bgi PI3-kinaza tdc dong nhu chét truyén thong tin thit hai tuyén chon
kinaza v6i mién gin két lipit (bao gdm ving tuwong ddng plekstrin (PH)), nhu Akt va
PDK, kinaza-1 phu thudc phosphoinositit (Vivanco et al (2002) Nature Rev. Cancer
2:489; Phillips et al (1998) Cancer 83:41).

Ho PI3 kinaza bao gdm it nhét 15 enzym khéc nhau dwgc phén loai nhé hon bdi
su tuong dong céu tric va duge chia thanh 3 16p dua trén su tuong ddng trinh tu va sn
phdm dugc tao ra bang xtc téc enzym. L6p I PI3 kinaza gdm c6 2 don vi con: don vi
con xuc tac 110kd va don vi con diéu hoa 85kd. Pon vi con didu hoa chira mién SH2 va
gin két v6i gde tyrosin duge phosphoryl hoa béi thu thé yéu td sinh truéng c6 hoat tinh
tyrosin kinaza hodc san phim gen gy ung thu, tr d6 cam ung hoat tinh PI3K cta don
vi con xuc tac p110 ma phosphoryl héa co chét lipit ciia n6. Lép 1 P13 kinaza lién quan

9
3

d’( o oae LIA 22 o 4T 1,.:4‘“. ~N11an FrAn g VITAT A0 v‘(rfr\k;ﬂ nteorin vén 1
€n cac sy Kien tai nap in nieu quai trong Xuoi Cua Xyioxii, miegrin, yeut

O

sinh trudng
va thu th8 mién dich, d& xuét ring viéc kidm soét con dudng nay c6 thé tao ra céc tac
dung tri liéu quan trong nhu didu bién sy tang sinh té bao va gdy ung thu. Lép I PI3K
¢6 thé phosphoryl héa phosphatidylinositol (PI), phosphatidylinositol-4-phosphat, va
phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) dé 14n luot tao ra phosphatidylinositol-3-
phosphat (PIP), phosphatidylinositol-3,4-biphosphat, va phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat. L6p 11 PI3K phosphoryl hoa PI va phosphatidylinositol-4-phosphat. Lép I
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PI3K chi c6 thé phosphoryl héa PI. Dang dbng phan PI3-kinaza chu chét trong ung thu
1a 16p I PI3-kinaza, p110a nhu dugc chi dinh bdi cac dot bién gy ung thu tai phat trong
p110a (Samuels et al (2004) Science 304:554; US 5824492; US 5846824, US 6274327).
Céc dang dong phan khéc c6 thé quan trong trong ung thu va ciing lién quan dén bénh
tim mach va viém mién dich (Workman P (2004) Biochem Soc Trans 32:393-396; Patel
et al (2004) Proc. Am. Assoc. of Cancer Res. (Abstract LB-247) 95th Annual Meeting,
March 27-31, Orlando, Florida, USA; Ahmadi K and Waterfield MD (2004)
“Phosphoinositide 3-Kinase: Function and Mechanisms” Encyclopedia of Biological
Chemistry (Lennarz W J, Lane M D eds) Elsevier/Academic Press), cdc dot bién gy
ung thu cia p110a (alpha) dugc tim thdy & tin suét dang ké trong khéi u rin & rudt két,
Vi, ndo, gan, buf“)ng tring, da day, phéi, va dau va cd. Khoang 35-40% khdi u ung thu
vt duong tinh v6i thu thé hormon (HR+) mang dot bién PIK3CA. Céc bat thuong PTEN
duogc phat hién trong u nguyén bao dém, u melanin, bénh ung thu tuyén tién liét, niém

mac t& cung, budng trirg, v, phoi, dau va co, t€ bao gan, va tuyen giap.

PI3 kinaza (PI3K) la heterodime bao gdm don vi con p85 va p110 (Otsu et al
(1991) Cell 65:91-104; Hiles et al (1992) Cell 70:419-29). Bén 16p I PI3K riéng biét da
dugc nhan biét, duge ky hiéu 1a PI3K o (alpha), § (beta), 8 (delta), va y (gama), mdi 16p
bao gém mdt don vi con xuc tdc 110 kDa riéng biét va mot don vi con didu hoa. Ba
trong b cac don vi con x1c tac, tic 13, p110 alpha, p110 beta va p110 delta, mdi don vi
con nay tuong tac v4i cing mot don vi con diéu hoa, p85; trong khi d6 p110 gama twong
tac voi don vi con diéu hoa riéng biét, p101. Cac md hinh biéu hién ctia mdi mot trong
cac PI3K nay trong té bio va md ciia ngudi 12 riéng biét. Trong mdi kidu phu trong s6
cac kiéu phu PI3K alpha, beta, va delta, don vi con p85 tic dong dé dinh vi PI3 kinaza
dén mang huyét tuong béi twong tic gitra mién SH2 cta né véi gbe tyrosin duge
phosphoryl héa (c6 trong ngit canh trinh ty thich hop) trong protein dich (Rameh et al
(1995) Cell, 83:821-30; Volinia et al (1992) Oncogene, 7:789-93).

Con duong PI3 kinaza/Akt/PTEN la dich hép dan dé phat trién thudc ung thu do
cac chét nay duoc mong doi 1a e ché sy tang sinh ctia té bao, ngin chin cac tin hiéu tir
té bao co chit ma tao ra kha ning sdng sét va khang hoa chét cua té bao ung thu, ddo
nguogc sy ngan chan chét té bao theo chuong trinh va khic phuc tinh khang bén trong
cia té bao ung thu dbi voi chét gay doc té bao. PI3K duoc hoat héa thong qua sy truyén

tin hi€u thu thé tyrosin kinaza ciing nhu cac dot bién hoat héa trong don vi con xtic tac
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p110 ctia PI3K, lam mét chét e ché khdi u PTEN, hoic thong qua cac dot bién hoat hoa
hiém trong AKT.

Taselisib (GDC-0032, Roche RG7604, CAS Reg. No. 1282512-48-4, Genentech
Inc.), co tén la 2-(4-(2-(1-isopropyl-3-metyl-1H-1,2,4-triazol-5-y1)-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)-1H-pyrazol-1-yl)-2-
metylpropanamit, c¢6 hoat tinh PI3K ¢6 hoat lyc (Ndubaku, C. O. et al (2013) J. Med.
Chem. 56:4597-4610; WO 2011/036280; US 8242104; US 8343955) va dang dugc
nghién ctru & bénh nhén co khéi u tién trién cuc bo hodc khéi u rén di can. Taselisib
(GDC-0032) 14 chét tic ché du trit dang ddng phan beta ctia don vi con xic tac PI3K, c6
tinh choc loc d6i véi don vi con alpha cao hon glp 31 lan so v6i beta. Taselisib biéu
hién d6 chon loc 16n hon dbi véi dang déng phan PI3Ka dot bién so v6i PI3Ka loai dai
(Olivero AG et al, AACR 2013. Abstract DDT02-01). Taselisib hién dugc nghién ctru
du6i dang thubc didu tri cho bénh nhan méic bénh ung thu vt duong tinh v6i thy thé
oestrogen (ER), di cin am tinh v6i HER2 (mBC) va bénh ung thu phdi khong té bao
nhé (NSCLC). Trong nghién ctru pha Ia véi duy nhét chét taselisib, quan sat dugc cac
dap tmg mot phan (PR) trong 6/34 bénh nhan trong danh sach. Quan sat thdy c6 tit ca 6
dap Gng & bénh nhén co6 khdi u dot bién PIK3CA (Juric D. et al. AACR 2013), chi ra
nhu céu x4c dinh trang thai dot bién PIK3CA tir bénh nhan duoc didu tri bang taselisib.

Dt liéu 14m sang gan day véi chét trc ché PI3K ngu ¥ hoat tinh PI3K delta 1a
ngudn doc tb da day-rudt (Akinleye et al Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) inhibitors
as cancer therapeutics” Journal of Hematology & Oncology 2013, 6:88-104; C. Saura et
al “Phase Ib Study of the PI3K Inhibitor Taselisib (GDC-0032) in Combination with
Letrozole in Patients with Hormone Receptor-Positive Advanced Breast Cancer” San
Antonio Breast Cancer Symposium - December 12,2014, PD5-2; Lopez et al “Taselisib,
a selective inhibitor of PIK3CA, is highly effective on PIK3CA-mutated and HER2/neu
amplified uterine serous carcinoma in vitro and in vivo” (2014) Gynecologic Oncology).

Idelalisib (GS-1101, CAL-101, ZYDELIG®, Gilead Sciences Inc., CAS Reg.
No. 870281-82-6,  5-flo-3-phenyl-2-[(1S)-1-(7H-purin-6-ylamino)propyl]-4(3H)-
quinazolinon) 14 chét trc ché PI3K3 (delta) chon loc va dugc phé chuén dé diéu tri bénh
bach cau lympho man tinh, CLL (Somoza, J.R. et al (2015) J. Biol. Chem. 290:8439-
8446; US 6800620; US 6949535; US 8138195; US 8492389; US 8637533; US 8865730;
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US 8980901; RE44599; RE44638). Ching tiéu chdy va viém rudt két 14 hai trong s6 cac
su kién c6 hai phd bién nhat dugc bio céo sau khi diéu tri bang idelalisib (Brown et al
“Idelalisib, an inhibitor of phosphatidylinositol 3-kinase p110d, for relapsed/refractory
chronic lymphocytic leukemia” (2014) Blood 123(22):3390-3397; Zydelig®
Prescribing Information 2014; Zydelig® REMS Fact Sheet). Doc t6 GI déng ké quan
sét duge sau khi diéu tri bing idelalisib phit hop véi gia thiét 1a viéc Grc ché PI3K3 (delta)
1a ngudn doc t6 da day-rudt. Céc tdc dung phu nghiém trong khac dugc phét hién trong
cac thir nghiém 1am sang cia idelalisib (Zydelig®) két hop véi cac liéu phap khac. Cac
su kién bét loi, bao gdbm tir vong do lién quan dén su 14y nhiém nhu viém phdi. Vao
thang 3 nam 2016, Uy ban Panh gia Rui ro Canh gidc dugc cia EMA
(Pharmacovigilance Risk Assessment Committee - PRAC) dwa ra cinh béo tam thoi va
khuyén co cac bénh nhan nhan diéu tri dong thoi ca khdng sinh va dugc theo doi thuong
xuyén vé sy 1y nhiém khi ubng Zydelig (idelalisib). Vao thang 3 nam 2016, Cuc Quéan
Iy Thuc phim va Dugc pham M§ dua ra canh bdo rang “sau thir nghiém 14m sang nghién
ctru idelalisib (Zydelig®) két hop véi cc lidu phap khéc da tam dimg do cac béo cdo vé
tbc do gia ting cac sy kién bét loi, bao gdm tir vong”.

C6 nhu ciu vé cac chét didu bién bd sung ctia PI3K o ma hiru ich dé didu tri bénh
ung thu, cu thé 1a chét G ché PI3Ka: chon loc dbi v6i khdi u biéu hién PI3K o dot bién
so v6i cac té bao biéu hién PI3Ko khong dot bién. Dic biét c6 nhu cu v& chét ma trc
ché chon loc dang ddng phan PI3Ka so v6i dang ddng phan PI3K B, PI3K3, va PI3Ky,
¢6 thé dugc mong doi 1a tao ra ctra sb tri liéu tang cuong.

Bén chét k§ thudt ciia sang ché

Do d6, muyc dich cta sang ché huéng dén hop chét benzoxazepin oxazolidinon

¢6 hoat tinh chon loc trong didu bién cac dang dot bién cta dang ddng phan PI3Ka

(alpha), va c6 cong thirc cAu tao ctia hop chét c6 cong thirc I:
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va chit ddng phén lap thé, chét déng phan hinh hoc, chét hd bién, va mubi duge dung
cta chiing. Cac phén tir thé khac nhau dugc x4c dinh trong ban md ta.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xudt dugc phdm chira hop chét
benzoxazepin oxazolidinon c¢6 cong thuc I, va chét mang, chat gy truot, chét pha lodng,
hodc ta duge dugce dung.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuét bo kit ding dé diu tri bénh ung thu
vu, bao gém:

a) hop chét benzoxazepin oxazolidinon ¢6 cong thic I; va

b) cac huéng dan sir dung trong diéu tri bénh ung thu vu.

M ta vén tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién cAu tric ddng tinh thé tia x ciia PI3Ka voi: A) taselisib (GDC-
0032), B) Hop chét 529 ctia US 8242104, C) Hop chat 101, va D) Hop chét 103.

Fig.2 thé hién cAu tric dong tinh thé tia x cua PI3K o véi: A) taselisib (GDC-
0032), va B) Hop chat 101.

Fig.3A thé hién sb liéu thdm tach Western thé hién ndng d6 p110a (p110a, p110
alpha) sau 24 gio xu ly bing Hop chit 101, Hop chit 103 va Hop chét 436 clia US
8242104 trong té bao HCC-1954 (H1047R dot bién PI3Ka).

Fig.3B thé hién s lidu thAm tach Western thé hién ndéng dd p110a (p110a, p110
alpha) sau 24 gio xtt Iy bing Hop chét 101, Hop chét 103 va Hop chét 436 ciia US
8242104 trong té bao HDQ-P1 (PI3Ka loai dai).
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M3 ta chi tiét sang ché
Sau ddy s& mb ta chi tiét mot sd phuong 4n nhit dinh cua sang ché, cac vi du vé
chiing dugc minh hoa trong cac cAu truc va cong thirc di kém. Trong khi sang ché duoc
mo ta két hop véi cac phuong an duoc liét ké, nén hiéu ring c4c phuwong an nay khong
duoc du dinh dé giGi han pham vi cta sang ché & céc phuong an d6. Trai lai, sng ché
duoc dy dinh bao gdm tét ca cac thay thé, cai bién, va cac phuong 4n twong duong ma
6 thé ndm trong pham vi clia sng ché nhu dugc xéac dinh bai céc diém yéu cau bao hd.
Nguoi ¢ trinh d trung binh trong linh vye nay s€ nhén ra rang nhidu phuong phép va
nguyén lidu twong tu hodc twong dwong v6i cac phuong phap va nguyén li€u duge md
ta trong ban md ta nay, co thé duoc st dung dé thuc hién séng ché. Sang ché khong bi
giéi han & céc phurong phdp va nguyén liéu duoc mo ta. Trong truong hop ma mét hodc
nhiéu tai liéu, patent duoc két hop, va cac nguyén liéu twong ty khac véi hodc trai nguoc
v6i don ndy, bao gdm nhung khong gi¢i han & céc thuat ngit duogc dinh nghia, cach sir
dung thuét ngit, cac k§ thudt dugc mo ta, hodc dang tuong tu, don nay kiém soat. Trur
khi ¢6 quy dinh khéc, tt ca cac thuat ngit k§ thudt va khoa hoc dugc st dung trong ban
md ta c6 nghia gidng nhu thudng dugce hiéu béi ngudi ¢ trinh do trung binh trong linh
vuc ma sang ché nay thudc vé. Mic du cac phuong phép va nguyén liéu tuong tu hodc
tuong duong véi cac phuong phap va nguyén li¢u dugc md ta ¢ day co thé duoc st dung
trong thuc hién hodc thir nghiém sang ché, cac phuong phap va nguyén liéu thich hop
duoc md ta dudi day. Tat ca cac cong b6 don yéu ciu cép bang doc quyén sang ché, don
yéu ciu cdp bang doc quyén sang ché, patent, va céc tai liéu tham khao khac duogc néu
& day duoc két hop toan bd bang cach vién dan. Danh phap dugc st dung trong don nay
1a dua trén hé théng danh phap IUPAC, trix khi ¢6 quy dinh khéc.

Dinh nghia

Khi néu sb luong phan tir thé, thuat ngit “mot hobéc nhidu” dung dé chi khoang tir
mdt phan tr thé dén 36 luong thé cao nhét c6 thé c6, tac 1a thay thé mot hydro 1én dén
thay thé tat ca cac hydro bang phan tir thé. Thuat ngit “phan tir thé” chi nguyén ti hodc
nhom cac nguyén tr thay thé nguyén tir hydro trén phén tir ban d4u. Thuat ngit “dugc
thé” chi ra rang nhém cu thé mang mot hodc nhiéu phén tir thé. Khi nhém bat ky c6 thé
mang nhiéu phan ti thé va cac phan tir thé c6 thé c6 khac nhau duge néu, phan t thé
doc lap dugc chon va khong cin phai giéng nhau. Thuét ngft “khong dugc thé” c6 nghia

14 nhém cu thé khong mang phén tir thé. Thuat ngit “tiy ¥ dugc thé” c¢6 nghia 12 nhom
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cu thé khoéng dugce thé hoac dugc thé béng mot hoac nhiéu ph?m tt thé, doc 1ap duogc
chon tir nhém bao gdm cac phén tir thé 6 thé c6. Khi néu sd luong phan tir thé, thuat
nglt “mot hodc nhiéu” ¢6 nghia 1a tir mot phén ttr thé dén sb luong thé c6 thé c¢6 cao nhit,

tire 1a thay thé mot hydro 1én dén thay thé tit ca cac hydro bing céc phén tir thé.

Thuét ngit “alkyl” nhu dugc st dung trong ban mo ta dung d& chi gbc
hydrocarbon no hoéa tri mot mach théng hodc mach nhanh c6 mot dén muoi hai nguyén
tir cacbon (C1—Ciz), trong d6 gdc alkyl c6 thé tuy y duoc thé doc 1ap bang mdt hodc
nhiéu phén tir thé dwgc mo ta dusi day. Theo mot phwong an khac, gbc alkyl c6 mot dén
tam nguyén tr cacbon (C1—Cg), hodc mot dén sau nguyén tir cacbon (C1—Cs). Céc vi du
vé nhom alkyl bao gdm, nhung khong gi6i han &, metyl (Me, -CHs), etyl (Et, -CH2CHj),
1-propyl (n-Pr, n-propyl, -CH2CH2CH3), 2-propyl (i-Pr, i-propyl, -CH(CH3)2), 1-butyl
(n-Bu, n-butyl, -CH,CH,CH,CH3), 2-metyl-1-propyl (i-Bu, i-butyl, -CH2CH(CHz3)2), 2-
butyl (s-Bu, s-butyl, -CH(CH3)CH>CH3), 2-metyl-2-propyl (t-Bu, t-butyl, -C(CH3)3), 1-
pentyl (n-pentyl, -CH,CH,CH2CH2CHj), 2-pentyl (-CH(CH3)CH2CH2CH3), 3-pentyl (-
CH(CH,CH3),),  2-metyl-2-butyl  (-C(CH3),CH,CH3),  3-metyl-2-butyl (-
CH(CH;)CH(CH3)2), 3-metyl-1-butyl (-CH2CH2CH(CH3)2), 2-metyl-1-butyl (-
CH,CH(CH3)CH,CH3), l-hexyl  (-CH,CH,CH.CH,CH»CH3),  2-hexyl (-
CH(CH;)CH,CH,CH,CHj3), 3-hexyl (-CH(CH2CH;3)(CH2CH2CHa)), 2-metyl-2-pentyl
(-C(CH3)2CH,CH,CH3), 3-metyl-2-pentyl (-CH(CH3)CH(CH3)CH2CHs), 4-metyl-2-
pentyl (-CH(CH3)CH,CH(CHs)2), 3-metyl-3-pentyl (-C(CH3)(CH2CH3)2), 2-metyl-3-
pentyl (-CH(CH,CH3)CH(CHs),), 2,3-dimetyl-2-butyl (-C(CH3)2CH(CHs)2), 3,3-
dimetyl-2-butyl (-CH(CH3)C(CHs)s, 1-heptyl, 1-octyl, va nhém tuong tu.

Thuit ngit “vong cacbon”, “carboxyclyl”, “vong dang vong cacbon” va
“xycloalkyl” dung d& chi vong no hogc khong no mot phan hoéa tri mot khong thom c6
3 dén 12 nguyén tir cacbon (C3—C12) dudi dang vong mdt vong hodc 7 dén 12 nguyén tix
cacbon dudi dang vong hai vong. Vong cacbon hai vong ¢6 7 dén 12 nguyén tir c6 thé
duoc sép xép, vi dy, du6i dang hé hai vong [4,5], [5,5], [5,6] hodc [6,6], va vong cacbon
hai vong ¢6 9 hodc 10 nguyén tir vong co thé dugc sip xép dudi dang hé hai vong [5,6]
hoic [6,6], hoac dudi dang hé bac ciu nhu hai vong [2.2.1]heptan, hai vong[2.2.2]octan
va hai vong[3.2.2]nonan. Gbc carboxyclyl xo4n cling dugc bao gbm trong pham vi ctia
dinh nghia nay. Céac vi du v& gbc carboxyclyl xoén bao gbm [2.2]pentanyl; [2.3]hexanyl,

va [2.4]heptanyl. Cac vi du vé vong cacbon mot vong bao gb6m, nhung khong giéi han
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&, xyclopropyl, xyclobutyl, xyclopentyl, 1-xyclopent-1-enyl, 1-xyclopent-2-enyl, 1-
xyclopent-3-enyl, xyclohexyl, 1-xyclohex-1-enyl, 1-xyclohex-2-enyl, 1-xyclohex-3-
enyl, xyclohexadienyl, xycloheptyl, xyclooctyl, xyclononyl, xyclodexyl, xycloundexyl,
xyclododexyl, va gbc twong tu. Nhém carboxyclyl tiry ¥ duge thé doc 1ap bang mot hodc

nhidu phan tir thé duge mo ta & day.

“Aryl” c6 nghia 1a gbc hydrocarbon thom hoa tri mot c6 6 dén 20 nguyén tir
cacbon (Cs—Cao) dugc tao ra bang cach loai bd mot nguyén tir hydro ra khoi mot nguyén
t cacbon don 1é ctia hé vong thom ban dau. Mot s6 nhom aryl duoc thé hién dudi dang
cac cAu tric minh hoa 1a “Ar”. Aryl bao gdbm gbc hai vong bao gdm vong thom duge
dung hop véi vong cacbon no, khong no mot phén, hoic vong thom. Cac nhom aryl dién
hinh bao gdm, nhung khong gi6i han &, cac gbc thu duge tir benzen (phenyl), benzen
duoc thé, naphtalen, anthraxen, biphenyl, indenyl, indanyl, 1,2-dihydronaphtalen,
1,2,3,4-tetrahydronaphtyl, va gdc twong tw. Nhém aryl tury y dugc thé doc 14p bang mot
hodc nhiéu phan tir thé duge mo ta & day.

99 ¢

Thuét ngit “di vong”, “heteroxyclyl” va “vong di vong” dugc st dung thay thé
13n nhau trong ban mo ta va dung dé chi gdc vong cacbon no hodc khong no mdt phén
(tic 13, c6 mdt hodc nhidu lién két doi va/hoic lién két ba trong vong) ¢6 3 dén khoang
20 nguyén tir vong trong do it nhéit mot nguyén tir vong 1a nguyén tr khéc loai dugc
chon tir nito, oxy, phospho va luu huynh, nguyén tir vong con lai la C, khi mot hoac
nhiéu nguyén tir vong tiy y duge thé doc 1ap bang mdt hodc nhidu phan tir thé dugc mod
ta dudi day. Di vong ¢o thé 1a mot vong c6 3 dén 7 thanh phén tao vong (2 dén 6 nguyén
ttr cacbon va 1 dén 4 nguyén tt khéc loai duoc chon tir N, O, P, va S) hodc hai vong co
7 dén 10 thanh phén tao vong (4 dén 9 nguyén ti cacbon va 1 dén 6 nguyén tir khéc loai
dugc chon tu N, O, P, va S), vi du: hé hai vong [4,5], [5.5], [5,6], hodc [6,6]. Di vong
duoc mo ta trong Paquette, Leo A.; “Principles of Modern Heterocyclic Chemistry™
(W.A. Benjamin, New York, 1968), cu thé 1a cac chuong 1, 3, 4, 6, 7, va 9; “The
Chemistry of Heterocyclic Compounds, A series of Monographs” (John Wiley & Sons,
New York, 1950 dén nay), cu thé 1a Tap 13, 14, 16, 19, va 28; va J. Am. Chem. Soc.
(1960) 82:5566. “Heteroxyclyl” cling bao gbm cac gbc ma gbc di vong duge dung hop
véi vong cacbon dang vong no, khong no mot phan, hoic thom hogc vong di vong. Céc
vi du vé& vong di vong bao gdom, nhung khdng gidi han &, morpholin-4-yl, piperidin-1-

yl,  piperazinyl,  piperazin-4-yl-2-on,  piperazin-4-yl-3-on,  pyrrolidin-1-yl,
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thiomorpholin-4-yl, S-dioxothiomorpholin-4-yl, azocan-1-yl, azetidin-1-yl,
octahydropyrido[1,2-a]pyrazin-2-yl, [1,4]diazepan-1-yl, pyrolidinyl, tetrahydrofuranyl,
dihydrofuranyl, tetrahydrothienyl, tetrahydropyranyl, dihydropyranyl,
tetrahydrothiopyranyl, piperidino, morpholino, thiomorpholino, thioxanyl, piperazinyl,
homopiperazinyl, azetidinyl, oxetanyl, thietanyl, homopiperidinyl, oxepanyl, thiepanyl,
oxazepinyl, diazepinyl, thiazepinyl, 2-pyrolinyl, 3-pyrolinyl, indolinyl, 2H-pyranyl, 4H-
pyranyl, dioxanyl, 1,3-dioxolanyl, pyrazolinyl, dithianyl, dithiolanyl, dihydropyranyl,
dihydrothienyl, dihydrofuranyl, pyrazolidinylimidazolinyl, imidazolidinyl, = 3-
azabixyclo[3.1.0]hexanyl, 3-azabixyclo[4.1.0]heptanyl, azabixyclo[2.2.2]hexanyl, 3H-
indolyl quinolizinyl va N-pyridyl ure. G&c heteroxyclyl xoén cling duge bao gdm trong
pham vi cia dinh nghia nay. Cac vi du vé gbc heteroxyclyl xoin bao gbm
azaspiro[2.5]octanyl va azaspiro[2.4]heptanyl. Cac vi du vé nhom di vong trong d6 2
nguyén tr vong duoc thé bang gbc oxo (=0) la pyrimidinonyl va 1,1-dioxo-

thiomorpholinyl.

Thuét ngir “heteroaryl” dung dé chi gbc thom héa tri mot clia vong c6 5, 6, hodc
7 canh, va bao gdm hé vong dung hop (it nhit mot trong sb d6 1a thom) ¢6 5 dén 20
nguyén tir, chira mot hodc nhiéu nguyén tir khac loai doc 1ap dugc chon tir nito, oxy, va
luu huynh. Céc vi du vé nhém heteroaryl 1a pyridinyl (bao gbm, vi dy, 2-
hydroxypyridinyl), imidazolyl, imidazopyridinyl, pyrimidinyl (bao gbm, vi du, 4-
hydroxypyrimidinyl), pyrazolyl, triazolyl, pyrazinyl, tetrazolyl, furyl, thienyl,
isoxazolyl, thiazolyl, oxadiazolyl, oxazolyl, isothiazolyl, pyrolyl, quinolinyl,
isoquinolinyl, tetrahydroisoquinolinyl, indolyl, benzimidazolyl, benzofuranyl,
xinnolinyl, inddzolyl, indolizinyl, phtalazinyl, pyridazinyl, triazinyl, isoindolyl,
pteridinyl, purinyl, oxadiazolyl, triazolyl, thiadiazolyl, thiadiazolyl, furazanyl,
benzofurazanyl, benzothiophenyl, benzothiazolyl, benzoxazolyl, quinazolinyl,

quinoxalinyl, naphthyridinyl, va furopyridinyl.

Thuat ngit “diéu tri” dung dé chi didu tri chita bénh, trong d6 muc dich 1a ¢ lam
cham (lam giam) thay ddi hodc rdi loan sinh ly khong mong mudn, nhu sy phat trién
hodc lan rong cua chimg viém khép hodc bénh ung thu. Nham céc muyc dich theo sang
ché nay, cac két qua 1am sang c6 lgi hodc dugc mong doi bao gdm, nhung khong gi6i
han &, 1am gidm cac triéu ching, 1am gidm muc d§ ctia bénh, 1am dn dinh trang théi cua

bénh (tic 13, khong xau di), tri hodn hodc lam chim sy tién trién ctia bénh, cai thién hodc
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lam giam tinh trang bénh, va lam thuyén giam (mdt phan hodc toan bg), phat hién ra
duoc hodc khong phét hién ra dugc. “Diéu tri” cling ¢6 thé c6 nghia 1a kéo dai sy song
s0 vdi sy sdng mong mudn néu khong nhén diéu tri. Boi trgng can diéu tri bao gém cac

d6i tugng co tinh trang bénh ly hodc roi loan.

Cum tir “lugng hiru hi€u cho tdc dung diéu tri” ¢6 nghia 1a lugng hop chét theo
sang ché ma (i) didu tri dugc bénh, tinh trang bénh 1y, hogc réi loan cy thé, (i) lam yéu,
cai thién, hodc loai bo mdt hodc nhiéu triéu ching ctia bénh, tinh trang bénh ly, hodc rdi
loan cu thé, hodc (iii) ngin ngira hodc tri hodn su khoi phat ciia mdt hodc nhiéu triéu
ching ctia bénh, tinh trang bénh ly, hodc rdi loan cu thé dugc md ta & day. Trong trudng
hop bénh ung thu, lugng hitu hiéu cho tac dung diéu tri cta thude c6 thé 1am giam sb
lwong té bao ung thu; 1am giam kich thudc khéi u; tre ché (tire 13, 1am cham dén mot
mtc d6 nao do6 va tot hon 1a ngimg) sy xam nhap té bao ung thu vao céc co quan ngoai
bién; (e ché (ttre 13, 1am cham dén modt mac dd nao dé va tdt hon 1a nglmg) su di cin
khdi u; Ge ché, dén mot mce do nao do, su phat trién khdi u; va/hoic 1am giadm dén mot
muce dd nao dé6 mdt hodc nhiéu triéu chiing lién quan dén bénh ung thu. Pén mirc dd
thube c6 thé ngan chdn sy sinh truéng va/hodc ti€u diét cac té bao ung thu dang tOn tai,
no6 c6 thé 1a kim té bao va/hodc gdy ddc té bao. Ddi voi lidu phap ung thu, do hiéu
nghiém co thé dugc do, vi du, béng cach danh gia thoi gian tién trién bénh (TTP) va/hodc
xéac dinh ty 1€ dap tng (RR).

Thuat ngit “bénh ung thu” dung dé chi hoic md ta tinh trang sinh 1y & dong vat
¢6 vu thuong dac trung bdi sy sinh truéng té bao khong diéu hoa dugec. “Khéi u” bao
gdm mot hoic nhiéu té bao ung thu. Cac vi du v& bénh ung thu bao gbm, nhung khong
gi6i han &, caxinom, u lympho, u nguyén bao, sarcom, va bénh bach cau hodc cac bénh
lympho éc tinh. Cac vi du cu thé hon vé cc bénh ung thu nhu vdy bao gdm bénh ung

thu té bao vay (vi du, bénh ung thu té bao vay biéu mo), bénh ung thu phdi bao gdm

tuyén & phdi va caxinom vay & phéi, bénh ung thu mang bung, bénh ung thu té bao gan,
bénh ung thu da day hodc bung bao gdm bénh ung thu da day-rudt, bénh ung thu tuyén
tuy, u nguyén bao dém, bénh ung thu ¢b, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu gan,
bénh ung thu bang quang, ung thu gan, bénh ung thu vi, bénh ung thu rudt két, bénh
ung thu tryc trang, bénh ung thu dai tryc trang, caxinom niém mac t&r cung hodc ti cung,

caxinom tuyén nudc bot, bénh ung thu than hodc cét, bénh ung thu tuyén tién 1iét, bénh
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ung thu 4m ho, bénh ung thu tuyén gidp, caxinom gan, caxinom hdu mdn, caxinom

duong vat, cling nhu bénh ung thu dau va cb.

"Bénh méau 4c tinh-Hematological malignancies” (Nguoi Anh viét 1a
"Haematological" malignancies) 13 loai bénh ung thu ma anh hudng dén mau, tiy
xuong, va hach bach huyét. Do mau, tiy xuong va hach bach huyét lién két mat thiét
v6i nhau théng qua hé mién dich, bénh dnh hudng dén mot trong ba yéu td d6 thuong
anh hudng dén ca cac yéu t6 con lai: mic du u lympho 12 bénh cua hach bach huyét, né
thuong lan rong dén tiy xuong, anh hudng dén mau. Bénh méu 4c tinh 1a ung thu 4c
tinh ("bénh ung thu"), va cac bénh nay thudong dugc diéu tri boi cac chuyén gia nganh
huyét hoc va/hodc ung budu. O mot sb trung tam, "huyét hoc/ung budu" 1a mot linh vuc
riéng trong chuyén khoa ndi trong khi & cac trung tdm khéc chiing dugc coi 1a cac khoa
riéng ré& (cling c6 bac si chuyén khoa ung budu phau thuét va chiu xa). Khong phai tit
c& céc rdi loan huyét hoc déu 14 4c tinh ("ung thu"); cc tinh trang bénh méu khac nay
ciing c6 thé dugce quan ly béi bac si chuyén khoa huyét hoc. Bénh mau é4c tinh c6 thé ¢6
ngudn gde tir mot trong hai dong té bao chinh chinh: dong té bao dong tiy va dong té
bao lympho. Dong té bao dong tiy thudng san sinh ra bach cAu hat, hdng céu, tiéu cu,
dai thuc bao va dudng bao; dong té bao lympho san sinh ra té bao B, T, NK va té bao
huyét tuong. U lympho, bénh bach cau té bao lympho, va u tiy 1a tir dong lympho, trong
khi bénh bach cu cip va man tinh do tiy xuwong tao ra, hdi chung loan san tiy va bg¢nh
tang sinh tiy xuwong co ngudn gbc tir dong tiy. Bénh bach cAu bao gdm bénh bach cau
tang t& bao lympho cip tinh (ALL), bénh bach cau cip tinh do tiy xuong tao ra (AML),
bénh bach cau té bao lympho man tinh (CLL), bénh bach cAu man tinh do tiy xwong tao
ra (CML), bénh bach cu don bao cip tinh (AMOL) va u lympho t€ bao lympho nho
(SLL). U lympho bao gdm u lympho Hodgkin (t4t ca bén kiéu phu) va u lympho khong
phai Hodgkin (NHL, tat ca c4c kiéu phu).

“Chét hoa tri” 12 hop chit héa hoc hiru dung trong diéu trj bénh ung thu, bt ké
co ché tac dong. Cac nhom chét héa tri bao gbm, nhung khong gi¢i han &: chét alkyl
hoa, chét chdng chuyén hoa, alkaloit thuc vét chira chét gy doc thoi, khéng sinh gay
doc té bao/chdng u, chét Grc ché topoisomeraza, khang thé, chét nhay quang, va chét trc
ché kinaza. Chét hoa tri bao gdm céc hop chit duge st dung trong “liéu phap dich” va
liéu phap hoa hoc thong thuong. Cac vi du vé chét héa tri bao gbm: ibrutinib

(IMBRUVICA™, APCI-32765, Pharmacyclics Inc./Janssen Biotech Inc.; CAS Reg. No.
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936563-96-1, US 7514444), idelalisib (trudc day la CAL-101, GS 1101, GS-1101,
Gilead Sciences Inc.; CAS Reg. No. 1146702-54-6), erlotinib (TARCEVA®,
Genentech/OSI Pharm.), docetaxel (TAXOTERE®, Sanofi-Aventis), 5-FU (florouracil,
5-florouracil, CAS Reg. No. 51-21-8), gemxitabin (GEMZAR®, Lilly), PD-0325901
(CAS No. 391210-10-9, Pfizer), xisplatin (Platinol®, (SP-4-2)-diamindicloplatin(II),
xis-diamin, dicloplatin(II), CAS No. 15663-27-1), carboplatin (CAS No. 41575-94-4),
paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Prinxeton, N.J.), trastuzumab
(HERCEPTIN®, Genentech), temozolomit (4-metyl-5-0x0-2,3,4,6,8-pentazabixyclo
[4.3.0] nona-2,7,9-trien- 9-carboxamit, CAS No. 85622-93-1, TEMODAR®,
TEMODAL®, Schering Plough), tamoxifen  ((Z)-2-[4-(1,2-diphenylbut-1-
enyl)phenoxy]-N,N-dimetyletanamin, NOLVADEX®, ISTUBAL®, VALODEX®), va
doxorubixin (ADRIAMYCIN®, CAS No. 23214-92-8), Akti-1/2, HPPD, va rapamyxin.

Chét hoa tri bao gém chét trc ché cac dich thu thé t& bao B nhu chét tc ché BTK,
Bcl-2 va JAK.

Céac vi du khac vé chét héa tri bao g@)m: oxaliplatin (ELOXATIN®, Sanofi),
bortezomib (VELCADE®, Millennium Pharm.), sutent (SUNITINIB®, SU11248,
Pfizer), letrozol (FEMARA®, Novartis), imatinib mesylat (GLEEVEC®, Novartis),
X1-518 (chét trc ché Mek, Exelixis, WO 2007/044515), ARRY-886 (chét tc ché Mek,
AZD6244, Array BioPharma, Astra Zeneca), SF-1126 (chat ac ché PI3K, Semafore
Pharmaceuticals), BEZ-235 (cht Gc ché PI3K, Novartis), XL-147 (chit Grc ché PI3K,
Exelixis), PTK787/ZK 222584 (Novartis), fulvestrant (FASLODEX®, AstraZeneca),
leucovorin (axit folinic), rapamyxin (sirolimus, RAPAMUNE®, Wyeth), lapatinib
(TYKERB®, GSK572016, Glaxo Smith Kline), lonafarnib (SARASAR™, SCH 66336,
Schering Plough), sorafenib (NEXAVAR®, BAY43-9006, Bayer Labs), gefitinib
(IRESSA®, AstraZeneca), irinotecan (CAMPTOSAR®, CPT-11, Pfizer), tipifarnib
(ZARNESTRA™, Johnson & Johnson), ABRAXANE™ (khong chtra Cremophor), ché
phidm hat nano dugc xir Iy k¥ thuat bang albumin chira paclitaxel (American
Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Il), vandetanib (rxINN, ZD6474, ZACTIMA®,
AstraZeneca), clorambuxil, AG1478, AG1571 (SU 5271; Sugen), temsirolimus
(TORISEL®, Wyeth), pazopanib (GlaxoSmithKline), canfosfamit (TELCYTA®,
Telik), thiotepa va xyclosphosphamit (CYTOXAN®, NEOSAR®); alkyl sulfonat nhu

busulfan, improsulfan va piposulfan; aziridin nhu benzodopa, carboquon, meturedopa,
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va uredopa; etylenimin va metylamelamin bao gbdm altretamin, trietylenmelamin,
trietylenphosphoramit, trietylenthiophosphoramit va trimetylomelamin; axetogenin
(dac biét 1a bulataxin va bulataxinon); camptothexin (bao gdm chét twong tu tbng hop
topotecan); bryostatin; calystatin; CC-1065 (bao gdm chét twong tu tdng hop adozelesin,
carzelesin va bizelesin ctia no); cryptophyxin (cu thé 1a cryptophyxin 1 va cryptophyxin
8); dolastatin; duocarmyxin (bao gém céc chét tuong tir tong hop, KW-2189 va CB1-
TM1); eleutherobin; pancratistatin, sarcodictyin; spongistatin; hoi cay nito nhu
clorambuxil, clornaphazin, clophosphamit, estramustin, ifosfamit, mecloretamin,
mecloretamin oxit hydroclorua, melphalan, novembichin, phenesterin, prednimustin,
trofosfamit, hoi cay uraxil; nitrosoure nhu carmustin, clozotoxin, fotemustin, lomustin,
nimustin, va ranimnustin; khang sinh nhu khang sinh enediyn (vi duy, calicheamixin,
calicheamixin gamall, calicheamixin omegall (Angew Chem. Intl. Ed. Engl. (1994)
33:183-186); dynemixin, dynemixin A; bisphosphonat, nhu clodronat; esperamixin,;
cling nhu nhém mang mau neocarzinostatin va cdc nhém mang mau khang sinh enediyn
protein mau lién quan), aclaxinomysin, actinomyxin, authramyxin, azaserin, bleomyxin,
cactinomyxin, carabixin, carminomyxin, carzinophilin, chromomyxineis, dactinomyxin,
daunorubixin, detorubixin, 6-diazo-5-oxo-L-norleuxin, morpholino-doxorubixin,
xyanomorpholino-doxorubixin,  2-pyrolino-doxorubixin ~va  deoxydoxorubixin),
epirubixin, esorubixin, idarubixin, nemorubixin, marxelomyxin, mitomyxin nhu
mitomyxin C, axit mycophenolic, nogalamyxin, olivomyxin, peplomyxin, porfiromyxin,
puromyxin, quelamyxin, rodorubixin, streptonigrin, streptozoxin, tuberxidin, ubenimex,
zinostatin, zorubixin; chét chdng chuyén hoa nhu metotrexat va 5-florouraxil (5-FU);
chét tuong tu axit folic nhu denopterin, methotrexat, pteropterin, trimetrexat; chét tuong
tu purin nhu fludarabin, 6-mercaptopurin, thiamiprin, thioguanin, chét tuong tu
pyrimidin nhu anxitabin, azaxitidin, 6-azauridin, carmofur, xytarabin, dideoxyuridin,
doxifluridin, enocitabin, floxuridin; androgen nhu calusteron, dromostanolon propionat,
epitiostanol, mepitiostan, testolacton; khang adrenal nhu aminoglutethimit, mitotan,
trilostan; chit don axit folic nhu axit frolinic; axeglaton; aldophosphamit glycosit; axit
aminolevulinic; eniluraxil; amsacrin; bestrabuxil; bisantren; edatraxat; defofamin;
demecolxin; diaziquon; elfornithin; eliptinium axetat; epothilon; etogluxid; gali nitrat;
hydroxyure; lentinan; lonidainin, maytansinoit nhu maytansin va ansamitoxin;

mitoguazon; mitoxantron; mopidanmol; nitraerin; pentostatin; phenamet; pirarubixin;
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losoxantron; axit podophylinic; 2-etylhydrazit; procarbazin; phirc chét polysacarit
PSK® (JHS Natural Products, Fugene, OR); razoxan; rhizoxin; sizofiran;
spirogermanium; axit tenuazonic; triaziquon; 2,2’,2”-triclotrietylamin; trichothexen
(dac bigt 1a doc td T-2, veracurin A, roridin A va anguidin); uretan; vindesin; dacarbazin;
mannomustin; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gaxytosin; arabinosit (“‘Ara-C”);
xyclophosphamit; thiotepa; 6-thioguanin; mercaptopurin; methotrexat; chét tuong tu
platin nhu xisplatin va carboplatin; vinblastin; etoposit (VP-16); ifosfamit; mitoxantron;
vincristin; vinorelbin (NAVELBINE®); novantron; teniposit; edatrexat; daunomyxin;
aminopterin; capexitabin (XELODA®, Roche); ibandronat; CPT-11; chit tc ché
topoisomeraza RFS 2000; diflometylornithin (DMFO); retinoit nhu axit retinoic; va

mudi duge dung, céc axit va din xuat ctia hgp chat bat ky néu trén.

Ciing dugc bao gdm trong dinh nghia vé “chit héa tri” 1a: (i) cht khdng hormon
tac dong dé diéu hoa hodc trc ché tac dong hormon dén khéi u nhu khang estrogen va
chét diéu bién thu thé estrogen chon loc (SERM), bao gbm, vi du, tamoxifen (bao gdm
NOLVADEX®; tamoxifen xitrat), raloxifen, droloxifen, 4-hydroxytamoxifen, trioxifen,
keoxifen, LY117018, onapriston, va FARESTON® (toremifin xitrat) va chét didu bién
thu thé estrogen chon loc (SERD) nhu fulvestrant (FASLODEX®, Astra Zeneca); (ii)
chét tc ché aromataza (rc ché enzym aromataza, diéu hoa su san sinh estrogen trong
tuyén thuong than, nhu, vi dy, 4(5)-imidazol, aminoglutethimit, MEGASE® (megestrol
axetat), AROMASIN® (exemestan; Pfizer), formestanie, fadrozol, RIVISOR®
(vorozol), FEMARA® (letrozol; Novartis), va ARIMIDEX® (anastrozol;
AstraZeneca); (iii) khang androgen nhu flutamit, nilutamit, bicalutamit, leuprolit, va
goserelin; cling nhu troxaxitabin (chét trong tur 1,3-dioxolan nucleosit xytosin); (iv) chét
{rc ché protein kinaza nhu chit ac ché Mek, nhu cobimetinib (WO 2007/044515); (v)
chét we ché lipit kinaza, nhu taselisib (GDC-0032, Genentech Inc.); (vi) oligonucleotit
d6i nghia, cu thé 1a cic oligonucleotit (e ché su biéu hién cua gen trong con dudng
truyén tin hiéu lién quan dén su ting sinh té bao bét thuong, vi du, PKC-alpha, Raf va
H-Ras, nhu oblimersen (GENASENSE®, Genta Inc.); (vii) ribozym nhu chét uc ché
bidu hién VEGF (vi du, ANGIOZYME®) va cht rc ché biéu hién HER2; (viii) véc xin
nhu véc xin liéu phap gen, vi dy, ALLOVECTIN®, LEUVECTIN®, va VAXID®;
PROLEUKIN® rIL-2; chit tc ché topoisomeraza 1 nhu LURTOTECAN®;
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ABARELIX® rmRH; (ix) chit chéng tao mach nhu bevacizumab (AVASTIN®,

Genentech); va cac muodi dugc dung, axit va dan xuat cia cac dan xuat bat ky néu trén.

Ciing dugc bao gdm trong dinh nghia vé “chat hoa tri” 1a cac khang thé tri liéu
nhu alemtuzumab (Campath), bevaxizumab (AVASTIN®, Genentech); xetuximab
(ERBITUX®, Imclone); panitumumab (VECTIBIX®, Amgen), rituximab
(RITUXAN®, Genentech/Biogen Idec), pertuzumab (PERJETA™, 2C4, Genentech),
trastuzumab (HERCEPTIN®, Genentech), trastuzumab emtansin (KADCYLA®,
Genentech Inc.), va tositumomab (BEXXAR, Corixia). |

“ChAt chuyén hoa” 12 san phim tao ra nhd qué trinh chuyén hoa trong co thé clia
hop chét cu thé hoic mubi ciia né. Chét chuyén héa ctia hop chit c6 thé dugc nhan biét
bang cach sit dung cic k¥ thuat thong thuong da biét trong linh vuc nay va céc hoat tinh
cta chung duoc x4c dinh bang cach st dung céc thir nghiém nhu cac thir nghi¢m duge
md ta & day. Cac san phidm nhu vay c6 thé thu duoc tir, vi du, qua trinh oxy hoéa, kht,
thity phan, amit hoa, khir amit hoa, este hoa, khir este hoa, phéan tich enzym, va qua trinh
twong tu, cia hop chét duoc str dung. Do d6, sdng ché bao gdm chét chuyén hoa cta
hop chét theo sang ché, bao gdbm hop chét duge diéu ché bang quy trinh bao gdm bude
cho hop chit c6 cong thirc I theo séng ché nay tiép xuic véi dong vat c6 vi trong mot

khoang thoi gian du dé tao ra san phdm chuyén hoa ctia chiing.

Thuat ngit “to roi kém theo bao goi” dugc st dung dé chi cac chi din thuong
dugc bao gdm trong bao gbi san pham tri liéu ban trén thi trudng, chira thong tin vé chi
dinh, cach st dung, lidu lurong, cach dung, chéng chi dinh va/hodc canh bao vé viée st

dung cac san pham tri li€u do.

Thuat ngit “bat dbi xtmg” ding dé chi phan tir c6 tinh chit khong chong khit clia
anh di kém trong guong, trong khi thuat ngtt “dbi xtmg” ding dé chi phan tir c6 thé
chdng khit cip anh guong cia ching.

Thuét ngir “chat dong phan 1ap thé” dung dé chi hop chit ¢ chu tric héa hoc
gidng hét, nhung khéc v& su bd tri cac nguyén tir hodc nhom trong khong gian.

“Chit ddng phan khong d6i quang” dung @ chi cht ddng phén 1ap thé c6 hai
hozc nhiéu tAm bat ddi ximg va c6 phan t khdng phai 12 dnh trong gwong cua mdt phan
tit khac. Chét ddng phan khong dbi quang c6 cac tinh chét vat ly khéac nhau, vi dy, diém

néng chay, diém séi, tinh chét quang phd, va kha nang phan Gng. Hon hop cuia céc chit
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ddng phan khong d6i quang c6 thé tach ra trong quy trinh phan tich d phén gii cao
nhu dién di va sic ky.

“Chat ddng phan dbi anh” ding dé chi hai chdt ddng phén 1ap thé ctia hop chét 1a
hinh 4nh guong khong chdng khit nhau.

Céc dinh nghia va quy udc hoa hoc 14p thé duoc st dung trong ban md ta thuong
tudn theo S. P. Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984)
McGraw-Hill Book Company, New York; va Eliel, E. and Wilen, S., “Stereochemistry
of Organic Compounds”, John Wiley & Sons, Inc., New York, 1994. Hop chét theo sang
ché c6 thé chtra cac tAm khong déi xtmg hoic bt ddi xting, va do d6 ton tai & cac dang
d6ng phan 1ap thé khac nhau. Pugc du dinh 1a tAt ca cac dang ddng phan lap thé ctia hop
chét theo sang ché, bao gdm nhung khong giéi han &, chit ddng phan khong d6i quang,
chit ddng phan dbi anh va chét ddng phén atrop, ciing nhu cc hdn hgp cua chung nhu
hdn hop triét quang, tao ra mot phén ctia sdng ché. Nhidu hop chat hitu co tn tai & dang
quang hoat, tirc 13, chiing c6 kha ndng xoay trong mat phéng clia 4nh sdng phén cyuc
phang. Khi md ta hop chét quang hoat, tién t6 D va L, hodc R va S, dugc sir dung dé chi
cAu hinh tuyét ddi ctia phan tir quanh (c4c) tm bét ddi xtmg ctia né. Tién t6 d va 1 hoic
(+) va (-) duoc st dung dé ky hiéu d4u hidu xoay ctia 4nh sang phén cyc phing bai hop
chét, v6i (-) hodc 1 nghia 1a hop chét nay xoay sang trai. Hop chét c6 tién t (+) hodc d
la xoay sang phai. Péi v6i chu tric hoa hoc duge néu, cac chit ddng phan 1ap thé nay
gidng hét nhau ngoai trr 1a ching 13 anh trong guwong clia mot chét khac. Chit dong
phan 1ap thé cu thé cling c6 thé dugc dé cap dén 1a chit ddng phan dbi anh, va hon hop
ciia c4c chat ddng phan nay thuong duge goi 1a hdn hop ddng phéan d6i anh. Hon hop ty
16 50:50 cua cac chat dong phan dbi anh duoc d& cap dén 12 hdn hop triét quang hodc
raxemat, c6 thé xuét hién khi khong c6 su chon loc 14p thé hogc tinh ¢b dinh 1ap thé
trong phan tng hoa hoc hodc quy trinh héa hoc. Thuat ngir “hdn hop triét quang” va
“raxemat” ding d& chi hdn hop ddng mol cua hai loai chit ddng phan ddi anh, khong c6
hoat tinh quang hoc. Chét ddng phan d6i anh c6 thé dugce tach khoi hdn hop triét quang
theo phuong phép tach bét dbi xtmg, nhu sic ky 16ng siéu t6i han (SFC). Viéc sap xép
cAu hinh & cdc tAm bat ddi ximg trong cac chit déng phan d6i anh da duoc tach c6 thé
1a tam thdi, va dugc thé hién trong cac cAu trac trong Bang 1 nham muc dich minh hoa,

trong khi tinh héa hoc 14p thé dugc thiét 1ap rd rang, nhu tir s§ liéu tinh thé hoc tia x.
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Thuat ngit “chét hd bién” hodc “dang hd bién” dung dé chi chit dong phan chu
tric ¢6 nang lugng khéac nhau ma co6 thé chuyén ddi qua lai théng qua mang ngan ning
luong thap. Vi du, ch‘ét hd bién proton (con duoc biét dén 1a chit hd bién nguyén dudng)
¢6 su chuyén dbi qua lai thong qua su dich chuyén proton, nhu su ddng phan hoa keto-
enol va imin-enamin. Chat hd bién hoa tri ¢6 sy chuyén ddi qua lai nho su sép xép lai

mot sO electron lién két.

Thuat ngit “mudi dugc dung” chi mudi khdng thudc linh vuc sinh hoc hodc néu
khong thi khong mong muén. Mudi duge dung bao gdm ca mudi cong axit va mubi cong
bazo. Cum tir “duoc dung” chi ra rang chét hodc ché phém phai tuong thich vé mit hoa
hoc va/hodc ddc tinh hoc, véi cac thanh phﬁn khéc bao gdbm ché phém, va/hodc dong vat

¢6 vl dugc diéu tri bang ché pham do.

Thudt ngir “mudi cdng axit dugc dung” chi cac mudi duoc dung dugc tao ra véi
axit vé co nhu axit clohydric, axit bromhydric, axit sulfuric, axit nitric, axit carbonic,
axit phosphoric, va axit hitu co dugc chon tir axit béo, vong béo, thom, aryl-béo, di vong,
vong cacbon, va nhém sulfonic cia axit hitu co nhu axit formic, axit axetic, axit
propionic, axit glycolic, axit gluconic, axit lactic, axit pyruvic, axit oxalic, axit malic,
axit maleic, axit malonic, axit suxinic, axit fumaric, axit tartric, axit Xitric, axit aspartic,
axit ascorbic, axit glutamic, axit anthranilic, axit benzoic, axit xinnamic, axit mandelic,
axit embonic, axit phenylaxetic, axit metansulfonic “mesylat”, axit etansulfonic, axit p-

toluensulfonic, va axit salixyclic.

Thuat ngi “mubi cdng bazo dugce dung” chi cac mudi duoc dung dugc tao ra véi
bazo hitu co hodc v6 co. Cac vi du vé bazo vo co chdp nhan dugc bao gbém mubi natri,
kali, amoni, canxi, magie, sét, kém, déng, mangan, va nhom. Cac mudi thu duoc tir bazo
hitu co khong ddc duge dung bao gém c4c mubi cia amin bac mot, bac hai, va béc ba,
amin dugc thé bao gém amin duogc thé co trong tu nhién, amin vong va nhya trao dbi
ion bazo, nhu nhwa isopropylamin, trimetylamin, dietylamin, trietylamin, tripropylamin,
etanolamin, 2-dietylaminoetanol, trimetamin, dixyclohexylamin, lysin, arginin, histidin,
cafein, procain, hydrabamin, cholin, betain, etylendiamin, glucosamin, metylglucamin,

theobromin, purin, piperazin, piperidin, N-etylpiperidin, va polyamin.

“Solvat” dung dé chi t6 hop hodc phirc chit ciia mot hodc nhiéu phéan t& dung

mdi va hop chét theo sang ché. Céc vi du vé dung mdi tao ra solvat bao gbm, nhung
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khong gi¢i han &, nuée, isopropanol, etanol, metanol, DMSO, etylaxetat, axit axetic, va

etanolamin.

Thuét ngit “ECso” 1a ndng do hitu hiéu ban t6i da” va chi ndng do trong huyét

twong ctia hop chat cu thé can ¢6 dé tao ra 50% gia tri toi da cuia hiéu qua cu thé in vivo.

Thuét ngit “Ki” 1 hing s6 wc ché va chi 4i luc gin két tuyét d6i clia chit e ché
cu thé déi véi thu thé. Hang sé nay duge do bang cach st dung thit nghiém lién két canh
tranh va bing v&i ndng d6 ma chét e ché cu thé s& chiém 50% cac thu thé néu khong
c6 mit phdi tit canh tranh (vi dy, phéi tir phong xa). Gia tri Ki ¢6 thé dugc bién dbi theo
logarit thanh gi4 tri pKi (-log Ki), trong d6 gid tri cao hon chi hoat lyc 16n hon theo clp
s6 mil.

Thuét ngit “ICso” 1a ndng dd tre ché ban téi da va chi ndng d6 ctia hop chét cu thé
can c6 dé tao ra 50% vc ché qua trinh sinh hoc in vitro. Gié tri ICso ¢ thé dugc bién ddi
theo logarit thanh gi4 tri pICso (-log ICso), trong d6 gia tri cao hon chi hoat luc 16n hon
theo cip s6 mil. Gia tri ICso khong phai 13 gié tri tuyét dbi ma phu thudc vao céc diéu
kién thtr nghiém, vi du, ndng do duge sir dung, va co thé dugc bién ddi thanh hing sb
trc ché (Ki) tuyét dbi bang cach sit dung ddng thirc Cheng-Prusoff (Biochem. Pharmacol.
(1973) 22:3099). Cac thong sé phan trdm Gc ché khac, nhu ICqo, ICs0, v.v., ¢6 thé dugc
tinh.

Thuét ngit “hop chit theo sang ché nay,” va “hop chét theo sang ché” va “hop
chét ¢ cong thirc I” bao gdm céc hop chét ¢6 cong thirc I va cac chét déng phan lap thé,
chét déng phén hinh hoc, chét hd bién, solvat, chat chuyén hoéa, va mubi duge dung va

cac tién duoc chat cua chung.

Cong thtrc hoac chu tric bat ky duge néu trong ban mo ta, bao gbm hop chét ¢6
cdng thire I, cling duge du dinh 12 tuong trung cho hydrat, solvat, va chét da hinh ctia

hop chat nay, va cdc hon hop cua no.

Cong thtc hodc cAu trac bét ky duoc néu trong ban md ta, bao gbm hop chét c6
codng thire I, cling dugc dy dinh 1a twgng trung cho cac dang khong dugce danh déu ciing
nhu dang dugc danh dau dong vi ctia hop chét. Hop chét duge dénh déu ddng vi c6 cdu
trac dugc thé hién bﬁng cac cong thirc néu trong ban mo ta ngoai trir mot hodc nhiéu
nguyén tu dugc thay thé bang nguyén tlr c6 nguyén tlr khéi hodc sé khéi duge chon. Céc

vi du v& chit ddng vi ma c6 thé duge két hop vao hop chit theo sang ché bao gbm chat
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déng vi ctia hydro, cacbon, nito, oxy, phospho, flo, va clo, nhu, nhung khong gidi han
& 2H (doteri, D), 3H (triti), 11C, 13C, 14C, 15N, 18F, 31P, 32P, 358, 36Cl, va 1251.
Céc hop chit duge danh d4u ddng vi khac nhau theo sang ché, vi du c4c hop chit ma
chét ddng vi hoat tinh phong xa nhu 3H, 13C, va 14C duge két hop vao d6. Céc hop
chit duoc danh ddu dong vi ndy co thé hitu ich trong c4c nghién ctru chuyén hoa, nghién
ctru ddng hoc phan g, k¥ thudt phat hién hodc chup hinh, nhu chup xa hinh cat 16p
positron (positron emission tomography-PET) hogc chyp xa hinh may cit 16p don
photon (single-photon emission computed tomography-SPECT) bao gdm thir nghiém
phan bd trong mo cua dugc chét hoic co chét, hoic trong diéu tri hoat tinh phong xa cho
bénh nhan. Hop chét tri liéu dugc danh dau doteri hodc dugc thé doteri theo séng ché
c6 thé ¢6 tinh chat DMPK (chuyén hoa dugc chit va duge dong hoc) cai thién lién quan
dén su phan b, chuyén héa, va bai tiét (ADME). Viéc thé bing chét ddng vi ning hon
nhu doteri c6 thé dat duoc mot sé 1o ich tri lidu nhét dinh do tinh 6n dinh chuyén hoa
16n hon, vi du, gia tdng thoi gian ban 1 in vivo hodc giam nhu cAu liéu lugng. Hop chit
dénh diu 18F c6 thé hitu ich cho nghién ctru PET hodc SPECT. Hop chat duoc dénh
dAu ddng vi theo sang ché nay va cac tién dugc chét cia né thudng co thé duoc didu ché
béng cach thuc hién cac quy trinh dugc bdc 1§ trong cac so dd hoic trong cac vi du va
cach didu ché duge mo ta dudi ddy bang cach thé chit phan tmg dugc danh dau déng vi
da c6 sin cho chit phan ing khong dugc danh diu ddng vi. Hon nita, viéc thé bang chét
ddng vi ning hon, cy thé 1a doteri (tirc 13, 2H hodc D) ¢6 thé dat dugc mot s6 1oi fich tri
liéu nhit dinh do tinh 6n dinh chuyén hoa 16n hon, vi du, gia tdng thoi gian béan rd in
vivo hodc giam nhu cAu liéu lugng hodc cai thién chi s tri lidu. Hiéu duoc rang doteri
trong nglt canh nay dugc coi la phan tir thé trong hop chét c6 cong thire (D). Nong
ctia chét ddng vi nang hon nhu vay, cu thé 1a doteri, c6 thé dugc xéac dinh bang yéu tb
lam giau ddng vi. Trong hop chét theo sang ché nay, nguyén tir bét ky khong dugce ky
hiéu cu thé 1am chét déng vicu thé co nghia 13 tugng trung cho chét déng vi &n dinh bét
ky ctia nguyén tir d6. Trur khi c6 quy dinh khac, khi mot vi tri duoc ky hiu cu thé 1a "H"
hoac "hydro", vi tri d6 dugc hidu 1a ¢6 hydro & ché phim dong vi phd bién trong ty nhién
cta nd. Do dd, trong hop chét theo sang ché nay, nguyén tu bt ky duge ky hiéu cu thé
1a doteri (D) c6 nghia 13 tuong trung cho doteri.

Hop chat benzoxazepin oxazolidinon
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Sang ché dé cap dén hop chat benzoxazepin oxazolidinon c6 cong thire I, va duge

pham chira hop chét nay, c¢6 thé hiru ich trong diéu tri bénh ung thu, c6 cAu trac:

1

RVH Ow
L

va chit ddng phan lap thé, chét dong phan hinh hoc, chat hd bién, va mudi duge dung

cta chung, trong do:

R! duoc chon tir —-CH3, —CH,CH3, xyclopropyl, va xyclobutyl;

R? duoc chon tir ~CH3, —CHF2, —CHyF, va —CFs.

Cac phuong 4n minh hoa v& hop chét co cong thic I bao gbm trong d6 R! 1a
xyclopropyl.

Céac phuong an minh hoa v& hop chét c6 cong thirc I bao gdm trong d6 R! 1a CH3

hoac xyclopropyl.
Céac phuong 4n minh hoa v& hop chét c6 cong thiic I bao gbm trong 6 R! 1a CHs.

Céac phuong 4n minh hoa vé hop chét c¢6 cong thirc I bao gbm trong d6 R? 1a —

CHF,.

Céac phuong 4n minh hoa v& hop chét c6 cong thire I bao gbm trong d6 R? 1a —

CHLF.

Céac phuong &4n minh hoa v& hop chit c6 cong thirc I bao gbm trong d6 R! 1a

xyclopropyl va R? 14 —CHF.

Céac phuong é4n minh hoa v& hop chit c6 cong thirc I bao gbm trong d6 R! 1a

xyclopropyl va R? 1a —CH,F.

Céac phuong 4n minh hoa v& hop chit c6 cong thirc I bao gdm trong d6 R! 1a CH;3

va R? 1a -CHF,
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Céc phuong an minh hoa v& hop chit c6 cong thirc I bao gdm céc hop chét trong
Béang 1.

Hop chét ¢6 cong thirc I theo sang ché c6 thé chira tim khong d6i xting hodc bét
dbi xtmg, va do do tdn tai & cac dang dong phan lap thé khéc nhau. Puoc dy dinh ring
tAt ca cac dang ddng phan lap thé cta hop chit theo sang ché, bao gdm nhung khong
gidi han 0, chét ddng phan khong dbi quang, chét ddng phan ddi anh va chét dong phan
atrop, cling nhu céc hdn hop cta chung nhu hdn hop triét quang, tao ra mot phén cla
sang ché. Trong mot sb trueong hop, tinh hoa hoc 14p thé khong dugc xac dinh hodc dugc
quy dinh tam thoi.

Ngoai ra, sang ché bao gdm tt ca cac chét ddng phan khong d6i quang, bao gdm
chét ddng phan cis-trans (hinh hoc) va chit ddng phéan ciu dang. Vi du, néu hop chét c6
cong thuc I két hop mdt lién két d61 hodc vong dung hop, dang cis va trans, cling nhu

hdn hop cua ching, nam trong pham vi ctia sdng ché.

Trong céc cAu trac duge thé hién trong ban md ta, khi tinh hoa hoc 1ap thé cua
nguyén tir bt d6i xtmg cu thé bat ky khong dugc dinh rd, thi tAt ca cac chit déng phan
1ap thé dugc dy dinh va dugc bao g@)m lam hop chét theo sang ché. Khi tinh hoéa hoc 1ap
thé duoc dinh 3 boi hinh chém dic hodc duong nét dut tugng trung cho céu hinh cu the,

thi cht ddng phén 1ap thé dugc dinh 15 va dugc xac dinh.

Hop chit theo séng ché ¢6 thé tn tai & dang khong dugc solvat hoa cling nhu
dang dugc solvat hoa véi dung moi dugc dung nhu nude, etanol, va dung moi tuong tu,
va duoc du dinh réng séng ché bao gém ca dang dugc solvat héa va dang khong dugc

solvat hoa.

Hop chit theo séng ché ciing c6 thé tdn tai & cac dang hd bién khac nhau, va tat
ca cac dang nhu vay nam trong pham vi clia séng ché. Thuét ngit “chit hd bién” hoic
“dang hd bién” ding @& chi chit ddng phan céu triic ¢6 nang lugng khac nhau ma c6 thé
chuyén d6i qua lai thong qua mang ngan nang lugng thdp. Vi du, chét hd bién proton
(con duoc biét dén 1a chét hd bién nguyén dudng) c6 su chuyén ddi qua lai thong qua
su dich chuyén proton, nhu sy ddng phan hoa keto-enol va imin-enamin. Chét hd bién

héa tri c6 su chuyén ddi qua lai boi sy sdp xép lai ctia mot so electron lién két.

Danh gié sinh hoc

-23-



33267

D6 hiéu nghiém twong dbi ctia hop chit c6 cong thuc I dudi dang chét wc ché
hoat tinh enzym (hodc hoat tinh sinh hoc khac) c6 thé dwoc thiét 1ap bang céch xéc dinh
néng d6 ma tai d6 mdi hop chét trc ché hoat tinh dén mot muc d6 duge xac dinh trude
va sau d6 so sanh cac két qua. Thong thuong, viée x4c dinh duge wu tién 1a ndéng d6 ma
tic ché 50% hoat tinh trong thtt nghiém hoa sinh, tirc 13, ndng d6 ttc ché 50% hodc “ICso”.
Viéc xac dinh gié tri ICso co thé duoc thuc hién bing cach st dung cac k¥ thuat thong
thuong da biét trong linh vuc nay. Nhin chung, ICso c6 thé dugc x4c dinh bang cach do
hoat tinh cia enzym cho trudc khi c6 mat khoang ndng do chit Grc ché trong nghién ctru.
Céc gi4 tri hoat tinh enzym thu dugc thong qua thir nghiém sau d6 dugc vé biéu dd dua
trén cac nong do chét e ché dugc sir dung. Nong do chét e ché ma thé hién 50% hoat
tinh enzym (so véi hoat tinh khi khong c6 chét wre ché bit ky) dugc lay lam gié tri ICso.
Tuong tu, cac néng do e ché khac c6 thé duogc xac dinh thong qua sy xac dinh thich
hop cua hoat tinh. Vi du, trong mot s6 thiét 1ap, co thé mong doi dat dugc n@)ng do e

ché 14 90%, tirc 14, 1Coo, V.V.

Céc hop chit ¢ cong thirc I 14y 1am vi du trong Bang 1 dugc tao ra, dugc dic
trung, va dugc thtr nghiém v& kha ning gin két v6i cac dang dong phan va dang dot
bién khac nhau cia PI3K theo phuwong phap theo séng ché nay, va c6 cic cdu tric sau,
cac tén tuong ing (ChemBioDraw, Phién ban 12.0.2, CambridgeSoft Corp., Cambridge
MA), va hoat tinh sinh hoc. Khi nhiéu hon mot tén lién quan dén hop chét c6 cong thirc

I hodc hop chét trung gian, cAu tric héa hoc s& xac dinh hop chét do.

Béang 1. Hop chét c6 cong thirc I
SH Chu trac Tén hop chat
~ N 0 w
O;\NH\ZCR/N (8)-2-((2-((S)-4~(diflomety1)-2-oxooxazolidin-
101 N’ \% 3-yI)-5,6-dihydrobenzo|f]imidazo[1,2-
. e d][1.4]oxazepin-9-yl)amino)propanamit

7
Do
: C@(w (8)-2-xyclobutyl-2-((2-((R)-4-metyl-2-
H, ’
N

N oxooxazolidin-3-yl)-5,6-
/ dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-
0 9-yl)amino)axetamit

102
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(S)-2-xyclopropyl-2-((2-((S)-4-(diflometyl)-2-

103 0 , N oxooxazolidin-3-yl)-5,6-
N \% dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-
= N \fo 9-yl)amino)axetamit
A\/H
N O
A 3 (S)-2-xyclopropyl-2-((2-((R)-4-metyl-2-
104 O™ “NH, I N oxooxazolidin-3-yl)-5,6-
N/ dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-
9-yl)amino)axetamit
NYO
m.
A\/H o3
3 S)-2-xyclopropyl-2-((2-((S)-4-(flometyl)-2-
HZN/\O\Q/ (8)-2-xyclopropyl-2-((2-((S)-4~( yD)
105

dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-
9-yl)amino)axetamit

| \> oxooxazolidin-3-yl)-5,6-
Y%

~ N o w
O;\N;@/N (8)-2-((2-((S)-4-(flomety1)-2-oxooxazolidin-3-

106 ’ Y, yl)-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-
d|[1,4]oxazepin-9-yl)amino)propanamit

N H ° w
H,N /':'%O \q/ N (S)-2-((2-((S)-4-(diflometyl)-2-oxooxazolidin-

107 A \% 3-y1)-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[ 1,2-
E o d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)butanamit
N \f
P~
TASELISIB

Hop chét duge biét dén 14 taselisib, GDC-0032, va Roche RG7604 (CAS Reg.
No. 1282512-48-4, Genentech Inc.), c¢6 tén theo IUPAC: 2-(4-(2-(1-isopropyl-3-metyl-
1H-1,2,4-triazol-5-yl)-5,6-dihydrobenzo[ f]limidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)-1H-

pyrazol-1-yl)-2-metylpropanamit, va chu tric:
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bao gém cac chét d@)ng phén 1dp thé, chat déng phan hinh hoc, chét hd bién, va mubi

dugc dung cua chung.

Taselesib c¢6 thé duge diéu ché va duge dic trung nhu duge md ta trong WO

2011/036280, US 8242104, va US 8343955.
PICTILISIB

Hop chit dwoc biét dén 1a pictilisib, GDC-0941, Roche, RG-7321, va pictrelisib,
(CAS Reg. No. 957054-30-7, Genentech Inc.,) 1a chét &rc ché 16p I (pan) c6 hoat luc va
duge hudng nhidu dich ctia dang ddng phan PI3K. GDC-0941 hién ¢6 trong thir nghiém
lam sang pha IT dé didu tri khéi u rén tién trién. GDC-0941 dugc dat tén 1a 4-(2-(1H-
indazol-4-yl)-6-((4-(metylsulfonyl)piperazin-1-yl)metyl)thieno[3,2-d] pyrimidin-4-
yl)morpholin (US 7781433; US 7750002, Folkes et al (2008) Jour. of Med. Chem.
51(18):5522-5532), va c6 céu tric:

O
)
S | NN /N\
(N \ 7 NH
o N
HyC” O © pictilisib

bao gdm céc chit ddng phan lap thé, chét ddng phan hinh hoc, chat hd bién, va mudi

duoc dung cia chung.
ALPELISIB

Hop chét duoc biét dén 1a alpelisib (BYL719, Novartis, CAS#: 1217486-61-7) 1a
chét e ché chon loc dung qua dudng miéng cla dang ddng phan PI3K alpha, va c6

trong thir nghiém 1dm sang dé diéu tri hiéu qua cac kiéu khoi u khac nhau, bao gom
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nghién ctru pha III két hop véi fulvestrant d6i voi bénh ung thu va di cin tién trién
HER2, duong tinh v6i thu thé hormon dong thir hai (Furet, P. et al (2013) Bioorg. Med.
Chem. Lett. 23:3741-3748; US 8227462; US 8476268; US 8710085). Alpelisib dugc
dat tén 1a (S)-N1-(4-metyl-5-(2-(1,1, 1-triflo-2-metylpropan-2-yl)pyridin-4-yl)thiazol-2-

yl)pyrolidin-1,2-dicarboxamit) va c6 cu tric:

C\N\WH\(/N
i 0
A
e alpelisib

Uc ché hoéa sinh cac dang dong phan PI3K

Kha nang cua hop chét theo sang ché hoat dong nhu chit e ché PI3Ka ¢co db
chon loc cao hon PI3Kp, PI3K3, va PI3Ky dugc x4c dinh bang cach st dung phuong
phap trong Vi du 901. Gié tri Ki dugc thé hién trong Bang 2A va 2B tugng trung cho
gié tri trung binh hinh hoc cta t6i thiéu ba thir nghiém ddc 14p trir khi c6 quy dinh khéc.

Bang 2A thé hién su tc ché hoa sinh cua bbn dang ddng phan PI3K bi hop chét
¢6 cong thirc I trong Bang 1. Ngoai ra, hai hop chit PI3K duoc thir nghiém 14m sang,
taselisib va pictilisib dugc bao gbm 1am chét so sanh. Hop chét tiéu bidu theo sang ché
¢6 hoat tinh manh khang PI3Ka, va c6 d6 chon loc dugc ting cuong dang ké so véi céc
dang ddng phan khic PI3K, PI3KS$, va PI3Ky khi so sanh véi taselisib (GDC-0032) va
pictilisib (GDC-0941). Cu thé, ty 1& chon loc trong cdt thtr hai tir cdt bén phai cia Bang
2A cho thdy ring mdi hop chét c¢6 cong thirc I 101-107 ¢6 ty 1€ chon loc gitra PI3K alpha
va delta cao hon nhiéu so vdi taselisib hodc pictilisib. Trén thuc té, ca taselisib va
pictilisib déu c6 hoat tinh khéng PI3K delta manh hon so v6i khang PI3K alpha, tirc 12
ty 1€ chon lgc cta ching thép hon 1. Ty 1€ chon loc ctiia hop chét c6 cong thtc I 101-
107 nim trong khoang tir 301 1dn dén 634 1an.

Bang 2B thé hién su e ché hoa sinh clia hai dang dong phéan PI3K, alpha va delta
vaty 1é chon loc gitta PI3K alpha va delta d6i v6i mot s hop chét so sanh nhét dinh cta
US 8242104, vi hop chét mang nhém dimetyloxazolidin-2-on tir US 8263633 (Hop chat
356, cot 149). Cac hop chit so sanh dugc thé hién trong Bang 2B & day 1a cac vi du tir
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nhiéu loai dugc mé ta trong moi US 8242104 va US 8263633. Ca US 8242104 va US
8263633 déu khong boc 16 hop chét ndm trong pham vi ctia hop chét c6 cong thirc I theo
sang ché. Trong khi vi du vé chét so sanh tiéu biéu trong US 8242104 nhu dugc mo ta
trong Bang 2B cho thdy ty 1 chon loc PI3Ka (alpha) véi PI3KS (delta) > 1, ty 1€ chon
loc 16n nhét quan sat dugc 1a 46,9 1an. Do do, hop chit co cong thuc I 101-107 dat dugc
ty 1€ chon loc cao hon ding ké so vé6i cac vi du trong US 8242104. Khong c6 chi dan
trong US 8242104 hodc US 8263633 vé viéc chon loc céc thanh phan cau triic cua hop
chét c6 cong thuc I dé dat dugce tinh chit 1a dd chon loc PI3K alpha cao so v6i PI3K
delta. Tinh chit do chon loc PI3K alpha 16n hon gép 300 1an ngoai mong doi nay dugc

béo toan qua toan b phd ciia hop chét dugc ldy 1am vi du trong Bang 1.

Chét e ché PI3K hién c6 trong céc thir nghiém ldm sang, nhu taselisib (WO
2011/036280; US 8242104; US 8343955), va c4c vi du tiéu biéu khac trong US 8242104
cho thiy hoat tinh dang k& khang dang dong phan PI3K3 (delta). Sy thiéu do chon loc
d6i véi PI3KS (delta) phu hop véi doc tinh GI quan sat dugc trong 1am sang d6i véi
taselisib. C6 nhu cu vé& chét @rc ché PI3Ka (alpha) chira céc dic tinh uu tién tiéu biéu
cua céc vi du trong US 8242104 ma cung thiéu hoat tinh khang PI3K$ (delta). Sang ché
dé cap dén hop chat dap ting hoat tinh va profin chon loc nay.

Tinh chit ngoai mong doi ctia d9 chon loc PI3K alpha la thuén l¢i trong viée loai
b6 doc td da day-rudt quan sat dugce trong ing vién chit trc ché PI3K 14m sang. S6 lidu
1am sang hién c6 voi chét tc ché PI3K chi ra ring hoat tinh PI3K delta la nguén ddc té
da day-rudt (Akinleye et al, “Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) inhibitors as cancer
therapeutics” Journal of Hematology & Oncology 2013, 6:88-104). Xem Bang 2 vé chét

{rc ché PI3K trong thir nghiém 1am sang, taselisib va pictilisib.

Do ¢6 dd chon loc cao hon dang ké dé e ché PI3Ka (alpha) so v6i ché PI3K$8
(delta), nén hogp chét c6 cong thirc I 101-107 dugc mong doi la dat duoc lgi ich 16n hon
gitra hoat tinh 1am sang duoc diu khién boi su Gc ché PI3Ka (alpha) so véi cac doc t6
duoc diéu khién boi su uc ché PI3KS (delta), so voi taselisib va pictilisib dquc thir
nghiém lam sang hodc vi du bét ky trong sd cac vi du trong US 8242104 hogc US
8263633. Do d6, hop chét c6 cong thire T theo sang ché c6 thé c6 tac dung dung 1am chat
tri liéu véi profin doc t6 giam so véi cac chét ¢6 su we ché cac chiic ning binh thudng

cua PI3K B, PI3K$, hodc PI3Ky 16n hon.
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Su tc ché hoa sinh cia cac dang ddng phan PI3K bai hop chét ¢6 cong

thirc I va hop chét so sanh taselisib va pictilisib

Do chon | 55 chon | D6 chon
Hop chét | P13Ke | PI3Kp | PISKS | PI3SKy | loc dOIVOL | 1o "3 v | 1oc déi voi
s6 Ki ] Ki | Ki | Ki | PI3Raso | b | pI3kaso
(M) | (M) | (M) | @M) | vor %BK' v6i PI3KS | v6i PI3Ky
taselisib
GDC-0032 0,090 | 53,0 | 0,079 | 1,43 591 0,9 16,0
pictilisib
GDC-0041 2,56 70,2 1,54 | 41,8 27,4 0,6 16,3
101 0,034 | 99,7 12,2 | 18,2 2944 361 537
102 0,949 | >1000 | 286 708 >1054 301 746
103 0,060 | 335 37,7 | 49,0 5640 634 824
104 0,464 | 813 197 289 1750 425 622
105 0,051 | 341 30,3 | 364 6718 598 717
106 0,040 | 122 16,7 | 17,8 3050 416 444
107 0,048 | 132 17,5 | 23,7 2782 368 499
Bang 2B. Su rc ché hoa sinh cua cic dang dong phan PI3K boi hop chét so sanh
X Do chon
50 C PI3Ka | TR0 | loc dbi voi
(UsS Cau tric ) Ki
8242104) Ki (nM) (M) PI3Ka so
véi PI3KS
/N\
196 NH, N
taselisib | y 0,090 0,079 0,88
GDC-0032 N
=N
P
N
S
YY)
375 / 0,016 | 0,417 21,7
N/
2
N
W _J
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540 { 2,72%% | 24,1%* 8.8
N
N=
0]
@)
Hy O\(I 3
N
N .
S44 ’ﬁ 0,437%% | 11,3%* 25,8
N/
NN
a -
A\[O 0
549 (chat A \3
ddng phan HaN- "0 N
lap thé duoc N 0,56** | 9,41%% | 17,0
tach 1)
>
N
-
ok | A L
R * sk *k
1ap thé dugc N/ 5,66 1,70 0,30
tach 2)
)
N
-
|
~ N Ow
0P NH, N
530 / 0,107 | 1,96 19,4
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HO)<7 N=
N

> 0
356
(US 0,967** | 0,92%* 0,95
8263633) N*(S

T

*gia tri Ki twong trung cho gid tri trung binh ctia hai thir nghiém, **gié tri Ki tuong

trung cho mot thir nghiém
Tuwong tac giita hop chit v6i PI3K

Co s& hop 1y dbi v6i @ chon loc PI3Ka boi hop chat ¢6 cong thirc I ¢6 thé ndm

trong mot sb twong tac gin két nhét dinh.

Kha ning cta hop chit theo sang ché trong viéc tuong tac dic higu véi PI3Ka
duoc xac dinh bing cach phan giai cAu triic ddng tinh thé tia x clia hop chét tiéu bicu
v6i PI3Ka (alpha) bang cich st dung céc phuong phép trong Vi du 908. Thiét ké cdu
tric duge tdi vu cia chét e ché PI3K ¢6 dd chon loc d6i v6i dang déng phan PI3Ka so
v6i céc dang dong phan khac co thé bao gdm su dinh vi va sap xép chinh x4c cua cac
nguyén tr va nhom chirc dé tuong tac v6i cac gbc dic hidu dang ddng phan trong vi tri
gén két. Cu thé, sy thay thé & vi «f 9 va & vi tri 2 ciia hé vong 5,6-
dihydrobenzo[f]limidazo[1,2-d][1,4]oxazepin dugc phat hién ra la c6 tic ddng mang tinh
quyét dinh dén hoat tinh dic higu cta hop chat khang PI3Ka..

Fig.1A-D thé hién cAu tric dong tinh thé tia x cta taselisib (GDC-0032), hop chat
dbi chiéu 529 (US 8242104) va hai hop chét tiéu biéu theo séng ché v6i PI3Ko.. Nhu
duoc thé hién trén Fig.1A, taselisib (GDC-0032) chira nhém chirc amit bdc mdt duoc
dinh vi tiép xtc gan ca GIn859 va Ser854, dudng nhu mang lai kha néng tuong tac lién
két hydro. Goc GIn859 dic hiéu d6i v6i dang dong phan PI3Ka, voi gbc khéc chiém vi
tri nay trong cac dang ddng phan khac (PI3KpB = Asp, PI3K8 = Asn, PI3Ky = Lys). Tuy
nhién, mac du su tiép xtc gin nay véi gbc dic hidu PI3K o, nhu dugc xac dinh trong thi
nghiém hoéa sinh GDC-0032 c6 hoat tinh bang nhau khang ca hai dang ddng phan PI3Ka
va PI3K 3, va chi ¢6 hoat tinh giam nhe khang dang ddng phan PI3Ky (xem Béang 2A).

Nhu duge thé hién trén Fig.1B, hop chét dbi chiéu 529 (US 8242104) chira nhém

chirc amit bic méot & vi tri twong tu voi vi tri cua taselisib. Nhom chirc nay nam trong
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khoang céch thich hgp va hinh hoc thich hop cla ca Ser854 va GIn859 dé tao ra tuong
tac lién két hydro. Ty 1& chon loc gép 46,9 lan dbi v6i PI3Ka so voi PI3KS (xem Bang
2B) c6 thé duoc hitu ti hoa theo céc twong tac nay, va biét dugc ring PI3KS khong chira

gbc Gln & vi tri 859 va do d6 céc tuong tac nay nén ddc hiéu ddi véi PI3Ka,

Fig.1C va Fig.1D cho thdy rang amit bac mot cia nhém (S)-2-aminopropanamit
ctia Hop chét 101 va nhém (S)-2-amino-2-xyclopropylaxetamit ctia Hop chét 103 mdi
amit chiém vi tri rit gidng nhau trong vi tri gin két nhu amit bic mot cia GDC-0032 va
hop cht dbi chiéu 529 (US 8242104). Nhém chirc amit bae mdt nay trong mdi hop chét
tiéu bidu theo sang ché 12 nam trong khoang cach thich hop va hinh hoc thich hop cua
c& Ser854 va GIn859 dé tao ra twong tac lién két hydro 1y twdng. Mic du c6 dic diém
giéng nhau 18 rang & vi tri va dinh huéng nhom chire, cac vi du ti€u biéu duoc minh hoa
trén Fig.1C va Fig.1D, cling nhu céc hop chit khac theo séng ché nay co phén ti thé va
nhom chue tuong tu, cai thién khi twong tac v6i amit bdc mot cua ca taselisib va hop
chét d6i chiéu 529 (US 8242104) sao cho hop chét theo sang ché nay dugc quan sét 12
¢6 do chon loc ting dang ké ddi véi PI3Ka so v6i PI3KS nhu duge xdc dinh trong thir
nghiém hoa sinh. Hop chét 101 ¢6 do chon loc op 361 1an va Hop chat 103 c6 do chon
loc gAp 634 14n, ting déng ké so v&i hop chét déi chiéu 529 (US 8242104) ma chi c6 do
chon loc gép 46,9 1an. Xét vé tinh twong tu cta viéc dinh vi ciia nhém chirc amit béc
mot gitra taselisib va cac hop chét khac trong US 8242104 (nhu dugc minh hoa boi hop
chat dbi chibu 529), d6 chon loc ting dbi v6i PI3Ka so véi PI3KS nhu dugc thé hién
b&i hop chit theo sang ché nay 1a tinh chét ngoai mong doi. Khong c¢6 hudng dan trong
US 8242104 vé& viéc chon loc c4c thanh phén cAu trac cua hop chét c6 cong thirc I dé
dat dugc tinh chit vé d6 chon loc PI3Ka cao (> 300 14n). Hop chét c6 cong thirc I theo
sang ché cai thién khi twong tac v6i amit bac mot cia GDC-0032 sao cho hop chét theo
séng ché nay duoc théy 1a ¢6 do chon loc tang déng ké dbi v6i PI3K o so véi PI3KS nhu
dugc x4ac dinh trong thir nghiém hoéa sinh so véi cac hop chét so sanh (xem Bang 2A va

2B).

Fig.2A thé hién cAu tric tia x cta taselisib gin két trong vi tri hoat tinh PI3Ka
(alpha). Nguyén tir N2 cua vong triazol khong thd tuong tac truc tiép v6i chudi bén cua
Tyr836 (khoang cach 12 4,04A) hodc Ser774 (khoang céch la 2,74 va 2,82A, khong ¢

tinh phan cuc bd sung giita phdi tir va gbc). Fig.2B thé hién cdu trac tia x ctia Hop chét
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101 gén két trong vi tri hoat tinh PI3Ka, va cho thdy riang vong oxazolidinon c6 thé tao
ra cdc twong tac v4i protein cai tién so véi vong triazol. Nhém chire carbonyl gin véi
chudi bén Tyr836 (2,67A) va ¢ thé tao ra twong tac phan cuc thuan lgi. Nguyén tir flo
cua phén tir thé oxazolidinon 1a tiép xtic gan (2,21A) v6i nhém hydroxyl cua Ser774 va
phu hgp véi twong tac phan cuc hodc lién két hydro khong cd dién, twong tac thuan loi
dugc tao ra bang cach phén cuc lién két cacbon-flo (Bohm et. al, Fluorine in Medicinal
Chemistry, (2004) ChemBioChem, 5:637-643; Zhou et. al, “Fluorine Bonding — How
Does it Work In Protein-Ligand Interactions”, (2009) J. Chem. Inf. Model., 49:2344-
2355).

T4t ca cac hop chit theo sang ché chtra vong oxazolidinon va ¢6 thé tao ra twong
thc cai thién véi Tyr836 ctia PI3K o (alpha). Mot s6 vi du theo sang ché con chira phan
ttr thé duoc flo hoa trén vong oxazolidinon va c6 thé tao ra tuong tac voi Ser774 cla
PI3K o cai thién. Ca hai twong tac lién két nay co thé gop phan vao do chon loc ting
cudng dbi véi PI3Ka quan sat duge i v6i cac vi du theo sang ché so véi cac vi du
trong US 8242104. Nhu duoc thé hién trong Bang 2A va 2B, hop chét chia vong
oxazolidinon ¢6 do chon loc dang dong phan cao hon so v6i hgp chét so sanh chtra vong
triazol. Gbc Ser774 va Tyr836 khong chi lién quan dén dang dong phan PI3Ka, PI3K3
chira cac gde gidng nhau ndy & céc vi tr gidng nhau, va do chon loc dang ddng phan
tdng cuong cua chét e ché oxazolidinon khong duge du bao boi cac chu trac tinh thé
nay. Su khac biét nhe v& vide dinh vi va dinh huéng cta tinh ddng nhét gbc nhu nhau
gifta cac dang ddng phéan khac nhau c6 thé 1a do cac thay dbi nhe trong cAu tric protein
bac hai va bac ba. Su khac biét nay khé du doan va gidi thich ngay ca trong bé mit cia
cAu trtc tinh thé tia x cia ca hai dang ddng phan protein. C4c tinh chét gy ngac nhién
va ngoai mong doi vé su twong tac phan tir cai thién va do chon loc dang déng phén tdng
cudng cla chét e ché oxazolidinon dugc bao toan qua toan bd phd ctia hop chét duoc

minh hoa trong Bang 1.

Oxazolidinon dugc biét hda vé mit cau trac so vai triazol ¢ cho oxazolidinon ¢6
carbonyl, 12 nhém phan cuc hon, va khong c6 dic tinh thom. Triazol khong c6 nhém
carbonyl, 1a nhom it phan cuc hon, va c6 dic tinh thom.

Vong oxazolidinon ¢6 lgi hon so v&i vong triazol vé déc tinh sp3 tang va tong s6

vong thom gidm. Thuong dugce chép nhén trong tai liéu rang sd luong vong thom ting
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trong quan voi nguy co ting gin két 16n xon. Nguoc lai, sy ting phén sp3 cacbon (#
sp3 cacbon/# tong cacbon) lién quan dén tinh chat 1y hoa cai thién va kha nang gén két
16n x0n giam, lam gidm nguy co doc t§ sai dich. Céc khai niém nay dugc mo ta trong
céc tai liéu tham khao Lovering et. al, “Escape From Flatland”, (2009) J. Med. Chem.,
52:6752-6756 and Ritchie and Macdonald, “Physicochemical Descriptors of Aromatic
Character and Their Use in Drug Discovery”, (2014) J. Med. Chem., 57:7206-7215. Su
thay thé vong thom triazol nhu dugc minh hoa boi cac hop chét tiéu biéu trong US
8242104 vé&i vong di vong no, oxazolidinon c6 trong moi vi du cla sang ché, tuong
trung cho su giam thuén loi nguy co nghién ctru doc t6 sai dich. Toan bd hop chit duge
liy 1am vi du trong US 8242104 bi hop chit & d6 v6i vong thom 14n 4t han & vi tri nay,
¢6 4 vi du v& nhom chitc carboxamit thay thé vong thom, va khong c6 vi du vé hé vong
no hoic di vong. Do tuong tac lién két khac nhau dang ké va cac yéu cau trong khong
gian cua di vong thom va di vong no, chung thuong khong thay thé duoc cho nhau.
Khong c6 vi du vé hé di vong no & vi tri 2 ctia vong 5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-
d][1,4]oxazepin, US 8242104 khong d& xuit huéng din dbi voi phuong phap thay thé
vong thom bing di vong no trong khi giit dugce hoat tinh khang PI3Ka.

Do d6, hop chét theo séang ché chira phdn tir thé duoc t61 wu héa va nhém chie &
ca vi tri 9 va vi tri 2 ctia 5,6-dihydrobenzo|/]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin. Cac hop chét
duoc tdi vu nay tao ra loi ich dang ké va chua tung dugc biét dén vé su tuong tac phan
tr cai thién va hoat tinh chon loc khang PI3K o tang, v6i hoat tinh khang PI3K6 giam.
Hop chét theo sang ché co thé hitu ich dé 1am chét tri liéu véi cira s6 diéu tri tang cudng
s0 v6i cac chit lién quan nhu taselisib (GDC-0032).

Uc ché chon loc PI3K o dot bién (alpha)

Kha ning cta hop chit theo sang ché trong viéc tac dong theo hudng uu tién
khang cac té bao chtra PI3Ka dot bién duoc xé4c dinh bang cach do mirc tc ché con
duong PI3K trong dong té bao ding gen SW48: PI3Ka loai dai (ban dau), E545K dot
bién mién xodn, va H1047R dot bién mién kinaza, nhu duge md ta trong phuong phap
trong Vi du 902.

Phaén tich théng ké: Gi4 tri EC50 1a gi4 tri trung binh hinh hoc ctia t6i thiéu 4 thir
nghiém doc 1ap trir khi cé quy dinh khac. T4t ca cac thdng ké dugc thuc hién bang cach

st dung phdn mém KaleidaGraph (phién ban 4.1.3). Thir nghiém t Student dugc thuc

-35-



33267

hién béng cach st dung dir liéu 1¢ cap véi phuong sai béng nhau dé so sanh hoat tinh

khang té bao dot bién va té bao loai dai. P < 0,05 dugc coi 1a y nghia.

Bang 3A thé hién su rc ché cia P-PRAS40 trong té bao ddng gen SW48 boi hop
chét ¢6 cong thie I trong Bang 1. Tét ca cac hop chit nay déu biéu hién hoat tinh khang
té bao PI3Ka dot bién tang 1én so vai té bao PI3Ka loai dai. Hop chit theo sang ché cho
théy hoat tinh twong tu nhu taselisib trong té bao PI3Ka dot bién SW48, véi d6 chon loc
bé'lng ho#c 16n hon so vai taselisib so voi hoat tinh trong té bao PI3Ka loai dai (xem

Bang 3B).

Bang 3B thé hién sy tc ché cia P-PRAS40 trong té bao dang gen SW48 boi mot
s6 hop chit so sanh nhat dinh trong US 8242104, hop chit mang nhém
dimetyloxazolidin-2-on tir US 8263633 (Hop chit 356, cot 149), va pictilisib. Céc hop
chét so sanh dugc thé hién & ddy trong Bang 3B la cdc vi du tir cac gidng dugc md ta
trong mdi trong US 8242104 va US 8263633. Ca US 8242104 va US 8263633 déu
khong boc 16 hop chat nim trong pham vi ctia hop chat c6 cong thic I theo sang ché.
Hop chit so sanh chira céc vi du ma khong c6 hoat tinh tang dang ké dbi voi té bao
PI3Ko, dot bién so véi t& bao PI3Ka loai dai (xem hop chét so sanh 436 va 549, p >
0,05). Céc hop chit nay rat gibng nhau vé mat cAu trac v6i hop chét so sanh ma c6 hoat
tinh ting dang ké déi véi té bao PI3Ka dot bién so V6'i té bao PI3Ka loai dai (xem hop
chét so sanh 529). Khong c6 thanh phan céu triic chung trong cac hop chét so sanh ma
cung cip chi din dé e ché chon loc té bao PI3K o (alpha) dot bién. N6i rong hon, khdng
c¢6 chi dan trong US 8242104 hoac US 8263633 vé cach chon loc céc thanh phﬁn ciu
friic ciia hop chét c6 cong thire I dé dat dugc hoat tinh khang té bao PI3Ka dot bién tang
hoic twong duong so véi té bao PI3Ko, loai dai. Tinh chét ngoai mong doi nay dugc bao

toan qua toan bd phd ctia cac hop chét dugc iy lam vi du trong Bang 1.
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Bang 3A.  Uc ché P-PRAS40 trong té bao déng gen SW48 béi hop chat ¢ cong thirc
I
Do chon loc D6 chon loc déi
P-PRAS40 | P-PRAS40 | P-PRAS40 déi véi 0c ‘-\’/‘gi‘-"’ ot
. | SW48(E54 | SW4S(HI0 | SW48(ban | SW48(E545K)
S0 | SK)YEC50 | 47R)EC50 | diu)EC50 | ghp sé lan so gsg;f 2?&2‘&%
(LM) (HM) M) ) VoL sg&ggs (ban | w4 (ban diu)
101 | 0,0027 0,0030 0,0063 | 2,4 (p<0,001) | 2,1 (p=0,002)
102 | 0,0335 0,0358 0,0849 | 2,5 (p=0,002) | 2,4 (p=0,001)
103 | 0,0041 0,0038 0,0101 | 2,5 (p<0,001) | 2,6 (p<0,001)
104 | 0,0200 0,0228 0,0618 | 3,1 (p=0,007) | 2.7 (p=0,009)
105 | 0,0042 0,0048 0,0125 | 3.0 (p=0,007) | 2,6 (p=0,007)
106 | 0,0045 0,0044 0,015 | 2,5(p=0,003) | 2,6 (p=0,001)
107 | 0,0053 0,0052 0,0108 | 2,0 (p=0,003) | 2,1 (p=0,003)
Bang 3B. Uc ché P-PRAS40 trong té bao dang gen SW48 bdi hop chét so sanh
, P- P- bo qh(_)n loc Dod%?%%iloc
Hopchit | PRAS40 | P-PRAS40 | PRASAD | dBivéi | gqwue o7
hogesé | SWAS(ES | SWAB(H104 | SWAS(ba | SWAS(ESAS | L% £ S aia
(US 45K) 7R)EC50 | ndiu) |K) gpsd lan gsopvéi
8242104) | EC50 (M) EC50 | sovéi SW48
A SW48(ban
(uM) (LM) (ban dau) dAu)
196 53
taselisib 0,0034 0,0040 00079 | Goory | 20 @<0.001)
GDC-0032 p=
pictilisib _ _
ObC.00a1 | 0:0284 0,0321 0,0315 | 1,1(p=0,7) | 1,0 (p=0.9)
436 _ _
GDe.03ag | 00095 0,0092 0,0128 | 1,3 (p=0,26) | 1,4 (p=0,22)
2,2 _
529 0,0008 0,0009 0.0016 | 5001y | 20® 0,002)
549 (chat |
dong phan | 41054 | 0,0147¢ | 0,0119* 1,1 0,8
lap thé dugc
tach 1)

*EC50 la thir nghi¢ém don 1¢é

Hoat tinh chéng ting sinh & té bao khéi u dot bién PI3K
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Kha ning ctia hop chét theo sang ché trong viéc tac dong dén té bao khdi u dot
bién PI3K duoc x4ac dinh bing cach do kha ning séng cua té bao EC50 trong té bao
HCC1954 (H1047R ddt bién PI3Ka) va té bao MCF7 (E545K dot bién PI3Ka) bang
cach sir dung cic phuong phép trong Vi du 903. Bang 4 cho thdy rang hop chét tiéu bidu
c6 cong thire T 101 va 103 theo séng ché c6 thé e ché con dudng PI3K va trc ché sy
tdng sinh trong té bao HCC1954 va té bao MCF7 véi mirc hoat luc twong tw nhu hop
chét so sanh taselisib (hop chit 196, US 8242104), pictilisib va hop chat 436 (US
8242104).

Bang 4. Hoat tinh chéng tang sinh ctia hop chit PI3K trong té bao khéi u PI3K-
alpha dot bién
i . HCC1954 chéng tang sinh | MCF7 chdng tang sinh
Hop chat hodc so ECS0 (1M) ECS0 (M)
Taselisib
196 (US 8242104) 0,04 0,02
GDC-0032
pictilisib
GDC-0941 0,75 | 0,12
436 (US 8242104) 0,35 0,09
101 0,06 0,03
103 0,07 0,03

Do hiéu nghiém in vivo

Bang 5-8 thé hién dit liéu tir nhitng nghién ctru e ché sy phat trién khdi u in vivo
(TGI) v6i hop chat PI3K. Thay dbi thé tich khéi u duoc do trong 20 ngay hodc 1au hon
trong thudn tip gdm chudt nhét suy giam mién dich mang manh ghép ngoai lai ung thu
vii, duoe dinh lidu hing ngay bang cach dung PO (qua dudng miéng) voi chét dn thubc
va hop chét PI3K (Vi du 904).

Bang 5 cho thdy ring & lidu dung nap t6i da (MTD), GDC-0032 (taselisib), mdi
Hop chit 103 va Hop chét 101 déu hi¢u qua hon so v6i alpelisib (BYL-719) trong md
hinh khéi u dot bién PI3K.

Bang 6 cho thy rang & liéu thap hon so vé6i lidu dung nap tdi da, (tirc 1a 25mg/kg),
Hop chit 101 hidu qua hon so v&i GDC-0032 trong m hinh khéi u dot bién PI3K. C6
kha nang c6 chi sb tri liéu (TT) 16n hon véi Hop chat 101 do dat dugc @6 hiéu nghiém

t6i da trude khi dung nap t6i da.
Bang 7 cho thay rang ¢ liéu dung nap tdi da, cac dap ing ting (PR va CR) duoc
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phat hién véi Hop chét 101 so véi GDC-0032 trong md hinh khdi u dot bién PI3K.
Tuwong tu, & liéu dung nap t6i da, GDC-0032 va BYL-719 hi¢u qua nhu nhau.

Bang 8§ cho thiy ring & lidu dung nap t6i da, GDC-0032 va Hop chét 101 higu
qua hon so véi BYL-719, va Hop chét 101 gin nhu hi¢u qua bang GDC-0032 trong md
hinh khdi u dot bién PI3K.

Bang 5. So sanh cac lidu dung nap tdi da (MTD) cua hop chét PI3K trong
md hinh ghép ngoai lai & va HCC-1954x1 (ER-, PI3KH1047R)

Hop chat PI3K %TGI | PR CR
BYL-719, 40mg/kg QD, PO 80 1 1
GDC-0032, 15mg/kg QD, PO 118 4 0
Hop chat 103, 100mg/kg QD, PO 120 4 | 3
Hop chét 101, 50mg/kg QD, PO 129 10 0
Bang 6. Nghién ctru khoang lidu luong cta Hop chat 101 trong mo hinh

ghép ngoai lai & vi HCC-1954x1 (ER-, PI3KH1047R)

Hop chat PI3K %TGI PR CR
Hop chat 101, 0,5mg/kg PO, QD 19 0 0
Hop chét 101, 1mg/kg PO, QD 60 2 0
Hop chét 101, 2,5mg/kg PO, QD 68 1 0
Hop chét 101, Smg/kg PO, QD 84 0 0
Hop chit 101, 25mg/kg PO, QD 140 7 0
Hop chét 101, 50mg/kg PO, QD 149 6 0
GDC-0032, 15mg/kg PO, QD 111 2 0
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Bang 7. Nghién ctu khoang lidu luong ctia Hop chat 101 trong md hinh
ghép ngoai lai & va KPL-4 (ER-, PI3KH1047R)

Hop chét PI3K %TGI | PR CR
Hop chét 101, 1mg/kg PO, QD 28 0 0
Hop chat 101, 2,5mg/kg PO, QD 86 1 0
Hop chéit 101, Smg/kg PO, QD 93 1 0
Hop chét 101, 15mg/kg PO, QD 125 5 0
Hop chit 101, 25mg/kg PO, QD 135 9 0
Hop chit 101, 50mg/kg PO, QD 153 9 1
GDC-0032 15mg/kg PO, QD 113 3 0
Bang 8. So sanh GDC-0032, Hop chit 101, va BYL-719 trong md hinh
ghép ngoai lai PDX & via HCI-003 (ER+, PI3KH1047R)
Hop chat PI3K %TGI PR CR
BYL-719, 40mg/kg PO, QD 114 2 0
GDC-0032, 15mg/kg PO, QD 162 6 1
Hop chét 101, 50mg/kg PO, QD 175 5 2

Uc ché con dudng trong té bao B dugc phan lap

Kha nang ctuia hop chét theo sang ché trong viéc (rc ché con dudng PI3K trong té
bao B duoc danh gia bing anh huéng cta hop chéat d6 dén nong do CD69 sau khi didu
tri a-IgM chu van bang cach st dung cac phuong phép trong Vi du 906. Su biéu hién
ctia CD69 trong té bao B do diu tri a-IgM duoc tin la dugc didu khién béi su truyén tin
hidu thong qua PI3K3 (delta). Bang 9 thé hién hop chét c6 cong thie I tiéu biéu 1a chat

tc ché chon loc hon ctia con dudng truyén tin hiéu trong dong dot bién PI3K (SW48
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US8242104) va idelalisib.

Bang 9. Uc ché su biéu hién CD69 trong té bao B bdi hop chat chon loc.

L [IC50 bidu hién CD69 khi diéu tri
IC50 (uM) biéu hién CD69 khi , .,
L ) a-IgM trong t¢ bao B, gan két
, diéu tri a-IgM trong té bao B, :
So ., ) huyét tuong-protein dugc hié¢u
gan két huyét twong-protein ,
, chuan*]/[p-PRAS40
duoc hiéu chuan*
SW48(H1047R) EC50]
101 0,047 16
103 0,076 20
taselisib 0,00031 0,077
pictilisib 0,006 0,19
alpelisib 0,048 0,79
Hop chét 436
P 0,020 2,2
(US8242104)
idelalisib 0,048 <0048

*ICso biéu hién CD69 dugce do trong mau toan phén cia nguoi va dugc hi€u

chuén bang cach nhan véi fu nguoi do dugce tir thit nghiém gin két huyét tvong protein.
Uc ché con dudng trong té bao khdi u dot bién PI3K va té bao khdi u loai dai

Kha nang cia hop chét theo sang ché trong viéc tic ché su truyén tin hi€u qua con
dudmg PI3K trong té bao khéi u duge danh gia bang cach do nong do p-PRAS40 trong
dong HCC1954 (H1047R dot bién PI3Ka) va HDQ-P1 (PI3Ka loai dai), st dung
phuong phap trong Vi du 907. Bang 10 thé hién hop chat ¢ cong thic I tidu biéu 101,
103 va 105 ¢6 thé (rc ché con dudng PI3K mdt cach chon loc trong PI3Ka dot bién
(HCC1954, H1047R dot bién PI3Ka) véi t€ bao khéi u loai dai PI3Ka (HDQ-P1, PI3Ka
loai dai). Hop chit 101, 103 va 105 c6 dot bién 16n hon trén do chon loc loai dai so véi

hop chat so sanh taselisib, pictilisib, alpelisib va hop chét 436 (US8242104).
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Bang 10. Uc ché p-PRASA40 trong dong HCC1954 va HDQ-P1 bdi hop chat chon

loc.
, P-PRAS40 P-PRAS40 Do chon loc doi voi
Sé HCC1954 MSD | HDQ-P1 MSD | HCC1954 gip s6 1an so
EC50 (uM) EC50 (uM) véi HDQ-P1
101 0,019 0,084 4.4
103 0,028 0,155 5.5
105 0,027 0,179 6,6
taselisib 0,023 0,055 2.4
pictilisib 0,324 0,094 0,3
alpe]i,sib 0,483 0,311 0,6
Hop chit 436
(Uog82 2108) 0,089 0,122 1.4

Bién tinh p110a trong té bao khéi u dot bién PI3K

Kha nang cta hop chét theo sang ché trong viéc 1am gidm ndng d6 p110a duge
xac dinh trong céc thir nghiém véi dong HCC1954 (H1047R dot bién PI3K o) va HDQ-
P1 (PI3Ka loai dai), st dung céc phuong phép trong Vi du 905. Fig.3A va 3B thé hién
hop chét ¢6 cong thie I tiéu biéu 101 va 103 ¢6 thé thic diy viéc lam giam nbéng do
pl10a mot cach chon loc trong té bao khdi u dot bién PI3K (HCC1954, H1047R dot
bién PI3Ka) v6i té bao khdi u PI3Ka loai dai (HDQ-P1, PI3Ka loai dai) theo cach phu
thudc vao ndng do. Fig.3A thé hién sb liéu thdm tich Western thé hién ndng dd p110a
(p110a, p110 alpha) sau 24 git xit Iy bang Hop chat 101, Hop chat 103 va Hop chét 436
trong US 8242104 trong té bao HCC-1954 (H1047R dot bién PI3Ko). Fig.3B thé hién
sb lidu thdm tach Western thé hién ndng d¢ p1100 (p110a, p110 alpha) sau 24 gio xir Iy
bing Hop chat 101, Hop chat 103 va Hop chat 436 trong US 8242104 trong té bao HDQ-
P1 (PI3Ka loai dai). Hop chat 101 va 103 anh huéng manh hon dén nong do p110a so
v6i hop chét 436 (US8242104).

Dinh lidu ding qua duong miéng nhiéu ngay & ché

Kha néang cia hop chét theo sang ché trong viéc thuc déy ching viém da day-rudt
va/hodc viém toan than hodc géy ra sy tiéu mo bach huyét dugce dénh gia thong qua viéc
danh gia bénh ly 1am sang va danh gia bénh ly giai phau sau khi dinh liéu nhiéu ngay &
ch6 san thé (tir 7 dén 14 ngay). Hop chat ¢6 cong thire 1101 va 103 & s6 1an tiép xtc ty
do >5 14n so véi TGI60 (e ché sy phat trién khoi u 60% trong nghién ctru ghép ngoai

lai dot bién PI3K) khong thuc ddy ddu hi¢u tién viém nhu duge xéc dinh bdi danh gia
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bénh ly 1am sang hodc danh gia bénh ly giai phiu (Bang 11a, 11b). Tuong tw, hop chét
101 va 103 chi tao ra mot lugng nho sy tiéu mo bach huyét & sb lan tiép xuc cao. Nguogc
lai, cac thir nghiém véi hop chét so sanh taselisib chi ra tic dong tién viém dang ké va
su tiéu mo bach huyét & <0,3 1an tiép xtc tu do so v6i TGI60 (Bang 11c). Hop chét so
sanh alpelisib (BYL-719) va hop chit 436 (US8242104) cling gdy viém va ti€u
lympho & s 1an tiép xuc thap hon so voi Hop chit c6 cong thirc 1 101 va 103 (Bang 11d,
11e). Pham vi va d¢ nghiém trong cta két qua phu hop véi su tre ché PI3KS$ (delta) ting

1én & s 14n tiép xac nhidu hon ICso CD69 ddi voi hop chét so sanh.
Béang 11. Dinh lidu nhiéu ngay hop chét c6 cong thirc 1 va hop chét so sdnh & cho.
(a)

Tiép xtic S6 }?m
Hop cht | AUCO Sé1an | 1P |
101 | 24gio, | Cmax | Comin ftipxicr| e PR BERYMo benh
Lidulugng| DI4 | DI4 | D14 | (tong/tw UL hoc*

CD69 |lam | sang”

mg/kg/ngay|(uM gio,| (UM, (UM, do, IC50**|sang

QD tégg/tu tdng/ty do) | tong) | AUC) (téng,
O) Cmin)
0,05 0,23/0,16]0,033/0,023|0,0046|0,2x/0,6x| 0,07x | - - -

0,15 0,87/0,60/0,097/0,067| 0,012 10,8x/2,3x| 0,2x | - - -
0,5 2,0/1,38 | 0,31/0,21 |0,017 |1,9x/5,3x| 0,3x | - - -

F, ché = 0,692: Fu chudt nht = 0,252 (F, = phin khong gn két trong huyét tuong loai) -

* §4 1an tiép xtic bang cach st dung TGI60 tlr nghién ctru ghép ngoai lai KPL4 trong 21
ngay; TGI60 @ 2mg/kg, 1,04uM gid tlep xuc tdng cong, 0,26uM gid t1ep xuc tu do

**¥]Cso biéu hién CD69 dugc kich thich boi a-IgM (méu toan phan) = 67nM

* Céc két qua lién quan dén cdc co quan viém va co quan lympho

(b)

Hop chat 103 Tiép xuc 36 in Sé 1an
2 iy tiép Bénh | Mo
Liéu luong tiép xac* _ , o | e

’ xic | Dauhiéu |y lam ) be
mg/kg/ngay | AUCO- ‘ . . |

24 gits Cmax | Cmin | (tong/tu Vi lim sing sang+ | hoot

QD DI | D14 | 9 cpeo

D14 AUC)
IC50%*
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(M gio,| (UM, | (1M, (tong,
tbng/ty | tong/tu téng) Cmin)
do) do)

0,1 0,27/0,14| 0,04/0,02 {0,0048|0,2x/4,7x| 0,03x - - -

0,3 0,9/0,46 10,13/0,066| 0,011 |0,8x/15x| 0,08x - - -
Su
) ti€u
Phén bat ,
€ | mo
thuong
1 2,54/1,29(0,31/0,16 | 0,034 |2,2x/43x| 0,2x . . bao | bach
(mém/nhély,1 Holhuvé
mphohuyét:
4/4) P y’
tuyén
uc

Fu ché = 0,507; Fu chudt nhit = 0,03 (Fu= phan khong ghn két trong huyét twong
Joai)

* §6 1An tiép xtc st dung TGI60 tir nghién ciru HCC1954 TGI trong 21 ngay;
TGI60 @ 3mg/kg, 1,13uM gid tiép xtc tong, 0,03uM gid tiép xtic tur do

#4150 bidu hién CD69 duoc kich thich bing a-IgM (mau toan phan) =142nM

+ Céc két qua lién quan dén co quan viém va co quan lympho
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(c)
Tiép xuc S6 l1an
taselisib [ < Lin tiép |
Lidu luong | 5y oig Cmax | . lidp xtct| D_‘?u Bénhly |
mg/kg/ngay D7 D7 D7 (téng/tu C\],)o619 hi¢u 1am sang+ MO bénh
' lam hoc+
Qb (1M gio, EHM’ (UM, do.11cs0 sang
tong/tu tong/ty tdng) AUC) (tbng,
do) o Cmin)
Su tiéu md
bach huyét:
hach bach
huyét,
GALT,
lach, tuyén
0,3 0,44/0,12|0,07/0,02/0,002(0,1x/0,3x| 0,7x - - e
Viém GI:
viém da
day, va
bach cau
trung tinh
Su tiéu mo
bach huyét:
hach bach
1 1,6/0,45 10,18/0,05|0,019|0,4x/1,0x| 6,2x - - huyét,
GALT,
lach, tuyén
uc
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Viém GI:
C4c vung
mau dé
sam trong
da day &
truc trang
frong tng
véi su
viém trong

da day

5,1/1,4

1,09/0,31

1,2x/3,2x

5,2x

Hao
hut
BW
(7,9%
v6i tién
nghién
ciru;
ban
dau 1
con
cho)
gly, dé
cham
(tai);
phan

bt
thuong;

non

Sy ti€u mod

| bach huyét:
o hach bach
té bao .
huyeét,
lympho
GALT,
lach, tuyén
1 uc
té bao wa | Viém GI:
bach cau | cac ving
trung tinh| mau do
1 sam trong
da day &
don bao
truc trang
T tuong ung
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bach ciu

trung tinh
xam nhép
vao trong
hach bach
huyét, lach,
tuyén T,
gan, phéi,

than

Fu ché = 0,28; Fu chudt nhit = 0,10 (Fu= phén khong gin két trong huyét twong
cac loai)

* 86 14n tiép xtc s dung TGI60 tir nghién ctru ghép ngoai lai KPL4 trong 21
ngay; TGI60 @ 4,3uM gid (tdng) hodc 0,44uM gid tiép xic tw do

%% [C50 biéu hién CD69 dugc kich thich bing a-IgM (méu toan phan) = 3,1nM

+ Céc két qua lién quan dén co quan viém va co quan lympho
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Hop chit 436
(US8242104)
Liéu lugng

mg/kg/ngay

QD

Tiép xuc

D7

(WM

gi0,

do)

AUCO-
24 gi0,

tong/tur

Cmax
D7
(UM,

tong/tu -
do)

Cmin
D7

(uM
téng

-

S6 lan tiép
xuc*

(tong/tu

do, AUC)

S lan
tiép xtic
voi
CD69
IC50%**

(tong,

Cmin)

Dau
hi¢u
lam

sang

Bénh Iy

lam sang+

bénh

hoct

0,5

3,4/2,3

0,68/0,46

0,016

1,2x/2,3x

0,4x

Su ti€u
mo
bach
huyét:
tuyén
uc,
hach
bach
huyét

[\S)

15/10,2

T

)

globulin

fibrinogen

Su tiéu
mod
bach
huyét:
tuyén
uc,
hach
bach
huyét,
lach,
GALT
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56/38

6,8/4,6

0,408| 20x/38x

9,1x

Hao
hut
BW
(10%
Vé’i, l
tién P
t€ bao
nghién
lympho
cuu)
y T
giam
hoat té bao ua
tinh, bach cau
tiét trung tinh
qua 7
nhiéu |fibrinogen
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. globulin
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nhiéu
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GI:
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Fu ché = 0,68; Fu chudt nhit= 0,36 (Fu = phén khong gin két trong huyét tuong
loai)

* §§ 1an tiép xuc st dung TGI60 tir nghién ctru ghép ngoai lai KPL4 trong 21
ngay; TGI60 @ 2,8uM gid tiép xtc tdng, 1,0uM gio tiép xic tu do

+¥]C50 bidu hién CD69 dugc kich thich bing a-IgM (méu toan phan) = 45nM

+ Céc két qua lién quan dén co quan viém va co quan lympho

(e)
Tiép xtic 94 1An
alpelisib AUCO- S6 1an |tiép xtic Y
BYL-T19)| ), s, Cmax |, . ltiép xuc*| vei hfu Bénhly [Mo bénh
\ weu 1. N
Liduluong | D7 D7 o7 | (tbng/tu CD69 1am sang+| hoc+
ea/nes " |1csows| 1AM
m nga . uM,
EREIEY M gio, ( ol do. |77 sang
QD tng/tu tong/tu éng) AUC) | (tong,
do) do) Cmin)

3 14/1,0 [1,97/0,14]0,20 [0,2x/0,2x| 0,3x - - -
Viém GI:
té bao wa
bach ciu

1 trung

10 31,7/2,3 3,58/0,26|0,62 (0,4x/0,4x| 1,0x - .

fibrinogen |tinh xam
nhap
vao, rudt
gia
| 1 Su tiéu
o mo bach
, appetity| (& pao wa )
30 160/11,5]20,6/1,5 1,25 2,2x/2,0x| 2,0x 0% . huyét:
~HY70 1 bach cau ]
tuyén
! trung tinh
urc, hach
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BW 1 bach
huyét,
GALT

don bao

T Viém GI:
globulin
ua bach
T cau
fibrinogen trung
tinh xam
nhap vao
rudt gia
va rudt
non; loét
truc

trang

Fu ch6 = 0,072; Fu chudt nhit = 0,082 (Fu = phan khong gin két trong huyét turong loai)

* §4 1an tiép xuc sir dung TGI60 tir nghién ctru ghép ngoai lai KPL4 trong 21 ngay;
TGI60 @ 72uM gid (tong), 5,9uM gio (tw do)

#%]Cso bidu hién CD69 duge kich thich bing a-IgM (mau toan phan) = 613nM
* Cac két qua lién quan dén co quan viém va co quan lympho
Dung hop chét c6 cong thue I

Hop cht theo sang ché co thé dugc ding bing dudng bét ky thich hop véi tinh
trang bénh 1y cAn diéu tri. Cac duong thich hop bao gbdm duong miéng, ngoai dudng
tiéu hoa (bao gdm dudi da, trong co, trong tinh mach, trong dong mach, trong da, trong
ndo tiy va gdy té ngoai mang cung), ap da, tryc trang, mii, tai chd (bao gdm ma va duéi
ludi), Am dao, trong mang bung, trong phdi va trong miii. Dé didu tri e ché mién dich
cuc bd, hop chit ¢6 thé duoc dung bang cach dfmg trong thuong tén, bao gdm truyén
dich hodc cho miéng ghép tiép xuc véi chit (e ché trude khi cdy ghép. Hidu duoc ring
dudng dugc uvu tién ¢ thé thay ddi theo, vi du, tinh trang bénh ly cia d6i trong nhan.
Khi hop chit duge dung qua duong miéng, nd c6 thé duoc phdi tron dudi dang vién tron,

vién nang, vién nén, v.v. voi chat mang hodc ta duoc duoc dung. Khi hop chat duge
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dung ngoai dudng tiéu hoa, nd ¢co thé duoc phbi tron véi chét dan thubc duge dung dung
ngoai duong tiéu hoéa va & dang don vi liéu luong tiém, nhu duge md ta chi tiét dudi
day. |

Liéu luong dé didu tri cho nguoi bénh ¢6 thé nam trong khoang tir khoang 1mg
dén khoang 1000mg hop chét c6 cong thirc 1. Lidu luong dién hinh c6 thé ndm trong
khoang tir khodng 10mg dén khoang 300mg hop chat. Lidu luong c6 thé duge dung mot
ldn m&i ngay (QID), hai 1dn mdi ngay (BID), hodc thudng xuyén hon, tiy thude vao tinh
chat dugc dong hoc va dugc luc‘ hoc, bao gém hép thu, phan bd, chuyén hoa, va bai tiét
ctia hop chat cu thé. Ngoai ra, yéu t6 doc tinh co thé anh hudng dén lidu luong va ché
do dung. Khi dugc dung qua duong miéng, vién tron, vién nang, hodc vién nén c6 thé
dwoc nudt vao bung hing ngay hogc it thudong xuyén hon trong mot khoang thoi gian cu

thé. Ché do nay c6 thé lap lai trong mot s6 chu ky tri liéu.
Phuong phap didu tri bang hop chét c6 cong thire I

Hop chét c6 cong thirc I theo séang ché hiru ich dé dicu tri cho bénh nhén 1a ngudi
hodc dong vat méc bénh hodc rdi loan bat nguén tr su sinh trudng té bao, chirc ning
hodc hoat dong cua té bao bét thuong lién quan dén PI3K nhu bénh ung thu, vi vy co
thé dugc diéu tri theo phuong phép bao gdm budc dung hop chit theo sang ché nhu
dugc xac dinh trén day. Bénh nhan la nguoi hodc dong vat méc bénh ung thu cling ¢6
thé duoc diéu tri theo phuong phép bao gdm budc dung hop chét theo sang ché nhu
duogc xac dinh trén ddy. Nho do tinh trang bénb; ly cua bénh nhén co thé duoc cai thién

hodc tbt 1én.

Phuong phép theo sang ché con bao gom budce diéu tri bénh ung thu dugc chon
tr bénh ung thu v, budng tring, ¢d tir cung, tuyén tién 1iét, tinh hoan, duong sinh duc
niéu, thye quan, thanh quan, u nguyén bao dém, u nguyén bao than kinh, ung thu da day,
da, u gai sung, phéi, caxinom dang biéu bi, caxinom té bao 16n, caxinom phéi khong té
bao nhé (NSCLC), caxinom phoi té bao nhd, caxinom tuyén phdi, ung thu xuong, rudt
két, u tuyén, tuyén tuy, caxinom tuyén, tuyén giap, caxinom c6 nang, caxinom khong
biét hoa, caxinom hinh nhu, u tinh, u melanin, sarcom, caxinom bang quang, caxinom
gan va dwong mat, caxinom thén, tuyén tuy, r6i loan dong tiy, u lympho, té bao long,
khoang miéng, miii-hong, hau, moi, ludi, miéng, rudt non, rudt két-truc trang, rudt gia,

truc trang, ndo va hé¢ than kinh trung wong, bénh Hodgkin, bénh bach cAu, phé quéan,
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tuyén giap, gan va 6ng mat trong gan, té bao gan, da day, u than kinh dém/u nguyén bao
dém, niém mac tir cung, u melanin, than va bé théan, bong dai, than ti cung, cd tir cung,
da u tiy, bénh bach ciu cdp tinh do tly xuong tao ra, bénh bach cAu man tinh do tiy
xuong tao ra, bénh bach cau té bao lympho, bénh bach cdu lympho man tinh (CLL),
bénh bach ciu dong tity, khoang miéng va héu, u lympho khong phai Hodgkin, u melanin,

va u tuyén rudt két c6 1ong to.

Dua trén phén tich sy bi€u hién, phan tich héa md mién dich va duya trén viéc tao
profin dong t€ bao, cac bénh 4c tinh ¢ rudt két, vu, co tir cung, da day, phoi, va da u tay

1a c6 thé dap tmg nhidu nhét v6i chat didu bién hoge chét e ché PI3K.

Sang ché md ta viéc sir dung hop chét nhu duge md ta trén day dé diéu tri bénh

ung thu ¢ bénh nhan.

Sang ché mo ta viéc st dung hop chat nhu duge mo ta trén day dé san xuat thudc

dé diéu tri bénh ung thu & bénh nhan.

Sang ché dé cap dén hop chit nhu duge md ta trén day dé st dung dé diéu tri
bénh ung thu & bénh nhén.

Sang ché md ta viée sir dyng hop chét nhw duge md ta trén ddy dé diéu tri benh
ung thu & bénh nhén, trong d6 bénh ung thu nay duogc chon tir bénh ung thu vi va bénh
ung thu phdi khong té bao nhd.

Sang ché mb ta viéc st dung hdp chat nhu duge mo ta trén day 8 san xuit thude
dé diéu tri bénh ung thu & bénh nhan, trong d6 bénh ung thu nay duoc chon tur bénh ung

thu via va bénh ung thu phdi khong té bao nhd.

Séang ché dé cap dén hop chat nhu duge md ta trén day dé st dung dé diéu tri
bénh ung thu & bénh nhan, trong d6 bénh ung thu nay duoc chen tir bénh ung thu va va
bénh ung thu phdi khong té bao nho.

Sang ché nhu duge mo ta trén day.

Dugc pham

Dé sir dung hop chit theo sang ché nay dé diéu tri chita bénh cho ddong vét c6 va
bao gdm ngudi, né thudng dugc phdi tron theo thuc tién dugc ly tiéu chuén 1am duoc
pham. Theo khia canh nay cla sang ché, sang ché dé xuit dugc phdm chira hop chét

theo sang ché nay két hop vai chit pha loang hodc chit mang dugc dung.
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Dugc phdm thong thuong duge bao ché bang cach tron hop chit theo sang ché
va chét mang, chét pha loing hodc ta dugc. Céc chét mang, chat pha lodng va ta dugc
thich hop da dugc biét 16 d6i voi ngudi c6 trinh do trung binh trong linh vyc ndy va bao
gdm céc nguyén liéu nhu hydrat cacbon, sép, polyme tan trong nuéce va/hodc truong nd
trong nudc, nguyén liéu ua nude hodc ky nude, gelatin, dau, dung moi, nudc va nguyén
liéu tuong tu. Chét mang, chét pha lodng hogc ta dugc cu thé duoc str dung sé phu thudc
vao y nghia va muc dich ma hgp chét theo sang ché duge 4p dung. Dung méi thuong
duoc chon dua trén cac dung moi duge ngudi co trinh d9 trung binh trong linh vuc nay
nhan thay 1a an toan (GRAS) dé duoc dung cho dong vat c6 vi. Nhin chung, céc dung
mdi an toan 1a dung mdi chira nude khong doc nhu nude va cac dung mdi khong doc
khéc tan dugc hodc tron 14n dugc trong nude. Cac dung moi chira nude thich hop bao
gdm nuéc, etanol, propylen glycol, polyetylen glycol (vi du, PEG 400, PEG 300), v.v.
va cac hdn hop cia ching. Dugc pham nay ciing ¢ thé chira mdt hodc nhidu chat dém,
chét 6n dinh, chéit hoat dong bé miit, chit thAm wuét, chit bdi tron, chét nhii hoa, chét tao
hdn dich, chit bao quan, chét chéng oxy hoa, chit 1am duc, chét gdy truot, chét hd trg
xu ly, chit tao mau, chit 1am ngot, chit thom, chét tao huong vi va céc chét phu gia da
bibt khac dé cho thubc c6 bé ngoai bit mét (tuc 13, hop chit theo sang ché hogc duge

pham ctia chiing) hodc hd tro san xut san pham duoc (tirc 13, thudc).

Dugc pham c6 thé duoc bao ché bang cach st dung quy trinh hoa tan va tron
thong thuong. Vi du, dugc chét déng khéi (tic 13, hop chét theo sang ché hoic dang
duge 1am dn dinh cta hop chét (vi du, phtrc chét vé6i din xuét xyclodextrin hodc chét
tao phirc da biét khac) duge hoa tan trong dung moi thich hop khi ¢6 mat mot hodc nhiéu
t4 dugc duge mo ta trén day. Hop chét theo sang ché thudng dugc phéi tron thanh dang
liéu luong dugc dé tao ra lidu luong dé kiém soat duogc cua thudc va khién bénh nhan

¢6 thé tuan thu ché do duoc ké.

Dugc pham (hodc ché pham) dé ung dung co thé dugc dong goi theo cach khdc
nhau tiy thudc vao phuong phap dugc s dung dé dung thubc. Nhin chung, vét phém
dé phan b bao gbm vét chira c6 duge phim & trong d6 ¢ dang thich hop. Céc vat chira
thich hop la da bidt 16 ddi v&i ngudi c6 trinh do trung binh trong linh vuc nay va bao
gbm cac nguyén li¢u nhu chai (chét déo va thuy tinh), goi nho, 6ng thudc tiém, tai nhya,
xi lanh kim loai, va nguyén liéu twong tw. VAt chira nay cling c6 thé bao gdm bo 14p rép

chéng x4m nhép dé ngdn chidn sy xam nhép v0 y dén cac thanh phéan trong bao goi.
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Ngoai ra, vat chira ¢6 nhan dén trén d6 mo ta cdc thanh phan cua vét chira. Nhan dan

ciing ¢6 thé bao gdm cac canh bao thich hop.

Duoc phdm chira hop chét theo sang ché c6 thé dugc bao ché cho cac duong dung
va kiéu ding khéc nhau. Vi du, hop chét c6 cong thie I ¢6 dd tinh khiét mong mudn ¢6
thé ty y duoc tron véi chét pha lodng, chit mang, ta dugc hodc chét 6n dinh dugce dung
(Remington's Pharmaceutical Sciences (1980) 16th edition, Osol, A. Ed.), dudi dang ché
phém duoc lam kho lanh, bot duge nghién, hoidc dung dich chtra nuéce. Viéc phéi tron
¢6 thé duoc thuc hién bang cach tron & nhiét do moi trudng ¢ do pH thich hop, va & dd
tinh khiét mong mudn, véi chit mang sinh ly dung, tirc 13, chit mang khong ddc cho a6i
tugng nhan & lidu va ndng d6 dugc st dung. DY pH cia duge pham chu yéu phu thudc
vao viéc sit dung va ndng do cu thé cua hop chat, nhung c6 thé nim trong khoang ti
khoang 3 dén khoang 8. Dugc pham trong chét dém axetat & do pH = 5 1a phuong 4n
thich hop.

Hop chat thuong c6 thé duoc bao quan dudi dang ché phim ran, ché phdm duoc

lam khd lanh hodc dudi dang dung dich chira nude.

Duoc phém theo sang ché duoc phéi tron, dinh lidu va dugc dung theo céch, tirc
1, lvong, néng do, lich trinh, chu trinh, chit dan thudc va dudng dung, phi hgp vai thuc
tidn y hoc tét. Cac yéu té cin can nhéc trong ngit canh nay bao gbm rbi loan cu thé duoc
diéu tri, dong vat ¢ vl cu thé duoc didu tri, tinh trang 14m sang ctia bénh nhan cu thé,
nguyén nhan gy rbi loan, vi trf phan bd chat, phuong phép dung, lich trinh dung, va cac
yéu td khac da biét @i vai bac si. "Luong hitu hiéu cho tac dung diéu tri" cua hop chét
dugc dung sé bi chi phéi béi cac yéu t6 can cén nhéic nhu vay, va 1a lugng t6i thidu can

dé cai thién, hodc diéu tri rdi loan tdng sinh.

La mot dé xuét téng quat, luong hitu hiéu vé mit duge phém ban diu cta chét tc
ché duoc dung ngoai duong tiéu hoa trong mdi lidu lugng s& nam trong khoang tir
khoang 0,01 dén 100mg/kg, cu thé 1a tir khoang 0,1 dén 20mg/kg trong luong co thé
bénh nhan mdi ngay, véi khoang ban dAu dién hinh ctia hop chit duge st dung 1a tir 0,3

dén 15mg/kg/ngay.

Chét pha lodng, chit mang, t4 duogc va chét 6n dinh chip nhan dugc 1a khong doc
cho d6i tuong nhan & cac lidu lwong va ndng do duogc s dung, va bao gbém chét dém

nhu phosphat, xitrat va céc axit htru co khac; chét chdng oxy héa bao gbm axit ascorbic
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va methionin; chit bao quan (nhu octadexyldimetylbenzyl amoni clorua; hexametoni
clorua; benzalkoni clorua, benzetoni clorua; phenol, rugu butylic hodc benzylic; alkyl
paraben nhur metyl hodc propyl paraben; catechol; resorxinol; xyclohexanol; 3-pentanol;
va m-cresol); polypeptit phan tir luong thép (it hon khoang 10 gbc); protein, nhu albumin
huyét thanh, gelatin, hogc globulin mién dich; polyme wa nuge nhu polyvinylpyrolidon;
axit amin nhu glyxin, glutamin, asparagin, histidin, arginin, hodc lysin; monosacarit,
disacarit va cac hydrat cacbon khéc bao gbdm glucoza, mannoza, hodc dextrin; chét chelat
héa nhu EDTA; duong nhu sucroza, manitol, trehaloza hoéc sorbitol; ion trai déu tao
mubi nhu natri; phirc chét kim loai (vi du, phirc chét Zn-protein); va/hodc chét hoat dong
bé mit khong ion nhu TWEEN™, PLURONICS™ hogc polyetylen glycol (PEG). Cac
thanh phan hoat dugc ciing ¢6 thé dugc bao trong vién vi nang dugc bao ché, vi dy, bing
k¥ thudt tu giot hodc bang cach polyme hoa bé mit chung, vi du, hydroxymetylxenluloza
ho#ic vién vi nang gelatin va vién vi nang poly-(metylmetacylat), mot cach tuong ung,
trong hé phan phbi thubc dang keo (vi du, liposom, vi cAu albumin, vi nhil tuong, hat c&
nano va vién nang c& nano) hodc trong dai nhii twong. Cac k¥ thuat nay duwgc boc 10

trong Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980).

Dugc phim giai phéng kéo dai chira hop chét c6 cong thirc I co thé dugc bao ché.
Céc vi du thich hop vé dugc phdm giai phong kéo dai nay bao gbm co chit ban thdm
cta cac polyme ran ky nuéc chita hop chét ¢6 cong thirc I, co chét nay & dang vat pham
duoc tao hinh, vi du, mang, hodc vién vi nang. Cac vi du vé co chit giai phong kéo dai
bao gdm polyeste, hydrogel (vi du, poly(2-hydroxyetyl-metacrylat), hodc poly(ruou
vinylic)), polylactit (US 3773919), copolyme cua axit L-glutamic va gama-etyl-L-
glutamat, etylen-vinyl axetat khong bién tinh, copolyme axit lactic-axit glycolic bién
tinh nhu LUPRON DEPOT™ (vi cdu tiém gdm c6 copolyme axit lactic-axit glycolic va
leuprolit axetat) va axit poly-D-(-)-3-hydroxybutyric.

Dugc pham chira cdc thanh phan thich hop cho cac duong dung duge néu chi tiét
trong ban mo ta. Dugc phém c6 thé thuén loi c6 mit & dang don vi lidu luong va c6 thé
duoc didu ché theo phuong phép bét ky trong sb cac phuong phép da dugc biét r3 trong
linh vuc duoc phém. Céc k¥ thuat va dugc phém thuong dugce tim théy trong tai liu:
Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co., Easton, PA). Cac phuong
phap nhu vy bao gdm buédc két hop thanh phan hoat tinh v&i chit mang ma cAu thanh

mot hodc nhiéu thanh ph?m phu. Nhin chung, dugc phém dugc bao ché béng cach két
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hop ddng déu va k¥ ludng thanh phan hoat tinh véi chét mang 16ng hoic chit mang ran

dd duoc chia déu hodc cé hai, va sau do, néu can, tao hinh san pham.

Dugc pham chira hop chét c6 cong thire I thich hop dé dung qua dudng miéng c6
thé duoc bao ché dudi dang don vi riéng biét nhu vién tron, vién nang, vién nhén hodc
vién nén, mdi vién nay chira lugng dugc xac dinh trude cia hop chét c6 cong thirc 1.
Vién nén dugc ép ¢o thé dugce didu ché bang cach ép trong mdy thich hop, thanh phan
hoat tinh & dang chay tu do nhu bdt hodc hat, ty y dwgc tron voi chét lién két, chét bbi
tron, chét pha loang tro, chét bao quan, chit co6 hoat tinh bé mit hoic chét phén tan.
Vién nén duoc dic c6 thé duoc tao ra bang cach duc, trong may thich hop, hdn hop ctua
thanh phén hoat tinh dang bdt dugc lam Am v6i chét pha loang long tro. Vién nén c6 thé
tiy y dugc bao hodc tao khia va tuy y duoc phdi tron dé c6 duogc su giai phong cham
hodc giai phong c6 kiém soét cua thanh phan hoat tinh tr d6. Vién nén, vién det, vién
ngém, hén dich chira nuée hodc dau, bdt dé phéan tan hodc hat dé phéan tan, nhil twong,
vién nang cing hodc mém, vi du, vién nang gelatin, siro hodc con ngot c6 thé duoc diéu
ché dé dung qua dudng miéng. Duge pham chtra hop chét c¢6 cong thirc I duge du dinh
dé dung qua duong miéng c6 thé dugc didu ché theo phuwong phap bét ky da biét ddi véi
linh vuc nay dé bao ché duogc phém va duoc phém nay co thé chira mot hoic nhiéu chét
bao gdm chit lam ngot, chét tao huong vi, chat tao mau va chét bao quan, dé tao ra dugc
phdm d& dugc chdp nhan. Vién nén chira thanh phan hoat tinh trong hon hop véi ta duge
duoc dung khoéng doc thich hop dé san xuét vién nén 1a chép nhén duoc. Cac ta duge
nay co thé 1, vi du, chét pha lodng tro, nhu canxi hodc natri cacbonat, lactoza, canxi
hodc natri phosphat; chét tao hat va chét phan tan, nhu tinh bt ngd, hodc axit alginic;
chét lién két, nhu tinh bot, gelatin hodc acaxia; va chét boi tron, nhu magie stearat, axit
stearic hodc bdt talc. Vién nén co thé khong dugc bao hodc ¢co thé duoc bao béng cacky
thuat da biét bao gdm tao vi nang dé lam cham sy phan tan va hap thu trong dai da day-
rudt va tir d6 tao ra tac dong duy tri trong thoi gian 14u hon. Vi dy, nguyén liéu tri hoén
thoi gian nhu glyxeryl monostearat hodc glyxeryl distearat mot minh hodc véi sép co
thé duogc st dung.

bé diéu tri cho mét hodc cac md ngoai khéc, vi dy, miéng va da, duge phém tdt
hon 1a dugc ép dung dudi dang thudc m& hodc kem ding tai chd chira (c4c) thanh phén
hoat tinh véi lugng nam trong khoang tur, vi du, 0,075 dén 20% trong luong/trong luong.

Khi duoc phéi trdn trong thudc md, cac thanh ph?m hoat tinh c6 thé duoc st dung véi
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nén thubc mo trong parafin hodc trdn 1an duogc trong nudce. Theo mot cach khac, cac
thanh phén hoat tinh c6 thé dugc phéi tron trong kem véi nén kem déu trong nudc. Néu
mudn, pha nuée clia nén kem c6 thé bao gdm ruou polyhydric, tic 13, rugu ¢6 hai hodc
nhiéu nhém hydroxyl nhu propylen glycol, butan 1,3-diol, manitol, sorbitol, glyxerol va
polyetylen glycol (bao gdm PEG 400) va céac hdn hop ctia chung. Dugc phim dung tai
chd c6 thé mong mudn 1a chira hop chét lam ting cuong su hép thu hozc thAm thiu cta
thanh phan hoat tinh qua da hogc cac ving bi anh huong khéc. Cac vi du vé chit tang
cudng thim thiu qua da nhu vy bao gbm dimetyl sulfoxit va cac chét tuong tu lién
quan. Pha dau cua nhii trong theo sang ché nay c6 thé dugc _céu thanh tr cac thanh phan
d4 biét theo cach da biét. Trong khi pha nay c6 thé chi bao gdm chit nhii h6a, mong
mudn 14 bao g@)m hdn hop cta it nhat mot chét nhii hoa vé6i chit béo hoic dau hoic véi
¢4 chét béo va diu. T8t hon 13, chét nhii héa wa nude dugce bao gdm ciing voi chét nhii
héa va m& ma tac dong nhu chit &n dinh. Ciing dugc uu tién 12 bao gém ca dau va chit
béo. Cung vai do, (cac) chét nhii hoa cung véi hodc khdng cung véi (cac) chét on dinh
tao nén sap goi 1a sap nhil hoa, va sdp nay cung voi dAu va chit béo tao nén nén thude
mdJ goi la nén thubc m& nhil héa tao ra pha dugc phéan tan trong diu cta duge phdm
dang kem. Chét nhil héa va chit 6n dinh nhil twong thich hop dé str dung trong dugc
phém theo séng ché bao gdm Tween® 60, Span® 80, rugu xetostearylic, rugu benzylic,

rugu myristylic, glyxeryl mono-stearat va natri lauryl sulfat.

Hoén dich chtra nuGe cua hop chét c6 cong thirc 1 chtra nguyén liéu hoat tinh Kkét
hop véi céc ta dugce thich hop d8 san xuét hdn dich chira nudce. Céc ta dugc nhu vay bao
gdm chét tao hdn dich, nhu natri carboxymetylxenluloza, croscarmeloza, povidon,
metylxenluloza, hydroxypropyl metylxenluloza, natri alginat, polyvinylpyrolidon, gdbm
tragacanth va gdm acaxia, va chét phéan tan hozc chét thAm uét nhu phosphatit ¢6 trong
tu nhién (vi duy, lexithin), san phém ngung tu cua alkylen oxit v6i axit béo (vi du,
polyoxyetylen stearat), san phim ngung tu cua etylen oxit véi ruou béo mach dai (vi du,
heptadecaetylenoxycetanol), san phim ngung ty cla etylen oxit véi este mot phan thu
duogc tr axit béo va hexitol anhydrit (vi du, polyoxyetylen sorbitan monooleat). Hon
dich chra nuéc cling co thé chira mot hodc nhiéu chét bao quén nhu etyl hodc n-propyl
p-hydroxybenzoat, mdt hodc nhiéu chét tao mau, mot hodc nhiéu chét tao huong vi va

mdt hodc nhiéu chét 1am ngot, nhu sucroza hodc sacarin.
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Dugc phdm chita hop chét c6 cong thirc I c6 thé & dang ché pham thubc tiém vo
trung, nhu hdn dich chira nuéc hodc chira dau tiém vo trung. Hon dich nay c6 thé dugc
phdi tron theo tinh trang k¥ thuét da biét bang cach st dung cc chét phan tan hodc chét
tham u6t thich hop va chit tao hdn dich da duoc dé cép & trén. Ché phim thudc tiém vo
trung cling co thé 1a dung dich hodc hdn dich tiém v6 tring trong chét pha loang hoic
dung mdi khong doc dung ngoai duong ti€u hoa chip nhan duge, nhu dung dich trong
1,3-butandiol hodc dugc diéu ché dudi dang bot duge 1am kho lanh. Trong sb cac chét
dan thudc va dung moi chép nhan dugc ma co thé duoc st dung 1a nudce, dung dich
Ringer va dung dich natri clorua dang truong. Ngoai ra, dau khong bay hoi vo trung c6
thé thuong dugc st dung lam dung mdi hodc mdi trudong tao hdn dich. Nhiam muc dich
nay, dau khong bay hoi diu nhe bét ky co thé duoc st dung bao gém mono- hodc
diglyxerit tdng hop. Ngoai ra, axit béo nhu axit oleic cling co thé duoc str dung trong

bao ché dugc pham tiém.

Luong thanh phan hoat tinh ¢6 thé duoc két hop véi nguyén liéu mang détaora
dang lidu lugng don 1€ thay dbi t1‘13; thudc vao véat chu duoc didu tri va cach dung cu thé.
Vi du, duoc pham giai phoéng theo thdi gian duge du dinh dé dung qua dudng miéng
cho ngudi ¢6 thé chira khoang tir 1 dén 1000mg nguyén liéu hoat tinh két hop véi luong
thich hop va thuén tién cua nguyéﬁ liéu mang ma co thé thay d6i tir khoang 5 dén khoang
95% tdng dugc pham (trong lugng:trong luong). Duc_ré pham c6 thé duge bao ché dé tao
ra lugng dé xéac dinh duoc dé dung. Vi du, dung dich chira nuéc duge du dinh dé truyén
trong tinh mach co thé chira tir khoang 3 dén 500pg thanh phan hoat tinh trong mdi
mililit dung dich dé c6 thé dién ra vidc truyén thé tich thich hop & tbc d6 khoang

30mL/gid.

Duoc phim thich hop dé ding ngoai duong tiéu héa bao gom dung dich tiém vo
trung chira nuGe va khong chira nude ma co thé chtra chit chéng oxy hoa, chét dém,
chit kim khudn va chét tan mang lai cho duoc pham tinh dang truong v6i méau cia adi
twgng nhan dugc dy dinh; va hdn dich vo trung chira nude va khong chira nude 6 thé
bao gém chét tao hdn dich va chét lam dic.

Dugc phim thich hop .dé dung tai chd cho mat ciing bao gdm thudc nho mét trong
d6 thanh phﬁn hoat tinh dugc hoa tan hodc tao hén dich frong chat mang thich hop, dic
bidt 12 dung méi chira nuée dung cho thanh phan hoat tinh. Thanh phan hoat tinh t5t hon

1a ¢6 mat trong dugc pham nay & ndng d6 nam trong khoang tir 0,5 dén 20% trong
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luong/trong lugng, vi du, tir khoang 0,5 dén 10% trong luong/trong luong, vi duy, tir

khoang 1,5% trong lugng/trong luong.

Duoc phim thich hgp dé dung tai chd trong miéng bao gdm vién ngdm bao gdm
thanh ph?m hoat tinh trong nén dugc tao huong vi, thudng la sucroza va acaxia hodc
tragacanth; vién ngim bao gdm thanh phan hoat tinh trong nén tro nhu gelatin va
glyxerin, hodc sucroza va acaxia; va nuge siic miéng bao gbm thanh phan hoat tinh trong

chat mang 16ng thich hgp.

Duoc phdm dé diing trong truc trang c6 thé ¢6 mit dudi dang thude dan véi nén

thich hop bao gdm vi dy, bo cacao hoc salicylat.

Dugc phim thich hop dé dung trong phoi hozc miii ¢6 c& hat vi du, nim trong
khoang tur 0,1 dén 500 micron (bao gdbm c& hat nam trong khoang tix 0,1 dén 500 micron
trong ) gia micron nhu 0,5, 1, 30 micron, 35 micron, v.v.), dugc dung béng cach x0ng
hit nhanh qua dudng miii hodc bang cach xong hit qua miéng 8 tién dén tai phé nang.
Dugc phim thich hop bao gdm dung dich chtra nuge hodc chua diu chta thanh phén
hoat tinh. Dugc phém thich hop dé ding & dang sol khi hodc bot kho co thé dugc bao
ché theo phuong phép théng thuong va co thé dugc phan b6 v6i cac chét tri lidu khac
nhu hop chét dén nay dugc st dung trong diéu tri ho#c phong ngira cac rdi loan nhu
duoc mo ta dudi day.

Dugc phdm thich hop dé dung trong am dao ¢ thé c6 mit & dang thudc dit vao
am dao, nat bong, kem, gel, hd nhio, bot hoéc ché phém phun chira, ngoai thanh phﬁn

hoat tinh, cac chit mang nhu da biét trong linh vyc nay 1a thich hop.

Dugc pham ¢6 thé dugc dong goi trong vét chira liéu don vi hodc vat chia nhidu
lidu, vi du, 6ng thudc tiém va éng kin, va c6 thé duorc bao quan trong diéu kién dong-
kho (dugc lam kho lanh) chi doi hoi phax bb sung chat mang léng vo trang, vi du, nude
dung dé tiém ngay trude khi sir dung. Dung dich tiém va hdn dich ché ngay ttre thi dugc
didu ché tur bot, hat vo trung va vién nén thudc loai duge mod ta trén day. Duoc pham
dang don vi lidu luong dugc vu tién 1a duoc phém chtta lidu hing ngay hogc liéu don Vi
con hang ngdy, nhu dugc trich dan tréﬁ day, hodc phan thich hop ctia ching, cta thanh
phan hoat tinh.

Sang ché con dé cap dén duoc pham dung trong tha y bao gbm it nhét mot thanh

phan hoat tinh nhu dugc xdc dinh trén day cung v6i chit mang dung trong tha y theo do.
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Chét mang dung trong tht y 1a nguyén liéu hiru ich cho muc dich dung dugc pham va
c6 thé 1a nguyén liéu rén, 1ong hodc khi ma tro hoac chép nhan duoc trong linh vyc tha
y va tuong thich véi thanh phan hoat tinh. Céc dugc pham dung trong tha y nay ¢ thé
duogc dung ngoai dudng tiéu hoa, qua dudng mi¢ng hodc bang duong mong mudn bét
ky khéc. | ’

<

Liéu phép két hop

Hop chit c6 cong thic I ¢6 thé duoc st dung mdt minh hodc két hop vai cac chit
trj liéu bd sung dé didu tri bénh hodc rdi loan duge mé ta & day, nhu viém hogc rdi loan
tang sinh (vi du, bénh ung thu). Theo mdt sd phuong 4n nhét dinh, hop chét c6 cong
thire T dwoc két hop trong duoc pham két hop, hodc ché do dinh lidu lam liéu phap két
hop, v6i hop chét tri liéu tht hai b sung c6 tinh khang viém hodc chdng tang sinh hodc
hitu ich dé diéu tri ching viém, rdi loan dép ng mién dich, hodc r6i loan ting sinh (vi
du, bénh ung thw). Chét tri liéu b sung nay ¢6 thé 12 chét trc ché Bel-2, chit e ché JAK,
chét khang viém, chit diéu bién mién dich, cht hoa tri, chét tdng cuong chét té bao theo
chuong trinh, yéu t6 huéng than kinh, chit dé diéu tri bénh tim mach, chét dé didu tri
bénh gan, chit khang virut, chat d& didu tri céc rdi loan m4u, chit dé diéu tri tiéu dudng,
va chit dé didu tri réi loan thiéu hut mién dich. Chat trj ligu thtt hai c6 thé 1 chét khang
viem NSAID. Chat tri liéu thir hai ¢6 thé 1a chit héa tri. Hop chét thtt hai cia dugc pham
két hop hoac ché do dinh lidu t6t hon 1a c6 cac hoat tinh bo sung cho hop chét c6 cong
thtre I sao cho ching khong anh huéng bat loi dén nhau. Hop chét nay c6 mdt mot cach
thich hop trong tb hop vai cac lugng hitu hi€u dbi vai muc dich duge du dinh. Theo mot
phuong an, duoc pham theo sang ché nay chtra hop chét c6 cong thire I, hodc chét déng
phan lap thé, chat hd bién, solvat, chét chuyén hoa, hoac mudi dugc dung hodc tién duoc

chét ctia chiing, két hop vai chét tri liéu nhu NSAID.

Liéu phap két hop c6 thé dugc dung du6i dang ché do dong thoi hode tun tu.
Khi duoc dung tudn tu, t6 hgp nay c6 thé duge dung trong hai hodc nhiéu 1an dung. Viée
ding két hop bao gom ding dong thoi, dung riéng cac dugc pham hozc dugc pham duy
nhit, va ding lién tuc theo th tu, trong d6 t6t hon 1a c6 khoang thoi gian trong khi ca

hai (hoac tAt ca cac) hoat chét déng thoi tao ra hoat tinh sinh hoc cta chung.

Lidu lugng thich hop cho chit ding ddng thoi bit ki trong sb céc chat duge ding

ddng thoi néu trén 1a lidu luong hién duge st dung va ¢d thé duge giam di do tac dong
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két hop (hiép ddng) ciia chit vira dugc biét dén va cac chét trj liéu hotic chét diéu tri

khac.

Liéu phap két hop co thé tao ra "tac dung hiép d?)ng" va thé hién "tinh hiép déng",
tire 13, tic dung dat dugc khi cac thanh phén hoat tinh dugc st dung cing nhau 16n hon
s0 vai tong cac tac dung c6 duge khi str dung cac hop chét riéng r&. Tac dung hiép dong
c6 thé dat duge khi céc thanh phan hoat tinh: (1) dugc phéi tron dong thoi va duge dung
hodc dugc phan bd ddng thoi trong ché pham don vi lidu luong két hop; (2) dugc phan
b6 bing cach thay ddi hodc dung song song nhu cac ché pham riéng r&; hodc (3) bang
mét s ché do khac. Khi duge phan bd trong lidu phap thay thé, tic dung higp dong c6
thé dat dugc khi cdc hop chit dugc dung hodc duge phan b6 tuin tu, vi du, bang céc lan
tiém khac nhau trong cic xi lanh riéng ré&, cac vién tron hodc cac vién nang riéng ré€,
hodic dung dich truyén riéng r& Nhin chung, trong li¢u phép thay thé, liéu luong hitu
hiéu cta mdi thanh phan hoat tinh dugc ding theo thi tu, tic 13, theo déy, trong khi d6
trong li€u phap két hop, liéu lugng hitu hiéu cta hai hodc nhiu thanh phan hoat tinh

dugc dung cung nhau.

Theo mot phuwong an cu thé vé lidu phap, hop chét c6 cong thic I, hodc chit déng
phéan lap thé, chit hd bién, solvat, chét chuyén hoa, hodc mudi dugc dung hodc tién duoc
chét cta no, co thé duoc két hop véi chét tri lidu khéc, chat hormon hoic chét khang thé
nhu céc chit dugc mé ta & day, cling nhu duge két hop v6i liéu phép phau thuat va liéu
phap phong xa. Do do, liéu phap két hop theo sang ché bao gém budc dung it nhét mot
hop chéit ¢6 cong thire I, hodc chét déng phéan lap thé, chit hd bién, solvat, chét chuyén
hoéa, hoic mubi duge dung hoic tién duoc chét cta no, va st dung it nhit mét phuong
phap diéu tri ung thu khac. Céc lugng (cac) hop chét c6 cong thirc I va (céc) chét tri liéu
hoat dugc khac va thoi diém dung thich hop dugce chon dé dat duoc tac dung tri liéu Kkét

hop mong muon.

Chét tri liéu bd sung duge st dung két hop véi hop chét c¢6 cong thirc I bao gbm
5-FU, docetaxel, eribulin, gemxitabin, cobimetinib, ipatasertib, paclitaxel, tamoxifen,
fulvestrant, GDC-0810, dexametason, palbociclib, bevacizumab, pertuzumab,

trastuzumab emtansin, trastuzumab va letrozol.

Chét chuyén héa ctia hop chét c6 cong thuc 1
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Ciing nidm trong pham vi cta sang ché nay 1a cé4c sin phim chuyén héa in vivo
¢6 cong thirc I duge mo ta ¢ day. Cac san pham nay c6 thé thu duoc tir, vi du, qué trinh
oxy hoa, khtr, thity phén, amit hoa, khir amit hoa, este hoa, kht este hoa, phan lap enzym,
va qua trinh tuong tu, ciia hop chét duoc st dung. Do do, sang ché bao gdm céc chét
chuyén hoa ctia hop chét c6 cong thirc I, bao gdm céc hop chét dugc tao ra boi qua trinh
bao gdm bude cho hop chét theo sang ché nay tiép xic voi dong vat c6 vi trong mot

khoang thoi gian du dé tao ra san pham chuyén hoa ctia chiing.

San pham chuyén hoa thuong dugc nhén biét bang cach chudn bi chit dong vi
duoc danh déu phéng xa (vi du, “C hoac *H) cta hop chét theo sing ché, str dung né
ngoai duodng tiéu hoa & liéu phat hién duge (vi dy, 16n hon khoang 0,5mg/kg) cho dong
vat nhu chudt céng, chudt nhét, chuét lang, khi, hodc cho ngudi, cho phép du thoi gian
dé din ra chuyén hoa (thuong 1a khoang tir 30 gidy dén 30 giod) va phan tach céc san
pham chuyén hoa ctia n6 tir nude tiéu, méau hodc cac mau sinh.hoc khac. Cac san phém
nay dugc phan 1ap dé dang do chiing dwoc danh dAu (c4c san pham khic dugc phén 1ap
bang cach str dung khang thé c¢6 kha ning gan két cac epitop séng sot trong chét chuyén
hoa). Céu trac chét chuyén hoa dugc xac dinh theo cach thong thuong, vi du, bang phan
tich MS, LC/MS ho#c NMR. Nhin chung, viéc phén tich chét chuyén hoa duogc thuc
hién theo cach giéng nhu cac nghién ciru chuyén hoa thubc thong thuong da duge biét
r3 dbi v6i ngudi 6 trinh do trung binh trong linh vue nay. Cac san pham chuyén héa,
mién 1a ching khong dugc phat hién in vivo, déu hitu ich trong thir nghiém chin doan

dé dinh liéu trj lidu ctia hop chét theo sang ché.
Vét phim

Theo mot phuwong an khéc cua sang ché, sang ché dé xuit vt phém, hoac "bd
kit", chira nguyén liéu httu ich cho viéc diéu tri cac bénh va 161 loan dugc mo ta trén day.
Theo mdt phuong &n, b kit bao gém vat chtra chtra hop chit c6 cong thirc I, hodc chét
d@)ng phén 1ap thé, chat hd bién, solvat, chét chuyén hoa, hoac mudi duoc dung hodc
tién duogc chét cua chung. B kit con ¢6 thé bao gém nhin dan hoic to roi kém theo bao
g0i & trén hodc két hop vdi vat chira. Thudt ngfr "to roi kém theo bao goi" dugc st dung
dé chi cac chi dan thudng dugce bao gbm trong bao gbi chira san pham tri liéu bén trén
thi trrong chtra thong tin vé chi dinh, st dung, liéu lugng, dung, chdng chi dinh va/hodc
canh béo lién quan dén viéc st dung cac san pham tri liéu nay. Céc vét chira thich hop

bao gom, vi dy, chai, lo, xi lanh, bao bi x0p, v.v.. Vat chira ¢6 thé dugc lam tir cac
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nguyén liéu khac nhau nhu thiy tinh hodc chit déo. Vat chtra ¢6 thé giit hop chit c6
cong thure I hodc ché phdm cia né ma hitu hiéu dé diéu tri tinh trang bénh 1y va c6 thé
¢6 cdng vao vo trung (vi du, vat chira c6 thé 1a tui dung dich dung trong tinh mach hodc
lo ¢6 nat ddm xuyén qua dugc boi kim tiém dudi da). ft nhat mot hoat chat trong dugc
pham 12 hop chét ¢6 cong thire 1. Nhan dan hodc to roi kém theo bao gbi chi ra rang
duge phdm duoc st dung d& diéu tri tinh trang bénh 1y dugc lya chon, nhu bénh ung thur.
Ngoai ra, nhan dan hoéc to roi kém theo bao goi cd thé chi ra ring bénh nhan cin didu
tri 12 bénh nhan c6 rdi loan nhu rdi loan tang sinh, thoai héa than kinh, phi dai tim, dau,
dau nira d4u hodc bénh hoic su kién sang chén ndo. Theo mdt phuong an, nhan dan hodc
td roi kém theo bao goi chi ra ring dugc pham chira hop chét c6 cong thirc I ¢6 thé dugc
st dung dé diéu tri r6i loan bét nguén tr su sinh tredng té bao bat thuong. Nhan dén
hodc to roi kém theo bao goi cling ¢ thé chi ra ring dugc phim co thé dugc str dung dé
diéu tri cac rbi loan khac. Theo mdt cach khac, hodc ngoai ra, vat phém con ¢6 thé bao
gém vat chira thir hai bao gém chit dém duoc dung, nhu nude kim khuén dung dé tiém
(BWFI), nudc mudi dugc dém phosphat, dung dich Ringer va dung dich dextroza. N6
con c6 thé bao gdm cac nguyén lidu khéc dugc mong mudn theo quan diém thuong mai

va nguoi sit dung, bao gém cac chit dém khac, chét pha loang, chét loc, kim, va xi lanh.,

B kit con ¢6 thé bao gdm céc chi dan vé viée str dung hop chét ¢ cong thirc I
va, néu c6, duoc pham thir hai. Vi duy, néu bo kit bao gdbm dugce pham thtr nhit chira hop
chét ¢6 cong thirc I va dugc pham thit hai, bo kit nay con ¢6 thé bao gdm céc chi din veé
viéc ding ddng thoi, tuan tu hodc riéng r& duge pham thir nhét va th hai cho bénh nhan

can di€u tri.

Theo mot phuong an khac, bd kit nay thich hop dé phan phéi hop chét ¢6 cong
thire I & dang ran dung qua dudng miéng, nhu vién nén hodc vién nang. B¢ kit nay t6t
hon 1a bao gém mét sb don vi lidu lugng. BO kit né‘ty ¢6 thé bao gém thé c6 lidu luong
duoc dinh hudng theo thir tw st dung dugc dy dinh cua chung. Mot vi du vé bd kit nay
1a "bao bi x&p". Bao bi xbp da duoc biét rd trong nganh cong nghiép dong goi va duoc
stt dung rong rai dé dong géi cdc dang don vi lidu lvong duoc pham. Néu mubdn, dang
hd tro ghi nhé ¢6 thé dugc cung cép, vi du, dudi dang ky tu $6, chit, hodc céc d4u hiéu
khac hodc véi lich rovd, chi ro ngay trong lich trinh diéu tri trong d6 céc lidu lwong c6 thé

dugc dung.
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Theo mdt phuwong an, bd kit ¢6 thé bao gdm (a) vat chira thit nhét c6 hop chit c6
cong thic I duge chira trong do; va tiy y (b) vat chira th hai c6 dugce phim th{r hai
dugc chira trong do, trong d6 dugc phim thir hai nay chtta hop chét tht hai c6 hoat tinh
chéng ting sinh. Theo mot cach khac, hodc ngoai ra, b kit con ¢d thé bao gém vit chira
thtr ba chira chét dém duge dung, nhu nuée kim khudn dung dé tiém (BWFI), nuéc mubi
d&qc dém phosphat, dung dich Ringer va dung dich dextroza. N6 con co6 thé bao gdm
cac nguyén liéu khac dugc mong mudn theo quan diém thwong mai va nguoi sir dung,

bao g@)m cac chit dém khac, chét pha loang, chét loc, kim, va xi lanh.

Theo mét s phuong 4n khic trong d6 b kit bao gdm ché pham c6 cong thuc I
va chét tri liéu thtr hai, bd kit nay co thé bao gdm vt chira dé chtra cac ché pham riéng
r& nhu chai duoc chia nhd hodc gdi nho duge chia nhd, tuy nhién, cac ché pham riéng
r& nay cling co thé duoc chira trong vat chira riéng 18, khong dugc chia nhd. Thong
thuong, bo kit bao gdm céc chi din vé viéc stir dung cac thanh phéan riéng r&. Dang b
kit diic biét ¢6 loi khi cac thanh phan riéng r& t5t hon 1a duoc dung & cic dang liéu lugng
khac nhau (vi du, qua dudng miéng va ngoai dudng tiéu héa), duge dung ¢ cac khoang
cach lidu lwgng khéc nhau, hogc khi bac si ké don mong mubn chuén dé cac thanh phén

riéng r€ cua td hop nay.
Diéu ché hop chét c6 cong thirc I

Hop chét ¢ cong thirc I c6 thé duoc tong hop bang cac dudng tong hop bao gbm
cac quy trinh trong ty nhu cc quy trinh da biét o trong linh vuec hoa hoc, cu thé 1a theo
phin mo ta c6 trong ban mo ta nay, va cdc quy trinh vé di vong khac duge mo ta trong:
Comprehensive Heterocyclic Chemistry 11, Editors Katritzky and Rees, Elsevier, 1997,
vi du T4p 3; Liebigs Annalen der Chemie, (9):1910-16, (1985); Helvetica Chimica Acta,
41:1052-60, (1958); Arzneimittel-Forschung, 40(12):1328-31, (1990), mdi tai lidu duge
két hop 16 rang bang cach vién dan. Cac nguyén liéu ban d4u thuong san c6 tir cac ngudn
thwong mai nhu Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI) hoic dé dang diéu ché dugc bang
cach sir dung cac phuong phap da dugc biét rd ddi v6i nguoi co trinh do trung binh trong
linh vuc nay (vi dy, dugc didu ché bang c4c phuong phap thudng duge md ta trong Louis
F. Fieser and Mary Fieser, Reagents for Organic Synthesis, v. 1-23, Wiley, N.Y. (1967-
2006 ed.), hodc Beilsteins Handbuch der organischen Chemie, 4, Aufl. ed. Springer-
Verlag, Berlin, bao gdm céc tai lidu bd sung (cling sin c6 théng qua co s¢ dit licu truc

tuyén Beilstein).
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Céc bién dbi hoa hoc tdng hop va phuong phap nhém bao vé (bao v¢ va khir bao
v€) hitu ich trong tdng hop hop chét ¢o cong thirc 1 va céc chét phan tng can thiét va
hop chét trung gian 1a da biét trong linh vuc nay va bao gbm, vi du, cac bién ddi va
phuong phip dugc mo ta trong R. Larock, Comprehensive Organic Transformations,
VCH Publishers (1989); T. W. Greene and P. G.M. Wuts, Protective Groups in Organic
Synthesis, 31 Ed., John Wiley and Sons (1999); va L. Paquette, ed., Encyclopedia of
Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1995) va cac 4n ban sau d6 cla

chung.

Céc Vi du néu cac phuong phép liy lam vi du dé didu ché hop chit c6 cong thire
I. Nguoi ¢6 trinh d6 trung binh trong linh vuc nay sé hiéu rang cac dudng tong hop khac
¢6 thé dugc sir dung dé tong hop hop chit ¢6 cong thirc I. Mic du cac nguyén ligu ban
dAu va chét phéan ung cu thé dugc thé hién va duge mo ta trong cac hinh v& va céc Vi
du, cac nguyén liéu ban ddu va chit phan tmg khac c6 thé d& dang duogc thé dé tao ra
cac din xuét va/hodc didu kién phan mg khéac nhau. Ngoai ra, nhiéu hop chét ldy lam
vi du duge didu ché bing cic phuong phéap duge mo ta co thé duoc bién ddi thém theo
sang ché bang cach st dung hoa hoc thong thuong da dugc biét rd dbi voi ngudi co trinh

do trung binh trong linh vyc nay.

Trong viéc diéu ché hop chét c6 cong thirc I, viéc bao vé nhom chire ¢ xa (vi dy,
amin bac mot hoac bac hai) cia hop chét trung gian co thé 12 can thiét. Nhu ciu vé viée
bao vé nay thay dbi tity thudc vao ban chét ctia nhom chirc & xa va diéu kién ctia phuong
phéap didu ché. Céc nhém bao vé amin thich hgp bao gbdm axetyl, trifloaxetyl, t-
butoxycarbonyl (BOC), benzyloxycarbonyl (CBz) va 9-fluorenylmetylenoxycarbonyl
(Fmoc). Nhu cau vé viéc bao vé nay dugc xic dinh d& dang boi ngudi 6 trinh do trung
binh trong linh vuc nay. Pé c6 md ta chung vé cac nhém bao vé va cach st dung ching,
xem T. W. Greene, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, New
York, 1991.

Trong cac phuong phap didu ché hop chit c6 cong thirc I, ¢6 thé ¢6 loi néu tach
cac san phim phan Gng khoi nhau va/hodc khéi nguyén liéu ban dau. San phdm mong
mubn cta mdi bude hodc loat cac bude duge tach ra va/hodc duge tinh ché dén do d@‘)ng
nhit mong mubn bing cac k¥ thuat pho bién trong linh vuc nay. Thong thuong, viée
tach nay bao gdm viéc chiét nhidu pha, két tinh tr dung moi hodc dung moi hdn hop,

chung cét, thing hoa, hodc sic ky. Séc ky co thé bao gdm mot sb6 phuong phap bét ky
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bao gdm, vi du: pha dao va pha thuong; loai trir kich ¢G; trao d6i ion; phuong phép va
thiét bi séc ky 16ng cao ap, trung binh va thip ap; phén tich quy md nhd; mod hinh sdc ky
gia chuyén dong (SMB) va sdc ky 16p mong hodc day didu ché, ciing nhu céc ky thuét
sic ky 16p méng quy md nho va séc ky nhanh.

Mot nhém cic phuong phép tach khac bao gdm xu Iy hdn hop bing chét phin
g dugc chon d8 lién két voi hodc mang lai tinh dé tach san pham mong mudn, nguyén
liu ban dau khong phan ng, phan tng bang san pham, hodc dang twong tu. Cic chét
phan mg nay bao gdm chét hap phu hoic chét hap thu nhu cacbon hoat tinh, sang phén
tir, moi trudng trao dbdi ion, hoic chét twong tu. Theo mot cdch khace, cac chét phan tng
c6 thé 1a axit trong truong hop nguyén liéu bazo, bazo trong truong hop nguyén li€u
axit, cht phan Gng lién két nhu khéang thé, protein lién két, chét chelat hoa chon loc nhu
vong hoa ete, chét phan tmg tach chiét ion 1ong/long (LIX), hodc chit tuong tu. Viée
chon loc phwong phép tach thich hgp phu thuge vao ban chét ctia nguyén liéu dugc bao
gbm, nhu, diém sbi va phan t lugng khi chung cit va thang hoa, c6 hodc khong c6
nhém chirc phan cyc trong sic ky, do 6n dinh ctia nguyén liéu trong moi trudng axit va

bazo trong khi chiét nhidu pha, va yéu t6 twong tu.

Hdn hop ddng phan khong dbi quang c6 thé duoc tach ra thanh cac chét dong
phan khong ddi quang riéng r& cia ching trén co s¢ su khac biét Iy hoa bing cac phuong
phap da dugc biét o ddi v6i ngudi co trinh do trung binh trong linh vuc nay, nhu bang
cach séc ky va/hodc két tinh phan doan. Cac chit ddng phan dbi anh co thé dugc tach
bing cach chuyén hoa hdn hop dong phan ddi anh thanh hdn hop ddng phén khong dbi
quang bang cach cho phan tmg v&i hop chét quang hoat thich hop (vi du, chit bd tro bit
d6i xting nhu rugu bat dbi xtng hoic clorua axit Mosher), tich cac chét dong phan
khong d6i quang va chuyén hoéa (vi du, thiy phén) chit ddng phan khong dbi quang
riéng r€ thanh chat ddng phéan dbi anh tinh khiét twong tng. Tuong tu, mot s6 hop chét
theo sang ché c6 thé 1a chit dong phan atrop (vi du, biaryl dugc thé) va ‘uogc coi 1a mot
phan ctia sang ché nay. Chit déng phan déi anh cling c6 thé duge tach hing cach st
dung cot HPLC bat dbi xang.

Chét ddng phan 1ap thé don 1¢, vi du, chit déng phan ddi anh, gan nhw khong c6
chét ddng phan lap thé ctia n6 ¢6 thé thu duge bang cach hoa tan hdn hop triét quang
bang cach st dung phuong phép nhu tao ra chit ddng phan khong d6i quang bang cach

sir dung chét phan giai quang hoat (Eliel, E. and Wilen, S. “Stereochemistry of Organic

-67-



33267

Compounds,” John Wiley & Sons, Inc., New York, 1994; Lochmuller, C. H., (1975) J.
Chromatogr., 113(3):283-302). Hon hop triét quang ctia hop chét bat di ximg theo sdng
ché ¢6 thé dugc tach va phan tach theo phuong phap thich hop bét k¥, bao gém: (1) tao
mudi ion déng phan khong dbi quang v6i hop chét bat dbi xting va tich theo phuong
phap két tinh phan doan hodc cac phuong phap khac, (2) tao hop chét ddng phan khong
d6i quang véi chét phan ing din xuét bat dbi xtng, tach céc chéit ddng phan khong d6i
quang, va chuyén héa thanh chét ddng phan lap thé tinh khiét, va (3) tach chat dong
phan 1ap thé gin nhu tinh khiét hoic dugc 1am giau trye tiép trong diéu kién bat 6i
xtmg. Xem: “Drug Stereochemistry, Analytical Methods and Pharmac nlogy,” Irving W.
Wainer, Ed., Marcel Dekker, Inc., New York (1993).

Trong phuong phap (1), mudi ddng phan khong dbi quang c6 th¢ dugc tao ra nho
phan tmg ctia bazo bat ddi ximg tinh khiét dong phan,_doi anh nhu bruxin, quinin,
ephedrin, strychnin, a-metyl-B-phenyletylamin (amphetamin), va bazo twong tw v6i hop
chat khong ddi xtng mang nhém chure axit, nhu axit carboxylic va axit sulfonic. Mudi
d6ng phan khong d6i quang c6 thé duoc cam tng dé tach bang cach két tinh phan doan
hoic sic ky ion. Dé tach cac chét ddng phan quang hoc cua hop chét amin, viéc bd sung
axit carboxylic hodc axit sulfonic bat ddi xung, nhu axit camphorsulionic, axit tartric,
axit mandelic, hoac axit lactic ¢ thé dan dén viéc tao ra mubi déng phan khong d6i

quang.

Theo mdt cach khac, theo phuong phép (2), chét nén can phan giai dugce cho phan
ing v&i mot chit ddng phan ddi anh cua hop chét bat d6i xung dé tao ra cip ddng phan
khong dbi quang (E. and Wilen, S. “Stereochemistry of Organic Compounds”, John
Wiley & Sons, Inc., 1994, p. 322). Hop chét ddng phan khong dbi quang c6 thé dugc
tao ra bang cach cho hop chét khong ddi ximg phan ang voi chét phan tmg dan xuét bit
dbi xtmg tinh khiét ddng phan dbi anh, nhu dan xuit mentyl, sau do tach cac chét dong
phan khong d6i quang va thiy phan dé tao ra chit dong phan dbi anh tinh khiét hodc
duoc lam giau. Phuong phap xéac dinh d¢ tinh khiét quang hoc bao gdm budc tao ra este
bét ddi xtng, nhu mentyl este, vi du, (-) mentyl cloformat khi ¢c6 mit bazo, hodc Mosher
este, a-metoxy-o-(triflometyl)phenyl axetat (Jacob IIL. J. Org. Chem. (1982) 47:4165),
ctia hdn hop triét quang, va phan tich ph6 "H NMR v& sy c6 mit cua hai chét dong phan
i anh hodc chat dong phan khong ddi quang dong phan atrop. Céc chédt déng phan
khong ddi quang 6n dinh ctia hop chit dong phan atrop ¢ thé dugc tach va phan tach
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bing k¥ thuat sic ky pha thuong va pha déo theo phuong phap tich naphtyl-isoquinolin
ddng phan atrop (WO 96/15111). Theo phuong phap (3), hdn hop triét quang cia hai
chét ddng phén dbi anh c6 thé duoc tach bang séc ky bang cich st dung pha tinh bat ddi
xtng (“Chiral Liquid Chromatography” (1989) W. J. Lough, Ed., Chapman and Hall,
New York: Okamoto, J. Chromatogr., (1990) 513:375-378). Chét dong phan ddi anh
dugce lam giau hoac dugce tinh ché c6 thé duoc phan biét bang cdc phuong phap duoc sir
dung dé phan biét cac phan ti bét d6i xtng khac nhau v6i nguyén tir cacbon khong d6i
xung, nhu quay quang va ludng sic tron.

Hop chét theo séng ché dugc didu ché nhu duge minh hoa trong So d6 chung 1
va 2.

So do 1.

Br OH Br OH ] Br OH
a C
CHO \\7
1 2 3 N/

o0y 00 )

| I

a) MgCly, trietylamin, paraformaldehyt, axetonitril, nhi€t; b) oxaldehyt, amoni hydroxit,
nhiét; ¢) xesi cacbonat, 1,2-dibromoetan, DMF, nhiét; d) N-iodosucxinimit, DMF, nhiét;

e) i. EtMgBr, THF, -20°C, ii. amoni clorua chira nu6c

Nhu duge thé hién trong So dd 1, 4-bromo-2-hydroxybenzaldehyt c6 cong thirc
2 ¢6 thé thu dugc béng cach formyl hoa 3-bromophenol ban trén thi truong. Gia nhiét
hop chit c6 cong thic 2 v6i oxaldehyt va amoni hydroxit dé tao ra hop chét c6 cong
thirc 3. Vong oxazepin ¢ thé dugc tao ra bang cach gia nhiét hop chét c6 cong thuc 3
véi 1,2-dibromoetan. Bis iot héa ¢o6 thé duoc kich thich bang cch cho phan ting véi N-
iodosucxinimit, va nhém 3-iodo dugc loai bé mét cach chon loc thong qua viée xu ly

bang etyl magie bromua ¢ nhiét d giam, dé tao ra hop chét co cong thuc 6.
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So dd 2
B 0]
Br Ow ' \> R1\/H Ow
f N .h 3
N o 1 _g__>H2N&o N
| N _/ I
=% 'y
‘ N (0]
| ree¢ ¥ N0
0 R2 \7?
6 7 ‘</ 8 _&o

f) oxazolidin-2-on dugc thé & vi tri 4, Cu(OAc), trans-N,N -dimetylxyclohexan-1,2-
diamin, kali cacbonat, dioxan, nhiét; g) HN(R?)CH(RHCO:H, Cul, K5PO4, DMSO,
nhiét; h) amoni clorﬁa, trietylamin, HATU (1-[bis(dimetylamino)metylen]-1H-1.2,3-
triazolo[4,5-b]pyridini 3-oxit hexaflophosphat)

Nhu duoc thé hién trong So dd 2, hop chét co cong thic 6 c6 thé dugc két hop
v6i oxazolidin-2-on duogc thé thich hop bing cach sir dung xuc tac ddng dé tao ra hop
chét c6 cong thuc 7. Hop chét trung gian bromo 7 ¢6 thé dugc két hop véi axit amin
duoe thé thich hop trong didu kién xuc tac dong, sau d6 amit qua trung gian HATU két

hgp véi amoni clorua dé tao ra hop chét co cong thire 8.

Vi du thuc hién sang ché

Ky tu viét tit
DMSO Dimetyl sulfoxit
ESI Ion hoéa tia dién
HPLC Séc ky long cao ap
LCMS Phép do phd khéi sic ky léng
min Phut
N Binh thuong
NMR Cong hudng tur hat nhan
Rt Thoi gian luu

LCMS Phuong phap A: Cac thir nghiém dugc thuc hién trén phd khéi ké bon cuc
Waters Micromass ZQ2000 lién két véi hé théng Waters Acquity UPLC c6 thiét bi do

PDA UV. Phé ké c6 ngudn tia dién van hanh theo kiéu ion duong va ion dm. Hé théng
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nay st dung cot Acquity BEH C18 1,7um 100 x 2,1mm, dugc duy tri ¢ nhiét do 40°C
hodc cdt Acquity BEH Shield RP18 1,7um 100 x 2,1mm, duoc duy tri ¢ nhiét do 40°C
va tdc do dong chay 0,4mL/phat. H¢ dung mdi ban dau 12 95% nudce chira axit formic
0,1% (dung mdi A) va 5% axetonitril chia axit formic 0,1% (dung mdi B) trong 0,4
phat dau tién sau do 1a gradien lén dén 5% dung moi A va 95% dung mdi B trong 5,6
phit tiép theo. Qué trinh nay duoc duy tri trong 0,8 phut trude khi quay trd lai 95% dung
moi A va 5% dung mdi B trong 0,2 phut tiép theo. Téng thoi gian van hanh la 8 phut.

LCMS Phuong phép B: Cac thit nghiém duoc thuc hién trén Agilent 1 100 HPLC
két hop v6i may do phd khéi Agilent MSD bang cach st dung ESI lam ngudn ion héa.
Bude tach LC st dung cdt Phenomenex XB-C18, 1,7mm, 50 x 2,1mm v6i tde do dong
chay 0,4 mL/phit. Dung mdi A la nudc chua axit formic 0,1% va dung moi B 1a
axetonitril chira axit formic 0,1%. Gradien pht hop véi 2 - 98% dung mdi B trong 7
phut va gitt 97% B trong 1,5 phﬁt sau do6 can bang trong 1,5 phit. Nhiét do cot LC la
40°C. Hap phu UV dugc thu thip ¢ 220nm va 254nm va phd khéi quét toan bd dugc ap

dung vao tat ca cac thir nghiém.

Vidu 101 (S)-2-((2-((S)—4-(diﬂometyl)-2-oxooxazolidin-3-yl)-S,6-
dihydrobenzo[fjimidazo[l,2-d][l,4]oxazepin—9-yl)amin0)propanamit 101

Buéc 1: 4-bromo-2-hydroxybenzaldehyt

Br ‘ OH
1o ¢!
@)

Cho 3-bromophenol (1300g, 7,51mol), diclomagie (1078g, 11,3mol), trietylamin
(3034g, 30,0mol) va axetonitril (7,8 L) vao binh ddy tron 4 ¢6 dung tich 20L dugc thdi
khi va duy tri bang moi trudng nito tro. Khudy hdn hop trong 30 phut & nhi€t do 40°C.
B4 sung paraformaldehyt (676g, 22,6mol) vao hon hop & nhiét do 80°C. Khuéy dung
dich thu dugc trong 6 gid' & nhiét do 76°C. Lap lai phan Gng nay 5 lan. C4c hdn hop
phan Ung da dugc két hop dugc ding bing cich bd sung 12L hydro clorua chira nuGe
(4N). Diéu chinh gia tri pH ctia dung dich dén 5 bang hydro clorua chtra nuéc dam dac
(12N). Chiét dung dich thu duge bang 1 x 20L etyl axetat. Lam bay hoi cdc chét chiét
hitu co trong mdi trudng chan khong. Tinh ché phén cin thong qua sdc ky nhanh trén

silicagel (dugc rira giai: 15% etyl axetat trong ete diu mo) dé tao ra san phim tho, san
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pham nay dugc ria bang 2,4L metyl terz-butyl ete: hexan (1:4). Gom cic chét rin thu
duoc bang cach loc dé tao ra 7,0kg (78%) hop chét néu & d& muc duéi dang chét rin

mau vang.

Budc 2: 5-'bromo-2¥(1H—imidazol-2—yl)phenol

N

Binh day tron 4 c6 dung tich 20L dugc cho dung dich chua 4-bromo-2-
hydroxybenzaldehyt (700g, 3,50mol) trong metanol (7,0L) va oxaldehyt (40%) (2540,
17,5mol), tiép theo b sung ting giot amoniac chira nude (25-28%, 3500g) vao trong 4
gi0 cung véi khudy va duy tri nhiét do dudi 40°C. Khudy dung dich thu dugc trong 15
git & nhiét do nim trong khodng tir 30 dén 35°C. Lap lai phan tmg ndy 9 lan. Lam bay
hoi 9 hén hop phan ing dugc két hop trong moi truong chan khong duy tri nhi¢t do dudi
45°C. Pha loang phan cin bang 100L etyl axetat cuing vi khudy trong 30 phut. Loc sach
céc chét rin va pha lodng dung dich thu dugc bing nudc. Chiét pha nuéc bang 35L etyl
axetat. Lam bay hoi céc chét chiét hitu co trong moi trudng chan khong va tinh ché phan
cin thong qua sic ky nhanh trén silicagel (gradien dung moi: 5-75% etyl axetat trong

ete ddu mo) dé tao ra 2,4kg (29%) hop chit néu & d& muc dudi dang chit rdn mau vang.
Budc 3: 9-bromo-3,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin
Br Ow
@N
N\/)

Cho dung dich chta S-bromo-2-(1H-imidazol-2-yl)phenol (1,4kg, 5,86mol)
trong N,N-dimetylformamit (14L) va xesi cacbonat (7,2kg, 22,1mol) vao binh ddy tron
4 ¢b dung tich 20L. Khudy hdn hop trong 20 phut. B6 sung 1,2-dibromoetan (4,1kg,
21,8mol) vao hon hgp phan Gng. Khudy dung dich thu dugc trong khoang thoi gian tir
4 dén 12 gio & nhiét do nam trong khoang tur 85 dén 90°C, 1am lanh xuéng nhiét do
15°C, va loc. Rtra banh loc bang 3,0L etyl axetat. Pha loang dich loc bang 14L etyl
axetat. Rira céc chét chiét hitu co da két hop biang nudce mubi (4 x 14L), 1am kho trén

natri sulfat khan, loc va lam bay hoi trong méi trudng chan khong détaora 1,1kg (71%)

hop chét néu & d& muc dudi dang chét ran mau vang nhat. LCMS (ESD: [M+H]" =265;
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,32 (d, J= 8,4, 1H), 7,35-7,24 (m, 3H), 7,06 (s, 1H),
4,47-4,42 (m, 4H).

Budc 4: 9-bromo-2,3-diiodo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin

Br Ow

o6

_ Nl \/kl
|

Nap 9-bromo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin (2,5kg, 9,43mol)

va N,N-dimetylformamit (12,5L) vao binh day tron 4 c¢b dung tich 20L duoc cho, sau d6

14 thém N-iodosucxinimit (6,0kg, 26,7mol) trong mdt vai mé cung voi khudy. Khudy

dung dich thu dugc trong 12 gi ¢ nhiét do 60°C, lam lanh xubng nhiét d6 15°C béng

bé nudc/da, pha lodng béng 12,5L nudc/da, va loc. Két tinh lai cé4c chét ran da duoc loc

tir ete ddu mo dé tao ra 4,0kg (82%) hop chit néu & d& muc du6i dang chit rin mau

vang.
Bude 5: 9-bromo-2-iodo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin

O

D
T,

g

|
Cho 9-bromo-2,3-diiodo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin
(800g, 1,55mol) va tetrahydrofuran (2,4L) vao binh day tron 4 ¢ dung tich 20L dugc
thdi khi va duge duy tri bang mdi trudong nito tro, tiép theo 1a bd sung ting giot etyl
magie bromua (dung dich IN trong ete, 1,7L) cung v6i khudy & nhiét do -20°C, trong
3,5 gio. Khudy hdn hop phén (g trong 3 gio duy tri nhiét do ¢ -15°C bing céch st
dung bé da/mudi. Lam ngudi hdn hop thu duge bang cach bd sung 3,0L amoni clorua
chira nuéc bao hoa, va dugc chiét bang etyl axetat (2 x 8,0L). Rura cac chét chiét hitu co
da két hop bang nudce mubi (2 x 10L), 1am kho trén natri sulfat khan, loc va lam bay hoi
trong moi truong chan khong. Nghién nho6 phan cin thd véi 8,0L etyl axetat: ete diu mé
(1:5), loc, va rira bang ete diu mo dé tao ra 501g (83%) hop chét néu & d& muc dudi
dang chét rin mau nau. LCMS (ESI): [M+H]* =391; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8

8,22 (d, J= 8,7, 1H), 7,55 (s, 1H), 7,30-7,25 (m, 2H), 4,45-4,41 (m, 4H).
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Budc 6: (R)-2,2-dimetyl-[1,3]dioxolan-4-carbaldehyt

0

)TO

Hoa tan natri periodat (57,0g, 270mmol) trong nuéc néng (115mL) va bd sung
silic oxit (200g, mét lu6i 60A 220-440, ¢& hat 35-75um) vao. Khudy manh hdn hgp cho
dén khi thu duoc bdt chay tu do. BS sung bot ndy vao dung dich chira 1,2:5,6-bis-O~(1-
metyletyliden)-D-mannitol (50g, 190mmol) trong diclometan (1,0L) va khudy hdn hop
phan ing & nhiét d6 trong phong trong 1 gid. Loc hdn hop mthu duoc qua tim Na;SO4 va
rira k¥ céac chét rdn bang diclometan. Lam bay hoi cac chét chiét hitu co da két hop trong
moi truong chan khong dé tao ra 37,2g (75%) hop chit néu & d& muc dudi dang dau
khong mau. "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 9,73 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 4,38 (ddd, /=174,
4,7,1,9 Hz, 1H), 4,18 (dd, J = 8,8, 7,4 Hz, 1H), 4,10 (dd, J= 8,8, 4,7 Hz, 1H), 1,49 (s,
3H), 1,43 (s, 3H).

Budce 7: (R)-4-Diflometyl-2,2-dimetyl-[1,3]dioxolan

F

o/\::/kF |
)VO

Bé sung timg giot dietylaminosulfur triflorua (8,4mL, 62,6mmol) vao dung dich
chura (R)-2,2-dimety1—[1,3]dioxolan—4-carbaldehyt (7,08g, 54mmol) trong diclometan
(50mL) dugc lam mat trong bé nuée va khudy hdn hop phan (mg ¢ nhiét d6 trong phong
trong 3 gio. B4 sung timg giot hdn hop thu duge vao dung dich nudc natri bicacbonat
bdo hoa lanh nhu d4 c6 khudy nhanh. Chiét thém hdn hop bang diclometan. Rira cac
chét chiét hitu co da két hop bang nude mudi, 1am kho trén magie sulfat, loc va lam bay
hoi trong mdi truémg chan khong dé tao ra 6,58g (79%) hop chét thd néu & dé muc duéi
dang diu mau cam. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 5,69 (t¢, J = 55,8, 4,9 Hz, 1H), 4,27
- 4,17 (m, 1H), 4,16 - 4,03 (m, 2H). 1,46 (s, 3H), 1,38 (s, 3H).

Budce 8: (R)-3-(tert-Butyldimetylsilanyloxy)-1, 1-diflopropan-2-ol

-74-



B4 sung HCI trong dioxan (4N, 10,8mL, 43,2mmol) vao dung dich chura (R)-4-
diflometyl-2,2-dimetyl[1,3]dioxolan (6,58, 43,2mmol) trong metanol (40mL) va khudy
hdn hop phan tmg & nhiét do trong phong trong 30 phut. Lam bay hoi hon hop thu duge
trong mdi truong chan khdng va tao hdn hop dang phi vé6i axetonitril. Hoa tan phan cin
trong N,N-dimetylformamit (10mL) va bd sung tert-butyldimetylsilyl clorua (6,53g,
43,2mmol), trietylamin (9,0mL, 64,9mmol) va 4-(dimetylamino)pyridin (xac tac) vao.
Khudy hdn hgp phan tng & nhiét do trong phong trong 1 gid. Rira hdn hop thu dugc
bang nudc va sau do chiét bang diclometan. Rira cac chét chiét hitu co da két hop bing
nude mudi, 1am kho trén magie sulfat, loc va lam bay hoi trong moi truedng chan khong.
Tinh ché phan cin thd thu duge théng qua sdc ky nhanh trén silicagel (gradien dung
mdi: 0-30% etyl axetat trong xyclohexan) dé tao ra 3,43¢g (395%) hop chat néu & d& muc
dudi dang dau mau vang. '"H NMR (400 MHz, CDCls) 6 5,66 (td, J= 56,4, 4,6 Hz, 1H),
3,76 - 3,60 (m, 2H), 2,46 (d, J= 6,4 Hz, 1H), 0,81 (s, 9H), 0,00 (s, 6H).

Budce 9: ((S)-2-azido-3,3-diflopropoxy)-tert-butyldimetylsilan

l F
Q(SI\\O&‘)\F
N
N+

N

B6 sung timg giot anhydrit triflometansulfonic (2,9mL, 17,4mmol) vao dung
dich chtra (R)-3-(tert-butyldimetylsilanyloxy)-1,1-diﬂopropan—2-ol (3,43¢g, 15,1mmol)
va pyridin (2,0mL, 24,2mmol) trong diclometan (50mL) & nhiét do -20°C va khudy hén
hop phan tng & nhiét do -20°C trong 20 phut va sau d6 & nhiét @6 0°C trong 1 gio. Pha
loang hon hop thu duoc bang HC1 0,5N chia nude va dugc chiét bang diclometan. Lam
khé céc chét chiét hitu co da két hop trén magie sulfat va lam bay hoi trong moi truong
chan khong. Hoa tan phén cin thd trong N,N-dimetylformamit (10mL), bd sung natri
azit (2,96g, 45,5mmol) vao va khudy hdn hop phan (mg & nhiét do trong phong trong 2
2i0. Pha loang hdn hop thu dugc bang nudc va duge chiét bang etyl axetat. Rira cac chét

chiét hitu co da két hop biang nude mudi, 1am kho trén magie sulfat, loc va 1am bay hoi
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trong mdi truong chan khong dé tao ra 4,50g hop chét thd néu & dé muc. "H NMR (400
MHz, CDCl3) § 5,74 (td, J = 55,4, 4,4 Hz, 1H), 3,81 - 3,71 (m, 2H), 3,58 - 3,47 (m, 1H),
0,81 (s, 9H), 0,00 (s, 6H).

Buéce 10: (S)-1-(tert-butyldimetylsilanyloxymetyl)-2,2-difloetylamin

| F
NH,

B sung paladi hydroxit trén cacbon (200mg, 20%) vao dung dich chira ((R)-2-
azido-3,3-diflopropoxy)-tert-butyldimetylsilan (4,50g, tho, gid st ~15,1mmol) trong
etyl axetat (20mL) va metanol (2,0mL) va khudy hdn hop phan tmg bing bong bop
hydro trong 16 gio. Loc hdn hop phén tng, bd sung paladi hydroxit sach trén cacbon
(400mg, 20%) vao va khudy hdn hop phan Gng bing bong boép hydro trong 16 gid. Loc
hén hop thu dugce va lam bay hoi dich loc trong moi truong chan khong dé tao ra 3,08¢
(90%) san phdm thd néu & d& muc dudi dang dau khong mau. '"H NMR (400 MHz,
CDCls) & 5,66 (td, J= 57,0, 4,7 Hz, 1H), 3,71 - 3,57 (m, 2H), 3,00 - 2,89 (m, 1H), 1,42
(br's, 2H), 0,82 (s, 9H), 0,00 (s, 6H).

Budc 11: (S)-4-diflometyloxazolidin-2-on

1R
A~

B4 sung HCl trong dioxan (4N, 5,0mL, 20mmol) vao dung dich chia (R)-1-(tert-
butyldimetylsilanyloxymetyl)-2,2-difloetylamin (Org. Lett., Vol. 9, No. 1,2007, 41-44)
(2,30g, 10,3mmol) trong metanol (5,0mL) va khudy hdn hop phan tng ¢ nhiét do trong
phong trong 2 gio. Lam bay hoi hén hop trong mdi truong chan khong va nghién nhéd
diu thu duoc véi dietyl ete dé tao ra chét rén, chét ndy dugc lam khd trong mdi trudng
chan khong. Hoa tan chét rin trong hon hop cla toluen (20mL) va KOH (2,50g,
44 6mmol trong 20mL nudc) ¢ nhiet do 0°C. B6 sung timg giot phosgen (16,3mL, 20%
trong toluen), loai bo bé 1am mat va khudy hdn hop phan tng trong 1 gio. Lam bay hoi
hdn hop trong mdi truong chan khong, chiét phan cin thu dugc bing cbn cdng nghiép
nong dugc metyl hoa va gom chét rén bing cach loc. Lam bay hoi dich loc trong mdi

truong chan khong va tinh ché phén cin thu duge thong qua séc ky nhanh trén silicagel
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(gradien dung moi: 0-100% etyl axetat trong xyclohexan) dé tao ra 830mg (68%) hop
chit néu & dé muc duéi dang chit rén mau tréng duc. [o]p = +10,1 (c = 2,37, CHCL).
IH NMR (400 MHz, CDCl3) § 5,96 (br s, 1H), 5,78 (td, J = 55,3, 4,8 Hz, 1H), 4,54 (t, J
=92 Hz, 1H), 4,42 (dd, J= 9,6, 4,4 Hz, 1H), 4,17 - 4,06 (m, 1H).

Buée 12: (S)-3-(9-bromo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-2-yl)-4-
(diflometyl)oxazolidin-2-on
Br Ow

Kht khi hdn hop cua 9-bromo-2-iodo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-
d|[1,4]oxazepin (250mg, 0,64mmol), (S)-4-diflometyloxazolidin-2-on (88mg,
0,64mmol), trans-N,N'-dimetyl-1,2-xyclohexan diamin (36mg, 0,26mmol), d611g iodua
(24mg, 0,13mmol) va kali cacbonat (177mg, 1,28mmol) trong dioxan (3,0mL) bang
argon trong diu kién séng 4m. Gia nhiét hdn hgp phéan tmg 6 nhiét 4o 100°C trong 5
gio va sau do dé nguoi xubng nhiét do trong phong. Pha lodng hén hop thu dugc bing
dung dich nuéc amoniac 15% va duogc chiét bang etyl axetat. Rira cac chét chiét hitu co
da két hop bang nudc mudi, 1am kho trén magie sulfat, loc va 1am bay hoi trong mdi
truong chan khong. Nghién nho phén cin thu dugc véi metanol va sau do tinh ché thong
qua HPLC didu ché [C18, 60% axetonitril (axit formic 0,1%) trong nuéc (axit formic
0,1%), 20 phut van hanh] dé tao ra 20mg (8%) hop chit néu & d& muc du6i dang chét
rén mau tréng. LCMS (ESI): [M+H]" = 400/402. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 3 8,19 (d,
J=9,2Hz, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,24 - 7,19 (m, 2H), 6,65 (ddd, J= 57,8, 54,5, 1,0 Hz, 1H),
4,87 (ddd, J=124,0, 9,2, 4,0 Hz, 1H), 4,73 (dd, J= 9.5, 4.2 Hz, 1H), 4,53 (t, /= 9,2 Hz,
1H), 4,48 - 4,43 (m, 2H), 4,38 - 4,33 (m, 2H).

Bude  13: (S)-2-((2-((S)—4-(diﬂornetyl)-2-oxooxazolidin-3-yl)-5,6-dihydrobenzo[f]
imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)propanamit

(S)-3-(9-bromo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][ 1,4]oxazepin-2-yl)-4-
(diflometyl)oxazolidin-2-on (600mg, 1,50mmol), L-alanin (267mg, 3,00mmol), dong
iodua (57mg, 0,30mmol) va kali phosphat tribazo (637mg, 3,00mmol) dugc tao huyén
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phu trong dimetyl sulfoxit (6,0mL). Gia nhiét hdn hop phan ng ¢ nhiét 4o 100°C trong
2 gid. Khi dé ngudi xubng nhiét do trong phong, bd sung dimetyl sulfoxit (4,0mL),
amoni clorua (480mg, 9,00mmol), va trietylamin (3,1mL, 22,5mmol) vao. B sung timng
phan 1-[bis(dimetylamino)metylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridini 3-oxit
hexaflophosphat (5,10g, 13,5mmol) vao huyén phu da khudy thu dugc trong 5 phut.
Khudy hdn hop phan ing & nhiét 6 trong phong trong 1 gi¢ va sau d6 loc qua Celite®,
rira bang etyl axetat. Rira cac chét chiét hiru co bang natri bicacbonat chira nudc bdo hoa
va duoc chiét pha nude bang etyl axetat. Rira cac chit chiét hitu co da két hop bing
nuée mudi, 1am khd trén natri sulfat, loc va lam bay hoi trong mdi trudng chén khong.
Tinh ché phan cin tho thong qua sdc ky nhanh trén silicagel (gradien dung moi: 0-5%
metanol trong diclometan) va sau do bang séc ky léng sidu t6i han bét d6i xtmg dé tao
ra 294mg (46%) 101 du6i dang chét rin mau trang dyc. LCMS (ESI): Rr (phut) = 2,89
[M-+H]* = 408, Phuong phip = A; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 8,00 (d, /= 8,7 Hz,
1H), 7,38 (br s, 1H), 7,18 (s, 1H), 7,00 (br s, 1H), 6,71 (t, J = 55,9 Hz, 1H), 6,41 (dd, J
= 8.8, 2,3 Hz, 1H), 6,16 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 6,09 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 5,02 - 4,89 (m,
1H), 4,63 - 4,52 (m, 2H), 4,39 - 4,30 (m, 4H), 3,76 (quintet, J = 7,0 Hz, 1H), 1,30 (d, J
=17,1 Hz, 3H).

Vidu102  (8)-2-xyclobutyl-2-((2-((R)-4-metyl-2-oxooxazolidin-3-yl)-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl) amino)axetamit 102

Budc 1: (R)-4-metyloxazolidin-2-on

H
\CO/V/O

B6 sung phosgen (72,7mL, 20% trong toluen, 0,14mmol) vao hdn hop cta D-
alaninol (8,65g, 0,12mmol) trong toluen va KOH chia nudc (124mL, 12,5% nudc,
0,28mmol) ¢ nhigt 45 0°C & tdc do sao cho nhiét dd bén trong dugc duy tri < 5°C. Khuéy
hdn hop phan Gmg & nhiét do 0°C trong 40 phut nita sau d6 lam bay hoi dén kho. Chiét
phén cin tho bang con metylat cong nghiép, loc huyén phu dic va lam bay hoi dich loc
trong moi treong chéan khong. Tinh ché phan cin thu dugc thong qua sic ky nhanh trén
silicagel (gradien dung mdi: 40-100% etyl axetat trong xyclohexan) dé tao ra 10,4g
(90%) hop chitnéu & d& muc dué6i dang chét rin mau tring. "H NMR (400 MHz, CDCls)
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56,00 (br s, 1H), 4,50 (t, J= 6,5 Hz, 1H), 4,07 - 3,97 (m, 1H), 3,95 (dd, J=7,8, 6,2 Hz,
1H), 1,30 (d, J= 6,1 Hz, 3H).

Buéc 2:  (R)-3-(9-bromo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-2-yl)-4-
metyloxazolidin-2-on va (R)-3-(9-Iodo-5,6-dihydrobenzol[f]imidazo[1,2-
d|[1,4]oxazepin-2-yl)-4-metyloxazolidin-2-on

o) T
Do
"~ e
~</O io
Tao huyén phi hdn hop cuia 9-bromo-2-iodo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-
d|[1,4]Joxazepin (30,0g, 76,7mmol), (R)-4-metyloxazolidin-2-on (7,70g, 76,7mmol),

(0]

déng jodua (1,61g, 8,40mmol), trans-N,N’-dimetyl-1,2-xyclohexan diamin (2,7mL,
16,9mmol) va kali cacbonat (14,9g, 107mmol) trong 1,4-dioxan (200mL) va khu khi
hdn hop phan tng bing argon trong didu kién séng am. Gia nhiét hdn hop thu duge &
nhiét @ 100°C trong 16 gid. Pha lodng hdn hop phan tng bang dung dich nuéc amoniac
(~16%) va duogc chiét bang etyl axetat. Rira cac chit chiét hitu co da két hop bang nude
mubi, 1am kho trén magie sulfat, loc va 1am bay hoi trong mdi truong chan khong. Tinh
ché phan cin thu dugc thong qua sdc ky nhanh trén silicagel (gradien dung moi: 0-100%
etyl axetat trong xyclohexan) dé tao ra 13,4g (~42%) hop chét néu & d& muc (hdn hop
ty 1€ ~2:1 cta 9-Br:san phérn 9-I). 'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 8,28 (d, J = 7,6 Hz,
0,33H), 8,11 (d, J = 6,9 Hz, 0,66H), 7,42 - 7,38 (m, 1H), 7,28 - 7,24 (m, 1,33H), 7,23 -
7,18 (m, 0,66H), 4,77 - 4,68 (m, 1H), 4,58 (t, J= 8,3 Hz, 1H), 4,49 - 4,39 (m, 2H), 4,37
- 4,30 (m, 2H), 4,08 (dd, J = 8,4, 4,5 Hz, 1H), 1,57 - 1,50 (m, 3H).
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Bude 3: (R)-3-(9-bromo-5,6-dihydroimidazo[1,2-d][1,4]benzoxazepin-2-yl)-4-metyl-

oxazolidin-2-on

T4ch riéng 80mg hdn hop ctia (R)-3-(9-bromo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-
d|[1,4]oxazepin-2-yl)-4-metyloxazolidin-2-on va (R)-3-(9-Iodo-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazol[ 1,2-d][1,4]oxazepin-2-yl)-4-metyloxazolidin-2-on thong
qua SFC bét d6i xtng, dé tao ra 27,6mg hop chét néu & d& myc. LCMS (ESI): [M+H]*
= 364,0/366,0/367,2; '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 8,22 (d, J= 8,7 Hz, 1H), 7,35
(s, 1H), 7,31 (dd, J = 8,7, 2,1 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 4,65 — 4,54 (m, 2H),
4,49 - 4,43 (m, 4H), 4,09 - 4,06 (m, 1H), 1,42 (d, J= 6,0 Hz).

Buéc 4: Metyl (S)-2-xyclobutyl-2-((2-((R)-4-metyl-2-oxooxazolidin-3-yl)-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)axetat

Gia nhiét hdn hop cia  (4R)-3-(9-bromo-5,6-dihydroimidazo[1,2-
d][l,4]benzoxazepin—2-yl)—4-metyl-ovaolidin-Z-on (0,2746mmol, 100mg), ddng iodua
(0,084mmol, 16mg), axit (28)-2-amino-2-xyclobutyl-axetic (1,10mmol, 142mg) va kali
phosphat tribazo (1,3 7mmol, 297mg) trong dimetyl sulfoxit (3mL) trong diéu kién chiéu
xa vi séng & nhiét dd 120°C trong 2 gio. Lam ngudi hdn hop phan Gng xubng nhiét do
trong phong, va bd sung iodometan (1,4mmol, 0,086mL) vao va dugc chiét hdn hop
phan tng bang diclometan va nudc. Két hop cac chét chiét hitu co da két hop, rira bang
nuée mudi, va 1am kho bang natri sulfat, loc va 1am bay hoi trong moi trudong chéan

khong. Tinh ché san pham thd thdng qua sdc ky nhanh trén silicagel (24g silic oxit,
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gradien dung moi: 5-40% 3:1 isopropyl axetat:metanol trong diclometan) dé tao ra

100mg (85%) hop chit néu & dé myc.

Budc 5: (S)-2-xyclobutyl-2-((2-((R)-4-metyl-2-oxooxazolidin-3-yl)-5,6-dihydrobenzo
[f]limidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)axetamit

B sung nuée (0,45mL) va lithi hydroxit monohydrat (0,357mmol, 15mg) vao
dung dich chtta metyl (25)-2-xyclobutyl-2-[[2-[(4R)-4-metyl-2-ox0-oxazolidin-3-yl]-
5,6-dihydroimidazo[1,2-d][1,4]benzoxazepin-9-ylJamino]axetat (0,234mmol, 100mg)
trong tetrahydrofuran (SmL). Khu4y hdn hop phan tng & nhiét do trong phong trong 6
gio. Lam bay hoi hdn hop phan ung trong moi truong chan khong. B6 sung 1-
[bis(dimetylamino)metylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridini 3-oxit hexaflophosphat
(0,353mmol, 137mg), amoni clorua (0,71mmol, 38mg) va N,N-diisopropyletylamin
(0,705mmol, 0,123mL) vao dung dich chira phe‘“m cin thu dugc trong N,N-
dimetylformamit (3mL) va khudy hdn hgp phan Gmg & nhiét d@ trong phong trong 1 gio.
Lam bay hoi hon hop phén ng trong moi truong chén khong va xt 1y phan cin thu
dugc bing nuée sau do chiét bang diclometan. Rtra cac chit chiét hitu co da két hop
bing nude mudi, lam kho trén magie sulfat va lam bay hoi trong moi truong chan khong.
Tinh ché san pham thd thong qua HPLC pha déo, sau d6 1a SFC va lam kho lanh dé tao
ra 15,0mg (15%) 102. LCMS (ESI): Rr (phut) = 3,03, [M+H]" = 412,2, phuwong phap =
D; '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 7,96 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 7,39 - 7,36 (brs, 1H), 7,13
(s, 1H), 7,00 - 6,97 (brs, 1H), 6,44 (dd, J= 8,9, 2,3 Hz, 1H), 6,14 (d, J = 2,3 Hz, 1H),
5,96 (d, J=17,7 Hz, 1H), 4,62 — 4,49 (m, 2H), 4,38 — 4,28 (m, 4H), 4,06-4,03 (m, 1H),
3,70 — 3,61 (m, 1H), 2,06 — 1,75 (m, 6H), 1,42 — 1,34 (m, 3H).

Vidu 103 (S)-2-xyclopropyl-2-((2-((S)-4-(diflometyl)-2-oxooxazolidin-3-
yl)-5 ,6-dihydrobenzb[f] imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)axetamit 103

Khi khi hén hop cua (S)-3-(9-bromo-5 ,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d]
[1,4]oxazepin-2-yl)-4-(diflometyl)oxazolidin-2-on tir Vi du 101, budc 12 (400mg,
1,00mmol), L-xyclopropylglyxin (230mg, 2,00mmol), ddng iodua (38mg, 0,20mmol)
va kali phosphat tribazo (424mg, 2,00mmol) trong dimetyl sulfoxit (2,0mL) bing argon
trong diéu kién song am. Gia nhiét hdn hop & nhiét dd 100°C trong 5 git sau d6 lam
ngudi xubng nhiét do moi truong. Pha lodng hdn hop thu duge bang dimetyl sulfoxit

(5,0mL) va bd sung amoni clorua (320mg, 6,00mmol) va trietylamin (1,4mL,
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10,0mmol). Sau d6, bd sung ting phan 1-[bis(dimetylamino)metylen]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pyridini 3-oxit hexaflophosphat (2,28g, 6,0mmol) vao huyén phu da
khudy, va khudy hdn hop phén ing ¢ nhiét do trong phong trong 10 phut. Pha loéng hdn
hop thu dugc bang dung dich nuéc amoniac 15% va dugc chiét bang etyl axetat. Rira
cac chét chiét hitu co da két hop bang nuée mudi, 1am kho trén magie sulfat, loc va lam
bay hoi trong moi trudng chan khong. Tinh ché phan cin thd thong qua sdc ky nhanh
trén silicagel (gradien dung moi: 0-7% metanol trong etyl axetat). Hoa tan phén cin
trong lwong ti thiéu axetonitril. Sau d6, bd sung nudc dé két tia chét rin, chit nay duoc
gom bang cach loc va 1am kho trong mdi truong chan khong dé tao ra 324mg (75%) 103
duéi dang chit rén mau tring duc. LCMS (ESI): Rr (phat) = 3,21, [M+H]" = 434,
Phuong phap = A; 'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 7,98 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,40 (br
s, 1H), 7,17 (s, 1H), 7,03 (br s, 1H), 6,71 (t, J = 56,0 Hz, 1H), 6,42 (dd, J= 8,9, 2,4 Hz,
1H), 6,24 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 6,09 (d, J= 2,4 Hz, 1H), 5,01 - 4,89 (m, 1H), 4,63 - 4,31
(m, 2H), 4,38 - 4,29 (m, 4H), 3,15 (t, J= 7,7 Hz, 1H), 1,16 - 1,05 (m, 1H), 0,56 - 0,44
(m, 3H), 0,33 - 0,25 (m, 1H).

Vi du 104 (S)-2-xyclopropyl-2-((2-((R)-4-metyl-2-oxooxazolidin-3-y1)-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)axetamit 104

Gia nhiét hdén hop cia  (R)-3-(9-bromo-5,6-dihydroimidazo[1,2-
d|[1,4]benzoxazepin-2-yl)-4-metyl-oxazolidin-2-on (Vi du 102, buge 3) (1,098mmol,
400mg), ddng iodua (0,330mmol, 62,8mg), axit (285)-2-amino-2-xyclopropyl-axetic
(3,295mmol, 379,3mg) va kali phosphat tribazo (4,393mmol, 95 1,5mg) trong dimetyl
sulfoxit (35mmol, 2,5mL) & nhiét d6 110°C trong 2 gi¢ trong didu kién chiéu xa vi séng.
Lam ngudi hdn hgp phan ung xubng nhiét do trong phong. B6 sung 1-
[bis(dimetylamino)metylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridini 3-oxit hexaflophosphat
(12,08mmol, 4260mg), amoni clorua (12,08mmol, 646mg) va trietylamin (1,53mL,
11,0mmol) vao hdn hop phan tmg. Sau 20 phut & nhiét do trong phong, xur ly hdn hop
phén Ung bang nuéce, sau do chiét bang diclometan. Rira cac chit chiét hitu co da két
hop bang nudce mudi, [am kho trén magie sulfat, loc va 1am bay hoi trong mdi truong
chan khong. Tinh ché san phim tho thong qua HPLC pha dao va lam kho lanh dé tao ra
110mg (25% trong 2 budc) 104. LCMS (ESI): Rr (phut) = 2,588, [M+H]" = 398,2,
phuong phép = B; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 7,96 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,39 (d,
J=22Hz, 1H), 7,13 (s, 1H), 7,02 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,42 (dd, J= 8,9, 2,4 Hz, 1H),
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6.20 (d, J=7,1 Hz, 1H), 6,09 (d, J= 2,4 Hz, 1H), 4,61 — 4,49 (m, 2H), 4,40 — 4,27 (m,
4H), 4,10 — 3,99 (m, 1H), 3,22 — 3,09 (m, 1H), 1,42 — 1,36 (m, 3H), 1,16 — 1,04 (m, 1H),
0,56 — 0,42 (m, 3H), 0,32 - 0,27 (m, 1H).

Vidu 105 (S)-2-xyclopropyl-2-((2-((S)-4-(flometyl)-2-oxooxazolidin-3-yl)-
5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[I,Z-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)axetamit 105

Buéc 1: (R)-1-(tert-Butyldimetylsilanyloxy)-3-flopropan-2-ol

|
Q(SI\\O/\E/\F
OH

B4 sung tert-Butyldimetylsilyl clorua (1,60g, 10,63mmol) vao dung dich chta
(R)-3-flopropan-1,2-diol (1,00g, 10,6mmol), trietylamin (1,93mL, 13,8mmol) va 4-
(dimetylamino)pyridin xtic tc trong diclometan & nhiét do 0°C va dé 4m hon hop phan
mg dén nhiét do trong phong va khudy & nhiét d6 trong phong trong 16 git. Pha lodng
hdn hop phan Gng bing nudc va duge chiét bing diclometan. Rtra cac phan hitu co da
két hop bing nudc mudi, 1am khé trén magie sulfat, loc va lam bay hoi trong moi truong
chan khong. Tinh ché phéan cin thd thu duge théng qua sic ky nhanh trén silicagel
(gradien dung m6i: 0-40% etyl axetat trong xyclohexan) dé tao ra 1,80g (81%) hop chét
néu & d& muc dudi dang diu khong mau. "H NMR (400 MHz, CDCls) 8 4,45 - 4,36 (m,
1H), 4,34 - 4,25 (m, 1H), 3,87 - 3,73 (m, 1H), 3,66 - 3,56 (m, 2H), 2,30 (d, J=16,0 Hz,
1H), 0,82 (s, 9H), 0,00 (s, 6H).

Buéc 2: (S)-2-azido-3-flopropoxy)-tert-butyldimetylsilan

|
Q(Sl\\o/\‘/\lz
N
14+
"

B6 sung ting giot anhydrit triflometansulfonic (1,67mL, 9,93mmol) vao dung
dich chtta (R)-1-(tert-butyldimetylsilanyloxy)-3-flopropan-2-ol (1,80g, 8,60mmol) va
pyridin (1,2mL, 13,8mmol) trong diclometan & nhiét d6 -20°C va khudy hdn hgp phan
ng ¢ nhiét do -20°C trong 20 phut sau d6 ¢ nhiét a6 0°C trong 30 phut. Pha lodng hdn

hop phan tmg véi HC1 0,5N chira nude va dugce chiét bing diclometan. Lam kho céc
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chét chiét hitu co da két hop trén magie sulfat, loc va 1am bay hoi trong méi trudng chén
khong. Hoa tan phén cin trong N,N-dimetylformamit (5,0mL) va bd sung natri azit
(1,68g, 25,9mmol) vao. Khudy hdn hop phan Gng & nhiét do trong phong trong 2 gio.
Pha long hon hop thu dugc bang nuéc va duge chiét bang etyl axetat. Rtta cic chét
chiét hitu co da két hop bang nuée mudi, 1am kho trén magie sulfat, loc va lam bay hoi
trong moi truong chin khong dé tao ra hop chit thd néu & dé muc, hop chit nay dugc
st dung tiép ma khong can tinh ché. "H NMR (400 MHz, CDCl3) & 4,58 - 4,26 (m, 2H),
3,75 - 3,63 (m, 2H), 3,62 - 3,46 (m, 1H), 0,80 (s, 9H), 0,00 (s, 6H).

Budc 3: (S)-1-(tert-butyldimetylsilanyloxymetyl)-2-floetylamin

!
Q’/SI\\O/Y\F
NH,

B4 sung paladi hydroxit (400mg, 20% trén cacbon) vao dung dich chira ((S)-2-
azido-3-flopropoxy)-tert-butyldimetylsilan (tho, gid st 8,60mmol) trong etyl axetat
(15mL) va metanol (5,0mL) va khuAy hén hop phan ung bing béng bép hydro trong 16
gid. Loc hdn hop thu dugc, bd sung paladi hydroxit sach (400mg, 20% trén cacbon) vao
va khudy hdn hop phan tng bang béng bop hydro trong 16 gio nita. Loc hdn hop thu
duogc va lam bay hoi dich loc trong mdi truong chén khong dé tao ra hop chét néu ¢ dé
muc dudi dang hdn hop ty 1€ ~2:1 cuia san phém: nguyén li¢u ban dau, hop chét nay

duoc st dung tiép ma khong can tinh ché.
Budc 4: (S)-4-Flometyloxazolidin-2-on

FH

\\C %O

O
B4 sung HCI trong dioxan (4N, 2,0mL, 8,00mmol) vao dung dich chira (9)-1-

(tert-butyldimetylsilanyloxymetyl)-2-floetylamin (tho, gia st 8,60mmol) trong metanol
(3,0mL) va khudy hén hop thu duge & nhiét do trong phong trong 2 gio. Lam bay hoi
hdn hop phéan Gng trong moi trudng chan khong. Hoa tan phan cin thu dugc trong hén
hop cta toluen (20mL) va KOH (2,89¢g, 51,6mmol, 12,5% nudc) ¢ nhiét do 0°C. Bb

sung timg giot phosgen (13,6mL, 20% trong toluen) vao hdn hop nay, loai bo bé 1am
mat va khudy hdn hop thu dugc trong 1 gio. Lam bay hoi hdn hgp phén Gng trong moi
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truong chan khong va dugce chiét phan can thu dugc bang cdn cong nghiép néng dugc
metyl hoa. Lam bay hoi dich loc trong méi truong chan khong va tinh ché phan c3n thu
duoc thong qua sac ky nhanh trén silicagel (gradien dung moéi: 50-100% etyl axetat trong
xyclohexan) dé tao ra 450mg (44%, 3 budc) hop chét néu & d& myc dudi dang chat rin
mau tring duc. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 5,69 (br s, 1H), 4,59 - 4,42 (m, 2H), 4,42
- 4,32 (m, 1H), 4,25 - 4,08 (m, 2H).

Buéc 5. (S)-3-(9-bromo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-2-yl)-4-
(flometyl)oxazolidin-2-on va (S)-3-(9-Iodo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[ 1,2~
d][1,4]oxazepin-2-yl)-4-(flometyl)oxazolidin-2-on

o
| |
N \/2 N/
+ F

—T =

Pay kin hdén hop cua 9-bromo-2-iodo-5,6-dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-

d|[1,4]Joxazepin  (722mg, 1,85mmol), (S)—4-ﬂometyloxazolidin—2—on (220mg,
1,85mmol), 3,4,7,8-tetrametyl-1,10-phenanthrolin (131mg, 0,55mmol), Cu(OAc)2.HoO

)

(74mg, 0,37mmol), kali cacbonat (510mg, 3,70mmol) va dioxan (6,0mL) trong éng va
khir khi hdn hop bing argon trong diéu kién séng 4m. Gia nhi¢t hdn hop phén tng ¢
nhiét do 100°C trong 72 gi¢. Pha loang hdn hop phan Gng thu dugc bing dung dich
nuée amoniac 15% va duoe chiét bing etyl axetat. Rira cac chét chiét hitu co da két hop
bang nudc mudi, 1am khd trén magie sulfat, loc va lam bay hoi trong moi trudng chan
khong. Tinh ché phan cin tho thong qua sdc ky nhanh trén silicagel (gradien dung moi:
0-100% etyl axetat trong xyclohexan) dé tao ra 390mg (53%) hop chét néu ¢ dé muc
(hdn hop ty 1& khoang 2:1 ctia 9-Br va san phém 9-1). LCMS (ESI): [M+H]" =
382/384/430; 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 8,22 (d, J= 9,3 Hz, 0,7H), 8,05 (d, J= 8,8
Hz, 0,3H), 7,43 - 7,37 (m, 0,6H), 7,29 (s, 1,2H), 7,23 - 7,18 (m, 1,2H), 5,03 - 4,66 (m,
3H), 4,60 (t, J = 8,5 Hz, 1H), 4,54 (dd, J = 8,6, 4,3 Hz, 1H), 4,47 - 4,43 (m, 2H), 4,37 -
4,33 (m, 2H).

Buéc 6: (S)-2-xyclopropyl-2-((2-((S)-4-(ﬂ0metyl)-2-oxooxazolidin-3-yl)-5,6-

dihydrob enzo[f]imidazo[1,2-d][1,4] oxazepin-9-yl)amino)axetamit
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Kht khi hdn hop ciia (S)-3-(9-bromo-5,6-dihydrobenzo[/]imidazo[1,2-
d|[1,4]oxazepin-2-yl)-4-(flometyl)oxazolidin-2-on va (8)-3-(9-i0do-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[ 1,2-d][1,4]oxazepin-2-yl)-4-(flometyl)oxazolidin-2-on
(195mg, hdn hgp Brl ty 1& ~2:1, ~0,49mmol), L-xyclopropylglyxin (104mg,
0,90mmol), ddng iodua (17mg, 0,09mmol) va kali phosphat tribazo (190mg, 0,90mmol)
trong dimetyl sulfoxit (1,5mL) bing argon trong didu kién séng am. Gia nhiét hdn hop
phan tmg & nhiét o 100°C trong 16 gid sau d6 lam ngudi xubng nhiét do trong phong.
Pha long hon hop thu dugc bang dimetyl sulfoxit (1,0mL) va bd sung amoni clorua
(144mg, 2,70mmol) va trietylamin (950pL, 6,75mmol) vao. Sau do, bd sung timg phan
1-[bis(dimetylamino)metylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridini 3-oxit hexaflophosphat
(1,54g, 4,05mmol) vao hdn hop nay, va khudy hdn hop phéan tng & nhiét do trong phong
trong 1 gio. Pha loang hdn hop thu duoc bang dung dich nudc natri bicacbonat bdo hoa
va duge chiét bang etyl axetat. Rtra cac chét chiét hitu co da két hop biang nuéce mudi,
lam kho trén magie sulfat, loc va lam bay hoi trong moi truong chén khong. Tinh ché
phén cin tho thu dugce thong qua sic ky nhanh trén silicagel (gradien dung mdi: 0-5%
metanol trong diclometan) va sau do6 tinh ché thém bang sdc ky nhanh trén silicagel
(gradien dung moi: 0-100% metyl axetat trong xyclohexan) dé tao ra 90mg (48%) 105
dudi dang chit rdn mau tréng duc. LCMS (ESID): Rr (phut) = 2,76 [M+H]" =416, Phuong
phép = A; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 7,94 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,40 (br s, 1H),
7,17 (s, 1H), 7,03 (br s, 1H), 6,41 (dd, J = 8,8, 2,3 Hz, 1H), 6,22 (d, J=7,1 Hz, 1H),
6,09 (d, J=2,2 Hz, 1H), 4,99 (ddd, J=48,3, 9,8, 2,5 Hz, 1H), 4,81 - 4,56 (m, 3H), 4,40
(dd, J= 8,6, 3,9 Hz, 1H), 4,37 - 4,29 (m, 4H), 3,15 (t, /= 7.6 Hz, 1H), 1,16 - 1,05 (m,
1H), 0,54 - 0,43 (m, 3H), 0,33 - 0,25 (m, 1H).

Vidu 106 (S)-2-((2-((S)-4-(Flometyl)-2-oxooxazolidin-3-y1)-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][ 1 ,4]oxazepin-9-yl)amino)propanamit 106

Khir khi hdn hop cua (S)-3-(9-bromo-53,6-dihydrobenzo[/]imidazo[1,2-
d][1,4]oxazepin-2-yl)-4-(flometyl)oxazolidin-2-on va (8)-3-(9-iodo-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1 ,4]oxazepin-2-yl)-4-(flometyl)oxazolidin-2-on (Vi du
105, budc 5) (195mg, hdn hgp 9-Br: 9-1 ty 1¢ khoang 2:1, khoang 0,49mmol), L-alanin
(87mg, 0,98mmol), ddng iodua (17mg, 0,09mmol) va kali phosphat tribazo (208mg,
0,98mmol) trong dimetyl sulfoxit (3,0mL) bing argon trong diéu kién séng am. Gia

nhiét hdn hop phan tng & nhiét do 100°C trbng 4 gi¢ sau d6 lam ngudi xubng nhiét do
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trong phong. Pha lodng hén hgp thu dugce bang dimetyl sulfoxit (3,0mL) va bd sung
amoni clorua (157mg, 2,94mmol) va trietylamin (683 pL, 4,8mmol) vao. Sau do, bb
sung timg phin 1-[bis(dimetylamino)metylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridini 3-oxit
hexaflophosphat (1,10g, 2,94mmol) vao hdn hop nay, va khudy hdn hop phan ng &
nhiét do trong phong trong 30 phut. Pha loang hdn hop thu duge bang dung dich nudc
natri bicacbonat bdo hoa va dugc chiét bang etyl axetat. Rira céc chét chiét hitu co da
két hop bang nudc mudi, 1lam kho trén magie sulfat, loc va 1am bay hoi trong moéi trudng
chan khong. Tinh ché phan cin thu dugc thong qua sdc ky nhanh trén silicagel (gradien
dung mdi: 0-5% metanol trong diclometan) va sau d6 tinh ché thém bang sic ky 1éng
sidu t6i han bét dbi xing dé tao ra 36mg (19%) 106 dudi dang chét rin mau tring duc.
LCMS (ESI): Rt (phut) = 2,43 [M+H]" = 390, Phuong phép = A; "H NMR (400 MHz,
DMSO-de) § 7,96 (d, J= 8,8 Hz, 1H), 7,37 (br s, 1H), 7,17 (s, 1H), 7,00 (br s, 1H), 6,39
(dd, J= 8.6, 1,6 Hz, 1H), 6,15 (d, J=7,0 Hz, 1H), 6,09 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 5,08 - 4,55
(m, 5H), 4,42 - 4,28 (m, 4H), 3,76 (quintet, J = 7,2 Hz, 1H), 1,30 (d, /=7,2 Hz, 3H).

Vidu 107 (8)-2-((2-((S)-4-(diflometyl)-2-oxooxazolidin-3-yl)-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)butanamit 107

Khudy hdn hop (S)-3-(9-bromo-5,6-dihydrobenzol[f]imidazo[ 1,2-
d|[1,4]oxazepin-2-yl)-4-(diflometyl)oxazolidin-2-on (Vi du 101, budc 12) (240mg,
0,60mmol), axit (S)-2-aminobutyric (124mg, 1,19mmol), déng iodua (22,8mg,
0,119mmol), kali phosphat tribazo (255mg, 1,19mmol) va dimetyl sulfoxit (6,0mL)
trong mdi truong argon & nhiét do 100°C trong 6 giod. Dé ngudi hon hop thu dugce xudng
nhiét d6 trong phong va sau do bd sung amoni clorua (188mg, 3,52mmol) va trietylamin
(1,2mL, 8,80mmol) vao. B4 sung timg phan 1-[bis(dimetylamino)metylen]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pyridini 3-oxit hexaflophosphat (2,01g, 5,28mmol) vao huyén phu da
khudy, va khudy hdn hop phén Gmg & nhiét d6 trong phong trong 1 gio. Pha logng hdn
hop thu dugc bang etyl axetat, rira bang amoni clorua bdo hoa, lam kho trén magie sulfat,
loc, va lam bay hoi trong méi truong chan khong. Tinh ché san phdm tho thong qua sdc
ky nhanh trén silicagel (gradien dung mdi: 0-10% metanol trong etyl axetat), tinh ché
thém thong qua HPLC pha ddo, sau do6 la sic ky 16ng siéu t6i han bét dbi xtmg dé tao ra
73,6mg (30%) 107 dudi dang cht rin mau tring. LCMS (ESI): Rr (phut) = 3,13,
[M+H]" = 422, Phuong phéap = A; '"H NMR (400 MHz, DMSO-de) 6 7,99 (d, J= 8,8
Hz, 1H), 7,40 (s, 1H), 7,17 (s, 1H), 7,03 (s, 1H), 6,71 (t, J= 56,0 Hz, 1H), 6,44 (dd, J=
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8.8, 2.2 Hz, 1H), 6,13 (d, J= 2.2 Hz, 1H), 6,09 (d, J= 7,6 Hz, 1H), 5,02 - 4,89 (m, 1H),
4,62 - 4,53 (m, 2H), 4,41 - 4,27 (m, 4H), 3,65 - 3,60 (m, 1H), 1,72 - 1,59 (m, 2H), 0,94
(t,J="17,3 Hz, 3H).

Vidu901  Thir nghiém gén két p1100. (alpha) PI3K

Tht nghiém gin két PI3K duoc dy dinh dé xac dinh hoat lyc sinh héa cua chét
&rc ché PI3K phan tit nhé. Phan tmg PI3K lipit kinaza duge thuc hién khi c6 mit co chét
lipit PIP2:3PS (Promega #V1792) va ATP. Sau khi két thuc néu 13 phan tng kinaza, sy
luan chuyén ATP thanh ADP bang cach phosphoryl hoa co chét lipit dugc phat hién ra
béng cach sir dung thr nghiém Promega ADP-Glo™ (Promega #V17 92). Cac phéan Ung

duoc tién hanh bang cach st dung cac didu kién sau cho mdi dang ddng phan PI3K nhu

trong Bang 5.
Biang 5.
. Thoi gian
. Nong d6 kinaza PIP2:3PS | phanung
Kinaza Ngudn cudi cling ATP (uM) [(uM) ) (ph.ﬁ 0
PI3K alpha Millipore #14-602-K 0,2 nM 40 50 - 120
PI3K beta Promega #V1751 10,6 nM B 40 » 50 120
PI3K delta Millipore #14-604-K (0,25 nM 40 50 120
PI3K gamma  |Millipore #14-558-K [0,4 nM 25 50 120

Sau thoi gian phén tng 120 phit, phan Gng kinaza két thac. ATP bat ky con lai
sau phan g dugc gan sach, chi dé lai ADP. Sau d6 chit phan tng phat hién kinaza
duoc bd sung dé chuyén héa ADP thanh ATP, dugc sit dung trong phan ung két hop

luxiferin/luxiferaza. Hiéu sudt phat quang dugc do va tuong quan v6i hoat tinh kinaza.

T4t ca cac phan tmg dugc tién hanh & nhiét dod trong phong. Pdi v6i mdi dang
ddng phan PI3K, 3ul hdn hop (1:1) clia enzym/dung dich co chét lipit duoc bd sung vao
dia thi nghiém mau tring c6 384 giéng (Perkin Elmer #6007299) chira 50nl hop chat
thir nghiém hodc DMSO chi danh cho d6i ching khong duoc xt ly. Phan tmg duge bat
dau bang cach bd sung 2ul ATP/MgCla. Chét dém phan (mg kinaza chira 50mM HEPES,
50mM NaCl, 3mM MgCls, 0,01% BSA, 1% DMSO, va néng do enzym va néng dd co
chit nhu duoc néu trong bang trén day. Phan tmg dugc dung bing cach bd sung 10pL
chét phan tmg ADP-Glo. Céc dia dugc doc trong hé théng Perkin Elmer Envision bang

cach sir dung kiéu phat quang. Céc duong cong dap tng lidu 10 diém duoc tao ra ddi
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v6i mi hop chat thir nghiém. Céc gia tri Ki dbi voi mdi hop chét duge xac dinh bang

cach str dung dang thirc Morrison.

Thi nghiém gin két: C4c thir nghiém phan cuc ban dAu dugce thyc hién trén chit
phéan tich HT 96-384 (Molecular Devices Cdrp, Sunnyvale, CA.). Cdc mau dé do 4i luc
phén cyc huynh quang dugc didu ché bang cach bd sung cic phén pha lodng theo day
voity 1€ 1:3 cta pl110alpha PI3K (Upstate Cell Signaling Solutions, Charlottesville; VA)
bét dAu & ndng dd cudi cling 1a 20ug/mL trong chéit dém phan cuc (10mM Tris d6 pH =
7,5, 50mM NaCl, 4mM MgCly, 0,05% Chaps, va ImM DTT) dén néng do cudi cung
10mM PIP; (Echelon-Inc., Salt Lake City, UT.). Sau thoi gian G 30 phdt ¢ nhiét do trong
phong, cac phan ung dugc dung bang cich bd sung dédu do GRP-1 va PIP3-TAMRA
(Echelon-Inc., Salt Lake City, UT.) & ndng do cubi cling lan luot 1a 100nM va 5nM.
Poc bang kinh loc cit bo tiéu chudn cho phan tir huynh quang rodamin (hex = 530nm;
Aem = 590nm) trong Proxiplates® mau den 384 giéng co thé tich thap (PerkinElmer,
Wellesley, MA.) Céc gia tri phan cuc huynh quang dugc vé biéu dd 1am chirc ning cla
ndng do protein. Cac gia tri ECso thu dugc bang cach khop dit liéu vai dang thtrc bon
thong sb bang cach st dung phin mém KaleidaGraph® (Synergy software, Reading,
PA). Thu nghiém nay con thiét 1ap ndng do protein thich hop dé st dung trong céc tht

nghiém canh tranh tiép sau vé6i cdc chat tre cheé.

Gié tri ICso ctia chit tic ché duoc xac dinh bang cich bd sung 0,04mg/mL
pl10alpha PI3K (ndng do cubi cung) két hop PIP, (ndng dd cubi cing 10mM) vao cac
giéng chira céc phén pha lodng bang ty 1& 1:3 clia chét d6i khang trong ndéng do cubi
cing 1a 25mM ATP (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA) trong chét dém
phan cuc. Sau thoi gian u 30 phut ¢ nhiét d9 trong phong, cac phan Gng dugc dung bang
cach bd sung dau do GRP-1 va PIP3-TAMRA (Echelon-Inc., Salt Lake City, UT.) &
ndng do cudi cling 1an luot 12 100nM va 5nM. Poc bang kinh loc c4t bo tiéu chuin cho
phan tir huynh quang rodamin (kex = 530nm; Aem = 590nm) trong Proxiplates® mau
den c6 384 giéng thé tich thdp (PerkinElmer, Wellesley, MA.) Céc gia tri phan cuc
huynh quang dugc ve€ bidu @b 1am chirc ning ctia ndng do chét d6i khang, va céc gia tri
ICso thu dugc bang cach khép sd lidu nay véi dang thic 4 thong s§ trong phan mém

Assay Explorer (MDL, San Ramon, CA.).

Theo mot cach khac, viée tc ché PI3K dugc x4c dinh trong thir nghiém do buc

xa bang cach st dung enzym tinh ché, tai td hop va ATP & ndéng do bang 1uM
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(micromol). Hop chit dugc pha lodng theo day trong DMSO 100%. Phan tng kinaza
dugc U trong 1 gid & nhiét d6 trong phong, va phan tng dugc két thic bang cach bd sung
PBS. Gi4 tri ICso sau d6 duge xac dinh st bang cach dung k¥ thuét khop dudng cong

dép tmg lidu lugng ham sigmoid (d6 déc bién dbi).
Vidu902 Uc ché chon loc PI3K o (alpha) dot bién

Kha ning ciia hop chét theo séng ché trong Viéc tac dong wu tién khang cac té
bao chura PI3KOL (alpha) dot bién duge x4c dinh bang cach do mirc G ché con duong
PI3K trong dong té bao dang gen SW48: PI3Ka loai dai (ban dau), E545K dot bién mién
xo04n, va H1047R dot bién mién kinaza. Cac thir nghiém sav dugc dy dinh nham xac
dinh hoat luc té bao va do chon loc dot bién ciia chat trc ché PI3K o phan tir nhé. Thir
nghiém st dung dong té bao ding gen biéu hién B545K/+ dot bién PI3Ka WT, PI3Ka
(Horizon Discovery 103-001), hodc H1047R/+ dot bién PI3Ka (Horizon Discovery 103-
005). Hoat luc tc ché pPRAS40 béi PI3Ka trong mdi dong té bao dugc do sau 24 gid
Xt ly bang hop chit. Do chon loc dot bién cua chét Gc ché PI3Ko dugc xac dinh bing
5 18 hoat lue ECso trong dong té bao WT so v6i dong té bao ES45K va dong té bao WT
s0 vi dong té bao H1047R.

Nubi cdy té bao: Dong té bao dugc duy tri trong t G nudi cdy té bao & nhiét do
37°C va 5% CO; trong mdi trudng nudi cdy té bao chira RPMI1640 (dwoc didu ché tai
Genentech), 10% FBS (Gibco 16140-071), 2mM L-glutamin (dugc didu ché tai
Genentech), va 10mM HEPES d6 pH = 7,2 (duoc diéu ché tai Genentech). Céc té bao
duoc phan chia cir 72 gio mot 1An & ty 18 1:8 bing cach st dung Trypsin-EDTA 0,25%
(Gibco 25200).

Quy trinh thir nghiém: Cac té bao duoc thu hoach va dugc dan trén dia trong dia
thir nghi€ém duogc xtr 1y bang moi trudng nudi cAy mo c6 384 giéng (Greiner caf #781091)
va duge i qua dém & nhiét dd 37°C 6 5% CO». Ba dong té bao (WT, E545K, vaH1047R)
dugc dan trén dia va dugc thir nghiém song song. Ngay sau do, cac hop chét thir nghiém
dugc pha ldﬁng theo day trong dimetyl sulfoxit (DMSO) va dugc bd sung vio cic té bao
(ndng d6 DMSO cudi cling 12 0,5%). Sau d6 céc té bao dugc 1 trong 24 gid & nhiét dd
37°C va 5% CO,. Sau 24 gidy, cac té bao duoc 1am tan va ndng dd pPRAS40 duge do
béng cach st dung bo kit thit nghiém Meso-Scale custom pPRAS40 384w (Meso Scale

Discovery, cat # L21CA-1). Dich lam tan té bao dugc bd sung vao dia thir nghiém dugc
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pht truéc voi khang thé khang PRAS40 dugc phosphoryl héa. PRAS40 dugc
phosphoryl hoa trong cac mau duoc cho phép gén két v6i khang thé bit qua dém & nhiét
d6 4°C. Khang thé phét hién (khang toan bd PRAS40, dugc danh déu bang SULFO-
TAG dién hoa phat quang) dugc bd sung vao dich lam tan gin két va duge U trong 1 gid
& nhiét do trong phong. Chit dém doc MSD dugc bd sung sab cho khi dién &p duogc ap
dung vao cac dién cyc dia, cac chét danh d4u gin két voi anh sang phat ra tir bé mit dién
cue. Cong cu MSD Sector do cudong do 4nh sdng, va do vé mit s6 luong lugng phospho-
PRAS40 trong mau. Phan trim tGrc ché su phosphoryl hoa PRAS40 béhg cach thay doi
ndng do ctia hop chét thtr nghiém duoc tinh so voi dbi chimg khéng duoc xt ly. Gia tri
ECso dugc tinh bang cach st dung mo hinh dap tmg lidu lwong hoi quy khong tuyén tinh

logic 4 thong sd.

Phan tich théng ké: Gié tri ECso 1a gi4 tri trung binh hinh hoc ca tdi thiéu 4 thir
nghiém doc lap. TAt ca céc théhg ké dugc thuc hién br?lng cach su durig phﬁn mém
KaleidaGraph (phién ban 4.1.3). Thir nghiém t Student duogc thuc hién bing cich st
dung dit liéu 1é cdp véi phuong sai bing nhau dé so sénh hoat tinh khéng té bao dot bién

va té bao loai dai. P < 0,05 dugc coi 12 y nghia.
Vidu903  Thu nghiém kha ning sdng cua té bao in vitro

Té bao duoc nudi cdy (1500 mdi giéng) trong dia 384 giéng trong 16 gid. Vao
ngay 2, chin phan pha loang hop chét theo diy véi ty 1& 1:3 dugc tao ra trong DMSO
trong dia 96 giéng. Hop chéit sau d6 dugc pha lodng thanh moi trudong sinh trudng bing
cach st dung robot Rapidplate (Zymark Corp.). Céc hgp chét d4 pha lodng sau d6 dugc
bd sung vao 4 giéng gidng nhau trong dia té bao 384 giéng va dugc G & nhiét d6 37°C
va 5% CO,. Sau 4 ngay, sd luong té bao sbéng sét twong déi_du’qc do nho phat quang
bing cach st dung Cell Titer-Glo (Promega) theo chi dAn ctia nha san xut va doc trén
bd doc Wallac Mulﬁlabel Reader (Perkin-Elmer). Gié tri EC50 dugc tinh béng cach st
dung phin mém Prism 6.0 (GraphPad).

Vidu 904  Hiéu qua ghép ngoai lai khéi u in vivo & chudt

Chudt nhit: Chudt nhét cai thiéu hut mién dich két hgp nghiém trong (C.B-17
SCID.bg Charles River Labs, San Diego), NOD.SCID (Charles River Labs, Hollister)
hogc chudt nhit khong 16ng NCR (Taconic) 8 dén 9 tudn tudi va c6 BW nim trong

khoang tir 18 dén 26 gam vao Ngay 0 ctia nghién ciru. Céc con chudt cho ubng nuéc
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thoai mai va ché do an cho loai gdm nhim hép tiét tring dugc trong phong thi nghi¢m
(Laboratory Autoclavable Rodent Diet) 5010 (LabDiet St. Louis, MO). Chudt nhét dugc
nudi nhét trong 1dng nho ngin cach trong chu ky anh sang 12 gid. Genentech dac biét
tuan theo khuyén co vé chi dan cham s6c \}3‘1 str dung dong vat trong phong thi nghiém
v& su rang budc, quan Iy, quy trinh phiu thuat, nudi &n va diéu hoa dich thé, va cham
soc thi y. Chuong trinh cham séc va st dung dong vét tai Genentech dugc cap phép bai
Hiép hoi danh giad va cip phép chim s6c dong vét trong phong thi nghiém qubc té
(Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care International
- AAALAC), dam bao su tuan thu theo céc tiéu chuén duoc chép nhan vé chiam séc va
st dung dong vat trong phong thi nghiém. Chuét nhit duoc nudi nhédt tai Genentech
trong cac 16ng nho ngin céch loai gdm nham tiéu chudn va duoc 1am thich nghi véi céc
diéu kién nghién ctru trong it nhét 3 ngdy trudc khi cy té bao khéi u. Chi cac dong vat

¢6 vé khde manh va khong c6 cac bat thuong rd rét méi dugce sir dung dé nghién ciu

Céy khdi u: Cic manh ghép ngoai lai dugc bit dAu bang té bao ung thu
(HCC1954x1 hoic KPL4) hogc khdi u cdy chuyén (HCI-003). Céc té bao dugc nudi ciy
trong moi truong RPMI 1640 dugc bd sung 10% huyét thanh bao thai bd, 2mM glutamin,
100 don vi/mL penixilin, 100png/mL (microgam trong mdi mL) streptomyxin sulfat va
25ug/mL gentamixin, duge thu hoach trong sinh truong pha log va dugc tai tao huyén
phu trong 50% Matrigel khong chita phenol d6 (Becton Dickinson Bioscience; San Jose,
CA) vi dung dich mudi cAn bing Hank ¢ ndng dd 1a 3 x 10° hodc 5 x 10° t& bao/mL tuy
thudc vao thoi gian nhan doi cia dong té bao. Di véi md hinh thu duge tir bénh nhan
HCI-003, 30mg vién sap ong chira khoang 1mg 175 (beta)-estradiol dugc cdy dudi da 3
hgay trude khi cdy manh khbi u. Té bao hodc manh khéi u dugce ciy vao 2/3 khdi m&
sau banh ché ctia dong vat ¢ v, va sy phat trién khdi u dugc theo ddi 1am kich thudc
trung binh gin vé6i khoang dich tir 100 dén 250mm?3. Mot khi phan 16n céc khéi u dat
dén khoang dich, chudt nhit duge phan bd vao cdc nhom gbm 7 dén 10 con dua trén thé
tich khéi u.

Chét trj liéu: Hop chét PI3K dugc cung cip dudi dang bazo tu do trong bot khod
va duoc bao quan & nhiét d§ trong phong tranh anh sang. Chét dan thudc dung cho
taselisib (GDC-0032) vaBYL719 13 0,5% metylxenluloza: 0,2% Tween 80 (MCT) trong
nuée khi ion. D6i chimg chat dan thube ding cho hop chét 101 1a huyén phu ¢ nano

0,5% metylxenluloza/0,2% Tween-80 (MCT). Huyén phi ¢& nano MCT dugc tao ra
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bing céch ban dau didu ché huyén phu MCT. Mbi khi duge diéu ché, Imm hat thiy tinh
va thanh khudy tir dat hiém dugc st dung d8 nghién huyén phtt MCT trong khoang 24
gio thanh huyén phti ¢& nano min. M4y phén tich ¢& hat dugc st dung dé kiém tra c&

hat cudi cung. Liéu lugng dugc chat duge chuén bi hiang tuan va duge bao quan & 4°C.

Diéu tri: Chudt nhét dugce cho dung (chét dan thudc) hodc quy dinh liéu luong
tinh theo mg/kg cua hop chét PI3K (dwoc biéu hién duéi dang dwong luong bazo ty do),
PO bang éng thdng hing ngdy trong 21 dén 28 ngay & thé tich bang 100uL, microlit
(5mL/kg).

Diém cudi: Thé tich khéi u duoc do theo 2 kich thudc (chidu dai va chiéu rong),
str dung thudc do Ultra Cal IV (md hinh 54 10 111; Fred V. Fowler Company), nhu sau:
thé tich khéi u (mm®) = (chidu dai x chiéu rong?) x 0,5 va duge phan tich bang cach sir
dung Excel phién ban 11.2 (Microsoft Corporation). Phuong phap tao md hinh anh
hudng hon hop tuyén tinh (LME) dugc st dung dé phan tich phép do 1dp lai céc thé tich
khdi u tir cac dong vét gidng nhau theo thoi ‘gian (Pinheiro J, et al. nlme: linear va
nonlineé.r mixed effects models, 2009; R package phién ban 3.2.5. Phuong phap nay
huéng dén ca céc phép do lap lai va su sut gidm vira phai do chét lién quan dén viéc
khong diéu tri bét ky clia dong vat trude khi két thiic nghién ctru. Ham da thire gy khuc
hdi quy bac ba (Cubic regression spline) dugc sir dung dé khép profin khong tuyén tinh
v6i chu trinh thoi gian thé tich khéi u log2 & mdi ndng dd lidu lugng. Céc profin khong
tuyén tinh nay sau d6 lién quan dén liéu luong trong mod hinh hdn hop. Mtc e ché su
phat trién khdi u 1a phan trim dbi ching chét dan thube (% TGI) duoc tinh dudi dang
phin tram dién tich du¢i duong cong di khép (AUC) d6i v6i nhom liéu luong twong
g trong mdi ngay lién quan dén chét din thudc, st dung cong thire sau: % TGI = 100
x (1 — AUClitu luong/ AUCchi din thuéc). Bang céch sir dung cong thire nay, gia tri TGI bang
100% chi sw can bang khéi u, gia tri TGT 16n hon (>) 1% nhung nhé hon (<) 100% chi
su tri hodn phat trién khdi u, va gid tri TGI i6n hon (>) 100% chi sy thoai lui khéi u.
Dép tmg mot phén (PR) d6i véi dong vat dugce xac dinh 1a sy gidm khdi u 16n hon (>)
50% nhung nhd hon (<) 100% thé tich khéi u ban dau. Dép tmg hoan toan (CR) dugce
xéc dinh 1a giam khéi u 100% (tire 13, khong ¢6 khéi u do dugc) vao ngay bét ky trong

nghién cuu.

Doc tinh: Dong vat duge can hang ngay trong nim ngay dau tién cua nghién cltu

va hai 14n hing tuan sau d6. Trong lugng co thé clia dong vét dugc xac dinh bang cach
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st dung thang ty 1& Adventurer Pro® AV812 (Ohaus Corporation). Phén trim thay d6i
trong lugng dugce tinh nhu sau: thay dbi trong lugng co thé (%) = [(trong luongngay mei -
trong luongngay 0)/trong lwongney o] x 100. Chudt nhét dugc quan sat thudng xuyén vé
cic dAu hiéu hién nhién cta tdc dung phu lién quan dén didu tri bt loi bét ky, va diu
hiéu lam sang ctia doc td duoc ghi lai khi quan sét dugc. Doc td chép nhin duoc dugce
xéac dinh 1a sy giam trong luong co thé (BW) trung trinh nhém thap hon 20% trong khi
nghién clru va khong 16n hon mot trudong hop chét lién quan dén didu tri (TR) trong sd
mudi con vit duge didu tri. Ché do dinh lidu bit ky din dén doc t6 16n hon duge coi 1
cao hon lidu dung nap téi da (MTD). Trudng hop chét duge phan loai 1a TR néu duoc
quy cho tac dung phu diéu tri nhu dugc chirg minh boi dAu hiéu 1am sang va/hodc md
tir thi, hodc ciing c6 thé dugc phan loai 1a TR néu do cac nguyén nhan chua rd trong giai
doan dinh liéu hodc trong vong 10 ngdy cua lidu lwong cubi cing. Trudng hop chét dugc
phén loai 1a NTR néu khong c6 bang chimg 14 céi chét nay lién quan dén tac dung phu

didu tri.
Vidu905. Thit nghiém nuéi cdy té bao va thir nghiém chét e ché in vitro

Dong té bao duge cho sinh trudng trong cac didu kién nudi cdy mo tiéu chuin
trong moi truong RPMI véi 10% huyét thanh bao thai bo, 100U/mL penixilin, va
100pg/mL streptomyxin. HCC-1954 va HDQ-P1 1a cac dong té bao ung thu va
(American Type Culture Collection; Manassas, VA. Té bao HCC-1954 va té bao HDQ-
P1 duoc dat trong mdi giéng ctia dia nudi cAy mb 6 giéng & 80000 té bao/giéng va dugc
U & nhiét d0 37°C qua dém. Cac té bao dugc G véi cac ndéng do dugc chi dinh cia mdi
hop chét trong 24 gid. Sau khi 1, céc té bao duge rira mot 1an bang nuée mudi lanh dugc
dém phosphat (PBS) va lam tan trong chét dém chiét té bao Biosource™ (Invitrogen;
Carlsbad, CA) dugc bd sung chdt wc ché proteaza (F.Hoffman-LaRoche;
Mannheim, Germany), 1mM phenylmetylsulfonyl florua, va hdn hop chit tc ché
phosphataza 1 va 2 (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO). Nong do protein duge xéac dinh
bing cach sir dung bd kit thir nghiém Protein Pierce BCA (Thermo Fisher Scientific;
Rockford, IL).

Thir nghiém protein

Nong d6 protein dugc xac dinh bang cach st dung bd kit thir nghiém Protein

Pierce BCA (Rockford, IL). Péi véi tham tach mién dich, cic lugng protein bang nhau
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dugc tach bing cach dién di qua gel gradien NuPage Bis-Tris 4-12% (Invitrogen;
Carlsbad, CA); protein dugc chuyén 1én trén mang Nitroxenluloza bang cach st dung
hé thdng IBlot va phuong phap tir InVitrogen. Khing thé d6i véi pll0alpha, va
phospho-Akt (Ser473), thu duge tir Cell Signaling (Danvers, MA). Khang thé dbi véi
B-actin va GAPDH Ia tir Sigma.

Vidu906 Biéuhién CD69 trong té bao B, thir nghiém méu toan phan & ngudi dé
bidu hién CD69 trong té bao B duong tinh véi CD19 am tinh véi CD27

MOoi truong nudi ciy: Mau toan phan ctia nguoi duge phén tan vao dia 96 giéng
sdu ¢ 100pl trong moi giéng. Hop chit dugc pha lodng trong DMSO dé tao ra ndng dod
ban ddu mong mudn va sau d6 pha loang thém trong PBS dén ndng d6 hoat dong mong
mudn va duoc bd sung ¢ thé tich 1a 5,5uL trong mdi giéng. Sau d6 cac mau duge U trong
1 gio & nhiét 6 37°C trong 5% COs trude khi bd sung Spg (10ul trong mdi giéng) khang
IgM F(ab’)2 dé (Southern Biotech, AL), va duoc u trong 18 gio 6 nhiét do 37°C trong

5% CO,. Tht ca cac diéu tri duoc thir nghiém hai lan.

Quy trinh phan lap té bao va nhudm té bao: Sau khi i, mtrc d9 bicu hién CD69
trén té bao dwong tinh v6i CD19 am tinh véi CD27 duge xac dinh bang cach nhudm
mAu mau toan phan véi hdn hop CD27; 10ul/ giéng (dong vo tinh 1.128; BD Biosciences,
NJ) CD19; 7,5ul/giéng (dong vo tinh SJ25C1; BD Biosciences, NJ) va CD69; 10ul
(dong vo tinh FN50; BD Biosciénces, NJ). Ngoai ra, mau toan phén cia nguoi tr moi
d6i tuong cho dugc nhudm bang khang thé d6i chtimg huynh quang phu hop véi isotyp.
Sau khi bd sung hdn hop khang thé thich hop, miu mdu toan phan dugc nhudm trong
30 phut trong bong t6i va sau d6 dugc 1am tan bing céch st dung BD Pharm Lysis (BD
Bioscience, NJ). Sau d6 cac mau thu dugce dugc rira b?ing chét dém FACS (nuéc mudi
duoc dém phosphat (khong chita Ca/Mgt+), ImM EDTA, 25mM HEPES do pH=17,0,
1% huyét thanh bao thai bo (bat hoat bang nhiét) va dugc ¢b dinh trong chat dém FACS
duoc bd sung 0,1% Formaldehyt (Polysciences Inc, PA) va 0,1% Pluronic F-68 (Sigma,
MO). Dit liéu c6 duogc bang cach stt dung BD LSR-II (BD Biosciences) voi phin mém
BD FACSDiva.

Bidu hién CD69 cua t& bao B duong tinh v6i CD19 am tinh véi CD27. Céc t€
bao dugc danh gia bang k¥ thuat dém t& bao theo dong chay ddi véi céc nong do CD19,
CD27 va CD69 bing céch st dung phan mém BD FACSDiva va gié tri trung binh MFI
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ctia CD69 cua quéan thé té bao lympho dwong tinh véi CD19 am tinh v6i CD27 dugce xac
dinh. Ndng do cua hop chét din dén e ché 50% gia tri trung binh MFI ciia CD69 (ICs0)

duoc xac dinh bing cach st dung phan mém Genedata (Genedata Screener, MA).
Vidu 907  ECsoctia HCC1954 va HDQP1 pPRAS40

Céc té bao dugc dan trén dia trong dia thit nghiém duoc xit Iy mdi trudng nudi
cay md 384 giéng va dugc  qua dém. Ngay sau do, cac té bao duge xit Iy bang hop chét
va dugc U trong 24 gio. Sau 24 gio, cic té bao duge lam tan va ndng dd pPRAS40 duge
do bang cach st dung nén thtr nghiém Meso-Scale. Cac dong té bao nay kha hiru ich dé
dic trung hda do chon loc cua chit e ché PI3Ka dbi v6i PI3Ka dot bién. Dong té bao

HCC1954 biéu hién PI3Ka dot bién (E545K) so véi WT trong HDQP1.

Nguyén téc thr nghiém: Nén MSD cung cip phuong phéap do ndéng do duge
phosphoryl hoa ctia pPRAS40 trong mau don 1&. Dich 1am tan té bao dugc bb sung vao
dia thr nghiém dugc phu trude véi khang thé khang toan by PRAS40. Sau khi 1am tan
té bao, PRAS40 trong cac miu dugc cho phép gén két voi khéng thé bat. Khang thé phat
hién (khang phospho PRAS40), dugc danh déu bing hop chét dién hoa phéat quang MSD
SULFO-TAG, duogc bd sung vao dich lam tan gén két. Chat dém doc MSD dugc bd
sung sao cho khi dién ap dugc ap dung vao céac dién cuc dia, chit danh dau gén két véi
anh sang phat ra tu bé mit dién cuc. Cong cu MSD Sector do cudng dd anh sang, va do
vé mit dinh luong luong phospho EGFR trong mAu (nguyén tic thtr nghiém Meso

Scale).

Nguyén ligu:

Dia dugc xit Iy TC, vo trang mau den c6 ddy trong hinh
chit u c6 384 giéng (Greiner cat #781091)
Dong ban ddu WT: HDQ-P1 (CL131963)
Dot bién E545K: HCC1954 (CL130216)
RPMI 1640
10% FBS (Gibco 16140-071)
2 mM L-Glutamin (GNE trong nha)
1% HEPES (GNE trong nha)

0,25% Trypsin EDTA 1X (Invitrogen Gibco, cat # 25200)

Bo kit thir nghiém 384 giéng pPRAS40 tiy chinh b kit
chtra toan bd dich tan t€ bao (Meso Scale Discovery, cat #
L21CA-1 ddi véi 100 dia)

Dia thtr nghiém

Loai t¢ bao

Moi truong

Chat phan tng nudi
cay té bao khac

Bo kit chat phan
ing thir nghiém
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Quy trinh:

e Hop chit dugc didu ché & néng do 1a 2mM trong DMSO. Chudn bi dia chuén do
hop chat DMSO, 1:3 trong DMSO sach.

e Diaban dau DMSO chira 72l 13 hop chét.

e Hop chit kidm soat chon loc dot bién: bd sung 72ul cia 2mM hop chit kiém soét
vao giéng B2 trén mdi dia tho nghiém. Hop chét kiém soat nay cho thdy hoat luc

16n hon khoang 20 1an trong dong té bao HCC1954 so véi dong té bao HDQP1.

o St dung pipet nhiéu kénh, chuyén 36ul tir mdi giéng hop chét dén giéng ngay
du6i (vi du B2 dén C2) dé thibt 1ap hai dudng cong dap Gng lidu gibng hét.

e St dung phuong phép Biomek Fx tén la “pha lodng theo day SLS/1
dia 384 3 13 3x” dé tao ra cac phan pha loang theo day cta hop chét trong dia
ban dau.

e Bit kin va giit c4 dia ban dAu va dia con DMSO véi thiét bi bit kin bing nhiét khi
khong st dung.

Ngay 1: Dan té bao trén dia
1. Gieo 12500 té bao trong 45ul mdi trudong d6i voi mdi dong té bao. Cho phép
té bao dong lai/gin vio dia trong 15 dén 20 phut & nhiét do trong phong.
2. U cac té bao qua dém trong ti 0 4m 37°C va dugc kiém soat bang COs.
Ngay 2: Chuén bi dia hop chét va xir Iy hop chét
1. D6i véi dia pha lodng hop chét trung gian 10X: bd sung 95ul moi trudng khong
chira huyét thanh vao dia polypropylen c6 384 giéng profil greiner tiéu chuén.
2. St dung phuong phap biomek Fx dé pha lodng hop chét trung gian trong moi
trudng va bd sung vao té bao: “SLS Intermed Dil Add 5 ul to Cells July 1320127
Phuong phap Biomek nay chuyén 5ul tlr dia con DMSO sang dia pha loang hop
chit trung gian chira 95ul moi truong va tron moi trudng+hop chét. Phuong phép

nay sau do chuyén 5ul tlr dia pha lodng hop chét trung gian sang dia t& bao thich
hop.

3. U céc té bao dugc xtr ly & 37 do trong 24 gid trong ti u 4m 5% CO2.
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Ngay 3: Lam tan té bao va bd sung vao dia MSD

Phong bé dia thir nghiém MSD bing 50ul chét phong bé A 3%/1X chét dém rira
MSD tir 1 dén 2 gid & nhiét do trong phong. Dung dich nay ¢6 thé dugc bao quan & nhiét
do 4°C 1én dén mot thang. Chét dém phong bé A chira 1X chit dém rira MSD. 20mL
1X chét dém rtra Tris va 600mg chét phong bé A.

Piéu ché chat dém lam tan:

3 dia 6dia | 9dia | 12 dia
(mL) | (mL) | (mL) | (mD)
Chét dém lam tan MSD 650 | 120 | 180 | 240
Hon hop Phosphataza Inh. 1 (hodc Sigma
phosphatase Inhib 2 Cat# P5726-5mL) 065 | 12 | 18 | 24
Hon hop Phosphataza Inh. 2 (hodc Sigma
phosphatase Inhib 3, Cat# P0044-5mL) 0,65 1,2 1.8 24
Proteaza inh
(hoidc Sigmg Cat# P2714-1BTL duoc tao lai 0,65 1,2 1,8 2,4
huyén phu trong 10mL PBS)

Hut mdi truong va lam tan té bao
1. Lam tan cac té bao trong 50pl chit dém lam tan. Lam tan & nhiét do trong
phong trong 10 dén 20 phut trén thiét bi lic dia.
2. Trong khi céac té bao dang tan, rira cac dia phong bé 1x chét dém rira MSD.
3. Chuyén 42ul dich tan (21 + 21pL) sang dia thir nghiém MSD pPRAS40 dugc
phong bé.
4. Bit kin céc dia MSD va 1 & nhiét do 4°C ddng thoi lic qua dém.

Ngay 4: Thir nghiém/phat hién MSD
8. Tao ra dung dich chta 1% chét phong bé A trong 1X chat dém rira MSD.
(20mL 1X chit dém rtra Tris va 200mg chét phong bé A (1% trong lwong/thé
tich). Dung dich nay c6 thé dugc bao quan & nhiét d¢ 4°C 1én dén mot thang.
9. Rira céc dia MSD béng 1x chét dém rira MSD.

10. B6 sung 10ul khéng thé phat hién SULFO-TAG di dugc pha lodng vao dia.
U trong 1 gid ddng thoi lic & nhiét do trong phong.
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3 dia 6 dia 9 dia 12 dia
’ , ’ (mL) (mL) (mL) (mL)
1% chat phong bé A trong chat dém rita MSD | 13,0 25,0 36,0 48,0

2% chit phong bé DM (100X) 0,13 0,25 0,36 0,48
Sulfo-TAG khang pPRAS40 (50X) 0,26 0,5 0,72 0,96

11. Rira dia 4x bang 1X chét dém rira MSD.

12. B6 sung 35pl 1X chét dém doc ddng thoi hiit nguge bang 6ng pipet dé tranh
bong bong. ’ |

13. Doc dia ngay 14p ttc trén cong cu MSD Sector.
Vidu908  Ddng tinh thé véi pl10a (alpha)

pl10a (alpha) duoc c4t cut & du tan ciing N duoc tao ra theo Chen va céc dong
tac gia and Nacht va cac dbng tac gia (Chen, P., Y. L. Deng, S. Bergqvist, M. D. Falk,
W. Liu, S. Timofeevski va A. Brooun "Engineering of an isolated p110alpha subunit of
PI3Kalpha permits crystallization and provides a platform for structure-based drug
design," (2014) Protein Sci 23(10): 1332-1340; Nacht, M. et al (2013) "Discovery of a
potent and isoform-selective targeted covalent inhibitor of the lipid kinase PI3Kalpha,"
J. Med. Chem. 56(3): 712-721). |

Céac phuong phép ti€u chuén dugc 4p dung & tao ra tinh thé khi c6 mit hop chét
du dinh. Céc tinh thé duoc thu hoach duge béo quan dé thu thap dit liéu nhidu xa bing
cach nhing trong nito 1éng va dugc 1ip trén duong din chum sang synchrotron tao tia x
don séc. Dt liéu nhiu xa duoc thu thép, rit gon va két hop bang cach st dung phuong
phép tiéu chuén. Té bao don vi tinh thé hoc va nhém khong gian 13 ding cu véi cac té
bao dugc béo céo trude d6 (Nacht, 2013; Chen, 2014). Viée bd tri hop chét du dinh vao
ban d6 mét do electron va tinh loc tinh thé dén gi6i han phan giai nam trong khoang tlr

2,36 dén 2,56 A duogc thuc hién bang cach st dung phuong phap tiéu chuan.
Trong sang ché nay, cac don vi ul, uMol v.v. ¢6 nghia la pl, pmol, v.v..

Mic di sang ché duge md ta trong mot so chi ti€t nhd minh hoa va vi du nham
muc dich 13 dé hiéu ro, phan mo ta va cac vi du khong nén dugc hiéu la lam gidi han
pham vi cta sang ché. Phan mo ta cua tat ca cac patent va tai liéu khoa hoc dugc trich

dan ¢ day dugc két hop toan bd mot cach rd rang bang cach vién dan.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Hop chat dugc chon tlr cong thie I:

. H
R'_N

H,NT S0

\KO

O I

' O‘x

| N
L
va céc chit dong phan 1ap thé, chit ddng phan hinh hoc, chét hd bién, va mubi duge

dung cua no, trong do:
R! dwoc chon tir —-CH3, —CH2CHjs, xyclopr‘opyl, va xyclobutyl;
R? duoc chon tir —~CH3, ~CHF,, —CH,F, va —CFs.

2. Hop chét theo diém 1, trong d6 R! 1a CHs hodc xyclopropyl.

3. Hop chét theo diém 1 hodc 2, trong d6 R? 1 —CHF?.

4. Hop chat theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 hop chét cong thirc

[ nay la:

(8)-2-((2-((S)-4-(diflometyl)-2-oxooxazolidin-3-yl)-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4] oxazepin-9-yl)amino)propanamit.

5. Hop chit theo diém bét ky trong sb céc didm tir 1 dén 3, trong d6 hop chét cong thirc

I nay la:

(S)-Z-xyclobutyl-2-((2-((R)-4—mety1—2-oxooxazolidin—3-yi)-5,6-dihydr0benzo
[flimidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)axetamit.
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6. Hop chit theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 3, trong d6 Cong thuc I 1a:

(S)-2-xyclopropyl-2-((2-((S)-4-(diflometyl)-2-oxooxazolidin-3-y1)-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)axetamit.

7. Hop chét theo diém bAt ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6 hop chét cong thirc
I nay la: ’

(S)-2-xyclopropyl-2-((2-((R)-4-metyl-2-oxooxazolidin-3-y1)-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)axetamit.

8. Hop chét theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 hop chét cong thic
I nay la:

(S)-2-xyclopropyl-2-((2-((S)-4-(flometyl)-2-oxooxazolidin-3-yl)-5,6-
dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4] oxazepin-9-yl)amino)axetamit.

9. Hop chéit theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 hop chét cong thirc
I nay la:

(S’)-2-((2-((S)-4-(ﬂometyl)-2—oxooxazolidin-3-yl)-5,6-dihydr0benzo[f]

imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)propanamit.

10. Hop chét theo diém bat k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 hop chét cong thirc
I nay la:

(S)—2-((2—((S)-4-(diﬂometyl)-2-oxooxazolidin—3-yl)-S,6-dihydr0benzo[f]imidazo[1 ,2-

d|[1,4]oxazepin-9-yl)amino)butanamit.

11. Dugc pham chira hop chét theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 10 va chét

mang, chét gay truot, ch 4t pha loding, hogc ta dugc duoc dung.

12. Dugc phdm theo diém 11, trong d6 chit mang, chét gay truot, chét pha lodng, hodc
t4 duoc duoc dung duogc chon tir silic dioxit, xenluloza dang bot, xenluloza vi tinh thé,
stearat kim loai, natri aluminosilicat, natri benzoat, canxi cacbonat, canxi silicat, tinh
bot ngd, magie cacbonat, bot talc khong chira amian, stearowet C, tinh bét, tinh bot 1500,

magie lauryl sulfat, magie oxit, va cac hdn hop ctia ching.
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13.  Quy trinh bao ché duge phim bao gdbm budce két hop hop chét theo diém bt ky
trong sb cac diém tir 1 dén 10 v6i chit mang, chit gay truot, chét pha lodng, hoic t&

dugc dugc dung.
14.  BO kit dung dé diéu tri bénh ung thu vi, bao gbm:
a) dugc phém theo diém 11 hodic 12; va
b) huéng dan st dung trong diéu tri bénh ung thu vu.

15. Hop chit = (8)-2-((2-((S)-4-(diflometyl)-2-oxooxazolidin-3-yl)-5,6-

dihydrobenzo[f]imidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-yl)amino)propanamit, ¢6 cong thirc cdu

\/H O‘>
OZ\NH\Z@TN
I
F N\(O
FKO

tao:

hodc mu6i dugc dung cua no.

16. Dugc pham chira hop chit theo diém 15 va chit mang, chat gay truot, chét pha lodng,

hodc ta duoc dugce dung.

17. Duogc phém theo diém 16, trong do chét mang, chét gay truot, chét pha lodng, hodc
t4 duoc dugc dung duge chon tu silic dioxit, xenluloza dang bot, xenluloza vi tinh thé,
stearat kim loai, natri aluminosilicat, natri benzoat, canxi cacbonat, canxi silicat, tinh
bot ngd, magie cacbonat, bdt talc khong chira amian, stearowet C, tinh bdt, tinh bot 1500,

magie lauryl sulfat, magie oxit, va cac hdn hop cta ching

18. Quy trinh bao ché duge phdm, quy trinh nay bao gbm budc két hop hop chét theo

didm 15 v6i chét mang, chét gdy truot, chét pha loang, hodc ta dugc dugc dung,

19.  Bo kit ding dé didu trj bénh ung thu v, bao gdm:
a) duogc phérn theo diém 16 hodc 17; va

b) cac huéng dan st dung trong diéu tri bénh ung thu vu.
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Fig. 3A
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Fig. 3B
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