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(57) Sang ché dé cap dén amit dugc chon cua axit y-hydroxybutyric va quy trinh diéu ché

hop chat nay. Sang ché ciing bao gom dugc pham chira lugng hitu hiéu hgp chat dugc chon

theo sang ché.
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Linh vue k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén amit duoc chon cua axit y-hydroxybutyric, quy trinh san

xudt va dugc pham chira hop chét nay.

Sang ché bat ngudn tir cac loai thubc chdng nghién, dic biét trong linh vuc

duoc dé diéu tri rdi loan st dung rugu (Alcool Use Disorder-AUD).
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Axit gama-hydroxybutyric hoic GHB la mdt thanh phan ndi sinh ctia ndo dong
vt ¢6 va, ¢ do, nd thé hién vai tro 1am chét dan truyén xung than kinh va chét diéu

bién than kinh.

GHB hién dang dugc st dung trong diéu tri nghién ruou, dic biét la dé giam

thi€u va ngédn ngua tri¢u chiing cda viéc cai ruou va ty 1€ nghién lai.

Théong thuong, st dung trong duge ly, GHB duoc dung dudi dang mudi natri

cta nd, dugc bict dén la natri oxybat.

Dbac tinh duogc 135 cua natri oxybat ddc trung bdi mot vai khia canh khong dat
yéu cau, bao gdm tinh sinh kha dung thip (khoang 30%) va bi bai tiét nhanh chéng.
Thuc té 13, mic du natri oxybat duoc hép thu nhanh chéng qua dugc miéng, dat néng
dd cao nhit trong huyét tuong trong vong 30-45 phut, nhung n6 lai bi bai tiét nhanh
chéng, véi thoi gian ban huy rat ngin (khoang 30 phut). Pic tinh duge ddng hoc can
viée dung thuong xuyén tuong Gng véi 3 lan/ngay dé thu duoc két qua tri lidu dat yéu

cau.

Thoi gian ban huy ngan cia chat nay 1a mot trd ngai nghiém trong vi né lam
giam dang ké sy hai long cta bénh nhan va hiéu qua diéu tri.

Do d6, nhu cau vé mot loai thude bd sung nham vao viée diéu tri AUD, va cho
mot loai thudc ¢6 dédc tinh dong dugc hoc ¢6 loi so v6i natri oxybat.

Mot muc ti€u cta sdng che 1a dé xuat mot loai thuéc méi an toan va hiéu qua

trong viéc diéu tri AUD.
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Mot trong nhitng muc tiéu chung cia sang ché 1a dé xudt mot hop chét cho viée
diéu tri nghién rugu hodc lam dung ruqu, hop chét c6 hoat tinh tang cuong so voi hop
chét 4-metoxy-N-[[4-(triflometyl)phenyllmetyl]-butanamit dugc bd 16 trong cong bd
don sang ché quéc té s6 WO 98/06690 Al.

Ban chat ky thuit ciia sang ché

Cac tac gia sang ché di phat hién ra ring amit dugc chon cua axit y-
hydroxybutyric dugc dé xuat véi higu sudt cao hon mong dgi so vdi cac hgp chat chua

biét, trong phong va diéu tri su phu thudc vao rugu va/hodc thude.

Ngudi ta da phat hién ra rang, hop chit dugce chon theo sang ché ¢ thoi gian
hoat dong dai hon GHB va mubi cta no.

Hop chét theo sang ché dé ung dung trong linh vuc y hoc, dic biét trong viéc
diéu tri nghién cac chét an than va/hodc trong viéc diéu tri nghién rugu va hoi chiing
cal ruou.

Theo khia canh thtr nhét, sang ché dé xuét hop chit dugc chon co cong thic

sang ché ():

N
Wo/
CF3 o
Cong thirc (1)

Theo mot khia canh khéc, séng ché dé cap dén quy trinh diéu ché hop chét ¢co
cong thire trén (1), quy trinh da néu bao gém budc cho hop chit c6 cong thirc R1 phan

g v6i metyl 4-metoxybutyrrat c6 cong thirc R2 theo so d phan tmg sau:

o) —_— H
NH P 7 N
2 + WO \H/\/\O/
CFs © CFs 0
R4 R,
Cong thuc (1)
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Theo mdt khia canh tiép theo, sang ché dé cip dén ché phdm chira hop chit 6
cong thire (I) nhu dugc minh hoa & trén va it nhat mot chat mang sinh ly dung.
M6 ta vin tit cac hinh vé

Céac dAu hiéu va thuan loi cta s& o rang hon trong phén mé ta chi tiét sang ché
va tir cac vi du duoc cung cip nhu quy trinh minh hoa va khéng han ché va tir cac
Fig.1-7 keém theo, trong do:

- Fig.1 thé hién céac biéu dé minh hoa tac dong cda hop chét co cong thuc
(I) dugc xac dinh 1a ACGET61 dbi vdi viéc udng ruou & chudt sP tiép xic voi phac do
chon tu do 2 chai.

- Fig.2 thé hién biéu d6 minh hoa tac dong cia ACGET61 lén tu kiém soat
viéc dung rugu FR4 & chudt sP.

- Fig.3 thé hién biéu d6 minh hoa tac dong cia ACGET61 1én ty kiém soét
viéc dung ruou PR & chudt sP.

- Fig.4 va 5 thé hién biéu dd minh hoa dong glutamat do K+ trong lat cit
hdi hai ma.

- Fig.6 thé hién tac dong cia ACGET61 1én sy séng s6t ca té bao trong
nudi cdy té bao hdi hai ma tiép xuc véi etanol (EtOH; 75mM, 4 ngay).

- Fig.7 thé hién tac dong cua ACGET61 1én sy san sinh ROS trong nudi
cay té bao hdi hai ma tiép xuc véi etanol (EtOH; 75mM, 4 ngay).
Mo ta chi tiét sang ché

Céac cac tac gia sang ché da phat hién ra ring amit duoc chon cta axit y-
hydroxybutyric ¢6 cong thic (I) duoc minh hoa & dudi day, lam chit diéu bién am
hidu qua cua thy thé glutamat hudng chuyén hoa subtyp 5 (mGluR5) va hitu ich dic
biét trong viéc diéu tri rdi loan st dung ruou.

Hon nita, chu don da phat hién ra rang, khong bat ngo 14, hop chit c6 cong thirc
(I) theo sang ché c¢6 dac tinh khang rugu ting cudng so véi chit ddng phan vi tri cua

no, chéng han GET 73.

Co ché hoat dong ctia hop chat ¢6 cong thire (I) theo sang ché dua trén su diéu

-4-
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bién phurc tap nham vao thyu thé hudng chuyén hoa glutamat cua nhém I, subtyp 5
(mGIuRS). Nhém thu thé CNS ¢6 lién quan dugc ly. Cac bang ching thuc nghiém chi
ra rang su bién d6i cdu trac nhé cua hop chét da biét ¢6 thé anh huong dang ké dén ca

hiéu luc, va loai diéu bién cua céac thu thé néu trén (Melancon et al., 2012).

Céc bang ching thuc nghiém cho thiy rang hop chit c¢6 cong thirc (I) theo sang
ché c6 tinh dic hiéu cao ddi véi thu thé ctia nhom 1, subtyp 5 (mGluRS). Tinh dic hi¢u
nay dua trén cac dic tinh duoc ly than kinh, chang han nhu kha niang lam giam sy tiéu
thu rugu/ubng & cac md hinh tién 1am sang khac nhau va kha nang anh huéng dén su
din truyén than kinh glutamat thong qua su diéu bién mGIluRS5. Ngoai ra, hop chit

theo sang ché thé hién tac dung bao vé thin kinh.

Do d6, theo khia canh thir nhét, sang ché dé cap dén hop chit c6 cong thic (I)

nhu sau:

\n/\/\o/

CF, 0

Cong thuac (1)

Hop chét ¢ cong thie (I) khi so sanh v6i amit cua axit y-hydroxybutyric GET
73 da biét cho thdy hoat tinh kéo dai hon trong viéc giam udng ruou (24 gid so voi 3
gio), hiéu qua cia mot vai mo hinh tu kiém soat viéc sir dung ruou (xem bang 1), va
hiéu luc 16n hon trong viée e ché ting glutamat & 14t cat hdi hai ma cam ung boi
CHPG (300pM so véi 500nM). Ngoai ra, hop chét theo sang ché ¢6 hiéu luc 16n hon
trong viéc bao vé noron hdi hai ma khoi nhitng tdn thuong cam g boi sy phoi nhiém
thuong xuyén véi ruou (0,1 so véi 1puM) khi so sanh véi cac amit cua axit vy-

hydroxybutyric da biét.

Nhitng tdc dong va hoat tinh cai thi¢n theo sang ché dua trén sy diéu bién nhdm
vao thu thé huéng chuyén hoa glutamat ctia nhém I, subtyp 5 (mGluRs5). Nhitng thu
thé nay thudc ho C cua cac thu thé bt cdp vai protein G (GPCRs). Ching déc trung
boi bay mién xodn o xuyén mang (7™) nbi v6i mién ngoai bao hai thuy to diu N. Vi
tri gan két ortho nim trong mién ngoai bao, trong khi céc vi tri gan két di lap thé da

bict khu trt & mién 7™,
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Ho mgluR bao gém loai thu thé 8, tiép tuc chia thanh 3 nhém, (Nhém I, 1T va
III) dua trén ciu trac, co ché truyén tin hiéu uu tién, va dugc hoc (Schoepp et al.,

1999).

Thu thé nhom I (mGluR1 va mGIluRS5) duoc bat cap voi Gag, dan dén sy kich
hoat phospholipaza C va dén su ting canxi ndi bao va mirc d6 inositol phosphat.
mGIuRS5 lién quan dén mot loat cac rdi loan than kinh va/hodc tdm thén, bao gém

nghién.

Trong CNS, mGIuRS5 dugc chitng minh 1a biéu hién chui yéu trong vé néo, hoi
hai ma, trung tdm so ndo va vung dudi-vd hén, cac vung nao dugc biét dén 1a cé lién

quan dén dép tmg cam xtc va dong luc, tri nhé va chiic nang nhén thue.

Péi véi viée nghién ruou, cac bang ching thuc nghiém cho thiy tm quan trong
cta thu thé mGlu5 trong ruou trong viéc tang cuong rugu va va dac tinh dong luc va
khoi phuc lai hanh vi tim kiém ruou. Ngoai ra, cac chét diéu bién am (NAMs) cua thu
thé mGlu5 ching han MPEP, va MTEP chtng minh sy hiéu qua trong viéc lam giam

hanh vi tim kiém rugu va hanh vi tai nghién.

Dua trén cac két qué nay, thu thé mGIluR5 dugc coi 1a mot dich c6 gia tri trong
viéc phat trién cac thudc méi nham vao cac rdi loan su dung rugu (Olive, 2009). Cudi
cing, MPEP va MTEP di duoc chimg minh 1a ¢6 ¢6 tinh bao vé thin kinh, dé xuét
mot su hd trg bd sung cho su phat trién thudc mot cach co tiém nang cd kha nang
chdng lai nhitng tac dong bt loi do rwou gy ra dbi vdi chirc ning va su toan ven cia

CNS.

Dic tinh khang ruou ctia hop chét ¢6 cong thue (I) duoc ching minh bang thuc
nghié¢m thé hién trong vi du 2 ma dugc thuc hién trong cdc mo hinh dong vat da dugc
thiét 1ap tot str dung trong viée danh gia nhiing khia canh khac nhau cua viéc st dung

ruou, lam dung va I¢ thudc rugu.

Theo mot khia canh khac clia n6, sang ché d& cap dén quy trinh diéu ché hop
chit cong thirc (I), bao gdm budc:

Cho hop chét c6 cong thirc R1 phan tng voi metyl 4-metoxybutyrrat c6 cong

thirc R2 theo so dd phan tng sau:
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0 H
NH e N
2 + pd Wo WO/
(0]

CFs CFs o)

R4 R,
Cong thire (1)

Theo cac phuong 4n nhét dinh, phan tng néu trén dugc thuc hién véi su cd mat
cta chit xuc tac, dic biét 1a NH4Cl, dién hinh 13 véi mot luong 1:5 dén 1:20 so vdi
luong R1. Tt hon 13, chit xuc tac, dic biét 1a NH4Cl dugc thém vao véi luong tir 8

dén 12% theo khéi luong tuong Gng v6i khdi luong cia chét thi R1.
Theo mdt vai phuong 4n ctia quy trinh, chit thir R1 va R2 13 ding mol.

Theo nhitng phuong 4n nhét dinh, phan tng dwoc thuc hién duéi diéu kién lam

néng, vi du trong pham vi nhiét do tir 120 dén 170°C, t6t hon 1a tir 140° dén 160°C.

Theo mdt vai phuong an, metyl 4-metoxybutyrrat R2 duoc diéu ché bang cach
cho y-butyrolacton R3 phéan ting v6i metyl orthoformat R4, thuong 1a trong moi trudong
axit, tot hon 14 str dung axit sulphuric va metanol nhu 1a dung méi theo so dd phan tmg

sau: 8.7

O\ o / \( \ H2SO4 dam dac /O O/

Rs
R4 P

Theo mot khia canh khéc, sdng ché d¢ cap dén dugc pham chira hop chat c6 cong thiic
(I) hodc muoi duge dung hodc mudi dn dugc cua nd va chat mang dugc dung hoac

chat mang an dugc va/hoac ta dugc.

Nhu duge st dung & day, thudt ngit “mudi” ding dé chi mudi bat ky ctia hop
chét theo sang ché dugc diéu ché tir axit hodc bazo vo co hodc hitu co va mubi hinh
thanh noi bao. Pién hinh 13, cac mudi nay c6 anion hoic cation sinh ly dung.

Hop chét c6 cong thire (I) ¢6 thé 1 dang tinh thé. Theo phuong 4n cu thé, dang
tinh thé ctia hop chat cong thirc (I) 1a da hinh.

-7-
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Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén ché phdm chira hop chit c6 cong

thtrc (I) nhu dugc minh hoa & trén va it nhét mot chit mang sinh ly dung.

Dién hinh 13, ché pham nay la duoc phdm trong d6 hop chét c6 cong thie (I) co

mat v4i lugng ¢6 hiéu qua dicu tri.

Hop chét ¢6 cong thuce (1) co thé duoc dung riéng 1€ hoac két hop véi mét hodc
nhiéu hoat chét ching han cic amit cia axit y-hydroxybutyric dic biét trong viée diéu
tri nghién chét gdy nghién hodc nghién rugu hodc st dung aé giam thiéu su thém ruou

thuong xuyén va thoi quen tiéu thu thire udng c¢6 con hodc hdi ching cai nghién.

Duoc phim theo sang ché bao gém ché pham bt k¥ tao thanh do phdi tron hop
chat theo sang ché va chit mang duoc dung. Cac ché phim nay thich hop cho st dung

trong dugc phidm ¢ dong vat hodc ngudi.

Dugc phdm c6 thé tuy ¥ chira cac hoat chat khac. Thuat ngir “chit mang” dung
dé chi mdt chit dan thudc, ta duoc, chat pha loang hodc bd tro, voi ching, cac thanh
phan tri lidu hodc hoat chit dugc dung. Chit mang bat ky va/hoic ta duoc thich hop
cho ché phém mong mudn cho viéce st dung dugc dy tinh dé st dung vdi céc hgp chét

dugc boe 10 & day.

Chat mang c6 thé c6 nhiéu dang, phu thudc vao ché¢ pham mong mudn cho vi¢c

str dung, vi du, qua miéng hodc qua dudng tiéu hoa (bao gdm qua tinh mach).

Khi bao ché ché pham cho dang liéu ding qua dudng miéng, bit cit phuwong tién
duoc phém thong thuong nao co thé st dung, challng han, vi du, nudc, glycol, dau,
ruou, chat huong lidu, chit bao quan, chét tao mau va cc chét twong tu trong trudng
hop dang bao ché dang long, chéng han, huyén phu, cdn ngot va dung dich; hodc céac
chét mang chéng han nhu tinh bdt, dudong, xenloloza vi tinh thé, chét pha loang, chét
tao hat, chit bdi tron, chat két dinh, chét ra, va cac chét tuong tu trong trudng hop
dang bao ché dang rin diung qua duong miéng ching han, vi du, bot, vién nang cing
hodc mém va vién nén, véi dang bao ché rin ding qua dudng miéng thuong duoc yéu

thich hon so véi dang bao ché dang 16ng.

Theo phwong an nhat dinh, hop chét theo sang ché c6 thé két hop thanh dudi
dang hoat chét trong hdn hop phu gia cing v6i chit mang dugc dung va/hodc ta dugc

theo cac k¥ thuat phdi tron duoc pham truyén théng.

-8
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Ché pham bao gdm ché pham thich hop cho dudng tiéu hoa, ké ca cho ding
dudi da, tiém bép, tiém tinh mach, dang xit mii, tryc trang, tai chd va qua dudng

miéng.

Pudng ding thich hop trong truong hop bat ky s& phu thuée mot phan vao ban
chit va su nghiém trong cia tinh trang ma duoc xtr 1y va vao ban chét cta hoat chat.
Duodng dung dién hinh 14 qua dudong miéng. Ché phdm c6 thé duge san xuit mot cach
thun tién & dang lidu don va bao ché bang phuong phap bét ky da biét trong linh vurc
duoc. Ché pham dugc wu tién bao gdm ché pham thich hop cho viéc ding qua dudng
miéng. Ché phdm qua dudng miéng c6 thé bao ché bang phuong phap bat ky da biét

trong linh vuc dugc.

Duoc phém dang ran ¢6 thé dudi dang vién nén, vién, vién nang, bot, thudc dan
va cac ché pham giai phong kéo dai.

Néu mubn, cac vién nén co6 thé bao bang cac k§ thuit c6 nudc hodc khong co
nudc tiéu chudn. Theo phuong 4n nhat dinh, cac ché phdm va cac dang bao ché nay c6
thé chura it nhét 0,5 hodic 1% hoat chit. Ty 18 phin tram hoat chit trong cac ché pham
nay cé thé, tAt nhién, khac nhau va thuong tur 1 dén 60%, 5 dén 50%, 10 dén 30% theo
khéi lwong cta don vi. Luong hoat chét trong ché pham hitu ich trong tri liéu 1a liéu co
hoat tinh diéu tri s& dat dwoc. Cac hoat chét cling c6 thé duoc dung trong mii, vi duy,

giot chét long, hodc xit.

Vién nén, vién, vién nang va cac loai trong tu ¢6 thé con bao gdm chét két dinh
nhu nhua cay duong hoang ky, cdy keo, tinh bot ngd hodc gelatin; cac ta duoc ching
han dicanxi phosphat; chét ra chéng han, tinh bdt ngd, tinh bdt khoai tay, axit alginic;
chét lam tron chéng han, k&m stearat; va chat lam ngot chéng han, sucroza, lactoza
hodc saccharin. Khi dang liéu don vi la vién nang, né co thé bao gém, ngoai céac loai
vét liéu néu trén, chit mang 16ng chéng han, ddu béo. Nhiéu loai vat liéu khac cling co
thé xuét hién lam vo bao hoic lam thay d6i dang ly hoc cua don vi lidu. Vi dy, vién
nén duoc bao béing sen lac (shellac), duong hodc ca hai. Xiro hodc hodc con ngot ¢co
thé bao gom, ngoai hoat chit, sucroza la chit lam ngot, metyl va propylparaben lam
chét bao quén, chit nhudm va chit tao huong licu, chéng han, vi huong vi anh dao
hodc cam. P& ngin ngira su ¢b trong subt qua trinh vin chuyén qua phan trén cua

duong ticu hoa, ché phém la dang bao ché duoc bao tan trong rudt.

-0
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Ché phdm dé dung tai chd bao gdm, nhung khéng chi han ché & thubc md, kem,
dich déc, dich léng, dang hd, keo, que, liposom, hat nano, miéng va, bang vét thuong.
Theo phuong 4n nhit dinh, dang bao ché dung tai chd bao gém chit ting cudong thim

nhap.

Viéc dung ché phdm duoc thuc hién theo quy trinh va liéu hiéu qua dé giam

thiéu sy phu thude vao viée ti€u thu dugc chat hodc ruqu.

Theo phuong an nhat dinh dugc pham theo sang ché chira tir 5% dén 50% theo
khéi lwong, t6t hon 1a tir 10 dén 30% theo khdi lwong cta hop chit ¢6 cong thire (I)

twong ung v&i khdi lugng tong ctia ché pham.

Theo mdt vai phuong an, trong dugc phém theo sang ché, hoat chét hodc céac
hoat chét thuong duge bao ché & dang don vi lidu. Pon vi lidu c6 thé chira tir 1 dén
2000mg, tir 10 dén 1000mg, dic biét 1 tir 50 dén 500mg hop chét co cong thire (I) cho

tirg don vi liéu cho viéc ding hang ngay.

Déi véi cac dang bao ché lién quan dén dudng dung bit ky, phuong phap va
dang bao ché cho viée dung thube da duoc boc 16 trong Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 17th Edition, Gennaro et al. Eds., Mack Publishing Co., 1985, va
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Gennaro AR ed. 20th Edition, 2000, Williams
& Wilkins PA, USA, va Remington: The Science va Practice of Pharmacy, 21st
Edition, Lippincott Williams & Wilkins Eds., 2005; va trong Ansel’s Pharmaceutical
Dosage Forms va Drug Delivery Systems, 8th Edition, Lippincott Williams & Wilkins
Eds., 2005, dugc dua vao day dé tham chiéu.

Khi dugc st dung két hop vdi mot hodc nhiéu hoat chit khac, hop chét theo
sang ché va hoat chit khac nay c¢6 thé dugc st dung véi lidu thap hon khi mdi hop chét
dugc st dung riéng 1€.

Dugc pham dugce wu tién 14 dang bao ché & dang ding qua dudng miéng mdi
ngdy ctia hoat chét theo sang ché trong hdn hop véi chét mang dugc dung, thuong
duoc ding mot ngay/lan, hodc trong tinh trang cu thé hai 14n hodc hon/ngay.

Theo mdt vai phuong an, hop chat ¢6 cong thirc (I) duoc sir dung trong viée

diéu tri bénh CNS va/hodc trong diéu tri nghién chét gdy nghién, ruou.

Theo mot vai phuong an, hop chat ¢6 cong thie (I) duge st dung trong viéc

-10-
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di€u tri mdt hodc nhi€u bénh hodc roi loan CNS dugc chon tr viém mang nio, mat
ngu, hoi chimg ngung thd trong gidc ngd, trdm cdm, lo lang, mat ngu lién quan dén
tam than phan lit, gdy mé qua muc, run co, hdi chimg mét mdi méan tinh, chirng mat

ngl thuong xuyén va bao vé than kinh khoi nhitng chét c6 hai.

Theo phuong an duoc wu tién, hop chit ¢6 cong thie (I) hodc duge pham chira
hop chit c6 cong thire (I) nay lam hoat chit dé sir dung trong viéc ngin ngira hodc didu

tri nghién ruou, cac dang phu thudc vao ruou, lam dung ruou, hodc kiéng ruou.

Thong thudng, hop chit ¢6 cong thie (I) hodc dugc phim chira luong ¢ hiéu
qua cta hop chét (I) nay 1am hoat chét c6 thé duoc sir dung dé ngin ngira sy tai nghién
& nhing ddi twong phu thudc vao ruou, dé vuot qua giai doan cai ubng rugu, dé giéi
han lugng rugu tiéu thu boi dbi tugng va/hodc tao dong luc cho dbi tuong thay déi thoi

quen cua doi tugng doi vl viée uodng rugu.

Can phai hi€u rang tat ca cac khia canh nhu da dugc xac dinh l1a dugc vu tién va
thuén loi cho bién the cua sang ché cling s& duoc coi la dugc wu tién va thuén loi cho

quy trinh san xuat, dugc pham va cac ing dung c6 lién quan.

Theo mot vai phuong an, hop chét ¢6 cong thiae (I), duoc phdm cta nd va
phuong phap dung ching, va hiru ich trong viée diéu tri nghién chit gay nghién hoic

nghién ruou khi ding két hop véi cac chit duoc 1y hoic hoat chét khéc.

Céc vi du sau ddy dugc cung cip dé chimg minh va khong nhdm muc dich han

ché.
Vi du thye hién sang ché
Vidu 1:

Diéu ché hop chit c¢6 cong thie (1) (goi 1a ACGET61)

o —_— H
NH, P 7~ N
+ \ﬂ/\/\o \”/\/\ o
CF, o CFs 0
Ry R
: Céng thie (1)

Trong binh ddy bang trang bi binh ngung hiéu qua va khudy tir, Ry (MW:
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175,088; 4,43g) va Ry, (MW:132,16; 3,347g) dugc thém vao voi ty 1€ mol 1a 1:1. Sau
d6, NH4Cl (443mg) duge thém vao nhu chét xtc tac (10% theo khéi luong tuong tng
v6i Ry). Hon hop duoc 1am néng & 150°C trong 45 gid va gia dinh 1a ¢6 mau xanh 14
cdy dam hoac mau tim dam. Su bién mét cua chat tha dugc do br:ing TLC
(AcOEt:hexan 1:2) st dung ninhydrin lam chit phat hién (diéu ché bang cach hoa tan
200mg ninhydrin trong 150ml EtOH).

Khi chit thtr bién mét hoan toan, hdn hop phan tng dugc hoa tan trong DCM,
rira 3 1an bang HCI 3N, sau d6 véi nude cho dén khi pH dat trung tinh.

Do d6, san phiam thé thu dugc tinh ché bang cot sic ky ria giai bang gradient

ctia AcOEt:hexan (tir 1:10 dén 1:1).

San pham tinh khiét (ACGET61, MW 275,11) thu dugc 1a mot chat rin mau

trang/hdng nhat v6i hiéu sudt 64%.

Téng hop metyl 4-metoxybutyrat (chét phan tng Ro):

0]

0 0
O\UO / \'/ \ H2S04 dam dac /O\H/\/\O/
+ =
(0]
™~

Rs
R4 P

Trong binh ddy bang trang bi binh ngung hiéu qua va mot may khudy tir, y-
butyrolacton R3 (MW: 86.06; 1 eq; d=1.12), trimetylorthoformat R4 (MW:106,12; 1,9
eq; d=097) va axit sulphuric ddm dac (1ml trong 10ml y-butyrolacton R3) dugc tron
v6i MeOH (4 ml trén g y-butyrolacton R3). Hon hop dugc lam néng 60°C trong 26 gid
kém khudy. Su bién mét cta chét thr duoc do bang TLC (AcOEt:hexan 1:1) st dung
dung dich Pancaldi lam tac nhan phat hién (diéu ché bang cach hoa tan 25g amoni

molybdat va 5g xeri sulphat trong 450ml H2O va 50ml axit sulphuric dam déc).

Cudi phan mg, dung mdi duoc lam bdc hoi dudi ap sut giam. Phan con lai
duoc hoa tan trong AcOEt va duoc rira trong dung dich bdo hdoa NaHCO; cho dén khi
pH=8.

Déu thdé mau vang sang duoc chung cit trong chan khong (BP: 163-164°C, p:
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760 Torr).

San pham tinh khiét (P, MW: 132,16) thu duogc 1a diu khong mau véi hiéu suat
80%.

Vidu 2:

Dic tinh khang ruou cta hop chat c6 cong thie (I) (goi 1a ACGET 61) & chudt

thich rugu Sardinian (sP).
Dic tinh khang rugu cia ACGET61 & chudt thich rugu Sardinian:

Chuot thich rugu Sardinian dai dién cho mot trong s it dong chudt dugc chon
trén toan thé gidi vé viéc wa thich va tiéu thu etanol (Colombo et al., 2006) va duoc st
dung trong nhiéu quy trinh thuc nghiém da dugc xac nhan cho viéc danh gia cac khia
canh khéac nhau cta viéc ubng ruou. Nhitg quy trinh thuc nghiém nay bao gdm Duy

tri viéc tiéu thu ruou, va Tu dung ruou c6 ki€ém soét.
Duy tri viéc uong ruou:

Trong qué trinh nay, chudt sP dugc phoi nhidm véi phac dd chon 2 chai tu do
gitta ruou (10% thé tich/thé tich) va nudc. Trong diéu kién nay, dong vat ¢ thé chon
mot chai chtra dung dich rugu va mét chai chtra nudce, va tu nguyén tiéu thu khoang 6g
ruou/kg/ngdy, tot hon 1 rugu khoang 90%. Qua trinh nay déng gop mot mo hinh thi
nghiém c6 gid tri vé& giai doan uéng chu dong cta viée nghién ruou & ngudi; viée udng
rugu cta chudt sP phoi nhiém véi md hinh nay duoc phét hién 12 bi giam boi, chéng
han, GHB, naltrexon, va baclofen, ma lam giam su thém mudn va su ti€u thu cac chét

c6 con ¢ nguoi, dieu nay gidi thich cho tinh hiéu luc du doén cia mo hinh nay.

N6i chung, cac két qua thi nghiém giai thich rang viéc dung ACGET61 cap tinh
theo dudng miéng véi liéu ndm trong khoang tir 25 dén 100mg/kg lam giam viéc udng
ruou lau dai va khong 1am anh hudng dén viée an va ubng. Dang chu ¥ 13, sw giam giy
ra boi ACGET61 van tiép tuc kéo dai trong 24 gid, nhu da quan sat 1ap lai ¢ it nhét 3
thi nghiém ddc lap. Két qué cua nhitng thi nghi€ém nay, thé hién su tiéu thu ruou, nudc,

va thuc phdm va duoc thé hién trong Fig 1.

Tém lai, sy cai thién nhidu hon hoat tinh khang ruou cia ACGET61 so v6i chit
dong phan vi tri GET 73, thdng nhét trong subt qua trinh hoat dong: GET 73 thé hién

gan nhu ciing hiéu lyc trong viée giam udng ruou (10, 25, 50mg/kg), nhung tac dong
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ctia n6 chi kéo dai 03 gid (xem bang 1 dé so sanh; Loche et al., 2012).
Tu dung rugu ¢6 kiém soat:

Trong cdc qua trinh nay, chudt sP duogc huén luyén dé tu dung ruou hodc
sucroza béng cach nhin mot don béy va mdt lugng dugce yéu cu dé thu dugc ruou,
khéc nhau phu thudc vao muc tidu cta timg quy trinh ting cudng, Ty 18 ¢b dinh (Fixed

ratio-FR) hodc ty 1é tién trién (Progressive-PR).

Dung dich sucroza (3% khdi luong/thé tich) dugc st dung c6 hé théng trong
cac thi nghiém nay 1am chét ting cudng thay thé, dé danh gi lidu cac hop chét thir ¢6

tac dung chon ddi véi viée tu dung dung dich ruou (15% thé tich/thé tich).

Trong FR, chudt thu dugce dap ung v6i ruou va sucroza voi dap ung véi viée
nhin bdn don bay lién tiép (FR4), trong khi & PR S& 14n nhén don by cin dé lam cho
viéc ubng ruou ting dan cho dén khi chudt dirng nhin don biy (Break point; BP). Mbi

FR4 hodc PR/BP tuan tu kéo dai 30 phut.

Trong cac diéu kién thuc nghiém nay, chudt sP thé hién hinh vi nhin don biy
manh mé&, ching t6 ring rugu cé trong dong chudt nay cé dic tinh ting cudng va tao

dong luc (Colombo et al., 2006).
FR4:

ACGET61 100mg/kg cho thay tac dong lam giam dugc chon ting cudng dic
tinh cta ruou & chudt sP phoi nhiém véi lich ting cuong FR4, nhu duogc thé hién trong
Fig. 2, trong d6 luong tong cac dap tmg don biy va luong ruou tiéu thu (g/kg) va
sucroza tiéu thu (ml/kg) trong theo phién 30 phit da duoc thong bao. Cu thé, fig. 2 cho
thdy tac dong ctia ACGET61 dbi v6i FR4 ty ding ruou cb kiém soat & chudt sP. Sb
don béy va lugng ruou hode sucroza tiéu thu dugc thong bao. * p< 0,05 so vi nhom
duge xir Iy bang chit dan thude.

PR/BP:

ACGET61 50 va 100mg/kg lam giam ca s lugng nhin don biy, va ngudng
chiu dung dbi voi ruou, & chuot sP phoi nhiém véi PR, tham chi 14 néu tac dong khong
ddc hiéu ddi voi ruou, hop chét c6 kha nang lam gidm dép Ung dbi véi sucroza, nhu
dugc chimg minh trong Fig. 3. Cu thé, fig. 3 cho thiy tic dong cia ACGET61 dbi véi

PR Tu dung rugu c6 kiém soat & chudt sP. S5 1an nhin don by va ngudng chiu dung
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déi voi ruou va sucroza duoc théng bao. * p< 0,05 va ** p<0,01 so voi vét truyén-
nhom dugce xu ly.

Dang chu v 14, GET73 khong cho thiy tac dong bat ky trong cing mdt md hinh,
ngoai trr sy giam dang ké su tiéu thu sucroza & chudt sP phoi nhiém va&i PR va duogc

ding 50mg/kg (xem bang 1 sau day dé so sanh).

Bang 1 — Dac tinh khang rugu cda GET 73 va ACGET61 & chudt sP

GET 73 ACGET61

Mo hinh thi | Liéu hiéu qua Thoi  gian | Liu hiéu qua Thoi  gian
nghiém mg/kg tac dung mg/kg tac dung
Duy tri 10 -25-50 3 gio 25-50-100 24 ¢io

Khong c¢6é hicu
FR4 luc nd 100 nd

(cho t61 50)
PR/BP 50 # nd 50 —100* nd
nd: khong xac dinh duoc; # han ché véi sucroza; * ddi voi rugu va sucroza.

Dic tinh hoa than kinh in vitro cia ACGET61:

Dua trén nhitng két qua thu duogc trude ddy dbi voi GET 73, ma anh hudng t6i
su din truyén than kinh di ing axit amin trong hdi hai ma ctia chudt, c6 thé thong qua
su diéu bién phirc tap cua thu thé glutamat huéng chuyén héa subtyp 5 (mGIuRS)
(Beggiato et al., 2013; Ferraro et al., 2011, 2013), déng phéan vi tri ACGET61 dugc
danh gia & lat cit hdi hai ma in vitro, bang cach do GABA va muc do glutamat &

nhitng diéu kién thuc nghiém khac nhau.
Tac dong cia ACGET61 trén GABA nén va dong dau ra glutamat:

Khong c6 tac dong nao giy ra boi ACGET61 (10 va 100uM) t6i su giai phong
GABA va glutamat nén.

Téc dong cia ACGET61 t6i GABA do K* va dong dau ra glutamat:

Céc nghién ctru khac ma nham muc dich kham pha ra tic dong cia ACGET61
(10pM - 10uM) lat cét hdi hai ma kich thich béi KC1 da duge thue hién.
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ACGET61 & ndng do gitra 10nM va 10uM khéng cho thiy tic dong qua mirc, ngoai
trir viée giam dang ké GABA cam tng boi ndng do cao nhét (dir liéu khong thé hién).
Nong d6 ACGET61 thap hon 10nM, cu thé 1a 100, 300, va 500pM cam tng giam
khong dang ké dong diu ra glutamat do K* dugc minh hoa trong Fig. 4. Cu thé, Fig. 4
cho thdy tac dong cia ACGET61 & ndng do pM t6i dong ddu ra glutamat do K* trong
14t cat hoi hai ma kich thich boi KCL.

Tac dong cua ACGET61 t6i viée lam ting dong ddu ra glutamat do K* cam tmg

boi chit chi van thu thé mGluR5 CHPG:

Tuong tac cua ACGET61 vai chét chi van thu thé mGIluR5 CHPG dugc phoi
nhiém & lat cdt hoi hai ma kich thich bdi KCL. Viéc thém ACGET61 300pM vao méi
truong truyén dich (ndng d6 khong hiéu qua) c6 kha ning chdng lai, it nhat mot phan
v6i sy ting cua dong ddu ra glutamat sinh ra boi K* gy ra bgi CHPG, nhu duoc thé
hién trong Fig. 5. Cu thé, Fig. 5 - Lat cit hdi hai ma kich thich bdi KCL — dong
glutamat dau ra do K*. Tac dong ctia ACGET61 300pM lén su ting dong ra cia
glutamat gy ra bdi CHPG 100puM. ** p<0,01 so v6i dbi chung; °p<0,05 so véi
ACGET61+CHPG.

Két qua dau tién nay cho thdy ring ACGET61 ¢6 dic tinh hoa than kinh goi ra
su didu bién 4m & mGIuRS. Pang cha y 13, mic du cdc nghién ctru khac nham phat
hién ra nhiing néng dd pM khac nhau nén dugc thuc hién, hiéu luc cia ACGET61
duong nhu 13 16n hon khi so sanh véi hiéu luc cua GET 73 ¢ 500nM trong cung mot

mo hinh.
Dic tinh bao vé than kinh in vitro cia ACGET61:

Tac dong gay doc than kinh cta ruou di duoc ghi nhan diy du, & ca dong vat va
nguoi, va hoi hai ma co vung ndo dic biét man cam voi tac dong bét loi cla rugu. cac
md hinh tién 1am sang khac nhau da dugc st dung dé nghién ctru tac dong gy doc
than kinh cta rugu. Mot trong nhitng mé hinh nay bao gdm viéc phoi nhiém nudi ciy
cO quan hoi hai ma véi rugu, ma ¢ nhiéu tac dong khac nhau, bao gém viéc giam sy

sdng cua té bao, va ting cac dang oxi hoat dong (ROS).

Dua trén nhiing két qué thu dugc cho GET 73, giai thich dac tinh bao vé than
kinh tha vi trong nudi cdy hoi hai ma phoi nhiém véi rugu, ACGET61 dugce danh gia

trong cung mdt md hinh.
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Mot cach ngan gon, nudi cdy so cdp noron hdi hai ma duoc phoi nhiém thuong
xuyén véi etanol (75mM; 4 ngay) va tac dong bao vé than kinh cia ACGET61 dugc
uée dinh bang cach danh gia su séng sét cia té bao (thir nghiém MTT), va cac dang

oxi hoat dong (huynh quang rhodamin 123).

ACGET61 duogc danh gia ¢ cac ndng do khac nhau nam trong khoang 0,01 va
10uM va anh hudng duong tinh 1én céc thong sb thuc nghiém, lam ting su séng sot

ctia té bao, va lam giam san sinh ROS trong udi ciy cac ngua phoi nhiém véi etanol.
Thtr nghiém MTT:

Su phoi nhidm vé6i etanol cam tng sy ting su séng sot cia té bao nhu dugce chi
ra boi sy giamr dang ké (p < 0,01) gia tri hip phu so véi gia tri nudi cay t€ bao.
ACGET®61 0,1, 1, va 10uM dugc thém vao 1 gio trude khi va trong sudt qua trinh phoi
nhiém thudng xuyén véi etanol ngan ngira su tén thuong do etanol giy ra, su sdng sot
cia té bao khong khac biét dang ké véi nhém dbi ching, nhung khéac biét dang ké voi
nhém etanol (p<0,05). Ban thin ACGET61 (0,01-10uM) khong anh hudng dén su
sdng sot clia viée nudi cay té bao hdi hai ma ma khong phoi nhiém véi etanol. Két qua
thé hién dudi dang ty 1 phin trim cta sy séng sot cia noron do dugce & cac mau nudi
cdy dbi chimg, dugc thé hién trong Fig. 6. Cu thé, hinh 6 cho thdy tac dong cia
ACGET61 1én su sdng st cua viée nudi cdy té bao hdi hai ma phoi nhiém véi etanol

(EtOH; 75mM, 4 ngay) ** p<0,01 so véi dbi chimg; °p<0,05 so véi EtOH 75mM.
Su san sinh ROS:

Su phoi nhiém véi rugu gdy ra su ting dang ké trong viée san sinh ROS

(p<0,001), do bang su phat xa huynh quang ctia thodamin 123.

Viéc thém ACGET61 0,1, 1, va 10uM 1h truéc khi va trong khi bi phoi nhiém
man tinh v6i ruou ngédn can sy tang san sinh ROS gay ra boi etanol, sy san sinh ROS
khong khéac biét dang ké so v6i nhém dbi ching, nhung khéc biét dang ké so v6i nhom
etanol (p<0,01; p<0,001).

Bén than ACGET61 (0,01-10uM) khong gy anh huong téi su san sinh ROS &
mau nudi cdy té bao hoi hai ma ma khong phoi nhiém véi etanol. Két qua thé hién
dudi dang ty 1& phan tram cua su san sinh ROS do dugc trong mau nudi cdy d6i chimg

duoc thé hién trong Fig. 7. Cu thé, F ig. 7 cho théy tac dong cua ACGET61 dbi voi su
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san sinh ROS trong nudi cdy té bao hdi hai ma phoi nhidm véi etanol (EtOH; 75mM, 4
ngay). ** p<0,01, ***p<0,001 so v6i dbi ching; °°p<0,01, °°°p<0,001 so v&i EtOH
75mM.

Déng cht y 13, nhitng tac dong bao vé than kinh nay gay ra bdi ACGET616 0,1,
1, va 10pM, goi ¥ hiéu luc 16n so véi chat ddng phan vi tri GET 73: thuc té 1a ndng do
¢6 hiéu qua tdi thiéu cho ACGET61 12 0,1uM so v6i 1pM cho GET 73.

Vi du 3:
Duoc phim

N-[(2-triflometyl)benzyl]-4-metoxybutyramit (ACGET61) 50mg

Xenluloza vi tinh thé (Iam chét ra thich hop) 60mg
Talc (lam chit bdi tron) 10mg
Natri laurylsulfat (lam chat hoat dong bé mat) Smg
Canxi phosphat (lam chat pha lodng két hop) 200mg
Magie carbonat (1am chét pha loang-két dinh) 100mg
Vidu4:

Duoc phdm

N-[(2-triflometyl)benzyl]-4-metoxybutyramit (ACGET61) 150mg

Tinh bot ngd (Iam chét ra thich hop) 100mg
Glyxeryl behenat (1am chat boi tron) 10mg
Polysorbat (1am chét hoat déng bé mit) 10mg
Magie carbonat (1am chat pha lodng-két dinh) 150mg
Lactoza (1am chét pha lodng) 150mg
Vidu5:

Dugc phdm bao phim/giai phong thay déi
N-[(2-triflometyl)benzyl]-4-metoxybutyramit (ACGET61) 500mg

Xenluloza vi tinh thé (1am chét ra thich hop) 200mg

-18-



33614

Crospovidon (chit chdng ngung két)
Tinh bot (chat pha lodng-lam lodng)
Colloidal silica (1am chat 1am kho)
K&m stearat (1am chat bdi tron)
Hypromelloza (1am chit bao)
Macrogol (chat lam déo)

Titan dioxit (1am thudc nhudm)
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YEU CAU BAO HOQ

1. Hop chét c6 cong thire (I):

cong thirc (1)
hodc mudi dugc dung cua no.
2. Quy trinh diéu ché hop chét c6 cong thuc (I), trong dé quy trinh nay bao gdm budc

cho hop chét c6 cong thire R1 phan tmg véi metyl 4-metoxybutyrrat ¢6 cong thirc R2

theo so d6 phan tng sau:

o) —_— > H
NH / 7~ N
2 + \”/\/\O WO/
CFs o CFs o)
Ri R2 cong thire (1) »

3. Quy trinh theo diém 2, trong d6 phan tng duoc thuc hién khi c6 mat chat xtc
tac 1a NH4Cl.

4. Quy trinh theo diém 3, trong d6 NH4Cl dugc thém vao véi luong 8 dén 12% theo
khéi luong twong tng voi khdi lwong cia chit phan Ung Rj.

5. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém 2 dén 4, trong d6 cac chét phéan tng
R;vaR; 1 dang mol.

6. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém 2 dén 5, trong d6 phan Gng duge thuc
hién & nhiét d6 120 dén 170°C.

7. Quy trinh theo diém bat ky trong sé cac diém 2 dén 6, trong d6 chit phén tng metyl
4-metoxybutyrrat R2 dwoc diéu ché bang cach cho y-butyrolacton R3 phan Ung voi

metyl orthoformat R4 trong moi trudng axit, tt hon 1a sir dung axit sulphuric va

metanol lam dung mai theo so dd phan tng sau:
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0 o)
0 o e N H2SO4 diic 0
N + Y — = 7 \f(\/\o/
O\ o)

Rs3
R4 P .

8. Dugc phidm chira hop chét c6 cong thirc (I) theo diém 1, t6t hon 12 véi lugng 50 dén

500mg, va chat mang duoc dung.
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