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Linh vue ky thuat dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén cac chat dan xuét phenyl mégi. Cac hop chit méi nay 1a hiru ich
dé diéu hoa hoat tinh ty thé, lam giam tinh trang béo phi, diéu tri cic bénh bao gdm bénh

dai thao dudng va cac bién chimg lién quan dén bénh dai thao duong.

Tinh trang k§ thuét cia sang ché

Bénh béo phi 1a mét yéu t6 nguy co da biét ro ddi voi su phét trién ctia nhiéu loai
bénh thong thuong nhu bénh dai thao duong typ 2 (T2D: Type 2 Diabetes) va bénh gan
nhiém m& khong do ruou (NAFLD: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease). Bénh béo phi
thuong dugc coi 1a mirc d6 md thira bat ky ma gay ra nguy co vé sirc khoe. Khi lwgng nap
nang lugng vuot qua lugng ti€u hao, luong calo du dugc du trit cha yéu trong mé md, va
néu trang thai can bang dwong thuc nay bi kéo dai, thi bénh béo phi s& xdy ra, nghia 1a c6
hai thanh phan ddi véi su can bang trong luong, va su bét thuong & phia nao (nap hay tiéu
hao) ciing déu c6 thé din dén bénh béo phi. Qua trinh nay c6 thé bi lam mat tic dung bing
cach lam tang lugng tiéu hao nang luong hoac lam gidm lugng nap nang luong. Do do, can
¢6 cac duge chit ¢ kha ning kiém soat md m& chiang han bang cach 1am ting luong tiéu
hao nang luong hoac lam gidm lugng nap nang lugng.

Co thé nhan nang luong thong qua qua trinh oxy héa thirc in nhu glucoza va axit
béo. Da biét rang ty thé diéu khién su trao ddi chét trong cac té bao cé thé bang cach ddt
chay duong va chat béo. Mt trong sb cac chure nang chinh cia né 1a thuc hién qua trinh
phosphoryl héa - oxy hoa, ma thong qua qua trinh dé ndng luong thu dugc tir sy trao d6i
chét cua cac nhién liéu nhu glucoza hodc axit béo s& dugce chuyén hoéa thanh ATP. Qua
trinh tao ra ATP trong ty thé duoc két hop v6i qua trinh oxy hoa NADH dé din dén sy van
chuyén proton trong chudi van chuyén dién tir. Cac chat phan tich hoa hoc c6 thé e ché
qua trinh san xuat ning luong (ATP) hiéu qua trong cac té bao bang ty thé. Chung tach cap
qua trinh phosphoryl héa - oxy hoa bang cach mang céc proton di qua mang ty thé, dan t6i
su tiéu thu nang lugng (su ti€u hao nang luwgng) nhanh chéng ma khong tao ra ATP. Néi
cach khac, cac chit phan tach 1am tran chat nén ty thé bang cac proton, va qud trinh oxy
héa NADH tiép dién nhung thay vi tao ra ning lwong & dang ATP, ning luong clia gradien

proton bi tdn hao & dang nhiét.
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Viéc diéu khién cac chét phan tach héa hoc trong ty thé dé 1am giam céc chat béo
ling d4 tr& thanh muc tiéu khoa hoc trong hon tdm muoi ndm qua. Xem Simkins S
“Dinitrophenol and desiccated thyroid in the treatment of obesity: a comprehensive clinical
and laboratory study”. J] Am Med Assoc 108: 2110-2117 (1937) va Fleury C et al, Nature
Genetics 15, 269 - 272 (1997), Uncoupling Protein-2: A Novel Gene Linked to Obesity

and Hyperinsulinemia. Chit phan tich héa hoc dugc biét o nhat 14 2,4-dinitrophenol
(DNP), hop chét nay di duoc cho thay 12 lam ting mirc tiéu hao nang lwgng & ngudi cling
nhu & dong vat. Tuy nhién, cac chét phéan tach héa hoc thuong c6 tinh doc. Cac mdi lo ngai
v& tac dung phu nguy hiém di dan dén viéc loai bo DNP ra khéi thi truong.

CAn c6 cac chét phén tach ty thé an toan ma c6 thé tao ra tac dung y hoc mong
mudbn mot cach an toan ma khong gay hai cho ca thé. Cac chit dan xuit phenyl méi duoc

bdc 16 trong sang ché dap ing dugc cac nhu ciu nay.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Sang ché dé cap dén hop chat méi, 5-[(2, 4-dinitrophenoxy)metyl]-1-metyl-2-
nitro-1H-imidazol hodc mudi dugc dung cua n6 (Hop chit A).

Sang ché ciing dé cap dén cac hop chit méi c6 Cong thire I

(Rl)y—goﬁi@

Cong thuc 1,

hodc mudi duge dung cua no, trong do

vong A 1a imidazol, duoc thé bang tir 1 dén 3 nhém thé doc 1ap duge chon tir —
NO> va metyl;

trng nhom R! doc 14p 1a halo, xyano, NO», -C(O)H, -COOH, -C(O)O(C1-4 alkyl),
—C(0)(C1-4 alkyl), C1.4 alkyl, C1.4 alkenyl, hodc C1.4 alkynyl, trong d6 tirng nhém Ci-4 alkyl,
C1.4 alkenyl, va Ci.4 alkynyl nay doc 1ap va tuy y duoc thé bang tir 1 dén 3 nhém thé dugc
chon tir nhom gdm halo, NO», va Xyano;

y bang 1, 2, hodc 3; va

x 12 s6 nguyén nim trong khoang tir 1 dén 6.

Theo mot s6 phuong an, vong A la imidazol, dugc thé béng 2 nhom thé doc lap

dugc chon tir —-NO» va metyl;
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tirmg nhom R! doc 14p 14 halo, NO», C1.4 alkyl, Ci1.4 alkenyl, va Ci.4 alkynyl, trong
do tirng nhom Ci4 alkyl, va Ci.4 alkenyl da néu doc lap va tuy y duoc thé bang tir 1 dén 3
nhém thé dugc chon tir nhom g@)m halo, NO2, va xyano;

y b.':fmg 1, 2, hodc 3; va

x 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 3.

Theo mét s6 phuong an, vong A 1a imidazol, dwoc thé bang 2 nhém thé doc 1ap
duoc chon tir -NO» va metyl;

tirng nhém R! doc 1ap 1a halo, hodc NO2;

y béng 1, 2, hoac 3; va

x 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 2.

Theo mot s phuong an, vong A 1a imidazol, dugc thé bang 2 nhom thé doc lap
duoc chon tir -NO» va metyl;

tng nhom R! doc 14p 1a halo, hoac NO»;

y bé‘mg 1, 2, hoac 3; va

x 14 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 2.

Theo mot sb phuong an, vong A 1a imidazol, duoc thé béng 2 nhom thé doc lap
duoc chon tir —-NO2 va metyl;

ting nhom R' 12 NO»;

y bang 1 hodc 2; va

x 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 2.

Theo mét s6 phuong an, vong A 1a imidazol, dugc thé bang 2 nhém thé doc lap
duogc chon tir -NO> va metyl;

ting nhém R! 12 NO»;

y bang 2; va

x bang 1.

Céc hop chét méi theo sang ché hiru ich dé diéu hoa hoat tinh ty thé, lam gidm
tinh trang béo phi, diu tri cic bénh bao gdm rdi loan chuyén héa, bénh dai thdo dudng va
cac bién chimg lién quan dén bénh d4i thdo dudng nhu bénh tim va chimg suy than, va didu
hoa hodc kiém soat su tang thé trong & dong vét co vu.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 minh hoa mirc phoi nhiém tong cong ctia DNP (mau xam) va Hop chéat A

(mau den) dugc tinh toan bai dién tich dudi duong cong (AUC: Area Under the Curve)
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trong 24 gid dau tién sau khi st dung hop chét nay qua duong miéng va ndéng do tuong
ung cia ndé ma dugc thé hién bén dudi truc x. Mot ntra sb dong vat dugc cho st dung DNP
khong séng s6t trong nghién ctru, didu nay thiét 1ap tri s6 LD50 cho DNP 1a 100mpk.

Fig.2 minh hoa viéc sit dung Hop chét A cho chudt nhit. Nong do cuc dai trong
huyét twong (Cmax) ctia gbc DNP duge lam gidm manh so véi viée cho sir dung DNP truc
tiép, va ddc tinh gidm manh.

Fig.3 cho thdy ring mutc phoi nhiém tdng cong ciia DNP tang theo kiéu tuyén tinh
cho t6i it nhét 12 mtrc 1idu 1500mpk Hop chit A. Mirc phoi nhiém tong cong ctia DNP sau
khi st dung 100mpk DNP duoc thiét 1ap 13 100% trén db thi nay. Mdi diém dit liéu duoc
thé hién & dang mot chdm mau den. Tinh chat tuyén tinh thang (Y=0,1932*x+13,94) dugc
v& dd thi ¢ dang dudng nét lién mau den, va khoang tin cdy 95% duogc v€ dd thi & dang cac
duong nét dit. R2 = 0,9770. Mirc phoi nhiém trén db thi dugc thé hién & dang ty 1€ phan
trdm cia mirc phoi nhiém DNP tdng cdng, trong d6 mirc phoi nhiém sau khi cho st dung
lidu 100mpk DNP dugc thiét 1ap 1a 100%.

Fig.4 cho thdy rang ndng do cuc dai trong huyét twong ciia DNP & chudt nhit duoc
nhan Hop chét A dugc 1am ting tuyén tinh theo lidu, nhung khong dat dugc cing cac muc
nhu dugce quan sat thdy khi cho sir dung lidu LD50 ciia DNP. Nong dd cuc dai cia DNP
sau khi st dung 100mpk DNP dugc thiét 1ap 1a 100% trén do thi nay. Mdi diém dit liéu
duoc thé hién & dang mot chdm mau den. Tinh chit tuyén tinh thang (Y=0/04178%*x+11,34)
duoc vé dd thi & dang dudng nét lién mau den, va khoang tin ciy 95% dugc vé do thi &
dang cac duong nét dat. R*=0,9770.

Fig.5 minh hoa ndéng do trong huyét twong ctia cac enzym ALT, AST va ALP
trong gan cua chudt nhit bi gdy bénh gan nhiém md sau 4 tuan duoc cho sir dung Hop chét
A.

Fig.6 minh hoa lugng glucoza trong mau & cac dong vat dugc diéu tri bang Hop
chit A so v6i cac dong vat dbi chig khong dugc didu tri & thoi gian 120 phut sau khi cho
nhan lidu glucoza quyét dinh & ca ba nhom diéu tri (p<0,05 dbi véi nhom diéu tri bang liéu
25mg/kg va 100mg/kg, p<0,01 déi voi nhom diéu tri bang liéu Smg/kg). Cac khac biét giita
nhém ding chét din va nhém dugc didu tri déu ¢6 y nghia thng ké (p<0,05). Thir nghiém
dung nap glucoza qua duong miéng duoc thuc hién sau nam tuan diéu tri bang Hop chat
A.

Fig.7 minh hoa cac giot lipit trong gan chudt nhit d6i ching & cc con chudt nhit
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dugc cho in theo ché do an thiéu metionin/cholin (MCD: Methionine/Choline-Deficient)
gy bénh viém gan nhiém m& khong do ruou (NASH: Non-Alcoholic Steatohepatitis).

Fig.8 minh hoa céc giot lipit cia chudt nhit trong gan chudt nhat & cic con chuot
nhét dugce cho an theo ché do an MCD giy bénh NASH ma duoc diéu tri bang Smpk Hop
chat A.

Fig.9 minh hoa TNFa va IL-1p trong gan gidm & cac con chudt nhit dugc cho in
thirc an theo ché do &n MCD gay bénh NASH ma dugc didu tri bang Smpk Hop chit A.

Fig.10 minh hoa mtrc TG trong huyét thanh ctia cac nhém nghién ctru thu dugc tir
vidu 5.

Fig.11 minh hoa mtrc FFA trong huyét thanh ctia cac nhém nghién ctru thu duoc
tr vi du 5.

Fig.12 minh hoa mirc TG trong gan cta cac nhém nghién ctru thu duoc tir vi du 5.

Fig.13 minh hoa mirc xeramit trong gan cua cac nhém nghién ctru thu duoc tir vi
du 5.

Fig.14 minh hoa duong cong tiéu thy thirc an cla cdc nhom nghién ctru thu dugc
tr vi du 6.

Fig.15 minh hoa mirc axit béo tu do (FFA: Free Fatty Acid) & nhom thir ba thu
duocttvidu 6. Luuy réng p<0,05, so v6i p<0,01 khi so v6i nhom dung chéit dan (Gia tri
trung binh =+ sai s6 tiéu chuan cta gia tri trung binh).

Fig.16 minh hoa muc triglyxerit (T'G) trong méu thu dugc tir vi du 6 thé hién két
qua & cac nhom duogc diéu tri thap hon so véi d6i chimg dung chét dan trong toan bo cic
nhom nghién ctru.

Fig.17 minh hoa mirc TG trong gan cling thip hon & toan bd cac nhém nghién ciru
ctia vi du 6 va murc giam c6 ¥ nghia thng ké & nhém duge diéu tri bang cac mirc cao nhét
ctia Hop chit A (5,0 mg/kg) v6i p<0,05 so véi nhém dung chét din (Gia tri trung binh +
sai s6 tiéu chudn cua gia tri trung binh).

Fig.18 minh hoa muc insulin trong méau dugc quan sat thap hon trong toan bd cac
nhém diéu tri & vi du 6.

Fig.19 minh hoa tac dung cua Sorafenib khi sir dung riéng va khi sir dung két hop
v6i Hop chét A trong qua trinh diéu tri miu dong vat ghép cing chd dong té bao ung thu
gan Hep3B-luc cua nguoi nhu duge mo ta trong vi du 7.

Fig.20 minh hoa thiét k& thuc nghiém va sy tién trién bénh & mau dong vat bi gdy
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bénh gan nhiém md khong do rugu bang ché do an. Xem vi du 8.

Fig.21 minh hoa su tang thé trong & mAu dong vat bi gy bénh gan nhiém m&
khong do ruou bang ché do an sau khi ché do an Western dugc dwa vao (tuan 0) va trong
cac qua trinh diéu tri (tudn 12-20). Dt liéu cho thdy mirc gidm tbng thé trong dang ké &
nhoém dung Hop chit A véi liéu cao. Xem vi du 8.

Fig.22 minh hoa mirc giam t6ng thé trong dang ké & mau dong vat bi gay bénh
gan nhiém m& khong do rugu bang ché do an sau tam tudn st dung Hop chit A vai lidu
cao. Xem vi du 8.

Fig.23 minh hoa tdc dung cua Hop chét A & liéu thip va lidu cao & mau dong vat
bi gdy bénh gan nhiém m& khéng do ruou bang ché d6 an dbi voi trong luong gan sau tim
tun st dung thuc theo lidu. Xem vi du 8.

Fig.24 minh hoa tdc dung cua Hop chét A & liéu thp va lidu cao & mau dong vt
bi giy bénh gan nhiém m& khong do rugu bang ché d6 an ddi véi trong lwong gan sau tam
tudn sir dung thudc theo lidu. Xem vi du 8.

Fig.25 minh hoa tadc dung cua Hop chét A & liéu thip va lidu cao & mau dong vit
bi gdy bénh gan nhiém m& khong do rugu bang ché do in dbi v6i miac ALT (alanin
aminotransaminaza) trong huyét thanh. Xem vi du 8.

Fig.26 minh hoa tadc dung cua Hop chét A & liéu thip va lidu cao & miu dong vt
bi gdy bénh gan nhidm m& khong do ruou bang ché do in déi véi muc Alk Phos
(phosphataza kiém) trong huyét thanh. Xem vi du 8.

Fig.27 minh hoa tic dung ciia Hop chat A & liéu thap va liéu cao & miu dong vat
bi gay bénh gan nhiém m& khong do rugu bang ché do an ddi v6i mic AST (aspartat
transaminaza) trong huyét thanh. Xem vi du 8.

Fig.28 minh hoa tac dung cua Hop chét A & liéu thip va lidu cao & miu dong vat
bi gdy bénh gan nhiém md& khong do rugu bang ché do an di v6i mic ALB (albumin)
trong huyét thanh. Xem vi du 8.

Fig.29 minh hoa su ting truong té bao ctia cac dong té bao NCI-60 dugc diéu tri
bang Hop chit A hodc DNP & ndng d6 10uM. Xem vi dy 10.

Fig.30 minh hoa qué trinh hinh thanh DNP tir 2uM Hop chét A trong c4c vi thé
gan cua cac loai khic nhau va qua trinh hinh thanh nay can ¢c6 NADPH. Xem vi du 11.

Fig.31 minh hoa nghién ctru ddc tinh & chudt nhit dugc cho st dung liéu lap lai

trong 7 ngay dé danh gia su thay dbi vé cac thong sb tap tinh va do an toan. Hop chat A
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duogc cho dung qua duong miéng ¢ cadc murc cao t6i 500 mg/kg khong gdy ra su rdi loan
chtrc ndng than nhu dugc xac dinh bdi mirc creatinin trong méu, trong khi DNP véi lidu
thap & mic 1 mg/kg lai 1am ting mirc creatinin trong mau. Céc thay d6i vé mirc creatinin
phu thudc vao Cmax.

Fig.32 minh hoa tdc dung cuia Hop chit A & liéu cao & mau dong véat bi gy bénh
gan nhiém m& khong do rugu bang ché d6 an dbi véi mirc ALT, AST va ALP trong huyét
thanh. Xem vi du 8.

Fig.33 minh hoa tac dung cua Hop chit A & lidu cao dbi voi cac diém hoat tinh

NAS va SAF. Ca hai ddu dugc 1am giam dang ké bang Hop chét A.

MO té chi tiét sang ché
Céc dinh nghia

Nhu dugc st dung & day, tit ca cac thuat ngit déu c6 ¥ nghia nhu s& dugc hiéu
theo cach thong thuong boi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc dugc pham.

Nhu dugce st dung & ddy, lugng hitu hidu dugc x4c dinh 14 lwgng can thiét dé tao
ra tac dung diéu tri d6i v6i bénh nhan dugc diéu tri, va thuong dugc x4c dinh dua trén do
tudi, dién tich bé mat, thé trong va tinh trang cua bénh nhan.

Nhu duoc sir dung & day, thuat ngir “dong vat c6 vi”, “bénh nhan” hodc “dbi
tuong” ding dé chi dong vat bét ky bao gdm ngudi, gia siic va dong vat nudi trong gia
dinh. Cum tir “dong vat nudi trong gia dinh” hoac “cac dong vat nudi trong gia dinh” dung
dé chi cac dong vat duoc nudi 1am tht cung. Vi du vé dong vat nuoi trong gia dinh bao
g@)m meo, cho, va ngua.

Nhu dugc st dung & dy, thuat ngit “kidm soat”, “diéu tri” hodc “su didu tri” mot
tinh trang bao gém: (1) e ché bénh, tinh trang hodc r6i loan, nghia 1a 1am ngung lai hoac
lam giam sy phat trién cia bénh hoic céc triéu chl’mg/déu hiéu 1am sang cia nd; hodc (2)
lam thuyén giam bénh, nghia la gy ra su thoai trién ctia bénh hodc cac triéu ching/dau
hi¢u 1am sang cua no.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “duoc dung” ding dé chi tinh chét thich hop
dé dung cho dong vat c6 vii, dong vat nudi trong gia dinh hodc gia stc.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “DNP” dung dé chi 2,4-dinitrophenol hodc
mudi, solvat hodc san phidm cong ctia né.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngir “rbi loan chuyén hoa” dung dé chi tinh trang
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duoc dic trung boi sy thay ddi hodc rdi loan & chirc nang chuyén héa.

Nhu dugce st dung & day, thuat ngit “mubi duge dung” dung dé chi mudi 12 axit
duoc dung khong doc, bao gém axit vO co, axit hitu co, solvat hodc hydrat cua no.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit “chét mang duoc dung” ding dé chi nguyén
liu, ché phém hodc chét mang dugc dung nhu chit don, chét 6n dinh, tic nhan phén tan,
tac nhan tao hon dich, chét pha loang, ta dugc, tac nhan lam déc, dung moi hodc nguyén
liéu tao nang dang long hoac ran.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét cac hop chit méi c6 Cong thire 1

(Rl}y——©/oﬁi@

Cong thire I,

hoac mudi duge dung cia no, trong do

vong A la imidazol, dugc thé bang tir 1 dén 3 nhém thé doc lap duge chon tir —
NO2 va metyl;

timg nhém R! doc 14p 1a halo, xyano, NO», -C(O)H, -COOH, -C(O)O(C1-4 alkyl),
—C(0)(C1-4 alkyl), Ci-4 alkyl, C1-4 alkenyl, hodc Ci4 alkynyl, trong d6 timg nhom Ci.4 alkyl,
Ci4 alkenyl, va Ci4 alkynyl da néu doc lap va tily ¥ dugc thé bang tir 1 dén 3 nhém thé
duogc chon tir nhém gém halo, NO», va xyano;

y béng 1,2, hodc 3; va

x 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 6.

Theo mot s6 phuong 4n, vong A la imidazol, dugc thé bang 2 nhém thé doc 1ap
dugc chon tir —-NO; va metyl;

tirng nhoém R! doc 1ap 1a halo, NO, C1.4 alkyl, C1.4 alkenyl, va Ci.4 alkynyl, trong
d6 timg nhém C.4 alkyl va C1.4 alkenyl da néu doc 1ap va tiry ¥ dugc thé bang tir 1 dén 3
nhom thé duge chon tir nhém g@)m halo, NO», va xyano;

y bang 1, 2, hodc 3; va

x 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 3.

Theo mét sé phuong 4n, vong A 1a imidazol, dugc thé bang 2 nhom thé doc lap
duoc chon tir —-NO; va metyl;

tirng nhom R! doc 14p 1a halo, hoac NO;

y béng 1, 2, hoac 3; va
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x 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 2.

Theo mét s6 phuong 4n, vong A 1a imidazol, duoc thé bang 2 nhém thé doc 1ap
dugce chon tir -NO» va metyl;

tirng nhom R! doc 1ap 1a halo, hodc NO2;

y béng 1,2, hodc 3; va

x 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 2.

Theo mot s6 phuong 4n, vong A 1a imidazol, duoc thé bang 2 nhém thé doc 1ap
duoc chon tir -NO> va metyl;

timg nhom R! 1a NO»;

y bang 1 hodc 2; va

x 12 s6 nguyén nam trong khoang tir 1 dén 2.

Theo mét s phuong an, vong A 1a imidazol, duoc thé béng 2 nhém thé doc lap
duoc chon tir -NO> va metyl;

timg nhom R! 1a NO»;

y bang 2; va

x bang 1.

Theo mét sé phuong an, vong A 1a 1-imidazolyl, 5-imidazolyl, hodc 2-imidazolyl.

Theo mdt s6 phuong an, vong A 1a 1-imidazolyl hodc 5-imidazolyl.

Theo mét sé phuong an, vong A 1a 1-imidazolyl.

Theo mot s6 phuong 4n, vong A 1a 5-imidazolyl.

Theo mot sé phuong an, vong A 1a 2-imidazolyl.

Theo mdt s6 phuong an, vong A 1a

?é /< ;,{N/\\N /AN ;;\N/A ?{)N;\;N gN/é
)\/ , OaN OzN/\\<

NO2  hoiic NO,

Theo mét sé phuong 4n, vong A 1a

(s S Sl Tl = S

NOZ NOZ OoN 02N , hoac O.N

Theo mot sé phuong 4n, vong A 1a
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fa NO, i
SN Hsc\N)%N HaC~ SN

O,N ’ _hodc ON

Theo mét sd phuong 4n, timg nhom R! dc 1ap 1a halo, xyano, NOa, Ci4 alkyl
ho#c Ci.4 alkenyl, trong d6 tirng nhém Ci.4 alkyl, va Ci.4 alkenyl da néu doc 1ap va tuy y
duoc thé béng tir 1 dén 3 nhom thé xyano hogc flo.

Theo mdt s6 phwong an, nhém thé halo duoc chon tir Cl va Br. Theo mot phuong
4n khac, R! 1a CH,F, CHF2, hodc CFs.

Theo mét s6 phuong 4n, timg nhém Ci.4 alkyl doc 1ap 1a metyl, etyl, propyl, hodc
butyl. Theo mot s& phwong 4n khac, tirng nhém Ci.4 alkyl doc 1ap 1a propyl hodc butyl.
Theo cac phuong an khéc nita, timg nhom Ci.4 alkyl doc 14p la butyl. Theo mdt phuong an
khéc, tirng nhom Ci.4 alkyl 1a zert-butyl.

Theo mdt s6 phwong 4n, timg nhém Ci.4 alkenyl doc 14p 1a etenyl, alyl, but-3-en-
1-yl, hodc but-2-en-1-yl, tuy y dugc thé bang tir 1 dén 3 nhém thé xyano. Theo mot s6
phuong an khac, nhém Ci.4 alkenyl da néu dugc thé bang hai nhom thé xyano. Theo mot

CN

~ “CN
phuong an khac, nhom Ci.4 alkenyl da néu la

Theo mdt s6 phuong an, R! 1a NO,.
Theo mét sé phuong an, R! 14 halo hodc NO».
Theo mot sb phuong an, y bang 2 va timg nhém R! 12 NO» hoc halo.

Theo mdt sé phwong 4n, gbc

O~
R
y
duoc chon tur
NO,  NO Br NO, cl
' =
O,N = = \Q Br c” N cl cl
% ¥ Ox. Oy

O K O O

CN

b

NC™ ™

o}
,va *
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Theo mot sb phuong 4n, tmg nhém R! dc 14p 1a halo, xyano, NO2, C14 alkyl
hodc Ci.4 alkenyl, trong do tirng nhém Ci.4 alkyl va Ci4 alkenyl da néu doc lap va tuy y
duoc thé bang tir 1 dén 3 nhom thé xyano va vong A 1a imidazol, dugc thé bang 2 nhom
thé doc 1ap duoc chon tir —-NO, hodc metyl; hodc vong A 1a imidazol, dugce thé bang mot
nhom —NOz va mot nhém metyl; hodc vong A dugce chon tir nhom gém I-imidazolyl, 5-
imidazolyl, va 2-imidazolyl; hodc vong A dugc chon tir nhom gém 1-imidazolyl va 5-
imidazolyl; hodc vong A 1a 1-imidazolyl; hoac vong A 1a 5-imidazolyl; hodc vong A 1a 2-

imidazolyl; hoac vong A la:

ﬁN/\\ EK‘N/\<

O M Ao R O U T
O,N OZNH OZNH NO, NO, NO, N7 ONO,

3 b > 3 S b b

/

_N__N HN_ N
/N NH ~ \ Z
WA R v
NOz =~ N7 "NOz =~ ON " OoN ,hoic O2N  : hoic vong A dugce chon
Loe
RNV \N/KN ~N"N

Theo mot sb phuong an, timg nhom R! doc 1ap 1a Cl, Br, xyano, NO2, metyl, etyl,
propyl, butyl etenyl, alyl, but-3-en-1-yl, hodc but-2-en-1-yl, trong d6 etenyl, alyl, but-3-
en-1-yl, hoac but-2-en-1-yl da néu tuy y duoc thé bang tir 1 dén 3 nhom thé xyano va vong
A 12 imidazol, dugc thé bang 2 nhom thé doc 1ap dugce chon tir -NO; hodc metyl; hodc
vong A la imidazol, dugc thé béng mot nhom —NO2 va mot nhom metyl; hodc vong A dugce
chon tir nhém gém 1-imidazolyl, 5-imidazolyl, va 2-imidazolyl; hodc vong A dugc chon
tir nhém gdém 1-imidazolyl va 5-imidazolyl; hodc vong A 1a 1-imidazolyl; hodc vong A 1a

5-imidazolyl; hodc vong A 1a 2-imidazolyl; hodc vong A la:

P’iN/é SN SiN/é f\N:\LN 3{’\‘:\\1 3{N:\(N /
D R S M L T

NO, NO; | NO, N~ "NOz

NOz, N7 "NOz ON O ,hoac O2N  :hoidc vong A duogc chon
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Theo mot s6 phuong 4n, tmg nhoém R! doc 1ap 1a Cl, Br, xyano, NO», metyl, ter-
butyl, hoac etenyl, trong do etenyl da néu tuy y dugc thé bang tir 1 dén 3 nhom thé xyano
va vong A 1a imidazol, duoc thé béng 2 nhém thé doc 1ap dugc chon tr —-NO; hodc metyl;
hodc vong A 1a imidazol, duoc thé bang mdt nhom —NO, va mot nhoém metyl; hodc vong
A duoc chon tir nhém gdm 1-imidazolyl, 5-imidazolyl, va 2-imidazolyl; hodc vong A dugc
chon tir nhém gdm 1-imidazolyl va 5-imidazolyl; hodc vong A 1a 1-imidazolyl; hodc vong

A 1a 5-imidazolyl; hoac vong A 1a 2-imidazolyl; hodc vong A la:

J</ < v /\Q<N
02N OZNH OzN)\< N02 N02 ,

/ A S 2

?gN/é FNA ?{N/é ?{N/éN 3<N/% ?S\N/éN %
e

NO,

~N__N HN_ N
J N NH 2 \ ~
W PN Y |
NOz = 'N” "NOz O N " OoN ,hoic O2N  : hoic vong A dugce chon
I
N ~ AN
RAVEON Ny N N

Theo mét sé phuong an, gbc

(R1>y—©/0\i

duoc chon tu

NO, NO, Br NO, o
O2N O,N NO,
¢, o Ox o% %, ¥ %, %

>
CN

NC™ ™

0
, va ¥

va vong A 1a imidazol, dugc thé bang 2 nhém thé doc lap duge chon tir -NO» hodc metyl;
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hodc vong A 1a imidazol, dugc thé bang mot nhém —NO> va mot nhém metyl; hodc vong
A duoc chon tir nhém g@)m 1-imidazolyl, 5-imidazolyl, va 2-imidazolyl; hodc vong A dugc
chon tir nhém gdm 1-imidazolyl va 5-imidazolyl; hodc vong A 1a 1-imidazolyl; hodc vong

A 1a 5-imidazolyl; hodc vong A 1a 2-imidazolyl; hodc vong A la:

N O N Ay Ay A y
O o e RRR T

A
=z
T
i
2
4
by
9
P
[
/
5

NO,
% M X }5,:(
N NH —N__N N\ HN__N
S Gy N ¥
NO;  'N” "NOz ~ ON ,hoac ©2N ; hoic vong A dugc chon
Lo X
NN \N*\N ~NTSN
- - \—/

Theo mét sé phuong 4n, y bang 1. Theo mot s6 phuong an, y bing 2. Theo mot s6
phuong an, y bang 3.
Theo mot sd phuong 4n, x 1a s6 nguyén nam trong khoang tr 1 dén 3. Theo mot
phuong an khéc, x bang 1. Theo mdt phwong 4n khac nita, x bing 2.
Theo mét sé phuong 4n, cac hop chat m&i theo sang ché c6 thé duoc thé hién bang
Cong thuec Ila:
NO,

(R%—CVOWN

Cong thuc Ila
hoac mudi dugc dung ctia nd, trong d6 R! va y dugc xac dinh nhu & trén.

Theo mét sd phuong 4n cia Cong thirc ITa, y bang 1 va R! 1a NO,. Theo mét
phuong an khéc, y bang 2 va timg nhom R! doc 1ap 1a NO; hodc halo. Theo mdt phuong
an khac, y bang 2 va ting nhém R doc 14p 12 NO», Cl, hodc Br. Theo mdt phwrong dn khéc,
y bang 3 va timg nhém R! ddc lap 1a NO> hodc Cl. Theo mot phuong én khéc, y bang 3 va
tirng nhém R! doc 14p 1a metyl hodc ferz-butyl. Theo mot phwong an khac, y bang 3 va timg
nhém R! doc 14p 1a zert-butyl hodc
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CN
KKCN

Theo mot sd phuong an, cac hop chit ma&i theo sang ché c6 thé duoc thé hién béng
Cong thure IIb:

——

Rl

—
“«

O,N
Cong thuce IIb

hodc mubi duoc dung ctia n6, trong d6 R! va y dugc xac dinh nhu & trén.

Theo mot sb phuong an ctia Cong thire IIb, y bang 1 va timg nhom R! doc lap 1a
NO:. Theo mot phwong an khéc, y bang 2 va timg nhém R! ddc 1ap 12 NO; hodc halo. Theo
mot phuong an khac, y bang 2 va timg nhém R! doc 14p 12 NO2 hodc Cl. Theo mdt phuong
4n khéc, y bing 3 va timg nhom R! doc 1ap 1a NO; hodc Cl.

Theo mot phuong an, hop chit m&i theo sang ché dugc chon tir cac hop chét duoc
liét ké trong bang A dudi day.

Béang A

Hop chat # Tén cong thirc ciu tao Cong thirc ciu tao

1-[2-(2,4-Dinitro-phenoxy)-etyl]-
2-metyl-5-nitro-1 H-imidazol

= 5-(2,4-Dinitro-phenoxymetyl)-1-

(Hop chét A) metyl-2-nitro-1H-imidazol

1-Metyl-2-nitro-5-(4-nitro-

3
phenoxymetyl)-1H-imidazol

A 1-Metyl-2-nitro-5-(3-nitro-
phenoxymetyl)-1H-imidazol

5 5-(3,5-Dinitro-phenoxymetyl)-1-

metyl-2-nitro-1 H-imidazol
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Hop chat # Tén cong thirc ciu tao Cong thirc ciu tao
5-(2,4-Diclo-phenoxymetyl)-1-
6 metyl-2-nitro-1H-
imidazolimidazol
. 5- ((2.,4-dibromophenoxy)metyl)-
1-metyl-2-nitro-1H-imidazol
5-(2,6-Diclo-4-nitro- Cl |
. O2N N__NO,
8 phenoxymetyl)-1-metyl-2-nitro- O/\<\_W/
N
1 H-imidazol Cl
2-(3,5-di-tert-butyl-4-((1-metyl-2- HC cn,
CH
o nitro-1H-imidazol-5- NC—/ CHs N ’ NO
2
yl)metoxy)benzyliden)malononitr CN OA(LI?/
il HoC Ly e
| HiC op,
5-((2,6-di-tert-butyl-4- HaC CH, CHs
N
10 metylphenoxy)metyl)-1-metyl-2- O/\(\‘ D NO,
nitro-1H-imidazol H.c”>CH N
3 H3 3
" 2-Metyl-5-nitro-1-(4-nitro- 0 ZN\Q\O /\NJEN
phenoxymetyl)-1H-imidazol o N>J
2
2-Metyl-5-nitro-1-(3-nitro- J\
12 Q\ O/\ N _: N
phenoxymetyl)-1H-imidazol O,N ON
2
O,N
" 1-(3,5-Dinitro-phenoxymetyl)-2- Q\ . )sN
metyl-5-nitro-1H-imidazol o >—‘=’J
O2N O,N
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Hop chét # Tén cong thirc ciu tao Cong thirc ciu tao

14 1-(2,4-Diclo-phenoxymetyl)-2- C'\Q\ /\NLN
) —
metyl-5-nitro-1H-imidazol >—J
Cl OxN

1-(2,6-Diclo-4-nitro-

Cl
| o A
15 phenoxymetyl)-2-metyl-5-nitro- o N>__ﬁN
Cl OxN

1H-imidazol

N
16 2 ((24-dinitrophenoxy)metyl)-1- OZNQOMJI
N
\o, HeC NO,

metyl-5-nitro-1H-imidazol

2-[2-(2,4-Dinitro-phenoxy)-etyl]-

17
1-metyl-5-nitro-1H-imidazol

12 1-Metyl-5-nitro-2-(4-nitro-
phenoxymetyl)-1H-imidazol

0 1-Metyl-5-nitro-2-(3-nitro-
phenoxymetyl)-1H-imidazol

20 2-(3,5-Dinitro-phenoxymetyl)-1-
metyl-5-nitro-1H-imidazol

” 2-(2,4-Diclo-phenoxymetyl)-1-
metyl-5-nitro-1H-imidazol
2-(2,6-Diclo-4-nitro-

22

phenoxymetyl)-1-metyl-5-nitro-

1H-imidazol

Theo mot phwong 4n, sang ché dé cap dén hop chit méi, 5-[(2, 4-
dinitrophenoxy)metyl]-1-metyl-2-nitro-1H-imidazol hodc mudi duoc dung cia né.
Theo mdt phuong 4n khac, hop chit méi theo sang ché hitu ich dé diéu trj cac rdi

loan lién quan dn ty thé, bao gdm nhung khong chi gi¢i han &, bénh béo phi, bénh dai
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thao duong, chiing khang insulin, va bénh suy tim hodc suy than ¢ dong vat c6 va can diéu
tri.

Theo mot phuwong an khac, hop chit méi theo sang ché hiru ich dé diéu tri bénh,
rdi loan va tinh trang lién quan dén cac khiém khuyét vé& chirc nang ty thé & dong vat c6 va
can diéu tri.

Theo mdt phuong an khac, hop chéit mai theo sang ché c6 thé kich thich mirc tiéu
thu oxy (OCR: Oxygen Consumption Rate) & dong vat c6 va can diéu tri.

Theo mot phuong an khac, hgp chit méi theo sang ché hiru ich dé diéu tri bénh
dai thao duong, bao gdm nhung khong chi gi6i han &, bénh gan nhiém m& khong do rugu
(NAFLD), bénh viém gan nhiém mé& khong do rugu (NASH), bénh thodi hdéa m& & gan, va
bénh dai thao dudng typ 2 (T2DM) & dong vat c6 via can diéu tri.

Theo mdt phuong 4an khéc, hop chat méi theo sang ché hitu ich dé diéu tri chung
loan dudng md (méc phai hodc di truyén) & dong vat c6 via cin diéu tri.

Theo mdt phuong 4n khéc, hop chét méi theo sang ché hiru ich dé diéu tri chung
tang triglyxerit huyét & dong vat c6 vii can diéu tri.

Theo mét phuong an khéc, hop chit méi theo sang ché hiru ich dé diéu tri cac
bénh hoic rdi loan chuyén hoa & dong vat c6 vu can diéu tri.

Theo mdt phuong &n khac, hgp chét méi theo sang ché hiru ich dé diéu tri bénh
béo phi hodc lam gidm tinh trang béo phi & dong vat ¢6 vii can diéu tri.

Theo mot phuong én khéc, hop chét méi theo sang ché hiru ich dé kiém soat hodc
phong ngira su tang thé trong hodc duy tri thé trong & dong vat c¢6 via can diéu tri.

Theo mdt phuong an khéc, hop chét méi theo sang ché hiru ich dé kiém soat hodc
phong ngtra bénh béo phi hodc tinh trang thira chét béo trong co thé & dong vat ¢6 v can
diéu tri.

Theo mdt phuong an khéc, hop chét m&i theo sang ché hitu ich dé diéu tri chung
rdi loan lipit huyét & dong vat c6 v can diéu tri.

Theo mdt phuong an khac, hop chit méi theo sang ché hitu ich dé diéu tri bénh
tim mach ¢ dong vat co va can diéu tri.

Theo mot phuong 4n khéc, hop chit mai theo sang ché hiru ich dé diéu tri bénh
tim & dong vat co vu can diéu tri.

Theo mdt phuong &n khac, hop chit méi theo sang ché hiru ich dé diéu tri bénh

tim mach & dong vat c6 va can diéu tri.
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Theo mot phuong an khéc, hop chit méi theo sang ché hitu ich dé diéu tri bénh
vita xo dong mach & dong vat co va can diéu tri.

Theo mdt phuong an khac, hop chét méi theo sang ché hiru ich dé kiém soat hoic
phong ngua tén thuwong thiéu mau - tai twéi méu & dong vat c6 vi can diéu tri.

Theo mot phuong an khac, hop chét méi theo sang ché hiru ich dé diéu tri chung
viém va chimg xo héa gay ra bénh NASH.

Theo mot phuong an khéc, sang ché dé cap dén duoc pham bao gdm chit mang
dugc dung va hop chit méi theo sang ché.

Cac dudng ding thude

Khi st dung trong diéu tri dé kiém soat hodc phong nglra su tang thé trong & dong
vat ¢6 vu, hop chét theo sang ché hodc cac duge phém clia n6 ¢6 thé duoc s dung qua
duong miéng, hodc ngoai dudng tiéu hoa.

Theo céc phuong an nhat dinh, hop chét theo sang ché hodc cac duge phim cia
n6 ¢6 thé duge st dung mot 1an hing ngay qua dudng miéng.

Muébi duoce dung

Hop chét c6 cong thirc I ¢ thé duoc st dung ¢ dang tu nhién ctia n6é hodc ¢ dang
mudi. Trong trudng hop viéc tao ra mudi axit hodc bazo khong doc 6n dinh duge mong
mudn, viée st dung hop chét nay & dang mudi duoc dung c6 thé tré nén thich hop.

Cac mubi duge dung thich hop bao gdbm mudi dugc diéu ché tir axit vo6 co hodc
hitu co gém sulfat, hydro sulfat, axit clohydric, axit bromhydric, axit hydriodic, axit nitric,
axit cacbonic, axit sulfuric, axit phosphoric, axit formic, axit axetic, axit propionic, axit
suxinic, axit glycolic, axit gluconic, axit lactic, axit malic, axit tartric, axit Xitric, axit
ascorbic, axit glucuronic, axit maleic, axit fumaric, axit pyruvic, axit aspartic, axit
glutamic, axit benzoic, axit antranilic, axit 4-hydroxy benzoic, axit phenylaxetic, axit
mandelic, axit embonic (pamoic), axit metansulfonic, axit etansulfonic, axit
benzensulfonic, axit pantothenic, axit triflometansulfonic, axit sulfanilic, axit stearic, axit
alginic, axit 2-hydroxyetansulfonic, axit p-toluen sulfonic, axit xyclohexylaminosulfonic,
axit salixylic, axit galactaric, axit B-hydroxybutyric va axit galacturonic; hoac mubi duge
didu ché tir mubi amoni va mubi kim loai bao gém mubi canxi, magie, kali, natri va kém.
Duoc phém/Dang bao ché

Céc duoc phim theo sang ché c6 thé dugc san xuét theo cc quy trinh da dugc biét

rd trong linh vue, vi du, bang cac qud trinh tron, hoa tan, tao hat, tao vién bao duong, tao
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thé lo ltng, tao nhii, bao nang, tao bay giit, lam dong khd nhanh hodc sdy phun thong
thuong.

Céc duoc phim dé sir dung theo séng ché c6 thé dugc bao ché theo cach thong
thuong bang cach sir dung mot hodc nhiéu chit mang dugc dung bao gdm ta dugc va chat
phu trg dé tao diéu kién thuan loi cho viéc xir Iy hoat chét thanh ché _phém ma c6 thé duoc
sir dung 1am duoc phim. Dang bao ché phu hop phu thudc vao duong ding thube dugc
chon. Cac ta duoc va chit mang dugc dung thuong 1a da biét dbi véi ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay, va do d6 s€ dugc bao gbm trong sdng ché. Cac ta duoc va
chit mang nhu vy duoc mo ta ching han trong “Remington’s Pharmaceutical Sciences™
Mack Pub. Co., New Jersey (1991).

Liéu luong

Céac duge phdm thich hop dé sir dung trong sang ché bao gdbm cac duge pham
trong d6 cac hoat chit dugc chira v6i lugng du dé dat duoc muc dich du dinh, nghia 13,
kiém soat hoic phong nglra su tang thé trong, hodc duy tri thé trong.

Luong hop phan hoat tinh, ma 12 hop chét méi theo sang ché, trong duoc pham va
dang lidu don vi ctia n6 ¢6 thé dugc thay ddi hodc diéu chinh tuy thudc vao hiéu luc cia
hop chét cu thé va ndng do mong mudn. Nguoi 6 hiéu biét trung binh trong linh vyc hoan
toan c6 kha niang x4c dinh luong hitu hiéu dé diéu tri. Noi chung, lugng hop phan hoat tinh
s& nam trong khoang tir 0,01% dén 99,9% theo trong lugng cuia dugc pham.

Noi chung, lwong hiru hiéu dé diéu tri trong liéu lugng cta hop phan hoat tinh c6
thé nam trong khoang tir khoang 0,001 dén khoang 1000 mg/kg thé trong/ngay. Liéu mong
mubn ¢6 thé dugce trinh bay mot cach thuan tién trong liéu don hoac thanh cac lidu chia
duoc sir dung & céc khoang thoi gian phu hop, vi du nhu hai, ba, bon hodc nhiéu liéu phu
mdi ngay.

Theo mét sd phuong 4n, lugng hitu hiéu cia hop chét méi theo sang ché 16n hon
khoang 0,01 mg/kg. Theo cac phuong 4n khéc, lugng hitu hiéu cta hop chit méi nam trong
khoang tir khoang 0,01 mg/kg dén khoang 1000 mg/kg va bat ky va tat ca cac sb gia toan
phin hodc mot phan trong khoang d6, bao g6m khoang 0,1 mg/kg, khoang 1 mg/kg, khoang
0,01 mg/kg, khoang 0,1 mg/kg, khoang 1 mg/kg, khoang 10 mg/kg, va khoang 100 mg/kg.

Theo mét s6 phuong 4n, luwgng hitu hig¢u cua hop chat moi 1a khoang 100-50
mg/kg. Theo mot s6 phuong 4n, luong hitu hiéu cua hgp chit méi 1a khoang 50-10 mg/kg.
Theo mét sé phuong 4n, lwong hitu hiéu cia hop chit méi 12 khoang 10-5 mg/kg. Theo
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mot sé phuong 4n, lwong hitu hiéu cta hop chit mai 1a khoang 5-2,5 mg/kg.

Vi du thwe hién sdng ché
Céc dinh nghia
ALT = alanin aminotransaminaza.
AST = aspartat transaminaza.
ALP = phosphataza kiém.
ALB = albumin.

So d6 tong hop chung

OH
X
1 I +
R )—y Q/ HO\{ 3x/< : >
Ph hap A \
FHORSPRERS DIAD, PPh, o
oa
K,CO3, D
T S

Phuong phép B

Céc hop chét co cong thirc I c6 thé duge diéu ché bang cac phuong phap tong hop
da biét dbi voi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc. Hai trong sd cac phuong phép
nay duoc thé hién trén So dod 1, trong d6 cac bién s6 vong A, R!, x, va y 1a nhu dugc xac
dinh trén ddy, va khong dugc du dinh giéi han pham vi bao ho cla sang ché theo bét ky
cach nao. Thuc vay, co thé con c6 nhidu cach hon nita dé téng hop cac hop chét theo séng
ché.

Nhu duge thé hién & Phuong phap A, phuong phép hoa hoc Mitsunobu ¢6 thé dugc
sit dung dé hoat héa oxy hydroxyl ctia hop chét imidazol bang cach st dung t6 hop chat
phan tmg nhu diisopropyl azodicarboxylat (DIAD) hodc dietyl azodicarboxylat (DEAD)
véi triphenylphosphin, dé tao didu kién thuan lgi cho phan tng thé 4i nhan cta hydroxyl
hoat hoa bang phenol.

Céc hop chét c6 cong thirc I cling ¢6 thé dugc tao ra bang phan tng thé i nhan &
vong thom theo Phuong phép B. O day, hop chat flophenyl dugc cho phan tng v6i hop
chét imidazol trong diéu kién bazo nhe, nhu kali cacbonat trong dimetylformamit. Phan
g thé florua bang nhém hydroxyl ctia hop chat imidazol tao ra lién két ete cho hop chat

co6 cong thuce L.
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Vi du 1: Ndng do trong huyét twong ciia DNP va Hop chét A sau khi stt dung DNP hodc
Hop chét A

Nguyén liéu va phuong phép: Chudt duc C57BL/6 5-7 tuan tudi c6 trong lugng 18-
20g thu dugc tir Beijing Vital River Co., LTD. Céac con vét nay duogc cach ly trong 16ng
polycacbonat dat trong phong thong gio tdt, c6 moi trudng duoc theo ddi va duy tri & nhiét
d6 22+3°C va do Am twong ddi nim trong khoang 40%-80% trong cic phong duoc thdi khi
theo dong chay ting véi s6 lwong 3 con trong mdi 16ng trong thoi gian 7 ngay trudce khi va
trong sudt nghién ctru. Pén huynh quang cung cép thoi gian chiéu sang khoang 12 gid mdi
ngay. Nguyén liéu 16t nén 16ng 14 16i ngd duge thay mot 1an mdi tudn. Mbi con chudt nhat
duoc gan mot sb dinh danh. Cac con chuot nhét duoc cho tiép can voi thire an dang hat kho
dugc tiét tring bang cach chiéu xa (Beijing Keaoxieli Feed Co., Ltd., Beijing, China) va
nuée udng vo trung tly ¥ trong sudt toan b qua trinh nghién ciru.

Trén co s thé trong, cac con vat dugc gan mot cach ngéu nhién (n=4) vao nhém
tuong g bang cach str dung phwong phap ngiu nhién hoa dugce tao ra bang may tinh. Cac
lidu sau day duoc cho sir dung bang cach dua qua dng theo duong miéng trong dung dich
DMSO 7,1% trong nuée mudi sinh Iy: Mot minh chét din (DMSO 7,1% trong nuéc mubi),
100mg/kg DNP, va 1, 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 1000, 1250, 1500mg/kg Hop
chit A. DNP thu duoc tir Sinopharm Chemical Reagent Beijing Co., Ltd. DMSO thu duoc
tr Sigma Aldrich.

Huyét twong duogc thu gom vao céac 6ng ly tim phu heparin dung tich 0,5 ml bang
céch choc hdc mét sau thoi gian 0, 15 phut, 30 phut, 45 phut, 1 gio, 2 gio, 3 giv , 4 giv, 6
gio, 8 gio, 12 gio, 20 gio va 24 gio.

Cac mau duogc ly thm trong thoi gian 5 phit & téc do 4000 rcf trén may ly tam dé
ban. Dich ndi bé mit trong dwoc chuyén vao 6ng mai va bao quan & nhiét do -80°C dé phan
tich dugc dong hoc.

Toan bd phan tich théng ké dugc tién hanh, va mirc y nghia dugc thiét 1ap ¢ mirc
P<0,05. Cac gia tri trung binh cua nhom va sai sé chuén dugce tinh toan dbi véi tat ca cac
tham s6 do ma nghién ctru thiét ké. Cac so sitnh ANOVA mot chiéu trong cdc nhém duge
thuc hién voi phan mém SPSS 17.0.

Két qua: Hai (50%) trong s6 cac con vat dugc cho sir dung liéu 100mg/kg DNP chét

trong vong hai gi¢ dau sau khi st dung va mét trong s6 cc con vat duge cho st dung li€u
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1500mg/kg Hop chét A bi chét sau 12 gio. Khong c6 cac triéu chimg 1am sang bét thuong
nao khac dugc quan sat théy trong toan bo thi nghiém. Phan tich duoc dong hoc cho théy
rang Hop chit A dugc thiy phan thanh gbc DNP, va Hop chit A dugc phét hién trong
huyét tuong chi véi lwgng nhé & cac con vét duge cho ding lidu cao nhét. Fig.1 va Fig.2
cho thdy & cac con vat dugc cho sit dung Hop chét A, ndng do cuc dai trong huyét tuong
(Cmax) cua géc DNP dugc giam manh so véi viée st dung DNP mot cach truc tiép. Khong
¢6 nhém nao trong sb cac nhom tiép nhan Hop chét A dat dén cung tri s6 Cmax nhur nhém
tiép nhan DNP. Tmax bi tré & cac con vat duoc cho st dung Hop chit A. Déng thoi, do
dwoc muc phoi nhiém tong cong cao hon dang ké ctia gbc DNP & céc con vat duge cho su
dung Hop chit A so véi trudmg hop dugce cho st dung DNP. Tém lai, Hop chét A 1a duoc
chit an toan hon so v6i DNP do ¢6 tri s6 Cmax giam. Ca mtc phoi nhiém tbng cong va

Cmax cua gbc DNP déu tang theo liéu Hop chét A theo kiéu tuyén tinh.

Vi du 2: Nong do trong huyét twrong ciia enzym gan ALT, AST va ALP sau khi st dung
Hop chit A cho chudt nhit bi gdy bénh gan nhiém m&

Chuot duc C57BL/6 thu dugc tir Beijing Vital River Co., LTD. Céac con vat nay
dugc cach ly trong 10ng polycacbonat dit trong phong thong gio tt, c6 mdi trudng duge
theo doi va duy tri ¢ nhiét d¢ 22+3°C va do 4m tuong d6i ndm trong khoang 40%-80%
trong cac phong dugc thdi khi theo dong chay tang véi s6 lugng 3 con trong mdi 16ng trong
thoi gian 7 ngay trude khi va trong sudt nghién ctru. Dén huynh quang cung cép thoi gian
chiéu sang khoang 12 gi& mdi ngay. Chudt duge cho tiép can v6i thirc an dang hat kho
duoc tiét tring bing cach chiéu xa (Beijing Keaoxieli Feed Co., Ltd., Beijing, China) va
nude ubng vo tring tiy v trong sudt tudn dau tién.

Sau khi thich nghi, va trong sudt qua trinh nghién ctru, thirc dn dugc thay ddi thanh
thtrc an thiéu hut metionin/cholin (MCD: methionine/choline-deficient chow) dé gay bénh
gan nhiém md khong do rugu (NAFLD: Nonalcoholic Fatty Liver Disease) & cac con vat.
Sau bén tuén sir dung MCD, cac con véat dugc chia thanh bdn nhoém (n=8) va dugc cho st
dung liéu Ompk, Smpk, 25mpk hodc 100mpk Hop cht A bing cach dua qua dng theo
duong miéng trong dung dich DMSO 7,1% trong nuéc mudi sinh 1y.

Mau dugc thu gom vao 6ng khong chira chét chéng dong, cic mau huyét thanh
dugc xt ly ngay lap tic bang cach ly tim & 4°C, 6000 g trong 15 phut, va sau d6 dugc

chuyén vao mdt ong nghiém méi. Cac mau dugc phan tich doi véi ba loai enzym gan: ALT;
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AST;va ALP béng cach st dung thiét bi phén tich sinh héa tw dong TOSHIBA TBA-40FR.

Két qua: Nhu dugc thdy trén Fig.5, cac mic ALT va AST ting manh & cdc chudt
nhét dugc cho sitr dung MCD. C4c mirc nay dugc lam giam bang Hop chat A theo cach phu
thudc vao lidu. Cac mirc giam c6 y nghia théng ké duoc quan sat thdy & muec liéu Smpk va
100mpk, trong khi y nghia thong ké chi dat duoc & nhém st dung mirc lidu 25mpk khi hai

gia tri ngoai 1€ théng ké dugc loai bo khoi phan tich.

Vidu 3: Thtr nghiém dung nap glucoza qua duong miéng sau khi sir dung Hop chét
A cho chudt nhit bi giy bénh gan nhiém m&

Céc con chudt nhit duge xir Iy nhu dd mo ta & Vi du 2. Thir nghiém dung nap
glucoza qua dudng miéng (OGTT: Oral Glucose Tolerance Test) dugc tién hanh déi voi
tat ca cac con vat dugc nghién ciru sau ndm tudn diéu tri bang Hop chit A. Mirc glucoza
chuén (thoi gian 0) duge do sau 16 gio nhin dn. Sau khi cho st dung qua dudng miéng
glucoza véi mure 2 g/kg, mic glucoza trong mau dugc do ¢ thoi diém 30, 60 va 120 phut
bang cach str dung hé théng Accu-Chek Performa.

Két qua: Cac muc glucoza trong méu thap hon dang ké & thoi gian 120 phut sau thi
nghiém glucoza & ca ba nhom diéu tri (p<0,05 d6i v6i nhom diéu tri bang lidu 25mg/kg va

100mg/kg, p<0,01 dbi v6i nhom diéu tri bang liéu Smg/kg). Xem Fig.6.

Vi du 4: Dénh gié tac dung ciia Hop chdt A & mAu chudt nhit bi gdy bénh NASH béng
ché do an MCD.

Céc tac gia sang ché cho thdy rang Hop chéat A lam giam bénh viém gan nhiém
mé va xytokin gdy viém & gan chudt nhét bi gdy bénh NASH bang ché do an MCD. Su
xuét hién cia cac giot lipit dugc giam sau 6 tudn diéu tri. Xem Fig.7 va Fig.8. Cac hinh
anh nay cho thay luong du trit chét béo giam manh trong gan sau khi diéu tri bang lidu 5
mpk Hop chét A. Fig.7 thé hién céac giot lipit & gan chuot nhit déi chtng trong sb cac con
chudt nhét duoc cho an theo ché do an MCD gay bénh NASH. Fig.8 thé hién céc giot lipit
& gan chuot nhét trong s6 cac con chudt nhit duge cho an theo ché do an MCD gay bénh
NASH ma dugc diéu tri br?mg lidu 5 mpk Hop chéat A. Céc con chudt nhit dugc diéu tri c6
luong giot lipit gidm manh sau 6 tuan diéu tri.

TNFo va IL-1B gan cling giam & c4c con chudt nhit dugc diéu tri. Xem Fig.9.
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Vidu5: Danh gia tac dung cua Hop chat A & mau chudt cbng bi gdy bénh NAFLD
bang ché d6 an HFD

Dé x4c dinh tac dung ctia Hop chit A dbi véi cac con chudt céng duogc cho an theo
ché d6 an giau chét béo (HFD: High Fat Diet), Hop chit A duoc cho str dung béng cach
dua qua 6ng theo dudng miéng mot 14n hing ngay trong 14 ngay. 50 con chudt céng SD
& do tudi tir 6 dén 8 tuln tudi duoc cung cip boi Beijing Vital River Laboratory Animal
Technology Co., Ltd. Cac con vat nay dugc cach ly trong it nhét 7 ngay trude khi nghién
ctru. Cac con chudt nay dugc gilt trong cac phong duoc thdi khi theo dong chay ting &
nhiét do va do 4m khong ddi, nuéce udng vo trung duoc cung cAp tlly ¥, v6i mdt con trong
mbi 10ng. Sau giai doan thich nghi 7 ngdy, cac con chudt cbng duoc cho in theo ché do
giau chat béo (D12492, Research Diets) trong giai doan gdy bénh hai tudn. Sau giai doan
gay bénh, cac con vat dugc chia ngau nhién thanh cac nhém tuwong g trén co s thé trong

ciia chiung. Cac nhém nghién ctru va thong tin chi tiét vé ché do diéu tri duge thé hién &

bang 1.
Bang 1: Nhom va cac chét diéu tri
Nhom | Chét diéu tri Mue licy HFD puong Ché o Vi ,du

(mg/kg) dung sO
1 Chéat dan - Co PO QD X14d 10
2 Hop chit A 0,1 C6 PO QD X14d 10
3 Hop chat A 0,5 Co PO QD X14d 10
4 Hop chat A 5 Cé PO QD X14d 10
5 DNP 1 Co PO QD X14d 10

Cac con vat dugc cho st dung Hop chit A, DNP hoic mdt minh chét dan (DMSO
7,5% trong nude) qua duong miéng (PO: per oral) voi liéu 5 mL/kg bang cach dwa qua éng
theo dudng miéng mot 1an hang ngay trong 14 ngdy (tir ngdy 15 dén ngay 28). Thé trong
clia tt ca cac con vat dugc do hai 1an mdi tudn trong subt nghién ctru. Mirc tiéu thu thirc
an duoc ghi lai d6i v6i cc con vat & tAt ca cac nhém hai 1an mdi tudn trong suét nghién
ctru. Céc mAu méu duogc thu gom vao éng khong 6 chat chéng dong bang cach choc héc
mét vao ngay 15 (trudc diéu tri), ngay 22 va ngay 29. Cac mau mau dugc ly tim ¢ 6000 g
trong 15 phut ¢ nhiét 4o 4°C, sau do cac mAu huyét thanh duoc thu gom va chuyén vao dng

chira mau khac. Cac mau huyét thanh duoc gitt & -80°C néu mAu phan tich khong duoc

-25-



34101

phéan tich ngay. Cac muec lipit bao gbm triglyxerit (TG), cholesterol tong s6 (TCHO),
cholesterol lipoprotein ty trong cao (HDL-C), cholesterol lipoprotein ty trong thap (LDL-
C) va axit béo tu do (FFA) dugc do ¢ cubi qua trinh nghién ctru bing cach sir dung thiét bi
phén tich sinh hoa tu dong TOSHIBA TBA-40FR. Cac con vét trong toan by cac nhom
nghién ctru dugce lam chét nhan dao vao ngay 29, sau do viéc mb xac dugc tién hanh.

Cac mau md gan dugc thu gom tir tAt ca cac con vat, va mdi mau gan dugc cat
thanh 3 manh, mot manh dung dé phan tich mirc lipit trong gan, mdt manh dung dé phan
tich mé hoc, va manh cudi cing dugc lam dong lanh nhanh dé 1am mAu dy phong. O cubi
nghién ctru, mirc TG, TCHO, HDL-C, LDL-C va FFA trong gan dugc phan tich bang cach
sir dung thiét bi phan tich hoa hoc va cac murc xeramit trong gan dugc phan tich bang
phuong phap LC-MS/MS.

Céc két qua ctia nghién ctru nay cho thiy rang khong c6 su thay d6i hodc xu huéng
dang ké nao & mirc dung nap glucoza (nhu dugc do bang thir nghiém dung nap glucoza qua
duong miéng), thé trong hodc mirc tiéu thu thirc &n dugc quan sat thdy giita cdc nhém
nghién curu.

Mirc FFA trong huyét thanh thé hién sw khac biét dang ké sau bay ngay ding thude
s0 v6i dbi chung dung chat din mic du mirc FFA trong huyét thanh va mirc TG trong huyét
thanh c¢6 xu hudng tré nén thip hon theo cach phy thudc vao liéu so v6i dbi chitg ding
chét din (xem Fig.8 va Fig.9). Fig.9 ¢ gia tri théng ké vé6i p < 0,05 (thir nghiém T), khi so
v6i nhém dung chat dAn (Gid tri trung binh =+ sai s tiéu chuin cla gia tri trung binh). Cac
két qua cho thiy ring Hop chét A c6 thé dugc sir dung dé 1am giam nguy co ddi voi bénh
tim mach, bénh NASH va bénh NAFLD.

Fig.10 1a bidu dd thé hién mtc TG trong huyét thanh. Trén Fig.10, p < 0,05
(ANOVA) (Gié tri trung binh + sai s6 tiéu chuén cua gi4 tri trung binh). Fig.11 1a biéu do
thé hién mtrc FFA trong huyét thanh.

Chu ¥ ring toan b cac muc lipit trong gan bao gom TG, TCHO, HDL-C, LDL-
C, FFA va xeramit ¢6 xu huéng ha thép 0 toan b0 cac liéu diéu tri. Quan sat dugc su giam
dang ké ddi v6i FFA & hai lidu cao nhét cia Hop chit A. Su gidm xeramit trong gan ciing
dat duoc murc cé y nghia & nhém duoc cho dung lidu cao nhat.

Fig.12 minh hoa mirc TG trong gan. Fig.13 minh hoa mirc xeramit trong gan.
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Vi du 6: Danh gié tdc dung cua Hop chit A & chudt céng béo Zucker mic bénh dai thao
duong (ZDF: Zucker Diabetic Fatty)

Pé xac dinh tac dung ctia Hop chat A duoc cho sir dung bang cach dua qua éng
theo dudng miéng mot 1an hing ngay trong 28 ngay & céc con chudt cbng ZDF, 50 con
chu6t céng duc thu duoc tir Beijing Vital River Laboratory Animal Technology Co. Cac
con vat nay & do tudi 8 tuan tudi khi bat dau bi gay bénh va dugc cach ly trong 7 ngay
truge khi nghién ctru. Cac con chudt nay duge giit trong cdc phong dugc th6i khi theo dong
chay ting & nhiét d6 va do 4m khong dbi, v6i mot con trong mdi 1ng, va nude udng dugce
cung cap tlly y trong quaé trinh c4ch ly va nghién ciru.

Sau giai doan thich nghi 7 ngay, 50 con chudt cdng ZDF duge duy tri ché d6 an
dic biét (ché do an Purina 5008) trong 4 tudn dé gay bénh dai thao duong typ 2. Sau 4 tudn
gay bénh, cac con vat duge chia ngau nhién vao cac nhom twong tmg cua chung trén co s
thé trong va muc glucoza lic d6i. Cac nhoém nghién ctru va s6 con vit trong mdi nhém
duoc thé hién & bang 2.

Bang 2: Nhom va céc chit diéu tri

C X Duong . .
Nhém | Chét didu tri | Muc liéu (mg/kg) Ché do Vi du sb
dung
1 Chat dan - PO QD X28d 10
2 DNP 1 PO | QDX28d 10
3 Hop chat A 0,1 PO QD X28d 10
4 Hop chat A 0,5 PO | QDX284d 10
5 Hop chit A 5,0 PO | QDX28d 10

Céc san pham thir nghiém duoc hoa tan trong dung dich DMSO (Sigma) 7% trong
nudce (thé tich/thé tich) va duoc cho dung qua duong miéng véi lugng 5 ml/kg mot lan
hing ngay trong 30 ngdy tir ngay 29 dén ngay 58. Cac ché pham duoc chudn bi hai 1an mbi
tuan.

Thé trong dwoc do hai 1an mdi tuan trong sudt qua trinh nghién ctru, va mirc tiéu
thu thirc an (luwong thire an dua vao/luong thirc an 14y ra) duoc ghi lai ddi v6i cac con vat
trong toan bd cac nhém nghién ciru trén co s6 hang tudn trong sudt qua trinh nghién ctru.

Mtre glucoza trong mau luc déi cia cac con vat nghién ctru dugce do hang tuin sau

giai doan gdy bénh bang cach 14y mau & tinh mach dudi bang cach sir dung hé théng Accu-
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Chek Performa. Toan bd cac thir nghiém dugc tién hanh & ngay 29 (duong chuén), 36, 43,
50 va 57. Cac con vat dugc dé nhin déi qua dém (16 gio tir 17:00 dén 9:00 ngay hom sau)
trudce khi do.

Profin lipit trong huyét thanh va miic enzym gan dugc do hing tuin sau giai doan
gdy bénh va cic tham sd héa hoc trong méu cu thé dugc liét ké & bang 3. Toan b cac thir
nghiém dugc tién hanh & ngay 29 (dudng chuén), 36, 43, 50 va 57. Mau dugc thu gom tu
tinh mach hdc mét vao dng khong chira chat chéng dong, cac mau huyét thanh duoc xi 1y
ngay lap tirc bang cach ly tdm & 4°C, 6000 g trong 15 phut, va sau d6 dugc chuyén vao
mot dng nghiém mai. Cac mire lipit va hoa hoc méu theo panel day du duoc do bang cach

sir dung thiét bi phén tich sinh hoa tw dong TOSHIBA TBA-40FR.

Bang 3: Cac thong sd sinh héa trong mau

Loai Chir viét tat Dinh nghia
ALT Alanin aminotransferaza
Enzym gan AST Aspartat aminotransferaza
ALP Phosphataza kiém
TG Triglyxerit
TCHO Cholesterol tong cong
Lipit trong mau
HDL-C Cholesterol lipoprotein ty trong cao
LDL-C Cholesterol lipoprotein ty trong thap
FFA Axit béo tu do

Cac muc insulin cua toan bd cac con vat nghién ciru dugc do & ngay 57 theo
phuong phap ELISA. Huyét thanh trong mau duge st dung cho phén tich nay.

Vao ngay két thic (ngay 59), viée md xéc toan bd duoc tién hanh va gan duoc thu
gom tur toan bd cac con vat. Cac mau gan dugc chia thanh 3 phﬁn; 1/3 dugce cb dinh trong
formalin 10% va xtt Iy thanh khdi parafin md hoc, 1/3 duge xtt Iy dé do lipit (TG, TCHO,
HDL-C, LDL-C va FFA) va 1/3 con lai dugc lam lanh dong nhanh va bdo quan & nhiét do
-80°C cho viéc phan tich trong tuong lai.

Céc thir nghiém théng ké dugc tién hanh déi v6i toan b dit liéu, va muc y nghia
duoc thiét 1ap & mirc 5% hodc P<0,05. Cac gia tri trung binh ctia nhém va d¢ 1éch chuén

duoc tinh toan déi voi tht ca cac tham sb do ma nghién ciru thiét ké. Phép phan tich phuwong
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sai mot chiéu (ANOVA) dugce str dung trong cac nhom véi phan mém GraphPad Prism 6.0.

Céc tac gia sang ché bao cao rang khong c6 su thay ddi dang k& & thé trong va
mirc tiéu thu thire n quan sat duoc gitra cdc nhom nghién ctru méc du c6 khuynh huéng
mirc tiéu thy thirc an cao hon & nhém duoc cho sir dung lidu Hop chét A cao nhét, két hop
v6i khuynh hudng thé trong giam & toan bo cdc nhém dung thudc sau ngay 36 so véi ddi
chung ding chét dan. Fig.14 minh hoa duong cong tiéu thu thirc an cia cdc nhom nghién
ctru thu duoc tir vi du 6.

Fig.15 thé hién mirc NEFA (Axit béo khong este hoa (Non-Esterified Fatty Acid),
nghia 1a axit béo tu do (FFA)) thap hon déang ké & hai nhom duge diéu tri bang mirc cao
nhit cia Hop chéat A. Nhém thit ba, 0,1 mg/kg cling c¢6 khuynh hudng giam. Xem Fig.15.
Luu ¥ ring trén Fig.16, * p < 0,05, ** p < 0,01 so v6i nhém ding chat dan (Gi4 tri trung
binh + sai s6 tiéu chuin cta gia tri trung binh). Fig.16 thé hién viéc murc triglyxerit (TG)
trong mau cho thiy két qua twong tu va thip hon so v&i dbi chimg ding chét din trong toan
b6 cac nhém nghién ciru, (Gié tri trung binh + sai s6 tiéu chuén ctia gia trj trung binh). Xem
Fig.16. Fig.17 minh hoa muc TG trong gan cling thap hon & toan bd cac nhém nghién cuu,
va mirc gidm c6 y nghia théng ké & nhom duoc diéu tri bang cac miic cao nhét ctiia Hop
chét A (5,0 mg/kg) *p<0,05 so v&i nhom ding chat dan (Gia trj trung binh + sai s6 tiéu
chuén cua gia tri trung binh). Xem Fig.17. Fig.18 thé hién marc insulin trong mau duoc
quan sét thdp hon trong toan by cac nhém diéu tri. Luu ¥ rang * p < 0,05 so v6i nhom dung
chét dAn (Gi4 tri trung binh + sai sb tiéu chuén cua gia tri trung binh) (Xem Fig.18). Nghién
ctru chi ra rang Hop chét A c6 thé 13 hiru hiéu trong viéc lam giam nguy co mic bénh tim
va bénh tim mach, va c6 thé duogc st dung dé diéu tri bénh NAFLD, NASH va bénh dai
thdo duong typ 2.

Vidu7: Dénh gia tdc dung cua Hop chit A & mau chuot ghép ciing chd dong té bao
ung thu gan Hep3B-luc cua nguoi

S&u muoi (60) chudt nhat cai trui 16ng BALB/c duge céch ly trong 7 ngay trudc
thi nghiém. Trong sudt thoi gian nghién ctru, cac con vat nay dugc gift trong cac diéu kién
phong thi nghiém tiéu chuén, va dugc cho tiép cin tu do v6i thire an dang hat kho duoc tiét
tring bang cach chiéu xa va nudc ubng vo trung. Sau giai doan cach ly, cac con chudt dugc
cAy tai chd bang 1 x 10E6 té bao Hep3B-luc biéu hién luxiferaza dugc tao huyén phti trong

10 pl hén hgp MEM/Matrigel (7:3). Da va phiic mac dugc rach dé 1am 16 ra thuy gan trai
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& chudt duge gdy mé va cac té bao duoc tiém cham vao thuy gan trai nay, sao cho dém
nude trong subt chira té bao duge nhin thay qua mang gan. Su phat trién khéi u duoc quan
sat bang cach phan tich hinh anh. O ngay 14, cac con chudt duge chia ngiu nhién bing
cach str dung phuong phap ngiu nhién hoa dugc tao ra bing may tinh thanh 6 nhém dya
trén co s& thé trong va cac gia tri hinh anh phat quang sinh hoc (BLI: Bio Luminescent
Imaging) (10 chudt cho mdi nhém) dé dam bao rang gia tri BLI trung binh 14 twong tu gitra
cac nhom.

Cic con vat nghién ctru duoc theo doi khong chi di véi s phat trién khéi u ma
con duoc theo doi dbi voi tap tinh nhu sy van dong, sy tiéu thu thirc dn va nudc uéng (chi
béng cach kiém tra tai 16ng), thé trong (BW), su xin mau mit/1éng va tac dung bét thuong
bét ky khac.

Déi véi cac phép do BLI, cac con chuft duoc tiém trong phuc mac D-luxiferin
(Pharmaron) 15 mg/ml (¢ mirc 5 pl/g BW) va gy mé bang céach cho hit isofluran 1-2%. 0
thoi diém 10 phut sau khi tiém luxiferin, cac con chudt duge chup anh bang céch st dung
thiét bi IVIS Lumina II (Caliper) hai 1in mdi tuén.

Phin mém Living Image (Caliper) dugc st dung dé tinh toan cic ving dugc quan
tam (ROI: Region of Interest) va tich hop tin hi¢u phat quang sinh hoc tbng & mdi ROL
Céc tin hiéu phat quang sinh hoc (photon/gidy) tir ROI duoc dinh lugng va sir dung lam
gié tri chi bao vé mirc phat trién khéi u va hoat tinh khang khdi u.

Cac qua trinh diéu tri dugc bat dau khi céc tin hiéu phét quang sinh hoc trung binh
dat dén gia tri khoang 52 x 10E6 photon/gidy & ngay 14 sau khi cy té bao khdi u. Cac con
vat duoc chia thanh cac nhom diéu tri sau ddy (n=10/nh6ém)

1 Déi ching dung chét dan

2 Sorafenib Tosylat 80mg/kg

3 Sorafenib Tosylat 80mg/kg + Hop chét A 25 mg/kg
4. Sorafenib Tosylat 80mg/kg + Hop chat A 100 mg/kg
5 Sorafenib Tosylat 80mg/kg + Hop chat A 200 mg/kg
6 Sorafenib Tosylat 80mg/kg + Hop chét A 300 mg/kg

T4t ca cac dugce chit duge hoa tan trong DMSO 7% + Hydroxypropyl beta
xyclodextrin (HPBCD) 20%.

Khong quan sét thay su thay d6i nao vé thé trong trong qué trinh thit nghiém, hodc

gifta cAc nhom nghién ctru. Sorafenib & dang don tac nhéan thé hién khuynh huéng c6 tac
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dung lam giam BLI cua sy phat quang sinh hoc in vivo & khéi u trong gan ngudi Hep3B-
luc sau qua trinh diéu tri 28 ngay lién tuc (xem Fig.19). Tuy nhién, tac dung nay khong
duoc lam tang boi Hop chat A ¢ bat ky mirc lidu nao trong sd cac murc lidu duge thir
nghi¢m, Hop chit A duong nhu khéng cai thién tac dung cua Sorafenib hodc lam nhay cam
hoéa céc té bao véi su chét té bao theo chuong trinh. Trén thuc té, Sorafenib khi ding mot
minh ¢6 gi4 tri BLI thip nhat & cudi qué trinh nghién ctru. Toan b cac san phim thir
nghiém dugc dung nap tdt & diéu kién thir nghiém hién tai bdi cac con chudt mang khdiu
ghép cling chd.

Khong quan sat duge cac bat thuong 1am sang dang ké khéac & tat ca cac con vat
trong giai doan diéu tri. Fig.19 minh hoa téc dung ctia Sorafenib khi st dung riéng va khi
sir dung két hop v6i Hop chét A trong qua trinh diéu tri miu dong vat ghép cung chd dong

té bao ung thuw gan Hep3B-luc ctia nguoi.

Vi du 8: M6 ta hiéu luc cia Hop chit A & mau dong vét bi gdy bénh gan nhiém m& khong
do ruou bang ché do an.

Nghién ctru nay danh gia tic dung ciia Hop chat A ddi véi bénh viém gan nhiém
m& va su tién trién thanh ching xo héa & mau dong vat bi gdy bénh gan nhiém md khong
do rugu bang ché do an 1a chudt nhit dwuc C57BL/6J(B6)-129s1/SvImJ(S129)
(DIAMOND). MAu chudt nhit DIAMOND Sanyal tai hién céc thay ddi sinh 1y, trao doi
chét, mé hoc, phién ma va truyén tin hiéu té bao quan trong & ngudi c6 bénh NASH tién
trién. Cling xem tai liéu Journal of Hepatology Volume 65, Issue 3, thang 9/2016, trang
579-588 ‘A diet-induced animal model of non-alcoholic fatty liver disease and
hepatocellular cancer’ cua A. Asgharpour va cac dong tac gia.

Hai muc liéu Hop chét A (lidu hang ngay 1 mg/kg hodc 5 mg/kg trong chét dan
trong 8 tudn) dugc so sanh v6i dbi ching ding chit din va dit liéu lich st tir gidng phu
hop v6i chudt d6i chimg 4m dung thirc dn thong thudng (thirc dn cho chudt thong thuong
Harlan, TD 7012 Teklad LM-485) va nuée tinh loc thdm thiu nguoe (RO: Reverse
Osmosis).

O giai doan dau ctia nghién ctru (Tuan 0), 30 con chudt nhét duc 8-12 tuan tudi
duoc cho an theo ché d6 an Western tuy v, thirc n Harlan c¢6 42% calo thu dugc tir chét
béo (Harlan TD.88137) va nudc dudng (SW d-fructoza 23,1 g/l + d-glucoza 18,9 g/L).

Céc con chudt nay dugc dé tién trién thanh bénh viém gan nhiém m& trong 12 tuén, sau do
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chung duoc chia ngiu nhién thanh ba nhém diéu tri (n=10):

1. Péi chung ding chat din - natri carboxymetyl xenluloza 0,5% trong nuéc véi 0,1%
Tween-80 (VC)

2. Hop chét A 1,0 mg/kg/ngay trong chit dan (Hop chit A lidu thap)

3. Hop chit A 5,0 mg/kg/ngay trong chét dan (Hop chit A liéu cao)

Hai nhom bd sung (dit lidu lich str) cling dugc st dung dé so sanh.

4. Pbi chimg a4m - chudt nhit duge cho an theo ché do thirc an théng thuong (NC 20 tudn)
5. bbi chirng duong - chudt nhét duoc cho n theo ché do WD véi SW, khong diéu tri,
khéng nhdi qua éng (PC 20 tuan)

Sau tam tudn diéu tri sau tudn 20, toan bd cac con chudt duoc md Xac.

Céc tac gia sang ché thay rang cc con vat duge cho dung lidu 5mg/kg thé hién
mirc giam thé trong ddng ké & tudn 20. C4c con vét thudc nhom nay ciing cé céc tri s6 trong
lwong gan, cholesterol tong cong, ALT, ALP va ASP giam c6 y nghia théng ké. Tinh trang
viém & thuy gan dugc 1am giam déng ké bang hop chit A. Diém hoat tinh NAS va SAF
duoc lam giam dang k& bing hop chit A. Su tién trién thanh bénh NASH dugc lam giam
déng ké nho hop chét A (chi c6 mot con chudt ding hop chét A tién trién thanh bénh NASH
trong khi toan bd cac con chudt dbi ching déu tién trién thanh bénh NASH). Nghién ctru
chi ra rdng Hop chit A s& tré nén hiru hiéu dé diéu tri bénh NAFLD va NASH, va con c6
thé hiru hiéu dé 1am giam BMI dé diéu tri bénh béo phi, va lam giam nguy co bénh tim.

Cac két qua nay dugc md ta trén cac hinh vé sau: Fig.20 minh hoa thiét ké thuc
nghiém va su tién trién bénh & mau dong vit bji gdy bénh gan nhiém md khong do rugu
bang ché d6 an. Fig.21 minh hoa su tang thé trong & mau dong vat bi gay bénh gan nhiém
md khong do rugu béng ché @6 an sau khi ché d6 an Western dugc dua vao (tuﬁn 0) va
trong cac qud trinh diéu tri (tudn 12-20). Dt liéu thé hién mirc giam téng thé trong dang ké
& nhom ding Hop chat A lidu cao. Fig.22 minh hoa mtrc giam téng thé trong dang ké o
mau dong vat bi gdy bénh gan nhiém m& khong do ruou bang ché do an sau tam tudn sir
dung Hop chit A & lidu cao. Fig.23 minh hoa tic dung ctia Hop chit A & lidu thap va lidu
cao & mau dong vat bi gay bénh gan nhiém m& khong do rugu bang ché do an dbi véi trong
lugng gan sau tdm tuan st dung thubc theo liéu. Fig.24 minh hoa tac dung ctia Hop chat A
& lidu thap va lidu cao & mau dong vat bi gay bénh gan nhiém m& khong do ruou bang ché
do an dbi véi trong lwong gan sau tam tudn st dung thudc theo lidu. Fig.25 minh hoa tac

dung ctia Hop chat A & lidu thip va lidu cao & mau dong vét bi gdy bénh gan nhiém m&
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khong do ruou bang ché do an dbi v6i mic ALT (alanin aminotransaminaza.) trong huyét
thanh. Fig.26 minh hoa tac dung ctua Hop chét A & lidu thip va lidu cao & mau dong vat bi
gdy bénh gan nhiém m& khong do rugu bang ché do an ddi v6i mirc ALP (phosphataza
kiém) trong huyét thanh. Fig.27 minh hoa tac dung ctia Hop chét A & liéu thap va liéu cao
& miu dong vat bj gdy bénh gan nhiém md& khong do ruou bang ché d6 an ddi v6i mirc
ALP (phosphataza kiém) trong huyét thanh. Fig.28 minh hoa tac dung cua Hop chit A o
lidu thap va lidu cao & mAu dong vAt bj gdy bénh gan nhidm m& khong do rugu bang ché

d6 an dbi véi mic ALB (albumin) trong huyét thanh.

Vi du 9: Diéu ché 5-[(2,4-dinitrophenoxy)metyl]-1-metyl-2-nitro-1H-imidazol (Hop chét
#2 trong bang A hodc Hop chat A).
NO,

/ \
HO ™ \-N DIAD; PPhy N NOe
WO § W
2

NO
OH 2

2.4-dinitrophenol (dugc lam udt béng xép xi 20% nudce, mua duoc tur TCI
America, Cat. No. D0109) (khéi luong luc udt 269 mg, khéi lugng luc kho 215 mg, 1,17
mmol) dugc hoa tan trong metylen clorua (2 mL) va khudy v&i natri sulfat khan & nhiét d§
trong phong trong thdi gian 3 gio. Dung dich metylen clorua dugc ling gan vao binh phan
ung va natri sulfat dugc rira bang luong metylen clorua bd sung (2 mL). Thém (1-metyl-2-
nitro-1H-imidazol-5-yl) metanol (115 mg, 0,732 mmol, duoc diéu ché theo quy trinh dugc
mb ta trong US 8003625 B2) va triphenylphosphin (211 mg, 0,805 mmol) vao dung dich
nay. Hon hop duoc khudy & nhiét do trong phong cho dén khi thu dugc dung dich. Sau do,
dung dich nay dugc lam lanh trong bé nudce da va xu 1y bang diisopropyl azodicarboxylat,
DIAD (158 pl, 0,805 mmol). Sau 1 gio, bé nude da duge bé ra va hdn hgp duge khudy qua
dém & nhiét do trong phong. San pham thd duge tinh ché trén cot silicagel dé tach san pham
bi I4n triphenylphosphin oxit. Chét ran dugc nghién thanh bot véi t-butyl metyl ete dé loai
triphenylphosphin oxit dé tao ra 5-[(2.4-dinitrophenoxy)metyl]-1-metyl-2-nitro-1H-
imidazol (70 mg, 0,236 mmol, hiéu suét 30%).

"H NMR (DMSO-dp) & 8,80 (d, J= 2,4 Hz, 1 H), 8,58 (dd, J=9,6, 2,4 Hz, 1 H);
8 7,82 (D, J=9,6 Hz, 1 H), 7,40 (s, 1 H), 5,66 (s, 2 H), 3,95 (s, 3 H). MS (ESI+) cua
C11HoNsO7 m/z 324,1 (M+H)".
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Vi du 10: Panh gia cac tinh chét uc ché ting trudng ctia Hop chét A & panel dong té bao
ung thu NCI-60

Céc dong té bao khdi u ctia ngudi thude panel tdm so4t ung thu duge nudi trong
mdi truong RPMI 1640 chira 5% huyét thanh bao thai bo va 2 mM L-glutamin. Déi véi thi
nghiém tim soét dién hinh, cac t& bao dugc cdy vao dia vi chuén d6 96 15 trong 100 pl &
cac mat do ciy ria nam trong khoang tir 5000 dén 40000 té bao/16 tiry thudc vao thoi gian
nhan do6i cua cac dong té bao ca thé. Sau khi céy té bao, cac dia vi chuén d6 duogc U & nhiét
d6 37°C, trong mdi truong chira 5% CO», 95% khong khi va do am twong doi 100% trong
24 gid trudce khi duoc bd sung dugc chét thi nghiém.

Sau 24 gio, hai dia chira mdi dong té bao duoc cb dinh tai chd béng TCA dé dai
dién cho phép do quin thé té bao dbi voi mbi dong té bao & thdi diém bd sung dugce chat
(Tz). Cac dugc chit thi nghiém dugc hoa tan trong dimetyl sulfoxit & ndng do gap 400 lan
ndng do thir nghiém cuc dai cubi cing mong muébn va dugc bao quan dong lanh trude khi
st dung. Tai thoi didm bd sung dugc chét, lugng phan ude ciia phan o dic dong lanh dugce
lam tan bang va pha loang dén ndng do gip d6i ndong do thir nghiém cuc dai cudi clng
mong mubn bing moi trudng hoan chinh chira 50 pg/ml gentamixin. Cac lwgng phan ué6ce
100 pul dich pha loang chira dugc chét dugc thém vao cac 18 vi chuan d¢ thich hop da chira
san 100 ul moi truong dé tao ra ndng do duoc chit cudi cing mong mudn.

Sau khi thém duoc chét, cac dia dugc u thém 48 gid & nhiét do 37°C, trong mdi
truomng chira 5% CO2, 95% khong khi va d6 4m tuong d6i 100%. Dbi v6i cac té bao bam
dinh, thtr nghiém dugc dung bang cach thém TCA lanh. Cac té bao dugc ¢b dinh tai chd
bing cach thém nhe nhang 50 pl TCA 50% (trong lugng/thé tich) lanh (dén nong do cudi
TCA 10%) va u trong 60 phut & 4°C. Dich ndi bé mit dugc tach ra, va cac dia dugc rira
nam lan bang nuéc may va lam kho bang khong khi. Dung dich sulforhodamin B (SRB)
(100 pl) & ndng do 0.4 % (trong luong/thé tich) trong axit axetic 1% dugc thém vao moi
18, va céac dia duoc u trong 10 phut ¢ nhiét do trong phong. Sau khi nhuém mau, thude
nhudm khong lién két duoc loai bo bang cach rira nim lan bang axit axetic 1% va cac dia
dugc 1am kho bang khong khi. Sau do, thudc nhudm lién két dugc hoa tan bang bazo trizma
10 mM, va do hép thu duoc doc trén thiét bi doc dia tu dong ¢ bude séong 515 nm. béi véi
cac té bao lo lung, thuc hién phuwong phép twong tu ngoai trir viéc thir nghiém duge ding

bing cach cb dinh cac té bao ldng & déy 15 bing cach thém nhe nhang 50 ul TCA 80% (dén
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ndng d cudi TCA 16%). Bing cach sir dung bay phép do do hap thu [thoi gian khong,
(Tz), mirc do ting trudng d6i ching, (C), va mirc do tang trudng thir nghiém véi sy c6 mat
ctia duge chat & nim mirc nong do (Ti)], ty 1é phan trim ting trudng dugc tinh toan & moi
mitc ndng do duoc chat. Ty 1& phan tram trc ché tang truéng dugc tinh 1a:

[(Ti-Tz)/(C-Tz)] x 100 cho céac ndng do ma déi véi ching Ti>/=Tz

[(Ti-Tz)/Tz] x 100 cho cac ndéng do ma d6i v6i chiing Ti<Tz.

Dir liéu mot lidu duoc thé hién & dang dd thi gia tri trung binh cua ph?tn tram tang
trudng cla té bao dugc diéu tri. S duge bao cdo 1a mac d6 ting trudng so véi mau db6i
chirng khong dung thubc, va so v6i sb té bao o thoi gian khong. Diéu nay cho phép phat
hién ca mtrc do (e ché tang trudng (tri s6 nam trong khoang tir 0 dén 100) va mirc do gay
chét (tri s6 nho hon 0).

Péi v6i NCI-60, Hop chit A c6 ty 18 phin trim ting trudng trung binh clia mau
d6i chimg 12 98,63 v6i delta bing 26,47 phan trim dbi v6i toan bd cac dong té bao dugc
thir nghiém va khoang bién thién 1a 40,14 phén trim. Tuong ty, DNP ¢6 ty 1¢ phan trim
tang trudng trung binh ctia mau dbi chimg 13 98,4 voi delta bing 28,44 d6i v6i toan bo céac
dong té bao duge thir nghiém véi khoang bién thién 1a 44,43 phan tram. Cac két qua theo
dong té bao dugc thé hién du6i day. Ca Hop chit A 1dn DNP déu khong tao ra mirc d trc
ché ting truéng manh (it nht 1a 50 phan trim) & noéng do 10uM & bat ky dong té bao nao
trong s6 cac dong té bao NCI-60. Fig.29 minh hoa su ting trudng té bao cua cac dong té

bao NCI-60 duoc didu tri bang Hop chat A hoac DNP & nong d6 10uM.

Vi du 11: Su tao thanh DNP tir Hop chit A boi cac vi thé gan
Budc 1: Dung dich duge diéu ché theo bang 4.
Bang 4: Diéu ché dung dich gbc

Thudc thir Nong do goc Thé tich Nong d6 cudi
Dém phosphat 200 mM 200 pl 100 mM
H,O siéu tinh khiét - 106 pl -
Dung dich MgCl» 50 mM 40 pl 5 mM
Vi thé 20 mg/ml 10 ul 0,5 mg/ml

Buéc 2: 40 pl dung dich NADPH 10 mM dugc thém vao mbi 16. Nong do cudi
cua dung dich NADPH la 1 mM. Hoén hop duge lam 4m so bd & nhiét @6 37°C trong thoi
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gian 5 phut. Cac miu dbi chimg am dugc diéu ché bang cach thay dung dich NADPH bing
40 ul H,O siéu tinh khiét. P6i chimg am dugc st dung dé loai trir yéu to gy sai léch ma
duge gay ra tir sy khong én dinh ctia ban than héa chit. Cdc mau chtra dung dich NADPH
duoc chuén bi v6i bdo mau ddi. Cac dbi ching am dugc chuan bi v4i bd mau don (xem
Fig.30). Tao ra DNP tir Hop chit A 2uM trong vi thé gan cla cac loai khac nhau. Ngudn
loai thir nghiém dugc liét ké trong bang 3.

Bang 5: Thong tin vi thé gan

S6 phan , ) . )
Loai oa So 16 Giong va gidi tinh Nha cung cap
oai
Nguoi 452117 | 38291 | Nam & nit, duoc luu trix Corning
, Sprague-Dawley duc,
Chuot cong | 452501 | 62547 Corning
duoc luu tri
Chuot nhit 452701 | 4133003 | CD-1 duc, dugc luu trix Corning
Cynomolgus duc, dugc | RILD (Thuong
Khi (cyno) - 7DD
Ivu tri Hai)
Cho D1000 | 1310086 | Beagle duc, dugc luu trix Xenotech

Bude 3: Phan ting duge bt diu bang cach thém 4 ul dung dich hop chét déi ching
hozic hop chét thir nghiém c6 ndéng do 200 uM. Verapamil duoc sit dung lam dbi ching
duong trong nghién ctu nay. Nong do cubi cia hop chét thir nghiém hodc hop chét dbi
ching 1a 2 uM.

Budc 4: Cac lugng phan uéce 50 pl duoc ldy ra tir dung dich phan tng & thoi gian
0, 15, 30, 45 va 60 phat. Phan ¢mg dugc dimg bang cach thém lugng gép 4 1an thé tich cia
metanol lanh chira IS (200 nM imipramin, 200 nM labetalol va 2 pM ketoprofen). Cac mau
duoc ly tAm & 3, 220 g trong thoi gian 40 phit. Lugng phan wée 90 pL cta dich ndi bé mat
dugc tron véi 90 pl HoO siéu tinh khiét va sau d6 dugce str dung cho phén tich LC-MS/MS.

Budc 5: Phan tich dir liéu

Toan bd cac tinh toan dugc thuc hién bang cach sir dung Microsoft Excel.

Cac dién tich dinh duoc x4c dinh tir phd sic ky ion dwgc chiét. Gia tri do ddc, k,
duoc xac dinh bang phép hdi quy tuyén tinh clia loga ty nhién cia ty 1& phan tram con lai
ctia dugc chit gde ddi v6i dudng cong thoi gian U.

Két qua cho thay rang su tao thanh DNP c6 thé chuyén dbi gitra cac loai va xay ra
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dé dang nho c4c enzym thong thudng trong gan.

Vi du 12: Céc tiéu chudn dua vao thir nghiém 1dm sang pha 1/2 dugc dé xuat

Tiéu chuan dua vao:

. 2-3 chi d4u vé hoi chimg trao dbi chat
° 10% md trong gan
o ALT bang 40 hoic cao hon
° Panel FIB4 vuot qua 1,1
Tiéu chuén loai trir:
° BMI<25, st dung rugu
o Tién st vé chimg nhip tim nhanh xoang, bénh thiéu mau cuc bd hoic r6i loan chirc
nang than
PIEM CUOI HIEU LUC THAM DO TU NGHIEN CUU PHA 1/2
o Pinh luong m& trong gan bang cach st dung MRI-PDFF va MRE
° CK18 tuén hoan
° Xét nghiém hoi thé khong xam 14n dé xac dinh hoat tinh ty thé trong gan (Hé

théng BreathID®, Exalenz Biosciences)

° Xéac dinh mire do dap ung muc tiéu va PD

° Phén loai bénh nhan va ID ctua nguoi dap ing

. Phé duyét nhanh muc tiéu thiét ké

° Hé théng BreathID® dugc str dung trong nhiéu nghién ctru pha II ctia bénh NASH

(NCT02314026, NCT01244503, NCT01281059)

Vi du 13: Tong hop 1-[2-(2,4-Dinitro-phenoxy)-etyl]-2-metyl-5-nitro-1 H-imidazol (Hop
chét #1 trong bang A).

F o oon S DIAD; PPh;, O\/\N/éN
O,N g \[N J=/
2 | )— O,N
OH N 2 02N

2,4-dinitrophenol (dugc lam udt bang x4p xi 20% nudc) (khéi lugng lic udét 269
mg, khéi lugng lic kho 215 mg, 1,17 mmol) dugc hoa tan trong metylen clorua (2 mL) va
khudy voi natri sulfat khan & nhiét do trong phong trong thoi gian 3 gio. Dung dich metylen
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clorua duoc ling gan vao binh phan (g va natri sulfat dugc rira bang lugng metylen clorua
bd sung (2 mL). Thém 2-(2-metyl-5-nitro-imidazol-1-yl)-etanol (125 mg, 0,732 mmol) va
triphenylphosphin (211 mg, 0,805 mmol) vao dung dich nay. Hoén hop duge khudy & nhiét
do trong phong cho dén khi thu duoc dung dich. Sau d6, dung dich nay duoc lam lanh trong
bé nude da va xir Iy bang diisopropyl azodicarboxylat, DIAD (158 uL, 0,805 mmol). Sau
1 gio, bé nuée da duge bé ra va hdn hop dugce khudy qua dém & nhiét do trong phong. San
phim thé dugc tinh ché trén cot silicagel dé tich san pham bi 1an triphenylphosphin oxit.
Chét ran duoc nghién thanh bot véi t-butyl metyl ete dé loai triphenylphosphin oxit dé tao
ra  1-[2-(2,4-Dinitro-phenoxy)-etyl]-2-metyl-5-nitro-1H-imidazol. MS (ESI+) cua
C12H11NsO7 m/z 338,1 (M+H)".

Vi du 14: Téng hop 1-Metyl-2-nitro-5-(4-nitro-phenoxymetyl)-1 H-imidazol (hop chat #3

trong bang A).
‘ NO,
L HOSON DIAD; PPh, N02
e, 22 X
OH

4-Nitrophenol (162 mg, 1,17 mmol) dugc hoa tan trong metylen clorua (2 mL).
Thém (3-metyl-2-nitro-3H-imidazol-4-yl)-metanol (115 mg, 0,732 mmol) va
triphenylphosphin (211 mg, 0,805 mmol) vao dung dich nay. Hon hop duoc khudy & nhiét
do trong phong cho dén khi thu dugc dung dich. Sau d6, dung dich nay dugc 1am lanh trong
bé nude da va xir Iy bang diisopropyl azodicarboxylat, DIAD (158 pL, 0,805 mmol). Sau
1 gid, bé nude da duge bo ra va hdn hop duge khudy qua dém & nhiét do trong phong. San
pham thé dugc tinh ché trén cot silicagel dé tach san pham bi 1an triphenylphosphin oxit.
Chét rin dugc nghidn thanh bot vé6i t-butyl metyl ete dé loai triphenylphosphin oxit d¢ tao
ra 1-metyl-2-nitro-5-(4-nitro-phenoxymetyl)-1H-imidazol. MS (ESI+) cta C11H10N4Os
m/z 279,1 (M+H)".

Vi du 15: Téng hop 1-metyl-2-nitro-5-(3-nitro-phenoxymetyl)-1H-imidazol (hop chat #4
trong bang A).

N / ON \N\(NO
HO N DIAD; PPh 2 t
OH N
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3-nitrophenol (162 mg, 1,17 mmol) dugc hoa tan trong metylen clorua (2 ml).
Thém (3-metyl-2-nitro-3H-imidazol-4-yl)-metanol (115 mg, 0,732 mmol) va
triphenylphosphin (211 mg, 0,805 mmol) vao dung dich nay. Hon hop duge khudy & nhiét
do trong phong cho dén khi thu duogc dung dich. Sau d6, dung dich nay duogc lam lanh trong
bé nudce da va xir Iy bang diisopropyl azodicarboxylat, DIAD (158 uL, 0,805 mmol). Sau
1 gid, bé nude da duogce bo ra va hdn hop dugc khudy qua dém & nhiét do trong phong. San
pham thd dugce tinh ché trén cot silicagel dé tach san pham bi 14n triphenylphosphin oxit.
Chét rin dugc nghién thanh bot véi t-butyl metyl ete dé loai triphenylphosphin oxit dé tao
ra l-metyl-2-nitro-5-(3-nitro-phenoxymetyl)-1H-imidazol. MS (ESI+) cta Ci1HioN4Os
m/z 279,1 (M+H)".

Vi du 16: Téng hop 5-(3,5-Dinitro-phenoxymetyl)-1-metyl-2-nitro-1H-imidazol (hgp chat
#5 trong bang A).

O,N NO, / O,N /—<\|\j/\|‘( NO,
HO N DIAD; PPh \_N
+ 5
\Q/ e s y
N
OH O.N

3,5-Dinitro-phenol (215 mg, 1,17 mmol) duoc hoa tan trong metylen clorua (2

ml). Thém (3-metyl-2-nitro-3H-imidazol-4-yl)-metanol (115 mg, 0,732 mmol) va
triphenylphosphin (211 mg, 0,805 mmol) vao dung dich nay. Hbn hop duoc khudy & nhiét
do trong phong cho dén khi thu dugc dung dich. Sau do, dung dich nay dugc lam lanh trong
bé nudc da va xir Iy bang diisopropyl azodicarboxylat, DIAD (158 uL, 0,805 mmol). Sau
1 gio, bé nuée da duge bo ra va hdn hop duoc khudy qua dém & nhiét do trong phong. San
pham tho duogc tinh ché trén cot silicagel dé tach san pham bi 1an triphenylphosphin oxit.
Chét rén duoc nghién thanh bdt v6i t-butyl metyl ete dé loai triphenylphosphin oxit dé tao
ra 5-(3,5-dinitro-phenoxymetyl)-1-metyl-2-nitro-1 H-imidazol. MS (ESI+) ctia C11HoNsO7
m/z 324,1 (M+H)".

Vi du 17: Téng hop 5-(2.4-Diclo-phenoxymetyl)-1-metyl-2-nitro- 1//-imidazolimidazol
(hop chét #6 trong bang A).
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Cl \

/ N
HO N DIAD: PPh e
+ s 3
o /\[N/>_N02 s C,,Q.O/_&N

OH

NO,

Cl

2,4-Diclo-phenol (190 mg, 1,17 mmol) dugc hoa tan trong metylen clorua (2 mL).
Thém (3-metyl-2-nitro-3H-imidazol-4-yl)-metanol (115 mg, 0,732 mmol) va
triphenylphosphin (211 mg, 0,805 mmol) vao dung dich nay. Hdn hop duge khudy & nhiét
d6 trong phong cho dén khi thu duge dung dich. Sau d6, dung dich nay dwgc lam lanh trong
bé nudce da va xir Iy bang diisopropyl azodicarboxylat, DIAD (158 uL, 0,805 mmol). Sau
1 gio, bé nu6e da duge bé ra va hdn hop duoc khudy qua dém & nhiét do trong phong. San
phim thé duoc tinh ché trén cot silicagel dé tach san pham bi 14n triphenylphosphin oxit.
Chét rin dugc nghidn thanh bot véi t-butyl metyl ete dé loai triphenylphosphin oxit dé tao
ra  5-(2,4-diclo-phenoxymetyl)-1-metyl-2-nitro-1H-imidazol. =~ MS  (ESI+)  cua
C11HoCIbN3O3 m/z 301,1 (M+H)™.

Vi du 18: Téng hop 5-(2,6-Diclo-4-nitro-phenoxymetyl)-1-metyl-2-nitro-1H-imidazol

(hop chit #8 trong bang A).
NO,
/
T HO/\[N DIAD; PPh3 \(
NO
o /©\Cl e Q r‘ﬁ/
OH

2,6-Diclo-4-nitro-phenol (243 mg, 1,17 mmol) dugc hoa tan trong metylen clorua
(2 mL). Thém (3-metyl-2-nitro-3H-imidazol-4-yl)-metanol (115 mg, 0,732 mmol) va
triphenylphosphin (211 mg, 0,805 mmol) vao dung dich nay. Hon hop duoc khudy & nhiét
do trong phong cho dén khi thu dugc dung dich. Sau do, dung dich nay duoc lam lanh trong
bé nude da va xir Iy bang diisopropyl azodicarboxylat, DIAD (158 pL, 0,805 mmol). Sau
1 gidy, bé nude da duge bé ra va hdn hop dugce khudy qua dém & nhiét do trong phong. San
pham tho dugce tinh ché trén cot silicagel dé tach san pham bi 1an triphenylphosphin oxit.
Chét rén dugc nghién thanh bot véi t-butyl metyl ete dé loai triphenylphosphin oxit dé tao
ra 5-(2,6-diclo-4-nitro-phenoxymetyl)-1-metyl-2-nitro-1H-imidazol. MS (ESI+) cua
C11HsCLN4Os m/z 347,0 (M+H)™.

Vi du 19: Téng hop 2-((2.4-dinitrophenoxy)metyl)-1-metyl-5-nitro-1H-imidazol (hop chét
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#16 trong bang A).

: ON_ n  oH  K.CO. DMF NO; N NO:
] : T / — ~ ]
~ UNOS Y nhiét 46 ronz phong, 2 gic O:N—  —0O N

Hbn hop gdm (1-metyl-5-nitro-1H-imidazol-2-yl)metanol (176 mg, 1,12 mmol)
va 1-flo-2,4-dinitrobenzen (250 mg, 1,34 mmol) va K2COs (465 mg, 3,36 mmol) trong
DMEF (5 mL) duoc khudy trong 2 gior & nhiét do méi truong. Phan tmg duoc xir ly bing
cach chiét. Phan cin duoc tinh ché bing phwong phap HPLC diéu ché véi diéu kién sau
day: cot: cot C18 OBD diéu ché XBridge 19%150 mm, 5 um; pha dong A: nuéc (NH4HCO3
10 mmol/L), pha dong B: ACN; tbc do chay: 20 mL/phtt; rira giai gradien. Cac phan doan
chtra san phidm dugc thu gom va sau d6 lam dong khé nhanh dé tao ra 2-(2,4-dinitro-
phenoxymetyl)-1-metyl-5-nitro-1H-imidazol & dang chét rén_ mau vang. LC-MS: (ES, m/z)
324. (M+H)*". '"H-NMR: (400MHz, DMSO-ds) 6 8,79 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 8,57 (dd, J; =
2.8 Hz, J>=9,2 Hz, 1H), 8,10 (s, 1H), 7,79 (d, J=9,6 Hz, 1H), 5,72 (s, 2H), 3,95 (s, 3H);
phén tich: C, 42,79; H, 3,43; N, 20,68; O, 33,25.

Su tao thanh DNP tir Hop chét B béi cac vi thé gan
Thuc hién theo cdc phuong phap thi nghiém dugc md ta trong vi du 11 ma khoéng
thay dbi diéu kién thi nghiém nhung thay Hop cht A bing hop chét néu ¢ dé myc trong

enzym nguoi, thu dugce cac két qua sau day:

Dang Luong tao thanh DNP (uM) Ty 1é phan trim tao thanh (%)

Loai |thacthw | O 15 30 45 60 0 15 30 45 60
nghiém | phat | phat | phat | phat | phat | phat | phat | phut | phat | phut

co

NADPH

0,031 | 0,038 | 0,025 | 0,023 | 0,018 | 1,56 | 1,90 | 1,26 | 1,13 | 0,91

Nguoi | Khong
co 0,017 | 0,015 | 0,014 | 0,014 | 0,013 | 0,83 | 0,75 | 0,72 | 0,69 | 0,63
NADPH

Vi du 20: Téng hop 2-[2-(2,4-Dinitro-phenoxy)-etyl]-1-metyl-5-nitro- 1H-imidazol (Hop
chét #17 trong bang A).
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Hbén hop gbém 2-(1-metyl-5-nitro-1H-imidazol-2-yl)-etanol (1,32 mmol) va 1-flo-
2.4-dinitrobenzen ( 1,65 mmol) va K»COs3 (465 mg, 3,36 mmol) trong DMF (5 mL) dugc
khudy trong 2 gi® & nhiét do moi truong. Phan tng duoc Xt Iy bang cach chiét. Phan cin
dugc tinh ché bang phuong phap HPLC didu ché véi diéu kién sau day: cot: cot C18 OBD
diéu ché XBridge 19x150 mm, 5 um; pha dong A: nuéc (NHsHCO3 10 mmol/L), pha dong
B: ACN; tbc dd chay: 20 mL/phut; rira giai gradien. Cac phan doan chira san phém duoc
thu gom va sau d6 lam dong kho nhanh dé tao ra 2-[2-(2,4-dinitro-phenoxy)-etyl]-1-metyl-
5-nitro-1H-imidazol. LC-MS: (ES, m/z) 338,07(M+H)"; phan tich: C, 42,62; H, 3,20; N,
20,83; O, 33,32.

Vi du 21: Téng hop 1-metyl-5-nitro-2-(4-nitro-phenoxymetyl)-1H-imidazol (hop chat #18

F
N o \CL |
) NO,  O,N NO,
e NS s
\ K,COs, DMF N

Hdn hop gom 2-(1-metyl-5-nitro-1H-imidazol-2-yl)-etanol (1,24 mmol) va 1-flo-
4-nitrobenzen (1,45 mmol) va K,COs (465 mg, 3,36 mmol) trong DMF (5 mL) dugc khudy

trong bang A).

O,N

trong 2 gi® & nhiét do méi trudng, sau do gia nhiét. Phan tmg duge xir ly bang céch chiét.
Phan can dwoc tinh ché bang phuong phap HPLC didu ché vé6i diéu kién sau day: cot: cot
C18 OBD diéu ché XBridge 19x150 mm, 5 um; pha dong A: nuéc (NH4HCO3 10 mmol/L),
pha dong B: ACN; tbc do chay: 20 mL/phut; rira giai gradien. Cac phan doan chira san
pham duoc thu gom va sau d6 lam dong kho nhanh dé tao ra 1-metyl-5-nitro-2-(4-nitro-
phenoxymetyl)-1H-imidazol. LC-MS: (ES, m/z) 279,07(M+H)"; phén tich: C, 47,35; H,
3,71; N, 20,24; O, 28,82.

Vi du 22: Téng hop 1-metyl-5-nitro-2-(3-nitro-phenoxymetyl)- 1H-imidazol (hop chét #19
trong bang A).
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F NO,
o O A
N\ 02N O/\NW]NOZ

K,CO;, DMF

O,N

Hdn hop gém 2-(1-metyl-5-nitro-1H-imidazol-2-yl)-etanol (1,32 mmol) va 1-flo-
3-nitrobenzen (1,67 mmol) va K»CO3 (465 mg, 3,36 mmol) trong DMF (5 mL) dugc khudy
trong 2 gid & nhiét o méi truong, sau d6 gia nhiét. Phan tmg dugc xtt Iy bang cach chiét.
Phén can duoc tinh ché bang phuong phap HPLC diéu ché voi diéu kién sau day: cot: cot
C18 OBD diéu ché XBridge 19150 mm, 5 um; pha dong A: nudc (NH4HCO3 10 mmol/L),
pha dong B: ACN; tbc do chay: 20 mL/phut; rira giai gradien. Cac phan doan chura san
pham dugc thu gom va sau d6 lam dong khd nhanh dé tao ra 1-metyl-5-nitro-2-(3-nitro-
phenoxymetyl)-1H-imidazol. LC-MS: (ES, m/z) 279,07(M+H)"; phan tich: C, 47,53; H,
3,69; N, 20,24; O, 28.,85.

Vi du 23: Tong hop 2-(3,5-Dinitro-phenoxymetyl)-1-metyl-5-nitro-1H-imidazol (hop chét
#20 trong bang A).

F NO,
\©/ 02N \
N OH N NO,
T ~
02N N\ N02 . O NJ/
(0]

N

K,CO3z;, DMF
Hbn hop gdém 2-(1-metyl-5-nitro-1H-imidazol-2-yl)-etanol (1,22 mmol) va 3,5-
di-nitro-1-flobenzen (1,54 mmol) va K»COs3 (465 mg, 3,36 mmol) trong DMF (5 mL) dugc
khudy trong 2 gi® & nhiét do mdi truong, sau d6 gia nhiét. Phan tmg dugc xir Iy bang cach
chiét. Phan cin dugc tinh ché bang phwong phap HPLC didu ché voi didu kién sau day:
cdt: cot C18 OBD diéu ché XBridge 19x150 mm, 5 um; pha dong A: nu¢e (NH4HCO3 10
mmol/L), pha dong B: ACN; tdc do chay: 20 ml/phut; rira giai gradien. Cac phan doan
chira san pham dwgc thu gom va sau d6 lam dong khod nhanh dé tao ra 2-(3,5-dinitro-
phenoxymetyl)-1-metyl-5-nitro-1H-imidazol. LC-MS: (ES, m/z) 324,05(M+H)"; phéan
tich: C, 40,90; H, 2,89; N, 21,72; O, 34,60.

Vi du 24: Téng hop 2-(2,4-Diclo-phenoxymetyl)-1-metyl-5-nitro-1H-imidazol (hop chét
#21 trong bang A).
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Hbn hop gdm 2-(1-metyl-5-nitro-1H-imidazol-2-yl)-etanol (1,25 mmol) va 2,4-
di-clo-1-flobenzen (1,45 mmol) va K»CO3 (465 mg, 3,36 mmol) trong DMF (5 mL) dugc
khudy trong 2 gi® & nhiét do moi trudng, sau do gia nhiét. Phan img duoc xir 1y bang cach
chiét. Phin cin duoc tinh ché bing phuong phap HPLC didu ché véi diéu kién sau day:
cot: cot C18 OBD diéu ché XBridge 19150 mm, 5 um; pha dong A: nuéc (NH4HCO; 10
mmol/l ), pha dong B: ACN; tdc do chay: 20 ml/phat; rira giai gradien. Cac phén doan chira
san phdm dwgc thu gom va sau d6 lam dong khoé nhanh dé tao ra 2-(2,4-diclo-
phenoxymetyl)-1-metyl-5-nitro-1H-imidazol. LC-MS: (ES, m/z) 302,00(M+H)"; phan
tich: C, 43,78; H, 3,08; Cl, 23,52; N, 13,81; O, 15,99.

Vi du 25: Téng hop 2-(2,6-diclo-4-nitro-phenoxymetyl)-1-metyl-5-nitro- 1H-imidazol (hop
chit #22 trong bang A).

cl
N OH Fj@\ O,N ° \
\ 2 N02
£N>— cl NO, g ¢ J/
AN N
Cl

K,CO;, DMF

Hbn hop gdm 2-(1-metyl-5-nitro- 1H-imidazol-2-yl)-etanol (1,15 mmol) va 1,3-
diclo-2-flo-5-nitro-benzen (1,24 mmol) va K2CO3 (465 mg, 3,36 mmol) trong DMF (5 mL)
duogc khudy trong 2 gid & nhiét d6 moi trudong, sau d6 gia nhiét. Phan ung dugc xir ly bang
cach chiét. Phin cin duoc tinh ché bang phuong phap HPLC diéu ché véi diéu kién sau
day: cot: cot C18 OBD diéu ché XBridge 19x150 mm, 5 um; pha dong A: nudc (NH4HCO3
10 mmol/L), pha dong B: ACN; tbc do chay: 20 mL/phit; rira giai gradien. Cac phan doan
chira san pham duoc thu gom va sau d6 1am dong kho nhanh dé tao ra 2-(2,6-diclo-4-nitro-
phenoxymetyl)-1-metyl-5-nitro-1H-imidazol. LC-MS: (ES, m/z) 346. (M+H)"; phan tich:
C, 38,01; H, 2,22; Cl, 20,13; N, 16,19; O, 23,15.

Vi du 26: Téng hop céc hop chat 11, 12, 13, 14, va 15 trong bang A.
Trong binh phan tmg, hdn hop g6m hop chéat imidazol (1 dwong lugng mol),

metylen iodua (1 duwong lugng mol), mudi kali ciia hop chét phenol (1 dwong lugng mol),
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trietylamin kho (1 duong lugng mol), va TBAB véi lugng xuc tac duge hoa tan trong
axetonitril khd. Dung dich dugc hodi lwu trong 2 gid, sau d6 lam bay hoi dung mdi. Tiép
theo, phﬁn can dugc hoa tan trong CHCI3 va rira béng nude (2x 200 mL). Lép hitu co dugce
lam kho bang natri sulfat khan, loc va lam bay hoi dé tao ra san pham thd. Budc tinh ché

thém duogc thuc hién bang cach sir dung phuong phap sdc ky cot trén silicagel.
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1. Hop chat 5-[(2,4-dinitrophenoxy)metyl]-1-metyl-2-nitro-1H-imidazol hoac mudi

duogc dung cua no.

2. Dugc phim bao gbm chét mang dugc dung va hop chét theo diém 1 hoac mubi duge

dung cua no.
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FIG. 1
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FIG. 2
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% Cmax cia 100mpk DNP
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luong glucoza trong mau mmol/l & thoi gian 120 phut sau khi cho nhan liéu quyét dinh

Diéu tri bang Hop chat A lam ting muc dung nap glucoza
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FIG. 6

Tuan 5
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(CmpA: Hop chat A)

-52-




34101

dDN U 9p

Q
M
Y

> Sueq

HSVN yudq Aed iq 1onyo n

15

W
~

WwoY1

v

w
H

g

SR RS A

o dOop eno Funp o) G Yu

el

-53-



34101

udiy 1018 op) "(IDIN Ue Op 9y Fueq [ISVN qudq Aed

iq 1onyo ued o wota Avd UDj0IAX

8 A

‘i notp ugny 9 nes weld wey oonp

BA QUI WIDIIU URS WA yudq wetd wey v ieys dofy



34101

FIG. 9
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FIG. 10

Mir¢c TG trong huyét thanh cua cac nhém nghién ciru

N
N
1 1
7 \ % l
N\ /] / N
/; Ve \\\\ L \
N1~ N\ \ ‘/,/ \
s \ N \ 7 \
. i N g N ,{/,: g %x\
\ s N
|V N A7 N N
N~ N g N g N
yd ! N /] N
I I |

15

Ngay nghién ctru

Bl Chét dan

[ JHop chat A 0,Impk
Hop chét A 0,5mpk
CJHop chat A 5mpk
DNP 1 mpk

-56-




34101

FIG. 11

Mirc FFA trong huyét thanh cua cdc nhém nghién ciru
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FIG. 12

Mirc TG trong gan cua cac nhom nghién ctru
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FIG. 13

Mitrc xeramit trong gan cua cac nhém nghién ciru
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FIG. 15
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FIG. 19
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