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Linh vie k§ thuat dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén hop chit khang virut, cu thé hon, hop chét thé hién tinh chon
loc va hoat tinh sinh 1y cao chdng lai virut gdy suy gidm mién dich & ngudi (HIV),

phuong phap diéu ché hop chit nay, va sir dung hop chét nay.
Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Hoi chimg suy giam mién dich mic phai (AIDS) gdy ra boi sy 1dy nhiém virut
gdy suy giam mién dich & nguoi (HIV). C6 hai loai HIV, HIV-1 va HIV-2, va loai phd
bién nhat trén toan cu 1a HIV-1. Dé didu tri AIDS, cac chit irc ché enzym di duoc phat
trién theo cic co ché hoat dong ctia HIV. Phu thudc vao diém hoat dong, cac chét trc ché
ndy duoc phén loai thanh chét (rc ché phién ma nguoc nucleosit (NRTI), chat tc ché

proteaza (PI), chét tc ché lién hiép, va chét wrc ché integraza.

Céc chét we ché integraza duoc phan loai thanh cac chit trc ché diém xuc tac va
cac chit e ché diém khong xuc tac. Nghién ciru vé céc chét tre ché integraza diém xiic
tac da duoc tién hanh tich cuc cho dén nay, va ba loai thudc da duoc phat trién va c6 sin
trén thi truong. Raltegravir, dugc phéat trién trong 2008, la thudc dai dién. Trong khi do,
co ché hoat dong clia cac chét Gre ché integraza diém khong xtc tac dugc dua ra boi Ziger
Debyser, et al. (Frauke Christ, Zeger Debyser et al., Nature Chemical Biology, 2010, Vol.
6, 442), va su phat trién cta cdc chét Grc ché ddi véi co ché hoat dong nay da dugc tién

hanh tich cuc.

Ngoai ra, nhidu nghién ctru da duoc tién hanh dé phat trién thude hitu hiéu dé
diéu tri chdng lai cac virut khang thudc. Céc chit tri liéu nay duoc kiém soat trong hdn
hop cua hai hodc bdn thudc ma thé hién cac co ché hoat dong khac nhau, ma duogc goi 1a
cac liéu phat khang retrovirus hoat tinh cao (HAART), nho do din dén hiéu qua kéo dai
cudc séng. Mic du ¢6 nhitng nd luc nhu trén, tuy nhién, AIDS chwa duoc chita khoi hoan
toan, va do doc tinh thudc va biéu hién cia su dbi khéng vé&i chét tri liéu hién tai, su phat

trién cta thuoc magi dang dugc yéu cau lién tuc.
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Bin chit k§ thuit ciia sang ché
Vién d& ky thuat can giai quyét

Trong nd lyc giai quyét nhitng van dé néu trén, cic tic gia da tién hanh nhiing
nghién clru sdu rong dé tim kiém cac chit trj liéu AIDS méi, va két qua 13, tim ra r.%lng cac
hop chit pyrolopyridin c6 khung méi c6 tac dung tic ché sy ting sinh ctia HIV. Sang ché
da dugc hoan thanh trén co s& nhiing phat hién nay.

Do d6, mot myc dich cia sang ché 13 d& xudt hop chit pyrolopyridin méi va mubi
duoc dung cua nd, ma thé hién tic dung trc ché sy tang sinh HIV-1 béng cach wrc ché hoat
tinh ciia cac enzym integraza ctia HIV-1, va ciing thé hién két qua t6t ddi véi dic tinh
thubc va cac thir nghiém doc tinh co ban.

Muyc dich con lai cua sing ché 1a @& xuét phuong phdp diéu ché hop chét
pyrolopyridin méi nhu duge mé ta & trén, va mudi duoc dung clia né.

Muc dich khac cta sang ché 1a d& xuit dugc phdm bao gdm hop chit néu trén lam
thanh phan hoat tinh.

Céch thirc giai quyét van dé

Khia canh thir nhét ctia séng ché 13 d& xuét hop chét c6 cong thirc hoa hoc I duéi

day, raxemat hodc chéit déng phan 1ap thé cia né, hoic mubi dugc dung ctia no:

Cong thirc hoa hoc 1

trong do,

R1 dugc chon tir nhém bao gém Ci-6 alkyl khéng duoc thé hodc duoc thé béng
nguyén tir halogen, benzyl khong dugc thé hodc dwoc thé bang Cis alkyl hodc halogen,
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C1 alkyloxymetyl, Ci3 alkyl carbamat, va sulfonyl khong duge thé hoic duoc thé bang
Cis alkyl, va

R>va Rs ddce 1ép 1a hydro, Ci.s alkyl, hodc nguyén tir halogen,

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xudt hop chét trong d6 Ry 1a Cis alkyl,
raxemat hodc chit ddng phén 1ap thé cia né, hodc mudi dugc dung ciia né.

Theo phuong 4n khac, sing ché d& xudt hop chét trong d6 Ry 1 metyl, va R, va
R3 ddc 1ap 1a hydro, metyl hoac cloro, raxemat hodc chét déng phan 13p thé cua no, hodc
mubi duge dung cua no.

Theo phuong 4n khac nita, sing ché d& xuét hop chat trong d6 R 1a metyl, vi ca
hai Rz va Rs 13 hydro, raxemat cta chit ddng phéan lap thé ciia no, hodc mudi dwgc dung
cua no.

Cu thé, nguyén tir halogen 13 clo, brom hoic nguyén tir flo.

Khia canh thir hai ciia sang ché d& xudt phwong phap diéu ché hop chét cua cong
thtrc hoa hoc I theo so db phan tmg 1 dudi day:

So d6 phan ung 1

X
O,k R}{ n
; R1 \N/ Rs
\ —

OR4

Cu thé, phuong phap diéu ché hop chit ciia cong thirc héa hoc I,

Cong thtrc hoa hoc I

3 , bao goém:

1) bude thir nhat 13 cho hop chét c6 cong thirc héa hoc II phan ing véi hop chit
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c6 cong thue hoa hoc 11T dé diéu ché hop chét c6 cong thic hoa hoc IV,

Cong thirc hoa hoc 11

Cong thirc hoa hoc 111

R;\l)x
RN R,

Cong thirc héa hoc IV

;va
2) buéce thir hai 14 thily phan hop chét ¢6 cong thirc hoa hoc IV,
trong do,

Ri duge chon tir nhom bao gdm Ci.s alkyl khong duoc thé hodc dugc thé bing
nguyén tir halogen, benzyl khéng duoc thé hodc dugc thé bang Ci.; alkyl hogc halogen,
C13 alkyloxymetyl, C1.; alkyl carbamat, va sulfonyl khong duge thé hodc dugc thé bing
Cis alkyl, va

Rova Rs ddc 18p 1a hydro, Ci.¢ alkyl, hodc nguyén tur halogen,
R4la Ci.6 alkyl, va
X 1a halo, metansulfonyl, toluensulfonyl hodc triflorometansulfony]l.

Cu thé, R4 c6 thé 1a metyl hodc etyl, va X ¢6 thé 1a clo hoic p-toluensufonyl.
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Trong budc thir nhit ctia phuong phap diéu ché hop chét cia cong thirc héa hoc I,
ty 1é mol gitta hop chat cua cong thire hoa hoc II va hop chét cia cong thirc hoa hoc III
t6t hon 1a 1:2 dén 1:5, nhung khong bi gi6i han & do.

Trong buédc thir nhit, dung mdi phan tng c6 thé 1a diclometan, dimetylformamit,
tetrahydrofuran, hodc hdn hop bét ky ciia chiing, nhung khong bi giéi han & do.

Budc thirc nhét c6 thé dugc thyuc hién trong 2 gio dén 18 gid, nhung khong bi giéi
han & do.

Budgc thirc nhit cé thé duoc thuc hién voi sy c6 mit cia xesi cacbonat, va
dimetylformamit t5t hon 12 dugc str dung lam dung mai.

Trong budc thu nhét, xesi cacbonat duoc sir dung véi lwong tot hon 1a tir 2 dén 5
trong duong v6i hop chét cua cong thirc hoa hoc II.

Tai thoi diém nay, nhung khong bi giéi han & d6, nhiét d6 phan tmg tdt hon 13 40°C
dén 100°C, va thoi gian phan tung t&t hon 13 4 gidy dén 18 gio.

Vi dy, hop chét ¢6 cong thitc hoa hoc I, ma dwge st dung 1am nguyén liéu khéi
ddu dé didu ché hop chit cia cong thirc hda hoc I theo sang ché, co thé dugce diéu ché
theo phuong phap dwoc mb ta trong vi du diéu ché cia WO 2013/073875A1.

Trong budc thi hai, sy thiiy phan c6 thé duoc thue hién véi lithi hydroxit, canxi
hydroxit, bari hydroxit hodc kali hydroxit, nhung khong bi giéi han & do. Tét hon 13, kali
hydroxit hodc lithi hydroxit c6 thé duoc sir dung.

Trong sy thuy phén, kali hydroxit hodc lithi hydroxit c6 thé duoc sir dung 3 dén 8
tuong duong v4i hop chét cia cong thirc héa hoc IV, nhung khong bi gii han & d6.

Su thiy phén trong budc thit hai cé thé duoc thuc hién tai nhiét do trong phong,
hoic nhiét d thay dbi ¢ 35°C dén 50°C.

Trong su thuy phan, nude, metanol, tetrahydrofuran hodc hdn hop bét ky clia
ching c6 thé duoc sir dung 1am dung méi, nhung khong bi gidi han & dé.

Theo phuong an khéc, sy thiy phan dugc thyc hién véi lithi hydroxit trong dung

moi duoc trdn, vi du, 4N natri hydroxit/metanol, hodc tetrahydrofuran/metanol/nuéec.

Su thily phan c6 thé duoc thuc hién dic biét trong 6 gio dén 18 gid, nhung khong
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bi gidi han & do.
Khia canh thir ba ctia sang ché 14 d& xuét ché phim khang virus bao gdm hop chit

c6 cong thitc héa hoc I dugc md ta & trén, raxemat hodc chat ddng phan lap thé cua nd,

hodac mudi dugce dung cia no.

Cu thé, ché phim néu trén 13 ché phdm khang virus gdy suy gidm midn dich &

nguoi (HIV).
M0 ta chi tiét sang ché

Theo sang ché, vi du cu thé cua hop chét cua cong thurc hoa hoc I co thé 1a axit
(S)-2-(tert-butoxy)-2-(4-(4-clophenyl)-2,3,6-trimetyl-1-((1-metyl- 1H-pyrazol-4-
yD)metyl)-1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-5-yl)axetic, hodc

axit  (S)-2-(tert-butoxy)-2-(1-((5-cloro-1,3-dimetyl-1H-pyrazol-4-yl)metyl)-4-(4-
clophenyl)-2,3,6-trimetyl-1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-5-yl)axetic.

Hop chét cua cong thic hoa hoc I cua sing ché dugc diéu ché nhu & trén co thé
tao mubi, cu thé, mudi dugc dung. Mubi duoc dung phu hop khong bi gidi han cu thé
mién 14 né 12 mudi dugc sit dung dién hinh trong linh vuc, nhu mudi cong axit (Refer to J.

Pharm. Sci., 1977, 66, 1).

Vi du wu tién cta axit cho mudi cong axit dugc dung bao gbm axit v co nhu axit
clohydric, axit hydrobromic, axit phosphoric, axit orthophosphoric hodc axit sulfuric; hodc
axit hitu co nhu axit metansulfonic, axit benzensulfonic, axit toluensulfonic, axit axetic,
axit propionic, axit lactic, axit xitric, axit fumaric, axit malic, axit sucxinic, axit salixylic,

axit maleic, axit glyxerophosphoric hodc axit axetylsalixylic.

Mudi kim loai duoc dung cling c6 thé thu dugc theo phuong phéap thong thuong
véi bazo. Vi dy, hgp chét ctia cong thirc hoa hoc I c6 thé duoc hoa tan trong lugng du cta
dung dich cta hydroxit kim loai kiém hodc hydroxit kim loai kiém thd, mudi khong hoa
tan cua hop chét c6 thé duoc loc, va dich loc sau d6 ¢o thé duoc lam bay hoi va séy kho,

dé thu duoc mudi kim loai duoc dung ctia hop chét.

Mudi khoéng dugc chép nhén tinh dugc dung hodc solvat ctia hop chét cta cong
thirc héa hoc I ¢6 thé duge sir dung 1am chét trung gian trong viéc diéu ché hop chat ctia

cong thirc héa hoc I, hodc muoi duge dung hodc solvat ciia no.
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Hop chat ctia cong thirc héa hoc I theo sing ché bao gdm khéng chi cac mubi
duoc dung cuia n6, ma con cac solvat va cac hydrat ctia né ma cé thé dugce diéu ché tir do.

Céc chat dong phan 1ap thé ciia hop chit c6 cong thirc héa hoc I va cc chat trung gian cua

n6 c6 thé dugc didu ché theo phuong phép théng thudong.

Ngoai ra, hop chét ciia cong thirc héa hoc I theo sang ché c6 thé dwoc didu ché
hodc dudi dang tinh thé hodc dudi dang phi tinh thé. Khi hop chit ctia cong thirc hoa hoc
[ duoc diéu ché dudi dang tinh thé, n6 c6 thé duoc hydrat hoa hodc solvat hoa mot cach

tuy chon.

Ngodi ra, sang ché d& xuét ché phdm khang virus bao goém, 1am thanh phin hoat
tinh, hop chét cia cong thirc hoa hoc I dugc mo ta & trén, hodc mudi duoc dung, hydrat
hodc solvat ciia nd. Trong trudng hop d6, ché phadm khang virus dic biét 1a ché phdm

khang virus gy suy giam mién dich & ngudi (HIV).

Trong céc vi du thir nghiém cta sang ché, d3 dugc tim ra rang hop chét c6 cong
thitc héa hoc 1 13 chit nén rit tdt, ma tinh doc té bao cua né 1a thép, tac dyng uc ché
HIV 12 rat t6t va hoat tinh sinh 1y 13 cao, v ma thé hién d6 an toan trong két qua thir

nghiém ddc tinh co ban va c6 do tan phu hop cho cac dic tinh thube.

Duogc phidm theo sang ché c6 thé dugc tao thanh dudi dang dung qua dudng
miéng hodc dang ti€ém. Vi dy, dang dung qua dudng miéng bao gém vién nén, vién nang
va twong tu, va dang ndy chia chét pha lodng (vi du, lactoza, dextroza, sucroza, mannitol,
sorbitol, xenluloza va/hodc glyxin) va chét keo (vi du, silic oxit, bot talc, axit stearic,
hoic mudi magie hodc canxi cua axit stearic, hodc polyetylen glycol), ngoai trt thanh
phén hoat tinh. Vién nén c6 thé chira chét két dinh nhu magie nhom silicat, hd tinh bot,
gelatin, tragacanth, metyl xenluloza, natri carboxymetyl xenluloza hodc polyvinyl
picolidin, va tiy timg trudng hop, c6 thé chira chét phan rd nhu tinh bdt, aga, axit alginic
ho3c mudi natri ciia né, hoic hdn hop dun sdi va/hodc chét hép thu, chit mau, chét tao
mui huong, va chét ngot. Dang tiém t6t hon 13 dich huyén phu hodc dung dich dang nudce

dang truong.

Ché phém néu trén c6 thé duogc tiét trung va/hodc co thé chira ta duoc nhu chét
bdo quan, chit 6n dinh, bot thAm nudce hodc chét thac déy tao nhii tuong, mubi dé diéu

chinh 4p suét thdm thdu va/hodc chit dém, va chét nén hitu ich tri ligu khac bat ky.
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Dang néu trén c6 thé dugc didu ché bang cach trén dién hinh, phuong phap phu
hodc tao hat, va c6 thé chira thanh ph?m hoat tinh ndm trong khoang tir 0,1 dén 75% trong
lwong, va tét hon 12 nim trong khoang tir 1 dén 50% trong lwong. Dang liéu don vi cho
dong vit co vi ndm trong khoang tir 50 dén 70 kg chira khoang tir 10 dén 200mg thanh
phin hoat tinh.

Liéu dugc uwu tién cta hop chat theo sang ché thay dbi phu thudc vao diéu kién va
trong lugng ctia bénh nhan, dién tién coa bénh, dang ctua thude, duong st dung va khodng
thoi gian sir dung, nhung c6 thé dwoc chon pht hop boi ngudi co hiéu biét trung binh
trong linh vue. Liéu ding hang ngdy c6 thé duoc ding qua dudng miéng hoic dudng

tiém trong mot lieu don hodc chia licu.

Duogc phim cia sang ché c6 thé duoc dung cho dong vat c6 vii bao gdm chudt cdng,
chuot nhat, dong vat nubi, con ngudi va tuong tu, thong qua cac duong khic nhau. Tét ca
cac dudong dé sir dung co thé duogc chiém nghiém va co thé duoc kiém soat, vi du, qua
duong miéng, truc trang, hodc tiém tinh mach, ti€ém bép, tiém duoi da, tiém mang cung t
cung hodc tiém ndi nao.

Hiéu qua sang ché

Hop chit c6 cong thirc héa hoc I theo sang ché, raxemat hoic chét dong phan lap
thé ctia nod, hodc mudi dwgc dung, hydrat hoic solvat ctia n6 thé hién tinh chon loc va
hoat tinh sinh 1y cao chéng lai virut gdy suy giam mién dich & ngudi (HIV) vé6i doc tinh
thép, va vi vay hitu ich dé diéu tri su lay nhiém virut, cu thé, su lay nhiém virut giy suy
giam mién dich & nguoi (HIV).

Vi du thue hién sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét vién dan t6i cac vi du va cac vi du diéu
ché dudi day. Tuy nhién, céc vi du va céc vi du diéu ché dudi day dugc dua ra chi nhim
muc dich minh hoa, va pham vi cia sang ché khong bi gidi han & do.

Vi du diéu ché 1: Piéu ché mudi 4-(clometyl)-1-metyl- 1H-pyrazol hydroclorua

Diclometan(1,8mL) va trietylamin (2 giot) dugc bd sung vao (1-metyl-1H-

pyrazol-4-yl) metanol (380mg, 3,39mmol) duogc diu ché theo phuong phép da biét (Frey, R.
R,; et al, J. Med. Chem., 2008, 51, 3777-3787), va sau d6 hdn hop thu duoc duoc lam
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mat dén 0°C. Dung dich ma trong d6 thionyl clorua (0,62mL) duoc hoa tan trong toluen
(1,8mL) dugce bd sung chdm vao d6, va hdn hop duoc khudy trong 2 gid & 30°C. Dung
mdi va lugng du cta thionyl clorua duge loai bo khoi dung dich phan tmg dudi ap suit
giam dé thu duoc hop chét dich. Hop chét duoc st dung trong phan tmg tiép theo ma

khong can tinh ché.
Vi du diéu ché 2: Diéu ché 4-(bromometyl)-5-cloro-1,3-dimetyl-1H-pyrazol

(5-Cloro-1,3-dimetyl-1H-pyrazol-4-yl)metanol (937mg, 5,8mmol) dugc didu ché
theo phuong phap da biét (Attardo, G.; Tripthy, S., PCT Int. Appl. 2010, WO 2010-
132999 Al) dugc hoa tan trong diclometan (40mL) va sau d6, dugc lam mat dén 0°C.
Dung dich ma trong d6 phospho tribromua (0,54mL, 5,8mmol) dugc pha lodng véi
diclometan (5mL) dugc bd sung chdm vao d6, va sau d6 hdn hop thu duge duge khudy
trong 1,5 gio tai nhiét do trong phong. Dung moi duge loai bdé khdi dung dich phan tmg
dudi ap suét giam dé thu duge hop chét dich. Hop chat dugc st dung trong phan tng tiép

theo ma khong can tinh ché.

Vi du 1: Axit (S)-2-(tert-butoxy)-2-(4-(4-clophenyl)-2,3,6-trimetyl-1-((1-metyl)-
1H-pyrazol-4-yl)metyl)-1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-5-yl)axetic.

Buédce 1: Metyl(S)-2-(tert-butoxy)-2-(4-(4-clophenyl)-2,3,6-trimetyl-1H-
pyrolo[2,3-b]pyridin-5-yl)axetat (700mg, 1,69mmol) dugc hoa tan trong
dimetylformamit (14mL), va sau d6 xesi cacbonat (2,75 g, 8,45mmol) va 10 giot
trietylamin dugc bd sung vao d6. Sau khi nhiét d6 dwoc didu chinh dén 40°C, hop chét
thu dugc trong vi du didu ché 1 (560mg, 3,39mmol) dugc bd sung trong phin & d6 trong
1 gio. Hon hop thu duge duoc khudy trong 18 gior & nhiét do twong tw dé hoan thanh phan
tmg. Dung dich phan ng duge lam mét bang binh nudce da, va nude (50mL) duge bd
sung vao d6, va phan thu dwoc duge khudy trong 10 phut. Cac chit ran tao ra duoc loc va

duogc rira voi nude. Khong can sy kho, chat ran thu duge dugce tinh ché bang sac ky cot
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silica gel (chét rira giai: etyl axetat/n-hexan = 1/2 va 1/1) dé tao ra hop chét dich (430mg,
50%).

TH-NMR(CDCls, 500 MHz) & 1,01(s, 9H), 1,49(s, 3H), 2,30(s, 3H), 2,75(s, 3H),
3.69(s, 3H), 3,83(s, 3H), 5,11(s, 1H), 5,32(s, 2H), 7,30(m, 2H), 7,44-7,47(m, 4H); MS(EI,
m/e)= 509(M™).

Budc 2: Sau khi hop chét (369mg, 0,724mmol) thu dugce trong budc 1 dugc hoa
tan trong tetrahydrofuran (5,5mL), natri hydroxit 4N trong metanol (0.98mL) dugc bd
sung vao do6, va hdn hop thu dugc duoc khudy trong 18 gir & 35°C. Dung dich phan g
duoc lam mat dén 10°C va sau d6 duogc trung hoa bing cach bd sung 4N axit clohydric.
Sau khi dung mdi dugc loai bo khoi dung dich phan ung dudi ap suét giam, phan du
duoc tinh ché bing séc ky cot silica gel (chat rira giai: diclometan/metanol=95/5 va 90/10)

dé tao ra hop chit dich (260mg, 73%) trong chit rin mau tring.

'H-NMR(CDs0D, 500 MHz) & 1,00(s, 9H), 1,52(s, 3H), 2,31(s, 3H), 2,72(s, 3H),
3,80(s, 3H), 5,14(s, 1H), 5,37(bs, 2H), 7,34-7,53(m, 6H);

MS(EL m/e)= 495(M").

Vi du 2: axit (S)-2-(tert-butoxy)-2-(1-((5-cloro-1,3-dimetyl-1H-pyrazol-4-
yl)metyl)-4-(4-clophenyl)-2,3,6-trimetyl-1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-5-yl)axetic.

Hop chit dich (30mg, 44%) thu dugc bang cach cho metyl(S)-2-(tert-butoxy)-2-
(4-(4-clophenyl)-2,3,6-trimetyl-1H-pyrolo[2,3-b]pyridin-5-yl)axetat (200mg, 0,48mmol)
phan tmg v6i hop chat thu duoc trong vi du didu ché 2 (432mg, 1,44mmol) theo cach

tuong tu nhu trong vi du 1.

'H-NMR(CDs0D, 500 MHz) § 1,00(s, 9H), 1,49(s, 3H), 1.90(s, 3H), 2,19(s, 3H),
2.68(s, 3H), 3,75(s, 3H), 5,20(s, 1H), 2,28(dd, J = 40,7, 15,8 Hz, 2H), 7,24(d, J = 7,4 Hz,
1H), 7,47-7,39(m, 2H), 7.63(d, J = 7.4 Hz, 1H);
-11-
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MS(EL m/e)= 544(M™).

Vi du thtr nghiém 1: Diéu tra tac dung trc ché chéng lai HIV-1(loai hoang da/dot

bién) va thir nghiém doc té bao ctia hop chét theo sang ché

Pé thiy duoc tac dung tre ché HIV-1 (loai hoang da/dot bién) ctia hop chit theo
sang ché, thir nghiém tac dung e ché HIV-1 (loai hoang da/dot bién) duge thuc hién in
vitro theo phuong phap da biét dudi day (H. Tanaka et al., J. Med. Chem., 1991, 34, 349).
Céc t& bao MT-4 duoc sir dung 1am céc té bao chu, va mtrc do clia hop chét cia sang ché

trc ché doc té bao cho céc té bao MT-4 lay nhiém virut duoc diéu tra.

Thir nhét, cac té bao MT-4 dugc phan tan trong mdi trudng nudi cdy tai ndng do
cia 1x10* t& bao/18, va HIV-1 duoc tiém sao cho ndng do 14 500 TClso (ndng d6 ma 50%
t& bao bi lay nhidm & d6)/18. ngay sau khi tiém, su phan tan té bao duge chuyén vao 100
uL vao tim microtiter phéng ma trong d6 miu ctia hop chét theo sang ché dugc dat. Mau
duogc ti€ém trong khoang tir 4 dén 5 ngay & 17°C, va hiéu qua Grc ché virut duge xac dinh
bing phuong phap MTT. Ngoai ra, kha ning séng s6t clia cac té bao bi lay nhiém trong
thtr nghiém duge quan sat thiy bing phuong phap MTT dé xac dinh mirc d6 ctia tinh doc
té bao. Dé 1am hop chat ddi ching, azidothymidin (AZT), Raltegravir, Dolutegravir, va

Elvitegravir dugc sit dung. Céc két qua duogc thé hién trong cac Bang 1 va 2 dudi day.

[Bang 1]
Céc hop chét Loai HIV-:(IHB) hoang da trong céc té bao MT-4
ECso (nM)
Vidul 3,23
Vidu2 25,7
Raltegravir 5,85
AZT 2,24

* ECso: ndng do cua su trc ché 50% cua su 14y nhiém HIV

[Bang 2]
NL4-3 wt | 4736 2* | 4736 4% 8070 1* 8070 2% 1556 1%
ICso (nM) | ICso (nM) | ICs0 (nM) | ICso (nM) | ICs0 (nM) | ICs0 (nM)
Vidul 3,6 1,1 3.4 0,9 3.4 3,4
AZT 38,4 29,7 34,6 34,7 57,6 33,1
Raltergaravir | 4,6 351 351 4,322 3,844 3,757
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Dolutegravir | 3,2 3,5 3 8,5 4,4 3,2

Elvitegrair <0,10 410 320 >10000 N/A 276

* Ban sao HIV-1: Cac dot bién khang Raltegravir
(4736 _2/4736_4/8070 1/8070 2/1556 1)

** ICso: MOt nira néng do uc ché tdi da
Vi du thr nghiém 2: Thir nghiém dugc dong hoc cta hop chét theo sang ché

Céc tht nghiém dugc thyc hién dé phéat hién nhiing thay dbi trong dong hoc in
vivo bao gdm hap thy, phan phdi, trao dbi chit va bai tiét in vivo ddi véi hop chit ctia vi
du 1 cta sang ché. Ong duoc chén vao trong tinh mach ¢b va tinh mach dui ctia chudt
cdng. Thube dugc dung trong tinh mach dui trong truong hop tiém tinh mach, va thude
duoc dung trong khoang miéng trong truong hop dung qua dugc miéng. Mau duoc thu

hoi tir tinh mach cd trong thoi gian duge x4c dinh trude.

Nong do lidu 12 Img/kg dé tiém tinh mach, va 1a 2mg/kg dé dung qua dudng
miéng. sau khi ly tim méu dé tach huyét trong, cdc mau huyét twong va miu nudc tiéu
duge xtr Iy so bd voi dung méi hitu co phit hop, va sau d6 ndng do ctia thude duge phan
tich bang LC-MS/MS. Tir dit lidu ctia ndng dd thude trong méu theo thdi gian ma dugc
phén tich sau khi ding qua dudng miéng va truyén tinh mach, thong s6 duoc dong hoc

khéng ngan dugc tinh toan bang WinNonlin (Pharsight, USA).

[Bang 3]

Céc thong sb duge dong hoc trong chudt céng duc

Hop chit Céc thong sb IV, Img/kg PO, 2mg/kg
Tiéi da (210) - 3,2
Cisi da (nNM) - 914
T (gi0) 8,63 8,66

Hop chét cta vi | AUC«(hr*nM) 6,081 8,734

dul AUCx(hr*nM) 6,508 10,423
CL (L/kg/hr) 0,323 -
Vs (L/kg) 1,77 -
F (%) 71,8

Vi dy thtt nghiém 3: Thtr nghiém tinh dn dinh trao ddi chét In vitro ctia hop chit

theo sang ché
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Thr nghiém tinh dn dinh trao dbi chat in vitro dugc tién hanh cho hop chét cua vi
du 1 cua sang ché. Dé xac nhan tinh én dinh trao dbi chét in vitro, thoi gian ban hiyy vi
lap thé gan cua hop chit duoc quan sat thdy. Hop chét trong thude phan tmg véi NADPH
sir dung vi lap thé gan dic trung cho loai (chudt cng, ché, khi, va con nguoi) chia nhiédu
enzym chuyén hoa, va sau d6 thoi gian ban hiy ctia thubc dugce xac dinh bang cach dinh
luong bing LC-MS/MS theo phut. Tim ra ring hop chét ctia vi du 1 1 hop chét 6n dinh

v6i thoi gian ban hdy 14 2 hodc 3 gid, hodc cao hon.

[Bang 4]

Tinh 6n dinh vi lap thé gan (T1, phut)
Gan chudt
Céc hop chét cbng

(T12, phut)

Gan cho Gan khi Gan nguoi
(T12, phut) (T1p2, phut) (T1p2, phut)

Hop chit cta vi

>145 >145 133,3 135,9
dul
Kié At
1om 504 0,7 23,6 13,0 19,7
(Testosteron)

Vi du thir nghiém 4: Thir nghiém e ché CYP450 ciia hop chit theo sang ché

Thtr nghiém trc ché CYP450 duogc thue hién cho hop chét cta sang ché. Bé cac vi
lap thé gan cta con ngudi (0,25mg/ml), chét dém phosphat 0,1 M (pH 7,4) va cic dung
dich hdn hop thubc ctia 5 enzym chuyén héa thude (CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4 va CYPC19) (dung dich hdn hop A: Phenaxetin 50uM, S-mephenytoin 100uM,
dextromethorphan 5nM, midazolam 2,5uM, dung dich hdn hop B: tolbutamit 100uM),
hop chét cta vi du 1 duoc bd sung & ndng do tir 0 va 10uM, tuong tng, va sau d6 dugc
nudi cdy & 37°C trong 15 phit. Sau do, dé két thiic phan tng, dung dich axetonitril chira
tiéu chudn ndi (clorpropamit) duoc bd sung vao do6, va hdn hop thu duge duoc ly tim
(14,000 rpm, 4°C) trong 5 phut. chit hoat dong bé mit sau d6 duge tiém vao hé théng
LC/MS/MS va céc chit chuyén hoa cua cac thudc nén duge phan tich dong thoi dé nho
d6 danh gi4 cac hoat tinh ctia hop chat thir nghiém e ché cic enzym chuyén hoa thudc.
Pugc danh gia rang hop chét cia vi du 1 khong thé hién hoat tinh e ché chéng lai 5
enzym CYP nay.
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[Bang 5]

Su trc ché CYP (% hoat tinh kiém so4t) tai 10pM

Hop chét 1A2 2C9 2D6 3A4 2C19
?"’p chateuavidu |, ¢ 68,5 101,6 92,1 101,6

Vi du thir nghiém 5: Khao nghiém kénh hERG K* ciia hop chét theo sang ché

Khé nghiém kénh hERG K™ dugc thye hién dé du doan tinh ddc tim cho hop chét

theo sang ché. Hoat tinh hERG ctia hop chét duoc do bang HERG-HEK?293 st dung kep

phang tw dong [PatchXpress 7000A]. Phuong phdp nay [a phuong phap phd bién nhét dé

nghién ctru kénh ion, ma trong d6 dong chay cia cic ion qua kénh dugc do tryc ti€p bang

kep dién ap. Tri s& ICsoctia kénh hERG K+ cho hop chit ctia vi du 1 1 66,7uM. Tri s6

ICso dudi 10pM 1 tiéu chudn ma n6 duoc xac dinh dé c6 thé thé hién tinh doc tim. Do do,

hop chat ctia vi du 1, ma tri sO clia né 1a 16n hon chi tiéu nay, dugce xéc dinh 1a an toan.

[Bang 6]

Khao nghiém kénh hERG K* (phuong phap ghi kep)
Céc hop chat ICso(uM)

Hop chét ctia vi dy 1 66,7

Kiém so4t (Astemizol) 0,079
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YEU CAU BAO HO
1. Hop chét co6 cong thirc hoa hoc I dudi day, raxemat hodc chét déng phén lap thé cua no,
hodc mubi dugc dung ctia no:

Cong thirc héa hoc I

R{"N\N/

3

trong 4o:

Ri 14 Ci6 alkyl, va R2 va R3 dgc lap 1a hydro.
2. Hop chét theo diém 1, raxemat hodc chit ddng phan lap thé cia n6, hoic mudi duge dung
cua no, trong d6 R 1a metyl.
3. Ché phim khéang virut chtra hop chét c6 cong thirc héa hoc I theo diém 1 hoidc 2, raxemat

hodc chat dong phan 1dp the ctia no, hodc muoi duge dung cua no.
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