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(54) MUOI HEMISULFAT CUA AXIT (R)-3-METYL-6-(2-((5-METYL-2- (4-
(TRIFLOMETYL)PHENYL)-1H-IMIDAZOL-1-YL)METYL)PHENOXY)-
HEXANOIC, MUOI MEGLUMIN CUA AXIT (R)-3-METYL-6-(2-((5-METYL-2-
(6-(TRIFIOMETYL)PYRIDIN-3-YL)-1H-IMIDAZOL-1-YL)METYL)-
PHENOXY)HEXANOIC, VA DUQGC PHAM CHUA CHUNG

(57) Sang ché dé cap dén mudi hemisulfat cua axit (R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(4-

(triflometyl)phenyl)-1H-imidazol-1-yl)metyl)phenoxy)hexanoic va mudi meglumin cua

axit (R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(6-(triflometyl)pyridin-3-yl)-1H-imidazol-1-

yDmetyl)phenoxy)hexanoic c6 kha nang hoat hoa thy thé hoat hoa tang sinh peroxisom
delta (PPARS) dé dung trong phat trién dugc chit va san pham thudc. Sang ché ciing dé
cap dén dugc pham chtra cac mudi nay.
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Linh vue k§ thuat dwoe dé cip
Sang ché dé cap dén dang rdn cta hop chét ¢6 kha niang hoat héa PPARS dé
ding trong phat trién dugc chét va san phdm thubc, va cac ché phdm va cac phuong

phép lién quan.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Thu thé hoat hoéa ting sinh peroxisom delta (Peroxisome proliferator-activated
receptor delta - PPARS) 1a thu thé nhan c6 kha ning diéu hoa qué trinh sinh téng hop ty
thé. Nhu duoc thé hién trong PCT/2014/033088, dugc két hop vao day bang cach vién
din, viéc didu bién hoat tinh cia PPARS 13 hiru hiéu dé diéu tri bénh, lam cham sy phat
trién, va céc tridu ching c6 lién quan dén rdi loan chirc ning ty thé, nhu bénh Alpers,
bénh dong kinh MERRF-Myoclonic va bénh s¢i co khong déu, Hoi chung Pearson, va
cac bénh tuong tu. Su didu bién hoat tinh PPARS 12 hitu hiéu trong diéu trj cac tinh
trang bénh khac, nhu bénh vé& co, bénh thoai héa myelin, bénh v& mach, va bénh
chuyén héa. Thuc vay, PPARS la dich sinh hoc quan trong d6i v6i cac hop chit dugce st
dung dé tro giup diéu tri va ngdn nglra bénh thudc vé ty thé, cac bénh va rdi loan lién
quan dén co, va cac tinh trang bénh c6 lién quan khéc.

Hop chit A c6 cong thire (I) va hop chét B ¢6 cong thirc (I) 14 céc chét chii van
PPARS. C6 nhu ciu ddi vé6i cac dang mudi cia cac hop chit ma I tinh thé va céac dang
khéc c6 cac dac tinh vat ly cho phép san xuét & quy md 16n. Ciing c¢6 nhu céu dbi voi
duoc phém trong d6 céc dugce chét dugc str dung 1a 6n dinh va dugc phan phéi mot

cach hiéu qua dén bénh nhén.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
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Séang ché d& xuét, ngoai nhiing déi twong khdc, cac mudi ciia hop chat A va hop
chit B va ché phdm chira cic hop chat nay hitu hiéu dé gia tang hoat tinh PPARS.

Theo mét phuong 4n, sang ché d@ xuét hop chét A ¢6 cong thire (I):

@
& dang mudi hemisulfat. Theo mot phuong 4n, mudi hemisulfat ctia hop chit A 1a tinh
thé. Do viy, theo mot phwong 4n, tinh th8 mudi hemisulfat ciia hop chit A duoc dic
trung boi phd nhiéu xa bot tia X vé co ban phu hop véi FIG. 1 hoic FIG. 2.

Theo mot phuong an khéc, séng ché d& xuét hop chit B c¢6 cong thic (11):

F3C

N N

ey
& dang mubi meglumin hodc dang hydrat hoa cua mudi meglumin nay.

Dugc phdm chira mudi cta hop chit A va hop chit B ciing duoc bdc 10 trong
ban mo ta nay. Cac phuong an cu thé bao gdm chat mang hodc ta dugc dugc dung va
mot hodc nhidu hop chit duoc boc 10. Duogc phém theo sang ché c6 thé dugc str dung
trong tri li€u, vi du nhu, dé diéu tri bénh hodc tinh trang bénh ¢6 lién quan dén PPARS
& dbi tuong.

Mot phuong an khac bao gdm diéu tri bénh hodc tinh trang bénh c6 lién quan
dén PPARS & d6i twong bang cach cho dbi tuong str dung lugng hitu hiéu c6 tac dung
tri liéu cia mdt hodc cd hai hop chat da dugc boc 19, hodc dugc pham chtra (cac) hop

chét nay.



35468

Sang ché cling dé xut viéc stt dung mot hodc nhiéu hop chit da dugc boc 19,
hodic dugc phdm chira mot hodc ca hai hop chét da duge boe 10, dé diéu ché thude dé
diéu tri bénh hoic tinh trang bénh ¢6 lién quan dén PPARS.

Theo mdt phuong an khic dugc d& cap dén trong ban mo ta nay, hop chat da
dugc bde 10 hodc dugce phém chira mot hodc ca hai hop chét da duoc boc 16 dé dung

trong diéu tri bénh hodc tinh trang bénh ¢6 lién quan dén PPARS.
M6 ta vén tit cac hinh vé

FIG. 1 md ta phd nhiéu xa bot tia X ctia hemisulfat ctia hop chit A & dang 1.
FIG. 2 md ta phd nhiéu xa bot tia X ctia hemisulfat ctia hop chéit A & dang 2.

M6 ta chi tiét sang ché

Thu thé hoat hoa ting sinh peroxisom delta (PPAR-3), con dugc biét dén nhu 13
thu thé hoat hoa ting sinh peroxisom beta (PPAR-B) hodc NR1C2 (thy thé nhan phan
ho 1, nhém C, thanh phdn 2), diing dé chi protein thu thé nhan c6 chirc ning nhu yéu tb
phién ma didu hoa sy biéu hién ciia gen. Trinh tw PPARS (OMIM 600409) la san c6
cong khai, chéng han tir co s& dit liéu trinh ty GenBank® (vi du nhu, sb truy cap
NP 001165289,1 (nguoi, protein), NP_035275 (chudt nhit, protein), NM_ 001171818
(ngudi, axit nucleic) va NM_011145 (chudt nhét, axit nucleic)).

Phéi tir cia PPARS, nhu hop chit A va hop chét B, c6 thé thic ddy sy tang sinh
nguyén bao co sau thuong tén, nhu thuong ton dbi véi co van. Duge hiéu theo cach
thong thuong, nhu duge thé hién trong PCT/2014/033088, duge két hop vao ddy bang
céch vién din, viée didu bién hoat tinh ciia PPARS 1a hitu hiéu dé diéu tri bénh, lam
cham sy phat trién, va céc triéu chung lién quan dén réi loan chirc ning ty thé, nhu
bénh Alpers, bénh dong kinh MERRF-Myoclonic va bénh soi co khong déu, hoi chung
Pearson, va cac bénh tuong tu. Sy diéu bién hoat tinh PPARS 14 hitu hiéu trong diéu tri
cac tinh trang bénh khac, nhu bénh vé co, bénh thoai héa myelin, bénh vé mach, va
bénh chuyén hoa. Thuc vay, PPARS 1a dich sinh hoc quan trong d6i vai hop chit dugc
stt dung dé diéu tri va ngin ngira cac bénh thude ty thé, c4c bénh va rdi loan lién quan

dén co, va cac tinh trang bénh c6 lién quan khac.
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Trong ban mo ta nay, cum tur “chét chu vin PPARS” dung dé chi cac chit ma gia
tang hoat tinh cia PPARS. Céc chit c6 thé duge kiém tra hoat tinh chi van PPARS clia
chung bang cach cho chét nay tiép xuc véi té bao bidu hién PPARS, phét hién viéc gin
két ctia chung v6i PPARS va sau d6 phat hién céc tin hiéu ma déng vai tro 1am chét chi
thi cho su hoat h6a PPARS. Vi du la d& xuét thir nghiém chi ra rang hop chit A va hop
chét B hoat héa PPARS.

Hop chit theo sdng ché

Sang ché @& xudt mubi hemisulfat cla axit (R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(4-

(triflometyl)phenyl)-1 H-imidazol-1-yl)metyl)phenoxy)hexanoic, nghia la, hop chit A

c6 cong thie (I):

F3C.

Cong thirc (I).

Theo mot s6 phuong 4n, mudi hemisulfat ctia hop chét A 1a tinh thé.

Sang ché ciing dé xuit cac phuong phap diéu ché mudi hemisulfat ctia hgp chét
A, dac biét la mubi hemisulfat & dang tinh thé ctia Hop chét A. Vi du, bang céach tao
thanh nho phan ung gitta hop chit A va axit sulfuric trong axetonitril hodc 2-propanol,
mudi hemisulfat ciia hop chét c6 thé duogc phan lap tir hdn hop phan tng bing cach két
tinh (xem, vi du nhu, vi du 3). Do d6, theo mot phuong an, sang ché @& xuit phuong
phap didu ché mubi hemisulfat cia hop chit A, phuong phap nay bao gdm budce cho
hop chit A phan Gng véi axit sulfuric trong dung moi dé tao thanh mudi hemisulfat ctia
hop chét A. Theo mdt phwong an cu thé, dung mdi bao gdm axetonitril. Theo mot cach
khac, dung méi bao gdm 2-propanol. Viéc téng hop hop chit A dugc md ta trong vi du
2a.

Séang ché ciing d& xuit mudi meglumin cta axit (R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(6-
(triﬂometyl)pyridin-3-yl)-lH-imidazol-1-yl)metyl)phenoxy)hexanoic, nghia la, hop
chét B ¢6 cong thirc (I1):
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Ds

HO

Cong thure (1I).

Hop chit B ¢6 thé dugc dé xuit & dang hydrat cla mudi meglumin. Theo mot
phuong 4n cu thd, mudi meglumin cta hop chit B dugc d& xuit & dang monohydrat,
nghia a, mubi meglumin ctia hop chit B dugc tao phirc v6i nude theo ty 1€ mol 1a 1:1.
Theo cac phuong an khéc, mudi meglumin ctia hop chét B dugc dé xuét & dang khong
dugc hydrat hoa. Thuat ngit “dang khong duogc hydrat héa” ¢ nghia la vé co ban nudc
khong duogc tao phirc voi hop chit, v du nhw, nhé hon 0,05 duong lugng va t6t hon 1a
nhd hon 0,01 duong luong nude twong g v6i hop chét.

Sang ché ciing dé xuét cac phwong phép diéu ché mudi meglumin ctia hop chét
B. Vi du, bang cach tao thanh nhd phén tng gita hop chit B va meglumin trong dung
mdi nhu 2-propanol hodc axetonitril, mudi meglumin ctia hop chét B ¢6 thé dugc phan
1ap tir hdn hop phan ung (xem, vi du nhuw, vi du 11).

Séang ché ciing d@ xuét cac phuong phép san xuét hydrat clia mudi meglumin ctia
hop chét B. Vi dy, bing cach tao thanh nhd phan Gng gitta hop chit B va meglumin
trong hén hop dung mdi chtra nudc nhu tetrahydrofuan va nudc, hydrat cia mudi
meglumin cua hop chét B ¢6 thé duoc phan 1ap tir hon hop phan tng (xem, vi du nhu,
vi du 12).

Viéc tng hop hop chit B dugc mo ta trong vi du 2b.

Dang da hinh cua mudi hemisulfat cia hop chat A

Mubi hemisulfat ciia hop chit A ¢6 thé tdn tai & mot trong sd it nhat hai hai dang
da hinh, nghia la, hemisulfat cuia hop chit A ¢ dang 1 va hemisulfat cua hop chit A &
dang 2. Hemisulfat cia hop chét A & dang 1 ¢6 do két tinh va diém nong chay chép
nhan dugc (vi du 6); do 4n dinh va tinh hut 4m (vi du 10); va do hoa tan va kha ning

diéu chinh dang (vi du 7). Nhu duoc thé hién trong vi du 10, hemisulfat ctia hop chat A



35468

¢ dang 1 dugc x4c dinh la dn dinh vé mit nhiét dong hoc hon hemisulfat ctia hop chét
A & dang 2.

Hemisulfat ciia hop chit A & dang 1 duge dac trung boi phd nhiéu xa bot tia X
v& co ban phu hop véi FIG. 1. Cu thé 13, hemisulfat ciia hop chit A & dang 1 dugc dic
trung boi phé nhiéu xa bot tia X chira mdt hodc nhiéu dinh dic trung duogc biéu thi &
cac goc 2-theta (d0) (+0,2) 1 nhu dugce liét ké trong bang 3 (vi du 6).

Theo mdt phuong an, hemisulfat cia hop chit A ¢ dang 1 dugc dic trung boi
phd nhidu xa bot tia X thir nhit chira cc dinh ddc trung dugc biéu thi ¢ chd c6 cac dinh
duoc bidu thi & cac goc 2-theta (d9) 7,3+0,2°, 14,7+0,2°, 19,1+0,2°, va 22,3+0,2°. Theo
mdt phuong 4n, phé nhiéu xa bot tia X thir nh4t nay con bao gdbm céc dinh dic trung
dugc bidu thi & chd ¢6 cac dinh dwgc bidu thi & mdt hodc nhiéu goc 2-theta (dd)
8,3+0,2°, 15,8+0,2°, 16,5+0,2°, 19,7+0,2°, hodc 25,8+0,2°. Theo mdt phuong an nhét
dinh, phé nhiéu xa bot tia X thir nhét nay chtra cac dinh dac trung dugc biéu thi & chd
c¢O cac dinh duogc biéu thi & cac goéc 2-theta (d9) 7,3+0,2°, 8,3+0,2°, 14,7+0,2°,
15,8+0,2°, 16,5+0,2°,19,1+0,2°, 19,740,2°, 22,3+0,2°, va 25,8+0,2°.

Phé nhiéu xa bot tia X tht nhét nay cling c6 thé con bao gdm phd nhiéu xa bot
tia X ¢6 cac dinh duoc biéu thi & & mdt hoic nhidu goc 2-theta (do) 13,0+0,2°,
17,3+0,2°, 23,8+0,2°, 24,5+0,2°, 24,9+0,2°, 26,3+0,2°, hodc 27,8+0,2°. Theo mot
phuong an nhét dinh, phé nhiéu xa bot tia X chtra cac dinh dic trung duoc biéu thi ¢
chd c6 cac dinh dugce biéu thi & cac goc 2-theta (d0) 7,3+0,2°, 8,3+0,2°, 13,0+0,2°,
14,7+0,2°, 15,8+0,2°, 16,5+0,2°, 17,3+0,2°, 19,1+0,2°, 19,7+0,2°, 22,3+0,2°,
23,84+0,2°, 24,5+0,2°, 24,9+0,2°, 25,840,2°, 26,3+0,2°, va 27,8+0,2°.

Theo mdt phuong an cu thé, phd nhidu xa bot tia X thir nhit nay bao gdm céc
dinh duoc biéu thi & cac goc 2-theta (d) 7,3+0,2°, 8,3+0,2°, 13,0+0,2°, 14,7+0,2°,
15,8+0,2°, 16,5+0,2°, 17,3+0,2°, 19,240,2°, 19,7+0,2°, 20,7+0,2°, 22,3+0,2°,
23,8£0,2°, 24,5+0,2°, 24,9+0,2°, 258+0,2°, 26,30,2°, 27,8+0,2°, 28,5+0,2°,
29,6+0,2°, va 33,7+0,2°.

Hemisulfat ctia hop chat A & dang 2 dugc dic trung boi phd nhidu xa bdt tia X
vé co ban phu hop véi FIG. 2. Cu thé 13, hemisulfat cia hop chit A ¢ dang 2 duge dic
trung bdi phé nhiéu xa bot tia X chira mdt hodc nhiéu dinh dic trung duogc biéu thi boi

gbc 2-theta (d9) (£0,2) nhu duge liét ké trong bang 5 (vi du 8).
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Theo mdt phuong an, hemisulfat cua hop chit A & dang 2 c6 thé dugc dic trung
boi phé nhidu xa bét tia X thir hai chira cac dinh ddc trung dugc bidu thi & chd co cic
dinh duoc biéu thi & cdc goc 2-theta (d6) 6,7+0,2°, 13,5+0,2°, 17,4+0,2°, va 18,1+0,2°.
Theo mdt phuong an, phd nhidu xa bot tia X thtr hai nay con bao gdm cac dinh dic
trung dugc biéu thi & chd ¢ cac dinh dugc biéu thi & mot hodc nhidu goc 2-theta (d9)
14,5+0,2°, 16,40,2°, 22,4+0,2°, 23,2, hodc 23,4 £0,2°. Theo mot phwong an nhét dinh,
phd nhiéu xa bdt tia X thir hai nay bao gbm cac dinh dic trung dugc biéu thi & chd c6
cac dinh dugc biéu thi & cac goc 2-theta (dd) 6,7+0,2°, 13,5+0,2°, 14,5+0,2°, 16.£0,2°,
17,4+0,2°, 18,1+0,2°, 22,4+0,2°, 23,2, va 23,4 +£0,2°.

Phd nhidu xa bot tia X thtr hai nay cfing c6 thé con bao gdm phd nhidu xa bot tia
X ¢6 cac dinh duge bidu thi & mot hodc nhiéu géc 2-theta (d0) ¢ 10,1£0,2°, 11,1£0,2°,
14,240,2°, 14,8+0,2°, 16,9+0,2°, 19,0+£0,2°, 25,0£0,2°, 26,8+0,2°, hodc 27,4 £0,2°.
Theo mdt phuong an nhat dinh, phd nhifu xa bot tia X thtr hai ndy bao gbm cac dinh
dic trung dugc biéu thi & chd c6 cac dinh duoc biéu thi & cac goc 2-theta (dd) 6,7+0,2°,
10,120,2°, 11,1+0,2°, 13,5+0,2°, 14,2+0,2°, 14,5+0,2°, 14,8+0,2°, 16.+0,2°, 16,9+0,2°,
17,440,2°, 18,1+0,2°, 19,0+0,2°, 22,4+0,2°, 23,2, 23,4 +0,2°, 25,0+0,2°, 26,8+0,2°, va
27,4 £0,2°.

Theo mdt phuong 4n cy thé, phd nhidu xa bt tia X thtt hai nay bao gom dinh
duoc biéu thi & cdc goc 2-theta (dd) 6,7+0,2°, 10,1+0,2°, 11,1+0,2°, 13,5+0,2°,
14,240,2°, 14,5+0,2°, 14,8+0,2°, 16,1+0,2°, 16,9+0,2°, 17,4+0,2°, 18,1+0,2°,
19,0£0,2°, 19,9+0,2°, 22,440,2°, 23,2+0,2°, 23,440,2°, 25,0£0,2°, 26,8+0,2°,
27,4+0,2°, va 29,4+0,2°.

Theo mdt phuong an, mudi hemisulfat & dang tinh thé ctia hop chét A vé co ban
khong chtra tap chit. Theo mdt phuong 4n khac, mudi hemisulfat & dang tinh thé ctia
hop chit A bao gbém nho hon 10% tbng khéi lugng tap chit. Theo mot phuong an khac,
sang ché dé xudt mudi hemisulfat & dang tinh thé ctia hop chét A bao gdm nho hon 5%
tbng khéi luong tap chét. Theo mot phuong an khéc, mubi hemisulfat & dang tinh thé
ctia hop chit A bao gbém nhé hon 1% tbng khdi luong tap chat. Theo mdt phuong an
khéc nira, mudi hemisulfat & dang tinh thé ctia hop chit A bao gém nhé hon 0,1% téng

khéi lugng tap chét.



35468

Theo mot s6 phuong an, phd nhiu xa bot tia X cia mudi hemisulfat & dang tinh
thé cua hop chét A dugc thu nhan bing cach st dung buc xa Cu K alpha (1,5406
Angstrom).

Theo mdt phuong an khéc, sang ché d& xuit muéi hemisulfat & dang tinh thé cla
hop chét A v& co ban khéng chtra mudi hemisulfat & dang vo dinh hinh ctia hop chat A.
Puogc st dung trong ban mo ta nay, thult ngt “y& co ban khong chira mudi hemisulfat &
dang v6 dinh hinh cta hop chét A” c¢6 nghia 1a mubi hemisulfat & dang tinh thé cua hop
chét A chtra luong khong dang ké mudi hemisulfat & dang vo dinh hinh ctia hop chét A.
Theo mét sb phwong 4n, it nhit khoang 90% khdi lwong mudi hemisulfat & dang tinh
thé cua hop chit A khong chua mubi hemisulfat & dang vo dinh hinh cta hgp chét A.
Theo cac phuong an khéc, it nhit khoang 95% khdi lugng mudi hemisulfat & dang tinh
thé ciia hop chét A khong chira mudi hemisulfat & dang v dinh hinh ciia hop chét A.
Theo cac phuong an khéc nira, it nhét khoang 99% khéi lugng mudi hemisulfat & dang
tinh thé cua hop chit A khong chira mudi hemisulfat & dang vo dinh hinh ctia hop chat
A. Theo cac phuong an khac nira, it nhit khoang 99,9% khdi lugng mudi hemisulfat &
dang tinh thé ctia hop chit A khong chira mudi hemisulfat & dang vo dinh hinh ctia hop
chit A.

Theo mdt phuong an khéc, sang ché d8 xuit muéi hemisulfat & dang tinh thé cla
hop chat A v& co ban khong chira cac dang két tinh khéc ciia mudi hemisulfat ctia hop
chit A. Pugc str dung trong ban md ta nay, thuat ngit “v& co ban khong chira cac dang
Két tinh khac ciia mudi hemisulfat ctia hop chit A” ¢6 nghia 1a hop chit A ¢ dang tinh
thé chta luong khong déng ké cac dang két tinh khac ctia mubi hemisulfat ctia hop chit
A. Theo mét sd phuong an, it nhit khoang 90% khdi lugng mudi hemisulfat & dang tinh
thé cua hop chit A khong chira cac dang két tinh khéc.

Theo cac phuong 4n khéc, it nhit khoang 95% khéi luong mudi hemisulfat &
dang tinh thé ctia hop chit A khong chita cac dang két tinh khéc. Theo cac phuong an
khic nita, it nhat khoang 99% khéi luong mudi hemisulfat & dang tinh thé ciia hop chat
A khong chtra cac dang két tinh khéc. Theo cac phuong an khéac nita, it nhét khoang
99,9% khéi lwong mubi hemisulfat & dang tinh thé ctia hop chét A khong chtra cac dang
két tinh khac.

Phuong phdp diéu tri
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Phuong phép diéu tri bénh hogc tinh trang bénh c6 lién quan dén PPARS ¢ ddi
tugng dugc boc 1§. Cac phuong phéap nay co thé bao gdm budc cho d6i tuong sur dung
luong hiru hiéu c6 tac dung tri liéu cia mdt hodc nhiéu hop chét hodc ché phém duoc
dé xuit o day.

Theo mot phuong an, cac bénh lién quan dén PPARS 1a bénh thudc ty thé. Vi du
vé bénh thudc ty thé bao gém, nhung khong chi gidi han &, bénh Alpers, liét co mét
ngoai tién trién man tinh (Chronic liét co ngoai mét tién trién — CPEO), hoi chimg
Kearns-Sayra (Kearns-Sayra Syndrome - KSS), Leber Hereditary Optic Neuropathy
(LHON), bénh co do ty th8 MELAS, bénh ndo va tity song, nhiém axit lactic, va trigu
ching tuong tu dot quy, bénh dong kinh co thit co MERRF va bénh soi co khong déu,
bénh nhugc co xuét phat tu than kinh NARP, mét diéu hoa, va viém vong mac sdc td,
va hoi ching Pearson.

Theo cac phuong 4n khic, bénh lién quan dén PPARS 12 bénh thudc mach (nhu
bénh tim mach hodc bénh bét ky ma c6 loi néu gia ting su phan bd mach trong cac md
c6 dong méu thiéu hodc khong thoéa dang). Theo cac phuong an khéc, bénh lién quan
dén PPARS 12 bénh thudc co, nhu chung loan dudng co. Vi du vé chirng loan dudng co
bao gdm nhung khong chi gi¢i han & chimg loan dudng co Duchenne, ching loan
dudng co Becker, ching loan dudng co vung gbc chi, chimg loan dudng co bam sinh,
chimg loan dudng co thé mait-vai-canh tay, ching loan dudng tang truong luc co,
ching loan dudng co thé mét-yét hau, chimg loan dudng co ngoai bién, va chirng loan
dudng co Emery-Dreifuss.

Theo mdt sd phuong 4n, bénh hodc tinh trang bénh c6 lién quan dén PPARS la
bénh hiy myelin, nhu bénh da xo cung, bénh Charcot-Marie-Tooth, bénh Pelizaeus-
Merzbacher, bénh viém ndo va day cot séng, viém tay séng than kinh thi giac, loan
dudng chét tring thugng than, hodc hoi chung Guillian-Barre.

Theo cac phuong an khéc, bénh li€n quan d&n PPARS 12 bénh chuyén héa. Vi du
v& bénh chuyén héa bao gbém nhung khong chi gi¢i han ¢ bénh béo phi, tang triglyxerit
huyét, ching ting lipit huyét, giam alphalipoprotein huyét, ching ting cholesterol
huyét, rdi loan m& méau, hoi ching X, va bénh dai thao duong typ IL.

Theo cic phuong an khac nita, bénh li€n quan dén PPARS 1a rdi loan cdu tric
co. Vi du vé rbi loan cAu triic co bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, cac bénh vé co

Bethlem, bénh 131 trung tdm, bénh khong céan dbi loai sgi bam sinh, ching loan dudng
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co (muscular dystrophy - MD) ngoai bién, MD Duchenne & Becker, MD Emery-
Dreifuss, MD thé mit-vai-canh tay, bénh Iy co khién co thé bi thiy tinh héa, MD ving
géc chi, bénh kénh natri & co, ching loan dudng sun do loan luc co, chirg loan dudng
do loan luc co, bénh co myotubular, bénh co thé nemaline, MD mit hau, va mat ty chu
tiéu tién do stress.

Theo cac phuong an khac nita, bénh lién quan dén PPARS 12 rdi loan hoat hoa té
bao than kinh, vi du v& r6i loan hoat hoa té bao than kinh bao gém, nhung khong chi
giéi han &, bénh xo cung teo co mot bén, bénh Charcot-Marie-Tooth, hdi chung
Guillain-Barre, hoi ching Lambert-Eaton, bénh da xo cing, bénh nhugc co néng,
thuong tdn thin kinh, bénh thin kinh ngoai bién, teo co cdt song, liét than kinh khuju
mudn, va r6i loan thén kinh co do ddc td.

Theo cac phuong an khac, bénh lién quan dén PPARS 14 rdi loan nhuoc co. Vi
du v& rdi loan nhuoc co bao gém, nhung khong chi gi6i han ¢ hdi ching mét moi man
tinh, bénh dai duong (typ I hodc II), bénh tich lily glycogen, bénh dau co, mét diéu hoa
Friedreich, khap khidng cdch hdi, bénh co do tich Iy lipit, MELAS, bénh thiéu hut
enzyme lysosome al-iduronidazy, bénh Pompe, va bénh co do nhiém ddc giap.

Theo mét sb phuong 4n, bénh lién quan dén PPARS 1 rdi loan khéi co. Vi du vé
ri loan khéi co bao gdm, nhung khong chi giéi han &, bénh suy mon, thoéi hod sun, &
liét ndo, hoi chimg khoang, bénh co do dm nghiém trong, viém co thé vui, teo co
(khiém dung), thiéu co, bénh co do steroit, va luput ban do toan than.

Theo cac phuong an khéac, bénh lién quan dén PPARS 12 bénh oxy hod beta. Vi
du v& bénh oxy hoa beta bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, vén chuyén carnitin
toan than, thiéu hut carnitin palmitoyltransferaza (CPT) II, thiéu hut axyl-CoA
dehydrogenaza mach rat dai (LCHAD hoic VLCAD), thiéu hut enzym ba chitc ning,
thiéu hut axyl - CoA dehydrogenaza mach trung binh (MCAD), thiéu hut axyl- CoA
dehydrogenaza mach ngén (SCAD), va rdi loan dép ung riboflavin cta sy oxy hoa
(RR -MADD).

Theo mdt sd phuong 4n, bénh lién quan dén PPARS 13 bénh thudc mach. Vi du
vé bénh thudc mach bao gém, nhung khong chi gidi han ¢, thiéu hut mach ngoai bién,
bénh thudc mach ngoai bién, khap khiéng cach hdi, bénh thudc mach ngoai bién

(peripheral vascular disease - PVD), bénh dong mach ngoai bién (peripheral artery
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disease - PAD), bénh tic mach ngoai bién (peripheral artery occlusive disease -
PAOD), va bénh dong mach tdc nghén ngoai bién.

Theo cac phuong an khéc, bénh lién quan dén PPARS 12 bénh thudc mach mit.
Vi du bénh thudc mach mét bao gdm, nhung khong chi gidi han ¢, thoai hod diém vang
lién quan dén tubi tac (age-related macular degeneration - AMD), bénh loan dudng
diém vang, bénh véng mac do tang huyét 4p, bénh vong mac do tiéu dudng, bénh vong
mac, thodi hoa diém vang, xuét huyét vong mac, va bénh ting nhan ap.

Theo cac phuong an khéc nita, bénh li€n quan dén PPARS 12 bénh vé co mét. Vi
du vé& bénh co mét bao gdm, nhung khong chi gidi han 6, mit lac (mét lac hoi tu/mit
dao/mat lac ngoai), liét co ngoai mit tién trién, lac trong, lac phan ky, a r6i loan khuc
Xava diéu tiét, ching vién thi, ching cén thi, chirg loan thi, tat chiét quang mét khong
déu, chimg 130 thi, roi loan didu tiét, hodc liét co mét trong.

Theo cac phuong 4n khéc nita, bénh lién quan dén PPARS 1a bénh chuyén hoa.
Vi du v& ri loan chuyén héa bao gbm, nhung khdng chi gi6i han &, chting tang lipit
huyét, rbi loan m& mau, tang cholesterol huyét, ting triglyxerit huyét, Giam cholesterol
huyét HDL, ting cholesterol huyét LDL va/hosic Khong cholesterol huyét HLD, ting
protein huyét VLDL, loan lipoprotein huyét, giam protein huyét apolipoprotein A-L
bénh xo vita dong mach, bénh xo cing dong mach, bénh hé tim mach, bénh mach ndo,
bénh tudn hoan ngoai bién, hdi ching chuyén hoa, hoi chiing X, bénh béo phi, bénh dai
duong (typ I or II), chiig ting glucoza huyét, khang insulin, dung nap glucoza suy
giam, chung ting tiét insulin, bién ching tiéu duong, suy tim, ching nhdi mau co tim,
bénh co tim, ching tang huyét 4p, bénh gan nhiém m& khong do rugu (non-alcoholic
fatty liver disease - NAFLD), viém gan nhiém m& khong do rugu (NASH), ching
huyét khéi, bénh Alzheimer, bénh thodi héa than kinh, bénh huy myelin, bénh da xo
cing, bénh loan dudng chét tring thuong than, viém da, bénh véy nén, viém nang 16ng,
130 ho4 da, bénh 16ng téc, viém, bénh khép, bénh hen, hoi ching rudt dé& bi kich thich,
bénh viém loét dai trang, bénh Crohn, va viém tuy.

Theo c4c phuong an khéc nita, bénh lién quan dén PPARS 1a bénh ung thu. Vi
du v& bénh ung thu bao gém, nhung khong chi gidi han &, bénh ung thu rudt két, rudt
gia, da, v, tuyén tién liét, bué)ng tring, va’hodc phéi.

Theo cac phuong an khéc, bénh li€n quan dén PPARS 1a bénh v& than. Vi du vé

bénh than bao gom, nhung khong chi gi6i han o, viém cau thin, xo climg cau than, hoi
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ching hu than, xo cing cAu than do tang huyét ap, viém than cap, di tiéu ra mau tai
phat, di tiéu ra mau dai ding, viém than man tinh, viém than tién trién nhanh, thuong
tdn than cép tinh (con dugce biét dén nhu 13 suy than cép tinh), suy thdn man tinh, bénh
than do tiéu duong, hoi chung Bartter. PCT/US2014/033088, duoc két hop vao day
bang cach vién dan, chiing to hoat tinh duge Iy va hoat tinh chung cia PPARS thuc diy
su tai tao co & mo hinh chudt nhét thuong tdn cép tinh bdi nhiét. Do do, viéc st dung

PPARS lam dich tri liéu dé ting cuong hiéu qua tai tao clia co van cling dugc dé xuét.

Duoc phdm va sir dung ching

Luong chinh xé&c hop chét dugce ding dé thu dugce “lugng hiru hiéu c6 tac dung
tri lidu” dbi v6i dbi twong s& phu thudc vao phuong thirc ding thudc, loai, va mirc do
nghiém trong ctia bénh, va cac dic tinh cua dbi tugng, nhu strc khde ndi chung, tudi,
gidi tinh, thé trong, va su khang thubc. Chuyén gia trung binh trong linh vuc s& c6 thé
xé4c dinh cac lidu lwong thich hop tuy thudc vao cac yéu td nay va céc yéu t6 khac.
Thuét ngir “lugng hitu hiéu c6 tac dung tri li¢u” c6 nghia 1a lugng khi dugc dung cho
dbi tuong s€ tao ra két qua c6 loi hodc mong mubn, bao gém két qua lam sang, vi du
nhw, ¢ ché, kim ham ho#c lam gidm céc tri¢u ching cua tinh trang bénh cin diéu tri &
dbi teong so voi mau d6i chung. Vi du, lugng hitu hiéu co6 tdc dung tri lidu 6 thé tur, vi
du nhu, 0,1 mg dén khoang 50 g mdi ngay.

Thuét ngit “dung”, “viéc dung”, “sw dung”, va cac thuat ngit twong ty, duogc st
dung trong ban md ta nay, dung dé chi cac phuong phap ma c6 thé duoc sir dung dé cho
phép phén phdi ché phdm dén vi tri tac dung sinh hoc mong mudn. Céc phwong phap
nay bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, tiém trong khop (trong cac khép xuong),
trong tinh mach, trong co, trong khéi u, trong da, trong mang bung, dudi da, qua dudng
miéng, khu trd, ndi thy mac, qua duong xong hit, qua chan bi, qua tryc trang, va cac
duong dung tuong tu. Viéc ding qua dudng miéng va trong tinh mach thuong dugc st
dung, chéng han, khi tinh trang bénh cin diéu tri 13 thuong tdn than cép tinh. Céac k¥
thust dung thubc ma cé thé dugc stt dung véi cac tdc nhan va cac phuong phap néu
trong ban md ta dugc tim théy trong tai liéu vi du nhu, Goodman and Gilman, The
Pharmacological Basis of Therapeutics, current ed.; Pergamon; va Remington’s,

Pharmaceutical Sciences (current edition), Mack Publishing Co., Easton, Pa.
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Céc duge phdm duge boc 10 bao gdm mubi ctia hop chit A va/hodc hop chit B,
va dién hinh 13 it nhat mot chit khac, nhu ta duge, c6 tac dung tri liéu da biét ngoai cac
chét theo sang ché, va t6 hop cuia ching.

Dugc phdm theo sang ché dugc bao ché dé tuong thich v6i dudng ding dy dinh
cia n6. Theo mot phuong an, duogc pham dugc bao ché theo cac thu tuc thuong 1¢ nhu
dugc pham dugc 1am thich nghi dé dung trong tinh mach, duéi da, trong co, qua dudng
miéng, trong mili, hodc dung khu tri cho nguoi.

Viéc st dung céac chit tri liéu bing ché phim dung trong tinh mach la da biét 15
trong cong nghiép dugc pham. Ché pham dung trong tinh mach bao gdm duge chét
duoc hoa tan trong dung moi hogc dung dich dugc dung, nhu nudce vo trung, dung dich
nuée mudi thong thuong, Ringer lactat, hodc cic dung dich mudi khac nhu dung dich
Ringer.

Vi du, ché phdm phai thic ddy do dn dinh chung cta céc thanh phan hoat tinh,
ddng thoi, viée bao ché ché phdm phai c6 hiéu qua vé& mit gia thanh. Tht ca cac yéu td
ndy vé co bin quyét dinh sy thanh cong va su hitu ich néi chung cia ché pham dung
trong tinh mach.

Ché phdm ding qua duong miéng thuong duge bao ché & dang ché phdm nén,
chéng han, & dang vién nén hodc vién tron. Vién nén ¢ thé chira, chéng han, khoang 5—
10% thanh phan hoat tinh (vi du nhuw, mudi ctia hop chit A hodc B); khoang 80% chét
lam ddy, chit gay ra, chét 1am tron, chét gay truot, va chét két dinh; va 10% hop chat dé
dam bao vién nén d& phan ra, tach roi va hoa tan trong da day hodac rudt. Vién tron co

thé dugc bao bing dudng, 16p bao nguy trang, hodc sap dé che gidu mui vi.
Vi du thwe hién sang ché

Vidu 1
Sang loc hoat tinh PPARS

Nuéi cdy té bao va chuyén nhiém: Té bao CV-1 dugc sinh truéng trén
DMEM+10% FCS da duoc giai hép trén than cti. Céc té bao duge cly vao dia 38415
mot ngay trudc khi chuyén nhiém dé tao ta muc nhap dong 50-80% vao luc chuyén
nhiém. Téng s6 0,8 g ADN chira 0,64 microgam pCMX-PPARDelta LBD, 0,1
microgam pCMX.beta.Gal, 0,08 microgam chit théng bao pGLMH2004 va 0,02

-14-



35468

microgam vecto tréng pCMX duge chuyén nhiém vao mdi 16 bang cach st dung chét
phan Gng chuyén nhiém FuGene theo huéng din cta nha san xuét (Roche). Té bao
dugce dé dé biéu hién protein trong 48 h, sau d6 bd sung hop chét.

Plasmit: PPARS ngudi duge st dung dé khuéch dai PPARS LBD nhd PCR.
Mién gin két phdi tt ADN bd tro di duoc khuéch dai (LBD) cta isoform PPARS
(PPARS axit amin 128 dén dau tan cung C) duoc dung hop voi mién gin két ADN
(DBD) cua yéu t6 phién ma GAL4 & ndm men bing cach tao dong phu cic manh trong
khung vao vecto pCMX GAL (Sadowski va cdng sw (1992), Gene 118, 137) tao ra
plasmit pCMX-PPARDelta LBD. Cac thé dung hop tiép theo dugc x4c nhan bing cach
giai trinh tu. Gen thong bao pCMXMH2004 luciferaza chira nhidu ban sao yéu té dap
{mg GAL4 ADN duéi trinh tw didu khién t5i thiéu cta sinh vat c6 nhan dién hinh
(Hollenberg and Evans, 1988). pCMXPBGal dugc tao ra.

Hop chat: TAt ca cac hop chit dugc hoa tan trong DMSO va dugc pha loang
theo ty 1& 1:1000 khi bé sung vao té bao. Cac hop chét duge thir nghiém bén an & nong
d6 nam trong khoang tr 0,001 dén 100 uM. Té bao duge xut Iy bang hop chét trong 24
h duoc theo sau bdi thir nghiém luciferaza. Mdi hop chit duge thir nghiém trong it nhit
hai thit nghiém riéng ré.

Thir nghiém Luciferaza: Moi trudng bao gdm hop chat thir nghi¢m duge hut va
rra bang PBS. Tiép theo, 50ul PBS bao gdm 1 mM Mg++ va Cat++ duge bd sung vao
mdi 15. Thir nghiém luciferaza dugc thuc hién bang cach st dung kit LucLite theo
huéng din ctia nha san xuét (Packard Instruments). Mtc phét sang dugc dinh lugng
béng cach dém trén thiét bi doc Perkin Elmer Envision. DPé x4c dinh hoat tinh 3-
galactosidaza, 25 pl phin dich ndi tir mdi dich phan giai sau gy nhiém dugc chuyén
dén vi dia 384 18 mai. Thir nghiém beta-galactosidaza dugc thuc hign trén dia vi 16
bz:ing cach st dung kit tir Promega va dugc doc két qua trén thiét bi doc Perkin Elmer
Envision. Dit liu beta-galactosidaza dugc st dung dé chuén hoa (hiéu qua gay nhiém,
su sinh trudng té bao v.v..) dit liéu luciferaza.

Phuwong phdp théng ké: Hoat tinh cta hop chét duge tinh 14 sb 1dn cam tmg so
v6i miu chua xt ly. D&i v6i mdi hop chét, hidu qua (hoat tinh t6i da) dugc chi ra la
hoat tinh twong déi so véi GW501516, chét chu van PPARS. ECso 1a nong d tao ra
50% hoat tinh tdi da quan sat duge. Gid tri ECso dugc tinh thong qua phuong trinh hdi

-15-



35468

quy khong tuyén tinh st dung phdn mém GraphPad PRISM (GraphPad Software, San

Diego, Calif.).

Bang 1. Sang loc hoat tinh PPARdelta

Sw chuyén hoat PPAR

Hop chit Céu tric Phéan tir lwgng
delta EC50 (nM)
F1C.
r Y,N
Hop chat A o e Ny | 460,41 0,10
HOJK/\/\/O\é Me
F3C -
N
P =N
Hop chat B o e N\% 461,49 4,40
: o) Me

Céc hop chét theo sang ché thé hién hoat tinh cht van PPARS tdt, tinh chon loc

PPARS tdt, tac dung dugc ly tdt, profin dugc dong hoc (PK) tdt va/hodc tinh doc thép
bao gdm su tic ché CYP va su trc ché hERG.

Vidu?2

Ché phim téng hop chira hop chit A vaB

Cdc chir viét tit

Me
Et

nPr
iPr
cPr

iBu
tBu
Boc
Ac

metyl

etyl

n-propyl

isopropyl

xyclopropyl

n-butyl

isobutyl

tert-butyl
tert-butyloxycacbonyl
axetyl
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phenyl

triflometansulfonyl

4-metylphenylsulfonyl

diisopropyl azodicarboxylat
3-(3-dimetylaminopropyl)-1-etylcarbodiimit
1-hydroxybenzotriazol

1-[bis(dimetylamino)metylen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium

3-oxit hexaflophosphat

HBTU

NBS
DIPEA
mCPBA
Togni’s reagent
DCM
DME
DMF
DMF.DMA
DMSO
TFA
THF
MW

aq

M

RT

TLC
HPLC
MPLC
LCMS
ESI+
ESI-

N.N,N,N’,N’-Tetrametyl-O-(1 H-benzotriazol-1 -yl)uroni
hexaflophosphat
N-bromosucxinimit
diisopropyletylamin
m-cloperoxyaxit benzoic
3,3-dimetyl-1-(triflometyl)-1,2-benziodoxol
diclometan

dimetoxyetan

N,N-dimetylformamit
N,N-dimetylformamit dimetyl axetal
dimetylsulfoxit

axit trifloaxetic

tetrahydrofuran

chiéu xa vi song

chtra nu6ce

ndng do dugc bidu thi bang mol/L
nhiét do trong phong

séc ky 16p méng

sdc ky 16ng hiéu ning cao

sdc ky 1ong ap suét trung binh

séc ky long-phd khéi

Ion héa phun dién ché 6 ion duong

Ion héa phun dién ché do ion &m

'H NMR (DMSO-dp) & (ppm) ctia dinh trong '"H NMR trong DMSO-ds
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s vach don (phd)

d vach d6i (phd)

t vach ba (phé)

q vach bén (phd)

dd vach dbi cta vach doi (phd)
br dai rong (phd)

m da vach (phé)

Vi du 2a: Tbng hop axit (R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(4-(triflometyl)phenyl)-1H-
imidazol-1-yl)metyl)phenoxy)hexanoic (Hop chat A)

So db:

Med

A ODOH
| —— /‘/U\ ﬁ/\\ Y f ]
Buocl FiC Bude 2 \/( Buée 3

- L. me Bubces

0 Me
H(}f‘”‘\/\/’\f - E
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Téng hop etyl (R)-6-bromo-3-metylhexanoat:
Me O

B
r OEt

Xir Iy dung dich chua etyl (R)-6-hydroxy-3-metylhexanoate (65,0 g, 373,56
mmol) trong DCM (650 mL) bang PBr; (101,0 g, 373,56 mmol) trong binh thot cb day
tron dung tich 1L & nhiét d§ trong phong. Khudy hdn hop phan tng & nhiét do trong
phong trong 3 gio. Ngay khi két thuc phan tng (dugc theo ddi boi TLC), pha lodng hdn
hop phan tng bing nude (500 mL) va chiét bang dietyl ete (3 x 500 mL). Tach riéng
chét chiét hitu co va lam kho bang NazSOs khan. Loai bo dung méi trong diéu kién ép

suét giam dé thu dugc hop chét néu ¢ dé& muc nay (57,12 g).

Buéc 1: Téng hop N-(prop-2-yn-1-yl)-4-(triflometyl) benzamit:
O

o
FsC

Trong binh thét ¢d day tron c6 dung tich 500 mL, xr Iy dung dich duge khudy
chtra axit 4-(triflometyl)benzoic (10 g, 52,63 mmol) va prop-2-yn-1-amin (3,47 g, 63,15
mmol) trong DMF (200 mL) lan lugt bang EDCLHCI (20,09 g, 105,2 mmol), HOBt
(14,2 g, 105,2 mmol) va EtsN (14,6 mL, 105,2 mmol) & nhigt do trong phong trong moi
truong khi quyén chira nito. Hon hop phéan tmg dugc khudy & nhiét dd trong phong
trong 12 h trong moi truong khi quyén chira nito. Ngay khi phan Gng két thuc (dugc
theo di boi TLC), hdn hop phan tng duge pha lodng bang nudc d4 lanh va chét rin
duoc két taa tir dung dich. Chét rin nay duoc loc va lam kho trong didu kién ap suét
giam dé thu duoc hop chét néu & d& muc nay (8,42 g, 70,5%).
IH NMR (300 MHz, CDCls): & 7,90 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,71 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,47
(brs, 1H), 4,28-4,62 (m, 2H), 3,12 (t, J = 2,4 Hz, 1H) . LCMS (ESI+, m/z): 228,2
(M+H)".

Buée 2: Téng hop 1-(2-metoxybenzyl)-5-metyl-2-(4-(triflometyl)phenyl)-1H-imidazol.
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F3C

s

N
MeO

Trong 6ng phan tng ¢ thé day nép duoc c6 dung tich 500 mL, dung dich chira
N-(prop-2-yn-1-yl)-4-(triflometyl)benzamit (13,3 g, 58,59 mmol) va 2-metoxybenzyl
amin (12,0 g, 87,84 mmol) trong toluen (150 mL) duge xtr ly bang Zn(OT1), (6,67 g,
17,5 mmol) & nhiét d6 trong phong trong moi trudng khi quyén chira nito. Hon hop
phan tng duge gia nhiét & 110°C trong 12 h. Ngay khi phan Gng két thuc (duogc theo
d3i bai TLC), hdn hop phan tng dugc pha loang bang nude va duge chiét bang EtOAc
(3 x 100 mL). Chét chiét hitu co két hop duoc rira baing NaHCOs bao hoa, nude mudi
va duoc 1am kho bang Na;SO4 khan. Dung dich dugce co dac trong didu kién ap suat
giam va phan cin ling thu dugce duge tinh ché bang sic ky cot silica gel (rira giai, 25%
EtOAc trong hexan) dé thu duoc hop chét néu & d& muc nay (17,3 g, 85,3%).

IH NMR (400 MHz, CDCl3): § 7,59-7,54 (m, 4H), 7,30-7,23 (m, 1H), 7,00 (s, 1H),
6,91-6,86 (m, 2H), 6,57 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 5,11 (s, 2H), 3,84 (s, 3H), 2,11 (s, 3H).
LCMS (ESI+, m/z): 347,3 (M+H)".

Buéc 3: Téng hop 2-((5-metyl-2-(4-(triflometyl) phenyl)-1 H-imidazol-1 -
yl)metyl)phenol.:

)y

HO Me

FsC

Trong binh thét cd day tron dung tich 500 mL, dung dich chta 1-(2-
metoxybenzyl)-5-metyl-2-(4-(triflometyl)phenyl)-1 H-imidazol (17.3 g, 49,94 mmol)
trong DCM (150 mL) dugc xu ly bang cach nho giot BBr3 (1,0 M, 90,0 mL) & 0°C.
Hon hop phan tng duoc khudy & nhiét d trong phong trong 4 h. Ngay khi phan tng
két thic (duge theo ddi bdi TLC), hén hop phan tmg dugc kiém héa (pH ~ 9) bing
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dung dich nuéc NaHCO; va duge chiét bing EtOAc (3 x 500 mL). Chét chiét hitu co
két hop duogc siy khd bang Na»SO4 khan va dugc cb dic trong didu kién 4p suét giam
dé thu duoc hop chét néu & dé muc nay (19,2 g, chét tho).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 9,99 (s, 1H), 7,88 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,77 (d, J =
8,4 Hz, 2H), 7,33 (s, 1H), 7,14-7,10 (m, 1H), 6,83 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,74-6,70 (m,
1H), 6,55 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 5,21 (s, 2H), 2,16 (s, 3H). LCMS (ESI+, m/z): 333,3
(M+H)".

Buéc 4: Tong hop etyl (R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(4-(triflometyl)phenyl)-1H-
imidazol-1-yl)metyl)phenoxy)hexanoat:
F4C

7/,N

0O Me N\%

- M
EtO/U\/\/\/O e

Trong binh thét ¢b ddy tron dung tich 250 mL, dung dich dugc khudy chira 2-
((5-metyl-2-(4-(triflometyl) phenyl)-1H-imidazol-1-yl)metyl)phenol (4,0 g, 12,0 mmol)
trong DMF (100 mL) dugc xur Iy bing KOBu (4,03 g, 36,1 mmol) va etyl (R)-6-bromo-
3-metylhexanoat (8,52 g, 36,10 mmol) & nhiét do trong phong trong moi trudong khi
quyén chira nito. Hon hop phéan tng thu dugc duge khudy & nhiét do trong phong trong
12 h. Ngay khi phan tng x&y ra hoan toan (duogc theo doi bsi TLC), hdn hop phéan mg
dugc dimg phan g bing nudc da lanh va duge chiét bing EtOAc (3 x 100 mL). Dich
chiét hitu co két hop dugc ria bang nudc mudi, duoc 1am kho bang Na,SO4 khan va
duoc c6 dac trong diéu kién 4p suét giam. Phén can léng thu dugc dugce tinh ché béng
sdc ky cot silica gel (rira giai bang gradien 15-30% EtOAc trong hexan) dé thu duoc
hop chit néu & d& muc nay (3,31 g, 56,3%). LCMS (ESI+, m/z): 489,3 (M+H)*.

Buée 5: Téng hop axit (R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(4-(triflometyl)phenyl)-1H-
imidazol-1-yl)metyl)phenoxy)hexanoic (Hop chdt A):
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Trong binh thét c¢b day tron dung tich 250 mL, dung dich dugc khudy chua etyl

(R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(4-(triflometyl)phenyl)- 1 H-imidazol-1-
yl)metyl)phenoxy)hexanoat (3,3 g, 6,75 mmol) trong THF (30 mL), etanol (10 mL) va
nuge (10 mL) duge xtr ly bang lithi hydroxit monohydrat (1,42 g, 33,8 mmol) ¢ nhiét
d6 trong phong. Hon hop phan tmg duge khudy & nhiét d trong phong trong 12 h.
Ngay khi phan Ung két thuc (dugc theo ddi boi TLC), hén hop phéan ung dugc cd dac
trong diéu kién ap sult giam. Phdn cin ling thu dugc dugc ria bang EtOAc, pha lodng
bang nudc lanh va dugc axit héa (pH ~5) bang dung dich HCI IN. Chét rén thu duoc
dugc loc va lam kho trong didu kién 4p sudt giam @& thu duoc hop chit néu & dé muc
nay (1,12 g, 36,0 %).
'H NMR (400 MHz, DMSO-de): § 12,00 (brs, 1H), 7,71 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,62 d,J
— 8.4 Hz, 2H), 7,26-7,21 (m, 1H), 7,01 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,93 (s, 1H), 6,86-6,83 (m,
1H), 6,38 (d, J= 6,8 Hz, 1H), 5,16 (s, 2H), 3,98 (1, J= 6,0 Hz, 2H), 2,19-2,14 (m, 1H),
2,08 (s, 3H), 1,99-1,93 (m, 1H), 1,84-1,76 (m, 1H), 1,67-1,65 (m, 2H), 1,45-1,42 (m,
1H), 1,28-1,18 (m, 1H), 0,83 (d, J = 6,4 Hz, 3H). YF NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 -
56,4. LCMS (ESI+, m/z): 460,8 (M+H)". HPLC: 98,89 % (210 nm).

Vi du 2b: Tong hop axit (R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(6~(triflometyl)pyridin-3-yl)-14-
imidazol-1-yl)metyl)phenoxy)hexanoic (Hop chdt B).

=
Ne
—N
0O Me N\g
M
HO/U\/\/\/O €
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Buéc 1: Tong hop N-(prop-2-yn-1-yl)-6-(triflometyl)nicotinamit:
O

joa

Noga\

4

Trong binh thot ¢ day tron dung tich 100 mL, dung dich dugc khudy chira axit
6-(triflometyl)nicotinic (3 g, 15,70 mmol) va prop-2-yn-1-amin (1,05 g, 18,84 mmol)
trong DMF (50 mL) dugc xt ly bing HATU (7,2 g, 18,84 mmol) va EtN (3,1 mL,
23,55 mmol) & nhiét do trong phong trong moi truong Khi quyén chira nito. Hon hop
phan tng thu dugc dugc khudy & nhiét d trong phong trong 3 git. Ngay khi phan Gmg
két thic (duge theo ddi boi TLC), hdn hop phan tmg duge pha lodng bang nudc lanh va
chét rin da dugc két tha dugc loc, rira bang nudc va lam khd trong didu kién ap suét
giam dé thu dugc hop chét néu & d& muc nay (2,6 g, 72,6 %).

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 9,08 (d, J= 2,1 Hz, 1H), 8,32 (dd, J = 8,4, 2,4 Hz, 1H),
7,78 (d, J= 17,8 Hz, 1H), 6,62 (brs, 1H), 4,30-4,28 (m, 2H), 2,33 (t, /= 2,4 Hz, 1H).
LCMS (ESI+, m/z): 229,2 (M+H)".

Buéc-2: Téng hop 5-(]-(2—metoxybenzyl)-5-melyl—]H—imidazoZ—Z-yl)-2—(triﬂometyl)
pyridin:
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Trong dng c6 kha ning van chit ndp c¢6 dung tich 50 mL, dung dich chira N-
(prop-2-yn-1-yl)-6-(triflometyl)  nicotinamit (1,0 g, 4,38 mmol) va 2-
metoxyphenybenzyl amin (1,2 g, 8,77 mmol) trong toluen (10 mL) dugc xtr ly bang
Zn(OT£): (0,16 g, 0,43 mmol) & nhiét do trong phong trong moi truong khi quyén chtra
nito. Hdn hop phan tng dugc gia nhiét & 120°C trong 12 h. Ngay khi phan ting két thuc
(dugc theo doi boi TLC), hdn hop phan Gng dugc pha loing bang nude va dugc chiét
bing EtOAc (3 x 20 mL). Dich chiét hitu co dugc rira bang bido hoa NaHCO3, nudce
mudi va dugc 1am khd bang Na;SO4 khan. Dung dich dugc ¢ dic trong diéu kién 4p
sudt giam va phan con lai thu duge dugc tinh ché bing sic ky cot silica gel (rtra giai,
25% EtOAc trong hexan) dé thu dwoc hop chét néu & d& muyc nay (0,8 g, 52,6%).

IH NMR (400 MHz, CDCL): & 8,79 (s, 1H), 8,07 (d, J= 8,1 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 8,1
Hz, 1H), 7,31 (t, J= 8,4 Hz, 1H), 7,09 (s, 1H), 6,94-6,87 (m, 2H), 6,56 (d, /= 7,5 Hz,
1H), 5,16 (s, 2H), 3,87 (s, 3H). LCMS (ESI+, m/z): 3483 (M+H)*.

Buéc 3: Tong hop 2-((5-metyl-2-(6-(triflometyl)pyridin-3-yl)-1H-imidazol-1-yl)
metyl)phenol.:

e
=
N
_N
o

HO Me

Trong binh thot ¢b day tron dung tich 100 mL, dung dich chua 5-(1-(2-
metoxybenzyl)-S-—metyl-1H-imidazol-2-yl)-2-(triﬂometyl)pyridin (0,8 g, 2,31 mmol)
trong diclometan (300 mL) duogc xu ly bang cach nhé giot BBr3 (0,8 mL, 2,31 mmol) &
0°C. Hon hop phéan Gng dugc khudy & nhiét do trong phong trong 2 gi¢. Ngay khi phan
tng két thic (duge theo ddi béi TLO), hdn hop phan Gng dugc bazo héa (pH ~ 9) bang
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dung dich nuéc NaHCOs3 va duoc chiét bang EtOAc. Dich chiét hiru co duogc lam kho
trén Na;SO4 khan va duoc ¢b dic trong didu kién ap sudt giam dé thu duoc hop chét
néu & d& muc nay (0,5 g, 65,1%)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 9,92 (s, 1H), 8,83 (s, 1H), 8,12 (d, /= 8,1 Hz, 1H),
7,94 (d, J= 8,1 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 7,02 (s, 1H), 6,87 (d, J=7,8 Hz 1H),
6,73 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 6,37 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 5,20 (s, 2H), 2,15 (s, 3H). LCMS
(ESI+, m/z): 334,3 (M+H)".

Budc 4: Tong hop etyl (R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(6-(triflometyl)pyridin-3-yl)-1H-
imidazol-1-yl)metyl)phenoxy)hexanoat:
FsC
-

Ne

—N
Y
O Me N\8
)J\M Me
EtO ©

Trong binh thot c¢b day tron dung tich 50 mL, dung dich dugc khudy chtra 2-((5-
metyl-2-(6-(triflometyl)pyridin-3 -yl)-1H-imidazol-1-yl)metyl)phenol (0,5 g, 1,50
mmol) (quy trinh didu ché duge boc 16 trong Pon yéu cau cip bang doc quyén sang ché
My sb 62/061,483, dugc két hop vio day bang céch vién dan) trong DMF (10 mL)
duoc xu ly bang K,COs3 (0,41 g, 3,00 mmol) va etyl (R)-6-bromo-3-metylhexanoat
(0,710 g, 3,00 mmol) & nhiét do trong phong trong moéi truong khi quyén chira nito.
Hdn hop phan ting thu dugc duge gia nhiét 60°C trong 12 h. Ngay khi phan Gng xay ra
hoan toan (duoc theo ddi bai TLC), hdn hop phén tng dugc ding phin Gng bing nudc
d4 lanh va duoc chiét bang etyl axetat (75 mL X 3). Dich chiét hitu co két hop duge ria
béng nude mudi, duge 1lam khd béng NaySO4 khan va duge ¢o dédc trong diéu kién ap
sudt giam. Phan cin ling thu dugc dugc tinh ché bang séc ky cot silica gel (gradien rira
giai, 15-30% EtOAc trong hexan) dé thu duoc hop chit néu & d& muc nay (0,45 g,
61,3%).

LCMS (ESI+, m/z): 491,0 (M+H)".

Buéc 5: Tong hop axit (R)—3-melyl—6—(2—((5-melyl-2—(6—(trlﬂomelyl)pyridin—.?-yl)-IH-
imidazol-1-yl)metyl)phenoxy)hexanoic (Hop chat B):
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Trong binh thoét ¢ day tron dung tich 250 mL, dung dich dugc khudy chira etyl
(R)-3-metyl-6-(2-((5-metyl-2-(6-(triflometyl)pyridin-3-yl)-1H-imidazol-1-
yl)metyl)phenoxy)hexanoat (0,45 g, 0,92 mmol) trong THF (5 mL), etanol (2,5 mL) va
nude (2,5 mL) duge xt ly bang lithi hydroxit monohydrat (16,0 g, 74,33 mmol) & nhiét
d6 trong phong. Hon hgp phéan tmg duoc khudy & nhiét @ trong phong trong 12 h.
Ngay khi phan Ung két thuc (dugc theo doi boi TLC), hdn hop phan tng dugc co dic
trong diéu kién ap suét giam. Phan cin ling thu duge duge ria bang EtOAc, pha lodng
bang nudc lanh va duge axit hoa (pH ~5) bang dung dich HCI 1N. Chét rén dugc loc va
lam khd trong diéu kién ap sudt giam dé thu dugc hop chét néu & d& muc nay (0,166 g,
39,2 %).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): 511,96 (brs, 1H), 8,79 (s, 1H), 8,05 (d, J = 8,0 Hz,
1H), 7,90 (d, J= 8,0 Hz, 1H), 7,24 (t, J=7,6 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,00 (s,
1H), 6,84 (t, J= 7,6 Hz, 1H), 6,43 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 5,21 (s, 2H), 3,98 (t, /= 6,0 Hz,
2H), 2,19-2,14 (m, 1H), 2,13 (s, 3H), 2,03-1,94 (m, 1H), 1,85-1,80 (m, 1H), 1,68-1,66
(m, 2H), 1,38-1,36 (m, 1H), 1,28-1,18 (m, 1H), 0,85 (d, /= 6,4 Hz, 3H). F NMR (400
MHz, DMSO-ds): 8 -66,46. LCMS (ESI+, m/z): 462,3 (M+H)". HPLC: 95,11 % (210

nm).

Vidu3
Sang loc mudi ctia hop chat A

Dung dich gbc chira hop chit A & ndng dd 25 mg/mL duoc didu ché trong
metanol. Tiép theo, 2 mL dung dich gbc ciia hop chit A dugc phan phdi vao 6ng thiy
tinh mau hd phach c6 dung tich 4 mL. Sau do, cac chét tao mudi (1 eq) dugc bd sung
vao 6ng nhu duoc liét ké trong Bang 1 va dung méi dugce loai bo bang cach lam bay hoi
trong dong nito. Khi qua trinh bay hoi két thuc, dung moi sang loc duoc ligt ké trong

bang 1 dugc hut vao, bng duoc day nut, va céac mau duge dit vao dia khudy 50°C dé
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khudy trong thoi gian Ién t6i mot gio. Tiép theo, ngit nhiét va cac miu dugce dé nguoi
dén 25°C ddng thoi khudy. Cac thi nghiém tao ra huyén phu dic dugc khudy. Cac thi
nghiém tao ra dung dich dugc chuyén hoa thanh két tinh nho bay hoi.

Chét rén phén 1ap tir céc thi nghiém dugc déc trung boi XRPD nhim xac dinh
xem liéu ching c¢6 & dang tinh thé hay khong cling nhu cac dang trang thai ran duy nhét
¢6 cho thiy su tao mudi xay ra hay khong.

Mot thi nghiém khac duoc thuc hién véi mudi natri nghi ngd dé c¢b ging tao ra
mubi natri ciia hop chét A. Mudi natri nghi ngd dugc phan 1ap tir axetonitril dugc tao
huyén phti ddc trong etyl axetat trong sdu ngay & 25°C. Chét ran duge duogc phan tich
bang XRPD, cho thay hdn hop vat Iy gbm dang tu do clia hop chét A va mubi natri nghi

ngo ban d4u duoc phan lap tr axetonitril. Khong c6 dang mudi méi duoc tao ra.

Bang 1. Thi nghiém sang loc mudi déi véi hop chit A

MAuDang mudi Dung méi [Nhiétdo |Két qua
1 |HCI 2-Propanol 25 °C Gel

Mudi méi dang A
2 [H2SO4 2-Propanol |25 °C

(Hemisulfat dang 1)
3 [H3PO4 2-Propanol 25 °C Mubi méi dang B
4 |Axit p-Toluensulfonic [2-Propanol 25 °C Gel
5  |Axit Metansulfonic 2-Propanol 25 °C Gel
6 [NaOH 2-Propanol 25 °C Mubi méi dang C
7 [KOH 2-Propanol [25°C Gel
8  [Cholin Hydroxit 2-Propanol 25 °C Mubi méi dang D
9  |[L-Arginin 2-Propanol 25 °C V6 dinh hinh
10 [L-Lysin 2-Propanol 25 °C Mudi méi dang B
11 N-Metyl-D-Glucamin _2-Propanol 25 °C Gel
12 [TRIS D-Propanol 25 °C Mudi méi dang F
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13 HCI IAxetonitril 25 °C Gel

Mudi méi dang A
14 [H2S04 Axetonitril @4 °C

(Hemisulfat dang 1)
15 [H3PO4 Axetonitril 25 °C Mudi méi dang B
16 |Axit p-Toluensulfonic |Axetonitril 25 °C Gel
17 |Axit Metansulfonic IAxetonitril 25 °C Gel
18 [NaOH Axetonitril 25 °C Mudi méi dang C
19 |[KOH Axetonitril 25 °C Semi-crystalline
20 |Cholin Hydroxit IAxetonitril 25 °C Mubi méi dang D
21 |[L-Arginin IAxetonitril 25 °C V6 dinh hinh
22 |[L-Lysin Axetonitril 25 °C Mubi méi dang B

Hbn hop gdm nguyén liéu

ban dau
23 [N-Metyl-D-Glucamin |Axetonitril 25 °C
Material
24 [TRIS Axetonitril @4 °C Nguyén li€u ban dau

Vidu4
Do 6n dinh cia mubi ctiia hop chit A

Do bn dinh ciia cac mudi sulfat, phosphat, L-lysin, va TRIS dugc diéu ché trong
Vi du 3 duoc thir nghiém. Khoang 20 mg mdi mau dugc két hop v6i 1 mL nudc trong
éng vi ly tam. Céc mAu dugc dé tron qua dém trén thiét bi 1ic c6 didu chinh nhiét do &
20°C, tée do 850 vong/phit. Chét rin dugc duge md ta dic trung bdi XPRD nham xéc
dinh xem liéu c6 xay ra sy thay di dang chit rin nay khong. Khong c6 su thay db6i vé
cac chét rin d6i véi mudi sulfat du tinh cling nhu nguyén ligu ban dau. Tuy nhién, cac
mudi phosphat, L-lysin, va TRIS du tinh duong nhu khong ty 1€ v6i nguyén liéu ban

dau trong moi trudng nude.
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Vidu5
Pidu ché hemisulfat cia hop chit A & dang 1

Hoa tan 883,2 mg hop chét A trong 35 mL metanol trong lo ¢6 dung tich 50 mL.
Tiép theo, H2SO4 (1920 pL, 1M in H>O, 1 duong lugng) dugc bd sung vao bang pipet.
Dung mdi dugc dé bay hoi trong diéu kién N. Khi 1am bay hoi xong, 2-propanol (18
mL) duoc bd sung vao bang pipet, sau d6 bd sung thanh khudy. Lo duoc day nap va dat
trén dia khudy 50°C trong 1 gio, tiép theo nhiét do duogc giam xubng dén 25°C, duoc
khudy & nhiét do nay trong 1 ngay. Sau 1 ngay, chit rén dugc loc trong didu kién chan
khong va dugc dé kho bang khong khi.

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): 8 7,85 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,74 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
736 (s, 1H), 7,27 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,85 (t, /= 7,6 Hz, 1H),
6,62 (d, J= 17,2 Hz, 1H), 5,26 (s, 2H), 3,96 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,21-2,16 (m, 4H), 1,96
(dd, J = 8,0, 15,2 Hz, 1H), 1,83-1,80 (m, 1H), 1,67-1,59 (m, 2H), 1,35-1,31 (m, 1H),
1,28-1,18 (m, 1H), 0,85 (d, J= 6,4 Hz, 3H).

Phd khéi (ESI) m/e 461,2.

Phén tich nguyén t6: Theo tinh toan: C 58,93%; H 5,54%; N 5,50%; S 3,15. Quan sat
thay: C 58,30%; H 5,36%; N 5,42%; S 3,47.

Hemisulfat caa hop chit A & dang 1 cling thu dugc theo cch twong tw nhu cach
néu trén biang cach sit dung axetonitril (18 mL) lam dung mdi thay cho 2-propanol (18
mL).

Phan tich nguyén t6 dbi véi hemisulfat cia hop chit A & dang 1 chi ra ring hop
chét nay chira ty 1€ gita cation hop chit A véi anion sulfat 1a 2:1.

Su c6 mat cta anion sulfat cling nhu hoa hoc lugng phép sulfat duoc xac nhan
thong qua viéc phan tich nguyén td, ma né boc 16 hai phan tir cua hop chét A twong tng
v6i mOt phén tir ciia anion sulfat.

Mudi sulfat c6 tén goi hemisulfat ctia hop chit A ¢ dang 1. Dang nay dugc dua
di sang loc dang dn dinh nhiét dong hoc dé xem liéu mot dang 4n dinh hon c6 thé duoc
nhan biét cling nhu sang loc dua trén cac solvat, cdc hydrat, va danh gi4 nguy co tao ra

nhidu chat khac nhau (Vi du 7). Dit liéu vé& do 6n dinh hoa hoc va ly hoc cfing nhu dit
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liéu vé tinh hut 4m ciing duoc tao ra dbi véi hemisulfat ctia hop chit A & dang 1 (Vi du
11).

Vidu6
Mo ta dic trung Hemisulfat ctia hop chit A & dang 1

M0 ta dac trung vat ly bao g@)m XRPD (FIG. 1), TGA, va DSC dugc thuc hién
d6i v6i hemisulfat ctia hop chit A & dang 1. Tém tét dir lidu XRPD tir FIG. 1 dbi véi
hemisulfat ctia hop chét A & dang 1 dugc dé xuét trong Bang 3.

Bang 3.

S Vi tri [226] Khoang Chiéu cao
cach d [A] [cts]

1 7,2723 12,15596 203,49

2 8,3321 10,61206 87,18

3 12,9823 6,81943 34,79

4 14,682 6,03356 187,57

5 15,7717 5,61908 68,85

6 16,5492 5,35679 72,4

7 17,3066 5,12403 36,33

8 19,1525 4,63415 149,22

9 19,6624 4,51512 80,9

10 20,7187 4,28724 15,2

11 22,268 3,99234 224,73

12 23,8209 3,73547 49.9

13 24,5362 3,62817 37,27

14 24,9107 3,57448 34,45

15 25,7712 3,45704 95,31

-30-



35468

] Khoang Chiéu cao
S6 Vi tri [°20]
cachd [A] | [cts]
16 26,2777 3,39155 39,15
17 27,8254 3,20632 40,71
18 28,5033 3,13158 16
19 29,5617 3,02183 16,5
20 33,7206 2,65804 3,18

Dit liéu phé nhiéu xa bot tia X dugc thu nhan trong cac diéu kién moi trudng
trén nhidu xa ké Rigaku Miniflex 600 sir dung btrc xa Cu K alpha (1,5406 Angstrom).
Mau bot duoc thu nhan trén gid maiu nén zero vé6i vét 1om 0,1 mm & toe dd quét goc 2
theta tir 2 dén 40° & 2°/phut & 40 kV va 15 mA. Dt liéu duge phén tich bang cach su
dung High Score Plus version 4.1.

Vidu?7
Sang loc hemisulfat cuia hop chit A

Sang loc dang 4n dinh nhiét dong hoc dugc khdi dau v&i hemisulfat ctia hop
chit A ¢ dang 1 dé sang loc cac dang da hinh, solvat, va cac hydrat dn dinh hon vé mit
nhiét dong hoc ciing nhu dé tham do xu huéng khong ty 1€ v6i hop chit A. Khoang 90
dén 110 mg hemisulfat ciia hop chit A ¢ dang 1 dugc cén va chuyén vao 6ng thiy tinh
mau hd phéach c6 dung tich 4 mL, sau do6 bd sung 0,8 dén 1 mL dung méi va thanh
khudy tir. Ong nay dugc ddy nut, sau do dé trén dia khudy c6 diéu chinh nhiét do va
duoc khudy trong mudi 1am ngay ¢ 500 vong/phit. Dung moi va nhiét dd dugc liét ké
trong bang 4. Phan tich XRPD cua cac chét rin cho thdy khong c6 su thay dbi dang
trang thai rin x4y ra ngoai trir cac chét rdn phén lap tir cdc thir nghiém trong metanol 6
25°C va nudc/metanol & 25°C. Dang méi nay 1a khac véi dang hop chit A ban dau &

dang tu do va hemisulfat ctia hop chit A o dang 1.

Bang 4. Sang loc hemisulfat cia Hop chit A & dang huyén phu dic
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Thi nghiém [Dung mdi Nhiét dd  |Két qua
1 Etyl Axetat 50°C Khong c6 su thay doi vé dang
2 2-Propanol 50°C Khong c6 su thay ddi vé dang
3 Axeton D5°C Khong c6 su thay ddi vé dang
4 Diclometan 4°C Khong c6 sy thay doi vé dang
5 Axetonitril 50°C Khong c6 sy thay doi vé dang
6 Tetrahydrofuran 25°C Khong c6 sy thay doi vé dang
7 Nuéc 25°C Khong c6 su thay doi vé dang
Nudc/Metanol Hop chit A  Hemisulfat
8 (1/3, thd tich/thd25°C dang 2
tich)
Nudce/Axetonitril
9 (13, thé tich/thd4°C Khong 6 sy thay ddi vé dang
tich)
10 Etanol 50°C Khéng c6 su thay doi vé dang
11 2-Metyl-THF 25°C Khong c6 sy thay doi vé dang
12 CPME 50°C Khong c6 sy thay doi vé dang
13 Toluen 50°C Khong c6 su thay doi vé dang
” Metanol s Hemisulfat ctia Hop chit A
dang 2
Vidu8

M0 ta dac treng hemisulfat cia hop chit A & dang 2

Dang trang thai rdn méi duge phan 1ap tir huyén phu dic chira metanol va huyén
phu dic chira nude/metanol trong Vi du 7 dugce dua di x4c dinh déc trung va nhén thdy
la dang da hinh mdéi cua mudi hemisulfat ciia hop chit A. Dang méi nay c6 tén goi

hemisulfat ciia hop chat A & dang 2. Viéc mo ta dic trung vat 1y bao gébm XRPD (FIG.
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2), TGA va DSC dugc thuc hién dbi v6i hemisulfat ciia hop chat A & dang 2 sau khi
Jam kho trong méi truong nito. Tém tat dit liéu XRPD tir FIG. 2 dbi voi hemisulfat ciia

hop chit A & dang 2 duoc dua ra trong bang 5.

Bang S.
Khoang Chiéu cao

S6 Vitri[°20] |cachd[A] | [cts]

1 6,6699 13,25246 565,65
2 10,0501 8,80157 17,65
3 11,077 7,98776 17,71
4 13,5016 6,55831 54,27
5 14,2386 6,22046 23,63
6 14,5068 6,10605 44,53
7 14,8445 5,96788 22,89
8 16,0872 5,50958 33,53
9 16,9192 5,24047 17,12
10 17,4339 5,08691 84,25
11 18,0914 4,90349 288,69
12 18,975 4,67709 26,04
13 19,899 4,46195 12,96
14 22,3828 3,97212 48,96
15 23,2046 3,83327 41,82
16 23,4233 3,79797 44,01
17 25,0416 3,55607 29,72
18 26,7503 3,33269 20,02
19 27,3864 3,2567 20,05
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Khodng Chiéu cao
Sb Vitri [©20] | cachd [A] | [cts]
20 29,3568 3,04246 9,17

Dt liéu phé nhiéu xa bot tia X dugce thu nhan trong cac diéu kién moi truong
trén nhidu xa ké Rigaku Miniflex 600 st dung birc xa Cu K alpha (1,5406 Angstrom).
Mau bdt duoc thu nhan trén gid mAu nén zero véi vét 1dm 0,1 mm & tde do quét goc 2
theta tir 2 dén 40° & 2°/phit & 40 kV va 15 mA. Dit liéu duogc phan tich bing céch sir
dung High Score Plus version 4.1.

IHNMR ddi véi dung dich va phén tich dir liéu nguyén td cling dugc thuc hién
dé kiém tra xem liéu c6 su thay dbi nao vé mat hoa hoc so v6i bazo ty do va hemisulfat
dang 1 ban dau hay khong. Dit liéu cho thiy khong xay ra su bién ddi trong phan ti va
hemisulfat ciia hop chit A & dang 2 khong phai 12 dung moi. Ngoai ra, 'H NMR déi véi
dung dich va phén tich dit li€u nguyén t6 1a phut hop vé6i nguyén liéu 1a mudi hemisulfat

co ty 1€ gifra cation hop chit A va anion sulfat 12 2:1.

Vidu9
P 6n dinh nhiét dong twong dbi ciia hemisulfat cia hop chit A & dang 1 va dang
2

Do 6n dinh nhiét dong tuong d6i ctia hemisulfat cia hop chit A & dang 1 va
hemisulfat cta hop chét A & dang 2 duge xé4c dinh nho viée so sanh phan tich dir liéu
nhiét ddi voi mdi dang ciing nhu cac thr nghiém huyén phu dic canh tranh. Dt liéu
DSC d6i v6i hemisulfat cia hop chét A & dang 1 cho thdy dang nay c6 diém néng chay
ban dau 1a 185,7°C va an entalpy nong chay la 106,9 J/g. Dt liéu DSC dbi véi
hemisulfat ctia hop chét A & dang 2 cho thdy dang nay c6 diém nong chay ban dau 1a
177,4 °C va entalpy néng chay la 98,9 J/g. Theo quy tdc nhiét noéng chay, hemisulfat
cua hop chit A & dang 1 va hemisulfat & dang 2 1a c6 lién quan vé mit don bién dua
vao hemisulfat cia hop chit A & dang 1 ¢6 diém noéng chay cao hon va entalpy noéng
chay cao hon trong sb hai dang da hinh nay. Hemisulfat ctia hop chdt A ¢ dang 1 1a

dang 6n dinh hon vé mit nhiét dong hoc.
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Céc thtr nghiém huyén phu dic canh tranh dugc thuc hién dé x4c nhén tinh 6n
dinh nhiét dong hoc tuong dbi cua hemisulfat cia hop chit A & dang 1 va hemisulfat
ctia hop chit A & dang 2. Hon hop gdm ca hai dang dugc tao huyén phti ddc cling nhau
trong 0,5 mL axeton ¢ 25°C trong mot tudn. Ca hai dang ndy van c6 mjt trong huyén
phu dic, vi vay thi nghiém duoc chuyén dén 4°C. Sau mudi ngay ¢ 4°C, phan tich
XRPD chi ra rang hén hop nay dugc chuyén hoéa thanh hemisulfat ciia hop chit A &
dang 1, cho thdy hemisulfat ctia hop chit A ¢ dang 1 6n dinh hon hemisulfat ctia hop
chét A & dang 2 6 4 °C.

Hemisulfat ciia hop chit A & dang 1 va hemisulfat ctia hop chit A ¢ dang 2 duoc
tao huyén phi dic cling nhau trong 0,5 mL axetonitril & 50°C. Sau ba ngay & 50°C,
phén tich XRPD cho thdy ca hai dang van con trong huyén phu dic. Sau mudi ngay &
50°C trong axetonitril, phan tich XRPD cho thay hdn hop nay dugc chuyén hoa thanh
hemisulfat ciia hop chit A & dang 1, chi ra rang hemisulfat cta hop chit A ¢ dang 1 6n
dinh v& nhiét dong hoc hon so v6i hemisulfat cia hop chit A ¢ dang 2 & 50 °C.

Hemisulfat cia hop chit A ¢ dang 1 va hemisulfat cia hop chit A & dang 2 duoc
tao huyén phi dic ciing nhau trong 0,5 mL etyl axetat & 25°C. Sau hai ngay, ca hai
dang van c6 mit trong huyén phu dic, vi vay thi nghiém dugc chuyén dén 4°C. Sau tdm
ngdy & 4°C, phéan tich XRPD cho thdy cac chat rén vAn con trong hdn hop gdm hai
dang. Thi nghiém nay dugc dimg trudc khi chuyén héa hoan toan thanh dang don dua
vao hon hop dugc chuyén héa thanh hemisulfat cua hop chit A & dang 1 trong axeton &
4°C va trong axetonitril & 50°C. Thi nghiém nay ching t6 su chuyén hoa tir hemisulfat
cta hop chit A & dang 2 thanh hemisulfat ctia hop chit A & dang 1 c6 thé 12 chdm trong
c4c didu kién nhét dinh.

Ca dit liéu phan tich nhiét va dit liéu thi nghiém huyén phu déc canh tranh chimg
to hemisulfat ctia hop chét A & dang 1 6n dinh vé mit nhiét dong hoc hon hemisulfat
ctia hop chit A & dang 2. Metanol thuong c6 trong hé dung moi khi hemisulfat ctia hgp
chit A & dang 2 dugc tao thanh, didu nay goi ¥ rang hemisulfat cia hgp chit A & dang
2 ¢6 thé duogc tao thanh nhd sy sy can solvat hoa clia solvat metanol khong 6n dinh va

chua tirng dugc quan sat.

Vidu 10

Do 6n dinh va tinh hut Am cua hemisulfat cua hop chit A ¢ dang 1
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Nghién clru do dn dinh vat Iy va hoa hoc trong tdm tudn duoc thuc hién ddi véi
hemisulfat ctia hop chit A & dang 1. Nguyén liéu dugc bao quan & 4°C, 25°C /60% RH,
40°C, va 40°C /do 4m tuong dbi 75% trong tim tudn ciing nhu dudi cdc diu kién dac
bidt 12 70°C va 70°C /dd Am twong dbi 75% trong hai tudn. Ngoai ra, d 6n dinh dudi
tac dung clia anh sang ciing dugc x4c dinh sau khi phoi sing nguyén liéu theo hai chu
trinh diéu kién ICH. Su thoai bién va phuc hdi dugce xac dinh béng HPLC. Xem bang 6
d6i véi cac két qua HPLC, bao gbm phan trim thu hdi chit rén va ty 18 phan tram dién

tich theo thoi gian luu twong Ung, so véi ti€u chuin duoc bao quan & 4°C.

Béang 6. Tom tat dit liéu HPLC.

Mau % RRT [FRRT RRT [RRT RRT [RRT [RRT
4°C, 4 tuan 101 |L,L16 0,21 97,36 10,21 0,20 0,25 0,58
4°C, 8 tuan 100 1,15 0,12 97,42 0,34 0,19 10,24 10,54

25°C/60% RH, 4 tudn 100 (1,20 0,21 97,40 0,21 0,21 0,25 0,50

25°C/60% RH, 8 tuan 99 1,15 0,04 197,67 0,25 0,19 10,23 10,46

40°C, 4 tuan 101 (1,20 (0,22 97,27 0,21 0,20 0,25 0,59

40°C, 8 tudn 101 1,16 0,11 97,44 0,33 0,19 10,24 0,53

40°C/75%RH, 4 tuan 101 1,24 0,21 97,33 0,21 0,21 10,25 0,50

40°C/75%RH, 8 tuan 100 |1,19 (0,04 97,63 0,30 0,19 (0,23 10,42

70°C, 2 tuan 101 |1,20 0,18 9734 0,22 021 0,26 10,55
70°C/75%RH, 2 tuin 101 1,22 0,19 197,45 0,22 0,21 0,24 (0,42
Anh sang 98 1,11 0,10 97,78 (0,27 0,20 0,14 [0,40
D4i chimg (t6i) 100 1,16 0,07 97,53 0,30 0,19 0,23 10,53
Tiéu chuan N/A |1,18 0,14 97,38 (0,37 0,18 0,23 0,53

XRPD dugc st dung dé kidm tra do 6n dinh vat ly. Khong quan sat théy su thay
d6i vé dang trang thai rn & tat ca cac didu kién.

Phan tich hdp phu hoi dong dugc thuc hién trén hemisulfat cta hop chit A ¢
dang 1 & 25°C. O khoang 90% RH, nguyén liéu hép phu nguge lai khoang 3,5% nudc
theo khéi luong. Sau khi DVS hoan toan, chét rin di thu hdi duoc kiém tra bing
XRPD, cho thiy nguyén liéu nay van con hemisulfat cia hop chit A ¢ dang 1.

Vidull

Piéu ché muodi meglumin cta hgp chat B

Hai phuong phéap riéng ré& dugc st dung dé tao ra mubi meglumin ctia hop chit
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Phwong phdp 1

Hop chit B (102,7 mg) dugc két hop voi meglumin (43,7 mg) va 2 mL 2-
propanol trong lo thuy tinh 4 mL. Lo nay dugc day nép va duoc dua di xit ly siéu am o
25°C trong 20 phut, sau d6 khudy & 50°C trong 60 phit. Lo nay sau do dugc chuyén
dén dia khudy méi va huyén phu dic trong lo duoc khudy & 25°C.
Phwrong phdp 2

Hop chit B (102,2 mg) dugc két hop v6i meglumin (43,2 mg) va 2 mL
axetonitril trong lo thuy tinh 4 mL. Lo nay dugc déy ndp va duge dua di xu Iy siéu 4m
& 25°C trong 20 phut, sau do khudy & 50°C trong 60 phit. Tiép theo, lo nay duge

chuyén dén dia khudy méi va huyén phu dic trong lo duge khudy & 25°C.

Pdi v6i ca hai phwong phap 1 va phuong phép 2, sau 2 ngay khudy & 25°C, cac mau

duogc ly tim, ph?m dich ndi dugc loai bo, va chét rén duoc 1am kho trong khong khi.

Vidu 12
Diéu ché hydrat cua mudi meglumin ctia hop chit B

Trong binh thot c¢b day tron dung tich 500 mL, dung dich dugc khudy chira hop
chit B (20 g, 43,33 mmol) trong THF (100 mL) va nude (100 mL) dugc xir 1y bang
meglumin (8,45 g, 43,33 mmol) & 0°C. Hon hop phan tng thu duge duoc khudy & nhiét
do trong phong trong 6 h. Hon hop phan (g duge co déc trong diéu kién 4p suit giam
va chit rén thu dugc duge siy khd trong didu kién 4p suit giam (3h) dé thu duge hop
chit néu & dé muc nay & dang chét rin (28,5 g, 98,95%)).
'H NMR (400 MHz, CD;0D): § 8,75 (s, 1H), 8,02 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,82 (d, J=28,0
Hz 1H), 7,26 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,03 (s, 1H), 6,99 (d, J = 8 Hz, 1H), 6,85 (t, J= 17,6
Hz, 1H), 6,50 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 5,25 (s, 2H), 4,09-3,99 (m, 3H), 3,97-3,77 (m, 2H),
3,74-3,61 (m, 3H), 3,29-3,06 (m, 2H), 2,64 (s, 3H), 2,22 (s, 3H), 2,18-2,14 (m, 1H),
1,99 - 1,94 (m, 2H), 1,83 - 1,75 (m, 2H), 1,51 - 1,38 (m, 1H), 1,32-1,22 (m, 1H), 0,86
(d, J=6,0 Hz, 3H).
I9F NMR (400 MHz, CD3;0D): 6 -69,39.
Phén tich nguyén t6: Theo tinh toan d&i v6i C31iHasF3N4Os. HoO: C, 55,18; H, 6,72; N,
8,30. Phét hién: C, 54,95; H, 6,89; N, 8,07
Ham luong 4m (Karl Fischer): 2,33%
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Phan tich nguyén t6 cua mudi meglumin ctia hop chét B cho thdy hop chat nay chta ty

1& cation hop chét A chuyén thanh anion meglumin v6i phan ti nuée la 1:1.

Tham khao chéo cac don li€n quan

DPon sang ché nay yéu cAu huéng quyén uu tién tr don tam thoi My s6
62/404,474, dugc ndp ngdy 5 thang 10 nam 2016. Toan bd ndi dung cia don néu trén

dugc két hop vao day bang cach vién dan.
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Yéu cau bao ho

1. Hop chét co cong thie (I):

cong thue (1),

& dang mubi hemisulfat.
2. Hop chét theo diém 1 ¢ dang két tinh.
3. Hop chit theo didm 2 dugc dic trung boi phd nhidu xa bot tia X vé co ban phi
hop véi FIG. 1 hodc FIG. 2.
4. Hop chit theo diém 2 dugc dc trung bdi phd nhiéu xa bt tia X ¢6 céc dinh
dugc biéu thi & cac goc nhiéu xa 2-theta (do) 7,3+0,2°, 14,7+0,2°, 19,1+0,2°, va
22,3+0,2°.
5. Hop chit theo diém 4 dugc dic trung bai phé nhiéu xa bot tia X ¢6 cac dinh
duge biéu thi & mot hodc nhidu goc nhidu xa 2-theta (do) 8,3+0,2°, 15,8+0,2°,
16,5+0,2°, 19,7+0,2°, hodc 25,8+0,2°.
6. Hop chét theo diém 2 dwoc dic trung boi phd nhiu xa bot tia X c6 cac dinh
duoc biéu thi & céc goc nhidu xa 2-theta (d0) 6,7+0,2°, 13,5+0,2°, 17,4+0,2°, va
18,1+0,2°.
7. Hop chat theo diém 6 con dugc dic trung bdi phé nhiéu xa bot tia X ¢6 cac dinh
duge biéu thi & mot hodc nhidu goc nhidu xa 2-theta (d9) 14,5+0,2°, 16,1+0,2°,
22.4+0,2°, 23,2 +£0,2°, hodc 23,4 £0,2°.
8. Hop chét theo diém bét ky trong sb cac diém tir 3 dén 7, trong d6 phd nhilu xa
bot tia X dugc thu nhén bang cach sir dung birc xa Cu K alpha (1,5406 Angstrom).
9. Hop chét theo didm bat ky trong s6 cac diém tir 2 dén 7, trong d6 1on hon 90%
hop chit & dang két tinh.
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10.  Hop chit c6 cong thie (11):

=
i
R
cdng thtrc (II),

& dang mubi meglumin hodc hydrat ctia mudi meglumin nay.
11.  Hop chét theo diém 10, trong d6 hop chét nay & dang monohydrat.
12.  Hop chét theo diém 10, trong d6 hop chét nay khong dugc hydrat hoa.
13.  Dugc phdm chtra hop chit bat ky trong sb cac hop chét theo diém 1-12 va ta

dugce dugce dung.
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