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Linh vuc ki thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén cac hop chit uc ché ketohexokinaza (ketohexokinase-
KHK), duoc phim chira cac hop chat nay va viéc sit dung cac hop chét nay dé diéu
tri cac tinh trang chuyén héa nhat dinh, nhu bénh tiéu duong typ 2 (type 2 diabetes
mellitus-T2DM), bénh suy tim, bénh than do tiéu duong va bénh viém gan nhiém
md khéng do rugu (non-alcoholic steatohepatitis - NASH).

Tinh trang ky thuit cia sing ché

Hoi chimg chuyén hoa thuong duge dinh nghia la mdt nhém céc tinh trang
phan anh qua dinh dudng va 161 sbéng it van dong va cac biéu hién ctia né bao gbm
T2DM, bénh gan nhiém m& khong do ruou (non-alcoholic fatty liver disease -
NAFLD), bénh béo phi, roi loan lipit mau, bénh suy tim va bénh thén.

T2DM duogc dédc trung boi su thiéu hut insulin tuong ddi do rdi loan chuc
nang té bao B tuyén tuy va dé khang insulin & cac co quan dich. No chiém hon 90%
s6 bénh nhan méic bénh tiéu duong va dan dén cac bién chimg vi mach va dai mach,
oy dau khd vé tam ly va thé chat cho bénh nhan, dong thoi dat ganh ning lon lén
cac hé théng cham soc suc khoe (Davies, M.J., et al.; Lancet, 389, 2239-2251,
2017).

Bénh suy tim la hdi chung gy ra boi nhiing bat thuong vé cau tric hodc
chirc nang cta tim dén dén tang ap luc trong tim hodc giam cung luong tim khi nghi
ngoi hodc khi cing thang. Bénh suy tim la nguyén nhan hang dau va ngay cang gia
tang cua bénh tat va tr vong trén toan thé gioi (Teerlink, J.R., et al.; Lancet, 390,
1981-1995, 2017).

Bénh than do tidu dudng phat trién & gin mot nita s§ bénh nhan mac T2DM
va la nguyén nhan hang ddu cta bénh than man tinh trén toan thé gisi. Céac thay doi
chuyén hoa lién quan dén bénh tiéu duong dan dén tang loc cau than, ting albumin
ni¢u, giam muc loc cau than va cubi cung la bénh than giai doan cudi (Alicic, R.Z.,

et al.; Clin. J. Am. Soc. Nephrol., 12: 2032-2045, 2017).
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NAFLD dai dién cho mot loat bénh gan co thé dan dén NASH tién trién, xo
hoa, va cudi cung la ung thu biéu mo té bao gan va suy gan. Udc tinh rang trong 20
nam t6i, NAFLD sé& tr¢ thanh nguyén nhéan chinh gdy ra bénh tat va tr vong lién
quan dén gan ciing nhu 1a chi dinh hang dau dé ghép gan (Bertot, L.C., et al.; Int. J.
Mol. Sci., 17(5), 774, 2016).

KHK, con dugc goi la fructokinaza, la enzym giéi han tde do lién quan dén
chuyén hoéa fructoza. N6 xtic tdc qua trinh phosphoryl hoa fructoza thanh fructoza-
1-phosphat (F1P), dong thoi gdy ra su suy giam muc ATP cta té bao. Nguoc lai véi
glucoza, qua trinh chuyén héa fructoza thiéu su e ché phan hoi va né gay ra su tich
tu cac chat trung gian xudi dong lién quan dén, vi du. qué trinh tao lipit, qua trinh
tao glucoza va qua trinh phosphoryl hoa oxy héa (Hannou, S.A., er al.; J. Clin.
Invest.. 128(2), 544-555, 2018). Diéu nay gay ra nhimg hau qua tiéu cuc vé chuyén
hoa 6 lién quan dén mot sb rdi loan chuyén héa nghiém trong.

KHK tdn tai ¢ hai dang twong déng duoc néi xen k& bao gom KHK-C va
KHK-A khéc nhau & exon 3. KHK-C dugc biéu hién chu yéu & gan, than va rudt,
trong khi KHK-A phé bién hon. Chuot thiéu ca hai dang tuong déng dugc bdo vé
hoan toan khoi hoi chung chuyén hoa do fructoza gay ra. Tuy nhién, cdc tac dung
chuyén héa bat loi cang tram trong hon & nhimg con chudt chi thiéu KHK-A
(Ishimoto T, et al.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 109(11), 4320-4325, 2012).

Mot s nghién ctru dich t& hoc va thuc nghiém da béo cdo rang viéc tiéu thu
fructoza tang, va chinh xac hon la su chuyén hoa fructoza tang, c6 thé déng mot vai
trd quan trong trong su phat trién cua hoi chimg chuyén hoa, ddc biét trong su phat
trién cua T2DM (Softic et al.; J. Clin. Invest., 127(11), 4059-4074, 2017), bénh suy
tim (Mirtschink, P., et al.; Eur. Heart J., 39, 2497-2505, 2018), bénh than do tiéu
duong (Cirillo, P., et al; J. Am. Soc. Nephrol., 20, 545-553, 2009) va
NAFLD/NASH (Vos, M.B., et al.; Hepatology, 57, 2525-2531, 2013). Viéc tc ché
KHK nham dich duoc cho la s& han ché su chuyén hoa fructoza va cung cép cac lua
chon diéu tri hiéu qua cho mot s6 r6i loan chuyén hoa.

US 2017/0183328 A1 mb ta hop chat 3-azabixyclo[3.1.0]hexan dugc thé lam
chat trc ché KHK.

C6 nhu céu vé cac phuong phap didu tri thay thé cho hodi ching chuyén hoa

va céc chi dinh lién quan bao g@)m T2DM, bénh suy tim, bénh than do tiéu duong va
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NASH. Dic biét, ¢6 nhu ciu vé cac hop chat co hoat tinh trc ché KHK dé cung cap
cac phuong an diéu tri cho cac bénh nay. Hon nita, ¢6 nhu cdu vé cac chit e ché
KHK hittu hiéu c6 cac dac tinh quan trong ddi voi viée str dung diéu tri & nguoi, nhu
d6 sinh kha dung qua duong udng va thoi gian ban thai da dé hd tro viéc dung thude

I3
A

hang ngay, hodc profin tuong tac thude-thude han ché.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Do d6, sang ché dé xuét hop chét co cong thuc I:
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Cong thuc I

trong d6 n la 1 hoac 2;

hodc mudi duoc dung ctia né.

Céng thire T bao gém tht ca cac chit dong phan ddi anh va cac chat dong
phan khong dbi quang riéng 1¢ cua chung, cling nhu hén hop cua cac chat dong
phan dbi anh va cac raxemat.

Theo mot phuong an cu thé, hop chét theo séng ché 13 hop chit co cong thuc:
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hodc mudi dugc dung cua no.

NC

Theo mdt phuong an, n la 1. Theo phuong én nay, hop chat theo sang ché 1a
hop chat c¢6 cong thiec:
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hoic muodi duoc dung cua nd. Theo mdt phuong an dugce wu tién, hop chét

theo sang ché 1a hop chat c6 cong thiec:

hodc mudi dugce dung ciia né.
Theo mdt phuong an khéc, n 1a 2. Theo phuong an nay, hop chat theo sang
ché 13 hop chét c6 cong thirc:

Qcm
NC
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FC7 X NQ_/
hoac mudi duoc dung ctia n6. Theo mét phuong an duoc uu ti€n, hop chat

theo sang ché 1a hop chat ¢6 cong thic:
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hodc mudi duoc dung cia nd. Theo mdt phuong an duoc uu tién khac, hop

chit theo sang ché 1a hop chat c¢6 cong thuc:
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hodc mudi duge dung ctia nd. Theo phuong an nay, hop chit theo sang ché la
axit 2-[(3R)-1-[5-xyano-6-[(2S)-2-metylazetidin-1-yl]-4-(triflometyl)-2-
pyridyl]pyrolidin-3-yl]axetic hoac mudi duge dung ctia né.
Theo mot phuong an, sang ché con mé ta phuong phéap diéu tri T2DM &

bénh nhan cé nhu cau diéu tri bao gé)m viéc sir dung cho bénh nhéan luong hitu hi¢u
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ctia hop chét c6 cong thic I, hodc mudi duoc dung cta nd. Theo mdt phuong an
duoc wu tién, phuong phap nay bao gém viée st dung axit 2-[(3R)-1-[5-xyano-6-
[(2S)-2-metylazetidin-1-yl]-4-(triflometyl)-2-pyridyl]pyrolidin-3-yljaxetic, hoac
mudi duoc dung ctia no.

Theo mdt phuong an, sang ché con mé ta phuong phéap diéu tri bénh suy tim
& bénh nhan ¢6 nhu cdu diu tri bao gém viéc st dung cho bénh nhan lugng hiru
hiéu cua hop chét ¢c6 cong thte I, hoac mudi duoc dung cua no. Theo mot phuong
an dugc uu tién, phuong phap nay bao gdm viée sir dung axit 2-[(3R)-1-[5-xyano-6-
[(2S)-2-metylazetidin-1-yl]-4-(triflometyl)-2-pyridyl]pyrolidin-3-yljaxetic, hodc
mudi duoe dung ciia no.

Theo mét phuong an, sang ché con mo ta phueng phép diéu tri bénh than do
tiéu dudong & bénh nhan c6 nhu cau diéu tri bao gdm viée str dung cho bénh nhan
luong httu hiéu cta hop chét ¢c6 cong thue 1, hodc mudi duge dung cta no. Theo
mot phuong an duge uu tién, phuong phap nay bao gdm viée str dung axit 2-[(3R)-
1-[5-xyano-6-[(2S)-2-metylazetidin-1-yl]-4-(triflometyl)-2-pyridyl]pyrolidin-3-
yl]axetic, hodc mudi duoc dung ctia né.

Theo mot phuong an, sang ché con mé ta phuong phap diéu tri NASH 6
bénh nhan c¢6 nhu cau diéu tri bao gém viéc st dung cho bénh nhéan lugng hitu hi¢u
cua hop chét co cong thac I, hodc mudi duoc dung cua nd. Theo mdt phuong an
duoc uu tién, phuong phap nay bao gbm viéc st dung axit 2-[(3R)-1-[5-xyano-6-
[(2S)-2-metylazetidin-1-yl]-4-(triflometyl)-2-pyridyl]pyrolidin-3-yl]axetic, hoac
mudi duge dung cua né.

Theo mot phuong an, sang ché con mod ta phuong phap diéu tri bénh than
man tinh & bénh nhan cé nhu cau diéu tri bao gém viéc st dung cho bénh nhan
luong hitu hiéu cua hop chat c¢6 cong thtc I, hodc mudi duoc dung ctia no. Theo
mdt phuong an dugce vu tién, phuong phap nay bao gbm viée str dung axit 2-[(3R)-
1-[5-xyano-6-[(2S)-2-metylazetidin-1-yl]-4-(triflometyl)-2-pyridyl]pyrolidin-3-
yl]axetic, hodc mudi duoc dung ctia no.

Theo mdt phuong an, sang ché con mo ta phuong phap diéu tri bénh dugc
chon tir nhom bao gdm hoi chimg chuyén hoa, NAFLD, béo phi, cac bién chimg do
tiéu duong nhu bénh vong mac tiéu duong, bénh tim mach, bénh mach vanh hoac

roi loan lipit mau, & bénh nhan ¢ nhu cau diéu tri, bao gom viéc st dung cho bénh
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nhan luong hitu hiéu cua hop chit ¢c6 cong thuc I, hodc mudi duoc dung cua no.
Theo mdt phuong an duge wu tién, phuong phap nay bao gbm viéc sur dung axit 2-
[(3R)-1-[5-xyano-6-[(2S)-2-metylazetidin-1-yl] -4-(triflometyl)-2-pyridyl]pyrolidin-
3-yl]axetic, hodc mudi duoc dung cua no.

Ngoai ra, theo mdt phuong an, sang ché d& xuét hop chit c6 cong thuc I, hodc
mubi duoc dung ctia nd, dung dé diéu tri bénh. Theo mdt phuong &n cu thé, sang
ché dé xuét hop chét co cong thuec I, hodc mubi duoc dung cua n6, dung dé diéu tri
T2DM. Theo mot phuong an cu thé, sang ché dé xuat hop chét c¢6 cong thire 1, hodc
mubi duoc dung cia né, dung dé diéu tri bénh suy tim. Theo mdt phuong an cu thé,
sang ché dé xudt hop chat co cong thuc I, hodc mudi duoc dung cua n6, dung dé
diéu tri bénh than do tiéu duong. Theo mot phuong an cu thé, sang ché dé xuit hop
chét ¢6 cong thirc I, hodc mudi duoc dung cua no, dung dé diéu tri NASH. Theo
mdt phuong an cu thé, sang ché con dé xudt hop chét c6 cong thuc I, hodc mudi
dugc dung cua no, dung dé diéu tri bénh than man tinh. Theo mt phuong én, sang
ché con dé xudt hop chét ¢ cong thuc I, hodc mudi duoc dung cua no, dung dé diéu
tri hoi chung chuyén hoa, NAFLD, béo phi, cac bién ching do tiéu duong nhu bénh
vOng mac tiéu duong, bénh tim mach, bénh mach vanh hodc ri loan lipit méau. Theo
mdt phuong an dugce uvu tién, hop chit co cong thirc I trong cac ung dung diéu tri
néu trén la axit 2—[(3R)-1-[5-xyano-6-[(28)-2—metylazetidin—1-yl]-4-(triﬂometyl)-2-
pyridyl]pyrolidin-3-yljaxetic, hoac mudi duoc dung ctia no.

Ngoai ra, theo mét phuong an, sang ché mo ta viéc st dung hop chat c6 cong
thire 1, hoac mudi dugce dung ctia no, dé san xuat thudc dé diéu tri T2DM. Theo mot
phuong an, sang ché mo ta viéc st dung hop chét ¢ cong thic 1, hodc mubi duge
dung cua no, dé san xuat thudc dé diéu tri bénh suy tim. Theo mot phuong an, sang
ché mo ta viéc st dung hop chét cé cong thuc I, hoac mubi duoc dung ctia no, dé
san xuat thudc dé diéu tri bénh than do tiéu duong. Theo mot phuong an, sang ché
mo ta viéc su dung hop chit c6 cong thie I, hodc mubi dugc dung cua no, dé san
xuét thudc dé diéu tri NASH. Theo mét phuong 4n, sing ché mo ta viéc su dung
hop chit cé cong thic I, hodc mudi duoc dung cia no, dé san xuat thube dé diéu tri
bénh than man tinh. Theo m¢t phuong an, sang ché con mo ta viéc st dung hop chét
c6 cong thie I, hodc mubi dugce dung cua no, dé san xuét thudc dé diéu tri hoi

ching chuyén hoa, NAFLD, béo phi, céc bién chimg do tiéu duong nhu bénh vong
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mac tiéu dudng, bénh tim mach, bénh mach vanh hodc roi loan lipit mau. Theo mot
phuong an duge uu tién, hop chét co cong thuc I 1a axit 2-[(3R)-1-[5-xyano-6-[(25)-
2-metylazetidin-1-yl]-4-(triflometyl)-2-pyridyl]pyrolidin-3-ylJaxetic, hoac mudi
duoc dung cta nd.

Theo mot phuong an, sang ché con dé xuét duge pham chua hop chat ¢6
cdng thuc I, hoac mudi duoc dung cua n6, voi mét hodc nhiéu chat mang, chét pha
lodng, hodc ta dugc duoc dung. Theo mdt phuong an, sang ché con dé xuit quy
trinh bao ché duoc phém bao gém budc trén hop chit ¢ cong thuc I, hodc mudi
duoc dung cua nd, voi mot hodc nhidu chit mang, chét pha loang, hodc ta duoc

dugc dung.

MG t4 chi tiét sang ché

Nhu duoc st dung trong ban md ta, cic thuat ngtr “diéu tri” hoac “dé diéu
tri” dugc dung dé chi viéc han ché, 1am cham, lam ngimg lai, hoac lam ddo nguoc
su tién trién hozc murc trdm trong cua triéu chimg hoac rdi loan d& méc.

Nhu duoc sur dung ¢ day, thuat ngit "bénh nhan" dung dé chi dong vat c6 vu.
Tét hon 1a, bénh nhén 1a ngudi.

Nhu duge st dung & day, thudt nglt “luong hitu hi¢u” duoc dung dé chi
lugng hodc lidu cua hop chét ¢6 cong thire I, hodc mudi dugce dung cua né ma, khi
cho bénh nhén dung liéu don hoac da lidy, tao ra hiéu qua mong mudn & bénh nhan
duoc chan doan hoic diéu tri.

Luong hiru hiéu cé thé duoc xac dinh boi ngudi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuat nay bang cach st dung cac k¥ thuat da biét va bang cach quan sat
két qua thu dugc tir nhitng truong hop tuong tu. Khi x4c dinh luong hitu hiéu d6i
véi bénh nhan, mot s6 yéu t6 co thé duoc can nhic, bao gdom, nhung khong chi gidi
han &: loai bénh nhén; kich thude, do tudi va thé trang chung ctia bénh nhan; bénh
hodc rdi loan cu thé ¢6 lién quan; mtc dd lién quan hogc muc do nghiém trong cua
bénh hodc roi loan nay; dép Ung cta ting bénh nhén; hop chét cu thé duoc sir dung;
phuong thitc st dung; cac ddc tinh sinh kha dung ctia dang bao ché duogc sur dung;
ché do liéu luong duogc 4p dung; viée st dung cdc bign phap y hoc dong thoi khéc;
va céc tinh trang ¢6 lién quan khac. Hop chét theo sang ché 1a hitu hiéu véi liéu moi

ngay nam trong khoang tir 0,1 dén 15 mg/kg thé trong.
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Hop chét theo sang ché duoc bao ché thanh duoc pham dé st dung theo
dudmg bat ky ma 1am cho hop chét nay sinh kha dung. Tét hon 14, cdc duoe pham
nay 1a dé dung theo dudng miéng. Céac dugc pham nhu vay va cac quy trinh bao ché
chiung 1a da biét rd trong linh vuc ky thuat nay (xem, vi du, Remington, J. P,
“Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, L.V. Allen, Editor, 22M
Edition, Pharmaceutical Press, 2012).

Céc hop chit c6 cac cong thuce I va céac mudi dugc dung cta chung la dac
biét hitu dung trong cac phuong phap diéu tri cua sang ché, v&i mot s6 cAu hinh 14
duoc uu tién. Danh sach cac hop chét theo sang ché sau day mo ta cac cAu hinh nhu
vdy. Can phai hiéu rang nhig uu tién nay co thé ap dung cho céac hop chit theo
sang ché, ciing nhu cac phuong phép diéu tri, cac ing dung diéu tri bénh va céc
duoc pham.

Cac hgp chat cua sang ché bao gom:

ook

N

I

n

Cong thuc Ia
=CHy
N

Z\
|

FC7 X N@\/COzH
n

Cong thuc Ib

NC

NC

va mudi duge dung cia chung.

Céc hop chat khic cla sang ché bao gom:

NC

2\
|

N
CO,H

Cong thuc Ila

F,C7
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|
FiC X Nk
CO,H

Cong thue IIb
va mubi duoc dung ctia ching.

Cac hop chit khéc ctia sang ché bao gbm:

(B"‘CHs
N

NC AN
|
CO,H
FaC7 SN L
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Cong thuc ITIa’
1 CH,
NC
Z N
l
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Cong thuc I1Ia”
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N
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Cong thuc I1Ib°
(B“ CHa
N
|
Cong thuc HIb”
va mudi dugc dung ctia chung.

Mic du sang ché dé cap dén tAt ca cac chit ddng phan déi anh va chét dong

phan khong d6i quang riéng 1€, cling nhu hdn hop cua chung, bao gbm cac raxemat,
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cac hop chat c6 cong thirc Ia, cong thuc Ila va [1la”, va cac mudi duge dung cta
ching, dugc dic biét uu tién.

Cac chit ddng phan ddi anh riéng 1é c6 the duge tach riéng hodc dugc phan
giai boi nguoi c6 hiéu biét trung binh vé linh vyce nay & thoi diém thuan tién bat ky
trong quy trinh tdng hop céc hop chat theo sang ché bang cac phuong phap nhu ky
thuat két tinh chon loc hodc sic ky b4t dbi xtmg (xem, vi dy, J. Jacques, et al.,
"Enantiomers, Racemates, and Resolutions", John Wiley and Sons, Inc., 1981, va
E.L. Eliel and S.H. Wilen,” Stereochemistry of Organic Compounds”, Wiley-
Interscience, 1994), hodc sic ky long siéu t6i han (supercritical fluid
chromatography-SFC) (xem, vi du, T. A. Berger; “Supercritical ~ Fluid
Chromatography Primer,” Agilent Technologies, July 2015).

Mudi duoc dung cua cac hop chat theo sang ché c6 thé duoc tao ra, vi du,
bang céch cho dang trung hoa thich hop cua hop chét theo sang ché phan ing véi
axit hodc bazo dugc dung thich hop trong dung moi thich hop trong diéu kién tiéu
chuén da biét o trong linh vuc ky thudt nay (xem, vi du, Bastin, R.J., et al; Org.
Process. Res. Dev., 4, 427-435, 2000 and Berge, S M., et al.; J. Pharm. Sci., 66, 1-
19, 1977).

Céc hop chat cua sang ché, hodc cac mudi clia chung, co thé duoc diéu ché
theo nhidu quy trinh khéc nhau da biét d6i voi nguoi co hiéu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thudt nay, mot sé quy trinh trong s6 cac quy trinh nay dugc minh hoa
trong cac so 6, vi du diéu ché va cac vi du dudi day. Cac san pham ctia timg budc
trong céc so dd dudi day co thé duoc thu hdi theo cac phuong phap thong thuong da
biét r& trong linh vuc k¥ thudt nay, gém chiét, lam bay hoi, tao két tua, sac ky, loc,
nghién tinh ché, va két tinh. Trong cac so dd duoi day, tat ca cic phan tir thay thé,
trir khi ¢6 quy dinh khéc, 1a nhu duge dinh nghia ¢ trén. Cac chat phan (mg va céc
nguyén liéu ban dAu déu sn co dbi véi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thudt nay. Céac so d6, cac qua trinh diéu ché va cac vi du dudi day duoc néu ra
nhim minh hoa cho sang ché va khong lam gi¢i han pham vi cua sang ché. Ngoai
ra, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay s€ thiy ring cac hop
chét c6 cac cong thuc I ¢o thé duoc didu ché bang cach st dung nguyén liéu ban dau
hodc hop chit trung gian ¢6 céu hinh 14p thé héa hoc tuong Gmg ma ching cé thé

duoc diéu ché bai nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay.
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Céc ky hiéu viét tit nhat dinh dugc dinh nghfa duéi day: “ABT” ding dé chi
l-aminobenzotriazol; “ACN” dung dé chi axetonitril; “BSA™ dung dé chi albumin
huyét thanh bo; “CAS #” dung dé chi 6 dang ky tém tit héa hoc; “DCM” ding de
chi metylen clorua hodc diclometan; “DIPEA” dung dé chi diisopropyletylamin;
“DMEM” ding dé chi mdi truong Eagle dugc cai bién Dulbecco; “DMSO” dung dé
chi dimetyl sulfoxit; “ELSD” dung dé chi may do tin xa dnh sang bay hoi;
“ES/MS” dung dé chi phép do khi pho dién tir; “EtOAc” dung dé chi etyl axetat;
“EtOH” dung dé chi etanol hodc ruou etylic; “FBS™ dung dé chi huyét thanh thai
bo; “h” dung dé chi gio; “HPLC” dung dé chi sic ky long hiéu ning cao; “Me”
dung dé chi metyl; “MeOH” dung dé chi metanol; “MTBE” dung dé chi metyl-tert-
butyl ete; "min" ding dé chi phut; "m/z" ding dé chi ty 1& khoi luong trén dién tich;
“PBS” dung dé chi nudc mudi dém phosphat; "Ph" dung dé chi phenyl; "RBF" dung
dé chi binh cAu day tron; “RT" dung dé chi nhiét do trong phong; “SCX” ding dé
chi su trao ddi cation chon loc; “SFC” dung dé chi sic ky 1éng siéu t6i han; “THF”

dung dé chi tetrahydrofuran.

Soddl

cl Cl
NC Budc | NC

ﬂ N cocrs ", _ CO,CH CHs
HN N PR N
FC” Nl (i}n_/ F3C &/
n
1 2 3 4

N

Budc 2 Budc 3
- NC
S~ |
F3C N@\/COzCHg F3C NS N@\/COZH
n
n

5 Ia

So dd 1 md ta qué trinh diéu ché chung ctia cac hop chét co cong thue 1.
Trong budc 1, 3-xyano-2,6-diclo-4-(triflometyl)pyridin (1) va amin vong (2) duoc
cho phan tmg v6&i sy ¢6 mit cua bazo, nhu NaHCO; hodc DIPEA, trong EtOH hoac
MeOH dé tao thanh aminopyridin (3). Theo cach khéc, dung mdi phan tng cho
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bude nay co thé 1a DCM. Trong bude 2, hop chét 3 duoc cho phan tmg voi 2-metyl
azetidin (4) & nhiét d6 cao va voi sy c6 mat cuia bazo, nhu NaHCO; hodc DIPEA,
trong EtOH hoic MeOH d tao thanh diaminopyridin (5). Theo cach khac, dung
moi phan ung cho budc nay co thé 1a THF. O budc 3, nhom este duge thiy phan
b?ing cach st dung bazo nhu NaOH hogc LiOH trong MeOH hodc THF ¢ nhi€t do
cao dé tao ra hop chét c6 cong thirc Ia. Theo cach khac, bude nay cd thé duoc thuc

hién bang cach sir dung cling cac chét phan tng trong thiét bi phan tmg vi song.

Vi du thue hién sang ché
Céac vi du diéu ché va vi du

Cac vi du diéu ché va vi du sau minh hoa thém cho sang ché va thé hién qua
trinh téng hop dién hinh ctia hop chat theo sang ché. Céc chat phan (mg va nguyén
lieu khoi dau 1a sin ¢ hoac co thé duge téng hop mot cach dé dang d6i voi nguoi
¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc nay. Cén hiéu ring, cac vi du diéu ché va vi du
dugc dua ra chi d¢ minh hoa va khong mang tinh gi¢i han va nguoi c6 hiéu biét
trung binh vé linh vuc nay c6 thé tién hanh céc stra ddi khéc nhau.

LC-ES/MS duogc tién hanh trén hé théng séc ky long AGILENT® HP1100.
Céc két qua do pho khoi phun dién tr (thu duge theo ché d6 duong va/hodc am)
dugc tao ra trén phé khdi ké bén cuc Mass Selective Detector ¢6 giao dién voi
HPLC ma c6 thé c6 hodc khong ¢6 ELSD. Céc diéu kién LC-MS (d6 pH thép): cot:
PHENOMENEX® GEMINI® NX C18 2,0 x 50 mm 3,0 um, 110 A; gradien: 5-95%
B trong 1,5 phut, sau d6 95% B trong 0,5 phut, nhiét do cot: 50 °C +/-10°C; tbc dd
dong: 1,2 mL/phut; thé tich tiém 1 uL; Dung méi A: nudc khir ion voi 0,1%
HCOOH; dung méi B: ACN véi axit formic 0,1%; bude séng 200-400 nm va 212-
216 nm. Néu HPLC duoc trang bi ELSD, céc cai dat la nhiét do thiét bj bay hoi
45°C, nhiét d6 dng phun 40°C va toc do dong khi 1,6 SLM. Cac diéu kién LC-MS
khac (dd pH cao): cot: cot Waters XBridge® C18 2,1x50 mm, 3,5 um; gradien: 5-
95% B trong 1,5 phut, sau d6 95% B trong 0,5 phut, nhiét do cot: 50 °C +/-10°C;
tbe d6 dong: 1,2 mL/phut; thé tich tiém 1uL; Dung moi A: 10 mM NH,HCO; pH 9;
Dung mo6i B: ACN; bude song: 200-400 nm va 212-216nm; néu c6 ELSD: Nhiét do
thiét bi bay hoi 45°C, nhiét d6 dng phun 40°C va toc do dong khi 1,60 SLM.
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Vi du diéu ché 1
Mudi cua axit (2S)-1-Benzhydryl-2-metyl-azetidin [(1R,4S)-7,7-dimetyl-2-0x0-

norbornan-1-yl]metansulfonic

CH,
] HsC/ —SOzH
N—, L
Ph— “cH, °
Ph o

Lap RBF 3 cb dung tich 2000 mL véi phéu bd sung, du vao nito va bd
chuyén ddi nhiét ké. Lam sach binh bang nito va bé sung (3R)-butan-1.3-diol (25 g,
277,4 mmol), DIPEA (127 ml, 731 mmol) va ACN (556 ml). Lam lanh xubng -
30°C. 36 sung timg giot anhydrit triflometansulfonic (101 mL, 601 mmol) trong 3
gidr sao cho nhiét do bén trong duge gitr trong khoang -35 va -30°C. Sau khi hoan
thanh viéc bd sung, khudy trong 10 phut ¢ -35 dén -30°C. Bb sung tung giot
anhydrit triflometansulfonic (1,9 mL, 11 mmol) trong 5 phut sao cho nhiét do bén
trong duoc gift trong khoang -35 va -30°C. Sau khi hoan thanh viéc bd sung, khudy
trong 10 phut & -35 dén -30°C. B6 sung timg giot DIPEA (127 mL, 731 mmol)
trong 15 phit sao cho nhiét do bén trong dugc gilr trong khoang -35 va -30°C. Sau
khi hoan thanh viéc bd sung, khudy trong 10 phut & -35 dén -30°C. Trong binh riéng
biét dudi nito, hoa tan aminodiphenylmetan (48,0 mL, 270 mmol) trong ACN (49
mL, 935 mmol) va chuyén dung dich thu dugc vao phéu bd sung. B4 sung ting giot
dung dich amin vao triflat lanh trong 40 phut sao cho nhi€t dé bén trong duoc giir
trong khoang -20 dén -35°C. Sau khi hoan thanh viéc bd sung, khudy trong 30 phut
& -35 dén -30°C. Chuyén hdn hop phan tng vao bé nudc va gia nhiét tur tir trong 30
phut. Loai bo bé va gia nhiét hon hop phan tmg dén nhiét do trong phong trong 30
phat. Chuyén binh phén tmg vao vo gia nhiét va gia nhiét hon hop phan ung dén
45°C trong 30 phut, sau d6 lam lanh xubng nhiét d6 trong phong. Rot hon hgp phan
ang vao 1200 mL nude va chiét bang toluen (400 mL x 3). Két hop céc phan chict,
rua béng nuéce, dung dich nude NaCl bdo hoa, séy kho bang Na,SO, khan, loc va ¢d
bang thiét bi lam bay hoi quay. S4y kho nguyén liéu dudi chan khong qua dém. Hoa
tan cin trong DCM (400 mL). Chuén bi dém silic oxit trén phéu thiy tinh x6p va
can bing no6 v6i 1:1 heptan/EtOAc. Nap dung dich san pham 1én dém silic oxit va
ria béng 1600 mL 1:1 heptan/EtOAc. Co dich loc dé tao thanh dau mau do. Hoa tan
diu nay trong MeOH (250 mL) va dat binh trong bé nudc (~10°C). Bo sung ting
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phén axit L(-)-camphorsulfonic (61,6 g, 265 mmol) trong khi gitt nhiét do bén trong
dudi 20°C. Khudy hdn hop phan ting trong 15 phut va sau d6 c6 bang thiét bi lam
bay hot quay dé tao thanh bot mau nau. Séy khé bot bang bom chan khong trong 2
gio. Hoa tan bot trong 130 mL DCM. Gén phéu bd sung vao binh. St dung phéu dé
bd sung tir tir 1100 mL EtOAc vao dung dich dang khudy. Chuyén hdn hop thu
duoc vao coe c6 mo 4000 mL va khudy qua dém trong didu kién cdc md véi khong
khi. Lam ngudi cbe c6 mo trong bé nude da trong 10 phut. Thu gom két tua trong
phéu thiy tinh xbp bing cach loc rtra chan khong véi mot luong t61 thiéu cua
EtOAc lanh bang. Say kho chat rén trén thiy tinh x6p trong 2 gid. Hoa tan chat ran
mau tring thu dwogc trong mot luong t4i thiéu cua DCM, chuyén vao cbe ¢d mod
2000 mL va sau d6 pha loang tir tir voi EtOAc cho dén khi dung dich trong bar dau
tr& nén van duc. Khudy huyén phu trong 4 gio trong khi m¢ voi khong khi. Thu
gom cac chét ran bang cach loc chan khong su dung phéu thuy tinh x6p va say kho
trén thiy tinh x6p qua dém dé tao thanh hop chat néu & dé muc (111,8 g, 238,06
mmol, hiéu suit 86%) la chét rin mau tring, 'H NMR (400 MHz, d6-DMSO):
10,54-10,47 (m, 1H), 7.61 (d, J= 7,3 Hz, SH), 7.47-7.37 (m, 7H), 5,85 (d, J= 10.3
Hz, 1H), 4,68-4,61 (m, 1H), 3,91-3,83 (m, 2H), 3,37 (s. 8H), 2,99 (d. J= 14.6 Hz,
1H), 2.77-2,68 (m, 1H), 2.51-2,44 (m, 4H), 2,30-2,16 (m, 2H), 1.91-1,81 (m, 2H),
1,42-1,28 (m, 3H), 1,08 (s. 3H). 1,01 (d, J= 6,6 Hz, 3H), 0,77 (s, 4H); >98% lugng
du chit déng phan d6i anh [HPLC: Chiralcel OJ (10 cm x 4,6 mm, 5 um), 5
mL/phut, 40°C dang dong 10% EtOH (0,2% 'PrNH,)/CO,].

Vi du diéu ché 2
Mubi [( 1R,4S)-7,7-Dimetyl-2-oxo-norbornan-1-yl]metansulfonat (25)-2-
metylazetidin-1-ium

CH

3
H3C/ —SO3H
. )
CH,

H

il

B6 sung 20% khéi luong PA(OH), trén cacbon (6,62 g) vao binh Parr 2250
mL. Lam sach binh bing nito va bd sung 250 mL MeOH. B6 sung tir tir mubi ctia
axit (2S)-1-benzhydryl-2-metyl-azetidin [(1 R.,4S)-7,7-dimetyl-2-oxo-norbornan-1-
yl]metansulfonic (111 g, 236 mmol) dugc hoa tan trong 250 mL. MeOH vao huyén
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phu thu dugc. Day kin binh. Lam sach bang nito, sau do bang hydro va gia ap dén
60 PSI. Lic manh binh phan ung trong thiét bi lic Parr Shaker trong 15 gi¢ & nhiét
dd trong phong. Lam sach binh bang nito va sau d6 loc hdn hep phan ing bang dém
xelit, rira bang MeOH. C6 dich loc dé tao thanh cht ran mau tréng va say kho dudi
chan khong. Tao huyén phu chét ran trong 780 mL 1:1 MTBE/EtOAc va dun néng
hdn hop dén 65°C trong 20 gid, sau d6 lam lanh xudng nhiét do trong phong va
khudy qua dém. Thu gom chét ran bang cach loc. Tao huyén pht chat rén trong 380
mL MTBE va khudy & nhiét do trong phong trong 24 gi¢. Thu gom chét ran mau
tréng béng cach loc dé tao thanh hop chit néu & dé muc (41.5 g, 136,78 mmol, hiéu
sut 58%), 'H NMR (400 MHz, d6-DMSO): 8,68-8,55 (m, 1H), 4,51-4,42 (m, 1H),
3.91-3,75 (m, 1H). 3,36 (s, 3H), 2,91 (d, J= 14,6 Hz, 1H), 2,69-2,61 (m, 1H), 2,52-
2.46 (m, 2H), 2,28-2,22 (m, 1H), 2,17-2,10 (m, 1H), 1,96 (t, J= 4,5 Hz, 1H), 1,89-
1,79 (m, 1H), 1,43 (d, J= 6,7 Hz, 2H), 1,36-1.26 (m, 1H), 1,05 (s, 2H), 0,75 (s, 2H).

Vi du diéu ché 3
Metyl 2—[(3R)—1-[6—010-5—xyano-4-(triﬂomety1)-2-pyridyl]pyrolidin—3-yl]axetat
Cl

CO,CHs

B sung 3-xyano-2,6-diclo-4-(triflometyl)pyridin (123 mmol, 29.6 g) va EtOH
(230 mL) vao RBF. Lam lanh hdn hop xudng 0°C. B6 sung NaHCOs (368 mmol. 31
g), sau d6 la dung dich chua metyl (R)-pyrolidin-3-axetat hydroclorua (23 g, 123
mmol) trong EtOH (230 mL). Gia nhiét hon hop phan tng dén nhiét do6 trong phong
qua dém. Lam bay hoi hdon hop phan tmg dén kho bang thiét bi lam bay hoi quay.
B6 sung nuée (200 mL) va chiét bing MTBE (2 x 200 mL). Két hop cac phan chiét
va lam bay hoi dén khé. Tinh ché bang sac ky trén silicagel st dung hexan/MTBE
(gradien tir 20 dén 70%) dé tao thanh hop chit néu & dé muc (34,7 g, 99.89 mmol,
hicu sudt 81%) 1a chit rin mau trdng. ES/MS (m/z): 348,0, 350,0 [M+H]".
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Vi du diéu ché 4
Metyl 2-[(3R)-1-[5-xyano-6-[(2S)-2-metylazetidin-1-yl] -4-(triflometyl)-2-
pyridyl]pyrolidin-3-yl]axetat

Ncﬁk

Z N

| CO,CH;
FyC” NQJ

B6 sung metyl 2-[(3R)-1-[6-clo-5-xyano-4-(triflometyl)-2-pyridyl]pyrolidin-
3-yl]axetat (25,5 g, 73,3 mmol), mubi [(1R,4S)-7,7-dimetyl-2-oxo0-norbornan-1-
yl]metansulfonat (2S)-2-metylazetidin-1-ium (88,0 mmol, 26,7 g), MeOH (255
mL), va NaHCO; (220 mmol, 18,5 g) vao RBF. Khuéy hdn hop ¢ 65°C trong 16
gio. B6 sung mudi [(1R,4S}—7,7-dimetyl-2-oxo-norbornan-1—yl]metansulfonat (25)-
2-metylazetidin-1-ium (22,0 mmol, 6,68 g) va NaHCO; (147 mmol, 12,3 g) va tiép
tuc khudy trong 32 gid. Loai bo dung méi béang thiét bi lam bay hoi quay. B6 sung
nude (300 mL) vao can va chiét bang MTBE (2 x 200 mL). Két hop céc phén chiét
va sdy kho biang MgSO, khan, loc bang silicagel, va ¢ dén kho dé tao thanh hop
chit néu & dé muc (28,0 g, 73,2 mmol, hiéu suit 99%) la chit ran mau tréng. ES/MS
(m/z): 383,2 [M+H]".

Vi du diéu ché 5
Metyl 2-[1—[6-010-5-xyano-4-(triﬂometyl)-z-pyridyl]azetidin-3—yl]axetat
cl

B6 sung NaHCOj; (0,549 g, 6,51 mmol) va mudi cua axit metyl 2-(azetidin-3-
yl)axetat trifloaxetic (0,494 g, 2,03 mmol) vao dung dich chira 3-xyano-2,6-diclo-4-
(triflometyl)pyridin (500 mg, 2,03 mmol) trong EtOH (15 mL). Khudy hén hop &
nhiét do trong phong trong 16 gio. Pha loang hdn hop phan tmg voi dung dich nude
NaCl bio hoa (30 mL). Chiét bing EtOAc (20 mL x 3). Két hop cac phén chiét va
rira bing dung dich nude NaCl bio hoa (30 mL), siy khd bang Na,SO, khan, loc, va
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¢6. Tinh ché can bang sic ky cot trén silicagel tach rira voi EtOAc trong ete dau mo
(gradien 0-30%) dé tao thanh hop chat néu ¢ dé myc (470 mg, 1,41 mmol, hiéu suat
66%) 14 chat rdn mau tring. ES/MS (m/z) =333,9 [M+H]".

Vi du diéu ché 6
Metyl 2-[1-[5-xyano-6-[(2S)-2-metylazetidin-1-yl]-4-(triflometyl)-2-
pyridyl]azetidin-3-yl]axetat ’

6"'CH3

N
N_C/N

I
FC7 X N\kCOzCHa

B sung NaHCO; (0,173 g, 2,05 mmol) va mudi [(1R,4S)-7,7-dimetyl-2-
oxo-norbornan-1-yl]metansulfonat (2S)-2-metylazetidin-1-ium (0,194 g, 0,626
mmol) vao dung dich chua metyl 2-[1-[6-clo-5-xyano-4-(triflometyl)-2-
pyridyl]azetidin-3-yl]axetat (200 mg, 0,569 mmol) trong EtOH (6 mL). Dun nong
hdn hop dén 80°C trong 16 giod. Pha lodng véi nude (50 mL) va chiét bang EtOAc
(40 mL x 3). K&t hop cac phin chiét va rira bang dung dich nuée NaCl bdo hoa (50
mL), séy kho bang Na,SOy4 khan, loc va cb. Tinh ché can béng sdc ky cot trén
silicagel (0%-10%, EtOAc trong ete dau mo) dé tao thanh hop chat néu & dé& muc
(176 mg, 0,46 mmol, hiéu sut 77%) la cht ran mau trang. ES/MS (m/z): 383,1
[M+H]".

Vidu 1l
Axit 2-[(3R)-1-[5-xyano-6-[(2S)-2-metylazetidin-1-yl]-4-(triflometyl)-2-
pyridyl]pyrolidin-3-yl]axetic

<\>--»CH3

Z N
I CO,H
XN

NC

F3C

B6 sung  metyl 2-[(3R)-1-[5-xyano-6-[(28S)-2-metylazetidin-1-yl]-4-
(triflometyl)-2-pyridyl]pyrolidin-3-yl]axetat (26,5 g, 69,3 mmol), MeOH (265 mL),
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va dung dich nuéc NaOH 2M (416 mmol, 208 mL)vao RBF. Khuay hdn hop &
60°C trong 3 gios. Lam lanh xubng nhiét do trong phong va loai bé MeOH béng thiét
bi lam bay hoi quay. Axit héa pha chira nudc dén do pH 3-4 bang cach s dung
dung dich HCI dic. Chiét bing EtOAc (400 mL). Rira 16p hitu co bang nude (200
mL), sy kho bing MgSO, khan, loc, va ¢6 dén kho dé tao thanh hop cht néu ¢ dé
muc (22,5 g, 61,11 mmol, hiéu sudt 88%) la bot mau tring. ES/MS (m/z): 369,2
[M+H]".

Vidu2
Axit 2—[1-[5—xyano—6-[(28)—2-metylazetidir1—1—yl]—4-(triﬂometyl)—z-pyridyl]azetidin—

3-yl]axetic

CO,H

B6 sung LiOH (0,04 g, 0,955 mmol) vao hdn hop gém metyl 2-[1-[5-xyano-
6-[(2S)-2-metylazetidin-1 -yl]-4-(triflometyl)-2-pyridyl]azetidin-3-yl]axetat (176
mg, 0,478 mmol) trong THF (5,00 mL) va nude (1,00 mL). Khudy hén hop phan
g ¢ nhiét do trong phong trong 2 gio. Pha loang v&i EtOAc (4 mL) va chiét 16p
chita nuéc bing EtOAc (2 mL x 3). Két hop cac phan chiét hitu co va rira bang
dung dich nuéc NaCl bdo hoa (3 mL x 2), séy kho béng Na,SO, khan, loc, co dé tao
thanh hop chét néu & d& muc (128 mg, 0,36 mmol, hiéu suét 78%) la cht ran mau
trang. ES/MS (m/z) 354,9 [M+H]+.

Thir nghiém
Thi nghiém hoat tinh ctia enzym KHK déi v6i KHK-C nguoi va KHK-A ngudi

Hiéu luc ndi tai cua cac hop chit c6 thé duogc xéac dinh bang cach st dung thu
nghiém enzym e xéc dinh viéc tao ra F1P. Cac hop chét duoc chuan bi trong
DMSO va duoc thir nghiém theo dudng cong ndng d6 10 diém, dé tao ra cac nong
do pha lodng ndi tiép gép 3 lan ctia cac hop chat trong dia 96 10 nam trong khoang
tr 20 uM dén 1,02 nM. Enzym dugc chuan bi trong dung dich dém thu nghiém
[axit 4 - (2-hydroxyetyl) piperazin-1-etansulfonic (HEPES) 50 mM, kali clorua 10
mM, magie clorua 100 mM, tris(2-carboxyetyl)phosphin (TCEP) 2 mM, n-octyl
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glucosit 0,01%] va dugc u vai cac hop chit & RT trong 15 phut. Phan tmg dugc
thuc hién trong thé tich 100 puL c6 chira nong do co chét 1a fructoza (250 pM déi véi
thir nghiém KHK-C va 1,25mM dbi voi tha nghiém KHK-A) va ATP (150 uM d6i
véi ca hai dang tuong dong); duge tiép & RT trong 20 phut. Phan tmg sau d6 dugc
dimg lai bang cach bd sung dung dich dém dung; bao gbm axit formic 0,2% va 1
ug/ml cht chuan nodi “Ce-fructoza-6-phosphat (13 C¢-F6P). Cac dia dugc bao quan
trong -20°C cho dén khi phan tich RapidFire MS.

Phan tich MS RapidFire dé dinh lugng F1P:

He théng chiét tu dong Agilent 300 RapidFire (Agilent, Santa Clara, CA) v6i
ba bom bac bén HPLC, dugc lién hop voi phd khdi bén cuc bac ba Agilent 6495
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) dugc trang bi nguodn giao dién ion hoa
phun dién (electrospray ionization-EST). H¢ thong RapidFire Mass Spec duoc trang
bi dng chiét pha ran (solid-phase extraction-SPE) RapidFire C18 (loai C) tai su
dung duoc (G9205A).

Dung mdi A, duge su dung dé nap va rira mau, 1a octylamin 6 mM (Acros
Organics 129495000) duoc dua dén do pH 5,0 bang cich str dung axit axetic. Dung
modi B, duoc st dung dé tach rira mau, la 20% nudc trong ACN cé chia 0,1% axit
formic. Cac mau dugc phan tich lién tiép bang cach hut 10 pL vao vong gom trong
chan khong truc tiép tur dia nhiéu 18. Nap 10 pL mau vao 6ng C18 va rira bang cach
stt dung dung méi A voi luu lugng 1,25 ml/phit trong 5000 ms. Sau do, cac chat
phén tich dugc gitr lai duoc tach rua cho pho khdi ké bang cach su dung dung moi
B véi luu luong 1,25 ml/phut trong 5000 ms. Hé théng nay dugc can bang lai bang
cach str dung dung moi A véi luu luong 1,25 ml/phut trong 2000 ms.

Lép pho khéi bén cuc bac ba véi nguon ESI va theo ddi cac chat phan tich
bang phuong thirc giam sat phan ing chon loc (selected reaction monitoring-SRM)
theo kiéu am tinh [M-H]-. F1P duoc theo ddi & m/z 259,02/96,9 va "°Ce-fructoza-6-
phosphat dugc theo ddi & m/z 264,99/97. Gia tri ty 1& dién tich cho F1P dugc tinh
bang cach str dung BC¢-fructoza-6-phosphat lam chét chuan noi.

Céc hop chét ctia Vi du 1 va 2 duge thit nghiém vé co ban nhu duogec m6 ta &
trén:

Bang 1

Vi du sb ICs, ciia hKHK-C | ICs ciia hKHK-A
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(M) (nM)
1 9 19
2 27 37

Nhitng két qua nay ching minh rdng cac hop chat cua Vi du 1 va 2 uc ché

hoat tinh enzym cta ca KHK-C va KHK-A.

Thir nehiém hoat tinh t& bao KHK

Hiéu luc co thé duoc xac dinh bang cach st dung thr nghiém té bao dé uc
ché su chuyén héa fructoza thanh F1P boi KHK té bao. Té bao HepG2 dugc gieo
trén dia nudi cay té bao 96 19 trong moi truong tang trudng [Moi truong Eagle duoc
cai bién Dulbecco (DMEM) glucoza cao, 10% huyét thanh thai bo dugc bat hoat
bang nhiét (HI FBS), 1 x Penicillin/streptomycin] va duoc dé cho bam vao qua dém
trong ti G 37°C. Moi trudng tang truong dugc rua sach va thay thé bang moi truong
thr nghiém bao gdm moi trudng huyét thanh kht Gibco OptiMEM 1, cazein 0,1%,
D-Fructoza-"Cg 8,33 mM, va néng do hop chét nim trong khoang tir 100 uM dén
0,0051 uM (dudng cong noéng do 10 diém). Céc dia duge 0 ¢ 37°C trong 3 gio, sau
d6 moi truong thir nghiém duoc hut tir cac 16 chira té bao. Sau do, dung dich dung
bao gém metanol 80%, amoni axetat 2 mM, fructoza-6-phosphat—13 Cs 50 ng/mL
duoc thém vao cac té bao. Cac dia duge bao quan trong -20°C cho dén khi phan tich
RapidFire MS (duoc md ta ¢ trén).

Céc hop chat ctia Vi du 1 va 2 dugc thir nghiém vé co ban nhu duge mo ta &

trén:

Béang 2
Vi du sb ICs, ciia HepG2
1 127
2 316

Nhimg két qua nay ching minh rang cac hop chét ctia Vidu 1 va 2 tic ché su

chuyén hoa ctia fructoza thanh F1P.
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Phuong phap séc ky long voi do pho khéi lién tuc (LC-MS/MS) cho céc thir nghiém
duoc dong hoc: Cac mau duoc chiét béng cach su dung két tha protein bang cach
thém 180uL. MeOH:ACN (1:1, thé tich/thé tich) c6 chita chét chudn ndi va 25 pL
huyét tuong (mau dong vat gam nhdm) hodc 50 pL huyét twong (mau khong phai
dong vat gdm nhdm). Sau do, mau dugc pha lodng véi MeOH:nude (1:1, thé
tich/thé tich) dé c6 dugc ndng do6 trong khoang duong cong tiéu chuan. Cac mau da
pha lodng dugc phan tich bang LC-MS/MS su dung phd khéi bon cuc bac ba Sciex
API 4000 (Applied Biosystems/MDS; Foster City, CA) dugc trang bi giao dién
TurbolonSpray va hoat dong ¢ ché d6 ion duong. Céc chat phan tich dugce tach bang
sic ky st dung cot Thermo Betasil C18 Sum 20X2,1mm Javelin (mau dong vat gim
nham) hodc cot Advantage ECHIELON C18 4um 20 mm x 2,1 mm ID (mau khong
phai dong vat gam nhdm). Piéu kién LC la nudc/amoni bicacbonat 1 M, (2000:10,
thé tich/thé tich) (Pha dong A) va MeOH/amoni bicacbonat 1 M, (2000:10, the
tich/thé tich) (Pha dong B).

Duoc dong hoc & chudt

Céc dac tinh duge dong hoc in vivo va su lién quan cua chét van chuyén
OATP1A/1B trong viéc su dung hop chét trong Vi du 1 duoc ching minh bing
cach stt dung chudt kidu dai FVB va chudt bat hoat OATP1A/1B (Taconic #10707)
(nhin dn; n = 4/kiéu gen). Hop chét trong vi du 1 dugc sir dung bang mot lidu riém
tinh mach (IV; 1mg/kg; thé tich ImL/kg) trong chét dan. Méau duoc thu gom tir moi
con vat ¢ 0, 0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 12 va 24 gi¢ sau khi tiém. Gan, la lach va
tuyén tuy dugc thu gom, cén va truyén dich & 24 gid sau khi tiém. Nong dé trong
huyét tuong va mé cua hop chét trong Vi du 1 dugc xé4c dinh bang phuong phap
LC-MS/MS nhu duoc md ta ¢ trén.

O chudt FVB, hop chat trong vi du 1 c6 thoi gian ban thai 1a 5,43 gio, d¢
thanh thai trung binh 1a 6,91 mL/gidvkg, thé tich phan bd la 2,74 Likg, v6i bé s6
phan chia khong lién két trung binh cta gan (K,,) 1a 67.5. O chudt bat hoat
OATP1A/1B, hop chit trong vi du 1 c6 thoi gian ban thai la 9,36 gio, do thanh thai
frung binh 12 1,34 mL/gio/kg, thé tich phan bé 1a 0,986 L/kg, v6i hé s6 phan chia
khong lién két trung binh ctia gan (Kpy,) 12 24,2. Dt liéu nay cho thay OATP c6 lién
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quan dén su hap thu hop chat trong vi du 1 & gan ctia chudt va su lién quan cua chét

van chuyén nay anh huéng dén qua trinh thanh thai.

Duoc dong hoc & chd

Cac dic tinh dugc dong hoc in vivo ctia Vi du 1 dugc chimg minh bang cach
su dung ché san tho (dugce cho an, n = 3-4). Hop chét trong vi du 1 dugc st dung
bing mot lidu ubng (PO; 3 mg/kg; thé tich 2 mL/kg) hoac mot lidu tiém tinh mach
(IV; 1 mg/kg; thé tich 1 mL/kg) trong chat ddn. Mau duoc thu thap tr moi con vat o
0. 0,03 (chi nhém IV), 0,08 (IV), 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 32 (IV), 48 (IV) va 72
(IV) gi¢ sau khi dung lidu. Nong do trong huyét tuong cua hop chét trong Vi du 1
duoc xac dinh bang phuong phap LC-MS/MS nhu dirge mo ta ¢ trén.

Dbi voi lidu PO, thyi gian ban thai trung binh ctia hop chét trong Vi du 1 la
6,9 gio va do sinh kha dung 1a ~93%. Déi véi licu 1V, thoi gian ban thai trung binh
ctia hop chit trong Vi du 1 1 7,4 gio va do thanh thai trung binh la 2,52 mL/gio’kg
Vi thé tich phan bé thip (1,33 L/kg). Dt liéu nay cho thdy hop chat trong Vi du 1
c6 do6 thanh thai toan phan thip, thé tich phan phdi thip va do sinh kha dung duong
ubng cao & chd.

Dic diém cla cac con dudng thai trir chinh in vivo duge chimg minh bing
cach str dung cho sin tho dugc dat éng thong 6ng mat (bile duct cannulated-BDC)
(dugc cho an; n = 3). Hop chét trong vi du 1 duge st dung bang mot lidu tiém tinh
mach (IV; 1 mg/kg; thé tich 1 mL/kg) trong chat dAn. Méu dugc thu thap tir mdi con
vat & 0, 0,033, 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 32, 48 va 72 gio sau khi tiém. Mat
duogc thu thap tu mdi con vat & 1,2, 3,4, 5,6, 12, 18, 24, 32, 48 va 72 gio sau khi
dung liéu. Nude tiéu duge thu thap & 12, 24, 48 va 72 git va phan duoc thu thap ¢
24, 48 va 72 gits sau khi ding lidu. Néng do ctia hop chét trong Vi du 1 trong huyét
tuong, mat, nudc tiéu va phan duoc xac dinh bang phuong phap LC-MS/MS nhu
dugc mo ta o trén.

~ Thoi gian ban thai trung binh cta hop chat trong Vi du 1 1a 2,9 gio va do
thanh thai trung binh la 4,69 mL/gio/kg voi thé tich phan bd thap (0,546 L/kg).
Néng do trong nudc tiéu cua hop chat trong Vi du 1 khong dang ké va ~10% lidu IV
da dung dugc thu hdi trong mat. Dit liéu nay cho thay hop chét trong Vi du 1 ¢6 su

dao thai qua thén va mat thap. Nhin chung, thoi gian ban thai thai trv & cho6 dugc dat
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6ng thong mat 1a 2,9 gio, nhanh hon so véi thoi gian ban thai dugce xac dinh ¢ chd

con nguyén ven 1a 7,4 gio, cho thay su tai tuan hoan rudt gan.

Duoc dong hoc & khi Cynomolgus

Céc dic tinh duoc dong in vivo cua hop chét trong vi du 1 dugc chiing minh
bang cach str dung khi cynomolgus. Céc hop chat duoc st dung bang mot liéu uong
(PO; 10 mg/kg; thé tich 5 mL/kg) trong chat dan. Mau duoc thu gom tir méi con vat
50,025, 0,5, 1,2, 4,8, 12, 24, 32, 48, va 72 gio sau khi dung lidu. Nbng do trong
huyét twong ctia hop chét trong Vi du 1 duogc xdc dinh bang phuong phap LC-
MS/MS nhu dugc mo ta ¢ trén.

Thoi gian ban thai trung binh cua hop chét trong Vidu 1 1a 15,3 gio. Di¥ liéu
nay cho thay hop chét trong Vi du 1 sinh kha dung qua dudng ubng va thai trir tr tit
¢ khi.

D6 thanh thai néi tai trong t& bao gan ngudi (-/+ ABT)

Phuong phéap nay nhim xac dinh do thanh thai chuyén hoa in vitro bang cach
rit can co chét trong té bao gan. Viéc u khi c6 va khong co ABT, mot chit trc ché
enzym pan-CYP450, dugc sir dung dé udc tinh su dong gop cua qud trinh chuyén
hoa qua trung gian CYP. Té bao gan nguoi duge bao quan déng khé dugc lam tan
gia 0 37°C, dugc quay lang va hoan nguyén trong moi trudong nudi dudng té bao
gan dén mat do 1 x 10° t& bao sbéng sot/mL. Di voi dia 96 16 da duoc lam am trudc,
196 uL huyén phu té bao gan dugc thém vao mdi 1. Céc té bao duge u trude cd va
khong c6 ABT la nhu sau: dé u trude ABT, 2 uL dung dich ABT 100 mM duoc
thém vao (2 pL moi truong khong c6 ABT duge thém vao méu déi chimg) va dia
duge u & 37°C trong 30 phut trong diéu kién lac lién tuc (~600 vong/phut). Sau do,
2 uL dung dich géc ctia mau thtr nghiém 30 pM duge thém vao va ¢ 0, 15, 30, 60,
120, 240 phut, 20 pL cac phan phan udc duoc liy ra va dap tat bang cach chuyén
sang ACN chira chit chuan ndi. Sau khi ly tdm & tdc dd 4000 vong/phut trong 30
phit, ndng do phan ndi trén bé mat duge xéc dinh bang LC-MS/MS. B0 thanh thai

duogc tinh tir do dbc cua % hop chét con lai theo thoi gian.
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D6 thanh thai ctia hop chét trong Vi du 1 bi tre ché boi ABT 1a ~12% trong té
bao gan cua nguoi, cho thdy su lién quan han ché cua cac enzym CYP trong su

thanh thai & gan cua hop chat trong Vi du 1.

Uc ché OATP1BI1 va OATP1B3
Cac té bao OATPIB1, OATPIB3 va ddi chung vecto (vector control-VC)

duoc nudi trong 5% CO, ¢ 37°C trong moi trudng am udt trong DMEM duoc bd
sung 10% FBS, 50 pg/mL gentamycin va 5 pg/mL blasticidin. Cac té bao duoc gieo
trong cac dia BioCoat Poly-D-Lysin 24 16. Céc té bao duoc xir Iy v6i natri butyrat 5
mM trong DMEM duoc bd sung 24 gid trudce khi tha nghiém. Dich nudi ciy té bao
duoc rua hai lan voi PBS da duge lam Am trude trude khi tho nghiém. Sau khi rua,
tAt ca céc loai t& bao duoc U trong 30 phut & 37°C trong 200 pl dung dich dém,
dung dich dém cong voi 11611g dd khac nhau ciia mau thir hodc voi chit e ché déi
chimg duong tinh thich hop. Dua trén dit liéu so bd, cac nong do tir 0,025 dén 12,5
uM ddi véi OATPIBI va 0,20 dén 100 uM doi véi OATPIB3 (danh nghia) duoc
kiém tra. Khi bat dau @ trude, 50 uL dung dich dém duogc liy ra dé xac dinh nong
d6 mau thir trong 15 bang LC-MS/MS. Sau thoi gian 0 trude, dung dich dém duoc
liy ra. Cac thi nghiém dugc bat du bang cach bd sung 200 uL dung dich co chét
(tong s6 400 nM rosuvastatin, bao gom 1,4 nM rosuvastatin dugc triti hoa). Viéc
duoc thuc hién c¢é va khong co chét trc ché. Chat e ché d6i chung duong tinh duge
st dung cho mdi dong t€ bao 1a 50 uM rifamycin SV. Cac thtr nghiém duoc thuc
hién trong 1 phut ¢ 37°C, tai d6 phan tmg duoc dung lai va rua sach b?mg viéc bo
sung 1000 pL PBS lanh bang cho mdi 16. Mdi 16 sau do duoc hat va rua thém hai
lan bang PBS lanh bing. Cac té bao trong moi 16 duoc phan giai trong 400 puL 1%
Triton X 100 trong PBS (theo thé tich). Cac mau dugc thu thap tir moi I6 tir cac dia
dé dém hoat tinh phong xa va nong do protein trong mdi 18 duoc xac dinh bang
phuong phép axit bicinchoninic. Gia tri ICs, duge xéac dinh bang cach diéu chinh dit
lidu bing GraphPad Prism. Nong do danh nghia dugc chuyén déi thanh nong do do
dugc trude khi diéu chinh.

Hop chét trong vi du 1 Gc ché OATP1B1 manh hon OATP1B3, véi gid tri
ICso 1an luot 14 0,12 va 5,5 uM.
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YEU CAU BAO HQ

1. Hop chét c6 cong thic:

<\>_CH3

Cong thuc I,
trong do n ia 1 hodc 2;

hoac mudi duge dung cua nd.

2. Hop chét theo diém 1. trong d6 n 1a 1, hodc mudi duoc dung ctia no.

3. Hop chét theo diém 2, trong d6 hop chat nay la:

('\>-..CH3
NC

Z\
|

N
CO,H

3

FiC

hoac mudi dugc dung cua no.

4. Hop chét theo diém 1, trong d6 n 1 2, hodc mudi duge dung cua no.

5. Hop chét theo diém 4, trong d6 hop chat nay la:

(B"'CHS

N

) CO,H
hodc mudi duoc dung cia né.
6. Hop chit theo diém S, trong d6 hop chat nay la:
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! CO,H

hoac muodi duge dung cua no.

7. Duoc phém chtra hop chét, hodc mubi duoc dung cua no, theo diém bét ky trong
sb cac diém tir 1 dén 6 v6i mot hodc nhidu chat mang, chét pha lodng, hodc ta duoc

dugc dung.
8. Quy trinh bao ché duoc phém bao gém budc trdén hop chét, hoac mudi duoe dung

clia no, theo diém bat ky trong so cac diém tur 1 dén 6 voi mot hodc nhi€u chat

mang, chat pha lodng, hodc ta duoc duoc dung.
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