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cac mudi duoc dung, va duoc pham chira ching. Sang ché ciing dé cap dén
phuong phap diéu ché 5-(4-{2-[3-(flometyl) azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-8-
(triflometyl)-5H- [1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, va san pham thu duogc
bang phuong phap nay.
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Linh vie k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén hop chit thoai giang thu thé estrogen chon loc (selective
estrogen receptor degrader - SERD), cac mudi duoe dung, va duge phim chira chung.
Sang ché cling dé cap dén phuong phap didu ché 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
yl]etoxy} phenyl)-8-(triflometyl)-5SH-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, va san phim
thu dugc bang phuong phéap nay.

Tinh trang k¥ thuit cia sang ché

Céac chat thoai giang thu thé estrogen chon loc (selective estrogen receptor
degrader - SERD) gan két v6i thu thé estrogen (estrogen receptor - ER) va diéu chinh
giam hoat tinh phién ma qua trung gian ER. Su thoai giang va su diéu chinh giam duoc
gay ra boi cac SERD c¢6 thé hitu ich trong viéc diéu tri cac rdi loan ting sinh t& bao,
nhu bénh ung thu. Mot s6 vi du phén tr nho6 cua cac SERD da duoc boc 10 trong céc
tai liéu chuyén nganh (xem, vi du, WO02005073204, WO02014205136, va
W02016097071). Tuy nhién, cac SERD di biét khong hiru ich nhu cén thiét dé diéu tri
mot cach hi¢u qua bénh ung thu. Vi du, viéc tim kiém cac SERD véi céac dac tinh duoc
dong hoc (pharmacokinetic - PK) va dugc Iuc hoc (pharmacodynamic - PD) tét hon,
hiéu qua cao hon trong 1am sang, va do sinh kha dung qua dudong miéng t6t s& rit co
ich trong viée diéu tri bénh ung thu. SERD d6i khang tinh khiét véi su e ché c6 hicu
luc clia sur phién ma qua trung gian ER s& c6 1oi rd rét trong viée diéu tri bénh ung thu.
C6 nhu cau ddi voi cac SERD méi dé didu tri bénh ung thu nhu bénh ung thu va, bénh
ung thu budng trimg, bénh ung thu ndi mac tir cung, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh
ung thu tt cung, bénh ung thu da day, va bénh ung thu phdi cling nhu cac dot bién do
tinh khang dang xuit hién. Cu thé 13, c6 nhu cau dbi véi cac SERD méi dé didu tri

bénh ung thu vii, bénh ung thu da day, va/hodc bénh ung thu phéi duong tinh véi ER

Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé xuit hop chét ¢ cong thirc:
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F

va cac mubi dugc dung ciia nd, va duge pham chira chiing, duge dé xuat trong ban mo
ta nay.

Céc phuong phap st dung hop chit nhu dwge md ta trong ban md ta ndy, cac
mudi duge dung cua no, va dugce phém chtra chung, dé diéu tri bénh ung thu va, bénh
ung thu budng trimg, bénh ung thu ndi mac tir cung, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh
ung thu tir cung, bénh ung thu da day, hodc bénh ung thu phéi ciing duge dé xuat. Cac
phwong phéap nay bao gdm viéc cho bénh nhan can diéu tri ding hop chat nhu duoc md
ta trong ban mo ta nay, hoac mudi dugce dung cua no, véi lugng co6 hiéu qua tri lidu.

Sang ché con dé xuét 1a hop chit nhu dugc mé ta trong ban mo ta nay, va mudi
dugc dung cia no, dé sir dung trong tri liéu. Hop chit dugc mo ta trong ban mo ta nay,
va cac mudi dugc dung cia no, co thé duoc st dung trong viéc diéu tri bénh ung thu
v, bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu ndi mac tir cung, bénh ung thu tuyén tién
liét, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu da day, hodc bénh ung thu phbi.

Viéc sir dung hop chat nhu duge md ta trong ban md ta nay, va cac mudi duoc
dung ciia n6, dé bao ché thudc dé diéu tri bénh ung thu vii, bénh ung thu budng tring,
bénh ung thu ndi mac tir cung, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu tir cung, bénh
ung thu da day, hodc bénh ung thu phéi cling duoc dé xuat.

M0 ta chi tiét sang ché

Hop chét bén vong va cac mudi duge dung clia n6 ma tic dong nhu cac SERD
dugc boc 16 trong ban mo ta nay. Cac SERD co thé duge st dung dudi dang cac chat
don 1& hodc két hop v6i cac nhém duge chat khac bao gbm cac chit e ché aromataza
ctia chét diéu bién thu thé estrogen chon loc (selective estrogen receptor modulator -
SERM), céc chét trc ché CDK4, céc chét (e ché CDK6, cac chat trc ché PI3K, va cic

chét tc ché mTOR dé diéu tri bénh ung thu va duong tinh v4i thu thé hormon.
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Hop chit dugc mo ta trong ban mo ta nay 1a hop chét co cong thirc:

Céac mudi dugce dung ciia hop chat nay ciing dwgc mo ta. Hop chét nay c6 thé dugc goi
bing cach st dung danh phép IUPAC 1a (4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
yl]etoxy} phenyl){3-[2-flo-4-(triflometyl)phenyl]-7-hydroxyquinolin-4-yl metanon.
Ciing dugc mo ta trong ban mo ta nay la duoc pham chira hop chat nhu dugc
mo ta trong ban mo ta nay, hoac mudi duoc dung cua no, két hop véi ta duge, chat
mang, hodc chit pha loing dugc dung. Céc dugc pham dugc mo ta trong ban mo ta
nay c6 thé duoc bao ché bang cach sir dung cac chét phu gia dugc dung. Thuat ngit
“(c4c) chat phu gia duoc dung” nhu dugce st dung trong ban md ta nay, chi mét hodc
nhidu chit mang, chit pha lodng, va td dugc ma twong hgp voi cac chét phu gia khéc
cia cac ché phidm hodc cac ché pham bao ché va khong c6 hai cho bénh nhan. Hop
chat, hodc cac mubi dugc dung cta nd, dugc md ta trong ban mo ta nay co thé duge
bao ché dudi dang duoc phdm dugce ding qua nhiéu duong, nhu miéng hoic IV. D
sinh kha dung thuong 1a mot nhan tb trong viéc didu tri ung thu va kha nang dé diéu
chinh cac phuong phéap dung va duogc pham dé kiém soat hozc t61 wu hoa do sinh kha
dung cta thanh phin hoat tinh 1 hitu ich. Ché phim SERD c6 sinh kha dung qua
duong miéng s€ dac biét hiru ich. Hop chét, hodc cac mudi duge dung cia nod, nhu
dugc mo ta trong ban mo ta nay duoc tin tuong la co do sinh kha dung qua duong
miéng. Cac vi du vé cac dugc phim va cac quy trinh bao ché cta ching c6 thé duoc
tim thiy trong “Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, L. V. Allen Ir,
Editor, 22" Ed., Mack Publishing Co., 2012. Céc vi du khong nham muc dich gi6i han
v& cac chit mang, cac chit pha lodng, va cac td dugc duge dung bao gdm cac chét sau:
nuGe mudi, nude, tinh bot, duong, manitol, va cac dan xuét silic dioxit; cac chét két
dinh nhu carboxymetyl xenluloza va cac dan xuét khac cta xenluloza, alginat, gelatin,

va polyvinyl-pyrolidon; cao lanh va bentonit; polyetyl glycol.
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Con dugc mo ta trong ban mo ta nay la cdc phuong phéap diéu tri bénh ung thu.
Cac phuong phap dugc md ta trong ban mo ta nay bao gbm viéc cho bénh nhéan cin
diéu tri ding hop chit nhu dugc mo ta trong ban mé ta ndy, hodc mudi duoc dung cia
noé, voi lugng c6 hi€u qua. Vi du, phuwong phap dung hop chét nhu dugc md ta trong
ban mo ta nay, hoac mubi duoc dung cia no, v6i luong c6 hi€u qua co thé 1a viéc dung
qua duong miéng. Bénh ung thu c6 thé 1a bénh ung thu dap tmg véi estrogen. Ngoai ra,
bénh ung thu ¢ thé 14 bénh ung thu v, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu ndi
mac tir cung, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu da day,
hodc bénh ung thu phdi. Vi du, bénh ung thu c6 thé 1a bénh ung thu vii duong tinh véi
ER, bénh ung thu da day duong tinh véi ER, hodc bénh ung thu phdi duong tinh véi
ER.

Ciling dugc mo ta trong ban mo ta nay 1a hop chét nhu dugc mo ta trong ban mo
ta nay, hoic mudi duge dung ctia no, dé st dung trong tri liéu. Hop chit nhu dwgc mo
ta trong ban mo ta nay, hodc cac mudi duoc dung ciia n6, nhu dugc md ta trong ban
mo ta nay co thé duge sir dung trong viéc diéu tri bénh ung thu via, bénh ung thu budng
tring, bénh ung thu ndi mac t cung, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu tir
cung, bénh ung thu da day, hodc bénh ung thw phbi. Cu thé 13, bénh ung thu c6 thé 1a
bénh ung thu vi duong tinh véi ER, bénh ung thu da day duong tinh voi ER, hodc
bénh ung thu phéi dwong tinh v6i ER. Vi du, hop chat, hoic mudi duoc dung cla né,
¢6 thé duge dung qua dudng miéng.

Ngoai ra, hop chit nhu dugc mo ta trong ban md ta nay, hodc cac mudi duge
dung ctia no, c6 thé duoc st dung dé bao ché thubc ding dé diéu tri bénh ung thu. Vi
du, thudc nay c6 thé duoc ding qua duong miéng. Céc loai bénh ung thu ma céac thude
nhu duge mé ta trong ban md ta nay co thé duge st dung dé diéu tri bao gdbm bénh ung
thu va, bénh ung thu budng tring, bénh ung thu ndi mac tr cung, bénh ung thu tuyén
tién liét, bénh ung thu tir cung, bénh ung thu da day, hoic bénh ung thu phdi. Cu thé 1a,
bénh ung thu c6 thé 1a bénh ung thu vii dwong tinh véi ER, bénh ung thu da day duong
tinh v6i ER, hodc bénh ung thu phdi dwong tinh vé6i ER.

Hop chat nhu dugc md ta trong ban mo ta ndy, va cac mudi dugc dung cua no,
c6 thé ¢6 tinh hitu ich 1am sang du6i dang chit don 1¢ hodc két hop vdi cic chat chong

ung thu khéc, dé diéu tri cac bénh ung thu nhu bénh ung thu vi, bénh ung thu budng
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tring, bénh ung thu ndi mac tr cung, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu t&
cung, bénh ung thu da day, va bénh ung thu phéi. Khi duge sir dung két hop véi cac
chat chdng ung thu khac, hop chat nhu duge mb ta trong ban md ta nay, hodc céc mudi
dugc dung cua no, co thé duoc su dung mot cach d@)ng thoi, 1an luot, hodc riéng r€ véi
cac chit chéng ung thu khac. Mot vi du vé chit chéng ung thu khac ma c6 thé duoc két
hop v6i hop chat nhu duge mo ta trong ban md ta nay la 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-
1-yl]etoxy}phenyl)-8-(triflometyl)-SH-[ 1 [benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol.

Nhu duogc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngdt “lugng cé hiéu qua” chi
lwong hodc liéu ctia hop chat nhu durge mo ta trong ban md ta ndy, hodc cac mubi duoc
dung cua nd, ma, khi dung don lidu hodc da lidu cho bénh nhén, tao ra tac dung mong
mudn & bénh nhan duédi sy chan doan hoic diéu tri. Tt hon 13, tac dung mong muén 1a
trc ché su tang sinh té bao khbi u, su chét té bao khbi u, hodc ca hai. Hop chit nhu
duoc mo ta trong ban mo ta nay, hoac cac mudi dugc dung clda nd, nhu dugec mo ta
trong ban mo ta nay ndi chung cé hiéu qua trong khoang lidu luong rong. Vi du, cac
lidu luong trén mdi ngay thong thudong nam trong khoang hing ngay tir khoang 100 mg
dén khoang 2000 mg. v

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, “diéu tri”, “viéc diéu tri” hodc “su didu
tri” chi viéc ngan chan, lam cham, lam ngimmg, hodc dao ngugc sy tién trién hoac muc
do nghiém trong cua triéu chirng hoac roi loan dang co.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, thuat ngit “bénh nhan” chi ngudi ma bi
méc bénh, rdi loan, hodc tinh trang bénh cu thé.

Hop chét nhu duwgc md ta trong ban mo ta nay, hodc céc mudi dugc dung cua
n6, nhu dugec mo ta trong ban mo ta nay co thé duoc didu ché bang nhiéu quy trinh da
biét trong linh vyc nay, mot s6 trong s6 chung duge minh hoa trong phan Diéu ché va
Vi du thuc hién sang ché dudi day. Cac budc tong hop cu thé dbi voi mbi trong sb cac
con duong duge mo ta co thé duoc két hop theo cac cach khac nhau, hodc cung véi cac
buéc tir cac quy trinh khac nhau, dé diéu ché hop chat nhu duge md ta trong ban mo ta
nay, hodc cac mudi dugc dung cia né. Cic sin pham c6 thé dugc thu lai bang céc
phuong phap thong thudong da dugce biét rd trong linh vuc, bao gdm chiét, 1am bay hoi,
két tua, sdc ky, loc, nghién, va két tinh. Cac chét phan Gng va cac nguyén liéu ban dau

1a d& dang c6 duoc dbi v6i ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vie nay.
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O bude tuy ¥, mubi duge dung clia hop chit nhu duoc mé ta trong ban mo ta
nay c6 thé duge tao ra bang phan tmg cia bazo tw do thich hop theo séng ché voi axit
dugc dung thich hop trong dung mdi thich hop dudi cac diéu kién chuan. Ngoai ra, su
tao thanh cia cac mudi nhu vay c6 thé xay ra mét cach dong thoi khi loai bao vé cua
nhém béo vé nito. Su tao thanh c6 thé cta céc mubi duoc dung 1a da duoc biét 5.
Xem, vi du, Gould, P.L., “Salt selection for basic drugs,” International Journal of
Pharmaceutics, 33: 201-217 (1986); Bastin, R.J., et al. “Salt Selection and
Optimization Procedures for Pharmaceutical New Chemical Entities,” Organic
Process Research and Development, 4: 427-435 (2000); va Berge, S.M., et al.,
“Pharmaceutical Salts,” Journal of Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19, (1977). Nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh virc ndy s& hiéu rang hop chét nhu dugc md ta trong
ban mo ta nay d& dang dwoc chuyén hoa thanh va cé thé dugc tach dudi dang mudi
duoc dung.

Trir khi duge luu ¥ cu thé, cac tir viét tat duoc sir dung trong ban mo ta nay
duoc xac dinh theo Aldrichimica Acta, Vol. 17, No. 1, 1984, hodc c6 nghia dugc chép
nhéan phé bién boi ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay. Céc tir viét tit khac
duoc xac dinh nhu sau: “AUC” duoc dung dé chi dién tich duéi dudong cong; “BSA”
duoc dung dé chi albumin huyét thanh bo; “DCM” duge ding dé chi diclometan hoic
metylen clorua; “DMA” dugc dung dé chi dimetylamin; “DMEM” dugc ding dé chi
mdi trudng Fagle cai bién cua Dulbecco; “DMF” dugc dung dé chi N,N-
dimetylformamit; “DMSO” dugc dung dé chi dimetyl sulfoxit; “DNA” dugc dung dé
chi axit deoxyribonucleic; “cDNA” dugc dung dé chi DNA bb trg; “DNase” duoc
dung dé chi deoxyribonucleaza; “DTT” dwgc ding dé chi dithiotreitol; “ECso” dugc
dung dé chi ndng do6 ciia chit ma tao ra 50% dap tmg clia hoat tinh dich so v6i hop
chét ddi ching duong tinh da dwoc dinh trude (ECso tuyét d6i); “EDTA” dugc dung dé
chi axit etylendiamintetraaxetic; “ERa” dugc dung dé chi thu thé estrogen alpha;
“BtOAc” dugc ding dé chi etyl axetat; “EtOH” duoc ding dé chi etanol; “FBS” dugc
dung dé chi huyét thanh thai bo; “HBSS” dugc ding dé chi dung dich mudi can bang
Hank; “HEPES” dugc ding dé chi axit 4-(2-hydroxyetyl)-1-pipazinetansulfonic;
“ICsp” dwoc dung dé chi ndng do cta chit ma tao ra 50% dap tGng tc ché 16n nhét c6

thé doi vai chat do, (ICso trong doi), hodc nong do clia chat ma tao ra mirc do e ché
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50% cua hoat tinh enzym dich so v&i dbi chung gia duoc (ICso tuyét ddi); “iPrOH”
dugc dung dé chi isopropanol hodc ruou isopropylic; “IV” dugc dung dé chi viéc ding
trong tinh mach; “K;” dugc dung dé chi hang s6 e ché; “MeOH” duogc ding dé chi
ruou metylic hoac metanol; “MTBE” dugc dung dé chi metyl #-butyl ete; “PBS” dwgc
dung dé chi dung dich mubi dém phosphat; “PO” dugc diung dé chi viéc dung qua
duong miéng; “PRa” duge ding dé chi thu thé progesteron alpha; “QD” duoc dung dé
chi viéc dung litu mdi ngay mét lan; “RNA” dugc dung dé chi axit ribonucleic;
“RNase” dugc ding dé chi ribonucleaza; “RT-PCR” dugc dung dé chi phan tmg chudi
polymeraza phién ma ngugc; “RT-qPCR” dugc dung dé chi phan tmg chudi
polymeraza dinh lugng phién ma ngugc; “THF” duoc dung dé chi tetrahydrofuran; va
“XPhos Pd G2” duogc dung dé chi clo(2-dixyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropyl-
1,1'-biphenyl)[2-(2'-amino-1,1'-biphenyl)]paladi(1I).

Vi du thue hién sang ché

Phan diéu ché va vi du thuc hién sang ché sau minh hoa thém nita sdng ché.

biéu ché va vi du
biéu ché 1

2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etan-1-ol

F/\CN\/\OH

B6 sung natri triaxetoxybohydrua (405 g, 1,91 mol) theo ting phan trong
khoang thoi gian 15 phut vao dung dich 0°C da duoc khudy chira 3-(flometyl)azetidin
hydroclorua (160 g, 1,28 mol) trong DCM (2,4 L) duéi khi N> va khudy & nhiét d6 0°C
trong 10 phut. B sung 1,4-dioxan-2,5-diol (99 g, 0,83 mol) & 0°C theo 6 phan trong
khoang thoi gian 1 gior sau d6 khudy & 0-5°C trong 15 phut. Dé phan tmg 4m dén nhiét
do trong phong va khudy trong 2 gio du6i khi N». Lam mét phan Gng dén 10-15°C
trong khoang thoi gian 20 phut. B6 sung nuéc (800 ml) trong khoang thoi gian 25-30
phat & 10-15°C, d 4m dén nhiét do trong phong trong 5-10 phit va sau do tach cac
16p. Rua 16p nudce bang DCM (800 ml), tach céac 16p sau d6 lam mat 16p nude gop lai
dén 10-15°C va diéu chinh d6 pH dén 13-14 bang cach sit dung dung dich natri
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hydroxit 50% (~540 ml). D& 16p nudc 4m dén nhiét do trong phong, chiét bang DCM
(4 X 800 ml), 1am kho bang natri sulfat (80 g), loc, va c6 dén kho dé thu duge hop chét
néu & d& muc ndy. Sau qua trinh diéu ché nay thu dugc 139 g (82%) hop chét néu & dé

muc nay duéi dang diu mau vang dac véi ES/MS (m/z) 1a 134,1 (M+H).

Diéu ché 2
2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etan-1-o0l hydroclorua

F/\CN\/\OH

HCI
Hoa tan 2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etan-1-ol (529 g, 4 mol) trong MTBE (2,6
L) va lam lanh xubng 0°C. Bb sung dung dich HCI/EtOH (492 ml, 30% khéi luong)
theo timg giot trong 30 phut sau d6 khudy & 0°C trong 30 phut. Loc cdc chat rén va rira
ba loc bing MTBE (2 X 200 ml). Lam khé du6i khi N> trong 8 gior dé thu duoc hop
chit néu & d& muc nay. Sau qué trinh diéu ché nay thu duoc 580 g (86%) hop chat néu
& dé muc nay du6i dang chét ran mau trang v6i ES/MS (m/z) 1a 134,0 (M+H).

Diéu ché 3
(3-clo-7-metoxyquinolin-4-yl)-(4-flophenyl)metanon

(o
cl

(1

~o0 N7

Lam lanh hdn hop gdm 4-bromo-3-clo-7-metoxyquinolin (70 g, 254 mmol) va

F

THF (1 L) xubng -40°C du6i khi N, din dén sy két tia cta nguyén liéu. B6 sung
isopropylmagie clorua (2 M trong THF, 254 ml, 509 mmol) trong 20 phut va khudy
hon hop nay trong 1 gio. B6 sung dung dich chira 4-flobenzoyl clorua (66 ml, 559
mmol) trong THF (140 ml) theo tirng giot sau do dé 4m dén nhiét d6 trong phong. Lam
ngung phan tng bang dung dich amoni clorua bdo hoa (300 ml) va nuge (200 ml) va
tach cac 16p. Rira 16p hitu co bang dung dich amoni clorua bdo hoa (300 ml), lam kho

bang MgSOs, loc, va ¢o dé thu dugc can dau. Loc ddu mau nau thd qua silicagel, rtra
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giai bing hdn hop gdm MTBE/hexan (1:1) dé thu dugc san phdm tho dudi dang chat
rén mau vang (84 g). Xt 1y chét rin bing 10% metylaxetat/heptan (800 ml) va khudy &
nhiét do trong phong qua dém. Loc dé thu céac chat ran va du trit. Co phén dich loc va
tinh ché trén silic dioxit, rira giai bang 10-40% EtOAc/hexan sau d6 xt ly san pham
bang 10% metylaxetat/heptan (200 ml) va khudy & nhiét do trong phong trong 3 gio.
Loc céac chét ran thu duoc, két hop v6i cac chét ran tir qua trinh Igoc trugc do va lam
kho trong chan khong qua dém dé thu duogc hop chét néu & d& muc nay. Sau qua trinh
didu ché nay thu duoc 31 g (38%) hop chit néu ¢ dé muc nay dudi dang chét ran mau

vang véi ES/MS (m/z) 1a 316,0 (M+H).

Diéu ché 4
(3-clo-7-hydroxyquinolin-4-yl)-(4-flophenyl)metanon

Lo
cl
: N
L,
HO N

Bé sung bo tribromit (1 M trong DCM, 295 ml, 295 mmol) vao hdn hop gdm

F

(3-clo-7-metoxyquinolin-4-y1)-(4-flophenyl)metanon (31 g, 98 mmol) trong DCM (217
ml) va khudy hén hop 6 nhiét do trong phong trong 3 ngay. R6t hdn hgp mot cach tir tir
vao trong dung dich 0°C chtra dikali phosphat (2 M trong nuée, 700 ml) va nudce (200
ml). D& hdn hop 4m dén nhiét do trong phong va khudy trong 1 gio. Co dung dich
trong chan khong dé loai bo cac dung mdi hitu co, loc, thu phan dich loc va lam kho
phén dich loc trong chan khong & 45°C qua dém. Xir ly cac chit rin bang DCM/heptan
(1:1, 450 ml) va khudy qua dém. Thu céc chét rin va 1am kho trong chan khong qua
dém dé thu duoc hop chit néu & dé muc nay. Sau qué trinh didu ché nay thu duoc 32 g
(hiéu suit dinh luong) hop chét néu & d& muc nay dué6i dang chit rin mau nau nhat véi

ES/MS (m/z) 1a 302,0 (M+H).

Diéu ché 5
(3-clo-7-hydroxyquinolin-4-yl)-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
yl]etoxy }phenyl)metanon
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N/\/O
F\/C/ (@]
N Cl
O s
HO N

B6 sung 2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etan-1-ol hydroclorua (3,90 g, 23,0 mmol)
vao dung dich dd khudy chua (3-clo-7-hydroxyquinolin-4-yl)-(4-flophenyl)metanon
(5,00 g, 15,3 mmol) trong DMF (75 ml) tiép theo 14 natri hydrua (60% trong dau
khoéng, 3,07 g, 76,6 mmol). Khudy duéi khi N> va lam 4m dén 40°C trong 45 phut.
Lam ngimg dung dich bang nudc va cb. Phan bd can gitta 20% iPrOH/CHCI; va dung
dich nu6c natri bicacbonat bdo hoa va tach, chiét 16p nudc bing 2 X 20%
iPrOH/CHCls, két hop cac phan chiét hitu co, 1am kho cac 16p hitu co gop lai bang
magie sulfat, loc va co phén dich loc dé thu duoc san phém thoé dudi dang dau mau do
sam. Tinh ché nguyén liéu tho bang cach sic ky cot silicagel, rira giai bang gradien cla
5-10% 7 N NH3 trong MeOH/DCM dé thu dugc hop chit néu ¢ d&& muc nay. Sau quéa
trinh didu ché nay thu dwoc 5,31 g (84%) hop chit néu & d& muc nay dudi dang chat
ran mau vang véi ES/MS (m/z) 1 415,0 (M+H).

Diéu ché 6
(4-flophenyl)-[3-[2-flo-4-(triflometyl)phenyl]-7-hydroxy-4-quinolyljmetanon

Loai khi/xa khi bang 5 X Nz hdn hop gébm (3-clo-7-hydroxy-4-quinolyl)-(4-
flophenyl)metanon (140 g, 440,8 mmol), axit 2-flo-4-(triflometyl)phenylboronic
(183,3 g, 881,7 mmol), kali cacbonat (184,6 g, 1,3 mol), 2-metyl-2-butanol (1,7 L) va
nuée (0,56 L). BS sung XPhos Pd G2 (7,1 g, 8,82 mmol) va lam néng & 80°C trong 2
gid. Dé ngudi hdn hop dén nhiét do trong phong va lam bay hoi dung méi hitu co. B6
sung EtOAc (1 L) va nuéce (0,2 L). Tach 16p hitu co va lam kho 16p nay bang magie

sulfat. Loc nguyén liéu nay qua silicagel va c6 dén khd. Nghién nguyén liéu tho bang
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hén hgp gdm hexan (1,25 L) va MTBE (0,25 L) dé thu dugc chit rin. Loc chét ran va
lam khé trong chan khong. Hoa tan chét rén trong THF (1,5 L) va bo sung chét loai bo
1a SiliaMetS® Thiol (150 g). Khudy hdn hgp ndy & nhiét do trong phong qua dém. Loc
chét loai bo va lam bay hoi phan dich loc dén kho dé thu dwoc hop chit néu & dé muc
ndy. Sau qué trinh didu ché nay thu dugc 185,5 g (96%) hop chat néu & dé muc nay
dudi dang chit ran mau trang véi ES/MS (m/z) 1a 430,0 (M+H).

Vidul
(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl){3-[2-flo-4-(triflometyl)phenyl]-7-

hydroxyquinolin-4-yl}metanon

B6 sung THF (2,8 L), kali fert-butoxit (274,5 g, 2,45 mol) va 2-(3-
(flometyl)azetidin-1-yl)ethan-1-ol (168 g, 1,22 mol) vao binh dugc trang bi ctra nap
khi N,. Khudy hdn hop trong 10 phut. B sung theo ting giot dung dich chura (4-
flophenyl)-[3-[2-flo-4-(triflometyl)phenyl]-7-hydroxy-4-quinolyljmetanon (350 g, 0,81
mol) trong THF (0,7 L). Khudy & nhiét d trong phong trong mot gio. Lam nging
phan tng bang dung dich HC1 1 N cho dén khi do pH=8 va pha loang bang EtOAc (4
L). Tach 16p hitu co va rira 16p nay bang nuée mudi (2 L). Lam kho dung dich bang
magie sulfat, loc dung dich, va co dén kho dé thu duoc hop chat néu & d& muc nay. Sau
qué trinh diéu ché nay thu duogc 415 g (93,8%) hop chét néu ¢ dé muc nay duéi dang
chét rdn mau niu xam v6i ES/MS (m/z) 14 543,2 (M+H).

Vi du thay thé 1

Loai khi/xa khi bang Na x 5 hdn hop (3-clo-7-hydroxyquinolin-4-yl)-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy}phenyl)metanon (200 mg, 0,48 mmol), axit 2-flo-4-
(triflometyl)phenylboronic (158 mg, 0,72 mmol), kali cacbonat (202 mg, 1,45 mmol),
2-metyl-2-butanol (3 ml), va nudc (1 ml) trong lo dung dugc trong 10 vi song. B6 sung

XPhos Pd G2 (12 mg, 0,015 mmol), day kin hon hop, va quay vi séng & 80°C trong 2
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gid. Phan bd can gitta MTBE va dung dich amoni clorua bdo hoa. Tach cac 16p va
chiét 16p nuéc bing MTBE. Két hop cac phan chiét hiru co, 1am khd ching béng
magie sulfat, loc, va ¢o phﬁn dich loc dé thu dugc cin mau cam. Tinh ché nguyén li¢u
tho bang sic ky cot silicagel, rira gidi bing 5% MeOH/DCM dé thu dugc hop chat néu
& d& muc ndy. Sau qua trinh diéu ché nay thu duoc 205 mg (78%) hop chét néu & dé
muc nay dudi dang chét rin mau vang v6i ES/MS (m/z) 1a 543,2 (M+H).

Vidu2

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-8-(triflometyl)-5SH-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol triét quang

Lam lanh dung dich chira (4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl){3-[2-
flo-4-(triflometyl)phenyl]-7-hydroxyquinolin-4-yl ymetanon (5,27 g, 9,71 mmol) trong
1,4-dioxan (100 ml) xubng 5°C. B6 sung lithi trietylbohydrua (1 M trong THF, 30,0
ml, 30,0 mmol). Liy bé 1am lanh ra va khudy trong 1,5 gid & nhiét do trong phong.
Lam ngimg hdn hop bang nude. B6 sung dung dich NH4CI bdo hoa va EtOAc. Tach
cac 16p va chiét 16p nuée bang EtOAc. Két hop cac phan chiét hitu co, 1am kho bang
MgSOs khan, loc, va co phan dich loc. Hoa tan can tho trong THF (100 ml). B6 sung
natri hydrua (60% trong dau khoang, 1,94 g, 48,5 mmol). Lam néng héi luu dung dich
trong 1,5 gid. B6 sung thém natri hydrua (60% trong dau khoang, 1,94 g, 48,5 mmol),
sau d6, hoi Iuu trong 30 phut nita. Dé ngudi dung dich dén nhiét do trong phong va lam
ngimg bang nudc. B6 sung EtOAc va dung dich NH4Cl bdo hoa. Téach céac 16p va chiét
16p nuée bang EtOAc. Két hop phan chiét hitu co, lam kho bing MgSOs khan, loc, va
¢o phan dich loc. Tinh ché cin bang sic ky cot silicagel, rira gidi bang gradien ctia 5-
7% MeOH trong DCM dé thu duoc hop chit néu & dé muc nay (3,70 g, 72%) dudi
dang bot mau vang nhat. ES/MS (m/z): 525,2 (M+H).

Céc thtr nghiém sinh hoc
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Méi quan hé gita su biéu hién cua thu thé estrogen va cac bénh ung thu nhét
dinh da duoc bao cao trong cac tai liéu chuyén nganh, (461 voi bénh ung thu va xem, vi
du, Puhalla S, Bhattacharya S, Davidson N., Hormonal therapy in breast cancer: A
model disease for the personalization of cancer care, Molecular Oncology, 2012,
6:222-236; Kennecke H, Yerushalmi R, Woods R, Cheang MCU, Voduc D, Speers
CH, Nielsen TO, Gelmon K, Metastatic behavior of breast cancer subtypes, J Clin
Oncol, 2010, 28(20):3271-3277; dbi v6i bénh ung thu budng trimg xem, vi du,
O'Donnell AJ, Macleod KG, Burns DJ, Smyth JF, Langdon SP, Estrogen receptor-
alpha mediates gene expression changes and growth response in ovarian cancer cells
exposed to estrogen, Endocr Relat Cancer, 2005;12(4):851-66; Walker G, MacLeod K,
Williams AR, Cameron DA, Smyth JF, Langdon SP, Estrogen regulated gene
expression predicts response to endocrine therapy in patients with ovarian cancer,
Gynecol Oncol, 2007, 106(3):461-8; Smyth JF, Gourley C, Walker G, MacKean MJ,
Stevenson A, Williams AR, et al., Antiestrogen therapy is active in selected ovarian
cancer cases: The use of letrozole in estrogen receptor-positive patients, Clin Cancer
Res, 2007, 13(12):3617-22; dbi v6i bénh ung thu tuyén tién liét xem, vi du, Bonkohoff
H, Fixemer T, Hunsicker I and Remberger K, Estrogen receptor expression in prostate
cancer and premalignant prostate lesions, Am J Pathol, 1999, 155:641-647; dbi véi
bénh ung thu ndi mac ti cung va tir cung xem, vi du, Krasner C, Aromatase inhibitors
in gynecologic cancer, J Steroid Biochem Mol Biol, 2007, Aug—Sep;106(1-5):76-80;
Boisen MM, Andersen CL, Sreekumar S, et al., Treating gynecologic malignancies
with selective estrogen receptor downregulators (SERDs): Promise and challenges,
Mol Cell Endocrinol, 2015, 418:322-3330; dbi vai bénh ung thu phéi xem, vi du, Baik
CS, Eaton KD et al., Estrogen signaling in lung cancer: An opportunity for novel
therapy, Cancer, 2012, 4:969-988; Marquez-Garban DC, Chen H-W, Goodglick L,
Fishbein MC and Pietras RJ, Targeting aromatase and estrogen signaling in human
non-small cell lung cancer. Steroid enzymes and cancer, Ann. N. Y. Acad Sci, 2009,
1155:194-205; Hamilton DH, Griner LM, Keller JM, Hu X, Southall N, Marugan J,
David JM, Ferrer M and Palena C, Targeting estrogen receptor signaling with
fulvestrant enhances immune and chemotherapy mediated cytotoxicity of human lung

cancer, Clin Cancer Res, 2016, 22(24):6204-16; Rodriguez-Lara V, Hernandez-
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Martinez JM, Arrieta O, Influence of estrogen in non-small cell lung cancer and its
clinical implications, J Thoracic Disease, 2018, 10(1):482-497; dbi véi bénh ung thu
da day xem, vi du, Tang W, Liu R, Yan Y, Pan X, Wang M, Han X, Ren H, and Zhang
7, Expression of estrogen receptors and androgen receptor and their clinical
significance in gastric cancer, Oncotarget, 2017, 8(25) 40765-777).

Céc tht nghiém sau chimg to rang cac hop chéit duoc néu lam vi du 1a céc chét
thodi gidng c6 hi€u luc cia cac protein ERa kiéu dai va dot bién. Cac két quéa cua cac
thir nghiém ciing chimg t6 rang cac hop chéat duoc néu lam vi du 1a cac chét d6i khang
¢6 hiéu lyc cua cac thu thé ERa kiéu dai va thé dot bién va trc ché hoat tinh phién ma
qua trung gian ER. Ngoai ra, cac tht nghiém ching to rang hop chét ctia vi du 1 we ché
su tang sinh cua cac dong té bao ung thu vi ER+, va su trc ché truyén tin hiéu ERa va

su sinh truéng cta khéi u trong mo hinh ghép khéc loai ung thu vi dwong tinh véi ER.

Thtr nghiém gén két canh tranh ERo (kiéu dai) va ERa (Y537S dot bién)

Muc dich cia céc thtr nghiém gén két canh tranh ER sau 1a dé xac dinh ai luc
gén két cia hop chét thir nghiém déi véi ERo (kiéu dai) va ERa (Y5378 dot bién) Xem
Fanning et al., “Estrogen receptor alpha somatic mutations Y537S and D538G confer
breast cancer endocrine resistance by stabilizing the activating function-2 binding
conformation,” eLife 2016;5:¢12792.

Chay thtr nghiém gan két canh tranh trong dung dich dém chira 50 mM HEPES,
do pH 7,5, 1,5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 10% glyxerol, 1 mg/ml ovalbumin, va 5
mM DTT, bang cach sit dung 0,025 pCi mdi 16 *H-estradiol (118 Ci/mmol, 1 mCi/ml),
7,2 ng/1d ERa (kiu dai), hodc 7,2 ng/16 ERa (Y537S dot bién). B6 sung hop chét thir
nghiém & 10 ndng d khac nhau nam trong khoang tir 10.000 nM dén 0,5 nM, va xac
dinh viéc gan két khong dac hiéu véi sy c6 mat cia 1 uM 17-B estradiol. U phan tng
gdn két (140 pL) trong 4 gid & nhiét do trong phong, va sau d6 bd sung dung dich dém
dextran-than lanh (70 pL) (chtra trén mdi 50 ml dung dich dém thir nghiém, 0,75 g than
va 0,25 g dextran) vao mdi phan tmg. Tron cac dia trong 8 phut trén may lic qu¥ dao &
4°C va sau do ly tam & 3000 vong/phut ¢ 4°C trong 10 phut. Chuyén phan phén uéc
(120 uL) cua hdn hep sang mot dia day phing mau tring, 96 16 khac (Costar) va bo
sung dich nhip nhay Perkin Elmer Optiphase Supermix (175 pL) vao mdi 15. Day kin
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céc dia va lic manh trén may lic qu§ dao. Sau khi 1 trong 2,5 gid, doc céc dia trong
may dém Wallac Microbeta. Tinh ICso bang cach st dung phwong phap khép duong
cong logistic 4 thong s6 va tinh % trc ché & 10 pM. Chuyén dbi céc tri s6 ICso dbi véi
hop chét thanh K; bing cach st dung phuong trinh Cheng-Prusoff. Cac két qua cua thir
nghiém nay ching t6 rang hop chat ctia vi du 1 gin két voi ERa tai to hop kiéu dai voi
Ki (nM) 1a 3,78 + 0,74 (n=3) va gin két véi ERa dot bién (Y537S) véi Ki (nM) la
21,24 + 2,12 (n=3).

Céc két qua cua thir nghiém nay thé hién 4i lwc gin két va hiéu luc cta hop chat

duoc néu lam vi du déi véi cac protein ERa kiéu dai va dot bién (ESR1 Y537S).

Thir nghiém thoai giang ERa trong cac té bao MCF7

Muc dich cta thir nghiém thodi gidang ERa sau 1a dé do su thoai giang ctia ERo,
b6 hop chit thir nghiém trong dong té bao ung thu vi dwong tinh véi ERa. nhu MCF7.

Nubi cdy cac t& bao MCF7 (dugc mua tir ATCC HTB-22) trong mdi truong
DMEM duge bd sung 10% FBS, 0,01 mg/ml insulin nguoi 1 va 1% thude khang sinh
penicillin/streptomycin va dat trong cac dia day phang 384 16 & mat do 4.000 té bao
modi 16 trong moi trudng DMEM khong chira ¢ phenol (20 ul) chia 10% FBS dugc
tach bang than. U cac té bao qua dém trong ti & nudi ciy té bao (5% CO,, do 4m tuong
d6i 95% va 37°C) va cho phép céc té bao gin vao dia. Ngay tiép theo, ding liéu cho
céc té bao bang hop chat thir nghiém. St dung thiét bi dinh lwong ding 4m Echo 555
dé chuén bi cac dich pha lodng theo chudi ctia hop chét thir nghiém (1:3) trong khoang
tir 6 uM dén 0,0003 pM. Dung lidu cho céc té bao bang cach bo sung 5 L tir dia pha
lodng theo chudi vao dia té bao tao ra ndng d6 DMSO cubi 1a 0,2% v6i khoang lidu
ctia ndng d6 hop chét thir nghiém cubi ndm trong khoang tir 2 dén 0,0001 pM. Déi véi
diém cuc dai, st dung moi truong chtra 0,2% DMSO va dbi voi diém cuc tiéu, su dung
fulvestrant duoc pha loing & nong do cudi 2 puM trong méi trudng phat trién chira
0,2% DMSO. Sau khi dung liéu bang hop chét thir nghiém, 0 cic dia té bao & 37°C va
5% CO; trong 24 gid. C dinh cac té bao bang cach bd sung 14% para-formaldehyt (10
uL) trong 30 phut & nhiét d6 trong phong. Rira cac té bao mot 1an bang PBS (20 ul) va
U v6i PBS (20 ul) chira 0,5% (thé tich/thé tich) TWEEN® 20 trong 1 gio. Rira cac té
bao bing PBS chira 0,05% TWEEN® 20 (2x) va phong bé bang 3% BSA trong PBS
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chia 0,05% TWEEN® 20 va 0,1% TRITON™ X-100 (20 pL/16) trong 1 gi®d & nhiét
do trong phong. Bb sung dich pha loang 1:500 khang thé so cap (20 pL) (ERa (Dong
vo tinh SP1) khang thé don dong cta tho #RM-9101-S, Thermo Scientific) trong 1%
BSA trong PBS chia 0,05% TWEEN® 20 méi 10, day kin céc dia va i qua dém & 4°C.
Ngay tiép theo, rira cac té bao bang PBS chira 0,05% TWEEN® 20 (2x) va u véi
khang thé thir cap (20 pL/16) (dich pha loang 1:1000, cta dé khang IgM thé ALEXA
FLUORT™ 488) trong PBS 1% BSA trong 105 phtt ¢ nhiét d§ trong phong. Sau khi
rira cac dia bang PBS (2x20 ul), bd sung RNase (Sigma) (20 pL cua 50 ug/ml) va dich
pha loang propidi iodua 1:1000 trong PBS mdi 16 (20 ul). Day kin cac dia vau 1 gio &
nhiét do trong phong trén ban thi nghiém (dugc bdo quan khoi anh sang). Quét cac dia
bing ACUMEN EXPLORER™ [Té bao ké vi dia huynh quang quét laze do TTP
LABTECH LTD san xuét] dé do ERa. Viéc phan tich hinh anh duogc dua trén cac tin
hiéu huynh quang té bao dé nhan dién cac té bao duong tinh. Nhan dién cac té bao
dwong tinh véi thu thé estrogen bang cuong do trung binh. St dung tong cuong do &
575-640 nm tir propidi iodua/DNA dé nhan dién cac té bao riéng ré. Pau ra cia thi
nghiém 12 % té bao dwong tinh vdi thu thé estrogen. Xac dinh ICso bang cach khép
dudng cong vai logistic bén thong sb d6i v6i mdi dau ra bang cach st dung GENE
DATA™,

Cac két qua cua thir nghiém nay chimg to rang hop chit c6 cong thic (1) 1a
SERD véi hoat tinh thodi giang ERa c6 hiéu luc trong cac té bao. Dic biét, cac két qua
thé hién su thoai giang c6 hiéu lyc cia ERa boi hop chét caa vi du 1 trong céc té bao
ung thu va MCF7. Bing cach sir dung thir nghiém nay, tri s6 ICso (M) tuong db6i ddi
v6i hop chét cia vi du 112 2,16 + 0,96 nM (n=15).

Thir nghiém cam tng PRo. trong céc té bao MCF7

Muc dich cua thit nghiém cdm tng PRo. sau 13 d& xac dinh xem hop chat thir
nghiém c6 hoat tinh chii van déi véi thu thé ERo hay khong (chat chi van dwge mong
doi dé hoat hoa thy thé.)

Nudi cdy MCE7 (duwoc mua tir ATCC HTB-22) trong mdi truong DMEM dugc
bd sung 10% FBS, 0,01 mg/ml ngudi insulin 1 va 1% thuéc khang sinh

penicillin/streptomycin va dat cac té bao (trude khi trd nén hop dong 70%) trong cac
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dia day phing 384 15 & mat do 4.000 t& bao mdi 1 trong thé tich 20 pL trong mdi
truong DMEM khong chira dé phenol chira 10% FBS (dugc tach bang than). U céc té
bao qua dém trong t0 & nudi cdy té bao (5% CO,, d6 4m twong ddi 95% & 37°C) va cho
phép cac té bao gin vao dia. Ngay tiép theo, dung liéu cho cac té bao bang hop chat
thir nghiém. St dung thiét bi dinh lwong ding 4m Echo 555 dé chuan bi cac dich pha
lodng theo chudi ctia hop chét (1:3) trong khoang tir 6 pM dén 0,0003 pM. Dung liéu
cho cac té bao bang cach bd sung hop chét thir nghiém (5 pL) tir dia pha loang theo
chudi vao dia té bao tao ra ndng dd DMSO cubi 12 0,2% v6i ndng do cudi cia khoang
lidu ciia hop chét thir nghiém ndm trong khoang tir 2 dén 0,0001 uM. Péi v6i diém cuc
dai, st dung mdi truong chira 0,2% DMSO va dbi véi diém cuc tiéu, st dung
fulvestrant duoc pha loang & ndng do cubi 2 uM trong mdi trudng phat trién chira
0,2% DMSO. Sau khi dung lidu bang hop chit thir nghiém, 1 cac dia té bao & 37°C va
5% CO, trong 24 gid. C6 dinh cac té bao bang cach bo sung 14% para-formaldehyt (10
uL) trong 30 phut & nhiét do trong phong. Rira cac té bao mot 1an bang PBS (20 pl) va
1 v6i PBS (20 pl) chira 0,5% (thé tich/thé tich) TWEEN® 20 trong 1 gid. Rira céc té
bao hai 1an bang PBS (20 pL) chira 0,05% TWEEN® 20 va phong bé bang 3% BSA
trong PBS chtra 0,05% TWEEN® 20 va 0,1% TRITON™ X-100 (20 pL/15) trong 1
gir & nhiét do trong phong. Bb sung dich pha lodng 1:500 khang thé so cip (20 ulL)
(Khang thé don dong thu thé progesterone ctia chudt nhét khang ngudi, dong vo tinh
PgR 636 Dako, M3569) trong 1% BSA/PBS véi 0,05 TWEEN® 20 mdi 16, day kin
cac dia vau qua dém & 4°C.

Ngay tiép theo, rira cac t& bao bang PBS 0,05% TWEEN® 20 (2x20 puL) va
v6i khang thé thtr cap (20 pL/16) (dich pha loang 1:1000, cia dé khang IgM tho
ALEXA FLUORT™ 48R8) trong PBS 1% BSA trong 105 phat & nhiét do trong phong.
Sau khi rira bang PBS (2x20 pl), bd sung RNase (20 L ctia 50 pg/ml) (Sigma) va dich
pha loang propidi iodua 1:1000 trong PBS mdi 16. D4y kin cc dia va u 1 gid ¢ nhiét
do trong phong trén ban thi nghiém (dugc bao quan khdi anh sang). Quét cac dia bang
ACUMEN EXPLORER™ [Té bao ké vi dia huynh quang quét laze do TTP
LABTECH LTD séan xuét] d& do thu thé progesteron alpha. Viéc phan tich hinh anh
duoc dua trén cac tin hiéu huynh quang té bao dé nhan dién cac té bao dwong tinh.

Nhan dién cac té bao duong tinh véi thu thé progesteron bang cuong do trung binh. Str
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dung tdng cudng do & 575-640 nm tir propidi iodua/DNA dé nhan dién cac t€ bao riéng
r& Dau ra cla thir nghiém 1a % té bao duong tinh véi thu thé progesteron. Xac dinh
ICso bang cach khép duong cong véi logistic bén thong sb dbi v6i mdi dau ra bang
cach st dung GENE DATA™,

Bing cach sit dung thtr nghiém nay, ICso (uM) twong d6i ctia hop chét cua vi du
11a > 2 puM. Cac két qua cta thir nghiém nay ching t6 hoat tinh chii van khong dang
ké cua vi du 1 trong céc té bao ung thu vit MCF7. Céc két qua nay ciing chimg t6 rang
hop chit cia vi du 1 1a chét dbi khang tinh khiét ciia ERa trong céc té bao ung thu vi
MCEF7.

Thtr nghiém té bao wc ché PRa (tinh ddi khang chitc ning ERa) trong cac té bao
MCF7-ESR1 Y537N 682 CRISPR

Muc dich cua thir nghiém té bao trc ché PRa (tinh d6i khang chirc ning ERa)
sau 13 d& xéc dinh hoat tinh déi khang cua hop chét thir nghiém ddi véi thu thé ERa dot
bién Y537N. Chét dbi khang trong thir nghiém nay dugc du tinh dé phong bé chirc
ning cua thu thé ERa. PRa (PGR) la dich phién ma phia sau cua ERa va vi vy, chat
d6i khang cua ERa duge du tinh dé rc ché su biéu hién cta PRao.

Nudi cdy MCF7-ESR1 Y537N-682 (dugc tao ra boi gen CRISPR/Cas9 chinh
sta cia gen ESR1 trong cac té bao MCF7, dong vo tinh#682) trong mdi trudng
DMEM dugc b6 sung 10% FBS va 1% thudc khang sinh penicillin/streptomycin va dat
cac té bao (trudc khi trd nén hop dong 70%) trong cac dia day phing 384 16 & mat do
4.000 t& bao mdi 15 trong modi truong DMEM khong chtra d6 phenol 10% FBS (thé
tich 20 pL) (dugce tach bang than). U céc té bao qua dém trong ti 1 nudi ciy té bao
(5% CO,, 46 Am twong ddi 95% va 37°C) va cho phép céc té bao gan vao dia. Ngay
tiép theo, dung liéu cho céc t& bao bing hop chat thir nghiém. Stt dung thiét bi dinh
lugng dung &m Echo 555 dé chuén bi céc dich pha lodng theo chudi ctia hop chét (1:3)
trong khoang tir 6 uM dén 0,0003 M. Dung lidu cho céc té bao bang cach bo sung 5
uL tir dia pha lodng theo chudi vao dia té bao tao ra ndng do DMSO cuéi 1a 0,2% véi
khoang liéu ctia nong do hop chét thir nghiém cubi nim trong khoang tir 2 dén 0,0001
uM. Déi véi diém cuc dai, st dung méi truong chira 0,2% DMSO va d6i v6i diém cuc

tiéu, str dung fulvestrant duoc pha loang & ndng d6 cubi 2 pM trong mdi trudong phat
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trién chtra 0,2% DMSO. Sau khi dung liéu bing hop chét thir nghiém, G cac dia té bao
& 37°C va 5% CO, trong 72 gid. C6 dinh cac té bao bang cach bd sung 14% para-
formaldehyt (10 pL) trong 30 phut & nhi¢t do trong phong. Rua cac té bao bang PBS
(1x20 ul) va i véi PBS (20 pl) chira 0,5% (thé tich/thé tich) TWEEN® 20 trong 1 gio.
Ria céc t& bao bang PBS (2x20 pL), 0,05% TWEEN® 20, va phong bé bang 3%
BSA/PBS 0,05% TWEEN® 20, 0,1% TRITON™ X-100 (20 pL/13) trong 1 gi¢ & nhiét
do trong phong. Bb sung dich pha lodng 1:500 khang thé so cdp (20 uL) (Khéng thé
don dong thu thé progesterone ctia chudt nhat khang nguoi, dong vo tinh PgR 636
Dako, M3569) trong 1% BSA/PBS 0,05 TWEEN® 20 mbi 10, dy kin cac dia va i qua
dém ¢ 4°C.

Ngay tiép theo, rira cac té bao bang PBS 0,05% ® (2x20 pL) va t véi khang thé
thir cap (20 pL/13) (dich pha loang 1:1000, ctia dé khang IgM thé ALEXA FLUOR™
488) trong PBS 1% BSA trong 105 phut & nhiét d trong phong. Sau khi rira bang PBS
(2x20 pl), bd sung RNase (20 pL cta 50 pg/ml) (Sigma) va dich pha lodng propidi
iodua 1:1000 trong PBS mdi 16. P4y kin cic dia va i 1 gio & nhiét do trong phong trén
ban thi nghiém (dugc bao quan khoi anh sang). Quét cac dia bing ACUMEN
EXPLORER™ [Té bao ké vi dia huynh quang quét laze do TTP LABTECH LTD san
xuét] dé do thu thé progesteron alpha. Viéc phan tich hinh anh dugc dua trén céc tin
hiéu huynh quang té bao dé nhan dién cac té bao duong tinh. Nhén dién cac té bao
dwong tinh véi thu thé progesteron bang cudng do trung binh. Str dung tong cudng do
& 575-640 nm tir propidi iodua/DNA dé nhan dién céc té bao riéng ré. Pau ra cua thit
nghiém 13 % té bao duong tinh v&i thu thé progesteron. Xac dinh ICsg bang cach khép
dudng cong véi logistic bon thong sé dbi véi mdi dau ra bang cich sit dung GENE
DATA™,

Bing cach str dung thir nghiém nay, ICso (nM) tuong d6i ciia hop chét cua vi du
112 7,602 + 4,804 nM (n=14). Céc két qua nay ching té su tic ché c6 hiéu luc ctia PRa
va tinh d6i khang chirc nang bdi hop chét vi du 1 trong cac té bao ung thu vii MCE7
(ESR1 Y537N, thé dot bién di hop tir). Nhu vay, hop chit ctia vi du 1 14 chét d6i khéng
¢6 hiéu luc cua thé dot bién ERa (Y537N) va chét tc ché c6 hiéu luc cua su phién ma

qua trung gian ERa. PRa (PGR) cling 1a dich phién ma cua ERa va cac két qua tir thiy
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nghiém nay chirng té su ¢ che c6 hiéu luc cua sy phién ma qua trung gian ERa cua
PRo.

Thir nghiém té bao @c ché PR (tinh ddi khang chirc ning ERa) trong céc té bao
MCEF7

Muc dich cia thtr nghiém té bao e ché PRa (tinh d6i khang chirc ning ERat )
sau 1a dé xac dinh hoat tinh dbi khang cta hop chét thir nghiém ddi véi thu thé ERo.
Chat déi khang trong thir nghiém nay dugc dy tinh dé phong bé chirc nang cua thu thé
ERo. PRa 1a dich phién ma phia sau ctia ERa va vi vy, chat d6i khang ciia ERa dugc
du tinh d tc ché sy biéu hién clia PRa.

Thuc hién cac didu kién thtr nghiém nhu duoc mo ta chi tiét trong thir nghiém
Acumen dua trén té bao thoai giang ERo trén day, bang cach st dung dong té bao
MCF7 ngoai trir rang, trude khi phan phéi hop chit thir nghiém, loai bé mdi trudng
khoi dia té bao va tién xtr 1y tht ca cac 16 ngoai trir d6i v6i cac 16 dbi chimg 4m tinh
(cot 24 cia dia) bing moi trudong thir nghiém chira 0,47 nM estradiol trong 30 phut.
Trong thir nghiém nay, thuc hién nhudm mién dich dé phat hién PRa va quét cac dia
bing ACUMEN EXPLORER™ [Té bao ké vi dia huynh quang quét laze do TTP
LABTECH LTD san xuét] dé do PRa. Viéce phén tich hinh d4nh dugc dua trén céc tin
hiéu huynh quang té bao dé nhan dién cic t& bao dwong tinh. Nhan dién céc té bao
duong tinh v&i PRo biang cudng do trung binh. St dung tong cuong do & 575-640 tir
propidi iodua/DNA dé nhan dién cac té bao riéng r&. Dau ra cia thir nghiém 1a % té
bao dwong tinh v&i PRa. Xac dinh ICsp bang cach khép dudng cong véi logistic bén
thong s6 di voi mbi dau ra bang cach st dung GENE DATAT,

Bang céch st dung thir nghiém nay, ICso (nM) twong dbi ciia hop chét cia vi du
1 trong thir nghiém nay 1a 15,75 + 9,037 nM (n=15). Céc két qua cua thir nghiém nay
chimg to su tc ché ¢6 hiéu lyc cia PRa va tinh d6i khang chirc nang boi hop chét vi
du 1 trong céc té bao ung thu va MCF7. Nhu vay, hop chit cia vi du 1 1a chat dbi
khéng c6 hiéu luc cua protein kiéu dai ERo va chét trc ché co hiéu lyc cua sy phién ma
qua trung gian ERa. PRa (PGR) cling 1a dich phién ma cua ERa va cac két qua tir thir
nghiém nay chimg t6 sy e ché c6 hiéu luc cuia sy phién ma qua trung gian ERa cla

PRo.
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Thir nghiém déanh gia sy ting sinh cua té bao trong MCF7 va MCF7-ESR1 Y537N-682

Muc dich cia thtr nghiém danh gia su tdng sinh cua té bao sau noi chung dé
phat hién xem hop chét thir nghiém c6 tac dung trén sy tang sinh cta té bao, kha ning
sbng cua té bao, va tinh doc té bao dap tng véi viéc diéu tri trong cac thir nghiém nudi
cdy té bao hay khong. Su ting sinh ciia té bao dugc gidm sat bang cach giam sat sd
luong té bao theo thoi gian va thir nghiém propodeum iodua duge st dung cho phép do
lién tuc kha ning séng cia té bao theo thoi gian.

Gieo cdy cac té bao MCF7 (dugc mua tir ATCC HTB-22) ¢ mét d6 2.000 té bao
mdi 18 trong mdi trudng DMEM khéong chira d6 phenol 10% FBS (thé tich 20 pL)
(dugc tach bang than) vao trong dia nudi ciy té bao 384 16 day trong sudt. Dat MCF7-
ESRY537N -682 (dugc tao ra boi gen CRISPR/Cas9 chinh stta cua gen ESR1 trong
céc t& bao MCF7, dong vo tinh#682) trong mdi truong DMEM duoc bd sung 10%
FBS, va 1% thudc khang sinh penicillin/streptomycin & mét do 1000 té bao mdi 16. U
céc dia & 37°C va 5% CO,. Ngay tiép theo, dung lidu cho cac té bao bang hop chét thir
nghiém. St dung thiét bi dinh lvong ding 4m Echo 555 dé chuan bi c4c dich pha loang
theo chudi ctia hop chét thir nghiém (1:3) trong khoang tir 60 pM dén 0,003 ©M. Dung
lidu cho cac té bao bang cach bd sung 5 pL tir dia pha lodng theo chudi vao dia té bao,
tao ra ndng do DMSO cubi 1a 0,2% v6i khoang lidu clia ndng do hop chét thir nghiém
cudi ndm trong khoang tir 20 dén 0,001 pM. Péi véi diém cuc dai, so dung mdi truong
chtta 0,2% DMSO va dbi véi diém cuc tiéu, st dung fulvestrant dugc pha loang ¢
ndng do cudi 2 uM trong mdi truong phét trién chira 0,2% DMSO. Sau khi dung liéu
bang hop chit thir nghiém, § cac dia t& bao & 37°C va 5% CO,. Bay ngay sau khi bd
sung hop chét thir nghiém, 14y cac dia ra khéi tii i va bd sung etanol lanh 96% (65 ulL)
vao mdi 15. Sau 30 phut, loai bé méi trudong va bo sung RNase (20 pL cua 50 pg/ml)
(Sigma) va dich pha loang propidi iodua 1:1000 trong PBS mdi 16. D4y kin céc dia va
u 1 gio ¢ nhiét do trong phong trén ban thi nghiém (dugc bao quan khoi anh sang).
Quét cac dia bing ACUMEN EXPLORER™ [Té bao ké vi dia huynh quang quét laze
do TTP LABTECH LTD séan xuit]. Dong té bao MCF-7 phat trién tao ra khéi két tu,
s6 luong té bao 1a sb luong cia cac ddi twgng khong thé duoc stir dung dudi dang doc

ra; vi vay sb luong té bao co thé duge danh gid théng qua s6 luong té bao wéc tinh

21



42461 22/28

(duogc tinh thong qua thong sé dién tich (ty 1é cia tdng dién tich cua toan bd quan thé té
bao (khoang dugc chi dinh ciia cuong do pic cua FL-1 (PI) va dién tich trung binh cua
mot quan thé té bao (dwoc xic dinh bang chu vi)). Xac dinh ICs bang cach khép
duong cong v6i logistic bén thong sé ddi véi mdi dau ra bang cach st dung GENE
DATAT™,

Bing cach st dung thir nghiém nay, ICso (nM) twong ddi clia hop chat clia vi du
1 trong té bao kidu dai MCF7 ESR1 1 9,243 + 1,741 nM (n=2) va trong té bao dot
bién MCF7-ESR1 Y537N 1a 7,960 + 3,691 nM (n=6). Céc két qua nay chting té hoat
tinh chéng ting sinh va su e ché sinh trudng té bao ¢ hiéu luc boi hop chat vi du 1

trong cac té bao ung thu vit MCF7 (ESR1 kiéu dai) va MCF7 (ESR1 Y537N dot bién).

Thir nghiém e ché dich in vivo (In Vivo Target inhibition - IVTI) (thit nghiém PGR
RT-qPCR) trong cac khéi u MCF7

Muc dich cia thir nghiém IVTI nay la dé do kha ning ctia hop chét thir nghiém
(SERD) dé trc ché su biéu hién gen ctua PGR (thu thé progesterone alpha) (su phién
ma) phia sau cua ERo trong cac khéi u ghép khéc loai dugc céy trong chudt nhit.

Ciy ghép cho chudt nhat cai NOD SCID (22-25 g) tir Envigo RMS, Inc.,
Madison, Wisconsin bang 5x10e® té bao ung thu vit MCF7 ER+ve (ATCC, # HTB-22)
dudi da ¢ ving hong bén phai trong dung dich HBSS + MATRIGEL™ 1:1 (200 uL).
CAy ghép vién 17- p estradiol (0,18 mg/vién, giai phéng trong 90 ngay, tir Innovative
research) duéi da 1 ngay trude khi cdy ghép té bao khdi u. Do mitc do sinh truéng ciia
khéi u va can nang co thé hai 1an mdi tuan bat dAu tir ngay thtr bay sau khi ciy ghép.
Khi kich thuée khdi u dat 250-350 mm?, ngau nhién héa cac dong vat va nhém vao
trong cac nhom gdm nim con. Ding lidu cho cac dong vat bang mdi trong sO hop chat
thir nghiém trong chit dan cu thé (1% hydroxyetylxenluloza/0,25% TWEEN®
80/0,05% chat chdng tao bot trong nudc tinh khiét) hodc chat din riéng r& qua duong
miéng trong 3 ngay va thu gom céc khdi u va méu & cic khoang thoi gian mong mudn
sau lidu cudi cing. Lam chét cac dong vét bang cach st dung su gdy mé bang isofluran
cling v6i 1am sai khép c6. Dong lanh nhanh céac khéi u va bao quan & -80°C cho dén
khi xir 1y dé tach RNA va thtr nghiém RT-gPCR. Thu gom mau trong cic éng EDTA,

22



42461 23/28

quay dé lay huyét twong, va déng lanh & -80°C trong dia 96 1. Xac dinh mirc do tiép
xuc ctia hop chat thir nghiém bang cach st dung phép do khéi phd.

Nghién cac khdi u trong nito 1éng va dung giai trong dung dich dém gay tan
1xRNA (tir kit tich RNA) bang cach st dung cac hat Matrix D (MP Biomedical,
#6913-500) trong mdy phé v t& bao FASTPREP-24™ (MP Biomedical). Chuyén dich
tan khéi u sang cdc 6ng mai sau khi quay & 14000 vong/phut trong 20 phut & 4°C.
Tach RNA khéi dich tan khéi u bang cach st dung PURELINK® RNA Mini Kit
(Invitrogen #12183018A) hoac RNeasy Mini Kit (Qiagen #74104 and #74106). Loai
b6 cac tap chit DNA biang cach sit dung PURELINK® DNase Set (Invitrogen
#12185010) hoic RNase-Free DNase Set (Qiagen #79254). Do ndng do RNA tach
duge bang cach pha lodng cic miu trong nudc khong chira RNase va do do hép thy &
260 nm trén may doc dia (SpectraMax190). Ly két qua do 260 nm ciia tat ca cac mau
RNA khéc trir di két qua do do hap thu 260 nm trung binh clia mau tring (chi c6 nude
khéng chira RNase). Pha lodng cic mau RNA dén cac ndng d6 bang nhau trong nuée
khong chtra mase. Tong hop cDNA tir RNA da pha loang bing cach sir dung hé thong
téng hop soi thr nhat (First-Strand Synthesis System) d6i véi RT-PCR (Invitrogen,
#18080-051). Pé thuc hién RT-gPCR, dau tién pha loing cDNA trong nude khong
chira RNase. Két hop 2x Absolute Blue qPCR ROX Mix (Thermo, #AB-4139/A),
doan mdi PGR (Thermo, Hs01556702_m1), va cDNA di pha loang dbi véi mdi phan
ung trong dia PCR (Applied Biosystems, #4309849). Khuéch dai cDNA bing cach u
cac mau trong 2 phat ¢ 50°C tiép theo 1a 15 phut & 95°C trong may luan nhiét (ABI
Prism 7900HT Sequence Detection System). Tiép tuc G & 95°C trong 15 gidy tiép theo
1a 50°C trong 60 gidy trong tong s6 40 chu trinh. Céc chu trinh dugc chuén hoa véi gen
giit nha va dugc sir dung dé tinh toan % trc ché PGR so véi chat dan riéng ré. Phan tich
mdi mAu lap lai hai 1an va st dung cac s6 trung binh dé tinh toan. Tinh ty 1€ phan tram
trc ché dich (PGR) bang cach st dung Excel and XL Fit. |

Céc két qua cua thir nghiém nay ching t6 rang hop chat cua vi du 1 trc ché su
biéu hién ctia PRa (PGR) trong md hinh khéi u ghép khac loai. Ngoai ra, hop chat ciia
vi du 1 @e ché su bidu hién cua PRa (PGR) dén 57% trong mo hinh khéi u ghép khac

loai trong 24 gid véi liéu 30 mg/kg khi dugc dung qua dudng miéng. Céc két qua nay
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chiing t6 su uc ché dang ké va dugc duy tri lién tuc cta hoat tinh dbi khang ERa va

hoat tinh phién ma qua trung gian ERa in vivo trong mo hinh khéi u ghép khéc loai.

Nghién ctru su Gc ché sinh truéng cua khdi u in vivo trong khdi u ghép khac loai
MCEF7 dugc céy & chudt nhit

Muc dich cua thir nghiém trc ché sy sinh truéng ctia khéi u ghép khéc loai sau 1a
d8 do muc do giam vé thé tich khdi u dap tmg vdi viée dung hop chat thir nghiém.

Nhén rong céc té bao ung thu vu cia ngudi MCF7 (ATCC # HTB-22) trong
mdi trudng nudi cdy, thu hoach va tiém 5x10e® t& bao trong dung dich 1:1
HBSS+MATRIGEL™ (200 pL) du6i da 1én hong phai ding sau ctia chudt nhat cai
NOD SCID (22-25 g, Envigo RMS, Inc). Hai mwoi bbn gid trude khi cdy ghép cac té
bao MCF7, ciy ghép céc vién estrogen (0,18 mg/vién, 17 estradiol, giai phong trong
90 ngay, Innovative Research) duéi da. Do mtrc d9 sinh trudng cua khéi u va can ning
co thé hai 1an mdi tudn bt ddu tir ngay thir bay sau khi ciy ghép. Khi kich thude khéi
u dat 250-350 mm?, ngau nhién hoa cdc dong vat va nhom vao trong cac nhoém gbm 5
con. Chudn bi hop chdt thir nghiém trong chit din thich hop (1%
hydroxyetylxenluloza/0,25% TWEEN® 80/0,05% chét chéng tao bot trong nuée tinh
khiét) va ding bang cach ding qua dudng miéng vao da day trong 42 ngdy. Xac dinh
dap ung khéi u bang cach do thé tich khéi u duge thuc hién hai 14n mot tudn trong tién
trinh diéu tri. Liy cin ning co thé 1am thuéc do chung ctia doc tinh bat ctr khi nao thé
tich khdi u duge do.

Khi duogc st dung trong thit nghiém nay, hop chét cia vi du 1 duoc thay 14 co
céc tri s& % delta T/C nhu duge cung cip trong bang 6 dudi day. Cac két qua nay cho
thay rang hop chit cia vi du 1 chimg té do sinh kha dung t6t qua duong miéng & chuot
nhét va hoat tinh khang khéi u hoac murc do thodi trién khéi u dang ké trong mo hinh
ung thu vu cua nguoi ghép khac loai MCF7.

Nghién ctru sy e ché sinh truéng cla khéi u in vivo trong khdi u ghép khac loai

MCF7 dugc cy & chudt nhét

Béang 6
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A s Z. % Delta T/C
uMO hinh khoi Liéu (mg/kg) | Phac do hodc % thodi | Tri s6p
trién
MCF7  (ung
thu va ghép 30 QD -36 <0,001*
khac loai)

Phén tich ddi vai thé tich khéi u duge dua trén Log 10 va cau tric hiép phwong sai
SpatialPower.

*: ¢6 nghia (p<0,05) so v6i ddi chimg chat dan.

% Delta T/C duoc tinh toan khi thé tich khéi u ¢ diém két thiic trong nhém dugc didu
tri 1a & hodc trén thé tich khdi u ¢ thoi diém ban dau. Cong thic 1a 100%(T-To)/(C-Co),
tai d6 T va C la cac thé tich khéi u & diém két thiic trung binh lan lwgt trong nhom
duge didu tri hodc nhém dbi ching. To va Cp 1a cac thé tich khdi u ¢ thoi diém ban dau

trung binh trong cac nhém do.

% Thoai trién dwoc tinh toan khi thé tich & diém két thic & dudi thoi diém ban dau.
Céng thire 1 100*(T-To)/To, tai d6 To 1 thé tich khdi u & thoi diém ban dau trung binh

doi v6i nhom dugce diéu tri.

Trung binh tdng quét cla tit ca cac nhém so véi thoi diém ban dau (ngdu nhién héa) &

ngay 32 duge st dung dé tinh toan % thay ddi ctia T/C.

Thtr nghiém d0 sinh kha dung qua dudng miéng cua chudt cong

Muc dich cua tht nghiém sau la dé ching t6 xem hgp chét thu nghiém c6 sinh
kha dung qua duong miéng hay khong.

Dung hop chit thir nghiém cho chudt cdng Sprague-Dawley IV & 1 mg/kg (bang
cach st dung cac chét dan trong s6 mdi chat sau: 20% CAPTISOL® trong 25 mM dung
dich dém natri phosphat, pH2 s6 heong dii; hodc 25% DMA, 15% EtOH, 10% propylen
glycol, 25% 2-pyrolidon, va 25% nudc tinh khiét) va PO & 10 mg/kg (bang céch sir
dung chét dan 1a 1% hydroxyetyl xenluloza, 0,25% polysorbate 80, 0,05% chét chéng
tao bot 1510-US, va nudc tinh khiét s6 heong dii). Thu gom chudi cac mau méu & 0,08,
0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, va 12 gid sau khi dung liéu d6i véi liéu 16n IV va 6 0,25, 0,5, 1, 2,

4, 8, va 12 gid sau khi dung lidu sau khi ding qua duong miéng. Sau khi xtt 1y bang
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chit 1am déng EDTA, thu huyét twong bang cach ly tAm va dugc bao quan & -70°C cho
dén khi phan tich bang LC-MS/MS. Xéc dinh ndng do hop chat thit nghiém trong
huyét twong va tai 1én vao trong hé thong Watson LIMS™ trong d6 phan tich khong
chia ngan duoc sir dung dé tinh toan dién tich dudi duong cong (Area Under the Curve
- AUC) dbi v6i ca hai nhanh IV va PO. Tinh do sinh kha dung qua dudong miéng (%F)
bang phuong trinh sau,
%F = (4UCpo X Liéur) / (4UCwy X Liéupo) X 100.

Béng céach st dung thir nghiém nay, hop chét ciia vi du 1 thé hién tri s6 %F la
27%. Thir nghiém nay chung to rang hop chéat vi du 1 ¢6 do sinh kha dung qua duong

miéng tot.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Hop chat c6 cong thirc

hodc mudi dugc dung cua no.

2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay c6 cong thirc

3. Duoc phém chira hop chét theo diém 1 hodc 2, hoic mubi dugc dung cua no,

két hop v6éi mot hodc nhiéu ta dugc, chét mang, hodc chét pha lodng dugc dung.

4. Duoc phidm theo diém 3, trong d6 duoc pham nay con chira mot hodc nhiéu chét

tri li¢u bd sung.

5. Phuong phap diéu _ché 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-8-
(triflometyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol bao gébm buéc lam lanh dung
dich chtra (4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl){3-[2-flo-4-
(triflometyl)phenyl]-7-hydroxyquinolin-4-yl}metanon trong 1,4-dioxan dén khoang
5°C, sau d6 bb sung lithi trietylbohydrua.
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6.  Séan phdm cua phwong phap theo diém 5, trong d6 san phim nay la 5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-8-(triflometyl)-5H-[ 1]benzopyrano[4,3-

c]quinolin-2-ol.
7. Duoc phim theo diém 4, trong d6 chét tri litu bo sung la 5-(4-{2-[3-

(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-8-(triflometyl)-5H-[ 1 ]benzopyrano[4,3-

c]quinolin-2-ol.
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