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Linh vue k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché d& cap dén chét chi van thy thé gidng Toll 8 (toll-like receptor 8, TLRS)
m&i, va cu thé 1a dé cap dén: hop chét ¢6 cong thirc (1), chét déng phan ctia né hoic mudi
dugce dung cua n6; duge phém chtra hop chét nay hodc mubi duge dung ctia nd; va su dung
hop chét c6 cong thire (T) hodc mubi duge dung ciia né va dugc phdm nay dé diéu tri hodc

phong ngtra bénh dap Gng véi sy chi van TLRS.

Tinh trang k¥ thuét ciia sang ché

Céc thu thé giéng Toll (Toll-like receptor, TLR) 1& mot nhom phan tir protein quan
trong tham gia vao tinh mién dich khong dic hiéu (tinh mién dich bAm sinh), va con la ciu
ndi lién két tinh mién dich khong dic hiéu va tinh mién dich ddc hiéu. TLR 1a céc protein
khong x1ic tic xuyén mang don duoc biéu hién chu yéu trong mat loat cac té bao mién dich
nhu céc té bao dudi gai, cac dai thuc bao, cic bach cAu don nhan, cac té bao T, céc té bao
B, va céc té bao NK. TLR c¢6 kha ning nhan biét cac phan tir c6 céc cu tric duge bao toan
¢6 ngudn gde tlr cac vi sinh vat. Ching ¢6 thd nhan biét cac vi sinh vét va hoat hoa co thé
dé tao ra cac phan tng cua té bao mién dich khi cac vi sinh vat pha v& cac hang rao vat ly
clia co thé, nhu da va niém mac. Vi du, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 va TLR6 chu yéu nhan
biét cac kich thich ngoai bao nhu lipopolysacarit, lipopeptit, va flagellin ctia vi khudn, trong
khi TLR3, TLR7, TLR8 va TLR9 hoat dong trong cac ndi thé t& bao, nhur lién két véi céc
phéi tr ciia chiing sau khi thyce bao va hoa tan vo boc va nhan biét céc axit nucleic cua cac
vi sinh vat.

Trong sd cac loai khac nhau ciia TLR, TLR8 ¢6 cac chirc nang khac thuong: TLR8
duoc biéu hién chi yéu trong céc bach ciu don nhan, cic dai thuc bao, va céc té bao dudi
gai cua tuy. Con dudng truyén tin hi€u cua TLR8 co6 thé dugc hoat hoa boi cac ARN soi
don cta vi khudn, cac chét chil van phan t nho, va cac microARN. Su hoat héa TLRS dan
dén sy san sinh cac xytokin phan cyc Thl nhu IL-12, IL-18, TNF-o0. va IFN-y, va cac yéu
t§ ddng kich thich khéc nhau nhu CD80 va CD86. Céc xytokin ndy c6 thé hoat hoa va
khuéch dai cac phan g mién dich bim sinh va thich tng va tao ra ché do didu tri c6 loi
d6i véi cac bénh lién quan dén su khang virut, chéng nhiém trung, tw mién dich, khdi u, va
tuong tw. Vi du, déi v6i bénh viém gan B, sy hoat héa TLRS déi véi cac té bao trinh dién

khang nguyén va cac té bao mién dich khéc trong gan c6 thé hoat hoa cic xytokin nhu IL-
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12, dén luot minh chuing hoat hda cac té bao T dic hiéu va cac té bao NK ma bi can kiét
b6i virut, nhd d6 khoi phuc tinh mién dich khéng virut trong gan.

Chét cha van TLR8 chon loc VTX-2337 cta VentiRX Pharmaceuticals dugc s dung
lan ddu tién trong 1Am sang dé danh gid cac khdi u khéc nhau, va ché do str dung ciia VTX-
2337 1a tiém duéi da. Gilead Sciences thong bao chat chi van TLR8 dung qua dudng miéng
dé diéu tri bénh viém gan B man tinh, chét nay hién dang & giai doan 1am sang II. Tuy

nhién, cau tric cia n6 van chua dugc bdc 10.

VTX-2337

Mot loat cac chit chi van TLR8 dugc thong bao trong WO2016141092 cua Gilead
Sciences, nhu cong thirc 1 c6 ACs bang 0,02uM trong viéc chu van TLR8 dé gay ra su san
sinh xytokin dic hiéu IL-12p40 (dit liéu dugc vién dan tir bang 1 ctia W02016141092),
trong d6 ACso 1a ndng dd cia hop chét twong Gng véi tdc dung chu véan nira t61 da. Trong
W02016141092, céc hop chit chira cac di vong nito ¢6 ndm canh ciing dugc thong bao,
nhu cong thirc 2 va céng thie 3. Tuy nhién, cong thirc 2 va cong thire 3 ¢6 hoat tinh yéu
trong viéc chu van TLRS8 dé gay ra su san sinh xytokin ddc hiéu IL-12p40, véi ACso lan
luot bang 21,5uM va 3,4uM (dit liéu duoc vién dan tir bang 1 ctia W02016141092). Cong
thae 1, cong thire 2 va cong thuc 3 lan luot 13 cac vi du 61, 55 va 56 dugc bdc 19 trong

W02016141092.

N N N
NHN \g/ NHNHr\}J NI_‘N"'r\}\N/>
Z | SN = | ~N z | ~N
X N//kNHz X N/)\NHZ X N//kNHz
Cong thure 1 Cong thirc 2 Cong thuc 3

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Sang ché dé xuét hop chét c6 cong thie (1), chét dong phan ctia n6 hodc mudi duoc

dung cta no,



trong do,

nguyén tir cacbon c6 dAu "*" ¢6 thé 1a nguyén tir cacbon khong d6i xtng c6 mit &
dang chét ddng phan déi anh (R) hodc (S) don hoic & dang dugc lam gidu mot chat dong
phan dbi anh;

X dugc chon tir nhém bao gém N va CH;

R: dugce chon tir nhom bao gém H, F, Cl, Br, I, CN, Ci alkyl, Cs xycloalkyl, -
N(R2)(Ro) va -O(Ro), nhém Ci.6 alkyl va Ca- xycloalkyl nay tlly y dugc thé bang 1, 2 hode
3 nhom Ry;

R, 14 Ci.6 alkyl, nhém Ci6 alkyl nay tiy y dugc thé bang 1, 2 hodc 3 nhom Re;

mdi nhom Ra, Ry, Re, Ra va Re ddc 18p dugce chon tir nhom bao gém H, F, Cl, Br, 1,

__< \ ’,’\N/ \ —/
OH, CN, NH,, CHs, - ™, -7, , -ON, O, HN—, H . HN— va

5

\

' __< . \ //\N/ \ J
]>, nhém CHs, -\, -7, , O, O HN— H , HN— va

b >

\
\

> nay tiy ¥ dugc thé bang 1, 2 hodc 3 nhém R; va
mdi nhom R ddc 14p duge chon tir nhém bao gém F, Cl, Br, I, OH, CN, NH», CH3,
F F
e L

/'\’ /'\/, <’ O ,'O\/’

>

\ \\ OH H\N
SN \ \ F
<ONT N— -- < _>'
H | HNJ, /o \> va F
Séang ché dé xuét hop chét c6 cong thie (1), chat ddng phan ctia né hodc mudi duoc

dung cua nd,
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trong do,

X dugc chon tir nhém bao gém N va CH;

R duogc chon tir nhém bao gém H, F, Cl, Br, I, CN, Ci alkyl, Cs.6 xycloalkyl, -
N(R2)(Rp) va -O(R¢), nhém Ci6 alkyl va Cs6 xycloalkyl nay tuy y duoc thé bang 1, 2 hoic
3 nhém Ry;

R» 14 C1.6 alkyl, nhom Ci.6 alkyl nay tily y dugc thé bang 1, 2 hodc 3 nhém Re;

mdi nhom Ra, Re, Re, Ra va Re doc 1ap duge chon tir nhém bao gém H, F, Cl, Br, I,

__< \ /”\N/ \ —/
OH, CN, NH, CHz, --™, -~ ™", , -ON, O, HN—, H . HN va

b

\

\ e e \
\ - N \
O, HN—, H , HN— va

D, nhém CH3’ ///\, //’\/, <) /’O\

\

b

I> nay tiy ¥ duoc thé bang 1, 2 hodc 3 nhém R; va
mdi nhém R doc 1ap dugce chon tir nhom bao gém F, Cl, Br, I, OH, CN, NH;,, CH3,

F
< S <
SN, N L O, O, R, R, R, o F HN—

b b b b 3 b

\ \ OH HN
A NNTd \ \N_ _ _< ‘>7F
N HN'—‘/ , / D va F .

3 b 5

Theo mot $6 phuong 4n cua sang ché, mdi nhom Ra, Ry, Re, Ra va Re doc 1ap duoc
chon tir nhom bao gdm H, F, CL, Br, I, OH, CN, NI, CHs, --™~, -, < O,

F \ \
F . N I N N N
O~ ~’J<F, ”J\F NF, R < HN— N , i N >

OH HN
- Nr
va F .
Theo mot s& phuong an cta sang ché, R1 dwgc chon tir nhém bao gdbm H, F, Cl, B, I,

CN, CHs, -~ ™, -~ N7, "<, xyclopentyl, xyclobutyl, -O~, -~ NH,, HN—

\\ \N____ __<
HN—/ va / ,nhém CHsz, -7, -7, , Xyclopentyl va xyclobutyl nay tuy y
duoc thé bing 1, 2 hodc 3 nhém Rq.

Theo mot ) phuong &n cua sang ché, R; dugc chon tir nhoém bao gém H, F, Cl, Br, I,
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CHzva -~

Theo mdt sb phuong &n cua sang ché, Ry dugce chon tir nhém bao gém N
NN VA SN nhém o TN, NN va -7 nay tly y duge
thé bang 1, 2 hodc 3 nhom Re.

Theo mot s6 phuong 4n clia sang ché, Ry la -~ >\,

Sang ché con dé xuét hop chét c6 cong thirc dudi day, chét d6ng phan clia né hoic

muodi dugc dung cua no,

= I NN
N N//LNHZ

Theo mot s6 phuong 4n, sing ché dé xuat hgp chat, chat dong phan ctia n6 hogc mudi

duoc dung cta no, dugce chon tir

= | SN
N N//I\NHZ

Theo mdt $6 phuong 4n cua sang ché, mdi nhém Ra, Re, Re, Ra va Re doc 1ap duoc

chon tir nhém bao gdm H, F, CL Br, I, OH, CN, NHy, CHs, -, -~ ", < O,
F F \ \

F
F o N NN \ N
O~ /J<F, "J\F NE, R < HN—, N , H\N—/’ N >

b 3 > 5 5

OH HN
- < —>—F
va F

Theo mdt sb phuong an cta sang ché, R duoc chon tir nhém bao gém H, F, Cl, Br, I,

; cac bién so con lai 1a nhu dugc xac dinh & trén.

\

CN, CHs, -, -7, "<, xyclopentyl, xyclobutyl, --O~, --O~~, NH,, HN—

b

\\ \N__ __<
HN—/ va / ,nhém CHs, -7, -~ 7, , Xyclopentyl va xyclobutyl nay tuy y
dugc thé bang 1, 2 hodc 3 nhém Rq.

Theo mdt s6 phuong 4n cua sang ché, Ry dugc chon tir nhom bao gém H,F, CL, Br, I,
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CH; va -~ c4c bién sb con lai 1a nhu duge xac dinh & trén.

Theo mot sb phuong 4n cla sang ché, Ry duoc chon tir nhém bao gom -~ >,
SN VA NN nhdm TN, NN va TN nay ty y duge
thé bang 1, 2 hodc 3 nhom Re; cac bién sd con lai 1a nhu duoc xac dinh & trén.

Theo mdt sb phuong 4n cua sang ché, Ry 1a -~ > cac bién s con lai 1a nhu
dugc xac dinh ¢ trén.

Mot s6 phwong 4n khéc clia sang ché c6 thé thu dugc bang cach t6 hop tiy ¥ cac bién
s6 néu trén.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuét dugc phém chira hop chét, chét déng phan
cua nd hodc mudi dugc dung cua n6 dugce boc 1 & day. Theo mot sb phuong an, dugc
phém dugce bdc 10 & day con bao gém ta duoc duoc dung.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét phuong phip chi van TLRS, bao gbm
viéc cho dbi tugng can diéu tri (tét hon 1a nguoi) st dung luong hitu hiéu diéu tri cta hop
chét, chét déng phén cua no, mudi duoc dung ctia n6, hodc duge phém cua no duogc bdc 10
o day.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phap diéu tri hodc phong ngira
bénh dap ung véi sy chi van TLRS, bao gém viéc cho dbi tuong cAn diéu tri (tét hon la
nguoi) st dung luong hitu hi€u diéu tri ciia hop chét, chét dong phan cta no, mudi duoc
dung ctia n6, hodc dugc phém cua no dugc boc 16 ¢ day.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuét viéc st dung hop chét, chit déng phan
ctia n6, mudi duge dung cia nd, hoac dugc phém cua nd duoc boc 1o & day dé san xuét
thudc dé diéu tri hodc phong nglra bénh dap ung v6i su chit van TLRS.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét viéc st dung hop chét, chét déng phéan
cua no, mudi duoc dung cta nd, hodc dugc phém cua no duoc boc 10 & day dé diéu tri hoac
phong nglra bénh dap tng voi su chi van TLRS.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé xuét hop chit, chét ddng phéan clia noé, mudi
duoc dung ctia no, hodc dugc phém cua no dugc bdc 10 & day dung dé diéu tri hodc phong
ngtra bénh dap ing v6i su chi van TLRS.

Theo mdt sb phuong 4n cia sang ché, bénh dap ing voi sy chu van TLRS 1a bénh
nhiém virut.

Theo mot s6 phuong 4n ciia sang ché, bénh nhiém virut 1a bénh nhiém virut gy bénh

viém gan B (hepatitis B, virus HBV).
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Hiéu qua cua sang ché

Hop chét dugc boc 10 & day c6 hoat tinh chu vén déng ké dbi vi TLRS. Hop chat
duoc boc 16 & day ¢6 hoat tinh chii von mong mudn va tinh chon loc ddc higu ddi véi TLRS.
Hop chit dugc boc 16 & ddy c6 hoat tinh mong muén d6i véi viéc cam tng cac xytokin dac
hiéu cta con dudng TLRS (IL-12p40, IFN-y). Nghién ctru dugc dong hoc & chudt nhit cho
thy rang hop chat dugc boc 16 & day c6 do sinh kha dung qua dudng miéng va sy tiép xtic
v6i duge chit vira phai, va do d6 viéc st dung qua dudng miéng la kha thi. Chat chi van
TLRS 14 mét chét diéu bién mién dich, va su tiép xtc qui mic ciia né ¢6 thé dan t6i sy
hoat hoéa mién dich qua muc cta co thé, dan dén céc tac dung phu khong thé doan trude.
M0 ta chi tiét sang ché
Cac dinh nghia

Néu khong dugc chi rd theo cach khac, cac thuat ngit va cum tir sau day dugc su dung
& day duoc du dinh c6 cic nghia sau ddy. Thuat ngit hodc cum tur cu thé, néu khong duoc
dinh nghia cu thé theo cach khac, khong dugc cho la khong chic chin hoic khong r0 rang,
ma duoc hiéu theo nghia thong thuong ctia n6. Khi néi dén nhan hidu hang hoa, du dinh la
n6i t6i san phdm thuong mai twong tng cta n6 hodc thanh phan hoat tinh cta no.

Thuét ngt "dwogc dung" duge st dung & day d6i voi cac hop chét, nguyén lidu, ché
pham, va/hogc dang lidu ma, trong pham vi cua quyét dinh y té hop ly, 1a thich hop dé sur
dung tiép xtc véi cdc mo clia ngudi va dong vat ma khong ¢ doc tinh, tinh kich ing, phan
ing di tng qué muc, hodc cac vAn dé hodc céc bién chimg khac, va tuong xtng voi ty sd
loi ich/ridi ro hop ly.

Thuat ngit "mudi duoc dung" dé chi mubi cua hop chét dugc boc 10 & day, mubi nay
dugc didu ché tir hop chit c6 cac nhom thé cu thé duge boe 10 & day va axit hogc bazo
tuong déi khong doc. Khi hop chét duge boc 16 & ddy chira nhom chire twong dbi axit,
mudi cong bazo c6 thé thu dugc bang cach cho dang trung tinh ciia hop chét nay tiép xuc
v6i luong du cta bazo trong dung dich tinh khiét hodc dung mai tro thich hgp. Khi hop
chit duoc boc 10 & ddy chira nhém chire tuong d6i bazo, mubi cOng axit co thé thu duoc
bang cach cho dang trung tinh cua hop chét nay tiép xuc v6i lugng du cla axit trong dung
dich tinh khiét hoac dung méi tro thich hgp. Cac vi du vé mudi cdng axit dugc dung bao
gdm cac mudi axit vd co hodc cac mubi axit hitu co.

Cac mubi duoc dung dugc bdc 10 & day co thé duoc téng hop tu hop chét géc co

nhém axit hodc bazo bang cac phuong phép hoa hoc thong thuong. Noi chung, mudi nay
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c6 thé duogc diéu ché bang cach cho hop chit ¢ dang axit hodc bazo tu do phan tng véi
luong theo hé s6 ty luong ciia bazo hodc axit thich hop trong nudc hodc dung méi hiru co
hodc hdn hop ciia hai chat nay.

Céc thuat ngit "ty y" hodc "theo céach tuy y" c6 nghia 1a su kién hodc tinh huéng
dugc mo ta sau do c6 thé, nhung khong nhat thiét, xay ra. Phan mo ta bao gdm cac truong
hop trong d6 sy kién hodc tinh hubng nay xay ra va cic truong hop trong d6 né khong xay
ra. Vi du, néu etyl thy y duoc thé bang halogen, didu nay c6 nghia 1a etyl c6 thé 1a khong
duge thé (CH,CHs), dugc thé mot lan (vi du, CHyCH2F), duge thé nhiéu lan (vi dy,
CHFCH,F, CH,CHF, va tuong tu) hodc dugc thé hoan toan (CF2CF3). Nguoi ¢6 hiéu biét
trong linh vuc nay can hiéu rang ddi v6i cac nhém bét ky bao gdm mot hogc nhiéu nhém
thé, su thé hodc kiéu thé bat ky ma khong thé tdn tai hodc khong thé dugc tbng hop vé mit
khong gian khong dugc dua vao. Nguoi ¢ hiéu biét trong linh vuc nay can hiéu rang khi
mot nhém dugc thé bing nhidu nhém thé, s§ luong nhém thé c6 thé 12 2, 3, 4, 5 hodc nhicu
hon, tbi da 1a tAt ca céac vi trf ma su thé c6 thé xay ra dugc thé. Vi du, khi etyl dugc thé
bang nhidu nguyén t F, s6 lugng nguyén ti F ¢6 thé 12 2, 3, 4 hoic 5.

"Cma" duoc st dung & diy c6 nghia la nhom nay c6 mot sb6 nguyén cac nguyén ttr
cacbon trong khoang dugc néu. Vi dy, "Ci¢" c6 nghia 1a nhom nay co thé ¢6 1 nguyén tir
cacbon, 2 nguyén tir cacbon, 3 nguyén ti cacbon, 4 nguyén tir cacbon, 5 nguyén tir cacbon
hodc 6 nguyén tir cacbon.

Céc hop chit dugc boc 16 & dy co thé c6 dang déng phan lap thé hodc di hinh cu thé.
T4t ca cac hop chét nay dugc du dinh & day, bao gdm chét ddng phan cis va trans, chét
ddng phan dbi anh (-) va (+), cht ddng phan dbi anh (R) va (S), chét ddng phan khong doi
quang, chét ddng phan (D), chét dong phan (L), va céc hdn hop raxemic va cic hdn hop
khéc cta n6, nhu hdn hop duge lam giau chét ddng phan dbi anh hogc chét déng phan
khong ddi quang, tat ca cac chit nay dugc bao gdm trong pham vi cua sang ché. Cac nhém
thé nhu alkyl c6 thé c6 nguyén tir cacbon khong d6i xtmg bd sung. T4t ca cac chét dong
phan nay va cac hdn hgp cta chung duoc bao gbm trong pham vi clia sing ché.

Néu khong dugc chi rd theo cach khac, thudt ngir "chét déng phan dbi anh" hodc "chét
d6ng phén di ciu quang hoc" dé chi cac chét ddng phan 1ap thé 1a cac anh guong ctia nhau.

Néu khong dugc chi rd theo cach khac, thudt ngir "chét ddng phan cis-trans" hodc
"chét ddng phan di hinh" do lién két don ctia nguyén tir cacbon cilia vong hodc lién két doi

khong thé quay tu do.
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Néu khong dugce chi 1o theo cach khac, thuat ngit "chit dong phan khong d6i quang"
dé chi cac chét ddng phan 1ap thé trong d6 mdi phan tr ¢ hai hogc nhidu tdm khong doi
xtmg va khong 1a cac anh guong cua nhau.

Néu khong duge chi rd theo cach khac, "(D)" hodc "(+)" 1a viét tit ctia quay phai,
"(L)" hodc "'(4)'" 1a viét tat cia quay trai, va "(DL)" hodc "(+)" 1a viét tit clia raxemic hoéa.

Néu khong duge chi 1o theo cach khac, cAu hinh tuyét ddi ctia nguyén t cacbon
khong d6i ximg dugc bidu din bang lién két nét ddm hinh ném ( ~*) va lién két nét dut
hinh ném ("), va cdu hinh tuong dbi cua nguyén tir cacbon khong d6i xtmg dugc biéu
di®n bang lién két nét dam thang (~) va lién két nét dut thang (). Duong luon séng
( ") bidu dién lién két nét dam hinh ném ( ~*) hogc lién két nét dat hinh ném (), hodc

dudng luon song () bidu dién lien két nét dam thing () va lién két nét dit thang

Céc hogp chét duoc boc 10 & dy co thé c6 mit ¢ dang cu thé. Néu khéhg duoc chi rd
theo cach khac, thuat ngit "tautome" hodc "dang tautome" c6 nghia la cac chét ddng phan
nhom chirc khac nhau & trang thai can bang dong & nhiét do trong phong va co thé bién dbi
1an nhau nhanh choéng. Néu céc tautome 1a ¢6 thé ¢ (vi du, trong dung dich), sy can béng
hda hoc cua cac tautome nay cd thé dat dugc. Vi du, tautome proton, con duoc goi la
tautome hudng proton, bao gbm su chuyén hoéa 1an nhau bang cach chuyén proton, nhu
dong phan héa keto-enol va ddng phan héa imin-enamin. Chét déng phan hoa tri bao gdm
su chuyén hoa 14n nhau béng cach tai tb hop mat s6 electron lién két. Vi du cu thé vé su
tautome hoa keto-enol 12 su chuyén hoa 1an nhau gitta cac tautome pentan-2,4-dion va 4-
hydroxypent-3-en-2-on.

Thuét ngit "chat ddng phan" duge mo ta & day bao gbm cac chét ddng phan lap thé,
céc chét ddng phan cis-trans, va céc tautome.

Néu khong duge chi rd theo cach khac, thuat ngit "duoc lam giau mot chét dong
phan", "duge lam giau chét ddng phan", "duge 1am gidu mot chat dong phan doi anh", hoge
"duoc 1am giau chit dong phéan d6i anh" c6 nghia 1a ham lugng cua mot trong s§ céc chat
ddng phan hoic cac chét ddng phan d6i anh nay la nhé hon 100% va 16n hon hogc bang
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,6%, 99,7%, 99,8%, hodc
99,9%.

Néu khong dugc chi 18 theo cach khac, thuat ngit "luong du chit ddng phan" hodc

"lugng du chit ddng phan d6i anh" dé chi hidu sb giita cac ty 18 phan tram tuong dbi coa
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hai chit dong phan hoic chét ddng phén dbi anh. Vi dy, néu ham lugng ctia mot chit dong
phan hogc chit ddng phan dbi anh 1a 90% va ham luong cta chét ddng phén hogc chat
ddng phan ddi anh con lai 1a 10%, lugng du chat ddng phan hodc chat dong phan d6i anh
(chi s6 ee) 12 80%.

Céc chét dong phan quay quang (R) va (S), hodc cac chét ddng phan D va L ¢6 thé
duoc diéu ché bang cach tong hop khong d6i xtmg hodc cac chét phan ing khong d6i xtng
hodc céc k¥ thuat thong thuong khac. Néu mot loai chit ddng phan dbi anh ctia hop chat
nhét dinh duoc boc 16 & day can thu duoc, cht dong phan dbi anh tinh khiét mong mudn
¢6 thé duge diéu ché bang cach tong hop khong dbi xtmg hoic tao dan xuit bang cach st
dung chét phu trg khong dbi xtmg, trong d6 hdn hop chét ddng phan khong ddi quang tao
ra dugc tach va nhém phu trg dugce phan cat. Theo cach khac, khi phan tir chita nhém chtre
bazo (nhu amino) hodc nhoém chire axit (nhu carboxyl), hop chat nay phan Gng véi axit
hodc bazo quay quang thich hop @8 tao thanh mubi cua chit dong phan khong d6i quang,
sau d6, chit nay dugc phan giai chit ddng phan khong dbi quang bang cac phuong phap
thong thuong trong linh vuc nay @8 thu duoc chit ddng phan ddi anh tinh khiét. Ngoai ra,
chit ddng phan d6i anh va chit ddng phan khong dbi quang thudng dugc tach bang cach
sic ky stir dung pha tinh khong ddi xtmg, ty ¥ két hop véi tao dan xuét hoa hoc (vi du,
carbamat dugc tao ra tir amin).

Hop chét dugc boc 16 & day co thé chira ty 18 khong c6 trong tw nhién cia ddng vi
nguyén t& & mot hodc nhiéu nguyén i tao thanh hop chit. Vi du, hop chét c6 thé duoc
danh déu bing ddng vi phong xa, nhu triti CH), iot-125 (2I), hogc C-14 (**C). Theo mot
vi du khac, hydro ¢6 thé dugc thé bing doteri dé tao thanh dugc chat duge doteri hoa, va
lién két dugc tao boi doteri va cacbon 1a bén viing hon so v6i lién két dugce tao bai hydro
va cacbon thong thuong. So véi duoc chat khéng dugc doteri hoa, dugc chét duoc doteri
héa ¢6 wu diém 1a tac dung phu gay doc giam, do 4n dinh tang, hiéu qua tang, thoi gian
ban huy sinh hoc kéo dai va tuong tu. Tt ca cac bién thé ddng vi ciia hop chit duge mo ta
& day, bat ké 1a c6 hoat tinh phéng xa hay khong, dugc bao gbm trong pham vi clia sang
ché. "Tuy y" hodc "theo cach tuy ¥" c6 nghia 12 su kién hodc tinh hubng duoc mb ta sau
d6 c6 thé, nhung khong nhit thiét, xay ra, va phén mb ta bao gdm céc truong hop trong do
su kién hodc tinh hudng nay xay ra va céc trudng hop trong d6 n6 khong xay ra.

Thuat nglt "dugc thé" c6 nghia 12 mot hodc nhiéu nguyén tir hydro trén nguyén t cu

thé dugc thé bing (cac) nhém thé chung ¢6 thé bao gdm céc bién thé doteri va hydro, mién
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12 hoa tri ctia nguyén tit cu thé 13 binh thuong va hop chét duoc thé 1a 6n dinh. Khi nhom
thé 1a oxy (tiac 13, =0), diéu nay c6 nghia I hai nguyén t hydro duoc thé. Su thé bang oxy
khong xay ra trén cac nhom thom. Thuét ngit "dugc thé tuy y" c6 nghia 1a mdt nguyén tir
c¢6 thé duoc thé hodc khong dugc thé bang nhom thé. Néu khong duoc chi rd theo cach
khéc, loai va sb lugng nhom thé c6 thé 1a tuy y mién la c6 thé dat dugc vé mit hoa hoc.

Khi bién s bat ky (vi du, R) xuét hién nhidu hon mot 1an trong cAu tao hodc ciu tric
cua hop chét, dinh nghia ctua bién sb nay trong mdi truomg hop 1a doc 14p. Do do, vi du,
néu mot nhém duge thé bang 0 dén 2 nhém R, nhém nay c6 thé duoc thé tuy ¥ bang nhiéu
nhét hai nhém R, va dinh nghia ciia R trong mdi trudng hop 1a doc 1ap. Ngoai ra, td hop
clia nthom thé va/hodc bién thé ciia né 1a duge phép chi khi t6 hop nay c6 thé tao ra hop
chét 6n dinh.

Néu khong dugc chi & theo céch khac, thudt ngit "Cis alkyl" dé chi nhom
hydrocacbon no mach thang hodc mach nhanh chua 1 dén 6 nguyén tir cacbon. Nhém Cis
alkyl nay bao gdm Ci, C1.3, C12, Ca6, Ca, Cs, Cs alkyl va tuwong tr; nhém nay 6 thé 1a
nhém hoa tri mot (vi du, metyl), hoa tri hai (vi du, metylen) hodc da hoa tri (vi du, metenyl).
Céc vi du v& C1. alkyl bao gdbm, nhung khong chi gidi han 6, metyl (Me), etyl (Et), propyl
(bao gdm n-propyl va isopropyl), butyl (bao gdm n-butyl, isobutyl, s-butyl, va ¢-butyl),
pentyl (bao gdm n-pentyl, isopentyl, va neopentyl), hexyl, va tuong tu.

Néu khong duoc chi rd theo cach khac, "Cs.¢ xycloalkyl" dé chi nhém hydrocacbon
vong no bao gébm 3 dén 6 nguyén tir cacbon, bao gdm céc hé vong c6 mot vong va hai
vong. Nhom Cs. xycloalkyl nay bao gbm C;.5 xycloalkyl, Cs.s xycloalkyl, Cs.¢ xycloalkyl
va twong tu, va c6 thé 1a nhém hoa tri mot, hoa tri hai hoge da hoa tri. Cac vi du vé Cs-
xycloalkyl bao gdbm, nhung khong chi gi¢i han &, xyclopropyl, xyclobutyl, xyclopentyl,
xyclohexyl va tuong tu.

Thuat nglt "dugc pham" dé chi hdn hop bao gdm mot hodc nhiéu hop chit hodc mubi
duogc dung cta né dugce boc 19 ¢ day va td duge duge dung. Duge phém nay duogc du dinh
dé tao thuén 1oi cho viéc stt dung hop chét cho thuc thé hiru co.

Thuat ngit "céc ta dugc dugc dung" dé chi cac chit khong co tac dung kich tng déng
ké dbi véi thuc thé hitu co va khong lam giam hoat tinh sinh hoc va cac dc tinh cta hoat
chat. Cac ta duoc thich hop 1a da biét rd di v6i ngudi c6 hiéu biét trong linh vyre nay, nhu
hydratcacbon, sap, polyme tan trong nuéc va/hodc co thé trwong trong nuéc, chét wa nuéc

hoic ky nudce, gelatin, dau, dung moi, va nude.
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Thuét ngit "diéu tri" c6 nghia 1a st dung hop chét hodc ché phidm dugc mo ta & day
dé ci thién hodic loai bo bénh hodc mét hodc nhiéu tridu ching lién quan dén bénh nay, va
bao gom:

(i) uc ché bénh hodc tinh trang bénh, tic 12 lam ngimg su phat trién cta nd; va

(ii) lam gidm nhe bénh hodc tinh trang bénh, tirc 1a lam thoai trién bénh.

Thuat ngit "luong hitu hiéu didu tri" dé chi luong cta hop chét duge boc 16 & day dé
(i) didu tri bénh, tinh trang, hodc rdi loan cu thé, hodc (i) lam gidm nhe, céi thién, hodc
loai trir mot hodc nhiéu triéu chimg ctia bénh, tinh trang, hodc 61 loan cu thé. Luong cua
hop chét duge boc 16 & day tao thanh "luong hiru hi¢u diéu tri" thay dbi phu thudc vao hop
chét, tinh trang bénh va mrc dd ndng cia no, ché do su dung, va tudi cta dong vat c6 vu
cAn didu tri, nhung ¢6 thé duge xéc dinh theo cach thong thudng boi ngudi c6 hiéu biét
trong linh vuc nay theo su hiéu biét cia ho va ban mo ta nay.

Thuat ngit "phong ngira" ¢6 nghia la st dung hop chét hodc ché phim dugc md ta &
day aé phong ngtra bénh hodc mdt hodc nhiéu triéu chung lién quan dén bénh nay, va bao
gdm: phong ngira sy xuét hién cta bénh hoic tinh trang bénh & dong vat c6 vu, cu thé 1a
khi dong vat c6 vl nay c6 kha nang mic tinh trang bénh nhung van chua dugc chén doan
la co tinh trang nay.

Céc chit viét tit sau day dugc st dung trong sang ché:

P/C Chét xuc tac Pd/C, chira 10% trong
lugng paladi
DCM Diclometan
THF Tetrahydrofuran
Boc Tert-butylo>fycar.b0ny1, nhém bao
v¢ amin
Cbz Benzyloxycarb-onyl, nhém béo v¢
amin
DMF N,N-dimetylformamit
TFA Axit trifloaxetic
PE Ete ddu md
DMSO Dimetyl sulfoxit
EtOH Etanol
MeOH Metanol
HOAc¢ Axit axetic
Trt Triphenylmetyl

12
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Cbz(Cl Benzyl cloformat
DIPEA Diisopropyletylamin
. Bot silicagel qua rdy 100-200, dung cho
Si0, A
sdc ky cot
psi Pao luc/ inso vudng, don vi do ap suét

Séc ky chat long tinh ning cao diéu ché
HPLC (preparative high performance liquid
p chromatography) d¢ tinh ché cac hop
chat

Cac dung moi dugc st dung & ddy 1a c6 ban trén thi truong va khong cén tinh ché
thém. Phan Gmg thudng dugc thuc hién trong dung méi khan dudi moi truong nito. Dir lidu
cong hudng tir hat nhan proton dugc ghi trén phd ké Bruker Avance 111 400 (400 MHz) va
d6 dich chuyén hoa hoc duge ghi dudi dang ppm xudi truong so véi tetrametylsilan. Phd
khéi dugc xac dinh trén Agilent 1200 series plus 6110 (&1956A). LC/MS hodc Shimadzu
MS bao gdm DAD: SPD-M20A (LC) va b phat hién Shimadzu Micromass 2020. Phb
khdi ké duoc ldp ngudn ion phun electron (electrospray ionsource, ESI) hoat dong theo ché
d6 duong hodc am.

Hé théng Shimadzu LC20AB lép v6i bo phan ldy mau ty dong Shimadzu SIL-20A
va bo phat hién Shimadzu DAD: SPD-M20A dugc st dung dé phan tich sic ky chét long
tinh ndng cao bang cot sic ky Xtimate C18 (chét nap 3m, dic tinh k¥ thuét: 2,1 x 300mm).

Vi du thue hién sang ché

Sang ché duge mé ta chi tit dudi day bing cac vi du. Tuy nhién, diéu nay khong co
nghia la lam gi6i han pham vi cla sang ché theo cach bt loi. Mic di sang ché da dugc mo
ta chi tiét & day va cac vi du cu thé cling da dugc bdc 19, sé& trd nén 10 rang dbi vai nguoi
¢6 hiéu biét trong linh vuc nay 1a cac thay d8i va cai bién khac nhau c6 thé dugc thuc hién
d6i véi cac phuong an cu thé ma khong di chéch khoi tinh than va pham vi clia sang ché.

Vidul

N
H I N
N N
H
~
N N/kNHz

Didu ché hop chét trung gian 1-10:
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Budc A: hop chit 1-1 (50g, 412,54mmol) va tetraetyl titanat (94,10g, 412,54mmol,
85,55ml) duoc hoa tan trong THF (500ml) & 20-30°C, va dung dich nay dugc b sung 2-
hexanon (41,32g, 412,54mmol, 51,01ml). Hoén hgp phan Ung dugc lam Am t6i 65°C va
khudy trong 48 gid, va hdn hgp phén tng tao ra duge st dung ngay trong bude tiép theo.

Bude B: hdn hop phan (mg trong bude A dugc 1am ngudi téi nhiét do trong phong,
bd sung THF (1000ml), sau d6 b sung alyl bromua (196,33g, 1,62mol), va bd sung cham
bot kém (53,06g, 811,43mmol) theo nhidu phin. Hdn hop phan tng duoc khudy & nhiét do
nam trong khoang tir 20 dén 30°C trong 12 gid dudi mdi trudng nito. Hon hop phan g
duoc loc béng diatomit, va nudc loc dugc bd sung nudc mubi bdo hoa (100ml), khuéy, va
loc bang diatomit. Nudce loc tao ra dugc lam kho bang thiét bi lam bay hoi kiéu quay. Phan
can dugc hoa tan trong etyl axetat (100ml). Pha hitu co tach ra duge rira bang nuéc mudi
bdo hoa (300ml x 1), [am khd bang natri sulfat khan, loc va c¢6 du6i ap sudt giam dé tao ra
san pham tho. San phdm tho nay dugc tinh ché bang cach sic ky cot (SiO2, PE/EtOAc =
15/1 dén 5/1) dé thu dwgc hop chit 1-3. "H NMR (400MHz, CDCls) § 5,96 - 5,75 (m, 1H),
5,23 - 5,08 (m, 2H), 3,20 (s, 1H), 2,39 - 2,20 (m, 2H), 1,74 (br s, 1H), 1,56 - 1,42 (m, 2H),
1,40 - 1,15 (m, 14H), 0,96 - 0,86 (m, 3H).

Budc C: hop chit 1-3 (15g, 61,12mmol) dugc hoa tan trong metanol (150ml), va dung
dich nay dugc lam lanh t61 0°C va bd sung cham dung dich dioxan chira axit clohydric
(4M, 91,68ml) & 0-20°C. Hon hop phén tmg duoc khudy ¢ 25°C trong 2 gio. Hon hop phan
g nay dugc cd ngay dudi ap sut giam dé tao ra hop chét 1-4.

Budce D: hop chét 1-4 (hydroclorua, 13g, 73,15mmol) va natri bicarbonat (55,31g,
658,36mmol) duoc hoa tan trong dioxan (90ml) va H,O (60ml), va dung dich nay duoc
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lam lanh téi 0°C va sau do bd sung nhé giot chdm CbzCl (74,87g, 438,91mmol, 62,40ml).
Hon hop phan tmg dugce lam 4m t&i 20-30°C, khudy trong 2 gid, va chiét bing etyl axetat
(100ml x 2). Céc pha hitu co dugc két hop, rira bang nuéc mubi bao hoa (150ml x 1), lam
kho bang natri sulfat khan, loc va c6 dudi ap sut giam dé tao ra san pham tho. San phim
tho nay duoc tinh ché bing céch sic ky cot (SiOs, PE/EtOAc = 1/0 dén 100/1) dé tao ra
hop chét 1-5. '"H NMR (400MHz, CDCl3) 8 7,30 - 7,26 (m, SH), 5,76 - 5,62 (m, 1H), 5,08
- 491 (m, 4H), 2,47 - 2,34 (m, 1H), 2,32 - 2,20 (m, 1H), 1,72 - 1,57 (m, 1H), 1,50 - 1,42
(m, 1H), 1,30 - 1,10 (m, 7H), 0,76 - 0,76 (m, 1H), 0,76 - 0,76 (m, 1H), 0,82 (t, /= 7,0 Hz,
2H).

Buéce E: hop chéit 1-5 (20,8g, 75,53mmol) dugc hoa tan trong axetonitril (100ml),
H,0 (150ml) va cacbon tetraclorua (100ml), va dung dich nay duoc lam lanh t6i 0°C va
bd sung cham natri periodat (64,62g, 302,12mmol), sau do6 bd sung ruteni triclorua
trihydrat (394,99mg, 1,51mmol). Hon hop phan tng dugc lam 4m t61 25°C va khudy trong
2 gid. Hon hop phan tmg nay duoc loc bang diatomit va chiét baing DCM (200ml x 1). Pha
hitu co duge rira 1an luot bang dung dich natri sulfit bdo hoa trong nude (200ml x 1) va
nuée mudi bao hoa (200ml x 1), lam khd bing natri sulfat khan, loc va cd dudi ap sut
giam dé tao ra hop chét tho 1-6, hop chit nay dugc st dung ngay trong budc tiép theo. 'H
NMR (400MHz, CDCls) 8 7,40 - 7,35 (m, 5H), 5,19 (s, 1H), 5,08 (s, 2H), 2,89 (br d, J =
14,5 Hz, 1H), 2,69 (br d, J = 14,4 Hz, 1H), 1,90 - 1,77 (m, 1H), 1,74 - 1,62 (m, 1H), 1,43
- 1,20 (m, 7H), 0,90 (t, J = 6,9 Hz, 3H).

Budc F: hop chét 1-6 (20g, 68,18mmol) va trietylamin (10,35g, 102,26mmol,
14,23ml) dugc hoa tan trong THF (250ml), va dung dich nay dugc bd sung nhd giot
isobutyl cloformat (9,78g, 71,59mmol, 9,40ml) & -10°C du6i moi trudng nito. Hon hop
phan Gng dugc khudy trong 30 phut & nhiét do nam trong khoang tir -10 dén 0°C. Hon hop
phan ung nay dugc ) sung chdm nuéc amoniac (63,70g, 454,41mmol, 70ml, 25%) va
khudy & nhiét do nam trong khoang tir 0 dén 5°C trong 30 phat. Hdn hop phan tmg duoc
o dudi 4p sudt giam va chiét bang etyl axetat (200ml x 1). Pha hiru co dugc rira bang nudc
mubi bo hoa (100ml x 2), 1am kho bing natri sulfat khan, loc va c6 dudi ap suét giam dé
tao ra san pham tho. San pham tho nay dugce tinh ché bang cach sic ky cot (SiO2, PE/EtOAc
— 10/1 dén 1/1) dé tao ra hop chét 1-7. '"H NMR (400MHz, CDCl3) 87,41 - 7,28 (m, 5H),
5,62 (br s, 1H), 5,30 - 5,12 (m, 2H), 5,11 - 5,01 (m, 2H), 2,76 (d, J = 13,2 Hz, 1H), 2,44
(d, J=13,3 Hz, 1H), 1,85 - 1,74 (m, 1H), 1,73 - 1,62 (m, 3H), 1,39 - 1,29 (m, 5H), 0,90 (t,
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J=17,0 Hz, 3H). LCMS (ESI) m/z: 293,3 [M+H]".

Budce G: hop chit 1-7 (15,34g, 52,47mmol) va N,N-dimetylformamit dimetyl axetal
(134,55¢g, 1,13mol, 150ml) dugc khudy & 120°C trong 2 giod, c¢o dudi ap suét giam, va hoa
tan trong axit axetic (250ml), va dung dich nay dugc bd sung cham hydrazin hydrat |
(25,75g, 504,09mmol, 25ml, 98%). Hon hop phan tng dugc khqu & 90°C trong 2 gid dudi
méi truong nito. Hon hgp phan Gmg nay dugc cb dudi ap sut giam, bd sung H>O (400ml),
va chibt bing DCM (200ml x 2). Céc pha hitu co duge két hop, rira bang nuéc mudi béo
hoa (200ml x 2), lam kho bang natri sulfat khan, loc va c6 dudi ap sut giam dé tao ra hop
chét tho 1-8. 'H NMR (400MHz, CDCl3) § 7,95 (s, 1H), 7,43 - 7,29 (m, SH), 5,08 (s, 2H),
4,90 (br's, 1H), 3,42 (br d, J= 13,9 Hz, 1H), 3,12 (d, J= 14,3 Hz, 1H), 1,87 - 1,77 (m, 1H),
1,68 - 1,58 (m, 1H), 1,41 - 1,17 (m, 7H), 0,90 (br t, J = 6,5 Hz, 3H). LCMS (ESI) m/z:
317,2 [M+H]".

Bué6c H: hop chét 1-8 (15,20g, 48,04mmol) va DIPEA (12,42g, 96,08mmol, 16,74ml)
duoc hoa tan trong DCM (160ml), va dung dich nay dugc bd sung cham triphenylclometan
(20,09g, 72,06mmol). Hon hop phan tg duoc khudy & 25°C trong 2 gio. Hon hop phan
tng dugc bd sung H20 (100ml), bd sung dung dich axit clohydric loang 2N dé didu Achinh
do pH (7-8), va chiét bang DCM (100ml x 1). Pha hitu co dugc ria bing nudc mudi bio
hoa (100ml x 2), lam kho bang natri sulfat khan, loc va ¢d dudi ap sut giam dé tao ra san
pham tho. San pham tho nay dugc tinh ché bang cach sic ky cot (SiOa, PE/EtOAc = 20/1
dén 5/1) dé tao ra hop chat 1-9. 'H NMR (400MHz, CDCl3) 67,89 (s, 1H), 7,37 - 7,27 (m,
14H), 7,18 - 7,07 (m, 6H), 5,72 (br s, 1H), 5,16 - 4,93 (m, 2H), 3,07 (d, /= 14,2 Hz, 1H),
2,90 (d, J= 14,2 Hz, 1H), 1,80 - 1,61 (m, 4H), 1,33 (s, 3H), 0,90 - 0,84 (m, 3H). LCMS
(ESI) m/z: 559,3 [M+H]".

Bude I: hop chat 1-9 (12,75g, 22,82mmol) dugc hoa tan trong isopropanol (300ml),
va dung dich nay duogc bd sung Pd/C (6g) dudi mdi truong nito. Huyén phi nay dugc loai
khi trong chan khong va thdi hydro ba lan, va khudy & 25°C trong 16 gid trong moi truong
hydro (15 psi, 103,5 kPa). Hén hop phan ting duge loc bing diatomit va rira bang DCM
(300ml), va nuée loc duge cd dudi ap suat giam dé tao ra hop chét 1-10. 'H NMR
(400MHz, CDCl3) § 7,91 (s, 1H), 7,37 - 7,28 (m, 9H), 7,17 - 7,11 (m, 6H), 2,87 (s, 2H),
1,45 - 1,24 (m, 6H), 1,12 (s, 3H), 0,92 - 0,84 (m, 3H). LCMS (ESI) m/z: 425,2 [M+H]".

Téng hop hop chét ctia Vi du 1:
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Hydroclorua ctia vi du 1

Budc A: hop chat 1-10 (1,91g, 4,50mmol) va hop chat 1-11 (900mg, 4,50mmol) dugc
hoa tan trong THF (9ml), va dung dich nay dugc bd sung DIPEA (9,00mmol, 1,57ml). Hon
hop phéan tng duoc khudy & 70°C trong 3 gio dudi mdi trudng nito. Hon hop phan g
nay dugc ¢d dudi ap sudt giam dé tao ra hop chat thd 1-12. LCMS (ESI) m/z: 588,42
[M+H]".

Budce B: hop chit tho 1-12 (3,60g, 6,12mmol) va 2,4-dimethoxybenzylamin (3,01mg,
18,00mmol, 2,71ml) dugc hoa tan trong 1,4-dioxan (30ml), va dung dich nay duogc bd sung
DIPEA (8,99mmol, 1,57ml) dudi mdi truong nito. Hon hop phéan g dugc khudy & 100°C
trong 12 gid. Hon hop phéan tng nay duoc bd sung nude (20ml) va etyl axetat (50ml) aé
tach chat 16ng. Pha hitu co dugc rua bang nuéc mudi bio hoa (20ml), lam khd bang natri
sulfat khan, loc va cd dudi ap suat giam dé tao ra san phdm tho. San pham thd nay dugc
tinh ché bing cach séc ky cot trén silicagel (SiO2, DCM/MeOH = 100/1 dén 15/1) dé tao
ra hop chét 1-13. LCMS (ESI) m/z: 719,7 [M+H]".

Budc C: hop chat 1-13 (2,00g, 2,78mmol) va trietylsilan (970,50mg, 8,35mmol,
1,33ml) duge hoa tan trong TFA (41,81ml), va dung dich nay dugc khudy & 28°C trong 12
gio. Hon hgp phan ang dugc cb ngay dudi ap suit giam va tinh ché bang p-HPLC (cot:
Phenomenex luna C18 250x50mmx10pm; chét long: [nudc (0,05% HCl)-axetonitril];
axetonitril %: 10%-40%, 28 phut, 50% pht) dé tao ra hydroclorua ctia vi du 1. 'TH NMR
(400MHz, CD;0D) § 9,15 (s, 1H), 8,90 (s, 1H), 8,59 (d, /= 5,6 Hz, 1H), 8,26 (d, J= 5.5
Hz, 1H), 4,11 (d, J= 14,8 Hz, 1H), 3,53 (d, J = 14,9 Hz, 1H), 2,60 (dt, J=4.1, 12,8 Hz,
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1H), 1,79 (dt, J= 4,2, 12,8 Hz, 1H), 1,58 (s, 3H), 1,52 - 1,19 (m, 4H), 0,92 (t, J=7,2 Hz,
3H). LCMS (ESI) m/z: 327,1 [M+H]".

Vi du thir nghiém 1: Sang loc 4i luc lién két thu thé In Vitro cta thy thé giong Toll 7
(TLR7) ctia ngudi va thu thé gidng Toll 8 (TLRS) cua nguoi

Céc dong té bao HEK-Blue™ hTLR7 (md san pham trong catalog: hkb-htlr7) va
HEK-Blue™ hTLRS (mi san pham trong catalog: hkb-htlr8) sir dung trong thir nghiém
ndy dugc mua cua InvivoGen. Hai dong té bao nay dugc tao ra biang cach ddng chuyén
nhiém 6n dinh hTLR7 hodc hTLRS vao dong té bao than phdi ngudi 293 va cam ung su
biéu hién ctia gen thong béo phosphataza kiém dugc tiét ra (Secreted Alkaline Phosphatase,
SEAP), trong d6 gen thong bao SEAP dugc diéu hoa biang gen khéi dau IFN-B. Gen khéi
dau nay dugce dung hgp voi cac vi tri lién két NF-kB va AP-1. Chit chi van hTLR7 hoic
hTLR8 c6 thé hoat hoa NF-kB va AP-1 va cam tng su biéu hién va tiét SEAP. Hoat tinh
chit vin ciia hop chat dbi v6i thu thé hTLR7 va hTLR8 dugc xéc dinh bang cach do mirc
biéu hién ctia SEAP bing céach st dung chat phan tng QUANTI-Blue™.

Céc quy trinh thr nghiém Ia nhu sau:

1. Hop chét duoc bd sung vao dia té bao theo gradien 3 1An, v6i cac ndng d6 cudi lan
luot 12 5000nM, 1667nM, 556nM, 185nM, 62nM, 21nM, 6,9nM, 2,3nM, 0,76nM va
0,25nM, va hai 15 giéng nhau dugc tao ra d6i voi mdi ndng do. 1ul DMSO dugc bd sung
vao mdi 16 dbi ching am.

2. Céc té bao duoc nudi cdy trong binh T150 dugc 14y ra khoi tii 4p CO», va dich nbi
bé mit nudi céy té bao dugc loai bo. Té bao thu duoc duge rira mot lan bﬁng dung dich
nude mudi dém phosphat Dulbecco (Dulbecco's phosphate buffered saline, DPB S). Binh
nay duogc bd sung khoang 10ml méi trudong nudi ciy, va gd nhe dé 1am bong té bao. Khéi
té bao tao ra dugc hut nhe bé’mg pipet déu dan. Cac té bao dugc dém va hon dich té bao
duoc didu chinh t6i 500.000 t& bao/ml bing moi trudng nudi cdy. Sau dé 100l t€ bao da
pha lodng (50.000 t& bao/18) duge bd sung vao mdi 16 cuia dia ¢6 96 16 chira hop chit.

3. Hop chét va céc té bao dugc u trong ti ap & 37°C, 5% CO; trong 24 gid.

4. Thir nghiém hoat tinh cta hop chit: 20pul dich nbi bé mit té bao di cam g cla
mi 15 duge bb sung vao dia nudi cdy té bao chira 180pl chat phan tng QUANTI-Blue™,
va sau khi u & 37°C trong 1 gi0, nang suit hdp thu theo mat do quang & 650nM (ODsso)
duoc phan tich dbi v6i mdi 18 bang céch st dung méy doc vi dia da chirc nang.

5. Thir nghiém hoat tinh d8i véi té bao: tin higu luxiferaza (RLU) duoc phét hién bing
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cach st dung méy doc vi dia da chic nang theo quy trinh dugc mo ta trong cac hudng dan
cua ATPlite 1Step.

6. Phan tich dit lidu: hoat tinh cua hop chit: cac gia tri ODeso duge phén tich bang
cach sur dung chuong trinh phan mém GraphPad Prism va cdc dudng cong dap ng-liéu
cta hop chit duge lam khép dé tinh cac gia tri ECso (ndng db tac dung nira t6i da) ciia hop
chat.

Céc két qua thir nghiém: cic két qua nay duoc thé hién trong bang 1.

Béang 1
Hop chat thu TLRS cua TLR7 cia
nghiém ngudi ECso (uM) | ngudi ECso (uM)
Hydroclorua 0,003 33,33
cuavidul

Két luan: hop chit dugc boc 10 & day c6 hoat tinh chu van TLR8 mong mubn va, lién
quan dén TLR8 va TLR7, c6 tinh chon loc dic hiéu ddi véi TLRS.
Vi du thr nghiém 2: Quy trinh thir nghiém dbi vai té bao don nhan mau ngoai vi

TLRS 14 thu thé cia hé mién dich bAm sinh dé nhan biét cac thé gay bénh ngoai bao,
va c6 thé nhan biét ARN soi don ctia virut ngoai bao va gy ra su gidi phong mot loat cac
xytokin nhu TNF-a, IL-12, IFN-y dé tao ra phan ng mién dich khang virut; TLR7 la mot
thu thé khac ctia hé midn dich bdm sinh dé nhan biét cac thé gdy bénh ngoai sinh va, khi
duoc hoat hoa, cha yéu tao ra cac xytokin khang virut nhur IFN-a. Trong thtr nghiém nay,
hop chét tiém nang clia chét chti van TLRS dugc st dung dé kich thich cac té bao don nhan
mau ngoai vi ngudi (human peripheral blood mononuclear cell, hPBMC), va mirc TNF-a,
IL-12p40, IFN-y va IFN-a ¢ trén dugc xac dinh dé cho biét tac dung hoat héa ctia hop chét
d6i véi thu thd TLRS va tinh chon loc ctia né ddi véi TLR8/TLR7.
Céc quy trinh thtr nghiém la nhu sau:

1. M4u tuoi cta cdc tinh nguyén vién khoe manh dugc thu thép, va chéng dong bang
bng chdng dong EDTA-K2 (ma san pham trong catalog: BD-8516542);

2. Céc té bao hPBMC trong 16p gitra gidng nhu ddm may dugc tach ra sau khi ly tim
gradien ty trong Ficoll, va rira hai 14n bang RPMI1640 (ngudn: Gibco, ma san pham trong
catalog: 224400-089) chita 10% huyét thanh, va méi trudng nudi cdy dwoc téi tao huyen
phit thanh 10ml. Sau khi céc té bao duge dém bing méay dém té bao Vi-cell, nong do cia
hdn dich té bao duoc diéu chinh t6i 2x108/ml;

3. Hop chit dugc hoa tan trong DMSO t6i 100mM, va pha loang t6i 50mM va 2mM
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bang DMSO, ching dugc dung lam céc ndng do ban dau. Sau d6 mdi dung dich dugc pha
lodng lién tiép theo gradien 3 14n (mAu & ndng do trude dé (Sul) + DMSO (10ul)) dé thu
dugc 8 gradien. Cac dung dich thu dugc Ian lugt duge pha loang 500 lan bing moi trudng
nudi cdy dé didu ché cac dung dich 1am viéc ctia hop chat;

4. 100ul hdn dich hPBMC va 100l dung dich lam viéc ctia hop chat dugc bo sung
vao mdi 13 ciia dia 96 15 ¢6 day hinh chit U, véi cac ndng do cudi 1an luot 1a 2000nM,
666,70M, 222,2nM, 74,1nM, 24,7nM, 8,2nM, 2,7nM va 0,9nM, va 0 trong 24 gio. Sau do,
cac dich néi bé mat duoc thu hdi va bao quan lanh & -20°C dé phat hién cac xytokin TNF-
o, IEN-y va IL-12p40. Nhém khéc ciia cac mAu hop chit, véi cac ndng do cudi lan lugt la
50uM, 16,7uM, 5,6uM, 1,9uM, 0,6uM, 0,2uM, 0,1uM va 0,02uM, dugc u trong 24 gio.
Cac dich ndi bé mat dugc thu hoi va bao quan lanh ¢ -20°C dé phat hién cac xytokin IFN-
a;

5. TL-12p40, TNF-0, va IFN-y trong dich ndi bé mat dugc phat hién bang mang hat
dém té bao (cytometric bead array, CBA) theo dong; IFN-o. trong dich ndi bé mit té bao
duge phat hién bing thir nghiém chét hip thu mién dich lién két enzym (enzyme-linked
immuno sorbent assay, ELISA).

6. Phan tich dit liéu: hoat tinh ctia hop chat: gia tri ECso (ndng dd tac dung nita toi da)
dugc phan tich bang cach st dung chuong trinh phan mém GraphPad Prism va cac dudng
cong dap Gmg-liéu ctia hop chét duge lam khép dé tinh gia tri ECso cia hop chét.

Céc két qua thir nghiém: cac két qua nay duoc thé hién trong bang 2.

20/23

Bang 2

Hop chat thir | IL-12p40 IFN-y TNF-a IFN-o.
nghiém ECso (nM) ECso (nM) ECso (nM) ECso (nM)
Hydroclorua 26 29 105 2800
cuavidul

Két luan: hop chit dugc bdc 10 & day co hoat tinh cam Gtng mong mudn dbi véi cac
xytokin dic hiéu ctia con dudng TLRS 1a IL-12p40, TNF-a va IFN-y, va hoat tinh cam ng
twong doi thip d6i voi xytokin dic hiéu ctia con dudng TLR7 1a IFN-a, cho thdy tinh chon
loc ddc hi¢u mong mudn ddi véi su hoat héa con dudong TLRS.

Vi du thir nghiém 3: Nghién ctru dugc dong hoc & chudt nhét

Thir nghiém nay duoc dy dinh dé danh gia dic tinh dugc dong hoc ctia hop chét sau

mdt 14n tiém tinh mach hodc st dung trong da day ¢ chudt nhét. Tiém tinh mach: hop chét

thit nghiém duoc didu ché thanh dung dich trong sudt 0,5mg/ml, bing chét dan thude l1a
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5% DMSO0/5% polyetylen glycol-15 hydroxystearat/90% nuéc; st dung trong da day: hop
chét thir nghidm duge didu ché thanh hdn dich 2mg/ml, bing chit dan thudc 1 0,5% natri
carboxymetylxenluloza/0,2% tween 80/99,3% nudc.

Nong d6 ctia hop chét thtr nghiém trong huyét twong dugc xac dinh bing sic ky long
tinh ning cao-phd khéi ndi tiép (LC-MS/MS). Thoi gian luu cia hop chit va chét chuan
noi, viéc thu nhan sic ky dd va tich phan sic ky d6 duoc xir ly bang cach st dung chuong
trinh phin mém Analyst (Applied Biosystems), va cic két qua théng ké dit liéu dugce xur Iy
bing cach st dung chuong trinh phan mém Watson LIMS (Thermo Fisher Scientific) hodc
Analyst (Applied Biosystems).

Céac ndng dd trong huyét tuong duge xit 1y bang cach st dung mo hinh khong chia
khoang WinNonlin™ phién ban 6.3 (Pharsight, Mountain View, CA), chuong trinh phan
mém duoc dong hoc, va cac tham s6 duogc dong hoc duogc tinh bé‘mg cach st dung phuong
phép hinh thang log tuyén tinh.

Céc tham sb dugc dong hoc lién quan & chudt nhét & lidu Img/kg tiém tinh mach va
5Smg/kg sir dung qua dudng miéng trong da day ctia hydroclorua cta vi du 1 duoc thé hién
trong bang 3 dudi day.

Bang 3. Céac tham s6 dugc dong hoc lién quan & chudt nhit

Cl (ml/phut/kg) 90,2

Tiém tinh mach Vdss (I/kg) 1,75
(Img/kg) t12 (gi0) 0,25
AUC-cusi cung (M. gi0) 450

S¢ dung qua Tinax (g10) 0,5
duodng miéng Cax (nM) 421
E’;Omng /iag)day AUCo-cui g (nM. i) | 624
Do sinh kha dung (F%) 27,7
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YEU CAU BAO HOQ

1. Hop chat c6 cong thirc (1), chét ddng phan ciia n6 hodc mudi dugc dung ctia nod,

( (-I)

trong do,

nguyén tir cacbon co dAu "*" c6 thé 12 nguyén tr cacbon khong d6i xtng c6 mat & dang
chét ddng phan dbi anh don (R) hodic (S) hodc & dang duge lam gidu bang mdt chat dong
phan dbi anh;

X 1a CH;

R dugce chon tir nhdém bao gém H, F, CL, Br, I, CN, va Ci.¢ alkyl, C1.6 alkyl tuy y dugc thé
bang 1, 2 hodc 3 nhém Rg;

Ry duge chon tir nhém bao gdm N, NN va NN TN
NN VA oSNty ¥ duge thé bang 1, 2 hode 3 nhom Re;

mdi nhéom Ra va Re ddc 1ap duge chon tir nhéom bao gém H, F, Cl, Br, I, OH, CN, va NHo,.

2. Hop chét, chat ddng phan ctia n6 hodc mubi dugc dung cua né theo diém 1, trong do

mdi nhom Rq va Re doc 1ap duge chon tir nhom bao gdm H, F, Cl, va OH.

3. Hop chét, chét ddng phan ctia né hoic mudi dugce dung ctia n6 theo diém 1 hoic 2, trong
d6 Ry dugc chon tir nhém bao gdm H, F, CL, Br, I, va CHs, CHs tiy ¥ duge thé bang 1, 2
hodc 3 nhém Ra.

4. Hop chit, chét ddng phan ctia né hogc mudi dugc dung ctia n6 theo diém 1 hoic 2, trong

d6 Ry dwoc chon tir nhém bao gdm H, F, Cl, Br, I, va CHs.

5. Hop chét, chét dong phan ctia né hodc mudi dugc dung ctia n6 theo diém 1, trong d6 R,
1a -7

6. Hop chét c6 cong thic dudi day, chét déng phan ctia n6 hodc mudi duoc dung ctia no:
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7 l NN
N~ N/J\NHQ

7. Hop chét, chit déng phan cua n6 hodc mubi dugc dung cua n6 theo diém 6, duoc chon

= I NN
N N/)\NHZ

8. Dugc phim chira hop chét, chit déng phan clia né hoic mudi dugc dung ctia n6 theo

diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 7.
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