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Linh vue ky thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén chét thoai bién thu thé estrogen chon loc va duge pham

chtra chét thodi bién nay.
Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Chét thoai bién thu thé estrogen chon loc (selective estrogen receptor degrader-
SERD) lién két v6i thy thé estrogen (estrogen receptor-ER) va didu hoa giam hoat tinh
phién mi qua trung gian ER. Qu4 trinh thoai bién va diéu chinh giam giy ra béi SERD
nay c6 thé hitu dung trong diéu tri cac rdi loan ting sinh té bao, nhur bénh ung thur. Mot
s6 vi du vé phén tr nho ctia SERD da dugc boc 10 trong tai liéu (chéng han, xem tai
lieu WO02005073204, W02014205136, va W02016097071). Tuy nhién, cac SERD da
biét van chwa hitu dung nhu mong mudn trong diéu tri hiéu qua bénh ung thu. Chéng
han, viéc tim ra cac SERD vdéi céc ddc diém v& duoc dong hoc (pharmacokinetic-PK)
va duoc luc hoc (pharmacodynamic-PD) manh hon, hiéu qua cao hon trén 14m sang va
d0 sinh kha dung theo dudng udng thich hop hon s& rat hitu ich trong diéu tri bénh ung
thu. SERD déi khang tinh khiét véi hoat tinh tic ché phién ma qua trung gian ER hiéu
qua sé rét ¢6 loi trong didu tri bénh ung thu. C6 nhu clu vé cac SERD méi dé diéu tri
bénh ung thu nhu bénh ung thu v, ung thu budng tring, ung thur ndi mac tr cung, ung
thu tién liét tuyén, ung thu tir cung, ung thu da day, va ung thu phoi cling nhu cac dot
bién do tinh khéng xudt hién. Cu thé, c6 nhu ciu vé& cic SERD méi dé diéu tri bénh

ung thu vu, ung thu da day, va/hodc ung thu phoi duwong tinh v6i ER.
Ban chat ky thuit ciia sang ché

Séang ché d& cap dén hop chat c6 cong thic:
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va mudi duge dung cia hop chit nay va duoc pham chtta hop chét ndy. Trong cong
thire nay, R! hodc R? doc 1ap duge chon tir Cl, F, -CF3, hodc -CHs, va nhém con lai 1a
hydro.

Sang ché ciing boc 16 phuong phap sir dung hop chat nhu duge mé ta & day,
mudi duge dung cia hop chét nay va duogc phém chira hop chét nay, dé diéu tri bénh
ung thu v, ung thu budng trimg, ung thu ndi mac tir cung, ung thu tién liét tuyén, ung
thu tir cung, ung thu da day, hoic ung thu phéi. Phuong php niy bao gdm budc ding
lugng c6 tac dung diéu tri cua hop chat nhu dugec mé ta & day, hodc mudi duge dung

cua hop chét nay, cho bénh nhan can diéu tri.

Ngoai ra, sang ché con d& cap dén hop chét nhu duge mo ta & day, va mudi
duoc dung cua hop chét nay, dé st dung trong liéu phap diéu tri. Hop chat duoc mb ta
o day, va mudi duge dung ctia hop chét nay, co thé duoc st dung trong diéu tri bénh
ung thu vu, ung thu buéng tring, ung thu ndi mac tir cung, ung thu tién liét tuyén, ung

thu tir cung, ung thu da day, hoic ung thu phéi.

Sang ché ciing bdc 16 viéc sir dung hop chét nhu dugc mo ta & day, va mubi
dugc dung cia hop chét nay, trong san xuét thudc dé diéu tri bénh ung thu v, ung thu
buéng trimg, ung thu ndi mac tr cung, ung thu tién liét tuyén, ung thu tr cung, ung
thu da day, hodc ung thu phéi.

MO ta chi tiét sang ché

Hop chét bén vong méi va mudi duge dung cua hop chét nay tac dong & dang
cac SERD duoc bdc 10 trong sang ché nay. Cac SERD méi dugc tao ra nhu duge md
ta & day e ché su phién ma qua trung gian ER, ma 13 hiru dung trong didu tri bénh
ung thu nhu bénh ung thu v, ung thu budng trimg, ung thu ndi mac tt cung, ung thu
tién liét tuyén, ung thu tir cung, ung thu da day, va ung thu phdi ciing nhu cac dot bién
do tinh khang xuét hién. Cac SERD nay c6 thé duoc st dung & dang tac nhan don hoc
két hop vdi céc loai thude khac bao gdm céc chat diéu bién thy thé estrogen chon loc
(SERM), chét (rc ché men aromataza, chét (rc ché CDK4, chét trc ché CDKG6, chit tc
ché PI3K, va chét tc ché mTOR dé diéu tri cac bénh ung thu duong tinh véi thu thé
hormon nhu bénh ung thu v, ung thu da day, va/hozc ung thu phdi.
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Céc hop chit méi mo ta & day c6 cong thie I:

va mubi duge dung cua hgp chét nay, trong d6 R! hoic R? doc 14p duge chon tr C, F,
-CF3, hoic -CH3, va nhém con lai 13 hydro. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc s& hiéu ring, hop chit nhu duge mo ta bang cong thic I, hodc mubi duoc dung
ctia hop chét ndy, chtra tim khong dbi xtmg, vi tri ctia tim nay duge chi dan bang ky
hiéu * néu trén. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc cling s& hiéu rang, cac ky
hiéu Cahn-Ingold-Prelog (R) hoic (S) dbi v6i cac tim khong dbi xting s& thay ddi tiry
thudc vao céc kidu thé xung quanh tAm khong di xtmg. Tam khong dbi ximg trong
hop chét c¢6 cong thire I tao ra dang ddng phan ddi anh R duoc thé hién bang cong thirc
II:
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T4t ca cac chat ddng phan 1ap thé, chit dong phan dbi anh, va chit dong phan
khong dbi quang riéng biét, cling nhu hdn hop cua cac chit dong phan ddi anh va chat
ddng phan khong dbi quang ctia cac hop chét theo cong thirc I, cong thirc I1, va cong
thirc ITI bao gdm céc chét triét quang duge bao gdm trong pham vi ctia hgp chét duoc
md ta4 & day. Cac hop chit dé sir dung 1am dugc phdm chia tim khong ddi xtng
thuong dugc tach phan lp & dang cac chit ddng phan dbi anh hoic chit dong phan
khong dbi quang don va cac hop chit da tach phan lap nhu vay c6 cong thic I, cong
thac II, va cong thic I duge bao gdm trong pham vi cia cac hgp chat duogc boc 16
trong ban mo ta nay. Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc cling s& hiéu ring,
céc hop chét c¢6 cong thuc I, cong thirc II, va cong thire IIT mb ta & day, va mudi duge
dung ciia hop chét nay, c6 thé duge dotéri héa (trong d6 hydro c6 thé duge thay thé
bang dotéri) va cdc phan tir nhu vy dugc xem la duge bao gbm trong pham vi cia cac

hop chét duge boc 10 trong ban mb ta nay.

Vi du cu thé v& cac hop chit c6 cong thirc I (bao gdm cac tén goi theo danh

phap TUPAC) dugc thé hién & day:

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

o F
VQNN T
F o)
s
HO N7

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-7-(triflometyl)-SH-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol;
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N/\/o
F\//:/ o) Cl
L
s
HO N

8-clo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-5SH-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-0l;

Unihs ;
F o)
S
~
HO N

7-clo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-5H-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol;

N/\/O
F\/C/ (@]
®
~
HO N

8-flo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-5SH-

Cr

[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol;
Priae F
F 0
®
HO N7

7-flo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-SH-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol;
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N0
F\/C/ O O
e
~
HO N

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-8-metyl-5SH-

[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol; va
N
AT . |
e
HO N7

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl|etoxy } phenyl)-7-metyl-5H-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol.

Do tdm khong ddi xtmg lwu ¥ & trén, mdi mdt trong céc vi du cu thé vé cac hop
chét c6 cong thirc I thé hién & trén nay c6 cac dang ddng phan d6i anh R va S (tuc 14,
hop chat ddng phan déi anh R c6 cong thirc IT va hop chit ddng phan déi anh S c6

cong thtrc III) nhu dugce thé hién trong bang 1.

Bang 1: Dang dong phan dbi anh cta céc hop chét ¢ cong thirc I

A 1x Chat dong phéan doi anh R Chat dong phan doi anh S
Tén hoa hoc (coig thic IT) (cong thire IIT)
5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin
-1-

yl]etoxy} phenyl)-
8-(triflometyl)-
5H-
[1]benzopyrano[4
,3-c]quinolin-2-o0l
5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin
-1-

yl]etoxy} phenyl)-
7-(triflometyl)-
SH-
[1]benzopyrano[4
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,3-c]quinolin-2-ol

8-clo-5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin
-1-
yl]etoxy}phenyl)-
5H-
[1]benzopyrano[4
,3-c]quinolin-2-o0l

Cl

7-clo-5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin
-1-
yl]etoxy}phenyl)-
S5H-
[1]benzopyrano[4
,3-c]quinolin-2-ol

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

7-flo-5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin
-1-
yl]etoxy}phenyl)-
5H-
[1]benzopyrano[4
,3-c]quinolin-2-ol

5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin
-1-

yl]etoxy} phenyl)-
8-metyl-SH-
[1]benzopyrano[4
,3-c]quinolin-2-ol

5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin
-1-
yl]etoxy}phenyl)-
7-metyl-5H-
[1]benzopyrano[4
,3-c]quinolin-2-ol
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Ciing dugc mo ta & day la duge pham chira cac hop chét c¢6 cong thire 1, cong
thire I, va cong thire 1T nhu duge mo ta & day, hodc mubi dugc dung ctia hop chét
ndy, két hop véi ta dugce, chat mang hogc chat pha lodng duge dung. Dugc phim md ta
& day c6 thé duoc diéu ché bang cach str dung cac chét phy gia duge dung. Thuat ngir
“(c4c) chét phu gia dugc dung” nhu dugc s dung trong ban md ta nay, dé chi mot
hodc nhidu chit mang, chat pha lodng, va td dugc twong thich véi cac chét phy gia
khac cua duge phdm hodc cong thirc phdi ché va khong 1am ton hai cho bénh nhan.
Céac hop chét c6 cong thire I, cong thire I1, va cong thic 1T, hodc mudi dugc dung cia
hop chét nay, dugc mo ta & diy co thé dugc phdi ché lam dugc pham dugc dung theo
nhidu dudng dung khac nhau, nhur duong udng hodc tiém tinh mach. P9 sinh kha dung
thudong 1a mot yéu td trong didu tri bénh ung thu va kha nang lya chon cac phwong
phép ding va dugc phdm dé kiém soét hodc toi wu héa do sinh kha dung cua thanh
phin hoat tinh 14 hitu dung. Chang han, ché phdm SERD sinh kha dung theo dudng
ubng s& 12 dic biét hitu dung. Cac hop chit c6 cong thic I, cong thirc I1, va cong thirc
I11, hodc mubi dugce dung cia hop chéit nay, nhu duoc md ta & day duoc cho 1a ¢6 do
sinh kha dung theo dudng ubng. Vi du v& dugc phdm va céc quy trinh didu ché dugc
phdm nay c6 thé duge tim thiy trong tai liéu chuyén nganh “Remington: The Science
and Practice of Pharmacy”, L. V. Allen Jr, Editor, 22nd Ed., Mack Publishing Co.,
2012. Vi du khong gidi han vé chat mang, chét pha loéng, va t4 dugc dugc dung bao
gém céc loai sau: nudc mudi, nude, tinh bot, dudng, manitol, va cac dan xuét silic
oxit; chit két dinh nhu carboxymetyl xenluloza va cac din xuit xenluloza khac,

alginat, gelatin, va polyvinyl-pyrolidon; kaolin va bentonit; va polyetyl glycol.

Dugc mo ta thém trong ban md ta nay la cac phuwong phap diéu tri bénh ung
thu. Phuong phéap md ta & day bao gdm budc dung cho bénh nhan can duoc diéu tri
mdt lugng hitu hiéu cta hop chét c6 cong thte I, cong thire II, va cong thire III nhu
duoc mb ta & ddy, hodc mubi dwoc dung ciia hop chit nay. Chéng han, phuong phap
dung luong hitu hi¢u cua hop chét ¢6 cbng thire I, cong thic II, va cong thic III nhu
duoc mé ta & day, hodc mubi duge dung ctia hop chit ndy, c6 thé 14 theo dudng udng.
Bénh ung thu c6 thé 1a bénh ung thu dép (mg véi estrogen. Ngoai ra, bénh ung thu c6
thé 1a bénh ung thu vi, ung thu bu?)ng tring, ung thu ﬁ@i mac tir cung, ung thu tién liét

tuyén, ung thu tir cung, ung thu da day, hodc ung thu phdi. Chang han, bénh ung thu
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c6 thé 1a bénh ung thu vi duwong tinh véi ER, ung thu da day duong tinh véi ER, hodc
ung thu phdi dwong tinh véi ER.

Cling dugc mé ta & ddy 14 cac hop chat c6 cong thie I, cong thic II, va cong
thire T nhu dugc mé ta & day, hodc mudi dugc dung cua hop chit ndy, dé str dung
trong liéu phép diéu tri. Ciing dugc dé cap & ddy 1a cac hop chét c6 cong thirc I, cong
thae I, va cong thic III nhu duge mo ta & day, hodc mudi dugc dung cta hop chét
nay, dé sir dung trong didu tri bénh ung thu v, ung thu budng trimg, ung thur ndi mac
tr cung, ung thu tién liét tuyén, ung thu tir cung, ung thu da day, hodc ung thu phoi.
Cu thé, bénh ung thu vi c6 thé 12 ung thu vi duong tinh véi ER, ung thu da day duong
tinh v6i ER, hodc ung thu phdi duong tinh v6i ER. Chéng han, hop chit ¢ cong thirc
I, cong thue I1, va cong thire III, hodc mudi duoc dung cia hop chét nay, c6 thé duogc

dung theo dudng ubng.

Ngoai ra, cac hop chit c6 cong thic I, cong thic 11, va cong thirc I nhu duoc
mo ta & day, hodc mudi duoc dung cta hop chét nay, cd thé dugc st dung trong san
xuét thubc dé didu tri bénh ung thu. Ching han, thudc ¢6 thé duge dung theo dudng
uéng. Céac loai bénh ung thu ma thudc nhu duge md ta & day co thé duoc sir dung dé
diéu tri bao gdm bénh ung thu vi, ung thu budng trimg, ung thu ndi mac tir cung, ung
thu tién liét tuyén, ung thu tr cung, ung thu da day, hodc ung thu phéi. Cu thé, bénh
ung thu ¢6 thé 1a bénh ung thu vi dwong tinh v6i ER, bénh ung thu da day duong tinh
v6i ER, hodc bénh ung thu phdi duong tinh véi ER.

Céc hop chat c6 cong thire I, cong thirc II, va cong thire III nhu duge md ta &
day, va mubi dugc dung ctia hop chét nay, c6 thé dugc st dung trén 14m sang & dang
tac nhan don hoac két hop véi mot hodc nhiéu tac nhén tri liéu khac (chéng han, tac
nhén chdng ung thu), & didu tri bénh ung thu nhu bénh ung thu va, ung thu budng
tritng, ung thu ndi mac tir cung, ung thu tién 1iét tuyén, ung thu tir cung, ung thu da
day, hodc ung thu phdi. Khi dugc sir dung két hop véi cac tac nhan tri liéu khac (nhu
tac nhan chéng ung thu), cac hop chét c6 cong thirc I, cong thie 11, va cong thirc III
nhu dugc mo ta & day, hodc mudi duge dung ciia hop chét nay, c6 thé duoc st dung
ddng thoi, tudn tu, hodc riéng biét véi cac tic nhan tri liéu khéc. Vi du vé céc loai

thudc ma cac hop chat cé cong thire I, cong thire II, va cong thire III nhu duge mo ta &
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day, hodc mudi duge dung ctia hop chét nay, co thé duogc két hop véi thube nay bao
gdm SERM, chét trc ché men aromataza, chét trc ché CDK4, chat trc ché CDKS6, chat
trc ché PI3K, va chit (rc ché mTOR dé didu tri bénh ung thu va dwong tinh thu thé
hormon. Vi du cu thé hon vé thubc ma cac hop chét c¢6 cong thirc I, cong thire I, va
cong thue III nhu duge md ta & day, hodc mudi duge dung ciia hgp chét nay, c6 thé
duge két hop véi thudc nay bao gém abemaciclib (thudc e ché CDK4/6), everolimus
(thubc e ché mTOR), alpelisib (thudc @c ché PIK3CA), va 8-[5-(1-hydroxy-1-
metyletyl)pyridin-3-yl]-1-[(2S)-2-metoxypropyl]-3-metyl-1,3-dihydro-2H-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-on (thudc e ché PI3K/mTOR).

Nhu duoc sir dung & diy, thuat nglt “luong hitu hiéu” dé cap dén luong hoic
lidu lwong ctia hop chét c6 cong thic I, cong thire I, va cdng thirc III nhu duge md ta
& day, hodc mudi duge dung cia hop chét nay, ma khi ding & dang liéu don hoic da
liéu cho bénh nhan, tao ra tdc dung mong mudn & bénh nhan duoc chén doan hoic
diéu tri. Tac dung mong mudn tdt hon 13 tic ché sy ting sinh té bao khdi u, su chét cua
té bao khéi u, hodc ca hai. Cac hop chét c6 cong thirc 1, cong thirc 11, va cong thirc 1T
nhu dugc mo ta & day, hodc mubi duge dung cia hop chét nay, thuong cé hiéu qua
trong mot khoang lidu lwong rong. Ching han, lidu lugng mdi ngay thudng nam trong
khoang hang ngay tu khoang 100 mg dén khoang 2000 mg.

399 <«

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, “diéu tri”, “viéc dieu tri” hodc “phép
diéu tri” duoc dung dé chi viéc han che, 1am cham, lam ngung, hodc ddo nguoc su tien

trién hodc mirc dd nghiém trong cua tri¢u chimg hodc roi loan da mac.

Nhu duge st dung & diy, thudt nglt “bénh nhan” dé chi ngudi ma bi méc bénh,

r6i loan, hodc tinh trang bénh cu thé.

Céc hop chit c6 cong thie I, cong thire 11, va cdng thirc III nhu dugc mo ta &
day, hosc mudi duge dung cta hop chét nay, ¢ thé duoc diu ché bang nhiu quy
trinh d4 biét trong linh vuc, mot sé quy trinh nay dugc minh hoa trong cc vi du diéu
ché va vi du dudi day. Céc budce tong hop cu thé d6i v6i mdi mot trong sd cac con
duong dugc mo ta co thé duoc két hop theo nhiéu cach khac nhau hodc ciing véi cac
budc tir cac quy trinh khac nhau, dé diu ché cac hop chat c6 cong thirc I, cong thirc II,

va cong thirc I nhu duge md ta ¢ day, hodc mudi duge dung cta hop chat nay. Cac

10
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san phim c6 thé duoc thu hdi bang cac phuong phdp thong thuong da biét 16 trong
linh vuc, bao gdm phuong phap chiét, 1am bay hoi, két tua, sdc k¥, loc, nghién, va két
tinh. CAc chit phan tmg va nguyén liéu ban dau 1 d& dang c6 dugc dbi v6i ngudi c6

hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Céc hop chét trung gian va quy trinh hitu dung trong téng hop cac hop chét c6
cong thire I, cong thire II, va cong thire III nhu duge md td & day dy dinh dugc bao
gdm trong phin mo ta nay. Ngoai ra, mot s6 hop chét trung gian md ta & day c6 thé
chira mdt hoic nhidu nhém béo vé. Nhém bao vé bién dbi c6 thé 14 gidng hodc khéc
nhau trong moi lan xuét hién tuy thudc vao cac diéu kién phén tGng cu thé va su
chuyén dang cu thé can duge thue hién. Cac diéu kién bao vé va khit béo vé da duge
biét rd dbi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy va dugc mo ta trong tai
liéu chuyén nganh (ching han, xem tai liéu “Greene’s Protective Groups in Organic
Synthesis”, Fourth Edition, cua Peter G.M. Wuts and Theodora W. Greene, John
Wiley and Sons, Inc. 2007).

Cac chét ddng phan, chit ddng phan ddi anh, va chit dong phan khong dbi
quang riéng biét ¢6 thé dugc tach hodc phan giai boi ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vyc & thoi diém thich hop bt ky trong qua trinh téng hop cac hop chét c6
cong thire 1, cong thire II, va cong thic III nhu dugc mod ta ¢ day, bang cac phuong
phdp nhu k¥ thuat két tinh chon loc hodc séc ky khong dbi xing (chang han, xem
trong tai liéu J. Jacques, et al., “Enantiomers, Racemates, and Resolutions”, John
Wiley and Sons, Inc., 1981, and E.L. Eliel and S.H. Wilen, “Stereochemistry of
Organic Compounds”, Wiley-Interscience, 1994). Trong khi cac chit déng phan, chat
ddng phan dbi anh, va chat dong phan khong d6i quang riéng biét c6 thé duge tach
hoidc phan giai nhu da luu y, cac ky hiéu Cahn-Ingold-Prelog (R) hoac (S) d6i voi cac
tam khong ddi ximg c6 thé con chua duge x4c dinh. Trudng hop céac ky hiéu Cahn-
Ingold-Prelog (R) hodc (S) chua co san, cc tén goi nhan dang “chat dong phan 1” va
“chit ddng phan 2” dugc st dung va duoc két hop véi tén theo danh phap IUPAC
khong can ky hiéu hoa hoc 1ap thé Cahn-Ingold-Prelog. Cac hop chat c6 cong thic I,
cong thuc II, va cong thire III duge nhan dang 1a “chét ddng phan 1” hodc “chat dong
phan 2” & day dugc phén 1ap nhur dugce xéc dinh trong phin m ta thyc nghiém cu thé

dudi day. Chét ddng phén 13 “1” hogc “2” dé chi thir tw trong d6 cac hop chat ¢6 cong
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thtre I, cong thtrc 11, va cong thire IIT tach rua tir cot sic ky khong ddi xtmg, trong cac
didu kién dugc liét ke, tuc 13, “chit ddng phan 17 14 chat thit nht duoc rira gidi tir cot
trong c4c didu kién d& néu. Néu phuong phép sic ky khong dbi xting duge khéi dau
sém trong qué trinh tong hop, ky hiéu twong tu dugc dp dung cho cac hop chat trung

gian va céc hop chét c6 cong thire I, cong thie I, va cong thirc IIT sau do.

Trr khi dugce luu y mot cach cu thé, cac chir viét tit sir dung & ddy dugc xéc
dinh theo tap chi khoa hoc Aldrichimica Acta, Vol. 17, No. 1, 1984. Cac ky hi¢u viét
tht khac duoc dinh nghia nhu du6i day: “ACN” d& cap dén axetonitril; “BSA” dé cép
dén albumin huyét thanh bo; “cataCXium® A Pd G3” d& cap dén [(di(1-adamantyl)-
butylphosphin)-2-(2'-amino-1,1’-biphenyl)]paladi(Il) metansulfonat; “DCM” dé cap
dén diclometan hodc metylen clorua; “DMA” d& cap dén dimetylaxetamit; “DMEA”
d& cap dén dimetyletylamin; “DMEM” dé& cép dén moi trudng Eagle sira d6i cia
Dulbecco; “DME” d& cép dén N,N-dimetylformamit; “DMSO” dé cap dén dimetyl
sulfoxit; “DNA” dé cap dén axit deoxyribonucleic; “cDNA” dé cap dén ADN bb tro;
“DNase” dé& cap dén deoxyribonucleaza; “DTT” d& cap dén dithiothreitol; “ECso” dé
cap dén ndng d6 ctia mot chit ma né tao ra dép ing 50% cua hoat tinh dich so véi hop
chit d&i ching duong xéc dinh truéc (ECso tuyét ddi); “EDTA” dé cap dén
axitetylendiamintetraaxetic; “ee” dé cap dén lugng du chit ddng phan d6i anh; “ERa”
d& cap dén thu thé estrogen alpha; “ERpB” d& cap dén thu thé estrogen beta; “EtOAc”
dé cap dén etyl axetat; “EtOH” dé cap dén etanol hodc ruou etylic; “FBS” dé cap dén
huyét thanh thai bo; “HBSS” dé cap dén dung dich mudi can biang cua Hank; “HEC”
d& cap dén hydroxy etyl xenluloza; “HEPES” d cap dén axit 4-(2-hydroxyetyl)-1-
piperazinetansulfonic; “HPLC” d& cap dén sic ky long hiéu ning cao; “ICs¢” dé cap
dén ndng do cia mot chat ma né tao ra 50% dép ung uc ché tbi da co thé dbi vai chat
do, (ICso tuong d61), hoic néng d6 ctia mot chat ma né tao ra su trc ché 50% cia hoat
tinh enzym dich so v6i ddi chimg gia duge (ICso tuyét ddi); “TPA” & cép dén
isopropylamin; “iPrOH” d& cép dén isopropanol hogc rugu isopropylic; “IV” dé cap
dén viéc dung theo dwong tinh mach; “Ky” dé cép dén hang sb wc ché; “MEK” dé cap
dén metyl etyl keton; “MeOH” d& cép dén ruou metylic hodc metanol; “MTBE” deé
cap dén metyl #-butyl ete; “PBS” d& cap dén nudc mudi dém phosphat; “PO” dé cap
dén viéc ding theo dudng udng; “PRo” dé cap dén thu thé progesteron alpha; “QD” dé
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cap dén viéc dinh lidu mdi ngay mot 14n; “RNA” dé cap dén axit ribonucleic; “RNase”
dé cap dén ribonucleaza; “RT-PCR” dé cép dén phan tmg chudi polymeraza phién ma
nguoc; “RT-qPCR” dé cap dén phan ting chudi dinh luong phién ma ngugc; “SFC” dé
cap dén shc ky 1ong siéu t6i han; “TEDse” d& cap dén liéu hiéu qua dé dat dwoc mirc
6 tic ché 50% cua dich trong cac khéi u; “THF” dé cap dén tetrahydrofuran; “tr)” dé
cip dén thoi gian duy tri; “XantPhos Pd G2” d& cap dén clo[(4,5-
bis(diphenylphosphino)-9,9-dimetylxanthen)-2-(2'-amino-1,1'-biphenyl)|paladi(I); va
“XPhos Pd G2” & cip dén clo(2-dixyclohexylphosphino-2'4',6'-triisopropyl-1,1'-
biphenyl)[2-(2'-amino-1,1'-biphenyl)]paladi(I).

Vi du thwe hién sang ché
Céc vi du didu ché va vi du dudi ddy nhim minh hoa thém cho sang ché.

Vi du diéu ché va vi du
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Sodd 1

Buéc E

So dd 1 md ta qua trinh tong hop céc hop chét ¢ cong thire .

Trong budc A, phan tmg Grignard duoc thuc hién. Phan tng Grignard da dugc
biét r& trong linh vuc 13 phan Uung dé hinh thanh lién két cacbon-cacbon. Phan tng bao
gdm phan tng hitu co kim loai trong d6 aryl magie halogenua, chét phan tmg Grignard
bd sung vao nhém carbonyl nhu clorua axit ctia hop chét 2 dé thu dugc hop chit cta
budc A. Chéng han, quinolon dugc thé 4-clo, hop chéit 1, duoc xu Iy béng chét phéan
tmg Grignard nhu isopropylmagie clorua dé tao ra hop chét trung gian Grignard, tiép
theo bang cach bd sung axit clorua, 4-flobenzoyl clorua, hgp chét 2, trong dung moi
nhu THF. Khi hoan thanh, phan @ng c6 thé dugc lam dung bing nudc dé thu duge hop
chat 3.
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Trong budc B, aryl metyl ete ciia hop chéit 3 c6 thé dugc khir metyl trong céc
didu kién khac nhau ma c6 thé nhan biét dugc dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh
trong linh vuc nhu viée xur ly bing bo tribromua. Chang han, hop chét 3 duoc xir 1y tir
tir bang bo tribromua & nhiét d6 khoang 0°C trong dung m6i nhu DCM. Hdn hop duoc
khudy & nhiét do trong phong va dugc 1am ding bing dikali phosphat dé thu dwgc hop
chat 4.

Trong bude C, azetidin ete 6 co thé duoc tao ra bang cach xur Iy p-flophenyl
keton 4 twong Gng va mudi cta ruou azetidin 5, hodc bazo tu do twong Gng béng bazo
thich hop, chiang han natri hydrua, natri #-butoxit hodc kali #-butoxit, trong dung moi
khong proton phén cuc thich hop nhu DMF hoédc THF @8 thu dugc hop chét ete 6.

Sau d6, hop chét 6 dugc alkyl hoa bang axit aryl boronic dugc thé thich hop,
hop chit 7, trong phan ng ghép cdp chéo Suzuki dé thu duoc hop chit 8 trong buédc
D. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc s& hidu ring, c6 nhiéu diéu kién ma c6
thé hitu dung dé tao thuan lgi cho céc phan Gng ghép cdp chéo nhu vay. Cac chét phan
ung paladi thich hop ¢6 thé bao gdm XantPhos Pd G2, cataCXium® A Pd G3,
bis(triphenylphosphin)paladi(Il) clorua, tris(dibenzylidenaxeton)dipaladi (0) vdi
trixyclohexylphosphin, (1,1’-bis(diphenylphosphino)feroxen)paladi(Il) clorua, paladi
tetrakistriphenylphosphin, hodc paladi(IT) axetat. Cac bazo thich hop co thé bao gdm
kali florua, xesi cacbonat, natri cacbonat, kali cacbonat, lithi t-butoxit, hodc trikali
phosphat monohydrat. Chang han, hop chat 6 c6 thé duogc phan Ung v6i axit boronic
thich hop, hop chét 7, nhu axit 2-flo-4-(triflometyl)phenylboronic trong dung mdi nhu
2-metyl-2-butanol v&i bazo nhu kali cacbonat va chit xuc tac nhu XPhos Pd G2 va
duoc gia nhiét téi khoang 80 °C trong diéu kién vi séng dé thu duogc hop chit 8.

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc s8 hiéu rang, budc D, phan tng
ghép cép chéo Suzuki, c6 thé duoc hoan thanh trudc khi hinh thanh azetidin ete trong

budce C.

Trong bude E, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc s& hiéu ring, hop
chét 8 c6 thé dugc tao vong bang cach khir keton dAu tién. Budce nay c6 thé duge thuc
hién bang cach sir dung chit khtr, nhu lithi trietyl bo hydrua trong cdc dung mdi nhu
1,4-dioxan va THF va & nhiét dd nam trong khoang tr 0°C dén nhiét do trong phong
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dé thu duogc rugu bac hai twong ing. Rugu trung gian nay cé thé duoc tiép tuc & dang
thd va duoc khir proton bang bazo thich hgp nhu xesi cacbonat, natri hydrua, natri #-
butoxit hoic kali #-butoxit trong dung méi nhu THF, DMSO, hodac DMF. Alkoxit thu
duoc c6 thé déng vong thanh aryl florua ¢ nhiét do trong phong, véi viée gia nhiét t6i
nhiét do hdi luu, hodc & nhiét do khoang 60°C. Ete vong dugc thé tao ra khi thay thé

florua sau d6 c6 thé dat dugc dé thu duge cac hop chét c6 cong thic 1.

Theo céch khéc, keton, 8, c6 thé dugc khir thanh rugu va dugc tinh ché bat dbi
xtng & budc F dé thu duge rugu khong ddi xtng 9, va sau d6 dugc déng vong trong

budc G nhu duge md ta & trén trong bude E dé thu duge céc hop chét c6 cong thic L.

Trong mdt phan tmg thay thé khac, keton c6 thé duoc khir bang cach st dung
chét phan ng khong ddi xting nhu (R)-(+)-0..a-diphenyl-2-pyrolidinmetanol ciing véi
trimetyl borat va boran-dimetylsulfua dé truc tiép thu duoc rugu khong dbi xting mong
mubn, hop chét 9 sau d6 c6 thé dugc déng vong trong bude G nhu duge md ta & trén

dbi v&i bude E dé thu duge cac hop chit ¢6 cong thirc 1.

Trong mdt budce tuy vy, mudi duge dung ctia hop chit ¢é cong thire I, cong thire
II, va coéng thirc III nhu duge mod ta & day co thé duogc tao ra bang phan tmg cua bazo
tu do thich hop ciia hop chéat c6 cong thirc I, cong thirc II, va cong thirc III nhu duge
mo ta & day véi axit dugc dung thich hop trong dung mdi thich hop trong céc didu
kién tiéu chudn. Ngoai ra, su tao thanh cac mudi nhu vay c6 thé xay ra ddng thoi khi
loai bd bao vé cia nhom bao vé€ nito. Sy tao thanh cé thé cua cac mubi duge dung 1a
da duoc biét 6. Chéng han, xem trong Gould, P.L., “Salt selection for basic drugs,”
International Journal of Pharmaceutics, 33: 201-217 (1986); Bastin, R.J., ef al. “Salt
Selection and Optimization Procedures for Pharmaceutical New Chemical Entities,”
Organic Process Research and Development, 4: 427-435 (2000); and Berge, S.M., et
al., “Pharmaceutical Salts,” Journal of Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19, (1977).
Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& hiéu ring, hop chét c6 cong thirc I,
cong thirc 11, va cong thirc III nhw dwge md ta & day dé dang dugc chuyén ddi thanh va
¢4 thé duoc tach & dang mubi duoc dung. Vi du vé cac mudi hitu dung bao g@)m,

nhung khong bi giéi han boi, cdc muodi cua axit benzensulfonic va cidc mudi cia axit 4-
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methybenzensulfonic. Céc mudi cia axit 4-metylbenzensulfonic ciing dugc biét 1a

mudi tosylat.
Vi du didu ché 1

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

F/K\N\/\OH

Bé sung natri triaxetoxybohydrua (405 g, 1,91 mol) theo timg phan trong thoi
gian 15 phat vao dung dich duoc khudy & 0°C chira 3-(flometyl)azetidin hydroclorua
(160 g, 1,28 mol) trong DCM (2,4 L) trong moi truong N2 va khudy & nhiét do 0°C
trong 10 phut. Bb sung1,4-dioxan-2,5-diol (99 g, 0,83 mol) & nhiét do 0°C theo 6 phén
trong thoi gian 1 gid, sau d6 khudy & nhiét do 0-5°C trong 15 phut. Lam 4m phan tmg
1én nhiét d6 trong phong va khudy trong 2 gid trong mdi trudng N2. Lam lanh phan
mg xudng nhiét do 10-15°C trong thoi gian 20 phut, sau d6 lam 4m 1én nhiét do 25-
30°C va duy tri & nhiét do nay trong 2 gid. B6 sung nude (800 mL) trong thoi gian 25-
30 phut ¢ nhiét do 10-15°C, lam 4m 18n nhiét do trong phong trong 5-10 phut va sau
d6 tach riéng cac 16p. Rira 16p nudce bing DCM (800 mL), tach riéng cac 16p, sau d6
1am lanh c4c 16p nude két hop xudng nhiét do 10-15°C va diéu chinh do pH t6i 13-14
bang céch st dung dung dich natri hydroxit 50% (~540 mL). Lam am 16p nude téi
nhiét do trong phong, chiét bing DCM (4 X 800 mL), lam kho bang natri sulfat (80 g),
loc, va ¢b t6i trang thai kho dé thu dugc hop chét néu & phan tiéu dé (139 g, 82%) &
dang dau dic mau vang. ES/MS (m/z): 134,1(M+H).

Vi du diéu ché 2

2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etan-1-ol 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 xudng nhiét do 0°C. B6 sung dung dich HCI/EtOH (492 mL, 30% khoi
lugng) theo ting giot trong 30 phut, sau do khudy & nhiét d6 0°C trong 30 phut. Loc
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céc chit rin va rtra banh loc bing MTBE (2 X 200 mL). Lam khd trong méi trudng N>
trong 8 gid dé thu dugc hop cht néu & phén tiéu dé& (580 g, 86%) & dang chét rin mau
tréng. ES/MS (m/z): 134,0 (M+H).

Vi du diéu ché 3

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

o

F

Lam lanh hdn hop ctia 4-bromo-3-clo-7-metoxyquinolin (70 g, 254 mmol) va
THF (1 L) xuéng nhidt do -40°C trong mdi truong N2 din dén sy két tia nguyeén lidu.
Bé sung isopropylmagie clorua (2 M trong THF, 254 mL, 509 mmol) trong 20 phut va
khudy hdn hop trong 1 gid. Bb sung dung dich cta 4-flobenzoyl clorua (66 mL, 559
mmol) trong THF (140 mL) theo timg giot, sau d6 1am 4m lén dén nhiét do trong
phong. Lam ding phan g bang dung dich NH4Cl bdo hoa (300 mL) va nude (200
mL) va tach riéng céc 16p. Rira 16p hitu co bang dung dich NH4CI bdo hoa (300 mL),
lam khé trén MgSOs, loc, va co dé thu duoc phén can dang diu. Loc dau thd mau niu
qua silicagel, rira giai bing hdn hop cia MTBE/hexan (1:1) dé thu dugc san pham tho
& dang chit ran mau vang (84 g). Xur ly chét rin bing 10% metylaxetat/heptan (800
mL) va khudy & nhiét do trong phong qua dém. Loc dé thu gom cic chat rén va du tri.
C6 phan dich loc va tinh ché trén silicagel, rira giai bang 10-40% EtOAc/hexan sau d6
xtt Iy san pham bing 10% metylaxetat/heptan (200 mL) va khudy ¢ nhiét do trong
phong trong 3 gio. Loc cac chét rén thu duoc, két hop véi cac chit ran tir qua trinh loc
trude do va lam kho trong méi truong chan khong qua dém dé thu dugc hop chat néu &

phén tiéu d& (31 g, 38%) & dang chat rin mau vang. ES/MS (m/z): 316,0 (M+H).
Vi du diéu ché 4

(3-clo-7-hydroxyquinolin-4-yl)-(4-flophenyl)metanon
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F

O
b

L
HO N

B6 sung bo tribromua (1 M trong DCM, 295 mL, 295 mmol) vao hdn hop cta

Cl

(3-clo-7-metoxyquinolin-4-yl)-(4-flophenyl)metanon (31 g, 98 mmol) trong DCM
(217 ml) va khudy hén hop & nhiét d¢ trong phong trong 3 ngay. Rot hon hop tir tir vao
trong dung dich & nhiét 4o 0 °C chira dikali phosphat (2 M trong nude, 700 mL) va
nuée (200 mL). Lam 4m hdn hop 1én dén nhiét d6 trong phong va khudy trong 1 gid.
C6 dung dich trong chan khong d loai bé dung moi hitu co, loc, thu gom phan dich
loc va lam khé phan dich loc trong chan khong & nhiét do 45°C qua dém. Xir ly cac
chét ran bang DCM/heptan (1:1, 450 mL) va khudy qua dém. Thu gom céc chat rdn va
lam kho trong mdi truong chan khong qua dém dé thu duoc hop chat néu & phan tiéu
dé (32 g, hiéu suat dinh lugng) & dang chat rin mau nau nhat. ES/MS (m/z): 302,0
(M-+H).

Vi du diéu ché 5

(3-clo-7-hydroxyquinolin-4-yl)-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
yl]etoxy}phenyl)metanon

N/\/O
L o
N Cl
O ~
HO N

B6 sung 2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etan-1-ol hydroclorua (3,90 g, 23,0 mmol)
vao dung dich duoc khudy cta (3-clo-7-hydroxyquinolin-4-yl)-(4-flophenyl)metanon
(5,00 g, 15,3 mmol) trong DMF (75 ml) tiép theo bang natri hydrua (60% trong dau
khoéng, 3,02 g, 76,8 mmol). Khudy trong méi truong N> va lam 4m 1én dén nhiét do
40°C trong 45 phut. Lam dung dung dich bing nu6ce va c¢b. Phan bd phan cin gitta
20% iPrOH/CHCIs va dung dich nuéc natri bicacbonat bdo hoa va tach, chiét phan
nuée bang 2 x 20% iPrOH/CHCIs, két hop cac phan chiét hitu co, 1am khd céc 16p hiru
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co két hop trén magie sulfat, loc va co phan dich loc dé thu dugc san phim tho & dang
dAu do thdm. Tinh ché nguyén liéu thd bang phwong phap sdc ky cot silicagel, rira giai
bing gradien ctia 5-10% 7N NH; trong MeOH/DCM dé thu dugc hop chat néu & phan
tidu dé (5,31 g, 84%) & dang chét rdn mau vang. ES/MS (m/z): 415,0 (M+H).

Vi dy diéu ché 6

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

hydroxyquinolin-4-yl} metanon

Khi khi bing N» (5x) hdn hgp (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 nude (1 ml) trong lo vi séng. B6 sung XPhos Pd G2 (12
mg, 0,015 mmol), day kin va gia nhiét bang vi séng & nhiét 4o 80°C trong 2 gid. Phan
b6 phan cin gitta MTBE va dung dich NH,C1 bao hoa. Téch céc 16p va chiét 16p nude
b%mg MTBE. Két hop céc phﬁn chiét hitu co, lam khd trén magie sulfat, loc, va co
phan dich loc dé thu dugc phan cin mau da cam. Tinh ché nguyén liéu thd bang
phuong phap sic ky cdt silicagel, rira giai bing 5% MeOH/DCM dé thu dugc hop chét
néu & phan tiéu d& (205 mg, 78%) & dang chat rén mau vang. ES/MS (m/z): 543,2
(M+H).

Diéu ché cac hop chét sau theo cach co ban tuong tw nhwr phwong phép trong vi
du diéu ché 6, voi cac thay ddi sau trong quy trinh, thoi gian gia nhiét nim trong
khoang tir 1 dén 2 gid, chiét bing MTBE hodc EtOAc, va 1am khd céc 16p hitu co trén
magie sulfat hodc natri sulfat. Tinh ché bing phuong phap sic ky cdt silicagel str dung
t6i 10% (MeOH hodc 7M MeOH dugc amoniac hoa) trong DCM (vi du diu ché 10:
gradien 3-8% 7M MeOH dugc amoniac héa trong DCM; céc vi du didu ché 9 va 11:
gradien 4 dén 10% 7M MeOH dugc amoniac héa trong DCM) va/hodc bang phuong
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phap sic ky pha ddo pH cao nhu da luu y.

Bang 2: Céc hop chét dugc didu ché theo vi du diéu ché 6

Vi du diéu
cheé so

Tén hoa hoc

Cau trac

ES/MS (m/z)
(M+H)

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

N/\/O
F\/C/ O (0]

543,0

21/80

82!

[3-(4-clo-2-
flophenyl)-7-
hydroxyquinolin-4-
yl(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-
yl]etoxy}phenyl)me
tanon

509,0

9b

[3-(3-clo-2-
flophenyl)-7-
hydroxyquinolin-4-
yl(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-
yl]etoxy}phenyl)me
tanon

509,0

10

[3-(2,4-
Diflophenyl)-7-
hydroxyquinolin-4-
yll(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-

yl]etoxy} phenyl)me
tanon

493,0

11

[3-(2,3-
Diflophenyl)-7-
hydroxyquinolin-4-
ylj(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-

yl]etoxy} phenyl)me
tanon

493,0
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(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-

1 yl]etoxy}phenyl)[3-
(2-flo-4-
metylphenyl)-7-
hydroxyquinolin-4-
yl]metanon
(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-

13 yl]etoxy} phenyl)[3-
(2-flo-3-
metylphenyl)-7-
hydroxyquinolin-4-
yl]metanon

489,2

489,2

aTinh ché bing phuong phap sic ky nhanh pha ddo pH cao (cot C18 hiéu nang cao
RediSep Rf GOLD®, rua giai bang 35-45% ACN trong 10 mM dung dich nudc amoni
bicacbonat v6i 5% MeOH).

bSau khi tinh ché trén silic oxit, rira giai bang 4-10% 7M MeOH dugc amoniac héa
trong DCM, tinh ché thém bang phuong phap sdc ky nhanh pha dao pH cao (cot C18
cot hiéu ning cao RediSep Rf GOLD®, rira giai bing 30-44% ACN trong 10 mM
dung dich nudc amoni bicacbonat véi 5% MeOH).

Vi dy diéu ché 14

4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)(hydroxy)metyl]-3-[2-flo-4-

(triflometyl)phenyl]quinolin-7-ol raxemic

B6 sung (4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl) {3-[2-flo-4-
(triflometyl)phenyl]-7-hydroxyquinolin-4-yl}metanon (305 g, 562,2 mmol) va THF
(1,5 L) cing nhau trong méi truong N» va lam lanh dung dich xudng nhiét do 0 dén
5°C. B6 sung lithi trietylbo hydrua (1 M trong THF, 1,5 L, 1,5 mol) theo ting giot.
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KhuAy hdn hop & nhiét do 0 dén 5°C trong 1 gid. B6 sung nude (300 mL) theo timg
giot va NILCI bdo hoa (1 L). Lam &m hén hop dén nhiét do trong phong. B sung
EtOAc (2 L) va thu gom 16p hitu co. Rira 16p hitu co bing nuée mudi (500 mL), 1am
kho trén MgSOs, loc, va cb téi trang thai kho. Hoa tan phén can trong hdn hop theo ty
18 95:5 cua axeton va 2M amoniac trong MeOH va loc qua silicagel dé thu dugc hop
chit néu & phn tiéu d& (264 g, 86,2%) & dang chét rén mau da cam. ES/MS (m/z):
5452 (M+H).

Vi dy diéu ché 15

4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)(hydroxy)metyl]-3-[2-flo-4-
(triflometyl)phenyl]quinolin-7-ol, chét dong phan 1

Tinh ché 4-{2-[3-flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)(hydroxy)metyl]-3-[2-
flo-4-(triflometyl)phenyl]quinolin-7-ol raxemic (354 g, 0,62 mol) st dung sac ky
khong dbi ximg trong cac diéu kién sau: Cot Chiralpak AD-H, 150 x 50 mm, tbe do
dong 300 g/phut, UV 350 nm, pha dong 35% iPrOH véi 0,5% DMEA/COa, nhiét do
cot 40°C dé thu dugc hop chit néu & phén tiéu d& (171,4 g, 48%) ciia chit dong phan
rira giai thir nhat. X4c nhéan sy 1am giau ddng phéan dbi anh cta chét ddng phéan 1 bang
phuong phap SFC phén tich bat dbi ximg, >98% ee, tr) =0,79 phit, ct: 4,6 x 150 mm
Chiralpak AD-H, rua giai bing pha dong bing 35% iPrOH véi 0,5% DMEA trong
COy, tc dd dong 13 0,6 mL/phut, phat hién UV tai 350 nm.

Vi dy diu ché 15 theo cach khéc

B6 sung trimetyl borat (65 mg, 0,62 mmol) vao dung dich cua (R)-(+)-a.0a-
diphenyl-2-pyrolidinemetanol (132 mg, 0,52 mmol) trong THF (20 mL). Khuiy hén
hop trong mdi trudng No & nhiét do trong phong trong 1 gio. B6 sung boran-
dimetylsulfua (2,0 M trong THF, 2,6 mL, 5,2 mmol) tiép theo bang (4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl){3-[2-flo-4-(triflometyl)phenyl]-7-
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hydroxyquinolin-4-yl}metanon (1,0 g, 1,73 mmol). Gia nhiét phan tng qua dém &
nhiét do 45°C. B sung thém boran-dimetylsulfua (2,0 M trong THF, 2,6 mL, 5,2
mmol) va khudy trong 5 gio & nhiét d6 45°C. B6 sung tir tir dung dich NH4Cl bdo hoa
(25 mL) va téch pha hitu co. Chiét lai phan chiét chita nu6c bang 20% iPrOH/CHClL.
Két hop cac phén chiét hitu co, 1am kho trén NaxSOs, loc, va lam bay hoi dé thu dugc
hop chét trung gian phirc boran (1,2 g). Hoa tan mdt phan ba lugng hop chét trung
gian phirc boran (0,4 g, 0,6 mmol) trong 1,4-dioxan (4 mL) va etanolamin (0,3 mL, 5
mmol) va gia nhiét phan g dén nhiét do 70°C trong 3 gid. Lam dung phan g bang
dung dich NH4ClI bédo hoa (25 mL) va tach pha hitu co. Chiét lai phan chiét chira nuéc
bing 20% iPrOH/CHCI; (4 x 25 mL). Két hop céc phan chiét hitu co, lam kho trén
NaxSOs, loc, va ¢d t6i trang thai kho dé thu dugc hop chit néu ¢ phan tiéu dé & dang
chét rén mau da cam (0,33 g, 0,57 mmol, hidu suat 100%). LC/MS (m/z): [M+H]" 545.
X4c nhan su lam giau ddng phan di anh cua chét ddng phan 1 bang phuong phap SFC
phan tich bit di xtmg, 96% ee, tr) =0,79 phit, cdt: 4,6 x 150 mm Chiralpak AD-H,
rita giai bing pha dong bing 35% iPrOH véi 0,5% DMEA trong CO», toc d0 dong la
0,6 mL/phut, phat hién UV tai 350 nm.

Vidul

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-8-(triflometyl)-5SH-

[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol raxemic

Lam lanh dung dich cta (4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy }phenyl){3-[2-
flo-4-(triflometyl)phenyl]-7-hydroxyquinolin-4-yl }metanon (5,27 g, 9,71 mmol) trong
1,4-dioxan (100 mL) xubng nhiét do 5°C. B6 sung lithi trietylbo hydrua (1 M trong
THF, 30,0 mL, 30,0 mmol). Loai b6 bé lam lanh va khudy trong 1,5 gio & nhiét dd
trong phong. Lam dimng hdn hop bing nudc. B6 sung dung dich NH4Cl bdo hoa va
EtOAc. Téach céac 16p va chiét 16p nude bang EtOAc. Két hop cac phan chiét hitu co,
lam kho trén MgSO4 khan, loc, va cd phﬁn dich loc. Hoa tan phﬁn can tho trong THF
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(100 mL). B6 sung natri hydrua (60% trong dau khoang, 1,94 g, 48,5 mmol). Hoi luu
dung dich trong 1,5 gio. B6 sung thém natri hydrua (60% trong dau khoang, 1,94 g,
48,5 mmol), sau d6 hdi luu trong 30 phiit nita. Lam lanh dung dich xubng nhiét do
trong phong va lam dimg bing nuée. Bd sung EtOAc va dung dich NH4Cl bdo hoa.
Tach céc 16p va chiét 16p nude bing EtOAc. Két hop phan chiét hitu co, 1am kho trén
MgSOy4 khan, loc, va cd phﬁn dich loc. Tinh ché phﬁn can bang phuong phap sic ky
cot silicagel, rira giai bang gradien ciia 5-7% MeOH trong DCM dé thu duogc hgp chit
néu & phﬁn tiéu @& (3,70 g, 72%) & dang bot mau vang nhat. ES/MS (m/z): 525,2
(M+H).

Diéu ché cac hop chat sau theo cach co ban twong tu nhu phuong phép trong vi
du 1, v6i nhing thay dbi sau trong quy trinh. Pé kht, st dung 3 dén 5 duong luong
cua lithi trietylbo hydrua véi thoi gian phan ung tir 30 phut dén mot gid va 1am khd
céac 16p hiru co trén magie sulfat hodc natri sulfat. Sir dung phén cin tho truc tiép hoic
tinh ché bang phwong phap sic ky cot silicagel, rira giai bang gradien cua 0-5-7,5-10%
MeOH trong DCM trude khi déong vong. Hoan thanh qué trinh dong vong bang cach
hdi luu trong THF trong thoi gian lén dén 16 gid, hodc trong DMF, tir 2 gid ¢ nhiét do
trong phong dbi v&i vi du 2, t6i 2 gid' & nhiét d6 85°C dbi v6i vi du 8. Chiét bang
DCM hoic EtOAc va lam khd céc 16p hitu co trén magie sulfat hodc natri sulfat. Tinh
ché bing phwong phéap sic ky cot silicagel sir dung t6i 10% (MeOH hodc 7M MeOH
duoc amoniac héa) trong DCM (vi du 2: gradien 0-10% MeOH trong DCM; vi du 5:
gradien 4-10% 7M MeOH dugc amoniac hda trong DCM; vi du 8: gradien 5-7,5% 7M
MeOH dugc amoniac héa trong DCM) hodc bang HPLC pha dao pH cao nhu da luu y.

Bang 3: Céc hogp chét vi du dugc diéu ché theo vi du 1

Vidusd | Tén hoéahoc CAu tric ES/(I\&ES?/Z)
5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin- ~_O ¥
1-yl]etoxy }phenyl)- F\LN O o T

) 7-(triflometyl)-5H- O 5252

[1]benzopyrano[4,3- O h ’
c]quinolin-2-ol HO Nig
raxemic
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3a

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

491,0

4b

7-clo-5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-yl]etoxy}phenyl)-
SH-
[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol
raxemic

s i
F o)
e
~
HO N

491,0

50

8-flo-5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-yl]etoxy }phenyl)-
5H-
[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol
raxemic

N~O
F\/C/ O (0]

F
‘ \O
7
HO N

475,0

6d

7-tlo-5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-yl]etoxy } phenyl)-
SH-
[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-o0l
raxemic

(@]
o i
F o)
®
~
HO N

475,0

7C

5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-yl]etoxy} phenyl)-
8-metyl-5H-
[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol
raxemic

N0
F\/C/ O o
e
~
HO N

471,2

5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-
1-yl]etoxy}phenyl)-
7-metyl-5H-
[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol
raxemic

N~O
F\L/ (0]
%
Z
HO N

471,2

“Tinh ché bang HPLC pha d4o pH cao (c6t KINETEX® C18, Sum, 30 x 250 mm, rita

giai bang 35-50% ACN trong 10 mM dung dich nuéc amoni bicacbonat véi 5%

MeOH).
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®Tinh ché bang HPLC pha d4o pH cao (cot KINETEX® C18, 5pm, 30 x 250 mm, rira
giai biang 35-43% ACN trong 10mM dung dich nudc amoni bicacbonat v&i 5%
MeOH)

°Sau khi tinh ché trén silic oxit, rira giai bang 4-10% 7M MeOH dugc amoniac héa
trong DCM, tinh ché thém bang HPLC pha dao pH cao (c6t KINETEX® C18, 5 um
30 x 250 mm, ria giai bang 30-44% ACN trong 10mM dung dich nudc amoni
bicacbonat véi 5% MeOH).

Tinh ché bang HPLC pha d4o pH cao (c6t XBRIDGE® C18 S5um OBD, 30 x 75 mm,
rira giai bang 10-75% ACN trong 10mM dung dich nudc amoni bicacbonat v&i 5%
MeOH).

etinh ché by HPLC pha dao pH cao (¢t XBRIDGE® C18 5 pm OBD, 30 x 75 mm,
rira giai bang 10-60% ACN trong 10mM dung dich nudc amoni bicacbonat véi 5%
MeOH).

Vidu 1A

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-8-(triflometyl)-5H-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, chét ddng phan 1

va
Vidu 1B

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-8-(triflometyl)-5H-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, chit ddng phan 2

Tach hai chit ddng phan d6i anh cua 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
yl]etoxy} phenyl)-8-(triflometyl)-5SH-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol bang phuong
phap SFC khong ddi ximg véi cac didu kién sau: Cot: LUX® Cellulose-1, 5 x 25 cm;
rira giai bang pha dong 1a 30% iPrOH (v6i 0,5% DMEA) trong CO2; nhiét do cot:
40°C; tbe do dong: 300 g/phut; bude séng phat hién UV: 270 nm dé thu dugce hop chét
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trong vi du 1A & dang chit dong phan ddi anh rta gidi thi nhét (chét dong phén 1).
ES/MS (m/z): 525,2 (M+H). X4c nhén sy lam giau ddng phan d6i anh cta chit dong
phan 1 bang phwong phép SFC phan tich bat d6i xtmg, >99% ee, f®): 1,30 phut; cot:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rira giai bang pha dong 1a 30% MeOH (0,2%
IPA) trong CO2; nhiét do cot: 40°C; tdc d6 dong: 5 mL/phut; budc séng phat hién UV:
225 nm. T4ch hop chit néu & phén tiéu dé trong vi du 1B d thu dugc chat dong phan
d6i anh rira giai tht hai (chat ddng phan 2). ES/MS (m/z): 525,2 (M+H). X4c nhan su
lam gidu ddng phan d6i anh cta chat dong phan 2 bing phuong phap SFC phan tich
béat dbi xung, 98% ee, fr): 2,03 phut; cot: CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rira
giai béng pha dong 1a 30% MeOH (0,2% IPA) trong CO2; nhiét do cot: 40°C; tdc do
dong: 5 mL/phut; budce song phat hién UV: 225 nm.

Vi du diéu ché 1B theo cach khéc

Hop chét 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-8-(triflometyl)-5H-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol két tinh, chat ddng phéan 2

Khudy  5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-8-(triflometyl)-5H-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, axit 4-metylbenzensulfonic, chat dong phan 2
(23,8 g, 0,034 mol) trong nudce (250 mL) & tbc do 1000 vong/phut. B6 sung NaOH (76
uL) va khudy dung dich trong 2 gid. B6 sung DCM (600 mL). T4ch hdn hop, 1am khd
phan chiét DCM bang magie sulfat, loc nguyén liéu qua b loc xi-lanh (0,45 pm), va
cb toi trang thai kho. Dé yén nguyén liéu duéi dong N, trong thoi gian cubi tudn. BH
sung EtOH/nuéc theo ty 1€ 1:1 (80 mL) va khudy hdn hop bang siéu am. Thu gom chét
ran mau niu Véﬁg bing cach loc trén mang nylon dé thu dugc hogp chit néu & phan tiéu

d8 (10,47 g, 0,02 mol, 59%).
Nhiéu xa bot tia X (X-Ray Powder Diffraction - XRD)

M0 hinh nhiéu xa XRPD ciia céc cht rén két tinh thu dugc trén thiét bi nhiéu
xa bot tia X Bruker D4 Endeavor, c6 trang bi nguén CuKa va bd do Vantec, van hanh
& dién thé 35 kV va cudng d6 50 mA. Mau duoc quét trong khoang géc nhiéu xa 20 tir
4 dn 40°, voi kich thude bude géc nhiéu xa 20 1a 0,008° va toc do quét 1a 0,5
gidy/budce, va st dung do phan ky 1,0 mm, bd chéng tan xa c6 dinh 6,6 mm, va cac

khe do 11,3 mm. Bot kho duge dua 1én bd chira mau bang thach anh va bé mit tron
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thu dugc bang cach sir dung con trugt thiy tinh. Nhiéu xa dd dang tinh thé duoc thu
thap & nhiét do moi trudong xung quanh va do dm tuwong ddi. Cac vi tri dinh tinh thé
duoc xac dinh trong dung cu MDI-Jade sau khi toan bo dich chuyén mau trén co sd
chit chuén ndi NIST 675 véi cac dinh & 8,853 va 26,774 26°. D4 biét r5 trong linh vuc
tinh thé hoc 13, d8i v6i mot dang tinh thé nhét dinh bét ky, thi cudng do twong ddi cla
cac dinh nhidu xa c6 thé thay dbi do su dinh huéng dugc uu tién xudt phat tir cac yéu
t5 nhu hinh théi tinh thé hodc dang tinh thé. Khi xut hién tac dong cua sy dinh huéng
duogc uu tién, thi cuong do dinh bi thay dbi, nhung céc vi tri dinh dic trung cua dang
da hinh 13 khong thay d6i. Chang han, xem trong tai liéu The United States
Pharmacopeia #23, National Formulary #18, pages 1843-1844, 1995. Ngoai ra, cling
d4 biét 6 trong linh vuc tinh thé hoc 13, dbi v&i mot dang tinh thé nhét dinh bét ky, thi
cac vi tr dinh & géc ¢6 thé thay dbi mot chut. Chéng han, cac vi tri dinh c6 thé dich
chuyén do bién ddi nhiét do ma miu dugc phén tich tai d6, su thay thé mau, hogc su
c6 mit hodc khong c6 mit chat chudn noi. Trong truong hop nay, bién thién vi tri dinh
13+ 0,2 26° duoc coi 1a ¢6 tinh dén cac bién thién tiém ning ndy giy cén tré viée xac
dinh rd rang dang tinh thé duge chi ra. Cau hinh cua dang tinh thé ¢6 thé duoc tao ra
dwa trén dang két hop don nhat cac dinh phan biét.

Mo ta dic diém mAu didu ché cua 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
ylJetoxy} phenyl)-8-(triflometyl)-5H-[ 1 Jbenzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol két tinh, chét
ddng phan 2 bang kiéu XRD sir dung ngudn phat xa CuKa c6 cac dinh nhiéu xa (cc
tri s6 2-theta) nhu duoc mo ta trong bang 3 dudi day, va cu thé, c6 cac dinh tai 19,8
két hop voi mot hodc nhiéu dinh dwgc chon tir nhém gdm 6,8, 16,0, va 22,1; v6i dung
sai d6i v4i cac gbc nhidu xa 12 0,2 d9.

Béng 4: Céc dinh nhifu xa bot tia X ctia hop chat két tinh vi du 1B

Dinh Gée (°2-Theta) +/- 0,2° Cutng d6 twong doi (¥ dinh
cuong do cao nhat)

i 6.3 29.40
2 15,3 8,30

3 16,0 20,10
4 17.4 7.60

5 18,1 16,00
6 19.8 100,00
7 21,1 14,60
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8 22,1 28,90
9 24.9 16,40
10 25,4 21,90

Vi du diéu ché 1B theo cach khac

Hoa tan 4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy}phenyl)(hydroxy)metyl]-3-[2-
flo-4-(triflometyl)phenyl]quinolin-7-ol, chat dong phan 1 (63,05 g, 104,7 mmol) trong
DMSO (1,3 L) trong moi truong N2 ¢ nhi¢t d trong phong. B6 sung theo tlmg phan
xesi cacbonat (108 g, 331 mmol) trong 5 phut. Gia nhiét hdn hop nay dén 60 °C trong
15 gid. Lam lanh hdn hop xudng nhiét do trong phong va pha loéng bang nuée (2,1 L)
va EtOAc (1,3 L). Khudy hdn hop trong 5 phut va tach. Chiét lai nguyén li¢u chira
nuéc bing EtOAc (1,3 L) va khudy trong 5 phut. Tach va két hop cac phan chiét hitu
co, rira bang nudc mudi, nudc, va EtOAc. Lam khd cac phan chiét hitu co bang
MgSOs, cd, va 1am khd trong mdi truong chan khong cao qua dém ¢ nhiét do trong
phong dé thu dugc hop chit néu & phin tiéu d& & dang chit ran mau nau (52,69 g,
95,9%). X4c nhan su 1am gidu ddng phan dbi anh cia hop chét trong vi du 1B bing
phuong phép SFC phan tich bat d6i xing, 98,1% ee, f®: 2,03 phat; cot:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rira giai bang pha dong 1a 30% MeOH (0,2%
IPA) trong CO2; nhiét do cot: 40°C; tdc do dong: 5 mL/phiit; budc song phat hién UV:
225 nm.

Vidu 2A

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-7-(triflometyl)-5SH-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, chat dong phan 1

va
Vidu2B

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-7-(triflometyl)-5H-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, chit dong phan 2
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F
\//:/N/\/O F F
F o
CC
HO N7

Tach hai chit dong phan d6i anh cia 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
yl]etoxy}phenyl)-7-(triflometyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol bang phuong
phap SFC khong dbi xtng véi cac diéu kién sau: Cot: CHIRALPAK® IC, 21 x 250
cm; rira giai br?mg pha dong gém 30% iPrOH (v6i 0,2% IPA) trong COg2; nhiét do cot:
40°C; tbe do dong: 70 g/phit; budc séng phat hién UV: 225 nm dé thu duge hop chét
vi du 2A & dang chit ddng phan d6i anh rira giai tha nhat (chit dong phan 1). ES/MS
(m/z): 525,1 (M+H). X4c nhé4n sy lam giau ddng phan dbi anh cta chit dong phén 1
bing phuong phap SFC phan tich bat dbi xing, >99% ee, f®): 1,56 phut; cot:
CHIRALPAK® IC, 4,6 x 150 mm; rira giai bang pha dong gdm 30% iPrOH (0,2%
IPA) trong CO2; nhiét do cot: 40°C; tdc do dong: 5 mL/phut; budc song phat hién UV:
225 nm. Téch hop chét néu & phén tidu d& trong vi du 2B dé thu dugc chit dong phan
d6i anh rira giai thir hai (chat dong phan 2). ES/MS (m/z): 525,2 (M+H). X4c nhan su
lam gidu ddng phan d6i anh cta chit dong phan 2 bang phuong phap SFC phan tich
bét ddi xtmg, 98% ee, fr): 2,33 phut; cot: CHIRALPAK® IC, 4,6 x 150 mm; rira gidi
bing pha dong gdm 30% iPrOH (0,2% IPA) trong CO»; nhiét do cot: 40°C; tdc dd
dong: 5 mL/phut; budce séng phat hién UV: 225 nm.

Vidu3A

8-clo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-5H-[ 1 ]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol, chit ddng phan 1

va
Vidu 3B

8-clo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-SH-[ 1 ]benzopyrano[4,3-
c¢]quinolin-2-ol, chat dong phan 2
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Téach hai chat dong phan d6i anh cua 8-clo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
yl]etoxy}phenyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol biang phuong phap SFC
khong dbi xting véi cac diéu kién sau: Cot: CHIRALCEL® OD-H, 21 x 250 cm; rira
giai bang pha dong gém 35% MeOH (véi 0,2% IPA) trong CO»; nhiét d§ cot: 40°C;
tbc do dong: 80 g/phut; budce séng phat hién UV: 225 nm dé thu duge hop chét trong
vi du 3A & dang chét ddng phan dbi anh rira giai th nhat (chat dong phan 1). ES/MS
(m/z): 491,0 (M+H). Xé4c nhén sy lam gidu dong phan dbi anh cua chit ddng phén 1
bang phuong phap SFC phan tich bat ddi ximg, >99% ee, f®): 1,55 phut; cot:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; ria giai béng pha dong 1a 35% MeOH (0,2%
IPA) trong COs; nhiét do cot: 40°C; tde d6 dong: 5 mL/phut; budce séng phat hién UV:
225 nm. Tach hop chét néu & phén tiéu dé trong vi du 3B dé thu dugc chit dong phan
d6i anh rira giai thtr hai (chit dong phan 2). ES/MS (m/z): 491,0 (M+H). X4c nhan su
lam giau dong phan d6i anh cua chét dong phan 2 bang phwong phap SFC phan tich
bét ddi xtng, >99% ee, fwry: 2,26 phit; cot: CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; ria
gidi béng pha dong 1a 35% MeOH (0,2% IPA) trong CO»; nhiét do cot: 40°C; tdc do
dong: 5 mL/phut; budce séng phat hién UV: 225 nm.

Vidu 4A

7-clo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl|etoxy} phenyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol, cht dong phan 1

va
Vidu 4B

7-clo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol, chit ddng phan 2
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Tach hai chit ddng phan dbi anh cta 7-clo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
ylJetoxy} phenyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol bang phwong phép SFC
khong d6i xung voi cac diéu kién sau: Cot: CHIRALCEL® OD-H, 21 x 250 cm; rita
giai béng pha dong gém 35% MeOH (v6i 0,2% IPA) trong CO2; nhiét do cot: 40°C;
tbc do dong: 80 g/phut; bude séng phat hién UV: 225 nm @& thu duoc hop chét trong
vi du 4A & dang chit ddng phan ddi anh rira gidi tha nhit (chat ddong phan 1). ES/MS
(m/z): 491,0 (M+H). X4c nhan sy lam gidu ddng phan ddi anh cta chét dong phén 1
bing phuong phép SFC phan tich bt ddi ximg, >99% ee, f®y: 1,71 phut; cot:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rira giai bing pha dong 1a 35% MeOH (0,2%
IPA) trong CO2; nhiét do cot: 40°C; tdc do dong: 5 mL/phut; budc soéng phat hién UV:
225 nm. T4ch hop chit néu & phin tiéu dé trong vi du 4B d& thu duge chat dong phéan
ddi anh rira giai tht hai (chit ddng phan 2). ES/MS (m/z): 491,0 (M+H). X4c nhén su
lam gidu ddng phan ddi anh ctia chat ddng phan 2 bang phuong phap SFC phén tich
bt d6i xtimg, >99% ee, tr): 2,38 phut; cot: CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rita
gidi béng pha dong 13 35% MeOH (0,2% IPA) trong CO»; nhiét do cot: 40°C; tbc dod
dong: 5 mL/phut; budce séng phat hién UV: 225 nm.

Vidu 5A

8-flo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-SH-[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol, chit ddng phan 1

va
Vidu 5B

8-flo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol, cht déng phan 2
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Tach hai chit ddng phan ddi anh cia 8-flo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-

o

yl]etoxy} phenyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol bing phwong phap SFC
khong d6i xting véi céac diéu kién sau: Cot: CHIRALCEL® OD-H, 21 x 250 cm; rira
giai bang pha dong gdm 30% MeOH (v6i 0,2% IPA) trong CO2; nhiét do cot: 40°C;
tdc do dong: 80 g/phut; bude song phat hién UV: 225 nm dé thu duoc hop chét trong
vi du 5A & dang chét ddng phan dbi anh rira giai thtt nhét (chat dong phéan 1). ES/MS
(m/z): 475,0 (M+H). Xéc nhan sy 1am gidu dong phan déi anh cta chit dong phan 1
bing phuong phdp SFC phan tich bat doi ximg, >99% ee, f®): 1,56 phut; cot:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rira giai bang pha dong 1a 30% MeOH (0,2%
IPA) trong CO2; nhiét do cot: 40°C; tdc @6 dong: 5 mL/phut; budc soéng phat hién UV:
225 nm. Tach hop chét néu & phan tiéu dé trong vi du 5B dé thu dugc chat dong phan
dbi anh rira giai thi hai (chat dong phén 2). ES/MS (m/z): 475,0 (M+H). Xac nhén sy
lam giau déng phan d6i anh cta chit ddng phan 2 bang phuong phap SFC phan tich
bat dbi xtmg, >99% ee, f®): 2,29 phit; cdt: CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rira
giai béng pha dong 1a 30% MeOH (0,2% IPA) trong CO2; nhiét dd cot: 40°C; toc d6
dong: 5 mL/phut; budc séng phat higén UV: 225 nm.

Vidu 6A

7-flo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol, chét ddng phan 1

va
Vidu 6B

7-flo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-5SH-[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol, chit dong phan 2
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Téach hai chit ddng ph4n dbi anh cua 7-flo-5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
yl]etoxy} phenyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol bang phwong phip SFC
khong d6i xtmg véi cac diéu kién sau: Cot: CHIRALCEL® OD-H, 21 x 250 cm; rira
giai béng pha dong g@)m 35% MeOH (v6i 0,2% IPA) trong CO2; nhiét do cot: 40°C;
téc d6 dong: 80 g/phut; budc séng phat hién UV: 225 nm dé thu duoc hop chat trong
vi du 6A & dang chét ddng phan ddi anh rira giai thit nhat (cht dong phan 1). ES/MS
(m/z): 475,0 (M+H). X4c nhan sy 1am giau dong phan d6i anh ctia chét dong phén 1
bang phuong phép SFC phén tich bat ddi xung, >99% ee, tw®): 1,32 phut; cot:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rira giai bang pha dong 1a 35% MeOH (0,2%
IPA) trong COg; nhiét do cot: 40°C; tdc @6 dong: 5 mL/phut; budc séng phat hién UV:
225 nm. Tach hop chét néu & phin tiéu d& trong vi du 6B dé thu dugc chat dong phan
dbi anh rra giai thir hai (chit ddng phan 2). ES/MS (m/z): 475,0 (M+H). X4c nhan sy
lam gidu ddng phan ddi anh cta chat ddng phan 2 béng phuong phap SFC phén tich
bAt d6i xtmg, >99% ee, fr): 1,95 phut; cot: CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rira
gi4i bang pha dong 1a 35% MeOH (0,2% IPA) trong CO; nhiét d6 cot: 40°C; toc do
dong: 5 mL/phut; bude séng phat hién UV: 225 nm.

Vi du 8A

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-7-metyl-5SH-[ 1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol, chét ddng phén 1

va
Vidu 8B

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-7-metyl-5SH-[1]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol, chit ddng phan 2
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Tach hai chdt ddng phan d6i anh coa 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-
ylJetoxy} phenyl)-7-metyl-5H-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol bang phuong phép
SFC khong dbi ximg véi cac diéu kién sau: Cot: CHIRALCEL® OD-H, 21 x 250 cm;
rra gidi bing pha dong gdbm 30% iPrOH (véi 0,2% IPA) trong CO»; nhiét do cot:
40°C; the dd dong: 80 g/phut; bude séng phat hién UV: 265 nm dé thu dugc hop chit
trong vi du 8A & dang chit dong phan ddi anh rira giai th nhat (chat dong phan 1).
ES/MS (m/z): 471,2 (M+H). Xé4c nhan sy 1am gidu ddng phan ddi anh cua chat dong
phan 1 bang phuong phap SFC phan tich bat dbi xing, >99% ee, tr): 1,47 phut; cdt:
CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rira giai bang pha dong gém 30% iPrOH (0,2%
IPA) trong CO2; nhiét do cot: 40°C; tdc 46 dong: 5 mL/phut; bude séng phat hién UV:
225 nm. Tach hop chit néu ¢ phan tiéu dé trong vi du 8B dé thu duoc chat dong phan
d6i anh rira giai tht hai (chat dong phan 2). ES/MS (m/z): 471,2 (M+H). Xé4c nhén sy
lam giau ddng phan déi anh cua chit ddng phan 2 bang phuong phap SFC phén tich
bat dbi xtmg, >99% ee, tr): 2,05 phut; cot: CHIRALCEL® OD-H, 4,6 x 150 mm; rta
gi4i bing pha dong gdm 30% iPrOH (0,2% IPA) trong CO»; nhiét do cot: 40°C; toc do
dong: 5 mL/phut; bude séng phat hién UV: 225 nm.

Vidu9

5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-8-(triflometyl)-SH-

[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, chét ddng phan 2, axit benzensulfonic

N/\/O
F “‘D 0

F
O \
Fron
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Gia nhiét huyén phu dic ctia 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-
8-(triflometyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, chit déng phan 2 (vi du 1B)
(100 mg, 0,19 mmol) trong ACN (3 mL) ¢ nhi¢t d6 50°C. B6 sung dung dich cta axit
benzensulfonic monohydrat (40 mg, 0,23 mmol) trong ACN (1 mL). Gia nhiét dung
dich mau vang trong trong 10 phit ¢ nhiét d§ 50°C. Ngung gia nhiét, cho hdn hop
phan Umg lam lanh xudng nhiét do trong phong, va khudy hdn hgp qua dém. B6 sung
toluen (2 mL) va khudy hdn hop phéan tmg 2 gio. Loc dung dich, thu gom chat ran tao
ra va rira chit rdn bang ACN (1 mL). Lam kho chét ran trong chan khong dé thu duoc
hop chét néu ¢ phan tidu dé (74 mg, 55%).

Vi du diéu ché 9 theo cach khac

Gia nhiét huyén phu dic cia 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy } phenyl)-
8-(triflometyl)-5H-[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, chat ddng phén 2 (vi du 1B)
(124,1 mg, 0,24 mmol) trong MEK (4 mL) & nhiét do 50°C. B6 sung dung dich ctia
monohydrat axit benzensulfonic (50 mg, 0,28 mmol) hoa tan trong MEK (1 mL).
Ngimng gia nhiét, cho hon hop phan tng lam lanh xubng nhiét do trong phong, va
khudy hén hop trong thoi gian cudi tuan. C6 dudi dong Na. B6 sung MEK (1 mL) va
huyén phu dic dé thu dugc cht rén két tinh mau vang. Thu gom chét rin, rira bing
MEK, va 1am kho trong mdi trudng chan khong ¢ nhiét do trong phong dé thu duoc
hop chét néu & phan tiéu dé (78,8 mg, 48%).

XRD, vidu 9

Hoan thanh XRD nhu dugc mé ta trong vi du 1B. M6 ta ddc diém miu diéu ché
cua -(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-8-(triflometyl)-5SH-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, chét ddng phén 2, axit benzensulfonic bang kiéu
XRD sir dung ngudn phat xa CuKa c6 cac dinh nhiéu xa (céc tri s6 2-theta) nhu duoc
mo ta trong bang 4 dudi ddy, va cu thé, c6 cac dinh tai 20,5 két hop v6i mot hodc
nhiéu dinh dugc chon tir nhém g6m 12,3, 22,2, va 23,1; v6i dung sai dbi véi cac gbc

nhiéu xa 13 0,2 do.

Bang 5: Céc dinh nhiéu xa bot tia X ctia hgp chét két tinh trong vi du 9
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Cudng do twong ddi (% cua dinh
binh | Goc (°2-Theta) +/- 0,2° c¢6 cudng do 16n nhit)
1 7,6 27,10
2 10,6 34,50
3 12,3 42,10
4 12,6 32,30
5 17,7 32,80
6 19,2 26,70
7 20,5 100,00
8 22,2 45,50
9 23,1 36,30
10 242 29,80

Vidu 10

Hop chat 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-8-(triflometyl)-SH-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, axit 4-metylbenzensulfonic két tinh, chit dong
phan 2

N F e
F o)
0
CLY 7 o0
HO N?
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B6 sung 5-(4-{2-[3-(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy}phenyl)-8-(triflometyl)-5H-
[1]benzopyrano[4,3-c]quinolin-2-ol, chét dong phan 2 (vi du 1B) (204,2 g, 389 mmol)
va EtOAc (5 L) cing nhau va khudy & nhiét d6 60°C, tiép theo bing céch bd sung
MeOH (200 mL) ¢ nhiét 46 60°C dé thu dugc dung dich trong mau nau. B6 sung san
phdm néu & phdn tiéu d& (11,48 g) dé gieo mam két tinh dung dich, tiép theo bang
cach bd sung dung dich tron trudce cua axit 4-metylbenzensulfonic; hydrat (81,4 g, 428
mmol) trong EtOAc (800 mL) dé thu dugc huyén phit mau vang. Khudy huyén phu
trong 30 phut & nhiét do 50°C. Co huyén phii con ¥% thé tich. Lam lanh dung dich &
nhiét do trong phong trong 1 gio, loc, thu gom chit rén, va rira chit rdn bang EtOAc.
Lam kho chit rdn trong chan khong & nhiét do 30°C trong thoi gian cubi tudn dé thu
duoc hop chét néu & phﬁn tiéu dé (239 g, 343 mmol). Dé tinh ché thém nguyén liéu, bd
sung hop chét néu & phan tiéu dé (229 g, 328,7 mmol) va 2—propanol (4,6 L) cung
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nhau va gia nhiét t6i 60°C trong 2 gio. Lam lanh xubng nhiét d trong phong trong 30
phut. Loc chét rén va rira bang iPrOH (100 mL). Lam kho chét ran dudi dong N> qua
dem dé thu dugc hop chit néu & phén tidu dé (174,4 g, 76,2%). Két hop cac mé khac
nhau cta hop chit néu & phan tiéu dé duoc didu ché co ban theo cach twong tu va bd
sung heptan (2 L). Khu4y huyén phu trong 30 phut, loc chit rén, va ria bing heptan
(300 mL). Lam kho chét rén thu gom du6i dong N> qua dém dé thu dugc hop chét néu
& phan tidu dé (199,7 g, 99,5%).

XRD, vi du 10

Hoan thanh XRD nhu duge mb ta trong vi du 1B. MAu diéu ché cta 5-(4-{2-[3-
(flometyl)azetidin-1-yl]etoxy} phenyl)-8-(triflometyl)-5SH-[ 1 ]benzopyrano[4,3-
c]quinolin-2-ol, axit 4-metylbenzensulfonic, chat dong phan 2 (vi du 10) dugc m6 ta
dic trung bang kiéu XRD st dung ngudn phat xa CuKa c6 cac dinh nhiéu xa (cac tri
s6 2-theta) nhu dugc mo ta trong bang 5 dudi ddy, va cu thé, c6 cac dinh tai 20,1 két
hop véi mot hodc nhiéu dinh duge chon tir nhém gdm 12,8, 19,5, va 22,8; v6i dung sai
d6i v6i cac goc nhidu xa 12.0,2 do.

Bang 6: Cac dinh nhifu xa bot tia X ctia hop chét két tinh vi du 10

Cuong do tuong d6i (% cia

Dinh | Goc (°2-Theta) +/- 0,2° dinh ¢6 cudng do 16n nhét)
1 7,6 25,70
2 12,4 27,90
3 12,8 36,80
4 18,9 26,50
5 19,5 56,90
6 20,1 100,00
7 20,9 41,50
8 21,8 40,90
9 22,8 39,40
10 254 29,70
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Thir nghiém sinh hoc

Béng chimg vé mdi quan hé giita su biéu hién ER va c4c bénh ung thu x4c dinh

da duoc biét 18 trong linh vyc.

Két qua cta cac thir nghiém sau ddy ching minh rang, cac hop chét c6 cong
thitc I, cong thire II, va cong thic III trong cac vi du la cac chat SERD hoat tinh va

duoc hiéu 12 hitu dung trong diéu tri bénh ung thu.
Thir nghiém gén két canh tranh ERo (kiéu dai), ERo. (40t bién Y537S) va ER

Muc dich cta cac thir nghiém gén két canh tranh ER sau 1a dé xac dinh ai luc
ctia hop chét thir nghiém dbi voi ERa (kidu dai), ERa (40t bién Y537S), va ERP.

Tién hanh chay thir nghiém gén két canh tranh trong dung dich dém chira 50
mM HEPES, pH 7,5, 1,5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 10% glyxerol, 1 mg/mL
ovalbumin, va 5 mM DTT, st dung 0,025 pCi trén mdi 16 *H-estradiol (118 Ci/mmol,
1 mCi/mL), 7,2 ng/ld ERa (kiéu dai), hodc 7,2 ng/16 ERo. (dot bién Y537S) hodc 7,7
ng/15 thy thé ERB. B6 sung hop chét thir nghiém & 10 noéng do khéc nhau nim trong
khoang tr 10.000 nM dén 0,5 nM, va xac dinh su lién két khong dic hidu voi su c6
mit cia 1 pM 17-B estradiol. U phan ting gin két (140 pL) trong 4 gid' & nhiét d trong
phong, va sau d6 b6 sung dung dich dém dextran-than lanh (70 pL) (chtra mdi 50 mL
dung dich dém thu nghiém, 0,75 g than va 0,25 g dextran) vao mdi mot phan mg.
Tron cac dia trong 8 phut trén may ldc qu§ dao & nhiét do 4 °C va sau d6 ly tdm & the
do 3000 vong/phut & nhiét do 4 °C trong 10 phut. Chuyén phan phan udc (120 pL) cua
hdn hop sang dia ddy phing mau tring 96 18 khac (Costar) va bd sung dich nhip nhay
Perkin Elmer Optiphase Supermix (175 pL) vao mdi mot 18. Pay kin céc dia va lac
manh trén méy lic qu§ dao. Sau khi U trong 2,5 gid, doc céc dia trong may dém
Wallac Microbeta. Tinh toan ICso bang cach sir dung phuong phap khép duong cong
logistic 4 thong s6 va tinh toan % tc ché & mirc 10 uM. Chuyén ddi cée trj s6 ICso ciia
hop chét thanh K; bang cach st dung phuong trinh Cheng-Prusoff. Cic két qua ctia thir
nghiém nay ching minh cac vi du 1, 1A, va 1B (va cac vi du khéc) gén két voi ERa
kiéu dai va ERo dot bién (Y537S) téi tb hop nhu duge thé hién trong bang 7 dudi day
va vi du 1B ciing dugc xac dinh 12 gén két véi ERB véi Ki (nM) canh tranh ERB 12
0,11 + 0,07, n=3.
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Bang 7: Céc két quéa gén két canh tranh Era (kiéu dai), ERa (40t bién Y537S) va ERB

45144

Vidsé K; (nM) Era (kitu | Ki (n@ ERa (dot
dai) bién Y537S)
1 0,87 5,80
1A 12,45 +9,32,n=3 | 57,18 + 39,13, n=3
1B 0,31 + 0,38, n=5 2,79 + 3,00, n=5
2 2,17 6,78
2A 0,65 7,92
2B 60,4 293,6
3 2,36 6,69
3A 8,11 27,23
3B 0,59 2,79
4 0,64 12,11
4A 16,78 54,97
4B 0,34 2,34
5 2,82 19,47
5A 12,54 81,15
5B 1,30 6,56
6 4,14 15,77
6A 8,53 45,99
6B 1,13 5,71
7 1,55 8,55
8 3,20 11,4
8A 9,33 66,94
8B 0,94 5,44

Trong s6 cac hop chit minh hoa duoc thtr nghiém, Ki dbi v6i ERa kiéu dai ndm
trong khoang tir khoang 0,300 nM dén khoang 65 nM. Ki dbi véi dot bién ERa Y537S
nam trong khoang tr khoang 2 nM dén 300 nM. Cac két qua cua thir nghiém nay

chimg minh 4i luc gan ket va hiéu luc cta cac hgp chat minh hoa do6i véi cac protein
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ERa kiéu dai, dot bién (ESR1 Y537S) va ERB.

Thir nghiém thoai bién ERo trong cac té bao MCF7

Muc dich cua thir nghiém thodi bién ERo sau 13 d& do su thoai bién ctia ERo
boi hop chat thir nghiém & dong té bao ung thu v duong tinh v6i ERa nhu MCF7.

Nubi cdy cac té bao MCF7 (dugc mua tir ATCC HTB-22) trong mdi trudng
DMEM duoc bd sung 10% FBS, 0,01 mg/ml insulin 1 clia nguoi va 1% khang sinh
penicillin/streptomycin va dat trong cic dia day phang 384 16 & mat do 4000 té bao
mdi 15 trong mdi truong DMEM khong chira d6 phenol (20 pl) chira 10% FBS dugc
t4ch bang than. U té bao qua dém trong ti G nudi cAy té bao (5% CO2, do 4m tuong dbi
95% va 37°C) va dé cho céc t& bao bam dinh vao dia. Ngay tiép theo, dinh lidu té bao
bing hop cht thir nghiém. Str dung bd dinh lugng am Echo 555 dé diu ché cac dich
pha lodng hang loat cua hop chét thir nghiém (1:3) trong khoang tir 6 M dén 0,0003
uM. Pinh lidu cac t€ bao béng cach bd sung 5 pl tir dia pha loang hang loat vao dia té
bao tao ra néng d6 DMSO cubi 13 0,2% véi khoang lidu cua néng dd hop chét thir
nghiém cudi ndm trong khoang tir 2 dén 0,0001 uM. Déi véi diém cuc dai, sit dung
moi truong cha 0,2% DMSO va dbi véi diém cuc tiéu, sit dung fulvestrant dugc pha
loing & ndng do cudi 2 pM trong mdi trudng phét trién chira 0,2% DMSO. Sau khi
dinh liéu bing hop chét thir nghiém, U cac dia té bao & nhiét do 37°C va 5% CO: trong
24 gid. Cb dinh té bao bang cach bd sung 14% para-formaldehyt (10 pL) trong 30 phut
& nhiét do trong phong. Rira té bao mot 1an bang PBS (20 pl) va & voi PBS (20 pl)
chira 0,5% (thé tich/thé tich) TWEEN® 20 trong 1 gio. Rira céc té bao bing PBS chira
0,05% TWEEN® 20 (2x) va phong bé bang 3% BSA trong PBS chira 0,05%
TWEEN® 20 va 0,1% TRITON™ X-100 (20 pL/Id) trong 1 gitr & nhiét do trong
phong. B6 sung dung dich pha loang ty 1& 1:500 ctia khang thé so cip (20 pL) (khang
thé thod don dong ERo. (Clone SP1) #RM-9101-S, Thermo Scientific) trong 1% BSA
trong PBS chira 0,05% TWEEN® 20 mdi 16, day kin cac dia va u qua dém & nhiét do
4°C. Ngay hom sau, rira t& bao bang PBS chtra 0,05% TWEEN® 20 (2x) va 0 véi
khéng thé thur cAp (20 uL/1d) (pha lodng ty 1& 1:1000, IgM dé khéng thé ALEXA
FLUOR™ 488) trong PBS 1% BSA trong thoi gian 105 phut ¢ nhi€t d trong phong.
Sau khi ria cac dia bang PBS (2x20 pL), bd sung RNase (Sigma) (20 pL cia 50
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pg/mL) va dung dich pha lodng propidium iodua 1:1000 trong PBS mdi 16 (20 pL).
Day kin cac dia va i 1 gid & nhiét do trong phong trén ban thi nghiém (dugc bao vé
tranh 4nh séng). Quét cac dia bing thiét bi ACUMEN EXPLORER™ [thiét bi dém té
bao vi dia huynh quang quét laze dugc san xut boi TTP LABTECH LTD] dé do ERa.
Phan tich hinh anh dugc dya trén tin hiéu huynh quang té bao dé nhan dién cac té bao
duong tinh. Nhan dién c4c té bao duong tinh véi ER béng cudng do trung binh. Sir
dung téng cudng do tai 575-640 nm tir propidium iodua/ADN dé nhan dién céc € bao
riéng biét. DAu ra cua thir nghiém 12 % té bao duong tinh véi ER. Xéc dinh ICso bing
cach khép dudng cong vao logistic 4 thong sb dbi v6i mdi dAu ra bang cach sir dung
GENE DATA™, Céc két qua cta thir nghiém nay ching minh sy thodi bién hiéu qua
ctia ERa dugc cam tng boi cac hop chat ¢ cong thic I, cong thie I1, va cong thire IIT
nhu dugc md ta & dy trong céc té bao ung thu vit MCF7. Céc tri 56 ICso tuong ddi cua

cac vidu 1, 1A, va 1B duogc thé hién trong bang 8.

Bang 8: Thir nghiém thoai bién ERo trong céc té bao MCF7

Vi du s6 Tri s6 ICso twong doi (uM)
1 0,003405 + 0,001086, n=3
1A 0,3940 + 0,1941, n=4
1B 0,003088 + 0,001523, n=19
2 0,05220 + 0,006508, n=2
2A 0,05125 + 0,01626, n=2
2B >2
3 0,03347 + 0,007830, n=3
3A 0,3905
3B 0,008664
4 0,02241 + 0,0003553, n=3
4A 0,4998
4B 0,006892
5 0,03653 +0,03738, n=2
5A 0,5221
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5B 0,009493 +0,001103, n=2
6 0,05086 + 0,006889, n=3
6A 0,1753
6B 0,009132
7 0,07879 + 0,007379, n=2
8 0,01738 + 0,008752, n=2
8A 0,2341
8B 0,009617 + 0,005198, n=2
10 0,004216 + 0,001619, n=5

Cu thé, c4c két qua trong bang 7 thé hién sy thodi bién hiéu qua ciia ERo boi
hop chét trong vi du 1 & cac té bao ung thu vt MCF7. Trong s6 cac hgp chat minh hoa
dugce thir nghiém, tri 36 ICsp twong dbi nam trong khoang tir 0,003 dén >2 pM chi ra
ring, tt ca trir vi dy 2B thé hién hoat tinh & ndng do thir nghiém. Céc két qua cta thu
nghiém ndy chirmg minh rang, hop chét c6 cong thirc (I) 1a SERD v6i hoat tinh thoai

bién ERa hiéu luc trong cac té bio.

Thir nghiém cam ung PRa trong cac té bao MCF7

Muc dich cta thtr nghiém cam ung PRa sau la dé x4c dinh xem hop chét thir
nghiém co6 hoat tinh chu vén dbi vé6i thu thé ERa hay khong (chat cha van duge ky
vong kich hoat thu thé).

Nubi cdy MCF7 (dugc mua txr ATCC HTB-22) trong moi trudng DMEM dugc
b4 sung 10% FBS, 0,01 mg/ml insulin 1 cia ngudi va 1% thudc khang sinh
penicillin/streptomycin va cdy céc té bao (trude khi trd nén hop dong 70%) vao trong
chc dia day phéng 384 15 & mat do 4000 té bao mdi 18 v6i 20 pL thé tich trong moi
truong DMEM khong chira d6 phenol chira 10% FBS (dugc tach béng than). U té bao
qua dém trong t @ nudi cdy té bao (5% CO2, d6 4m tuong ddi 95% o nhiét do 37°C)
va d& cho céc té bao bam dinh vao dia. Ngay tiép theo, dinh liéu cac té bao bang hop
chét thir nghiém. Str dung bd dinh luong &m Echo 555 dé didu ché cac dich pha lodng
hang loat cta hop chét (1:3) trong khoang tir 6 uM dén 0,0003 pM. Dinh lidu cac té
bao bang cach bd sung hop chét thir nghiém (5 pL) tr dia pha loang hang loat vao dia

té bao tao ra nong do DMSO cudi 1a 0,2% véi nong do cudi ciia khoang lieu cua hop
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chét thtr nghiém nim trong khoang tir 2 dén 0,0001 pM. Débi v6i diém cuc dai, st dung
moi truong chira 0,2% DMSO va dbi vé6i diém cuc tiéu, st dung fulvestrant duoc pha
loing & ndng do cudi 2 uM trong mdi trudng phat trién chira 0,2% DMSO. Sau khi
dinh lidu bing hop chat thir nghiém, i céc dia té bao ¢ nhiét do 37°C va 5% CO- trong
24 gio. C4 dinh té bao bing cach bd sung 14% para-formaldehyt (10 pL) trong 30 phit
& nhiét do trong phong. Rira cac t& bao mot 1an bang PBS (20 pL) va u véi PBS (20
uL) chira 0,5% (thé tich/thé tich) TWEEN® 20 trong 1 gid. Rira céc t€ bao hai lan
bing PBS (20 pL) chira 0,05% TWEEN® 20 va phong bé bang 3% BSA trong PBS
chira 0,05% TWEEN® 20 va 0,1% TRITON™ X-100 (20 pL/Id) trong 1 gi® & nhiét
d6 trong phong. B sung dich pha loang 1:500 khang thé so cdp (20 pL) (khang thé
don dong chudt khang ngudi PR, dong vd tinh PgR 636 Dako, M3569) trong 1%
BSA/PBS véi 0,05 TWEEN® 20 mbi 16, day kin cac dia va i qua dém ¢ nhiét do 4°C.
Ngay tiép theo, rira cac t& bao bang PBS 0,05% TWEEN® 20 (2x20 puL) va u
v6i khang thé tht cép (20 pL/13) (dich pha lodng 1:1000, IgM dé khang tho ALEXA
FLUOR™ 488) trong PBS 1% BSA trong 105 phut & nhiét do trong phong. Sau khi
rira bing PBS (2x20 pl), bd sung RNase (20 pL cua 50 pg/ml) (Sigma) va dich pha
loding propidium iodua 1:1000 trong PBS mdi 1. D4y kin cac dia va u 1 git & nhiét do
trong phong trén ban thi nghiém (dugc bao quan tranh 4nh séng). Quét cac dia bang
thiét bi ACUMEN EXPLORER™ [thiét bi dém t€ bao vi dia huynh quang quét laze
dugc san xuat boi TTP LABTECH LTD] dé do PRa. Phan tich hinh anh dugc dua trén
tin hiéu huynh quang t& bao dé nhan dién cac té bao duong tinh. Nhan dién cac té bao
duong tinh PR bang cudong do trung binh. St dung tong cuong do tai 575-640 nm tir
propidium iodua/ADN d2 nhan dién cac té bao riéng biét. Pau ra cia thit nghiém 1a %
té bao duong tinh v&i PR. Xéc dinh ICso bang cach khdp dudng cong vao logistic 4
thong sb dbi véi mdi dau ra bang cach st dung GENE DATA™. Céc két qua cia thir
nghiém nay chirmg minh hoat tinh chi vén khong dang kéciacacvidul, 1A,valB &
cac té bao ung thu vi MCF7. Déi véi cac hop chit dugc thir nghiém, céc tri s6 ICso
twong ddi trong thir nghiém nay 12 > 2 pM. Céc két qua cia thir nghiém nay ching
minh hoat tinh chi vin khong dang ké ctia céc hop chat minh hoa dugc thir nghiém &

céc té& bao ung thu vi MCF7. Cac két qua ndy cling chimg minh rang, cac hop chat
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minh hoa dugc thir nghiém 13 céc chit dbi khang cuia ERo trong céc té bao ung thu vi
MCEF7 (ttc 1, chung c6 hoat tinh SERD).

Thtr nghiém té bao tic ché PRo. (su d6i khang chirc ning ERa) trong cac té bao MCF7-
ESR1 Y537N 682 CRISPR

Muc dich cia thir nghiém t& bao trc ché PRa. sau (sw dbi khang chitc ning ERo)
14 dé xac dinh hoat tinh déi khéng ciia hop chét thir nghiém déi véi thy thé ERa dot
bién Y537N. Chat dbi khang trong thir nghiém nay dugc ky vong phong bé chirc ning
ctia thu thé ERo. PRo. 1 dich phién ma xudi dong ciia ERo. va vi vdy, chét doi khang
cua ERa duoc ky vong trc ché su biéu hién cua PRa.

Nudi cAy MCF7-ESR1 Y537N-682 (dugc tao ra boi gen CRISPR/Cas9 chinh
stra cua gen ESR1 trong cac té bao MCF7, dong vo tinh#682) trong mdi trudong
DMEM duogc bd sung 10% FBS va 1% thubc khang sinh penicillin/streptomycin va
d3t cac té bao (trude khi tré nén hop dong 70%) trong céac dia day phéng 384 16 & mat
d6 4000 & bao mdi 15 trong méi trudng DMEM khong chita d6 phenol 10% FBS (thé
tich 20 puL) (dugc tach bing than). U té bao qua dém trong ti G nudi cly té bao (5%
CO», d6 4m tuong ddi 95% va 37°C) va d& cho céc té bao bam dinh vao dia. Ngay tiép
theo, dinh liéu té bao bang hop chét thir nghiém. St dung bd dinh lwgng 4m Echo 555
dé diéu ché cac dich pha loding hang loat cua hop chét (1:3) trong khoang tir 6 uM dén
0,0003 pM. Dinh lidu céc té bao bang cach bd sung 5 pL tr dia pha lodng hang loat
vao dia té bao tao ra ndng do DMSO cudi 1a 0,2% véi khoang lidu cua ndng d6 hop
chét thir nghiém cudi nam trong khoang tir 2 dén 0,0001 uM. DPéi vé6i diém cuc dai, st
dung moi truong chira 0,2% DMSO va d6i v6i didm cuc tiéu, str dung fulvestrant duge
pha lodng & ndng do cudi 2 pM trong mdi trudng phat trién chia 0,2% DMSO. Sau
khi dinh liéu béng hop chét thir nghiém, U cic dia t€ bao & nhiét do 37°C va 5% CO
trong 72 gid. C6 dinh té bao bang cach bd sung 14% para-formaldehyt (10 pL) trong
30 phit ¢ nhiét do trong phong. Rira céc té bao bang PBS (1x20 ul) va i véi PBS (20
ul) chira 0,5% (thé tich/thé tich) TWEEN® 20 trong 1 gio. Rira céc t€ bao bing PBS
(2x20 uL), 0,05% TWEEN® 20, va phong bé bang 3% BSA/PBS 0,05% TWEEN®
20, 0,1% TRITON™ X-100 (20 pL/18) trong 1 gid & nhiét do trong phong. B6 sung
dich pha lodng 1:500 khang thé so cdp (20 pL) (khéng thé don dong chudt khang
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ngudi PR, dong v tinh PgR 636 Dako, M3569) trong 1% BSA/PBS va6i 0,05
TWEEN® 20 mbi 13, day kin cac dia va u qua dém & nhiét do 4°C.

Ngay tiép theo, rira céc t& bao bing PBS 0,05% ® (2x20 pL) va i v6i khang thé
th cap (20 pL/16) (dich pha lodng 1:1000, IgM dé khang tho ALEXA FLUOR™ 4838)
trong PBS 1% BSA trong 105 phut ¢ nhiét do trong phong. Sau khi rira bing PBS
(2x20 pl), bd sung RNase (20 pL cia 50 pg/ml) (Sigma) va dich pha loang propidium
iodua 1:1000 trong PBS mdi 16. Pay kin c4c dia va u 1 gid & nhiét do trong phong trén
ban thi nghiém (dugc bdo vé tranh 4nh sang). Quét cc dia bang thiét bi ACUMEN
EXPLORER™ [thiét bi dém té bao vi dia huynh quang quét laze dugc san xuat boi
TTP LABTECH LTD] dé do PRa. Phan tich hinh &4nh dugc dua trén tin hiéu huynh
quang t& bao d& nhan dién c4c t& bao duong tinh. Nhan dién c4c té bao dwong tinh PR
bang cudong do trung binh. St dung tong cuong do tai 575-640 nm tir propidium
iodua/ADN @ nhan dién c4c t& bao riéng biét. Dau ra cta thir nghiém 1a % t€ bao
duong tinh véi PR. Xéc dinh ICso bing cach khép dudng cong vao logistic 4 thong sb
d6i v6i mdi dau ra bang cach st dung GENE DATA™.

Céc két qua cia thir nghiém ndy ching minh sy tc ché hiéu qua ctia PRa. va su
d6i khang chirc ning boi cac vi du 1, 1A, va 1B trong cac t€ bao ung thu va MCF7
(ESR1 Y537N, dot bién di hop tir). Céc tri sd ICso trong d6i cua cac vi du 1, 1A, va
1B (va céc vi du khac) trong thir nghiém nay duoc thé hién trong bang 9 dudi day. Cac
tri 6 ICso trong ddi cua cac hop chit minh hoa dugc thir nghiém nam trong khoang tir
khoang 0,0118 dén > 1,6 uM chi ra ring, céc hop chat minh hoa 1a chét ddi khang higu
qué cta dot bién ERa (Y537N) va la chét vrc ché hiéu qua sy phién ma qua trung gian
ERa ngoai trir vi du 2B 1,6 pM). PRa (PGR) ciing 1a dich phién mé cua ERa va cac
két qua tir thir nghiém nay chimg minh sy trc ché hiéu qua su phién mi qua trung gian

ERa cua PRo.

Bang 9: Thir nghiém té bao tic ché PRo (su d6i khang chtic ning ERa) trong céc té
bao MCF7 Y537N 682 CRISPR
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Vi du sb Trj s6 ICso twong ddi
(uM)
1 0,01679 + 0,00003, n=2
1A 1,20 + 0,29, n=2
1B 0,0130+ 0,0059, n=14
2 0,01451 + 0,002619, n=2
2A 0,02494 + 0,007386, n=3
2B 1,639 +0,2228, n=3
3 0,07717 +0,01154, n =2
3A 0,6117
3B 0,016
4 0,03854 + 0,003865, n=2
4A 0,5052
4B 0,01181
5 0,06614 + 0,01551, n=2
5A 0,3945
5B 0,01822 + 0,009815, n=2
6 0,06319 + 0,01609, n=2
6A 0,2364
6B 0,0136
7 0,1271
8 0,04124 + 0,006572, n=2
8A 0,4335 +0,1946, n=3
. 0,008926 + 0,003828,
n=3
0 0,007936 + 0,003163,
n=3
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Thir nghiém té bao trc ché PRo, (su d6i khang chiic niing ERa) trong cc té€ bao MCF7
Muc dich cta thir nghiém té bao tic ché PRa sau day (su d6i khang chirc ning
ERq) 12 dé x4c dinh hoat tinh d6i khang cta hop chat thir nghiém dbi véi thy thé ERa.
Chét d6i khang trong thir nghiém nay duoc ky vong phong bé chirc ning cla thu thé
ERa. PRo 1a dich phién mi xudi dong cta ERa va vi vay, chéit ddi khang cua ERo,

duoc ky vong trc che sy bicu hién cua PRo.

Thuc hién cac didu kién thir nghiém nhu dugc md ta chi tiét trong thir nghiém
Acumen dya trén t& bao thoéi bién ERa & trén, st dung dong té bao MCF7 ngoai trir
ring, trudc khi phan phdi hop chét thir nghiém, loai bé méi trudng khoi dia té bao va
xir 1y so bo tht ca cac 18 ngoai trir d6i v6i cdc 18 d6i chimg am tinh (cot 24 cua dia)
bang moi trudng thir nghiém chira 0,47 nM estradiol trong 30 phut. Trong thir nghiém
nay, tién hanh thyc hién nhuém mién dich dé phat hién PRa va quét céc dia bang
ACUMEN EXPLORER™ [té bao ké vi dia huynh quang quét laze san xuat bdi TTP
LABTECH LTD] dé do PRa. Viéc phan tich hinh anh dugc dya trén tin hi¢u huynh
quang té bao dé nhan dién c4c té bao duong tinh. Nhan dién c4c té bao dwong tinh PRa
bang cudng do trung binh. Sur dung tong cudong do tai 575-640 tir propidium
iodua/ADN dé nhén dién céc t& bao riéng ré. PAu ra cua thir nghiém 12 % t€ bao duong
tinh v&i PRa. Xac dinh ICso bing cach khép dudng cong vao logistic 4 thong s6 doi
v6i mdi dAu ra bang céach sit dung GENE DATA™. Céc két qua cta thir nghiém nay
chirng minh sy rc ché hiéu qua cua PRa va su d6i khang chirc ning béi cac hop chét
trong vi du 1, 1A, va 1B trong cac té bao ung thu vit MCF7. Tri s6 ICso tuong dbi cua
céc hop chét trong vi du 1, 1A, va 1B trong thtr nghiém nay dugc thé hién trong bang
10 dudi day. Tri sb ICso twong ddi cua cac hop ch4t minh hoa ndm trong khoang tur
khoang 0,029 dén >2 pM chi ra ring, tit ca cac hop chit minh hoa duoc thir nghiém
ngoai trir hop chat trong vi du 1A va 2B, 1a céc chét dbi khang hidu qua ctia protein
kidu dai ERa va 1a chét (e ché hiéu qua sy phién ma qua trung gian ERa. PRa (PGR)
cling 1a dich phién ma ctia ERa va cac két qua tir thir nghiém nay chimg minh sy tc

ché hiéu qua qua trinh phién mé qua trung gian Era ctia PRo. ¢ ndng do thir nghiém.

Bang 10: Thu nghiém té bao tc ché PRa (su ddi khang chirc ning ERa) trong cac té
bao MCF7
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Vidusb Tri s6 ICso twong d6i (uM)
1 0,1283 +0,0226, n=3
1A >2,000
1B 0,04129 + 0,03370, n=16
2 0,1634
2A 0,1215 +0,05368, n=2
2B >2,000
3 0,07666 + 0,02101, n=3
3A 0,9274
3B 0,03435
4 0,07626 + 0,1676, n=3
4A 0,8465
4B 0,02866
5 0,1180 +0,01230, n=2
5A 0,6002
5B 0,03203 + 0,005306, n=2
6 0,08258 + 0,005682, n=3
6A 0,2528
6B 0,02835
7 0,1134 + 0,02087, n=2
8 0,06835 + 0,02273, n=2
8A 0,2058
8B 0,04848 + 0,02944, n=2
10 0,02633 + 0,004459, n=3

Thir nghiém tang sinh té bao trong MCF7 va MCF7-ESR1 Y537N-682

Muc dich cua céc thir nghiém ting sinh té bao sau néi chung la dé phat hién
xem hop chat thir nghiém c6 tac dung 1én sy tang sinh té bao hay khong.

Chy cac té bao MCF7 (dugc mua tir ATCC HTB-22) & mat do 2000 té bao mdi
16 trong mdi trudng DMEM khong chira do phenol 10% FBS (thé tich 20 pL) (duge
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tach bang than) vao trong dia nudi cy té bao 384 15 day trong sudt. Pat MCF7-
ESRY 537N -682 (duoc tao ra bdi gen CRISPR/Cas9 chinh sura gen ESrl trong céc té
bao MCF7, dong v0 tinh#682) trong mdi truong DMEM dugc bd sung 10% FBS, va
1% thubc khéng sinh penicillin/streptomycin & mét do 1000 t& bao mdi 15. U cac dia &
37°C va 5% CO,. Ngay tiép theo, dinh lidu té bao bing hop chét thir nghiém. St dung
b6 dinh lugng am Echo 555 dé didu ché c4c dich pha lodng hang loat ciia hop chat thir
nghiém (1:3) trong khoang tir 60 uM dén 0,003 pM. Pinh lidu cac té bao bang cach bd
sung 5 pL tir dia pha lodng hang loat vao dia té bao, tao ra ndng dd DMSO cudi 14
0,2% véi khoang 1iéu nong do cta hop chét thtr nghiém cubi cling nam trong khoang
gitta 20 va 0,001 uM. D4 véi didm cuc dai, st dung moi trudong chira 0,2% DMSO va
dbi v6i diém cuc tiéu, st dung fulvestrant duoc pha lodng & ndng do cudi 2 uM trong
méi trudng phét tridn chita 0,2% DMSO. Sau khi dinh liéu bang hop chat thir nghiém,
Ui cac dia té bao & 37°C va 5% CO,. Biy ngay sau khi b6 sung hop chét thir nghiém,
14y céc dia ra khoi t 0 va bd sung EtOH 96% lanh (65 pL) vao mdi mot 16. Sau 30
phut, loai bé moi trudng va bb sung RNase (20 pL cta 50 pg/mL) (Sigma) va dung
dich pha loéng propidium iodua 1:1000 trong PBS méi 15. Day kin cac dia va i 1 gio &
nhiét do trong phong trén ban thi nghiém (dwoc bao vé tranh anh sang). Quét cac dia
bang thiét bi ACUMEN EXPLORER™ [thiét b dém t€ bao vi dia huynh quang quét
laze duoc san xut bsi TTP LABTECH LTD]. Dong té bao MCF-7 phat trién tao ra
khéi két tu, sd lugng té bao 1a sd lugng cua cac d6i tuong khong thé dugc str dung
duéi dang doc ra; vi vay s6 luong té bao co thé duge danh gia thong qua ) luong té
bao wéc tinh (duoc tinh thong qua thong sé dién tich (ty 1€ cua tong dién tich cta toan
b6 quan thé t& bao (khoang dugc chi dinh cla cuong do dinh cua FL-1 (PI) va dién
tich trung binh ctia mot quan thé té bao (duoc xac dinh bang chu vi)). Xé4c dinh ICso
bang cach khép dudng cong vao logistic 4 thong sb dbi voi mdi ddu ra bang céach st
dung GENE DATA™., Tri s6 ICso tuong ddi cua cac hop chét trong vi du 1, 1A, va 1B
(va cée vi du khac) trong cac t& bao MCF7 ESR1 kiéu dai va té bao dot bién MCF7-
ESR1 Y537N duoc thé hién trong bang 10 duéi day. Cac két qua ctia thir nghiém nay
chirng minh hoat tinh chdng tang sinh va su tc ché sinh truéng té bao hidu qua boi cac
vidu 1, 1A, va 1B (va céc vi du khéc) trong cac té bao ung thu vit MCF7 (ESR1 kiéu
dai) vd MCF7 (ESR1 Y537N dot bién). Tri s§ ICso tuong ddi ctia cac hop chat minh
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hoa ndm trong khoang tir khoang 0,0035 dén 1,176 puM trong cac té bao ung thu vi
MCF7 ESR1 kiéu dai va 0,014 dén 1,86 uM trong cac té bao ung thu v MCF7 (ESR1
Y537N dot bién) chi ra riang, tat ca cac hop chét minh hoa dugc thir nghiém déu chimg
to hoat tinh chdng ting sinh va e ché sinh trudng té bao hiéu qua trong cac té bao ung

thu vii MCF7 (ESR1 kidu dai) va MCF7 (ESR1 Y537N dbt bién).
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Bang 11: Thir nghiém tang sinh t€ bao trong MCF7 va MCF7-ESR1Y537N-682

53/80

Vidu | ICsotuong dbi (uM) cic té bao ICso twong d6i (uM) cAc té bao
5O MCF7 ESR1 kiéu dai MCF7 ESR1 Y537N dot bién
1 0,00768 + 0,01263, n=3 0,0321 + 0,0068, n=2
1A 1,18 + 0,68, n=4 1,86 + 1,03, n=4
1B 0,00349 + 0,00225, n=11 0,0167 + 0,0091, n=12
2 0,00425 0,05113
2A 0,00612 0,04284 + 0,002666, n=2
2B 0,4053 0,7777
3 0,3287 0,02394
3A 0,303 0,6169 + 0,1735, n=3
3B 0,008785 0,02144 + 0,008938, n=3
4 0,02861 0,02664
4A 0,2862 0,5442 + 0,2181, n=3
4B 0,003496 0,01433 + 0,004925, n=3
5 0,08009 0,07252 + 0,02632, n=2
5A 0,4095 0,5167 + 0,09497, n=3
5B 0,007666 0,02131 +0,01300, n=3
6 0,05128 0,02362
6A 0,0759 0,3234 + 0,1758, n=3
6B 0,01539
7 0,01902 0,04479 + 0,01188, n=2
8 0,04157 0,03290 + 0,003002, n=2
8A 0,1743 0,6621 +0,1173, n=2
8B 0,005083 0,01419 + 0,01108, n=2
10 0,004379 0,01059

Thir nghiém e ché dich in vivo (IVTI) (thir nghiém PGR RT-qPCR) trong céc khoi u

MCEF7
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Muc dich cua thir nghiém IVTI nay la dé x4c dinh kha ning cua hgp chét thir
nghiém (SERD) dé tic ché su biéu hién gen PRa (phién ma) xudi dong cua ERa trong

céc khéi u ghép khac loai dugc cdy ghép vao trong chudt.

CAy ghép vao chudt cai NOD SCID (22-25 g) tir Envigo RMS, Inc., Madison,
Wisconsin bang 5x10e® t& bao ung thw vl dwong tinh MCF7 ER (ATCC, # HTB-22)
du6i da & ving sudn phai trong dung dich HBSS + MATRIGEL™ theo ty 1€ 1:1
(200pL). Ciy ghép vién 17-B estradiol (0,18 mg/vién, giai phéng 90 ngay, tir
Innovative research) dudi da 1 ngay trudce khi cly ghép té bao khéi u. Do sy phat trién
khdi u va thé trong hai lan/tudn bat ddu tir ngay thir bay sau khi ciy. Khi kich thudc
trung binh ctia khdi u trung binh dat dén 250-350 mm?, ngau nhién hoéa cac dong vat
va nhoém vao cac nhom gém 5 dong vat. Dinh liéu cho cac dong vat br:ing hop chat thir
nghiém theo nhiéu lidu trong chat dan riéng biét cia hgp chat thir nghiém (1%
hydroxyetylxenluloza/0,25% TWEEN® 80/0,05% chét chéng tao bot trong nudce tinh
khiét) hodc duy nhat chét din theo dudng ubng trong 3 ngay va thu gom cac khéi u va
méu tai cac khoang cach thoi gian mong mubn sau lidu cubi cing. Giét cac dong vat
sir dung thudc gdy mé isoflurane va lam trat khép cb. Lam dong lanh nhanh c4c khdi u
va bao quan ¢ -80°C cho dén khi xtr ly dé tich ARN va tha nghiém RT-qPCR. Thu
gom mau vao trong cac 6ng EDTA, quay dé thu huyét twong, va 1am dong lanh & -80
°C trong dia 96 18. X4c dinh mic do tiép xtic ctia hop chét thir nghiém bang cach st
dung phép do khdi pho.

Nghién cac khéi u trong nito long va dung giai trong dung dich dém dung giai
I1xARN (tu kit tach ARN) bang cach sir dung cac hat Matrix D (MP Biomedical,
#6913-500) trong may pha v& té bao FASTPREP-24™ (MP Biomedical). Chuyén cac
dich phén giai khéi u vao cac éng méi sau khi quay & toc do 14000 vong/phut trong 20
phut & 4°C. Téch ARN tir céc dich phén giai khdi u bang céch st dung b kit mini téch
ARN PURELINK® (Invitrogen #12183018A) hodc by kit mini RNeasy (Qiagen
#74104 va #74106). Loai bd céc tap chit ADN bang cach sir dung PURELINK®
DNase Set (Invitrogen #12185010) hodc RNase-Free DNase Set (Qiagen #79254). Do
ndng do ARN tach dugc bang cach pha lodng cdc mu trong nude khong chira RNase
va do d6 hép thu & 260 nm trén may doc dia (SpectraMax190). Léy két qua do do hap
thu & 260 nm cua tat ca cac mau ARN khéc trir di két qua do do hap thu 260 nm trung
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binh cua miu trong (chi c6 nuéc khong chira RNase). Pha lodng cac mau ARN t6i cac
ndng do bang nhau trong nuéc khong chira RNase. Toéng hop cADN tir ARN da pha
lodng bing cich st dung hé théng tong hop soi thi nhét (First-Strand Synthesis
System) trong RT-PCR (Invitrogen, #18080-051). Dé thyc hién RT-qPCR, dau tién
pha lodng cADN trong nudc khong chira RNase. Két hop hdn hop 2x Absolute Blue
qPCR ROX (Thermo, #AB-4139/A), doan mdi PGR (Thermo, Hs01556702 m1), va
cADN pha lodng cho mdi mdt phan Umg trong dia PCR (Applied Biosystems,
#4309849). Khuéch dai cADN bang céch u cac mAu trong 2 phit & 50°C tiép theo 1a
15 phit & 95°C trong mday ludn nhiét (ABI Prism 7900HT Sequence Detection
System). Tiép tuc 1 & 95°C trong 15 gidy tiép theo 14 50°C trong 60 gidly trong tong s6
40 chu trinh. CAc chu trinh dugc chun héa véi gen gift nha va duge st dung dé tinh
toan % ttc ché PGR so véi chit dan riéng ré. Phan tich mdi mau v6i hai ban sao va su
dung céc gid tri trung binh dé tinh toan. Tinh ty 1¢ phan trim Gc ché dich (PGR) bang
cach sir dung Excel va XL Fit.

Céc két qua cta thir nghiém nay chitng minh rang, vi du 1B tic ché su biéu hién
PRo. (PGR) trong mau ghép khdi u khac loai. Hop chét trong vi du 1B tc ché su bidu
hién PRa (PGR) t6i ~78% trong miu ghép khdi u khéc loai trong 24 gid véi licu 30
mg/kg dugc dung theo dudng ubng. Cac két qua nay ching to sy tc ché dang ké va
duoc duy tri lién tuc ciia hoat tinh d6i khdng ERa va hoat tinh phién ma qua trung gian

ERa in vivo trong mau khbi u ghép khac loai.

Nghién cttu vé sy e ché phat trién khoi u in vivo trong cac mau khdi u ung thu va

ghép khac loai duong tinh véi ER (ESR1 kiéu dai) dugc cy ghép vao chudt

Muc dich cua thir nghiém vé sy e ché khdi u ghép khéc loai sau day 1a dé do

mttc d6 giam vé thé tich khéi u d4p timg véi viéc ding hop chét thir nghiém.

Nhéan rong cac té bao ung thu va ngudi MCF7 (ATCC # HTB-22) va HCC1428
(ATCC # CRL-2327) trong nuoi cdy, thu hoach va tiém 5x10e® té bao trong dung dich
HBSS+MATRIGEL™ ty 1& 1:1 (200 pL) theo dudong dudi da 1én vung sudn phai phia
sau cua chudt cai NOD SCID (22-25 g, Envigo RMS, Inc). Hai muoi bdn gid trude khi
cly ghép té bao, cdy cic vién estrogen (0,18 mg/vién, 17f estradiol, giai phéng 90

ngay, Innovative Research) dudi da. Nhén rong cac té bao ung thu v nguoi T47D

55

55/80



45144

(ATCC # HTB-22) trong mdi truong nudi cdy, thu hoach va tiém 5x10e® té bao trong
dung dich HBSS+MATRIGEL™ ty 1¢ 1:1 (200 L) theo dudng dudi da 1én ving suon
phai phia sau cta chudt cai NOD SCID (22-25 g, Envigo RMS, Inc). Hai muoi bdn
gio trude khi cdy ghép té bao, cAy céc vién estrogen (0,38 mg/vién, 17 estradiol, giai
phong 90 ngay, Innovative Research) dudi da. Nhan rong cac té bao ung thu vi ngudi
7R-75-1 (ATCC # CRL-1500) trong mdi trudong nudi cdy, thu hoach va tiém 5x10e® té
bao trong dung dich HBSS+MATRIGEL™ ty 1¢ 1:1 (200 L) theo dudng dudi da lén
ving sudn phai phia sau cua chudt cai NOD SCID (22-25 g, Envigo RMS, Inc). Hai
muoi bbn gidr trude khi cdy ghép té bao, dong vat duge ding bang 50 ul dung dich
tiém trong co estradiol valerat (Delestrogen®) (10 mg/mL) va sau d6 dung mot lan ctr
14 ngay trong thoi gian nghién ctru. Do sy phat tridn khdi u va thé trong hai lan/tuan
bt dau tir ngay thir bay sau khi cdy. Khi kich thudce khdi u dat 250-350 mm?>, chon
ngAu nhién c4c dong vat va nhém ching thanh cac nhém gdm 5 con. Diéu ché hop
chét thir nghiém, vi du 1B trong chit din thich hop (1% hydroxyetylxenluloza/0,25%
TWEEN® 80/0,05% chit chéng tao bot trong nude tinh khiét) va dung thong qua ng
thong dat qua miéng trong 28 ngay, QD. Xd4c dinh dap ing khéi u bang cach do thé
tich khdi u duoc thuc hién hai 14n mot tudn trong tién trinh diéu tri. Léy can nang co

thé 1am thudc do chung cua doc tinh bat cir khi nio thé tich khéi u duge do.

Hop chét trong vi du 1B dugc phét hién ¢6 cac tri s6 % delta T/C nhu dugc
cung cip trong bang 12 duéi day. Cac két qua nay chi ra rang, hop chét trong vi du 1B
chung t6 @9 sinh kha dung tt theo duong uéng & chudt va hoat tinh chéng khdi u hoac
mitc d§ thoai trién khdi u dang ké trong mau ung thu vi clia ngudi ghép khac loai

ESRI.

Bang 12: Nghién cru vé sy trc ché phat trién khoi u in vivo trong cdc mau khoi u ung

thu va ghép khac loai duong tinh véi ER dugc cAy ghép vao chudt

. % Delta T/C
x . Li€u dung
Mau khoi u hodc % thodi Giatrip
(mg/kg) ”
trien
MCF7 (ung thu 3 -26 0,001%*
va ghép khéc 10 -46 <0,001*
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loai) 30 -36 <0,001*
T47D (ung thu 3 30 0,008*
va ghép khéc 10 -11 <0,001*
loai) 30 -28 <0,001*
7ZR-75-1 (ung thu 3 4 <0,001*
vu ghép khéc 10 0 <0,001*
loai) 30 19 <0,001*
HCC1428 (ung 10 -45 <0,001*
thu vt ghép khac
loi) 30 -22 <0,001*

Phan tich thé tich khéi u dwoc dwa trén Log 10 va cdu tric hiép phuong sai

SpatialPower.

*: ¢6 nghia (p<0,05) so véi d6i chimg chat dan.

Delta T/C (%) duoc tinh todn khi thé tich khéi u ti han trong nhém diu tri 1a &
mitc hodc trén muc thé tich khdi u mbc co s6 trén day. Cong thirc 1a 100*(T-To)/(C-
Co), trong d6 T va C twong umg 13 thé tich khdi u t6i han trong nhém diéu tri hogc

nhém d6i chimg To va Co 12 thé tich khéi u mdc co sd trung binh trong cac nhém nay.

Mirc thodi trién theo % dugc tinh toan khi thé tich t6i han 1 & dudi mc co so.
Cong thirc 1a 100*(T-To)/To, trong d6 To 12 thé tich khdi u trung binh méc co s¢ ddi
véi nhom duge didu tri.

Trung binh tong quét ctia tit ca cac nhém so voi mdc co s& (chon ngiu nhién) &
ngdy 32 duge sir dung dé tinh ton % thay d6i cua T/C.
Nghién ctru vé sy e ché phat trién khdi u in vivo & mau khéi u ung thu va PDX dot
bién ESR1 (Y537S) (ST941/HI) dugc cdy ghép vao chudt

Muc dich cua thtr nghiém tc ché khéi u ghép khic loai sau 1a dé do muc do
giam vé thé tich khdi u dap tmg vé6i viéc dung hop chét thir nghiém & mau ghép khéc
loai (PDX) ngudn gdc tir bénh nhan ung thu v dot bién ESR1 va phu thudc hormon
(HI).
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MAu ST941/HI PDX xuét phat tai va thuc hién tai South Texas Accelerated
Research Therapeutics (San Antonio, TX). Cidc manh khdi u duoc thu gom tlr cic dong
vAt chi va dugc cdy ghép vao trong chudt suy giam mién dich (The Jackson
Laboratory) va nghién ctru dugc khoi dAu & thé tich khdi u trung binh xap xi 125-250
mm?. Diéu ché hop chét thr nghiém, vi du 1B trong chat dan thich hop (1%
hydroxyetylxenluloza/0,25% TWEEN® 80/0,05% chat chéng tao bot trong nudc cat)
va dung bang dng thong dit qua miéng trong 28 ngay. Xac dinh dép Umg khéi u bang
cach do thé tich khéi u duoc thuc hién hai 1an mot tun trong tién trinh diéu tri. Lay
can nang co thé 1am thudc do chung ctia doc tinh bét ctr khi ndo thé tich khdi u duoc

do.

Hop chét trong vi du 1B dugc phét hién c6 céc tri s6 % delta T/C nhu duoc
cung cip trong bang 13 dudi day. Cac két qua nay chi ra rang, hop chét trong vi du 1B
ching t6 do sinh kha dung theo duong uéng tdt & chudt va hoat tinh chéng khdi u hodc
su thodi trién khéi u dang k& & mau ghép khac loai ung thw vi ngudi dot bién ESR1

(Y5379).

Bang 13: Nghién ctru vé sy e ché phat trién khoi u in vivo & mau khoi u ghép khac

loai ung thu vi dot bién ESR1 duge cAy ghép vao chudt

R % Delta T/C
N . Liéu dung .

Mau khoi u Phac do hoac % thodi | Giatrip

(mg/kg) 4

trién
ST941C/HI 3 QD 66 0,213
(mau ung thu
) 10 QD 15 <0,001*

va ghép khéc
loai dot bién

30 QD 6 <0,001*
ESRI)

Phan tich thé tich khéi u duoc dua trén Log 10 va céu tric hiép phuong sai

SpatialPower.

~*: ¢6 nghfa (p<0,05) so Véi d6i chting chét dan.
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Delta T/C (%) duoc tinh toan khi thé tich khéi u t6i han trong nhém diéu trj 1a &
mttc hodc trén mic thé tich khéi u mdc co s¢ trén day. Cong thirc 1a 100*(T-To)/(C-
Co), trong d6 T va C tuong Ung la thé tich khdi u t6i han trong nhém diéu tri hodc

nhém déi ching To va Co 13 thé tich khdi u mdc co s& trung binh trong c4c nhém nay.

Mitc thoai trién theo % dugc tinh toan khi thé tich t6i han 1a & dudi mdc co so.
Cong thitc 1a 100*(T-To)/To, trong d6 Ty 1a thé tich khdi u trung binh méc co s¢ doi

v&i nhom dugce dicu tri.

Trung binh tong quat cua tat ca cac nhém so véi moc co s¢ (chon ngiu nhién) &

ngay 32 dugc st dung dé tinh toan % thay doi cua T/C.
Céc nghién ctru két hop

Do tinh khong ddng nhét ciia khéi u va tinh khang thu duge ddi véi cée tri lidu
bing endocrine, liéu phép diéu tri két hop da tré nén thiét yéu trong didu tri bénh ung
thu v duong tinh v6i ER va tién trién/di can dé didu tri hiéu qua hodc dé khic phuc
tinh khang thu dugc. Cac tac gia sang ché da thir nghiém tac dung két hop cta hop
chit trong vi du 1B véi chéit tc ché CDK4/6 abemaciclib, chat wc ché mTOR
everolimus, chit tc ché PIK3CA alpelisib va chit wc ché PI3K/mTOR 8-[5-(1-
hydroxy-1-metyletyl)pyridin-3-yl]-1-[(2S)-2-metoxypropyl]-3-metyl-1,3-dihydro-2H-
imidazo[4,5-c]quinolin-2-on (“hgp chit A”) trong nam dong té bao ung thu vi duong

tinh v6i ER in vitro.
Thtt nghiém v& kha ning séng st té bao trong cac nghién ciu phdi hop

Céy té bao voi mat do dugce thé hién trong bang 14 dudi day trong 20 pL thé

tich mdi truong dugc md ta trong bang vao trong dia nudi cAy té bao day trong 384 16.

Béng 14: Thong tin té bao trong thi nghiém vé kha nang séng s6t ciia té bao

Dong té | Méat dd | Tham chicu thuong ) , Thoi gian co
, MOoi trudng nudi cay
bao cay mai dinh (gio)
RMPI 10% FBS 1% P/S,
T-47D 1000 ATCC HTB-133 72
0,008 mg/mL Insulin bo
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MCEF-7 1000 ATCC HTB-22 DMEM 10% EBS 1% P/S 96
0,01 mg/mL insulin nguoi

EFM-19 | 3000 ACC 231 RMPI 10% FBS 1% P/S 144

ZR-75-1 1000 ATCC CRL-1500 | RMPI 10% FBS 1% P/S 144
HYBRI-CARE (1 L H20,

BT-474 1000 ATCC HTB-20 1,5 g/L natri bicacbonat, 144

10% FBS, 1% P/S)
ZR-75-30 | 1000 ATCC CRL-1504 | RMPI 10% FBS 1% P/S 240

U chc dia & 37°C va 5% CO,. Ngay tiép theo, dinh liu t& bao bang hop chat
thir nghiém, hop chét trong vi du 1B.

Pidu ché hop chét dudi dang cac dung dich géc chira 10 mM DMSO va si
dung trong nghién ciru dép tmg lidu v6i ndng do dinh bat ddu ¢ mirc 10 hodc 1 uM, hai
hop chat duge thir nghiém cling nhau & ty 18 ¢ dinh, va sau d6 cac dung dich pha
lodng hang loat ty 1€ 1:3 dugc diéu ché cling nhu cc hop chat riéng biét dé xéac dinh
ICso v6i ndng dd khéi dAu 1a 20 pM. Dinh lidu céc té bao bing cach bd sung 5 pL tir
dia dung dich pha lodng hang loat vao dia té bao, tao ra ndng do6 DMSO cudi clng 13
0,2% v&i khoang 1iéu ndng do ctia hgp chét thtr nghiém cudi cling nim trong khoang
gifta 20 va 0,001 uM trong liéu phéap diéu tri don hodc khoang thap hon trong li¢u
phép két hop. Déi véi diém cuc dai, st dung méi trudng chira 0,2% DMSO va doi véi
diém cuec tiéu, st dung staurosporine dugc pha lodng & ndng d6 cudi 2 pM trong moi
trudong phét tridn chira 0,2% DMSO. Sau khi dinh liéu bang hop chat thir nghiém, o
céc dia té bao & 37°C va 5% CO,. Sau hai 1in gip doi thoi gian 1 v6i cac hop chét, 14y
céc dia ra khoi ti 0 va bd sung EtOH 96% lanh (65 pL) vao mdi mot 1. Sau 30 phut,
loai bo méi truong va bd sung RNase (20 pL cia 50 pg/mL) (Sigma) va dung dich pha
loéing propidium iodua 1:1000 trong PBS mdi 16. Pay kin cac dia va i 1 gio ¢ nhiét 4o
trong phong (dugc bao quan tranh 4nh sang). Quét cac dia bang thiét bi ACUMEN
EXPLORER™ [thiét bi dém t& bao vi dia huynh quang quét laze dugc san xuat boi
TTP LABTECH LTD]. Vi mot s6 dong té bao phét trién tao ra cac khéi két tu, so

luong té bao 1a sb luong cac db6i twong khong thé dugc st dung dudi dang doc ra; do
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vy tong quan thé dién tich (khoang dinh rd cua cudng do dinh FL-1 (PD)) hodc tong

cuong do PI duge su dung dé danh gia sb lugng té bao.

Dit lidu két hop in vitro ggi y vé sw hiép luc (nhu duge xac dinh duéi ddy) bing
su két hop cua hop chit trong vi du 1B v6i abemaciclib, hodc everolimus & 5 trong 5O
5 dong té bao ung thu va duong tinh véi ER nhu duoc thé hién trong bang 15. Su két
hop ctia hop chét trong vi du 1B v6i hop chat A hiép luc & 4 trong s6 4 dong té bao
ung thu vi duong tinh v6i ER dugc thir nghiém. Téc dung két hop cua hop chat trong
vi du 1B vdi alpelisib 13 tac dung bd sung & 2 trong s6 4 dong té bao ung thu vi duong
tinh v6i ER va 12 tac dung hiép luc & 2 trong s6 4 dong té bao ung thu vu duong tinh
véi ER.
Bang 15: Su két hop in vitro ctia hop chét trong vi du 1B véi céc tc nhan dich khac &

cac dong té bao ung thu va duong tinh véi ER

61/80

Dong té o Dién giai .
. . Chi so ket , Dien giai
bao ung bicutri 1 biéu tri 2 theo thong
hop (CI50) theo sinh hoc
thu va ké
Vidy 1B | Abemaciclib 0,2675 Hiép luc B sung
MCEF7
Everolimus 0,0389 Hiép luc Hiép luc
Abemaciclib 0,2693 Hiép luc Hiép luc
Vidu 1B Everolimus 0,0609 Hiép luc Hiép luc
T47D
alpelisib 0,0818 Hiép luc Hiép luc
Hop chit A 0,2401 Hiép luc Hiép luc
Abemaciclib 0,2067 Hiép luc Hiép luc
Vidu 1B
ZR-75-1 Everolimus 0,1853 Hiép luc Hiép luc
alpelisib 1,3717 B6 sung B6 sung
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Hop chat A 0,3768 Hiép luc Hiép luc
Abemaciclib 0,3960 Hiép luc Hiép luc
Vidu 1B Everolimus 0,1248 Hiép luc Hiép luc
ZR-75-30
alpelisib 0,4149 B6 sung B6 sung
Hop chat A 0,7098 Hiép luc Hiép luc
Abemaciclib 0,3455 Hiép luc Hiép luc
Vidy 1B Everolimus 0,5033 Hiép luc Bo sung
EFM-19
alpelisib 0,2963 Hiép luc Hiép luc
Hop chat A 0,4326 Hiép luc Hiép luc

Phan tich va dién giai di liéu cta tic dung két hop

St dung cac phuong phap dugc cong bd trong tai liéu chuyén nganh dé tinh
toan tac dung Kkét hop in vitro (L. Zhao, et al, Front Biosci, 2010, 2:241-249 va L.
Zhao, et al, Clin Cancer Res, 2004, 10(23):7994-8004). Dé nhén dién cac tuwong tac
hiép luc hoac d6i khang gifra hai thudc, phan tich dich chuyén dudng cong di dugc
tién hanh bang cach st dung mau XL tuy chinh véi cac phan bd sung XLFit 5. Cac
duong cong cua tac nhan don dugc diéu chinh bang cach st dung mo6 hinh hdi quy
logistic 4 thong s6. Cac tiéu chudn va han ché s dung dé 1ap khép 1a (i) cac day < (-
20) duoc cb dinh thanh 0 va (ii) dinh >120 dugc ¢6 dinh thanh 100. Néu tat ca moi
quan sat déu thap hon ngudng duoc thiét 1ap bdi nguoi sir dung, thi hing s6 an khép
véi dinh = 0 duge thuc hién va ICso dugc xem 1a cao hon gia tri cuc dai bao gém ca
néng do. Khi ma ICso tuyét ddi ctia mdi mot tac nhan don da dat dugc, ndng do twong
duong tai mirc 50% hoat tinh duoc tinh toan cho cic tic nhan don va sy két hop cua
ching. St dung cac nong do tuong dwong nay cung vdi cac hoat tinh do dugc, cac tac

gia sang ché da tinh toan lai ICsp tuyét d6i, dudng cong cuia cac tAc nhan don s& dat t6i
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50% hoat tinh tai cac gia tri ndng do twong duong bang 1, trong khi su két hop hiép
luc s& dat t6i 50% & cac gié tri thip hon dan t6i sy dich chuyén sang bén trai, va su két
hop ddi khang s& thé hién sw dich chuyén sang bén phai. Cc nong d0 twong dwong
ciing duoc st dung dé tinh toan Clso (chi s6 két hop & mirc 50% hoat tinh), trong d6
Clso bang v6i tri sb ICso tuyét dbi ciia dudng cong két hop. Cung vdi Clso, gid tri CI
(Combination Indexes) & cac ty 1€ % hoat tinh khac nhau c6 thé dwoc tinh toan (CI10,
CI20, CI30, C140, CI60, CI70, CI80, CI90). Dé tinh toan Clnn, néng do twong duong
& cac muc ty 18 % hoat tinh khac nhau dugc tinh toan. Déi voi mbi mot ty 18 % hoat
tinh, c4c tac gia sang ché tinh toan gidi han sai s6 ma day 1a khoang tin cdy & mic
95% va st dung khoang tin cdy nay, cac tac gia sang ché s& tinh toan gi¢i han trén 12
phép cong cua gidi han sai s6 vao CI va gi6i han duéi 1a phép trir ca gi6i han sai s6
cho CI. Giéi han trén = CI+khoang tin ciy 95% va Gidi han dudi = Cl-khoéang tin cly

95%. Sau do, cac gidi han nay duge s dung dé dién giai cc két qua.

Su din giai theo théng ké & mdi mot ty 1€ % hoat tinh 12 nhu sau:

63/80

Gi61 han dudi <1 va gidi han trén > 1 Bb sung
Giéi han trén <1 Hiép luc
Gi6i han duéi >1 Déi khéang

Dién giai theo sinh hoc tai mdi mot ty 1& % hoat tinh 1a nhu sau:

CInn < 0,5 Hiép luc
CInn> 0,5 vaClnn <2 B6 sung
ClInn > 2 Déi khang

Céac nghién ctru két hop in vivo

Do tinh khong ddng nhat cua khdi u va tinh khang thu dugc ddi véi cac tri lidu

bing endocrine, liéu phép diéu tri két hop da tré nén thiét yéu trong diéu tri bénh ung
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thr v duong tinh v6i ER va tién trién/di cin dé didu tri hiéu qua hogc dé khic phuc
tinh khang thu duoc. Gia thiét rang, su két hop cuia cac lidu phap hudng dich c6 tiém
ning hitu hiéu hon trong viéc lam chdm hodc thdm chi 1am dung ung thu vi duong
tinh v&i ER. Su két hop cua céc chét (e ché CDK4/6 va fulvestrant d dugc chdp nhan
trong diéu tri bénh ung thu va di cin dwong tinh v6i ER nhung ty 1€ bénh nhén cao
phét trién tinh khéng do cac dot bién thu dugc trong ESR1 hodc PIK3CA. Ddi v6i chét
phan hity va chét déi khang hiéu qua cua ERa, SERD ding bing dudng udng nhu hop
chét trong vi du 1B c6 tiém nang hitu hiéu hon trong viéc 1am chdm hodc lam dimg céc
ung thu va dot bién ESR1 hodc dot bién PIK3CA & dang téc nhan don hodc két hop
v6i chét trc ché CDK4/6 nhu abemaciclib hodc chét trc ché PI3K/mTOR nhu hop chat
A. Trong ngit canh do6, hop chat trong vi du 1B dugc thir nghiém trong trc ché su phat
trién khdi u két hop véi abemaciclib (patent tham chiéu) hoac hop chét A (patent tham
chiéu). Cu thé hon nita, hop chét trong vi du 1B dugc thir nghiém két hop véi
abemaciclib hodc hop chit A trong mAu ung thu vl ghép khac loai MCF7 kiéu dai
ESRI1 va dot bién PIK3Ca.

Nhén rong cac té bao ung thu vi ngudi MCF7 (ATCC # HTB-22) trong mdi
truong nudi cdy, thu hoach va tiém 5x10e° t¢ bao trong dung dich
HBSS+MATRIGEL™ ty 1& 1:1 (200 L) theo dudong dudi da 1én viung sudn phai phia
sau cua chuodt cai NOD SCID (22-25 g, Envigo RMS, Inc). Hai muoi bbn gid trude khi
chy ghép té bao, ciy cic vién estrogen (0,18 mg/vién, 17B estradiol, giai phéng 90
ngay, Innovative Research) duéi da. Do sy phat trién khdi u va thé trong hai lan/tudn
bit dAu tir ngdy thir bay sau khi cdy. Khi kich thuéc khéi u dat 250-350 mm?, chon
ngiu nhién cdc dong vat va nhom chung thanh cac nhém gbm 5 con. Pidu ché hop
chit thttr nghiém cia vi du 1B trong chdt dan thich hop (1%
hydroxyetylxenluloza/0,25% TWEEN® 80/0,05% chit chéng tao bot trong nude cét)
va dung bang Ong thong dit qua miéng trong 42 ngay. Chét uc ché CDK4/6
(abemaciclib) dwgc phdi ché trong 1% HEC trong 25 mM dung dich dém natri
phosphat, pH 2,0. Chét @rc ché PI3K/mTOR (hop chéat A) dugc phéi ché trong 1%
hydroxyetylxenluloza/0,25% TWEEN® 80/0,05% chét chdng tao bot trong nudc cét.
Xac dinh dap ung khéi u bang cach do thé tich khéi u dugc thuc hién hai 1n mot tuan

trong tién trinh didu tri. LAy can ning co thé 1am thude do chung cua doc tinh bét ctr
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khi nao thé tich khdi u dugc do. Thé tich khéi u dugc uéce tinh bang cach sit dung cong
thitrc v = 1 x w2 x 0,535 trong d6 1 = dudng kinh do duoc 16n hon va w = dudong kinh
vudng goéc nhod hon.
Phan tich thong ké

Phan tich thong ké déi voi dir liéu thé tich khdi u bit dAu bang viéc bién ddi dit
liéu sang thang logarit dé can bang phuong sai theo thoi gian va nhém diéu tri. Dit liéu
thé tich trén thang logarit dwoc phan tich bang phuong phép phén tich s6 do 1ap hai
chiéu d6i véi cac phuong sai theo thoi gian va viée diéu tri nho st dung phuong thirc
MIXED trong phan mém SAS (Version 9.3). M6 hinh tuong quan ciia cic s6 do lap 1a
Spatial Power. Nhém diéu tri dugc so sanh véi nhém dbi chung tai mdi thoi diém.
Phuong thitc MIXED ciing dugc st dung riéng biét d6i véi mdi nhém diéu tri d€ tinh
to4n céc gi4 tri trung binh da hiéu chinh va cac sai s6 chuan tai m&i thoi diém. Ca hai
phan tich déu tinh dén sy tu twong quan trong mdi con VAt va sy thét thoat dit liéu ma
xay ra khi cac con vat co khdi u 1ém sém duogc loai ra khoi nghién ctru. Cac gia tri
trung binh d4 dugc hiéu chinh va cac sai s6 chuén (standard error - s.e.) dugc dung
biéu dd cho mdi nhém diéu tri theo thoi gian. Phan tich vé thé tich khdi u dugc dua
trén logl0 va cAu tric hiép phuong sai spatial power. Gia tri P duwoc dwa vao su so

sanh gifta hai nhém cu thé.

Phuong phép phan tich két hop (phuong phép Bliss Independence trong cac nghién
ctu IVEF)

Trudce tién, mAu céc phép do 1ap lai thong thudong duge 1ap khép vao thé tich
log so v6i nhom va thoi gian. Sau do, cac thong bao két qua trai ngugc dugc sir dung
dé thir nghiém vé tac dung tuong tac tai mdi mot thoi diém bang cach st dung 2 phac
dd didu tri cu thé dugc két hop. Phuwong phép ndy twong dwong véi phuong phap Bliss
Independence va gia st ré’mg, cac thé tich khdi u c6 thé, theo ly thuyét, dat t6i 0, tc 13,
thodi trién hoan toan. Dap mg bd sung ky vong (Expected Additive Response - EAR)
d6i voi dang két hop dugc tinh toan trén co s¢ thang do thé tich khéi u 13, thé tich dap
tmg (EAR) EAR = V1 * V2/V0, trong d6 V0, V1, va V2 tuong tng 1a thé tich khéi u
trung binh uéc lugng ciia ddi chimg chit dan, didu tri 1 riéng biét, va diéu tri 2 riéng

biét. Néu két qua kiém tra twong tdc 1 c6 y nghia thi tac dung két hop duoc tuyén bd
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v& mit thdng ké 12 16n hon mirc cong hgp hay nhd hon mirc cong hop tuy thude vao
thé tich trung binh két hop 14n lugt dugc thdy 13 nho hon hay 16n hon thé tich EAR.
Néu khong, két luan théng ké 12 ¢6 tinh cong hgp. Ngoai ra, khoang bb sung thich hop
v& mit sinh hoc c6 thé dugc x4c dinh 1a X% trén va duéi thé tich EAR. Dién hinh, X
s& ndm trong khoang tir 25 dén 40%. Sau d6, két luan vé mit sinh hoc ¢6 thé duoc dua
ra dbi vé6i liéu phap két hop 12 bd sung nhidu hon, bd sung hodc it bd sung hon néu
nhu thé tich trung binh két hop quan sat duge 12 & mic dudi, trong hodc trén khoang

bo sung.

C6 thé c6 nhitng tinh hudng trong d6 su ngung tré 1a dap img ky vong nhat.
Trong nhitng tinh huéng nay, phuwong phép Bliss ¢6 thé dwoc 4p dung truc tiép cho cac
tri s& %delta T/C dé thu dugc dép ting ty 1€ % EAR: % EAR delta T/C = Y1 * Y2/100,
trong d6 Y1 va Y2 1a cdc tri s& % delta T/C ctia cac diéu tri bing téc nhén riéng biét.
Hién tai, khong c6 thur nghiém théng ké nao dé so sanh %delta T/C quan sat duoc
trong nhom két hop so véi EAR, nhung tiéu chuén sinh hoc dugc mé ta & trén c6 thé

duoc ap dung.

Nhu duoc thé hién trong bang 15 va 16, viéc didu tri bang hop chét trong vi du
1B hodc abemaciclib riéng biét lam tac nhan don 1an lugt dan dén 32% (%dT/C = -32)
Vi 52% (%dT/C = -52) su thoi trién khdi u va ca hai ddu c6 ¥ nghia vé mt thong ké
(p <0,001) so v&i dbi chiing chét dan. Hiéu qua két hop cuia hop chét trong vi du 1B
v6i abemaciclib 13 “it bd sung hon” nhung hiéu qua két hop cuia hop chat trong vi du
1B cdng voi abemaciclib t5t hon nhiéu so v6i hop chit trong vi du 1B riéng biét (p
<0,001). Tuy nhién, hiéu qué cta tic nhan don abemaciclib khong ¢6 y nghia vé mit
théng ké so voi dang két hgp (P=0,055). Dang két hop duge dung nap & cac dong vét
khong lam giam thé trong déng ké.

Bang 15: Hiéu qua két hop ctia hop chét trong vi du 1B véi abemaciclib trong mau ung

thu vi duong tinh véi ER MCF7
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. . Hiéu sb Sai sb
Diéu tri 1 biéu tri 2 ) Gid tri p
chénh l&ch® chuan
.. Hop chét trong vi
Chat dan, QD x
du 1B, 10 mpk, 0,628 0,0658 <0,001%*
42, PO
QD x 42, PO
L Abemaciclib, 50
Chat dan, QD x
mpk, QD x 42, 0,479 0,0658 <0,001*
42, PO
PO
Hop chat trong vi
du 1B, 10 mpk,
Chét dan, QD x QD x 42, PO/
0,756 0,0658 <0,001*
42, PO Abemaciclib, 50
mpk, QD x 42,
PO
Hop chét trong vi
i du 1B, 10 mpk,
Hop chat trong vi
QD x42,PO/
du 1B, 10 mpk, 0,128 0,0658 0,055
Abemaciclib, 50
QD x 42, PO
mpk, QD x 42,
PO
Hop chat trong vi
du 1B, 10 mpk,
Abemaciclib, 50
QD x42,PO/
mpk, QD x 42, 0,278 0,0658 <0,001*
Abemaciclib, 50
PO
mpk, QD x 42,
PO PO

b Hiéu sb chénh 1éch=Piéu tri 1 — Diéu trj 2; *gié tri p: c6 ¥ nghia (p < 0,05)

SE — sai sO chuan
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Bang 16: Hiéu qua két hop ctia hop chét trong vi du 1B v6i abemaciclib trong mau ung

thu vi duong tinh v6i ER MCF7

% Delta T/C - .
Tac dung ket | Khoi  lugng

Diéu tri hodc % thoai | Gia trip ,
B hop co thé
trien
L Khong ap | Khong 4
Chat dan P
dung dung
Hop chét tron
P & -32 <0,001*
vidu 1B
Abemaciclib -52 <0,001%*
Hop chat trong ,
, , Su thay doi
vi du 1B It bd sung
-64 <0,001* khong dang
/Abemaciclib / hon

. ké
(Ket hop)

Phén tich vé thé tich khéi u dugc dua trén Logl0 va ciu tric hiép phuong sai

Spatial Power.
*Gia tri p: ¢6 y nghia (p < 0,05); NA: Khong 4p dung

% Delta T/C dugc tinh toan khi thé tich khdi u didm cudi trong nhém diéu trj 1a &
murc hodc trén muc thé tich khéi u mdc co s&; va % thodi trién duoc tinh toan dbi voi
thé tich khéi u & dudi mbe co so. Cong thic 14 100*(T-To)/(C-Co), trong d6 T va C
twong tng 12 thé tich khéi u t6i han trong nhém diéu tri hodac nhém dbi ching. To va

Co 1a thé tich khdi u mbc co sé trung binh trong cidc nhom nay.

Nhu duge thé hién trong cac bang 17 va 18, viéc diéu tri bang hop chét trong vi
du 1B hodc hop chét A riéng biét 1am téc nhan don 1an lugt dén dén 32% (%dT/C = -
32) va 36% (%dT/C = -36) su thoai trién khéi u va ca hai déu c6 y nghia vé mit thong
ké (p <0,001) so véi ddi chimg chit dan. Hiéu quéa két hop cia hop chét trong vi du 1B
v6i hop chat A 1a “ft bd sung hon” nhung hiéu qua két hop cua hop chét trong vi du
1B cong v6i hop chit A 13 tot hon dang ké so v6i hop chét trong vi du 1B riéng biét (p
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<0,001) hodc hop chit A riéng biét (p=0,002%). Dang két hgp duogc dung nap & céac

dong vat khong lam gidm thé trong déng ké.

Bang 17: Hiéu qua két hop ctia hop chit trong vi du 1B véi hop chét A trong mau ung
thu v duong tinh véi ER MCF7

N N Hiéu sb Sai s o
bicu tri 1 biéu tri 2 ) Giatrip
chénh 1éch® | chuan

Hop chét trong vi du
1B, 10 mpk, QD x 42, | 0,479 0,0759 <0,001*
PO

Chét dan, QD x
42, PO

Chét dan, QD x | Hop chét A, 7,5 mpk,

0,504 0,0759 <0,001*
42, PO BID x 42, PO
Hop chét trong vi du
Chét din, QD x | 1B, 10 mpk, QD x 42,
) 0,761 0,0791 <0,001*
42, PO PO /hop chat A, 7,5
mpk, BID x 42, PO
Hop chat trong | Hop chét trong vi du
vidu 1B, 10 1B, 10 mpk, QD x 42,
, 0,282 0,0791 <0,001*
mpk, QD x 42, | PO /hop chit A,
PO 7,5mpk, BID x 42, PO
Hop chét trong vi du
Hop chit A, 7,5 | 1B, 10 mpk, QD x 42,
mpk, BID x 42, | PO /hop chat A, 7,5 0,257 0,0791 0,002*
PO mpk, BID x 42, PO
PO

b Hiéu s chénh 1éch=Didu tri 1 — Piéu tri 2; *gid tri p: ¢6 ¥y nghia (p < 0,05)

SE — sai sO chuan
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Béng 18: Hiéu qua két hop ctia hop chét trong vi du 1B v6i abemaciclib trong mau ung
thu va duong tinh v6i ER MCF7

% Delta T/C ) .
N ) Tac dung két | Khoi lugng
biéeu tri hodc % thoai Giatrip ,
L hop co the
trién
L Khong & Khong &
Chat dan &ap &
dung dung
Hop chét trong
-32 <0,001*
vidu 1B
Hop chat A -36 <0,001*
Hop chét trong )
P L Su thay doi
vidu 1B /hop It bo sung
, -65 <0,001* khong dang
chat A / hon ,
. ké
(Ket hop)

Phan tich v& thé tich khéi u dugc duwa trén Logio va cAu triic hiép phuong sai

Spatial Power.
*Gi4 tri p: ¢6 y nghia (p <0,05); NA: Khong 4p dung

% Delta T/C dugc tinh toan khi thé tich khdi u diém cubi trong nhém diéu tri 1a &
mirc hodc trén mic thé tich khéi u mdc co s&; va % thodi trién dugc tinh toan dbi voi
thé tich khdi u & dudi mdc co sd. Cong thirc 1a 100*(T-To)/(C-Co), trong d6 T va C
tuong tng 13 thé tich khdi u téi han trong nhém diéu tri hodic nhém ddi chimg To va Co

12 thé tich khdi u mbc co so trung binh trong cic nhém nay.

Nhu duoc thé hién trong cac bang 19 va 20, viéc diéu tri bang hop chat trong vi
du 10 hodc abemaciclib riéng biét lam tdc nhan don 1an luot dan dén 51% (%dT/C = -
51) va 70% (%dT/C = -70) su thodi trién khdi u va ca hai déu ¢6 y nghia vé mt théng
ké (p <0,001) so v&i dbi chimg chét dAn. Hiéu qua két hop ctia hop chét trong vi du 10
v6i abemaciclib 1 “it bd sung hon” nhung hiéu qua két hop cta hop chat trong vi du
10 cong véi abemaciclib t6t hon nhidu so véi hop chét trong vi du 10 riéng biét (p

<0,039). Tuy nhién, hiéu qua két hop cta hop chat trong vi du 10 cong thém
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abemaciclib khong khac nhau c6 y nghia so v6i abemaciclib riéng biét (p=0,905).
Dang két hop duoc dung nap & cac dong vat khong lam giam thé trong déng ké.
Béang 19: Hiéu qua két hop ctia hop chét trong vi du 10 véi abemaciclib trong mau ung

thu v duong tinh v6i ER MCFEF7

. . Hiéu sb Sai s6
Pbiéu tri 1 biéu tri 2 , Gidtrip
chénh 1éch® chuin
L Hop chét trong vi
Chat dan, QD x
du 10, 15 mpk, QD 0,659 0,113 <0,001*
42, PO
x 42, PO
Chét dan, QD x | Abemaciclib 50
0,445 0,1054 | <0,001*
42, PO mpk, QD x 42, PO
Hop chét trong vi
.. du 10, 15 mpk, QD
Chat dan, QD x
x 42, PO/ 0,672 0,1054 | <0,001*
42, PO
abemaciclib, 50
mpk, QD x 42, PO
) Hop chat trong vi
Hop chat trong
du 10, 15 mpk, QD
vidu 10, 15
x 42, PO/ 0,013 0,1103 0,905
mpk, QD x 42,
abemaciclib, 50
PO
mpk, QD x 42, PO
Hop chét trong vi
du 10, 15 mpk, QD
Abemaciclib, 50
x 42, PO
mpk, QD x 42, ) 0,227 0,1054 0,039*
/abemaciclib, 50
PO
mpk, QD x 42, PO
PO

® Hiéu sb chénh 1éch=Piéu tri 1 — Diéu tri 2; *gia tri p: ¢6 ¥ nghia (p < 0,05)

SE — sai sO chuan

71



45144 72/80

Béang 20: Hiéu qué két hop ctia hgp chét trong vi du 10 v6i abemaciclib trong mau ung

thu vi duong tinh véi ER MCF7

% Delta T/C , .
Tac dung ket | Khoi luong

Piéu tri hosc % thodi | Gid tri p 7
. hop co thé
trién
. Khon, ap | Khong &
Chat dan s P & @
dung dung
Hop chat tron
P s -51 <0,001*
vidu 10
Abemaciclib -70 <0,001*
Hop chat trong ,
, \ Su thay doi
vi du 10 It b0 sung
-71 <0,001* khong dang
/Abemaciclib / hon

, ké
(Ket hop)

Phan tich vé thé tich khéi u dugc dwa trén Logio va cu tric hiép phuong sai

Spatial Power.
*Gia tri p: ¢6 y nghia (p < 0,05); NA: Khong ap dung

% Delta T/C dugc tinh todn khi thé tich khéi u diém cudi trong nhém diéu trj 1a &
mtrc hodc trén mic thé tich khdi u mdc co sd; va % thodi trién dugc tinh toan déi véi
thé tich khéi u & dudi mbc co so. Cong thire 1a 100*(T-To)/(C-Co), trong d6 T va C
tuong tng 13 thé tich khdi u téi han trong nhém diéu trj hodc nhém dbi ching To va Co

12 thé tich khdi u mbc co s& trung binh trong c4c nhém nay.

Nhu duge thé hién trong cac bang 21 va 22, viée diéu tri bing hop chét trong vi
du 10 hodc alpelisib riéng biét 1am tac nhan don 1an lugt din dén 51% (%dT/C = -51)
va 21% (%dT/C = -21) sy tho4i trién khdi u va ca hai déu c6 ¥ nghia vé mat théng ké
(p <0,001 va p = 0,013) so v6i dbi ching chét dan. Hiéu qua két hop ciia hop chét
trong vi du 10 véi alpelisib 13 “bd sung” va higu qua két hop cua hop chét trong vi du
10 cong thém alpelisib 1a tét hon déng ké so v6i hop chét trong vi du 10 riéng biét (p =
0,009). Hiéu quéa két hop cia hop chét trong vi du 10 cong thém alpelisib cling t6t hon
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dong vat khong lam gidm thé trong dang ké.

Bang 21: Hiéu qua két hop ctia hop chit trong vi du 10 v&i alpelisib trong mau ung thu

vi duong tinh véi ER MCF7
. . Hiéu s6 | Sai sb
bieu tri 1 bicu tri 2 ) Giatrip
chénh 1&ch® | chuin
oL Hop chét trong vi du
Chat dan, QD x
10, 15 mpk, QD x 42, | 0,241 0,1121 <0,039*
42, PO
PO
L alpelisib 15 mpk (d1-
Chat dan, QD x
d7,), 10 mpk (d8-42), | 0,445 0,1121 <0,001%*
42, PO
mpk, QD x 42, PO
Hop chét trong vi du
L. 10, 15 mpk, QD x 42,
Chat dan, QD x
PO / alpelisib 15 mpk | 0,755 0,1121 <0,001*
42, PO
(d1-d7,), 10 mpk (d8-
42), mpk, QD x 42, PO
) Hop chét trong vi du
Hop chat trong
10, 15 mpk, QD x 42,
vi du 10, 15
PO / alpelisib 15 mpk | 0,514 0,1121 <0,001
mpk, QD x 42,
. (d1-d7,), 10 mpk (d8-
42), mpk, QD x 42, PO
_ Hop chat trong vi du
alpelisib 15 mpk
10, 15 mpk, QD x 42,
(d1-d7,), 10 mpk
PO / alpelisib 15 mpk | 0,310 0,1121 0,009*

(d8-42),
QD x 42, PO

mpk,

(d1-d7,), 10 mpk (d8-
42), mpk, QD x 42, PO

b Hiéu sb chénh léch=Diéu tri 1 — Diéu tri 2; *gid tri p: c6 ¥ nghia (p < 0,05)

SE — sai sO chuan
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Bang 22: Hiéu qua két hop cia hgp chét trong vi du 10 v&i alpelisib trong mAu ung thu
va duong tinh véi ER MCFEF7

% Delta T/C ) )
. ) Tac dung ket | Khoi luong
biéu tri hodc % thoai | Gia tri p ,
. hop co thé
trién
L Khong ap | Khong 4
Chat dan P
dung dung
Hop chat tron
P s -51 <0,001*
vidu 10
alpelisib 21 <0,013*
Hop chét trong )
Su thay doi
vi du 10 ,
) -76 <0,001* B0 sung khong déang
/alpelisib ,
. ke
(K&t hop)

Phén tich vé& thé tich khéi u dwoc dwa trén Logio va cAu triic hiép phuong sai

Spatial Power.
*Gi4 tri p: ¢6 y nghia (p < 0,05); NA: Khong ap dung

% Delta T/C dugc tinh toan khi thé tich khdi u didm cubi trong nhém didu tri 12 &
mirc hodc trén muc thé tich khéi u méc co sd; va % thoai trién dugc tinh toén ddi véi
thé tich khdi u & dudi mdc co sd. Cong thic 1a 100*(T-To)/(C-Co), trong d6 T va C
tuong Ung la thé tich khdi u t6i han trong nhém diéu tri hodc nhom dbi chimg To va Co

1a thé tich khdi u mbc co so trung binh trong cc nhém nay.

Nhu duge thé hién trong cac bang 23 va 24, viéc diéu tri bing hop chét trong vi
du 10 hodc everolimus riéng biét lam tic nhan don lan luot dan dén 51% (%dT/C = -
51) va 50% (%dT/C = -50) su thodi trién khdi u va ca hai déu c6 y nghia vé mt thong
ké (p <0,001 va p < 0,001) so v&i ddi ching chit din. Hiéu qua két hop ciia hop chat
trong vi du 10 véi everolimus 1a “bd sung” va hidu qua két hop cta hop chat trong vi
du 10 cong thém everolimus 13 t5t hon dang ké so v&i hop chét trong vi du 10 riéng

biét (p = 0,004). Hi€u qua két hop cua hop chét trong vi du 10 cong thém alpelisib
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nap & cac dong vat khong lam giam thé trong dang ké.

Béng 23: Hiéu qua két hop ctia hop chét trong vi du 10 v6i everolimus trong mau ung

thu v duong tinh véi ER MCFEF7

PO

Everolimus, 5

mpk, QD x 42, PO

. . Hiéu s6 | Sai sO
biéu tri 1 Dbiéu tri 2 . Gidtrip
chénh léch® | chuin
L Hop chét trong vi
Chat dan, QD x
du 10, 15 mpk, | 0,445 0,0999 <0,001*
42, PO
QD x 42, PO
Chat dan, QD x | Everolimus, 5
0,433 0,1038 <0,001*
42, PO mpk, QD x 42, PO
Hop chét trong vi
L du 10, 15 mpk,
Chat dan, QD x
QD x 42, PO /|0,748 0,0999 <0,001*
42, PO
Everolimus, 5
mpk, QD x 42, PO
Hop chét trong vi
Hop chét trong vi | du 10, 15 mpk,
du 10, 15 mpk, [QD x 42, PO /|0,303 0,0999 0,004*
QD x 42, PO Everolimus, 5
mpk, QD x 42, PO
Hop chat trong vi
Everolimus, 5|du 10, 15 mpk,
mpk, QD x 42, | QD x 42, PO /|0,315 0,138 0,004*

b Hiéu sb chénh 1éch=Diéu tri 1 — Piéu tri 2; *gia tri p:

SE — sai sO chuan
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Bang 24: Hiéu qua két hop cua hop chit trong vi du 10 véi everolimus trong mau ung

thu v duong tinh voi ER MCF7

% Delta T/C ) .
. _ Tac dung ket | Khoi  luwong
Diéu tri hodac % thoai | Gid tri p )
B hop co the
trién
L Khon, ap | Khong &
Chat dan s P & ap
dung dung
Hop chét tron
P s -51 <0,001%*
vidu 10
Everolimus -50 <0,001*
Hop chat trong 7
Vi du 10 q Su thay doi
- * 5 5 4
/Everolimus 76 <0,001 B0 sung kl?ong dang
) ke
(Ket hop)

Phan tich v& thé tich khéi u dwoc dwa trén Logio va cdu triic hiép phwong sai
Spatial Power.
*Gi4 tri p: ¢6 y nghia (p <0,05); NA: Khong ap dung

% Delta T/C duge tinh toan khi thé tich khdi u diém cudi trong nhém didu trj 12 &
mutc hodc trén murc thé tich khdi u méc co so; va % thodi trién duoc tinh toan dbi voi
thé tich khéi u & dudi mbe co so. Cong thic 1a 100*(T-To)/(C-Co), trong d6 T va C
twong Gng 1 thé tich khdi u téi han trong nhém didu tri hodc nhém dbi ching To va Co
12 thé tich khdi u mbc co s¢ trung binh trong cic nhém nay.

Thir nghiém d9 sinh kha dung theo duong ubng ctia chudt

Muc dich cua thir nghiém sau 14 dé chimg té xem hop chat thir nghiém c6 sinh

kha dung theo dudong udng hay khong.
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Dung hop chét thir nghiém cho chudt Sprague-Dawley theo duong tinh mach
v6i lidu 1 mg/kg (st dung céc chit din: 20% CAPTISOL® trong 25 mM dung dich
dém natri phosphat, pH2 lugng vira du; hodc 25% DMA, 15% EtOH, 10% propylen
glycol, 25% 2-pyrolidon, va 25% nudc cat) va PO & mirc 10 mg/kg (st dung chit dan
1a 1% hydroxyetyl xenluloza, 0,25% polysorbate 80, 0,05% chét chéng tao bot 1510-
US, va nudc cit lugng vira di). Thu gom céc mau méau hang loat tai 0,08, 0,25, 0,5, 1,
2,4, 8,va 12 gio sau dinh lidu trong truyén nhanh tinh mach lugng 16n va tai 0,25, 0,5,
1,2, 4, 8, va 12 gid sau dinh lidu sau khi dung theo dudng udng. Sau khi xtt 1y béng
chit dong mau EDTA, thu dugc huyét twong bang cach ly tim va bao quan & -70°C
cho dén khi phan tich bang LC-MS/MS. Xéc dinh ndng d¢ hop chat thi nghiém trong
huyét trong va tai 1én hé thdng Watson LIMS™ trong d6 phén tich khong ngan dwgc
st dung dé tinh toan dién tich duéi dudng cong (Area Under the Curve - AUC) d6i véi
c4 hai nhanh IV va PO. Tinh toan do sinh kha dung theo dudng udng (%F) bing
phuong trinh sau,

%F = (AUCpo X Lidu luong IV) / (4UCry X Liéu lugng PO) X 100.

Céc hop chét trong vi du 1B thé hién gi4 tri %F 12 ~50% trong thir nghiém néu
trén. Thir nghiém nay chimg t6 ring, hop chét trong vi du 1B ¢6 d9 sinh kha dung theo

dudng ubng tot.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Hop chét c6 cong thirc:

trong d6 R! hodc R? doc 1ap dugc chon tir Cl, F, -CF3, hodc -CHs, va nhém con
lai 14 hydro,

hodc mubi duge dung cia hop chét nay.

2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay 13

hodc mudi dugc dung ctia hop chat nay.

3. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay 13

hodc mudi dugc dung ctia hgp chat nay.
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4. Hop chét theo diém 2, trong d6 hop chét nay 1a

hodc mudi dugc dung ciia hgp chét nay.
5. Hop chét theo diém 4, trong d6 mubi dugc dung 1a mudi cia axit benzensulfonic.

6. Hop chit theo diém 4, trong d6 mudi dugc dung 1a mudi cia axit 4-

metylbenzensulfonic.

7. Hop chat theo diém 4, trong d6 hop chat nay 14

hodc mudi dugc dung cua hop chat nay.

9. Hop chét theo diém 8, trong d6 mudi duge dung 14 mudi cua axit benzensulfonic.
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10. Hop chit theo diém 8, trong do mubi duoc dung 13 mudi cua axit 4-
metylbenzensulfonic.

11. Hop chét theo diém 8, trong d6 hop chat nay 14

12. Duoc phdm chira hop chét hozic mudi duge dung cua hop chét nay theo diém bat
ky trong sb céc diém tir 1 dén 11 két hop véi ta dugc, chit mang hozc chét pha long
dugc dung.

13. Dugc phim theo diém 12, trong d6 dugc phim nay chira mot hodc nhiéu tic nhan

tri liéu khac.
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