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Linh vue ki thuat dwoc dé cip

Sang ché @& cép dén viéc diéu tri bénh té bao hinh ludi liém (SCD), bao gém viéc
didu tri cho bénh nhan duge chin doan mic SCD bing cach cho dung hop chét hoat hoa
pyruvat kinaza R (PKR).

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Bénh t& bao hinh ludi lidm (SCD) 1a bénh thiéu mau tan huyét man tinh do di
truyén dang dot bién ctia hemoglobin (Hgb), Hgb hinh ludi liém (HgbS) giy ra. N6 1a
bénh thiéu mau tan huyét di truyén phd bién nhéit, 1am anh hudéng dén 70000 dén 80000
bénh nhan & M§ (US). SCD duoc dic trung bdi sy polyme hoa HgbS & hdng cau (RBC)
khi HgbS & trang thai dugc khir oxy (deoxy-HgbS), dan dén bién dang hinh lui liém.
T& bao hinh ludi liém két tu & mao mach dan dén bién c¢d tdc mach thuong biéu hién
dudi dang khiing hoang céip tinh va dau dén dan dén thiéu mau cuc bd md, nhdi mau va
tén thwong mé 1au dai. Hong ciu & bénh nhan SCD c¢6 xu hudng dé& v& do ludi liém va
cac yéu tb khac gy ra, va chin thuong co hoc cia tudn hoan gay ra tan huyét va thiéu
mau man tinh. Cudi cing, cac RBC bi tdn thuong c6 cac bé mit bat thuong bam vio va
lam t6n thuong ndi mac mach mau, gy ra phan (g ting sinh/viém lam co s& cho dot
quy mach mau 16n va c6 kha nang téng huyét 4p dong mach phdi. No6i chung, didu nay

g6p phin vao ty 16 mic bénh dang ké va ting ty 1¢ tr vong lién quan dén bénh nay.

Hién nay, viéc tri liéu SCD con thiéu. Phuong phép chita duy nhét d3 duogc biét
cho SCD 1a céy té bao than tao huyét ma c6 riii ro nghiém trong, thudng chi dugce khuyén
nghi cho c4c ca nghiém trong nhat, va da phan chi dugc dé nghi cho tré em ¢ ngudi
cho 12 anh chi em ddng huyét phu hop. Liéu phép gen cling dang dugc nghién ctru véi
két qua so bd co trién vong; tuy nhién, c6 nhitng rao can tiép cén thi trudong, chi yéu la
chi phi cao va sy phirc tap trong diéu tri, c6 kha ning han ché viéc sir dung rong rai trong
thoi gian ngén. C6 rét it tién bo trong céc liéu phép diéu tri SCD trong hai thap ky qua.
Hydroxyure (HU) tao ra HgbF lam gian doan qué trinh tring hgp HgbS, va do do cé tac
dung 1am giam sy khéi phat cta céc cude khing hoang tic mach va cac di chiing bénh

ly ctia SCD. Trong khi HU dugc st dung rong rdi nhu mot liéu phap xwong séng cho
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SCD, n6 vén chi ¢6 hiéu qua mot phin va c¢6 lién quan dén doc tinh, ching han nhu suy
tiy va gdy quai thai. Bénh nhan diéu trji HU vAn bi tan huyét, thiéu mau va cic con tic
mach, cho thdy cin c¢6 cic liéu phép diéu tri hiéu qua hon, thay thé hodc két hop véi
HU. Ngoai HU, can thiép diéu tri chu yéu 1a chim s6c hd trg, nham muc dich kiém soat
céc tridu ching cta SCD. Vi du, truyén mau gitip chita bénh thiéu méau va cac bién
chimg SCD khac bang cach ting sd lugng hong cau binh thudng. Tuy nhién, viée truyén
mau nhiéu 14n s& dan dén tinh trang thira sit va cin c¢6 céc liéu phap thai sit dé tranh
hau qua 12 tén thuong md. Ngoai nhitng cach tiép can nay, thude giam dau dugc sir dung

dé kiém soat con dau.

Véi tiéu chuan cham s6c SCD hién tai, ¢ nhu cau y té rd rang vé mat li¢u phap

diéu chinh bénh, khong xam 14n vdi céc profin an toan va hidu qua thich hop.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Mot khia canh cta sang ché lién quan dén cac phuong phap diéu tri SCD bao
gdm viée sir dung mét lwong chit hoat hoa pyruvat kinaza R (PKR) ¢6 hiéu qua didu tri
cho bénh nhan cin duogc chin doan mic SCD. Pyruvat kinaza R (PKR) la dang dong
phan cua pyruvat kinaza duoc bidu hién trong céc té bao hong cdu, va 1a enzym quan
trong trong qua trinh dudng phan. Sang ché mot phan dua trén phét hién ra rang viéc
kich hoat PKR c6 thé nhdm muc tiéu dén ca c4 1iém, bang cach giam deoxy-HgbS va
tan huyét. C6 thé dat duoc muyc tiéu tan mau bang cach cai thién tinh toan ven clia mang
RBC. Mot khia canh cua sang ché 13 thira nhan r%mg viéc kich hoat PKR c6 thé lam giam
2,3-diphosphoglyxerat (2,3-DPG), ddn dén giam deoxy-Hgb$ (va do d6, hinh ludi 1iém),
cling nhu ¢6 thé 1am ting ATP, thiic ddy sirc khoe clia mang va lam gidm qud trinh tan
huyét. Mot khia canh khéc ctia séng ché 1a cong nhan rang viée kich hoat PKR c¢6 thé
lam giam 2,3-diphosphoglyxerat (2,3-DPQG), chét nay trc ché qua trinh khir oxy Hgb/lam
tang 4i luc oxy ctia HgbS va din dén giam deoxy-Hgb$S (va do d6, tao hinh ludi 1iém),
cling nhu c6 thé 1am ting ATP, gitp ting cudng strc khde cia mang va lam gidm qua
trinh tan huyét. Theo dd, theo mdt phuong an, kich hoat PKR (vi du, béng cach st dung
mot lvong hop chét kich hoat PKR ¢6 hiéu qua diéu trj cho bénh nhan dugc chan doan
mic SCD) lam giam su hinh thanh hong cdu thong qua viéc gidm muc 2,3-
diphosphoglyxerat (2,3-DPG), do d6 lam giam sy trang hop ctia Hgb hinh lugi liém
(Hgb$) thanh céc khéi két tu cting 1am bién dang té bao. Hon nita, theo mot s6 phuong
&n, kich hoat PKR ¢6 thé gop phan véo tinh toan ven téng thé ciia mang té bao hdng ciu
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thong qua viéc tang mirc d adenosin triphosphat (ATP), dugc du doan 1a [am gidm céc
bién ¢ thc mach va tan mau gy ra cdc con dau cip tinh va thiéu mau & bénh nhan SCD.

Tt hon 13, bénh nhan dugc chdn doan mic SCD duogc didu tri bing hop chit 1a
hop chit hoat héa PKR. Chit hoat hoa PKR c6 thé 1a hgp chit dugc xac dinh 1a hop chét
hoat héa PKR hoic ché phém duoc xac dinh 1a ché phém hoat h6éa PKR c6 gia tri ACso
nhé hon 1 pM béng cach st dung thir nghiém phat quang dugc mo ta trong vi du 2, hoac
mudi duge dung va/hoic dang ran khéac cta chung. Vi du, hop chét hoat héa PKR c¢6 thé
12 hop chit (S)-1-(5-((2,3-dihydro-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-yl)sulfonyl)-3,4,5,6-
tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-yl)-3-hydroxy-2-phenylpropan-1-on (hop chét 1):

OH
9
N= o) 6]
1,
hodc mubi duge dung ctia chung. Hop chit 1 1a hop chit hoat héa PKR lua chon, c6 kha
dung sinh hoc qua dudng miéng, c6 tdc dung lam giam 2,3-DPG, taing ATP va c¢6 tac
dung chéng tao hinh ludi li8m & cac mo hinh bénh véi bién do diéu tri rong lién quan

dén ddc tinh tién 14m sang.

Hop chét hoat hoa PKR c6 thé d& dang dugc xac dinh 14 hop chit c6 cong thirc

OH
GO
O - |S|*N\/:[>N X

0]
L
hogc mudi duoc dung cta chung, (vi du, hop chét 1 va hdn hop ctia hop chét 1 v6i dong
phén 14p thé cta né) c6 gia tri ACsonhd hon 1 uM st dung phép thir phat quang dugce
md ta trong vi du 2.
Theo c4c phuong 4n khac, hop chit hoat héa PKR c6 thé 1a bat ky trong s céac

hop chat duoc liét ké trong Fig. 1, hodc mudi duoc dung cia ching.
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Hop chit hoat héa PKR, nhu 1-(5-((2,3-dihydro-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-
yl)sulfonyl)-3,4,5,6-tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-yl)-3-hydroxy-2-
phenylpropan-1-on, hosic mubi duoc dung ciia n6, hitu dung trong dugc phim dé didu
tri cho bénh nhan dugc chin doan méc SCD. Hop chit hoat hoa PKR, nhu bat ky trong
sb cac hop chit dugc liét ké trong Fig. 1, hodc mubi dugc dung cuia ching, rat hitu ich
trong dugc phim dé diéu tri bénh nhan duoc chin doan mic SCD. Ché pham chira hop
chéit ¢o cong thic I (vi dy, hop chét 1), hodc mubi duge dung ctia chung, c6 thé thu duoc
bing céc quy trinh nhét dinh cling dugc d& xuét & ddy. Ché phdm chira bat ky hop chét
nao duoc li¢t ké trong Fig. 1, hodc mudi duoc dung cta chung, c6 thé thu duge bﬁng cac

quy trinh nhét dinh cling dugc dé xuét & day.

Phuong phép didu tri SCD dugc d& xuét trong ban mo ta nay ¢ thé dua ra sy bao
vé 16n hon chdng lai khung hoang tic mach va thiéu mau tan méu, so véi cic lidu phép
hién c6 va méi ndi. Do d6, viéc sit dung hop chit hoat hoéa PKR, nhu hop chét 1, cung
cép phuong phap didu tri méi va cai tién hodc don 1é hodc két hop véi cac loai thude
hoat déng thong qua céc co ché thay thé, nhu hydroxyure (HU). Ngoai ra, viéc st dung
hop chét hoat hoa PKR, nhu bat ky hop chit nao duge liét ké trong Fig. 1, cung cép
phuong phép diéu tri méi va cai tién hodc don 1& hodc két hop véi céc loai thudc hoat

dong thong qua céc co ché thay thé, nhu hydroxyure (HU).
M35 ta vin tit hinh v&
Fig. 1 12 bang ctia hop chit hoat hoa PKR.

Fig. 2 1a gian d6 cho thay moi quan hé cta viéc hoat hdéa PKR véi viée gidm céc

hau qua 1am sang ctia bénh té bao hinh ludi liém (SCD).

Fig. 3 1a biéu dd hién thi duong cong phan ly oxyhemoglobin va cac yéu t diéu
chinh bing cach v& biéu @6 mdi quan hé giita do bdo hoa hemoglobin (phan trdm) so v6i

ap sudt riéng phén cta oxy (mmHg).

Fig. 4A 1a so d6 téng hop héa hoc céc hgp chét ¢6 cong thirc I, bao gdm téng hop
hop chit 1 (dwoc d& xuét riéng trén Fig. 4B).

Fig. 4B 1a so dd tdng hop héa hoc cho hop chét 1.

Fig. 4C 12 téng hop hoa hoc chung ctia cac hop chét duoc liét ké trén Fig. 1.
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Fig. 5 13 biéu dd thé hién su hoat héa PKR-R510Q téi t hop voi hop chat 1, vé

bidu dd tdc @ chudn hoa so voi ndng dd clia phosphoenolpyruvat (PEP) (vi du 3).

Fig. 6 1a biéu db dit li¢u thé hién hoat hoa PKR-R510Q t4i t hop bing hop chat

1 trong thir nghiém enzym cua vi du 3.

Fig. 7 1a biéu db dit liéu thé hién hoat hoa PKR trong céc té bao hdng céu ctia con

ngudi duge didu tri bing hop chat 1 (vi du 4).

Fig. 8A va Fig. 8B 1a biéu dd dir liéu thé hién higu qua didu tri bang hop chit 1
trén oxyhemoglobin su phan ly trong RBC tir bénh nhén SCD (vi du 5). Fig. 8A cho
thiy mdi diém dir lidu & dang thang d0 xam, trong khi Fig. 8B cho thiy cting mot dit
liéu v&i cac duong cach digu.

Fig. 9 1a biéu d6 dit liéu thé hién duong cong delta ctia 4 bdo hoa hemoglobin &
c4c dd cing oxy khac nhau d6i v6i cac té bao hdng cdu ciia bénh nhan SCD (vi du 5).
Khoang do luong 1a 1 mmHg.

Fig. 10 12 biéu d dit liu thé hién hiéu qua cta hop chat 1 véi viéc tao ludi liem
té bao SCD ctia con ngudi trong diu kién thiéu oxy (vi du 5).

MBbi Fig. 11A (nghién ctru 1) va Fig. 11B (nghién ctru 2) 1a biéu do thé hién thay
d6i quan st dugc & muirc 2,3-DPG trong mau tir chudt sau 7 ngay didu tri udng mot 1an
mdi ngdy (QD) véi hop chét 1 (vi du 6).

Fig. 12 1a biéu b thé hién thay ddi quan sat dugc & mirc 2,3-DPG trong méu tir
chudt sau 7 ngay diéu tri ubng mot 1an mdi ngay (QD) voi hop chit 1 (vi du 6, nghién
ctu 2).

Fig. 13A (nghién ctru 1) va Fig. 13B (nghién ciru 2) 1a biéu do dit ligu do nong
do ATP trong té bao hdng cau ciia chudt sau 7 ngay didu tri bing duong ubng mot 1an
mdi ngay (QD) v6i hop chit 1 (vi du 6).

M&i Fig. 14A va Fig. 14B 1 biéu db dit li¢u thé hién do bao hoa oxy trong RBC
sau 7 ngay diéu tri bing dudng ubng véi hop chét 1 trong mo hinh SCD & cho (vi du 7).

MBbi Fig. 15A va Fig. 15B 1a bidu db dit lidu thé hién thay doi do bao hoa oxy
trong RBC sau 7 ngay didu tri bang dudong udng véi hop chét 1 trong md hinh SCD &
cho (vi du 7).
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Fig. 16 12 biéu db dit liéu th hién ty 1¢ phén trdm té bao hinh ludi liém trong md

hinh ché méc bénh SCD sau 7 ngay diu tri bing dudng udng véi hop chét 1 (vi du 7).

Fig. 17 1a biéu dd dit lidu thé hién sé lugng hong cAu luéi trong cac té bao trong

mb hinh SCD & ché sau 7 ngay diéu tri bing dudng udng véi hop chét 1 (vi du 7).

Fig. 18 1a biéu dd ctia muc 2,3-DPG trong méau dugce do theo thoi gian ¢ nhiing

ngudi tinh nguyén khoe manh nhén duge mot 1iéu hop chét 1 hodc gia dugce.

Fig. 19 1a biéu dd ctia mtre 2,3-DPG trong méau duge do 24 gio sau khi dung lidu

& ngudi tinh nguyén khoe manh nhan dugc mot lidu hop chét 1 hodc gia duge.

Fig. 20 12 bidu dd ctia gia tri P50 duge do 24 gidr sau khi ding liéu & ngudi tinh

nguyén khoe manh nhan dugc mot 1idu hop chét 1 hoac gia duoc.

Fig. 21 1a biéu dd cua gia tri P50 dugc do trude khi dung lidu va 24 gid sau khi

dung liéu & nguoi tinh nguyén khoe manh nhan duge mot liéu hop chét_ 1 hodc gia dugec.
Fig. 22 1a biéu dd ctia muc 2,3-DPG trong méau dugc do theo thoi gian ¢ nguoi
tinh nguyén khoe manh nhan dugc lidu hop chét 1 hodc gia dugc hang ngay trong 14
ngay.
Fig. 23 1a biéu dd ctia muc 2,3-DPG trong mau dugc do vao ngay 14 & ngudi tinh

nguyén khoe manh nhén dugc 1iéu hop chét 1 hodc gia dugc hang ngay trong 14 ngay.

Fig. 24 1a bidu dd cua gia tri P50 duge do vao ngay 14 & ngudi tinh nguyén khée
manh nhan dugc liéu hop chit 1 hodc gia dugc hang ngay trong 14 ngay.

Fig. 25 1a biéu db cta gia tri P50 dugc do trude khi dung lidu va vao ngay 14 &
ngudi tinh nguyén khée manh nhén dugce lidu hop chét 1 hogc gia duoc hang ngay trong

14 ngay.

Fig. 26 1a biéu dd cia mirc ATP trong mau duge do vao ngay 14 & nguoi tinh

nguyén khoe manh nhan dugc lidu hop chét 1 hodc gia duoc hang ngay trong 14 ngay.

Fig. 27 1a bidu db thé hién su khac biét trong céc gié trj P50 duoc xac dinh truge
khi dung lidu va 24 gio sau khi ding liéu (nhém SAD) va 24 gio sau khi dung lidu vao
ngdy 14 (nhém MAD) & ngudi tinh nguyén khoe manh dugc dung hop chét 1 hoic gia

duoc.
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Fig. 28 1a bidu dd v& bidu dd ndng dd trong méau cuia hop chét 1 (ng/mL) do dugc
& bénh nhén tinh nguyén khée manh (HV) trén truc tha nhat (bén trai) va ndéng do 2,3-
DPG (microgam/mL) do dugc ¢ bénh nhan HV nay trén truc thtr hai (bén phai) sau khi
dung mat 1iéu duy nhét hop chét 1 (400 mg).

Fig. 29 1a biéu dd phan tan ctia mitc 2,3-DPG va gid tri P50 quan sit dugc & nguoi
tinh nguyén khée manh ¢ nhém SAD va MAD.
M ta chi tiét sang ché

Phuong phép didu tri SCD tét hon 1a bao gom viée cho ding lugng hitu hi¢u tri
liéu cta hop chét (vi du, hop chét 1) lam giam sy polyme hoa HgbS, vi du bang cach
tang 4i luc HgbS cho oxy. Phuong phap didu tri SCD ciing t6t hon 12 bao gbm viéc cho
dung Iugng hitu hiéu tri liéu cta hop chat (vi dy, bat ky trong s& cac hop chit néu trén
Fig. 1) lam giam sy polyme hoéa HgbS, vi du bang cach tang ai luc HgbS cho oxy.
Phuong phap gidm muc 2,3-DPG va/hodc tang ATP & RBC cta ngudi bao gbdm cho
dung hop chét hoat hoa PKR, nhu bét ky hop chit nao duoc liét ké trong Fig. 1. Két hop
céc tac dong nay phi hop véi viée cung cAp céc liéu phap dé giam b6t sy tao ludi liém
Hgb$ va cai thién strc khoe mang RBC, dua ra co ché didu chinh bénh duy nhét dé diéu
tri SCD.

Hop chét hoat héa PKR, nhu hop chit 1, hitu dung d thic day hoat tinh trong
con duong duong phan. Hop chit hoat hoéa PKR, nhu bét ky hop chét nao duoc liét ké
trong Fig. 1, cling hitu ich 8 thuc dy hoat dong trong con dudng duong phan. La enzym
xtic tac budc cubi ciing cia qua trinh dudng phéan, PKR tac dong truc tiép dén strc khoe
trao ddi chit va cac chirc niang chinh ciia RBC. Hop chit hoat hoa PKR (vi du, hop chét
1), rét hitu ich dé giam 2,3-DPG va tang ATP. Hop chét hoat héa PKR (vi du, bat ky
hop chat nao dugc liét ké trong Fig. 1), rét hitu ich 8 giam 2,3-DPG va tang ATP. Hop
chét hoat hoa PKR (vi duy, hop chét 1 hodc bat ky hop chit nao duoc liét ké trong Fig.
1, t6t nhit 1a hop chét 1) cling hitu ich dé tang ai luc oxy Hgb trong RBC. Tiét 16 mot
phan dya trén khdm phé rang hoat héa PKR 1a mot phuong thirc diéu tri cho SCD, theo
d6 qua trinh trung hgp HgbS va tao hinh ludi liém RBC duge giam xubng thdng qua
giam muc 2,3-DPG va tang ATP.

SCD 1a réi loan méu di truyén pho bién nhat va bicu hién 1am sang véi cac tinh

trang bénh ly nghi€ém trong tiém 4n lién quan dén ganh ning dang ké v& thé chat, tinh
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cam va kinh té. Vi du, cac con dau cép tinh do tdc mach mau co6 thé gy suy nhugc va
cin phai c6 phan tmg y té nhanh chéng. Thiéu méu tan huyét mén tinh gdy mét moi va
thuong can truyén mau va chim séc hd tro. Theo thoi gian, sy van chuyén oxy bi suy
giam qua vi mach din dén tdn thuong co quan va mé. Trong khi c6 mot s§ Iya chon ¢6
sin dé didu tri cac triéu ching, viéc quan ly bénh tdng thé s& dugc hudng loi tir cac ligu

phép nham vao cac qué trinh nguge dong dé ngan nglra tdc mach va tan mau.

Céc triéu ching 14m sang dugc mo ta phﬁn 16m 14 do su xdo tron vé hinh dang va
chtrc nang mang RBC do su két tu cia cac phén tir HgbS. Khong gidng nhu Hgb binh
thuong, HgbS polyme hoa khi n6 & trang thai khtt oxy va cudi cling gdy ra mang ciing
bién dang khong thé di qua cac mach mau nhd, do d6 ngén chan dong mau binh thudng
qua vi mach. Su mét tinh dan hdi ciia mang cling 1am ting qud trinh tan huyét, 1am giam
tudi tho cia RBC. Hon nita, ATP té bao giam va tdn thuong oxy hoa gop phan 1am cho
mang RBC hinh lusi liém cimg hon va yéu hon mang RBC binh thudng. Mang bi tén
thwong c6 xu huéng bam chit vao mach mau 16n hon, din dén tan mau, tang tdp hop

c4c RBC hinh ludi lidm, ting déng mau va viém lién quan dén khing hoang tac mach.

Nguyén nhin co ban cta hién tuong tao hinh ludi liém 12 sy hinh thanh céc tap
hop deoxy-HgbS cung nhic 1am thay dbi hinh dang t& bao va do do tac dong dén sinh
Iy té bao va do dan hdi ctia mang. Cac tap hop nay 1a cic polyme co cAu tric cao cla
Hgb$S da khtr oxy; dang oxy hoa khong polyme héa. Qué trinh polyme héa duogc thuc
dAy bdi su thay d6i cAu trtc tinh té tlr trang thai thu gidn (R) lién két v&i oxy sang trang
théi cang thing khong lién két (T). Sau d6, mot s6 du luong nhét dinh trong chudi B cta
HgbS co thé twong tac theo mot cach cu thé va lap di lap lai, tao diéu kién cho su polyme

hoa.

Nong do ctia deoxy-HgbS phu thude vao mdt sé yéu t6, nhung yéu to chit yéu 1a
ap suét riéng phan ctia oxy (PO2). Oxy lién két thuan nghich véi cac phan heme cua
phan tir Hgb. Khi méu dugc cung chp oxy chdy qua mao mach dén cac mod va co quan
ngoai vi dang tich cuc tiéu thu oxy, PO, gidm xudng va Hgb giai phong oxy. Su lién két
clia oxy voi Hgb 13 hop tac va mbi quan hé véi mac PO, pht hop v6i duong cong xich
ma (Fig. 3). M&bi quan hé nay c6 thé bi 4nh huéng béi nhiét do, pH, cacbon dioxit va
chét trung gian dudng phan 2,3-DPG. 2,3-DPG lién két trong khoang trung tdm cua
tetramer Hgb, gay ra cic thay dbi di ung va lam giam ai luc ctia Hgb véi oxy. Do do,
cac phuong phap didu tri 1am tang ai lyc véi oxy (tc 1a giam qua trinh khtr oxy) cta
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HgbS c6 1& s& lam giam sy hinh thanh polyme, thay d6i mang té bao va cic hau qua 1am

sang lién quan dén SCD.

Mot khia canh clia sang ché 1a huéng dich hoat héa PKR dé giam mirc 2,3-DPG,
dua vao vai trd cia PKR trong viéc kiém soét téc d6 dudng phan trong RBC. Sy giam
2,3-DPG khi hoat héa PKR da dugc chimg minh trong cac nghién ciru tién 14m sang va
& ngudi tinh nguyén khoe manh va bénh nhén bi thiéu hut pyruvat kinaza. Ngoai ra, hoat
hoa PKR s& lam ting ATP, va da dugc quan sat thay 1am nhu vay trong céc nghién ctru
tuong tu. V6i vai trd cia ATP trong viée duy tri mang té bao RBC khoe manh va bao
vé khéi strc ép oxy hoa, viéc ning cao mirc do cua nd co thé mang lai tac dong co loi
rdng rdi. Do do, viéc hoat héa PKR mang lai tiém ning cho hiéu tmg 2,3-DPG (tirc 1a
giam t6n thuong mang t& bao do phan ting polyme héa HgbS) dugc téang cudng nho su
hd trg cia ATP ddi véi tinh toan ven cia mang. Chinh nho thay d6i nay ma chét hoat
héa PKR c6 thé tac dong tich cuc dén thay dbi sinh ly dan dén cac bénh ly 14m sang cua
SCD (Fig. 2). Theo mét khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phap cai thién tinh
trang thiéu mau va cac bién chung lién quan dén thiéu mau & bénh nhan SCD (vi du: >

12 tudi) véi Heb SS hogc bénh thiéu méu ving bién thé Hgb SB°.

Hop chét 1 1a chét hoat hoa PKR chon lgc, kha dung sinh hoc dung qua duong
miéng da dugce chimg minh 1a lam gidm 2,3-DPG, tang ATP va c6 tac dung chdng bénh

tat & cadc mo hinh bénh tit v6i bién do dieu tri rong lién quan dén doc tinh ti€n lam sang.

Phuong phép didu tri c6 thé bao gdm viéc cho ddi twong can diéu tri dung luong
hitu hiéu tri li€u cta (i) hop chit hoat hoa PKR (vi dy, hop chét dugc boc 10 & day), hodc
mudi dugc dung cua ching; hogc (ii) ché phém hoat hoa PKR (vi du, dugc phém bao
gém hop chéit dugce boc 10 & day, hodc mubi duoc dung ctia né va chit mang duoc dung).
Dugc pham c6 thé duoc st dung bang miéng & bat ky dang bao ché nao dugc chip nhan
bang miéng. Theo mot sd phuong é4n, @8 ting thoi gian ton tai cia té bao hdng cau, hop
chét, ché ph?lm hodc duoc phém dugc mo ta ¢ day dugce thém truc tiép vao mau toan
phan hodc cac té bao dugc dong gbi bén ngoai co thé hodc duge cung cap truc tiép cho
d6i twong (vi du, bénh nhan). Bénh nhan va/hodc doi tuong ¢6 thé dugc chon dé diéu tri
biing céch sir dung hop chét duge mé ta & day bang cach dénh gid trudce tién bénh nhan
va/hodc dbi tuong dé x4c dinh xem d6i twong co can hoat hoa PKR hay khong va dbi
tuong dugc xéac dinh la can hoat héa PKR, sau d6 st dung hop chét hoat héa PKR cho
dbi tuong trong ché phém duogc dung. Bénh nhéan va/hodc dbi twong c6 thé duoc chon
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dé didu tri bang cach st dung hop chét dugc mo ta & day bang cach danh gia trude tién
bénh nhan va/hodc dbi tuong dé x4c dinh xem abi tuong c6 dugce chin doan méc SCD
hay khong, va néu déi tugng duoc chan doan mic SCD, sau d6 cho d6i tugng sir dung
hop chét hoat hoa PKR trong ché phém dugc dung. Vi dy, viéc st dung lugng c6 hiéu
qué diéu tri cia hop chét hoat hoa PKR c6 thé bao gdm viéc st dung tdng cong khoang
25 mg - 1500 mg hop chit 1 mdi ngay, véi lidu lugng don hodc chia nho. Theo mot s6
phuong an, hop chét 1 duoc str dung cho bénh nhén duoc chén doan mic SCD véi tong
s lidu mdi ngay mot 1an (QD) 14 25 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg, 125 mg, 150 mg va/hodc
cao hon néu dugc dung nap (vi du: 250 mg, 300 mg, 500 mg, 600 mg, 1000 mg va/hodc
1500 mg). Theo mdt sb phuong an, lidu dung cho ngudi tir 80 dén 130 mg hop chét 1
duoc str dung mot 1an mdi ngay (QD) cho bénh nhén ¢é nhu cAu st dung (vi du: bénh
nhan dugc chin doan méc SCD). Theo mot sb phuong 4n, hop chét hoat héa PKR dugc
st dung v6i lugng 400 mg mdi ngdy (vi du: 400 mg QD hodc 200 mg BID). Theo mot
s6 phuong 4n, hop chét 1 hodc mubi dugc dung ctia n6 duge st dung véi lugng 400 mg
mdi ngay (vi du: 400 mg QD hodc 200 mg BID). Theo mot sb phuong 4n, hop chét bat
ky dugec liét ké trong Fig. 1 hodc mudi duge dung ctia ching duge st dung véi luong
400 mg mdi ngay (vi du: 400 mg QD hodc 200 mg BID). Theo mot s6 phuong an, hop
chét hoat hoéa PKR duoc st dung v6i lugng 700 mg mdi ngay (vi du: 700 mg QD hodc
350 mg BID). Theo mot sb phuong an, hop chét 1 hodc mudi dugc dung ctia n6 dugc
st dung véi lugng 700 mg mdi ngay (vi du: 700 mg QD hodc 350 mg BID). Theo mot
s6 phwrong 4n, hop chét bét ky duoc liét ké trong Fig. 1 hodc mubi duge dung ctia chung
dugc st dung véi lugng 700 mg mdi ngay (vi dy, 700 mg QD hodc 350 mg BID). Theo
mot sb phuong an, hop chét hoat hoa PKR dugc st dung véi lugng 100 mg, 200 mg,
400 mg, 600 mg, 700 mg, 1100 mg hodc 1500 mg mdi ngay, vdi liéu lugng don hodc
chia 1am nhiéu 14n. Theo mdt s6 phuong 4n, hop chét 1 hodc mudi duge dung cia nd
dugc str dung véi lugng 100 mg, 200 mg, 400 mg, 600 mg, 700 mg, 1100 mg, hodc 1500
mg mdi ngdy, voi liéu lugng don hodc chia nho. Theo mot sb phuong 4n, hop chét bat
ky trong sd cac hop chit duoc liét ké trong Fig. 1 hodc mubi duoc dung ctia chung dugc
str dung v6i lugng don 1é 1a 100 mg, 200 mg, 400 mg, 600 mg, 700 mg, 1100 mg hoac

1500 mg mdi ngay, mdt lidu hogc chia liéu.

Phuong phéap diéu tri cho bénh nhan dugc chén doan méc SCD c¢6 thé bao g6m

viéc cho bénh nhén can didu tri dung hop chét tri liéu huéng dich giam deoxy-HgbS, c6
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thé hodc khong thé truc tiép cai thién tinh toan ven cia mang RBC. Hop chét 1 da duogc
ching minh 13 1am giam 2,3-DPG va ting ATP, va giam sy tao hinh ludi liém cua té
bao da duge ching minh trong cac md hinh bénh tat. Theo do, theo mot sb phuong én,
cac phuong phap diéu tri khong chi c6 thé giai quyét su tao hinh ludi 1i8m ma con ci

ching tan huyét va thiéu mau.

Phuong phép diéu tri cho bénh nhan dugc chin doan mic bénh té bao hinh ludi
1idm, va hop chit hoat héa PKR dé str dung trong phuong phap nay, c6 thé bao gdm viéc
cho bénh nhén diing hop cht hoat héa PKR (vi du, ché pham chira mt hogc nhiéu hop
chét c¢6 cong thirc I, nhu hop chét 1 hogc hdn hop cta hop chat 1 va hop chat 2) véi
luong di dé giam murc 2,3-DPG trong hdng ciu ctia bénh nhan. Theo mot s6 phuong
an, luong nay du dé giam muec 2,3-DPG it nhét 30% sau 24 gio, hodc cao hon (vi du:
giam muc 2,3-DPG trong héng cAu ctia bénh nhén it nhéit 40% sau 24 gi®). Theo mot sb
phuong an, luong nay du dé giam muc 2,3-DPG xudng 30-50% sau 24 gio. Theo mot
s6 phuong 4n, lugng nay du dé giam mirc 2,3-DPG xubng 40-50% sau 24 gio. Theo mot
s6 phuong 4n, lugng nay du dé giam muc 2,3-DPG it nhét 25% sau 12 gid. Theo mot sb
phuong an, luong nay du dé giam mtc 2,3-DPG xubng 25-45% sau 12 gio. Theo mot
sd phwong 4n, lugng nay du dé giam mirc 2,3-DPG it nhét 15% sau 6 gid. Theo mot s6
phuong an, luong nay du dé giam mirc 2,3-DPG xubng 15-30% sau 6 gid. Theo mot s6
phuong an, luong nay da dé giam muc 2,3-DPG it nhit 40% vao ngay diéu tri tha 14.
Theo mdt sé phuwong &n, lugng nay du dé giam mirc 2,3-DPG xubng 40-60% vao ngay
didu tri thir 14. Theo mdt s6 phuong 4n, lugng nay du dé giam it nhét 50% mirc 2,3-
DPG vao ngay thir 14 cta qua trinh didu tri. Theo mot sb phuong an, lugng di dé giam

mirc 2,3-DPG xubng 50-60% vao ngay 14 cia qua trinh diéu tri.

Phuong phép diéu tri cho bénh nhén duoc chin doén mic bénh té bao hinh ludi
lidm, va hop chit hoat h6a PKR dé sir dung trong phuong phdp nay, cling co thé bao
gdm viéc cho bénh nhén dung hop chét hoat héa PKR (vi dy, ché pham chira mot hogc
nhiéu hop chit c6 cong thie I, nhu hop chét 1 hodc hdn hop ctia hop chét 1 va hop chit
2) v6i lugng hang ngay du d8 tang ndng d6 ATP trong méu ctia bénh nhan. Theo mot
sd phurong 4n, lugng nay di dé ting ndng dd ATP trong mau lén it nhét 40% vao ngdy
diéu tri 14 ho#ic cao hon (vi du: it nhéit 50% vao ngay diéu tri tht 14). Theo mdt )
phuong an, lugng nay da dé tang ndng @6 ATP trong mau lén 40-65% vao ngay diéu tri

tht 14. Theo mdt sb phwong 4n, lugng nay du dé tang nong d ATP trong mau lén it
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nhit 50% vao ngdy diédu tri 14 hodc cao hon (vi du: it nhét 50% vao ngay diéu tri tha
14). Theo mot s6 phuong 4n, lugng nay du dé ting ndng do ATP trong mau lén 50-65%
vao ngay didu tri thir 14.

Trong mot sd vi du, dugce phim bao gdm hop chét 1 co6 thé dugc sit dung trong
phuong phéap diéu tri bénh nhan dugc chin doan mic bénh hdng cau hinh ludi 1iém,
phuong phéap nay bao gdm viéc st dung cho bénh nhan 400 mg hop chét 1 mét 1an mdi
ngay (QD)

/
(_O/ \ I {@
(0] - ﬁ-N/\:EN .

Trong mot sb vi du, duoc phém chtra hgp chit 1 c6 thé duoc st dung trong
phuong phap diéu tri cho bénh nhan dugc chan doan mic bénh té bao hinh ludi liém,
phuong phap nay bao gdm viéc cho bénh nhén ding 200 mg hop chét 1 hai 14n m&i ngay
(BID)

OH

/
(—O/ \ I (@
O - ﬁ—Ni:\CN S

I:
OH
(@)
{ ﬁ B %‘,_NIN%—Q

hozc mubi dugc dung cua no. Theo mot s6 phuong 4n, hop chit hoat héa PKR 1a 1-(5-
((2,3-dihydro-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7 -yl)sulfonyl)-3,4,5,6-tetrahydropyrrolo[3,4-
c]pyrrol-2(1H)-y1)-3-hydroxy-Z-phenyIpropan-l-on.

Hop chét c6 cong thirc I t6t hon 1a hop chét 1:
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OH

/
O
e LGB

hodc mudi duoc dung ctia né. Theo mot s6 phuong 4n, hop chét c6 cong thire I 1a (S)-1-
(5-((2,3-dihydro-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin—7-yl)sulfonyl)—3,4,5,6-
tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-y1)-3 -hydroxy-2-phenylpropan-1-on.

Theo mdt sb phuong 4n, sang ché @ xuit hop chit hoat hoa PKR ma la bt ky
trong s cac hop chit néu trén Fig. 1, hodc mudi dugc dung cta né.

Séang ché ciing dé xuit ché pham (vi du duge pham) chira hop chét co6 cong thirc
I. Theo mdt s6 phwong an, ché phdm duoc d& xuét chtra hop chét c6 cong thire I chira

hdn hop cuia hop chit 1 va hop chét 2:

OH
OO
O = [Sl—NIN .

hoiic mudi dugc dung cuia né. Sang ché ciing d& xuat ché pham (vi du dugc pham) chira

bét ky trong sb cac hop chit néu trén Fig. 1, hodc mubi dugc dung cua nod.

Dugc phdm chira ché phim hoat héa PKR chira hop chét c6 cong thic (1) ¢o thé
duoc bao ché dé cho diing qua dudng miéng (vi dy, dudi dang vién nang hodc vién nén).
Vi dy, hop chat 1 ¢6 thé duoc két hop véi céac ta duge trong thanh phéan thich hop dé tao
thanh dang bao ché don vi duong ubng, nhu vién nang hodc vién nén, chira lidu muc
tidu ctia hop chit 1. San pham thubc ¢6 thé dugc bao ché bang cach san xuit dau tién
hop chét 1 du6i dang thanh phan dugc hoat tinh (API), tiép theo 12 nén/nghién con lan
véi ta duge nodi hat va tron voi ta duge dang hat phy. San phém thubc c6 thé chia API
cua hop chét 1 va cac thanh phan ta dugc trong bang 1 trong vién nén v6i lidu luong
mong muén cia hop chét 1 (vi dy, vién nén 25 mg hogc 100 mg duoc tao thanh tir thanh
phan duge pham trong bang 1). Vit liéu pha trdn co thé duoc nén dé tao thanh vién nén

va sau d6 dugc bao mang.
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Dugc phim tét hon 1a chira khoang 30-70% khéi luong cta (S)-1-(5-((2,3-
dihydro-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-yl)sulfonyl)-3,4,5,6-tetrahydropyrrolo[3,4-
c]pyrrol-2(1H)-yl)-3-hydroxy-2-phenylpropan-1-on, va ta duogc dugce dung & dang bao

ché dung qua duong miéng.

Bang 1. Dugc phim mAu cua hop chit 1 dé cho dung qua dudng miéng

% Ché _
Chure ndng pham (khoi Thanh phan méau
lugng)
API 30-70% Hop chét 1
Chét don 15-40% Xenluloza vi tinh thé

Chét gn kétkhd | 2-10% | Crospovidon Kollidon CL

Chét gay trugt | 0,25-1,25% | Silic dioxit dang keo

Chét boi tron 0,25-1,00% | Magie Stearat, Hyqual

Theo mot s& phwong én, ché pham dugc d8 xuht chtra hop chét c6 cong thirc I
chtta hén hop cua (S)-1-(5-((2,3-dihydr0-[1,4]dioxin0[2,3-b]pyridin-7-y1)sulfonyl)-
3,4,5,6-tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-y1)-3 -hydroxy-2-phenylpropan-1-on  va
(R)-1-(5-((2,3-dihydro-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-yl)sulfonyl)-3,4,5,6-
tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrr01-2(1H)-yl)-3-hydroxy-2-phenylpr0pan-l-on. Theo mot
sb phuong 4n, ché phim duoc 8 xuét chira hop chit c6 cong thie I1a hdn hop cua hop
chét 1 va hop chét 2 12 mjt phén cla ché phim hoat hoa PKR. Theo mot s6 phuong an,
hop chét c6 cong thire I 1a raxemic. Theo mot sb phuong én, hop chét c6 cong thic I
bao gdm khoang 50% hop chat 1 va khoang 50% hop chit 2. Theo mdt s6 phuong én,
hop chét ¢6 cong thire I khong phai 1a raxemic. Theo mot s phwong an, hop chét ¢6
cong thirc I khong bao gb6m khoang 50% cua hop chit 1 va khoang 50% ctia hop chét 2.
Theo mot s6 phuong an, hop chét c6 cong thirc I chtra khoang 99-95%, khoang 95-90%,
khoang 90-80%, khoang 80-70%, hoic khoang 70-60% cua hop chét 1. Theo mdt sb
phuong an, hop chét c6 cong thic I bao gém khoang 99%, 98%, 95%, 90%, 80%, 70%,
ho#c 60% cua hop chét 1.
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Theo mét sb phuong 4n, ché phim hoat h6a PKR chua hdn hop cua hop chét 1
va hop chét 2. Theo mot s6 phuong 4n, ché pham hoat héa PKR chira hdn hop ctia hop
chét 1 va hop chét 2, trong d6 ché pham hoat héa PKR chira lwgng hiru hiu tri liéu cia
hop chét 1.

Ché phdm chtra hop chét c6 cong thirc I co thé duoc diéu ché nhu dugc thé hién
trén Fig. 4A va Fig. 4B. Céc hop chét c6 cong thic I ¢6 thé thu duogc bing so dd tong
hop hoa hoc chung cta Fig. 4A. Hop chét 1 ¢6 thé thu duoc bang con dudng tdng hop
hoéa hoc Fig. 4A hodc Fig. 4B. Tom lai, cac hop chét c6 cong thic I (Fig. 4A) va/hodc
hop chét 1 (Fig. 4B) ¢6 thé thu dwgc tir mot chudi bon bude phan tng tir cic nguyén
liéu ban ddu c6 ban trén thi trudong. 7-bromo-2H, 3H- [1,4] dioxino [2,3-b] pyridin ¢o
ban trén thi truong duge xir 1f bing hén hop n-butyl liti va dibutylmagie, tiép theo 1a
sulfuryl clorua dé tao ra sulfonyl clorua 3. Xt ly 3 véi tert-butyl 1H, 2H, 3H, 4H, 5H,
6H-pyrrolo [3,4-c] pyrrol-2-cacboxylat khi c6 miat trietylamin (TEA) tao thanh
monosulfonamit dugc bao vé bé“mg Boc 4. Sau do, hgp chét 4 dugc khir bdo vé véi su
c6 mit cua axit trifloaxetic (TFA) détaoras, géc tu do cia monosulfonamit. Budc cudi
cling 8 tao ra hop chét 1 (Fig. 4B) hodc hop chét 1 va hop chat 2 (Fig. 4A) la su két
hop amit clia axit 5 va axit tropic v6i sy c6 mét clia 1-[bis(dimethylamino)metylen]-1H-

1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridi 3-oxit hexaflo-phosphat (HATU).

Hop chit néu trén Fig. 1 ¢6 thé duoc diéu ché nhu duge thé hién trén Fig. 4C va
nhu duge mb ta trong Cong b don s6 WO 2018/175474, ngay 27 thang 9 nam 2018.
No6i chung, cac hop chét duoc liét ké trong Fig. 1 ¢6 thé duge didu ché bang cach axyl
héa va sulfonyl héa cac nhém amin bac hai cua hexahydropyrrolopyrrol 6. Vi du,
sulfonyl héa 6 véi sulfonyl clorua 7 thich hop tao ra sulfonyl hexahydropyrolopyrrol 8,
sau d6 dugc xtr Iy bang axit cacboxylic 9 thich hgp v6i sy ¢6 mét cua thudc thir ndi amit
(vi du, HATU) dé tao ra hop chit 10 (Duong 1). Ngoai ra, axyl héa 6 bing axit
cacboxylic 9 thich hgp véi sy c6 mat cia thudc tht ndi amit tao ra axyl
hexahydropyrolopyrrol 11, sau d6 duge xt ly bang sulfonyl clorua 7 thich hop dé thu
duoc hop chat 10 (Pudng 2). Nhu ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuét
s& hidu, cac nhom bao vé da biét, phan g chirc ndng hoa va k¥ thuat phén tach c6 thé
duogc st dung két hop vé6i cac Puong 1 va 2 d8 c6 duoc cac hop chit néu trén Fig. 1.

Phuong phép diéu tri SCD ciing bao g?)m cho dung lugng hitu hiéu tri liu cia

hop chét c6 hoat tinh sinh hoc (vi du, phén tit nhd, axit nucleic, hodc khang thé hoic lidu
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phap khac) lam giam sy polyme hoa HgbS, vi du bang céch ting 4i luc HgbS cho oxy.
Theo mét s6 phuong an, phwong phap diéu tri SCD bao gdém viéc cho bénh nhan can
diéu tri dung hop chit c6 hoat tinh sinh hoc ma 1am giam phf?m tram t& bao hinh ludi
1i8m trong md hinh chudt bi bénh hdng cau hinh ludi liém duoc cung cap trong vi du 7
& day sau 7 ngay didu tri bang dudng ubng véi hop chét. Theo mot sd phwong 4n, hop
chit c6 hoat tinh sinh hoc 1a hop chét bét ky (bao gdbm cac phén tir nho, axit nucleic,
protein hodc khang thé), trong md hinh bénh hdng ciu hinh ludi liém duogc cung cip
trong vi du 7, thé hién mot hoic nhiéu dic diém sau: (a) ting 4i lyc cua oxy véi Hgb
trong didu kién thiéu oxy; (b) giam P50 trong didu kién thiéu oxy; (c) gidm ty 1& hdng
cAu hinh 1udi 1iém & ap suét oxy thp; (d) ting thoi gian tao hinh ludi 1iém cua té bao;

va/hodc (e) lam tang Hgb it nhét khoang 1 g/dL.

Theo cac phwong an khéc, sang ché de cép dén mdi trong sO cac phuong an danh

sO sau:

1. Ché phém chira hop chat hoat hoa PKR c6 cong thac I, hodc mubi dugc dung

ij

L

cda no:

2. Ché pham theo phuong 4n 1, trong d6 hop chét c6 cong thic I 14 hop chét 1,

hodc mudi dugc dung cia no:

OH

/
¢ (@
(0] = ﬁ‘N(I)N .

3. Ché phdm theo phuong 4n 2, trong d6 ché phim chira hdn hop ciia hop chat 1

va hop chat 2, hodic mudi dugc dung cua no:
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4. Ché phdm theo phuong &n 1, chira hop chat: 1-(5-((2,3-dihydro-
[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-yl)sulfonyl)-3,4,5 ,6-tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-
2(1H)-yl)-3-hydroxy-2-phenylpropan-1-on.

5. Ché phdm theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an 1-4, duogc bao ché

dudi dang dang bao ché don vi dung qua dudong miéng.

6. Phuong phéap didu tri cho bénh nhan dugc chin doan méc bénh té bao hinh
ludi 1liém (SCD), phuong phap nay bao gbm viéc cho bénh nhan can diéu tri dung lugng
hitu hiéu tri liéu cia dugc phim chira (S)-1-(5-((2,3-dihydro-[1,4]dioxino[2,3-
b]pyridin—7-yl)sulfonyl)-3,4,5,6-tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-yl)-3-hydr0xy-
2-phenylpropan-1-on, hodc mubi duoc dung cta noé.

7. Phuong phap theo phuong 4n 6, trong 46 phuong phép bao gbm viéc cho dung
qua duong miéng dugc phim chta (S)-1-(5-((2,3-dihydro-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-
7-y1)sulfony1)-3,4,5,6—tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-yl)-3-hydroxy-2-
phenylpropan-1-on, duéi dang hop chét hoat hoa PKR duy nhét trong dugc pham.

8. Phuong phép diéu tri cho bénh nhan dugc chin doan méc bénh té bao hinh
[u3i lidm (SCD), phuong phap bao gdm viéc cho bénh nhan can diéu tri ding lwong hitu

hiéu tri liéu cta dugc phém chtra hop chét 1:
OH
°
N= @]

1,
hodc muoi dugc dung cua nd.

O=0n=0

9. Ché phim chira hop chét c6 cong thirc I thu duoc bang quy trinh bao gbdm budc
chuyén héa hop chit 5 thanh hop chit c6 cong thuc I trong phan tng duoc mo ta nhu

budc 4:

17



18/109

45966
OH
O
0 (0] (0]
Q}%N (o0
I HATU, DIEA. DCM N= I
0 20 °C, qua dém 0 ©
buoc 4 !

10. Ché phim theo phuong 4n 9, trong d6 quy trinh con bao gdm dau tién thu hop

chét 5 tir hop chét 4 bang quy trinh bao gbm budée 3:

e )
0 DCM, TFA ( Q
/N S—N |  N—-Boc - ~ 0 7\ %—N
20 °C, 1h =" &

budc 3
5

11. Ché pham theo phuong én 10, trong d6 quy trinh con chira dAu tién thu hop

chit 4 tir hop chét 3 bang quy trinh bao gdm budc 2:

O HN N—Boc
Cl
o N \\S\\ ( \ 9
[ | o s-N__[I N-Boc
o)

Z TEA, DCM, 20 °C, 2h

buwdc 2 4

12. Ché phim theo phuong 4n 11, trong d6 quy trinh con chira dau tién thu hop

chét 3 tlr quy trinh bao gbm buéce 1:

[Oﬁ& n-Buli, n-BusMg, THF o~ _§]
N SO,Cly, -10°C, 2h [ L J °
0" N

budc 1

13. Phuong phap diéu tri cho bénh nhén duge chin doan méc bénh té bao hinh
ludi 1iém (SCD), phuong phéap nay bao gdm viéc cho bénh nhan can diéu tri dung lugng
hiru hiéu tri liéu cua hop chét hoat héa PKR c6 gid tri ACso nhd hon 1 pM str dung thtr

nghiém 4nh séang dugc mo ta trong vi du 2.
14. Phuong phap theo phuong an 13, trong d6 hop chit hoat hoa PKR 12 hop chat
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15. Phuong phép theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an 13-14, trong d6
hop chét hoat héa PKR duge cho b¢nh nhén can diéu tri ding qua duong miéng.

16. St dung hop chét 1:

OH
/
(—O/ \ I y

hodc mudi duge dyng cia no, dé dicu tri cho bénh nhan dugc chan doan mic bénh té

bao hinh lui liém (SCD).

17. St dung hop chét hoat hoa PKR ¢6 gia tri ACso nho hon 1 pM st dung thur
nghiém anh sang dugc mo ta trong vi du 2, trong viéc diéu tri cho bénh nhan dugc chan
doan méc bénh té bao hinh ludi liém.

18. Phuong phép theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an 6-8 hodc 13-15,

bao gbm viéc cho dung hop chét 1 mot 1an mdi ngdy.

19. Phuong phap theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an 6-8 hodc 13-15,
bao gdbm viéc cho dung tbng 25 mg-1500 mg hop chat 1 mdi ngay.

20. Phuong phép theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an 18-19, bao gdm
viéc cho diing téng 25mg -130 mg hop chat 1 mdi ngay.

21. Phuong phap diéu tri cho bénh nhén dugc chén doan mic SCD, bao gdbm
viéc cho bénh nhan dung lugng hitu higu tri lidu cua hop chét hoat héa PKR, trong dé
hop chit hoat héa PKR nay, trong mo hinh bénh té bao hinh ludi 1iém & ché dugc cung
cép trong vi du 10, thé hién mot hodc nhiéu dic diém sau: (a) tang ai lyc cia oxy vdi
Hgb trong didu kién thiéu oxy; (b) giam P50 trong didu kién thiéu oxy; (c) giam ty 1&
RBC hinh 1udi liém & 4p suét oxy thap; (d) tang thoi gian tao hinh ludi 1iém cua té bao;

va/hoic (e) lam tang Hgb it nhét khoang 1 g/dL.

22. Phuong phép theo phuong 4n 21, trong do6 hop chit hoat hoa PKR 14 khang

23. Phuong phép theo phuong 4n 21, trong d6 hop chit hoat héa PKR 12 protein.
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24. Phuong phép theo phuong an 21, trong d6 hop chit hoat hoa PKR 1a axit

nucleic.

25. Phuong phép theo phuong 4n 21, trong d6 hop chit hoat hoa PKR 12 axit
nucleic ADN.

26. Phuong phép theo phuong 4n 21, trong d6 hop chit hoat hoa PKR 1a axit
nucleic ARN.

Theo cac phuong an khéc, sang che dé cép dén mdi trong s cac phuong én duogc

danh sO sau:

1. Hop chét hoat héa PKR dé sir dung trong phuong phap diu tri cho bénh nhan
dugc chin doan mic bénh té bao hinh ludi liém (SCD), bao gém viéc cho bénh nhan
dung hop chét hoat héa PKR véi lugng c6 hiéu qua diéu tri bénh, trong d6 hop chét hoat
hoa PKR 1a hop chit c6 cong thue I:

OH
O ‘é_@
7 N\_&_

o} S-N || N
N= ] Gi) 0

hodc mudi duge dung ctia no, ¢ gia tri ACso nho hon 1 pM st dung thir nghiém anh

sang dugc md ta trong vi du 2.

2. Hop chit hoat héa PKR theo phuong an 1, trong d6 hop chat hoat hoa PKR

:sa@(@

1,

nay 1a hop chét 1:

hodc mudi dugc dung ctia nd.

3. Hop chét hoat hoa PKR theo phuong 4n 1, trong d6 hop chét hoat héa PKR
nay 1a hop chét 1:
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4. Hop chét hoat hoa PKR theo phuong an 3, trong d6 hop chét hoat héa PKR
ndy dugc cho ding véi lugng 25-1500 mg mdi ngay.

5. Hop chét hoat héa PKR theo phwong 4n 3, trong d6 hop chét hoat h6a PKR
nay dugc cho dung mdt 1an hang ngay véi lugng 250 mg, 300 mg, 500 mg, 600 mg,
1000 mg hodc 1500 mg mdi ngay.

6. Hop chit hoat hoa PKR theo phuong 4n 3, trong d6 hop chét hoat h6a PKR
nay dugc cho dung mot 14n hang ngay v6i lugng 100 mg mdi ngay.

7. Hop chét hoat hoa PKR theo phuong an 3, trong d6 hop chét hoat hoa PKR
nay dugc cho dung mot 14n hang ngay v6i lugng 600 mg mdi ngay.

8. Hop chét hoat héa PKR theo phwong 4n 3, trong d6 hop chét hoat hoa PKR
nay dugc cho ding mdt 1an mdi ngay.

9. Hop chit hoat héa PKR theo phuong 4n 3, trong d6 hop chét hoat hoa PKR
nay dugc cho bénh nhén ding qua dudng miéng.

10. Hop chét hoat héa PKR theo phuong 4n 3, trong do hop chét 1 12 hop chét
hoat hoa PKR duy nhéit dugc cho bénh nhin dung.

11.Hop chit hoat hoa PKR dé sir dung trong phuong phap diéu tri cho bénh nhan
duoc chin doan méc bénh té bao hinh ludi liém, bao gém viéc cho bénh nhéan dung hop
chit hoat hoa PKR v6i lugng du dé giam mirc 2,3-DPG trong té bao hdng cau ctia bénh

nhan it nhat 30% sau 24 gid, trong d6 hop chét hoat hoa PKR nay 1a hop chét c6 cong

thire I:
OH
(O
o— \ %—NGCN
N=— O O
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hoic mudi duge dung ctia nd, ¢6 gia tri ACso nhdé hon 1 pM st dung thr nghiém anh

sang dugc mo ta & vi du 2.

12. Hop chét hoat héa PKR theo phuong 4n 11, trong do ‘hc_rp chét hoat hoa PKR
nay 12 hop chit 1:

OH
0 3
g {q N i‘NGCN{Q

hodc mudi dugc dung cua no.

13. Hop chat hoat héa PKR theo phuong 4n 1, trong d6 hop chét hoat h6a PKR
nay 1a hop chit 1:

OH

/
Q}? O
o~ i v

L.

14. Hop chit hoat héa PKR theo phwong én 13, trong d6 hop chat 1 1a hop chat
hoat h6a PKR duy nhét duge cho bénh nhan dung.

15. Hop chét hoat héa PKR theo phuong én bét ky trong s6 cac phuong an 11-
14, trong do6 hop chét hoat héa PKR nay dugc cho bénh nhan ding qua dudng miéng.

16. Hop chét hoat héa PKR theo phuong én bét ky trong sb cac phuong 4n 11-
15, trong do6 hop chét hoat hoa PKR nay dugc cho ding mot 1an mdi ngay.

17. Hop chat hoat héa PKR theo phuong dn bt ky trong sd cic phuong an 11-
16, trong d6 hop chét hoat hoéa PKR nay dugc cho dung véi lugng du dé giam muc 2,3-
DPG & hdng ciu cia bénh nhén it nhét 40% sau 24 gio.

18. Hop chat hoat héa PKR theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an 11-
17, trong d6 hop chét hoat héa PKR nay duoc cho dung véi lwgng hang ngay du dé tang
mttc mau ATP ctia bénh nhan it nhat 40% vao ngay 14 diéu tri.
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19. Hop chét hoat héa PKR theo phuong 4n bét ky trong sb cac phwong 4n 11-
15, trong d6 hop chét hoat héa PKR nay dugc cho dung véi lugng 100 mg, 200 mg, 400
mg, 600 mg, 700 mg, 1100 mg, hodc 1500 mg mdi ngay.

20. Hop chét hoat héa PKR theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n 11-
15, trong d6 hop chit hoat hoa PKR nay dugc cho dung véi lugng 200 mg mdi ngay.

21. Hop chét hoat héa PKR theo phuong an 20, trong d6 hop chét hoat héa PKR
ndy dugc cho dung v6i lugng 200 mg mdi ngdy mot 1an mbi ngay (QD).

22. Hop chét hoat h6a PKR theo phuong n 20, trong do hop chat hoat héa PKR
nay dugc cho dung véi lugng 100 mg mdi ngay hai 1an mdi ngay (BID).

23. Hop chét hoat hoa PKR theo phuong 4n bt ky trong sb cac phuong an 11-
15, trong do hop chit hoat hoa PKR nay duge cho dung véi lugng 400 mg mdi ngay.

24. Hop chit hoat héa PKR theo phuong 4n 23, trong do hop chét hoat hoa PKR
ndy dugc cho dung véi luong 400 mg mot 14n mdi ngay (QD).

25. Hop chét hoat h6a PKR theo phuong 4n 23, trong do hop chét hoat héa PKR
nay dugc cho dung véi lugng 200 mg hai 14n mdi ngay (BID).

26. Hop chét hoat héa PKR theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n 11-
15, trong d6 hop chét hoat héa PKR nay dugc cho dung véi luong 600 mg mdi ngay.

27. Hop chét hoat héa PKR theo phuong 4n 26, trong d6 hop chit hoat héa PKR
nay dugc cho dung véi lugng 300 mg hai 14n mdi ngay (BID).

28. Hop chit hoat hoa PKR theo phuong an bt ky trong sb cac phuong an 11-
15, trong d6 hop chit hoat héa PKR nay dugc cho dung véi lugng 700 mg mdi ngay.

29. Hop chét hoat h6a PKR theo phuong 4n 28, trong d6 hop chat hoat héa PKR
nay duge cho dung véi lwgng 700 mg mot 1an mdi ngay (QD).

30. Hop chét hoat h6a PKR theo phuong 4n 28, trong d6 hop chét hoat hoa PKR
nay duge cho dung véi lugng 350 mg hai 14n mdi ngay (BID).

Sang ché cho phép ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay tao
ra va sit dung sang ché dugc cung cip & ddy theo nhiéu phuong an khéac nhau. Cac thay
dbi, stra d6i va cai tién khac nhau cua sang ché d& dang xay ra d6i véi nguoi co hiéu biét

trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay, bao gdm céc thay dbi, stra ddi, thay thé va cai
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tién nhAt dinh ciing 12 mot phan cta sang ché. Theo d6, m6 ta va hinh vé O trén 1a vi du

dé minh hoa cho kham pha dugc d@& xuét trong ban mo ta nay.
Vi du thwe hién sang ché

La enzym xuc tac budc cudi cling ctia qua trinh dudng phén, PKR lam co s& cho
cac phan ung tac dong truc tiép dén stc khde trao dbi chit va cac chtrc nang chinh cta
RBC. Céc vi du sau ddy ching minh cach hoat h6a PKR bdi hop chit 1 tac dong dén
RBC. T4c dong chinh cta hop chat 1 1én RBC 1a lam giam 2,3-DPG duoc dé xuit dé
giam tao ludi 1i8m Hgb va hau qua cua nd d6i v6i RBC va phan phéi oxy dén cac mo.
Hop chét 1 ciing lam ting ATP, ¢6 thé cung cip céc ngudn trao dbi chat dé hd trg tinh
toan ven clia mang té bao va bao vé chéng mét kha ning bién dang va ting mirc do tan
méau trong SCD. V6i sy két hop cac tac dung ctia hop chét 1 ¢6 trén RBC, n6 c6 kha
ning lam giam cac di chimg 14m sang ctia Hgb hinh ludi liém va mang lai loi ich diéu

tri cho bénh nhan SCD.

Hop chét 1 duoc thiét ké hop chét hoat h6a PKR duoc didu ché nhu dugc mo ta
& vi du 1, va dugc kiém tra hoat dong hoat hoa PKR trong xét nghiém sinh hoa cia vi
du 2.

Hoat tinh enzym sinh hoc cia PKR (ttc 1, tao ra ATP va/hodc pyruvat) da duoc
danh gié trong cac thir nghiém enzym va té bao v6i hop chét 1, nhu duge mo ta trong vi
du 3 va vi du 4, tuong Uing. Két qua tir cac thir nghiém enzym cho thiy hop chét 1 1a
chét kich hoat ctia wt-PKR tai td hop va PKR dot bién, (vi du: R510Q), 1a mét trong cic
dot bién PKR phé bién nhit 6 Bic My. PKR ton tai & ca trang thai dime va tetrame,
nhung hoat dong hi¢u qua nhét nhu tetrame. Hop chét 1 1a chat hoat hoa di ing ctia PKR
va duoc ching minh 1a dn dinh dang tetrame ctia PKR, do d6 lam giam Km (hing sb

Michaelis-Menten) cho PEP.

Tuong tu, két qua tir thir nghiém v6i RBC tir bénh nhén 1a ngudi méic SCD thé
hién rang diéu tri bang hop chat 1 gay ra sy thay ddi vé P50 (PO2 & dd bdo hoa
hemoglobin 50%) va su thay dbi nay co lién quan dén viéc tang ai luc v6i oxy khi ¢
mit cta hop chat 1 (vi du 5). Hon nita, hop chit 1 1am giam sy tao hinh ludi 1iém trong
didu kién thiéu oxy nghiém trong. Dit ligu dugc tdng hop lai cho thiy rang hop chét 1
¢6 thé 1am gim hau qua 1am sang cita té bao hinh ludi liém béng cach giam sy tao hinh

ludi 1iém té bao thdng qua viéc tang 4i luc v6i oxy dén tir hoat hoa PKR.
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Kiém tra in vivo & chudt (vi du 6 va 7) da chimg minh su hoat hoa PKR & chuot
wt, va cung cip danh gia tic dong 1én RBC va Hgb trong md hinh SCD ¢ cho. Hop chét
1 dugc dung nap tdt cho dén lidu cao nhit dugc thir nghiém, va sy tiép xuc ting theo ty
16 v6i lidu lugng. Mirc 2,3-DPG giam > 30% dbi véi lidu >120 mg/kg hop chat 1 (AUC
tir 0 dén 24 gid (AUCo.24> 5200 gid-ng/mL) va mire ATP tang > 40 % dbi v6i >60 mg/kg
hop chit 1 (AUCo-24> 4000 gid-ng/mL). Trong hai nghién ctru v&imo hinh SCD & chut,
4i luc oxy ting, gidm su tao hinh ludi liém va tang Hgb da dugc quan sat thdy ex vivo
trong RBC tir chudt sau 7 ngay dung (binh thudng) qua duong miéng hop chit 1. Tong
hop lai, dit lidu hd trg loi ich diéu tri lién quan dén phoi nhidm ciia hgp chit 1 d6i véi
diéu tri SCD.

Theo mot sb phuong 4n, lidu hang ngay ndm trong khoang tir 100 mg dén 1500
mg hop chét hoat hoa PKR dugc cho nguoi dung. Theo mot sb phuong 4n, lidu hang
ngdy nim trong khoang tir 100 mg dén 1500 mg hop chit 1 dugc cho ngudi dung. Theo
mdt sb phuong an, lidu hang ngay nam trong khoang tir 100 mg dén 1500 mg ctia bat ky
trong sd cac hop chit néu trén Fig. 1 dugc cho nguoi ding. Cu thé 13, tdng liéu hang
ngdy nam trong khoang 100 mg — 600 mg hop chit hoat hoa PKR c6 thé dugc cho ngudi
dung (bao gém, vi du, liéu 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg, hoac 600 mg,
mdi ngdy, theo mdt hodc lidu dugc chia). Cu thé 13, tdng lidu hang ngay nam trong
khoang 100 mg — 600 mg hop chit 1 ¢6 thé dugc cho ngudi dung (bao gbm, vi du, liéu
100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg, hodc 600 mg, mdi ngay, theo mdt hodc liéu
dugc chia). Cu thé 13, tng liéu hang ngay nam trong khoang 100 mg — 600 mg cta bét
ky trong sd cac hop chat néu trén Fig. 1 ¢6 thé duoc cho nguoi dung (bao gbm, vi du,
lidu 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg, hodc 600 mg, mdi ngdy, theo mdt hodc
liéu duge chia). Theo mot s6 phuong an, liéu hang ngay 400 mg (vi du, 400 mg QD
hodc 200 mg BID) hop chit hoat héa PKR duge cho nguoi dung. Theo mot s6 phuwong
&n, lidu hang ngay 400 mg (vi du, 400 mg QD hogc 200 mg BID) hop chit 1, hoic mudi
duge dung cia no, duge cho ngudi dung. Theo mot sb phuong an, lidu hang ngay 400
mg (vi dy, 400 mg QD hodc 200 mg BID) cua bét ky trong s4 cac hop chat néu trén Fig.

1 dugce cho nguodi dung.

Vi du 1: Téng hop hop chét ¢ cong thuc
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Hop chét hoat héa PKR 1 thu duoc bang phuong phap dugc mo ta trong ban mo
ta ndy va so dd phan g dugc thé hién trén Fig. 4A va/hodc Fig. 4B. Hop chét 1 c6 khéi
lugng phén tir 1a 457,50 Da.

Buée 1. 2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-sulfonyl clorua (3)

Binh déy tron 100 mL dugc lam sach va dugc duy tri voi moi trudng nito tro
duoc dit dung dich n-BuLi trong hexan (2,5 M, 2 mL, 5,0 mmol, 0,54 equiv) va dung
dich n-BusMg trong heptan (1,0 M, 4,8 mL, 4,8 mmol, 0,53 equiv). Dung dich thu dugc
duge khudy trong 10 phit & RT (20 °C). Tiép theo 12 thém timg giot dung dich 7-bromo-
2H, 3H- [1,4] dioxino [2,3-b] pyridin (2 g, 9,26 mmol, 1,00 duong luong) trong
tetrahydrofuran (16 mL) véi khudy & -10 °C trong 10 phut. Hon hop thu duge dugc
khudy trong 1 gitr & -10 °C. Hdn hop phan tmg duge thém tir tir vao dung dich sulfuryl
clorua (16 mL) & -10 °C. Hon hop thu dugc dugce khudy trong 0,5 gid ¢ -10 °C. Sau do,
phan tng dugc dap t4t bang cach thém cén than 30 mL dung dich amoni clorua bdo hoa
& 0 °C. Hon hop thu duge duge chiét bang 3x50 mL diclometan. Céc 16p hitu co dugc
két hop, 1am khd qua natri sulfat khan, dugc loc va co dic trong chan khong. Cén duge
tinh ché bang séc ky cot silicagel, rira giai bing etyl axetat/ete diu hoa (1:3). Didu nay
cung cip 1,3 g (60%) 2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-sulfonyl clorua & dang chét
rin mau tring. LCMS m/z: tinh cho C7HsCINO4S: 235,64, theo thtr nghiém: 236
[M+H]".

Buoe 2. tert-Butyl ~ 5-[2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin- 7-sulfonyl]-
1H,2H,3H,4H,5H,6H-pyrrolo/3,4-c -pyrol-2-carboxylat (4)

Binh ddy tron 100 mL duogc dat 2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-sulfonyl
clorua (1,3 g, 5,52 mmol, 1,00 equiv), tert-butyl 1H,2H,3H,4H,5H,6H-pyrrolo[3,4-
c]pyrol-2-carboxylat (1,16 g, 5,52 mmol), diclometan (40 mL), va trietylamin (1,39 g,
13,74 mmol, 2,49 equiv). Dung dich dugc khudy trong 2 git & 20 °C, sau d6 duge pha
loang v6i 40 mL nude. Hon hgp thu duge duge chiét bing 3x30 mL diclometan. Cac
16p hitu co duoc Kkét hop, 1am kho qua natri sulfat khan, dugc loc va ¢ déc trong chan
khong. Cin dugce tinh ché bang sic ky cot silicagel, rira giai bang diclometan/metanol
(10:1). Didu nay cung cép 1,2 g (53%) tert-butyl 5-[2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-
7-sulfonyl]-1H, 2H, 3H, 4H, 5H, 6H-pyrrolo[3,4-c]pyrol-2-carboxylat & dang chét ran
mau vang. LCMS m/z: tinh cho C18H23N306S: 409,46; theo thir nghiém: 410 [M+H]".
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Buéc 3. 2-[2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-sulfonyl]-
1H,2H,3H,4H,5H,6H-pyrrolo[3,4-c[pyrol (5)

Binh déy tron 100 mL dugc dit rert-butyl 5-[2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-
7-su1fony1]-1H,2H,3H,4H,5H,6H—pyrrolo[3,4-c]pyrol-2-carboxylat (1,2 g, 2,93 mmol,
1,00 equiv), diclometan (30 mL), va axit trifloaxetic (6 mL). Dung dich duoc khuéy
trong 1 gio & 20 °C. Hon hop thu duge duge co trong chan khong. Phan cin dugc hoa
tan trong 10 mL metanol va d6 pH dugc didu chinh dén 8 bang natri bicacbonat (2 mol
/L). Dung dich thu dugc dugc chiét bang 3x10 mL diclometan. Cac 16p hitu co duge két
hop, 1am kho qua natri sulfat khan, dugc loc va cd déc trong chan khong. San pham tho
duoc tinh ché bing sdc ky cdt silicagel, rira giai bang diclometan/metanol (10:1). Diéu
nay cung cap 650 mg (72%) cua 2-[2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-sulfonyl]-1H,
2H, 3H, 4H, 5H, 6H-pyrrolo[3,4-c]pyrol la chit rin mau vang. LCMS m/z: tinh cho
C13H15N304S: 309,34; theo thir nghiém: 310 [M+H]".

Budc 4. (S)-1 -(5—[ 2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-sulfonyl]-
1H,2H,3H,4H,5H,6H-pyrrolo[3,4-c]pyrrol-2-yl)-3 -hydroxy-2-phenylpropan-1-on (1)
va (R)-1-(5-[2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin- 7-sulfonyl]-1H,2H,3H,4H,5H,6H-
pyrrolo[3,4-c]pyrrol-2-yl)-3 -hydroxy-2-phenylpropan-1-on (2)

Binh day tron 100 mL dugc dat 2-[2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-
sulfonyl]-1H,2H,3H,4H,5H,6H—pyrr010[3,4-c]pyrol (150 mg, 0,48 mmol, 1,00 equiv),
axit 3-hydroxy-2-phenylpropanoic (97 mg, 0,58 mmol, 1,20 equiv), diclometan (10
mL), HATU (369 mg, 0,97 mmol, 2,00 equiv) va DIEA (188 mg, 1,46 mmol, 3,00
equiv). Dung dich thu dugc dugc khudy qua dém & 20 °C. Hon hop phan g dugc pha
logng v6i 20 mL nude va sau d6 duge chiét bing 3x20 mL diclometan. Cac 16p hitu co
duge két hop, 1am kho qua natri sulfat khan, dugce loc va cd dic trong chan khong. Can
duoc tinh ché bang cach rira giai prep-TLC v6i diclometan/metanol (20:1) va dugc tinh
ché thém bang prep-HPLC (Cot: Cot chuén bi OBD XBridge C18, 100 A, 5 pm, 19 mm
x 250 mm; Pha déng A: nu6c (10 mmol/L NH4HCO3), Pha dong B: MeCN; Gradient:
15% B dén 45% B trong 8 phut; Téc do dong: 20 mL/phut; May do UV: 254 nm). Hai
chit d6i quang dugc phan tich bang prep-HPLC khong dbi xtmg (Cot, Daicel
CHIRALPAK®IF, 2,0 cm x 25 cm, 5 pm; pha dong A: DCM, pha B: MeOH (gitt 60%
MeOH trong 15 phut); Téc dd dong chay: 16 mL/phat; May do, UV 254 & 220 nm).
Diéu nay dan dén dinh 1 (2, Rt: 8,47 phut) 9,0 mg (4%) cua (R)-1-(5-[2H,3H-[1,4]
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dioxino[2,3-b]pyridin-7-sulfonyl]-1H, 2H, 3H, 4H, 5H, 6H-pyrrolo[3,4-c]pyrrol-2-yl)-
3-hydroxy-2-phenylpropan-1-on ¢ dang chit rén mau vang; va dinh 2 (1, Rt: 11,83 phut)
10,6 mg (5%) cua (S)-l-(S-[ZH,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin-7-sulfonyl]-IH, 2H, 3H,
4H, 5H, 6H-pyrrolo[3 ,4-c]pyrrol-2-yl)-3-hydroxy-2-phenylpropan-1-on & dang chét ran

mau vang.

(1): '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 8,13 (d, J=2,0 Hz, 1H), 7,61 (d, J= 2,0
Hz, 1H), 7,31-7,20 (m, SH), 4,75 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 4,50-4,47 (m, 2H), 4,40-4,36 (m,
1H), 4,32-4,29 (m, 2H), 4,11-3,87 (m, 8H), 3,80-3,77 (m, 1H), 3,44-3,41 (m, 1H). LC-
MS (ESI) m/z: tinh cho C22H23N306S: 457,13; theo thtr nghiém: 4580 [M+H]".

(2): 'H NMR (400 MHz, DMSO-dj) § 8,13 (d, /= 2,0 Hz, 1H), 7,60 (d, J= 2,0
Hz, 1H), 7,31-7,18 (m, SH), 4,75 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 4,52-4,45 (m, 2H), 4,40-4,36 (m,
1H), 4,34-4,26 (m, 2H), 4,11-3,87 (m, 8H), 3,80-3,78 (m, 1H), 3,44-3,43 (m, 1H). LC-
MS (ESI) m/z: tinh cho C2H23N30sS: 457,13; theo thtr nghiém: 458,0 [M+H]".

Buéce 5. (S)-1-(5-[2H,3H-[1,4]dioxino[2, 3-b]pyridin-7-sulfonyl]-
1H 2H,3H,4H, 5H,6H-pyrrolo[3,4-c]pyrrol-2-yl)-3 -hydroxy-2-phenylpropan-1-on (1)

Theo céch khac, hop chit 1 ¢6 thé dugc téng hop st dung quy trinh duge mo ta
trong ban mo ta ndy la budc 5. Dung dich 7 -((3.4,5,6-tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-
2(1H)—yl)sulf0nyl)-2,3-dihydro-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin (130,9 mg, 0,423 mmol)
trong DMF (2,5 ml) duoc giam nhiét do trén bé nude d4, sau d6 duoc xir ly bang axit
(S)-3-hydroxy-2-phenylpropanoic (84,8 mg, 0,510 mmol), HATU (195,5 mg, 0,514
mmol), va DIEA (0,30 mL, 1,718 mmol) va duge khudy o nhiét 4o moi trudng qua dém.
Dung dich dugc pha loang bing EtOAc (20 mL), dugc rira lién tuc bang nude (20 mL)
va nuée mudi (2x20 mL), 1am kho (MgSOs), loc, xir Iy bang silicagel, va duge 1am bay
hoi trong ap suit giam. Nguyén liéu dugc sic ky bang Biotage MPLC (cdt 10 g silica
gel, 0 dén 5% MeOH trong DCM) 8 tao ra chét rin mau trdng, hoi dinh. Mau duge hap
thu trén silicagel va dugc sdc ky (cot 10 g silicagel, 0 dén 100% EtOAc trong hexan) dé
cung cép (28)-1-(5-[2H,3H-[1,4]dioxino[2,3-b]pyridin—7-su1fony1]-1H,2H,3H,4H,5H,
6H—pyrrolo[3,4-c]pyrrol-2-yl)-3-hydroxy-Z-phenylpropan-l—on (106,5 mg, 0,233

mmol, hiéu sudt 55%) & dang chit rén mau tring.

Vi du 2: Thit nghiém hoa sinh dé x4c dinh hoat tinh hoat hoa PKR
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Hop chit hoat hoa PKR c6 thé dugc xé4c dinh bang thir nghiém phét quang sinh
hoa ctia vi du 2. Hoat dong kich hoat PKR ctia mot loat hop chit héa hoc duge danh gia
bang cach sir dung thtr nghiém phat quang bén dudi, bao gbdm cac hop chét dugc chi
dinh 12 hop chét 1, hop chét 2 va céc hop chdt 6, 7 va 8 bén dudi cac hop chit duge liét
ké trong Fig. 1.

Péi véi mdi hop chét dwoc thir nghiém, kha ning hoat hoa PKR dugc x4c dinh
bang cach sir dung thir nghiém phét quang sau day. Hiéu qua cua qua trinh phosphoryl
héa adenosin-5'-diphosphat (ADP) bang PKR dugc xac dinh béi Kinase Glo Plus Assay
(Promega) khi c6 hogc khdng c¢6 FBP (D-fructoza-1,6-diphosphat; BOC Sciences, CAS:
81028-91-3) nhu sau. Trir khi c6 chi dinh khéc, tat ca thubc thir déu duge mua tir Sigma-
Aldrich. T4t ca cac thudc tht dugc chuén bi trong dung dich dém chtra 50 mM Tris-
HCI, 100 mM KCl, 5 mM MgCl, va 0,01% Triton X100, 0,03% BSA, va 1 mM DTT.
Enzym va PEP (phosphoenolpyruvat) dugc thém & mtrc 2X vao tAt ca cac giéng cta dia
sin sang xét nghiém c6 chira cdc dung dich pha lodng nbi tiép cua cic hop chét thir
nghiém hodc phuong tién DMSO. Nong d6 enzym cubi cung dbi véi PKR (wt), PKR
(R510Q) va PKR (G3328S) lan luot 12 0,8 nM, 0,8 nM va 10 nM. Nong d6 PEP cubi
cung 12 100 pM. Hon hop Enzym/PEP duge u vdi cac hop chét trong 30 phut & RT trude
khi bat dau thir nghiém véi viée bd sung 2x ADP va KinaseGloPlus. Nong d6 cubi ciing
ctia ADP 1a 100 pM. Nong do cudi cing cta KinaseGloPlus 1a 12,5%. Débi vai cac thir
nghiém c6 chira FBP, thubc thir d6 dugc thém vao ¢ 30 pM khi bat ddu phan tng. Céc
phan tng dugc phép tién trién trong 45 phat & RT cho dén khi sy phéat quang duge ghi
lai boi BMG PHERAstar FS Multilabel Reader. Hop chét nay dugc tht nghiém ba lan
& ndng do tr 42,5 uM dén 2,2 nM trong 0,83% DMSO. Céc phép do AC50 thu dugc
bang thuat todn phu hop bdn tham sb tiéu chudn cta ActivityBase XE Runner (t6i da,
ti thidu, d6 dbc va ACso). Gid tri ACso cho hop chit 1a ndng do (uM) tai d6 hoat do doc
theo dudng cong logistic bdn tham s6 phu hgp v6i nira chimg gitta t5i thidu va tdi da

hoat tinh.

Nhu dugc trinh bay trong Bang 2 va 3 dudi day va trong Fig. 1, cac gia tri ACso
duoc xac dinh nhu sau: <0,1 pM (+++); > 0,1 pM va<1,0 uM (++); > 1,0 M va <40
uM (+); > 40 pM (0).
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Bang 2. Dit liéu tht nghiém 4nh sang
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Hop chit va ché phdm dugc mo ta trong ban mo ta nay la hoat chét cia PKR kiéu

dai va mot s6 dot bién PKR nhét dinh c6 hoat tinh thap hon so v6i kiéu dai. Cac dot bién

nhu vay trong PKR ¢6 thé anh hudng dén hoat dong cia enzym (higu sut xtic tac), dic

tinh diéu hoa va/hodc kha ning diéu nhiét cia enzym. Mot vi du vé dot bién PKR 1a
G332S. Mbt vi du khac vé dot bién PKR 1a R510Q.

Vi du 3: Thit nghiém enzym cta hop chit hoat ha PKR

Hiéu qua cua hop chit 1 2 pM trén van tdc t6i da (Vmax) va PEP K (hing sb

Michaelis-Menten, tirc 12 ndng dd PEP tai d6 v = Y2Vmax) dugc dénh gia cho wt-PKR va

PKR-R510Q. Céc thir nghiém dugc tién hanh khi c6 va khong c6 fructoza-1,6-
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bisphosphat (FBP), hoat chét di tng da biét cia PKR. Panh gia dugc thyc hién 1én dén
60 phit tai RT, vd Vmax va PEP Ky dd dugoc tinh toan. Anh huéng ctia hop chit 1 Ién
Viax thay ddi tir khong anh hudng dén tang nhe (xem Fig. 5 dé biét duong cong dai
dién). Hop chét 1 lién tyc lam giam K PEP, thudng 1a ~2 1an, d6i vi wi-PKR va PKR-
R510Q khi c6 hodc khong c6 FBP (bang 4), ching t6 rang hop chét 1 c6 thé nang cao
tdc do PKR & ndng d6 sinh Iy cua PEP.

Bang 4. Hi¢u qua cua hop chét 1 1én thong sé dong hoc enzym PKR

Khong FBP 30 uM FBP
Thong sb dong 2 uM Hop chét 2 uM Hop
Enzym |hoc? DMSO 1 DMSO chat 1
W | Ve 1,00 1,14 1,19 1,16
PKR | PEPKn 4.84 2.44 1,98 1,00
pkr | Ve 1,54 1,56 1,00 1,29
R510Q | pEp Ko 6.20 1,70 2,01 1,00

T4t ca cac gia tri & bang 4 dugc chuén hoa thanh 1,00, so v&i cac gia tri khac
trong cung mot hang.

Hoat héa wt-PKR va PKR-R510Q bing cac néng do khac nhau cia hop chét 1
duoc dénh gi v& ndng do PEP & hogc dudi Km. Hop chét 1 lam ting toc 9 hinh thanh
ATP, vai gia tri ACso nam trong khoang tir <0,05 dén <0,10 pM va pham vi hoat héa
1an t6i da <2,0 dén <3,0 (ttc 13, <200% dén <300%) (bang 5). Dt liéu dai dién tir PKR-
R510Q cho thiy hiéu qua phuy thudc vao ndng do (Fig. 6).

Bang 5. Hoat hoa kidu dai va dot bién PKR bang hop chat 1

PK Enzym Hoat hoa gip tdi da ACso (uM)
WT-PKR <2,0 <0,05
PKR R510Q <3,0 <0,10
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Vi du 4: Thit nghiém té bao ctia hgp chat hoat hoa PKR

32/109

Hoat héa wt-PKR béng hop chét 1 & hdng cu ciia ngudi trudng thanh ex vivo

dugc danh gi trong RBC tinh khiét duoc mua tir Research Blood Components. Cac té

bao duge xtt Iy bang hop chét 1 trong 3 gid trong mdi trudng chira glucoza dugc rira

sach, ly giai va xét nghiém bang cach st dung Biovision Pyruvate Kinase Assay (K709-

100). Thir nghiém dugc 13p lai nhidu lan dé tinh dén sy khdc biét gitta nguoi cho va

ngudi cho va pham vi dong tuong d6i hep. Mirc tang hoat héa tdi da trung binh (Max-
Min) 1a <100% va ndng d6 hidu qua trung binh 50% (ECso) 1a <125 nM (bang 6). wt-
PKR duoc hoat héa theo cach phu thudce vao ndng @6 (Fig. 7).

Bang 6. Hoat héa PKR kidu dai & hdng ciu ctia ngudi duge xu ly bang hop chét

1
Nhan rong | Téi da - Téi thicu (%) ECso (nM)
1 <125 <250
2 <150 <150
3 <100 <50
4 <50 <50
Trung binh <100 <125

RBC ciia chudt duoc phan 1ap tuoi tir toan by méu su dung gradient Ficoll va

dugce thr nghiém bing phuong phap tuong tu véi phuong phap dugc st dung & thu

nghiém RBC cua ngudi. Miuc ting hoat hoa tdi da va cac gié tri ECso c6 thé so sanh v6i

cac hiéu ung trong RBC ctia ngudi (bang 7).

Bang 7. Hiéu qua cua hop chit 1 1én hoat hoa PKR & hdng cau cua chudt

Nhan rong | Téi da - Ti thiéu (%) |  ECso (nM)
1 <50 <125
2 <100 <125
Trung binh <100 <125
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Vi du 5: Duoc ex vivo ctia hop chit hoat ha PKR

Hbng cAu tir bénh nhan SCD dugc sir dung dé danh gi4 anh hudng ciia hop chat
1 1én 4i luc ctia Hgb véGi oxy (tuc 12 4i lyc v6i oxy) va liém trong didu kién thiéu oxy.
Céc té bao dugc i & 37 °C trong 1, 2 va 3 gio voi dung dich mubi dém HEPES (HBS)
(chua xir 1), HBS + dimetyl sulfoxit (DMSO) (vét truyén), hogc hop chét 1 10 uM. Pé
d4nh gia sy phan ly oxy, dudng cong can bang Hgb oxy dugc thu thip trong qué trinh
khtr oxy.

Do bdo hoa hemoglobin dugc chuyén sang trai trong céc té bao duoc xir Iy bang
hop chét 1 va khong phai trong céac t€ bao khong duge xtt 1y hodc duge xir ly DMSO
0,5% (Fig. 8A va Fig. &8B). Ai luc oxy ting 1én twong tmg v6i su thay dbi dang ké (nhung
¢6 gidi han) trong P50 tir 29 dén 25 mmHg sau 1 gio duge duy tri cho dén it nhit 3 gio,
thoi diém cudi cung duoce ddnh gid (bang 8). Pang chu y, 4i luc oxy trong 2 gio dau tién

clia qua trinh 4 khong bi anh huéng béi DMSO.

Bang 8. Hiéu qua ctia hop chét 1 vé& d6 bdo hoa hemoglobin®

D9 bdo hoa hemoglobin
Thoi gian 6 (g1®) | Chyaduge | DMSO | Hop chét 1
Xt Iy 0,5%) | (10 pM)
1 1,18 1,18 1,05
2 1,18 1,00
3 1,30 1,02

T4t ca céc gia tri & bang & duoc chudn héa thanh 1,00, so v6i cac gia tri khac. °
Céc té bao chua dugce xtt Iy duge rira RBC & 40% hematocrit trong moi truong ma khong
can 1.

O mdi PO,, su thay ddi trung binh & do bdo hoa Hgb trong cac té bao duoc xir Iy
bang hop chit 1 rd rang nhat 12 khoang 25 mmHg, so v6i PO2 binh thuong 12 26,7 mmHg
(Fig. 9). Do @6, su thay ddi 4i luc oxy xay ra khi cang théng oxy c6 lién quan dén hién
tuong tao ludi li8m. O 2 gid, d6 bao hoa Hgb cao hon khoang 10% so voi cac té bao
duoc xir Iy DMSO. C6 sy khac biét rd rang giita cac té bao dugc didu tri bang hop chat
1 va té bao duogc didu tri bing DMSO & PO, thip hon (khoang 10 mmHg & ndéng dd oxy
1% dén 2%) ngay ca sau 1 gio.
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Hop chét 1 (10 uM) giam tao hinh lui lidm té bao trong diéu kién thiu oxy ning
12 2% oxy (PO2 <20 mmHg) trong 1én dén 20 min (bang 9). Phén tram bao vé (tuc 13,
murc do hoat hda trong cac té bao duge xir 1y, dugc binh thuong hoéa thanh mac dd hoat
hda trong cac té bao khong dugc didu trj sau khi tiép xac v6i didu kién thiéu oxy nghiém
trong) dat tdi da 16% & 15 phut trong didu kién thiéu oxy (Fig. 10) va duy tri & muc

15 % vao thdi diém cudi cung duge do.

Béng 9. Hiéu qua ciia hop chat 1 1én viéc tao hinh ludi liém cta té bao SCD ciia

ngudi & diéu kién thi€u oxy

% thuc t& bao hinh ludi liém
Thoi gian . % Bio vé
b oy | DMSO 0% | TP TR |
(min)
0 7 10
2 41 47 -15
5 57 49 14
10 61 54 11
15 68 57 16
20 71 60 15

Vi du 6: Nghién ctru duge dong hoc/dugc luc hoc ctia hop chit 1 & chudt kiéu
dai

Hai nghién ctru duge dong hoc (PK)/ddng luc hoc (PD) dugc thuc hién trén chudt
Balb/c dugc stt dung hop chét 1 mot 1an mdi ngay bang dudong ubng (duge bao ché trong
10% Cremophor EL/10% PG/80% nu6c DI) cho 7 ngay (QDx7) ¢ lidu 0 (vat truyén),
3,75, 7,5, 15, 30, 60 mg/kg (nghién ciru 1); 0 (vat truyén), 7,5, 15, 30, 60, 120 hodc 240
mg/kg (nghién ctru 2). Vao ngay tht 7, mau toan phan dugc thu thap 24 gio sau khi dung
thudc va dong lanh nhanh. Cac mau sau d6 dugc rd dong va phan tich bing LC/MS dé
tim muc 2,3-DPG va ATP. Trong ca hai nghién ctu, hop chit 1 dugc dung nap tt.
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Khong c6 dau hiéu 14m sang bat loi ndo duge quan sat va khong c6 sy khac biét vé su

thay ddi trong lugng co thé so v6i nhom vt truyén.

Muc 2,3-DPG giam khi xtr Iy hop chét 1 (Fig. 11A va Fig. 11B (nghién ctru 1 va
2) va Fig. 12 (nghién ctru 2)). Néi chung, mirc giam > 20% & > 15 mg/kg hop chét 1
va > 30% déi véi 120 va 240 mg/kg hop chat 1. Cling v6i do, két qua tir liu cao nhat
cung c4p bang chimg in vivo rang 2,3-DPG giam v&i hoat héa PKR.

Danh gid mic ATP trong cac nghién ctru nay cho thiy rang diéu tri bing hop chat
1 1am ting mtrc ATP. Trong nghién ctru 1, ATP téng 21% va 79% twong ung véi 30 va
60 mg/kg hop chét 1 so v6i vat truyén, va trong nghién ctru 2, mirc ATP téng khi tiép
xtic v6i lidu luong 1én dén 120 mg/kg hop chét 1 v6i muc t6i da tang ~110% so véi vét
truyén (Fig. 13A va Fig. 13B). O lidu cao nhit, 240 mg/kg hop chat 1, mtre ATP ting
45%. Mtrc d0 ATP tuong quan v6i phoi nhiém hop chét 1 theo cach twong tu trong ca
hai nghién ctru.

Vi du 7: Kiém tra hop chét hoat hoa PKR & mau chudt Berkeley SS

Viéc x6a gen dugce nhdm muc tidu va gen chuyén ctia nguoi trong md hinh chuot
Berkeley SS din dén cac con chudt hau nhu chi biéu hién HgbS & nguoi (Paszty C.
Transgenic and gene knock-out mouse models of sickle cell anemia and the
thalassemias. Curr Opin Hematol. 1997 Mar;4(2):88-93) va bt chude cac dic diém di
truyén, huyét hoc va md bénh hoc cia SCD & nguoi. Ching bao gdm RBC hinh ludi

1iém khong thé phuc hdi, thiéu mau va bénh Iy da co quan.

Hiéu qué ctia hop chét 1 1én 4i luc Hgb cho oxy, ty 1¢ phan tram té bao hinh ludi
lidm va/hodc Hgb duge dénh gia & chudt Berkley SS. Hai nghién ctru da dugc thuc hién
khi cac con chudt nhan dugce 0 hodc 1000 ppm hop chét 1 tuy thich trong binh thuong
cia chudt trong 7 ngay. Mau dugc 14y vao ngay thir 7 va phén tich trong diéu kién thiéu

oxy. Céc thong s6 hdng cau duge do bing ADVIA.

Céc phat hién twong d6i nhit quan gitta hai nghién ctru. Ai luc ctia oxy voi Hgb
trong diéu kién thidu oxy dugc ting 1én va P50 giam (Fig. 14A, Fig. 14B, Fig. 15A va
Fig. 15B). Tac dong tich cuc dbi véi viéc tao hinh ludi liém da dugc quan sat thiy rang
ty 18 phan tram RBC hinh ludi liém & ap sudt oxy thap da giam (Fig. 16) va thoi gian
tao hinh ludi liém ting 1én khi didu tri bang hop chét 1. Hon nita, Hgb d4 ting ~1 g/dL.
Cung v6i nhau, céac thay dbi nay ting ho gia thuyét rang hop chét 1 s& lam gidm sy tao
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hinh 1udi liém cua t& bao va tac dong tich cuc dén cac bién ching 1m sang cia RBC
hinh Iudi liém. Hop chét 1 cling 1am giam murc d¢ hong cau ludi & cac con chudt duogc

didu trj (Fig. 17), biéu hién cta viéc giam ly giai hong cau.

Vi du 8: Nghién cttu SAD/MAD dé danh gia @6 an toan, dugc dong hoc va dugc
luc hoc cta hop chit 1 & ngudi tinh nguyén khoe manh va bénh nhan bénh té bao hinh
ludi liém

Hop chét 1 s& duge dénh gia trong nghién ctru ngau nhién, c6 dbi chung véi gia
dugce, mu doi, ting dAn mot 1an va nhiéu lidu ting dan dé danh gi4 tinh an toan, dugc
dong hoc va dugce luc hoc cta hop chit 1 & ngudi tinh nguyén khée manh va bénh nhan
méc bénh té bao hinh lui lidm. Viéc st dung hop chat 1 dugc boe 10 & day dé diéu tri
bénh t& bao hinh ludi liém & nguoi.

Hop chit 1 1a chét cha van phan tir nho ding qua duong miéng cta isozym hong
cAu pyruvat kinaza (PKR) dang dugc phat tridn @ didu tri bénh thiéu mau huyét tan.
Nghién ctru thit nghiém 14m sang trén ngudi nay s& dic trung cho tinh an toan, kha néng
dung nap va dugc dong hoc/dugc lyc hoc (PK/PD) ctia mot lidu ting dan va nhiéu lidu
tang dan ctia hop chét 1 trong bdi canh nghién ctru pha 1 & ngudi tinh nguyén khdée manh
va bénh nhan bénh hdng ciu hinh liém. anh huéng cia thuc phém d6i v6i su hap thu

ctia hop chét 1 cling s& dugc danh gid, & ngudi tinh nguyén khoe manh.

Céac muc tiéu cua nghién clru bao gbm nhu sau:

1. Pé danh gia tinh an toan va kha ning dung nap cia mdt lidu ting dan va
nhidu liéu ting dan cta hop chét 1 & nguoi tinh nguyén khoe manh va bénh nhan bénh
té bao hinh ludi liém (SCD).

2. D& mb ta duge dong hoc (PK) ctia hop chat 1.

3. pé danh gia muac do 2,3-diphosphoglyxerat (DPG) va adenosin
triphosphat (ATP) trong céc té bao hdng cau (RBC) ctia nguoi tinh nguyén khoe manh
va bénh nhan SCD sau khi dung mot 14n va nhidu lidu hop chit 1.

4. Pé danh gia mbi quan h¢ giita ndng dd hop chét 1 trong huyét trong va

cac tac dong tiém tang trén khodng QT & ngudi tinh nguyén khoe manbh.
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5. D& danh gi4 anh hudng cta céc lidu ting din clia hop chét 1 1én cac thong
sb dién tAm dd (ECG) khac (nhip tim, khoang PR va QRS va hinh thdi séng T) & nguoi
tinh nguyén khoe manh.

6.  Dé&kham phd téc dung thirc an trén PK ciia hop chat 1 & ngudi tinh nguyén
khde manh.

7. Pé kham pha mdi lién quan cla céc bién s phan tmg va phoi nhiém cua
hop chét 1 (nhu an toan, duoc lyc hoc (PD), céc thong s& huyét hoc néu thich hop).

8. DPé kham ph4 tac dung ciia hop chét 1 sau lidu don va nhidu lidu trén chirc

niang RBC.

9.  P&kham pha tic dong ctia hop chét 1 sau khi ding nhiéu liéu ¢ bénh nhan

SCD dbi vé6i chuyén hoa RBC, viém va dong mau.

Dbay 1a nghién clru 1an dau & nguoi (FIH), pha 1 cua hop chét 1 s& dic trung cho
tinh an toan, PK va PD cta hop chét 1 sau mot lidu duy nhét va sau khi dung liéu lip lai
dAu tién & ngudi tinh nguyén truéng thanh khée manh va sau do 6 thanh thiéu nién hosc
ngudi 16n méc bénh té bao hinh ludi liém. Nhém nghién ciru va cdc bign phap can thicp
duoc chi dinh st dung trong nghién ciru dugc tom tit trong bang 10. Ban d4u, pham vi
lidu ctia hop chét 1 trong nhom leo thang theo lidu ting dan (SAD) s& dugc kham phé ¢
d6i twong khoe manh. Viée ghi danh cac dbi twong khde manh vao nhém leo thang lidu
ting dan (MAD) trong 2 tudn s& duoc bit ddu khi tinh an toan va PK tir it nhét hai nhém
SAD c6 sin dé thong bao vé lidu luong cho phan MAD kéo dai 2 tudn cua nghién citru.
Céc nhém MAD sau d6 s& chay song song véi cac nhém lidu don. Mot nhom lidu duy
nhét duoc 1én ké hoach dé hiéu anh huéng ciia thue phdm (FE) doi v6i PK ctia hop chét
1. Sau khi nghién ctru SAD va FE & cac d6i twong khée manh dugc hoan thanh, d6 an
toan, PK va PD ctia mét liu duy nhit ctia hop chat 1 dd duoc phat hién 1a an toan &
nhitng d6i tugng khoe manh sau d6 s€ duge danh gia & ddi tugng méc bénh té bao hinh
ludi lidm (SCD). Sau dé, nghién ciru nhiéu lidu & céc ddi tuong SCD s& duoc bét dau
sau khi hoan thanh nghién ctru MAD & nguoi tinh nguyén khoe manh. Hop chit 1 s&
duoc st dung dudi dang vién nén 25 mg va 100 mg duge phan phdi ding qua dudng

miéng.

Bang 10.
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Nhom

Céc can thiép dugc chi dinh

Thir nghiém: Nhom lidu ting dan & doi

twong khoe manh
Nhém dbi tuong tinh nguyén khoe
manh dugc chon ngiu nhién 6: 2 nhan
mot lidu duy nhét ctia hop chat 1 hodc
gia dugc. Nhom du tién s& nhan dugc
200 mg hop chét 1 hodc gia duogc.
Tang liéu s& xdy ra néu hop chét 1
hodc gia dugce duge dung nap. Lidu tbi
da cua hop chét 1 hodc gia dugc s& la
1500 mg. Lidu dy kién cho c4c nhém
SAD dugc liét ké trong bang 11.

Thuéc: Hop chat 1/Gid dwoc

Pbi tugng tinh nguyén khoe manh s&
nhan hgp chat 1/gia duge va duoc
theo ddi cac tac dung phu khi dang
nghién ctu dugc dong hoc va duoc
luc hoc

Thir nghiém: Nhiéu nhém liéu tang déan &
doi twong khoe manh

Nhém dbi twong tinh nguyén khoe
manh dugc chon ngau nhién 9: 3 dé
nhan hop chit 1 hodc gia dugc trong
14 ngay dung thubc lién tuc. Nhom
dau tién s& nhén duge 100 mg hop
chét 1 hodc gia dugc mdi ngay X 14
ngay. Ngoai ra, nhém dau tién s& nhan
duge 200 mg (vi du: 100 mg BID hodc
200 mg QD) cua hop chét 1 hodc gia
duge moi ngay X 14 ngay. Liéu tdi da
cuia hop chat 1/gia dugc s& 1a 600 mg
hop chét 1/gia dugc mdi ngay trong 14
ngay. Liéu luong du kién cho céc
nhém MAD dugc liét ké trong bang
12.

Thuée: Hop chdt 1/Gid duoc

Dbi tuong tinh nguyén khoe manh s&
nhan hop chit 1/gia duge va duoc
theo ddi cac tac dung phu khi dang
nghién ctru dugc dong hoc va duoc
Iuc hoc

Thir nghiém: Nhém vé tdc dung thuc
phdm & doi twong khde manh

Nhoém dél tuong tinh nguyén khoe
manh gom 10 dbi tuong s& nhén duge
mot liéu hop chét 1 duy nhét cuing voi
thirc #n va khong c6 thic an. Liéu
lugng sé dugc thuc hién theo lidu
luong xac dinh theo giao thirc. Nhém
d6i tuong ngudi tinh nguyén khoe
manh gébm 10 dbi twong s& nhan duge
mdt lidu hop chét 1 duy nhét cling Vi
thitc 4n va khong cé thuc an. Liéu
lugng s& 1a 500 mg hop chét 1, nhung
¢6 thé thay doi dya trén profin dugc

Thube: Hop chdt 1

DPéi tuong khée manh s€ nhan duge
Hop chat 1 ¢6 hodc khong c6 thac an
va trai qua cac nghién ctru duge dong
hoc
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Nhém

Cac can thiép dugc chi dinh

doéng hoc cua hgp chét 1 dugc quan sat
trong nhém SAD ban d4u va profin an
toan cua hop chét 1 dwgc quan sat &
nhém SAD va MAD truée do.

Thir nghiém: Nhém liéu ting dan & doi
twong SCD

Nhom 601 twong bénh té bao hinh ludi
1i8m ngau nhién 6:2 nhén mot lidu duy
nhat cia hop chit 1 hoic gia dugc.
Lidu hop chédt 1/gid duge dwoc su
dung s& 1a liéu dugc cho 13 an toan &
nhitng d6i twong khoe manh. Liéu cia
hop chat 1/gia duoc dugc st dung
cling s€ 1a lidu dugc phét hién 1a co
hoat tinh dugc luc hoc (V1 du: d4n dén
giam 2,3-DPG) ¢& & dbdi twong khoe
manh.

Thuéc: Hop chat 1/Gid dwoc

DPbi twong SCD s& nhén hop chét
1/gia dugc va duge theo ddi cac tac
dung phu khi dang nghién ciru dugc
dong hoc va dugc luc hoc

Thak nghiém: Nhiéu nhém liéu ting dan &
doi twong SCD

Nhoém 601 tuong bénh té bao hinh ludi
1iém ngau nhién 9: 3 d& nhan hop chét
1 hodc gia dugc trong 14 ngay dung
thudc lién tyc. Lidu cla hop chat 1/gia
dugc dugc sir dung s& 12 liéu thip hon
lidu téi da c6 thé dung nap dugce danh
gid & nguoi tinh nguyén khée manh
MAD. Liéu cta hop chét 1/gid dugc
cling s& 1a lidu dugc phat hién 13 c6
hoat tinh dugc lyc hoc (vi du: dan dén
giam RBC 2,3-DPG va ting RBC
ATP) & ngudi tinh nguyén khée manh
MAD.

Thuéc: Hop chdt 1/Gid dwoc

Péi twong SCD s& nhén hop chét
1/gia duge va duge theo doi cac tac
dung phu khi dang nghién ctru dugc
dong hoc va dugc luc hoc

Bang 11.
Mirc 1iéu/Nhém Liéu lugng Pd manh vién nén (#/ngay)
SAD 1 200 mg 100 mg (2/ngay)
SAD 2 400 mg 100 mg (4/ngay)
SAD 3 700 mg 100 mg (7/ngay)
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SAD 4 1100 mg 100 mg (11/ngay)
SAD 5 1500 mg 100 mg (15/ngay)

Bang 12.
Mirc 1iéu/Nhom Liéu luong Do manh vién nén (#/ngay)
MAD 1 100 mg 100 mg (1/ngay) hodc

25 mg (4/ngay)

MAD 2 200 mg 100 mg (2/ngay)
MAD 3 400 mg 100 mg (4/ngay)
MAD 4 600 mg 100 mg (6/ngay)

Céc bién phép két qua

Cdc bién phdp két qua chinh:

1. Ty 1& méc, tAn suét va mirc d0 nghiém trong cta céc tic dung ngoai y (AE)

trén mbi CTCAE v5.0 ciia mot lidu ting dan duy nhét va nhidu lidu tang dan cua hop

chit 1 & ngudi 16n khoe manh tinh nguyén va bénh nhan SCD.

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tuén theo ddi]

2. Ndng d6 tdi da quan sat dugc trong huyét twong (Cmax)

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tuln kiém tra]

3. Thoi gian dén ndng d6 t6i da trong huyét twong quan sat duge (Tmax)

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tuan kiém tra]

4. Dién tich duéi dudng cong ndéng do-thoi gian trong huyét twong tlr thoi diém

0 cho d&n méc thoi gian 24 gid (AUC0-24)

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tudn kiém tra]

5. Dién tich dudi duong cong ndng do-thoi gian trong huyét twong tir thoi diém

0 cho dén thoi diém cudi cung c6 thé dinh lugng duge (AUCO-last)
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[Khung thoi gian: Lén dén 3 tudn kiém tra]

6. Dién tich dudi dudng cong ndng do-thoi gian trong huyét tuong tir thoi gian
khong dén vo cing (AUCO-inf)

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tudn kiém tra]
7. Chu ky béan hiy dau cudi (t1/2)

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tudn kiém tra]
8. P thanh thai rd rang (CL/F)

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tudn kiém tra]
9. Khéi luong phan phéi 15 rang (VA/F)

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tudn kiém tra]
10. C6 dinh ty 16 xir ly dau cudi (Lz)

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tudn kiém tra]
11. Thanh thai than (CIR)

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tudn kiém tra]
Cdc bién phdp két qua thit cdp:

12. Thay ddi muc co ban cua 2,3-diphosphoglyxerat (DPG) va adenosin
triphosphat (ATP) trong cac té bao hdng cau (RBC) ctia ngudi tinh nguyén khoe manh
va bénh nhan SCD sau khi dung lidu don va nhiéu liéu hop chét 1.

[Khung thoi gian: Lén dén 3 tuan kiém tra]

13. Uéc tinh dya trén mo hinh vé su thay dbi so vai khoang QT co ban dugc hiéu
chinh bang cach st dung cdng thirc hig¢u chinh cua Fridericia (QTcF) va khoang tin cdy
90% & Cmax uéc tinh sau mot lidu duy nhit ctia hop chat 1 & ngudi tinh nguyén khoe
manbh.

[Khung thoi gian: 1én dén 7 ngay]

14. Thay ddi so v6i nhip tim ban diu sau mot lidu duy nhit ctia hop chit 1 &

nguoi tinh nguyén khée manh

[Khung thoi gian: 1€n dén 7 ngay]
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15. Thay dbi so véi PR ban diu sau mdt liéu duy nhit cta hop chit 1 & nguoi
tinh nguyén khoe manh
[Khung thoi gian: 1én dén 7 ngay]
16. Thay ddi so véi QRS ban du sau mot lidu duy nhat cia hop chit 1 & nguoi
tinh nguyén khoe manh
[Khung thoi gian: 1én dén 7 ngay]
17. Thay ddi so véi hinh thai séng T ban diu sau mot lidu duy nhat hop chat 1 &
nguoi tinh nguyén khée manh
[Khung thoi gian: 1én dén 7 ngay]
Cdc bién phdp két qud thim do:
18. Anh huéng cta thuc phdm 1&n Cmax, AUC0-24/AUCrast
19. Anh huéng ctia AUC1as/ AUCo-24, Crnax, ndng do tbi thiéu trong huyét twong
(Cmin), 9 1¢ dinh trén déy, d6 tuyén tinh cia lidu, ty 1¢ tich liy dén dd an toan, PD va
cac thong s6 huyét hoc quan tAm, dugc dénh gia bang phan tich phan ung phoi nhiém
20. Anh huéng cta viéc giam 2,3-DPG trong RBC trén duong cong phéan ly
oxyhemoglobin (P50; ap sut riéng phan ctia O tai d6 50% hemoglobin bdo hoa vdi O2)
sau mot lidu duy nhét va sau khi dung liéu man tinh hop chét 1
21. Anh huéng ciia viéc ding lidu hop chét 1 man tinh d6i voi kha ndng bién
dang ctia RBC binh thuong va SCD bang phép do ektacytacy gradient thAm thau va phép
do ektacytacy gradient oxy
22. Anh huéng cia lidu lugng hop chét 1 man tinh dbi voi dép tmg cua SCD
RBC dbi voi stress oxy hoa & bénh nhan SCD (bao gém d4anh gia mac d¢ glutathion,
glutathion peroxidaza va superoxit dismutaza)
23. Anh hudng cia liéu lugng hop chit 1 mén tinh 1én céc ddu hiéu viém co thé
do dwoc & bénh nhan SCD (protein phan tmg C, ferritin, interleukin [IL] -1pB, IL-6, IL-
8, va yéu t6 hoai ttt khéi u-)
24. Anh huéng cua viéc dung lidu hop chét 1 mén tinh db6i voi cac dau hiéu co
thé do luong cua ting déng mau & bénh nhéan SCD (phirc hgp D-dime, prothrombin 1,2
va thrombin-antithrombin [TAT])
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Dic tinh di diéu kién

° Do tudi tbi thiéu: 18 tudi (ngudi tinh nguyén khoe manh); 12 tudi (dbi
tugng SCD)

o Do tudi tdi da: 60 tudi

e  Giéitinh: Tatca

° Duya trén gidi tinh: Khong

o Chép nhén ngudi tinh nguyén khde manh: C6

Tiéu chi lva chon:

° Nguoi tinh nguyén khée manh: d6i tuong phai tir 18 dén 60 tudi; SCD:
dbi tuong phai tir 12 dén 50 tudi

° Déi tugng phai c6 kha nang hidu vaky su dong y bang vin ban duge thong

béo, phai dat duge trude khi hoan thanh bt ky thii tuc nao lién quan dén nghién ctru.

° Déi tugng ndi chung phai cé stc khoe t5t, dua trén két qua lich st y té,

kham strc khoe, cac ddu hiéu quan trong, hd so phong thi nghiém va ECG 12 dao trinh.

o Déi tugng phai c¢6 chi s& khéi lugng co thé (BMI) nam trong khoang tir
18 keg/m2 dén 33 kg/m? (bao gdm ca) va trong lugng co thé t6i thidu 1a 50 kg (ddi twong
ngudi tinh nguyén khoe manh) hogc 40 kg (d6i twong SCD)

. Déi voi dbi twgng SCD, bénh té bao hinh ludi liém trude d6 duge xdc
nhan bang dién di huyét sic t5 hodc kiéu gen chi ra mt trong cac kiéu gen hemoglobin
sau: Heb SS, bénh thiéu mau ving bién thé Hgb S*, bénh thiéu méu ving bién thé Hgb
SP’, hodc Hgb SC

o T4t ca nam gi¢i va nit gidi co tiém ning sinh con phai dong y st dung ché
d6 tranh thai dugc chép nhan v& mit y té trong thoi gian tham gia nghién ctru va td1 da
90 ngay sau do.

o Déi twong phai sin sang tun theo tAt ca cac yéu ciu va han ché ctia nghién
cuu.

Tiéu chi loai true:
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° Bing chimng vé tinh trang bénh 1y nghiém trong vé mit 1am sang hodc tinh
trang khéc cé thé gy tré ngai dang ké cho viéc hép thu, phan phéi, chuyén hoa hoic bai
tiét cua thube nghién ctru, hodc dat dbi tuong vao nguy co khong thé chdp nhan duoc

voi tu cach 12 ngudi tham gia nghién ciru nay

° Lich str cac bénh tim nghiém trong vé mit 1am sang bao gdm rdi loan tinh
trang

° Céac nghién ctou v& huyét hoc, chirc ning than va gan bét thuong

® Lich st lam dung thudc hodc ruou

Két qua (nguoi tinh nguyén khée manh)

Bén nhém SAD khée manh duge danh gid ¢ liéu 200, 400, 700 va 1000 mg, va
bén nhém MAD khée manh nhén dugc tong lidu hang ngay tr 200 dén 600 mg trong 14
ngay & lidu QD hogc BID (100 mg BID, 200 mg BID, 300 mg BID, va 400 mg QD).
Trong nhom vé hiéu tng thuc phém (FE), 10 d6i twong khée manh nhan duoc 200 mg
hop chét 1 QD c6 va khong c6 thirc &n.

Khong c6 sy kién bét loi nghiém trong (SAE) hodc AE nao din dén viéc rat thudc
duoc bao cao trong nhém SAD va MAD cua ngudi tinh nguyén khée manh. Trong cac
danh gia PK, hop chit 1 dugc hdp thu nhanh chéng v6i Tmax trung binh 12 1 gio' sau khi
ubng. Tiép xtc véi lidu don tang nhidu hon so voi ty 18 véi lidu & lidu >700 mg. Trong
phan phdi nhiéu liéu BID hoic QD, PK tuyén tinh dugc quan sat thdy & tit ca cac mirc
lidu (100-300 mg BID, 400 mg QD), va tiép xic duy tri n dinh cho dén ngay 14, khong
¢ tac dung tich lily. Phoi nhiém hop chét 1 trong diéu kién cho &n/nhin an cling twong

tu.

Hoat tinh PD d3 dugc ching minh & tét ca cac muc lidu duoc danh gia & cac dbi
tugng dugc didu tri bang hop chit 1 (bang 13). Bang 13 bao cdo sy thay dbi ty 18 phan
tram ti da trung binh trong 2,3-DPG, ATP va P50 trén tht ca cac liéu va thoi diém trong
nhém thudn tdp SAD va MAD. Nhu dugce trinh bay trong bang 13, su giam trung binh
trong 2,3-DPG va P50, va sy gia tang trung binh trong ATP, so véi mic ban dau, da
dugc quan sat thy trong ca hai nhém SAD va MAD. Trong vong 24 gid sau khi su dung
mdt 1iéu hop chit 1 duy nhét, su giam 2,3-DPG véi su gia ting twong ing trong P50 da
duoc quan sat thdy. Sau 14 ngay st dung hop chét 1, cac hiéu ung PD nay duoc duy tri
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clng voi su gia ting ATP so v6i ban dau. Theo d6, mirc giam t6i da trung binh cta ndng

5 2,3-DPG it nhit 12 khodng 40% & bénh nhan dung hop chét 1 trong nghién ciru SAD

45/109

va it nhit khoang 50% & bénh nhan dung hop chét 1 trong nghién ciru MAD.

Bang 13. Tém t4t ty 16 phan trim thay ddi tdi da trung binh trong cac bién phéap

PD chinh tir dudng co s&
SAD MAD
Yéu té % J4
danh Sé  liu | Gidduge (N Hop chat1 | Gia duge (N | Hopchatl
diu PD | théng ké =38) (N =24) =12 (N =36)
2,3- Trung binh | -19,5 46,8 17,0 -56,3
DPG | (9504 CI) | (-25,0,-14,0) | (-50.3,-43.2) | (-22.9,-1L,1) | (-58,9,-53.7)
Gi trj P <0,0001 <0,0001
ATP | Trung binh 9,2 24,4 7.2 68,5
O5%CD | (05,18,0) | (184,303) | (-03,14,7) | (63.6,73.3)
Gid tri P 0,0094 <0,0001
Pso Trung binh 0,9 -15,6 -0,8 -15.,9
’ Slesy £y - s T s “IsVs Ly - skiy = s
O5%CD | (12,29) | (-175.-138) | (-3.0,14) | (-17.2,-145
Gi trj P <0,0001 <0,0001 |

Trong nhém SAD, murc 2.3-DPG trong méu cua d6i twong dugc do dinh ky sau
khi ding thude bing phuwong phap LC-MS/MS du tiéu chudn dé dinh lugng 2,3-DPG
trong mau. Nong d6 2,3-DPG trong mau giam dugc quan sat thdy trong 6 gid sau khi
dung mot lidu hop chit 1 & tht ca cac muec lidu (cac mbc thoi gian trude d6 khong duoc
thu thap). Mtrc giam tdi da 2,3-DPG thuong xay ra ~24 gio sau lidu dau tién véi muc
giam duy tri ~48-72 gid sau khi dung. Bang 14 béao céo ty 1¢ phén trim thay d6i trung
binh cta n?)ng d6 2,3-DPG trong méu, so v&i ban dAu, dugc do theo thoi gian & nguoi
tinh nguyén khoe manh sau mot lidu duy nhét ctia hop chéit 1 (200 mg, 400 mg, 700 mg
hodic 1000 mg) hodc gia dugc. Theo do, mirc giam trung binh cua ndng do 2,3-DPG, so
v6&i mirc ban dau, it nhét 12 khoang 30% & tAt ca cac muc lidu duoc thi nghiém 24 gio

sau khi dung mot lidu duy nhat.
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Bang 14. Phan trdm thay dbi trung binh & cac mirc 2,3-DPG

Thoi gian Liéu luong
sau khi
dung liéu Gia dugc 200 mg 400 mg 700 mg 1000 mg
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
6 -7,8 -18 -23 -29 -20
8 -7,6 -17 -29 -28 -31
12 -4,0 -25 -40 -41 -44
16 -6,0 -33 -35 -46 -50
24 -2,0 -31 -39 -49 -48
36 -6,9 -33 -38 -46 -47
48 -15 -29 -31 -48 -47
72 -6,9 -18 -30 -33 -21

Fig. 18 la bidu dd cua mirc 2,3-DPG trong méu dugc do theo thoi gian ¢ nguoi
tinh nguyén khoe manh ma nhén mot lidu hop chit 1 (200 mg, 400 mg, 700 mg, hodc
1000 mg) hodc gia dugc. Nhu thé hién trong Fig. 18, nguoi tinh nguyén khoe manh nhén
hop chit 1 da giam nbéng dd 2,3-DPG trong mau, dbi tuong tuong dbi nhan duoc gia
duoc. Fig. 19 1a bidu dd ctia ndng @6 2,3-DPG trong miu dugc do trong 24 gio sau khi
dung lidu & ngudi tinh nguyén khoe manh nhén mot lidu hop chit 1 (200 mg, 400 mg,
700 mg hogc 1000 mg) hodc gia duge. Nhu thé hién trong Fig. 19, ngudi tinh nguyén
khde manh dugc dung hop chit 1 da giam ndng dd 2,3-DPG trong mau & 24 gio sau khi

dung liéu, so v6i doi tuong duge dung gia duoc.

Trong nhom SAD, P50 cua dbi tuong (PO2 & do bdo hoa hemoglobin 50%) dugc
x4c dinh sau khi dung lidu 24 gio. P50 dugce do trong 24 gio sau khi gidm mot lidu duy
nhat ctia hop chit 1 & tAt ca cac muc lidu duoc thir nghiém (muc giam trung binh dao
dong tr ~3-5 mmHg). Bang 15 bao cao sy thay dbi tuyét dbi trung binh trong P50, so
v6i ban dau, duge do trong 24 gid sau mot lidu duy nhét cta hop chit 1 (200 mg, 400
mg, 700 mg hodc 1000 mg) hodc gia duge & ngudi tinh nguyén khde manh.
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Bang 15. Thay dbi tuyét dbi trung binh trong P50 (mmHg)

Liéu luong Thay ddi tuyét dbi trung binh
Gia dugc 0,20
200 mg -2,91
400 mg -3,41
700 mg -4,85
1000 mg -5,05

Fig. 20 1a biéu dd cta gid tri P50 dugc do 24 gio sau khi dung lidu & ngudi tinh
nguyén khée manh ma nhén mot 1idu hop chit 1 (200 mg, 400 mg, 700 mg, hoac 1000
mg) hogc gia dugc. Nhu dugc thé hién trong Fig. 20, ngudi tinh nguyén khée manh nhén
hop chét 1 da giam P50 so v&i dbi twong nhan dugc gia dugc. Fig. 21 12 biéu dd cia cac
gia tri PSO dugc do trude liéu va 24 gio sau liéu & nguoi tinh nguyén khée manh da nhan
mot lidu duy nhit cia hop chét 1 (200 mg, 400 mg, 700 mg hodc 1000 mg) hodc gia
dwoc. Nhu thé hién trong Fig. 21, ngudi tinh nguyén khoe manh nhé4n hop chéit 1 da

giam P50 so véi ban dAu, trong khi d6i tugng nhan duoc gia duge thi khong.

Trong nhém MAD, mirc 2,3-DPG trong méu cta d6i tugng duge do dinh ky sau
khi ding thubc bing phuong phép LC-MS/MS di tiéu chuan de dinh luong 2,3-DPG
trong méau. Mirc giam tdi da 2,3-DPG vao ngay 14 13 55% so v6i ban déu (trung binh).
Mic 2,3-DPG dat mirc day va duy tri vao ngay 1 va chua tré lai mirc ban dau 72 gid sau
lidu cudi cling vao ngay 14. Bang 16 béo cdo phén trim thay dbi trung binh cia ndng do
2.3-DPG trong mau, so véi ban dau, dugc do theo thoi gian sau lidu dau tién vao ngdy
1 va ngay 14 & ngudi tinh nguyén khoe manh nhan dugc lidu hang ngay cta hop chét 1
(100 mg BID, 200 mg BID hodc 300 mg BID) hoic gia dugc trong 14 ngay. Theo do,
mirc giam trung binh cua ndng d6 2,3-DPG, so véi ban dAu, it nhat 13 khoang 25% & tat
ca cac muc lidu duge thir nghiém 24 gid sau khi dung liéu dau tién vao ngay tht nhét va
it nhat khoang 40% & tét ca cac muc lidu lugng dugc kiém tra 24 gid sau khi dung lidu

dau tién vao ngay 14.
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Bang 16. Ty 16 phan trim thay déi trung binh ¢ cac mirc 2,3-DPG (ngay 1 va 14)

Liéu lugng
Thoigian | oo mgBID | 200mgBID | 300mgBID Gia duoc
sau li€u
hang Ngay Ngay Ngay Ngay
ngay dau
tién 1 14 1 14 1 14 1 14
0 0,0 | -420| 00 | 482 | 00 | -594 | 0,0 7,6
6 16,1 | -443 | -13,1 | -48,5 | -18,8 | -53,0 | 29 | -109
g 2,1 | 447 | 223 | 443 | 23,8 | 542 | -06 | -16
12 18,1 | 43,6 | 23,1 | 422 | 31,6 | 553 | 7,1 | -16
16 184 | -439 | -33,9 | 42,9 | 40,7 | -524 | -6,7 | -53
24 278 | -44,1 | 43,5 | 443 | -50,8 | -52,1 | 1,1 | -10,7
48 -34,7 -38,7 -44.5 -1,0
72 -20,2 20,2 -32,9 7,0

Fig. 22 1a biéu dd ctia muc 2,3-DPG trong mau dugc do theo thoi gian & ngudi
tinh nguyén khoe manh ma nhén liéu hang ngay cua hgp chit 1 (100 mg BID, 200 mg
BID, 300 mg BID, hozc 400 mg QD) hodc gia dugc trong 14 ngay. Nhu thé hién trong
Fig. 22, ngudi tinh nguyén khoe manh nhén hop chat 1 da giam ndng d6 2,3-DPG trong
méau, dbi tuong tuong dbi nhan duoc gia duge. Fig. 23 1a biéu dd cua néng d6 2,3-DPG
trong méu dugc do vao ngay 14 & ngudi tinh nguyén khée manh da nhan dugc lidu hang
ngay cua hop chit 1 (100 mg BID, 200 mg BID, 300 mg BID hodc 400 mg QD) hodc
gia duge cho 14 ngay. Nhu thé hién trong Fig. 23, ngudi tinh nguyén khée manh dugc

dung hop chit 1 da giam mirc 2,3-DPG trong méu, so v6i ngudi dugc dung gia duogc.

Trong nhom MAD, P50 cia d6i tugng (PO, & d bdo hoa hemoglobin 50%) dugc
x4c dinh vao ngdy thtr 14. Gia tri P50 do dugc sau 14 ngay dung hai 14n mdi ngay da
giam ¢ tAt ca cac mic lidu duoc thtr nghiém (muc gidm trung binh dao dong tir ~3-5
mmHg). Bang 17 béo céo su thay dbi tuyét dbi trung binh trong P50, so v6i ban dau,
dwoc do vao ngay 14 & ngudi tinh nguyén khoe manh da nhén duoc lidu hang ngdy cua
hop chét 1 (100 mg BID, 200 mg BID hozc 300 mg BID) hoic gia dugc trong 14 ngay.
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Bang 17. Thay ddi tuyét ddi trung binh ¢ P50 (mmHg) (Ngay 14)

Liéu luong Thay doi tuyét d6i trung binh
Gia duogc -0,38
100 mg BID -3,26
200 mg BID -4,14
300 mg BID -5,34

Fig. 24 1a biéu dd cua gi tri P50 dugc do vao ngay 14 & ngudi tinh nguyén khoe
manh ma nhén liéu hang ngay ctia hop chat 1 (100 mg BID, 200 mg BID, 300 mg BID,
hozic 400 mg QD) hodc gia dugc trong 14 ngay. Nhu thé hién trong Fig. 24, ngudi tinh
nguyén khoe manh nhan hop chét 1 da giam P50 so voi d6i twong nhan dugce gia duge.
Fig. 25 1a biéu d6 cua céac gia tri P50 duge do trudce lidu va vao ngay 14 & nguoi tinh
nguyén khée manh da nhén dugc lidu hang ngay cta hop chit 1 (100 mg BID, 200 mg
BID, 300 mg BID hodc 400 mg QD) hodc gia dugc trong 14 ngay. Nhu thé hién trong
Fig. 25, ngudi tinh nguyén khée manh nhén hop chét 1 da giam P50 so véi ban dau,
trong khi d6i tuong nhan dugc gia duoc thi khong.

Trong nhém MAD, mirc ATP trong mau cua dbi tuong duge do vao ngay 14
bang phuong phap LC-MS/MS du ti€u chuin dé dinh lugng ATP trong méu. Mtc ATP
da ting 1én so véi ban dAu vao ngay thir 14 va van tang trong 60 gid sau lidu cudi clng.
Bang 18 bao cao ty 1€ phan trim thay d4i trung binh cua ndng d6 ATP trong mau, so voi
mitc ban dau, duoc do theo thoi gian sau lidu dau tién vao ngay 14 & nguodi tinh nguyén
khoe manh nhén dugc 1idu hang ngay cta hop chit 1 (100 mg BID, hodc 200 mg BID)

hoic gia dugc trong 14 ngay.

Bang 18. Phén trdm thay ddi trung binh trong cac mirc ATP (Ngay 14)

. Liéu luong
Thoi gian sau liéu
hang ngay dau ti€én 100 mg BID 200 mg BID Gia duogc
0 41,5 55,3 -0,5
6 43,8 48,1 2,8
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Thoi gian sau lidu Lieu lugng

hang ngdy ddu tién | 100 mg BID 200 mg BID Gia dugc
8 478 58,4 41
12 454 56,2 23
16 44,8 57,0 6.8
24 55,0 64,0 29
* 52,2 58,9 47
2 49,2 54,0 22

Fig. 26 1a bidu dd ctia mic ATP trong mau duge do vao ngay 14 & ngudi tinh
nguyén khée manh ma nhén lidu hang ngay cua hop chit 1 (100 mg BID, 200 mg BID,
300 mg BID, hodc 400 mg QD) hogc gia dugc trong 14 ngay. Nhu thé hién trong Fig.
26, ngudi tinh nguyén khoe manh duge ding hop chit 1 da c6 sy gia ting ndng 4o ATP

trong méu, so v6i ngudi dugc dung gia dugc.

Fig. 27 1a bidu dd thé hién sy khdc biét vé gia tri P50 duge xéc dinh trude lidu va
24 gid sau lidu (nhém SAD) va 24 gio sau lidu vao ngay 14 (nhom MAD) & ngudi tinh
nguyén khoe manh dugc dung hop chit 1 hoic gia duge. Nhu thé hién trong Fig. 27,
ngudi tinh nguyén khoe manh nhan hop chit 1 d3 trai qua sy thay dbi (giam) P50 so véi
ban dau, trong khi d6i tugng nhan dugc gia duge thi khong.

Fig. 28 1a bidu dd v& biéu dd ndng do6 trong mau ctia hop chét 1 (ng/mL) do dugc
& bénh nhan tinh nguyén khoe manh (HV) trén truc tha nhét (bén trai) va ndng do 2,3-
DPG (microgam/mL) do duge & cac bénh nhan HV nay trén truc tht hai (bén phai) sau
khi diing mot lidu duy nhét ctia hop chét 1 (400 mg). Cac ky hi¢u dac thé hién cac trung
binh hinh hoc va sai s6 chudn ctia ndng do hop chét 1 trong huyét twong va 2,3 DPG
quan sat dugc. Nhu duge thé hién trong hinh, diéu bién 2,3 DPG quan sét duoc khong
theo ddi truc tiép dugce dong hoc trong huyét twong (ndng do trong mau ctia hop chét 1)
noi ma duoc luc hoc ti da (tc 1a muc t6i thiéu cta ndng do 2,3-DPG, tai thoi diém
~24h) xay ra gin 24h sau khi dat cuc dai duge dong hoc (tirc 12 toi da cua dudng cong

PK, tai thoi diém ~1-2h). Dap Gng duoc luc hoc quan sat duogc 0 HV 1a lau bén, véi thoi
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gian ban hily PD dugc tinh ton 1a ~20h, trong d6 sy suy giam 2,3-DPG dugc quan sat
thdy 14u sau khi khong phat hién dugc ndng d6 thudc trong huyét twong. Téng hop lai,
didu nay cho théy ring viéc x4c dinh liéu ¢6 hoat tinh dugc ly khong thé duoc thyuc hién
day da bang cach sir dung cac thong sb duge dong hoc (Cmax/Cmin/AUC) mot cach riéng
biét, ma hd tro mot cach tiép can bao gém tich hop mdi quan hé dugc dong hoc/duge
luc hoc thoi gian d8 cung cip nén tang bang chimg rang lidu lugng QD ¢6 thé kha thi &
bénh nhan bénh té bao hinh ludi liém.

Fig.291a biéu dd phén tén cia muc 2,3-DPG va gid tri P5 0 quan sat dugc & nguoi
tinh nguyén khée manh & nhom SAD va MAD. Ky hiéu dac biéu dién muac P50/2,3-
DPG quan sat duge & ngudi tinh nguyén khoe manh dinh luong v6i hop chét 1 lac 24
gio sau lidu dung cudi cung. Dt liéu ban dau dai dién cho dit liéu P50/2,3 DPB thu dugc
truée khi didu tri hop chét 1 va tir ngudi tinh nguyén khée manh duge phan lidu véi gia
duoc. Mbi quan hé twong quan thuan gitta mire 2,3 DPG va p50 da dugce quan sat thiy

& bénh nhan dung cac liéu khac nhau.
Vi du 9: Phan tich ATP va 2,3 DPG & toan by mau K2EDTA béng LC-MS/MS

Quy trinh sau ddy duoc st dung dé phan tich ATP va 2,3-DPG trong K2EDTA
mAu toan phan clia con ngudi bang cach st dung quy trinh chiét xuét két tia protein va

phan tich bang LC-MS/MS.

Phuong phap phan tich sinh hoc nay ép dung cho cac thong sé duge mo ta dudi

day:
Khoang thtr nghi¢m 25000-1500000 ng/mL
Thé tich chiét 15,0 uL
1.04i/Chét nén/Chéit chéng dong Nuéc lam dai dién cho K2EDTA mau
toan phan ctia con ngudi
Kiéu chiét Két tia protein
Luu trit mau 80 °C
Khéi phd ké API-5500
Phin mém tiép nhan Hé thdng Analyst/ Aria
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Céc bién phap phong nglra sau ddy dugc tuén theo:

1. MAu chuén va mau QC dugc chudn bi trén nuéc da va dung trong hop nhya.
2. MAu nghién ctu va mau QC dugc rd dong trén nudc da.

3. Chiét duogc thuc hién trén nude da.

Cac dinh nghia va tur viét tt sau ddy duoc st dung:

CRB Chuyén céc khoang trbng khéc phuc hau qua
FT Lam dong lanh

MPA Pha dong A

MPB Pha dong B

NA Khong ap dung

NR Rira kim

RT Thoi gian luu

SIP Pang tién hanh 6n dinh

TBD Cin dugc x4c dinh

Céc hoa chét, chat nén, va chét phan Gng sau dy dugc st dung:

Toan

BioReclamationIVT va BioIVT dugc xem la twong duong)

b6 méu cta ngudi KoEDTA, BioreclamationIVT hodc twong duong (Luu y:

Axetonitril (ACN), loai HPLC hodc tot hon

Amoni axetat (NHsOAc), loai HPLC hodc twong duong

Amoni hydroxit (NH4OH, 28-30%), loai ACS hodc tdt hon

Dimetylsulfoxit (DMSO), loai ACS hoac t6t hon

Axit formic (FA), loai ACS 88%

Isopropanol (IPA), loai HPLC hodc t6t hon

Metanol (MeOH), loai HPLC hodc tot hon

Nuée (H20), Milli-Q hodc loai HPLC
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ATP — Chét phén tich, chét tai tro hodc chét cung cép

ATP-IS- IS, chét tai trg hodc chét cung cap

2,3-DPG - Chét phén tich, cht tai tro hodc chit cung cép

2,3-DPG-IS- IS, chét tai trg hogic chit cung cap

Quy trinh sau day dugc st dung dé diéu ché chét phan ung. Moi khéi lugng va

thé tich 4p dung dwoc liét ké déu 12 danh nghia va c6 the dugc didu chinh theo ty 1& mién

1a dat dugc ché pham dich:

Ché phim dung dich cudi "I:hé tich danh nghia Diéu kién luu
Dung dich cung dé diéu ché dung dich trit
Céan khoang 770,8
mg amoni
Pha dong A 10mM Amoni axetat; bo sung Va0 | \hist d6 moi
chai 1000mL nudéec. o
(MPA) | axetat trong nuéc do pH 8,5 | truong
biéu chinh pH thanh
8,3-8,7 str dung
amoni hydroxit.
Pha done B Bd sung 50,0 mL cnr am A
e 5:95 MPA:ACN MPA vao 950 mL | et 40 MmOt
(MPB) CAN. Mix. &
25:25:25:25:0,1 B4 sung 500 mL
Rira kim 1 (Vvivivey) MeOH, 500 mL .
ra kim VIVIVIViV ACN, 500 mL Nh{[e_:t (“IQ moi
. : TPA - ruon
(NR1) MeOH:ACN:H20:IPA:NH4 H,0, 500 mL IPA, va g
OH 2 mL NH4OH. Mix.
B sung 2 mL FA
Rura kim 2 90:10:0,1 (viv:v) vao 200 mL MeOH Nhiét d6 moi
(NR2) H,0:MeOH:FA va 1800 mL truong
H»20. Mix.

Céc chét chuin hiéu chuén dugc chuén bi bang cach sir dung nudce lam chat nén

theo bang trinh bay dudi day. Chét chuén d3 chi dinh dwoc chuén bi bang céch pha lodng

thé tich ting vot dugc chi dinh cua dung dich géc v6i thé tich chét nén duoc chi dinh.
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5 : Thé tich %0 : \
Chat | Nongdd | winodor | LBetCh | Theétich | Nong do
chuan | Dung dich Z ang do hat nd IO X
A Z goc A chatnen | cuodi cung | cudi cung
hiéu gbc bién
chuin (ng/mL) (L) (mL) (mL) (ng/mL)
gbc ATP | 60000000 | 0,0100
STD-6 X 0,380 0,400 1500000
goc 2,3- ’ ’
DPG 60000000 | 0,0100
STD-5 STD-6 1500000 0,100 0,200 0,300 500000
STD-4 STD-6 1500000 0,0500 0,325 0,375 200000
STD-3 STD-6 1500000 0,0250 0,350 0,375 100000
STD-2 STD-5 500000 0,0500 0,450 0,500 50000
STD-1 STD-5 500000 0,0250 0,475 0,500 25000
Cond. STD-5 500000 0,0250 0,975 1,00 12500

Tiéu chuin kiém soat chit lwong dugc 1ap bang cach sir dung nude lam chat nén

theo bang trinh bay dudi day. Ti€u chuén kidm soat chit lugng da chi ra dugc chuén bi

bang cach pha lodng thé tich tang vot duge chi dinh ciia dung dich gbc voi thé tich chét

nén duoc chi dinh.

Tiéu 8 tf : At 5 O
chudn ‘ The tich | 14 fi¢py | Thé tich | Nong do
2 Lz Nong do | tang dot | < 2 cuoi cudi

kiém | Dung dich goc | bid Cchat nen \ .
o 1A gbc(ng/mL) 1en cung cung
soat chat & (mL) (mL) | (ng/mL)
lugng (mL) g
gbc ATP 60000000 | 0,160
QC-cao - 7,68 8,00 1200000
goc 2,3-DPG | 60000000 0,160
QC-
trung QC-cao 1200000 1,50 4,50 6,00 300000
binh
QC-thip | QC- trung binh | 300000 1,50 4,50 6,00 75000
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Dung dich tao gai chudn n6i dugc chuin bi véi ndng d6 cudi ciing 1a 12500 ng/mL
ATP va 2,3-DPG bang cach pha loang dung dich gbc cia ATP va 2,3-DPG & ndng do
1000000 ng/mL v6i nuée. 0,200 mL mdi dung dich gbc ATP va 2,3-DPG dugc pha
lodng véi 15,6 mL nudce dé tao ra thé tich cubi cung 12 16,0 mL & ndng d6 cudi clng 1a

12500 ng/mL ATP va 2,3-DPG.

Quy trinh sau day duoc st dung d8 chiét mau trude khi phan tich qua LC-MS/MS.
15,0 pLL chét chuén hiéu chudn, kiém soét chét lugng, mau tréng va mau duoc trich dan
vao tAm 96 13. 50,0 pL dung dich chét chudn ndi dugc thém vao tAt c cac mAu trén tAm,
ngoai trir cac mAu tring nén; 50,0 pL nudce duge thém vao cac mAu tring nén. Sau do,
150 pL nude duge thém vao tAt ca cac mAu trén tAm. Sau do, tAm duoc ddy va khuéy
tron bang xody & tdc do cao trong 10 phut, sau d6 750 uL metanol dugc thém vao tat ca
céc mau trén tAim. TAm duoc bao phi va khudy tron bing xo4y trong khoang 1 phut. Sau
d6, tAm duge ly tdm véi tdc d6 khoang 3500 vong/phut ¢ khoang 4 °C trong nam phut.
Sau khi ly tAm, bo xt Iy chét long dugc st dung dé chuyén 50 pL mdi mAu vao tam 96
15 méi va 200 pL axetonitril duge thém vao tht ca cac mau trén tAm. Tdm méi chudn bi
dugc day va khudy bing xody trong khoang 1 phut. Sau do, tim duoc ly thm voi tde do

khoang 3500 vong/phut & khoang 4 °C trong 2 pht.

Théng s6 LC va diéu kién gradient sau day duoc st dung dé phan tich céc mau

duoc chiét:

Thong s6 LC
Nha cung cap: SeQuant
MO ta: ZIC-pHILIC
Cot phan tich
Kich thudc: 50 mm x 2,1 mm
Nhiét do 10 sudi cot: 40 °C
. Vi tri: Ngén xép lanh
Gia 4o tam - -
Piém dit ngin xEp lanh: 5°C
Pha dong A 10mM Amoni
Pha dong (MPA) axetat trong nu6c do pH 8,5
Pha dong B 5:95 MPA:ACN
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(MPB)
Thé tich tiém 5uL
Gradient LC
Budce Thoi gian Dong Cai dat % MPB
s) (mL/min) gradient
1 50 0,400 Budc 5
2 30 0,400 Déc 95
3 70 0,400 Budc 5

Dit liéu dugc thu thap bat dau & 0,08 min va duge thu thap trén do dai ctra sb dir

liéu 13 0,70 min.

Thong s6 MS sau ddy duoc sir dung d8 phén tich mau chiét st dung khéi phd ké

API-5500:
Giao dién: Ion héa phun ion Turbo, ché @6 ion duong
Ché do quét: Giam sat nhiéu phan ing (MRM)

Thong sb quét: Cha me/san pham: Thoi gian cho (ms):
506,0/159,0 50
521,0/159,0 25
265,0/166,8 50
268,0/169,8 25

Nhiét d6 ngudn: 400 °C

Dit liéu MS thu thap dugc dugc phén tich va ndng do mau duge dinh lugng bang

cach str dung ty 1€ dién tich dinh véi kiéu hdi quy tuyén tinh 1/x2.
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Yéu ciu bao ho
1. Hop chét c6 cong thirc I:
OH
5N
0] 7N #—N\/l/\i/\N
N= ) @]
L
hoic mudi duge dung ctia né.
2. Hop chét theo diém 1, hodic mudi duoc dung ctia no, trong d6 hop chét ¢ cong
thirc I 14 hop chit 1:
OH
(2
A D
N= 0 @]
1.
3. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chét c6 cong thirc I 13 hop chat 1:
OH
N= 'e) O
L.
4. Hop chét theo diém 1, hodc mudi dugc dung ctia né, trong d6 hop chét c6 cong
thirc I 12 hop chét 2:
OH
9 2
o— %—N@CN
N=" 0O o}
2.

5. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chit c6 cong thirc I 12 hop chit 2:
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OH
(O/ \_ & 1§_©
0 - ‘sol—NC\CN S

Ché phdm chira hdn hop ctia hop chét 1:

OH
0 4

1,

6.

hodc mudi dugc dung ctiia nd, va hop chat 2:

OH
O
o@-%—N | N

o)
2,

hodc mudi duoc dung ctia no.
7. Ché phém theo diém 6, trong d6 hop chit 1 c6 mit véi lugng c6 hidu qua diéu tri

bénh.
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Fig. 2
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