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Linh vie ky thuat dwoc dé cap

Séang ché dé cap dén mudi va dang tinh thé ctia hop chét (R)-N-(5-((4-etylpiperazin-
1-yDmetyl)pyridin-2-yl)-5-flo-4-(6-flo-1-metyl-1,2,3,4-
tetrahydrobenzo[4,5]imidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)pyrimidin-2-amin; sang ché cling d&
cap dén phuong phép didu ché hop chét va dang tinh thé ctia né va hop chit trung gian
¢6 lién quan, dugc phdm chira chiing va viée sir dung ching dé trc ché hoat tinh CDK
4/6. Sang ché ciing dé cap dén phuong phap diéu tri bénh, rbi loan hodc tinh trang c6
lién quan dén su didu bién CDK 4/6 bing cach sir dung it nhit mot trong s6 cac hop chat

hodc dang tinh thé va dugc phdm néu trén.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Céc kinaza phu thudc xyclin (cyclin-dependent kinases - CDKs), 1a 16p protein
kinaza serin/threonin, ¢6 lién quan dén sy diéu hoa chu trinh té bao, su khoi dau phién
ma va kiém soat cac dot chuyén héa nhét dinh. Céc phuc CDK-xyclin dugc tao thanh
boi cac CDK va xyclin khéc nhau, va néu hoat tinh CDK khong duoc didu hoa, su tang
sinh t bao 14 ndm ngoai kha ning kiém soat, su bt én ctia hé gen (d6t bién ADN ting,
mét doan nhiém sic thé va trong tu) va su bt dn cta nhidm séc thé (thay ddi s6 nhiém

sdc thé) cé thé truc tiép hodc gian tiép duoc gly ra.

Céc CDK ¢ trén 20 phan nhom, CDK 1, CDK2, CDK4, CDK6 va tuwong tu c6 lién
quan dén su diéu hoa chu trinh té bao; CDK7, CDK8, CDK9, CDK11 va tuong tu cé
lién quan dén su didu hoa phién ma; va cac kinaza khac bao gébm CDK3, CDKS5, va
twong tu. CDK4/6 (c4c kinaza phu thudc xyclin 4 va 6) 1 cac yéu td chinh dé diéu hoa
chu trinh té bao, su dot bién trong chu trinh té bao cé lién quan dén bénh ung thu chu
yéu tdn tai trong cac quy trinh bién d6i G1 va G1/S, CDK4/6 va xyclin D két hop dé tao
thanh phirc kinaza hoat dong, thong qua sy phosphoryl héa ctia san phidm pRb ciia gen
ttc ché khéi u Rb, yéu t6 phién ma da lien két E2F dwoc giai phéng; su phién ma céc

gen c6 lién quan dén pha S dugc khoi dau, 1am cho té bao di qua diém kiém soat, va
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chuyén tir pha G1 sang pha S. Sy hoat hoa dc higu CDK4/6 ¢6 lién quan mat thiét dén
sy tang sinh ctia mot s6 khdi u. Khoang 80% khdiu & ngudi c6 bat thuong vé con duong
xyclin D-CDK4/6-INK4-Rb. Céc chét trc ché CDK4/6 ngan chan chu trinh té bao trong
pha G1 va do d6 hoat dong d& tre ché sy tang sinh khdi u.

Su phat trién thudc huéng dich CDK4/6 kinaza 14 linh vuc quan trong, va dich
chdng khéi u nay ¢ wu diém & chd: (1) Hiu hét c4c té bao tang sinh déu phu thudc su
ting sinh CDK2 hodc CDK4/6, nhung cac chét ttc ché CDK4/6 khong thé hién tinh doc
t& bao ciia "cac chit Gre ché pan-CDK", nhu gidm tiy xuong va cc dap ing & rudt; (2)
Céc thit nghiém tién 14m sang thé hién ring néu mirc xyclin D tang 1én hodc P16 INK
4a bi bAt hoat, do nhay ciia té bao véi thudc ¢ thé ting, va viéc huéng dich cac thude
¢6 thé tang & pham vi nhat dinh do hién twgng ndy & té bao khdi u so v6i té bao binh
thuodng.

Pon Qubc té s6 PCT/CN2017/117950 m ta 16p dAn xuét benzimidazol hiru dung
1am chét Gre ché CDK 4/6 protein kinaza, hu hét chung hitu hiéu dé e ché CDK 4 va
CDK 6. Do vin con nhing nhu céu chua dugc ddp ing v& tly chon diéu tri cac bénh
qua trung gian kinaza, cac tdc gia sang ché da sang loc tiép cac dang mubi ciia dan xuét
benzimidazol va dang tinh thé cta ching dé dép ing nhu cau y té ctia bénh nhan.

Ban chat ky thuit ciia sing ché

Sang ché d& cap dén mudi va dang tinh thé ctia hop chat (R)-N-(5-((4-etylpiperazin-
1-yDmetyl)pyridin-2-yl)-5-flo-4-(6-flo-1-metyl-1,2,3,4-
tetrahydrobenzo[4,5]imidazo[ 1,2-a]pyridin-8-yl)pyrimidin-2-amin nhu thé hién trong

cong thte I:
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Cong thire I (hop chit I)

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1: Gian db XRD ciia dang tinh thé A ctia hop chét IT (mAu nho, mé s6: 1072P04-
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A14801).

Fig. 2: Gian dd XRD cuia dang tinh thé B.

Fig. 3: Gian dd XRD cta dang tinh thé C ctia hop chéat II.

Fig. 4: Gian dd XRD cta dang v dinh hinh ctia hop chét II.

Fig. 5: Gian dd XRD cua dang tinh thé D ctia hop chét IIL.

Fig. 6: Gian dd XRD cua dang tinh thé E ctia hop chét IIL.

Fig. 7: Gian dd XRD ctia dang tinh thé F ctia hop chat IIL.

Fig. 8: Gian dd XRD ctia dang tinh thé G ctia hop chat II.

Fig. 9: Gian dd XRD ctia dang v6 dinh hinh ctia hop chét III.

Fig. 10: Gidn dd XRD cta dang tinh thé A cta hop chét II (mau nho, mé sb:
1072P04-A14S01) & céc diéu kién n dinh khac nhau. Tir dudi 1én, y nghia ctia cac dong
14n Iuot tir (1) dén () duoc mo ta sau day:

(1) Gian d6 XRD cta dang tinh thé A ctia hop chét I trong 0 ngay;

(2) Gian dd XRD cua dang tinh thé A ciia hop chat I & 25°C, trong dd am 60%

trong 10 ngay;

(3) Gian dd XRD cua dang tinh thé A ciia hop chét IT & 40°C, trong do dm 75%

trong 10 ngay;

@ Gian dd XRD ctia dang tinh thé A ctia hop chét IT & 80°C, trong diéu kién khd

trong 24 gio.

Fig. 11: Gian dd DSC cua dang tinh thé A ciia hop chét II. Hoanh d9 (truc X) 1a
nhiét do theo don vi °C; tung do (truc Y) la dong nhiét theo don vi w/g.

Fig. 12: Gian dd XRD cua dang tinh thé A ctia hop chét IT (mau thi didm (pilot),

mé s6: 20170903).

Trong céc Fig. 1-Fig. 10 va Fig. 12 trén day, hoanh dd (truc X) 14 goc nhidu xa 20

theo don vi “°”; tung dd (truc Y) 13 cudng d6 nhiu xa theo don vi "sd dém".
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M3 ta chi tiét sang ché
Céc mubi ciia hop chat c¢6 cong thic I

Theo mot s6 phwong an, mudi duge tao thanh boi axit va hop chit I. Mubi c6 thé
tn tai & cac dang vt ly khac nhau. Chéng han, mubi ¢6 thé & dang dung dich, huyén
phtl hoic & dang rén. Theo mot s6 phuong 4n, mudi ciia hop chit 1& dang ran. Khi hop
chét & dang rén, hop chét nay c6 thé 1a dang dinh hinh, dang tinh thé hodc hon hop cta
ching. Céc mudi ciia hop chit I v6i hai axit dugc thir nghiém duséi ddy. Cac mubi lan
lwot 1a mudi cia axit tartaric va mudi ctia axit metansulfonic. Theo mét sé phuong 4n,
mudi ciia axit tartaric 1a mubi cia axit L-tartaric. Cong thirc ctia mudi axit L-tartaric va
mudi axit metansulfonic ctia hop chét I dugce thé hién dudi dang cong thic I va cong

thue II1:

Mudi axit I-tartaric ctia hop chit I (hop chét c6 cong thire 11, hop chat IT)

OH O

N 1 Ho -~

Q. 2 NOH
N O OH.

Cong thire IT (hop chét IT)

Mudi axit metansulfonic ctia hop chit I (hop chit ¢ cong thire 111, hop chét IIT)

F -
N X N “,
Q AEN:\\N)LN/ NQ 03\3/’3
( H ) HO
N
I .
Céng thirc I (hop chat I1T)

Sang ché ciing dé xuét cic dang tinh thé khac nhau ctia hop chét IT va hop chét III

duoc mo ta trén day. Chang han,
Dang tinh thé A ctia hop chét IT
Séng ché d& xuét dang tinh thé A ciia hop chat II.

Theo mot s phuong 4n, dang tinh thé A ctia hop chét IT ¢6 thé duoc nhén dang
bang phuong phap nhidu xa bt tia X. Theo mot sb phuong 4n, gian dd nhidu xa bot tia
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X cua dang tinh thé A ctia hop chAtIT ¢6 cac dinh dic trung & géc nhiéu xa 20 12 4,4+0,2°,
23,6:0,2° va 26,9+0,2°. D& thuan tién, sang ché dugc goi la dang tinh thé A.

Theo mot s& phuong 4n, gian dd nhidu xa bot tia X ctia dang tinh thé A c6 céc dinh
dic trung & gbe nhifu xa 26 13 4,4+0,2°, 8,7+0,2°, 10,8+0,2°, 18,4+0,2°, 23,6+0,2°va
26,9+0,2°.

Theo mot sb phuong an, gian dd nhifu xa bdt tia X cua dang tinh thé A c6 cac dinh
dic trung ¢ goéc nhiu xa 20 1a 4,4+0,2°, 8,7+0,2°, 10,8+0,2°, 15,9+0,2°, 18,4+0,2°,
23,6+0,2°va 26,940,2°.

Theo mot s phwong 4n, dang tinh thd A cta hop chét IT theo sing ché c6 thé duoc
nhan dang bing phwong phap do nhiét lwgng quét vi sai. Theo mot s6 phwong 4n, dang
tinh thé A c6 gidn dd do nhiét lugng quét vi sai chit yéu nhu dugc thé hién trén Fig. 11,
Trong gidn d DSC, dang tinh thd A c6 dinh thu nhiét & khoang 230,1~233,1 °C. Két
qua ctia phép do nhiét luong quét vi sai dugc xac dinh bing DSC 200F3 240-20-0954-
L cua hang NETZSCH (khi suc: nito; tbc do dong: 60mL/phut; tbc dd gia nhiét:
10°C/phit, khoang thr nghiém: 30°C-300°C).

Theo mét sé phuong 4n, dang tinh thé A cta hop chét 1T theo sang ché c¢6 ham
lwong axit L-tartaric khoang tir 12,01% dén 13,27%, ma c6 thé duoc x4c dinh béng cach
stt dung phuong phép sdc ky ion, phat hién dd din dién, va tinh toan ham lugng thanh

phin chinh bang cach st dung phuong phap ngoai chuén.

Theo mot s6 phuong 4n, dang tinh thé A ctia hop chét II theo sang ché cé thé duoc
nhén dang bing 'HNMR, két qua 'HNMR la nhu sau: 'HNMR (500MHz,CDCls)
Sppm:1,01-1,04 (t, 3H, CH3, J=5,3Hz), 1,50-1,52 (d, 3H, CH3, J=6,5Hz), 1,93-1,95 (m,
2H, CH2), 2,03-2,06 (m, 1H, CH2), 2,16-2,19 (m, 1H, CH2), 2,50 (s, 8H, CH2), 2,57 (s,
2H,CH?2), 2,93-3,09 (m, 2H,CH2), 3,47 (s, 1H, CH2), 4,02 (s, 1H, CH), 4,79 (s, 1H,
CH), 7,68-7,70 (d, 1H, CH, J=10,5), 7,71-7,73 (d, 1H, Ar-H, J=12,5), 8,12 (s, 1H, Ar-
H), 8,20 (s, 1H, Ar-H), 8,21 (s, 1H, Ar-H), 8,68-8,69 (d, 1H, Ar-H, J=3,5), 10,03 (s, 1H,
N-H).

T6t hon, néu d tinh khiét ctia dang tinh thé A 12 >85%.
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Tbt hon, néu d6 tinh khiét cia dang tinh thé A 13>95%.
Tét hon, néu do tinh khiét cia dang tinh thé A 13 >99%.
T&t hon, néu d6 tinh khiét ciia dang tinh thé A 14 >99,5%.
Tét hon, néu dang tinh thé A 13 anhydrat.

Dang tinh thé A ctia hop chét IT dugc dé xudt theo sang ché cac dic tinh vé kha
nang két tinh tt, do hat Am thip, va d6 6n dinh tot, va c6 d0 kha dung sinh hoc theo

dudng udng chap nhan duogc.
Dang tinh thé B ctia hop chat II

Sang ché cling dé xuat dang tinh thé cua hop chit II, dé thuén tién, dang nay duogc
goi 12 dang tinh thé B theo sédng ché. Dang tinh thé B c6 gian d6 nhiéu xa bdt tia X chu
yéu nhu dugce thé hién trong Fig. 2.

Tét hon, néu d¢ tinh khiét ciia dang tinh thé B 12 >85%.
Tt hon, néu dd tinh khiét cua dang tinh thé B 12 >95%.
Tét hon, néu d¢ tinh khiét cia dang tinh thé B 12 >99%.
Tét hon, néu dd tinh khiét cua dang tinh thé B 13 >99,5%.
Tét hon, néu dang tinh thé B 13 anhydrat.

Dang tinh thé C ctia hop chat IT

Séang ché ciing dé xuét dang tinh thé khac ctia hop chét I1, dé thuan tién, dang nay
duoc goi la dang tinh thé C theo sang ché. Dang tinh thé C ¢6 gian dd nhiu xa bot tia
X chi yéu nhu duoc thé hién trong Fig. 3.

Tét hon, néu do tinh khiét ctia dang tinh thé C 12 >85%.
T6t hon, néu do tinh khiét ctia dang tinh thé C 14 >95%.
Tt hon, néu d6 tinh khiét cia dang tinh thé C 14 >99%.
Tt hon, néu do tinh khiét ctia dang tinh thé C 12 >99,5%.

Séng ché dé xuit dang vo dinh hinh cta hop chét II hodc solvat ctia nd, dang vo

dinh hinh cht yéu c6 gian dd nhidu xa bot tia X nhu duoc thé hién trong Fig. 4.
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Séang ché ciing dé xudt duoc phém chtra lugng hitu hiéu didu tri cua dang tinh thé

A, dang tinh thé B va/hodc dang tinh thé C ctia hop chét II.
Sang ché con d& xuit cdc phwong 4n vu tién v& dugc pham dwgc md ta trén day:

Tét hon, néu duoc phdm chira lugng hitu hiéu didu tri cta dang tinh thé A, dang
tinh thé B va/hodc dang tinh thé C cua hop chét I, va ta duoc, chét phu trg hodc chét

mang dugc dung.

Tét hon, néu duoc pham chita lugng hitu hiéu didu tri cua dang tinh thé A ctia hop

chit IL, va ta duoc, chét phu tro hodc chit mang duoc dung.

Tét hon, néu duge phém chtra luong hitu hi¢u didu tri cta dang tinh thé A, dang
tinh thé B va/hoiic dang tinh thé C ctia hop chét II, vA it nhat mot thanh phan hoat tinh
khac.

Tt hon, néu duoc pham chira lugng hitu hiéu diéu tri ctia dang tinh thé A ctia hop

chét IT, va it nhAt mot thanh phan hoat tinh khéc.
Tét hon, néu duoc pham 13 dang bao ché dung dudng ubng.
Tét hon, néu duoc pham 12 vién nén hodc vién nang.

Sang ché ciing @& xudt viéc str dung dang tinh thé A, dang tinh thé B va/hodc dang
tinh thé C ctia hop chét II trong san xuét thudc dé didu tri bénh, r6i loan hogc tinh trang
& bénh nhén, trong d6 bénh, r6i loan hodc tinh trang dugc trung gian béi CDK, nhu
CDK4 va/hoac CDKG6.

Sang ché ciing d& xuét cic phuong 4n wu tién v& dang tinh thé A, dang tinh thé B
va/hodc dang tinh thé C cta hop chét II.

T&t hon, néu bénh, rdi loan hoic tinh trang bénh 1y 1a bénh ung thur va/hodc bénh
tang sinh.

T8t hon, néu bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh 1y 14 ung thu dai trang, ung thu
truc trang, ung thu té bao vo, da u tiy, ung thu vii, ung thu tuyén tién liét, u nguyén bao
than kinh dém, ung thu thuc quan té bao vay, sarcom md, u lympho té bao T, u hic séc

t6, ung thu tuy, ung thu nfo hodc ung thu phdi.
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Tét hon, néu bénh, rdi loan hogc tinh trang bénh 1y 12 ung thu va.

Sang ché cting dé xuit phuong phap diéu tri bénh, réi loan, ho#c tinh trang bénh 1y
& bénh nhén bang cach cho st dung dang tinh thé A, dang tinh thé B v/hoic dang tinh
thd C ctia hop chét IT cho bénh nhén.

Sang ché con d& xuat cic phuong 4n uu tién vé phuong phap diéu tri bénh, rdi loan
hoic tinh trang bénh ly & bénh nhan bang dang tinh thé A, dang tinh thé B vi/hoic dang
tinh thé C ctia hop chét IT bénh, ri loan hodc tinh trang bénh 1y:

Tét hon, bénh, rdi loan hosc tinh trang bénh 1y 12 qua trung gian CDK, nhu CDK4
va/hodc CDKG6.

Tét hon, néu bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh ly 1a bénh ung thur va/hodc bénh
tang sinh.

Tét hon, néu bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh 1y 1a ung thw dai trang, ung thu
truc trang, ung thu té bao vo, da u tiy, ung thu vi, ung thu tuyén tién liét, u nguyén bao
than kinh dém, ung thu thyc quan té bao vdy, sarcom md, u lympho té bao T, u héc sic

t, ung thu tuy, ung thu ndo hodc ung thu phoi.
Tét hon, néu bénh, r6i loan hodc tinh trang bénh ly 1a ung thu vu.
Dang tinh thé D ctia hop chét TTT

Séang ché d& xut dang tinh thé ctia hop chét ITI vi/hodc solvat ctia nd, dé thuan tién,
sang ché nay goi 1a dang tinh thé D. Dang tinh thé D c6 gian dd nhiéu xa bot tia X chu
yéu nhu dugce thé hién trong Fig. 5.

T&t hon, néu dd tinh khiét cua dang tinh thé D 14 >85%.
Tét hon, néu do tinh khiét ctia dang tinh thé D 12 >95%.
Tét hon, néu do tinh khiét cua dang tinh thé D 14 >99%.
Tét hon, néu dd tinh khiét ctia dang tinh thé D 12 >99,5%.
Tét hon, néu dang tinh thé D 13 anhydrat.

Dang tinh thé E ctia hop chét IIT
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Séng ché dé xuét dang tinh thé ctia hop chét I1I vi/hoic solvat ctia nd, dé thuan tién,
sang ché goi 13 dang tinh thé E. Dang tinh thé E c6 gian dd nhiéu xa bot tia X chu yéu
nhu duoc thé hién trong Fig. 6.

T6t hon, néu d6 tinh khiét cia dang tinh thé E 12 >85%.
T6t hon, néu d6 tinh khiét ctia dang tinh thé E 13 >95%.
Tt hon, néu d6 tinh khiét cua dang tinh thé E 13 >99%.
T6t hon, néu d6 tinh khiét cia dang tinh thé E 13 >99,5%.
T6t hon, néu dang tinh thé E 14 dihydrat.

Dang tinh thé F ctia hop chét IIT

Sang ché d& xuit dang tinh thé ctia hop chit III va/hoic solvat ctia n6, dé thuan tién,
sang ché goi 12 dang tinh thé F. Dang tinh thé F ¢6 gian dd nhidu xa bot tia X chii yéu
nhu duoc thé hién trong Fig. 7.

Tt hon, néu d6 tinh khiét ctia dang tinh thé F 13 >85%.
Tét hon, néu d6 tinh khiét cia dang tinh thé F 12 >95%.
T&t hon, néu do tinh khiét ctia dang tinh thé F 12 >99%.
T6t hon, néu do tinh khiét ciia dang tinh thé F 12 >99,5%.
Tét hon, néu dang tinh thé F 13 hydrat 1,5.

Dang tinh thé G cia hop chét IIT

Séang ché dé xuat dang tinh thé ctia hop chat ITT va/hoic solvat ctia né, dé thuén tién,
sang ché goi 14 dang tinh thé G. Dang tinh thé G ¢6 gian d6 nhifu xa bot tia X chu yéu
nhu dwgc thé hién trong Fig. 8.

T&t hon, néu d6 tinh khiét cia dang tinh thé G 13 >85%.
Tt hon, néu do tinh khiét cta dang tinh thé G 14 >95%.
Tét hon, néu d6 tinh khiét cua dang tinh thé G 12 >99%.

Tét hon, néu d6 tinh khiét cua dang tinh thé G 12 >99,5%.
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Tt hon, néu dang tinh thé G 13 hydrat 2,5.

Séang ché ciing dé xuit dang v6 dinh hinh cta hop chét IIT va/hodc solvat ctia nd,
dang v6 dinh hinh nay c6 gian dd nhiu xa bot tia X chu yéu nhu dugc thé hién trong

Fig. 9.

Séng ché ciing d& xudt dwoc phdm chira lugng hitu hiéu didu tri ciia dang tinh thé

D, dang tinh thé E, dang tinh thé F va/hodc dang tinh thé G ctia hop chat IIL.
Sang ché ciing d& xuat cac phuong én uu tién vé dugce pham:

Tét hon, néu duwgc pham chira lugng hitu hiéu didu tri cta dang tinh thé D, dang
tinh thé E, dang tinh thé F va dang tinh thé G ctia hop chét IIT, va té duoc, chat phu tro

hodc chit mang duge dung.

Tt hon, néu duoc phém chtta lugng hittu hiéu didu tri cua dang tinh thé D, dang
tinh th E, dang tinh thé F va dang tinh thé G ctia hop chét ITI, va it nhat mt thanh phan
hoat tinh khac.

Tét hon, néu duge pham 14 dang bao ché dung dudng udng.

Tt hon, néu duge phdm 14 vién nén hodc vién nang.

Séang ché cling dé xuét viéc st dung dang tinh thé D, dang tinh thé E, dang tinh thé
F va/hodc dang tinh thé G ctia hop chét III trong san xuét thubc dé diéu tri bénh, rdi loan
hoic tinh trang bénh 1y ¢ bénh nhan, trong d6, bénh, 161 loan hodc tinh trang bénh 1y 13
qua trung gian CDK, nhu CDK4 va/hodc CDKG6.

Séang ché cling dé& xuét cac phuong an uu tién v& str dung dang tinh thé D, dang tinh
thé B, dang tinh thé F vi/hoic dang tinh thé G ciia hop chat IIT:

T8t hon, néu bénh, rbi loan hodc tinh trang bénh 1y 1a bénh ung thu va/hodc bénh
tdng sinh.

T&t hon, néu bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh 1y 14 ung thu dai trang, ung thu
truc trang, ung thu té bao vo, da u tay, ung thu vi, ung thu tuyén tién liét, u nguyén bao

than kinh dém, ung thu thue quéan té bao vay, sarcom md, u lympho t€ bao T, u hic sic

td, ung thu tuy, ung thu ndo hodc ung thu phéi.

10
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T&t hon, néu bénh, 161 loan hodc tinh trang bénh 1y 1a ung thu vi.

Séang ché ciing dé xudt phuong phap diéu tri bénh, 161 loan hodc tinh trang bénh ly
& bénh nhén bang cch cho bénh nhén st dung dang tinh thé D, dang tinh thé E, dang
tinh thé F va/hodc dang tinh thé G cua hop chit I11.

Sang ché ciing dé xuét cac phuong 4n uu tién vé phuong phép diéu tri bénh, rdi
Joan hodic tinh trang bénh 1y & bénh nhan béng cch cho bénh nhan dang tinh thé D, dang
tinh thé E, dang tinh thd F va/hodc dang tinh thé G cta hop chat I1I:

Tét hon, néu bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh 1y la qua trung gian CDK, nhu
CDK4 va/hoac CDKe6.

Tét hon, néu bénh, réi loan hoic tinh trang bénh 1y 12 bénh ung thu vi/hogdc bénh
tang sinh.

Tét hon, néu bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh ly 1a ung thu dai trang, ung thu
truc trang, ung thu té bao vo, da u tiy, ung thu va, ung thu tuyén tién liét, u nguyén bao
than kinh dém, ung thu thuc quan té bao vay, sarcom md, u lympho té bao T, u héc sic
td, ung thu tuy, ung thu ndo hodc ung thu phéi.

Tét hon, néu bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh 1y la ung thu vi.

Theo mot sd phuong 4n, séng ché @& xuit dang tinh thé ciia mudi cta hop chit 1,
dang tinh thé nay dugc diéu ché bang cac bude sau:

1) tao huyén phti (R)-N-(5-((4-etylpiperazin-1-yl)metyl)pyridin-2-yl)-5-flo-4-
(6-flo-1-metyl-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[4,5]imidazo[ 1,2-a]pyridin-8-yl)pyrimidin-2-
amin (hop chit I) trong nuée va/hodc dung mdi hitu co hoa tan trong nude, dé thu duoc

huyén phu;
2) gia nhiét huyén pht nay dén 50°C hodc cao hon;

3) gift nhiét dd & 50°C hoic cao hon, b sung axit vao huyén phti ny, va thuc

hién x1r Iy axit hoa, thu dugc dung dich trong subt;

4) lam mat dung dich trong sudt nay dén nhiét do trong phong, loc trong khi

khudy, 1am kho banh loc, thu duoc dang tinh thé ctia mubi ctia hop chét I.

11
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Chéng han, axit 12 axit L-tartaric & budc 3), dang tinh thé & buéc 4) 12 dang tinh thé

clia muoi axit L-tartaric ctia hop chat I.

Chéng han, axit 12 axit metansulfonic & budc 3), dang tinh thé & bude 4) 1a dang

tinh thé ciia mudi axit metansulfonic ctia hop chét L.

Theo mét s6 phuong 4n, dang tinh thé A cua hop chat IT dugc diu ché bing cac

budc sau day:

Hoa tan hop chét I trong metanol ¢ 50-70°C & thu duoc dung dich trong sudt, hda
tan axit L-tartaric trong metanol, bd sung ting giot dung dich axit L-tartaric trong
metanol vao dung dich hop chét I trong metanol, loc sau khi khudy, 1am kho banh loc &
40-70°C, thu duoc dang tinh thé A ciia hop chat II.

Theo mét s6 phuwong 4n, phuong phap diéu ché dang tinh thé B ctia hop chit IT, bao

gom:
B6 sung nudc va axeton vao dang tinh thé A cua hop chét II, thu dugce dung dich
trong subt, khuéy sau khi loc, sau dé khuéy & 0-20°C, két tia chét rin, lam kho sau khi
ly tAm, thu dugc dang tinh thé B ctia hop chat II.

Theo m6t s6 phwong an, phwong phép diu ché dang tinh thé C ctia hop chit IT, bao

1
A

gom:

Trong khi khudy, 1-03 (100g), metanol khan (1L) 14n luot duoc bd sung vio binh
phan ung 21, gia nhiét dén 65°C. Sau khi hon hop phan Gtng dugc 1am trong trong 0,5
gi0, dung dich axit L-tartaric trong metanol (dung dich chira 30,09g axit tartaric trong
100mIL metanol khan) duoc b6 sung vao ting giot. Thoi gian nho giot duoc kiém soat
trong 45-60 phut. Sau khi hoan thanh viéc nho giot, dung dich nay dugc cho phén ting
& 65°C trong 4 gio. Sau d6, dung dich axit L-tartaric trong metanol (dung dich chua
7,48g axit tartaric trong 100mL metanol khan) dugc bd sung vao. Thoi gian nho giot
dwoc kiém soét trong 30-45 phut. Sau khi hoan thanh viéc nho giot, dung dich nay dugc
cho phan tng & 65 °C trong 1,5 gio. Sau d6, dung dich axit L-tartaric trong metanol
(dung dich chutra 8,55g axit tartaric trong 100mL metanol khan) duoc bd sung vao. Thoi

gian nho giot duoc kiém soat trong 30-45 phut. Sau khi hoan thanh viéc nho giot, dung
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dich nay dwoc cho phan ting & 65 °C trong 1,5 gio. Dung dich nay dugc lam mat xubng
dudi 10°C, loc, banh loc dugce rira bang metanol (100mLx2), sau d6 1am kho trong chén
khong & 45°C trong 36 gio, thu duge 109,4g bot tinh thd mau vang, 13 mudi axit L-
tartaric cua hop chét II. Bot nay duoc nhan dang bing phuong phap nhiéu xa bot tia X.
Két qua thé hién ring dang tinh thé ndy 12 dang tinh thé C chia mubi axit L-tartaric ctia
hop chat IT.

Theo mot s& phuong 4n, phuong phép didu ché dang vo dinh hinh ctia hop chat I,
bao gdm:

Trifloetanol dugc bd sung vao dang tinh thé A ctia hgp chét 11, thu duoc dung dich
trong sudt, sau d6 dung dich trong sudt nay dugc co dic trong &p sudt giam, va thu
dugc dang vo dinh hinh cta hop chét IL.

Dang v6 dinh hinh cta hop chét IT d& dang tao ra dang B cua hop chét II do tac
dong ctia do 4m trong méi trudng ¢ nhiét do trong phong.

Dang v dinh hinh cta hop chét 1T d& dang dugc chuyén hoa thanh dang tinh thé B

cta hop chat IT do tic dong cua nudce 6 nhiét do trong phong.

Vi du, sdng ché cling d& xuit phuong phép diug ché mudi axit L-tartaric (hop chat

II) cua (R)-N-(5-((4-etylpiperazin-1-yl)metyl)pyridin-2-yl)-5 -flo-4-(6-flo-1- metyl-
1,2,3,4-tetrahydrobenzo[4,5]imidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)pyrimidin-2-amin, bao gbm:

13
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Hop chit I

Theo m6t sé phuong 4n, phuong phép diéu ché dang tinh thé D ctia hop chét IIT,
bao gom:

hop chét I duge hao tan trong metanol & 50-70°C, axit metansulfonic dwgc hoa tan
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trong metanol. Dung dich axit metansulfonic trong metanol duoc bd sung ting giot vao
dung dich hop chat I. Sau khi khudy, isopropyl ete dugc bd sung vao ting giot, chét rin
dwoc két tiia cham, loc, banh loc dwoc 1am khd & 40-70°C, thu dwgce chét ran. Isopropyl
ete duoc bo sung timg giot vao nude céi, loc sau khi khudy, banh loc dugc lam khd &
40-70°C, thu duge chét ran. Chét rén thu dugc trén ddy duge 1am khd 1ién tuc, thu duge

dang tinh thé D ctia hop chat TIT.

Theo mt s& phuong 4n, phuong phap didu ché dang tinh thé E ciia hop chat III,

bao gom:

Dang tinh thé D ciia hop chét III dugc dé & nhiét do trong phong trong do am
52%RH trong 1-4 ngay, thu dugc dang tinh thé E cua hop chat I1I.

Theo mot s6 phuong 4n, phuong phap didu ché dang tinh thé F ctia hop chét I11,

bao gdm:

Dang tinh thé E ctia hop chét TIT dwgc dé & nhiét dd trong phong trong dd am
44%RH trong 1-14 ngay, thu dugc dang tinh thé F cua hop chét I11.

Theo mdt sb phuong 4n, phuong phép diéu ché dang tinh thé G ctia hop chat III,

bao gom:

Dang tinh thé D ctia hop chat III dugc dé & nhiét do trong phong trong do Am
97%RH trong 1-4 ngay, thu duoc dang tinh thé G cla hop chét T11.

Theo mot s phuong 4n, phuwong phép didu ché dang v6 dinh hinh ctia hop chat 111,

bao gdm:

Dang tinh thé D ctia hop chét IIT dwgc hoa tan trong nude, sau d6 hdn hop nay dugc
¢d dic trong &p sudt giam, thu duoc chét ran nhét, 1a dang vo dinh hinh cua hop chét IIT.

Dang v6 dinh hinh ctia hop chét III khong bén khi ting quy mo 1én 50 mg, dang
nay chuyén héa thanh dang tinh thé.

T4t ca cac dang tinh thé theo sang ché gin nhu tinh khiét.

Thuét ngtt "gan nhu tinh khiét" nhu dwoc st dung & day nghia 13 it nhat 85% khéi
lwong, t&t hon 13 it nhat 95% khdi lwong, t6t hon nita 13 it nhat 99% khéi lugng, t6t nhét

15

15/44



49703

14 it nhat 99,5% khéi lrong dang tinh thé trong hop chét ¢ cong thirc I c6 mit trong

sang ché, dac biét 1a dang A, dang B va/hodc dang C.

Nhu duoc mo ta & day, cac dang tinh thé méi c6 thé dugc nhéan dang bang gian 6
nhiéu xa bot tia X, tuy nhién, nguoi co hiéu biét trung binh v& Iinh vuc nay s& nhan théy
rang cudong do dinh va/hodc tinh trang dinh nhiéu xa bot tia X ¢6 thé thay d6i tir didu
kién thir nghiém nay dén diéu kién thir nghiém khac, nhu céc didu kién th nghiém nhiéu
xa va/hodc cdc cach véan hanh khac nhau, v.v. Dong thoi, gid tri 20 do dugc c6 sai s6
khoang + 0,2° do d¢ chinh x4c cua cac thiét bi khac nhau 12 khac nhau. Tuy nhién, da
biét rang gia tri cuong do twong d6i ctia dinh phu thudce nhiéu hon so véi vi tri ctia dinh
vao céc dic tinh nhét dinh ctia mau dugc do, nhu kich ¢& tinh thé trong mau, dinh hudéng
ctia tinh thé va do tinh khiét ctia vat lidu cAn phan tich. Do d6, c¢6 thé thé hién do 1éch
cudng do dinh trong khoang +20% hodc cao hon. Tuy nhién, bét ké sai s6 thi nghiém,
sai sb thibt bj va dinh hudng wu tién, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh v& linh vuc ndy cling
c6 thé thu duge du thong tin dé nhan dang dang tinh thé tir dit liéu XRD dua ra trong

sang cheé.

Theo sang ché, "c6 gian dd nhiu xa bot tia X nhu duogc thé hién trong Fig. 1" hodc
"c6 gian dd nhidu xa bot tia X nhu duge thé hién trong Fig. 2" nghfa 12 gian do nhiéu xa
bot tia X thé hién dinh chinh nhu dwgc thé hién trong Fig. 1 hodc Fig. 2, trong d6 dinh
chinh duoc so sanh véi dinh cao nhat trong Fig. 1 hodc Fig. 2 ma cudng do cua né dugc
dat 1a 100%. Cac dinh d6 co gia tri cuong do twong dbi cao hon 10%, t&t hon cao hon
30%.

Theo sang ché, "bd sung metanol/axeton" va tuong tu trong phuong phap didu ché
dang tinh thé ¢ nghia 1a metanol dugc bd sung truéce va sau d6 axeton dwgce bd sung
vao, va tuong tu, "etanol/nudce" nghia 14 etanol dugc bd sung trude va sau d6 nude duge
bd sung vao; ngoai ra, "trifloetanol/etyl axetat" nghia 14 trifloetanol dugc bd sung trude
va sau dé etyl axetat dugc bd sung vao. Tuong tu, vi dy, “dung mdi 1/dung mdi 2" nghia
14 dung m6i 1 dwogce bd sung vao trude va sau d6 dung moi 2 duge bd sung vao; va "dung
mdi 2/dung mdi 1" nghia 1a dung mbi 2 dugce bd sung vio trude va sau d6 12 dung moi
1.
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Theo sang ché, thuat ngt "lwgng hitu hiéu diéu tri" chi luong hop chét/dang tinh
thé, khi duoc dung cho déi tuong, 1a dit d& c6 tac dung diéu tri bénh, rdi loan hogc tri¢u
ching trong viéc diéu tri bénh, hodc it nhéit mot triéu chiing 14m sang ctia bénh hodc rdi
loan. "Luong httu hiéu didu tri" ¢ thé thay d6i theo hop chét, bénh, rbi loan, va/hoic
triéu chimg cua bénh hodc roi loan, mirc d6 nghiém trong cuia bénh, r6i loan, va/hodc
triéu chimg cua bénh hogc rdi loan, d0 tudi ciia bénh nhan dugc diéu tri, va/hode thé
trong ctia bénh nhan dugc diéu tri, v.v.. Trong trudng hop cu thé bat ky, ngudi c6 hidu
biét trung binh vé linh vuc nay s& x4c dinh dugc lugng thich hop. Cing c6 thé xac dinh
bing thit nghiém thong thuong. "Lugng hitu hiéu diéu tri" trong trudng hop liéu phdp
két hop chi tong luong d6i tuong két hop hitu hié dé& didu tri bénh, réi loan hoic tinh

trang bénh ly.

T4t ca céc dang liéu ctia dugc pham theo séng ché c6 thé duoc bio ché bang cic
phuong phép thong thuong trong linh vuc duoc, ching han, bang cach tron thanh phan

hoat tinh vdi mdt hodc nhiéu thanh phén phu trg va sau d6 bao ché dang lidu mong mudn.

“Chit mang dugc dung" chi cac chit mang dugc thong thuong thich hop cho dang
bao ché mong mubn, ching han: chat pha lodng, t4 duge nhu nude, cac dung moi hitu
co khéc nhau, va tuong tu; chét don nhu tinh bdt, sacaroza, va tuong tu; chét két dinh
nhu cac dan xuét xenluloza, alginat, gelatin va polyvinylpyrolidon (PVP); chét 1am 4m
nhu glyxerol; chat gy rd nhu aga-aga, canxi cacbonat va natri bicacbonat; chét ting
cuong hép thu nhu cac hgp chét amoni bac bén; chét hoat dong bé mit nhu ruou xetylic;
chét mang hap thu nhu cao lanh va bentonit; chét 1am tron nhu talc, canxi stearat, magie
stearat, polyetylen glycol, va tuong tu, c6 thé duge bd sung thém vao duge pham clng
V6i cac chét phu tro duoe dung khac, nhw chat phan tén, chit 1am én dinh, chét 1am dic,
chét tao phtec, chét dém, chét tang cuong tinh tham, polyme, chét tao'hu’ang, chét tao
ngot, va chit tao mau. Cac chét phu trg thich hop cho dang liéu mong mudn va phuong

thirc stt dung ming mubn tot hon 13 duoc sir dung.

Thuét ngtt "bénh, 161 loan", hodc “tinh trang bénh 1y" chi bénh, 161 loan, bénh, triéu
ching, hoic chi dinh bét ky.
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Vi du thwe hién sang che

Séang ché s& dugc minh hoa tiép bang cac vi du sau day, nhung sang ché khong
duge hiéu 1a chi giéi han trong pham vi cua cdc vi du nay. Trong céc k¥ thuat hodc
phuong phép trong céac vi du sau, khi ma céc didu kién cu thé khong duge md ta cu thé,

ching c6 thé dugc chon tir cdc phuong phap va didu kién thong thudng.
Céc chit viét tat:
Cbz-Cl: Benzyl cloroformat;
DCM: Diclometan;
DMF: N, N- Dimetylformamit;
DMSO: Dimetyl sulfoxit;
DSC: Do nhiét lugng quét vi sai;
DVS: Hép thu hoi dong luc;
EtOH: Etanol;
EtOAc: Etyl axetat;
KOACc: Kali axit axetic;
KO-t-Bu: Kali tert-butoxit;
MeOH: metanol;
P(Cy)s: Trixyclohexylphosphin;
Pd(OAc): Paladi axetat;
Pd(dppf)Cla: [1,1'-Bis(diphenylphosphino)feroxen] paladi diclorua;
RT: nhiét d6 trong phong;
RH: D6 4m tuong dbi;
TGA: Phéan tich nhiét trong;
TEA: Trietanolamin;

THEF: Tetrahydrofuran;
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Xantphos: 4,5-bis(diphenylphosphino)-9, 9-dimetylxanthen;

XRD: Gian dd nhiéu xa bot tia X.
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Téng hop hop chét 1-A1-01 (bude 1)

DCM (20L), 1-A1-S1(300g) va EtzN(390g) duogc bd sung vao binh phén tmg 50L,
va 1am mét dén dudi -5°C, sau d6 Cbz-Cl (570g) duge bd sung ting giot vao hdn hop
néu trén trong 5 gid. Sau khi hoan thanh viéc nho giot, hdn hop phan tmg dugc 1am am
dén nhiét do trong phong va cho phan tng, theo dai bing TLC (EtOAc: hexan=1:3) dén
khi phan ing hoan thanh. Bd sung nude (1,5L) vao hdn hop phén Ung, sau d6 axit
clohydric dic (80mL) duge bd sung cham timg giot, do pH duoc diéu chinh dén 1-2.
Pha hitu co duoc tach va sau d6 rira bang 15 L nudc, 1am kho béng Na»SO4 khan trong

0,5 gio, loc dé loai bo tac nhan lam khd, dich loc dugc thu gom va c¢d dédc. Thu duge

730g hop chit 1-A1-01 (thd) dudi dang chét 16ng dAu mau vang nhat véi higu sult 95,4%.

Téng hop hop chét 1-A1-02 (bude 2)

B6 sung 720mL DCM, DMSO (90g) vao binh phéan tng 20L, hdn hop nay duoc
khudy va 1am mat dén dudi -65°C trong nito, sau d6 COCly dugce bd sung timg giot vao
trong 2 gio. Sau khi hoan thanh viéc nho giot, hdn hop nay dugc khudy trong 20 phiit &
nhiét 6 dudi -65°C; sau d6 dung dich 1-A1-01 trong DCM (143g/500mL DCM) dugc
bd sung ting giot vao trong 40 phut. Sau khi hoan thanh viéc nho giot, hdn hop nay
duoc cho phan ng trong 15 phut ¢ nhiét do dudi -65°C. O nhiét @6 dudi -65°C, TEA
duoc bd sung timg giot vao hdn hop ndy trong 2 giti. Sau khi hoan thanh viée nho giot,
hdn hop phan ting dugc lam Am dén -20°C, sau d6 250L nudc duge bd sung vao, do pH
dwoc didu chinh dén 1-2 béng HCI. Pha hitu co duoc tach va sau dé rtra béng nudc
(1Lx2), 1am kho béng Na S04 khan, loc dé loai bo tac nhan lam kho, dich loc duge thu
gom va ¢ dic. Thu duoc 432g hop chat 1-A1-02 thd dudi dang chét long dau mau vang.
San phdm thd nay dugc st dung truc tiép trong bude tiép theo.

Téng hop hop chét 1-A1-03 (budc 3)

400mL THF, KOt-Bu (215g) dwoc bo sung vao binh phan tng IL; va lam mat dén
5-15°C, trietyl phosphonoaxetat (430g) dugc bd sung timg giot vao hdn hop ndy trong
50 phut. Sau khi hoan thanh viéc nho giot. Dung dich 1-A1-02 trong THF (431g/100mL
THF) duoc bd sung ting giot trong 1 gio & nhiét d6 dudi 15°C. Sau khi hoan thanh viée
nho giot, theo ddi bang TLC (EtOAc: hexan=1:3) dén khi phan ting hoan thanh. B sung
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NaCl bio hoa (1,5L) vao hdn hop phan tng, pha THF dugc thu gom. Pha nude dugc
chiét bing DCM (2L), sau d6 pha hitu co duge 1am kho bing NaxSOs khan trong 0,5
gio, loc @& loai bo tac nhan 1am kho, dich loc dugc thu gom va c6 déc. Phan cin duoc
tinh ché bing phuong phép sic ky cot. Thu duge 390g hop chét 1-A1-03 dudi dang chét
1ong déu mau vang nhat.

Téng hop hop chat 1-A1-041 (budc 4)

Dung dich nuéc NaOH (301g NaOH /1,51 nudc) duge bd sung vao dung dich 1-
A1-03 trong THF (601g/2,3L THF), v gia nhiét dén hdi luu trong 3-4 git trong binh
phan tng 5L. Hn hop thu duge dugc lam mat dén 40-50°C, dé yén va tch, pha hitu
co (THF) dugc thu gom va c6 dac d8 tao ra chét ran. Chét rén nay duoc hoa tan trong
nude (20L), pha nude dugc chiét 14n luot bing metyl tertiary butyl ete (2L), EtOAc
(2L), metyl tertiary butyl ete (2L). Sau d6, pha nwéc dugc diéu chinh dén do pH 1-2
bing HCI dic, va chiét hai 14n bing EtOAc (1,5L, 3L). Pha hitu co dwgc ket hop, va
Jam kho bing Na;SO4 khan trong 0,5 gid, loc dé loai bo tic nhan lam khd, dich loc
duoc thu gom va co ddc dé tao ra chét ran. Chat ran nay duoc tao huyén phu dic véi
isopropyl ete (3L) trong 2 gio, loc @ tao ra chit rin. Chat rin nay dugc rira bang
isopropyl ete (1L). Chét réin nay dugc 1am kho trong 3-4 gis & 50°C bang cach thdi khi.
Thu duge 331g hop chét 1-A1-041 dudi dang chit rin mau vang nhat v&i higu suét
52,7%.

Téng hop hop chét 1-051 (bude 5)

Hop chét 1-A1-041 (600g), metanol (25L), H>SO4 ddc dugc bd sung vao binh phan
tng 50L, va gia nhiét dén hdi lwu trong 3-4 gid. Sau khi phan tmg hoan thanh, hdn hop
phan Gng dugc lam mat dén nhiét do trong phong. Sau d6, hon hop nay duge cb dic, bd
sung DCM (15L) vao phan cin thu duoe, sau d6 hdn hop nay duge diéu chinh dén d6
pH=9-10 bang K>CO;. Pha hitu co dugce thu gom, 1am khd bang Na,SO4 khan trong 0,5
gio, loc dé loai bo tac nhan 1am kho, dich loc duoc thu gom va ¢d dic. Thu dugce 6,37kg
hop chit 1-A1-051 duéi dang cht rin mau tring duc véi hidu suét 97,3%.

Téng hop hop chit 1-A1 (budc 6)

Hop chét 1-A1-051(500g), metanol(1,8L) va Pd/C dugc bd sung vao binh phan
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ting 2L, hé théng dugc thay khong khi bang nito, va thay nito bing hydro 1an lugt ba
14n. Hon hop nay duoc gia nhiét dén 85°C, va cho phan Gng & 3,0MPa trong khi quyén
hydro trong 3 gio. Hon hop thu duge dugc 1am mat dén nhiét @ trong phong, loc aé
loai bd Pd/C, thu gom pha hftu co, va pha hitu co nay dugc ¢ dédc d8 tao ra chit ran mau
vang nhat. B6 sung isopropyl ete (3L) vao chit rén nay va két tinh & -20°C trong 1 gio,
loc dé tao ra cht rén, chét rén nay duoc rira bing isopropyl ete (500mL). Thu dugc 234g
hop chit 1-A1 dudi dang chét rdn mau vang nhat v&i hiéu suét 90,5%.

Tdng hop hop chét 1-A2 (bude 7)

POCI; (413g) dugc b sung ting giot vao hdn hop 1-A1(200g) va 4-bromo-2,6-
difloanilin (410g) toluen (1,2L) trong binh phan tmg 50L trong 1 gid. Sau khi hoan thanh
viée nho giot, EtN duge b sung timg giot vao trong bé nude da trong 1 gid. Sau khi
hoan thanh viéc nho giot, hdn hgp nay dugc gia nhiét dén 110 °C va cho phan tng trong
1 gid. Sau d6, hdn hop phén tmg dugc lam mat dén 2-10°C, 1L nudc duge bd sung vao,
va hdn hop nay dugc didu chinh dén dd pH=9-10 bang K2COs3 bio hoa, va chiét hai 1an
bang EtOAc (1,51, 1L), két hop pha hitu co. Sau d6, pha hitu co duge chiét béng 2L
NaCl bio hoa, va lam khd bang Na;SO4 khan trong 0,5 gio, loc dé loai bé tac nhan lam
kho, dich loc duoc thu gom va co dic d8 tao ra chét ran. Chét rén nay duge tao huyén
phti dic véi isopropyl ete (1L) trong 10 phut, loc. Thu duge 460g hop chit 1-A2 dudi
dang chét rdn mau vang.

Téng hop hop chét 1-A3 (budc 8)

Hon hop 1-A2 (450g), DMF (2L), Cs2COs (700g) duge khudy & 110°C trong 24
gid trong binh phan (mg. Theo ddi bing TLC dén khi phan g hoan thanh. BS sung
EtOAc (3L) vao hdn hop thu duge, loc dé loai bo céc tap chét rn, dich loc dugc chiét
bang NaCl bao hoa (11.x5), va pha hitu co dugc lam kho bang Na;SO4 khan trong 0,5
gid, ¢b dic dé tao ra chét rén, sau d6 chat rén nay dugc tao huyén phu ddc v6i metyl
tertiary butyl ete (1L.x2) trong 30 phut, loc. Thu dugce 382g hop chét 1-A3 dudi dang
chét rdn mau vang nhat v6i hidu suit 90,10%.

Téng hop hop chét 1-01 (budc 9)
Hop chit 1-A3(380g), Bis(pinacolato)diboron (400g), KOAc(340g), Pd(OAc),
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(6g), P(Cy)s (7g), 1,4-dioxan duoc bd sung vao binh phan tng, hdn hop nay dugc gia
nhiét dén 90°C va cho phan Gng trong 2 gid trong nito. Theo doi bing TLC dén khi phan
ung hoan thanh. Hon hop thu duge duge 1am mat dén nhiét do trong phong, loc, dich
loc duoc cd dac dé loai bo 1,4-dioxan, phém cin duogc tinh ché bing phuong phap séc
ky cot bang n-hexan va DCM, sau d6 san phém thu duogc duoc tao huyén phu dac voéin-
hexan (1,2L) trong 1 gid. Thu dugc 334g hop chét 1-01 dudi dang chét rin mau xam
v6i hidu sudt 70,10%.

Téng hop hop chét 1-02 (budc 10)

Hén hop 1-01 (128g), ld-dioxan (IL), 1-S3 (85g), K.COs (110g),
Pd(dppf)Cl.DCM dugc gia nhi€t dén 60°C va cho phan Gng trong 4 gid trong nito trong
binh ba c¢b dung tich 2L. Hon hgp phéan tmg dugc 1am mat dén nhiét d6 trong phong, va
¢b diic trong didu kién 4p suét giam dé loai bo 1,4-dioxan. B6 sung DCM (1,5L) va nude
(1,1L) vao phin cin, khudy, dé yén va tach. Pha nuéc dwoc chiét bing DCM (10L). Pha
hitu co két hop duge chiét bing HCI 0,5% (11x2), va sau d6 bang NaCl bio hoa. Pha
hitu co duoc 1am khé bang khan Na,SO4 (500g), loc dé loai bd tac nhin 1am kho, dich
loc duoc b dic trong didu kién 4p sudt giam. B6 sung EtOAc (0,5L) vao phin cin va
khudy trong 30 phut dé két tia chét rén, loc. Chét rén nay duoc rira bang EtOAc (0,5L),
sau d6 1lam kho & 45°C trong 3 gid trong chén khong, thu duoc chét rin mau vang (120g).
Téng hop hop chét 1-03 (bude 11)

Hdn hop 1-02 (100g), 1,4-dioxan (1L), 1-C2 (80g), Cs2CO3 (163g), Pd(OAc)2 (2g)
va 4,5-bis(diphenylphosphino)-9,9-dimetylxanthen (Xantphos) (4g) dugc khudy & 85°C
trong binh ba cd dung tich 2L trong nito. Sau khi phan tmg hoan thanh, dung dich thu
duoc duoc 1am maét dén nhiét d6 trong phong, loc d8 tao ra chét ran, chét ran nay duoc
rira bang FtOAc. Sau do, chét rdn nay dugc bd sung vao hdn hgp DCM (1,5L) va nude
(1,1L), khudy, dé yén, va 16p hitu co dugc tach ra. Sau do, pha nude duge chiét bé“mg
DCM (700mL). va pha hiru co duoc két hop, sau d6 rira bang nude (700mLx2). Pha
hitu co duge 1am kho bang Na,SO4 khan (700g). Na;SO4 dugc loai bo bang céach loc,

dich loc duoc ¢6 dic. BS sung metanol (0,5L) vao phan cin va gia nhiét dén 55~65°C

trong 0,5 gio, sau d6 lam mat dén nhiét do trong phong, loc dé tao ra chét rén, chét rin
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nay dugc rira bang BtOAc 500mL. Chét rén nay dugc lam khd & 45°C trong chéan khong
trong 8 gio. Thu duoc 111,79 g hop chit 1-03 duéi dang chét rdn mau vang nhat.
Tdng hop hop chét IT (budc 12)

Hop chét 1-03 (500g), metanol khan (3,8L) duoc bd sung vao binh phan tmg 10L
va gia nhiét dén 65°C. Sau khi hdn hop nay duoc khudy dé tao thanh dung dich trong
subt trong 0,5 gid, dung dich axit L-tartaric trong metanol (150,89g axit tartaric dugc
hoa tan trong 500mL metanol khan) duoc bd sung timg giot vao. Thoi gian nho giot
duoc kiém soét trong khoang 45-60 phit. Sau khi hoan thanh viée nho giot, hdn hop
nay duoc khudy & 65°C trong 4 gio, dung dich axit L-tartaric trong metanol (35,58g
axit tartaric dwoc hoa tan trong 250mL metanol khan) duoc bd sung ting giot lién tuc.
Thoi gian nho giot dugc kiém soét trong khoang 30-45 phut. Sau khi hoan thanh viéc
nho giot, hdn hop nay duge khuéy & 65°C trong 1 gio nita, dung dich axit L-tartaric
trong metanol (36,55g axit tartaric dugc hoa tan trong 250mL metanol khan) dugc bd
sung ting giot lién tuc. Thoi gian nho giot duoc kiém soat trong khoang 30-45 phut.
Sau khi hoan thanh viéc nho giot, hdn hop nay dugc khudy & 65°C trbng 1,5 gio nita.
Hon hop nay dugc lam mat dén 20-30°C, loc, banh loc dugc rira bz"mg metanol
(400mLx2), sau d6 lam khd & 45°C trong 36 gio trong chan khong. Thu dugc 53 0,64¢g
hop chét IT dudi dang bot tinh thé mau vang nhat. Dang tinh thé da thé hién 12 dang
tinh thé A ctia hop chét II theo phuong phéap nhiéu xa bt tia X.

Vi du 2: Két qua phét hién bang XRD

MAu nho cta hop chét IT (mé sé: 1072 P 04-A 14 S 01) va mau thi diém ctia hop
chét IT (mé sé: 20170903) duoc tong hop béng phwong phép theo vi du 1, sau dé mau
nhé va mau thi diém nay sau d6 xéc dinh dic tinh bang XRD.

Theo mot phuong an ctia sang ché, phan tich XRD cta mAu nho (mé sb: 1072P04-
A14S01) duoc thuc hién bang nhidu xa ké SoliPharmausing Bruker D8 Advance. Céc
thiét bi phat hién va thong s6 phét hién duoc thé hién trong bang 1, dit liéu cua gian dd

XRD duoc thé hién trong bang 2.
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Bang 1: Thiét bi phat hién va thong s6 phét hién XRD ctia mau nho

Thiét bi

nhidu xa bot tia X (XRD) & thiét bi gia nhiét
theo giai doan XRD

Thiét bi

Nhiéu xa ké Bruker D8 Advance

Chi s6 k¥ thuat

Buéc song dich déng: Birc xa Ko=1,54A
(40kV, 40mA), giac ké 6-26, don sic k€ Mo,
bd phat hién Lynxeye

Ngqyén liéu dinh
chuan

Al0O3

Phan mém tiep nhén

Diffrac Plus XRD Commander

Phan mém phén tich | MDI Jade 6
Mb ta dia mau khong | Puong kinh 24,6mm x do day
phan xa 1,0mm
Thong sO | Nhigt do thay doi Bta dbn
trong bang gia nhiét dfa mau &
gi‘;gng Géc phat hign 3~40°
Do dai bude 0,02°/bude
Téc dd 0,2s/bude

Bang 2: Dit liéu XRD ctia mau nho

Dinh# 26(°) Cudng d6 twong dbi
1%)

1 4.4 100,0

2 8,8 19,3

3 10,9 24,3

4 16,0 25,1

5 18,5 25,4

6 23,7 32,0

7 27,0 44,5

Theo mot phuong 4n khac, phan tich XRD ciia mau thi diém (mé s0: 20170903)
duoc thuc hién bai Beijing Center for Physical & Chemical Analysis bang nhidu xa ké
D8-Advance Xradiation, phwong phép tham chiéu 13 JY/T 009-1996 {Céac quy tic

chung dé do nhifu xa da tinh thé tia X) . Thiét bi phat hién va thong s phat hién duoc

thé hién trong bang 3, dit liéu XRD duoc thé hién trong bang 4.
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Bang 3: Thiét bi phat hién va thong s6 phét hién XRD ctia mAu thi diém

Thiét bi Nhiéu xa ké D8-Advance X radiation
Bude soéng dich ddng: 1,5406nm

Chi s6 k¥ thuat Dién 4p van hanh: 40kV
Dong dién van hanh: 40mA

Pidu kién | Yung quét 26 3~40°

the | D6 dai bude 0,02°/budc

nghiém | Thyj gian luu 0,1 gidy/budc

Bang 4: Dit liéu XRD ctia mau thi diém

Dinhi 20(%) (CI;Oc;ng d6 twong doi
1 4.4 100,0

2 8,7 20,9

3 10,8 19,8

4 15,9 14,0

5 18,4 17,5

6 23,6 22,6

7 26,9 34,6

Ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc nay s& thiy dugc rang trong qué trinh thu
nhén gian dd XRD, dit lidu liégn quan c6 thé duge xit Iy khoa hoc thich hop, nhu xr 1y
hiéu chuén theo dudng co s, d& giam sai s6. Nguoi 6 hidu biét trung binh vé linh vuc
ndy cling sé& thdy duoc rang cé thé c6 mot s6 thay ddi vé géc 260 hodc mire d tach, v.v.,
clia gian dd XRD thu dugc khi van hanh trong cac diéu kién phong thi nghiém khac.
Can hiéu ring gian dd XRD ctia dang tinh thé A ctia hop chét II theo séng ché khong chi
gidi han ¢ gidn dd nhilu xa bot tia X nhu duoc thé hién trong Fig. 1 hogc Fig. 12, va cic
tinh thé ¢6 gian dd nhidu xa bot tia X gan nhu triing v&i gian dd dwoc thé hién trong Fig.

1 hodc Fig. 12 ciing thudc pham vi ctia séng ché.
Vidu 3: D6 6n dinh cta dang tinh thé

Thiét bi phéat hién va phwong phap cta gian dd nhidu xa bot tia X theo sang ché
duoc thé hién trong bang 1. Dang tinh thé A ctia hop chat II, dang tinh thé D ctia hop
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chét TIT va dang tinh thé F ctia hop cht III duoc 1am khd ¢ 80°C trong 24 gio, hodc
25°C, dd 4m 60%RH trong 10 ngay, hodc 40°C, 75%RH trong 10 ngay, va gian d6 XRD
duogc thé hién trong Fig. 10, két qua dwoc thé hién trong bang 5.

Bang 5: Két qua thr nghiém do 4n dinh cua cac dang tinh thé khac nhau ciia hop chét II

Dang tinh thé o .\ 25°C, 60%RH, 10 | 40°C, 75%RH, dugc
\ 2 80°C, 24 gio X < \

cua hop chat ngay dat 10 ngay

dang tinh thé A | XRD khong thay | XRD khong thay . x.
ciia hop ch&t T | ddi dbi XRD khong thay doi
dang tinh thé D | XRD khong thay 1. .

cita hop chét ITT | dbi XRD thay doi XRD thay doi

dang tinh thé F 2. 2. 2.

ctta hop chit TTT XRD thay doi XRD thay doi XRD thay doi

Gian dd XRD ciia dang tinh thd A ctia hop chét IT trong céc diéu kién khac nhau
duoc thé hién trén Fig. 10. Nhu duge thé hién trong hinh v nay, dang tinh thé A cla
hop chét 11 duoc 1am kho & 80°C trong 24 giv, 25°C, hodc 60%RH trong 10 ngay, 40°C,
75%RH trong 10 ngay, dang tinh thé nay khong bi thay d6i, didu nay thé hién ring dang
tinh thé A ctia hop chét IT ¢6 dd on dinh tot.

Ngoai ra, dang tinh thé B ctia hop chit II 1a dang tinh thé nira bén 14 tinh thé yéu,
va dang tinh thé B duoc gia nhiét dén 180°C c6 thé chuyén hoa thanh dang tinh thé A.
Vi du 4: Xéc dinh do6 6n dinh thoi gian dai cta dang tinh thé

Céc mAu dang tinh thé A ciia hop chét T va hop chét IT 14n luot dugc dat & 25°C +
2°C, va d6 Am tuwong dbi 60% + 10% trong 18 thang. Va cac mau lan luot dugc phit

hién bing HPLC & 0 thang, 3 thang va 18 thang, va két qua 1a nhw dugc thé hién trong
bang 6.
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va 18 thang duoc phét hién bang HPLC

Mau
Loai phat hién thoi gian hoo chit I Dang tinh tl:lé A cta
op chd hop chat IT
) 0 thang 0,04% 0,05%
Ham luong tap chat . o 0
don téi da (%) 3 thang 0,10% 0,05%
18 thang 0,22% 0,06%

. 0 thang 0,11% 0,10%
Tong ham lugng tap . o o
chét (%) 3 thang 0,17% 0,13%

18 thang 1,0% 0,21%
Ham luong > 0,1% 0 thang 0 0
s0 tap chat chua biét 3 thang 0 0
(s) 18 thang 4 0

Nhu duge thé hién trong bang 6, c¢6 thé théy réng sau 18 thang, ca ham luong tap
chit don t6i da va tong ham lugng tap chit ctia hop chét I 14 cao hon 3 1an so véi cua
dang tinh thé A ctia hop chit IL. Dang tinh thé A ctia hop chat IT tao ra cac tap chét véi
luong nho hon 0,1% sau 18 thang, trong khi hop chét I tao ra bdn tap chét v6i luong 16n

hon 0,1%. P4 én dinh cta dang tinh thé A ctia hgp cht IT dugc cai thién dang ké so vai

hop chit I.

Vi du 5: Xac dinh d¢ hut 4m dong luc (Dynamic moisture sorption - DVS)

Céc thiét bi va phuong phép x4c dinh d¢ hit am dong luc theo sang ché dugc thé

hién trong bang 7, két qua DVS dugc thé hién trong bang 8.

Bang 7: Thiét bi va phuong phép x4c dinh do hut 4m dong luc

Thiét bi x4c dinh d6 hut am dong luc (DVS)

Thiét b

Thiét bi TA Instruments Q5000TGA
Phan mém

didu Khidn Thermal Adventage

Phan mém . .

phan tich Universal Analysis

Khay mau Chén platin
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Luong phat | 1 jomg
hién mau
Khi bao vé nito
Téc d6 dong ,
ihi 10mL/phtt
Khéng hat &m | Khong qud 0,2%
. e 2 Trén 0,2%, nhung khong qua
Tiéu chuan Hut am nhe 2.0% ’ 8 &4
dénh gié — ’
A el DEhutam | Trén 2%, nhung khong qua 15%
Siéuhtt &m | Trén 15%

Bang 8: Két qua x4c dinh DVS

Dang tinh thé ctia hop chit

Su thay d6i khéi lugng trong khoang do
am 0%RH - 80%RH

Dang tinh thé A ctia hop chatTl |5,3%
Dang tinh thé B ctia hop chat 1T | 5,5%
Dang tinh thé D ctia hop chat 1T | 17,2%
Dang tinh thé F ctia hop chat TIT | 16,6%

Dang tinh thé A va dang tinh thé B cua hop chét II: mirc thay d6i vé khéi luong
trong khoang d 4m 0% RH dén 80% RH 1a khoang 5,3% va 5,5%, trong khi i v6i
dang tinh thé D va dang tinh thé F cta hop chét III: mtc thay d6i vé& khéi luong trong
khoang do 4m 0% R dén 80% RH 1a khoang 17,2% va 16,6%. Tir d6 c6 thé thdy rang
dang tinh thé ciia hop chét II it hit &m hon so v&i dang tinh thé ctia hop chat ITI va thich

hop hon dé diéu ché cac che pham rin.

Vi du 6: Xac dinh d6 hoa tan

Thir nghiém dd hoa tan dugc thuc hién trén dang tinh thé A caa hop chét I1, dang
tinh thé D cua hop chét ITI, va hop chét L. két qua vé& d6 hoa tan trong nudc & nhiét dd
trong phong dwoc thé hién trong bang 9. C6 thé thdy ring cic dang tinh thé khic nhau
cia hop chét 1T ¢6 ddc tinh cai thién do hoa tan khac nhau, va dang tinh thé A cua hop

chét IT thé hién dic tinh hoa tan tuyét voi.
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Bang 9: Két qua dj hoa tan cua cic dang tinh thé khéc nhau ciia hop chit IT

Dang i hé ciahgpchdt | D108 10 trong nuGe & PR loai 4§ hoe
Dang tinh thé A ctia hop chét 1T | 100-200mg/mL Dé tan

Dang tinh thé D ctia hop chét IIT | 50-100mg/mL Hoa'tan

hop chit I <lmg/mL R4t it tan

Luu y: Tiéu chuan phén loai dd hoa tan 1a theo c4c quy dinh twong Ung trong bbn trudong
hop téng quat trong Dugce dién cia Trung Quoc (2015).

Vi du 7: Thtr nghiém dugce dong hoc

Tbng s6 12 chubt cong SD duge chia thanh hai nhém, 6 chudt mdi nhém, mot nira
13 chuot duc va mot nira 1a chudt cdi. 30mg/kg dang tinh thé A ctia hop chat IT va hop
chét I duge cho dung dudng ubng bing 6ng thong riéng ré mdi ngy mot lan.

Trong mau huyét twong trén déy, protein duoc két tha bang axetonitril, dich nbi
dugc pha loang 3 1An bing nuée, va 5 uL duge phét hién bing LC-MS/MS, két qua thir

nghiém dugce thé hién trong bang 10:

Bang 10: Két qua thir nghiém dugc dong hoc

x Cach Liéu  dung .
hop chat ding (mg/ke) AUCqsi (h*ng/mL)
hop chét T buong 1 3 27670
mieng

Dang tinh thé A | Dudng

ciahop chatIl | miéng 30 47032

Nhu duge thé hién trong bang trén day, so voi hop chit I, dang tinh thé A ctia hop

chét IT duoc hép thu in vivo tét hon.

Vi du 8: Thir nghiém @c ché CDK4/6 ctia hop chit T

Dé ching t6 ring cc hop chét thé hién &i luc véi cde CDK kinaza (CDK4 / CycD3,
CDKG6 / cycD3), thit nghiém CDK kinaza dugc thuc hién.

Céc dém phan ung dugc diéu ché nhu sau: dém kinaza bazo cho DK6 (50mM

HEPES, pH7,5; 0,0015% Brij-35; 10mM MgCl; 2mM DTT); dém kinaza bazo cho
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CDK4 (20mM HEPES, pH7,5; 0,01 % Triton X-100; 10mM MgCly; 2mM DTT); dém
ngmg phan tng (100mM HEPES, pH7,5; 0,015% Brij-35; 0,2% chit phan tmg pht
#3; 50mM EDTA)

Quy trinh phan Ung enzym:

1) Pha loang hop chit dén 50X cta ndng dd cao nhit mong mudn cubi cling trong
phan (g bing DMSO 100%. Chuyén 100uL dich pha loéng hop chét ndy vao giéng
trong dia 96 giéng. Sau dé, pha lodng hop chét hang loat bang cach chuyén 30uL vao
60uL, DMSO 100% trong giéng tiép theo va it nhu vy dé c6 tong s 10 ndng do. B
sung 10041, DMSO 100% véo hai giéng trong dé 1am ddi chiing khong chira hop chét
va dbi chimg khong chira enzym trong cing dia 96 giéng. Panh dau dia nay 1a dia gbe.

2) Chuan bi dia trung gian bing cach chuyén 10uL hop chét tir dia gbc sang dia 96
giéng méi chira 90pL dém kinaza lam dia trung gian.

3) Chuyén SuL hop chét tir dia trung gian 96 giéng vao dia 384 giéng theo b6 doi.

4) B6 sung 10pL dung dich enzym 2,5x vao ting giéng cta dia thir nghiém 384
giéng.

5) U & nhiét do trong phong trong thoi gian 10 phit.

6) B6 sung 10uL dung dich co chit 2,5x dd chuén bi bing cich bd sung peptit dugc
d4nh d4u FAM va ATP trong dém kinaza bazo. Nong d6 phan tmg ctia cac enzym va co
chét 13 nhu trong bang sau (bang 11):

Bang 11: Nong dd phan ting ctia enzym va co chit

Enzym . Nong d6 peptit
Enzym ATP (uM) | Peptit i
™| M) N (M)
CDK4 10 280 P8 3
CDK6 15 800 P8 3

7) U & 28°C trong khoang thdi gian da dinh.
8) Bb sung 25pL dém nging phan tng dé dimng phan ting.

9) Thu thap dit lidu trén thudce kep. Sau d6 chuyén cac gié tri chuyén ddi thanh gia

tri rc che.
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Ty 1€ phén tram tc ché = (max-chuyén d61)/(max-min)*100
O day “max” la gié tri cua d6i chitng DMSO; “min” 12 gid tri cua ddi ching thép.
10) Khép duong cong béng cach str dung ty 1& phan tram tc ché trong excel XLFit

tich hop phién ban 4.3.1 dé thu dugc céc gid tri ICso. Phuong trinh dugc sir dung la: Y=
Déy + (Dinh - Pay)/(1+(ICso/X)" d0 dbc).

Két qua duoc biéu thi duéi dang gid tri ICso dugc thé hién trong bang 12.

Bang 12: Két qua thir nghi¢m hoat tinh e ché CDK4/6

Mau [Cs0(CDK4)/nM | ICs50(CDK6)/nM
1Y283521
2 22
9
hop chatI | 1,9 22

Vi du 9: Hoat tinh tic ché va thr nghiém chon loc trén cac phén 16p khac cua CDK
kinaza & mtrc do phéan tw

Hop chét I duge st dung lam hop chét thtr nghiém, va so sanh véi thudc dbi ching
duong (Abemaciclib) @& so sanh hoat tinh trc ché CDK kinaza va tinh déc hiéu chon loc
gitta ching.

Co ché cia phuong phép ndy dugc thé hién trong cong thirc (IV). Kinaza xtc tac
su phosphoryl hoa co chét protein dé danh déu *P trén ATP dugc danh déu 3*P (y-3P-
ATP) thanh co chit protein trong hé phén tng, hé phan Gmg nay dugc tao vét trén mang
trao ddi ion P81, va mang nay dwoc rira k§ bang dém phosphat 0,75%; co chét da
phosphoryl hda c6 hoat tinh phéng xa duoc dé lai trén mang, va hoat tinh kinaza dugc
phan 4nh qua viéc ghi lai cuong do nhin phéng xa cta co chét protein.

Co chét +[y-33P]-ATP Enzym 33P- Co chit +ADP
—
Cong thuce (IV)

Dit liéu duoc xi Iy bing phan mém Prism4 (GraphPad), va khong thirc khép dudng

cong la:

Y= Péy + (Pinh - Pay)/(1+10” ((LogICse-X)* Do ddc)); trong d6, Y 14 ty 1& phan
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triim trc ché (%); X 14 logarit cia ndng do chat Ge ché.

Két qua: Thong qua viée sang loc cdc CDK kinaza khéc nhau, da phat hién rang
hop chét T c6 ICso 16n hon 0,4uM dbi véi tre ché CDK1/2/7/9, trj s6 nay cao hon hang

chuc dén hang nghin 14n so véi tri s6 ctia CDK4/6 (xem bang 13).

Bang 13: Hoat tinh rc ché CDK kinaza

] ICso (nM)
Kinaza R
LY2835219 hop chat 2b
CDKl1/xyclin B 308 1683
CDK2/xyclin E 90 441
CDK7/xyclin H 2071 664
CDK9/xyclin T1 111 649

Két luan: & mtc do phan tir, hop chét I theo sang ché thé hién hiéu qua e ché
manh d6i véi CDK4/6, va hiéu qua te ché yéu dbi véi CDK1/2/7/9, didu ndy cho thy
ring hop chét I 1a cht trc ché CDK4/6 kinaza c6 d9 chon loc tuyét voi. Ngoai ra, dd
chon loc cta hop chét I gitta CDK1/2/9 va CDK4/6 14 cao hon dang ké so véi d6 chon
loc cia LY2835219 (Abemaciclib).

Vi du 10: Téc dung kim ham khdi u trong md hinh dong vét ghép khac loai JeKo-1

Céc té bao JeKo-1 duge nudi cdy trong moi truong RPMI 1640 chira 20% huyét
thanh thai bo. CAc té bio JeKo-1 sinh truong & pha liiy tién duge thu gom va tao huyén
phit lai trong PBS dén ndng do thich hop dé cly khéi u duéi da cho chudt nhit
NOD/SCID. 70 chudt nhét cai duoc ciy dudi da bén phai bing 5x10° té bao JeKo-1 da
tao huyén phu lai trong PBS va matrigel (1:1). Khi thé tich khéi u trung binh dat 134mm3,
c4c chudt dugc chia nhém ngau nhién theo kich c& khéi u va duoc cho dung thudc. 48
chudt dugc chia thanh nhom thir nghiém, va con lai 22 chudt khong duge st dung trong
thir nghiém. Thé tich khéi u dugc tinh toan 1a: dwong kinh dai x dudng kinh ngén?/2.
Thir nghiém dugc chia thanh nhom abi ching dung mo6i, nhém thir nghiém st dung
thubc dai dién hop chét I (10mg/kg), nhém thir nghiém st dung thudc dai dién hop chét
I (25mg/kg), nhém thir nghiém st dung thudc dai dién hop chét I (50 mg/kg), nhém thir
nghiém st dung thudc dai dién hop chét I (100mg/kg), tong s ¢6 6 nhém mdi nhém

gdm 8 chudt nhét, va cac chudt nhit duoc cho ding dudng udng bang dng thong mdi
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ngay mot 1an va sau do tiép tuc sir dung trong 19 ngay. Hiéu luc dugc danh gia theo ty
16 trc ché su phat trién cua khdi u TGI, két qua dugc thé hién trong bang 14.

Cong thic tinh toan 12 nhu sau: TGI (%) = (C-T)/Cx100% (Cva T 14n luot 12 khéi
luong trung binh cua khéi u trong nhém d6i ching dung moi va khéi lwgng trung binh
ctia khéi u trong nhém dugc didu tri). Gia tri TGI (%) cang cao ching to hiéu luc cang
tdt; va nguoc lai.

Két qua: hop chat I chiing t6 hoat tinh chéng khéi u tuyét voi.

Bang 14: Danh gi4 hiéu qua chong khéi u cia hop chét I dai dbi v6i mo hinh ghép
khac loai JeKo-1

P Ty 18 e ché su phat trién o
Nhoém Lieuding | o \psiynrong déi TT | O0
Déi chimg dung moi -- -- ' --
hop chét I 10 42,7 0,087
hop chét I 25 73,8 0,003
hop chat I 50 98,3 0,001
hop chat I 100 104,5 0,001

Luu ¥: a: gi tri p 13 phan tich so sanh v& thé tich khéi u volume déi véi nhém diéu trj

va nhom d6i chiing dung moi.
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YEU CAUBAO HQ

1. Hop chét c6 cong thire IT & dang tinh the,

OH

N/\\f\/”\ N/ | F ’,l’ ~ O
HC NS Sy u*\N @ﬂ 1§HO\H/'\/U\0H
Y :
N OH

O

cong thie 11
trong d6, mAu nhidu xa bot tia X cia hgp chét & dang tinh thé nay ¢6 cac dinh dic trung

& géc nhidu xa 20 14 4,4+0,2°, 23,6+0,2° va 26,9+0,2°.

2. Hop chét & dang tinh thé theo diém 1, trong do, mau nhiéu xa bot tia ciia hop chét &
dang tinh thé nay c6 cac dinh dac trung ¢ goc nhidu xa 20 13 4,43:0,20, 8,7+0,2°,
10,8+0,2°, 18,4+0,2°, 23,6+0,2° va 26,9+0,2°.

3. Hop chét & dang tinh thé theo diém 2, trong d6, mau nhidu xa bot tia X ctia hop chit
¢ dang tinh thé nay cé cac dinh dic trung & goc nhiéu xa 20 13 4,4+0,2°, 8,7+0,2°,
10,8+0,2°, 15,9+0,2°, 18,4+0,2°, 23,6+0,2° va 26,9+0,2°.

4. Hop chit & dang tinh thé theo diém 3, trong d6, hop chit & dang tinh thé nay c6 mau

nhidu xa bot tia X v& co ban nhu dugc thé hién trén Fig. 1.

5. Hop chit ¢ dang tinh thé theo diém 3, trong d6, hop chit & dang tinh thé nay c6 miu

nhidu xa bdt tia X v& co ban nhu dugce thé hién trén Fig. 12.

6. Hop chét & dang tinh thé theo diém 1, trong d6, hop chit & dang tinh thé nay duogc
diéu ché bang cac budc sau:

1) tao huyén pht hop chét (R)-N-(5-((4-etylpiperazin-1-yl)metyl) pyridin-2-yl)-5-flo-
4-(6-flo-1-metyl-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[4,5]imidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)pyrimidin-2-
amin (hop chat I) trong nuéc va/hodc dung mdi hitu co tan trong nude, thu dugce huyén
phu;

2) dun néng huyén phi nay dén 50°C hoic cao hon;
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3) gitt nhiét d6 ¢ 50°C hodc cao hon, bd sung axit L-tartaric vao huyén phtl ndy, va
thuc hién viéc xir ly axit hoa, thu duoc dung dich trong; va

4) 1am ngudi dung dich trong nay dén nhiét do phong, loc ¢6 khudy, 1am kho banh
loc, va thu duge hop chét & dang tinh thé theo diém 1.

7. Hop chét & dang tinh thé theo diém 1, trong d6, hop chit & dang tinh thé ndy duoc
diéu ché bang cac budc sau day:

hoa tan hop chét I trong metanol & 50-70°C dé thu dugc dung dich trong, hoa tan axit
I -tartaric trong metanol, b6 sung ting giot dung dich axit L-tartaric trong metanol vao
dung dich chtra hop chét T trong metanol, loc sau khi khudy, 1am kho béanh loc & 40-
70°C, thu dugc hop chat ¢ dang tinh thé theo diém 1.

8. Phuong phép diéu ché hop chit & dang tinh thé theo diém 1, bao gbm cac budc:
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o}
e o]
pz
DMSO Cbz Hs C/\O’ \/U\O/\CH3
NH, 1-A1-S2 Chz \n (cocl ~NH 1-A1-S3
H3C/K/\OH TEA,DCM HaC oH TEADCM H3CJ\AO KO-t-Bu, THF
1-A1-81 buse 1 1-A1-01 bude 2 1-A1-02 budc3
Cbz Cbz,, Cbz | o § cn
P RS W T
Hac/k/\/u\o/\CHS w
1-A1-03 1-A1-041 1-A1-061 . 1-A1
F bude 4 bude 5 budc 6
i NH,
F
H Br
Br F N__N_ .CH
1-81 \\O Cs,C0;4 ¥
—_— ‘
POCL, TEA toluen, Br F DMF,110°C
1109¢
bude 7 1-A2 budce 8 1-A3

ARG

P(Cy)3.Pd(OAc)2,KOAC,
1.4-dioxan,90°C

budc 9

SRe\
LN \Nl NH

1-C2

e

1-01

Pd(OAc)z, Xantphos,Cs2C03’
1,4-dioxan,85°C

bude 11

F HsC

/
HC N /\(N\/LN

F
N7
jie o Sl
cI >Nl |
1-83 ‘C[)%N
Pd(dppf)Clz DCM.K;COy’ {
1,4-dioxan /H20,60°C
bude 10 1-02
OH ©
OH
INEZ H
\ axtt L-tartaric
MeOH’ 65°C
bude 12

Prmy e

9. Duoc pham chira luong hitu hidu hop chit & dang tinh thé theo diém 1, va c4c ta dugc,

chét phu trg va/hodc chét mang dugc dung.
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