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Linh vye k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché dé cap chung dén hop chét trc ché HDAC loai I, quy trinh diéu ché va
g dung cia chiing. Cu thé 13, cic hop chét nay c6 céc hoat tinh diéu bién mién dich
biéu sinh trong vi méi trudmg khdi u (tumor microenvironment-TME) va do d6 trc ché

su phét trién cia cac t€ bao khoi u.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Liéu phép mién dich d3 tr thanh tiéu chudn chim séc dé diéu tri mot sé bénh
ung thu tién trién. Budc dot phé trong liu phap mién dich 13 sy phat trién va tng dung
1am sang ciia cac chat trc ché diém kiém soat mién dich (immune checkpoint inhibitor-
ICI) nhu khéang thé khang PD-1/khang PD-L1/khang CTLA-4. Tuy nhién, ICI ¢6 thé
gdy ra cac tac dung phu lién quan dén mién dich va quan trong hon, chi mét phan nho
bénh nhén dat dwoc loi ich diéu tri (ty 1& d4p tng thap). Vi moi trudong khdi u (TME)
dong va phirc tap 12 yéu t6 chinh dé x4c dinh dap ung mién dich d6i véi cac khéi u.
Thanh phan cia TME bao gdm céc té bao ung thu va nhiéu té bao mién dich khac nhau
dan xen véi cac té bao mé binh thudng. Nhiéu yéu t6 ting trudng, xytokin va chemokin
dugce tiét ra boi cac té bao khac nhau trong TME.

Céc té bao lympho T gy doc t& bao (Cytotoxic T lympho-CTL) 1a cac té bao
mién dich so cip cua tinh mién dich thich tmg dac hiéu dé tiéu diét truc tiép té bao ung
thu. CTL nhay véi nhiéu té bao trc ché mién dich xAm nhap vao TME gay bat hoat CTL.
Céc té bao trc ché mién dich da biét 15 bao gdm Treg (t& bao T diéu hoa), té bao e ché
c6 ngudn gde tir té bao tiy don nhan (monocytic-myeloid-derived suppressor cells - M-
MDSC), té bao trc ché c6 ngudn gde tir t& bao tiy nhan da hinh (polymorphonuclear-
myeloid-derived suppressor cells - PMN-MDSC) va dai thuc bao lién quan dén khéi u
(Tumor-associated macrophages - TAM). Cac té bao trc ché mién dich nay gép phéan trc
ché tac dung gy doc té bao trong viée tidu diét cac té bao ung thu qua trung gian CTL.
C6 nhidu co ché khac nhau duoc thuc hién bai cac té bao trc ché mién dich nay din dén

r0i loan chirc nang cia CTL.
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Mac du cac liéu phap ICI dugce ching minh 1a ¢6 hiéu qua trong vi€c tdng cuong
hoat hoa mién dich dé tiéu diét ung thw, nhung cac liéu phap nay van phai d6i mat voi
cac van dé chua duoc giai quyét vé khang thudc nguyén phat va mic phai. Cac yéu td
noi tai thic ddy su khang nguyén phét va mac phai d6i véi cac lidu phap mién dich nay
bao gdm céc co ché di truyén va biéu sinh, ma théng qua cac qua trinh nhur chinh stra
mién dich, thuong gay ra sy didu hoa giam MHC I hodc mét biéu hién khéang nguyén,
dan dén mét toan bo sy trinh dién khang nguyén. Do d6, c6 nhu cau phit trién cac hop
chét c6 hoat tinh didu bién mién dich trong TME dé kich thich kha niang mién dich chéng

lai khoi u bang cach diéu hoa tang co cau xur ly va trinh dién khdng nguyén.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Tém lai, cac phwong 4n theo sang ché d& xuét hop chét e ché HDAC loai I, bao
gém mubi dugc dung, hydrat, chat déng phan 1ap thé, solvat hoic tién duoc chét ctia
chung, ma c6 kha nang diéu bién mién dich biéu sinh trong TME. Séng ché ciing mé ta
vé phwong phap sir dung cic hop chét nay dé diéu tri cic bénh hodc tinh trang bénh khac
nhau, nhu bénh ung thu.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuit hop chét ¢6 cong thire (I):

= O

trongdo Wva'yY mdi nhém doc 1ap duoc chon tir CH va N;

Ri doc 1ap dugce chon tir hydro, halogen, Cy-Cs alkyl va Ci-Cs alkyl dugce
halogen hoa, va c6 thé 12 sy thé mot 14n, hai 14n, ba 1an hodc bdn lan;

C1va Cy 1a cac nguyén tir C duogc lién két béng lién két don hodc lién két doi;
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R3 14 hydro hodc Ci-Cs alkyl;
hodc mubi dugc dung, hydrat, chét dé)ng phan 1ap thé, solvat hodc tién dugc chét
cua chung.

Theo mot phwong 4n, hop chat ¢6 cong thire (I) 14 6-((E)-4-(6-metylpyridin-3-
yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-flophenyl) pyridin- 3-carboxamit, dugc dat t€n theo
GNTbm-01. Theo médt phwong an, hop chét c6 cong thire (I) 13 5-((E)-4-(6-
metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-flophenyl) pyridin- 2-carboxamit,
duoc dit tén theo GNTbm-02. Theo mot phwong 4n, hop chit c6 cong thire (I) 1a 4-
((E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-flophenyl) benzamit, dugc
dat tén theo GNTbm-03. Theo mét phuong an, hop chéit c¢6 cong thirc (I) 1a 5-((E)-4-
(pyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-flophenyl)pyridin-2- carboxamit, dugc
dat tén theo GNTbm-04. Theo mdt phuong 4n, hop chit c6 céng thire (I) 1a 5-((E)-4-
(pyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-aminophenyl)pyridin-2-carboxamit, dugc dit tén
theo GNTbm-05. Theo mot phuong an, hop chét ¢6 cong thirc (I) 14 5-((E)-4-(6-
metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-aminophenyl)pyridin-2-carboxamit, duoc dat
tén theo GNTbm-06. Theo mot phuong an, hop chét ¢6 cong thirc (I) 1 5-(4-(6-
metylpyridin-3-yl)butanamido)-N-(2-amino-4-flophenyl)pyridin-2-carboxamit, dugc
dat tén theo GNTbm-08. Theo mot phuong an, hop chét ¢ cong thirc (1) 1a 5-((E)-4-
(pyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-(triflometyl)phenyl)pyridin-2-carboxamit,
duogc dit tén theo GNTbm-11. Theo mdt phuong an, hop chat ¢6 cong thire (I) 14 5-
((E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-
(triflometyl)phenyl)pyridin-2-carboxamit, dugc dit tén theo GNTbm-12. Theo mot
phuong 4n, hop chét ¢6 cong thire (I) 1a 5-(4-(6-metylpyridin-3-yl)butanamido)-N-(2-
aminophenyl)pyridin-2-carboxamit, dugc dat tén theo GNTbm-19. Theo mot phuong
an, hop chét c6 cong thirc (I) 1a 5-(4-(6-metylpyridin-3-yl)butanamido)-N-(2-amino-4-
(triflometyl)phenyl)pyridin-2-carboxamit, dugc dat tén theo GNTbm-25. Theo mot
phuong 4n, hop chét c6 cong thire (1) 12 4-((E)-4-(pyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-
amino-4-(triflometyl)phenyl)benzamit, dugc dat tén theo GNTbm-33. Theo mdt
phuong 4n, hop chét c6 cong thic (I) 13 4-(4-(pyridin-3-yl)butanamido)-N-(2-amino-4-
flophenyl)benzamit, dugc dat tén theo GNTbm-37. Theo mot phuong an, hop chat c6
cong thire (1) 1a 4-((E)-4-(pyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-aminophenyl)benzamit,
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dugc dat tén theo GNTbm-38. Theo mdt phuong an, hop chét ¢ cong thire (1) 1a 4-
((E)-4-(pyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-flophenyl)benzamit, duoc dit tén
theo GNTbm-39.

Theo cac phuong an khéc, sang ché d& xuit duoc pham hoic t6 hop duogc pham
chira hop chat duge mé ta ¢ day.

Theo cac phuong 4n khac, sang ché dé xudt phuong phap diéu bién mién dich
biéu sinh TME véa/hodic diéu tri bénh ung thu, phuong phap nay bao gbm viée st dung
lugng hiru hiéu cua dugce phém hoic td hop dugc phém chira mot hoac nhiéu hop chét
bét ky trong sd cac hop chét ¢6 cong thie (I) hodc mudi dugce dung, hydrat, chat dong
phan 1ap thé, solvat hodc tién duoc chét cia chuing cho dbi tuong c6 nhu cAu.

Theo mot sb phirong 4n, phuong phép nay 13 dé gay ra sy kim ham chu ky té bao
ctia cac té bao khdi u, dé gay ra qua trinh chét theo chwong trinh clia cac té bao khdi u,
dé gdy ra su axetyl hoa histon H3, dé tao ra su ghi nhé§ mién dich, dé hoat hoa CTL, dé
lam giam céc té bao @rc ché mién dich.

Theo cac phwong 4n khac, sang ché dé xuit viéc st dung lwgng hitu hiéu ctia hop
chit hodc mudi dugc dung, hydrat, chét df")ng phan lap thé, solvat hodc tién dugc chét
ctia n6 hodc duoc phim hoic t6 hop duoc phdm dé san xuét thudc dé diéu bién mién
dich biéu sinh d6i véi TME va/hodc diéu tri bénh ung thu cho dbi twong c6 nhu cau.

Theo mot sb phuong 4n, thude nay 1a dé gy ra su kim ham chu ky té bao cua cac
té bao khdi u, dé gay ra qua trinh chét theo chuong trinh ctia cac té bao khéi u, dé gay
ra sy axetyl hoa histon H3, dé tao ra su ghi nhé mién dich, dé hoat héa CTL, dé 1am
giam céc té bao e ché mién dich.

Theo cac phuong 4n khac, sang ché dé xuat phwong phap diéu tri hodc ngin ngira
bénh lién quan dén HDAC loai I & ddi tugng, phuong phap nay bao gbm viéc st dung
luong hitu hi¢u cia hop chit hoic mubi dugc dung, hydrat, chét déng phan lap thé,
solvat hodc tién dugc chét cia ching hodc duoc phém hoic t6 hop dugc phém cho ddi
tuong c6 nhu cau.

Theo cac phwong 4n khac, sang ché dé xuat viéc str dung lugng hitu hiéu ctia hop
chit hodc mudi duge dung, hydrat, chét déng phan lap thé, solvat hoic tién duoc chét
cua chung hodc dugc phém hoic tb hop duge phém dé san xuét thube dé diéu tri hoic

ngan ngira bénh lién quan dén HDAC loai I cho d6i tugng c6 nhu cau.
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M5 ta vin tit cic hinh vé

Fig. 1 cho thdy cu trc cua cac hgp chdt GNTbm-01, GNTbm-02 va GNTbm-
03.

Fig. 2 cho thdy phd NMR va phd MS do phan gii cao: (a) dir liéu quang phd 'H-
NMR cta hop chit GNTbm-01, (b) dit liéu quang phd 'H-NMR ctia hgp chdt GNTbm-
02, (c) dit liéu quang phd 'H-NMR cua hop chat GNTbm-03, (d) dit liéu quang phd MS
d6 phan giai cao ciia hgp chdt GNTbm-01, (e) dit liéu quang phd MS do phén giai cao
cta hop chidt GNTbm-02, (f) dit liéu quang phd MS do phén giai cao ciia hop chit
GNTbm-03.

Fig. 3 cho thiy hinh thai t& bao dugc quan sét bang kinh hién vi 4nh sédng tuong
phéan pha sau khi xtr 1y Su thay di hinh thai té bao dwoc quan sat bang kinh hién vi 4nh
sang tuong phan pha. (a) cac té bao MDA-MB-231, (b) cac té bao SW48, (c) cac té bao
M10.

Fig. 4 cho thdy két qua tir viéc danh gia su kim ham chu ky té bao do GNTbm-
02 gay ra trong pha G0/G1 trong céc té bao MDA-MB-231: viéc danh gia dugc thuc
hién sau khi xtr Iy bing GNTbm-02 va Entinostat trong c4c té bao MDA-MB-231 theo
cach phu thudc vao lidu lugng va phu thudc vao thoi gian. Céc té bao duogc nhudm béng
PI va bang céch sir dung may dém té bao theo dong, ty 1¢ phan trim clia cic té bao trong
c4c pha ctia chu ky té bao khac nhau dugc phan tich. (a) & (b) cich thirc phy thude vao
lidu lwong. (¢) & (d) cach thirc phu thudc vao thoi gian.

Fig. 5 cho thdy két qua tir viéc danh gia sw kim ham chu ky té bao do GNTbm-
02 gay ra trong pha G0/G1 trong cac té bao SW48: viéc danh gid duoc thuc hién sau khi
xtt Iy bang GNTbm-02 va Entinostat trong céc té bao SW48 theo cach phu thudc vao
lidu lwong va phu thudc vao thoi gian. Céc té bao duge nhudom bang PI va bang céach six
dung may dém té bao theo dong, ty 1¢ phan trim cla cac té bao trong cac pha cia chu
ky t€ bao khac nhau duoc phan tich. (a) & (b) cach thirc phu thudc vao lidu lwong. (c)
& (d) cach thac phu thudc vao thoi gian.

Fig. 6 cho thay két qua tir viéc ddnh gi4 su kim ham chu ky té bao do GNTbm-
02 gay ra trong pha G2/M trong cac té bao M10: viéc danh gia dugc thuc hién sau khi
xir Iy bang GNTbm-02 va Entinostat trong cac t& bao M10 theo cach phu thudc vao lidu

lwong va phu thudc vao thoi gian. Céc té bao dugc nhudm bang PI va bang cach sir dung
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méy dém té bao theo dong, ty 1& phin tram ciia cac té bao trong cc pha cia chu ky té
bao khac nhau dugc phan tich. (a) & (b) cach thirc phu thudc vao lidu lwong. (¢) & (d)
cach thirc phu thude vao thoi gian.

Fig. 7 cho thay két qua tir viéc danh gia su chét té bao theo chuong trinh do
GNTbm-02 gy ra trong cac t& bio MDA-MB-231: viéc danh gi4 dugc thuc hién sau
khi xir Iy bang GNTbm-02 va Entinostat trong cac té bao MDA-MB-231 theo cach phu
thudc vao lidu luong va phu thudc vao thoi gian. Céc té bao dugc nhuém b.%ng PI va
bang cach str dung may dém té bao theo dong, ty 1é phan trim clia céc té bao trong pha
duéi G1 dugc phan tich. (a) & (b) cach thirc phu thudc vao lidu lugng. (c) & (d) cach
thirc phu thudc vao thoi gian.

Fig. 8 cho thdy két qua tir viéc danh gia su chét t& bao theo chwong trinh do
GNTbm-02 gay ra trong cac té bao SW48: viéc danh gia dugc thuc hién sau khi xir ly
biang GNTbm-02 va Entinostat trong cac t& bao SW48 theo cach phu thudc vao lidu
luong va phu thude vao thoi gian. Cac té bao duge nhuém bang PI va bang cach st dung
may dém té bao theo dong, ty 16 phan tram clia cac té bao trong pha dudi G1 duoc phan
tich. (a) & (b) cach thic phu thudc vao lidu luong. (¢) & (d) cach thic phu thude vao
thoi gian.

Fig. 9 cho thdy két qua tir viéc danh gia su chét té bao theo chuong trinh do
GNTbm-02 giy ra trong céc té bao M10: viéc dénh gid dugc thuc hién sau khi xir Iy
bing GNTbm-02 va Entinostat trong céc té bao M10 theo cach phu thudc vao liéu lwong
va phu thudc vao thoi gian. Cac té bao dugc nhudém béng PI va béng cach st dung may
dém té bao theo dong, ty 18 phan trim cia cac té bao trong pha duéi G1 dugc phan tich.
(a) & (b) cach thuc phu thudc vao lidu luong. (c) & (d) cach thirc phu thude vao thoi
gian.

Fig. 10 cho thiy két qua phén tich thAm tach Western ddi véi mirc do axetyl hoa
histon H3 trong cac té bao dwoc xit Iy bang GNTbm-02 va Entinostat: phéan tich thAm
mién dich dai dién d6i v6i axetyl histon H3, B-actin trong cac té bao MDA-MB-231
hodic SW48. Céc té bao duoc didu tri bing cac ndng d6 GNTbm-02 va Entinostat dugc
chi dinh trong 24 gid. Céc té bao dbi chimng dwoc 1 voi chat dan. (a) (c) Céc chét chiét
cia cac té bao MDA-MB-231 hodc SW48 duoc diéu tri bing GNTbm-02 hoic
Entinostat nhur dwoc chi dinh dugc phén giai bang SDS-PAGE, sau d6 thim tich western
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va nhuém mau mién dich sau khi phat hién bing khang thé dé axetyl hoa histon H3
(AcH3) . (b) (d) Pinh lugng mtc dd biéu hién protein AcH3 dwoc chuin héa theo p-
actin, dugc thé hién duéi dang s6 1an thay dbi.

Fig. 11 minh hoa khoang thoi gian gy ra qua trinh axetyl hoa histon H3 bang
chét e ché HDAC loai I GNTbm-02: Cac té bao MDA-MB-231 hodc SW48 duoc xit
Iy bang GNTbm-02 & ndng d6 1 uM trong 2, 6, 24, 48, 72 gid. (a) (c) Céc chat chiét
cla cac té bao MDA-MB-231 hoic SW48 dugc xir ly béng GNTbm-02 nhu dugc chi
dinh dwoc phén giai bang SDS-PAGE, sau d6 thdm tach western va nhuém mau mién
dich sau khi phat hién bang khang thé dé axetyl héa histon H3 (AcH3) . (b) (d) Dinh
luong muc do biéu hién protein AcH3 dugc chuin hoa theo B-actin, duoc thé hién
dué6i dang sb 1an thay dbi.

Fig. 12 cho thay két qua phan tich thAm tach Western d6i véi mire do axetyl héa
ctia histon H3 trong cac té bao dugc xir Iy bang GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-06,
GNTbm-11, GNTbm-38, GNTbm-39 va Chidamide (dudi dang ddi chimg dwong): phan
tich thAm mién dich dai dién ddi v6i axetyl histon H3, B-actin trong cac té bao SW48.
Céc té bao duoc xir Iy v6i ndng d6 hop chét dugc chi dinh trong 24 gio. Cac té bao dbi
chimg dugc 0 v6i chit dan. (a) Cac chét chiét cua cac té bao SW48 duge xir Iy bing
GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-11 va Chidamide nhu dugc chi dinh dugce phan giai
bing SDS-PAGE, sau d6 thim tach western va nhuém mau mién dich sau khi phat hién
bang khang thé dé axetyl héa histon H3 (AcH3). (b) Cac chét chiét ctia céc té bao SW48
duoc xtr Iy béng GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-06 va Chidamide nhu dugc chi dinh
duoc phan giai béng SDS-PAGE, sau d6 thdm tach western va nhudém mau mién dich
sau khi phat hién bang khang thé dé axetyl hoa histon H3 (AcH3). (c) Cac chét chiét cua
cac té bao SW48 duoc xit Iy bang GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-38, GNTbm-39 va
Chidamide nhu dwoc chi dinh dwoc phan giai bing SDS-PAGE, sau d6 thim tach
western va nhuém mau mién dich sau khi phat hién bang khang thé dé axetyl hoa histon
H3 (AcH3). Tét ca nhitng dir liéu nay thé hién qua trinh dinh lvgng mic biéu hién
protein AcH3 duoc chuin héa theo B-actin, duoc thé hién dudi dang sb 1an thay dbi.

Fig.13 cho thdy két qua tir viéc danh gia dap tmg diéu tri cia GNTbm-02 cong
v6i Celecoxib & cac lidu khac nhau két hop voi khang thé khang PD-1 & chudt mang
khdi u CT26: Chudt BALB/c mang khéi u CT26 dugc didu tri bing nhiéu phuong thirc
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tri liéu khac nhau theo chi dinh. IgG, di chimg khang IgG (2,5 mg/kg); PD-1, khang
thé don dong khang PD-1 (2,5 mg/kg); Celecoxib (50 mg/kg); GNTbm-02 (12,5, 25
mg/kg). Tong thé tich khbi u (a) & (b), thé tich khdi u riéng 1¢ (c), khbi lwong co thé
chuot (d) va ty 1€ séng sot (e) dugc ghi lai. Chudt mang khdi u CT26 duge diéu tri theo
chi dinh va duoc 1am chét ém ai khi thé tich khdi u dat 3000 mm? sau khi ciy ghép khoi
u. Dt liéu dugc cung cép duédi dang gia tri trung binh £ SEM; *P < 0,05, **P < 0,01,
#*%P < (0,001, ANOVA mot yéu t6 v6i kiém dinh Tukey. Thir nghiém Gehan-Breslow-
Wilcoxon (e). *, so v6i d6i ching IgG. #, so v&i nhém PD-1.

Fig. 14 cho thiy danh gia vé& dap tmg tri liéu két hop ciia chudi hop chdt GNTbm
& chudt mang khéi u CT26. Chudt BALB/c mang khdi u CT26 duoc diéu tri bing nhiéu
phuong thirc tri liéu khéc nhau theo chi dinh. IgG, d6i chung khang IgG (2,5 mg/kg);
PD-1, khang thé don dong khang PD-1 (2,5 mg/kg); Chidamide (50 mg/kg); Celecoxib
(50 mg/kg); GNTbm-02 (5, 10, 20, 25, 50 mg/kg); GNTbm-03 (50 mg/kg); GNTbm-04
(50 mg/kg); GNTbm-06 (50 mg/kg); Regorafenib (30 mg/kg). Tong thé tich khéi u (a),
(b), (). (j), (n), (r), thé tich khdi u riéng 1& (c), (g), (k), (0), (), khdi Iwgng co thé chudt
(d), (h), (1), (p), (t) va ty 1& sdng sét (e), (i), (m), (q), (u) duoc ghi lai. Chudt mang khéi
u CT26 duge didu tri theo chi dinh va dugc lam chét ém 4i khi thé tich khdi u dat 3000
mm? sau khi cdy ghép khéi u. Dit liéu duoc cung cdp dudi dang gia tri trung binh +
SEM; ANOVA mot yéu té mét chiéu véi kiém dinh Tukey (*P <0,05, **P <0,01, ***P
<0,001 so voi ddi chung khang IgG). Thir nghiém Gehan-Breslow-Wilcoxon (e).

Fig. 15 cho thiy két qua diéu tri tir chudt trui 16ng BALB/c mang khdi u CT26
dugc diéu tri bang nhiéu phuong thic diéu tri khac nhau: d6i chimg khang IgG (2,5
mg/kg); khang thé don dong khang PD-1 (2,5 mg/kg); Celecoxib (50 mg/kg); GNTbm-
02 (10 mg/kg). (a) So db tiém dudi da cho khdi u CT26 va cac nhém diéu tri khac nhau
(n = 6 con chudt mdi nhom). (b) Tong thé tich khbi u. (c) S6 14n thay dbi thé tich khdi
u. (d) Khéi luong co thé chudt. (¢) Thé tich khéi u riéng 1é. Chudt trui 16ng mang khdi
u CT26 dugc didu trj theo chi dinh va duge 1am chét ém 4i khi thé tich khéi u dat 3000
mm? sau khi ciy ghép khdi u.

Fig. 16 cho thiy tac dung cia GNTbm-02 tic ché hoat tinh ctia enzym HDAC3:
(a) Viéc danh gia dugc thuc hién sau khi u 2 pM GNTbm-02, Chidamide hoédc Entinostat
v6i enzym HDAC3 (bao gdm dung dich dém thir nghiém) trong 20 pht, 40 phit va 60
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phit. GNTbm-02 dugc chimg minh 1a lién két véi HDAC3 va tic ché HDAC3 manh hon
Entinostat. (b) Viéc danh gia dugc thuc hién sau khi 4 2 pM GNTbm-02, GNTbm-03
hoic GNTbm-01 v6i enzym HDAC3 (bao gém dung dich dém thir nghiém) trong 20
phut, 40 phut va 60 phit. GNTbm-02 dugc ching minh 1a lién két voi HDAC3 va tc
ché HDAC3 manh hon GNTbm-03 va GNTbm-01.

Fig. 17 cho thdy GNTbm-02 (10 mg/kg) cong v6i Celecoxib (50 mg/kg) didu
bién dap tng cua té bao don nhan va té bao T trong cac md hinh mang CT26: Chudt
BALB/c mang khéi u CT26 dugc diéu tri bang cac phuong thirc tri liéu duge chi dinh,
sau d6 13 phéan tich FACS dé danh gi cac té bao mién dich tudn hoan. Gia trj trung binh
va SD duoc thé hién, v6i cac gia tri P dugc chi dinh. Cac mau méau duogc phan 1ap vao
ngay thir 16 sau khi didu tri & chudt mang CT26. (a) Két qua FACS cho céc té bao
lympho tudn hoan. (b) Két qua FACS cho cic té bao don nhan tudn hoan. (c) Két qua
FACS cho céc té bao bach cu hat tudn hoan. (d) Két qua FACS cho céc té bao T CD3*
tun hoan. (e) Két qua FACS cho céc té bao T CD4* tuin hoan. (f) Két qua FACS cho
cac té bao T CD8* tudn hoan. (g) Két qua FACS cho cac té bao Treg tuan hoan. (h) Két
qua FACS cho céc té bao CD11b* tudn hoan. (i) Két qua FACS cho cac té bao M-MDSC
(CD11b"Ly6C") tudn hoan. (j) Két qua FACS cho cac té bao CD11b*Ly6G*Ly6C* tuan
hoan. (k) Két qua FACS cho cac té bao PMN-MDSC (CD11b*Ly6G* Ly6C") tudn hoan.
Gia tri trung binh + SD dugc thé hién cho n=8-12 con chudt mdi nhom. Kiém dinh so
sanh nhiéu nhém Dunnett va ANOVA mot yéu td (*p<0,05, **p<0,01, ***p <0,001
so v6i ddi ching IgG).

MO ta chi tiét sang ché

Cac dinh nghia

Trir khi duoc xé4c dinh khac, tat ca cac thuat ngit k¥ thuat va khoa hoc dugce st
dung trong ban mé ta c6 cing nghia nhu thudng duge hiéu béi ngudi c6 hiéu biét trung
binh vé linh vurc cia sang ché nay, ap dung cac thuét ngit trong ngit canh dé s dung
chung trong viéc mé ta sang ché. Thuat ngit duge sit dung trong ban mo ta sang ché chi
nhim muc dich mé ta cac phuong an cu va khong du dinh dé gi6i han sang ché.

Khi mot khoang gia tri dugc cung cép, co thé hiéu rang, mdi mot gia tri xen &

gitta, té1 10 don vi ctia gidi han duéi - trir khi ngit canh chi rd theo cach khac (nhu trong



51897 10/118

truong hop nhom chira mdt sé nguyén tir cacbon, trong d6 mdi s6 nguyén tir cacbon
nim trong khoang duogc cung cip) - nim gifra gii han trén va giéi han duéi ctia khoang
nay va gia tri théng bdo hoidc xen & gitta bat ky khac trong khoang thong bao d6 dugc
bao ham trong sang ché. Cac gidi han trén va dudi ciia cac khoang nhé hon nay co thé
duogc bao gém mot cach doc 1ap trong cac khoang nho hon va cling duogc bao gém trong
sang ché, tuan thu bat ky giéi han loai trir cu thé nao trong khoang duoc thong bao.
Trudng hop khoang thong bao bao gdbm mot hodc ca hai giéi han, thi cdc khoang ngoai
trir mot trong hai hodc ca hai gidi han duge bao gdm nay ciing duwgc bao gdm trong sang
ché.

Mao tr "mot" nhu duge st dung & ddy va trong cac yéu cu bao ho kém theo
duge sir dung dé chi mot hodc nhidu hon mét (ttc 13, it nhét mét) ddi twong ngit phap
cia mao tir trir khi nglt canh chi 6 theo cach khac. Dé lam vi dy, "mot yéu t5" dung dé
chi mot hodc nhiéu hon mot yéu td.

Cum tir “va/hodc”, nhu dugc sit dung & diy trong ban mo ta va trong cic yéu cau
bao ho, nén dugc hiéu 1a “mot trong hai hodc ca hai” ctia cac yéu td di kém vé6i nhau,
tire 14 cac yéu td ¢ mit ciing nhau trong mot sb truong hop va c6 mit riéng r& trong cac
truomg hop khac. Nhidu yéu t6 dugc liét ké bang "va/hodc" duge xay dung theo cach
gidng nhau, tic 13, "mot hodc nhidu" yéu t6 cing dugc két hop véi nhau. Cac yéu tb
khac c6 thé c6 mat thy y ngoai céc yéu t6 duoc xac dinh cu thé boi ménh dé “va/hoac”,
cho dui ¢6 lién quan hodc khong lién quan dén cac yéu t6 dugc xac dinh cu thé do.

Thuét ngtt “halo” va “halogen” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay dung dé
chi nguyén tt dugce chon tir flo, clo, brom va iot.

Thuat ngit "alkyl" dung dé chi gbc hydrocacbon mach thing hodc phan nhénh chi
bao gdm céc nguyén tir cacbon va hydro, khong chtra phan khong no, ¢ tir mot dén
muoi 1am nguyén tir cacbon (vi du, C1-Cys alkyl). Theo cac phuwong an nhét dinh, alkyl
bao gébm tir mot dén mudi ba nguyén tir cacbon (vi du, C1-Cy3 alkyl). Theo céc phuong
an nhét dinh, alkyl bao gdm tir mot dén tdm nguyén tir cacbon (vi du, Ci-Cs alkyl). Theo
cac phuong an khac, alkyl bao gdm tir mot dén nam nguyén tir cacbon (vi du, C1-Cs
alkyl). Theo cac phuong 4n khac, alkyl bao gdm tir mot dén bbén nguyén tir cacbon (vi
du, C1-C4 alkyl). Theo cic phuong an khéc, alkyl bao gdm tir mot dén ba nguyén tir
cacbon (vi du, C1-Cs alkyl). Theo cac phwong an khac, alkyl bao gém tir mot dén hai

10
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nguyén ti cacbon (vi du, C1-Cz alkyl). Theo cc phuong an khac, alkyl bao gdm mot
nguyén ti cacbon (vi du, C1 alkyl). Theo cic phuong 4n khéc, alkyl bao gdm tir nim
dén muoi 1am nguyén tir cacbon (vi du, Cs-Cis alkyl). Theo cic phirong an khac, alkyl
bao gbm tir nam dén tAm nguyén tir cacbon (vi du, Cs-Cg alkyl). Theo c4c phuong an
khac, alkyl bao gdm tir hai dén nam nguyén tir cacbon (vi du, C»>-Cs alkyl). Theo cic
phuong 4n khéc, alkyl bao gdm tir ba dén nam nguyén tir cacbon (vi du, C3-Cs alkyl).
Theo cac phuong an khac, nhom alkyl dugce chon tir metyl, etyl, 1-propyl (n-propyl), 1-
metyletyl (iso-propyl), 1-butyl (n-butyl), 1-metylpropyl (sec-butyl), 2-metylpropy! (iso-
butyl), 1,1-dimetyletyl (tert-butyl), 1-pentyl (n-pentyl). Alkyl dugc gan véi phén con lai
clia phén tir bang lién két don. Trir khi ¢6 quy dinh cu thé khac trong ban mo ta, nhém
alkyl tiy ¥ duoc thé bang mot hodc nhidu phan tir thé. Thuét ngit "alkenyl”, nhu dugc
st dung & day, 1a nhom hoéa tri mdt thu duge tu géc hydrocacbon chira, theo mot sb
phuong 4n nhét dinh, tir hai dén sau, hodc tir hai dén tAm nguyén ttr cacbon c6 it nhéat
mot lién két dbi cacbon-cacbon. Lién két d6i co thé 1a diém gén két v6i nhém khac hodc
khong. Cac nhém alkenyl bao gom, nhung khong gi6i han &, vi du, etenyl, propenyl,
butenyl, 1-metyl-2-buten-1-yl, heptenyl, octenyl va cdc nhom tuong tu.

Thuét ngir "alkoxy" ding dé chi mot gbc duoc lién két thong qua mot nguyén tir
oxy ¢6 cong thirc -O-alkyl, trong do6 alkyl 1a mach alkyl nhu dugc dinh nghia & trén.

Thuét ngit "alkenyl" dung dé chi nhém gdc mach hydrocacbon thang hodc phan
nhanh chi bao gdm c4c nguyén tir cacbon va hydro, chtra it nht mot lién két ddi cacbon-
cacbon va c6 tir hai dén muoi hai nguyén tir cacbon. Theo céc phuong 4n nhét dinh,
alkenyl chtra tir hai dén tAm nguyén tir cacbon. Theo c4c phurong 4n khéc, alkenyl chira
tir hai dén bdn nguyén tir cacbon. Ankenyl duoc gin v6i phin con lai cia phan tir bang
mot lién két don, vi du, etenyl (ttrc 13 vinyl), prop-1-enyl (tic 14 alyl), but-1-enyl, pent-
1-enyl, penta-1,4-dienyl, va cac nhém tuong tu. Trur khi ¢6 quy dinh cu thé khac trong
ban mo ta, nhom alkenyl tity ¥ dugc thé bing mét hodc nhiéu phan tir thé.

Thuat ngft "xycloalkyl," nhu dugce st dung & day, biéu thi nhém hoa tri mét thu
dugc tir hop chét nhin vong cacbon mét vong hodc nhiéu vong no hoic khong no mot
phan. Vi du vé& C3-Cs-xycloalkyl bao gbm, nhung khéng chi gi¢i han &, xyclopropyl,
xyclobutyl, xyclopentyl, xyclohexyl, xyclopentyl, va xyclooctyl.

11
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Thuat ngit "aryl," nhu dugc st dung & day, dung dé chi hé nhan vong cacbon mot
vong hodc nhiéu vong c6 mot hodc nhiéu vong thom, dugc dung hop hodc khong duoc
dung hop, bao gdm, nhung khong giéi han &, phenyl, naphtyl, tetrahydronaphtyl,
indanyl, indenyl va cdc nhém tuong tu.

Thuét ngit "heteroaryl,” nhu duoc sit dung & ddy, dung dé chi hé vong hodc gdc
don vong hodc da vong (vi du, hai vong, hodc ba vong tré 1én) duge dung hop hodc
khong dung hop, ¢6 it nhat mot vong thom, c6 tir nim dén mudi nguyén tir trén vong,
trong d6 mét nguyén tir trén vong dugce chon tir S, O va N; khong, mot hodc hai nguyén
tir trén vong 1a cac nguyén ti khac loai khac doc 1ap dugce chon tr S, O va N; con céc
nguyén tr trén vong con lai 1a cacbon. Heteroaryl bao gbm, nhung khéng gi6i han &,
pyridinyl, pyrazinyl, pyrimidinyl, pyrolyl, pyrazolyl, imidazolyl, thiazolyl, oxazolyl,
isooxazolyl, thiadiazolyl, oxadiazolyl, thiophenyl, furanyl, quinolinyl, isoquinolinyl,
benzimidazolyl, benzooxazolyl, quinoxalinyl, va cdc nhom tuong tu.

Thuét ngit "heteroxycloalkyl," nhu dugc str dung & day, ding dé chi vong khong
thom 3-, 4-, 5-, 6- hodc 7 canh hodc nhom hai vong hoac ba vong dugc dung hgp cia hé
khong dung hop, trong d6 (i) it nhat mot vong chira tir mot dén ba nguyén tir khéc loai
doc 1ap dugc chon tir oxy, luu huynh va nito, (ii) mdi vong 5 canh c6 tir 0 dén 1 lién két
d6i va mdi vong 6 canh co tir 0 dén 2 lién két déi, (iii) cac nguyén tir khic loai nito va
I huynh c6 thé thy y duoc oxy héa, (iv) nguyén tit khéac loai nito c6 thé tiry y dugc tao
béc bdn, va (iv) vong bét k¥ trong s6 cac vong néu trén co thé duge dung hop v6i vong
benzen. Cac nhém heteroxycloalkyl dai dién bao gdém, nhung khong giéi han &,
[1,3]dioxolan, pyrolidinyl, pyrazolinyl, pyrazolidinyl, imidazolinyl, imidazolidinyl,
piperidinyl, piperazinyl, oxazolidinyl, isoxazolidinyl, morpholinyl, thiazolidinyl,
isothiazolidinyl, va tetrahydrofuryl.

Thuét ngit “mudi dugc dung" duge ding dé chi cac mudi duge diéu ché tir cac
axit hodc bazo dugc dung khong dde gém cac bazo hitu co hoac vo co va céc axit hitu
co hodc vo co. Cac mudi cua céc hop chit bazo duogc bao ham trong thudt ngit “mudi
duoc dung” chi cac mudi khong doc ciia cac hop chét theo sang ché ma thuong duge
diéu ché bang cach cho bazo tu do phan tng véi axit hitu co hodc vo co thich hop. Mudi
dai dién cua cdc hop chét bazo theo sang ché bao gdm, nhung khong gidi han &, cac hop

chét sau: axetat, ascorbat, adipat, alginat, aspirat, benzensulfonat, benzoat, bicacbonat,
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bisulfat, bitartrat, borat, bromua, butyrat, camphorat, camphorsulfonat, éamsylat,
cacbonat, clorua, clavulanat, xitrat, xyclopentan propionat, dietylaxetic, digluconat,
dihydroclorua, dodexylsulfanat, edetat, edisylat, estolat, esylat, etansulfonat, format,
fumarat, gluceptat, glucoheptanoat, gluconat, glutamat, glyxerophosphat,
glycollylarsanilat, hemisulfat, heptanoat, hexanoat, hexylresorxinat, hydrabamat,
hydrobromua, hydroclorua, 2-hydroxyetansulfonat, hydroxynaphtoat, hydroiodua,
iodua, isonicotinat, isothionat, lactat, lactobionat, laurat, malat, maleat, mandelat,
mesylat, metylnitrat, metylsulfat, metansulfonat, mucat, 2-naphtalensulfonat, napsylat,
nicotinat, nitrat, oleat, oxalat, pamoat (embonat), palmitat, pantothenat, pectinat,
persulfat, phosphat/diphosphat, pimelat, phenylpropanoat, polygalacturonat, propionat,
salixylat, stearat, sulfat, subaxetat, sucxinat, tannat, tartrat, teoclat, thioxyanat, tosylat,
triethiodua, trifloaxetat, undeconat, valerat va cac loai tuong ty. Ngoai ra, khi cac hop
chét theo sang ché mang mét gbc axit, mudi dugc dung thich hop ctia chiing bao gdm,
nhung khéng gioi han &, mudi c6 ngudn gde tir cac bazo vo co bao gdm nhdm, amoni,
canxi, déng, st (I10), st (II), lithi, magie, mangan (IIT), mangan (II), kali, natri, kém, va
cac loai twong ty. Cac mubi thu dugc tir cac bazo hitu co khong doc duge dung bao gdm
cac mudi cta cac amin bac mot, bac hai va bac ba, cic amin vong, cic amin dixyclohexyl
va c4ac nhua trao ddi ion bazo, nhu arginin, betain, caffein, cholin, N,N'-
dibenzyletylendiamin, dietylamin, 2-dietylaminoetanol, 2-dimetylaminoetanol,
etanolamin, etylamin, etylendiamin, N-etylmorpholin, N-etylpiperidin, glucamin,
glucosamin, histidin, hydrabamin, isopropylamin, lysin, metylglucamin, morpholin,
piperazin, piperidin, cac nhya polyamin, procain, purin, theobromin, trietylamin,
trimetylamin, tripropylamin, trometamin va cac loai tuong tu. Cling dugc bao gdm 1a
cic nhom chira nito bazo c6 thé duoc tao bac bdn véi cac chat nhu alkyl halogenua béc
thdp nhu metyl, etyl, propyl, va butyl clorua, bromua va iodua; dialkyl sulfat nhu
dimetyl, dietyl, dibutyl; va diamyl sulfat, cac halogenua mach dai nhu dexyl, lauryl,
myristyl va stearyl clorua, bromua va iodua; aralkyl halogenua nhu benzyl va phenetyl
bromua va céc chat khac.

Thuat ngir "db6i tugng" bao gdm cac sinh vt séng nhu ngudi, khi, bo, ciru, ngua,
lon, gia sac, dé, chd, meo, chuot nhét, chuot céng, té bao nudi céy va cac loai chuyén

gen cuia chung. Theo cic phuong an dwoc wu tién, di twong 1a ngudi.
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Thuat ngit "str dung" bao gdbm cic dudng sir dung ma cho phép cac hoat chét theo
sang ché thuc hién chirc nang dy dinh ctia ching.

Thuat ngir "diéu tri" hodc "viéc didu tri" ding dé chi phuong phap 1am giam anh
huéng ciia bénh hodc tinh trang. Diéu tri cling ¢ thé dé cap dén phwong phép lam giam
nguyén nhin co ban cia bénh hodc tinh trang bénh hon 1a chi céc triéu chung. Viéc diéu
tri ¢6 thé 1a sy giam bét bat ky so vi mirc ban ddu va c6 thé, nhung khong gi6i han &,
viéc loai b6 hoan toan bénh, tinh trang hodc cac triéu chiing ciia bénh hodc tinh trang.

Thuat ngit "ngén ngra", "sy ngan nglra" hodc "viéc ngan ngua" c6 nghia la uc
ché hozc ddy lui c4c tridu chung lién quan dén bénh muc tiéu.

Cum tir "luong c6 hiéu qua didu tri" dung dé chi luong hop chit, nguyén liéu
hosc ché phdm chira hop chét theo sang ché ma hitu hiéu dé tao ra hidu qua didu tri
mong mubn, voi ty 18 loi ich/nguy co hop 1y ¢6 thé ap dung cho viée diéu tri y té bat ky.

Ciac hop chit wrc ché HDAC loai I

Céc liéu phap biéu sinh cho bénh ung thw nhu chit e ché histon deaxetylaza c6
thé kich thich kha ning mién dich chéng khéi u bang cach diéu hoa giam co cau xtr Iy
va trinh dién khang nguyén. Céc diéu bién biéu sinh déng mot vai trd quan trong trong
viéc kiém soat sy khoi phat va tién trién cia cac khéi u. Su didu hoa biéu sinh duge thue
hién chu yéu thong qua hai co ché chinh anh hudng dén sy biéu hién gen: Qua trinh
metyl hoa/khir metyl ADN xay ra bang cach thém/loai bo nhém metyl vao ADN va qué
trinh axetyl hoa/khir axetyl histon xay ra bang cach thém/loai bé nhém axetyl nho enzym
vao cac protein histon dugc bao bdi ADN. Cac chét trc ché histon deaxetylaza (HDACis)
dwoc cho 12 muyc tiéu diy hira hen dé phat trién thudc méi. Co ché co ban dé HDAC
déng mot vai trd quan trong trong bénh ung thu 1 bang cach kiém soat mic d6 axetyl
hoa trong histon hoic protein khong phai histon, ma tham gia vao qua trinh diéu hoa chu
ky té bao, qua trinh biét hoa, qua trinh chét theo chwong trinh, sy dap tng ton thuong
ADN, s hinh thanh mach, di can va céc qua trinh té bao khAc.

Céac HDAC loai I chu yéu ndm trong nhén va duogc biéu hién khip noi trong cac
mo ngudi va dong vai trd quan trong trong viée kiém soat sy ting sinh té bao, biét hoa
va tién trién cua chu ky té bao. HDAC loai I dugc biéu hién cao trong mot sb bénh ung
thu. Vi du, HDACI duoc biéu hién cao trong ung thu tuyén tién liét, da day, rudt Kkét,

v, phéi va thuc quan; HDAC2 dugce biéu hién cao trong cac khi u 4c tinh & da day, cd
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tir cung va dai truc trang; HDAC3 duogc biéu hién cao trong ung thur rudt két va ung thu
va. Su biéu hién khong kiém soat cia HDAC sé& gdy ra su im ling ctia nhiéu gen ma tc
ché su phat trién cua t& bao va do d6 1am mét kha nang theo doi sy phét trién cua té bao
va kiém soat sy biét hoa t& bao, kim ham chu ky té bao va qua trinh chét theo chuong
trinh. Su rdi loan didu hoa trong viéc biéu hién qua mirc HDAC c6 tuong quan dang ké
v6i khdi u 4c tinh va tién lwong xAu. Nhiéu chét (rc ché HDAC loai I ¢6 dic tinh diéu
bién mién dich biéu sinh.

Céc co ché didu bién mién dich bang chét tc ché HDAC trong TME dugc bio
c4o 13 c6 sy tham gia cia cac thanh phén ctia ca yéu td hoa tan va té bao mién dich. Su
biéu hién cua cac loai gen va protein thong qua sy didu hoa biéu sinh cla cac chat trc
ché HDAC bang cach dang twong ddng HDAC cu thé dugc thay dbi theo cach ma két
qua 12 tinh trang ciia TME s& dugc chuyén sang ché do c6 loi cho viéc tiéu diét té bao
ung thu. Tir cac nghién ciru da cong bd trude dy, da chimg minh duge rang mot sd chét
tc ché HDAC ¢6 cac dic tinh diéu bién mién dich s& kiém soat viéc tiét ra cac
xytokin/chemokin, c4c té bao trinh dién khang nguyén, lam giam sb hrgng hoic chirc
ning cia Treg va kich hoat su hoat héa céac té bao NK. Céc nghién ciru khac cho thiy
cac co ché gitp tang cudng su biéu hién cia cac khang nguyén ung thu va diéu bién
hoat tinh cua céac té bao tc ché mién dich nhu MDSC. Cac chét e ché chon loc HDAC
loai I ¢6 thé 1am tang sy biéu hién PD-L1 va MHC I & céc té bao ung thu. Hon nita, c4c
chét trc ché HDAC loai I didu hoa giam céc té bao tc ché ¢6 ngudn gbce tir tiry (MDSC)
x4m nhap vao vi méi truong khdi u.

Theo mot khia canh, sang ché ché d& xuét hop chit c6 cong thirc (I):
H
Ar/ C{\c/\ﬂ/ " /Y \W NH,
.° X |

R O
trong do Wva'yY mdi nhom doc 13p dugce chon trt CH va N;

M&éi nhém Ry ddc 1ap duge chon tir hydro, halogen, C1-Cs alkyl va Ci-Cs alkyl

ZT

dugc halogen hoa, va c6 thé 1a su thé mot 1an, hai lan, ba lan hodc bon lan;

C1 va Cs 1a cac nguyén tir C dugce lién két bang lién két don hoc lién két doi;
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Ar duoc chon tir nhém gdm céc cong thirc sau day: | g , | 2 , /[N) ,
Ro. ,\N\ -~

/[j /C va /K/ , trong d6 Ar duoc lién két véi Co qua dudng nét
lién;

Ry ¢6 cung nghia nhu dugc md ta d6i véi Ry; va

R3 1a hydro hoac C1-Cs alkyl;

hodc mubdi dugc dung, hydrat, chat dong phén lap thé, solvat hodc tién duoc chét
cta chung.

Theo mdt phuong an, hgp chét ¢6 cong thirc (I) ¢6 cong thire (Ia):

~ CZQC/Y“v\l%“! NH,
Ol WH
— N i
o
r (Ia),

trong d6 W, Y, Ry, C1, C2 va Ar ¢6 cung nghia nhu duge mo ta; hodc mudi duoc
dung, hydrat, chét déng phan 1ap thé, solvat hoc tién dugc chat cua chung.

Theo mot phuong an, Ar duge chon tir cac vong sau canh. Theo mot phuong an,
R2 va nguyén tir ciia Ar duogc lién két voi C2 12 & vi tri para.

Theo mdt phuong an, Ar dugc chon tr nhdm bao gdm cic cong thirc sau:

o

Theo mot phuwong 4n, W va Y duoc chon tu cac t6 hop sau: (1) WIANva Y Ia
CH,2)WlaCHvaYlaN, va(3) WvayY la CH. Theo mot phwong 4n dugc uu tién,
Wla N hoac CHvayY la CH.

Theo mot phuong an, Ry 1a F hodc Ci-Cs alkyl dugc flo hoa. Theo mot phuong
an, C1-Cs alkyl duoc flo hoa 1a CFs.

Theo mot phuong an, R; 1a hydro.

Theo mot phuwong an, C; va C 1a cac nguyén tir C dugc lién két bang lién két doi.
Theo mét phuong an khéc, Ci va Cs 1a cac nguyén tir C duoc lién két bang lién két don.

Theo mot phuong an, Ry 1a Cq1-Cs-alkyl hodc C1-Cs alkyl duoc flo hoa. Theo mdt
phuong an, C1-Cs alkyl 13 CHs. Theo m¢t phuong an, C1-Cs alkyl duoc flo hoa l1a CFs.

Theo mdt phuong an, R; 1a hydro.
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N, Ra

| - )
Theo mdt phuong an, Ar 1a /[) , R2 va nguyén tir ciia Ar dugc lién két v6i
C2 12 & vi tri para, va C; va Ca 12 cac nguyén tir C duge lién két bang lién két doi.
/@‘Bz
Theo mot phuong an, Ar la Z , Ry va nguyén tir ciia Ar dugc lién két voi
Cz 1a & vi tri para, va Ry 1a hydro hodc F.
/E\[ilsz
Theo mdt phuong an, Ar Ia Z , Ry va nguyén t& cia Ar dugc lién két voi
Cz 1a ¢ vi tri para, va R 1a hydro hoac CHs.
Theo mot phwong an, Ry 1a hydro hoac F, va R 1a hydro hodac CHs.
Theo mdt phuong an, Ry 1a hydro hodc F, Rz 1a hydro hodc CHs, va C; va C; 1a
cac nguyén tir C duoc lién két bang lién két dbi.
Theo mot phuong an, Ar la # , Ry va nguyén tir cia Ar duoc lién két véi
C» 1a & vi tri para, Ry 1a hydro hoac F, R» 1a hydro hodc CH3, va Cq va C; 1a cac nguyén
tir C duoc lién két bang lién két doi.

Theo mot phwong 4n, hop chét c¢6 cong thire (I) c6 thé 1a cac hop chit sau:

GNTbm-03; GNTbm-04;

(™ 7 O\m”@m CKWH @OA/ ﬁg C‘

GNTbm-05; GNTbm-06; GNTbm-07;
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H
/\/\ ~ “ NH: AN YA L SR
‘/j l/ / PN NJ/\/\% \g/' P‘\lﬁ f\/\ I( [/l\n/\@

j\r 1 > E 0] l /\ F g
GNTbm-08; GNTbm-09; GNTbm-10;
i ( R i A
(\/I/ /\/1’1 /H\C: |\ l/ @Lﬂ/n /Hj; 'I\“J \[( \I\) \“/ i
L“‘F o\ ZeF T \J\ Fa
GNTbm-11; GNTbm-12; GNTbm-13;
f\/\“/ Cﬂj\w n e Xy ]/ \)W /j/\//\r \O:\Wﬂ HH;
RS fl 188
GNTbm-14; GNTbm-15; GNTbm-16;
H
S AR e Ir HH-
HI\”J wor C‘\' \I " [ //J/\f H‘I/ﬁ /[ »/Y\r”\f':-
o / E - l\ /\I
GNTbm-17; GNTbm-18; GNTbm-19;
Y I ey
/(”jf Q\ﬂﬁ Tj \l/\/\lr \/ﬁr ] i~ j/\ \Q
\ 2 £
GNTbm-20; GNTbm-21; GNTbm-22;

H
I

wr T YO g Af\/\r

GNTbm-23; GNTbm-24; GNTbm-25;
H
AN g H H jl Hz NS T HHz
7\/* J\[r TN C \)Wf\[j (S RGN
J ° CF, 0
GNTbm-26; GNTbm-27; GNTbm-28;

\/\”/ \/\,) ’ M- |/ J/\/\/ \(j\ - \(r W HH-
]/\ \r ﬁw s f\/ \E)

GNTbm-29; GNTbm-30; GNTbm-31;
NH,
s TTTORE e
\ i I N
- Z™CF;  GNTbm-33 GNTbm-37
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GNTbm-32; GNTbm-33; GNTbm-37,
H

et o A .
H 2

J o ©\mN (T O

0 0 F
GNTbm-38 GNTbm-39
GNTbm-38; hoac GNTbm-39

hodc mubi duoc dung, hydrat, chét déng phan 1ap thé, solvat hodc tién dugc chét
cua chung.

Sang ché bao gdm tat ca cac dang ddng phan lap thé ciia cac hop chat c6 cong
thire (I). Cac tAm bt d6i xang c6 mit trong cic hop chit c6 cong thire (I) déu doc lap
vé6i nhau ¢6 thé ¢6 cAu hinh (R) hodc ciu hinh (S). Khi cac lién két voi cacbon bét dbi
dwoc md ta 13 cac dudng thing trong cong thirc ciu tric cia sing ché, can phai hiéu rang
ca (R) va (S) déu 1a cac cdu hinh ciia cacbon bat dbi, va do d6, ca chat dong phan dbi
anh va cac hdn hop cia chung, déu dugc bao ham trong céc cong thirc. Khi mot cAu hinh
cu thé duoc mo ta, thi chit ddng phan ddi anh d6 (hodc (R) hoic (S), & tAm d6)) duge
du dinh. Tuong tw, khi mot tén hop chit dugc dwa ra ma khong c6 ky hiéu bat dbi cho
cacbon bat dbi, thi can phai hiéu rang ca (R) va (S) déu l1a c4u hinh cua cacbon bat ddi,
va do d6, cac chit dong phan ddi quang riéng 1é va cac hdn hop cia chiing, duge bao
ham béi tén nay.

Sang ché bao gdm tht ca cac chit dong phan ddi anh, chat ddng phén vi tri, va
chat ddng phén khong dbi quang va cac hdn hop ciia hai hodc nhiéu chét déng phan 1ap
thé, vi du, hdn hop cua chéit ddng phan d6i anh va/hodc chat dong phan khong dbi quang,
theo moi ty 16. Do d6, cac chit ddng phan ddi anh 12 dbi twong cua sang ché & dang tinh
khiét v& mit ddng phan dbi anh, ca & dang chit di cau quay trai va chit di chu quay phai,
& dang raxemat va & dang hdn hop cua hai chit dong phan déi anh theo moi ty 1&. Trong
truong hop ddng phan cis/trans, sang ché bao gém ca dang cis va dang trans cling nhu
hén hop cia cac dang nay theo moi ty 1&. Viéc didu ché cac dong phan 1ap thé riéng 1é
¢6 thé duoc thuce hién, néu mubn, bang cach tich hdn hop bang céc phuong phap théng
thudong, vi du bang sic ky hoidc két tinh, bing cach st dung cdc nguyén liéu ban dau
ddng nhét v& mat hoa hoc 14p thé dé tdng hop hodc bang tong hop chon loc lap thé. Tuy
y, ¢ thé tién hanh tao dan xuét trude khi tach cac chét déng phan 1ap thé. Viéc tach hdn

hop cac ddng chét phan 1ap thé c6 thé duge thuc hién & budc trung gian trong qua trinh
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tbng hop hop chat c6 cong thirc (I) hodc ¢ thé dugc thuc hién d6i v6i san phdm raxemic
cubi cang. Héa hoc 14p thé tuyét dbi c6 thé dugce xac dinh bang phuong phap tinh thé
hoc tia X cuda cac san phém két tinh hodc chét trung gian két tinh duoc tao dan xuat, néu
cin, bang chat phan tng chira tim 1ap thé c6 cdu hinh da biét. Khi cac hop chat cia sang
ché nay co6 kha nang tautome hoa, thi tit ca cac tautome riéng 1é ciing nhu hdn hop cia
chung déu thudc pham vi cila sang ché nay. Sang ché dé cap dén tat ca cac chat dong
phan nhu vay, cling nhu mubi, solvat (ké ca hydrat) va mudi dugc solvat hoa cua
raxemat, chat ddng phan d6i anh, chit dong phan khong déi quang va tautome nay va
c4c hon hop clia chiing.

Nhu duogc str dung & day, cac ky hiéu va cac quy uéc duge sir dung trong cac quy
trinh, so dd va vi du nay, bat k& mot chit viét tat cu thé co duge xac dinh cu thé hay
khong, 1a nhit quan véi nhitng cai duoc sir dung trong cic tai liéu khoa hoc duwong thoi,
vi du, the Journal of the American Chemical Society hoac the Journal of Biological
Chemistry. Cu thé, nhung khéng gidi han, cac chir viét tit sau ddy c6 thé dugc sir dung
trong cac vi du va trong toan bd ban moé ta: g (gam); mg (miligam); mL (mililit); pL
(microlit); mM (millimolar); M (micromolar); Hz (héc); MHz (mega héc); mmol
(milimol); hr hodc hrs (gid); min (phut); MS (khéi phd); ESI (ion héa phun dién); TLC
(sic ky 16p méng); va HPLC (séc ky 16ng cao ap). Doi voi tat ca cac vi du sau ddy, co
thé st dung cac phuong phép tinh ché va xir 1y tiéu chudn ma ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay da biét. Trix khi dugc xac dinh rd theo cach khac, tat ca nhiét do
duogc biéu thi 12 °C. (d0 bach phéan). T4t ca cac phan ing dugc thuc hién & nhiét do trong
phong trir khi duge quy dinh 13 theo cach khac. Cac hé phuong phap tong hop duge
minh hoa & day nhdm minh hoa héa hoc c6 thé ap dung thong qua viéc st dung cac vi
du cu thé va khong biéu thi pham vi cia sang ché.

Céc hop chét c6 cong thirc (I) theo sang ché duge diéu ché theo quy trinh tong
hop héa hoc thong thuong. Phuong phap tong hop 1am vi du dugc thé hién dudi day:

0 HaN YN,

H
Z W a R N Yo

A * I_on D@

Ry OH x 0 A _oH
)

« ® v ©

HoN" e Ra N2V
5 o KUK
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NH,

ge
% trong cong thie (I).

Trong phuong phap nay, N,N'-dixyclohexylcarbodiimit (DCC) va diclometan
(DCM) c¢6 thé8 duoc st dung trong diéu kién a, va l-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl)carbodiimit (EDC), hydroxybenzotriazol (HOBt) va N,N-
Dimetylformamit (DMF) c¢6 thé dwogc sir dung trong diéu kién b.

Nhitng cai bién thich hop khac dbi véi quy trinh, vi du, str dung cac tdc nhan bao
vé/khir bao vé ph hop cho cdc nhém dé bj anh hudng béi cac didu kién phan ng nhét
dinh trong qua trinh téng hop, tach va tinh ché cac chét trung gian cho cac phan ting tiép
theo, chon dung méi thich hop, v.v., cling c6 thé dugc thue hién béi ngudi co hiéu biét
trung binh trong Iinh vuc ndy dua trén nhu cau. Vi du, nhém —OH ctia hop chét (B) trong
phuong phéap duge mé ta & trén co6 thé duge bao vé truée khi cho phan ting véi hop chét
(0)) va san phdm thu duoc c6 thé duge khir bao vé dé tao ra hop chét (y), v.v..

Duwogc phim/td hop

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét duoc phdm/td hop chira hop chat ¢6 cong
thirc (1) bt k¥, hodc mudi duge dung, hydrat, chat déng phan lap thé, solvat hoic tién
duogc chét cia chung, cing véi chat mang duogc dung.

Duoc pham/td hop nay c6 thé con chira mot hodc nhiéu tac nhan tht hai. Theo
mot phuong an, tdc nhan tht hai la chét trc ché diém kiém soat mién dich, NSAID, chét
trc ché tyrosin kinaza (TKI) hodc chét chdng ung thu. Theo mdt phwong an khac, duoc
phAm/td hop nay chira hop chét dugc mé ta & day va chét e ché diém kiém soét mién
dich va/hodc NSAID hoic tuy ¥ 1a chit wre ché tyrosin kinaza (TKI).

Theo mot phuong an, chét (rc ché diém kiém soat mién dich c6 thé dugc st dung
két hop véi duoe phdm duge mo ta & day dé kich thich hé thong mién dich chong lai té
bao ung thu va dé diéu tri bénh ung thu. Chét wc ché diém kiém so4t mién dich 1a téc
nhan hoidc khang thé khang khang nguyén té bao lympho T giy doc té bao 4 (cytotoxic
T-lymphocyte antigen-4 - CTLA-4), tic nhan hodc khang thé khang protein chét té bao
theo chuong trinh 1 (PD-1), tic nhan hodc khang thé khang phéi tir chét té bao theo
chwong trinh 1 (PD -L1), tac nhan hodc khang thé khang globulin mién dich té bao T va
mién muxin 3 (TIM-3), tac nhan hodc khang thé khang chét 1am giam té bao lympho T
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va B (BTLA), tac nhan hodc khang thé khang chit e ché sy hoat hoa té bao T chira Ig
mién V (VISTA), tic nhan hoic khang thé khang gen hoat hoa té bao lympho 3 (LAG-
3), khang thé hodc chét Grc ché KIR (thu thé gidng globulin mién dich té bao tiéu diét),
khang thé hodc chat trc ché A2AR (thu thé adenosin A2A), khang thé hoic chét wrc ché
CD276, hodc khéang thé hodc chat (tc ché VTCNI. Tét hon nita, chét tc ché diém kiém
soat mién dich 1a pembrolizumab, lambrolizumab, pidilizumab, nivolumab,
durvalumab, avelumab, hodc atezolizumab. Vi du vé& chét tGc ché PD-1 hodc PD-L1 bao
gbm, nhung khong gidi han, cac khang thé duoc lam twong thich v&i ngudi phong bé
PD-1 ctia nguoi nhu lambrolizumab (khang-PD-1 Ab, tén thwong mai 1a Keytruda) hoac
pidilizumab (khang-PD-1 Ab), Bavencio (khang-PD-L1 Ab, avelumab), Imfinzi
(khang-PD-L1 Ab, durvalumab) va Tecentriq (khdng-PD-L1 Ab, atezolizumab) cling
nhu cic khang thé hoan toan ctia ngudi nhu nivolumab (khdng-PD-1 Ab, tén thuong
mai Opdivo) va cemiplimab-rwlc (khang-PD-1 Ab, tén thuong mai Libtayo). Céac chét
trc ché PD-1 khac c6 thé bao gdm sy trinh dién ctia phdi tir PD-1 hoa tan bao gbm, nhung
khong gidi han, protein dung hop PD-L2 Fc con dugc goi 1a B7-DC-Ig hoac AMP-244
va cac chét trc ché PD-1 khac hién dang duoc nghién ctru va/hodc phat trién dé str dung
trong tri li€u. Ngoai ra, cac chét (e ché diém kiém soat mién dich ¢6 thé bao gém, nhung
khong gidi han, cac khang thé duoc 1am twong thich véi ngudi hodic hoan toan ctia ngudi
phong bé PD-L1 nhu durvalumab va MIH1 (khéng thé don dong khang CD274 (PD-L1,
B7-H1)) va céac chét tc ché PD-L1 khac hién dang duoc nghién ciru.

NSAID 12 nhém thudc gitp giam dau, ha sét va giam viém & liéu cao hon. Hau
hét cac NSAID trc ché hoat tinh cua xyclooxygenaza-1 (COX-1) va xyclooxygenaza-2
(COX-2), va do d6 trc ché qua trinh téng hop thromboxan va prostaglandin. Cho rang
viée trc ché COX-2 din dén tac dung chéng viém, giam dau va ha sbt, trong khi nhitng
NSAID d6 ciing trc ché COX-1, dic biét 1a aspirin, c6 thé gdy chidy mau va loét duong
tiéu hoa véi lidu lugng 16m. Thube e ché COX-2 duoc sir dung rong rai dé diéu tri cac
bénh tu mién dich va viém nhim. Xyclooxygenaza (COX), c¢6 hai dang twong dong,
COX-1 va COX-2, 1a enzym chiu trach nhiém cho buédc quyét dinh tdc do trong qua
trinh tong hop lipit ¢6 hoat tinh sinh hoc ciia cac prostanoid bao gdm prostaglandin D2
(PGD2), PGE2, PGF2a, prostaxyclin PGI2 va thromboxan TXA2. COX-1 duoc biéu

hién chu y€u trong cac mo co thé d€ duy tri cac prostanoid can bang ndi modi va tham
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gia vao mot s6 chite nang sinh hoc nhu tao mach, gidn mach va duy tri mo. Tuy nhién,
COX-2 duoc thé hién & mirc d6 thip trong cac diéu kién binh thudng. COX-2 nhanh
chong duogc tao ra bdi cac kich thich nhu nhiém tring, chan thuong va dau dé bat dau
cdc qua trinh tién viém. Chét ¢ ché chon loc COX-2 1a mét loai thude chéng viém
khong steroit (NSAID). Theo mét sé phuong 4n, NSAID bao gdm, nhung khong giéi
han 6, aspirin, ibuprofen, indomethacin, naproxen va chét tc ché COX-2. Theo mot sb
phuong an cua sang ché, NSAID la chét trc ché COX2. Theo mdt sé phwong 4n, chat e
ché COX2 bao gbém, nhung khong giéi han &, Celebrex (tén chung la celecoxib),
Rofecoxib, Imrecoxib va Etoricoxib. T6t hon, néu chét tc ché COX2 1a Celecoxib.

Céc chit trc ché tyrosin kinaza (TKI) 1 ho céc phan tir nho c6 hoat tinh trc ché
tyrosin kinaza thy thé hodc bao twong. TKI Wrc ché cac con dudng truyén tin hiéu cua
yéu tb ting trudng nay bang nhiéu co ché khac nhau. Chiing canh tranh véi ATP, co
chét hodc cac vi tri dé dime héa va ciing ¢6 thé tac dong theo kiéu di 1ap thé. Su trc ché
tyrosin kinaza thu thé hodc bao tuong dugc chung minh béng mét sb loai TKI khac
nhau, ching han nhu thong qua canh tranh truc tiép dé ATP lién két véi tyrosin kinaza,
trc ché di 1ap thé tyrosin kinaza va (rc ché phéi tir lién két v6i tyrosin kinaza thu thé. TKI
dang déng mot vai trd ngay cang quan trong trong diéu tri ung thu, dic biét 1a cac chét
{rc ché VEGFR nhu Axitinib, Lenvatinib, Cabozantinib va Regorafenib. Theo mot sb
phwong 4n ciia sang ché, TKI 1a chét trc ché cac tyrosin kinaza thu thé. Tét hon 13, TKI
1a chit trc ché thu thé yéu t6 ting truéng ndi mé mach mau (VEGFR). Tét hon nita 13,
TKI la Cabozantinib, Regorafenib, Axitinib, Afatinib, Ninetedanib, Crizotinib,
Alectinib, Trametinib, Dabrafenib, Sunitinib, Ruxolitinib, Vemurafenib, Sorafenib,
Ponatinib, Encorafenib, Brigatinib, Pazopanib, Dasatinib, Imatinib, Lenvatinib,
Vandetanib, surufatinib hodc Sitravatinib.

T4c nhan chdng ung thu bd sung 1a tic nhan chéng ung thu bat ky dugc mo ta &
day hoac da biét trong linh vuc nay. Theo mot phuong an, tic nhan chéng ung thu bd
sung la hoa tri 1li€u hoac hoa tri liéu kép dua trén bach kim. Theo cac phuong an nhét
dinh, tac nhan chéng ung thu b6 sung 1a chit (¢ ché tyrosin kinaza (TKI). Theo mdt
phwong 4n, tic nhan chéng ung thu bd sung 1a hop chit hoic khang thé khang VEGF
hodc khang VEGFR. Theo cdc phuong 4n khdac, tdc nhan chéng ung thu 13 tic nhan

platin (vi du, cisplatin, carboplatin), chét {rc ché gian phan (vi du, paclitaxel, paclitaxel
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lién két v6i albumin, docetaxel, taxotere, docecad), alkaloit Vinca dugc flo héa (vi du,
vinflunin, javlor), vinorelbine, vinblastine, etoposide, hodc pemetrexed gemcitabin.
Theo mdt phuong 4n, tac nhan chéng ung thu bd sung 1a 5-flurouracil (5-FU). Theo cac
phwong 4n nhét dinh, tc nhan chéng ung thu bd sung 1 tac nhan chdng ung thur bat ky
khac da biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Dé bao ché dugc phdm/td hop theo sang ché nay, mot hodc nhiéu hop chét theo
sang ché 1am thanh phan hoat tinh dwoc tron k§ voi chat mang duge theo k¥ thuat phbi
ché duoc thong thuong, chit mang nay ¢ thé c6 nhiéu dang khic nhau tiy thudc vao
dang ché phdm mong mudn dé sir dung, vi du, qua duong miéng hodc ngoai duodng tiéu
hoa nhu tiém trong bap. Dé bao ché cac ché pham & dang liéu ding qua dudng miéng,
c6 thé sir dung moéi truong duogc bat ky trong sd cac moi truong dugc thong thuong. Do
d6, dbi véi cac ché phdm dang 16ng udng, chang han nhu hdn dich, cdn ngot va dung
dich, chét mang va chét phu gia thich hgp bao gém nudc, glycol, dau, ruou, chit tao
huong vi, chit bao quan, chét tao mau va cac chit twong tu; dbi voi cac ché pham dang
ran dé uéng chéng han nhu bot, vién nang, vién nén nho, vién nang gelatin va vién nén,
chét mang va chét phu gia thich hop bao gdm tinh bot, dwong, chit pha loang, chét tao
hat, cht boi tron, chit két dinh, chét gay rd va cac chét tuong tu. Do dé& sir dung, vién
nén va vién nang la dang don vi lidu uéng thuan loi nhét, trong truong hop do, chét
mang dugc ran 1o rang dugc st dung. Néu mudn, vién nén c6 thé dugc bao duong hodc
bao tan trong rudt bang cac ky thuat tiéu chuén. Déi véi thube ding ngoai dudng tiéu
hoa, chit mang thudng bao gdm nudc vé tring, mic du c6 thé bao gdm cac thanh phan
khéc, vi du, cho cac muc dich nhu hd tro kha nang hoa tan hoic dé bao quan. Céc huyén
phi tiém duge ciing ¢6 thé duge bao ché, trong truong hop d6, cac chit mang chit 16ng
thich hop, c4c cht tao huyén phii va cac chét tuong tw ¢6 thé duge st dung. Cac dugc
phém trong ban mo ta nay s€ chira, trén mot don vi liéu, vi dy, vién nén, vién nang, bot,
thubc tiém, ddy thia ca phé va tuong tu, luong hoat chat can dé phan phéi lidu hitu higu
nhu dugc mo ta & trén.

Céc dang chét 10ng trong d6 cac ché phdm méi theo séng ché c¢6 thé duoc két hop
dé st dung bang dudng udng hodc tiém bao gom: dung dich nuée, xi-rd c6 huong vi
thich hop, huyén phu chita nudc hodc dau, va nhii twong c6 huong vi véi dau an duoc

nhu dau hat bong, dAu me, diu dira hodc du dau phong, cling nhu con ngot va cac chét
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dan duogc twong tu. Cac chit phan tan hodc chét tao huyén phii thich hop cho huyén phit
chtra nu6e bao gdm: gbm ty nhién va tdng hop nhu tragacanth, acaxia, alginat, dextran,
natri carboxymetylxenluloza, metylxenluloza, polyvinyl-pyrolidon hodc gelatin.

Vién nén va vién nang dé udng thuong duoc bao ché & dang lidu don vi va chira
cac ta dugc thong thuong nhu chit két dinh, chit don (bao gém xenluloza, mannitol,
lactoza), chét pha lodng, chét tao vién, chit bdi tron (bao gdbm magie stearat), chét tiy
rira, chit gay ra (vi du, polyvinylpyrolidon) va cic dan xuét tinh bot nhu tinh bot natri
glycolat), chét tao mau, chét tao hwong vi va chit thdm w6t (vi dl,i, natri lauryl sulfat).

Céc ché phdm dang ran ding qua dudng miéng c6 thé dugc bao ché bang cac
phuong phap thong thuong gdm pha tron, lam day hoic tao vién. Thao tac pha tron c6
thé dugc lap lai dé phan phéi hoat chét trong cac ché phém c6 chira mot lugng 16n chat
don. Céc thao tac nhu vay 1a thong thuong.

Pé dung ngoai duong tiéu hoa, lidu don vi dang 16ng c6 thé duoc bao ché, chua
hop chit va chit dan vo trung. Hop chit ¢6 thé dugc tao huyén phu hoic hoa tan, tiy
thudc vao chét din va ndng d6. Cac dung dich ngoai dudng tiéu hoa thuong duge bao
ché bang cach hoa tan hop chét trong chét din, khir tring bang cach loc, d6 day cac lo
nho thich hgp va niém phong. Mt cach thuan loi, cac chit bd tro nhu chit gay té€ cuc
b, chit bao quan va chit dém ciing c6 thé duoc hoa tan trong chét din. Pé ting d6 6n
dinh, ché phém 6 thé duoc 1am dong lanh sau khi da db dﬁy cac lo nho va dugc loai bd
nudc trong didu kién chan khong. Huyén phu ding ngoai dudng tiéu hoa duge bao ché
theo cach vé co ban gidng nhw vay, ngoai trir viéc hop chat ¢6 thé dugc tao huyén phu
trong chit dan thay vi duoc hoa tan, va dugce khir tring bang cach tiép xiic véi etylen
oxit trude khi tao huyén phi trong chit din vo tring. Mot cach thuén loi, chit hoat tinh
bé mit hodc chat thim w6t c6 thé duoc dua vao ché phém dé tao diéu kién thuan loi cho
viéc phéan phéi ddng déu hop chét khi sir dung.

Dugc phim dé sir dung bang cach hit ¢6 thé duge cung cip tir khi cu bom hoic
261 duge tao ap bang khi dung.

Ung dung tri liéu

Theo mét khia canh khac, sang ché dé& xuét phwong phéap diéu bién mién dich
biéu sinh TME, bao gdm viéc str dung luong hiru hiéu ctia hop chét hoic dugce pham/to

hop duge mb ta & day cho dbi twong ¢6 nhu cau.
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Theo mét khia canh khac, sang ché dé xuat phuong phap diéu tri hodc ngin ngira
bénh lién quan dén HDAC loai I & dbi twong, phuong phap nay bao gém viéc st dung
lwong hiru hiéu ciia hop chét hodc duge phdm/td hop duoc mo ta & day cho dbi tuong
¢6 nhu cau.

Theo mdt phwong an, cac phwong phéap nay bao gdm viéc str dung thém mot hosdc
nhiéu tac nhan thit hai. Theo mot s& phuong 4n, tac nhéan thir hai 12 chit tc ché diém
kiém so4t mién dich, NSAID, TKI hoic tic nhan chéng ung thu. Theo mot phuong 4n
khac, duge phim/td hop chira hop chat duge mo ta & ddy va chat e ché diém kiém soat
mién dich va/hodc NSAID hoic tuy y 1a TKIL. Céc phwong 4n cta chit trc ché diém kiém
soat mién dich, NSAID, TKI hoic tac nhan chéng ung thu 1a nhitng phuong 4n duge mo
ta o day.

Céc hop chit theo sang ché 1a hitu ich d& didu tri hodc ngan ngira bit ky bénh
va/hodc tinh trang nao, trong d6 su uc ché HDAC loai I duoc mong mudn. Pic biét, cac
hop chit theo sang ché c6 kha nang diéu bién mién dich biéu sinh TME, do d6 cai thién
cac liéu phap mién dich. Su e ché hoat tinh ctia enzym HDAC c6 thé din dén suy giam
su phét trién ctia khéi u. Do d6, sang ché d& xuét cac phuong phap dé didu tri hodc ngan
ngira khdi u hodc bénh ung thu.

Vi du vé bénh ung thu ma cé thé dugc diéu tri theo séng ché bao gém, nhung
khong gi6i han 0, ung thu biéu md vii xam 14n, ung thu biéu mé tuyén, ung thu phoi
(khong phai té bao nho, ung thu bidu mé té bao vay, ung thu biéu mo tuyén va ung thu
phdi té bao 16n), ung thu gan, ung thu dai truc trang, ung thu nio, dau va c¢b (vi du, u
nguyén bao than kinh/u nguyén bao dém), ung thu vii, ung thur budng tring, ung thu
biéu mo té bao chuyén tiép ciia bang quang, ung thu tuyén tién liét, ung thu biéu mo té
bao vay & miéng, sacom xuong, ung thu vé thuong than, khdi u dudng tiéu héa bao gom
c4 ung thu dai truc trang, ung thu dudng mét nhu ung thu biéu mé tii mat (GBC), ung
thu bang quang, ung thu thuc quéan, ung thu da day, ung thu c¢d ti cung, ung thu tuyén
nuéce bot, u lanh tinh tiéu chay, ung thu biéu mé 6ng tai chd, viém mé méng, ung thu
duwong mat, ung thu than, ung thu tuyén tuy, u nguyén bao tily, u nguyén bao than kinh
dém, ung thu vii luminal, khdi u va HER2 duong tinh va b ba 4m tinh, khéi u 4c tinh
vé huyét hoc va bénh bach cau (bénh bach ciu tay cép tinh (AML), bénh bach cau
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lympho bao c4p tinh té bao tién chit B (ALL), mot phan ciia ALL té bao T va bénh bach
cau dong tiy mén tinh (CML)).

Céc hop chit, hodc cac mudi duoc dung ciia chiing, duoc ding qua dudng miéng,
qua mili, qua da, phéi, x6ng hit, qua m4, dudi ludi, trong mang bung, duéi da, trong co,
trong tinh mach, qua truc trang, trong mang phéi, ndi tiy mac va ngoai dudng tiéu hoa.
Theo mét phuwong an, hop chét nay dugc dung qua duong miéng. Nguoi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc ny s& nhan thiy cac wu diém ctia cic dudong ding nhét dinh.

Ché do lidu st dung cac hop chét nay duge chon theo nhidu yéu t6 bao gbm loai,
loai, tudi, khdi luong, gidi tinh va tinh trang bénh 1y ctia bénh nhan; mirc d6 nghiém
trong cua tinh trang bénh can diéu tri; duong ding; chirc ning than va gan cia bénh
nhan; va hgp chét cu thé hoac mubi ciia né duge dung. Thﬁy thudc hoic bac si thi y cO
trinh do trung binh c6 thé dé dang xac dinh va ké don luong c6 hiéu qua cua dugc chat
can dé ngan ngua, chéng lai, hodc kim ham su tién trién cta tinh trang bénh.

Gio day sang ché dugc mo ta bang phin mé ta, ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vue nay sé nhan biét ring sang ché c6 thé dugc thuc hién theo nhiéu phuong
4n va phin mé ta néu trén va cic vi du dudi day dé nhim muc dich minh hoa va khong

gi61 han pham vi cia yéu cau bao ho kém theo.

Vi du thie hién sang ché

Nguyén liéu va phuwong phap diéu ché cac hop chit duge 14y 1am vi du theo sang
ché dugc mo ta dudi day.

GNTbm-01, GNTbm-02, GNTbm-03, GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-06,
GNTbm-08, GNTbm-11, GNTbm-12, GNTbm-19, GNTbm-25, GNTbm-33, GNTbm-
37, GNTbm-38, GNTbm-39, Entinostat-API (thanh phén c6 hoat tinh dugc), va
Chidamide-API dugc cung cdp béi GNTbm [GNT Biotech & Medicals Co. Ltd
(Taiwan)]. San pham vién nang Celecoxib (Celebrex®, 200 mg) dugc mua tir (Pfizer,
Taiwan). Regorafenib (HY-1031, 30 mg/kg, dung qua dudng miéng hang ngay,
MedChemExpress USA). Céc khang thé va chat phan ting sau day dugc st dung cho
c4c thi nghiém trén dong vat: khang thé don dong chudt khang PD-1 (CD279) (RMP1-
14; Bio X Cell) va khang thé don dong isotyp chudt khang IgG2a (2A3; Bio X Cell).
Khéi ion hoa phun dién tir duoc ghi lai trén Bruker microTOF va phd khdi phd phun
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dién tir (ESMS) dugc ghi lai dudi dang gia tri m/z bang may quang phd khéi Waters.
T4t ca céc hoa chit va dung méi thuong mai déu 13 cip do chat phan ing va dugce sir
dung ma khong cén tinh ché thém trir khi c¢6 quy dinh khac. Tt ca cac phan ting dugc
theo d3i dé hoan thanh bang sic ky 16p mong str dung tAm nén thiy tinh silicagel Merck
60 F254 (20 x 20 cm). Su hién hinh sic ky d6 thu dugce dugc phét hién truc quan dudi
bire xa UV (254nm). 'H NMR va 3C NMR duoc ghi lai trén may quang phd Bruker
AVANCE 400 MHz PLUS va Bruker AVANCE III HD 600 Mhz va thiét bi va d6 dich
chuyén hoa hoc duoc ghi lai theo phin triéu (ppm, 8). Cac boi s6 duge ghi lai dudi dang
s (vach don), brs (vach don réng), d (vach ddi), t (vach ba), q (vach bbn), dd (hai vach
d6i), td (ba vach doi) va m (da vach). Hang sé ghép cap (J) duge biéu thi biang héc. Do
tinh khiét ctia hop chét cubi cing dugc x4c dinh bang hé théng Waters ACQUITY Arc
st dung cot C1s (Waters XSelect HSS T3 5 um, 4,6 mm x 250 mm) hoat dong & 40°C.
Qua trinh rira giai dugc thuc hién bang nudc chira 0,1% axit trifloaxetic 1am pha dong
A va metanol 1am pha dong B. Diéu kién rira giai: & 0 phit, pha A 90% + pha B 10%;
sau 6 phut, pha A 70% + pha B 30%; sau 12 phut, pha A 50% + pha B 50%; sau 18 phut,
pha A 10% + pha B 90%; sau 23 phut, pha A 90% + pha B 10%. Téc dd dong cua pha
dong 1a 1 mL/phut, thé tich tiém mAu 1a 10 uL va thoi gian chay 1a 30 phut. Céc dinh
duoc phat hién & 254nm. Do tinh khiét ctia hop chét cubi cling dugce phat hién 13> 90%.

Cic vi du diéu ché

Vidu 1 GNTbm-01

Quy trinh téng hop dugc thé hién dudi day:
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Axit 6-aminopyridin-3-carboxylic (1).
Dung dich chira metyl 6-aminopyridin-3-carboxylat (1,2 g) dugc b6 sung LiOH
(3,309 g) trong MeOH, va hdn hop nay dugc khudy ¢ 40~65 °C trong 4~8 gio. Sau khi
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1am ngudi dén RT, duoc didu chinh thanh diéu kién axit bang 10% HCI (dung dich chta
nuée), loc bing cach hit, va san phidm duoc sdy kho bang ti sdy trong khoang 24 gidy
dé tao thanh san phim rén 13 hop chat ¢6 cong thire 1.

2-(trimetylsilyl)etyl 6-aminopyridin-3-carboxylat (2).

Dung dich chita hop chét c6 cong thire 1 (1,5 g) va triphenylphosphin (2,848 g)
trong THF dugc bd sung 2-(trimetylsilyl)ethanol (1,84 mL mmol) va Diisopropyl
azodicarboxylat (DIAD, 2,56 mL) & -5~10°C. Va hdn hop nay duoc khqu O nhiét do
trong phong trong khoang 8 gid. Hon hop nay duoc co, va tinh ché bing sic ky cot
silicagel dé tao ra hop chit c6 cong thirc 2.

2-(trimetylsilyl)etyl 6-((F)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)pyridin-3-
carboxylat (3).

Dung dich chira DCC (86,9 mg) trong DCM dugc bd sung hop chét c¢6 cong thirc
2 (50 mg) va axit (E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enoic (67,2 mg) trong DCM & bé
nuée da. Va hdn hop nay duoc khudy & nhiét do trong phong trong khoing 8 gid. San
pham duoc chiét bing cach st dung etyl axetat va 16p hitu co dugc rira bang nude. Cac
16p hitu co thu gom dugc siy khod bang MgSOs, co dic, va tinh ché bang sic ky cot
silicagel dé tao ra hop chit c6 cong thic 3.

Axit 6-((E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)pyridin-3-carboxylic (4).

Dung dich chira hop chét c6 cong thirc 3 (50 mg) trong THF (11 mL) duge bd
sung 12 N HCI (11 mL), va hdn hop nay duge khudy ¢ nhiét d6 trong phong trong 4~10
gir. Hon hop nay dugc ¢d, va tinh ché bang sic ky cot silicagel dé tao ra hop chét ¢6
cong thuec 4.

6-((E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-
flophenyl)pyridin-3-carboxamit (5).

Dung dich chira 4-flobenzen-1,2-diamin (72,9 mg), EDC (89,7 mg), HOBt (46,8
mg) trong DMF duoc khudy & -10~10 °C trong 20~60 phut. Hop chét c6 cong thirc 4
(85,9 mg) trong DMF va Et3N (161 uL) dugc bd sung vao, va hdn hop nay dugc khuay
& nhiét do trong phong trong khoang 72 gid. Hon hop niy duge pha lodng véi nudce va
chiét bang EtOAc. Céc 16p hiru co thu gom duoc siy kho bang MgSOs, ¢ dic, va tinh
ché bang sic ky cot silicagel dé tao ra hop chét c6 cong thire 5. 'H NMR (400 MHz,
axeton-de): 02,46(3H, s), 3,52(2H, d), 4,95(2H, br), 6,39(1H, td), 6,59(3H, m), 7,21(1H,

29



51897 30/118

t), 7,77(1H, dd), 8,38(3H, m), 9,08(1H, s), 9,75(1H, s). *C NMR (100 MHz, DMSO-
de): 623,77, 40,47, 101,16, 101,41, 101,80, 102,03, 123,05, 124,73, 125,54, 128,76,
128,86, 129,21, 129,56, 132,84, 136,68, 138,02, 145,71, 147,16, 148,12, 156,82, 163,76,
170,27; ESI-MS m/z: 428,1496[M+Na"].

Vidu 2 GNTbm-02

Quy trinh téng hop dugc thé hién dudi day:
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5-((E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)pyridin-2-carboxylic acid (6).

Dung dich chita axit (E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enoic (769 mg) va DCC
(895 mg) trong DCM dugc khudy ¢ -10~10°C trong 20~60 phiit. Axit 6-aminopyridin-
3-carboxylic (500 mg) trong DCM dugc bd sung vao, va hdn hop nay duge khudy &
nhiét d6 trong phong trong khoang 48 gid. Hon hop nay duge loc dé thu gom bot ran.
Bot rin dugc hoa tan trong MeOH, loc va ¢ dic bang thiét bi 1am bay hoi quay dé tao
ra hop chét 6 dang thé.

5-((E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-
flophenyl)pyridin-2-carboxamit (7).

Dung dich chira 4-flobenzen-1,2-diamin (42,4 mg) va EDC (52,2 mg, HOBt (26
mg) trong DMF duoc khudy & -10~10 °C trong 20~60 phut. Axit 5-((E)-4-(6-
metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)pyridin-2-carboxylic (hop chét c6 cong thire 6) (50
mg) trong DMF duoc bd sung vio, va hén hop nay dugc khudy & nhiét do trong phong
trong khoang 16 gid. Hon hop nay dugc pha loang véi nude va chiét bang EtOAc. Céac
16p hitu co thu gom dugc séy kho bé‘mg MgSOy4, cb déc, va tinh ché b:?mg sic ky cot
silicagel dé tao ra hop chat ¢6 cong thirc 7. "H NMR (400 MHz, axeton-ds): 62,46(3H,
s), 3.45(2H, d), 4,90(1H, br), 6,45(1H, m), 6,55(2H, m), 6,66(1H, dd), 7,19(1H, d),
7,53(1H, dd), 7,76(1H, dd), 8,15(1H, d), 8,31(1H, dd), 8,47(1H, d), 8,91(1H, s), 9,66(1H,
s), 9,72(1H, s). ®*C NMR (100 MHz, MeOD-d): 641,93, 104,06, 104,32, 105,16, 105,39,
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124,08, 125,12, 125,94, 128,14, 128,41, 128,65, 130,93, 132,17, 135,42, 139,91, 141,19,
146,07, 147,83, 158,38, 165,26, 168,08, 172,56, ESI-MS m/z: 428,1479[M+Na'].
Vidu 3 GNTbm-03
Quy trinh tong hop duogc thé hién dudi day:
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Axit 4-((E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)benzoic (8).

Dung dich chira axit (E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enoic (671,9 mg) va DCC
(782,4 mg) trong DCM dugc khudy & -10~10°C trong 20~60 phit. Axit 4-aminobenzoic
(400 mg) trong DCM duoc bd sung vao, va hdn hop nay dugce khudy & nhiét do trong
phong trong 5~10 gior nita. Hén hop nay duge loc dé thu gom bt ran. Bot ran duge hoa
tan trong MeOH, loc va c¢b dac bing thiét bj lam bay hoi quay dé tao ra hgp chét c6 cong
thire 8 dang tho.

4-((E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-
flophenyl)benzamit (9).

Dung dich chira 4-flobenzen-1,2-diamin (255,4 mg), EDC (314,4 mg) va HOBt
(164 mg) trong DMF dugc khudy ¢ -10~10°C trong 20~60 phut. Axit 4-((E)-4-(6-
metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)benzoic (hop chit c6 cong thirc 8) (300 mg) trong
DMF dugc bd sung vao, va hdén hop nay dugc khudy & nhiét do trong phong trong
khoang 24 git. Hon hop nay duoc pha lodng v6i nude va chiét bang EtOAc. Céc 16p
hiru co thu gom duoc siy khd bang MgSOs, ¢ dic, va tinh ché bang sic ky cot silicagel
détaora hop chét c6 cong thirc 9. 'H NMR (400 MHz, axeton-ds): 82,46(3H, s), 3,39(2H,
d), 4,90(1H, br), 6,39(1H, td), 6,56(3H, m), 7,20(2H,m), 7,77(3H, m), &,00(2H, m),
8,46(1H, s), 8,95(1H, s), 9,46(1H, s).3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 823,75, 40,77,
101,48, 102,55,118,23, 119,42, 123,07, 124,98, 128,51, 128,62, 128,76, 128,90, 129,05,
129,59, 132,85, 141,97, 145,51, 147,14, 156,79, 159,82, 162,19, 165,03, 169,36, ESI-
MS m/z: 405,173 1[M+H"].
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Vi du 4 GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-11, GNTbm-33, GNTbm-37,
GNTbm-38, va GNTbm-39
Quy trinh tong hop duoc thé hién duéi day:
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GNTbm-37

Etyl (E)-4-(pyridin-3-yl)but-3-enoat (11). Dung dich chira nicotinaldehyt 10
(10 g, 93 mmol), PPh3 (36,7 g, 140 mmol), etyl acrylat (15,3 mL, 140 mmol) trong n-
hexanol (50 mL) dugc khudy & 120~160 °C trong 12~18 h. Hdn hgp nay duoc pha
lodng v6i EA, rira bang nude, nude mudi, va sdy kho bang Na,SO4. Hon hop nay dugc
loc va ¢b dén kho. San pham thé duoc tinh ché bang sac ky cot dé tao ra hop chét c6

cong thirc 11 (6 g, 34%) dudi dang chit 1ong mau vang. 'H NMR (600 MHz, CDCI3)

| 58,58 (d, T=1,8Hz, 1H), 8,46 (dd, J =4,8, 1,5 Hz, 1H), 7,70 (dt, ] = 7,9, 1,8 Hz, 1H),
7,24 (dd,1=17,9, 4,9 Hz, 1H), 6,48 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,38 (dt, J = 15,9, 7,0 Hz,
1H), 4,18 (q,J = 7,1 Hz, 2H), 3,27 (dd, J = 7,0, 1,3 Hz, 2H), 1,29 (t, ] = 7,1 Hz, 3H).

Axit (E)-4-(Pyridin-3-yl)but-3-enoic (12) Dung dich chura hop chét c6 cong
thire 11 (6 g, 31 mmol) trong THF (100 mL) dwoc bb sung LiOH (2,25 g trong 50 mL
H20, 94 mmol) va khudy & RT (nhiét d6 trong phong) trong 1~4 h. Hn hop nay dugc
o dé loai bo THF. Dung dich chira nuéc duoc axit hoa bang 1N HCI (dung dich chira
nuéc). Hon hop nay duge co dén kho va san pham tho duoc tinh ché bang sic ky cot dé
tao ra hop chét c6 cong thic 12 (3,7 g, 72%) dudi dang chét rin mau tring. 1H NMR
(600 MHz, DMSO-d6) ¢ 8,58 (d, J=2,0 Hz, 1H), 8,42 (dd, J = 4,7, 1,5 Hz, 1H), 7,87
(dt, J= 8,0, 1,9 Hz, 1H), 7,34 (dd, J = 8,0, 4,7 Hz, 1H), 6,52 (d, J= 16,0 Hz, 1H), 6,45
(dt, J=16,0, 6,5 Hz, 1H), 3,21 (d, J= 6,5 Hz, 2H).
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Quy trinh dé tong hop GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-11, GNTbm-33,
GNTbm-38, va GNTbm-39. Dung dich chira hgp chét c6 cong thire 12 (1 dwong lugng),
hop chét ¢6 cong thirc 13 (1,1 dwong hrong), va HATU (1,1 duong lugng) trong DMF
dugc bd sung DIPEA (1~2,5 duong lugng). Hon hop nay dugc khudy & RT trong 1~4 h
(duoc kiém tra bang LCMS). Anilin (1,1 dwong lugng), HATU (1,1 duong luong), va
DIPEA (1~2,5 duong lugng) dugc bd sung vao hdn hop phan tng. Hon hop nay duge
khudy & RT trong 1~4 h nira (dugc kiém tra bang LCMS). Hén hop nay dugc pha lodng
v6i EA, rira bing nude, nude mudi, va sy khd bang Na2SO4. Hon hop nay duge loc va
b dén kho. San pham tho duge tinh ché bang sic ky cot dé tao ra san phdm mong muén.

GNTbm-04, Hiéu suit: 45 mg, 40%. 'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) 6 10,60 (s,
1H), 9,86 (s, 1H), 8,92 (d, J=1,8 Hz, 1H), 8,63 (d, /= 1,8 Hz, 1H), 8,44 (d, /= 4,8 Hz,
1H), 8,25 (dd, J= 8,7, 2,1 Hz, 1H), 8,09 (d, J= 9 Hz, 1H), 7,91 (d, J = 7,8 Hz, 1H),
7,38-7,32 (m, 2H), 6,62-6,55 (m, 3H), 6,39(td, J = 8,7, 2,4 Hz, 1H), 5,20 (s, 2H), 3,42
(d, J= 6 Hz, 2H). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & 40,48, 101,95, 102,12, 102,41,
102,56, 119,74, 122,81, 123,69, 125,78, 126,52, 126,73, 126,79, 129,29, 132,28, 132,57,
138,25, 138,95, 144,37, 144,41, 147,80, 148,40, 159,74, 161,33, 162,27, 169,76, LCMS
(ESI) m/z 392.4 [M+H]". D6 tinh khiét HPLC: 96,12%.

GNTbm-05, Hiéu suét: 88 mg, 53%. 'HNMR (600 MHz, DMSO-d6) ¢ 10,60 (s,
1H), 9,94 (s, 1H), 8,92 (d, J=1,6 Hz, 1H), 8,63 (d, J= 1,5 Hz, 1H), 8,44 (d, J=4,7 Hz,
1H), 8,26 (dd, J = 8.5, 2,0 Hz, 1H), 8,11 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,91 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
7,50 (d, J=7,9 Hz, 1H), 7,36 (dd, J=17.9, 4,8 Hz, 1H), 6,94 (t, /= 7,6 Hz, 1H), 6,82 (d,
J=179 Hz, 1H), 6,65 (t, J=17,9 Hz, 1H), 6,61-6,57 (m, 2H), 4,88 (s, 2H), 3,42 (d, J =
6,0 Hz, 2H). *C NMR (100 MHz, DMSO-dg): 6 40,49, 116,75, 117,01, 122,76, 123,68,
124,16, 124,29, 125,67, 125,78, 126,58, 129,29, 132,28, 132,56, 138,26, 138,97, 141,56,
144,44, 147,80, 148,39, 161,86, 169,76, LCMS (ESI) m/z 374,3 [M+H]". D¢ tinh khiét
HPLC: 99,32%.

GNTbm-11, Hiéu suit: 48 mg, 22%."H NMR (600 MHz, DMSO-d6) § 10,62 (s,
1H), 10,01 (s, 1H), 8,94 (d, J= 1,9 Hz, 1H), 8,63 (d, J= 1,6 Hz, 1H), 8,44 (d, J= 4.6
Hz, 1H), 8,26 (dd, J = 8,6, 2,3 Hz, 1H), 8,11 (d, J= 8,6 Hz, 1H), 7,91 (d, J = 8,0 Hz,
1H), 7,77 (s, 1H), 7,36 (dd, J= 1.9, 4,7 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 6,91 (d, J =
8,4 Hz, 1H), 6,62-6,55 (m, 2H), 5,63 (s, 2H), 3,42 (d, J = 6,0 Hz, 2H). 13C NMR (100
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MHz, DMSO-d¢): 6 40,49, 115,71, 121,95, 122,90, 122,94, 123,68, 125,76, 126,55,
129,30, 132,28, 132,57, 138,42, 138,97, 144,13, 145,75, 147,80, 162,50, 169,79, LCMS
(ESI) m/z 442.4 [M+H]". D6 tinh khiét HPLC: 93,63%.

GNTbm-33 Hiéu suit: 63 mg, 16%. "H NMR (600 MHz, DMSO-d6) § 10,32 (s,
1H), 9,60, (s, 1H), 8,63 (d, J=1,9 Hz, 1H), 8,44 (dd, J=4,7, 1,5 Hz, 1H), 7,97 (d, J =
8,7 Hz, 2H), 7,91 (dt, J= 8,0, 1,8 Hz, 1H), 7,74 (d, J= 8,7 Hz, 2H), 7,51 (d, J= 1,2 Hz,
1H), 7,36 (dd, J= 1.9, 4,8 Hz, 1H), 7,27 (dd, J = 8,5, 1,7 Hz, 1H), 6,88 (d, J = 8,4 Hz,
1H), 6,62-6,55 (m, 2H), 5,65 (s, 2H), 3,38 (d, J = 5,5 Hz, 2H). *C NMR (100 MHz,
DMSO-dg): 6 40,70, 115,22, 115,42, 115,63, 118,21, 122,44, 123,33, 123,69, 123,79,
124,10, 125,89, 126,19, 128,71, 128,82, 129,06, 132,34, 132,54, 142,05, 146,76, 147,78,
148,35, 165,15, 169,21, LCMS (ESI) m/z 441,4 [M+H]". B¢ tinh khiét HPLC: 96,40%.

GNTbm-33, Hiéu suit: 108 mg, 47%. 'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ¢ 10,30
(s, 1H), 9,56 (s, 1H), 8,63 (d, J=1,9 Hz, 1H), 8,44 (dd, J=4.7, 1,4 Hz, 1H), 7,96 (d, J
= 8,6 Hz, 2H), 7,91 (dt, J= 8,0, 1,9 Hz, 1H), 7,73 (d, /= 8,7 Hz, 2H), 7,36 (dd, J = 17,9,
4,7 Hz, 1H), 7,16 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,96 (dt, J= 7.9, 1,4 Hz, 1H), 6,78 (dd, J = 8,0,
1,2 Hz, 1H), 6,62-6,57 (m, 3H), 4,87 (s, 2H), 3,37 (d, J = 5,5 Hz, 2H). 3C NMR (100
MHz, DMSO-de): 6 40,69, 116,10, 116,24, 118,23, 118,34, 123,46, 123,68, 126,20,
126,32, 126,60, 128,66, 129,0, 129,04, 132,33, 132,53, 141,87, 143,08, 147,78, 148,34,
164,67, 169,17, LCMS (ESI) m/z 373,4 [M+H]". D6 tinh khiét HPLC: 94,41%.

GNTbm-39, Hiéu suit: 60 mg, 25%. 'H NMR (600 MHz, DMSO0-d6) 6 10,30
(s, 1H), 9,49 (s, 1H), 8,62 (d, J= 2,0 Hz, 1H), 8,44 (dd, J=4,7, 1,6 Hz, 1H), 7,95 (d, J
= 8,6 Hz, 2H), 7,90 (dt, J= 8,0, 1,9 Hz, 1H), 7,72 (d, J= 8,7 Hz, 2H), 7,36 (dd, J=17.9,
4,8 Hz, 1H), 7,11 (dd, J = 8.4, 6,6 Hz, 1H), 6,62-6,57 (m, 2H), 6,54 (dd, /= 11,2, 2,9
Hz, 1H), 6,35 (td, J = 8,5, 2,8 Hz, 1H), 5,20 (s, 2H), 3,37 (d, J= 5,5 Hz, 2H). 1*C NMR
(100 MHz, DMSO-ds): 6 40,69, 101,35, 101,52, 101,92, 102,07, 118,20, 118,32, 119,40,
123,68, 126,20, 128,42, 128,49, 128,68, 128,89, 129,05, 132,33, 132,53, 141,89, 145,38,
145,45, 147,78, 148,34, 160,14, 161,73, 164,95, 169,17, LCMS (ESI) m/z 391,4 [M+H]".
D9 tinh khiét HPLC: 94,66%.

Téng hop GNTbm-37

Dung dich chita GNTbm-39 (0,11 g, 0,3 mmol), trong MeOH (2 mL) dugc bd
sung Pd/C (22 mg) va khudy & RT trong 8~16 h. Hon hop nay duoc loc qua dém xelit
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va nude loc duge ¢d dén kho dé tao ra GNTbm-37 (95 mg, 86%) dudi dang chit rin
mau tring.

GNTbm-37, Hiéu suét: 110 mg, 49%. 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) § 10,20
(s, 1H), 9,52 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 8,41 (d, J=4,0 Hz, 1H), 7,93 (d, J = 8,2 Hz, 2H),
7,70 (d, J= 8,1 Hz, 2H), 7,66 (d, J= 7,6 Hz, 1H), 7,32 (dd, J= 7,3, 4,9 Hz, 1H), 7,10 (t,
J=17,1Hz, 1H), 6,54 (dd, J= 11,1, 2,0 Hz, 1H), 6,35 (t, J= 7,2 Hz, 1H), 5,21 (s, 2H),
2,66 (t, J= 7,4 Hz, 2H), 2,38 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,93 (m, J = 7,4 Hz, 2H). 3C NMR
(100 MHz, DMSO-de): & 26,20, 31,56, 35,63, 99,13, 101,36, 101,52, 101,91, 102,06,
118,07,119,44, 123,45, 128,44, 128,64, 135,84, 136,95, 142,06, 145,39, 145,47, 147,22,
149,63, 160,13, 161,71, 164,98, 171,20, LCMS (ESI) m/z 393,4 [M+H]*. D¢ tinh khiét
HPLC: 95,87%.

GNTbm-06 va GNTbm-12.
Quy trinh téng hop dugc thé hién dudi day:

Ph;;l’\/\“r 2M NaHMDS SN OH
THF khan, ‘ P o)
N

-20 ~ -40 °C dén25°C, 8-20 h

H;N
[ Y coH (X _HATU, DIPEA _ N
P + -
N COH  DMF, i, 1-4h N° COH
15 13b

NH,

BN _HATU, DIPEA ~
16 + /
& DMF.t 14h
R=H,F, CH, GNTbm-06, R =

CNTom-12, R = OF,

Axit (E)-4-(6-metyl-3-pyridyl)but-3-enoic (15), Binh day tron duoc say kho véi
2-carboxyetyl(triphenyl)phosphoni bromua (37,7g, 90,8 mmol) THF khan (200ml) dugc
bd sung vao va dung dich dugc 1am lanh xudng -20~40 °C. Huyén phit mau tring dugc
bd sung 2,00M NaHMDS trong THF (82,6ml) timg giot. Dung dich mau cam thu dugc
duoc khudy trong 1-5 h & -20~40 °C. 6-metylpyridin-3-carbaldehyt (10,0g, 82,6 mmol)
duoc bd sung vao, va hdn hop thu dugc duoc khudy & nhiét do trong phong trong 8-20
h. Hon hop phan tng duoc lam dimg bang nuée (10 mL) va cd dén kho. Hon hop nay
dugc bd sung nude (300 mL) va rira bang EA (200 mL) va DCM (200 mL). Lép hitu co
duogc loai bé va 16p nude duge axit héa bang 6N HCI (dung dich chira nudc), va rira
bang EA (200 mL) va DCM (200 mL). Lép hitu co dugce loai bé va 16p nuée dugce didu
chinh pH bing 4N NaOH (dung dich chira nuéc) va ¢b dén kho. Can duoc tinh ché bang
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sic ky cot dé tao ra axit (E)-4-(6-metyl-3-pyridyl)but-3-enoic (5,10g, 35%) duéi dang
chét rin mau tring.

Quy trinh dé tong hop GNTbm-06, va GNTbm-12. Dung dich chira hop chit c6
cong thirc 15 (1 dwong lwong), hop chét c6 cong thirc 13b (1,1 duong lugng), va HATU
(1,1 duong luong) trong DMF dugc bd sung DIPEA (1~2,5 duong lwgng). Hon hop nay
duoc khudy ¢ RT trong 1~4 h (duoc kiém tra bang LCMS). Anilin (1,1 duong lugng),
HATU (1,1 duong Iugng), va DIPEA (1~2,5 duong lugng) duoc b6 sung vao hdn hop
phan ng. Hon hop nay duoc khudy & RT trong 1~4 h nita (duge kiém tra bang LCMS).
Hén hgp nay dugc pha lodng véi EA, rira bang nudc, nude mudi, va sdy kho bang
Na2S04. Hdn hop nay dugc loc va cd dén kho. San pham tho duoc tinh ché bing sic
ky cot dé tao ra sin phdm mong mudn.

GNTbm-06, Hiéu suét: 95 mg, 43%. 'HNMR (600 MHz, DMSO-d6) ¢ 10,59 (s,
1H), 9,94 (s, 1H), 8,91 (s, 1H), 8,47 (s, 1H), 8,26 (dd, J= 8,7, 2,0 Hz, 1H), 8,11 (d, J=
8,6 Hz, 1H), 7,80 (d, J= 8,1 Hz, 1H), 7,50 (d, J= 7,9 Hz, 1H), 7,22 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
6,94 (t, J=17,6 Hz, 1H), 6,82 (d, /= 7,9 Hz, 1H), 6,65 (t, J= 7,6 Hz, 1H), 6,57 (d, J =
16,1 Hz, 1H), 6,50 (dt, J=15,5, 7,0 Hz, 1H), 4,88 (s, 2H), 3,40 (d, J= 6,7 Hz, 2H), 2,45
(s,3H). BC NMR (100 MHz, DMSO-ds): 623,71, 40,49, 116,75, 117,01, 122,75, 122,98,
124,16, 124,29, 124,48, 125,66, 126,56, 129,25, 129,47, 132,80, 138,28, 138,96, 139,05,
141,55, 144,43, 147,12, 156,80, 161,86, 169,87, LCMS (ESI) m/z 388,4 [M+H]". B
tinh khi¢t HPLC: 94,56%.

GNTbm-12, Hiéu suét: 45 mg, 14%. '"H NMR (600 MHz, DMSO-d6) J 10,61 (s,
1H), 10,01 (s, 1H), 8,94 (d, J=2,2 Hz, 1H), 8,48 (d, J= 1,7 Hz, 1H), 8,26 (dd, J = 8,6,
2,3 Hz, 1H), 8,11 (d, J= 8,6 Hz, 1H), 7,80 (dd, J = 8,1, 2,0 Hz, 1H), 7,77 (s, 1H), 7,27
(d, J= 8.4 Hz, 1H), 7,22 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,57 (d, J = 16,1
Hz, 1H), 6,50 (dt, J= 15,8, 6,9 Hz, 1H), 5,63 (s, 2H), 3,40 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 2,45 (s,
3H). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 8 23,70, 40,49, 115,71, 121,92, 122,90, 122,94,
122,98, 124,46, 126,53, 129,26, 129,47, 132,80, 138,43, 138,96, 144,11, 145,74, 147,12,
156,81, 162,49, 169,89, LCMS (ESI) m/z 456,5 [M+H]*. D6 tinh khiét HPLC: 92,94%.

Vidu 6 GNTbm-08, GNTbm-19, va GNTbm-25

Quy trinh téng hop dugc thé hién dudi day:
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P~
N

15,R=CH;

R
Pd/C, H, lMeOH

/O/\/\ _HATU, DIPEA __ m @\
CO.H  DMF,t,1-4h

13b

HN _HATU, DIPEA __ m
18 +
o DMF.1-4h

R=H,F,CH;

(=

GNTbm-08, X =N, R=CHj,
GNTbm-19, X =N, R=CH,,
GNTbm-25, X =N, R=CHj,

et
JJW;U
OI'n

Axit 4-(6-Metylpyridin-3-yl)butanoic (17) Dung dich chira hop chét c6 cong
thire 15 (1 g, 5,6 mmol), trong MeOH (10 mL) duogc bd sung Pd/C (200 mg) va khudy
& RT trong 1~8 h. Hon hop nay duoc loc qua dém xelit va nude loc duoc co dén kho dé
tao ra hop chét c6 cong thirc 17 (1 g, 99%) dudi dang chat rin mau tring. 'H NMR (600
MHz, DMSO-d6) 6 12,07 (s, 1H), 8,26 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,49 (dd, J= 7.9, 2,3 Hz,
1H), 7,16 (d, J= 17,9 Hz, 1H), 2,55 (t, J= 7,7 Hz, 1H), 2,41 (s, 1H), 2,20 (t, J= 7,4 Hz,
1H), 1,77 (quint, J = 7,5 Hz, 1H).

Quy trinh dé téng hgp GNTbm-08, GNTbm-19, va GNTbm-25. Dung dich
chira hop chit 17 (1 dwong lugng), hop chat 13b (1,1 dwong luong), va HATU (1,1
dwong luong) trong DMF duoc bd sung DIPEA (1~2,5 duong lugng). Hon hop nay
dugc khudy & RT trong 1~4 h (dwoc kiém tra bing LCMS). Anilin (1,1 dwong luong),
HATU (1,1 dwong lugng), va DIPEA (1~2,5 dwong luong) dugce bd sung vio hdn hop
phan tmg. Hon hop nay duoc khudy 6 RT trong 1~4 h nita (dugc kiém tra bang LCMS).
Hén hop nay duoc pha lodng véi EA, rira bang nudc, nude mudi, va sdy kho bang
Na»SO4. HOn hop nay duge loc va ¢ dén kho. San pham tho duge tinh ché bang sdc ky
cot dé tao ra san phdm mong mudn.

GNTbm-8, Hiéu suit: 35 mg, 25%. "H NMR (600 MHz, DMSO-d6) § 10,41 (s,
1H), 9,85 (s, 1H), 8,86 (d, J=2,3 Hz, 1H), 8,31 (d, J= 1,9 Hz, 1H), 8,23 (dd, J = 8.6,
2,4 Hz, 1H), 8,07 (d, J= 8,5 Hz, 1H), 7,53 (dd, J= 7.9, 2,1 Hz, 1H), 7,34 (dd, J = 8,6,
6,4 Hz, 1H), 7,17 (d, J=17,9 Hz, 1H), 6,58 (dd, /= 11,1, 2,9 Hz, 1H), 6,39 (td, /= 12,8,
2,8 Hz, 1H), 5,19 (s, 2H), 2,62 (t, J="7,5 Hz, 2H), 2,42 (s, 3H), 2,40 (t, J= 7,5 Hz, 2H),
1,92 (quint, J = 7,5 Hz, 2H). 13C NMR (100 MHz, DMSO-d¢): & 23,54, 26,90, 31,10,
35,47,101,97, 102,14, 102,42, 102,57, 119,78, 122,68, 126,31, 126,67, 126,74, 133,58,
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136,13, 138,53, 138,83, 144,16, 144,33, 148,78, 155,29, 159,72, 161,31, 162,29, 171,76,
LCMS (ESI) m/z 408.,5 [M+H]". D6 tinh khiét HPLC: 93,92%.

GNTbm-19, Hiéu suét: 43 mg, 20%. 'H NMR (600 MHz, DMSO-d6) § 10,42 (s,
1H), 9,92 (s, 1H), 8,86 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 8,25 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 8,09 (d, J= 8.5
Hz, 1H), 7,53 (d, J= 7,9 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 7,9 Hz, 1H),
6,94 (t, J=17,6 Hz, 1H), 6,82 (d, J= 7,9 Hz, 1H), 6,65 (t,J= 7,6 Hz, 1H), 4,88 (s, 2H),
2,62 (t, J=17,4 Hz, 2H), 2,42 (s, 3H), 2,40 (t, J= 7,4 Hz, 2H), 1,92 (quint, J = 7,4 Hz,
2H). 3C NMR (100 MHz, DMSO-d¢): & 23,53, 26,09, 31,10, 35,47, 116,76, 117,02,
122,68, 124,20, 124,23, 125,63, 126,36, 133,25, 136,14, 138,36, 136,85, 141,51, 144,20,
148,77, 155,28, 161,87, 171,77, LCMS (ESI) m/z 390,4 [M+H]*. D¢ tinh khiét HPLC:
99,12%.

GNTbm-25, Hiéu suit: 30 mg, 12%. '"H NMR (600 MHz, DMSO-d6) § 10,43
(s, 1H), 10,00 (s, 1H), 8,88 (d, /= 1,7 Hz, 1H), 8,31 (s, 1H), 8,24 (dd, /= 8,7, 1,8 Hz,
1H), 8,09 (d, J= 8,5 Hz, 1H), 7,77 (s, 1H), 7,53 (dd, J= 8,1, 1,8 Hz, 1H), 7,26 (d, J =
8,3 Hz, 1H), 7,17 (d, J="7,9 Hz, 1H), 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,62 (s, 2H), 2,62 (t, J=
7,5 Hz, 2H), 2,42 (s, 3H), 2,40 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 1,92 (quint, J = 7,4 Hz, 2H). 1*C
NMR (100 MHz, DMSO-ds): & 23,54, 26,09, 31,11, 35,48, 115,73, 116,07, 116,28,
131,89, 122,69, 122,89, 122,94, 124,06, 125,85, 126,34, 133,58, 136,14, 138,52, 138,86,
143,88, 145,71, 148,78, 155,30, 162,52, 171,80, LCMS (ESI) m/z 458,5 [M+H]". B
tinh khiét HPLC: 92,03%.

Vi du 7 Xac dinh d9 tan bao hoa ciia Chidamide, GNTbm-02, GNTbm-03,
GNTbm-04 va GNTbm-06

Céc mAu chtra 5 mg hop chit duoc thém vio binh dinh muc 5 ml chita ddH20 va
duoc lic vé6i toe do 100 vong/phut trong ti i & 25°C trong 90 phut. Huyén phi thu dugc
dugc loc qua bo loc 0,22 um. Néng do6 cua cac hop chit duoc x4c dinh béng phé quang
ké & buéde song 256 nm. Do tan bao hoa cia timg mau duoc x4c dinh ba 14n va gia tri
trung binh va dd l¢ch chuén dugc bao céo.

Vi du 8 Thir nghiém tinh déc té bao in vitro

Sau dong té bao khac nhau dwoc sir dung, bao gdm dong té bao ung thu va &
ngudi MDA-MB-231 (6x10%), MDA-MB-453 (2,4x10%), SK-BR-3 (6x10%), dong té bao
biéu mo va & ngudi M10 (6x10%), ung thu biéu moé da day & nguoi NCI-N87 (2,4x10%)
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va ung thu biéu mé tuyén dai truc trang & ngudi SW48 (2,4x10%) va duge cdy vao dia
96 156. Cac dong té bao duogc 14y tir Trung tAm nghién ctru va thu thap ngudn sinh hoc,
BCRC (Bioresource Collection and Research Center), Pai Loan. T4t ca cic dong té bao
duoc xtr Iy bang cac hop chit bao gdbm chudi hop chdt GNTbm, Chidamide (1am d6i
chung dwong tinh) va Entinostat (lam dbi ching dwong tinh), véi liéu lugng nam trong
khoang tir 50 M dén 0,39 pM, sau d6 duge i & 37°C dudi 5% CO» trong 72 gid. Sau
72 gid, xét nghiém MTT (Cayman™) duoc sir dung dé xac dinh kha ning ton tai cua té
bao. Cac dong té bao MDA-MB-231, MDA-MB-453, SK-BR-3 dugc duy tri trong
DMEM/F12 dugc bd sung 10% FBS, 0,2% thubc khang sinh (MycoZap™, Pluse-CL).
Dong té bao M10 duogc duy tri trong MEM Alpha (gibco™) duge bd sung 10% FBS,
0,2% thudc khang sinh (MycoZap™, Pluse-CL). Dong té bao NCI-N87 dugc duy tri
trong RPMI 1640 (CORNING™) dwoc bd sung 10% FBS, 0,2% thubc khang sinh
(MycoZap™, Pluse-CL). Dong té bao SK-BR-3 dugc duy tri trong DMEM
(CORNING™) dugc bd sung 10% FBS, 0,2% thubc khang sinh (MycoZap™, Pluse-
CL).

Vi du 9 Xd4c dinh ICso d6i v6i sw tre ché bing enzym HDAC 1, 2 va 3 dwge
xac dinh

Xét nghiém HDAC dugc thuc hién theo cdc quy trinh chudn (kit xét nghiém
HDAC 1, 2 va 3 sinh huynh quang, BPS Bioscience™). T4t ca cic hop chét, véi
Chidamide va Entinostat 1am déi chimg dwong tinh, & liéu lugng tir 20 uM dén 1,28 nM,
dugc trén v6i dung dich dém trong kit va i ¢ 37°C trong 1 gio. Sau 1 gio, chét phat trién
xét nghiém dugc thém vao cac mau va dd hap thu duoc doc & bude séng sinh huynh
quang. Su uc ché tuong dbi ddi voi cac hoat tinh HDAC 1, 2 va 3 trong mdi mau dugc
xac dinh.

Vi du 10 Péng hoc trc ché enzym ciia HDAC3 béi GNTbm-02 dwoce xac dinh

Xét nghiém dong hoc enzym HDAC3 dugc thuc hién theo cic quy trinh ti€u
chudn (kit xét nghiém HDACS3 sinh huynh quang, BPS Bioscience™). Chudi hgp chét
GNTbm-01, GNTbm-02, va GNTbm-03, Chidamide va Entinostat & liéu 2 M duoc
tron v&i dung dich dém trong kit va i & 37°C trong 20 phut, 40 phuat va 60 phut. Sau khi

U, chat phat trién xét nghiém dugc thém vao céac mau va do hap thu duoc doc ¢ budc
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song sinh huynh quang. Sy trc ché tuong d6i d6i voi hoat tinh HDAC3 trong mdi miu
duogc xac dinh. |

Vidu 11 So sanh ICso gitta GNTbm-02 va Entinostat (MS-275) dbi vei sw e
ché bing enzym HDAC 1-11 dwoe xac dinh

Béo cdo xét nghiém da hoan thanh 1a cia BPS Bioscience Inc. (6042 Cornerstone
Court West, Ste. B, San Diego, CA 92121, USA). Muc dich cua nghién ctru 1a x4c dinh
anh huéng cia hai hop chit GNTbm-02 va Entinostat 1am ddi chimg duong (MS-275)
dbi v6i hoat tinh cua cac HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4, HDACS, HDACS,
HDAC7, HDACS8, HDACY, va HDACI11 tai t6 hop bang cach st dung xét nghiém
enzym in vitro. Xét nghiém HDAC duogc thuc hién theo cac quy trinh chuén (kit xét
nghiém HDAC 1-11 sinh huynh quang, BPS Bioscience™). GNTbm-02 va Entinostat
(d6i chirng dwong tinh) & lidu lwong tir 10 pM dén 0,51 nM duogc trén v6i dung dich
dém trong kit va u & 37°C trong 0,5 gid. Sau 0,5 gid, chat phat trién xét nghiém duge
thém vao cac miu va do hip thu duoc doc & budc séng sinh huynh quang. Su trc ché
twong d6i di véi cac hoat tinh ctia HDAC 1, 2,3, 4, 5, 6, 7, 8,9 va 11 dugc xé4c dinh
trong mdi mau. Cac chi tiét thém nita duge mo ta dudi day. T4t ca cac hop chét duoc
hoa tan trong DMSO. Pha lodng theo day cac hop chit dau tién dwgc thuc hién trong
100% DMSO v6i ndng do cao nhat 1a 1 mM. M&i dung dich pha lodng hop chét trung
gian (trong 100% DMSO) sau d6 s€ duoc pha loang truc tiép gip 10 1an vao dung dich
dém xét nghiém dé tao thanh dung dich pha long trung gian chira 10% DMSO trong
dung dich dém xét nghiém HDAC va 5 pl dung dich pha loang dugc thém vao phan tng
50 pl dé dat dugc ndng d6 cudi cung cia DMSO 1a 1% trong tat ca cac phan Gng. Céc
phan tng enzym ddi v6i enzym HDAC duoc tién hanh lip lai hai lan ¢ 37°C trong 30
phit trong hén hop 50 ul chira dung dich dém xét nghiém HDAC, 5 pg BSA, co chét
HDAC, enzym HDAC va hop chét thir nghiém. Sau c4c phan tmg enzym, 50 pl 2 x chat
phét trién HDAC dugc thém vao timg 16 cho cic enzym HDAC va dia duge 4 & nhiét
do trong phong trong 15 phut nita. Cuong d6 huynh quang dugc do & muc kich thich
360nm va mirc phat xa 460nm bang dau doc vi dia Tecan Infinite M1000. Céac xét
nghiém hoat tinh HDAC dugc thuc hién 1dp lai hai 14n v6i mbi néng do. Dt liéu cuong
d6 huynh quang dugc phén tich bing phan mém may tinh, Graphpad Prism. Trong
truong hop khéng c¢6 hop chat, cudng do huynh quang (Ft) trong mdi bo dit liéu duge
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xac dinh 1a hoat tinh 100%. Trong truong hop khong c6 HDAC, cudng do huynh quang
(Fb) trong mbi bo dir liéu duge xdc dinh 13 hoat tinh 0%. Phéan traim hoat tinh v6i su ¢6
mit ca mdi hop chit duogc tinh toan theo phwong trinh sau: % hoat tinh = (F-Fb)/(Ft-
Fb), trong d6 F= cudng do huynh quang khi ¢6 mat hop chit. Sau dé, cac gié tri ctia %
hoat tinh so v&i mot loat ndng do hop chit duge vé bang cach st dung phan tich hdi quy
phi tuyén tinh cua duong cong dap ung liéu Sigmoidal dugc tao ra bang phuong trinh
Y=B+(T-B)/1+10((LogEC50-X)xHill Slope), trong d6 Y=phan tram hoat tinh, B=phan
trdm hoat tinh t6i thidu, T=phan trim hoat tinh t8i da, X= logarit ctia hgp chat va Hill
Slope=hé s d6 déc hodc hé sb Hill. Gia tri ICso duge xac dinh bi ndng do gay ra phan
tram hoat tinh ban ti da.

Vi du 12 Sw chét theo chwong trinh ciia t& bao va sw kim ham chu ky té bao
dwgc phan tich bing phwong phap dém té bao theo dong

Xét nghiém nhudém PI/RNaza (BD Bioscience™) dugc thuc hién dé cho thiy su
hién dién ctia qua trinh kim ham chu ky té bao va cac té bao chét theo chuong trinh sau
khi xtt Iy bang cac hop chdt GNTbm, Chidamide va Entinostat. Dong té bao ung thu vi
& ngudi MDA-MB-231(1,5x10°) va dong té bao biéu mb vi & ngudi M10 (1,5x10%)
duoc xir Iy bang céc hop chidt GNTbm, Chidamide va Entinostat (1,625 dén 25 uM),
tuong Gng, trong 72 gid hodc duge diéu tri bang cac lidu chi dinh tr 3 gidy dén 72 gio.
Céc té bao SW48 ung thu biéu mé tuyén dai truc trang & ngudi (5x10%) dugc diéu tri
bang loat hop chdt GNTbm, Chidamide va Entinostat (v6i liéu chi dinh) trong 72 gidy
hoidc duge didu tri & ndng do cua lidu chi dinh tir 3 gio dén 72 gio. Sau khi diéu tri, cac
té bao dugc thu gom, ¢b dinh bang etanol 80% trong 24 gid, rira bang PBS 1X va nhudm
bing PI/RNaza trong 15 phut & nhiét do trong phong. Cac té bao sau d6 dugc phan tich
bang may dém té bao theo dong trong vong 1 gio.

Vi du 13 Xét nghiém thim tich Western

Céc té bao MDA-MB-231 ung thu vi & ngudi va té bao SW48 ung thu biéu mb
tuyén dai truc trang & ngudi duoc phan tich. MDA-MB-231 va SW48 dugc lay tir Trung
tam nghién ctru va thu thap ngudn sinh hoc (BCRC, Pai Loan). MDA-MB-231 va SW48
duoc phat trién & 37°C trong diéu kién khéng khi 4m khong duoc bd sung CO» trong
Leibovitz's L-15 (cat. #11415114, Thermo Fisher Scientific) chtra 10% huyét thanh thai
bé duge bét hoat bing nhiét (Thermo Science), 1X ndng d6 thude khang sinh MycoZap
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(cat# VZA-2011, Lonza). Cac t& bao dugc didu tri bang loat hop chit GNTbm,
Chidamide hoac Entinostat trong cac khoang thoi gian khac nhau hodc & cac lidu luong
khéc nhau. Cac té bao dugc didu tri véi cac lidu chi dinh trong 24 gid hodc cac té bao
duoc didu tri voi cac 1idu chi dinh trong c4c khoang thoi gian khac nhau. Cac vién té bao
duoc hoa tan v6i dung dich dém RIPA (cat. #20-188, Merck) vdi chét trc ché proteaza
va phosphataza (cat. #K272, BioVision) va dugc lam trong bang cach ly tim. Luong
protein tdng bang nhau dwgc phan giai bang SDS-PAGE va dugc chuyén dén mang
polyvinyliden florua (cat. #1620177, BIO-RAD). Cac vét thAm duoc 1 v6i cac khang
thé so cip khang B-actin (cat. #sc-47778, Santa Cruz Biotechnology), Histone 3ac (cat.
#61637, Active Motif) va khang thé thir cAp HRP khang tho (ab6721, Abcam) va khang
chudt (sc-2005, Santa Cruz). Cac vét thim duoc phat trién bang cach sir dung co chét
thAm tach Western ECL (cat. #sc-2048, Santa Cruz Biotechnology). Cac vét tham hién
hinh dugc phan tich vdi hé théng tao hinh anh iBright FL1000 (Thermo Fisher
Scientific).

Vi du 14 Hoat tinh chéng ung thw trong cic mé hinh dong vat

Nghién ciru trén dong vat duoc phé duyét va giam sat boi Uy ban cham séc va
st dung dong vt thudc td chirc ctia Pai hoc y khoa Pai Bic (Taipei Medical University
Institutional Animal Care and Use Committee-TMU IACUC, NO: LAC-2019-0286,
LAC-2020-0306). Chudt BALB/c duc tir sau dén tam tuan tudi (Trung tim Pong vt
Phong thi nghiém Qudc gia, Pai Loan) duoc sir dung trong mdi nhém diéu tri cho tat ca
cac thi nghiém trén dong vat. Cac khdi u dugc tao thanh bang cach tiém dudi da 1x10°
hodc 5x10° té bao CT26 [(CRL-2638; ung thu biéu md tuyén dai truc trang & chuot).
Dong té bao CT26 dugc mua tir ATCC. Cac té bao khdi u CT26 duge nudi ciy trong
McCoy’s 5A duge bd sung 10% (thé tich/thé tich) FBS & 37°C, 5% CO». Céc té bao
CT26 duge tron voi Matrigel (cat. #354248, Corning®) va duge cdy vao sudn trai cla
chuot va su phat trién ctia khéi u duoc x4c dinh bang cach do hai dudng kinh vudng géc.
Céc khéi u dwgc phép phat trién trong 8-11 ngay (kich thuéce khéi u khoang 150-250
mm?) trude khi phan ngau nhién va diéu tri. Pong vét duge 1am chét ém 4i khi khéi u
dat duong kinh hon 3000 mm?. Chudt mang CT26 dugc cho dung 2,5 mg/kg khang thé
khang IgG (cat. #BE0089, Lot# 716719J3, Bio X Cell) va khang PD-1 (cat. #BE0146,
Lot# 735019J3, Bio X Cell) bing cach tiém trong mang bung vao cac ngay 8, 11, 14,
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17, 20 va 23 sau khi ciy ghép khéi u va tat ca cac khang thé dugc pha lodng dén ndng
do thich hop trong 100 pLL PBS v trung (pH 7,4) (Invitrogen Life Technologies).
Regorafenib (HY-1031, 30 mg/kg, ubng hang ngay, MedChemExpress USA),
Celecoxib (50 mg/kg, vién nang udng hang ngiy/Celebrex®), Chidamide-K30 (50
mg/kg, ubng hang ngay, san xuét tir GNTbm, Dai Bic, Dai Loan) va cic hop chit
GNTbm-02/k30, GNTbm-03/k30, GNTbm-04/k30, GNTbm-05/k30, GNTbm-06/k30,
GNTbm-11/k30, GNTbm-38/k30, GNTbm-39/k30 (50, 25 hoac 12,5 mg/kg, dugc hoa
tan trong nudc dé tao thanh dung dich gbc, ubng hang ngay) dugc st dung biang duong
ubng dé diéu tri chudt mang khdi u véi cac lidu lwong khac nhau hang ngay tlr ngdy thi
8 dén ngay 23 trong 16 ngay. Hoat tinh chéng ung thu dwgc xéac dinh tir khi bt dau diéu
tri cho dén khi thé tich khéi u dat 3.000 mmS3. Thé tich khdi u duoc tinh bang chidu dai
x chiéu rong? x 0,5.

Vi du 15 Ty 1é song sét trong cac mé hinh dong vat

Viéc st dung khang thé hodc thube duge thyce hién trong 16 ngay tir ngay 8 dén
ngay 23. Khdi u tiép tuc phat trién & nhitng con chudt mang khéi u. Thé tich khéi u cia
chudt dugc do ba hodc bdn ngay mot lan (hai lén/tuén). Chudt mang khdi u duge coi 1a
chét khi thé tich khéi u dat 3.000 mm?. T4t ca cac nhém didu tri dugc ghi lai va phéan
tich.

Vi du 16 Nghién ciru thir thach lai Kkhéi u trong mé hinh déng vit chudt
mang khoi u

T4t ca nhitng con chudt c6 dap ung PR/CR sau khi diéu tri déu dwgc thir thach
lai v6i céac té bao CT26 & phia @i dién (vui long xem Bang 6). Thir thach lai véi CT26
duoc thue hién vao ngay 33, tirc 1a 7 ngay (ngdy 33) sau lan danh gi4 khéi u dau tién
(ngay 26), voi viée tiém 5x10° té bao CT26 vao suon phai ciia mdi con chudt. Sau khi
thir thach lai voi cc té bao CT26, khéi u dugc phép phat trién thém 7 ngay nita (ngay
40) @& xac dinh duong co so 1a 1 1an. Sau 10 ngay nita (ngay thi 50), su phét trién ciia
khéi u dugce danh gia dé thir thach lai. Néu dap umg ca hai tiéu chi sau, dap tng s& duoc
coi 14 tai phat: thtr nhét, kich thuée khdi u tang gip 2 1an khi so v6i dudng co so; thi
hai, thé tich khdi u & ngay thir 50 1a hon 300 mm?®. Su t4i phat x4y ra khi hoat tinh ghi
nhé mién dich khéng dugc kich hoat day dd. Néu sw phat trién cua khoi u bi te ché,

diéu d6 c6 nghia la sy ghi nhé mién dich dugc kich hoat.
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Vi du 17 Dém té bao theo dong

Céc khang thé va chit phan tng sau day dugc str dung cho phwong phap dém té
bao theo dong: CD8a PerCP-Cy5.5 (53-6.7; BioLegend), CD4 PE (GK 1.5; BioLegend),
CD25 PerCP-Cy5.5 (PC61; BioLegend), Foxp3 PE (MF14; BioLegend), CD3 APC
(17A2; BioLegend), CD11b APC (M1/70; BioLegend), Ly-6C PerCP-Cy5.5 (HK 1.4;
BioLegend), Ly-6G PE (1A8; BioLegend), MHC-11-PE (BM&; BioLegend), CD45 FITC
(30-F11; BioLegend). Phép dém té bao theo dong duoc thuc hién trén may dém té bao
theo dong FACS Calibre (BD Biosciences) va dit liéu dugc phan tich bang phin mém
FACS Diva (BD Biosciences). D& danh gia mirc d6 quan thé t€ bao tudn hoan, cic miu
mau duoc thu thap tir chudt vao cac ngay 8, 12, 16 sau khi bat dau diéu tri bing khang
thé khang PD-1 (2,5 mg/kg) ¢6 hoic khong c6 GNTbm-02 (12,5-50 mg/kg) hodc
Chidamide (50 mg/kg, 1am ddi chtng duong tinh) cong véi Celecoxib (50 mg/kg). Mot
trdm nam muoi microlit mau dugc thu thip trong K2EDTA BD Microtainer (BD
Biosciences) tir tinh mach mit phai hodc trai. RBC tir cic mAu méu da dugc chéng dong
ngay 1ap tirc duge phan giai bang cach sir dung 2 mL 1x dung dich dém phan gidi RBC
(Qiagen, Valencia, CA) trong 10 phiit va cac mau dugc rira hai 14n trong PBS lanh bing
(BD Biosciences). Cac mau dugc nhudm véi cdc khang thé thich hop. Dé phan tich,
ching t6i da st dung céc tiéu chi kiéu hinh dugc thiét 1ap trudc d6 clia cac té bao nay
1am cac té bao CD45*CD11b"Ly6G'Ly6C" (PMN-MDSC), CD45"CD11b'Ly6GLy6C*
(M-MDSC), té bao CD45"CD3*CD25"Foxp3* (Treg), t¢ bao CD45'CD11b" MHC-
II*Ly6C* (TAM), va té bao CD45*CD3*CD4*/CD45*CD3"CD8" (€ bao T CD4" hoic
CD8"). Téng s6 té bao don nhan duge st dung 1am mau sb chung. Dé danh gia mic do
té bao lympho thAm nhidm khéi u trong khdi u, cac té bao CD8*, CD4", té bao T diéu
hoa (Treg), PMN-MDSC, M-MDSC va TAM déu tién dugc tinh ché tir cac mau khéi u
duoc 14y ra tir chudt 12 ngdy sau khi bit dau diéu tri bing khing thé khang PD-1 c6
hodc khong ¢c6 GNTbm-02 hoac Chidamide cong vdi celecoxib. Tom lai, cac md khéi u
nguyén phat dugc thu gom, can va bam nho thanh cdc manh nho. Collagenaza IV
(Sigma-Aldrich) & mic 1 mg/mL trong HBSS (Invitrogen Life Technologies) dugc
thém vao tirng mau vdi ty 16 1 mL trén 200 mg md khdi u. Cac mau dugc u trén may lic
dau cubi trong 150 phat & 37°C. Cac md ddng nhat thu duge duogc loc 0,4 um va rira ba

1an trong PBS (BD Biosciences), dwoc phan tach qua gradien Percoll dé phan lap céc té
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bao don nhén, va 1 x 10° té bao trén mbi mAu duoc st dung dé danh diu khang thé. Muc
té bao T CD8" dugc dénh gid bing cach sir dung céc tiéu chi vé kiéu hinh da thiét lap
truge d6 ciia CD45*CD3*CD8*. Miic té bao Treg duge danh gia bang cch st dung tidu
chi kiéu hinh da thiét 1ap trude d6 cua D457 CD3"CD25Foxp3™. Miuc té bao PMN-
MDSC/M-MDSC duoc danh gia bing cach sir dung céc tiéu chi vé kiéu hinh da thiét
lap trude d6 cua CD45*CD11b"Ly6G Ly6C/ CD45"CD11b"Ly6GLy6C*. Miic té bao
TAM dugc danh gid bing cach sit dung tiéu chi kiéu hinh da thiét 1ap trude d6 cta
CD45*CD11b"MHC-II"Ly6C* va tbng s6 té bao don nhan duge sit dung lam mau sd
chung.

Vi du 18 Hoat tinh chéng ung thw trong mé hinh chugt trui 16ng

Nghién ctru trén dong vét duge phé duyét va giam sat boi Uy ban chim séc va
st dung dong vat thudc t6 chirc ctia Pai hoc y khoa Pai Bic (Taipei Medical University
Institutional Animal Care and Use Committee-TMU IACUC, NO: LAC-2019-0086).
Chudt BALB/C duc tir sau dén tam tuan tudi (Trung tdm Pong vat Phong thi nghiém
Quéc gia, Dai Loan) dugc st dung trong mdi nhém diéu tri cho tt ca céac thi nghiém
trén dong vat. Cac khdi u dugce tao thanh bang cach tiém dudi da 5x10° t& bao CT26 véi
matrigel (cat. #354248, Corning®) vao suon trai cia chudt va sy phat trién duoc xac
dinh bang cach do hai dudng kinh vubng goéc. Cac khodi u duge phép phat trién trong 8
ngay (kich thude khbi u khoang 100~150 mm?) trude khi phan ngiu nhién va diéu tri.
Dong vat duoc lam chét ém 4i khi thé tich khéi u dat 3000 mm?. Chudt mang CT26 dugc
cho dung 2,5 mg/kg khang thé khang IgG (cat. #BE0089, Lot# 71671913, Bio X Cell)
va khang PD-1 (cat. #BE0146, Lot# 735019J3, Bio X Cell) bang c4ch tiém trong mang
bung vao cac ngdy 8, 11, 14, 17, 20 va 23 sau khi cdy ghép va tat ca cic khang thé dugc
pha loing dén ndéng do thich hop trong 100 pL PBS v6 trung (pH 7,4) (Invitrogen Life
Technologies). Hop chat GNTbm va celecoxib (vién nang/Celebrex®, 200 mg) duoc
ding bang duong udng vao ngay thir 8 sau khi cdy ghép. Cac hop chat GNTbm (duoc
hoa tan trong DMSO dé tao dung dich gbc) dugc pha lodng hoic tao huyén phi bang
nuéce va ding bang dudong ubng dé didu tri chudt mang khdi u & cac lidu luwong khac
nhau hang ngay tir ngay 8 dén ngay 23. Celecoxib tir vién nang duogc ding theo dudng
ubng dé diéu tri cho chudt mang khéi u & lidu 50 mg/kg tir ngay 8 dén ngay 23. Hoat
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tinh chéng ung thu duoc xdc dinh tir khi bit dau diéu tri cho dén khi thé tich khéi u dat
3.000 mm®. Thé tich khéi u dugc tinh bang chidu dai x chiéu rong? x 0,5.

Két qua

M@t loat cdc din xuit Picolinamit va Benzamit tong hop ciia cdc chiit irc ché
HDAC logi I méi va hitu hiéu (dwoc goi la loat hop chit GNTbm)

GNTbm da phat trién mot loat chét trc ché HDAC loai I méi c6 cac dic tinh didu
bién mién dich biéu sinh hitu hiéu, c6 thé wrc ché hoat tinh enzym ciia HDAC 1, 2 va 3.
Nghién ctru cta ching t6i phat hién ra rang cc chit e ché HDAC loai I ¢6 kha ning
didu hoa hitu hiéu trong vi méi truong khéi u (TME) da thiic ddy dang ké dap tng mién
dich chéng lai sy phét trién ciia khdi u. Do d6, dé thiét ké va tong hop cac chét trc ché
HDAC loai I méi nay 1a nhiém vu hép dan dé tang cudng hidu qua diéu trj trong liéu
phéap mién dich. Céc chét (e ché HDAC loai I dua trén benzamit di dugc nghién ctiru
trong linh vuc kiém soat TME, ching han nhu Entinostat (MS-275), Tucidinostat
(Chidamide/HBI-8000) va Mocetinostat, v.v.. Trong nghién ctru nay, ching t6i da thiét
ké va téng hop mdt loat céc chét rc ché HDAC loai I méi va hiru hiéu dua trén cu tric
cia picolinamit. GNTbm-01 [6-((E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-
amino-4-flophenyl)pyridin-3-carboxamit] 1& hop chat tong hop méi dau tién dya trén
cAu trac 16i cta carboxamit nhu dugc thé hién trén Fig. 1 va Bang 1. Hop chat GNTbm-
01 dugc thir nghiém vé kha nang rc ché enzym cua HDAC 1, 2 va 3 nhu dugc thé hién
trong Bang 4. Két qua da chimg minh ring hop chit GNTbm-01 14 chit &c ché HDAC
loai I yéu hon khi so sanh véi Entinostat hodc Chidamide. Chung t6i da t6i wu hoa ciu
trac va thay ddi vi tri ciia nguyén tir N dé tao ra hop chit méi GNTbm-02 [5-((E)-4-(6-
metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-flophenyl)picolinamit] nhu dugc thé
hién trén Fig. 1 va Bang 1. Hop chit GNTbm-02 c6 cing cong thic phan tir
(C22H20FN502) v6i hop chit GNTbm-01 nhung chi c6 su thay d6i vé vi tri clia nguyén
tr N trong 18i picolinamit. Nhu duoc thé hién trong Bang 4, hop chdt GNTbm-02 rat
manh trong viéc trc ché hoat tinh enzym cua HDAC 1, 2 va 3 khi so sanh v6i Entinostat
hodc Chidamide. Két qua ciing chimg minh rang GNTbm-02 trc ché hoat tinh cia enzym
HDAC 1, 2 va 3 manh hon so v6i GNTbm-01. Tiép theo, ching ti da thiét ké hop chat
GNTbm-03 dua trén benzamit v6i viée loai bé mot nguyén tir N (nghia 1a thay thé bang

mot nguyén tir C) va kiém tra sy khac biét vé kha ning trc ché hoat tinh enzym ctia
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HDAC 1, 2 va 3, so v6i GNTbm-02. Chét &tc ché HDAC loai I téng hop dua trén
benzamit GNTbm-03 [[4-((E)-4-(6-metylpyridin-3-yl)but-3-enamido)-N-(2-amino-4-
flophenyl) benzamit]] dwoc thé hién trén Fig. 1 va Bang 1. Nhu duoc thé hién trong
Bang 4, GNTbm-03 duogc chting minh 13 &rc ché hoat tinh enzym cia HDAC 1, 2 va 3.
Két qua da chung minh ring GNTbm-03 c6 kha nang (rc ché manh cac hoat tinh enzym
cua HDAC 1, 2 va 3 loai I khi so sanh v6i Entinostat hoac Chidamide. Ciing chiing minh
duoc réng GNTbm-03 c6 kha nang trc ché tuong tu hoat tinh enzym cua HDAC 1, 2 va
3 khi so sanh véi GNTbm-02. Pugc két hop v6i nhau, din xuit GNTbm-02 dua trén
picolinamit 13 chit dau tién trong nhém héa hoc ciia né véi vai tro 1a chét e ché HDAC
loai I. Chung t6i rit quan tAm dén viéc thiét ké cac din xuét dua trén picolinamit va
benzamit ctia cac chét irc ché HDAC loai I méi va hitu hiéu. Hang loat hop chit GNTbm
méi duge tong hop va thir nghiém nhu GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-06, GNTbm-
08, GNTbm-11, GNTbm-12, GNTbm-19, GNTbm-25, GNTbm-33, GNTbm-37,
GNTbm-38, va GNTbm-39.

Dé phén tich dp tan bdo hoa ciia GNTbm-02, GNTbm-03, GNTbm-04 va
GNTbm-06

Do hoa tan 12 mot théng sb quyét dinh rit quan trong d6i véi do sinh kha dung
duodng uéng. Phan tich d0 tan bdo hoa cia GNTbm-02, GNTbm-03, GNTbm-04 va
GNTbm-06 dugc thé hién trong Bang 2. Két qua cho thdy Chidamide c6 do tan bio hoa
giam khi so sanh véi GNTbm-02 va GNTbm-04. D§ tan bdo hoa cia GNTbm-02 va
GNTbm-04 14n lwot 12 33,6 va 7,2 ng/mL. Nhitng két qua nay goi y ring GNTbm-02 va
GNTbm-04 c6 thé c6 d6 sinh kha dung dudng udng tot hon so véi Chidamide.

Xét nghi¢m tinh gay dic té bao in vitro ciia loat hop chit GNTbm

Chung t6i da danh gi4 tac dung gdy doc té bao cua chudi hop chat GNTbm trong
mot s6 dong t& bao ung thu bao gdm ba dong té bao ung thu vi & ngudi (SK-BR-3,
MDA-MB-453 va MDA-MB-231), ung thu biéu mé tuyén dai truc trang & nguoi SW48,
ung thu biéu mé da day & nguodi NCI-N87, va dong té bao biéu mo v ngudi M10 (dong
té bao binh thuong). Két qua da chimg minh rang Chidamide hozc Entinostat & dang d6i
chting duong gy ra tac dung gdy doc té bao rd rét, dic biét 1a trong cac té bao SK-BR-
3 va MDA-MB-453. Téng cong, sdu dong té bao nhay véi diéu tri nhu dugc thé hién
trong Bang 3, 8 va 9. Hop chit GNTbm-01 giy ra mot phén tac dung gay doc té bao khi
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so sanh v6i Entinostat. Nhu dugc néu trong Bang 3, két qua di chimg minh rang
GNTbm-02 rit hiru hiéu trong viéc giy ra tac dung gay doc té bao, dic biét 1a trong céc
té bao SK-BR-3, MDA-MB-453 va SW48 so v6i GNTbm-01. Két qua nay chirng minh
rang ciu tric chira 16i picolinamit trong GNTbm-02 1a rit quan trong. Viéc thay thé cdu
trac 161 picolinamit bing benzamit s& can tr& tac dung gy doc té bao. Nhu duge néu
trong Bang 3, hop chdt GNTbm-03 yéu hon trong viéc giy ra tac dung gay doc té bao
30 v6i GNTbm-02 trong céc té bao SK-BR-3, MDA-MB-231 va SW48. Két qua nay dé
xudt ring GNTbm-02 ¢6 céu triic 18i picolinamit vuot trdi hon trong viéc gay doc té bao
s0 v6i GNTbm-03 ¢6 céu tric 15i benzamit. Két ‘hQ‘p lai v6i nhau, nhimg két qua nay
cho thdy GNTbm-02 14 chat trc ché HDAC loai I méi va hiru hiéu va c6 kha nang gay
doc té bao & mot sb té bao ung thw & nguoi hivu hiéu. Hon nita, ching tdi quan tAm dén
viéc danh gid tac dung giy doc t& bao cia mot sé din xuét dua trén picolinamit va
benzamit tbng hop méi. Nhu thé hién trong Bang 8, tac dung gay doc té bao ctia cac hop
chdt dya trén picolinamit dugc phan tich. GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-06 va
GNTbm-11 manh hon trong viéc giy ra tac dung gy doc té bao & sau dong té bao so
v6i Chidamide hodc Entinostat. Trong cac hgp chit dua trén benzamit, GNTbm-33,
GNTbm-38 va GNTbm-39 hitu hiéu hon trong vi€c gy ra tic dung gy doc té bao so
v6i Chidamide hodc Entinostat. Nhitng dit liéu nay di ching minh rang cac din xuét
dua trén picolinamit va benzamit méi nay cé tac dung gy doc té bao hitu hiéu so véi
chét rc ché HDAC loai I dé biét 16 1a Chidamide hodc Entinostat.

Chuéi hop chit GNTbm dwa trén picoliamit dé icc ché HDAC 1, 2 va 3

Da ching minh duoc ring chudi hop chdt GNTbm tic ché hoat tinh enzym ctia
HDAC 1, 2 va 3. Nhu dugc trinh bay trong Bang 4 va 10, Entinostat & dang dbi ching
duong 13 chit trc ché HDAC loai I hitu hiéu trc ché chon loc cac hoat tinh enzym cua
HDAC 1, 2 va 3. Chidamide (Tucidinostat) 1a chat (tc ché HDAC hitu hiéu khac duoc
phé duyét cho u lympho té bao T ngoai vi (peripheral T cell lymphoma-PTCL) tai phét
hodic kho chita va ung thu vii ER*/Her-2" tién trién boi NMPA & Trung Quéc. Chidamide
1a chét e ché chon loc phan nhom dé e ché hoat tinh enzym ctia HDAC 1, 2, 3 va 10.
C4 Entinostat va Chidamide déu cho thay sy (rc ché hitu hiéu hoat tinh enzym ctia HDAC
1,2 va 3 trong Bang 4. Tiép theo, GNTbm-01 dugc danh gi va chimg minh 14 ¢6 higu

luc nhe trong viéc rc ché hoat tinh enzym cua HDAC 1, 2 va 3 so v61 Entinostat nhu
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dugc thé hién trong Bang 4. Pang chu v 14, GNTbm-02 ¢6 cac hoat tinh rat hitu hiéu dé
trc ché cac hoat tinh enzym ciia HDAC 1, 2 va 3 & cap d6 nanomol. So sanh GNTbm-
02 véi Entinostat hoic Chidamide trong viéc trc ché hoat tinh enzym ctia HDAC 1, 2 va
3 cho théy tic dung trc ché twong tu. Nhitng két qua nay cho thdy GNTbm-02 14 chét trc
ché HDAC loai I hitu hiéu va chon loc. Nhu dugce trinh bay trong Bang 4, GNTbm-03
1a chat trc ché HDAC hitu hidu v6i tac dung te ché twong tw nhu GNTbm-02. Tiép theo,
su tre ché dong hoc enzym HDAC 3 dugc nghién ctiru. Nhu duoc thé hién trén Fig. 16a,
Chidamide va GNTbm-02 cho thiy sy trc ché hoat tinh enzym cia HDAC 3 manh hon
so v6i Entinostat. Nhu dwoc thé hién trén Fig. 16b, GNTbm-02 va GNTbm-03 cho thay
su trc ché hoat tinh enzym ciia HDAC 3 manh hon so v6i GNTbm-01. Két hop lai véi
nhau, tit ca nhitng két qua nay cho thdy ring GNTbm-02 chira cau tric 16i picolinamit
¢6 thé c6 kha ning trc ché hoat tinh enzym ctia HDAC 1, 2 va 3 hitu hiéu hon. Hon nita,
chung t61 quan tAm dén viéc danh gia tt ca cac hop chit GNTbm dua trén picolinamit
tong hop méi nhu néu trong Bang 10. GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-06, GNTbm-
08 va GNTbm-11 trc ché hoat tinh enzym cia HDAC 3 hitu hi¢u hon so véi Chidamide
hodc Entinostat. GNTbm-05 va GNTbm-06 trc ché hoat tinh enzym ciia HDAC 1 hitu
hiéu hon so v4i Chidamide hodc Entinostat. Tuy nhién, ching t6i cling da danh gi4 hop
chit GNTbm tong hop méi dua trén benzamit nhu thé hién trong Bang 11. GNTbm-38
va GNTbm-39 dudng nhu yéu hon vé mit trc ché hoat tinh ctia HDAC 1, 2 va 3 so véi
Chidamide hoac Entinostat.

GNTbm-02 la chit ec ché HDAC logi I chon loc phin nhém dwa trén
Picoliamit

Pé x4ac nhan thém kha nang trc ché chon loc phan nhém dbi vé6i cac hoat tinh
enzym cia HDAC 1-11, GNTbm-02 dugc thtr nghiém bdi BPS Bioscience Inc. (6042
Cornerstone Court West, Ste. B, San Diego, CA 92121, USA). Nhu duoc thé hién trong
Bang 5, su uc ché hoat tinh enzym cia HDAC 1-11 (ngoai trit HDAC 10) duogc phan
tich v6i Entinostat (MS-275) 1am d6i ching dwong. Két qua ndy da chting minh rang
GNTbm-02 trc ché HDAC 1, 2 va 3 hiru hiéu hon so v6i Entinostat trong cing diéu kién.
GNTbm-02 rc ché HDAC1, HDAC2 va HDACS3 loai I v6i ICso lan luot 12 0,39, 0,91 va
0,73 uM. Tuy nhién, Entinostat trc ché HDAC1, HDAC2 va HDACS3 loai I v6i ICso 1an
Iwot 14 0,95, 2,3 va 4,6 pM. Cac HDAC khac bao gdbm 4, 5, 6, 7, 8, 9 va 11 khong bi trc
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ché boi GNTbm-02 hoic Entinostat & ndng d6 1én t6i 10 pM. Nhimng két qua nay cho
thAy GNTbm-02 13 chit trc ché HDAC loai I hiru hiéu va chon loc phan nhém. GNTbm-
02 1a chit trc ché HDAC loai I dya trén picolinamit. Tuy nhién, Entinostat 12 chét wrc ché
HDAC loai I dua trén benzamit. GNTbm-02 hitu hiéu hon trong viéc trc ché cac hoat
tinh enzym cua HDACS 1, 2 va 3 so v6i Entinostat.

Chudi hgp chit GNTbm tdc dpng ding ké dén sw ting sinh va hinh thdi té bao
ung thw ¢ nguwoi.

Téc dung tc ché cia GNTbm-02 d6i véi su ting sinh té bao ung thu & ngudi
duoc thé hién trén Fig. 3. GNTbm-02 va Entinostat & c4c néng do khac nhau duoc st
dung dé diéu tri cac té bao MDA-MB-231 trong 72 gi¢. Nhu duoc thé hién trén Fig. 3a,
kha ning tc ché cia GNTbm-02 va Entinostat 13 twong tr nhau, & ndng do 12,5 uM trc
ché dang k& su ting sinh t& bao. Nhu duge thé hién trén Fig. 3b, kha nang tc ché 13 &
rang hon dbi véi cac té bao SW48 khi duoc didu tri bang GNTbm-02 hozc Entinostat &
néng d6 3,125 uM trong 72 gio. Tiép theo, céac té bao M10 duoc diéu tri bé‘mg GNTbm-
02 hoic Entinostat & ndng d6 12,5 uM, gitip e ché déng ké su ting sinh té bao nhu
duge thé hién trén Fig. 3c. Két hop lai v6i nhau, nhimg két qua nay cho thiy ring
GNTbm-02 ¢6 kha ning trc ché sy ting sinh t€ bao hitu hiéu.

Swe kim ham chu ky t¢ bao do chudi hop chit GNTbm gdy ra é pha G0/G1 hodc
G2/M trong cdc té bao MDA-MB-231 va SW48 ung thw 6 nguoi v

Dé nghién ciru co ché e ché su ting sinh té bao, phép dém té bao theo dong
dugc str dung dé phan tich sy kim ham chu ky té bao. Nhu duoc thé hién trén Fig. 4a,
GNTbm-02 va Entinostat & cac ndng d6 khac nhau tir 1,625 dén 25 uM dugc st dung
dé didu tri cac té bao MDA-MB-231 trong 72 gid. Két qua da chting minh rang GNTbm-
02 va Entinostat ¢6 co ché tuong ty, gy ra sy kim hdm dang ké chu ky té bao trong pha
GO0/G1 & ndng d6 3,125 uM nhu trén Fig. 4a va b. Nhu dugc thé hién trén Fig. 4c va d,
chu k¥ té bao bi kim ham & pha G0/G1 bang cach diéu tri bAng GNTbm-02 va Entinostat
4] nf“mg d6 12,5 uM theo céach phu thudc vao thoi gian. Két qua chira réng viéc diéu tri
bing GNTbm-02 hoic Entinostat trong 1 ngay da gay ra sy kim ham chu ky té bao dang
ké trong pha GO/G1. Trong céac té bao SW48, co ché tuong tu cling dugce thé hién. Nhu
duoc thé hién trén Fig. 5a va b, GNTbm-02 va Entinostat & cac ndng do khac nhau tir
0,39 dén 6,25 uM duoc st dung dé diéu tri cac té bao SW48 trong 72 giv. Két qua da
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ching minh ring GNTbm-02 va Entinostat giy ra su kim ham chu ky té bao dang ké
trong pha GO/G1 & ndng do6 3,125 uM nhu trén Fig. 5a va b. Két qua cho thly GNTbm-
02 (76,9%) duong nhu hitu hiéu hon trong viéc gy ra sy kim ham chu ky té bao & pha
G0/G1 so vé6i Entinostat (72,1%) & cing ndng d6 3,125 uM. Nhu dugc thé hién trén Fig.
5¢ va d, chu ky té bao bi kim ham & pha G0/G1 bing cach diéu tri bing GNTbm-02 va
Entinostat & néng d6 6,25 pM theo cach phu thudc vao thoi gian. Két qua chi ra ring
viéc diéu tri bing GNTbm-02 hoic Entinostat trong 2 ngay da gy ra su kim him chu
k¥ té bao dang ké trong pha GO/G1. Két hop lai voi nhau, tit ca cic dit liéu nay chi ra
rang GNTbm-02 va Entinostat c6 co ché tuong tu dé tic ché su tang sinh té bao ung thu
& ngudi thong qua viéc kim ham chu ky té bao duge cam ung trong pha GO/G1. Hon
nira, chiing t0i quan tdm dén viéc danh gia mot sé dan xuét tong hop méi dua trén
picolinamit va benzamit nhu GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-38 va GNTbm-39. Nhu
thé hién trong Bang 12, GNTbm-04 gy ra sy kim ham chu k¥ té bao déng ké trong pha
GO0/G1 trong céac té bao SW48. Piéu nay twong tu nhu sy kim him chu ky té bao do
Chidamide gy ra trong pha GO/G1. Tuy nhién, cac cdu triic héa hoc twong tw cua
GNTbm-05, GNTbm-38 va GNTbm-39 gay ra sy kim ham chu ky t€ bao mot cach dang
ké trong pha G2/M trong céc té bao SW48. Do do, céu triic hoa hoc cia cac hop chét
hiru hiéu nay rat giéng nhau, nhung co ché kim ham chu ky té bao lai rat khac nhau.

Sw kim ham chu ky té bao do GNTbm-02 gay ra trong pha G2/M trong cic 1é
bao M10

Dong té bao biéu mé vi cta ngudi M10 duogc didu tri voi cac liéu khic nhau tir
1,625 dén 25,0 uM GNTbm-02 hodc Entinostat trong 72 gid nhu duoc thé hién trén Fig.
6a va b. Két qua da chimg minh rang GNTbm-02 va Entinostat & ndng d6 12,5 uM gy
ra sy kim ham dang ké chu ky té bao cua cac té bao M10 trong pha G2/M. Entinostat
(20,2%) hitu hiéu hon so v6i GNTbm-02 (16,2%) khi gdy ra su kim ham chu ky té bao
trong pha G2/M nhu dugc thé hién trén Fig. 6a va b. Nhu duge thé hién trén Fig. 6¢ va
d, chu ky té bao bj kim ham trong pha G2/M bing cach diéu tri bang GNTbm-02 va
Entinostat & nong d6 12,5 pM theo cach phu thudc vao thoi gian. Két qua chi ra rang
viéc diéu tri bing GNTbm-02 va Entinostat trong 2 ngay da giy ra su kim ham chu ky
té bao dang ké trong pha G2/M trong céc té bao M10. Nhiing két qua nay cho thay ring

didu tri bing GNTbm-02 va Entinostat dbi voi té bao ung thu ¢ nguoi di trc ché déng
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ké su tang sinh té bao ung thu théng qua viée kim ham chu ky té bao cam ting trong pha
GO/G1; tuy nhién, didu tri bAng GNTbm-02 va Entinostat dbi v4i cc té bao binh thuong
ctia ngudi da e ché dang ké su tang sinh té bao thong qua viéc kim ham chu ky té bao
cam ung trong pha G2/M.

Sw chét theo chwong trinh do chudi hop chit GNTbm gdy ra ¢ mpt sé dong té
bao

Pé nghién ctru xem liéu GNTbm-02 c6 giy ra qua trinh chét theo chwong trinh
trong céc té bao ung thu hay khéng, két qua sau khi didu tri bang GNTbm-02 va
Entinostat (dudi dang dbi chimg dwong tinh) déi véi cac té bao MDA-MB-231 & cac
ndng do khac nhau tir 1,625 dén 25,0 pM trong 72 gi& duogc thé hién trén Fig. 7a va B.
Két qua da chimg minh ring GNTbm-02 va Entinostat & nong d6 6,25 pM giy ra qué
trinh chét theo chwong trinh dang ké (tang ty 1 phan trim ctia pha phu G1) nhu duoc
thé hién trén Fig. 7avab. Nhu duge thé hién trén F ig. 7cvad, qué trinh chét theo chuong
trinh coa té bao dugc giy ra bang cach diéu tri bing GNTbm-02 va Entinostat cho céc
té bao MDA-MB-231 theo cach phu thudc vao thoi gian. Két qua chi ra rang GNTbm-
02 va Entinostat & ndng d6 12,5 uM trong 72 gio (3 ngay) gay ra qua trinh chét theo
chuong trinh déng ké trong cac té bao MDA-MB-231. Entionstat rét hiru hiéu trong viéc
gy ra qua trinh chét theo chuong trinh theo cach phu thude vao lidu lugng hoic thoi
gian khi so sanh v6i GNTbm-02 nhu dugc thé hién trén Fig. 7. Tiép theo, qua trinh chét
theo chwong trinh ca té bao ciing duge danh gia trong cac té bao SW48. Nhu duoc thé
hién trén Fig. 8a va b, GNTbm-02 va Entinostat gy ra qua trinh chét theo chwong trinh
theo cach phu thudc vao liéu lwong. Két qua chi ra ring diéu tri bang GNTbm-02 va
Entinostat & cac ndng d khac nhau tir 0,39 dén 6,25 pM trong 72 gid gdy ra qud trinh
chét theo chuong trinh cila té bao trong cac té bao SW48. GNTbm-02 va Entinostat gy
ra qua trinh chét theo chwong trinh dang ké & ndng d6 6,25 uM trong 72 gio nhu dugc
thé hién trén Fig. 8a va b. Nhu dugc thé hién trén Fig. 8c va d, da chung minh dugc ré“mg
viée didu tri bing Entinostat va GNTbm-02 gy ra qué trinh chét theo chwong trinh &
ndng do c6 dinh 12 6,25 pM theo cach phu thudc vao thdi gian. GNTbm-02 va Entinostat
& ndng dd 6,25 uM trong 72 gid (3 ngdy) giy ra qua trinh chét theo chuwong trinh dang
ké trong cac té bao SW48. Entinostat rat hiru hiéu trong viéc gy ra qua trinh chét theo

chuong trinh trong céc té bao SW48 theo cach phu thudc vao liéu luvong hodc phu thude
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vao thoi gian so véi GNTbm-02 nhu thé hién trén Fig. 8. Cudi cing, viéc gy ra qua
trinh chét theo chuong trinh ciia t& bao bing GNTbm-02 va Entinostat trong dong té bao
binh thudong M10 ciing dugc nghién ciru. Nhu duge thé hién trén Fig. 9a va b, diéu tri
bing GNTbm-02 va Entinostat & cac ndng do khac nhau tir 1,625 dén 25,0 uM trong 72
gidr gy ra qua trinh chét theo chuong trinh cua té bao. GNTbm-02 va Entinostat & ndng
d6 12,5 uM trong 72 gid gy ra qua trinh chét theo chuong trinh déng ké trong céc té
bao M10. Nhu duoc thé hién trén Fig. 9¢ va d, diéu tri bing GNTbm-02 va Entinostat
gdy ra qua trinh chét theo chuong trinh & ndng dd 12,5 uM theo cach phu thudc vao thoi
gian. K&t qua chi ra rang diéu tri bing GNTbm-02 va Entinostat & nong d6 cb dinh 12,5
uM trong céc té bao M10 trong 72 gid (3 ngay) gay ra qua trinh chét theo chuong trinh
dang ké nhu dugc thé hién trén Fig. 9c va d. Entinostat cho thay qua trinh chét theo
chuong trinh dugc gay ra rat hitu hidu trong cac té bao M10 theo cach phu thudc vio
lidu lugng hoac phu thudc vao thoi gian so véi GNTbm-02 nhu duge thé hién trén Fig.
9. Tuy nhién, cic té bao M10 dudong nhu c¢6 kha nang chéng lai qué trinh chét theo
chuong trinh gy ra cao hon khi duoc diéu tri bing GNTbm-02 va Entinostat & ndéng do
25,0 uM trong 72 gid, so voi két qué cua cac té bao MDA-MB-231 nhu dugc thé hién
trén Fig. 7. Tiép theo, chiing t6i quan tAm dén viéc nghién ctru hoat tinh gay ra qué trinh
chét theo chuong trinh cia GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-38 va GNTbm-39 trong
céc té bao SW48. Qua trinh chét theo chwong trinh gy ra béi cac hop chat nay duoc
danh gia trong cac t& bao SW48 dugc didu tri v6i cac lidu chi dinh trong 72 giv. Nhu
duoc trinh bay trong Bang 13, GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-38 va GNTbm-39 la
hiru hiéu trong viéc gdy ra qué trinh chét theo chwong trinh trong céc té bao SW48.

Sw axetyl héa histon H3 do chudi hop chit GNTbm giy ra trong mét s6 dong
1¢ bao ung thu & nguoi

GNTbm-02 va Entinostat dugc chirng minh 1a chét trc ché HDAC loai I hitu hiéu.
Qua trinh axetyl hoa histon H3 gay ra bdi GNTbm-02 va Entinostat theo cach phu thudc
vao lidu luong hodc phu thudc vao thoi gian trong cac té bao MDA-MB-231 va SW48
dugc nghién ctru. Nhu dugce thé hién trén Fig. 10a va b, diéu tri béng GNTbm-02 va
Entinostat cho céc té bao MDA-MB-231 & cac ndng d6 khac nhau tir 0,1 dén 10,0 pM
trong 24 gid' gy ra qua trinh axetyl hoa histon H3. Két qua chi ra ring GNTbm-02 va
Entinostat & néng d6 1,0 uM l1am tang dang ké murc d6 axetyl héa histon H3. Nhu duoc

53



51897 54/118

thé hién trén Fig. 10c va d, cac té bao SW48 nhay hon trong viéc gy ra axetyl héa histon
H3 béng cach diéu tri v6i GNTbm-02 va Entinostat & cac néng d6 khéc nhau tir 0,1 dén
10,0 uM trong 24 gidr. Nhu duogc thé hién trén Fig. 11a va b, xit Iy bing GNTbm-02 &
ndéng d6 1,0 uM trong 2, 6, 24, 48 va 72 gid giy ra su axetyl hoa histon H3 trong céc té
bao MDA-MB-231 theo cach phu thudc vao thoi gian. Két qua chi ra rang GNTbm-02
gdy ra axetyl hoa histon H3 mét cach hiru hiéu trong té baio MDA-MB-231 sau 6 gid
diéu tri. Céc két qué tuong tu cling dugce thé hién trong cac té bao SW48 nhu dugc thé
hién trén Fig. 11c va d. Diéu tri bing GNTbm-02 & nong dd 1,0 uM trong cac té bio
SW48 trong 2, 6, 24, 48 va 72 gio cho théy qua trinh axetyl héa histon H3 theo cach phu
thudc vao thoi gian. GNTbm-02 gy ra murc axetyl hoa histon H3 mot cch hitu hiéu
trong céc té bao SW48 sau 6 gio diéu tri. Két hop lai v6i nhau, tat ca cac dit liéu nay
cho thdy GNTbm-02 13 chét (rc ché HDAC loai I hitu hidu va giy ra qua trinh axetyl héa
histon H3 trong mot sé dong té bao ung thu & nguoi. Hon nita, ching tdi quan tim dén
viéc phan tich xem lidu cac hop chat méi c6 hoat tinh manh hon dé tang biéu hién axetyl
hoa histon 3 trong cac té bao SW48 nhu duoc thé hién trén Fig. 12 hay khong. Cac té
bao dugc didu tri vai cung lidu luong GNTbm-04, GNTbm-05, GNTbm-11 va
Chidamide 1am déi ching duong tinh trong 24 gio trong céc té bao SW48 nhur dugc thé
hién trén Fig.12a. GNTbm-05 va GNTbm-04 6 lidu 0,25 uM rét hitu hidu trong viéc gay
ra axetyl héa histon 3 so v6i dbi chimg dwong Chidamide trong cic té bao SW48. Cac
két qua tuong tu ciing chimg minh ring GNTbm-04, GNTbm-05 va GNTbm-06 & lidu
0,25 uM rét hitu hiéu trong viéc gy ra axetyl hoa histon 3 trong céc té bao SW48 nhu
duoc thé hién trén Fig.12b. Hon nita, bén hop chat hiru hiéu (GNTbm-04, GNTbm-05,
GNTbm-38, GNTbm-39) giy ra qua trinh axetyl héa histon 3 dugc danh gid nhu dugce
thé hién trén Fig.12¢c. Két qua da ching minh ring GNTbm-05, GNTbm-04, GNTbm-
38 va GNTbm-39 hitu hiéu hon trong viéc gdy ra su biéu hién axetyl héa histon 3 trong
cac té bao SW48 so voi Chidamide.

Chubi hop chit GNTbm cé cdic diic tinh diéu bién mién dich biéu sinh trong

mé hinh chupt mang CT26
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Dé nghién ctru xem liéu GNTbm-02 ¢6 cic dic tinh diéu bién mién dich biéu sinh
hay khong, md hinh dong vat in vivo ctia chudt mang khéi u rudt két CT26 BALB/c
duoc sir dung dé danh gia. Chudt BALB/c mang khéi u dai trang CT26 & chudt duoc
diéu tri bang nhiéu phuong thirc tri liéu khac nhau theo chi dinh. IgG, d6i ching khang
IgG (chét dan, 2,5 mg/kg); PD-1, khang thé don dong khang PD-1 (2,5 mg/kg); GNTbm-
02 12,5 va 25,0 mg/kg; Celecoxib-vién nang 50 mg/kg (Celebrex®). Kich thudc khéi u
& chudt mang khéi u CT26 tang 1én khoang 150-200 mm? vao ngay thir 8. Tong thé tich
khéi u va sé 14n thay ddi cua kich thude khdi u duoc thé hién trén Fig. 13avab. Két qua
chi ra ring phac dd khang thé khang PD-1 (2,5 mg/kg) cong v6i GNTbm-02 (12,5
mg/kg) két hop v6i celecoxib (50 mg/kg) c6 tac dung e ché su phat trién khéi u dang
ké hon so véi phic dd khang thé khang PD-1 (2,5 mg/kg) cong v6i GNTbm-02 (25,0
mg/kg) két hop véi Celecoxib (50 mg/kg) hodc phac 46 GNTbm-02 25 mg/kg cong voi
Celecoxib 50 mg/kg khi khong c6 khang thé khang PD-1. Vi vay, tac dung tic ché su
phat trién cia khéi u 1a khang thé khang PD-1 cong v6i GNTbm-02 (12,5 mg/kg) két
hop v6i phac d6 Celecoxib > khang thé khang PD-1 cong v6i GNTbm-02 (25,0 mg/kg)
két hop v6i phac dd Celecoxib > GNTbm-02 (25,0 mg/kg) két hop véi phac dd
Celecoxib > khang thé khang PD-1 > phéac d khang IgG. Tuy nhién, két qua ciing chi
ra raing GNTbm-02 két hop v6i Celecoxib ¢6 tac dung e ché hitu hiéu dé ngin chin su
phat trién cia khdi u. Truée day, nghién ctru ciia chiing toi d chiing minh rang chét tc
ché HDAC két hop v&i chit te ché COX-2 diéu hoa dang ké TME va do d6 cai thién
hiéu qua uc ché su phat trién cua khéi u va tdc do dap tung mién dich. Nhiing két qua
ndy da chimg minh ring GNTbm-02 13 chit diéu bién mién dich biéu sinh méi va hitu
hiéu. Thé tich khéi u riéng 1¢ dugc phan tich nhu duoc thé hién trén Fig. 13c. Trong
nghién ciru nay, chung t6i da xac dinh Péap tmg hoan toan (CR, = 0,5 1an su phat trién
khdi u & chudt mang khéi u vao ba ngay sau khi két thiic diéu tri); Dap tng mot phan
(PR, kich thuée khdi u>0,5 1an sy phét trién khéi u, nhung = 2 1an sy phit trién khéi u
¢ chudt mang khdi u vao ba ngay sau khi két thuc diéu tri); Bénh 6n dinh (SD, tir hai
dén nam 14n sy phat trién khéi u & chudt mang khéi u vao ba ngay sau khi két thic diéu
tri); Bénh tién trién (PD, bang hodc 16n hon nim lan sy phat trién ctia khdi u & chudt
mang khéi u vao ba ngay sau khi két thuc diéu tri) dé danh gia hiéu qua didu tri. Két qua

chi ra ring nhém khang thé khang PD-1 (2,5 mg/kg) dat duge 5 CR, 1 PR, 3 SD va 8
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PD, véi ORR (ty 1€ dap rng khach quan) 35,3%; nhom khéang thé khang PD-1 (2,5
mg/kg) cong véi GNTbm-02 (25 mg/kg) két hop véi Celecoxib (50 mg/kg) dat 3 CR, 3
PR, 2 SD va 1 PD, v&i ORR 66,7%; nhom khang thé khang PD-1 (2,5 mg/kg) cong véi
GNTbm-02 (12,5 mg/kg) két hop véi Celecoxib (50 mg/kg) dat duge 5 CR, 2PR, 1 SD
va 0 PD, v6i ORR 87,5%; nhom GNTbm-02 (25 mg/kg) két hop véi Celecoxib (50
mg/kg) dat 2 CR, 4 PR, 2 SD va 1 PD, véi ORR 66,7%. Nhiing két qua nay cho thay
GNTbm-02 & lidu 12,5 mg/kg 1a lidu t6i vu va GNTbm-02 c¢6 hoat tinh diéu bién mién
dich hiru hiéu. Khéi lugng co thé cua chudt mang khdi u CT26 nhu dugc thé hién trén
Fig. 13d chi ra ring cdc phac dd nay khong c6 doc tinh ro rang dé gy giam khéi lugng
co thé. Cubi cing, ty 16 sbng sét dwgc phan tich nhu dugc thé hién trén Fig. 13e. Chudt
mang khéi u CT26 dugc lam chét ém 4i khi thé tich khéi u dat 3000 mm? sau khi cdy
ghép khéi u. Két qua cho thdy nhém khang thé khang PD-1 dat ty 1& song s6t 30%; nhom
khang thé khang PD-1 (2,5 mg/kg) cong véi GNTbm-02 (25 mg/kg) két hop véi
Celecoxib (50 mg/kg) dat ty 18 sbng sot ty 1& sdng 33%; nhém GNTbm-02 (25 mg/kg)
két hop Celecoxib (50 mg/kg) dat ty 16 séng sot 56%; nhém khang thé anti-PD-1 (2,5
mg/kg) cong v6i GNTbm-02 (12,5 mg/kg) két hop vé6i Celecoxib (50 mg/kg) dat ty 1
séng s6t 63%. Két hop lai véi nhau, nhitng dit liéu nay goi ¥ ring GNTbm-02 cong véi
Celecoxib hoic GNTbm-02 cong véi Celecoxib két hop voi khang thé khang PD-1 da
cai thién dang k& ORR va ty 1& sdng s6t so v6i mot minh khang thé khang PD-1. Dit liéu
cta chiing t6i ciing chirng minh ring GNTbm-02 & lidu 12,5 mg/kg cho hiéu qua t5t hon
so v6i lidu 25,0 mg/kg trong phac dd két hop khang thé khang PD-1 cong v6i GNTbm-
02 két hop vdi Celecoxib. Tiép theo, chiing t6i quan tdm dén viéc danh gia sy diéu hoa
c4c hoat tinh ctia vi méi trudng khdi u bang cach sir dung cac hop chat tong hop méi
nhu GNTbm-02, GNTbm-03, GNTbm-04, GNTbm-06 va Chidamide lam dbi ching
dwong. Thé phén tan rin ctia Chidamide dugc didu ché bang cach phu 1én PVP-K30
duoc st dung dé cai thién kha nang hoa tan trong nu6c cua Chidamide-API, ma cudi
cung s& cai thién profin PK (dugc dong hoc). Do d6, ching t6i da sir dung k¥ thuat diéu
ché phd bién trong linh vire nay dé tao ra cic thé phan tan ran cia cic hop chét thu
nghiém nhu GNTbm-02, GNTbm-03, GNTbm-04, GNTbm-06, va Chidamide lam dbi
chirmg duong tinh. TAt ca cac hop chét thir nghiém dugc phi 1én PVP-K30 dé diéu ché
céc thé phén tan ran c6 tén GNTbm-02/k30, GNTbm-03/k30, GNTbm-04/k30, GNTbm-
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06/k30, va Chidamide/k30. Nghién ctru trudc ddy da chimg minh ring Chidamide/k-30
két hop v6i Regorafenib c6 hoat tinh chéng ung thw rat hiru hiéu thong qua co ché didu
bién mién dich & chudt mang khéi u CT-26. Hoat tinh chéng ung thu ctia GNTbm-02/k-
30 két hop v6i Regorafenib dugc nghién ctiru thém dé xac nhéan hiéu luc ctia né & chudt
mang khdi u CT26. Chung t6i d xac dinh tiéu chudn nghiém ngat hon vé CR (= 0,5 lan
su phat trién khéi u & chudt mang khéi u vao ba ngay sau khi két thiic diéu tri); PR (kich
thu6e khdi u >0,5 1an sy phat trién khéi u, nhung = 1 14n sy phat trién khdi u & chuét
mang khéi u vao ba ngay sau khi két thic didu tri); SD (tir mot dén nam 1dn sw phét trién
khdi u & chudt mang khdi u vao ba ngay sau khi két thic diéu tri); PD ( bang hodc 16n
hon nam 1an sy phat trién cta khdi u & chudt mang khdi u vao ba ngay sau khi két thuc
didu tri) d& danh gi4 hiéu qua diéu tri. Nhu dwoc thé hién tir Fig. 14(f) dén Fig. 14(3i),
GNTbm-02/k-30 két hop v6i Regorafenib so v6i Chidamide/k-30 két hop vai
Regorafenib dugc danh gia. Két qua da chirng minh raing GNTbm-02/k-30 (50 mg/kg)
két hop voi Regorafenib (30 mg/kg) ¢6 kha ning tic ché hitu hiéu sy phat trién ctia khéi
u, nhung yéu hon so voi Chidamide/k-30 két hop véi Regorafenib (ORR: 10% so v&i
30%). Tuy nhién, GNTbm-03/k-30 nhu duoc thé hién trén Fig. 14(i) dén Fig. (m) da
chimg minh ring GNTbm-03/k-30 két hop v6i Regorafenib c6 hoat tinh chdng ung thur
tuong tu khi so véi Chidamide/k-30 két hop véi Regorafenib (ORR: 40% so v6i 30%).
GNTbm-04/k-30 két hop véi Regorafenib hiéu qua hon trong viéc rc ché sy phit trién
cta khéi u so véi Chidamide/k-30 két hop véi Regorafenib nhur dwgc thé hién tir Fig.
14(n) dén Fig. 14(q) (ORR: 50% so v&i 30%). GNTbm-06/k-30 két hgp véi Regorafenib
¢6 hoat tinh chéng ung thu trong ti so v6i Chidamide/k-30 két hop v6i Regorafenib
nhu dugc thé hién tir Fig. 14(r) d@én Fig.14(u) (ORR: 50% so v&i 30%). Sau 16 ngay diéu
tri, chung t6i tiép tuc theo doi kich thude khbi u dén ngay thir 60. Khi su phét trién ctia
khdi u xudt hién tro lai va kich thude khéi u dat it nhat gap 5 14n & nhitng con chudt c6
dap tmg CR hoic PR sau lan danh gia khéi u dau tién, né duge dinh nghia 1a tai phat/lap
lai. Nhu duoc trinh bay trong Bang 14, Chidamide/k-30 két hop véi Regorafenib cho
thdy 0% khéi u tai phat, GNTbm-02/k-30 két hop véi Regorafenib cho thiy 100% khdi
u tai phat, GNTbm-03/k-30 két hop véi Regorafenib cho thdy 25% khéi u tai phat,
GNTbm-04/k-30 két hop v6i Regorafenib cho thiy 20% khdi u tai phat, GNTbm-06/k-
30 két hop voi Regorafenib cho thay 0% khéi u tai phat. Ngoai trir GNTbm-02/k-30 két
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hop véi nhém Regorafenib, chi cé 1 con chudt cé PR trong nghién cuu, két qua cho thiy
cac hop chit GNTbm két hop v6i Regorafenib c6 thé ¢ hoat tinh hitu hi¢u hon trong
viéce kich hoat hé théng mién dich dé tranh tai phat. Hon nita, chting tdi cling nghién ctru
céc dic tinh diéu bién mién dich bidu sinh trong chudi cac hop chdt GNTbm bao gdm
GNTbm-05/k-30, GNTbm-11/k-30, GNTbm-38/k-30 va GNTbm-39/k-30. Nhu duoc
trinh bay trong Bang 14, so sanh hi¢u qua cia GNTbm-05/k-30, GNTbm-11/k-30,
GNTbm-38/k-30, GNTbm-39/k-30 va Chidamide/k-30 két hop vai Regorafenib dugce
danh gia. Két qua da chung minh ring nhém Chidamide/k30 (50 mg/kg) két hop véi
Regorafenib (30 mg/kg) dat dugc 2 CR, 4 PR, 4 SD va 0 PD, v6i ORR 60%; Nhom
GNTbm-05/k30 (50 mg/kg) két hop voi Regorafenib (30 mg/kg) dat 3 CR, 0 PR, 4 SD
va 3 PD, v6i ORR 30%; Nhém GNTbm-11/k30 (50 mg/kg) két hop v6i Regorafenib (30
mg/kg) dat 1 CR, 1 PR, 4 SDva4 PD, vdi ORR 20%; Nhém GNTbm-38/k30 (50 mg/kg)
két hop v6i Regorafenib (30 mg/kg) dat dugc 8 CR, 0 PR, 2 SD va 0 PD, véi ORR 80%;
GNTbm-39/k30 (50 mg/kg ) két hop véi nhom Regorafenib (30 mg/kg) dat duge 2 CR,
1 PR, 5 SD va 2 PD, v6i ORR 30%. Két hop lai v6i nhau, nhitng dit liéu dong vat in
vivo ndy da chimg minh rang khi so sanh tit ca cac hop chit GNTbm v6i Chidamide
ddi chung dwong tinh, két hop véi Regorafenib, GNTbm-38/k-30 cho thay hoat tinh diéu
bién mién dich biéu sinh vuot troi dat duwoc ORR 14 80% va khong c6 su két hop véi
Regorafenib, mdt minh GNTbm-38/k-30 dat dugc ORR 1a 56%.

Dé xdc nhin cdc diic tinh diéu bién mién dich biéu sinh ciia chudi hop chit
GNTbm

Lidu t&i wu cia GNTbm-02 két hop v6i Celecoxib (chit trc ché chon loc COX-
2) dugc phan tich va xac nhan. IgG, dbi ching khéang IgG (chét dan, 2,5 mg/kg); PD-1,
khang thé don dong khang PD-1 (2,5 mg/kg); GNTbm-02, 5, 10, 20 va 25,0 mg/kg;
Celecoxib-vién nang 50 mg/kg (Celebrex®). Kich thuéc khéi u & chudt mang khéi u
CT26 tang lén khoang 150-200 mm? vao ngay thir 8. Tong thé tich khéi u va s6 1an thay
d6i ctia kich thude khdi u nhu duge thé hién trén Fig. 14a va b cho thiy nhém GNTbm-
02 (10 mg/kg) két hop vai Celecoxib (50 mg/kg) rc ché su phat trién ctia khéi u manh
hon so v6i nhém GNTbm-02 (20 mg/kg) két hop Celecoxib (50 mg/kg) hodc nhém
GNTbm-02 (5 mg/kg) két hop Celecoxib (50 mg/kg). Két qua nay ciing dé xuét ring
GNTbm-02 két hop v6i Celecoxib theo ty 16 tdi wu 1a can thiét dé kiém soat TME va cai
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thién tac dung trc ché su phat trién khéi u & mo hinh chudt mang CT26. Thé tich khéi u
riéng 1¢ va ORR nhu duoc thé hién trén Fig. 14c chi ra ring nhom khang thé khang PD-
1 (2,5 mg/kg) dat duge 5 CR, 1 PR, 3 SD va 8 PD, véi ORR (ty 1€ dap ing khach quan)
35,3%; nhém GNTbm-02 (5 mg/kg) két hop Celecoxib (50 mg/kg) dat2 CR va 1 PR, 1
SD va 5 PD, v6i ORR 33,3%; nhém GNTbm-02 (10 mg/kg) két hgp Celecoxib (50
mg/kg) dat 2 CR, 6 PR, 0 SD va 1 PD, véi ORR 88,9%; nhom GNTbm-02 (20 mg/kg)
két hop vai Celecoxib (50 mg/kg) dat 2 CR, 3 PR, 1 SD va 3 PD, véi ORR 55,6%; nhém
GNTbm-02 (25 mg/kg) két hop véi Celecoxib (50 mg/kg) dat 2 CR, 4 PR, 2 SD va 1PD,
v6i ORR 66,7%. Nhitng dit liéu nay cho thdy ring nhém GNTbm-02 (10 mg/kg) két
hop v6i Celecoxib (50 mg/kg) dat dwoc ORR t6t nhét, 14 két qua cta ty 1é t6i wu dé kiém
soat TME. Két quéa nay ciing duoc quan sat thdy trén Fig. 13, trong d6 phac dd dung
khang thé khang PD-1 (2,5 mg/kg) cong véi GNTbm-02 (12,5 mg/kg) két hop véi
Celecoxib (50 mg/kg) dat duoc ORR t6t hon. Tir nhitng dir liéu nay, dé xuat ring
GNTbm-02 10 mg/kg két hop véi Celecoxib 50 mg/kg c6 hoat tinh hitu higu d6i voi su
diéu hoa TME va do d6 cai thién ty 18 dap tmg mién dich. Khéi luong co thé ctia chudt
mang khéi u CT26 nhu dugc thé hién trén Fig. 14d chi ra rang cac phac do nay khong
¢6 doc tinh rd rét dé gay giam khdi luong co thé. Cudi cung, ty 1& song s6t duoc phan
tich nhu duge thé hién trén Fig. 14e. Chudt mang khdi u CT26 dugc 1am chét ém ai khi
thé tich khéi u dat 3000 mm? sau khi cdy ghép khédi u. Két qua cho thdy nhoém khang thé
khang PD-1 dat ty 18 séng sot 30%; Nhém GNTbm-02 (5 mg/kg) két hgp Celecoxib (50
mg/kg) dat ty 16 séng sot 22%; GNTbm-02 (10 mg/kg) két hop Celecoxib (50 mg/kg)
dat ty 18 sbng s6t 44%; Nhém GNTbm-02 (20 mg/kg) két hop Celecoxib (50 mg/kg) dat
ty 16 sdng s6t 33%; Nhém GNTbm-02 (25 mg/kg) két hop Celecoxib (50 mg/kg) dat ty
1€ séng s6t 56%. Két hop lai vdi nhau, nhiing dit liéu nay goiy réng GNTbm-02 cong
v6i Celecoxib da cai thién dang k& ORR va ty 16 séng sot so v6i mot minh khang thé
khang PD-1. Dit liéu ctia chiing t6i cfing chimg minh rang GNTbm-02 & lidu 10 mg/kg
tbt hon so véi cac lidu khac khi GNTbm-02 duoc két hop véi Celecoxib.

GNTbm-02 cfng vdi Celecoxib cé hodc khong cé chudi hop chit GNTbm hodc
khdng PD-1 két hop véi Regorafenib gdy ra sw ghi nho mién dich ré rét

Su ghi nhd mién dich duoc tao ra sau khi didu tri béng cac phac dd khac nhau

nhu duoc thé hién trén Fig. 13 va 14 dugc nghién ciu vé tinh trang nhu trong Bang 6

59



51897 60/118

va 7. Nhitng con chuét dwgc didu tri bang cac ché d6 khac nhau trong 16 ngay, sau d6
viéc danh gia khdi u dau tién duoc thuc hién (ngay 26). Nhitng con chudt c6 CR hodc
PR d3 chuyén sang giai doan rira trdi trong 7 ngy (cho dén ngay 33) ma khong can didu
tri thém. Sau do, thir thach lai dugc thuc hién véi cung loai té bao ung thu (CT26; 5x109%)
duoc cly & sudn dbi dién trong khoang 7 ngay nita (ngay 40), va sau d6 thé tich khdi u
s& dwoc xac dinh 13 duong co so (1 1an). Khdi u thir thach duge phép phat trién trong 10
ngay (ngay thir 50), va sau do kich thugce khéi u duogc x4c dinh dé danh gia su ghi nhé
mién dich duéi dang dwong tinh hodc 4m tinh. Néu danh gia 13 4m tinh thi phai d4p tng
c4 2 didu kién: thé tich khbi u trén 300 mm? va kich thudc khéi u gip 2 14n so véi dudong
co s&. Néu su ghi nhé mién dich duoc tao ra sau khi diéu trj trude d6 1a tich cu va dic
hiéu d& nhan biét cac t& bao ung thu c6 cing khang nguyén, thi sy phat trién cta cac
khéi u dugc cdy trong qua trinh thir thach lai s& bi rc ché va do d6, su ghi nhé mién dich
duoc xac dinh 1a duong tinh. Néu su ghi nhé mién dich khong dugc tao ra hodc khong
duogc hoat hoat hoan toan, thi sy phat trién cua cac khdi u dugc céy trong qua trinh thir
thach lai s& khong bi Grc ché. Bing quy trinh d4nh gia nay, phac 46 GNTbm-02 cong véi
Celecoxib két hop v6i hoac khong v6i khang thé khang PD-1 dugc nghién ciru dé tra 16
liéu cac phac dd nay c6 dac tinh tao ra sy ghi nhé mién dich hay khong. Nhu duoc thé
hién trong Bang 6, nhém khang thé khang PD-1 chi ¢6 2 con chudt dat duge CR, sau
khi thir thach lai cho thiy su tién trién cta khéi u 1a 0%. Két qua nay di chiing minh
rang nhimg con chudt CR nay dat duoc 100% su ghi nhé mién dich tich cuc. Phic do6
gdm nhém GNTbm-02 (25 mg/kg) cong voi Celecoxib (50 mg/kg) két hop voi khang
thé khang PD-1 (2,5 mg/kg) dat 4 chudt c6 CR/PR, ma sau khi thir thach lai cling cho
két qua sy tién trién cta khéi u 0%. Phac dd nay ciing thé hién 100% su ghi nhé mién
dich tich cuc. Phac d6 gdm nhom GNTbm-02 (12,5 mg/kg) cdng véi Celecoxib (50
mg/kg) két hop véi khang thé khang PD-1 (2,5 mg/kg) thu dugc 7 chudt co6 CR/PR, ma
sau khi thtt thach lai thé hién su tién trién cua khéi u 29%. Phac do nay thé hién 71% su
ghi nhé mién dich tich cuc. Phac dd gdm nhém GNTbm-02 (25 mg/kg) két hop véi
Celecoxib (50 mg/kg) dat 6 chudt c6 CR/PR, ma sau thir thach lai thé hién sy tién trién
khéi u 1a 17%. Phéac db nay ciing thé hién 83% su ghi nhé mién dich tich cuc. Tuy nhién,
nhu duge néu trong bang 7, phac dd gdm nhém GNTbm-02 (10 mg/kg) két hop voi
Celecoxib (50 mg/kg) dat 7 chudt c6 CR/PR, ma sau thir thach lai thé hién su tién trién

60



51897 61/118

khéi u 12 14%. Phac d6 nay thé hién 86% su ghi nhé mién dich tich cuc. Nhitng con
chudt c6 CR c¢6 hoat tinh ghi nhé mién dich manh hon so v6i nhitng con chudt c6 PR tir
nhitng dit li€u nay. Két hop lai v6i nhau, GNTbm-02 cdng vdi Celecoxib két hop véi
hodc khong véi ICI gay ra hoat tinh ghi nhé mién dich hitu hiéu. Hién twgng twong tu
cling dugc phan 4nh trong cic hop chdt GNTbm khac két hop v6i Regorafenib Nhu
dugc trinh bay trong Bang 14, nhom GNTbm-02/k-30 (50 mg/kg) két hop véi
Regorafenib (30 mg/kg) da thu dugce 1 con chudt c6 CR/PR, ma sau khi thtr thich lai
cfing cho thdy su tién trién khéi u 0%; Nhém GNTbm-03/k-30 (50 mg/kg) két hop véi
Regorafenib (30 mg/kg) dat dugc 4 con chuét CR/PR, ma sau khi thir thach lai cling cho
thdy su tién trién cta khéi u 12 0%; Nhoém GNTbm-04/k-30 (50 mg/kg) két hop voi
Regorafenib (30 mg/kg) dat dugc 5 con chudt CR/PR, ma sau khi thr thach lai cling cho
thdy su tién trién cta khdi u 1a 0%; Nhém GNTbm-06/k-30 (50 mg/kg) két hop véi
Regorafenib (30 mg/kg) dat dugc 5 con chudt CR/PR, ma sau khi thir thach lai cling cho
thay su tién trién cua khdi u 1a 0%. Nhitng két qua nay chi ra rang cac hop chat GNTbm
két hop voi Regorafenib c6 y nghia quan trong trong viéc tao ra su ghi nhé mién dich.

Hoat tinh chong khéi u sau khi diéu tri bang GNTbm-02 cpng vdi Celecoxib
thong qua tdc dung diéu bién mién dich, din dén kich hoat CTL

Nhitng con chudt dugce diéu tri nhu dugc thé hién trén Fig. 13 va 14 1a nhitng con
chu6t binh thuong c6 hé théng mién dich hoan chinh. Phac d6 GNTbm-02 cong véi
Celecoxib két hop v6i hodc khong véi khang thé khang PD-1 da dat dugc ty 1 dap tng
téng thé (ORR) cao dang ké & chudt kiéu dai binh thudng. Tiép theo, diéu tri bing phac
d6 GNTbm-02 cong véi Celecoxib két hop voi hodc khoéng véi khang thé khang PD-1
trong mo hinh chuot trui long BALB/C (c6 chitc nang té bao T bi suy giam) dugc nghién
ctu. Nhu duoc thé hién trén Fig. 15a, nhitng con chudt trui 16ng duge cay té bao CT26
bing phwong phép tiém dudi da. Sau 8 ngay, khi thé tich khbi u trung binh khoang 123,8
mm?, chudt dugc chia nglu nhién thanh 4 nhém va dugc didu tri bang khang thé khang
IgG, khang thé khang PD-1, GNTbm-02 cong véi Celecoxib két hop voi khang thé
khang PD-1, va GNTbm-02 cdng véi celecoxib trong 15 ngay. Nhu duoc thé hién trén
Fig. 15b va ¢, tit ca cdc nhém didu tri nay khong trc ché dang ké su phat trién ciia khbi
u & chudt trui 16ng c6 chirc nang té bao T bi thiéu hut. Nhiing két qua nay cho thay

GNTbm-02 cong vai Celecoxib cé hoat tinh hitu hi¢u trong viéc Grc ché su phat trién
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ctia khdi u bang cach didu hoa su hoat héa CTL (€ bao lympho T gay ddc té bao) trong
TME. Nhu dugc thé hién trén Fig. 15d, tAt ca cac nhom diéu tri khong cho théy su giam
khéi lwong co thé déang ké. Nhu duoc thé hién trén Fig. 15e, tit ca chudt ciia cac nhoém
diéu tri dwoc chiing minh 13 ¢6 hoat tinh chéng ung thu thip & chudt trui 16ng va khong
con nao dat dugc ORR. Nhiing két qua nay da chimg minh rr?mg dé dat duoc su trc ché
dang ké sy phat trién ctia khéi u bang phac do két hop GNTbm-02 cong véi Celecoxib
két hop v6i hodc khong véi khang thé khang PD-1, thi mot hé thong mién dich véi céc
té bao T chirc ning 12 didu cin thiét (Fig. 13, 14 va 15). Piéu nay ciing chting minh rang
GNTbm-02 cong véi Celecoxib da e ché su phat trién cia khéi u bing cach didu hoa
su hoat hoa té bao T (CTL) trong TME dé tiéu diét té bao ung thu. Hoat tinh chéng ung
thu nay 12 nho tac dung diéu bién mién dich hon 14 tac dung gay doc té bao. Két hop lai
v6i nhau, chiing t6i xac nhan rdng GNTbm-02 c6 hoat tinh diéu bién mién dich biéu sinh
hitu hiéu va khi duge két hop véi Celecoxib, s€ hiéu qua hon trong viéc diéu hoa TME
so vo1 moOt minh GNTbm-02.

Hoat tinh chong khéi u ciia GNTbm-02 céng véi Celecoxib cé lién quan dén
vigc gidm cdc té bao tkc ché mién dich

Viéc didu tri bang HDACI dugc ching minh 13 1am thay dbi TME béing céch
giam hoat tinh ctia té bao Treg va ting cudng su xAm nhdp cia té bao T CDS. Dé x4c
dinh liéu viéc tc ché su phat trién cta khéi u do diéu tri béng GNTbm-02 cong vai
Celecoxib c6 lién quan dén dap ing mién dich ting cuong hay khong, ching t6i da kiém
tra cac quan thé té bao bach ciu tuan hoan. Vao ngay diéu tri cubi ciing (trc 13 vao ngay
thir 16 cia thoi gian diéu tri), cdc mau mau duoc thu thap tir nhitng con chudt mang khéi
u CT26 va duoc nghién ctru bang phan tich FACS. Ching ti di quan sat thay su gia
tang dang ké ctia té bao lympho va giam bach cau hat trong mau tudn hoan sau khi diéu
tri bang GNTbm-02 cong v6i Celecoxib (Fig. 17a va c¢). Tuy nhién, khong c6 su khéc
biét dang ké trong cac té bao bach ciu don nhan tun hoan (Fig. 17b). Ching t6i cling
quan sat thiy sy gia ting dang ké cac té bao T CD3" trong mau tudn hoan sau khi diéu
tri bang GNTbm-02 cong véi Celecoxib (Fig. 17d). Su gia ting vira phai cla céac té bao
T CD8" dugc quan sat sau khi diéu tri bing khang PD-1 hoic GNTbm-02 cdng voéi
Celecoxib (Fig. 17f). Tuy nhién, khong c6 su khac biét dang ké trong cac'té bao T CD4*

tuan hoan va Treg (Fig. 17e va g). Ngoai FoxP3" Treg, c6 cac té bao tiry e ché mién
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dich khac duoc tuyén dung vao TME bao gém cac dai thuc bao lién quan dén khéi u
(TAM) va c4c té bao trc ché thu dugc tir tiy (MDSC). Khi di chuyén céc té bao tay chua
trrong thanh dén khéi v, c4c té bao nay thuong duge mbdi dé try thanh TAM dé dap tng
v6i chemokin va xytokin dugc giai phong tir cac té bao ung thu. MDSC phat trién tir cac
té bao tiy chua truéng thanh va gép phan trc ché mién dich trong TME bang cach wc
ché hoat tinh cua t& bao T chéng ung thu. MDSC c¢6 mit trong hai quan thé phu duge
x4c dinh theo kiéu hinh: Ly6G'Ly6C bach cau hat (PMN-MDSC) va Ly6C'Ly6G"
MDSC bach cdu don nhan (M-MDSC). Piéu trj bing GNTbm-02 cong véi Celecoxib
lam giam nhe CD11b*Ly6G* Ly6C* va M-MDSC dugc x4c dinh theo kiéu hinh trong
qua trinh tudn hoan, trong khi viéc chi diéu tri bing khang PD-1 din dén giam quan thé
CD11b* (Fig. 17h, i va j). Khong c6 sur giam PMN-MDSC sau khi diéu tri bing GNTbm-
02 cong véi Celecoxib (Fig. 17k).

Tém lai, vi liéu phap mién dich 12 mét linh vuc quan trong dﬁy trién vong dbi véi
liéu phéap chbng ung thu, dac biét 1a dbi v6i viée didu tri ung thu giai doan cubi, nén
sang ché duoc yéu ciu bao hd duge danh gia vé cac Gng dung tiém ning trong lidu phép
mién dich. Khi két hop véi Celecoxib, GNTbm-02 dugc phét hién c6 hoat tinh didu bién
mién dich manh hon dé e ché sy phat trién cua khéi u trong vi méi truong khdi u (TME)
khi so sanh v6i GNTbm-02. Hon nita, khi GNTbm-02 cong véi Celecoxib dugce st dung
két hop v6i cac chat e ché diém kiém so4t mién dich, ching han nhu khang thé khang
PD-1/khéng PD-L1/khang CTLA-4, n6 dugc chiing minh la c6 hoat tinh chéng ung thu
manh hon, ting dang ké tdc do dap tng théng qua tac dung hiép dong do s phong bé
cac tin hiéu &rc ché CTL (té bao lympho T giy doc té bao) bang khang thé khang PD-
1/khang PD-L1/khang CTLA-4 va cac hoat tinh diéu bién mién dich cia GNTbm-02
cdng v6i Celecoxib trong TME. Dua trén cac nghién ctru nady, GNTbm-02 1a mot chét
diéu bién mién dich biéu sinh méi c6 tiém nang 16n trong diéu tri ung thu. Hon nita,
ching t6i quan tAm dén céc hoat tinh diéu bién mién dich ctia chudi hop chat GNTbm.
Dit liéu ctia chung t6i chimg minh ring GNTbm-02, GNTbm-03, GNTbm-04, GNTbm-
06 va GNTbm-38 rat hiru hiéu trong viéc c6 cac hoat tinh diéu bién mién dich biéu sinh
dé kiém soat TME khi két hop v6i Celecoxib hoidc Regorafenib. Nhiing két qua nay dé
xut ring chudi hop chit GNTbm 1 c4c chit didu bién mién dich biéu sinh méi va manh

~

me.
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Cac bang dugc dé cap 6 trén dugc néu dudi day:
Bang 1. Nghién citu quang phé "H-NMR va *C-NMR (400 MHz, d¢-Axeton) dbi
v6i cac hop chit GNTbm-01, GNTbm-02 va GNTbm-03.

GNTbm- GNTbm- GNTbm-
01 02 03
Vi tri ou(J | Vitri ou(J Vi tri on (J
theo theo theo
Hz) Hz) Hz)
30 CH3 2,46, s 30 CH3 2,46, s 30 CH3 2,46, s
20 CH2 3,52,d |20 CH2 3,45,d |20 CH2 3,39,d
16 NH2 4,95 br | 16 NH2 4,90,br | 16 NH2 4,90, br
12 CH 6,39,td | 12 CH 6,45, m |12 CH 6,39, td
11,222 CH 6,59,m | 22,23 CH 6,55,m | 11,22, CH 6,56, m
3 CH 7,21, 11 CH 6,66, dd | 23 CH 7,20, m
14,28 CH 7,77, dd | 28 CH 7,19d 14,28 CH 7,77, m
5 CH 838, m | 14 CH 7,53,dd | 3,5, CH 8,00, m
2,6,29 CH 8,92, s 29 CH 7,76, dd | 29 CH 8,46, s
25 NH 9,08, s 5 CH 8,15d 2,6 NH 8,95, s
18 NH 9,75, s 6 CH 8,31,dd | 25 NH 9,46, s
8 25 CH 8,47,d 18
3 CH 8,91, s 8
18 NH 9,66, s
8 NH 9,72, s

Bang 2. Phan tich d§ tan bdo hoa ciia GNTbm-02, GNTbm-03, GNTbm-04, va
GNTbm-06

Hop chit Pj tan bio hoa (ng/mL)
Chidamide BDL
GNTbm-02 33,6+ 6,4
GNTbm-03 BDL
GNTbm-04 72+29
GNTbm-06 BDL

*BDL: dudi gidi han phat hién

Béang 3. Cac gia tri ICso ciia Entinostat, GNTbm-01, GNTbm-02 va GNTbm-03

chéng lai cac dong té bao binh thwong va ung thw khac nhau.
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Dong té bao SK-BR-3 M10 MDA-MB- MDA-MB- SW48
453 231
Entinostat 1,94+0,1 4,34 1,82+£0,024 13,16+1,34 5,21+0,37
(doi chimg 0,01
duong)
ICs0 = SD (uM)
Chidamide 324+098 272+26 1,77+£0,02  25,6+3,05 2,66+0,08
(doi chimg
duong)
ICs0 = SD (uM)
GNTbm-01 28,5+1,85 24,8 + 20,9 + 4,44 498 +49 >50
ICs0 = SD (uM) 1,15
GNTbm-02 2+0,015 431+ 1,69+0,008 13,5+1,78 2,51+0,11
ICs0 = SD (uM) 0,16
GNTbm-03 4,07 + 0,68 6,1+ 1,81 £0,008  26,7+5,8 526+0,9
-~ ICs0 = SD (uM) 0,134

ICso, ndng dd gy doc té bao ban tbi da.
SD, sai sb chuin

+, 1a khoang ICso udc tinh

Bang 4. Hiéu qua irc ché ciia Chidamide, Entinostat, GNTbm-01, GNTbm-02 va
GNTbm-03 dbi v6i cac dang twong dong HDAC1-3 riéng 1é.

Hop chat HDAC 1 HDAC 2 HDAC 3
ICs0, pM ICso, pM I1Cs0, pM
Chidamide 0,4+0,011 0,263+ 0,009 0,69 + 0,02
 Entinostat 025+0,05  0,21+0,06 0,98+ 0,19
(ddi chtiing duong)
GNTbm-01 6,77 £ 0,76 2,68+0,2 2,75+0,13
GNTbm-02 0,52+0,02 0,55+ 0,06 0,67 + 0,005
GNTbm-03 0,56+0,04  0,51+0,05 0,67 + 0,06

65



51897

66/118

Bang 5. Hiéu qua e ché cia Entinostat va GNTbm-02 déi véi cac dang twong dong

HDAC1-11 riéng 1é (khong bao gdm HDAC10)

Enzym I1Cso (uM)
GNTbm-02 MS-275
(Entinostat, d6i ching duong)
HDAC1 0,39 0,95
HDAC2 0,91 ~23
HDAC3/NCOR2 0,73 ~4.6
HDACH4 > 10 uM > 10 uM
Khong tc ché & 10 uM Khéng trc ché & 10 pM
HDACS > 10 pM > 10 uM
Khong trc ché & 10 uM Khong tic ché & 10 pM
HDAC6 >10 uM > 10 uM
Khong e ché ¢ 10 pM Khong tic ché & 10 uM
HDAC7 > 10 pM > 10 uM
Khong e ché ¢ 10 uM Khong e ché ¢ 10 uM
HDACS > 10 pM >10 uM
Khong tic ché & 10 uM Uc ché 17% ¢ 10 uM
HDAC9 >10 uM > 10 uM
Khong e ché & 10 uM Khong tic ché & 10 pM
HDAC11 >10 uM > 10 uM

Khong tic ché & 10 uM

Khong tic ché ¢ 10 uM

Bang 6. Didu tri bing GNTbm-02 cdng véi Celecoxib véi khang thé khiang PD-1

gy ra sy ghi nhé mién dich ré rét

] .

| | I | I
Ngay 0: Ngay 26: o Ngay 33: Ngay 40: Ngay 50:
(Tiém khéi u CT26) (P4nh gia 14n dAu tién) (Thir thach lai CT26) (Dudng co s trong thi thach lai) (Danh gia thir thach lai)
Tinh Nhém Ngay 40 Ngay 43 Ngay 47 Ngay 50
trang
PD-1 mm®*  S6lan | mm® S81&n | mm® S§1dn | mm? Sblan | Diém | Tién trién
thay thay thay thay Kkhéi u
dbi dbi dbdi a6i (%)
CR 31 52,06 1 4833 10,93 [000 [000 |0,00 |0,00 0% (0/2)
CR 37 119,26 1 8533 | 0,72 |[4790 |040 [0,00 |0,00
PD-1+GNTbm-02(25)+celecoxib-vién nang(50)
CR 54 52,69 1 6424 [ 122 [2058 [039 [000 [0,00
CR 55 73,18 1 98,12 | 1,34 |[17.77 [024 [0,00 |0,00 0% (0/4)
PR 56 133,08 1 64,50 | 0,48 [2345 |018 [0,00 0,00
CR 57 62,94 1 5747 091 [2607 |041 0,00 | 000
PD-1+GNTbm-02(12,5)+celecoxib-vién nang(50)
CR 61 ] 42,53 ‘ 1 ‘ 42,92 ﬁ,m T 40,68 l 0,96 ‘ 0,00 l 0,00
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CR 64 85,73 1 4785 1056 |41,30 048 |[0,00 | 0,00

CR 65 109,45 1 54,55 | 0,550 | 4341 [040 |0,00 |0,00 29% (2/7)
PR 66 61,73 1 135,01 | 2,19 | 11842 | 1,92 | 492,51 | 7,98 +

PR 68 101,19 1 96,71 [ 096 | 110,46 | 1,00 | 291,76 | 2,88 +

CR 69 60,28 1 2284 1038 |[2248 [037 |58,56 |0,97

CR 70 79,08 1 5791 |0,73 ]0,00 ]0,00 |0,00 |0,00

GNTbm-02(25)+celecoxib-vién nang(50)

PR 74 69,04 1 3431 050 [2931 [042 [0,00 [0,00

CR 75 92,10 1 62,55 068 |6340 |0,69 |4336 | 047

PR 76 69,64 1 3835 [ 055 |[2511 |036 0,00 0,00 17% (1/6)
PR 78 143,14 1 172,17 | 120 | 22562 | 1,58 | 483,98 | 3,38 +

CR 79 112,36 1 57,07 | 051 |8640 [0,77 [0,00 0,00

PR 80 105,83 1 3091 029 [1491 [o0,14 [0,00 | 0,00

+: kich thuée khdi u 16n hon 300 mm3va > 2 14n (chudn hoa theo kich thudc khéi u dwoc

do 7 ngay sau khi thir thach lai khéi u)

Bang 7. Piéu tri bing GNTbm-02 két hop véi Celecoxib tao ra sw ghi nhé mién

dich roé rét.

Tinh Nhém Ngay 40 Ngay 50
trang
mm? S6 lan mm? S6lan | Piém | Tién trién
thay d6i thay d6i khéi u (%)
GNTbm-02(10)+celecoxib-vién nang(50)
PR 21 84,12 1 32,26 0,38 -
PR 22 97,9 1 46,85 0,48 -
PR 24 131,26 1 87,34 0,67 - 14% (1/7)
CR 25 85,02 1 36,85 0,43 -
PR 26 82,04 1 0 0 -
PR 28 116,9 1 343,76 2,94 +
CR 29 140,75 1 22,92 0,16 -

+: kich thuée khdi u 16n hon 300 mm?3 va > 2 14n (chuin héa theo kich thude khdi u duoc

do 7 ngay sau khi thir thach lai khbi u)

Bang 8. Céc gia tri ICso cita cac chit itc ché HDAC dwa trén picolinamit chong lai

cac dong té bao ung thw khac nhau.

ICso cia hop

] Cac dong té bao
chat (uM)

NCI-
N87

M10

MDA-
MB-453

MDA-
MB-231

SW48

SK-
BR-3
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Chidamide 309+ | 494+ | 136+ 17,4 + 543+ | 324+
(Dbi chiig 0,2 0,87 0,12 1,98 1,057 0,98
duong)
Entinostat - 434 + 1,82 + 13,16 + 5,21+ 1,94 +
(Dbi ching 0,01 0,02 1,34 0,37 0,1
duong)
GNTbm-01 - 248+ | 209+ |498+49 | >50 | 285+
1,15 4,44 1,85
GNTbm-02 401+ | 431+ 1,69 + 13,5+ 2,51+ 2+
0,49 0,16 0,01 1,78 0,11 0,02
GNTbm-04 034+ | 1,81+ 1,59 + 1,64 + 0,6 + -
0,04 0,06 0,003 0,004 0,09
GNTbm-05 028+ | 0,43+ 1,58 + 1,66 + 1,64 + -
0,01 0,03 0,003 0,02 0,02
GNTbm-06 22+ | 1,95+ 1,59+ [3,87+0,7 | 232+ ]
0,03 0,03 0,01 0,08
GNTbm-08 155+ | 208+ | 3,78+0,5 >50 18,44 + -
1,7 0,14 1,0
GNTbm-11 1,87+ | 1,65+ | 228+ 1,71 + 2,6+ ;
0,04 0,2 0,06 0,04 0,45
GNTbm-12 >50 | 38,48+ | 15,8+3,9 >50 >50 -
59
GNTbm-19 43+ | 2,89+ 1,81+ |569+1,7| 873+ -
1,4 0,12 0,02 0,24
GNTbm-25 >50 >50 19,12 + >50 >50 -
2,07

ICso, ndng d6 gay doc té bao ban tdi da.

SD, sai sO chuan
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ICso cua hop .
chit (uM) Cac dong té bao
NCI- M10 MDA- MDA- SW48 SK-
N87 MB-453 MB-231 BR-3
Chidamide 3,00+ | 494+ 1,36 + 17,4 + 543 + 3,24 £
(D6i ching 0,2 0,87 0,12 1,98 1,06 0,98
duong)
Entinostat - 4,34 + 1,82 + 13,16 £ 521+ 1,94 £
(Déi chimg 0,01 0,024 1,34 0,37 0,1
duong)
GNTbm-03 - 6,1 + 1,81 + 26,7+58 | 526+ | 4,07«
0,13 0,01 0,9 0,68
GNTbm-33 1,75+ | 2,01+ 1,94 + 1,62 + 1,79 + -
0,02 0,09 0,22 0,02 0,03
GNTbm-37 10,65+ | 8,85+ 4,89 + 8,07 21,3+ -
0,6 0,59 0,34 0,54 1,64
GNTbm-38 042+ | 1,99+ 1,67 £ 3,55+ 1,64 + -
0,08 0,06 0,01 0,45 0,005
GNTbm-39 0,64+ | 1,96+ 1,84 + 2,93 + 1,73 £ -
0,03 0,02 0,02 0,45 0,01

+, 1a cac khoang ICso dugc udce tinh

Bang 9. Cac gia trj ICso ciia cac chit e ché HDAC dua trén benzamit chdng lai
cac dong té bao ung thw khac nhau.

ICso, ndng dd gay doc té bao ban tdi da.

SD, sai s6 chuén

+, 1a cac khoang ICso dugc udce tinh

Bang 10. Tac dung ic ché clia cac hop chit dya trén picolinamit ddi véi cic dang

twong dong HDAC1-3 riéng Ié.
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Compounds
ICso (uM) HDAC1 HDAC 2 HDAC 3
Chidamide 0,14 £ 0,004 0,22 + 0,04 0,62 £+ 0,06
(Déi ching
duong)
Entinostat 0,25 + 0,05 0,21 £ 0,06 0,98 0,19
(Pbi chimg
duong)
GNTbm-01 6,77 0,76 2,68+0,2 2,75+0,13
GNTbm-02 0,52 +0,02 0,55+ 0,06 0,67 £ 0,005
GNTbm-04 0,38 + 0,04 0,54 + 0,007 0,20 £ 0,1
GNTbm-05 0,14 + 0,002 0,36 +0,02 0,001 + 0,00004
GNTbm-06 0,1+0,02 0,39+ 0,02 0,009 + 0,01
GNTbm-08 0,37 +0,31 1,54 £ 0,28 0,001 + 0,00002
GNTbm-11 >20 >20 0,001
GNTbm-12 >20 >20 >20
GNTbm-19 0,48 +0,03 1,42 +0,19 2,98 + 0,08
GNTbm-25 >20 >20 >20

70/118

Bang 11. Tac dung tc ché ciia cac hop chit dwa trén benzamit d6i véi cac dang

twong dong HDAC1-3 riéng lé.

chat (uM)

ICso cta hop

HDAC 1

HDAC 2

HDAC 3

Chidamide
(Di chung
duong)

0,14 + 0,004

0,22 £ 0,037

0,62 + 0,056

Entinostat
(Déi chung
duong)

0.25 % 0,05

0,21 + 0,06

0,98 +0,19

GNTbm-03

0,56 + 0,04

0,51 +0,05

0,67 + 0,06
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GNTbm-33 >20 >20 >20
GNTbm-37 9,04 £0,6 3,15+ 0,31 1,74 +£ 0,29
GNTbm-38 0,69 + 0,03 0,28 £ 0,01 1,2+0,01
GNTbm-39 3,7+0,04 0,68+ 0,03 0,89 + 0,13

71/118

Bang 12. Sw kim ham chu ky té bao do chudi hop chit GNTbm giy ra trong pha
G0/G1 hoiic G2/M trong cac té bao SW48.

_ | Liéu diéu tri . ] )
Cac hop chat Phan trim phan bo chu ky té bao (%)
(nM)
G0/G1 S G2/M
0 64,7 17,9 17,4
0,3125 65,7 17,6 16,7
Chidamide
. 0,625 68,1 14,4 17,5
(Poi ching
1,25 70,6 14,1 15,3
duong)
2,5 76,5 10,8 12,7
5 79,9 8.5 11,6
0 59,5 14,7 25,8
0,125 56,9 17,9 25,2
0,25 57,9 18,2 23,9
GNTbm-04
0,5 63,2 17.5 19,3
1 67,2 13,9 18,9
2 70,5 10,8 18,7
0 61,6 17,2 21,2
0,125 61,5 19.8 18,7
0,25 57,8 19,3 22,9
GNTbm-05
0,5 59,2 18,6 22,2
1 55,4 12,8 31,8
2 53,6 11,8 34,6
0 64,7 17,9 17,4
GNTbm-38
0,125 63,3 19,3 17,4
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0,25 62.4 15,7 21,9

0,5 61,8 10,4 27,8

1 57,7 12,5 29,8

2 53,9 13,6 32,5

0 64,7 17,9 17,4

0,125 57,2 20,5 22,3

GNTbm-39 0,25 57,8 17,7 24,5
0,5 58,8 16,5 24,7

1 46,5 20,7 32,8

2 42,3 18,8 38,9

72/118

Bang 13. Sy chét té bao theo chwong trinh do chudi hop chit GNTbm giy ra trong

cac té bao SW4S.

Phin trim chét té bao
Cac hop chat Liéu diéu tri (uM) | theo chwong trinh ciia
té bao (%)
0 32
0,3125 9,0
Chidamide 0,625 10,2
(Dbi chung dwong) 1,25 15,1
| 2,5 21,2
5 35,4
0 2,6
0,125 2,9
0,25 4.4
GNTbm-04
0,5 10,8
1 20,8
2 32
0 7,9
GNTbm-05
0,125 9,0
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0,25 14,4

0,5 17.9

1 272

2 42,4

0 3,2

0,125 8,5

GNTbm-38 -2 !
0,5 18,3

1 24,4

2 373

0 3,2

0,125 9,5
0,25 10,8

GNTbm-39

0,5 17.8
1 25.4
2 37,8

Bang 14. Hiéu qua ciia chudi hop chit GNTbm két hop véi chit e ché tyrosin

kinaza Regorafenib trong mé hinh chuét mang khéi u CT26.

Thé
tich Ty 1& ~
i ] Tinh sinh mién
. khoi u|ORR] ORR song |Tai phat* )
Phac d6 lam vi du PD|SD|PR|CR| PD¥SD¥PR¥CR¥ ) dich” (thwr
ban | (%) (%)& sot | (lap lai) )
X thach lai)
dau (%)
(mm?3)
Vidul
Chét dan 0%|7]1(0{0]0%|8|0{0|O0] 0% - -
Regorafenib 11%| 17|10 1(22%( 5|2 |0 | 2] 11% |0% (0/1)] 100% (1/1)
100%
Chidamide/k-30 245 |11%|7(1|1(0[0% (7 |2 0| 0| 0% W -
Chidamide/k-30 két hop véi
30%|0|7|1]2(40%| 2 | 4 |0 | 4| 40% |0% (0/3)] 100% (3/3)
Regorafenib
GNTbm-02/k-30 0% |1 00 [0% 9 © 0 (0 0% |0% (0/0) -
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GNTbm-02/k-30 két hop voi 100%
10%[1 8 |1 [0 {10% |6 10% 100% (1/1)
Regorafenib (/D
GNTbm-03/k-30 0%[9]|0]0|0]|0% |9 0% 0% (0/0) -
GNTbm-03/k-30 két hop véi 25%
40%|1 5 |1 3 [30% |5 30% 100% (3/3)
Regorafenib (1/4)
GNTbm-04/k-30 10%[8 1 [0 [1 [10% [9 10% [0% (0/1) 100% (1/1)
GNTbm-04/k-30 két hop véi 20%
50%|1 14 |1 |4 40% 4 40% 100% (4/4)
Regorafenib (1/5)
GNTbm-06/k-30 0% [82(0[0|0% |10 0% (0% (0/0) -
GNTbm-06/k-30 két hop vai
Resorafonib 50%|2|3|1]4[50%] 5 50% |0% (0/5)] 100% (5/5)
cgoraieni
Vi du 2
Chat din 0%|8]|1]0/0]0%]| 9 - - -
Regorafenib 0%|8|1(0{0[0% |9 - - -
Chidamide/k-30 44%K4 1 1 3 {33%] 5 - - -
Chidamide/k-30 két hop voi
Resorafonib 60%0 4 |4 2 |60%] 1 - - -
egorareni
GNTbm-05/k-30 0% 8 |1 0 0 |0%| 8 - - -
GNTbm-05/k-30 két hop véi
Resorafoni 30%| 3403 [20%]| 7 . . -
egoraieni
s 192
GNTbm-11/k-30 11%| 71|01 0% | 8 - - -
GNTbm-11/k-30 két hop véi
= foni 20%| 4 (41 1][20%]| 7 - - -
egorafeni
GNTbm-38/k-30 56%|3|1]0]5][56%]| 4 - - -
GNTbm-38/k-30 két hop véi
R fonib 80%[0 2 [0 8 [100%| O - - -
cgorareni
GNTbm-39/k-30 0%[7 2 0 0 |0%]|9 - - -
GNTbm-39/k-30 két hop véi
R fonib 30%2 5 |1 2 |30%] 4 - - -
egoraieni

*: Su tai phat/lap lai dwoc xac dinh khi c6 sy phat trién khéi u it nhat 5 1an ddi v6i

chuét c6 dap ung CR hodc PR sau d4anh gia khdi u 1an dau tién.

#: chuot khang véi sy thir thach lai CT26.

&: danh gia khéi u 1an thir hai vao ngay 40
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Nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc cta sang ché nén hiéu ring cac thay
d6i va cai bién c6 thé dugc thuc hién dbi v6i viée dé xuat va phan mé ta ctia sang ché
ma khong nam ngoai tinh thin va pham vi ciia don nay. Dya trén cac ndi dung trén, don
nay du dinh bao gdm céac bién dbi va cai bién bat ky ciia ching vai diéu kién 1a cac bién
dbi hoidc cai bién d6 nim trong pham vi nhu dugc xéac dinh trong céc yéu cau bao hd di

kém hodc dang twong duong cia ching.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Hop chét c6 cong thic (I):

H
c, N Y.
A \01/\”/ = \w
1 L :
o

trong d6 W va Y mdi nhém doc 1ap dugc chon tir CH va N;

mdi nhom Ry doc 14p dugc chon tir hydro, halogen, C1-Cs alkyl va Ci-Cs alkyl duoc

halogen hoa, va c6 thé 1a sy the mot 1an, hai lan, ba 1an hodc bon lan;

C1 va C; 12 cac nguyén tir C duoc lién két bang lién két doi;

trong d6 Ar

dugc lién két véi Cz qua duong nét lién;

R, ¢6 cling nghia nhu duge mo ta dbi véi Ry; va
Rs 1a hydro hodc C1-Cs alkyl;

hodc mubi duoc dung, hydrat, chét déng phan lap thé hodc solvat cua chung.

2. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chit nay c6 cong thirc (Ta):
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R1 (la)
trong d6 W, Y, Ry, C1, C2 va Ar ¢6 cung nghia nhu duge mo ta trong cong thie (1); hodc
g

mudi dugc dung, hydrat, chit ddng phan lap thé hodc solvat ciia chiing.

3. Hop chét theo diém 1 hodc mudi duoc dung, hydrat, chét déng phan 1ap thé hoic
solvat cta chung, trong d6 Ar dugc chon tir cadc vong sdu canh, va Ra va nguyén tu cua

Ar duoc lién két v6i Ca nam 6 vi tri para.
4. Hop chéat theo diém 1 hodc mudi dugc dung, hydrat, chét déng phan lap thé hoic
solvat cia ching, trong d6 W va Y dugc chon tir cac t hop sau: (1) WIaNva Y laCH,

(2)WIaCHvaYIaN, va(3) Wva Y laCH.

5. Hop chét theo diém 1 hoic mudi duoc dung, hydrat, chat déng phan lap thé hoic
solvat ctia chung, trong d6 WI1aN va 'Y la CH.

6. Hop chéit theo diém 1 hodc mudi dugc dung, hydrat, chét déng phan 1ap thé hoic
solvat cta chung, trong d6 R 1a F hodc Ci-Cs alkyl dugc flo hoa.

7. Hop chét theo diém 1 hoic mudi duoc dung, hydrat, chat dong phan 1ap thé hodc
solvat cuia ching, trong d6 R» 1a C1-Cs alkyl hodc Ci1-Cs alkyl dugc flo hoa.

8. Hop chit theo diém 1 hodc mudi dugc dung, hydrat, chit dong phan 1ap thé hodc

solvat ctia chiing, trong d6 hop chét nay la:
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GNTbm-03; GNTbm-04;
H H
v\r”ﬁ e S EY om CYYYC)
My R e IQ
\“\) O \ﬂ\; o N
GNTbm-05; GNTbm-06; GNTbm-07;
H
]
“H/j/\ 1\/ H \/\[(
/' N A
Yo, A C‘Wr 0,
CF;
GNTbm-09; GNTbm-10;
H H H
E/j/§/\lorﬂ\©i[fﬁ\5 ‘ .j \/jj]/”\@j\’ ﬁ H, A”I\/j/\/\g“\@]\"’n IH-
I 1 r \@ M ' >
© “CF, ° “CF: ? 7 CF
GNTbm-11; GNTbm-12; GNTbm-13;
H
i
LY e Y Qﬁ L
P, el TC
o] g
GNTbm-14; GNTbm-15; GNTbm-16;

lf

H ;:{/\\//jl ;—;\(j [ s r \I\/k]r ELJ
GNTbm-17; GNTbm-18;
\/\/j(” I NH: N ‘] NN
/(\J VKH/H Jf 0 LQ K’ r“ (\.
SN,
GNTbm-20; GNTbm-21;
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[oan S ¥,
F.C7 N \l =
o \f"
GNTbm-24;
o~ H H
‘Tl/ f//\ili IR, H j/\/\r T\J ﬁ NH %H/Y\/ﬁ(“f\n by NH:
f.‘ﬁ 0 X l T 0 §/_,U\ N /l\
T U L, IO
GNTbm-26; GNTbm-27; GNTbm-28;

Pashel W ok G Y
“ S T \[;[\AF? g T i)

GNTbm-29; GNTbm-30; GNTbm-31;
N
N
O,

GNTbm-33;

NN :
(o) o \©\F
GNTbm-38; hodc GNTbm-39.

9. Dugc phim hoic t6 hop duge phim chira hop chét theo diém bat k¥ trong sb cac diém
tir 1 dén 8 hodc mudi dugc dung, hydrat, chét dE“)ng phén lap thé hodc solvat ciia ching,

va chit mang dugc dung.

10. Duoc phém hodc to hop dugc phém theo diém 9, con chira mot hoic nhiéu tic nhan

thi hai.
11. Duge pham hodc t6 hop dugc pham theo didm 10, trong d6 tac nhan tht hai 12 chét

tc ché diém kiém soat mién dich, NSAID, TKI hoic chét chéng ung thu hodc su két
hop cua ching.
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GNTbm-01 M+Na => 405+23=428
Cu@ngf&- " FMS. 2,3-2,6 phit #(139-156))
X
307 7055785
N N
25 Nl A A ! NH,
H
= (e} N N
20 ~
N |
0 .
1,5
’ _ CazHagFNs0,
] 428,1494 Khoi lugng chinh xac: 405,16
1,0
0,51
8333078
iy 13881767
00 b yioger | 1 -
500 1000 1500 2000 2500 miz
Cudng 1‘*554 s 14 ¥MS. 2,3-2,6 phut #(139-156), Dugc lam nhan (0,02.1,GA) |
X ) 28
0,81
U,G'
G4
02 429,1532
00 ) 40557 _
! C22HZ0FNS0Z, M+nia 42E,15)
2000 428,1493
15001
10007
wl
500 42841526
. J 430,1550
422 424 426 428 430 432 434 436 438 miz
Fig. 2 (d)
o GNTbm-02 M+Na => 405+23=428
Cudng dos +MS. 2,0-2,3 phit #(120-136)]
x105< _ H
526,2746 N
Nl Ny = |N " NH,
44 4 (0] N N
o}
3] F
 CaaHaPNsO;
] Khdi lugng chinh xéac: 405,16
2
1029,5635
1
7055783
] 1434,7261
0 Wl l : j - U \ : .
500 1000 1500 2000 2500 miz
Cutng 4o IMS. 2,02.3 phiit #(120-136), Duoc lam nhin (0,00.1.GA) |
X105 4281479
1,007
0,75
0,501
0,25 42971515
\
0,00 C22H20FN502, IM+nNa 428,15|
2000 428,1493
15007
10001
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GNTbm-03 M+H =>404+1=405

Cudng dcf; +MS. 2,3-2,7 phut #136-158)
x1Q

4051730

ZT

2,01

N NH,

1,5

(0]

1o
 Ca3H21FN4O,

Khéi luong chinh x4c: _404,16

705,5850
500 1000 1500 2000 2500 T " vz

Cudng 46 +MS. 2,3-2,7 phut #(136-158), Duoc lam nhin (0,02.1.GA) |

% N CZIMZIFNACE. WivnH 405,17
2000 4051721

15001
10001

1
500 406, 754

407,1788
400 402 404 406 408 410 412 414 miz

Fig. 2 (f)
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Entinostat (phI)

Fig. 3 (b)

Entinostat (uM)
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