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Linh vie ky thuit dwoce dé cap

Sang ché dé cdp dén mudi hemi-sulfat cia hgp chat nucleotit dugc chon ¢é céac
dic tinh diéu tri bat ngd dé diéu tri vat cht bi nhiém virut viém gan C, cling nhu cac duoc

pham va céc dang liéu cua no.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Virut viém gan C (Hepatitis C Virus: HCV) la virut ARN s¢1i don va la thanh vién
thudc gidng Hepacivirut. Udc tinh ring 75% tdng s6 ca bénh vé gan 1a do HCV géy ra.
Bénh nhiém HCV c¢6 thé dan dén bénh xo gan va bénh ung thu gan, va néu dé tién trién,
suy gan ma bénh nay c6 thé cin dén cdy ghép gan. Khoang 71 triéu ngudi trén thé gisi
dang séng v6i bénh HCV man tinh va khoang 399.000 ngudi chét mdi nam do HCV, chu

yéu 1a do bénh xo gan va bénh ung thu biéu md té bao gan.

ARN polymeraza 1a dich chinh dé phat trién thudc khang céac virut ARN s¢i don.
Protein phi ciu triic cia HCV NS5B — mdt loai ARN polymeraza phu thuoc ARN - 1a
enzym chinh ¢6 chirc nang khai ddu va xuc tac qua trinh téng hop ARN cta virut. C6 hai
phén 16p chinh cta cac chit Grc ché NSS5B: chét twong tu nucleosit va chét trc ché phi
nucleosit (non-nucleoside inhibitor: NNI). Céc chat twong tu nucleosit duoc ddng hoa
thanh cac triphosphat hoat tinh déng vai trd co cht thay thé dbi v6i polymeraza va cic
chét e ché phi nucleosit (NNI) lién két véi cac ving di 1ap thé trén protein. Cac chat trc
ché nucleosit hodc nucleotit bit chudce cac co chat tw nhién ctia polymeraza va déng vai
tro yéu td két thic chudi. Ching trc ché su khoi dau phién ma ARN va su kéo dai ctia
chudi ARN méi sinh.

Ngoai viéc huéng dich ARN polymeraza, cac protein khac cua virut ARN cé thé
con duge huéng dich bang liéu phap két hop. Vi du, cc protein cua HCV ma 1a cac dich

bd sung cho cac phuong 4n diéu trj 1a NS3/4A (mot loai serin proteaza) va NSSA (mot
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loai protein phi céu tric 14 thanh phan thiét yéu cua replicaza cia HCV va gy ra nhiéu
tac dong dén cac con dudng cua té bao).

Vao thang 12-2013, chit e ché polymeraza NS5B dang nucleosit dau tién 1a
sofosbuvir (Sovaldi®, Gilead Sciences) dugc phé chudn. Sovaldi® 14 tién dugc chat uridin
phosphoramidat duoc hap thu bdi cac t& bao gan va trai qua qua trinh hoat héa nodi bao

thu duoc chit chuyén héa hoat tinh, 2’-deoxy-2’-a-flo-B-C-metyluridin-5’-triphosphat.
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Sovaldi® 1a thudc dau tién thé hién d6 an toan va hiéu qua trong diéu tri mot sb
loai bénh nhiém HCV ma khong cin dung ddng thoi vai interferon. Sovaldi® 1a thude thi
ba c6 chi dinh li€u phép dot pha dé nhan duoc su phé chuin cua Co quan Quan ly Thuc

pham va Dugc pham Hoa Ky (FDA).

Vao nam 2014, FDA da phé chuén Harvoni® (ledispasvir, mot chat (rc ché NSSA,
va sofosbuvir) dé diéu tri bénh nhiém man tinh virut viém gan C kiéu gen 1. Harvoni® 1a
thubc vién két hop ddu tién duge phé chuin dé didu tri bénh nhiém man tinh HCV kiéu
gen 1. N¢ ciing 1a ché do duge phé chudn ddu tién ma khong can ding két hop vdi
interferon hoic ribavirin. Ngoai ra, FDA da phé chuén simeprevir (Olysio™) két hop véi
sofosbuvir (Sovaldi®) duéi dang mét 1an/ngay, ddu qua duong miéng, didu tri khong co

interferon va ribavirin d6i véi ngudi trudng thanh bi nhiem HCV ki€u gen 1.
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FDA ciing phé chudn AbbVie’s VIEKIRA Pak™ vao nim 2014, goi nhidu vién
chita dasabuvir (mot chét rc ché polymeraza NS5B phi nucleosit), ombitasvir (mdt chét
trc ché NS5A), paritaprevir (mot chat tc ché NS3/4A), va ritonavir. VIEKIRA Pak™ co
thé duoc st dung c6 hoac khoéng cé ribavirin dé diéu tri cac bénh nhan bi nhiém HCV
kiéu gen 1 bao gdm cac bénh nhan bi bénh xo gan con bu. VIEKIRA Pak™ khong can

dén liéu phéap két hop véi interferon.

Vao thang 7-2015, FDA da phé chuén Technivie™ va Daklinza™ dé lan luot diéu
tri HCV kiéu gen 4 va HCV kiéu gen 3. Technivie™ (Ombitasvir/paritaprevir/ritonavir)
dugc phé chuén dé st dung két hop vai ribavirin dé diéu tri HCV kiéu gen 4 & cac bénh
nhan khong tao seo va bénh xo gan va la lya chon dau tién cho cac bénh nhan bi nhiém
HCV-4 14 nhiing ngudi khong can dén viéc ding két hop véi interferon. Daklinza™ dugc
phé chuin dé sir dung vi Sovaldi® dé diéu tri bénh nhiém HCV kiéu gen 3. Daklinza™
1a thudc du tién thé hién do an toan va hiéu qua trong diéu tri HCV kiéu gen 3 ma khong

can dung két hop vai interferon hodc ribavirin.

Vao thang 10-2015, FDA canh béo rang viéc didu tri HCV bang Viekira Pak va
Technivie c6 thé gy tén thuong gan nghiém trong chi yéu & céc bénh nhan bi bénh gan

tién trién va yéu cau rang can phai bo sung thém thong tin vé do an toan Ién nhan.

Céc liéu phap khéac hién da duogc phé chuin déi véi HCV bao gbm interferon
alpha-2b hodc PEG-interferon alpha-2b (Pegintron®), c6 thé dugc dung véi ribavirin
(Rebetol®), NS3/4A telaprevir (Incivek®, Vertex va Johnson & Johnson), boceprevir
(Victrelis™, Merck), simeprevir (Olysio™, Johnson & Johnson), paritaprevir (AbbVie),
Ombitasvir (AbbVie), NNI Dasabuvir (ABT-333) va Merck’s Zepatier™ (két hop thanh

vién nén duy nhat gom hai thudc grazoprevir va elbasvir).

Céc chét e ché polymeraza NS5B khic hién dang trong qud trinh phat trién.
Merck dang phét trién tién duge chat nucleotit uridin MK-3682 (trugc day la Idenix
IDX21437) va thubc nay dang trong thir nghiém két hop giai doan I1.

Céc patent M§ va Cong bd don qudc té md ta cac chat e ché polymeraza nucleosit
dé diéu tri Flaviviridae, bao gém HCV, bao gém cac don dugc ndp baoi Idenix
Pharmaceuticals (6,812,219; 6,914,054; 7,105,493; 7,138,376; 7,148,206, 7,157,441,
7,163,929; 7,169,766; 7,192,936, 7,365,057, 7,384,924; 7.,456,155; 7,547,704,
7,582,618; 7,608,597; 7,608,600; 7,625,875; 7,635,689; 7,662,798; 7,824,851,
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7,902,202; 7,932,240; 7,951,789; &,193,372; 8,299,038; 8,343,937; 8,362,068,
8,507,460; 8,637,475; 8,674,085; 8,680,071, 8,691,788, 8,742,101, 8,951,985;
9,109,001; 9,243,025; US2016/0002281; US2013/0064794; WO/2015/095305;
WO/2015/081133;  WO/2015/061683;  WO/2013/177219;  W0/2013/039920;
WO/2014/137930; WO/2014/052638; WO/2012/154321); Merck (6,777,395; 7,105,499;
7,125,855, 7,202,224, 7,323,449; 7,339,054; 7,534,767, 7,632,821; 7,879,815;
8,071,568; 8,148,349; 8,470,834; 8,481,712; 8,541,434; 8,697,694; 8,715,638,
9,061,041; 9,156,872 va WO/2013/009737); Emory University (6,348,587; 6,911,424;
7,307,065; 7,495,006; 7,662,938; 7,772,208; 8,114,994; 8,168,583; 8,609,627, US
2014/0212382; va W02014/1244430); Gilead Sciences/ Pharmasset Inc. (7,842,672;
7,973,013; 8,008,264; 8,012,941; 8,012,942; 8,318,682; 8,324,179; 8,415,308;
8,455,451; 8,563,530; 8,841,275; 8,853,171; &,871,785; 8,877,733; 8.,889,159;
8,906,880; 8,912,321; 8,957,045; 8,957,046; 9,045,520; 9,085,573; 9,090,642; va
9,139,604) va (6,908,924; 6,949,522; 7,094,770, 7,211,570; 7,429,572; 7,601,820;
7,638,502; 7,718,790; 7,772,208; REA42,015; 7,919,247; 7,964,580; &,093,380;
8,114,997, 8,173,621; 8,334,270; 8,415,322; 8,481,713; 8,492,539; 8,551,973;
8,580,765; 8,618,076; 8,629,263; 8,633,309; 8,642,756; 8,716,262; 8,716,263;
8,735,345, 8,735,372, 8,735,569; 8,759,510 va 8,765,710); Hoffman Ia-Roche
(6,660,721), Roche (6,784,166; 7,608,599, 7,608,601 va 8,071,567); Alios BioPharma
Inc. (8,895,723; 8,877,731, 8,871,737, 8,846,896, 8,772,474; 8,980,865; 9,012,427; US
2015/0105341; US 2015/0011497; US 2010/0249068; US2012/0070411; WO
2015/054465; WO 2014/209979; WO 2014/100505; WO 2014/100498; WO
2013/142159; WO 2013/142157, WO 2013/096680; WO 2013/088155; WO
2010/108135), Enanta Pharmaceuticals (US 8,575,119; 8,846,638; 9,085,599, WO
2013/044030; WO 2012/125900), Biota (7,268,119; 7,285,658; 7,713,941; 8,119,607,
8,415,309; 8,501,699 va 8,802,840), Biocryst Pharmaceuticals (7,388,002; 7,429,571,
7,514,410; 7,560,434; 7,994,139, 8,133,870; 8,163,703, 8,242,085 va 8,440,813), Alla
Chem, LLC (8,889,701 va WO 2015/053662), Inhibitex (8,759,318 wva
WO0/2012/092484), Janssen Products (8,399,429; 8,431,588, 8,481,510, 8,552,021,
8,933,052; 9,006,29 va 9,012,428) the University of Georgia Foundation (6,348,587;
7,307,065; 7,662,938; 8,168,583; 8,673,926, 8,816,074; 8,921,384 va 8,946,244), RFS
Pharma, LLC (8,895,531; 8,859,595; 8,815,829; 8,609,627, 7,560,550; US
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2014/0066395; US 2014/0235566; US 2010/0279969; W0O/2010/091386 va WO
2012/158811) University College Cardiff Consultants Limited (W0/2014/076490, WO
2010/081082; W0O/2008/062206), Achillion Pharmaceuticals, Inc. (W0O/2014/169278 va
WO 2014/169280), Cocrystal Pharma, Inc. (US 9,173,893), Katholieke Universiteit
Leuven (WO 2015/158913), Catabasis (WO 2013/090420) va the Regents of the
University of Minnesota (WO 2006/004637).

Atea Pharmaceuticals, Inc. bdc 10 cac nucleotit f-D-2'-deoxy-2"-a-flo-2'-B-C-dugc
thé-2-dugc cai bién-N°-(mono- va di-metyl) purin dé diéu tri HCV trong patent My s6
9,828,410 va don PCT s6 WO 2016/144918. Atea cling bdc 10 cac nucleotit B-D-2'-
deoxy-2'-dugc thé-4'-dugc thé-2-Nb-duoc thé-6-aminopurin dé diéu tri cac bénh nhiém

paramyxovirut va orthomyxovirut trong US 2018/0009836 va WO 2018/009623.

Van rat can phat trién cac liéu phap khang HCV an toan, hi¢u qua va dung nap tot.
Yéu cu nay duoc nhin manh khi tinh dén tinh khéng thube. Céc thudc khéng virut tac
dung truc tiép hiéu nghiém hon c6 thé rut ngan dang ké thoi gian diéu trj va cai thién sy
tuan tha va ty 1& dap Gng 6n dinh véi virut (sustained viral response: SVR) d6i véi cac

bénh nhan bi nhiém tat ca cac kiéu gen cia HCV.

Do d6, muc dich ctia sang ché 1a dé xuét hop chit, duoc phém, phuong phép, va

dang lidu dé diéu trji va/hodc ngan ngira bénh nhiém HCV.
Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Ngac nhién phat hién ra raing mudi hemisulfat cia Hop chét 1, dugc dé xuat dudi
day dudi dang Hop chét 2, ¢6 céc dac tinh vuot troi bat ngd, bao gdm do sinh khd dung
duoc tang cudng va tinh chon loc co quan dich, so véi bazo tu do cua né (Hop chét 1).
Céc vu diém bét ngd nay khong thé du dodn trude duge. Do d6, Hop chét 2 1a hop phan
wu viét vé diéu trj dé dung v6i lwong hitu hi€u cho vat chu can diéu tri, thuong 1a nguoi,
dé didu tri bénh viém gan C. Hop chét 2 dugc goi 1a mudi hemi-sulfat ciia isopropyl((S)-
(((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-(metylamino)-9 H-purin-9-yl)-4-flo-3-hydroxy-4-
metyltetrahydrofuran-2-yl)metoxy)(phenoxy)phosphoryl)-L-alaninat. Hop chat 1 duoc
bdc 10 trong patent My $69,828.410.
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Hop chat 2, duéi dang Hop chit 1, duoc chuyén héa thanh nucleotit triphosphat
tuong tmg (Hop chét 1-6) trong té bao, nucleotit nay 1a chat chuyén héa hoat tinh va
chét e ché ARN polymeraza (xem So dd 1 dudi ddy). Do Hop chét 1-6 dugc tao ra
trong t& bao va khong roi khoi té bao, no khong do duoc trong huyét twong. Tuy nhién,
Hop chét chuyén hoa 5°-OH 1-7 (xem So dd 1) duoc tiét ra khéi té bao, va do d6 c6 thé
do duoc trong huyét twong va dong vai trd dai dién cho ndng d6 ctia Hop chét chuyén

hoa hoat tinh ndi bao 1-6.

D3 phat hién ra ring ndng do trong huyét twong in vivo ctia Hop chat dai dién 1-
7, va do d6 Hop chit ndi bao 1-6, v& co ban cao hon khi Hop chit 2 duge dung in vivo
so v6i khi Hop chit 1 duge ding in vivo. Bang cach so sanh dbi déu cac con ché duge
dinh liéu (dung 1idu) Hop chat 1 va Hop chét 2 (Vi du 19, bang 28), dinh liéu Hop chét
2 dat dugc AUC g-4nr ctia chit chuyén hoa nucleosit guanin c6 dau tan cing 5°-OH (1-
7) cao gép hai 1dn AUC sau dinh liéu Hop chét 1. B4t ngd raing mudi khong cong hoa tri

c6 tac dung nhu vy ddi véi ndng do trong huyét trong ctia duge chét gbc (Hop chét 1).

Ngoai ra, Hop chét 2 phan chia (phan phéi) chon loc in vivo dén gan so voi tim

(Vi du 19, Bang 29), diéu nay c6 loi do gan 1a co quan bi bénh & céc vat chii bi nhiém
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HCV. Ché duoc dinh liéu Hop chit 1 hodc Hop chit 2 va néng do cua triphosphat hoat
tinh (1-6) trong gan va tim dwgc do. TY 1é ndng do triphosphat hoat tinh & gan so vai
tim 14 cao hon sau dinh liéu Hop chét 2 so v6i Hop chit 1 nhu duoc thé hién trong Bang
29. Cu thé, ty 1& phan chia dén gan/tim d6i v&i Hop chit 2 14 20 so v6i ty 1é phan chia
dén gan/tim 3,1 dbi voi Hop chét 1. S8 liéu nay bat ngd chi ra rang viéc dung Hop cht
2 dan dén su phan b wu tién ctia guanin triphosphat hoat tinh (Hop chat 1-6) trong gan
so v6i tim so v6i Hop chét 1, 1am giam tac dung léch dich tiém tang. Bat ngd ring viée
ding Hop chat 2 ¢6 thé 1am giam déng ké sy phan chia léch dich khong mong muén.
Didu nay cho phép dung Hop chét 2 & lidu cao hon Hop chat 1, néu can bsi chuyén vién

y té.

Ngoai ra, cac mirc d6 trong md gan va tim ctia ddn xuat guanin triphosphat hoat
tinh ctia Hop chat 2 (chét chuyén hoa 1-6) duoc do sau cic lidu dung qua dudng miéng
cia Hop chit 2 & cac con chudt cdng va khi (Vi du 20). Mirc do cao clia guanin
triphosphat hoat tinh (1-6) dugc do trong gan cua tAt ca cac loai duogc thir nghiém. Quan
trong 13, cac mac khéng dinh luong dugc clia guanin triphosphat (1-6) dugc do trong
tim khi, va day la chi bao vé su tao triphosphat hoat tinh dac hiéu gan. Do d6, phat hi¢én
ra rdng so v6i dinh 1iéu Hop chét 1, dinh liéu Hop chét 2 cai thién su phan bd guanin

triphosphat (1-6).

Khi dung cho nguoi khée manh va bénh nhan bi nhiém virut viém gan C, Hop
chét 2 duoc dung nap tét sau khi dung lidu don qua dudng miéng va cac thong s6 duoc
dong hoc Cmax, Tmax va AUCot 12 tuong duong ¢ ca hai nhom (cac Bang 34 va 35). Nhu
dugc mo ta trong Vi du 24, lidu don ctia Hop chat 2 & bénh nhan bi nhiém HCV tao ra
hoat tinh khéng virut dang k& Mirc biéu hién trong huyét trong ctia chit chuyén hoa 1-

7 1a hiu nhu ty 1& véi lidu trong pham vi nghién ctru.

Cac phan tich dugc dong hoc/duge luc hoc riéng ré dbi véi cac bénh nhan duoc
dinh lidu Hop chét 2 cho thdy ring dép tng virut twong quan véi mirc biéu hién trong
huyét twong cta chat chuyén héa 1-7 ctia Hop chit 2 (Vi du 24, FIG. 23A-23F), chi ra
rang cac dap ung virut hoan toan c6 thé dat dwoc bing cac lidu manh ctia Hop chét 2.

Vi du 24 x4c nhén ring, theo cac phuong én khong gidi han, cac liéu don dung
qua dudng miéng 300 mg, 400 mg, va 600 mg tao ra hoat tinh khéng virut dang ké &

ngudi. Nong do cuc tiéu trong huyét tuong Ca4 clia chét chuyén héa 1-7 sau mot lidu 600
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mg ctia Hop chét 2 d4 nhan déi ndng do cuc tidu trong huyét trong Caa ctia chét chuyén

héa 1-7 sau mot liéu 300 mg ctia Hop chét 2.

FIG. 24 va Vi du 25 néu bat sang ché duoc d& xuét bang Hop chét 2 dé diéu tri
viém gan C. Nhu duoc thé hién trén FIG. 24, mic cuc tiéu trong huyét tuong & trang thai
6n dinh (Caass) ctia chit chuyén hoa 1-7 sau dinh lidu Hop chat 2 & nguoi (600 mg QD
(550 mg duong lugng bazo tu do) va 450 mg QD (400 mg duong luong bazo tu do))
dugc du doan va so sanh véi ECos cua Hop chit 1 in vitro dbi voi mét loat cac thé phéan
1ap 1am sang HCV dé xé4c dinh xem ndng do trong huyét tuong & trang thai 6n dinh c6
ludn cao hon ECos hay khong, ¢6 thé din dén hidu qua cao khang nhiéu thé phén l4p 1am
sang in vivo. ECos d6i véi Hop chét 1 12 gibng nhu ECos ctia Hop chét 2. Bé Hop chat 2
c6 hiéu qua, muc cuc tiéu trong huyét tuong ¢ trang thai dn dinh cta chét chuyén hoa 1-

7 can vugt qua ECss.

Nhu duoc thé hién trén FIG. 24, ECos ctia Hop chit 2 khang tat ca cac thé phan

1ap 1am sang dugc thir nghiém nam trong khoang tir 18 nM dén 24 nM.

Nhu duge thé hién trén FIG. 24, Hop chét 2 ¢ lidu 450 mg QD (400 mg dwong
luong bazo tu do) & ngudi tao ra ndng do cuc tidu trong huyét twong & trang thai 6n dinh
du doan (Casss) khoang 40 ng/mL. Hop chét 2 & licu 600 mg QD (550 mg duong luong
bazo ty do) & ngudi tao ra ndng d6 cuc tiéu trong huyét twong & trang théi 6n dinh du

doan (Casss) khoang 50 ng/mL.

Do d6, ndng do trong huyét twong & trang thai én dinh du doan cta chat chuyén
hoa dai dién 1-7 1a hiu nhu gp d6i ECos khang tét ca cac thé phan lap 1am sang dugc thi

nghiém (ngay c4 dang kho didu tri GT3a), chi ra hi¢u nang vuot trdi.

Nguoc lai, ECos cuia chudn nucleotit chira tri sofosbuvir (Sovaldi) nim trong
khoang tir 50 nM dén 265 nM dbi vai tét ca cac thé phan 1ap 1am sang HCV dugc thi
nghiém, v6i ECos nhd hon néng d6 & trang thai dn dinh du doan ¢ lidu thuong mai 400
mg déi v6i chi hai thé phan 1ap, GT2a va GT2b. ECos di v6i liéu thuong mai 400 mg
sofosbuvir 1a cao hon ndng do & trang thai dn dinh du doén d6i v6i céc thé phan lap 14am

sang khac, GT1a, GT1b, GT3a, GT4a, va GT4d.

Sd liéu so sanh hiéu qua va cac thong sb trang thai 4n dinh dugce dong hoc trén
FIG. 24 ching t6 tim quan trong diéu tri bat ngd ctia Hop chét 2 dé diéu tri viém gan C.

Thuc té, muc trong huyét tuong & trang thai 6n dinh du doan (Caass) sau khi dung Hop

8



52214 9/128

chét 2 duoc du doan 13 cao hon it nhat 2 14n so v&i ECos dbi véi tit ca céac kiéu gen duogc
thtt nghiém, va higu nghiém khang GT2 cao hon tir 3 dén 5 1an. S6 liéu nay chi ra ring
Hop chét 2 ¢6 hoat tinh khang virut toan kiéu gen hiéu nghiém & nguoi. Nhu duoc thé
hién trén FIG. 24, ECos ctia sofosbuvir khang GT1, GT3, va GT4 14 cao hon 100 ng/mL.
Do d6 ngac nhién 13, Hop chit 2 ¢6 hoat tinh khang HCV & dang liéu ma phan phdi ndng
do cuc tiéu & trang thai 6n dinh (40-50 ng/mL) thdp hon ndng d6 cuc tiéu & trang thai dn

dinh (khoang 100 ng/mL) dat dugc bang dang liéu trong duong ciia sofosbuvir.

Theo mdt phuong 4n, do do, sang ché bao gdbm dang lidu cia Hop chit 2 ma tao
ra ndng do cuc tidu trong huyét twong & trang théi 6n dinh (Casss) cua chit chuyén hoa 1-
7 ndm trong khoang tir 15-75 ng/mL, vi du, 20-60 ng/mL, 25-50 ng/mL, 40-60 ng/mL,
hodc thdm chi 40-50 ng/mL. Didu nay gy bat ngd do thuc té nong d & trang thai 6n

dinh cua chét chuyén hoa twong duwong sofosbuvir 1a khoang 100 ng/mL.

Ngoai ra, d3 phat hién ra rang Hop chét 2 1a mudi 6n dinh bét ngd, do tan cao,
khong hit 4m va ¢6 hoat tinh khang HCV. Diéu nay gy bit ngd do nhiéu mubi cua Hop
chét 1 khéng phai mubi hemi-sulfat (Hop chit 2), bao gdm mudi mono-sulfat (Hop chét
3), la khong 4n dinh vat 1y, ma thuc té 12 cac chét ran chay rita hodc trd thanh gdom (Vi
du 4), va do d6 khéng thich hop cho dang lidu ran 6n dinh. Ngac nhién 13, mic du Hop
chét 2 khéng trd thanh gdm, do tan trong nudce clia nd cao hon lén dén 43 1an so véi Hop
chét 1 va cao hon 6 1an so v6i Hop chét 1 trong diéu kién dich da day mo phong (SGF)
(Vidu 15).

Nhu dugce ban luan trong Vi du 16, Hop chét 2 van & trang thai chét riin mau tréng
v6i IR trong tng voi chudn tham chiéu trong 6 thang trong diéu kién do 6n dinh tang tbc
(40 °C/75% RH). Hop chét 2 1a én dinh trong 9 thang & diéu ki¢n méi truong (25 °C/60%
RH) va diéu kién lanh (5 °C).

Céc dang liéu rn ( vién nén 50 mg va 100 mg) cta Hop chét 2 ciing 6n dinh héa
hoc trong diéu kién tang tbc (40 °C/75% RH) va diéu kién lanh (5 °C) trong 6 thang (Vi
du 26). Hop chét 2 1a én dinh trong diéu kién méi trudng (25 °C/60% RH) & dang licu
rén trong it nhét 9 thang.

So d 1 dua ra con dudng chuyén hoa cua Hop chét 1 va Hop chét 2, bao gom
trude hét khir este hoa phosphoramidat (chét chuyén hoéa 1-1) tao ra chét chuyén héa 1-
2. Chit chuyén héa 1-2 tiép theo dugc chuyén hoa thanh din xudt N°-metyl-2,6-
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diaminopurin-5’-monophosphat (chit chuyén hoa 1-3), chat nay lai duoc chuyén hoa
thanh nucleosit t do 5’-hydroxyl-N°-metyl-2,6-diaminopurin (chit chuyén hoa 1-8) va
((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-0x0-1,6-dihydro-9H-purin-9-yl)-4-flo-3-hydroxy-4-
metyltetrahydrofuran-2-yl)metyl dihydro phosphat duéi dang 5’-monophosphat (chat
chuyén hoa 1-4). Chét chuyén hoa 1-4 dugc ddng hoa thanh diphosphat tuong tng (chét
chuyén hoa 1-5) va tiép theo din xuat triphosphat hoat tinh (chét chuyén hoa 1-6). 5°-
triphosphat c6 thé duoc chuyén hoa tiép tao ra 2-amino-9-((2R,3R,4R,5R)-3-flo-4-
hydroxy-5-(hydroxymetyl)-3-metyltetrahydrofuran-2-yl)-1,9-dihydro-6H-purin-6-on (1-
7). Chét chuyén hoa 1-7 ¢6 thé do duoc trong huyét tuong va do d6 dai dién cho
triphosphat hoat tinh (1-6), 1a chit khong do dugc trong huyét tuong.

So db 1 NH

HO F
Hop chat 1 1-2
“NH SNH
N X N \
0 N N
HO-P-0—~_ 0 </N LA . </jl\/>
| N NH, O.,N N NH
OH
HO F o F
1-3 1-8
0O 0
N
: C 0 9 0%
HO F HO  F
1-4 1-5
N NH
Hogo—ﬁ—o—g—o </ )\ —  HO < I
THTOT TR OLN™ "N™ "NH,
OH OH OH
HO F HO F
1-6 1-7
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Theo mot phuong 4n, sang ché 12 Hop chit 2 va tng dung cia né dé diéu tri viém
gan C (HCV) & vat chu can diéu tri, tuy ¥ trong chit mang dugce dung. Theo mot khia
canh, Hop chét 2 dugc sir dung dudi dang chét rin v6 dinh hinh. Theo khia canh khac,
Hop chit 2 duogc st dung duéi dang chét ran két tinh (dang tinh thé).

Sang ché con bao gébm quy trinh duogc ldy 1am vi du khong gii han dé didu ché

Hop chit 2 bao gdm céc bude:

(1) hoa tan Hop chat 1 trong dung moi hitu co, vi du, axeton, etyl axetat,
metanol, axetonitril, hodc ete, hodc dang twong tu, trong binh tam gidc hoac

vat chira;

(ii)  nap dung moi hitu co thir hai vao binh tam gidc hodc vat chtra thu hai, c6
thé gidng hodc khic véi dung mdi hitu co trong bude (i), thy y lam lanh
dung mdi thr hai xubng dén 0-10 do C, va bd sung bang cach nho giot
H,SO4 vao dung méi hitu co thir hai tao ra hdn hop H2SO4/dung moi; va

trong d6 dung mdi vi du cé thé 12 metanol;

(iii) bd sung bang cach nhé giot hdn hop HoSOs/dung méi & ty 1& mol 0,5/1,0
tur budce (ii) vao dung dich chtra Hop chit 1 coa bude (i) ¢ nhiét d6 moi
truong hodc tang hodc giam doi chut (vi du 23-35 do C);

(iv)  khudy hdn hop phan ing cia bude (iii) cho dén khi két tiia ctia Hop chat 2

duoc tao ra, vi du & nhiét dd moi truong hodc tang hodc gidam doi chut;

(v)  tuyy loc két tua thu dwgc tir bude (iv) va rira bing dung méi hitu co; va

(vi) tuy ¥ sdy kho Hop chét 2 thu dugc trong chan khong, tiy ¥ & nhiét do gia

tang, vi du, 55, 56, 57, 58, 59, hodc 60 °C.

Theo mdt phuong 4n, dung moi hitu co trong budce (i) 1a 3-metyl-2-pentanon. Theo
mot phuong an, dung moi hitu co trong budce (i) 1 etyl isopropyl keton. Theo mot phuong
4n, dung mdi hitu co trong budce (i) 1a metyl propionat. Theo mot phuong an, dung mdi
hitu co trong bude (i) 1a etyl butyrat.

Mic du ¢6 nhiéu tai liéu chuyén nganh va don sang ché vé nucleosit khang virut,
Hop chét 2 chua duogc boc 16 cu thé. Do do, sang ché bao gdm Hop chét 2, hodc hop phan

dugc dung hodc dang liéu cia nd, nhu duge mo ta trong ban mo ta nay.

11
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Céc hop chét, phuong phap, dang lidu, va duoc phém duoc dé xudt dé diéu tri vat
chi bi nhiém virut HCV nh¢ ding luong hitu hiéu ctia Hop chét 2. Theo mét sé phuong
an, Hop chit 2 duoc ding ¢ lidu it nhit khoang 100, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500,
550, 600, 650, 700,750, 800, 850, 900, 950, hodc 1000 mg. Theo mdt sb phuong &n, Hop
chét 2 dugc ding trong thoi gian 1én dén 12 tuln, trong thoi gian 1én dén 10 tudn, trong
thoi gian 1én dén 8 tudn, trong thoi gian 1én dén 6 tudn, hodc trong thoi gian 1én dén 4
tudn. Theo cac phuong an khac, Hop chét 2 dugc ding trong thoi gian it nhat 4 tudn,
trong thoi gian it nhét 6 tudn, trong thoi gian it nhét 8 tudn, trong thoi gian it nhat 10 tuan,
hodc trong thoi gian it nhit 12 tudn. Theo modt sé phuong an, Hop chat 2 dugc ding it
nhét mot lén/ngay hodc cach nhat. Theo mdt sb phuong én, Hop chét 2 duoc dung & dang'
lidu ma dat dugc mutc cuc tiéu trong huyét thanh & trang thai 6n dinh (Casss) clia cht
chuyén hoa 1-7 nim trong khoang tir 15-75 ng/mL. Theo mdt phuong &n, Hop chét 2
dugc dung & dang lidu ma dat dugc mirc cuc tiéu trong huyét thanh ¢ trang théi on dinh
(Caass) clia chit chuyén hoa 1-7 ndm trong khoang tir 20-60 ng/mL. Theo mot s6 phuong
an, Hop chat 2 duoc dung & dang liéu ma dat dugc AUC cua chét chuyén héa 1-7 ndm
trong khoang tir 1.200 ng*h/mL va 3.000 ng*h/mL. Theo mot phuong an, Hop chét 2
dugc ding ¢ dang liéu ma dat dugc AUC cua chit chuyén héa 1-7 nam trong khoang tir

1.500 va 2.100 ng*h/mL.

Cac hop chét, duoc phérn, va dang lidu ¢6 thé cling dugc su dung dé didu trj cac
tinh trang lién quan nhu cac tinh trang duong tinh véi khang thé khang HCV va duong
tinh vGi khang nguyén HCV, viém gan man tinh do virut, bénh ung thu gan do bénh viém
gan C tién trién (bénh ung thu biéu md té bao gan (HCC)), bénh xo gan, bénh viém gan
C man tinh hodc cp tinh, bénh viém gan C bao phat, bénh viém gan C kéo dai man tinh
va chiing mét méi do khang HCV. Hop chit hodc ché phdm bao gdm hop chit c6 thé
cling duoc st dung phong bénh dé ngan ngira hoic han ché su tién trién cta bénh 1am
sang ¢ nhitng nguoi duong tinh voi khang thé khang HCV hodc duong tinh v6i khéng

nguyén HCV hodc nhitng nguoi biéu hién viém gan C.
Sang ché do d6 bao gdbm cac déu hiéu sau:
(a) Hop chét 2 nhu duge md ta trong ban md ta nay;

(b) Tién dugc chét cia Hop chat 2

12
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(c) St dung Hop chét 2 trong san xuét duge phém dé diéu tri bénh nhiém virut
viém gan C;

(d) Hop chit 2 @ str dung dé diéu tri viém gan C, ty ¥ trong chit mang duoc
dung;

(e) Phuong phap san xudt duge phadm dugc du tinh dé st dung diéu tri bénh nhiém
virut viém gan C, déc trung & chd Hop chét 2, hoac mudi dugc dung, nhu duogc
mo ta trong ban md ta ndy dugc st dung trong san xuat;

(¢) Dugc phim chira lugng hitu hiéu diéu tri cho vat chu ctia Hop chit 2 voi chit

mang dugc dung hodc chét pha loang;

(f) Quy trinh déu ché cac san phdm didu trj chira luong hiru hiéu ctia Hop chat 2;

(2) Céc dang liéu ran, bao gdm cac dang lidu ma tao ra profin dugc dong hoc uu
viét; va

(h) Quy trinh san xudt Hop chét 2, nhu dugc md ta trong ban mo ta nay.

M ta viin tit cac hinh vé

FIG. 1A 1a chdng 16p anh nhiu xa XRPD cta cdc mau 1-1 (Hop chit 1 vo dinh
hinh), 1-2 (Hop chit 1 dang tinh thé), va 1-3 (Hop chét 2 v6 dinh hinh) truéc khi thuc
hién c4c nghién ctru do 4n dinh nhdm muc dich x4c dinh dic diém nhu duoc mo ta trong
Vidu2vaVidu5. Truc x 1a 2Theta dugc do béng dd va truc y la cuong do duge do béng
s6 dém.

FIG. 1B 1a anh séc ky HPLC ctia hop chat 1 v6 dinh hinh (mau 1-1) dé x4c dinh
dd tinh khiét nhu duoc md ta trong Vi du 2. Do tinh khiét ciia mau 1a 98,7%. Truc x la
thoi gian dugce do bang phut va truc y 1a cuong d6 duge do bang sb dém.

FIG. 2A la 4nh séc ky HPLC ctia Hop chét 1 dang tinh thé (mAu 1-2) dé xac dinh
d6 tinh khiét nhu duge mo ta trong Vi du 2. D6 tinh khiét cia miu 1a 99,11%. Truc x 1a
thoi gian duoc do bang phit va truc y 1a cudng do duge do bang sb dém.

FIG. 2B 1a dd thi DSC va TGA cua Hop chit 1 dang tinh thé (miu 1-2) trudc khi

thuc hién c4c nghién ctru do on dinh bat ky nham muc dich xac dinh dac di€ém nhu duge

13
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mo ta trong Vi du 2. Truc x 1a nhiét d6 duoc do béng °C, truc y bén trai la dong nhiét

dugc do bang (W/g), va truc y bén phai 1a trong lvong duoc do bang phan tram.

FIG. 3 12 anh tinh thé hoc tia X ctia Hop chat 1 thé hién hoa 1ap thé tuyét ddi nhu

dugc mo ta trong Vi du 2.

FIG. 4A 1a chong 16p anh nhiéu xa XRPD cta cac mau 1-1 (hop chit 1 vo dinh
hinh), 1-2 (Hop chét 1 dang tinh thé), va 1-3 (hop chit 2 vo dinh hinh) sau khi bao quéan
& 25 °C va 60% do 4m twong dbi trong 14 ngay nhu dwoc mo ta trong Vi du 2. Truc x 1a
2Theta dugc do bang do va truc y 1 cuong do duoc do bang sb dém.

FIG. 4B 1a chéng 16p anh nhidu xa XRPD cua cac mau 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, va 1-9
sau khi bao quan & 25 °C va 60% d6 4m tuong ddi trong 7 ngay nhu dugc md ta trong Vi
du 4. Truc x 1a 2Theta duoc do béng do va truc y 1a cuong do duoc do bé“mg s6 dém.

FIG. 5A 1a chff)ng 16p anh nhidu xa XRPD cua cdc mau 1-4, 1-6, 1-7, va 1-9 sau
khi bao quan & 25 °C va 60% d6 4m tuong ddi trong 14 ngay nhu duge md ta trong Vi
du 4. Truc x 1a 2Theta dugc do béng dd va truc y 1a cuong do duoc do béng sb dém.

FIG. 5B la miu XRPD cta hop chét 2 v dinh hinh (miu 1-3) nhu duge mo ta
trong Vi du 5. Truc x la 2Theta dugc do bang dd va truc y 1 cudng do dugce do bang sb
dém.

FIG. 6A 1a anh sic ky HPLC ctia hop chét 2 vo dinh hinh (mAu 1-3) dé xac dinh
d6 tinh khiét nhu duoc md ta trong Vi du 5. D6 tinh khiét ctia miu 1 99,6%. Truc x la
thoi gian dugc do bang phut va truc y 1a cuong do dugc do bang s6 dém.

FIG. 6B 1a dd thi DSC va TGA dbi v6i hop chét 2 vo dinh hinh (mdu 1-3) trude
khi thuc hién cac nghién ctru do én dinh bét ky nhim muc dich xac dinh dic diém nhu
dugc mod ta trong Vi du 5. Truc x 1a nhiét d6 dugc do bé“mg °C, truc y bén trai l1a dong
nhiét duoc do bang (W/g), va truc y bén phai la trong luong dugc do bang phan tram.

FIG. 7A 1 chdng 16p anh nhidu xa XRPD cta cac mau két tinh (cac méu 2-2, 2-
6, va 2-7) va cac mau két tinh kém (cac mau 2-3, 2-4, 2-5, va 2-8) duoc nhan dang tir cac
qué trinh két tinh cua Hop chét 2 (Vi du 6). Truc x 1a 2Theta dugc do béng do va trucy

cuong do duogc do bang so dém.

14
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FIG. 7B 1a chong I6p anh nhifu xa XRPD ciia cac miu vo dinh hinh (cdc mau 2-
9,2-10, va 2-11) dugc nhan dang tir cac qua trinh két tinh ctia Hop chét 2 (Vi du 6). Truc

x 1 2Theta dugc do bang do va truc y cuong do duoc do bang sb dém.

FIG. 8A 1a chdng 16p anh nhidu xa XRPD cia cdc mau (cac mau 2-2, 2-3, 2-4, 2-
5,2-6, 2-7 va 2-8) sau 6 ngay bao quan & 25 °C va 60% do 4m twong ddi (Vi du 6). Truc

x 14 2Theta duge do bang do va truc y cudng do duoc do bing s6 dém.

FIG. 8B 1a dd thi DSC va TGA d6i v6i mau 2-2 (Vi du 6). Truc x 1a nhiét do dugc
do bang °C, truc y bén trai dong nhiét dugc do bang (W/g), va truc y bén phai la trong
luong duge do bing phdn trim. Céc quy trinh thuc nghiém dbi véi tap hgp DSC va TGA
duoc thé hién trong Vi du 2.

FIG. 9A 1a d thi DSC va TGA dbi v&i mau 2-3 (Vi du 6). Truc x 1a nhiét dd duoc
do bang °C, truc y bén trai dong nhiét dwoc do bang (W/g), va truc y bén phai 1a trong
luong duoc do bang phin tram. Cac quy trinh thue nghiém ddi vé6i tap hgp DSC va TGA
dugc thé hién trong Vi du 2.

FIG. 9B 1a dd thi DSC va TGA d6i voi mau 2-4 (Vidu 6). Truc x 1a nhiét do dugc
do bang °C, truc y bén trai dong nhiét dugce do bing (W/g), va truc y bén phai 1a trong
luong duge do bang phan traim. Cac quy trinh thyc nghiém ddi véi tap hgp DSC va TGA
duoc thé hién trong Vi du 2.

FIG. 10A 1a d6 thi DSC va TGA dbi v6i mau 2-5 (Vi du 6). Truc x 12 nhiét do
dugc do bang °C, truc y bén trai dong nhiét duogc do bang (W/g), va truc y bén phai la
trong luong duge do bang phan tram. Céc quy trinh thuc nghiém dbi vai tap hop DSC va
TGA duogc thé hién trong Vi du 2.

FIG. 10B la db thi DSC va TGA d6i v6i mau 2-6 (Vi du 6). Truc x 1a nhiét do
duge do bing °C, truc y bén trai dong nhiét duge do bang (W/g), va truc y bén phai 1a
trong luong duge do bang phén tram. Céc quy trinh thuc nghiém d6i vai tap hop DSC va
TGA duoc thé hién trong Vi du 2.

FIG. 11A 1a d6 thi DSC va TGA dbi v6i mau 2-7 (Vi du 6). Truc x 1a nhiét do
duoc do bang °C, truc y bén trai dong nhiét duge do bang (W/g), va truc y bén phai 1a
trong lugng duoc do b?mg phén tram. Cac quy trinh thuc nghiém ddi vai tap hop DSC va
TGA dugc thé hién trong Vi du 2.

15
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FIG. 11B 1a dd thi DSC va TGA ddi v6i mau 2-8 (Vi du 6). Truc x la nhiét do
duoc do bang °C, truc y bén trai dong nhiét dwgc do bang (W/g), v truc y bén phai la
trong luong dugc do bang phan trim. Cac quy trinh thyc nghiém d6i véi tap hop DSC va
TGA dugc thé hién trong Vi du 2.

FIG. 12A 1a miu XRPD cua hop chét 4 vo dinh hinh (miu 3-12) nhu duge ban
luan trong Vi du 7. Truc x 1a 2Theta duoc do béng do vatruc y la cuong do dugce do béng
s6 dém. Khong quan sét thiy su két tinh cia mudi malonat bit ké dung méi duogc st

dung.

FIG. 12B 14 chdng 16p anh nhidu xa XRPD ctia cac mau vo dinh hinh (cac mau 3-
6, 3-10, 3-11, va 3-12) dugc nhan dang tir qué trinh két tinh thir nghiém ctia Hop chat 1
v6i mubi malonat (Vi du 7). Truc x 1a 2Theta dugce do bang do va truc y 1a cuong do

dugc do bang sd dém.

FIG. 13A 1a anh HPLC cta miu 3-12 tir qué trinh két tinh thir nghiém ctia Hop
chét 1 voi mudi malonat nhu dugc mé ta trong Vi du 7. Mau c6 do tinh khiét 99,2%. Truc

x 1a thoi gian dugc do bang phut va truc y 1a cudng do duoc do bing mAu.

FIG. 13B 1a chdng 16p anh nhiéu xa XRPD cta cic mau chat rin thu dugc tir qua
trinh két tinh bang cach str dung LAG (c4c mau 4-13, 4-12, 4-9, 4-3, va 4-1) so v6i Hop
chéat 1 (méu 1-2) nhu duoc mé ta trong Vi du 8. Toan bo XRDP déu tring khép véi cac
mau ion trai ddu axit dang tinh thé ma khéng c6 dinh bd sung. Truc x 14 2Theta dugc do

béng do6 va truc y 1a cuong do dugc do béng s dém.

FIG. 14A 14 chdng 16p anh nhidu xa XRPD clia cac mau thu duge tir viée st dung
etyl axetat lam dung moi két tinh (cac mau 6-13, 6-12, 6-11, 6-10, 6-8, 6-7, 6-6, 6-5, 6-
4,va 6-2) so véi Hop chat 1 dang tinh thé (mAu 1-2) nhu duoc md ta trong Vi du 10. Céc
mau XRPD thuong duge phét hién 1a tring khép v6i mau hop chat 1 v6i ngoai 1€ 14 céc
mau 6-2, 6-4, va 6-5 co6 khac biét khong dang ké. Truc x 1a 2Theta dugce do béng do va

truc y la cuong do dugce do bang sb dém.

Fig. 14B la chong 16p anh nhidu xa XRPD clia mau 5-1 sau hoa tan ]an hai trong

MEK va bd sung dbi dung moi xyclohexan va axit pamioc nhu dugc mé ta trong Vi du
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9. MAu 5-1, dugc két tinh trong axit pamioc, 13 chit rin sau chin mudi, nhung mau XRPD

trung khép v6i mau axit pamioc.

FIG. 15A 14 chong 16p anh nhidu xa XRPD ctia cdc mau thu duge tir viée st dung
etyl axetat 1am dung méi két tinh (c4c mau 6-5, 6-4, va 6-2) so voi Hop chit 1 dang tinh
thé (mau 1-2) nhu duge md ta trong Vi du 10. Cac mau XRPD thudng duoc phat hién 1a
tring khdp véi mau hop chét 1 v6i ngoai 18 12 cac mau 6-2, 6-4, va 6-5 c6 khac biét khong
dang ké. Truc x 1a 2Theta duoc do béng do6 va truc y la cuong do duogc do béng s6 dém

va duge danh diu axit duoc sir dung trong qua trinh két tinh.

FIG. 15B 1a miu XRPD ddi v6i Hop chit 2 nhu duge mo ta trong Vi du 14. Truc

x la 2Theta dugc do béng dd va truc y la cuong do dugce do bang s6 dém.

FIG. 16A 14 dd thi vé néng dd (muc) TP hoat tinh (chét chuyén hoa 1-6) trong gan
va tim chudt cdng, cho, va khi (Vi du 18). Truc x 1a lidu duge do bang mg/kg dbi vai mdi

loai va truc v 12 ndng do TP hoat tinh duge do bang ng/g.

FIG. 16B 1a d6 thi vé ‘n(k)ng d6 TP hoat tinh (chét chuyén hoa 1-6) trong gan va tim
ché (n=2) duoc do 4 gid sau khi ding lidu don qua dudng miéng ctia Hop chét 1 hoic
Hop chét 2 (Vi du 19). Truc x 14 liéu ctia mdi hop chét duge do bang mg/kg va truc y 1a
ndng do TP hoat tinh duoc do bing ng/g.

FIG. 17 1a profin trong huyét twong ctia Hop chét 1 va chét chuyén hoa 1-7 & cac
con chudt cdng dung liéu don qua dudng miéng 500 mg/kg ctia Hop chét 2 (Vi du 20)
dugc do 72 gid sau dinh lidu. Truc x 1a thoi gian dugc do béng gio va truc y la néng do

trong huyét tuong duoc do bang ng/mL.

FIG. 18 14 profin trong huyét twong ctia Hop chét 1 va chét chuyén héa 1-7 & cac
con khi dung cac lidu don qua duong miéng 30 mg, 100 mg, hodc 300 mg ctia Hop chat
2 (Vi du 20) duge do 72 gidr sau dinh lidu. Truc x 1a thoi gian dugce do bang gid va truc y
1a ndng d6 trong huyét twong dugc do bang ng/mL.

FIG. 19 14 d6 thi vé EC95 duoc do bang nM cua sofosbuvir va Hop chét 1 khéng
céc thé phan lap 1am sang ctia HCV. Céc gid tri ECos d6i voi Hop chit 1 thap hon 7-33
14n so véi sofosbuvir (Vi du 22). Truc x duge déanh d4u bang kiéu gen va truc y 1a ECos

duoc do bang nM.
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FIG. 20 1a d thi v& ECso duoc do bang nM cua sofosbuvir va Hop chat 1 khang
cac chung phong thi nghiém cia HCV céc kiéu gen la, 1b, 2a, 3a, 4a, va 5a. Hop chét 1
hiéu nghiém hon khoang 6-11 14n so véi sofosbuvir & céc kiéu gen 1-5 (Vi du 22). Truc

x dugc danh d4u bang kiéu gen va truc y 12 ECso dwoc do bing nM.

FIG. 21 1a dd thi vé profin ndng do6 trong huyét twong trung binh-thdi gian cia
Hop chét 1 sau khi ding liéu don ctia Hop chét 2 trong tit ca cac nhom ctia Phan B cia
nghién ctru nhu dugc mo ta trong Vi du 24. Hop chit 1 duoc hép thu nhanh va duoc
chuyén hoa nhanh trong vong khoang 8 gid trong tt ca cac nhom tir Phén B. Truc x 1a
thoi gian duoc do bing gid va truc v 1a trung binh nhan ndng do trong huyét tvong dugc

do bang ng/mL.

FIG. 22 1a d thi vé profin ndng do trong huyét tuong trung binh-thdi gian ctia
chét chuyén hoa 1-7 sau khi dung lidu don ctia Hop chat 2 trong tit ca cdc nhom ctia Phan
B ctia nghién ciu nhu dugc mé ta trong Vi du 24. Chét chuyén hoa 1-7 ¢6 ndng do trong
huyét twong 6n dinh trong tit ca cac nhém tir Phin B. Truc x 14 thoi gian duge do bang

gid va truc y 13 trung binh nhan ndng do trong huyét tvong dugc do bang ng/mL.

FIG. 23A 1a phén tich dugc dong hoc/dugc luc hoc riéng ré cua dbi tuong tham
gia vao nhom 1b nhu duge mo ta trong Vi du 24. Do thi thé hién néng d6 chat chuyén
hoa 1-7 trong huyét twong va mirc giam ARN ctia HCV. Dudng nét dit dai dién cho ndng
d6 cuc tidu cta chit chuyén hoa 1-7 cdn dé duy tri dap Gng véi virut 16n hon so véi gia
tri ECos khang GT1b. Truc x 13 thoi gian dugc do bang gid. Truc y bén tréi la noéng do
chét chuyén hoa 1-7 trong huyét twong dugc do bang ng/mL va truc y bén phéi 1a muc

giam ARN ctia HCV dugc do bang logio TU/mL.

FIG. 23B la phéan tich dugc dong hoc/dugce luc hoc riéng r& cua d6i tugng tham
gia vao nhém 1b nhu dugc mo ta trong Vi du 24. D thi thé hién nong do chat chuyén
héa 1-7 trong huyét twvong va mc giam ARN ctia HCV. Duong nét dut dai dién cho ndng
d6 cuc tiéu cua chit chuyén hoa 1-7 can dé duy tri dép Gng véi virut 16n hon so véi gia
tri ECos khang GT1b. Truc x 12 thoi gian dugc do bing giv. Truc y bén trdi 1a nong do
chét chuyén hoa 1-7 trong huyét twong dugce do bang ng/mL va truc y bén phai 1a mirc

gidm ARN cua HCV dugc do bang logio TU/mL.

FIG. 23C la phan tich dugc ddng hoc/duge luc hoc riéng r€ cua d6i twong tham

gia vao nhém 1b nhu dugc md ta trong Vi du 24. Dd thi thé hién néng do chét chuyén
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hoéa 1-7 trong huyét trong va mirc giam ARN ctia HCV. Puong nét dut dai dién cho ndng
do cuc tiéu ctia chat chuyén héa 1-7 can dé duy tri dép Gng vaéi virut 16n hon so véi gia
tri ECos khang GT1b. Truc x 1a thoi gian duge do bang gio. Truc y bén trai 1a ndng do
chat chuyén héa 1-7 trong huyét twong dugc do bang ng/mL va truc y bén phai 1a muc
giam ARN ctia HCV duoc do bang logio TU/mL.

FIG. 23D la phéan tich dugc dong hoc/dugc lyc hoc riéng r€ cua débi tuong tham
gia vao nhém 3b nhu duoc mé ta trong Vi du 24. Mdi db thi thé hién ndng d6 chit chuyén
hoa 1-7 trong huyét trong va muc giam ARN cua HCV. Duong nét dut dai dién cho ndng
do6 cuc tiéu cua chit chuyén hoa 1-7 can dé duy tri dép ung v6i virut 16n hon so voi gia
tri ECos khang GT1b. Truc x 1a thoi gian dugce do bang gio. Truc y bén trai 1a nong do
chét chuyén hoa 1-7 trong huyét tuong duoc do bang ng/mL va truc y bén phai 1a mtc

giam ARN cta HCV duge do bang logio IU/mL.

FIG. 23E la phan tich dugc dong hoc/dugc luc hoc riéng ré€ cua dbi tuong tham
gia vao nhém 3b nhu duoc mé ta trong Vi du 24. Mdi db thi thé hién nong do chit chuyén
hoa 1-7 trong huyét trong va mirc giam ARN ctia HCV. Puong nét dirt dai dién cho ndng
d6 cuc tiéu cua chit chuyén hoa 1-7 can dé duy tri dap tmg véi virut 16n hon so véi gid
tri ECos khang GT1b. Truc x 1a thoi gian dugc do bing gio. Truc y bén trai 1a ndng do
chét chuyén héa 1-7 trong huyét twong duoc do bang ng/mL va truc y bén phai 1a mirc

giam ARN ctia HCV dugc do bang logio TU/mL.

FIG. 23F la phéan tich dugc dong hoc/dugce luc hoc riéng r€ cua dbi tuong tham
gia vao nhém 3b nhu duoc md ta trong Vi du 24. Mdi dd thi thé hién ndng do chat chuyén
hoéa 1-7 trong huyét tuvong va mirc giam ARN ctia HCV. Duong nét dit dai dién cho nong
d6 cuc tidu cta chit chuyén hoa 1-7 cn dé duy tri dap Gng véi virut 16n hon so voi gia
tri ECos khang GT1b. Truc x 12 thoi gian duge do bang gid. Truc y bén tréi la ndéng do
chét chuyén héa 1-7 trong huyét twong duge do bing ng/mL va truc y bén phai 1a mirc
giam ARN ctia HCV duoc do bang logio TU/mL.

FIG. 24 13 @b thi v gid tri ECos ctia Hop chat 1 va sofosbuvir khang cac thé phan
14p 1am sang cua cac bénh nhéin bi nhiém HCV GT1, GT2, GT3, va GT4. Duong nam
ngang nét dut (- - - - - ) dai dién cho ndng do cuc tiéu & trang thai 6n dinh (Casss) cua
nucleosit sofosbuvir sau lidu 400 mg QD sofosbuvir. Duong ndm ngang lién nét (——)

dai dién cho ndng d6 cuc tiéu & trang thai 6n dinh (Caass) clia chét chuyén hoa 1-7 sau
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600 mg Hop chét 2 (twong dwong v&i 550 mg Hop chét 1). Pudng ndm ngang chdm chidm
T ) dai dién cho ndng d6 cuc tiéu & trang thai on dinh (Caass) clia chét chuyén hoa
1-7 sau 450 mg Hop chat 2 (twong dwong véi 400 mg Hop chét 1). Nhu dugc ban ludn
trong Vi du 25, muc cyc tiéu trong huyét tvong & trang thai 6n dinh du doan (Ca4ss) cia
chat chuyén hoa 1-7 sau 600 mg va 450 mg Hop chét 2 vuot qua ECos in vitro ctia Hop
chat 1 khang tit ca cac thé phan lap 14m sang duoc thi nghiém. Murc cuc tiéu trong huyét
tuong & trang thai dn dinh (Caas) clia sofosbuvir chi vuot qua ECos & cac thé phan lap
1am sang GT2. Truc x dugc danh ddu bang cac thé phan 14p 14m sang va bang bén dudi
truc x liét ké céc gia tri ECos dbi véi Hop chét 1 va sofosbuvir. Truc y 12 ECos khang cac
thé phén 14p 1am sang duoc do bang ng/mL. ECos duoc biéu dién dudi dang duong luong

nucleosit. Sofosbuvir va Hop chét 2 duoc ding hing ngay (QD).

FIG. 25 14 luu dd thé hién quy trinh san xuét cac vién nén 50 mg va 100 mg ctia
Hop chit 2 nhu duge md ta trong Vi du 26. Trong budc 1, xenluloza vi tinh thé, Hop chat
2, lactoza monohydrat, va croscarmeloza natri dugce loc qua sang 600 pM. Trong budc 2,
cac thanh phén tir bude 1 duoc nap vao may tron chir V va dugc tron trong 5 phut & 25
vong/phut (rpm). Trong budc 3, magie stearat duoc loc qua sang 600 uM. Trong budc 4,
magie stearat dugc nap vao may tron chit V chira cdc thanh phan tir budc 2 (xenluloza vi
tinh thé, Hop chét 2, lactoza monohydrat, va croscarmeloza natri) va dugc tron trong 2
phut & 25 rpm. Tiép theo, hdn hop chung dugc chia dé tao ra cac vién nén 50 mg va 100
mg. Dé tao ra vién nén 50 mg, hdn hop tir budce 4 dugc nén bang dung cu 16m chuan tron
6 mm. Dé tao ra vién nén 100 mg, hdn hop tur bude 4 duoe nén bé'mg dung cu 16m chuén
tron 8 mm. Tiép theo, cac vién nén duoc déng goi vao cac lo HDPE duge han cam tng
v6i ndp PP ¢6 chéat hut 4m.

FIG. 26 1a mudi hemi-sulfat c6 cac dic tinh dugc ly wu viét so véi bazo tu do
tuong ung cia nd dé diéu tri virut HCV.
MO ta chi tiét sang ché

Duogc boc 16 trong ban md ta nay 1a hop chét, phuong phap, dugc pham, va dang
lidu rén dé diéu tri cho ngudi va dong vat chii khac bi nhiém hodc phoi nhiém virut HCV
bao gébm dung luong hitu hidu cta mudi hemi-sulfat cta isopropyl((S)-(((2R,3R.4R,5R)-
5-(2-amino-6-(metylamino)-9 H-purin-9-yl1)-4-flo-3-hydroxy-4-metyltetrahydrofuran-2-
yl)metoxy)(phenoxy)phosphoryl)-L-alaninat (Hop chét 2) nhu dugc md ta trong ban mod
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ta nay, tity y trong chit mang duoc dung. Theo mot phuong an, Hop chit 2 1a chét rin vo
dinh hinh. Theo phuong 4n khac nita, Hop chit 2 14 chit ran két tinh.

</fx

CH O
0 P
O™ Yo,
H3 0 ° 5 = o 0.5H,S0,
Hop chét 2

Hop chét, duoc phém, va dang lidu c6 thé cling dugce st dung dé diéu tri céac tinh
trang bénh ly li€n quan dén hodc x4y ra do phoi nhiém virut HCV. Vi dy, hoat chit c¢6
thé dugc sir dung dé didu tri c4c tinh trang bénh ly duong tinh v6i khang thé HCV va
duong tinh véi khéang nguyén HCV, viém gan man tinh do virut, bénh ung thu gan do
viém gan C tién trién (vi du, bénh ung thu biéu mb té bao gan), bénh xo gan, bénh viém
gan C cip tinh, bénh viém gan C bao phét, bénh viém gan C kéo dai man tinh, va chting

mét moi do khang HCV.

Céac hoat chét va duge phém 6 thé cling dugc st dung dé diéu tri loat cac kiéu
gen HCV. {t nhét séau kiéu gen HCV riéng biét, mbi kiéu gen nay cé nhiéu kiéu phu, da
duoc nhan dang toan cdu. Cac kiéu gen 1-3 thinh hanh khip thé gidi, va cic kiéu gen 4,
5, va 6 bi giéi han hon v& mit dia 1y. Kiéu gen 4 1a phd bién & Trung Pong va chau Phi.
Kiéu gen 5 cha yéu duge tim thy & Nam Phi. Kiéu gen 6 thinh hanh & Dong Nam A.
Mic du céc kiéu gen phd bién nhat & My 1a Kiéu gen 1, viéc xéc dinh kiéu gen va kiéu
phu ¢6 thé hd tro cach diéu tri va thoi gian didu tri. Vi du, cdc kiéu gen khac nhau dép
g khac nhau véi cac thude khac nhau va thoi gian diéu tri t51 vu thay doi tiry thudc vao
kidu gen bi nhiém. Trong cac kiéu gen, kiéu phy, nhu Kiéu gen la va Kiéu gen 1b, cling
dap tng khac nhau véi viée diéu tri. Su nhiém mot loai kiéu gen khong loai trr sy nhiém
sau d6 boi mot kiéu gen khac.

Nhu dugc mé ta trong Vi du 22, Hop chit 2 ¢6 hoat tinh khang loat HCV céc kiéu
gen, bao gdm c4c kiéu gen 1-5. Theo mot phuong an, Hop chét 2 dugc sir dung dé diéu
tri HCV Kiéu gen 1, HCV Kiéu gen 2, HCV Kiéu gen 3, HCV Kiéu gen 4, HCV Kiéu
gen 5, hodc HCV Kiéu gen 6. Theo mot phuong an, Hop chit 2 dugc st dung dé diéu tri
HCV Kiéu gen 1a. Theo mdt phuong an, Hop chét 2 duoc st dung dé didu tri HCV Kiéu
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gen 1b. Theo mot phuong an, Hop chit 2 duoc st dung dé diéu tri HCV Kiéu gen 2a.
Theo mot phuong an, Hop chit 2 duoc st dung dé diéu tri HCV Kiéu gen 2b. Theo mot
phwong an, Hop chit 2 duge st dung dé didu tri HCV Kiu gen 3a. Theo mdt phuong 4n,
Hop chit 2 dugc st dung dé didu tri HCV Kiéu gen 4a. Theo mot phuong an, Hop chét
2 duge st dung dé diéu tri HCV Kiéu gen 4d.

Theo mdt phuwong an, Hop chit 1 hodc Hop chit 2 dugc st dung dé didu tri HCV
Kiéu gen 5a. Theo mdt phwong an, Hop chit 1 hodc Hop chét 2 duge sir dung dé diéu tri
HCV Kiéu gen 6a. Theo mot phuong én, Hop chit 1 hoic Hop chét 2 duoc st dung dé
diéu tri HCV Kiéu gen 6b, 6¢, 6d, 6¢, 6f, 6g, 6h, 6i, 6], 6k, 61, 6m, 6n, 60, 6p, 69, 6T, 65,
6t, hoic 6u.

Nhu dugc ban luan trong Vi du 25 va duge thé hién trén FIG. 24, nng do cuc tiéu
& trang thai 6n dinh dy doan (Casss) ciia chét chuyén hoa 1-7 sau liéu 450 mg (400 mg
bazo tu do) va lidu 600 mg (550 mg bazo tu do) ctia Hop chit 2 1a nam trong khoang tir
40 ng/mL dén 50 ng/mL. Mtrc Caass ndy vuot qua ECos ctia Hop chat 1 & cac kiéu gen
HCV 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a, va 4d. S4 lidu nay xac nhéan réng Hop chit 2 ¢ hoat tinh toan
kiéu gen hiéu nghiém. Diéu nay gy bt ngd do Hop chét 2 dat dugc ndng do cuc tiéu &
trang thai 4n dinh (Ca4,5) nhd hon so véi néng dd cuc tiéu & trang thai dn dinh (Cpass) cua
chét chuyén héa dang nucleosit sofosbuvir sau khi dinh lidu sofosbuvir twong duong.
Nong dd cuc tidu ¢ trang thai 6n dinh (Caass) cta chat chuyén hoa dang nucleosit
sofosbuvir 1a khoang 100 ng/mL, song mtrc nay chi vugt qua ECos ctia sofosbuvir khang
cac thé phan 1ap 1am sang GT2 (FIG. 24). Hop chét 2 hiéu nghiém hon sofosbuvir khang
GT1, GT2, GT3, va GT4, va do d6 cho phép dang liéu ma phan phdi nong do cuc tiéu
nho hon & trang thai 6n dinh chét chuyén hoa ctia n6 nhung lai c6 hiéu qua khéng tat ca
cac kiéu gen dugc thir nghiém cia HCV. Theo mot phuong 4n, dang liéu cua Hop chit 2
dwoc phan phdi dé dat duoc chét chuyén héa 1-7 ndng do cuc tiéu & trang thai 6n dinh
(Casss) ndm trong khoang tir 15 dén 75 ng/mL. Theo mét phuong 4n, dang lidu ctia Hop
chét 2 duoc phan phdi dé dat dugc chét chuyén hoa 1-7 ndng do cuc tiéu & trang thai on
dinh (Ca4.ss) nim trong khoang tir 20 dén 60 ng/mL, 20 dén 50 ng/mL, hodc 20 dén 40
ng/mL.

Theo mot phuong an, hop chét, ché phim, hoic cic dang lidu ran bao gdm hop

chét nay ¢ thé ciing duge str dung phong bénh dé ngan ngira hodc lam cham sy tién tri€n
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ctia bénh 14m sang & nhitng ngudi duong tinh v6i khang thé HCV hoidc khang nguyén
HCV hoéc nhiing nguoi da boc 16 viém gan C.

Cu thé, da phat hién ra rang Hop chét 2 ¢6 hoat tinh khang HCV va c¢6 céc dic
tinh kiéu dugc chit va duoc Iy wu viét so véi bazo tu do cia nd (Hop chét 1). Ngac nhién
1a, Hop chét 2 ¢6 do sinh kha dung cao hon va dat dugc AUC cao hon Hop chét 1 (Vidu
19) va Hop chat 2 ¢6 tinh chon loc cao hon ddi véi co quan dich, tirc 1a gan, so véi Hop

chat 1 (Vi du 19).

Hop chét 2 cling vu viét so v6i Hop chét 1 vé d6 tan va d6 6n dinh héa hoc. Didu
nay 1a bat ngd do mubi mono-sulfat cia isopropyl((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-
(metylamino)-9H-purin-9-yl)-4-flo-3-hydroxy-4-metyltetrahydrofuran-2-
yl)metoxy)(phenoxy)phosphoryl)-L-alaninat (Hop chit 3) khong 6n dinh va ¢6 dang gdbm
dinh, trong khi Hop chit 2, mudi hemi-sulfat, 1a chét rin mau tring 6n dinh. Mudi
hemisulfat, déu & dang chét rin va & dang lidu rén, rét 6n dinh trong 9 théng va khong

hat am.

CH; O Hd /F e HySO4
Hop chit 3

Mic du ¢6 nhiéu tai liéu chuyén nganh va don sang ché vé nucleotit khang virut,

Hop chét 2 chua duoc boc 16 cu thé.

Hop chét 2 ¢6 hoa lap thé S & nguyén tir phospho ma diéu nay da dugc xéac nhan
bang tinh thé hoc tia X (FIG. 3, Vi du 2). Theo cac phuong an khac, Hop chét 2 co thé
duge st dung & dang céc ddng phan d6i anh R va S & nguyén tir phospho theo ty 1 mong
mudn bit ky, bao gdm 1én dén ddng phan dbi anh tinh khiét. Theo mot sé phwong 4n,
Hop chét 2 dugc st dung & dang ma it nhat 90% khong chira chét ddng phan ddi anh dbi
1ap, va c6 thé 1a it nhat 98%, 99%, hodc tham chi 100% khong chita chit dong phén dbi
anh déi lap. Trr khi c6 quy dinh khac, Hop chét 2 giau ddng phan déi anh 1a it nhat 90%
khong chira chit dong phan dbi anh db6i 1ap. Ngoai ra, theo phuong én khac, axit amin
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ctia phosphoramidat ¢ thé & cAu hinh D hoic L, hodc hdn hop ciia né, bao gdm hdn hop

raxemic.

Trir khi c6 quy dinh khéc, cac hop chit duoc mb ta trong ban mo ta nay dugc dé
xut & cAu hinh p-D. Theo phuwong an khac, cac hop chit c6 thé duge dé xuat & ciu hinh
B-L. Twong tw, nhom thé bit ki co tinh bt dbi co thé duge dé xuat & dang raxemic, dong
phan dbi anh, ddng phan khong ddi quang, hodc hdn hop bat ky cta ching. Khi
phosphoramidat ¢6 tinh bét d6i, n6 ¢6 thé duge dé xuit dudi dang dan xuét phospho bét
d6i R hoic S hodc hdn hop ciia n, bao gdm hdn hop raxemic. Tt ca cac hdn hop cau
hinh khong gian nay la cac phuong dn khac cta sang ché dugc mo ta trong ban mo ta
nay. Theo phuong 4n khac, it nhat mot trong s6 cac hydro ctia Hop chét 2 (nucleotit hogc

mudi hemi-sulfat) c6 thé dugc thay bang doteri.

Céc cAu hinh khac nay bao gdm, nhung khong gi6i han 6,
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CH; O </ /k

NH,
N \o CH3
CH3 @ HO  F o 0.5H,SO,

I O N" "N” °NH
H3C._O Ps 2
R e cy

Ho M

CH; O @ HO  F e 0.5H,SO,

I. Mubi hemi-sulfat ctia isopropyl((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-(metylamino)-9 H-
purin-9-yl)-4-flo-3-hydroxy-4-metyltetrahydrofuran-2-
yl)metoxy)(phenoxy)phosphoryl)-L-alaninat (Hop chit 2)

Hoat chét theo sang ché 1a Hop chit 2, c6 thé duge dé& xuat dusi dang hop phan
dugce dung hodc dang lidu ran ciia n6. Theo mot phuong an, Hop chét 2 14 chét rin vo
dinh hinh. Theo phuong 4n khac nita, Hop chét 2 14 cht rin két tinh (dang tinh thé).
Tong hop hop chét 2

Sang ché con bao gdbm quy trinh, dugc minh hoa khong gi6i han, diéu ché Hop
chét 2 bao gdm cac budc:

(1) hoa tan Hop chét 1 trong dung moi hitu co, vi du, axeton, etyl axetat,

metanol, axetonitril, hodc ete, hodc dang turong tu, trong binh tam gidc hodc

vat chira;
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(i)  nap dung mdi hitu co thr hai vao binh tam gidc hodc vét chira thi hai, ¢o
thé gidng hoic khac véi dung moi hitu co trong bude (i), tuy y lam lanh
dung méi tht hai xubng dén 0-10 do C, va bd sung bing cach nhé giot
H>SO4 vao dung mdi hitu co th hai tao ra hdn hop H2SO4/dung moi hitu

co; va trong do dung mdi vi du c6 the 1a metanol;

(iii)  bd sung bang cach nhé giot hdn hop HySO4/dung mdi & ty 1& mol 0,5/1,0
tir bude (i) vao dung dich chira Hop chit 1 ctia bude (i) & nhiét do moi

trudong hodc ting hodc gidm doi chut (vi du 23-35 46 C);

(iv)  khudy hdn hop phéan Gng cta bude (iii) cho dén khi két tia ctia Hop chét 2

duogc tao ra, vi du, & nhiét do moi truong hodc tang hodc giam doi chut;
(v)  tiyy loc két tua thu duoc tir bude (iv) va rira bang dung moéi hiru co; va

(vi) tuy vy sdy kho Hop chat 2 thu duoc trong chan khong, tiy y & nhiét do gia
tang, vi du, 55, 56, 57, 58, 59, hodc 60 °C.

Theo mét sb phuong an, budc (i) trén ddy duge thuc hién trong axeton. Ngoai ra,
dung méi hiru co thir hai trong bude (ii) ¢ thé 12 vi du metanol va hon hop dung moi

hitu co trong budce (v) 1a metanol/axeton.

Theo mot phuong an, Hop chat 1 duge hoa tan trong etyl axetat trong bude (i).
Theo mét phuong 4n, Hop chit 1 dugc hoa tan trong tetrahydrofuran trong bude (i). Theo
mot phwong 4n, Hop chét 1 dugc hoa tan trong axetonitril trong budce (i). Theo phuong

an khac, Hop chat 1 duoc hoa tan trong dimetylformamit trong buéce ().

Theo mdt phuong an, dung moi hitu co thir hai trong budec (ii) 1a etanol. Theo mot
phuong an, dung moi hitu co thtr hai trong budc (ii) la isopropanol. Theo mot phuong

an, dung moi hitu co thi hai trong bude (ii) 1a n-butanol.

Theo mot phuong an, hén hop dung méi duge st dung dé rira trong budce (v), vi
du, etanol/axeton. Theo mdt phwong 4n, hdn hgp dung modi ra trong bude (v) la
isopropanol/axeton. Theo mét phuong 4n, hdn hop dung mdi rira trong bude (v) la n-
butanol/axeton. Theo mdt phuong an, hon hop dung méi rira trong budce (v) 1a etanol/etyl
axetat. Theo mot phuong 4n, hon hgp dung mdi rira trong bude (v) 1a isopropanol/etyl
axetat. Theo mot phuong 4n, hon hgp dung mdi rira trong bude (v) la n-butanol/etyl

axetat. Theo mét phuong 4n, hdn hop dung mdi rira trong budc (v) la etanol/
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tetrahydrofuran. Theo mot phuwong 4an, hdn hop dung mdi rira trong budc (v) la
isopropanol/ tetrahydrofuran. Theo mot phuwong 4n, hon hop dung moi rira trong budc
(v) 1a n-butanol/ tetrahydrofuran. Theo mdt phwong 4n, hon hop dung mdi rira trong bude
(v) 1a etanol/ axetonitril. Theo mdt phuwong 4n, hdn hgp dung moi rira trong buée (v) 1a
isopropanol/ axetonitril. Theo mdt phuwong 4n, hdn hgp dung mai rita trong bude (v) 1a
n-butanol/ axetonitril. Theo mot phuong 4n, hdn hgp dung moi ria trong bude (v) 1a
etanol/ dimetylformamit. Theo mot phuong 4n, hdn hgp dung mai rira trong budce (v) 1a
isopropanol/ dimetylformamit. Theo mot phuong dn, hon hop dung mai rita trong budc

(v) 1a n-butanol/ dimetylformamit.

II. Chuyén hoa Isopropyl((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-(metylamino)-9 H-purin-9-
yl1)-4-flo-3-hydroxy-4-metyltetrahydrofuran-2-yl)metoxy)(phenoxy)phosphoryl)-L-
alaninat (Hop chét 2)

Chuyén hoa Hop chit 1 va Hop chét 2 bao gom tao ra 5’-monophosphat va tiép
theo ddng héa bazo Né-metyl-2,6-diaminopurin (1-3) tao ra ((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-
6-0x0-1,6-dihydro-9H-purin-9-yl)-4-flo-3-hydroxy-4-metyltetrahydrofuran-2-yl)metyl
dihydro phosphat (1-4) dudi dang 5’-monophosphat. Tiép theo, monophosphat dugc
ddng hoa tiép thanh loai triphosphat hoat tinh: 5°-triphosphat (1-6). 5’-triphosphat ¢6 thé
dugc chuyén hoa tiép tao ra 2-amino-9-((2R,3R,4R,5R)-3-flo-4-hydroxy-5-
(hydroxymetyl)-3-metyltetrahydrofuran-2-yl)-1,9-dihydro-6H-purin-6-on  (1-7). Theo
cach khac, 5’-monophosphat 1-2 ¢6 thé dugc chuyén hoa tao ra bazo purin 1-8. Con
duong chuyén hoa ddi véi isopropyl((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5-(2-amino-6-(metylamino)-
9 H-purin-9-y1)-4-flo-3-hydroxy-4-metyltetrahydrofuran-2-
yl)metoxy)(phenoxy)phosphoryl)-L-alaninat dwgc minh hoa trong So dd 1 (dugc thé hién
trén day).

I1I. Mubi bd sung ctia Hop chat 1

Theo cac phuong 4n khac, sang ché dé xuit Hop chit 1 dudi dang mudi oxalat

(Hop chét 4) hoac mubi HCI (Hop chit 5).
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C4 hai mudi oxalat 1:1 va mudi HCI 1:1 déu tao ra cac chét rin co cac dic tinh
hop 1y cho céc dang lidu rin dé didu tri vat chii nhu nguoi bi viém gan C. Tuy nhién,
mudi oxalat c6 thé it duoc yéu cau, va co 18 1a khong thich hop, néu bénh nhan dé bi soi
than. Mudi HCI ¢6 tinh hait 4m cao hon so v§i mudi hemisulfat. Do d6, mudi hemisulfat

van 1a dang mudi can c6 nhét ctia Hop chit 1 v6i cac dic tinh bat ngo.
IV.  Céc dinh nghia

Thuéat ngtt "cdu hinh D" nhu duoc sir dung theo ngit canh clia sdng ché chi ciu
hinh nguyén tic md phong ciu hinh ty nhién clia cic gde dudng trai véi cac nucleosit
khong c6 trong tu nhién hodc ciu hinh "L". Thuat ngit "B" hozc "B anome" dugc ding dé
chi céc chét twong tu nucleosit trong dé bazo nucleosit dugc cAu hinh (duoc sap xép) bén

trén mit phing cua gbe furanoza trong chét tvong tw nucleosit.

Céac thuat ngir "dung két hop" va "viéc dung két hop" hodc lidu phéap két hop duge
dung dé md ta viéc dung Hop chét 2 theo sang ché két hop voi it nhat mot hoat chit khac,
vi du, néu thich hop, it nhat mot chat khang HCV bd sung. Viéc dinh thoi cho viée dung
két hop tt nhit 1a duoc x4c dinh boi chuyén gia y té didu tri bénh nhan. Déi khi tdt hon
néu cac chit duogc dung déng thoi. Theo cach khac, cac dugc chit duoc chon cho liéu
phép két hop c6 thé duge dung & cac thoi didm khac nhau cho bénh nhan. T4t nhién, khi
xuét hién nhiéu hon mot bénh nhiém virut hodc bénh nhiém trung khic hodc tinh trang
bénh 1y khéc, cac hop chat c6 mit ¢6 thé duge két hop véi cac chit khéc dé diéu tri bénh
nhiém tring khac hodc tinh trang bénh Iy khéc nay néu can.

Thuat ngtt "vat chu", nhu duge st dung trong ban mo ta nay, chi sinh vat don bao
hodc da bao trong dé virut HCV c6 thé sao chép, bao gdm cac dong té bao va cac dong
vat, va thuong 1a ngudi. Cu thé, thuat ngi vat chu chi té bao bi nhiém, té bao dugc chuyén

nhiém béng toan bd hodc mot phén hé gen cia HCV, va dong vat, cu thé 1a dong vat linh
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truéng (bao gdm héc tinh tinh) va ngudi. Trong hiu hét cac Uung dung trén dong vat theo
sang ché, vat chu 1a ngudi bénh. Tuy nhién, cdc img dung trong thi y, trong mot sé chi
dinh, dugc sang ché chi rd (nhu hic tinh tinh). Vi du, vét chi c6 thé 1a bo, ngua, chim,

cho, méo, v.v..
Thay thé bang ddng vi

Sang ché bao gom cac hop chat va tng dung ctia Hop chét 2 ¢6 céc thay thé nguyén
tor déng vi mong mubn véi lugng 16n hon lugng du thra tu nhién ctua d@)ng vi, tc 1a,
dugc lam giau. Cac dong vi 1a cac nguyén tir ¢6 cung sd lugng nguyén tir nhung khac
nhau vé s6 khéi, tire 13, cing sé lwong proton nhung khic nhau vé sb lugng notron. Vi
du va khong gidi han, céc ddng vi cua hydro, vi dy, doteri (H) va triti CH), c6 thé duoc
st dung & vi tri bt ky trong céc ciu triac duge mé ta. Theo cach khac hodc ngoai ra, céc
ddng vi ctia cacbon, vi du, BC va C, c6 thé duoc st dung. Su thé dong vi dugc wu tién
1a doteri cho hydro & mdt hoac nhiéu vi trf trén phén tu dé cai thién hiéu ning cta duoc
chét. Doteri c6 thé dugc lién két & vi tri pha v& lién két trong khi chuyén hoa (tac dung
ddng vi dong hoc cua a-doteri) hodc canh hodc gin vi tri pha v lién két (tac dung dong
vi dong hoc cua B-doteri). Achillion Pharmaceuticals, Inc. (WO/2014/169278 va
WO/2014/169280) mo ta viéc doteri hoa cac nucleotit dé cai thién duoc dong hoc hodc

dugce lyc hoc cda ching, bao gom & vi tri 5 cia phan tu.

Viéc thé béng cac déng vi nhu doteri ¢6 thé tao ra mot sb loi ich diéu tri nho 4o
6n dinh chuyén héa cao hon, nhu, vi du, thoi gian ban hiy in vivo tdng hodc yéu cau liéu
luong giam. Viéc thé doteri cho hydro & vi tri phd v lién két trong khi chuyén héa c6
thé lam gidm ty 1€ hodc loai bod chuyén héa & lien két d6. O vi tri bat ky cua hop chit ma
mdt nguyén tir hydro c6 thé ¢6 mit, nguyén tir hydro nay c6 thé 1a ddng vi bat ky cia
hydro, bao gdm proti (‘H), doteri (*H) va triti (*H). Do d6, tham chiéu dén hop chét bao

ham tét ca cac dang dong vi c6 thé c6 trir khi ¢6 quy dinh khéc.

Thuét ngit chit tuong ty "duge danh du bang dong vi" chi " chét tuong tu doteri
hoa", " cht twong tr duge danh ddu bang *C" hodc "chat twong ty duge doteri hoa/duge
dénh d4u bang 3C". Thuat ngit "chét trong ty dugc doteri hoa" c6 nghia 1a hop chit dugce
mo tA trong ban md t& nay, nhd d6 mot dong vi cua H, tic 13, hydro/proti (‘H), duge thé
bang dong vi cua H, tirc 13, doteri (2H). Thé doteri c¢6 thé 1a mot phan hodc hoan toan.
Thé doteri mot phén c6 nghiala it nhat mot hydro duogc thé béng it nhat mot doteri. Theo
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mdt sd phurong 4n, ddng vi dwoc lam giau 90, 95 hodc 99% hodc nhidu hon trong mot
déng vi & vi trf nghién cu. Theo mot sd phuong an, doteri dugc lam giau 90, 95 hoac
99% & vi tri mong mudn. Trir khi ¢6 quy dinh khéc, doteri hoa 12 it nhat 80% & vi tri da
chon. Viéc doteri hoa nucleosit ¢6 thé xay ra & hydro thay thé dugc bat ky ma tao ra két

qua mong mudn.
V. Phuong phap diéu tri hoic phong ngira

Diéu tri, nhu dugc str dung trong ban mé ta nay, chi viéc dung Hop chét 2 cho vt

chit, vi du, nguoi bi hodic ¢ thé s& bi nhiém virut HCV.

Thuat nglt “phong nglra” hodc ngan ngura, khi dugce st dung, chi viéc dung Hop
chit 2 dé ngan ngtra hodc lam gidm kha nang xuét hién rdi loan do virut. Sang ché bao
gdm ca hai liéu phap diéu tri va phong ngira hodc ngan ngira. Theo mét phuong an, Hop
chét 2 dugc ding cho vat chii da phoi nhidm va do d6 c¢6 nguy co bi bénh nhiém virut

viém gan C.

Sang ché dé cap dén phuong phap diéu tri hodc phong ngira virut viém gan C, bao
gdm cac dang khang thudc va khang da thubc ctia HCV va cac tinh trang bénh lién quan,
cac tinh trang bénh ly, hodc céac bién chig cua bénh nhiém HCV, bao gém bénh xo0 gan
va céac tinh trang ngd doc gan lién quan, cling nhu cic tinh trang bénh ly khic do bénh
nhiém HCV, nhu suy nhuoc, chan an, sat can, to nguc (nhét la & nam gidi), phat ban
(nhit 12 & long ban tay), kho dong méau, mach mau kiéu mang nhén trén da, 1a 1an, hon
mé (bénh ndo), tu dich trong 6 bung (cd truéng), gidn tinh mach thuc quan, tdng ap luc
tinh mach ctra, suy thén, to lach, gidm té bao mau, thiéu mau, giam tiéu cu, vang da, va
bénh ung thu té bao gan, v.v.. Phuong phép nay bao gbm cho vét chi ¢6 nhu cau nay,
thuong 1a ngudi, dung lugng hiru hiéu ctia Hop chét 2 nhu duge md ta trong ban md ta
nay, tuy y két hop voi it nhat mot hoat chit sinh hoc bd sung, vi du, chit khang HCV bo
sung, két hop tiép v6i chét mang dugc dung, chét phu gia va/hodc ta dugc.

Theo khia canh khac nita, séng ché mé ta phuong phip ngin ngita hodc phong
ngira bénh nhiém HCV hoic tinh trang bénh hodc tinh trang bénh lién quan hogc tinh
trang bénh th cép, tinh trang hodc bién chting cua bénh nhiém HCV, bao g6m bénh xo
gan va cac tinh trang ngd ddc gan lién quan, suy nhugc, chan éan, sit cén, to nguc (nhét
la & nam gi6i), phét ban (nhét 1a & 10ng ban tay), kh6 dong mau, mach méau kiéu mang

nhén trén da, 16 14n, hon mé (bénh n#o), tu dich trong 6 bung (cé trudng), gidn tinh mach
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thuc quan, tang &p luc tinh mach cira, suy thén, to lach, giam té bao méu, thiéu mau, giam
tiéu cau, vang da, va bénh ung thu (gan) té bao gan, v.v., phuong phap nay bao gdm cho
bénh nhin c6 nguy co dung lwgng hitu hiéu ctia Hop chit 2 nhu dugc md ta trén day két
hop véi chit mang duge dung, chét phu gia, hodc ta duoc, tiy ¥ két hop vé6i tac nhan
khang HCV bd sung. Theo phuong 4n khac, cac hoat chit theo sang ché c6 thé duoc ding

cho bénh nhan sau khi cay ghép gan lién quan dén viém gan dé bdo vé co quan méi nay.

Theo phuong 4an khéc, Hop chit 2 duge d& xudt dudi dang mudi hemisulfat cua
phosphoramidat ctia Hop chit 1 khong phai phosphoramidat cu thé dwgc mo ta trong
phan minh hoa hop chat. Nhiéu phosphoramidat dwgc chuyén gia trong linh vuc nay biét
r3 bao gbm céc este va phospho-este, dang két hop bat ky ciia chiing ¢6 thé duge str dung
dé tao ra hoat chit nhu duge md ta trong ban mé ta nay ¢ dang mudi hemisulfat.

VI.  Céc duoc phdm va cac dang lidu

Theo mdt khia canh cia sang ché, dugc phdm theo séang ché bao gbm lugng c6 tac
dung khang virut HCV cta Hop chét 2 nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay, tiy y két
hop v6i chit mang duge dung, chit phu gia, hodc ta duge, con tiy ¥ két hop vai hodc xen
k& it nhat mot hoat chit khac. Theo mdt phuong an, sang ché bao gdm dang lidu rén cua
Hop chét 2 trong chit mang dugc dung.

Theo mot khia canh cua sang ché, duge phim theo sang ché bao gdm luong cé tac
dung khang HCV ctia Hop chét 2 duoc md ta trong ban mo ta nay, tiy ¥ két hop vai chit
mang dugc dung, chét phu gia, hodc ta dugc, con tuy y két hop voi it nhat mot chét khang
virut khéac, nhu chit khang HCV.

Sang ché bao gdm dugc phidm bao gbm luwgng hitu hidu dé diéu tri bénh nhiém
virut viém gan C ctia Hop chét 2 theo sang ché hoic tién duogc chat, trong chit mang
duge dung hodc ta duge. Theo phuong 4n khéc, sang ché bao gdm duge pham bao gom
lwong hitu hiéu dé ngan ngira bénh nhiém virut viém gan C ctiia Hop chét 2 theo sang ché
hodc tién duoc chit, trong chit mang dugc dung hoic ta duge.

Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay s& nhén thay rang luong co hiéu
qua diéu tri s& thay doi theo bénh nhiém hoic tinh trang bénh ly duogc diéu tri, mtc do
nghiém trong cda no, ché @6 diéu tri duoc st dung, duge dong hoc cia chét duoc st
dung, ciing nhu bénh nhan hodc dbi tuong (dong vat hodc nguoi) dugc diéu tri, va luong

diéu tri nhu vay c6 thé duoc xdc dinh bdi béac s tryc hodc chuyén vién.
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Hop chit 2 theo sang ché c6 thé duoc pha ché két hop voi chat mang duge dung.
N6i chung, tét hon néu dung dwoc phim & dang c¢6 thé dung qua dudong miéng, cu thé,
dang lidu rin nhu vién tron hodc vién nén. Mot sé ché phdm c6 thé duge ding ngoai
dudng tiéu hoa, trong tinh mach, trong co, khu trd, qua da, qua duong mé, dudi da, thude
dan, hoic dudng khéc, bao gdm xit vao mili. Cac ché phidm ding qua dudng trong tinh
mach va trong co thuong duge ding trong nude mudi vo trang. Nguoi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc nay ¢6 thé cai bién cac ché phdm nay lam cho chung dé tan hon trong
nudc hodc trong chit dan khac, vi du, viée nay co thé dé dang thyc hién dugc béng cac
cai bién nho (pha ché vai mudi, este hoa, v.v.) ma ngudi cé hidu biét trung binh trong
linh vuc nay biét r5. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy ciing c6 thé cai
bién duong ding va ché do liéu cia Hop chit 2 nhiam kiém soat dugc dong hoc cia hop
chét theo sang ché dé dat duoc tac dung c6 loi tdi da & bénh nhan, nhu dugc md ta chi
tiét trong ban mo ta nay.

Trong mdt sé dang liéu, dang tién dugc chit cua cac hop chét, nhat 12 bao gdm
cdc dan xuét axyl hoa (axetyl hoa hoidc dang khéc), va ete (alkyl va dang lién quan),
phosphat este, thiophosphoramidat, phosphoramidat, va cac dang mudi khac nhau cta
hop chét theo sang ché, c6 thé duge st dung dé dat duge tac dung mong mudn. Nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh virc nay s& biét cach dé dang cai bién cac hop chat hién tai
thanh cac dang tién duoc chéat dé tao diéu kién thuan loi cho viéc phan phéi cac hoat chét
dén vi tri dich bén trong sinh vat chi hodc bénh nhan. Nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay ciing s& tan dung cac thong sé duoce dong hoc hop 1y cua céc dang tién dugc
chét, néu can, trong viéc phan phéi cac hop chét hién tai dén vi tri dich bén trong sinh vét

chu hodc bénh nhan dé t8i da hoa tac dung du tinh ctia hop chét.

Luong Hop chét 2 chua trong dugc phém theo séng ché 1a lugng hitu hiéu dé dat
dugc két qua mong mudn theo sang ché, vi du, dé diéu tri bénh nhiém HCV, lam giam
kha nang nhiém HCV hoic trc ché, 1am giam, va/hoac loai bd HCV hodc céc tac dung
thir cép cua nd, bao gém cé4c tinh trang bénh, céc tinh trang bénh ly, va/hodc cac bién
chimg xay ra do HCV. No6i chung, lugng c6 hi€u qua didu tri ciia hop chét theo sang ché
trong duoc pham dang lidu c6 thé nam trong khoang tir khoang 0,001 mg/kg dén khoang
100 mg/kg mdi ngay hodc nhidu hon, thuong 1a nho hon khong dang ké so voi khoang
0,1 mg/kg dén 16n hon khdéng 25 mg/kg mdi ngay theo thé trong ctia bénh nhan hodc
nhiéu hon dang ké, tuy thudc vao hop chit duoc st dung, tinh trang bénh ly hodc bénh
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nhiém tring duoc didu tri va duong dung. Hop chit 2 thuong dugce dung véi lugng nam
trong khoang tir khoang 0,1 mg/kg dén khoang 15 mg/kg mdi ngay theo thé trong cua
bénh nhéan, tuy thudc vao dugc dong hoc cta chit & bénh nhan. Gidi han lidu luong nay
thuong tao ra néng dd hoat chét trong mau hitu hiéu ma co thé nam trong khoang tur 0,001

dén 100, tir 0,05 dén 100 microgam/cc mau ¢ bénh nhan.

Thong thuong, dé diéu tri, ngan ngua hodc tri hoan sy khéi phét cda céc bénh
nhiém trung nay va/hoic dé lam giam kha niang nhiém HCV, hoic tinh trang bénh tha
cap, tinh trang hoic bién ching ctia HCV, Hop chit 2 s& duoc ding & dang liéu ran véi
lwong nam trong khoang tir khoang 250 microgam lén dén khoang 800 miligam hozc hon
it nhat mot 1n/ngay, vi du, it nhat khoang 5, 10, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, hodc 800 miligam hodc nhiéu hon, mot 1an,
hai 14n, ba 1an, hoic 1én déﬁ bbn 14n/ngay theo hudng dan cta nha cung cip y té. Hop
chét 2 thuong duoc dung qua dudng miéng, nhung ¢ thé duge dung ngoai dudng tidu
hoéa, khu tr(, hodc ¢ dang thube dan, cling nhu qua duong trong mili, dudi dang thude xit
mili hodc theo dudng khac nhu dugc md ta trong ban mo ta nay. Thuong xuyén 1a, Hop
chit 2 c6 thé dugc ding & dang vién nén, vién nang, thudc tiém, ché phdm dung qua
dudng trong tinh mach, huyén phu, chét long, nhii tvong, thé céy, hat, dang cau, kem,
thubc ma, thude dan, dang x0ng dugc, dang qua da, qua duong ma, dudi ludi, khu tru,

gel, mang nhay, va dang tuong tu.

Khi dang liéu trong ban m6 ta nay 1a lidu miligam trong luong, né chi lugng Hop

chét 2 (ttrc 13, trong luong cia mudi hemi-sulfat) trir khi c6 quy dinh khac.

Theo mét s6 phuong 4n, duoc pham ¢ dang liéu ma chura tir khoang 1 mg dén
khodng 2000 mg, tir khoang 10 mg dén khoang 1000 mg, tir khoang 100 mg dén khoang
800 mg, tir khoang 200 mg dén khoang 600 mg, tir khoang 300 mg dén khoang 500 mg,
hoic tir khoang 400 mg dén khoang 450 mg ctia Hop chit 2 & dang lidu don vi. Theo mot
sb phuong 4n, dugc phém o dang lidu, vi du & dang lidu rdn, ma chtra 1én dén khoang 10,
khoang 50, khoang 100, khoang 125, khoang 150, khoang 175, khoang 200, khoang 225,
khoang 250, khoang 275, khoang 300, khoang 325, khodng 350, khoang 375, khoang
400, khoang 425, khoang 450, khoang 475, khoang 500, khoang 525, khoang 550,
khoang 575, khoang 600, khoang 625, khoang 650, khoang 675, khoang 700, khoang
725, khoang 750, khoang 775, khoang 800, khoang 825, khoang 850, khoang 875,
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khoang 900, khoang 925, khoang 950, khoang 975, hodc khoang 1000 mg hodc more cua
Hop chit 2 ¢ dang lidu don vi. Theo mot phuong an, Hop chit 2 dugce ding ¢ dang liéu
ma phan phéi it nhit khoang 300 mg. Theo mét phuong an, Hop chit 2 duoc dung & dang
liéu ma phan phdi it nhit khoang 400 mg. Theo mot phwong an, Hop chét 2 dugc dung &
dang liéu ma phan phdi it nhit khoang 500 mg. Theo mét phuong an, Hop chit 2 duoc
dung & dang lidu ma phan phdi it nht khoang 600 mg. Theo mot phuong an, Hop chét 2
dwoc dung & dang lidu ma phén phbi it nhat khoang 700 mg. Theo mdt phuong 4an, Hop
chat 2 dugc dung & dang 1iéu ma phan phdi it nhit khoang 800 mg. Theo mdt s phuong
an, Hop chét 2 dugc dung it nhat mot 1an/ngay trong thoi gian 1én dén 12 tuan. Theo mot
s6 phuong an, Hop chét 2 duge ding it nhit mot 1an/ngay trong thoi gian 1én dén 10 tuan.
Theo mét s6 phuong an, Hop chét 2 duge dung it nhat mot 1in/ngay trong thoi gian 1én
dén 8 tudn. Theo mot s& phuong an, Hop chit 2 dugc ding it nhat mot lan/ngay trong
thoi gian 1én dén 6 tuan. Theo mdt sb phuong an, Hop chit 2 duoc dung it nhit mot
lAn/ngay trong thoi gian 1én dén 4 tudn. Theo mot s& phuong an, Hop chat 2 duoc ding
it nhat mot 1dn/ngay trong thoi gian it nhit 4 tudn. Theo mot s phwong an, Hop chat 2
duoc dung it nhit mét 1An/ngay trong thoi gian it nhit 6 tudn. Theo mot s6 phuong an,
Hop chit 2 duge ding it nhat mot lan/ngay trong thoi gian it nhit 8 tudn. Theo mot s6
phuong 4n, Hop chat 2 duoc ding it nhat mot 1dn/ngay trong thoi gian it nhét 10 tuin.
Theo mét sb phuong an, Hop chét 2 dugc dung it nhét mot lan/ngay trong thoi gian it
nhét 12 tudn. Theo mot s6 phuong 4n, Hop chit 2 duoc dung it nhét cach nhat trong thoi
gian lén dén 12 tudn, 1én dén 10 tuan, 1én dén 8 tudn, 1én dén 6 tudn, hodc 1én dén 4 tuén.
Theo mot sb phuong an, Hop chét 2 duge ding it nhat cach nhat trong thoi gian it nhat 4
tudn, it nhat 6 tuan, it nhat 8 tuln, it nhét 10 tudn, hodc it nhét 12 tuan. Theo mot phuong
an, it nhat khoang 600 mg ctia Hop chét 2 duoc ding it nhat mot lan/ngay trong thoi gian
1én dén 6 tudn. Theo mot phwong 4n, it nhét khoang 500 mg cia Hop chét 2 dugc ding
it nhat mot 1n/ngdy trong thoi gian 1én dén 6 tuan. Theo mot phwong 4n, it nhat khoang
400 mg ctia Hop chét 2 duoc dung it nhat mot 1an/ngdy trong thoi gian 1én dén 6 tuan.
Theo mdt phuong 4n, it nhat 300 mg ctia Hop chét 2 duoc dung it nhat mot lan/ngay
trong thoi gian 1én dén 6 tuan. Theo mot phuong 4n, it nhat 200 mg cta Hop chit 2 duge
dung it nh4t mét lan/ngay trong thoi gian 1én dén 6 tudn. Theo mdt phuong 4n, it nhat

100 mg ctia Hop chat 2 duge dung it nhét mot 1an/ngdy trong thoi gian 1én dén 6 tuan.
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Chét chuyén hoa 1-6 13 triphosphat hoat tinh cua Hop chit 2, nhung chit chuyén
héa 1-6 khong thé do duge trong huyét twong. Pai dién cho chét chuyén héa 1-6 1a chét
chuyén héa 1-7. Chéit chuyén hoa 1-7 1a chét chuyén hoa dang nucleosit ¢6 thé do duoc
trong huyét tuong va do d6 1a chi thi ndng d6 ndi bao cta chit chuyén hoa 1-6. Dé c6
hoat tinh khang virut HCV cuc dai, dang liéu cua Hop chit 2 phai dat duoc nE“)ng do cuc
tiéu & trang thai 6n dinh (Caass) ctia chit chuyén hoa 1-7 vuot qua gi tri ECos ctia Hop
chét 2. Nhu duge thé hién trén FIG. 24, ECos ctia Hop chét 1 khang cac thé phan Iap 1am
sang cia GT1, GT2, GT3, va GT4 1a nhd hon 25 ng/mL (cac gié tri ECos ctia Hop chét 1
va ECos ctia Hop chit 2 ECos 14 nhu nhau). Theo mot phuwong an, dang liéu ctia Hop chat
2 dugc phan phéi dé dat duoc nﬁ”)ng do cuc tiéu & trang thai 6n dinh (Caass) clia chét
chuyén hoa 1-7 nam trong khoang tir 15 dén 75 ng/mL. Theo mot phuong an, dang licu
cua Hop chét 2 duoc phan phdi dé dat duoc ndng do cuc tiéu & trang thai on dinh (Caass)
ctia chit chuyén héa 1-7 nim trong khoang tir 20 dén 60 ng/mL. Theo mot phuong én,
dang lidu ciia Hop chit 2 duoc phan phéi dé dat dugce ndng do cuc tiéu ¢ trang thai 6n
dinh (Casss) cua chit chuyén héa 1-7 nim trong khoang tir 30 dén 60 ng/mL. Theo mot
phuong an, dang liéu ctua Hop chit 2 dugc phan phdi dé dat duge ndng dd cuc tidu &
trang thai dn dinh (Ca4,s) clia chat chuyén héa 1-7 nam trong khoang tir 20 dén 50 ng/mL.
Theo mdt phuong 4n, dang lidu cia Hop chat 2 dugc phan phbi dé dat duoc ndng do cuc
tidu & trang thai 6n dinh (Caass) clia chét chuyén hoa 1-7 nam trong khoang tir 30 dén 50
ng/mL. Theo mot phuwong an, dang lidu cua Hop chit 2 dugc phan phéi dé dat duoc néng
d6 cuc tidu ¢ trang thai 6n dinh (Casss) cia chit chuyén héa 1-7 nam trong khodng tir 20
dén 45 ng/mL. Theo modt phuong 4n, dang liéu ctia Hop chat 2 duoc phan phdi dé dat
duoc ndng d6 cuc tiéu & trang thai 6n dinh (Caass) clia chét chuyén hoa 1-7 nam trong
khoang tir 20 dén 30 ng/mL. Theo mot phuong 4n, dang lidu ctia Hop chét 2 dugc phan
phéi dé dat dwoc ndng do cuc tiéu & trang thai dn dinh (Casss) clia chat chuyén hoa 1-7
nim trong khoang tir 20 dén 35 ng/mL. Theo mdt phuong én, dang lidu ctia Hop chét 2
duge phan phdi dé dat duoc ndng do cyc tidu & trang thai 6n dinh (Ca4.ss) clia chét chuyén
héa 1-7 ndm trong khoang tir 20 dén 25 ng/mL. Dang liéu gn ding 1a + 10% nong do

cuc ti€u & trang thai on dinh.

Theo mdt phuong an, Hop chét 2 duoc dinh liéu & lugng ma dat AUC (area under
the curve: vung dudi dudong cong) cua chét chuyén hoa 1-7 nam trong khoang tir 1.200

dén 3.000 ng/mL. Theo mdt phuong an, Hop chét 2 duogc dinh lidu & lugng ma dat AUC
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ctia chit chuyén héa 1-7 ndm trong khoang tir 1.500 dén 3.000 ng/mL. Theo mot phuong
an, Hop chét 2 duoc dinh liéu & luong ma dat AUC cta chét chuyén héa 1-7 ndm trong
khoang tur 1.800 dén 3.000 ng/mL. Theo mot phwong an, Hop chét 2 duogc dinh liéu &
lugng ma dat AUC ciia chit chuyén héa 1-7 nam trong khoang tir 2.100 dén 3.000 ng/mL.
Theo phwong 4n wu tién, Hop chat 2 duoc dinh liéu & lugng ma dat dugc AUC cuia chit

chuyén hoa 1-7 khoang 2.200 ng*h/mL. Dang liéu gin dtng 12 + 10% AUC.

Trong trudng hop ding ddng thoi Hop chét 2 két hop voi hop chét khang HCV
khac nhu duge md ta trong ban md ta nay, luong Hop chét 2 theo sang ché duge ding
nam trong khoang tir khoang 0,01 mg/kg theo thé trong ctia bénh nhan dén khoang 800
mg/kg hodc hon theo thé trong ctiia bénh nhan hodc nhiéu hon dang ké, tuy thudc vao chét
tha hai duoc dung két hop va hiéu qua khang virut ctia no, tinh trang ctia bénh nhan va
mirc d6 nghiém trong cia bénh hodc bénh nhiém duge didu tri va dudng dung. Chét
khang HCV khac co thé, vi du, duoc dung véi luong nam trong khoang tir 0,01 mg/kg
dén 800 mg/kg. Cac vi du vé lidu luong ctia hoat chit thir hai 1a lwong nam trong khoang
tr 250 microgam 1én dén 750 mg hodc hon, it nhét mot lﬁn/ngéy, vi du, it nhat khoang 5,
10, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, hodc 800
miligam hodc nhiéu hon, 1én dén bén 1an/ngay. Theo mot s phuong 4n wu tién, Hop chét
2 ¢6 thé thudng duoc dung véi lwong ndm trong khoang tir 0,5 mg/kg dén 50 mg/kg hoic
nhiéu hon (thuong 1én dén khoang 100 mg/kg), néi chung tly thudc vao dugc dong hoc
cta hai chét nay & bénh nhan. Gi6i han liéu lugng nay thuong tao ra ndng do hoat chit

trong mau hitu hi€u ¢ bénh nhan.

Nham muc dich clia sang ché, lvong c6 tic dung phong bénh hodc ngén ngira cua
cac ché pham theo sang ché nam trong cing gidi han ndong do nhu néu trén day doi voi

luong c¢6 hidu qua diéu tri va thuong 13 gidng nhu luong ¢ hidu qua diéu tri.

Viéc dung Hop chét 2 ¢6 thé 1a dung lién tuc (tii truyén tinh mach) dén vai lan
dung qua duong miéng hodc trong mili/ngay (vi du, Q.I.D.) hodc dung qua da va c6 thé
bao gdm dung qua dudng miéng, khu trd, ngoai duong ti€u hda, trong co, trong tinh
mach, dudi da, qua da (c6 thé bao gém chét tdng cuong tinh thém), qua dudng ma, va
thudc dan, bén canh cac duong dung khic. Vién nén dung qua dudng miéng co 16p bao
an duoc co thé cling dugc str dung dé tang cuong do sinh kha dung cia cac hop chét dé

ding qua dudong miéng. Dang lidu c6 hidu qua nhit s& phu thudc vao do sinh kha
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dung/dugc dong hoc cua chét cu thé duge chon cling nhu mtc d§ nghiém trong & bénh
nhan. Dang lidu ding qua dudng miéng dugc dic biét wu tién, do dé dung va bénh nhan

tuan thu tot vé sau.

Pé san xuét duoc phdm theo sang ché, luong ¢6 hiéu qua diéu tri ctia Hop chit 2
theo sang ché thuong duogc tron déu voi chét mang dugc dung theo cac k¥ thuat pha thude
thong thuong dé tao ra liéu. Chat mang c6 thé c6 nhidu dang tiy thude vao dang duoc
pham cin dung, vi du, qua dudng miéng hodc ngoai dudng tiéu hoa. Pé bao ché dugc
pham & dang liéu dung qua dudng miéng, mdi truong duge thong thudng bat ky c¢é thé
dugc sir dung. Do d6, ddi véi cac duoc phdm long dung qua dudng miéng nhu huyén
phi, ¢dn ngot, va dung dich, cic chit mang va chét phu gia thich hop bao gdm nude,
glycol, dau, ruou, chat diéu Vi, chit bao quan, chét tao mau, va dang tuong tu c6 thé duoc
str dung. Ddi v6i cac duge pham ran ding qua dudng miéng nhu bot, vién nén, vién nang,
va dbi voi cac duoc phidm rén nhu thude dan, céc chit mang va chéit phu gia thich hop
bao gbém tinh bdt, chat mang dudng, nhu dextroza, manifold, lactoza, va cic chit mang
lién quan, chét pha lodng, chit tao hat, chét 1am tron, chét lién két, chat gay ra, va dang
tuong tu ¢6 thé duge sir dung. Néu can, vién nén hodc vién nang c6 thé c6 16p bao tan
trong rudt hodc giai phong én dinh bang céc k§ thuat chuin. Viéc st dung cc dang lidu

nay c6 thé ting cudng dang ké do sinh kha dung ctia cac hop chét & bénh nhén.

P&i véi cac ché phdm dung ngoai dudng tidu hoa, chét mang s& thudong bao gdom
nudc vo trung hodc dung dich nudce natri clorua, mac du cac thanh phén khac, bao gdm
c4c thanh phén hd trg phén tan, ciing ¢6 thé dugc bao gdm. Tat nhién, khi nudc vo tring
duogc st dung va duy tri dudi dang vo trung, dugc phém va chit mang ciing phai vo tring.
Huyén phu tiém c6 thé ciing duge diéu ché, trong trudng hop nay chit mang 1éng thich

hop, chét tao huyén phu, va dang twong tu ¢6 thé dugc st dung.

Huyén phu liposom (bao gdm cac liposom huéng dich khéang nguyén cua virut)
c6 thé cling dugc didu ché bing cac phuorng phép thong thuong dé tao ra chit mang duoc
dung. Chit mang nay c6 thé 1a thich hop dé phan phdi cac nucleosit tu do, cac nucleosit
axyl/alkyl hodc céc tién dugc chat phosphat este ctia cic hop chét nucleosit theo sang

ché.
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Theo céc phwong an dién hinh ctia sing ché, Hop chit 2 va duoc pham dugc md
ta dugce sur dung dé diéu tri, ngdn ngua hodc tri hodn bénh nhiém HCV hoic tinh trang
bénh tht cip, tinh trang bénh 1y hodic bién chimg ctia HCV.

VII. Liéu phap két hop va xen ké

Biét rd ring céc bién thé khang thudc cua virut ¢ thé xuét hién sau khi diéu tri
kéo dai bang chit khang virut. Doi khi, su khang thude xay ra do dot bién cia gen ma
héa enzym dugc st dung trong qua trinh sao chép cta virut. Hiéu qua cua thu6c khang
bénhrﬁﬁénI{C\CcéthéduqckéodaLténgcubng,hoacphuchﬁibéngcédldﬁnghop
chét két hop véi hode xen k& hop chét khéang virut khéc, va c6 1€ thdm chi hai hodc ba
hop chét khang virut khac ma tao ra dot bién khac hodc tac dong qua con dudng khac, so
voi dot bién hoidc con dudng cua thude géc. Theo cach khéc, dugc dong hoc, phan bd
sinh hoc, thoi gian ban huy, hodc thong sd khéc cia thube c6 thé dugc bién doi bang liéu
phap két hop nhu vay (c6 thé bao gdm lidu phap xen k& néu dugc coi 1a ¢6 dy tinh). Do
ﬁHQpchétZduocb@oléléchétﬁcchépobwnaamiNSSB,céthéh&uidlnéldunghqp
chét cho vat cha két hop voi, vi du,

(1) chét e ché proteaza, nhu chit e ché proteaza NS3/4;

(2)  chit e ché NS5A;

(3)  Chét tc ché polymeraza NS5B khéc;

(4)  Chét &rc ché NS5B phi co chit;

(5) Interferon alfa-2a, chit nay c6 thé dugc pegyl hoa hodc dugce cai
bién, va/hodc ribavirin;

(6)  Chét tc ché trén co s& phi co chét;

(7)  Chét tc ché helicaza;

(8)  Oligodeoxynucleotit ddi nghia (S-ODN);

(9) Aptame;

(10) Ribozym khang nucleaza;

(11)  ARN nhidu, bao gdm ARN nho va ARN nhi€u ngan;

(12) Khang thé, khang thé mot phan hodc khang thé ving khang virut,

hoac
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(13) Khang nguyén hoic khang nguyén mot phan ctia virut ma tao ra dap

tmg khang thé ¢ vat chu.

Céc vi du khong gidi han vé chit khang HCV ma c6 thé duge dung két hop voi Hop chit
2 theo sang ché, riéng r& hodc voi nhidu thude tir danh muc nay, 1a

(i) Chat Grc ché proteaza nhu telaprevir (Incivek®), boceprevir (Victrelis™),

simeprevir (Olysio™), paritaprevicr (ABT-450), glecaprevir (ABT-493),
ritonavir (Norvir), ACH-2684, AZD-7295, BMS-791325, danoprevir,
Filibuvir, GS-9256, GS-9451, MK-5172, Setrobuvir, Sovaprevir, Tegobuvir,
VX-135, VX-222, va, ALS-220;

(i)) Chdt @c ché NS5A nhu ACH-2928, ACH-3102, IDX-719, daclatasvir,
ledispasvir, velpatasvir (Epclusa), elbasvir (MK-8742), grazoprevir (MK-
5172), va Ombitasvir (ABT-267);

(ii1) Chét e ché NS5B nhu AZD-7295, Clemizole, dasabuvir (Exviera), ITX-5061,
PPI-461, PP1-688, sofosbuvir (Sovaldi®, MK-3682, va mericitabine;

(iv) Chét trc ché NS5B nhu ABT-333, va MBX-700;
(v) Khang thé nhu GS-6624;

(vi) Thubc két hop nhu Harvoni (ledipasvir/sofosbuvir); Viekira Pak
(ombitasvir/paritaprevir/ritonavir/dasabuvir); Viekirax
(ombitasvir/paritaprevir/ritonavir); G/P (paritaprevir va glecaprevir);
Technivie (ombitasvir/ paritaprevir/ritonavir) va Epclusa

(sofosbuvir/velpatasvir) va Zepatier (elbasvir va grazoprevir).

Néu hop chét 2 dugc dung dé diéu tri bénh nhiém virut viém gan C tién trién dan
dén bénh ung thu gan hodc bénh xo gan, theo mdt phuong 4n, hop chét ¢o thé duoc dung
két hop hodc xen k& v6i thude khac ma thudng duge st dung dé diéu tri bénh ung thu
biéu mé té bao gan (HCC), vi du, nhu duoc md ta bdi Andrew Zhu trong “New Agents
on the Horizon in Hepatocellular Carcinoma” Therapeutic Advances in Medical
Oncology, V 5(1), January 2013, 41-50. Céc vi du vé cac hop chét thich hop cho liéu
phap két hop khi vat chi bi hodc ¢ nguy co bi HCC bao gbm chét chéng tao mach,

sunitinib, brivanib, linifanib, ramucirumab, bevacizumab, cediranib, pazopanib, TSU-68,
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lenvatinib, khang thé khang EGFR, chat e ché mTor, chit trc ché MEK, va chit wc ché

histon deaxetylaza.
Vi du thue hién sang ché
Phuong phap chung

Céc phd 'H, F va 3'P NMR duogc do bang quang phd ké Briicker st dung phép
bién d6i Fourier & 400 MHz. Cac phd dugc thu trong DMSO-ds trir khi ¢6 quy dinh khac.
Do boi spin dugce chi ra bang cac ky hidu s (vach don), d (vach ddi), t (vach ba), m (vach
bo1) va, br (rong). Hing s6 ghép (J) duoc théng bao bang Hz. Céc phan Gng thudng duge
thuc hién trong moi truong nito kho bang cach sir dung dung moi khan Sigma-Aldrich.
T4t ca cac hoa chit chung déu dugc mua tir céc ngudn thuong mai.

Céc chit viét tit sau duoc st dung trong phan Vi du thuc hién sang ché:

AUC: Vung du6i duong cong

Cas: Ndng do cua thube trong huyét twong & 24 gid

Caass: NOng d6 & 24 gid sau dinh lidu & trang thai 6n dinh
Cmax: NOng d6 cuc dai ctia thude dat duge trong huyét trong
DCM: Diclometan

EtOAc: Etyl axetat

EtOH: Etanol

HPLC: Séc ky 1ong cao 4p

NaOH: Natri hydroxit

NaySOs: Natri sulphat (khan)

MeCN: Axetonitril

MeNH;: Metylamin

MeOH: Metanol

Na»SO4: Natri sulfat

NaHCOs3: Natri bicacbonat

NH4Cl: Amoni clorua
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NH4OH: Amoni hydroxit

PE: Ete d4u hoa

PhsP: Triphenylphosphin

RH: d6 4m twong ddi

Silicagel (c& 18 tir 230 dén 400, Sorbent)
t-BuMgCl: -Butyl m.agie clorua

Tmax: Thoi gian tai d6 Cnax dat dugce
THEF: Tetrahydrofuran (THF), khan

TP: Triphosphat

Vi dy 1. Téng hop hop chit 1

So db 2 Cl
N N /CH3
N HN
74
i QAL A
OWN N~ "NH, </N | XN
0 .
O o_N N//kNHz
cl /©/U\d F Busc 1 Ho/\<_rcH3
cl o HO o F,,
F
CHs § o F
HsC O WP
CHy 0 H Oc F
F
_CH
2-3 HN™ 3
N A
t-BuMgCI/THF NN
- CHs ¢ AL

. : 0 N” NH
Budc 2 Hs,C_ _O R~ 2

Buéce 1: Tdng hop (2R,3R,4R,5R)-5-(2-Amino-6-(metylamino)-9 H-purin-9-yl)-4-flo-2-
(hydroxymetyl)-4-metyltetrahydrofuran-3-ol (2-2)

Binh nén 50 L duoc nap metanol (30 L) va duoc khudy & 10 + 5 °C. NH2CHj
(3,95 Kg) duoc thong khi tir tir vao binh phan tng & 10 + 5 °C. Hop chét 2-1 (3,77 kg)

duge bd sung theo cac mé & 20 + 5 °C va duge khudy trong 1 gio thu duge dung dich
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trong. Hon hop phan tmg duge khudy trong 6 — 8 gidr niva, tai thoi diém nay HPLC chi ra
rang chét trung gian 12 nhé hon 0,1% dung dich. Binh phan tmg duoc nap chat rin NaOH
(254 g), duoc khudy trong 30 phut va dugc ¢d & 50 + 5 °C (d6 chan khong: -0,095). Phan
can tao thanh dugc nap EtOH (40 L) va dugc tao huyén phu lai trong 1 gio ¢ 60 °C. Tiép
theo, hdn hop dugc loc qua celite va banh loc dugc tao huyén phu lai béng EtOH (15 L)
trong 1 gi¢r & 60 °C. Phén loc duoc loc nhiéu hon mét 1an, dugc két hop voéi phén loc tur
budc loc trude do, va tiép theo dugc ¢6 ¢ 50 + 5 °C (do chan khong: -0,095). Lugng 16n
chét ran duge két ta. EtOAc (6 L) dugc bd sung vao phan cin ran va hdn hop duoc ¢o
& 50 + 5 °C (d6 chan khong: -0,095). DCM tiép theo duoc bd sung vao phan cin va hdn
hop duge tao huyén phu lai Héi luu trong 1 gid, duoc lam ngudi dén nhiét do trong phong,
duoc loc, va duoc séy kho ¢ 50 + 5 °C trong 10 chan khong thu dugce hop chét 2-2 dudi
dang chét rin mau tréng nhat (1,89 Kg, 95,3%, d0 tinh khiét 99,2%).

Phuong phap phan tich dbi véi Hop chét 2-2: P tinh khiét cia Hop chét 2-2 (15
mg) duoc thu bang cach st dung hé théng HPLC Agilent 1100 c¢6 lap cot Agilent
Poroshell 120 EC-C18 4,6*150mm 4-Micron v&i cac diéu kién sau: luu luong 1 mL/pht,
doc & 254 nm, nhiét d cot 30 °C, thé tich tiém 15 ul, va thoi gian chay 31 phut. Mau

dugc hoa tan trong axetonitril — nudce (20:80) (v/v). Phuong phap gradien duoc thé hién

dudi day.
Thoi gian (phut) A% (0,05 TFA trong B% (Axetonitril)
nudc)

0 : 95 5

8 80 20

13 50 50

23 5 95

26 5 95

26,1 95 5

31 95 5

Budce 2: Toéng hop isopropyl((S)-(((2R,3R,4R,5R)-5-(2-Amino-6-(metylamino)-9H-
purin-9-y1)-4-flo-3-hydroxy-4-metyltetrahydrofuran-2-
yl)metoxy)(phenoxy)phosphoryl)-L-alaninat (Hop chat 1)
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Hop chét 2-2 va hop chét 2-3 (isopropyl ((perflophenoxy)(phenoxy)phosphoryl)-
L-alaninat) dugc hoa tan trong THF (1 L) va dwoc khudy trong méi truong khi nito. Tiép
theo, huyén phu thu duoc duge lam lanh dén nhiét do thép hon -5 °C va dung dich #-
BuMgCl 1,7 M (384 mL) dugc bd sung tir tir trong 1,5 gid trong khi nhiét do 5-10 °C
dugc duy tri. Dung dich chira NH4Cl (2 L) va nude (8 L) duoc bd sung vao huyén phil &
nhiét d6 trong phong tiép theo 1a DCM. Hdn hop dugc khudy trong 5 phit trude khi dung
dich nuéec K2COs 5% (10 L) duge bd sung va hdn hop thu duge duoc khudy trong 5 phiit
nita trude khi loc qua diatomit (500 g). Diatomit duoc rira bing DCM va phan loc duge
tach ra. Pha hitu co dugc rira bang dung dich nuée K2COs3 5% (10 L x 2), nude mudi (10
L x 3), va dugc sdy kho trén Na;SO4 (500 g) trong khoang 1 gio. Trong khi d6, toan bo
quy trinh nay duoc lap lai 7 1an ddng thoi va 8 mé duoc két hop. Cac pha hitu co dugc
loc va duge ¢6 ¢ 45 + 5 °C (dd chan khong 0,09 Mpa). EtOAc dugce b6 sung va hdn hop
dugc khudy trong 1 gior & 60 °C va tiép theo & nhiét do trong phong trong 18 gid. Tiép
theo, hdn hop duge loc va duoc riva bang EtOAc (2 L) thu duoc Hop chét tho 1. Chit tho
duoc hoa tan trong DCM (12 L), heptan (18 L) dugc bd sung & 10-20 °C, va hdn hop
dugc khudy trong 30 phut & nhiét d6 nay. Hon hop dugce loc, duge rira bang heptan (5 L),
va duoe sdy kho ¢ 50 + 5 °C thu duoc Hop chét tinh khiét 1 (1650 g, 60%).

Phuong phap phan tich dbi véi Hop chit 1: D6 tinh khiét ctia Hop chat 1 (25 mg)
duoc thu bang cach sit dung hé théng HPLC Agilent 110 ¢6 lap cot Waters X Terra Phenyl
Sum 4,6*250mm véi céac diéu kién sau: luu lwrong 1 mL/phat, doc & 254 nm, nhiét do cot
30 °C, thé tich tiém 15 plL, va thoi gian chay 25 phat. Mau dugc hoa tan trong axetonitril
— nuée (50:50) (v/v). Phuong phép gradien dugc thé hién duéi day.

Thoi gian A% (0,1% H3POg4 trong B% (Axetonitril)
(phut) nudc)
0 90 10
20 20 80
20,1 90 10
25 90 10

Vi du 2. Xac dinh Hop chat 1 vo dinh hinh va dang tinh thé
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Hop chat 1 vo dinh hinh va Hop chit 1 dang tinh thé trude hét duoc phan tich
bang XRPD, 'HNMR, va HPLC. C4ac mau XRPD dbi v6i ca hai hop chit duoc thé hién
trén FIG. 1A va cac vét HPLC dé x4c dinh d6 tinh khiét 1an luot dugc thé hién trén FIG.
1B va 2A. Bang 1 1a danh muc cac dinh tir XRPD ctia Hop chét 1 dang tinh thé va bang
2 12 danh muc thoi gian luu gitt twong ddi (RTT) tir cac vét HPLC. Hop chét 1 v6 dinh
hinh ¢6 do tinh khiét 98,61% va Hop chit 1 dang tinh thé c6 d tinh khiét 99,11%. Ca
hai hop chit déu 1a chét rin mau tring. FIG. 2B 14 c4c d6 thi TGA va DSC cua Hop chét
1 dang tinh thé. Dbi voi Hop chit 1 dang tinh thé, duong thu nhiét duoc quan sat thay &
88,6 °C va mét 7,8% khéi luong tir 80 — 110 °C.

Mot miu ctia Hop chit 1 duoc két tihh lai tr EtOAc/hexan va dugc vé béng
ORTEP. Céu trac tuyét d6i ciia Hop chit 1 duoc xdc nhin bang qué trinh két tinh ctia
tinh thé don. FIG. 3 1a hinh v& ORTEP ctia Hop chét 1. Dit liéu tinh thé va dit lidu do
dugc thé hién trong Bang 3. Héa lap thé tuyét dbi cua Hop chit 1 dua trén tinh thé hoc

ST

CHy Q 0 NANAS

HsC._O /p\\ U N™ "NH,
N" VO CH
TNy 3

CH; O @ HO\\ ,/F

Dit liéu DSC duoc thu thap bang TA Instruments Q2000 c6 lip b 1y mau tu

tia X duogc thé hién dudi day:

dong 50 vi tri. Viéc hi¢u chinh nhiét dung duoc thue hién bang cach sir dung saphia va
viéc hiéu chinh nang Iugng va nhiét do dugce thuc hién bang cach str dung indi da dugc
ching nhan. Thong thuong, khodng 3 mg mdi mau, trong chao nhom duc 16 nhd, duoc
gia nhi¢t & 10 °C/phut tur 25 °C dén 200 °C. Suc nito kho & 50 ml/phut duge duy tri trén
mAu. Phin mém giam sat thiét bi 1a Advantage for Q Series v2.8.0.394 va Thermal
Advantage v5.5.3 va dit liéu dugc phan tich bang cach str dung phan mém Universal

Analysis v4.5A.

Dit liéu TGA duoc thu thap bing TA Instruments Q500 TGA, ¢6 lap bo 14y méu
tw dong 16 vi tri. Thiét bi dugc hidu chinh nhi¢t dd bang cach st dung hop kim alumen
va niken. Thong thudng, 5 — 10 mg mdi mau dugce nap 1én chao DCS bing nhom da can

bi va duoc gia nhiét & 10 °C/phut tir nhiét 4o mdi truong dén 350 °C. Suc nito & 60
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ml/phut duge duy tri trén mAu. Phin mém gidm sét thiét bi 1a Advantage for Q Series
v2.5.0.256 va Thermal Advantage v5.5.3 va di liéu dugc phén tich bang cach st dung

phan mém Universal Analysis v4.5.

Hop chét 1 v6 dinh hinh (1-1):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,01 - 1,15 (m, 9 H), 1,21 (d, J=7,20 Hz, 3 H),
2,75 -3,08 (m, 3 H), 3,71 - 3,87 (m, 1 H), 4,02 - 4,13 (m, 1 H), 4,22 - 4,53 (m, 3 H),
4,81 (s, 1 H), 5,69 - 5,86 (m, 1 H), 6,04 (br d, J/=19,33 Hz, 4 H), 7,12 - 7,27 (m, 3 H),
7,27 - 7,44 (m, 3 H), 7,81 (s, 1 H)

Hop chét 1 dang tinh thé (1-2):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,97 - 1,16 (m, 16 H), 1,21 (d, J=7.07 Hz, 3 H),
2,87 (br's, 3 H), 3,08 (s, 2 H), 3,79 (br d, /=7,07 Hz, 1 H), 4,08 (br d, /=7,58 Hz, 1 H),
4,17 - 4,55 (m, 3 H), 4,81 (quin, J=6,25 Hz, 1 H), 5,78 (brs, 1 H), 5,91 - 6,15 (m, 4 H),
7,10 - 7,26 (m, 3 H), 7,26 - 7,44 (m, 3 H), 7,81 (s, 1 H)

Bang 1. Danh myc dinh d6i véi Hop chit 1 dang tinh thé

Gée /920 Khoing Cu’(‘)’ng' d6/S6 | Cuwongdd/
cach d/ A dem %
6,03 14,64 1005 39,0
7,36 12,00 315 12,2
7,94 11,13 1724 66,9
9,34 9,47 2500 97,0
9,51 9,29 860 33,4
9,77 9,05 1591 61,8
11,08 7,98 2576 100,0
12,02 7,36 171 6,6
12,95 6,83 319 12,4
13,98 6,33 241 9.4
14,30 6,19 550 21,4
14,69 6,03 328 12,7
15,20 5,82 2176 84,5
15,94 5,56 1446 56,1
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16,75 5,29 1009 39,2
17,29 5,13 700 27,2
17,72 5,00 1213 47,1
18,11 4,89 1565 60,8
18,46 4,80 302 11,7
18,89 4,69 385 14,9
19,63 4,52 636 24,7
20,37 4,36 1214 47,1
20,74 4,28 1198 46,5
21,24 4,18 640 24,8
22,31 3,98 961 37,3
22,88 3,88 806 31,3
23,43 3,79 355 13,8
24,08 3,69 573 22,2
24,49 3,63 159 6,2
25,00 3,56 351 13,6
25,36 3,51 293 11,4
26,09 3,41 235 9,1
26,26 3,39 301 11,7
26,83 3,32 696 27,0
27,35 3,26 436 16,9
27,46 3,25 363 14,1
28,07 3,18 200 7,8
28,30 3,15 195 7,6
28,82 3,10 599 23,3
29,85 2,99 217 8,4
30,26 2,95 186 7,2
30,75 2,91 333 12,9
31,12 2,87 149 5.8
31,85 2,81 238 9,2
33,28 2,69 261 10,1
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34,77 2,58 171 6,6
35,18 2,55 175 6,8
36,83 2,44 327 12,7
37,41 2,40 172 6,7

47/128

Bang 2. Thoi gian luu gitt trong déi tir anh sic ky HPLC cta Hop chét 1 v6 dinh hinh va

Hop chat 1 dang tinh thé

Hop chat 1 v dinh hinh | Hop chat 1 dang tinh thé
RRT |Diéntich%| RRT |Dién tich %
0,48 0.15 0,48 0,17
0,51 0,04 0,48 0,17
0,48 0,15 0,94 0,12
0,51 0,04 1,00 99,11
0,94 0,13 1,04 0,22
0,98 0,21 1,37 0,07
1,00 98,61
1,04 0,29
1,37 0,31

Bang 3. S do tinh thé va sb lidu cia Hop chat 1

D6 chinh x4c lién két

C-C=0,0297A, Budc séng = 1,54184

A

O a=10,1884(3) b=28,6482(9) ¢=12,9497(5)
alpha=90 beta=113,184(4) gama=90
Nhiét do 150K
Tinh toan Thong bao
Thé tich 3474,5(2) 3474,5(2)
Nhoém khong gian P21 P1211
Nhom Hall P 2yb P 2yb
Cong thic gdc C24 H34 F N7 O7P 2(C24 H34 F N7 O7 P)
Cong thirc tong C24 H34 FN707P C48 H68 F2 N14 O14 P2
Mr 582,55 1165,10
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Dx, g cm™! 1,114 1,114
Z 4 2
Mu (mm™) 1,139 1,139
F000 1228,0 1228.,0
F000’ 1233,21
h, K, Imax 12,34,15 12,34,15
Nref 12742 [ 6510] 8259
Tmin, Tmax 0,790, 0,815 0,808, 1,000
Tmin’ 0,716

Phuong phéap hi¢u chinh Gi6i han T dugce thong bdo: Tmin = 0,808 Tiax = 1,00

AbsCorr MULTI-SCAN
Tinh ddy du cta dit liéu 1,27/0,65
Theta (cuc dai) 68,244
R (phén xa) 0,2091 ( 7995)
wR2 (phan xa) 0,5338 ( 8259)
S 2,875
Npar 716

X4c dinh ban dau nay duoc kém theo bao quan & 25 °C / 60% do am tuong doi
(RH) trong 14 ngay c6 phén tich bang HPLC va XRPD sau 7 va 14 ngay. FIG. 4A la
XRPD sau 14 ngay ¢ 25 °C / 60% (RH). Hop chét 1 vo dinh hinh (mau 1-1) van két tinh
kém, trong khi Hop chét 1 dang tinh thé (mau 1-2) van gift kha ning két tinh cta no,

nhung c4 hai hop chét déu 6n dinh sau 14 ngay & 25 °C / 60% (RH).
Vidu 3. Su tao Hop chit mubi oxalat 4

Trude hét, mudi oxalat cua Hop chét 1, Hop chit 4, duogc tao ra béng cach tron
mudi oxalic v6i dung mdi (5 vol, 100 pL) va cho phép dung dich bét ky bay hoi ¢ nhiét
do trong phong. Huyén phu bat ky dwgc lam chin mudi (nhiét do trong phong — 50 °C)

trong 3 gio va do két tinh dugc tiép can.
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Bang 4 thé hién cac dung méi khac nhau duoc sir dung trong san xudt Hop chat 4.
T4t ca cac dung mdi ngoai trir hai dung méi (xyclohexan va n-heptan) déu tao ra cac san
pham két tinh. Miac dit Hop chit 4 ¢6 do két tinh va do tan cao, cic mudi oxalat déu
khong thé chip nhan cho viéc phat trién 1am sang do kha ning tao so6i than va cac mubi

khac ctia Hop chét 1 duge nghién ctu.

Béang 4. Su tao Hop chét oxalat 4

Dung moi Quan sat sau khi bd sung
axit & nhié€t do trong Quan ‘Sét sau chin
mudi/bay hoi
phong

EtOH Dung dich OXA -Dang 1
IPA Dung dich OXA -Dang 1
Axeton Dung dich OXA -Dang 1
MEK Dung dich OXA - Dang 1
EtOAc Huyén phu OXA —Dang 1
iPrOAc Huyén phu OXA -Dang 1
THF Dung dich OXA -Dang 1
Toluen Dung dich OXA -Dang 1
MeCN Dung dich OXA - Dang 1
IPA:10% nudc Dung dich OXA -Dang 1
TBME Huyén phu OXA - Dang 1
Xyclohexan Huyén phu Vo6 dinh hinh
n-Heptan Huyén phu V6 dinh hinh

Vi du 4. Céc hop chit mudi ctia Hop chit 1 vo dinh hinh
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Do hop chéit mudi oxalat 4 (Vi du 3) khéng thé duoc thuc hién tiép trong cac thir
nghiém 1dm sang do né c6 kha nang tao ra soi than, cac mudi vo dinh hinh cta Hop chAt
1 d tao ra bang cac ion trai ddu néu trong bang 5. Hop chit 1 dugc hoa tan trong ¢
butanol (20 vol, 6 ml) va dung dich dugc xit Iy bang ion trai ddu axit (1 duong lugng cho
mdi mAu ngoai trr mau 1-9 ¢6 0,5 duong lugng sulfat). Tiép theo, cac maiu duge lam

lanh v6i dung moi dugce loai bo béng cach dong kho. Chét rén con lai trong cdc mau 1-4,

1-5, 1-6, 1-7, 1-8, va 1-9 trude hét dugc phén tich bang XRPD va HPLC.

Béang 5. Chi tiét su tao mudi vo dinh hinh

Ky hiéu | Chi tiét midu | Chi tiét dung Quan sat NMR
mau dich géc
1-4 HCI (1:1) THF 1M Chét ran mau it hon 3 proton
tring ~0,3 eq -BuOH
1-5 Sulfuric (1:1) THF IM Chét ran mau it hon 3 proton
tring ~0,3 eq ~-BuOH
1-6 Fumaric (1:1) | MeOH:THF | Chatrindang | 1,05 eq axit fumaric
(1:1) 0,5M thuy tinh 0,84 eq --BuOH
1-7 Benzoic THF Chét ran 1,0 eq axit benzoic
(1:1) M mau tréng 0,34 eq +-BuOH
1-8 Suxinic MeOH Chét rén ~ 1,1 eq axit suxinic
(1:1) M dinh mau 0,37 eq --BuOH
tréng
1-9 Sulfuric THE Chét rin it hon 3 proton
(0,5:1 M mau tréing ~0,3 eq --BuOH
axit: API)

Pho '"HNMR duogc do doi véi tat ca cdc mau.

Mau 1-4, mudi HCI (1:1):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 0,93 - 1,39 (m, 16 H), 2,97 (br s, 2 H),
3,70 - 3,88 (m, 1 H), 4,10 (br's, 1 H), 4,18 - 4,49 (m, 3 H), 4,70 - 4,88 (m, 1 H), 5,71 -

50



52214 51/128

5,94 (m, 1 H), 6,07 (br d, J=19,07 Hz, 2 H), 7,14 - 7,27 (m, 3 H), 7,29 - 7,44 (m, 2 H),
7,83 - 8,19 (m, 1 H)

Mau 1-5, mudi sulfuric (1:1):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,97 - 1,38 (m, 15 H), 2,96 (br s, 2 H), 4,06 - 4,18
(m, 1 H), 4,19 - 4,49 (m, 3 H), 4,66 - 4,91 (m, 1 H), 5,70 - 5,95 (m, 1 H), 5,96 - 6,16 (m,
2 H), 7,10 - 7,27 (m, 3 H), 7,30 - 7,43 (m, 2 H), 7,88 - 8,19 (m, 1 H)

Mau 1-6, mudi fumaric (1:1):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,95 - 1,31 (m, 21 H), 2,87 (br s, 3 H),
3,79 (br d, J=7,20 Hz, 1 H), 4,01 - 4,13 (m, 1 H), 4,16 - 4,23 (m, 1 H), 4,16 - 4,24 (m, 1
H), 4,20 (s, 1 H), 4,18 - 4,23 (m, 1 H), 4,24 - 4,52 (m, 1 H), 4,24 - 4,52 (m, 1 H),
424 - 4,49 (m, 1 H), 4,72 - 4,88 (m, 1 H), 5,68 - 5,86 (m, 1 H), 6,04 (br d, /=19,33 Hz,
4 H), 6,63 (s, 1 H), 6,61 - 6,66 (m, 1 H), 7,12 - 7,27 (m, 3 H), 7,27 - 7.45 (m, 3 H), 7.81
(s, 1 H), 13,16 (brs, 2 H)

Mau 1-7, mubdi benzoic (1:1):

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,96 - 1,30 (m, 15 H), 2,87 (br s, 3 H),
3,79 (br d, J/=7,07 Hz, 1 H), 4,07 (brs, 1 H), 4,20 (s, 1 H), 4,25 - 4,52 (m, 3 H), 4,81 (s,
1 H), 5,71 - 5,85 (m, 1 H), 6,04 (br d, /~19,33 Hz, 4 H), 7,08 - 7,27 (m, 3 H), 7,27 - 7,43
(m, 3 H), 7,45 - 7,57 (m, 2 H), 7,63 (s, 1 H), 7,81 (s, 1 H), 7,95 (dd, J=8,27, 1,33 Hz, 2
H), 12,98 (brs, 1 H)

Mau 1-8, mudi suxinic (1:1):

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,98 - 1,28 (m, 15 H), 2,42 (s, 5 H), 2,87 (br s, 3
H), 3,57 - 3,62 (m, 1 H), 3,70 - 3,86 (m, 1 H), 4,02 - 4,14 (m, 1 H), 4,20 (s, 1 H),
424 - 4,51 (m, 3 H), 4,70 - 4,88 (m, 1 H), 5,69 - 5,86 (m, 1 H), 6,04 (br d, /=19,33 Hz,
4 H),7,12-7,27 (m, 3 H), 7,27 - 7,44 (m, 3 H), 7,81 (s, 1 H), 11,95 - 12,58 (m, 2 H)
Mau 1-9, mudi sulfuric (0,5:1):

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,02 - 1,31 (m, 15 H), 2,94 (br s, 3 H),
3,79 (br d, J=7,20 Hz, 2 H), 4,09 (br s, 1 H), 4,22 - 4,48 (m, 3 H), 4,72 - 4,90 (m, 1 H),
5,71 - 5,92 (m, 1 H), 6,07 (br d, /19,07 Hz, 2 H), 7,12 - 7,28 (m, 3 H), 7,31 - 7,44 (m,
2H), 7,75 - 8,19 (m, 1 H).
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Tiép theo, cac miu dugc bao quan & 25 °C / 60% d6 am tuong d6i (RH) trong 14
ngay c6 phan tich bing HPLC va XRPD sau 7 (FIG. 4B) va 14 ngay (FIG. 5A). T4t ca
cac mudi diu ché dugc van 12 vo dinh hinh va céc quan sat dugc thé hién trong Bang 6.
Céc mubi mono sulfat (mdu 1-5) va suxinat (mau 1-8) dwoc phat hién 1a khong én dinh
vat Iy va chay rita hodc tré thanh gdm trong qué trinh nghién ctru. Ca hai mubi fumarat
(miu 1-6) va benzoat (mau 1-7) dugc phat hién 1 chat rin dang thuy tinh. Mudi HCI
(mau 1-4) dugc phat hién 1a van gitr dwgc hinh dang vat Iy ctia n6. Ngac nhién 13, mudi
hemi-sulfat (mau 1-9) ciing gift dwge hinh dang vat Iy ciia né dudi dang chit ran mau
trang nguoc véi hop chit mono-sulfat (mau 1-5), hop chat nay 13 gom dinh. Két qua duge
thé hién trong Bang 6. Mudi mono HCI (miu 1-4) va mubi hemi-sulfat (mau 1-9) dugc
phat hién 1 8n dinh vat 1y va héa hoc sau 2 tudn bao quéan & 25 °C / 60% dd am tuong
d6i (RH). Mic d ca hai mudi déu én dinh trong hai tudn, mubi hemi-sulfat 14 t6t hon so
v6i mudi HCI do mudi HCI ¢6 tinh hut 4m, khién cho né kém hitu dung so v6i mudi

hemi-sulfat khi sir dung hodc bao quan trong thoi gian dai.

Bang 6. D6 6n dinh cta cac miu sau 7 va 14 ngay & 25 °C / 60% RH

Ky hiéu Thoi gian tiép xtc véi 25 °C / 60% RH (ngay)
méu
0 7 14
HPLC Quan sat | HPLC Quan sat | HPLC Quan sat
1-1 98,6 Chat ran 98,7 Chat rin 98,5 Chat ran
mau tring mau tring mau tring
1-2 99,1 Chat ran 99,2 Chét ran 99,0 Chét ran
mau tréng mau tréng mau tréng
1-3 99,7 Chat ran 99,6 Chat ran 99,4 Chat ran
mau tréng mau tréng mau tréng
1-4 98,7 Chét ran 98,8 Chét ran 98.6 Chat ran
mau tr.’fmg mau tréng mau tréng
1-5 98,4 Chét ran 55,7 Chét ran - Gom dinh
mau tring dinh mau
tréng
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1-6 98,7 Chitran | 98,6 Chatran | 984 Chat ran
dang thuy dang thuy dang thay
- tinh tinh trong tinh mau
tréng
1.7 98,8 Chat ran 98,8 Chat rin 98,7 Chét ran
mau tring dang thuy dang thuy
tinh trong tinh trong
1-8 98,7 Chét ran - Chay rira / - Chay rita
dinh mau dau dinh
tréng
1-9 98,7 | Chdtran | 98,1 | Chatrin | 964 | Chatran
mau tring mau tring mau tring

Vi du 5. Xac dinh Hop chét 2 v6 dinh hinh

Trude hét, hop chit 2 vo dinh hinh dugc phéan tich bang XRPD, 'HNMR, DSC,
TGA, va HPLC. MAu XRPD d6i v6i hop chat 2 v6 dinh hinh xép chong 1én hop chit 1
v6 dinh hinh va Hop chit 1 dang tinh thé dugc thé hién trén FIG. 1A va mau XRPD cua
hop chét 2 vo dinh hinh riéng r& dugc thé hién trén FIG. 5B. Bang 7 1a danh muc dinh tir
miu XRPD duogc thé hién trén FIG. 5B. Vach HPLC dé xdc dinh d6 tinh khiét 1a dugc
thé hién trén FIG. 6A. Bang 8 1a danh muc thoi gian luu gii twong d6i (RTT) tir vach
HPLC duoc thé hién trén FIG. 6A. Hop chét 2 v6 dinh hinh c¢6 do tinh khiét 99,68%.
FIG. 6B 1a dd thi TGA va DSC cua hop cht 2 vo dinh hinh. Chi tiét thuc nghiém d6i voi
cac thir nghiém TGA va DSC dugc thé hién trong Vi du 2.

Bang 7. Danh muc dinh d6i véi Hop chit 2 v6 dinh hinh

Khoang Cuong d9/S6 | Cuwong dp/
Géc /°20 )
cachd/A dém %
4,20 21,03 486 81,8
4,67 18,91 482 81,0
5,16 17,10 595 100,0
9,13 9,68 547 92,0
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Béng 8. Anh sic ky HPLC ctia Hop chét 2 v6 dinh hinh

Hop chit 2 v6 dinh hinh
RRT Dién tich %
0,48 0,02
0,48 0,02
0,67 0,01
0,94 0,13
1,00 99,68
1,04 0,06

Hop chét 2 v6 dinh hinh:

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,93 - 1,29 (m, 13 H), 2,94 (br s, 3 H),
3,79 (td, J=10,04, 7,07 Hz, 2 H), 4,05 - 4,19 (m, 1 H), 4,19 - 4,50 (m, 3 H),
4,81 (quin, J=6,25 Hz, 1 H), 5,71 - 5,94 (m, 1 H), 5,97 - 6,16 (m, 2 H), 7,14 - 7,28 (m, 3
H), 7,31 - 7,44 (m, 2 H), 7,82 - 8,09 (m, 1 H)

Vi du 6. Két tinh Hop chit 2 v6 dinh hinh

Do mubi hemi-sulfat duoc phét hién 13 van & dang chét rin sau 14 ngay nghién
ctru d6 6n dinh nhu duge thé hién trong Bang 6, cac thir nghiém so bd nghién ciru didu
kién két tinh béng cach st dung 11 dung moi khac nhau dugce thuc hién. Hop chét 2 vo
dinh hinh duoc tao huyén phu trong 5 thé tich dung méi & 25 °C (mdu 2-1, 2-2, 2-3, 2-
4,2-5, 2-6, 2-7, 2-8, 2-9, 2-10, va 2-11). D61 voi cac mau khong chay tu do (2-1, 2-2,
2-3,2-4,2-5,2-6, 2-7, 2-8, va 2-10), 5 thé tich dung mdi nira dugc bo sung. Tiép theo,
cdc miu duoc lam chin mudi & 25 — 50 °C (1 °C/phut gitra cac nhiét do va 4 gio ¢ mdi
nhiét do) trong 6 ngdy ngoai trir mau 2-1, mau nay dugc quan sét 1a dung dich trong
sau 1 ngay va dugc cho bay hoi trong diéu kién méi truong. Két qua duogc thé hién
trong Bang 9. C4c miu tinh thé thu dugc tir viéc két tinh bang isobutanol (mau 2-1),
axeton (mau 2-2), EtOAc (miu 2-6), va iPrOAc (mau 2-7). Hai mau két tinh kém ciing
dwoc nhan dang tir viéc két tinh bing MEK (miu 2-4) va MIBK (méu 2-5). Cac mau
XRPD dugec thé hién trén FIG. 7A.
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Ky Dung méi Quan sat Quan sat sau | Quan sat XRPD
hiéu sau 5 thé 10 thé tich | sau 1 ngay
mau tich chin mudi
2-1 IPA Chat ran — Huyén phtt | Dung dich, Gom
khong chay chay tu do duogc bay
tu do hoi 6 RT
thu duoc
gdm
2-2 Isobutanol Chét rin — Huyén phu Huyén phu | Két tinh -
khong chay | chay tu do Mau 2
tu do
2-3 Axeton Chét ran — Huyén phu Huyén phtt | Két tinh -
khong chay chay tu do Mau 3
tu do
2-4 MEK Chét ran — Huyén phu Huyén phu Két tinh
khong chdy | chay tu do kém — Mau
tu do 4
2-5 MIBK Chatrén— | Huyénphd | Huyénphd | Kéttinh
khong chdy | chay tu do kém — Mau
tu do 4
2-6 EtOAc Chatran— | Huyénphu | Huyénphu | Kéttinh -
khong chdy | chay tu do Mau 1
tu do
2-7 iPrOAc Chét rin — Huyén phu Huyén phu | Két tinh -
khong chdy | chdy tu do Mau 1
tu do
2-8 THF Chatrén— | Huyénphu | Huyénphd | Kéttinh
khong chay chay ty do kém
tu do
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2-9 TBME Huyén phu - Huyén phtt | V6 dinh
chay tu do hinh

2-10 Toluen Chatrin— | Huyénphd | Huyénphd | Vo dinh
khong chay chay tu do hinh

tu do

2-11 Heptan Huyén phu - Huyén phu Vo dinh

chay tu do hinh

Bay mau (cac mau 2-2, 2-3, 2-4, 2-5, 2-6, 2-7 va 2-8) dugc phan tich bang DSC,

TGA, TH.NMR va IC (Bang 10, FIG. 8A, FIG. 8B, FIG. 9A, FIG. 9B, FIG. 10A, FIG.
10B, FIG. 11A, va FIG. 11B) ciing nhu bang XRPD sau 6 ngay bao quan & 25 °C / 60%

d6 Am twong d6i (RH) (tit ca cac mAu van két tinh / két tinh kém sau khi 6n dinh). Tét ca

cac mau giit lai khoang mot ntra duong luong sulfat, nhung chia luong tuong ddi 1on

dung moéi du. Chdng 16p anh nhiéu xa tia X cta cac mau vo dinh hinh 2-9, 2-10, va 2-11
duoc thé hién trén FIG. 7B.

Bang 10. Xac dinh cac mau Hop chét 2 dang tinh thé

IC
THNM
Ky Dung moi DSC TGA R (hiéu
hiéu chinh déi
mau véi TGA)
8,3% moi
Dinh thu nhiét 113,8 1,1 eq
2-2 Isobutanol trudong- 0,45 eq
°C isobutanol
140 °C
Dinh thu nhiét 30-95
o 7,6% mdi
2-3 Axeton truong - 0,5 eq axeton 0,46 eq
Dinh thu nhiét 100-
140 °C
145 °C
Pinh thu nhiét 8,5 % moi
2-4 MEK phuc rong 30- truong - 0,8 eq MEK 0,45 eq
115°C 140 °C
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Dinh thu nhiét 115-
145 °C
Dinh thu nhiét rong | 5,2% moi
2-5 MIBK | 30-105 °C Dinh thu truong - 0,2 eq MIBK 0,46 eq
nhiét 114,7 °C 110 °C
2,0% moi
Dinh thu nhiét nhon
2-6 EtOAc truong- 0,9 eq EtOAc 0,46 eq
113,6 °C
100 °C
1,6% moi
. Dinh thu nhiét 30-90
2-7 iPrOAc oC truong- 0,8 eq iPrOAc 0,45 eq
90 °C
Dinh thu nhiét 4.2%
30-100 °C moi
2-8 THF 0,7 eq THF 0,45 eq
binh thu nhiét truong-
nh()n 115,6 °C 130 °C

Pho 'THNMR duoc do doi véi tat ca cdc mau va duoc néu dudi day.

Mau 2-2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 0,83 (d, J=6,69 Hz, 7 H), 0,99 - 1,26 (m, 14 H),
1,61 (dt, J=13,26, 6,63 Hz, 1 H), 3,73 - 3,87 (m, 2 H), 4,03 - 4,18 (m, 1 H),
4,18 - 4,51 (m, 4 H), 4,66 - 4,92 (m, 1 H), 4,70 - 4,90 (m, 1 H), 4,72 - 4,88 (m, 1 H),
5,81 (br s, 1 H), 5,93 - 6,11 (m, 2 H), 7,10 - 7,26 (m, 3 H), 7,14 - 7,26 (m, 1 H),
7,30 - 7,41 (m, 2 H), 7,94 (br s, 1 H)

Mau 2-3:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,00 - 1,26 (m, 13 H), 2,09 (s, 3 H),

3,74 -

3,87 (m, 2 H), 4,10 (br d, J=7,70 Hz, 1 H), 4,22 -

4,50 (m, 3 H),

4,81 (quin, J=6,28 Hz, 1 H), 5,71 - 5,90 (m, 1 H), 5,96 - 6,15 (m, 2 H), 7,12 - 7,26 (m, 3
H), 7,31 - 7,41 (m, 2 H), 7,79 - 8,07 (m, 1 H)

Mau 2-4:
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,91 (t, J/=7,33 Hz, 3 H), 1,01 - 1,28 (m, 13 H),
2,08 (s, 2 H), 3,72 - 3,89 (m, 2 H), 4,10 (br d, /=8,08 Hz, 1 H), 4,23 - 4,47 (m, 3 H),
4,81 (quin, J=6,25 Hz, 1 H), 5,69 - 5,89 (m, 1 H), 5,94 - 6,13 (m, 2 H), 7,14 - 7,25 (m, 3
H), 7,32 - 7,41 (m, 2 H), 7,79 - 8,11 (m, 1 H)

Mau 2-5:

H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,86 (d, J=6,69 Hz, 1 H), 0,98 - 1,33 (m, 13 H),
2,02 -2,09 (m, 1 H), 4,03 - 4,17 (m, 1 H), 4,22 - 4,50 (m, 3 H), 4,81 (quin, J=6,25 Hz, 1
H), 5,81 (brs, 1 H), 5,93 - 6,15 (m, 2 H), 7,11 - 7,27 (m, 3 H), 7,31 - 7,41 (m, 2 H),
7,77 - 8,21 (m, 1 H)

Mau 2-6:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,98 - 1,28 (m, 15 H), 2,00 (s, 3 H),
3,99 - 4,14 (m, 3 H), 4,21 - 4,49 (m, 3 H), 4,81 (quin, J=6,22 Hz, 1 H), 5,82 (br s, 1 H),
5,93 - 6,14 (m, 2 H), 7,11 - 7,26 (m, 3 H), 7,29 - 7,42 (m, 2 H), 7,79 - 8,17 (m, 1 H)

Mau 2-7:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,92 - 128 (m, 17 H), 1,97 (s, 2 H),
4,04 - 4,16 (m, 1 H), 4,20 - 4,51 (m, 3 H), 4,71 - 4,93 (m, 2 H), 5,82 (br s, 1 H),
5,95 - 6,14 (m, 2 H), 7,11 - 7,28 (m, 3 H), 7,31 - 7,43 (m, 2 H), 7,75 - 8,21 (m, 1 H)

MaAu 2-8:

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,81 - 1,11 (m, 13 H), 1,19 (s, 1 H),
1,53 - 1,66 (m, 1 H), 3,87 - 4,01 (m, 1 H), 4,06 - 4,32 (m, 3 H), 4,64 (quin, J/=6,25 Hz, 1
H), 5,55 - 5,75 (m, 1 H), 5,77 - 5,97 (m, 2 H), 6,94 - 7,10 (m, 3 H), 7,13 - 7,26 (m, 2 H),
7,66 - 7,96 (m, 1 H) |

Vi du 7. Khong thé két tinh mubi malonat v6 dinh hinh (Hop chat 4)

Nhu duge thé hién trong Vi du 3, mubi oxalat dang tinh thé dugc nhan dang khi
xéc dinh cac mudi thich hop ddi véi Hop chit 1, nhung Hop chat mudi oxalat 4 khong
thé dugc st dung tiép trong céc thir nghiém 1am sang do né c6 kha nang gy soi than.
Do d6, su két tinh ctia mudi malonat lién quan vé mat hoa hoc (Hop chit 5) duoc thi
nghiém bang cach sir dung 11 dung moi gibng nhu ddi voi mubdi hemi-sulfat. Hop chat
1 (12 x 50 mg, cac mau 3-1, 3-2, 3-3, 3-4, 3-5, 3-6, 3-7, 3-8, 3-9, 3-10, 3-11, va 3-12)

duogc hoa tan trong #-butanol (20 vol) va tiép theo dung dich duge xtr Iy bang 1 duong
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luong dung dich gbc axit malonic (1 M trong THF). Tiép theo, cac mau duoc lam lanh
biang dung mdi duoc loai bé bang cach lam kho lanh chan khong. D6i v6i cac miu 3-
1, 3-2, 3-3, 3-4, 3-5, 3-6, 3-7, 3-8, 3-9, 3-10, va 3-11, dung mdi thich hop (5 thé tich)
dugc bd sung & nhiét d trong phong. Dung dich tao thanh bat ky duoc cho bay hoi
trong diéu kién méi truong, trong khi gdbm hodc chét ran dwgc 1am chin mudi & 25 — 50
°C (1 °C/phut giita cac nhiét do va 4 gid & mdi nhiét do) trong 5 ngay. Chat ran duoc
phén tich bang XRPD (FIG. 12B), nhung tt ca cac mau déu duoc phat hién 14 tao gdm
hodc 14 vo dinh hinh (FIG. 12B). Két qua duoc thé hién trong Bang 11. Mot miu chét
rin (v6 dinh hinh) (3-12) duoc phan tich bing TH.NMR va HPLC, va dugc phat hién
1a chtra khoang 1 dwong lugng axit malonic (cac dinh chdng lap) ciing nhu 0,6 eq. #-
BuOH. Hop chét ¢6 dd tinh khiét 99,2% (FIG. 13A). FIG. 12A 1a XRDP ctia miu 3-12
va FIG. 13A 1a anh sic ky HPLC ctia mau 3-12.

MaAu 3-12:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 0,81 - 1,11 (m, 13 H), 1,19 (s, 1 H),
1,53 - 1,66 (m, 1 H), 3,87 - 4,01 (m, 1 H), 4,06 - 4,32 (m, 3 H), 4,64 (quin, J=6,25 Hz, 1
H), 5,55 - 5,75 (m, 1 H), 5,77 - 5,97 (m, 2 H), 6,94 - 7,10 (m, 3 H), 7,13 - 7,26 (m, 2 H),
7,66 - 7,96 (m, 1 H)

Bang 11. Diéu kién két tinh cta Hop chat mudi malonat vo dinh hinh 4

Ky hiéu Dung méi | Quan sat sau Quan sat sau 5 XRPD
mau 5 thé tich ngay chin mudi /
bay hoi
3-1 IPA Dung dich GOm trong -
trong*
3-2 Isobutanol Dung dich GOm trong -
trong*
3-3 Axeton Dung dich GOm trong -
trong*
3-4 MEK Dung dich GOm trong -
trong*
3-5 MIBK Dung dich & GOm trong -
mot sb gdbm
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3-6 EtOAc Dung dich | Gom trong & vé tinh | V6 dinh hinh
trong* thé
3-7 iPrOAc Gom GOm trong -
3-8 THF Dung dich GOm trong -
trong*
3-9 TBME Huyén phu GOm trong -
dac
3-10 Toluen Go6m tring / GoOm tring Vo dinh hinh
chét rin
3-11 Heptan Chét ran mau Gom trang V6 dinh hinh
trang (6n
dinh)
3-12 - (Chét rin mau | (Chét rin dinh mau | V6 dinh hinh
tring — khong tring — diéu kién
dung moi) moi truong)

*Pugc bay hoi ¢ nhi¢t do trong phong
Vi du 8. Khong thé tao mudi ddy du bang cach sir dung phwong phdp nghién ¢6 hd trg
b6i chét 1ong (LAG)
Nghién ctru nghién c¢6 hd trg boi chét 16ng (LAG) dé xéc dinh cac mubi thich
hop khong phai hemi-sulfat duoc thuc hién bang cach st dung 14 ion trai d4u axit trong
bang 12.

Bang 12. Dung dich gbc ion trai ddu dugc st dung trong két tinh bang LAG

Ion trai ddu Dung méi (1 M)
Pamoic DMSO
Malonic THF

D-glucuronic Nude

DL-mandelic THF

D-gluconic THF
Glycolic THF
L-lactic THF
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Oleic THF
L-ascorbic Nude
Adipic THEF (nhiét)
Caproic THF
Stearic THF
Palmitic THF
Metansulfonic THF

61/128

Hop chét 1 (30 mg) duoc cho vao cac lo nhd HPLC ¢6 hai vong bi 3 mm. Vat

liéu duoc lam udt béng dung mdéi (15 pl etanol, mau 4-1, 4-2, 4-3, 4-4, 4-5, 4-6, 4-7,
4-8, 4-9, 4-10, 4-11, 4-12, 4-13, va 4-14) va 1 duong luong ion trai ddu axit duoc bd

sung. Tiép theo, cac mau 14 dugc nghién trong 2 gid & 650 rpm bang cach st dung hé

thong nghién Fritsch c¢6 bo ndi Automaxion. Hau hét cAc mau sau nghién duge phat

hién 14 gdm trong va khong duoc phén tich tiép (Bang 13). Cac mau dugc quan sat thiy

1a chira chét rin duoc phén tich bing XRPD va, trong tit ca cac truomg hop, cdc mau

thu dugc dugce phat hién 1a khép vai cac mAu cla ion trai dau axit dang tinh thé ma

khéng c6 dinh bd sung (FIG. 13B).

Bang 13. Quan sét va két qua XRPD tir LAG ctia Hop chét 1

Ky hiéu Axit Quan sat sau nghién XRPD

miu

4-1 Pamoic G6m mau vang/chit ran Axit pamoic &
halo v dinh hinh

4-2 Malonic GOm trong -

4-3 D-glucuronic Gom/chat ran mau trang Axit D-glucuronic

& halo vd dinh
hinh

4-4 DL-mandelic GOm trong -

4-5 D-gluconic GOm trong -

4-6 Glycolic Gom trong

4-7 L-Lactic GOm trong -
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4-8 Oleic GOm trong

4-9 L-ascorbic Gom/chit ran mau tring Axit L-ascorbic &
halo vo dinh hinh

4-10 Adipic GOm trong

4-11 Caproic GOm trong

4-12 Stearic GoOm/chat ran mau trang Axit stearic & halo

v0 dinh hinh

4-13 Palmitic Gom/chit rin mau tring Axit palmitic &
halo v6 dinh hinh

4-4 Metansulfonic GOm trong

Vi du 9. Khong thé thu duge sy tao mudi day du bang cach st dung metyl etyl keton

(MEK)

Tiép theo, metyl etyl keton (MEK) duoc st dung lam dung mai dé nghién ctru

cac mudi thich hop khong phai mudi hemi-sulfat. Bang cach sir dung 14 ion trdi déu

axit trong bang 12, nghién ctru duoc thuc hién bang cach hoa tan Hop chat 1 (50 mg)

trong MEK (20 vol) ¢ nhiét do trong phong. Dung dich dugc xur Iy bang 1 duong lugng

ion trai ddu da chon (Bang 12). Tiép theo, cac mau duoc lam lanh dén 5 °C ¢ 0.1

°C/phit va dugc khudy & nhiét dd nay qua dém. T4t ca cac mau dugc cho bay hoi trong

didu kién moéi truong va chét ran bét ky quan sat dugc duge phan tich bang XRPD. Qua

trinh bay hoi nay cht yéu tao ra gdm, v6i ngoai trir cic mau c6 axit steric (mau 4-12)

va axit palmitic (mu 5-13), tao ra dung mdi dang thay tinh. Céc chit rén nay la vo
dinh hinh khi duge x4c dinh bing XRPD, nhung khong c6 dang tinh thé nao ctia mudi
duoc thu. Két qua duge thé hién trong Bang 14. (FIG. 13A).

Bang 14. Két qua tir hoa tan Hop chét 1 trong MEK (20 thé tich)

Ky hiéu

mau

Axit

Dung Quan sat

moi doi | khi bo sung
voli axit & axit

1M

Quan sat khi

Iam lanh

Quan sat

khi bay hoi
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5-1 Pamoic DMSO Dung Dung GOm mau
dich mau dich vang
vang mau
vang
5-2 Malonic THF Dung Dung dich | G0m trong
dich
5-3 D-glucuronic Nudce Dung Dung dich Gom trong
dich
5-4 DL-mandelic THF Dung Dung dich | G0m trong
dich
5-5 D-gluconic THF Két tua Dung dich | G6m trong
mau tring duc
5-6 Glycolic THF Dung Dung dich | Gom trong
dich
5-7 L-lactic THF Dung Dung dich | Gom trong
dich
5-8 Oleic THF Dung Dung dich GO6m trong
dich
5-9 L-ascorbic Nudc Dung Dung dich GOm mau
dich vang
5-10 Adipic THF Dung Dung dich | Gom trong
(nhiét) dich
5-11 Caproic THF Dung Dung dich GOm trong
dich
5-12 Stearic THF Dung Dung dich | Chat rén
dich duc dang thuy
| | tinh trong*
5-13 Palmitic THF Dung Dung dich | Chat ran
dich dang thuy

tinh trong*
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5-14 Metansulfonic THF Dung GOm trong

dich

Dung dich

Dung dich goc dugc didu ché trude khi bd sung axit

*Cac mau duoc phan tich bang XRPD va cho cac mau vo dinh hinh ciing véi cac
dinh tir ion trai ddu axit
Do tit ca cac miu 12 vo dinh hinh, tit ca cac mau dugc hoa tan lai trong MEK (5

vol) va xyclohexan duogc bd sung (20 vol dbi dung moi) & nhiét do trong phong tiép
theo 1a 1 gio khudy & 25 °C. Tiép theo, cac mau duge [am chin mudi gitra 50 — 5 °C (1
°C/phut giita cdc nhiét do, 4 gid & mdi nhiét d6) trong 2 ngay trude khi chu ky duoc
thay dbi thanh 50 - 25 °C trong 4 ngay nita. Cac mau duge quan sat bing mat thuong
sau chin mudi. Két qua duoc thé hién trong Bang 15. Sau khi chin mudi, tit ca cic miu
ngoai trir 5-1 (véi axit pamoic) duoc phat hién 1a gom. Mau 5-1, mdt chat rin mau
vang, dugc phan tich béng XRPD, va dugc phat hién 1a khop voi dang da biét cta axit
pamoic (FIG. 14B), va do d6 khong thu dugc dang tinh thé nao ctia mudi.

Béang 15. Két qua tir viéc hoa tan lai Hop chét 1 trong MEK (5 thé tich) va d6i dung

moi
Ky hiéu Quan sat ngay Quan sat sau Quan sat sau Quan sat sau
mau 10 phuat 60 phiit Chin muoi
5.1 Két tha Gom Gom Huyén pht mau
vang**
5.2 Két tha GOm GOm GOm
5.3 Két tia/goém Gom Gom Gom
5.4 Két tha Gom Gom Gom
5.5 Két tia/gdm Gom Gom GOm
5.6 Két tia GOm GOm Gom
5.7 Két tua Gom GOm Gom
5.8 Két tha Huyén phu sang Gom Gom
5.9 Két tia Goém Gom Gom
5-10 Két tia GOom GO6m GO6m
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5.11 Két tha Huyén phu sang GOm Gom
5.12 Két tia Huyén phu sang GOm Go6m
5.13 Két tua Huyén phu sang Gom Goém
514 Két tia Gom Gom Gom

**Mau duge phan tich bang XRPD v&i mau khép voi dang da biét ctia axit pamoic

(khong ¢6 dinh bd sung)
Vi du 10. Khéng thé thu dugc sy tao mubi ddy du bang céch st dung etyl axetat

Tiép theo, etyl axetat duoc str dung dé nghién ctru cac mudi thich hgp khong phai
mubi hemi-sulfat. St dung 14 ion trai dau axit trong bang 12, nghién ctru duoc thuc
hién bang cach hoa tan Hop chét 1 (50 mg) trong etyl axetat (20 vol) & 50 °C. Dung
dich duge xtr Iy bang 1 duong lwong ion trai ddu da chon (Bang 12). Tiép theo, cac
mau duoc lam lanh Xuéng 5°C ¢ 0,1 °C/phut va dugc khuéy & nhiét do nay trong 4
ngay. Cac dung dich dwgc cho bay hoi trong diéu kién moi trudong trong khi chét ran
bat ky duoc phén tich bang XRPD. Két qua tir cac qua trinh két tinh bang cach sir dung
etyl axetat duoc thé hién trong bang 16. Ngugc véi Vi du 8 trong d6 MEK 1a dung moi,
da s6 cac mau duoc quan sat 1a huyén phit sau khi lam lanh hdn hop axit:hop chét (1a
cac dung dich duge cho bay hoi trong didu kién moi truong). Tuy nhién, anh nhiéu xa
XRPD thudng duge phét hién 1a khép véi Hop chit 1 dang tinh thé. Cac mau 6-2, 6-4,
va 6-5 c6 khac biét khong dang ké (FIG. 14A va FIG. 15A). Khong c6 dang tinh thé

nao cuia muoi dugc thu.

Béng 16. K&t qua tir hoa tan Hop chét 1 trong EtOAc (20 thé tich)

Ky Axit Dung Quan sat Quan sat XRPD Quan sat
hi¢u moi do6i khi bd khi lam khi bay hoi
miu voi axit | sung axit lanh

61 M

6-1 Pamoic DMSO | Dungdich | Dung dich - Gom

mau vang | mau vang®*

6-2 Malonic THF Dung dich Huyén phu | Khac biét -

mau tring khong
dang ké so
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vO1 bazo
tu do
6-3 | D-glucuronic | Nudc Dung dich | Dung dich* - Gom
6-4 | DL-mandelic | THF Dung dich | Huyén phu | Khac biét -
mau tring khong
dang ké so
vG1 bazo
tu do
6-5 D-gluconic THF Két tha Cothé co | Khac biét -
mau tring | gom tring khong
dang ké so
v6i bazo
tu do
6-6 Glycolic THF Dung dich | Huyén phu | Bazo tu do -
mau tréng
6-7 L-lactic THF Dung dich Huyén phu | Bazo tu do -
mau tréng
6-8 Oleic THF Dung dich | Huyén phu | Bazo tu do -
mau trang
6-9 L-ascorbic Nudce Dung dich | Dung dich* - Chét ran
mau tréng
trén thanh /
gdm mau
vang - vO
dinh hinh
6-10 Adipic THF | Dungdich | Huyén phu | Bazo tu do -
(nhiét) mau tring
6-11 Caproic THF Dung dich | Huyén phu | Bazo tu do -
mau tréng
6-12 Stearic THF Dung dich | Huyén phu | Bazo tu do -
mau tréng

66




52214

67/128
6-13 Palmitic THF Dung dich | Huyén phu | Bazo tu do -
mau trang
6-14 | Metansulfonic, THF Két tha Dung dich / - GOm trong
mau tring | gdm trong*

Vidu 11. Xac dinh do tinh khiét hoa hoc bang HPLC

Viéc phan tich d6 tinh khiét trong Vi du 2 va Vi du 4 dugc thuc hién trén hé théng

Agilent HP1100 ¢6 lip bo do méang diot va bang cach st dung phin mém ChemStation

vB.04.03 bang céch sir dung phwong phép dugc thé hién trong bang 17.

Bang 17. Phuong phap HPLC dé xéc dinh d6 tinh khiét hoa hoc

Théng sb Valu
Loai phuong phép D40 pha c6 giai hip theo gradien
Piéu ché mau 0,5 mg/ml trong axetonitril : nugc 1:1
Cot Supelco Ascentis Express C18, 100 x 4,6 mm, 2,7 pm
Nhiét do cot (°C) 25
Tiém (ul) 5
Buée song, chidu rong dai | 255, 90
(nm)
Luu lugng (ml/phut) 2
Pha A 0,1% TFA trong nuéc
Pha B 0,085% TFA trong axetonitril

Thoi gian bicu

Thoi gian (phut) % Pha A % Pha B
0 95 5
6 5 95
6,2 95 5
8 95 5

Vi dy 12. K¥ thuat nhiéu xa bot tia X (XRPD)

Cac mau XRPD trong Vi du 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, va 9 dugc thu thap béng nhiéu xa
ké PANalytical Empyrean bang cach st dung birc xa Cu Ko, (45 kV, 40 mA) theo hinh

hoc truyén dan. Khe 0,5°, man chin 4 mm va khe Soller 0,4 rad v6i guong diéu tieu duoc

str dung trén chum t6i. Bo do PIXcel3 D, dat trén trum nhiéu xa, dugc lép véi khe

nhan va khe Soller 0,04 rad. Thiét bi nay duoc kiém tra hiéu nang bang cach st dung

bot silic trén co s& hing tudn. Phan mém duge st dung dé thu dit liéu 1a X’Pert Data
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Collector v. 5.3 va dit liéu duge phén tich va thé hién bang cach str dung Diffrac Plus

EVA v. 15.0.0.0 hoac Highscore Plus v. 4.5.

Céc miu duoc didu ché va phan tich trong dia kim loai hodc dia Millipore 96 16
theo kiéu truyén qua. Phim tia X trong sudt duoc sir dung gitra cac tam kim loai trén dia
16 kim loai va bot (khoang 1-2 mg) dugc sir dung khi nhén duge. Dia Millipore dugc st
dung dé tach va phan tich chit rén tir huyén phil bang cach bd sung truc tiép lwong nho

huyén phil vao dia trude khi loc trong didu kién chan khong nhe.

Kiéu quét dbi voi tAm kim loai st dung truc quét goc, trong khi quét 20 duge tmg
dung cho dia Millipore. Viéc kiém tra hiéu nang dugc thyc hién bang cach sir dung bot
silic (dfa 15 kim loai). Céc chi tiét thu thap dit lidu 1a gi6i han goc nim trong khoang tir

2.5 dén 32,0° 20, kich thuéc bude 0,0130° 20, va téng thoi gian thu thap 2,07 phut.

Céc mau ciing duoc thu bang nhidu xa ké Bruker D8 bang céach sir dung birc xa
CuKa (40 kV, 40 mA), may do goc 0 - 28, va phan ky V4 va cac khe nhén, may don sdc
Ge va bd ddo Lynxeye. Thiét bi duoc kiém tra hiéu ning bang cach sir dung chuén
Corindon da dugc chimg nhan (NIST 1976). Phan mém dugc st dung dé thu dir lidu 1a
DiffracPlus XRD Commander v2.6.1 va dit liéu dugc phan tich va thé hién bing cach st
dung Diffrac Plus EVA v15.0.0.0.

Céac mAu dugc chay trong didu kién méi trudng dudi dang cac mau thtr dang dia
det b'fmg cach st dung bot khi nhan duoc. Mau duge 4n nhe vao khoang da cit thanh
miéng silic danh béng, mde khong (510). Mau dugc quay theo mat phéng riéng ctia n6
trong khi phan tich. C4c chi tiét thu thap dit liu 1a giéi han goc nam trong khoang tir 2
dén 42° 26, kich thudc bude 0,05° 26, va thoi gian thu thap 0,5 s/budc.

Vi du 13. Téng hop Hop chét 2 v6 dinh hinh

n-CHe Ln-CHa
N X
Y oy
4 CH; O <
CHa © <N | A 0.5 HySO4 ER o_ N N//kNHz
HaC O~ P 0o N™ "NH HsC._O NP\OA(_ZCH
3 \n/\N, \\OUCHS \H/\H N .
CH, 0 90 T CHs O Lo % 05HzSO,
3 HO F
Hop chét 1 Hop chét 2
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Binh n6n 250 mL dugce nap MeOH (151 mL) va dung dich nay dugc 1am lanh dén
0-5 °C. Dung dich H>SOx4 dic duge bd sung bang cach nhé giot trong 10 phit. Binh nén
riéng duoc nap Hop chét 1 (151 g) va axeton (910 mL), va dung dich H2SO4/MeOH duge
bd sung bang cach nhé giot & 25-30 °C trong 2,5 gidr. Luong 1on chat rin duoc két tua.
Sau khi dung dich duoc khuéy trong 12-15 gid & 25-30 °C, hdn hop duoc loc, duoc ria
bang MeOH/axeton (25 mL/150 mL), va duoc sdy kho & 55-60 °C trong chan khong thu
dugc Hop chét 2 (121 g, 74%).

Phuong phap phan tich d6i véi Hop chit 2: Do tinh khiét ctia Hop chit 2 duge thu bang
cach str dung hé théng HPLC Agilent 1100 ¢6 lip cot Waters XTerra Phenyl Sum
4,6%250mm v&i cac diéu kién sau: luu luong 1 mL/phut, doc & 254 nm, nhiét do cot 30
°C, thé tich tiém 10 ul, va thoi gian chay 30 phut. Mau duoc hoa tan trong ACN:nude
(90:10, v/v). Phuong phap tach theo gradien duoc thé hién dudi ddy. R. (phut) ctia Hop
chét 2 13 khoang 12,0 phut.

Thoi gian (phitt) 0,1% H3POy4 trong nuée (A)% Axetonitril (B)%
0 90 10
20 20 80
20,1 90 10
30 90 10

'HNMR: (400 MHz, DMSO-ds): § 8,41 (br, 1H), 7,97 (s, 1H), 7,36 (t, J = 8,0 Hz,
2H), 7,22 (d, J= 8,0 Hz, 2H ), 7,17 (t, J= 8,0 Hz, 1H), 6,73 (s, 2H), 6,07 (d, J = 8,0 Hz,
1H), 6,00 (dd, J = 12,0, 8,0 Hz, 1H), 5,81(br, 1H), 4,84-4,73 (m, 1H), 4,44-4,28 (m,
3H), 4,10 (t, J= 8,0 Hz, 2H), 3,85-3,74 (m, 1H), 2,95 (s, 3H), 1,21 (s, J = 4,0 Hz, 3H),
1,15-1,10 (m, 9H).

Vi du 14. Xé4c dinh Hop chét 2

Hop chit 2 ciing dugc x4c dinh bang mit thudng, 'HNMR, PCNMR, PFNMR,
MS, HPLC, va XRPD (FIG. 15B). Dung mdi du dugc do bang GC. Ham lwong nudc
duge do bing chuan do Karl Fischer, va ham lugng nuéce chi 12 0,70%. Sé litu duogc tom

tit trong bang 18.
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Bang 18. Tom tit s lidu x4c dinh bd sung cua Hop chat 2

Thir nghiém Két qua
Bé ngoai ~Chat ran mau trang
NMR Céc dinh "HNMR duoc néu trong Vi du 4
MS MS(ESI+ve) [M+H]" = 5823 — phu hop véi cau tric
HPLC 99,8% theo AUC & 254 nm (trung binh ctia hai mé)

bing GC

Dung moi du x4c dinh

Metanol — 57 ppm
Axeton — 752 ppm
Diclometan — 50 ppm

Etyl axetat — 176 ppm

Ham lugng nuédce

0,70%

Vidu 15. B0 tan cta

Hop chit 1 va Hop chat 2

Hop chit 1 va Hop chét 2 déu duge thir d6 tan trong cac mdi truong thit nghiém

tuong thich sinh hoc, bao gdm dich da diy mé phéng (SGF), dich da day md phéng &
trang thai doi (FaSSIF), va dich da day ¢ trang thai no (FeSSIF). Két qua ddi v6i Hop

chét 1 dugc thé hién trong Bang 19 va két qua dbi v6i Hop chit 2 duge thé hién trong

Béang 20. Cac miu duoc khudy & nhiét do trong phong (20 — 25 °C). Hop chét 2 ¢c6 do

tan cao gip 40 14n so vi Hop chét 1 trong nuée & 2 gid va cao glp 25 1an & 24 gid. Trong

diéu kién SGF, Hop chét 2 c6 do tan 84,2 mg/mL & 24 gid so v6i do tan 15,6 mg/mL cia

Hop chét 1 tai ciing thoi diém. Hop chét 2 ciing ¢6 do6 tan cao hon & 2 gid trong diéu kién

SGF so v&i Hop chét 1, va du tan dé cho phép thir nghiém tham chi sau 48 gio trong khi

thtt nghiém & 48 gid 1a khong thyc hién dugc ddi véi Hop chét 1.

Béang 19. Két qua thir nghiém do tan ctia Hop chét 1

Mi truwong

P tan (tinh bang mg/mL)

Bé ngoai Mo ta

thir nghiém

2 gio 24 giv
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Nudce 1,5 2,5 Dung dich Tan khong

trong* dang ké
SGF 13,8 15,6 Dung dich It tan
trong c6 gobm &
day

FaSSIF 1,7 1,7 buc Tan khong
dang ké

FeSSIF 2,8 2,9 Duc Tan khong
dang ké

*Mau c6 vé trong, nhung do tan dat dugc chi 1a 1,5 mg/mL. Khi nghién ctru tiép, thay

rang ¢6 mang dang gdm trén que khudy. Hop chét 1 (hoat chit dugc) tao vién dang gom

trong chit pha loang (90% nudc/10% axetonitril) trong khi ché pham chuén can dén

thoi gian tac dong séng am dai dé hoa tan hoan toan.

Bang 20. Két qua thir nghiém db tan ctia Hop chét 2

Moi trudong Do tan (tinh bing mg/mL bazo Bé ngoai Mo ta
thir nghiém mudi)
2 gio 24 gio 48 giov
Nuédc 65,3 68,0 N/A Duc Tan
SGF 89,0 84,2 81,3 buc Tan
FaSSIF 1,9 2,0 N/A Duc Tan khong
dang ké
FeSSIF 3,3 3.4 N/A Puc Tan khong
dang ké

Vi du 16. Do 6n dinh héa hoc cia Hop chét 2

Hop chét 2 duoc thir nghiém vé d6 6n dinh héa hoc & 25 va 40 °C trong khoang
thoi gian 6 thang bang cach theo dai do tinh khiét hitu co, ham luong nuée, 'HNMR,

DSC, va Ramen IR. Hé thdng déng kin vat dung dbi v6i nghién ctru nay 1a tGi van dung
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thudc c6 mang nhidu I6p trén tai va silicagel hit 4m gitra hai 16p. Hop chét 2 (1 g) duoc
do trong mdi vat dung. Tiép theo, tii dugc bao quan & 25°C/60%RH (do Am trong ddi)
va 40°C/75%RH (d6 4m tuong dbi). Do tinh khiét hiru co, ham luong nude, '"HNMR,
DSC va Raman duoc do 6 thoi diém 0, Thang 1, Thang 2, Thang 3 va Thang 6.

D6 tinh khiét ciia Hop chét 2 dugc thu bing cach sir dung hé thdng Shimadzu LC-
20AD co6 cot Waters XTerré Phenyl, Sum, 4,6x250mm v&i cac diéu kién sau: luu luong
1 mL/phut, doc & 254 nm, nhiét do cot 35 °C, va thé tich tiém 10 ul. Mau dugce hoa tan
trong axetonitril — nudc (90:10) (v/v). Phuong phap gradien dugc thé hién duéi day.

Thoi gian (phit) A% (ACN) B% (nuée)
0 90 10
20 20 80
20,1 90 10
30 90 10

Ham lwong nude cia Hop chat 2 (250 mg) duge xac dinh thiét bi chuan do nudc

bang céach str dung phwong phap chuan do Karl Fischer.

Két qua dugc thé hién trong Bang 21 va Bang 22. Khi Hop chit 2 dugc bao quan
trong 6 thang & 25 va 40 °C, ty 18 phan hay 14 t6i thidu. O 3 thang, Hop chét 2 ¢6 phan
tram tinh khiét 99,75% & didu kién 25 °C va 99,58% tinh khiét & diéu kién 40 °C. O 6
théng, Hop chét 2 van ¢6 do tinh khiét 99,74% & diéu kién 25 °C va 99,30% tinh khiét ¢
diéu kién 40 °C. O 25 °C, phdn trim san pham phan hiy tang tir 0,03% & ngay 0 dén
0,08% sau 6 thang. O 40 °C, phén trdm san phim phan hiy tang tir 0,03% dén 0,39%.
Trong khoang thoi gian 6 thang, phan trim nudc ting khoang 0,6% & 25 °C va ting
khoang 0,7% & 40 °C.

Viéc xéc dinh bing 'HNMR, Raman, va DSC d6i véi Hop chat 2 ¢ 1,2, 3, va 6
thang 1a gibng nhu viéc xac dinh Hop chét 2 & ngay 0 & ca hai diéu kién nhiét do (Bang

22), 1am ndi bat d on dinh trong thoi gian dai ctia Hop chét 2.

Bang 21. Ty I¢ phan huy Hop chét 2 trong 6 thang & 25 va 40 °C
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. Phén i
Thoi Phan . Phan tram
tram Phan tram san .
gian thir tram R tap chat toi
tinh pham phan hay
nghiém nudc , da
khiet
Ngay 0 1,2 99,82 0,03 0,12
Théang 1 1,9 99,77 0,04 0,12
25°C Théang 2 1,8 99,75 0,06 0,12
Thang 3 1,8 99,75 0,06 0,12
Théang 6 1,8 99,74 0,08 0,13
Ngay 0 1,2 99,82 0,03 0,12
Théng 1 2,0 99,71 0,09 0,12
40 °C Théng 2 1,9 99,63 0,15 0,12
Théang 3 1,9 99,58 0,20 0,12
Théng 6 1,9 99,30 0,39 0,14
Bang 22. Xac dinh Hop chét 2 trong khi nghién ctru sy phan hiy
Thoi
gian
THNMR Raman DSC
thi
nghiém
Thir nghiém ban Thi nghiém ban | Thtr nghiém ban
Neay 0 i dau dau
25°C
Gibng nhu ngay , . .
Thang 1 0 Gidng nhu ngay 0 | Giong nhu ngay 0
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Thang 2 | Gibng nhu ngay 0 | Gibng nhu ngay 0 | Gidng nhu ngay 0
Gidng nhu ngay Gidng nhu ngay Gidng nhu ngay
Thang 3
0 0 0
Thang 6 Gibng nhu ngay 0 | Gibng nhu ngay 0 | Gidng nhu ngay 0
Thit nghiém ban | Thu nghiémban | Thir nghiém ban
Ngay 0 - A A
diu dau dau
Thang 1 | Gibng nhu ngay 0 | Gidng nhu ngay 0 | Gidng nhu ngay 0
40°C Thang 2 | Gibng nhu ngay 0 | Gidng nhu ngay 0 | Giéng nhu ngay 0
Gidng nhu ngay Gidng nhu ngay Gibng nhu ngay
Théang 3
0 0 0
Gidng nhu ngay Gidng nhu ngay Gidng nhu ngay
Thang 6 0 0 0

Céc nghién ctru bd sung vé d6 6n dinh hoa hoc cta Hop chét 2 duoc thuc hién

dé xac dinh cac muc tap chat va nude. Ba diéu kién dugc thir nghiém [a: d§ On dinh

tang tbc (40 + 2°C / 75 + 5% RH) trong khoang thoi gian 6 thang, do 6n dinh trong

didu kién moi truong (25 + 2°C / 60 + 5% RH) trong khoang thoi gian 9 théng, va d

on dinh trong didu kién lanh (5 + 3°C) trong khoang thoi gian 9 théng. Két qua ddi véi

d6 6n dinh tang tdc, d6 4n dinh trong diéu kién mdi truong, va diéu kién lanh lan luot

duoc thé hién trong Bang 23, Bang 24, va Bang 25. Duya trén két qua ctia cac nghién

ctru nay, Hop chit 2 14 rat 6n dinh hoa hoc.

Trong nghién ctru vé& d6 6n dinh ting tbe (Bang 23), tai mdi thoi diém (thang 1,

thang 3, va thang 6) Hop chit 2 dugc do, bé ngoai ctia Hop chét 2 luén 1a chat ran mau

tring va IR khép véi chudn tham chiéu. Sau sau thang, tdng lwong tap chét lién quan 1

chi 1a 0,08% va khong phat hién dugce chét lién quan 2 va céc chit ddng phan.

Bang 23. Do én dinh tang tdc (40 + 2°C / 75 + 5% RH) ctia Hop chat 2
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Thoi diém thir nghiém
Cac khoan Mo ta
Thang 0 | Thang 1 | Thang 3 | Thang 6
Chét ran mau | Chatrin | Chatrdn | Chatrdn | Chét rdn
Bé ngoai trdng hoic mau mau mau mau
trdng nhat tring tring tring tring
tuong tuong tuong
duong duong duong
tuong duong
, véi véi vOi
IR v&i chuin tham , / , ,
y chuan chuéan chuan
chiéu
tham tham tham
chiéu chiéu chiéu
Nuéce <2,0% 0,45% 0,21% 0,36% 0,41%
Tap chat A <0,15% N.D. N.D. N.D. N.D.
TapchatB | <015% ND. | ND. | Np. | ND.
Tap chat F <0,15% ND. | ND. | ND. | 001%
Chat | Tap chit H ND. | ND
ap chat <0,15% D. D. N.D. N.D.
lién ]
Tap chat duy
quan 1 ) o
nhét khac <0,10% 0.01% | 0.02% | 0,01% | 0,05%
bét ky
Tong lugng 0.01°
, <0,2% O1% 1 0,02% | 0,02% | 0,08%
tap chat
Chat
lién Tap chéit G <0,15% N.D. N.D. N.D. N.D.
quan 2 |
Chat | Tap chatC <0,15% N.D. / N.D. N.D.
dong | Tap chit D <0,15% N.D. / N.D. N.D.
phan | Tap chatE <0,15% N.D. / N.D. N.D.
Th nghiém 98,0%~102,0% | 98,8% 101,5% | 99,6% 99,5%
Thu TAMC <1000cfu/g <lctu/g / / /
nghiém | Mdc va nAm <100cfu/g <lcfu/g / / /
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vi sinh men

vat . Khoéng phat
E.Coli N.D. / / /
hién duogc

N.D.: Khong phét hién duoc

Trong nghién ctru vé d6 On dinh trong diéu kién moi truong voi bé ngoai, IR, céc
mirc nuée va tap chét duge do trong 9 thang, bé ngoai ctia Hop chét 2 ludn 1a chét rén
mau trang va IR ludn twong tng v&i miu tham chiéu. Két qua (Bang 24) lam noi bat
Hop chét 2 6n dinh hoa hoc nhu thé nao. Sau 9 thang, phan trim nudc trong mau chi
14 0,20% va téng luong tap chat lién quan 1 chi 1a 0,02%. G_iéng nhu cac nghién ctu
vé d6 bn dinh ting tdc, chét lién quan 2 va chit ddng phén bit ky ctia Hop chat 2 1a
khong phét hién dugc.

Bang 24. D6 6n dinh trong diéu kién méi truomg (25 + 2°C / 60 + 5% RH) cta Hop
chat 2

Thoi diem thir nghiém
Cac khoan Mo ta Thang
Thang 0 ’ Thang 3 | Thang 6 | Thang 9
Chat ran L, Chat o, o, Chat ran
, Chat rdn , Chatran | Chatrdn
. mau trang ran mau
Bé ngoai . mau mau mau .
hodc tréng , mau , , trang
trang , trang trang
nhat trang nhat
tuong tuong tuong
tuong
tuong duong duong duong
duong _
duong véi vl Vo1 , V01
IR , , / , v61 chuan ,
chuan tham | chuéan chuan chuan
) tham
chiéu tham tham . tham
. . chiéu .
chiéu chiéu chiéu
Nuédce <2,0% 0,45% | 0,19% | 0,29% 0,46% 0,20%
Ta
Chit P <0,15% | ND. | ND- | NbD. N.D. N.D.
chat A
lién T
a
quan 1 P <0,15% ND. | ND. | 003% | ND. N.D.
chat B
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Tap
) <0,15% N.D. ND. | 0.02% | 0,01% N.D.
chat F
Tap
, <0,15% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
chat H
Tap
chét
duy 0 0
: <0,10% 0,01% | 0,01% | 003% | 0,02% | 0.02%
nhét
khac
bét ky
Téng
luong | <0,2% 0,01% | 0,02% | 011% | 0,05% | 0,02%
tap chit
Chiat
Tap
lién ) <0,15% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
chat G
quan 2
Tap
) <0,15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
) chat C
Chét
. Tap
dong ) <0,15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
chat D
phan
Tap
; <0,15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
chat E
98,0%~102 101,1
Tht nghiém 98,8% 99,6% 99,7% | 100,9%
,0% %
TAMC | <1000cfu/g | <lcfu/g / / / /
Thtt | Mbc va /
nghiém | nim <100cfu/g | <lcfu/g / / /
vi sinh men
vat Khong phat /
E.Coli N.D. / / /
hién duoc

N.D.: Khong phat hién dugc
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Két qua do do 6n dinh trong diéu kién lanh dugc thé hién trong Bang 25. Chi cac

tap chat duoc phat hién tham chi sau 9 thang 1a cac tap chat tir chét lién quan 1 va nuée.

Ham lugng nuée sau 9 thang 12 0,32% va tong lugng tap chat lién quan 1 chi 12 0,01%

mau. Hop chét 2 1a rit 6n dinh héa hoc trong diéu kién lanh.

Bang 25. P9 6n dinh trong diéu kién lanh (5 + 3°C) cua Hop chét 2

Thoi diém thir nghiém

Cac khoan Mo ta Thang
Thang 0 . Thang 3 | Thang 6 | Thang 9
Chét rin . | Chat . ., | Chétran
, Chat ran Chat ran | Chat ran
. mau trang ran mau
Bé ngoai i mau mau mau .
hodc trang . mau . . trang
trang , trang trang
nhat trang nhat
tuong tuong tuong tuong
tuong duong duong duong duong
duong voi voi voi Vo1 Vo1
IR , ) / , , ,
chuan chuan chuan chuan chuéan
tham chiéu tham tham tham tham
chiéu chiéu chiéu chiéu
Nude <2,0% 0,45% 0,19% 0,32% 0,42% 0,32%
Ta
P <0,15% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
chat A
Tap N.D N.D
, <0,15% A A 0,01% N.D. N.D.
chat B
. Tap D ND
Chét , <0,15% N.D. D. | ND. N.D. N.D.
chat F
lién
Ta
quan 1 @ <0,15% ND. | ND. N.D. N.D. N.D.
chat H
Tap
Chét 0 0
<0,10% | 0.01% | 0,01% | 0,01% | 0,01% | 0,01%
duy
nhét
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khac
bat ky
Tong
lugng | <0,2% 0,01% | 0,01% | 0.03% | 0,03% | 0,01%
tap chét
Chat
, Tap
lién ) <0,15% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
chat G
quan 2
Tap
, <0,15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
. chat C
Chat
‘ Tap
dong , <0,15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
chat D
phan
Tap
) <0,15% N.D. / N.D. N.D. N.D.
chat E
. 98,0%~10
Tht nghiém 98,8% | 101,1% | 100,2% | 98,6% | 101,4%
2,0%
<1000cfu/
TAMC <lcfu/g / / / /
g
Thtr | Moc va
nghiém | ndm | <100cfu/g | <lcfu/g / / / /
vi sinh men
vat Khong
E.Coli | phathién N.D. / / / /
duoc

N.D.: Khong phét hién dugce

Vi du 17. Cac mirc trong huyét twong ciia chat chuyén héa sau cic lidu don dung qua

dudng miéng ctia Hop chét 2

Liéu don dung qua duong miéng cia Hop chit 2 duge dung cho chudt cong, chd,

va khi, va cac muc trong huyét twong ctia chét chuyén hoéa nhu duge thé hién trong So

dd 1 dugce do.

79



52214

80/128

Su chuyén héa ctia Hop chét 2 thanh Hop chét 1 va chét chuyén hoa 1-7 duoc thé

hién trong Bang 26 va két qua dbi vai chit chuyén hoa 1-8 va chat chuyén hoa 1-2 duoc

thé hién trong Bang 27. ¢ chudt céng, muc biéu hién thép cua Hop chat 1 dugc ghi nhén,

nhung murc cao ctia cht chuyén hoa 1-7, cht chuyén hoa dang nucleosit ctia triphosphat

hoat tinh (chét chuyén hoa 1-6), dugc ghi nhan. O khi, muc biéu hién hiu nhu ty 18 véi

lidu cua Hop chét 1 12 duge do. O chd, muc bidu hién siéu ty 1€ Hop chét 1, chi thi su

thanh thai chuyén hda qua gan lan dau, dugc do. Trong nghién clru nay, néon mtra ¢ ché

cao hon dang ké (5/5 trong nhém liéu cao) so vé6i & khi (1/5 trong nhom lidu cao) duoc

ghi nhan.

Bang 26. Cac muc trong huyét twong ctia Hop chit 1 va chit chuyén hoa 1-7 sau lidu

don ding qua dudng miéng ctia Hop chat 2

Hop chit 1 Chit chuyén héa 1-7
= Lidu*
Loai (mg/kg) Crnax Tmax AUC-1ast Crax AUC-1ast
(ng/mL) (hr) (hr*ng/mL) | (ng/mL) | (hr*ng/mL)
Chuot
, 500 70,5 0,25 60,9 748 12000
cong?
30 1530 0,25-1 1300 783 9270
ChaP 100 8120 0,5-1 10200 2030 24200
300 21300 204 44300 4260 60800
30 63,5 0,5-2 176 42,5 1620
Khi® 100 783 1-2 1100 131 3030
300 501 204 1600 93,6 3660

3 con duc/lidu/loai; *cong thic lidu: 20,5% CMC, 0,5% Tween 80 trong nudc; *bot

trong vién nang

Bang 27. Cac muc trong huyét tuong clia cac chét chuyén hoa 1-8 va 1-2 sau lidu don

dung qua duong miéng cua Hop chét 2
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Chét chuyén héa 1-8 | Chét chuyén héa 1-2
Lodi Liéu*
oal (ll’lg/kg) Cmax AUCO-last Cmax AUCO-last
(ng/mL) | (hr*ng/mL) | (ng/mL) | (hr*ng/mL)
Chuot
. 500 5060 35100 9650 20300
cong?
30 291 905 196 610
Cha® 100 1230 4370 886 2830
300 5380 35300 2380 8710
30 209 5690 300 1730
Khi® 100 406 12300 1350 8160
300 518 16800 1420 11400

3 con dyc/liéu/loai; *cong thire lidu: 20,5% CMC, 0,5% Tween 80 trong nudc;

®bot trong vién nang

Vi dy 18. Biéu hién trong mé cua Triphosphat hoat tinh sau lidu ding qua dudng miéng

ctia Hop chat 2

Céc mirc trong mo tim va gan cua triphosphat hoat tinh (TP) ctia Hop chit 2 (chat
chuyén hoa 1-6) 1a duoc do 4 gidr sau céc lidu ding qua duong miéng ctia Hop chét 2.
Céc méu gan va tim duge thu & 4 gidr sau lidu don cta Hop chét 2, duoc lam dong
nhanh, dugc lam ddng nhit va duoc phan tich bing LC-MS/MS vé& muc nodi bao cia
TP hoat tinh. Cac mirc trong mo dugc do & chudt céng, ché va khi nhu duoc thé hién
trén FIG. 16A. Mt cao ctiia TP hoat tinh duge do trong gan cua tat ca cac loai duge
thtr nghiém. Mtrc twong ddi thdp ctia TP hoat tinh dugc do trong tim cua ché do su bdo
hoa chuyén héa qua gan 1an déu, va muic khong dinh lugng dugce ctia TP duge do trong
tim cua chudt céng va khi, chi thi su tao TP hoat tinh dac hi¢u gan. Mac du khong duoc

thé hién, so véi dinh lidu Hop chét 1, dinh liéu Hop chét 2 ci thién su phan b TP.

Vi du 19. So sanh dwoc Iy ciia Hop chat 1 va Hop chét 2 & ché
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Viéc so sanh truc tiép cac con ché dugce dinh lidu Hop chat 1 va Hop chit 2 duoc
thuc hién. Nghién ctu nay do mtc trong huyét twong ctia Hop chét 1 va chit chuyén
hoa 1-7 (tir So dd 1) dén 4 gid sau khi dinh liéu Hop chit 1 (25 mg/kg) va Hop chit 2
(30 mg/kg) (Bang 28), va AUC(o4n clia chit chuyén hoa 1-7 13 cao gip hai 1an vé6i
Hop chét 2 so v&i Hop chit 1. Cac mirc chudn héa theo lidu déi vi Hop chit 1 va chit
chuyén hoa 1-7 duge thé hién trong Bang 28. Gia tri AUC 0-4nr) d6i voi Hop chét 1, chét
chuyén héa 1-7, va téng ctia Hop chit 1 + chit chuyén hoa 1-7 1a 16n hon sau khi dinh
lidu Hop chét 2.

Béang 28. So sanh muc trong huyét twong sau khi dinh lidu Hop chat 1 va Hop chét 2

Hop chit duoc AUC 04nr) chuén hoéa theo lidu trung binh?* (uM*hr) d6i
dinh lidu Vi
Hop chét 1 Chét chuyén héa | Hop chat 1 + Chét
1-7 chuyén hoa 1-7
Hop chit 1 (25 0,2 1,9 2,1
mg/kg)
Hop chét 2 (30 1,0 4,1 5,1
mg/kg)

2 Gia tri AUC(0-4nr) duge chudn hoa theo liéu 25 mg/kg

Né)ng do triphosphat theo ty 1€ gan/tim chi ra réng viéc dinh lidu Hop chét 2, so
v6i Hop chit 1, lam ting su phan phdi chon loc triphosphat dén gan, nhu duoc thé hién
trong Bang 29. AUC(0.4nr) ctia chit chuyén hoa dang guanin hoat tinh (1-6) sau khi dung
Hop chét 1 do duoc trong tim 1a 174 pM*hr, trong khi AUC (0-4nr) clia chét chuyén hoa
dang guanin hoat tinh (1-6) sau khi dung Hop chét 2 do dugc trong tim 1 28 uM*hr.
Ty 1¢ gan/tim ddi v6i Hop chét 2 12 20 so véi ty 1& gan/tim 3,1 d6i véi Hop chat 1.

Bang 29. So sanh mtc biéu hién trong gan va tim sau dinh lidu Hop chit 1 va Hop

chét 2
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Hop chit dwoc AUC (04nr) chuén héa theo liéu trung binh* (uM*hr) dbi
dinh liéu Vi
Gan Tim Gan/Tim
Hop chat 2 565 28P 20
Hop chét 1 537 174 3,1

“Nong do TP hoat tinh (1-6; So dd 1) duge chudn héa theo lidu 25 mg/kg
®Ngoai suy & dudi giéi han duéi dinh luong cia duong cong hiéu chinh

Téc dung cta tinh chon loc gan ting so véi tim khi Hop chéit 2 duoc dung so véi
Hop chét 1 cling dugc thé hién trén FIG. 16B. Cac mirc trong md tim va gan cla
triphosphat hoat tinh sau khi dinh lidu Hop chét 2 (30 mg/kg) duoc so sanh véi cac
muc trong md cua triphosphat hoat tinh sau khi dinh liéu Hop chit 1 (25 mg/kg). Nong
d6 cua TP hoat tinh trong gan 1a cao hon so vdi trong tim ddi véi ca hai Hop chét 1 va
Hop chét 2, nhung TP hoat tinh c6 tinh chon loc gan cao hon so véi tim khi Hop chét
2 duoc dinh lidu so véi Hop chét 1.

Vi du 20. Profin huyét twong cta cac chit chuyén hoa Hop chat 2 & chudt cong va khi

Chuét céng Sprague-Dawley duc va khi dudi dai (3 con/nhém lidu) dugc dung
qua duong miéng lidu don cia Hop chét 2. Cac phdn mau huyét twong diéu ché tir cac
mau méu duge xir Iy bing Dichlorvos dugc phén tich bang LC-MS/MS vé ndng do cia
Hop chét 1 va chét chuyén hoa 1-7 (chat chuyén héa dang nucleosit ctia triphosphat hoat
tinh ctia Hop chit 2 thé hién trong So dd 1), va cac thong s6 duoc dong hoc dugc xac
dinh bang cach str dung phan mém WinNonlin. Két qua dbi voi lidu don 500 mg/kg &
chudt cdng duge thé hién trén FIG. 17 va két qua dbi véi liéu don 30, 100, hodc 300
mg/kg & khi duogc thé hién trén FIG. 18. Cé4c két qua ciing dugc tom tit trong Bang 30.

Céac mic cao trong huyét tuong cua chét chuyén hoa 1-7, chét chuyén hoa dang
nucleosit cua triphosphat hoat tinh (TP) cia Hop chét 2, 1a chi thi su tao TP & mtc cao,
tham chi & cac con chuot céng dugc ghi nhén 1a c6 muc tién duoc chit nucleotit ge rat
thdp trong huyét twong do thoi gian ban hiy ngén ctia Hop chét 1 trong méu chudt cong
(<2 phiit). Mitc 6n dinh trong huyét tuong cta chét chuyén héa 1-7 phan 4nh thoi gian
ban huy dai cua TP.
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O khi, mtrc biéu hién trong huyét twong (AUC) ctia Hop chét 1 1 hdu nhu ty 16
v6i lidu, trong khi mirc biéu hién chét chuyén hoa 1-7 1a ¢6 phan nhé hon ty 16 v6i liéu,
mic du cac gia tri AUC ddi véi ca duge chit gbe va chat chuyén hoa dang nucleosit cia

TP hoat tinh tiép tuc tang 1én dén lidu cao nhat duoc thir nghiém (300 mg/kg).

Viéc dung Hop chét 2 qua duong miéng & cac con chudt céng va khi tao ra cac
muc biéu hién trong huyét twong cao va phu thudc lidu dbi v6i chit chuyén héa 1-7 (chat
chuyén héa dang nucleosit cia triphosphat hoat tinh ndi bao ctia Hop chét 2); mirc bidu
hién chit chuyén hoa 1-7 tiép tuc ting Ién dén lidu cao nhit duoc thir nghiém, phan 4nh

su tao TP hoat tinh dang ké & cac loai nay.

Béang 30. Mitrc trong huyét tuong cta cac hop chat 1 va 1-7 sau lidu don ding qua

dudng miéng cua Hop chét 2

Loai Chudt KhiP
cénga

Liéu (mg/kg) 500 30 100 300
Hop chit 1 Cmax (ng/mL) | 60,8 63,5 783 501
Tumay (hr) 0,25 0,5-2 1-2 204
AUC.1ast 78,2 176 1100 1600

(hr*ng/mL)
Chit chuyén Cmax (ng/mL) | 541 42,5 131 93,6

héa 1-7

AUC 1ast 9640 1620 3030 3660

(hr*ng/mL)
Tmax (hr) 6-8 12-24 4 4-24
Tix (hr) 15,3 11,5 15,0 18,8

Cong thuc liéu: 20,5% CMC, 0,5% Tween 80 trong nudc; °bot trong vién nang

Vidu 21. Téac dung ctia triphosphat hoat tinh ctia Hop chét 1 va Hop chét 2 dén tinh toan

ven ty thé
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Hi¢u qua twong dbi ctia viée hop nhat triphosphat hoat tinh (TP) cua Hop chét 1
va Hop chit 2, chit chuyén hoa 1-6 (So dd 1), béi ARN polymeraza ty thé nguoi duge
so sanh v6i hiéu qua twong d6i ciia TP hoat tinh ctia sofosbuvir va TP hoat tinh cta INX-
189. Hop chit 1 va Hop chit 2 ¢6 vé khong anh huéng dén tinh toan ven cua ty thé do
triphosphat hoat tinh ctia chtng 14 dugc hop nhét kém béi ARN polymeraza ty thé nguoi
v6i hidu qua gidng nhu triphosphat ciia sofosbuvir; hidu qua twong ddi ctia viéc hop nhét
triphosphat ctia INX-189 13 cao gép dén 55 1an. Két qua duoc thé hién trong Bang 31.
Viéc hop nhat cac chit trong tu ndy bdi ARN polymeraza ty thé ngudi phu thude ARN
(POLRMT) duoc xac dinh theo Arnold va cac ddng tac gia (Sensitivity of Mitochondrial
Transcription va Resistance of RNA polymerase II Dependent Nuclear Transcription to

Antiviral Ribonucleotides. PLoS Pathog., 2012, 8, ¢1003030).

Bang 31. Théng s6 dong hoc dbi véi chat twong tu nucleotit duge dénh gid bang ARN

polymeraza ty thé ngudi

Chit twong tw Kpot (s Kad,app (uM) Kpovkd,app Hi¢u qua twong
nucleotit (uM-1s 1) doi*
2’-deoxy-2’-F-2’- 0,00034 + 590 +250 58x 107+ 1,0 x10°¢
C-metyl UTP (TP 0,00005 2,6 x 107
hoat tinh cta
sofosbuvir)
2’-C-metyl GTP | 0,051 + 0,002 240 + 26 2,1 x10%+ 5,5x107
(TP hoat tinh cda 0,2x10*
INX-189)
TP hoat tinh cia 0,0017 + 204 + 94 8,3x 100+ 2,2x10°¢
Hop chit 1 va 0,0002 4,0 x 10
Hop chit 2 (chat

chuyén héa 1-6)

*Hiéu qua tuong doi = (Kpol/Kd,app)nucleotit tuong t/ (Kpol/Kd,app)nucleotit ty nhién

Vi du 22. Hoat tinh cua Hop chét 1 khang cac san phim phién ma chira trinh tu NS5B
Nhom san phdm phién ma chtia cac trinh ty NS5B tir céc kiéu gen HCV ¢6 ngudn

gbc tir 6 ching tham chiéu phong thi nghiém (GT1a, 1b, 2a, 3a, 4a va 5a) (FIG. 19) va tr
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8 mau huyét twong cua bénh nhan HCV (GTla, 1b, 2a, 2b, 3a-1, 3a-2, 4a va 4d) (FIG.

20) dugc st dung dé xac dinh hiéu nghiém cua Hop chét 1 va sofosbuvir.

Hop chét 1 1 hiéu nghiém hon sofosbuvir khang cic chung 1dm sang va chung
phong thi nghiém ctia HCV. Hop chét 1 thé hién hoat tinh khang virut toan kiéu gen in
vitro khang hiéu nghiém céc thé phan 14p 14m sang kiéu dai v6i ECos < 80 nM, hiéu
nghiém gip tir 4 dén 14 14n so vé6i sofosbuvir. Nhu dwogc thé hién trén FIG. 20, cac gia
tri ECos dbi v6i Hop chét 1 1a thip hon 7-33 14n so v&i sofosbuvir khang cac thé phan lap
1am sang cua tit ca cac kidu gen HCV duoc thir nghiém. Cac gia tri ECso ddi voi Hop
chét 1 1a thap hon 6-11 14n so véi sofosbuvir khang cic ching phong thi nghiém cua

HCV kiéu gen 1-5 (FIG. 19).

Vi du 23. Nghién ctru v& lidu don ting dan (SAD) ctia Hop chat 2 & nhitng ngudi tu
nguyén khoe manh (Phan A) va bénh nhéan bi nhiém GT1-HCV (Phan B)

Hop chét 2 duge thir nghiém trong nghién ctru vé liéu don ting din (SAD) dé do
do an toan, tinh dung nap, va dugc dong hoc ciia nd ¢ céac dbi tuong khde manh (Part A).
Phan A 1a nghién ctru SAD ngau nhién, mu kép, c¢6 d6i ching gia duge. Cac dbi tuong
khoe manh trong Phan A tiép nhan liéu don cia Hop chét 2 hodc gia dugc & trang thai
do6i. Cac d6i tugng dwoc nhdp vién tir ngay -1 dén ngay 6.

Viéc dinh liéu trong mdi nhém dugc xép xen k& sao cho 2 ddi twong (1 hoat chat:1
gia dugc) 1a duoce dénh gid trong 48 gio sau dinh lidu trude khi phan con lai ctia nhém
duoc dinh liéu. Mdi nhém tiép nhan Hop chét 2 theo tht tu ting dan. Viéc dinh liéu céc
nhém theo sau dién ra dua trén viée xem xét s6 liéu do an toan kha dung (qua ngay 5) va

s6 liéu duoc dong hoc huyét twong (qua 24 h) ctia nhom trude.

Tang dan lidu dugc tién hanh sau khi xem xét thoa déng s6 liéu nay. Vé s6 liéu
dugce dong hoc va dd an toan thu dugce tir cdc nhdm trude, cac liéu duoc danh gia trong
cac Nhom 3a-4a duge didu chinh bing cac luong gia ting khong vuot qua 100 mg. Téng
lidu téi da duge dénh gia trong Phin A khong vuot qua 800 mg. Ché do liéu ddi véi phan
A dugc thé hién trong bang 32.

Bang 32. Ché do lidu dbi voi dung Hop chét 2 & Phan A cta nghién ciru

. X N (hoat chit: gia . .
Nhom Quan the Hop chat 2 (Hop chat 1)*
dwgce)
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la Khoe manh 6:2 50 (45) mg x 1 ngay

2a Khoe manh 6:2 100 (90) mg x 1 ngay
3a Khoe manh 6:2 200 (180) mg x 1 ngay
4a Khée manh 6:2 400 (360) mg x 1 ngay

*Liéu lam sang duoc biéu dién theo Hop chét 2, v6i duong lugng bazo Hop chat 1 xip

xi trong ngodc

Nhitng ngudt khoe manh trong Phan A cua nghién ctru la cdc doi tugng nam va
nit gitta 18 va 65 tudi. Cac d6i twong nhan hoat chat va gia duge duge gdp vao mdi nhom

Phan A nhdm dadm bao nghién cru mu.

Hop chét 2 cling duge thir nghiém trong nghién ciru vé lidu don ting dan (SAD)
dé do do an toan, tinh dung nap, dugc dong hoc, va hoat tinh khang virut ciia né ¢ bénh
nhan bi nhidm HCV GT1 (Phin B). Déi twong trong Phan B tiép nhan lidu don cua Hop

chét 2 & trang thai d6i. Bénh nhan duogc nhap vién tir ngay -1 dén ngay 6.

Phan B dugc bit ddu sau khi xem xét s6 liéu vé do an toan (qua ngay 5) va dugc
dong hoc huyét twong (qua 24 h) tir Nhom 3a trong Phan A. S6 lidu vé do an toan kha
dung (qua ngay 5) va sé liéu duge dong hoc (qua 24 h) dugc xem xét d6i voi nhom tha
nhét trong Phan B (Nhém 1b) truée khi tham gia vao cic nhom Phéan B tiép theo. Céc
nhém Phéan B tiép theo chi dugc dinh 1iéu sau khi xem xét sb liéu vé do an toan kha dung
va s lidu duge dong hoc tir cac lidu tuong tmg trong Phan A ciing nhu d6 an toan kha

dung (qua ngay 5) tir cdc nhém Phan B trude.

Viéc ting dan liéu 1én dén 600 mg & bénh nhan bi nhiém HCV dugc tién hanh sau
khi xem xét thoa dang sb liéu nay. Ché 46 liéu dbi voi phén B duogc thé hién trong Bang

33.

Béng 33. Ché do lidu dbi v6i Hop chit 2 trong Phan B clia nghién ctru

Nhém Quan thé N (hoat tinh) Hop chat 2 (Hop chat 1)*
1b Nhiém GT1 HCV 3 100 (90) mg x 1 ngay
2b Nhiém GT1 HCV 3 300 (270) mg x 1 ngay
3b Nhiém GT1 HCV 3 400 (360) mg x 1 ngay
4b Nhiém GT1 HCV 3 600 (540) mg x 1 ngay
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*Lidu 1am sang duoc biéu dién theo Hop chit 2, v6i duong luong bazo Hop chét 1 xép

xi trong ngodc.

Bénh nhan bi nhiém HCV 14 déi tuong bi nhiém GT1 khéng xo gan, chua diéu

tri, voi tai luong virut > 5 logio IU/mL.

Khong c6 su kién bat 1¢i nghiém trong nao dugc ghi nhan va khong can dén su
ngung sdm nao trong Phan A hodc Phan B. Tat ca céc tac dung bat 1oi déu c6 cudng do
tr nhe dén vira phai va khong c6 md hinh lién quan dén liéu nao la rd rang, bao gdm céc

thong sd phong thi nghiém, ddu hiéu séng, va ECG.
Vi du 24. Két qua nghién ctru vé lidu don ting dan (SAD) ctia Hop chat 2

Duoc dong hoc cia Hop chét 1 va chét chuyén hoa dang nucleosit 1-7 dugc do
sau lidu don ctia Hop chat 2. Nong d6 cuc tiéu trong huyét twong C24s (Coan) clia chét
chuyén hoa 1-7 & bénh nhan bi nhiém HCV sau mét lidu 600 mg cta Hop chéit 2 12 25.8
ng/mL, 16n hon so v&i hai 14n ndng do trong huyét trong lidu sau mot lidu 300 mg cia
Hop chit 2. Chét chuyén hoa 1-7 (duoc thé hién trong So dd 1) chi ¢o thé duoc tao ra
qua sy khir phosphoryl hoa phosphat ndi bao chit chuyén héa 1-4, chét chuyén hoéa 1-5,
va chit chuyén hoa 1-6, 12 loai hoat tinh. Do d6, chét chuyén héa 1-7 c6 thé duoc coi 1a
dai dién cho loai hoat tinh. S4 liéu dugc dong hoc dbi v6i tht ca cac nhom duoc thé hién
trong bang 34 va bang 35. Cac gia tri dugc thong bdo dudi dang gid tri trung binh + SD,
n‘goai trlr Tmax trong d6 trung vi (gidi han) dugce thong bdo. Cac thong s6 dugc dong hoc

1a twong duong & ngudi khde manh va bénh nhan nhiém HCV.

Bang 34. Duoc dong hoc & ngudi ctia Hop chat 1 va Chét chuyén hoa 1-7 sau khi ding

lidu don cta Hop chit2 & nguodi tw nguyén khde manh

Lléu Cmax AUC C24h
Tmax (h) ! T1/2 (h)
(mg) (ng/mL) (ng*h/mL) (ng/mL)
Phin A, d6i twong khoe manh
0,32+
, 50 46,4 £17,6 | 0,5 (0,5-0,5) | 36,4+ 12,3 --
Hop chat 0,02
1 0,53+
100 156 +96,3 | 0,5(0,5-1,0) | 167+110 024 -~
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0,71 £
200 818 £443 | 0,5(0,5-3,0) | 656 =255 --
0,16
400 1194 +£401 | 0,5 (0,5-1,0) | 1108 £326 | 0,86+0,15 -
7,07 +
50 27,9+5,62 | 3,5(3,0-4,0) | 285+ 69,4 45 2,28 £ 0,95
, 17,7+
Chat 100 56,6 £14,0 | 4,0 (3,0-6,0) | 663 +242 147 445+ 1,87
chuyén ’
15,9+
héa 1-7 200 111+ 38,8 | 5,0 (3,0-6,0) | 1524 +497 795 13,7 +£5,09
, 15,6 +
400 153 +£494 | 6,0 (4,0-8,0) | 2342+ 598 637 23,5+ 6,31

*Dua trén profin 24-hr.

Bang 35. Duoc dong hoc ¢ nguoi cia Hop chat 1 va Chat chuyén héa 1-7 sau khi ding
Hop chit 2 ¢ bénh nhén bi nhiém GT1-HCV

Lléu Cmax AUCtot C24h
Tmax (h) TI/Z (h)
(mg) | (ng/mL) (ng*h/mL) (ng/mL)
0,5 (0,5- 0,54 +
100 | 212+32,0 179 + 54,4 --
1,0) 0,12
0,5 (0,5- 0,64 +
300 | 871590 818 + 475 --
1,0) 0,20
Hop chat 2277 + 0,5 (0,5- 1856 =+ 0,84 + -
1 300 893 1,0) 1025 0,18
2675 £ 1,0 (1,0- 2408 £ 0,86 + -
400 2114 2,0) 1013 0,18
3543 + 1,0 (0,5- 4132 + 0,70 + -
600 1649 1,0) 1127 0,13
50,2 + 6,0 (4,0-
100 538+ 103* | 8,4 +4,3*% | 3,60+ 0,40
) 15,4 6,0)
Chit
) 96,9 + 6,0 (3,0- 1131+
chuyén 300 8,1+2,4% |10,9+3,51
38,9 6,0) 273%
héa 1-7
4,0 (3,0-
300 | 123+16,6 6,0) 1420 + 221 - 18,0 + 8,83
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4,0 (4,0- 11,6 +
400 | 160 £ 36,7 4,0) 2132 + 120 1,21 22,5 +3,29
4,0 (4,0-
600 |198+193 6,0) 2176 £ 116 - 25,8 + 4,08

*Duya trén profin 24-hr.

Profin ndéng d6 trong huyét twong trung binh-thoi gian ctia Hop chit 1 va chat
chuyén hoa 1-7 14 ciing dwoc tinh d6i vai tit ca cdc nhém ciia Phdn A va Phan B cua
nghién ctru. FIG. 21 1a ndng do trong huyét twong trung binh ctia Hop chét 1 sau lidu don
ctia Hop chét 2 va FIG. 22 1a ndng do trong huyét twong trung binh cta chat chuyén hoa
1-7 sau lidu don cta Hop chét 2. Nhu duoc thé hién trén FIG. 21, Hop chét 1 duoc hap
thu nhanh va dwoc chuyén hoa nhanh/rong trong tit ca cac nhém tir Phan B. Nhu dugc
thé hién trén FIG. 22, chit chuyén hoa 1-7 1a chat chuyén héa chinh va ¢6 néng do trong
huyét trong én dinh. Mtre biéu hién trong huyét twong ctia Hop chat 1 lién quan dén liéu

va muc biéu hién cta chat chuyén héa 1-7 1a ty 1€ véi liéu.

DPéi voi cac dbdi twong bi nhiém HCV cua Phéan B, cac phép do dinh lugng ARN
cia HCV duoc thuc hién truédce, trong khi, va sau khi dung Hop chat 2. Viéc xéac dinh
ARN cua HCV trong huyét tuong duogc thyc hién nhd st dung thir nghiém thuong mai
cd hiéu luc. Gia tri co s¢ duge xac dinh 12 gia tri trung binh cia ngay -1 vangay 1 (trude
dinh lidu). Lidu duy nhat 300 mg ctia Hop chit 2 (twong duong véi 270 mg ctia Hop chét
1) tao ra hoat tinh khéng virut dang ké & dbi twong bi nhiém HCV GT1b. Murc gidm ARN
ctia HCV cyc dai trung binh 24 gid sau dinh lidu sau lidu duy nhat 300 mg 1a 1,7 logio
[U/mL va mtc nay twong duong voi mic giam -2 logl0 IU/mL sau 1 ngay dung licu
phép duy nhit 400 mg sofosbuvir & d6i tuong bi nhiém HCV GTla. Mtc gidm ARN cua
HCV cuc dai trung binh 24 gi¢ sau dinh lidu sau lidu don 100 mg 14 0,8 logio IU/mL.
Muc giam ARN cua HCV cuyc dai trung binh 1a 2,2 logio IU/mL sau liéu don 400 mg.
Phén tich dugc dong hoc/dugce luc hoc riéng ré& d6i voi cac dbi tuong riéng ré tir Phan B
ctia nghién ctru dugc thé hién trén FIG. 23A-23F. N6ng do chét chuyén hoa 1-7 dugc vé
theo Ndng do giam ARN ciia HCV, va nhu dugc thé hién trén FIG. 23A-23F, mirc giam
ARN ctia HCV trong huyét tuong twong quan véi mirc biéu hién chit chuyén hoa 1-7
huyét twong. Pép tng virut 1a phu hop voéi chét chuyén hoa 1-7 ndng do trong huyét

tuwong cao hon so v6i gia tri ECos khang GT1b. Tuong quan gitta ndng do trong huyét

90



52214 91/128

tuong va Mirc gidm ARN ctia HCV chi ra ring dép tng sdu sic hon c6 thé dat duoc véi

cac liéu cao hon ctia Hop chét 2.

Vi du 25. Miic cuc tiéu trong huyét trong & trang thai 6n dinh du doan cta chit chuyén
héa 1-7 vuot qué gia tri ECos ctia Hop chét 1 khang céc thé phan Iap 1am sang cia HCV
GT 1-4

Nhu duge thé hién trén FIG. 24, mirc cuc tiéu trong huyét tuong & trang thai 6n
dinh (Caass) ctia chét chuyén héa 1-7 sau dinh liéu Hop chét 2 & ngudi (600 mg QD (550
mg duong lugng bazo ty do) va 450 mg QD (400 mg duwong lugng bazo tu do)) duoc du
doan va so v6i ECos ctia Hop chit 1 in vitro dbi véi tat ca cac thé phan lap 1am sang duoc
thir nghiém dé xéac dinh xem ndng do trong huyét twong & trang thai dn dinh c6 ludn cao
hon ECos hay khong, ¢6 thé din dén hiéu qua cao khang bt ky hodc tat ca cac thé phan
1ap 1am sang duoc thir nghiém in vivo. ECes dbi vai Hop chat 1 1a giéng nhu ECos clia
Hop chét 2. B6i v6i Hop chit 2 ¢6 hiéu qua, mie cuc tidu trong huyét twong ¢ trang thai

dn dinh cua chét chuyén hoa 1-7 cin vuot quéa ECos.

Nhu duoc thé hién trén FIG. 24, ECos ctia Hop chit 2 khang tat ca cc thé phan

1ap 1am sang dugc thir nghiém nam trong khoang tir 18 dén 24 nM.

Nhu duge thé hién trén FIG. 24, Hop chét 2 ¢ liéu 450 mg QD (400 mg duong
luong bazo tu do) & ngudi tao ra ndng do cuc tiéu trong huyét twong & trang thai 6n dinh
du doan (Caa,ss) khoang 40 ng/mL. Hop chét 2 & liéu 600 mg QD (550 mg duong lugng
bazo tu do) & ngudi tao ra ndng do cuc tiéu trong huyét twong & trang thai 6n dinh du

doan (Caass) khodng SOng/mL.

Do d6, nong dd trong huyét twong & trang thai on dinh du doén cua chét chuyén
héa dai dién 1-7 13 hdu nhu gép dd61 ECos khang tAt ca céc thé phan lap lam sang dugc thi

nghiém (ngay c4 dang kho didu tri GT3a), chi ra hi¢u nang vuot troi.

Nguoc lai, ECos ctia chuan nucleotit chita tri sofosbuvir nam trong khoang tr 50
dén 265 nM dbi voi tht ca cac thé phan 1ap 1am sang HCV dugc thit nghiém, véi ECos
nho hon ndng do & trang thai 6n dinh du doan & lidu thuong mai 400 mg ddi v&i chi hai
thé phan 1ap, GT2a va GT2b. ECos d6i voi liéu thuong mai 400 mg sofosbuvir la cao hon
ndng do & trang thai dn dinh du doan ddi véi céc thé phan lap 1am sang khac, GTla,

GT1b, GT3a, GT4a, va GT4d.
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Nong d6 trong huyét twong & trang thai én dinh (Caa.ss) ctia Hop chét 2 & lidu 450
mg dugc dy dodn bing cach st dung ndng d6 trong huyét twong & trang thai én dinh
(Caass) 6 lidu 300 mg. Nong dd trong huyét twong & trang thai 6n dinh (Ca4) trung binh
& lidu 300 mg 14 26,4 ng/mL, va do d6 tinh dwoc 14 26,4*450/300=39,6 ng/mL.

Nong do cuc tiéu trong huyét tvong & trang thai dn dinh (Caass) & lidu 600 mg
dugc dy doan bang cach st dung 3 phuong 4n: 1) 600 mg ngay 1 Caa trung binh 1a 25,8
ng/mL va 60% ting duoc gia dinh dé dat duoc trang thai 6n dinh. Do d6 tinh duoc 1a
25,8%1,6=41,3 ng/mL; 2) 400 mg ngay 1 Ca4 trung binh 1a 22,5 ng/mL va 60% tdng dugc
gid dinh dé dat duoc trang thai 6n dinh. Xét dén PK ty 18 véi lidu, tinh duoc 1a
22,5%1,6%600/400=54 ng/mL; va 3) ndng do trong huyét twong ¢ trang thai 6n dinh
(Caass) O lidu 300 mg 14 26,4 ng/mL va PK ty 1& duoc gia dinh. Do dé, tinh dugc 1a
26,4*2=52.8 ng/mL. Ndng do trong huyét trong & trang thai 6n dinh (Caass) & lidu 600
mg 12 gi4 tri trung binh cta 3 diém di lidu ( (41,3+54+52,8)/3=49,3 ng/mL). Thuong

khoang 60% ting v& Ca4 & trang thai 6n dinh so v&i Cas sau liéu don.

S4 lidu so sanh hiéu qué va cac thong ) trang thai 4n dinh duoc dong hoc trén
FIG. 24 chung to tAm quan trong didu tri bat ngd ctiia Hop chét 2 dé diéu tri viém gan C.
Thue &, muc trong huyét twong & trang thai 6n dinh du doan sau khi dung Hop chét 2
duoc du doan la cao hon it nhét 2 14n so v&i ECos dbi voi tht ca céc kiéu gen duogc thu
nghiém, va hiéu nghiém khang GT2 cao hon tir 3 dén 5 lan. S6 lidu nay chi ra rang Hop
chét 2 c6 hoat tinh khang virut toan kiéu gen hiéu nghiém & ngudi. Nhu duge thé hién
trén FIG. 24, ECoys cua sofosbuvir & GT1, GT3, va GT4 la cao hon 100 ng/mL. Do d6
ngac nhién 13, Hop chét 2 ¢6 hoat tinh khang HCV & dang lidu ma phan phéi nong do
cuc tiéu & trang thai dn dinh (40-50 ng/mL) thap hon so véi ndng do cuc tiéu & trang thai

n dinh (khoang 100 ng/mL) dat duoc bang dang liéu trong tu ctia sofosbuvir.
Vi du 26. M6 ta cong thirc va san xudt Hop chét 2

Cong thirc mé dai dién khong gidi han dbi v6i cac vién nén chira Hop chit 2 (50
mg va 100 mg) dugc trinh bay trong bang 36. Vién nén dugc tao ra tur hdn hop chung
bang cach st dung quy trinh nén truc tiép nhu dugc thé hién trén FIG. 25. Hoat chét duoc
(APIT) duogc diéu chinh trén co s6 thir nghiém hién c6, v6i viée diéu chinh dugc thye hién
vOi su ¢d mit cua xenluloza vi tinh thé. API va ta duoc (xenluloza vi tinh thé, lactoza

monohydrat, va croscarmeloza natri) dugc sang, dugc dit vao mdy tron cht V (PK
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Blendmaster, b4t 0,5L) va duoc tron trong 5 phut & 25 rpm. Magie stearat tiép theo duoc
sang, duge bd sung va hdn hop duoc tron thém trong 2 phut. Hon hop chung duoc chia
dé str dung dé tao vién nén 50 mg va 100 mg. Hdn hop da lam tron tiép theo duge nén &
tbc d6 10 vién nén/phat bang cach sir dung may nén vién nghién ctru mot khoang dap
(Korsch XP1) va bo cép liéu bf?lng trong lyc. Vién nén 50 dugc tao ra béng cach st dung
dung cu 16m chuén tron 6 mm va luc 3,5 kN. Vién nén 100 mg dugc tao ra béng cach s

dung dung cu Idm chuén trdn 8 mm va luc 3,9-4,2 kN.

Bang 36. Cong thirc cia cac vién nén 50 mg va 100 mg Hop chat 2

Nguyén liéu % wiw g/mé Mg/don vi
vién nén S0 mg | vién nén 100 mg
Hop chit 2 50,0 180,0 50,0 100,0
Xenluloza vi tinh thé, 20,0 72,0 20,0 40,0
USP/NF, EP
Lactoza Monohydrat, 24,0 86,4 24,0 48.0
USP/NF, BP, EP, JP
Croscarmeloza Natri, 5,0 18,0 5,0 10,0
USP/NF, EP
Magie stearat, 1,0 3,6 1,0 2,0
USP/NF, BP, EP JP
Tong 100,0 200,0

Hop chét 2 dugc didu chinh trén co so thir nghiém hién co, véi viée diéu chinh
nay dugc thuc hién véi sy ¢6 mat cia xenluloza vi tinh thé. Hop chit 2 va ta duoc
(xenluloza vi tinh thé, lactoza monohydrat, va croscarmeloza natri) duoc sang, dugc dat
vao mdy tron chit V (PK Blendmaster, bat 0,5L) va dugc tron trong 5 phit ¢ 25 rpm.
Magie stearat tiép theo duogc sang, duogc bd sung va hdn hop dugc tron thém trong 2 phit.
Hén hop chung duge chia dé sir dung dé tao cac vién nén 50 mg va 100 mg. Hon hop da
lam tron tiép theo dugce nén & toe do 10 vién nén/phat bang cach sir dung may nén vién
nghién ctu mdt khoang dap (Korsch XP1) vabo cip liéu bang trong luc. Vién nén 50 mg

duoc tao ra bang cach st dung dung cu 16m chudn tron 6 mm va luc 3,5 kN. Vién nén
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100 mg dugc tao ra bang cach st dung dung cu 16m chudn tron 8 mm va luc 3,9-4,2 kN.

Dic diém ky thuat ctia cac vién nén 50 mg va 100 mg dugc thé hién trong Bang 37.

Béang 37. Pic diém k§ thuét cta céc vién nén 50 mg va 100 mg Hop chét 2

vién nén 50 mg vién nén 100 mg
Trong lugng trung binh 100 + 5 mg 200 + 10 mg
(n=10)
Trong luong riéng 100 + 10 mg 200 + 20 mg
D0 cling 5,3 kp 8,3 kp
Thoi gian ra <15 phut <15 phut
bo bo NMT 0,5% NMT 0,5%

Céc vién nén 50 mg va 100 mg duogc tao ra nhu duge mo ta trén day trai qua nghién
ctru d6 6n dinh 6 thang trong ba diéu kién: 5°C (lanh), 25°C/60% RH (moi trudng), va
40°C/75% RH (tang té¢c). Ca hai vién nén 50 mg va 100 mg déu 6n dinh héa hoc trong

cd ba di€u kién duogc thir nghiém.

Trong diéu kién lanh (5 °C), c4 hai vién nén 50 mg va 100 mg van gift trang thai
rin tring ma khong thay ddi hinh dang bé ngoai tir T=0 dén T=6 thang. Qua nghién ciru
6 thang, khong c6 tap chét nao duoc thong bao 16n hon 0,05% dbi véi mot trong hai vién
nén 50 mg hoac vién nén 100 mg. Ham lugng nude sau 6 thang cling 1a nho hon 3,0 %
w/w dbi voi ca hai vién nén. Két qua twong ty duoc thong béo khi vién nén dugc dat
trong diéu kién méi truong (25 °C/60% RH); khong c6 tap chét nao 16m hon 0,05% dugc
thong bao qua 6 thang ddi véi ca hai vién nén va ham lugng nuée khong vuot qud 3,0 %
w/w tai thoi didm 6 thang. Khi vién nén duoc dit trong didu kién tang toc (40 °C/75%
RH), hinh dang bé ngoai ctia cc vién nén 50 mg va 100 mg khong thay d6i tir vién nén
tron, mau tring. Mot tap chét duge thong bao sau 3 thang, nhung tap chat chi 1 0,09%.
Mot tap chit thu hai duogc thong bdo sau 6 thang, tdng ty 1& phan tram tap chét chi la
0,21% d6i v6i ca hai vién nén 50 mg va 100 mg. Ham lugng nudce la 3,4 % w/w trong 6

thang doi véi vién nén 50 mg va 3,2 % w/w doi voi vién nén 100 mg.

Trong nghién ctu riéng, do dn dinh cta vién nén 50 mg va 100 mg cia Hop chét
2 & diéu kién mdi truong (25 °C/60% RH) dugc do trong 9 thang. Hinh dang bé ngoai

ctia vién nén 50 mg va 100 mg khong thay dbi tir vién nén tron mau tring trong khoang
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thoi gian 9 thang. Tap chét trong vién nén 50 mg 1a nhé hon 0,10% sau 9 thang va tap
chét trong vién nén 100 mg 12 nhé hon 0,05%. Ham lugng nude cua vién nén 50 mg va

vién nén 100 mg sau 9 thang 14n luot 12 chi 2,7 % w/w va 2,6 % w/w.

Ban md ta nay dugc md ta theo cac phuong an cia sang ché. Tuy nhién, nguoi c6
hiéu biét trung binh trong linh vure nay biét rang cac cai bién va thay dbi ¢ thé duoc thuce
hién ma khong vuot ra khoi pham vi clia sang ché nhu néu trong yéu cau bao ho dudi
day. Do d6, ban mo6 ta dugc coi la minh hoa ma khong giéi han, va tAt ca cac cai bién

nhu vy duoc du tinh 13 ndm trong pham vi cla séang ché.
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1. Hop chét ¢6 cong thic:
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2. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chit nay c6 cong thic:
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3. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chit nay c6 cong thirc:

4. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chit nay c6 cong thirc:

LCH-
HN *

5. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay c6 cong thirc:
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HnCH
N SN
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7. Hop chét theo diém 6, trong d6 hop chét nay ¢ dang ma it nhat 90% khong chira
chat ddng phan d6i anh R dbi lap & nguyén tir phospho.

8. Hop chit theo diém 6, trong d6 hop chit ndy & dang ma it nhat 98% khong chira
chét ddng phan d6i anh R ddi 14p & nguyén tir phospho.

9. Hop chét theo diém 6, trong d6 hop chit nay & dang ma it nhat 99% khong chira
chit dng phan dbi anh R dbi 1ap & nguyén tir phospho.

10. Hop chat c¢6 cong thirc:

</N~ ! =N
e O M g 0 N’L‘I\J"}\NHZz
Ra gLt

| :
CH: O =" WO F

11. Hop chét theo diém 10, trong d6 hop chit nay & dang ma it nhat 90% khong
chira chit ddng phan dbi anh S dbi 1ap & nguyén tir phospho.

12. Hop chét theo diém 10, trong d6 hop chit nay & dang ma it nhat 98% khong
chira chit ddng phan ddi anh S dbi lap o nguyén tir phospho.
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13. Hop chét theo diém 10, trong d6 hop chét nay & dang ma it nhat 99% khong
chtra chit dong phan d6i anh S dbi 1ap & nguyén tir phospho.

14. Hop chét theo diém 5, trong d6 hop chét nay c6 cong thirc:

HN,CH

CHy O (/N ’ \N
m \ i

N O N"’F“N”A

15. Hop chét theo diém 14, trong d6 hop chat nay ¢ dang ma it nht 90% khong
chtra chit ddng phan d6i anh R d6i 1ap & nguyén tir phospho.

16. Hop chit theo diém 5, trong d6 hop chat nay c6 cong thic:

N

¢ ‘m=/gN
CH { /!\
HEC i /\\_;CH‘

Hg .
<j o 05H;S0,

17. Hop chét theo diém 16, trong d6 hop chét nay & dang ma it nhat 90% khong chira
chét ddng phan déi anh S déi 14p ¢ nguyén tit phospho.

18. Dugc phdm chta hop chit theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 17 trong
chét mang duoc dung, dé ding trong diéu tri bénh nhiém virut viém gan C & nguoi
can diéu tri.

19. Duoc phim chtra hop chat theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 5 vatir 14
dén 17 trong chit mang dugc dung, dé dung trong diéu tri bénh nhiém virut viém
gan C & ngudi can diéu tri.

20. Dugc phdm chira hop chit theo diém 6 trong chat mang dugc dung, dé ding trong
diéu tri bénh nhi®m virut viém gan C & nguoi can diéu tri.

21. Dugc phdm chira hop chét theo diém bét ky trong s céc diém tir 7 dén 9 trong
chit mang dugc dung, dé dung trong diéu tri bénh nhiém virut viém gan C & nguoi

can diéu tri.
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22. Dugc pham chta hop chit theo diém 10 trong chat mang duoc dung, dé dung

trong dicu tri bénh nhi€m virut viém gan C & nguoi can diéu tri.

23. Duogc phim chtra hop chét theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 11 dén 13 trong
chét mang duoc dung, dé dung trong diéu tri bénh nhidm virut viém gan C & ngudi

can diéu tri.
24. Duoc phdm theo diém 18, trong d6 hop chét duge dung qua dudng miéng.

25. Duoc phdm theo diém 18, trong d6 hop chit duge dung qua dudng trong tinh

mach.
26. Dugc phim theo diém 18, trong d6 hop chit duge ding ngoai duong tiéu hoéa.
27. Dugc phim theo diém 18, trong d6 it nhat 400 mg hop chit duoc ding.
28. Duogc phdm theo diém 18, trong d6 it nhat 500 mg hop chét dugc dung.
29. Duoc phdm theo diém 18, trong do it nhit 600 mg hop chit duge dung.
30. Duoc phdm theo diém 18, trong d6 it nhat 700 mg hop chét dugc dung.

31. Hop chét theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 17, trong d6 hop chit nay

14 chét rdn vo dinh hinh.

32. Hop chét theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 17, trong d6 hop chat nay
1a chét rén dang tinh thé.

33.Hop chit c6 cong thirc

CH3 (@) N “ e 05 HzSO4

trong d6 hop chit nay 14 chét rdn vo dinh hinh.

34, Hop chét c6 cong thic:
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trong d6 hop chét nay 13 chit rin dang tinh thé.

35. Hop chét c6 cong thic:
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trong d6 hop cht nay 1a chét rén vo dinh hinh.

36. Hop chét c6 cong thirc:
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trong d6 hop chit nay 1a chét rin dang tinh thé.

100

100/128



52214

1/28

M R B Hop lelit)z vo dinh

h | I* f
U W Lj\f‘\f\}\)\ﬂ LA A Aot d e Hop chat 1 dang
tinh thé (1-2)
LS
; l : —— ‘ - , | Hop chit 1 v dinh
2 10 20 30 40 hinh (1-1)
* 2Theta (d9)
FIG. 1A
| 1
25 | n
‘_Af
20 / @
H
§
7~ s y ;
= 13 E );f"i) 1
é - l P /,w”‘”{ 5
E 10 , |
= i { -
Y ; [ |
ED S P ; i 1:4&,/«' ,‘,-Jr‘-”‘“' ut ;
g 0 R | S e wuﬂ&h 21
rb % x/’,v
o 5 -
-10 VA

Thoi gian (phut)

FIG. 1B

101/128



Dong nhiét (W/g)

52214

2/28
]
'
25 /1
20 % ,/ | L
i !
3 15 // ,\
g 10 ] | p \
o0 e .
. N,._a&wwlmmmwv !‘
E o f—d—" T L
@) s‘ /
5 ‘\\‘ //
-10 ‘ l Y
0 1 2 3 4 5 6 7
Thei gian (phit)
FIG. 2A
1,0 120
0,5 - \
{ f - 100
| sse°C |
00 1 N\ 77672
05 Méiu 1-2 %0 &
o TGA et
=
=
1,0 - =
. Miu 1-2 g
- 60 S
‘ DSC &
-1,5 .
R o
-2,0.._,?532.(3,..,[ S —
0 50 100 150 200 250 300 350
Nhiét d9 (°C)

FIG. 2B

102/128



52214 103/128

3/28

FIG. 3



52214 104/128

4/28

Hop chAt2vo [,
dinh hinh (1-3) ‘W‘www ot MWWWMWMMWWMWbWW

Hop chét 1 dang o - f : ‘ .
M“”ﬂw}l wf\ﬂmj o W“ﬁw‘mwwW‘W‘*“"%‘Mﬁ’f‘ﬁfw‘J\”“**W*‘m

tinh thé (1-2)

dinh hinh (1-1)

Hop chit 1 vo WMWMWJMWWM’WMWWWMMW"’WWWWW’W

5 10 15 20 25 30

2Theta (d9)
FIG. 4A

wmwwmwwwmwwwwwmwmwmw
WWW*WMMWW&«WW%W*WW"‘WMW%W’"“W*Wﬂ%mwmmm
WWWMMWNM&WWWMWMM&WWWwwww«wkmwﬁ
g A oot
10 15 20 25 30

2Theta (d0)
FIG. 4B

1-9

194 By



52214

5/28

105/128

1-4

I;M#MNWW W‘MW&WWW‘W‘WW‘WWW“WM\MM%

\WF‘W%%&W&%MQ{WW,

1-7 . v b bl bl it
M&%WW&WWNWMWMWWWM&W%MWWMWW&

5 10

15
2Theta (d9)

FIG. 5A

i A A b

20

25 30

20

2Theta (do)

FIG. 5B



Dong nhiét (W/g)

Cuwong do (mAu)

20

N

15 ]
10 -

52214

FIG. 6B

6/28
| 1
[ |
J
/‘ L
/ i
/ |
1 // 1
\ yd H
e 1
P |
\ g |
P " \
e et T |
| 2
|/
i
\/
0 1 2 3 4 5 6 7
Théi gian (phiit)
FIG. 6A
120
| 5 23% - 100
119,4 °C 20 X
355J/g 25,7 J)/g o
E-
,,,,,,, 2
=
gu
Miu 1-3 60 =
DSC
128,7°C I
40
0 50 100 150 200 250 300 350
" Nhiét 39 (°C)

106/128



52214

107/128

7/28

i . 2-
an AT Nl I - - 2-3
e E SH s
A,
niaa i " ©2-4
g s - -
4
Ty j‘; e i . 2 i
St S ol s iy — g e hacn et T
e - i
o
¥ 5
i i chic:

5 10 15 20
2Theta (d9)

10 20 30 40
2Theta (d0)

FIG. 7B



52214 108/128

8/28

;2
— T by W R TR e T o o T

“ .
T N . i

,__»fx,.p A pip WWWMWM‘W*e;*‘“#va e e— AL

4 7 o ¥ . ; .
B e il s et Sl il T e R T i

2Theta (d9)

FIG. 8A

ey 120

04
0,2 %

- 100

)

o N
-0 1,4 d‘,‘ ﬁit ! m’”’s;%
06 { | psc N

2 | e

EH
i
s

Dong nhiét (W/g)
Trong lwgng (%)

'0?8 H

1,0 e | . 40
0 50 100 150 200 250 300 350

Nhiét a9 (°C)

FIG. 8B



0,8
- 0,6

o)
&

0,2
0,0
0.2

04
0

Dong nhiét (W/g)

soec | 1344°C

52214

9/28

| T6%

117.6°C
1452 3/g22,03/g 7

2

N v.—/— e

W e

. \ .'j

1120
100
”
60

40

50 100 150 200 250 300 330

Nhiét do (°C)

FIG. 9A

0,6
04
0,2
0,0

‘072

Dong nhiét (W/g)

0,4

&

™ 1 8,5%

i N :

i MAu2-4
DSC

S S

120°C
| 408J/g 2343ig S

B

52,2°C \ ?
.

\
131,9°C

0,6 -
0

.

100
.90
- 80
ﬂ70
60

b % ;0
o
S

S

50 100 150 200 250 300 '350

Nhiét d (°C)
FIG. 9B

Trong lugng (%)

Trong lwong (%)

109/128



Dong nhiét (W/g)

Dong nhiét (W/g)

52214

10/28

120

10 ek 62% Miu 2-3 100

. Miu2s . |
\ 80

0,5 DSC
114,7°C

493 31g 22801 .
0.0 g zgh -2 60

Trong lugng (%)

\3\\

M«m*

;4000 11990(: :
05 e 40

0 50 100 150 200 250 300 350
Nhiét d§ (°C)
FIG. 10A

1,0

2,0% ,
=S ° / - 100
113 6 °C 88,8 ng\ 5% ) "
| A A Mu 2-6
: pH ™ TGA

'\ MAu2-6 \,
2 li DSC \. §60
%
117 9 °C 40

0 50 100 150 200 230 300 350
Nhiét d6 (°C)

FIG. 10B

110/128

Trong lwgng (%)



Dong nhiét (W/g)

Dong nhiét (W/g)

-0,2
-0,6

52214

11/28

Mau 2-7
DSC

100
Nhiét do (°C)

FIG. 11A

0,4
0,2
0,0 L e

R

115,6 °C
a) ¥
3"’6 V78 23,7 31

wgod
\1 SN
7

. DSC

..078

150 200 250

412 /0

S SENSSE——————

MaAu 2-8

: 122,1 °C

-1,0 E

0 50 100 150

Nhiét d (°C)

FIG. 11B

300

- 80

60

: 100

Trong luwgng (%)

.40
350

250 300

120
100

80

60

40
350

111/128

Trong lwgng (%)



52214

12/28

2Theta (d0)

FIG. 12A

Laasn
%
M i e
i A g o
o
- . =
W Ty .

.

15 20 25 30
2Theta (30)

FIG. 12B

112/128

3-10

3-11

3-12



(o)
Ui

(mAu)
o S

A

9
[y
<

Cwong d
w

0 s—"

52214

13/28

{ - R
P JUR
A -

™

" Hop chét 1 dang tinh thé (1-2)

AN

1 2 3 4 5 6 7

Thoi gian (phit)

FIG. 13A

) T4 i T .
& AP TN A Y A A A
A A U A W AV AN AN e AN INA s

4-13

o

4-12
I

U\;\ |
. rd O NS | G S

4-3 'y

, [TV TS T a T TR NOL IS B SR sif 5

gy R w\wnw‘v“w%ﬁwmv-,»\;,-r—w.u,,\*,w WL PR e e il N Y R
P

, . g

. it
‘(} \MJWMJ L'JW‘PM W\A*MJ \,.,,45 ]\-.wm,r--—;mwdﬁ\-«w
T T T y u T T T T v T T i i

N

10 15

2Theta (d0)

20 25 30

FIG. 13B

113/128



52214

14/28

114/128

H0'p chit 1 dang tinh thé (1-2)

DRt St S AV, Wil 3 A N A S, WGP AN AL
6- 12 A JI L/‘. A oA P NS e e R
‘ 6-12 A jul J\ A At P NI NN A P S Y ]

6-11

NN e i vt e e

68 . J‘w" -

P

A e NP A I Nl e e e N e

6-7

- ..;u.w,_,__/mrf\,.,/\,“-«»«ﬁ,.h, e

6-6

P S NN U

P ——_

ﬁ&’“-wimwﬂi*ﬂkmm,m«mijkw

o VUSRI W

P,

D, S, } A A A e

6-4 A zltl A R

N e

A

6 2 [ T W .__.) &_____._..MW\-
u T v T

‘v]\. B S e tucsiinemsamamis et
. v i T T v T

5 10 15 20
2Theta (d9)

FIG. 14A

25

30

[ 51 | | M’ A M
L i

M T P\
W*’WW WWM"«W

Axit pamoic |

A
o |
[

2Theta (d0)

FIG. 14B

|
g & 1
i I 1

gi )% '

} i £ i |
i i i i ! i
i i i s i : i
i ! H Ay 4 Qs
AN FAN JV L u A .

1 I i 1 i



52214

115/128

15/28

H(rp chét 1 dang tmh the J\J J\
_,/! :k \ \ ]

6-5 J\ |
, 7 |
A I \"Jj\\\(’w M/\,&f“l MM /\ LA, w-/w»mﬂ»‘www‘,vww/’h'w — m/\“’“!”/

6-4 o
| ’f \ WAWM"AM"’/ 1‘\—/1 li‘w _______ M_.—f) 1\\,_,_,...",, U s ————— V.._./“ N e f’j}
WWWJ\/J ~W,LM,~M wwwwwwwwww e
T " " ; T ' i ' !
5 10 15
2Theta (d9)
FIG. 15A

500
400 14

3001 %

200

100 -

Ll :
?ﬁﬁ’“ ﬁd‘uﬂf}{?}ﬁ.h,}u‘ gf'w‘*i’ A ‘("f"‘"{ __MJN il "’Mf \.~>

5 10 15 20 25 30 35 40
2Theta (d9)

FIG. 15B



52214

116/128
16/28

_ 9000

Qﬂ KN

30 N

£ 7500 A _.

o N 5 Gan

= % g Tim

j‘_é_ 6000 EQS

<) N

S 4500 N

= N

2 3000 \

2 N N

£ N N

£ 1500 N % %

A ! N

[{=]) 3 A } (\; 5%, AN .

"8 0 §i Eﬁu ;&ﬁi &a E:\:. x> ?g*ff N\l INMafiaded

2 chujtchng chb - cho  chd cho ~ khi  khi  Kkhi Kkhi

Z (500) (25)" (30) (100) (300) (30) (100) (300)  (300)
(8 gio)

Loai (lidu Hop chét 2 tinh bing mg/kg)
"Hop chit 1 dwge dinh lidu

FIG. 16A



d6 Triphosphat hoat tinh 1-6 (ng/g)

Nong

800

600

400

200

52214

17/28

B Gan
2] Tlm

Hop chit 1 (25 mg/kg)

FIG. 16B

Hop chit 2 (30 mg/kg)

117/128



52214

18/28
800

~ .

g F

g 600 | \\

2 [

= ‘ \
2 400 ! \

=

o | \

- ! \ o

= 200 g ‘ Chat chuyén héa 1-7

< | N
'(%” Hop chit 1 T o
z 0 ,

0 12 24 36 48 60

Thoi gian sau dinh liéu (gio)

FIG. 17

118/128



t twong (ng/mL)

€

do trong huy

Nong

750

52214

19/28

o« Hop chit 1 (100 mg/kg)
600 5

450

W
<
<

[y
h
@

L)

Hop chit 1 (300 mg/kg)

Chét chuyén héa 1-7 (300 mg/kg)

Chét chuyén héa 1-7 (100 mg/kg)

24

Chét chuyén héa 1-7 (30 mg/kg)

36 48 60 7

Thoi gian sau dinh liéu (gio)

Hop chét 1 (30 mg/kg)

FIG. 18

119/128



52214 120/128

20/28

1000
o 200
f;j/ 600
S 400
% Sofosbuvir
200 Hop chit 1
0 4d
Kiéu gen
FIG. 19
300
250
200
5 150
w100
- 50 Sofoshuvir
r;} ] Hop chit 1




0 trong huyét twong trung binh nhén (ng/mL)

1

Nong d

2
g

1000 -

100 -

10 -

52214

21/28

PK huyét twong ciia Hop chit 1

e 10 (100 mg)
& 2b (300 mg)
—fr— 30 (400 mg)
- 41 (600 Mmg)

4 8 12
Thoi gian (gi0)

FIG. 21

16 20

24



t twong trung binh nhén (ng/mL)

e

do trong huy

Nong

52214 122/128

22/28

PK huyét twong cia chét chuyén héa 1-7

1000 -

= 1b (100 Mg)

—&—2b (300 mg)

iy 3 (400 Mg)

100 - - 4b (600 mg)
10 -

8 12 16 20 24
Thoi gian (gi0)

FIG. 22



52214

FIG. 23B

o
2 =

&
Giam ARN cia HCV (thang logio)

: ' -+ K
< e 5

=
n

25

23/28
bl o
- 125 002-001 |
)
': R
: ) i -
S 100 /"
=
=
© Y ) _
g ! /" ARN ciia HCV
O) 5 75 / /
£ 35 N
O = f’w %2 1
O E£®' o
o % .
it \ .
9 PK huyét twong
 w % ‘%& y
= 25 \
=14} %
: %\'”«%7 -—————-——_————-
- 3 “esivig,
= 0 | ¢ : . : : :
o 36 42 48
o0 6 6 12 18 24 30
=
’(O N _° ° LAY
z Thoi gian (gio)
FIG. 23A
L 125 .
- 002-002
< .
\o g
: g
3 100
>
E
o ARNcaa HCV T
=
R
m := 75 +
(5]
£ 2 |
o uE
bD g
— |
2= ,
“E} % PK huyét
= % tuong
=
o ———__
= .- T
- 0 4 § + ; } ¢ :
Y 0 6 12 18 24 30 36 42 a8
50
S Thoi gian (gi0)
Z.

|
1
i
i
i

o=

iam ARN ctia HCV (thang log1)

123/128

GT1b

T2 0 ECy GT1b



100 mg

300 mg

52214

124/128
24/28
T , T 05
DR 002-003 o
3 2
= i &b
c~(§} % . t‘&.ﬁmww 0,0 :‘D
= | /’“”;J, E
et ! /" ARN ciia HCV T % <
\:g ?5 e J/ >
= 5
t\g ~~ ™ ‘1/9 E
QO = S
%” %n 50 + é
= + -18
E ~ 5%1% 7 <
8 5 N\ P =
Z 51/ “%,% PK huyét twong | Lo
- / _ O _EC, GT1b
:;. 0 < 5 } i $ oot ¢ -2,5
3 0 6 12 18 24 36 36 42 48
w N
p= Thoi gian (gio)
r4
FIG. 23C
o 12§ T 05
=
=S -
<= Yoo &
£ 100 2
E Z
D) + 05 <&
\:c-é \:
= 75 e >
- e 0
bg ~~ L o .1’0 m
° - / «
o0 B .. =
E e 50 o
R +as %
3 N ARN ciia HCV <
Z g N £
= 25 A PK huyét “%% Lo s
g[) tuwong %""*x%% Y (&} ECQS GT1 b
=] |--—-——---——--——-l—-——————--—————-ﬁ——-—-‘-———
&
< 0 y : . ; . + ; -2,5
50 0 6 12 18 24 30 36 42 48
=
“Q e e oz
(Z Thoi gian (gi0)

FIG. 23D



hoa 1-7

cen

>
A

300 mg
ét twong clia chét chuy

do trong huy

Nong

hoa 1-7

Py

300 mg
0 trong huyét twong ctia chét chuyén

S

Nong d

(ng/mL)

(ng/mL)

52214

25/28

125 4

|

002-008

50 + M’%Q
[\
4 ﬁ%.

%,
g,
g,
; o,

e
——-~————————-———-—~——-——————————

v 05

+ 0,0

- 0,5

5
ARN ciia HCV (thang logio)

+ 1,5

1am

o

+ 20 ;

G

0 ¥ ¥ ¥ ¥ + ¥ + <25
¢ 6 12 18 24 30 36 42 48
Thoi gian (gi0)
FIG. 23E

12517 go2-012 T %
ok @
+ 00
—
o0
=
<
+ 05 £
N’
>
o
+ .10 &
‘ «
z/ !‘:
50 g 1 ! 7 9
% T o+ 15 E
\ ; <
v ARN ctia HCV g
25 4 PK huyét %%% )

tuwong N )
_—_"---_---__-'a‘«';%__--_-__--_
o + $ ¢ ¥ + + + =2,5
¢ 6 12 18 24 30 36 42 48

Thoi gian (gio)

FIG. 23F

125/128

EC,. GT1b

s W e BN NS WS W RS MW R d AR RS See

T 3% ECyGT1b



52214

126/128

26/28

300 7

sang (ng/mL)

am

250 -

lA

lap

200

¢ phan

150

>
A

ac th

100

4

EC95 do6i voi ¢

50

1a '1b' 2a 2b 33 43 4
o Hopchitl 18,3 21,5 13,5 96 17,2 22,1 23,9
@ Sofosbuvir 132 167 50,7 76,7 195 177 265

FIG. 24



52214

2

Sang chung

Bwéce 1

Phéi tron chung

Buwdc 2

7/28

Hon hop phdi tron cudi chung

Tao vién nén liéu 50 mg

Nén —> vién nén 50 mg

Tao vién nén liéu 100 mg

Pong goi

Nén —> vién nén 100 mg

FIG. 25

127/128



52214

28/28

3 N \\o/\<_ch3
TONE S

e 0.5H,S0,

FIG. 26

128/128





