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Linh vwre ky thuit dwoc dé cip

Sang ché @ c4p dén duoc phdm chira mudi cia axit (R)-3-(4-(7H-pyrolo[2,3-
d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-xyclopentylpropannitril phosphoric va modt hodc
nhiéu t4 duoc duge dung; trong d6 mdt hodc nhiéu ta dugc bao gém lactoza, dextroza,
sucroza, sorbitol, manitol, tinh bdt, gbm acacia, canxi phosphat, alginat, tragacanth,
gelatin, canxi silicat, xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, xenluloza, nuéc, Xiro,

hodc metyl xenluloza.
‘Tinh trang k§ thuit cia sing ché

Protein kinaza 12 nhém c4c enzym ma diéu hoa cac qua trinh sinh hoc quan trong,
khac nhau bao g(‘A)m su sinh trudng, séng s6t va biét hda cia té bao, su hinh thanh cac co
quan va su tao hinh thai, sy tAn tao mach, su hoi phuc va tai tao md, ngoai cac qua trinh
khac. Protein kinaza phat huy cac chirc nang sinh ly ctia chung thong qua viéc xuc tac
qué trinh phosphoryl héa protein (hodc co chat) va nhd d6 didu hoa hoat tinh té bao ciia
co chét trong cic ciu triic sinh hoc khac nhau. Ngoai chirc ning trong cic md/co quan
binh thuong, nhidu protein kinaza con dong vai trd chuyén biét hon nhiéu trong vét chu 13
ngudi bi bénh, bao gdm ca bénh ung thu. Phan nhém phu cia protein kinaza (con duoc
goi 14 protein kinaza gy ung thw), khi bj loan diéu hoa, c6 thé gay ra sy hinh thanh va
sinh truong ctia khbi u, va con gbp phan vao su duy tri va tién trién cia khéi u (Blume-
Jensen P et al, Nature 2001, 411 (6835):355-365). Cho dén nay, protein kinaza giy ung
thu 12 mot trong nhitng nhém dich protein 16n nhat va hap din nhat dbi véi muc dich can

thiép va phat trién duogc chét didu tri ung thu.

Ho Janus kinaza (Janus Kinase - JAK) d6ng vai trd quan trong trong viéc diéu hoa
c¢6 phu thudc xytokin qua trinh ting sinh va chirc ning cta cac té bao lién quan dén dap
tng mién dich. Hién nay, c6 bdn thanh phan ho JAK ctia dong vat c6 va di biét: JAK1
(con dugc biét dudi tén Janus kinaza-1), JAK2 (con duoc biét dudi tén Janus kinaza-2),
JAK3 (con duoc biét dudi dang Janus kinaza, bach cau; JAKL; L-JAK va Janus kinaza-3)
va TYK2 (con duoc biét dén duéi dang protein-tyrosin kinaza 2). Céc protein JAK c6
kich thuéc nidm trong khoang tir 120 dén 140kDa va chira bay mién tuong dong JAK
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(JAK Homology — JH) dugc bao toan; mét trong s6 cdc mién nay 1a mién kinaza c6 chirc
ning xuc tac, va mdt mién khac 1a mién gid kinaza dong vai trd tiém tang trong chirc
ning diéu hoa va/hodc dong vai trd 1am vi tri neo d6i véi cac STAT (Scott, Godshall et

al. 2002, néu trén).

Phuong phap phong bé qua trinh truyén tin hidu & mirc d6 JAK kinaza s& goi ¥
cho su phat trién phuong phép diéu tri bénh ung thu & ngudi. Phuong phép tc ché JAK
kinaza cfing dugc cho la c6 loi dé didu tri cho cac d6i tuong bi dbi tuong bi bénhrbi loan
mifn dich & da nhu bénh vay nén, va chimg nhay cam da. Do d6, chit &c ché Janus
kinaza hoic c4c kinaza c6 lién quan dugc tim kiém rong rii va nhiéu cong bb d3 bao co
cic nhém hop chét hiru hidu. Vi du, mot s§ chét tc ché JAK, bao gdbm (R)-3-(4-(7H-
pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-y1)-1H-pyrazol-1-yl)-3-xyclopentylpropannitril dugc mo ta
dudi day, da dugce béo cdo trong don yéu ciu cp patent My sb 11/637,545, ndp ngay
12.12.2006.

Do d6, van cin cac dang mdi va cai tién cta cac chat tc ché Janus kinaza da ton
tai dé phat trién cac dugc pham mdi, cai tién va hitu hiéu hon d¢ diéu tri ung thu va céc
bénh khac. Cac dang mudi va phuong phap dugc md ta trong tai liéu nay dap ung truc

tiép nhu ciu nay va cac muc dich khéc.
Bén chat ky thuit cia sang che

Muc dich cta sang ché 13 d& cap dén duoc phdm chira mubi cia axit (R)-3-(4-(7H-
pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-xyclopentylpropannitril phosphoric va

mot hodc nhiéu ta duge dugc dung.

Cu thé, sang ché d€ cip dén céc phuong an sau:

2



53210 3/19

1. Dugc phdm chira mubi cia axit (R)-3-(4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-y1)-1H-
pyrazol-1-yl)-3-xyclopentylpropannitril phosphoric va mét hosc nhiéu td duge duge
dung; trong d6 mot hodc nhiu t4 dugc bao gdm lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol,
manitol, tinh b6t, gdbm acacia, canxi phosphat, alginat, tragacanth, gelatin, canxi silicat,

xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, xenluloza, nudc, xiro, hodc metyl xenluloza.
2. Dugc phim theo phuong 4n 1, trong d6 dugc phim nay 14 thude don vi.
3. Dugc phim theo phuong 4n 2, trong d6 thubc don vi nay 14 vién nén.
4. Dugc phim theo phuong 4n 2, trong d6 thudc don vi nay 13 vién nang.

5. Dugc phdm theo phuong 4n 2, trong d6 thudc don vi niy con chira 16p tan trong

6. Duoc phdm theo phuong 4n 2, trong d6 thude don vi nay chira mudi cia axit
(R)-3-(4-(7TH-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-xyclopentylpropannitril

phosphoric & ham luong nim trong khoang tir Smg dén 1000mg.

7. Dugc pham theo phuong 4an 1, trong d6 mdt hodc nhiéu ta dugc bao gdm

xenluloza vi tinh thé.

8. Dugc pham theo phuong 4n 7, trong d6 mot hoic nhiéu t& duoc bao gdm

lactoza.

9. Dugc phim theo phuong 4n 1, trong d6 mdt hodc nhiéu ta4 dugc bao gbm
lactoza.
MB& ta chi tiét sang ché
Sang ché @ cap dén mubi & dang tinh thé cia chit tc ché JAK (R)-3-(4-(7H-
pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-xyclopentyl-propannitril dugc chon tir
mudi cia axit maleic, mudi cua axit sulfuric, va mudi ctia axit phosphoric. Cac mudi ndy
didu hoa hoat tinh ctia mot hodc nhidu JAK va hitu hiéu trong diéu tri bénh lién quan dén

su biéu hién hoic hoat tinh cta JAK.

Mudi theo sang ché c6 mot so dic tinh ¢ lgi nhat dinh so véi dang bazo tu do va
cac dang mudi khac. Cu thé, cac muoi nay co6 c6 do ket tinh cao, diéu nay s€ tao thuén loi
cho viéc bao ché dugc pham va cai thién viée xit 1y, thao tac, va bdo quén chung cta hoat

chat. Mudi theo sdng ché con ¢6 d6 tan trong nudc, toc d hoa tan, 4§ bén hda hoc (véi
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thoi han sir dung dai hon), d6 twong hop véi céc ta duge, va kha ning tai san xuét vuot

béc so véi dang bazo tu do.

Theo mét s6 phuong 4n, mudi theo sang ché hiu nhu dugc phan tach. Thuat ngir
“hiu nhu duge phén tach” ¢ nghia 13 mudi dwoc phan tach it nhat mét phan hoic hau
nhu dugc phan tach ra khoi moi truong ma trong d6 n6 duge tao ra hodc duge phét hién.
Budc phan tach mot phan cé thé bao gdm, vi du, ché phdm duogc 1am gidu trong mudi
theo sang ché. Budc phan tach hiu hét c6 thé bao gdm ché phdm chira it nhit khoing
50%, it nhit khoang 60%, it nhat khoang 70%, it nhit khoang 80%, it nhit khoang 90%,
it nhit khoang 95%, it nhit khoang 97% hoic it nhit khoang 99% trong lugng ctia mubi.

Mudi theo sang che cling dé cdp dén toan bd céac chat dong vi cua cic nguyén t
¢é mat trong mudi. Chat dong vi bao gdm cac nguyén t& ma cé sO hiéu nguyén tr gidong

nhau nhung sé khéi khac nhau. Vi du, cac chit dong vi ciia hydro bao gdm triti va doteri.

Mubi theo sang ché c¢6 thé duoc didu ché bang cach sir dung cac k¥ thuat di biét.
Théng thuomng, dang mubi duge didu ché bing cach két hop & trong dung dich hop chét
bazo tir do v6i axit chira anion cia dang mudi mong mudn, va tiép theo tich san pham
mubi rin ra khoi dung dich phan tmg (vi du, bang cach két tinh, két tia, 1am bay hoi,

v.v...). Céc k¥ thuit tao mudi khac c6 thé duge st dung.
Phuong phép st dung

Mudi theo séng ché ¢6 thé didu hoa hoat tinh ctia mot hodc nhiéu Janus kinaza
(JAK). Thuét ngit “diéu hoa” ding dé chi kha ning lam ting hoic 1am gidm hoat tinh cta
mot hodic nhiéu thanh vién cia ho kinaza JAK. Do do, hop chét theo sang ché c6 thé duge
st dung trong cac phuwong phéap diéu hoa JAK bang cach cho JAK tiép xtic véi mot hodc
nhiéu hop chat hoic ché phim duoc mo ta trong ban mo ta ndy. Theo mot s6 phuong an,
mubi theo sang ché c6 thé tac dong nhu chit tc ché mdt hoic nhiéu JAK. Theo mot sd
phuong 4n, hop chét theo sang ché c¢6 thé tic dong dé kich thich hoat tinh ctia mét hoic
nhiéu JAK. Theo phuong 4n khéc, hop chit theo sang ché co thé dugc st dung dé diéu
hoa hoat tinh cua JAK & dbi tuong can diéu hoa thu thé nay béng cach st dung mubi theo

sang ché vai lugng co6 tac dung diéu hoa.

JAK ma mudi theo sang ché gan két vao va/hodc diéu hoa no bao gdm thanh vién

bét ky thude ho JAK. Theo mot sé phuong 4n, JAK 1a JAK1, JAK?2, JAK3 hoic TYKD2.
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Theo mdt sb phuong 4n, JAK 13 JAK1 hodc JAK2. Theo mét sb phuong 4n, JAK i
JAK?2. Theo mdt s phuong 4n, JAK 13 JAKS3.

Mudi theo sang ché c6 thé c6 tinh chon loc. Thuét ngit “chon loc” c¢6 nghia 13 hop
chét nay gén két voi hodc e ché JAK 14n luot véi 4i luc hodc hiéu luc 16n hon so véi it
nhit mot JAK khac. Theo mét sb phwong 4n, hop chét theo sang ché 13 chét tc ché chon
loc ciia JAK1 hodc JAK2 so véi JAK3 va/hodc TYK2. Theo mdt sb phuong 4n, mubi
theo sang ché 13 chit ¢ ché chon loc ciia JAK2 (vi du, so v6i JAK1, JAK3 va TYK2).
Khéng bi rang budc bdi 1y thuyét, boi vi chit tc ché JAK3 c6 thé din dén tac dung trc
ché mién dich, hop chit ma chon loc dbi véi JAK2 so v6i JAK3 va n6 13 hiru hiéu trong
phuong phap diéu tri bénh ung thu (vi dy, bénh da u tiy) cé thé dua dén loi ich khac 1a ¢
it tac dung phu tc ché mién dich hon. Mirc d6 chon loc cé thé 13 it nhét khoang 5 14n, 10
14n, it nhit khoang 20 14n, it nh4t khoang 50 14n, it nhit khoang 100 14n, it nhit khoang
200 14n, it nhat khoang 500 14n hodc it nh4t khoang 1000 1an. Mirc d6 chon loc c6 thé
dugce xac dinh theo cac phuong phap thong thuong trong linh vuce k¥ thuit nay. Theo mdt
sb phuong 4n, mitc d6 chon loc c6 thé duoc thir nghiém & gia tri Km cta mdi enzym.
Theo mot sb phuong 4n, mirc d6 chon loc ctia mubi theo sang ché dbi véi JAK2 so véi

JAK3 c6 thé duge xac dinh bing ndng d6 ATP trong té bao.

Sang ché mé ta phuong phéap diéu tri bénh hoic ri loan lién quan dén JAK & dbi
twong (vi dy, dbi tuong bi bénh) bang cach cho dbi tuong can diéu trj st dung mudi theo
sang ché hoic duge phim ciia né véi lugng hodc liéu hitu hiéu dé didu tri bénh. Bénh lién
quan dén JAK c6 thé bao gém bénh, rdi loan hoic tinh trang bénh bét ky ma lién quan
truc tiép hodc gian tiép dén su bidu hién hodc hoat tinh ciia JAK, bao gém su biéu hién
qua muc va’hodc muc 4 hoat tinh bét thuong. Bénh c6 lién quan dén JAK con c6 thé
bao gﬁ”)m bénh, rdi loan hodc tinh trang bénh bét ky ma co thé duogc ngdn nglra, lam

thuyén gidm, hodc dugc chita tri béng cach diéu hoa hoat tinh JAK.

Vi du vé bénh lién quan dén JAK bao gém cac bénh c¢é lién quan dén hé mién dich
bao gdm, vi du, su ddo thai manh ghép co quan (vi du, bénh do dao thai manh ghép khac
loai va bénh vat chi chng lai manh ghép).

Vi du khéc vé cac bénh lién quan dén JAK bao gé)m cac bénh tur mién nhu xo cing
rai rdc, bénh viém da khép dang thip, bénh viém khép tudi thanh nién, bénh déi thao

dudng typ I, bénh luput, bénh vay nén, bénh viém rudt, bénh viém rudt két man loét,
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bénh Crohn, chimg nhuoc co ning, bénh than globulin mién dich, r6i loan tuyén giap tu
mién, va cic bénh tuong trr khac. Theo mot sb phuong 4n, bénh tu mién 13 rdi loan da
bong nudc tr mién nhu pemphigut théng thudng (pemphigus vulgaris - PV) hoic
pemphigut bong nudc (bullous pemphigoid - BP).

Vi du khéc vé cc bénh lién quan dén JAK bao gdm cic tinh trang do di tmg nhur
bénh hen, di tng thuc phim, bénh viém da tang di tmg va bénh viém mii. Vi du khac vé
bénh lién quan dén JAK bao gdm céc bénh do virut nhu Epstein Barr Virus (EBV), virut
viém gan B, viém gan C, HIV, HTLV 1, Varicella-Zoster Virus (VZV) va Virus
papiloma (u nhd) cia ngudi (HPV).

Vi du khac vé cac bénh hodc tinh trang bénh lién quan dén JAK bao gdém céc rbi
loan da nhu bénh vay nén (vi du, bénh vay nén thong thudng), bénh viém da tang di Ung,
phat ban da, kich tmg da, nhay cam da (vi du, bénh viém da tiép xtic hodc bénh viém da
tiép xuc do di tng). Vi du, mot s6 chét bao gdm mdt vai duoc chét, khi dugc sir dung khu
trt c6 thé gy ra tinh trang nhay cam ciia da. Theo mét s6 phuong 4n, viéc ding phéi hop
hozc ding 14n luot it nhit mot chit trc ché JAK theo sang ché ciing véi cac duge chit gay
ra tinh trang nhay cim khong mong mudn c6 thé gitup cho viéc diéu tri tinh trang nhay
cam hodc viém da khéng mong mudn ndy. Theo mét sd phuong an, rbi loan da dugc diéu

tri b?mg cach st dung khu trt1 it nhat mot chét Ge ché JAK theo sang ché.

Theo phwong 4n khéc, bénh lién quan dén JAK 13 bénh ung thu bao gdm cac bénh
duge dic trung boi khéi u ran (vi dy, ung thu tuyén tién liét, ung thu than, ung thu gan,
ung thu tuyén tuy, ung thu da day, ung thu v, ung thu phdi, ung thu dau va cd, ung thu
tuyén gidp, u nguyén bao xbp, sacom Kaposi, bénh Castleman, u hic sic t6 v.v..), cic
bénh ung thu méu (vi du, ung thu mé bach huyét, bénh bach cdu nhu bénh bach ciu
nguyén bao lympho cip, bénh bach cu tao nén & tuy xuong cép (Acute Myelogenous
Leukemia - AML), hodc bénh da u tiy), va bénh ung thu da nhu ung thu mé bach huyét
té bao T cua da (Cutaneous T-cell Lymphoma - CTCL) va ung thu mé bach huyét té bao
B cia da. Vi du v& bénh ung thu mo bach huyét t& bio T cia da bao gdm hdi ching
Sezary va u sti dang nim.

Céc bénh lién quan dén JAK c6 thé con bao gbém céc bénh duge dic trung béi su
bidu hién cta JAK?2 thé dot bién nhu chit ma ¢ it nhit mot 1an dot bién & ving gia

kinaza (vi du, JAK2V617F).
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Céc bénh lién quan dén JAK con c6 thé bao gdm cac rdi loan do ting sinh tuy
xuong (Myeloproliferative Disorder - MPD) nhu chimg ting hdng ciu vo cin
(polycythemia vera - PV), chimng ting tiéu ciu thiét yéu (essential thrombocythemia -
ET), ting san tuy xuong kém theo xo hda tuy xuong (myeloid metaplasia with
myelofibrosis - MMM), bénh bach ciu tao nén & tuy xuwong man tinh (Chronic
Myelogenous Leukemia - CML), bénh bach ciu don nhan to tuy xwong man tinh
(Chronic Myelomonocytic Leukemia - CMML), hoi ching ting tinh wa eosin
(Hypereosinophilic Syndrome - HES), bénh té bao bén toan than (systemic mast cell
disease - SMCD), va cac bénh tuong tu khéc.

Cac bénh lién quan dén JAK khac con bao gé)m bénh viém va cac bénh do viém.
Vi du vé bénh viém bao g6n1 cc bénh viém mét (vi du, bénh viém méng mét, bénh viém
mang mach nho, bénh viém cing mac, bénh viém két mac, hodc cac bénh c6 lién quan),
céc bénh viém dudng hé hdp (vi du, dudong ho hip trén bao gdm miii va xoang nhu bénh
viém mii hodc bénh viém xoang hodc dudng hd hip dudi bao gdm bénh viém phé quan,
bénh phdi tic nghén man tinh, va cic bénh tuong tu khéac), bénh co bi viém nhu bénh
viém co tim, va cac bénh viém khac. Cac bénh viém khac ma co thé diéu tri duge b?mg
hop chét theo sing ché bao gdbm hoi ching dap Ung viém todn than (systemic

inflammatory response syndrome - SIRS) va sdc nhiém khun.

Chét tc ché JAK dugc mo ta trong tai liéu nay con c6 thé dugc str dung dé diéu tri
tén thuong tai tuéi mau do thiéu méu cuc bd hoic bénh hay tinh trang ma lién quan dén
hién tuong thiéu méau cuc bd do viém nhu dot quy hodc nglng tim. Chét rc ché JAK
dugc mo ta trong tai lidu ny con c6 thé duge sir dung dé diéu tri chimg biéng an, chimg
suy mon, hodc chimg mét moéi nhu 1a céc tinh trang bét ngudn tir hodc lién quan dén bénh
ung thu. Chét tc ché JAK duge mé ta trong tai liéu nay con cd thé duoc sir dung dé diéu
tri tinh trang t4i phat hep (van tim), viém cimg bi hodc xo héa. Chit @c ché JAK dugc md
ta trong tai liéu ndy con cé thé dugc st dung dé didu tri cc tinh trang lién quan dén
chimg giagm oxy khong khi thd vao hoic ting sinh than kinh dém té bao hinh sao nhu, vi
du bénh vong mac do dai thdo dudng, bénh ung thu hoic thodi héa thén kinh. Vi du, xem
tai liéu Dudley, A.C. et al. Biochem. J. 2005, 390 (Pt 2): 427-36 va Sriram, K. et al. J.
Biol. Chem. 2004, 279 (19): 19936-47. Epub 2004 Mar 2.
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Chét trc ché JAK duoc mo ta trong tai li€u ndy con cé thé duoc sit dung dé diéu tri
bénh gt va ching tang kich thuée cia tuyén tién liét do, vi du, chimg phi dai tién liét

tuyén 1anh tinh hoic chimg ting san tuyén tién liét 1anh tinh.

Nhu duge sir dung trong ban mé ta ndy, thut ngit “tiép xuc” ding dé chi viéc
cung dua cac nhém di duge chi ra vao trong hé in vitro hodc hé in vivo. Vi dy, cho JAK
“tiép xuc” v6i mudi theo sing ché bao gébm viée sir dung mudi theo sang ché cho dbi
tuong hodc d6i tugng bi bénh, nhu nguoi, cd JAK, ciing nhu, vi du, dua mubi theo séng

ché vao mau chira ché pham té bao hoic ché pham da dugce tinh ché chira JAK.

Nhu duge st dung trong badn mo ta nay, thuét ngi “dbi tuong” hodc “dbi tuong bi
bénh” dugc ding thay cho nhau, d& chi dong vat bit ky, bao gdbm cac dong vat ¢ vii, tét
hon 1a chudt nhét, chudt céng,‘ cac loai gdm nhdm khéc, thd, ché, méo, lon, gia suc, ciru,

ngua, hoac dong vit linh trudng, va duge uu tién nhét 13 nguoi.

Nhu duge st dung trong ban mé ta nay, thudt nglt “luong hitu hiéu dé diéu tri
bénh” dung dé chi lvong mudi hodic dugc chit ¢6 hiéu qua ma giy ra dap Gng sinh hoc
hodc ¢6 tac dung chita bénh ma dugc nha nghién ctu, bac si tha y, bac s chuyén khoa

hodc bac sT1am sang khac phat hién trong mo, hé, dong vat, ddi tuong hodc nguoi.

Nhu duoc st dung trong ban mé ta ndy, thuat ngir “diéu tri” hodc “viéc diéu tri”
chi mot hodc nhiéu tic dung trong sb (1) ngan ngira bénh; vi dy, ngin nglra bénh, tinh
trang bénh hodc r6i loan & db6i tuong ma cé kha ning méc bénh, tinh trang bénh hodc rbi
loan nhung chura timg trai qua hay biéu hién bénh Iy hogc triéu chimg ctia bénh; (2) trc
ché bénh, vi du, Grc ché bénh, tinh trang bénh hoic 1i loan & dbi tuong ma d4 mic phai
hodc biéu hién bénh 1y hodc triéu ching cta bénh, tinh trang bénh hodc r6i loan; va 3)
lam thuyén giadm bénh; vi dy, lam thuyén gidm bénh, tinh trang bénh hodc 161 loan & dbi
tugng ma da méc phai hodc biéu hién bénh ly hodc triéu chiing cia bénh, tinh trang bénh
hoc rdi loan (tirc 13, 1am dao ngugce bénh 1y va/hoic triéu chimg) nhu 1am gidm muac do
nghiém trong ctia bénh.

Phuong phap diéu tri két hop

Mot hoac nhiéu duge chit bd sung nhu, vi du, dugce chit hoa tri liéu, dugc chat
chéng viém, steroit, chét trc ché mién dich, ciing nhu cac chét Gc ché Ber-Abl, Flt-3, RAF
va FAK kinaza nhu céc chit dugc md ta trong cong bd don qudc té s6 WO 2006/056399,
hodic cac dugc chit khac c6 thé duoc st dung két hop véi mudi theo sang ché dé diéu tri

8
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cac bénh, r6i loan hodc tinh trang bénh lién quan dén JAK. Mot hodc nhiu duoc chét bd

sung co thé dugc str dung cho dbi tuong bi bénh déng thai hodc 14n luot.

Vi du v& dugc chit héa tri libu bao gdm chit tc ché proteosom (vi du,
bortezomib), thalidomit, revlimit, v dugc chit 1am pha huy ADN nhu melphalan,

doxorubixin, xyclophosphamit, vincristin, etoposit, carmustin, va cac chit trong tur khac.
Vi du vé steroit bao gdm coriticosteroit nhu dexametason hoic prednison.

Vi du v& chit tc ché Ber-Abl bao gé)m cac hop chét, va cac mudi dugc dung cua
chung, bao gbm céc hop chét va din xult dugc mo ta trong patent My sb 5,521,184,
WO004/005281, EP2005/009967, EP2005/010408, va don yéu cdu cip patent My sb
60/578,491.

Céc chit e ché Flt-3 thich hop 1am vi du bao gdm céc hop chat, va cac mubi duge
dung cta chung, nhu dugc md td trong WOO03/037347, WOO03/099771, va
WO004/046120.

Vi du vé chét trc ché RAF thich hop bao gdm cac hop chit, va cac mubi dugc
dung ctia chung, nhu dugc mo ta trong WO00/09495 va WO05/028444.

Vi du vé& chit trc ché FAK thich hop bao gdm cac hop chét, va cac mudi dugc
dung cta chiing, nhu dugc mo ta trong WO04/080980, WO04/056786, WO03/024967,
WO001/064655, WO00/053595, va WO01/014402.

Theo mdt sb phuong 4n, mudi & dang tinh thé theo sang ché c6 thé dugc sir dung
k&t hop Vv6i cac chét e ché kinaza khac nhu imatinib, dic biét 1a dé diéu tri cho cac dbi

tuong bi bénh khang imatinib hodc cac kinaza khéc.

Theo mdt sb phwong an, mot hodc nhiéu dang mubi theo sang ché c6 thé duge sir
dung két hop vé6i duoc chit héa tri liéu trong phuong phéap didu tri bénh ung thu, nhu
bénh da u tiy, va c6 thé cai thién dép tng didu tri so v6i dap tmg véi chi riéng dugc chit
héa tri liéu, ma khong lam ting thém tac dung doc cua nd. Vi du vé& dugc chit bd sung
dugc dung dé diéu tri bénh da u tay, vi du, co thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han &,
melphalan, melphalan két hop vé6i prednison [MP], doxorubixin, dexametason, va
Velcade (bortezomib). Cac dugc chit bd sung khac duoc ding dé diéu tri bénh da u tiy
bao gdm céc chét e ché Ber-Abl, Flt-3, RAF va FAK kinaza. T4c dung cdng hop hodc

dong van 1a két qua mong mudn cuia viéc ket hgp chat te ché JAK theo sing ché véi



53210 10/19

duoc chit b sung. Hon nira, viéc khang céc té bao ciia bénh da u tity v6i cac durge chat
nhu dexametason ¢6 thé duge 1am dao nguogc sau khi diéu tri béng chét trc ché JAK theo
sang ché. Cac dugc chit nay c6 thé dugc két hop véi hop chét theo sang ché & dang
thube duy nhét hoac lidu lién tuc, hodc cac duge chét c6 thé dugce sir dung dé)ng thoi hodc

14n luot dudi dang thudc riéng biét.

Theo mot s6 phuong 4n, corticosteroid nhu dexametason dugc ding cho ddi trong
bi bénh két hop v6i it nhat mét chit e ché JAK trong d6 dexametason duge dung khong
lién tuc trai véi lién tuc.

Theo mot sb phuong 4n khéc, viéc Két hop mdt hodc nhiéu chét e ché JAK theo
séng ché vé6i dugce chit diéu tri khac c6 thé duoc st dung cho dbi tuong bi bénh trude,

ngay trong khi, vd/hodc sau khi ciy ghép tuy xuong hoidc ciy ghép té bao than.
Dugc phim v thube

Khi duogc st dung 1am duogc phém, cac mudi theo sang ché ¢ thé dugc sir dung &
dang dugc phim. Céac duge phidm ndy co thé duge bao ché theo cach di biét trong linh
vuc dugc phém, va c6 thé dugce st dung theo nhiéu duong khéc nhau, tuy thudc vao viée
diéu tri 14 cuc bd hay toan thén dugc mong mubn va vao khu vuc duge didu tri. Viée
ding thubc c6 thé 1a khu tra (bao gdm qua biéu bi, qua biéu bi, qua mit va vao mang
nhdy bao gdm c4 phan phdi qua mii, trong 4m dao va qua truc trang), ding qua dudng
phdi (vi du, bang cach hit hoic trujrén bot hoac khi dung, bao gdm bang may hit khi
dung, trong khi quan hodc trong miii), qua dudéng miéng hodc ngoai dudng ti€u hoa. Viéc
ding ngoai dudng tiéu héa bao gdm tiém trong tinh mach, trong dong mach, dudi da,
trong bung, trong co hodc ti€m hodc truyén; hodc trong s, vi du viéc st dung trong vé
hoic trong ndo thit. Viéc ding ngoai dudng tiéu héa cé thé & dang mot lidu 16n duy nhét,
hodc ¢6 thé, vi du bé‘mg cach bom truyén lién tuc. Duoc phém va san phém dé sir dung
khu trt ¢4 thé bao gdm miéng dan qua da, thubc m, thude xirc, kem, gel, thudc nhé giot,
thubc dan, phun mu, thudc léng va bot. Chat mang dugc dung théng thudng, cbt dang
nude, bot hodc diu, chit 1am dic va cac chét tuong tu cé thé 12 can thiét hodc dugc mong
mubn. Bao cao su dugc phu, gang tay va cic dang bao ché tuong tu ciing ¢ thé duge st

dung.

Sang ché ciing d& cép dén duoc phdm chira mot hoac nhiéu hop chét theo sang ché

nhu néu trén 1am hoat chit két hop v6i mot hodc nhiéu chét mang (t4 dugce) duge dung.
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Trong viéc bao ché duoc phém theo sang ché, hoat chét thudng dugc tron véi ta duge,
duoc pha lofing bing t4 dugc hodc dugc bao goi cling véi chit mang nay & dang, vi dy,
vién nang, dang t0i, gidy hodc db chita khac. Khi ta duge déng vai trd 1am chét pha lo3ng,
16 ¢c6 thé 12 chét rin, ban rin hodc chét long, chét nay déng vai tro lam chit dan, chét
mang hodc méi trrdng cho hoat chét. Do d6, duge phim nay c6 thé & dang vién nén, vién
tron, bot, vién thudc hinh thoi, ti, vién con nhdng, cdn ngot, hdn dich, nhil trong, dung
dich, xiro, khi dung (duéi dang chét rin hoac trong moi trudng 1dng), thudc m& chira, vi
du, hoat chét véi lugng tdi da 13 10% trong luong, vién nang gelatin mém va ctng, vién

dan, dung dich v6 tring dé tiém, va bot dugc bao gbi vo tring.

Trong viéc bao ché duoc phém, hoat chét c6 thé duoc nghién dé tao ra c& hat thich
hop trude khi két hop véi thanh phin khac. Néu hoat chit hdu nhu khong hoa tan, né c6
thé dugc nghién dén c& hat nhé hon 200 mesh. Néu hoat chét hau nhu tan trong nuéc, cd
han ¢6 thé duge diéu chinh béng cach nghién dé tao ra su phéan b hau nhu dESng nhét

trong dugc phim, vi du khoang 40 mesh.

Hop chét theo sang ché ¢6 thé dugc nghién bing cach st dung céc quy trinh
nghién d3 biét nhu nghién 4m dé tao ra ¢ hat thich hop cho viéc bio ché vién nén va cho
cac loai ché pham khéc. Ché phdm dugc phéan chia min (hat nano) ctia hop chit theo sang
ché c6 thé dugc bao ché theo cac quy trinh da biét trong linh vuc k¥ thuit nay, vi du xem

cong bd don qude té sé6 W02002/000196.

Mot sd vi du vé ta dugc thich hop bao gém lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol,
manitol, tinh bdt, gdm acacia, canxi phosphat, alginat, tragacan, gelatin, canxi silicat;
~ xenuloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, xenluloza, nude, xiro, va metyl xenluloza. San
phim nay con cé thé bao gém: ta dugc tron nhu talc, magie stearat, va dau khoang; chét
1am 4m; chit nhii héa va chét gdy thdm 6n dinh; chat bio quin nhu metyl-benzoat va
propylhydroxy-benzoat; chét tao ngot; va chit diéu vi. Ché phim theo sang ché co6 thé
duoc bao ché sao cho tao ra viée giai phéng hoat chit nhanh, kéo dai hodc tir tir sau khi
ding cho dbi tuong bi bénh bing cach sir dung cic quy trinh di biét trong linh vuc k¥
thuét nay.

Duoc phém 6 thé duoc bao ché dudi thudc don vi, mdi lidu chira hoat chit voi
luong ndm trong khoang tir 5 dén 1000mg (1g), thudng gip hon 14 nim trong khoang tir

100 dén 500mg. Thuét ngit “thubc don vi” dung d& chi don vi riéng r& vé mit vat Iy thich
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hop 1am liéu don nhét cho dbi turong 1 ngudi va cac dong vat ¢ vi khéc, mdi don vi
chra lugng hoat chit da duoc dinh trude duge tinh toan dé tao ra tac dung diéu tri mong

mudn, két hop véi ta duge duge dung thich hop.

Hoat chit c6 thé 13 hiru hiéu trong khoang lidu rong va thuong dugc dung vai
lwong hitu hiéu vé& mit duoc tinh. Tuy nhién, cin phai hiéu ring, lugng hop chit chinh
xac duge dung s€ thuong duge xéc dinh boi bac si, theo cac trudng hop tuwong ng, bao
gém tinh trang bénh can duoc diéu tri, duodng dung thube duge chon, hop chét thyc té
duogc dung, tudi, thé trong va dap Gmg cia mdi dbi tuong bi bénh, mic d6 nghiém trong

ctia céc triéu ching cua doi tugng bi bénh va cac yéu to tuong tur khéc.

Dé bao ché duge phém rin nhu vién nén, hoat chét chinh s& dugc trén véi ta duge
dugc dung dé tao ra ché phém tién san phém dang rin chira mot hdn hop df‘)ng nhét cia
hop chét theo sang ché. Khi dé cap dén cac ché pham tién san phim nay duéi dang déng
nhét, thi hoat chét thuong dugc phan tan ddng déu trong toan bd ché phim sao cho ché
phém nay co thé duoc phén chia d& dang thanh céc thubc don vi hiru hiéu béng nhau nhu
vién nén, vién tron va vién nang. Ché phim tién san phdm dang rin nay tiép d6 duoc
phan chia thanh céac thudc don vi theo loai duge mé ta & trén chira, vi duy, hoat chét theo

sang ché v6i luong ndm trong khoang tir 0,1 dén 1000mg.

Vién nén hodc vién tron theo sang ché ¢c6 thé duge bao hodc duge biao ché theo
cach khac dé tao ra thudc ¢6 vu diém 13 tac dung kéo dai. Vi du, vién nén hodc vién tron
¢6 thé chira thanh phén lidu bén trong va thanh phan liéu bén ngoai, thanh phan liéu bén
ngoai 13 & dang vé boc thanh phén bén trong. Hai thanh phan c6 thé dugc phan tach bigt
bang 16p tan trong rudt, 16p ndy dong vai tro chéng lai su phéan ra trong da day va cho
phép thanh phin bén trong di qua nguyén ven vao ti tring hodc dugc 1am chim sy giai
phdng. Mot loat chét c¢6 thé dugc sir dung 1am 16p hodc 16p bao tan trong rudt ndy, cac
chét nay bao gdbm mdt sb axit polyme va hdn hop cua céc axit polyme véi céc chét nhu

xenlac, rirou xetylic va xenluloza axetat.

Céc dang 16ng trong d6 hop chit va ché phdm theo sang ché c6 thé duge dua vao
dé ding qua dudong miéng hoic bing cach tiém bang cich dung dich trong nuéc, xiro -
duogc tao huong vi thich hop, hdn dich trong nuéc hoic trong dau, va nhii tuong duge tao
huong vi v&i céc diu n duge nhu dau hat bong, dau ving, dau dira hoac dau lac, cling

nhu con ngot va céc chit din duge tinh tuong tu.
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Ché phidm & hit hodc d& truyén bao gém dung dich va hdn dich trong cic dung
méi nuée hodc hitu co dugc dung, hosic hdn hop ctia ching, va bot. Ché phém 16ng hoac
rin c6 thé chira céc ta duge duge dung thich hop nhu dugc mo ta trong tai liéu néu trén.
Theo mdt s& phuong 4n, ché phidm dugce ding qua dudng miéng hoic dudng hd hip qua
miii dé cho tac dung khu tri hodc toan than. Ché phém ¢ thé duoc tao khi dung béng
cach st dung khi tro. Dung dich duogc tao khi dung co thé duoc hit truc tiép tir co cu tao
khi dung hodc co cAu tao khi dung c6 thé duoc gén lién vé&i gac mdt na che mat, hodc
maéy hit thé ap suit duong khéng lién tuc. Ché phdm dung dich, hén dich hodc bot ¢ thé
dugc ding qua dudng miéng hodc dudng miii tir cic co cdu ma giai phong ché phim theo

cach thich hop.

Luong mubi hodc ché phém dugc dung cho dbi tuong bi bénh sé& thay dbi tuy
thudc vao ché phdm gi dang duoc dung, muc dich ding thudc, 13 diéu tri du phong hay
diéu tri, tinh trang clua ddi tugng bi bénh, cach thic dung thudc, va cac yéu tb tuong tu
khéc. Trong tng dung diéu tri, ché phém c6 thé dugc ding cho dbi tuong bi bénh da méc
phai bénh véi lugng di dé chita tri hodc it nhat 13 1am ngimg mot phén céc triéu chimg
ctia bénh v c4c bién chimg ctia né. Liéu hiru hiéu s& tuy thude vao tinh trang bénh dang
duoc didu trj cling nhu theo su xem xét ciia bac si dang diéu tri tuy thude vao cac yéu tb
nhu mtc d6 nghiém trong cia bénh, tudi, thé trong va tinh trang chung ctia d6i turong bi

bénh, va cac yéu tb tuong tur khac.

Ché phdm duoc ding cho dbi trong bi bénh c6 thé & dang duge phidm nhu dugc
md ta trén ddy. Cac ché phdm nay c6 thé duge vo tring bang cac k§ thuat vo tring thong
thudng, hodic c6 thé duoc loc vo tring. Dung dich nuée ¢ thé duge dong goi dé sir dung
dudi dang 6, hodc dugc 1am dong kho, ché phdm duge 1am dong khd duogc két hop véi
chit mang nu6c vo tring truée khi sit dung. D6 pH clia ché phim chira hop chit nay
thudng nam trong khoéng tir 3 dén 11, t&t hon nita 13 ndm trong khoang tir 5 dén 9 va tdt
nhét 12 ndm trong khoang tir 7 &n 8. Can hiéu ring, viéc sir dung céc t duoc, chit mang,
hodc chit 1am 6n dinh nhét dinh s& d4n dén su hinh thanh mudi duge dung.

Liéu diéu tri cua mudi theo sang ché co thé thay ddi theo, vi du, viéc st dung cu
thé ma viéc didu tri duge tién hanh, cach thirc ding hop chét, sirc khoé va tinh trang bénh
ctia dbi tugng bi bénh, va sy xem xét cia bac si ké don. Ty 1€ hodc néng d6 mudi theo

sang ché trong dugc pham c6 thé thay doi tuy thudc vao mét s6 yeu td bao gdbm mirc lieu,
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cac dic tinh héa hoc (vi du, tinh ky nudc), va dudng dung thube. Vi du, mudi theo sang
ché c6 thé duge tao ra trong dung dich dém sinh Iy dang nuéc chira hop chéit véi hrgng
nim trong khoang tir 0,1 dén 10% trong lrong/thé tich dé sir dung ngoai dudng tiéu héa.
Mot sb khoang lidu thong thudng 13 tir 1pug/kg dén 1g/kg thé trong mdi ngdy. Trong mét
sé truomg hop, khoang lidu ndy 13 ndm trong khoang tir 0,01mg/kg dén 100mg/kg thé
trong mdi ngdy. Mirc lidu ndy c6 thé tuy thudc vao cac bién sb nhu loai va mirc do tién
trién ctia bénh hoic rdi loan, tinh trang sirc khoé téng thé cia db6i trong bi bénh cu thé,
hi€u qua sinh hoc tuong dbi cua hop chit duoc chon, dang t4 dugc, va dudng dung thudc
clia n6. Mirc lidu hiru hidu c6 thé dugc ngoai suy tir dudng cong dap tmg-liéu thu duge tir

hé thir nghiém trén mau in vitro hodc mau dong vat.

Duogc pham theo sang ché con cé theé chira mot hodc nhiéu dugce chat bo sung nhu
duogc chit cho héa tri liéu, steroit, hop chit chdng viém, hoic chat trc ché mién dich, vi

du vé chét nay dugc néu trén day.
Hop chat dugc danh ddu va phuong phap thir nghiém

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén mubi dugc danh déu theo sang ché
(duoc danh ddu bing ddng vi phong xa, duoc danh ddu huynh quang, v.v..), ching dugc
sir dung khong chi trong k¥ thudt hinh &nh ma con trong cac thir nghiém, cé in vitro va in
vivo, dé dinh vi va dinh luong JAK trong céc mau md, ké ca ngudi, va dé xac dinh phéi
tr JAK bang cach gin két trc ché cia hop chit dugce danh ddu. Do d6, sang ché ciing dé
cap dén ca thir nghiém JAK ma chira cac hop chét duge danh dau nay.

Sang ché ciing @ cap dén mudi duoc danh déu bang ddng vi theo sang ché. Hop
chit “ddng vi” hoic “duoc danh diu bing ddng vi phéng xa” 13 mudi theo sang ché,
trong d6 mot hodc nhidu nguyén tir duge thay thé hodc dugc thé bang nguyén tir c6 khdi
luong nguyén tir hodic sb khéi khac vé6i khéi luong nguyén tir hodc s6 khéi thudong thiy
trong tu nhién (tic 1a thuong gip trong tu nhién). Cac nuclit phong xa thich hop ma cé
thé duoc dua vao hop chit theo sang ché bao gdm, nhung khong chi giéi han &, ’H (con
duoc viét dusi dang D thay cho doteri), *H (con duoc viét dudi dang T thay cho triti),
o, B, 4o, BN, 15N, 150, 170, %0, 1*F, 35S, %6C1, *2Br, "Br, *Br, ”'Br, 21, %1, 1T va
Bl Cac nuclit phéng xa ma dwgc dua vao hop chit duoc danh déu bang ddng vi phéng
xa theo sang ché s& tuy thudc vao tng dung cu thé ctia hop chét dugc danh déu bing

déng vi phéng xa nay. Vi du, trong cic tht nghiém canh tranh va danh dau
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metaloproteaza in vitro, cac hgp chit ma két hop véi Y, "C, ¥Br, 1, 'L *S hoac
thuong 14 hitu hiéu nhét. i v6i cac tng dung hinh 4nh phéng xa, ''C, '°F, '°L, 121, 124,

1311 "Br, "Br hoac "'Br thudng 13 hiru hiéu nhét.

Can phai hiu rang, hop chit “dugc danh du bing ddng vi phdng xa” hodc hop
chit “dugc danh ddu” 12 mudi ma dugc dua vao it nhit mot nuclit phéng xa. Theo mét sb

phuong 4n, nuclit phéng xa duge chon tir nhém bao goém “H, *C, 127 S va ¥Br.

Sang ché c6 thé con bao gdm phuong phap tdng hop dé dua cac chit dong vi
phéng xa vao hop chét theo sang ché. Phuong phép tong hop dé dua cic chét ddng vi
phéng xa vao hop chit hiru co 13 d3 biét trong linh vuc k¥ thuat nay, va ngudi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vue ndy s& d& dang nhan biét dugc phuong phép c6 kha ning ap

dung cho cac hgp chat theo séng ché.-

Mubi durge ddnh ddu theo sang ché c6 thé duge st dung trong thir nghiém sang loc
@& x4c dinh/danh gid hop chit. Vi du, hop chit méi duoe tdng hop hodc mdi dugc xac
dinh (tirc 13 hop chét thtr nghiém) ma dugc danh ddu c6 thé dugce danh gia vé kha ning
clia n6 gén két voi JAK biang cach theo dai su bién dbi ndng do cita n6 khi duge cho tiép
xuc v6i JAK, thong qua viéc dé lai ddu vét cua viéc danh din. Vi dy, hop chét thi
nghiém (duge danh dau) c6 thé duroc danh gia v& kha ning cia né 1am giam gan két cua
mdt hop chét khac ma di biét 1a gin két v6i JAK (tirc 13 hop chit chuin). Do d6, kha
nang cta hop chit thtr nghiém canh tranh v&i hop chét chudn dé gin két voi JAK tuong
quan truc tiép véi 4i luc gin két ciia né. Nguoe lai, trong mot sb thir nghiém sang loc
khac, hop chét chudn duoc danh ddu va hop chét thir nghiém khéng dugc dénh déu. Do
do, néng do cua hop chit chudn dugce duge danh ddu dugc theo ddi dé danh gia sy canh
tranh giita hop chit chuin va hop chét thir nghiém, va i Iuc gin két twong ddi cua hop
chat thir nghiém sé& dugc xac dinh.

Kit

Sang ché cling dé cap dén kit dugc dung httu hi¢u, vi du, trong viéc diéu tri hodc
ngan ngtra bénh hoic r6i loan lién quan dén JAK, nhu bénh ung thu, bénh viém, hodc roi
loan cta da, kit nay bao gém mdt hodc nhidu db chia dyng duge phém chira mubi theo
sang ché véi lugng hiru hiéu dé didu tri bénh. Kit nay cé thé con chtra mdt hodc nhiu
thanh phﬁn thong thuong cho kit dugc dung khac nhau, néu mudn, vi du, db chira c6 mot

hodc nhiéu chat mang dugc dung, d6 chira bd sung khéc, v.v.. 1a 3 duge ngudi ¢ hieu
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biét trung binh trong linh vire nay biét r8. Huéng dan, duéi dang to in roi duge 16ng vao
bén trong hodc dudi dang nhin, chi 16 lugng ciia cac thanh phan cin ding, huéng din sir

dung, va/hoic huéng din tron cac thanh phan, ciing c6 thé duge bao gdm trong kit.

Sang ché s& dirgc md ta chi tiét hon biang phin Vi du thuc hién sang ché cu thé sau day.
Céc vi du sau ddy chi nhim cho muc dich minh hoa sang ché, ma khong gi6i han pham vi
ctia sang ché theo cach bat ky. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy sé& biét r5
nhiéu thong s6 khong t&i han ma c6 thé duge thay dbi hodc bién dbi dé thu dugc két qua

gan giong nhau.
Vi du thwe hién sdng che

Vi du 1: Diéu ché mubi cia axit (R)-3-(4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-y1)-1H-

pyrazol-1-yi)-3-xyclopentylpropannitril maleic

(R)-3-(4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-xyclopentyl-
propannitril (153,7mg, 0,5mmol) va axit maleic (61,7mg) dugc thém vao vao éng thir
nghiém, rdi thém tiép rugu isopropylic (IPA) (4ml). Hdn hop phan vmg dugc dun néng
dn trong sudt, 1am ngudi dén nhiét do trong phong, va tiép d6 khudy trong 2,5 givr nita.
Chét két ta dugc thu gom bing cach loc va bi loc duoc rira bang 0,8ml IPA lanh. Bi loc
duoc 1am khio trong chan khong dén khéi lugng khong dbi dé thu duoc san pham mudi

cubi ciing (173mg).

Mudi cia axit maleic dugc thé hién 12 mudi 1:1 bang phép do H' NMR va do két
tinh dugc xac dinh bang phép do nhiu xa bot tia X (X-ray powder diffraction - XRPD).
Phuong phép do nhiét lugng quét vi phan (Differential scanning calorimetry - DSC) s€&
cho dinh néng chay rd rét & khoang 175,96°C (khéi dau & 175,67°C). San pham chi thé
hién sy hao hut khdi luong nhe tdi da dén 150°C bang phép phan tich nhiét trong
(thermogravimetric analysis - TGA).

Vi du 2: Diéu ché mudi coa axit (R)-3-(4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yI)-1H-
pyrazol-1-yl)-3-xyclopentylpropannitril phosphoric

(R)-3-(4-(7TH-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-y1)-1H-pyrazol-1-yl)-3-xyclopentyl-
propannitril (153,5mg) va axit phosphoric (56,6mg) dugc thém vao bng thir nghiém, rdi
thém tiép ruou isopropylic (IPA) (5,75ml). Hon hop phan tmg duge dun néng dén trong

subt, 1am nguoi dén nhiét do trong phong, va tiép d6 khudy trong 2 gid nita. Chét két tia

16



53210 17/19

dugc thu gom béng cach loc va ba loc dugce rira béng 0,6ml IPA lanh. Ba loc dugc lam
kho trong chan khong dén khdi luong khong dbi dé thu duge san phadm mubi cudi cling

(171,7mg).

Mubi cta axit phosphroic duge thé hién 13 mudi 1:1 bang phép do 'H NMR va do
két tinh dugc xac dinh bang phép do nhidu xa bot tia X (XRPD). Phuong phap do nhiét
lrong quét vi phan (DSC) s€ cho dinh néng chdy ro rét & khodng 198,66°C. San pham chi
thé hién su hao hut khdi luong nhe tbi da dén 200°C bang TGA.

Vi du 3: Piéu ché mubi cua axit (R)-3-(4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-y1)-1H-
pyrazol-1-yl)-3-xyclopentylpropannitril sulfuric

(R)-3-(4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-pyrazol-1-yl)-3-xyclopentyl-
propannitril (153,0mg) va axit sulfuric (56,1mg) duoc thém vao dng thir nghiém, roi thém
tiép axetonitril (7,0ml). Hon hop phan tmg dugc dun néng dén trong sudt, 1am ngudi dén
nhiét do trong phong, vA tiép d6 khudy trong 2 gi nita. Chat két tia dugc thu gom bing
cach loc va ba loc duoc ria béng 0,8ml xetonitril lanh. B2 loc dugc lam khd trong chan

khong dén khéi luong khong dbi dé thu dugc san phdm mudi cubi cing (180mg).

Mubi cia axit sulfuric dugc thé hién 12 mudi 1:1 bang phép do "H NMR va d6 két
tinh duge x4c dinh bing phép do nhifu xa bot tia X (XRPD). Phuong phip do nhiét
luong quét vi phan (DSC) s€ cho dinh néng chdy 16 rét & khodng 186,78°C. San phdm chi

“thé hién sy hao hut khéi luvong nhe téi da dén 175°C bing TGA.

Vidu A
Thtr nghiém kinaza JAK in vitro

Hoat tinh trc ché ctia hop chat thir nghiém 1én dich JAK c6 thé dugc thir nghiém
theo thr nghiém in vitro sau ddy dugc mo ta trong tai liu Park et al, Analytical
Biochemistry 1999, 269, 94-104. Mién xuc tac ciia JAK1 (a.a. 837-1 142), Jak2 (a.a. 828-
1 132) va Jak3 (a.a. 781-1124) ctia ngudi v6i nhin His ddu tin cing N dugc biéu hién
bing cach st dung baculovirut trong cac t& bao con tring va duge tinh ché. Hoat tinh xtc
tac cia JAK1, JAK2 hoic JAK3 duge thir nghiém bing cach xac dinh mac do phosphoryl
héa cta peptit dugc biotin hbda. Peptit duge phosphoryl héa duge phét hién bang huynh
quang phén giai theo thoi gian dong nhét (homogenous time resolved fluorescence -

HTRF). Tri s ICs, ctia hop chét duge x4c dinh cho mdi kinaza trong cac phan ng ma
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chtra enzym, ATP va peptit 500nM trong dung dich dém Tris 50mM (d6 pH = 7,8) chira
NaCl 100mM, DTT 5mM va BSA 0,1mg/ml (0,01%). Nong d6 ATP trong phan tng I3
90uM dbi véi Jakl, 30uM dbi véi Jak2 va 3uM ddi véi Jak3. Cac phan tmg duge thuc
hién & nhiét @6 trong phong trong 1 gidr va tiép d6 duge 1am ngimg bang 20ul EDTA
45mM, SA-APC 300nM, Eu-Py20 6nM trong dung dich dém thir nghiém (Perkin Elmer,
Boston, MA). Viéc gin két véi khang thé duoc danh ddu bang Europi xdy ra trong 40
phut va tin hiéu HTRF dugc do trén thiét bi doc dia Fusion (Perkin Elmer, Boston, MA).
Ca mudi cua axit phosphoric theo sang ché 1dn hop chat bazo tir do twong tng déu dugc
thiy 13 c6 tri s6 ICso nhd hon 50nM dbi véi mdi JAK 1, JAK2 va JAK3.

Céc bién ddi khac nhau cta sang ché, ngoai nhitng cai di duge mo ti trong tai lidu
ndy, s& 1 hién nhién d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vye nay dya vao
phdn ban mé ta néu trén. Nhitng bién dbi nay ciling thudc pham vi cia Yéu ciu bao ho
kém theo. Mdi tai liéu duoc trich dan trong ban mé ta nay dugc dua vao ban md ta ndy

bang cach vién dan toan bd.
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YEU CAU BAO HO

1. Dugc phidm chira mudi cia axit (R)-3-(4-(7H-pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-yl)-1H-
pyrazol-1-yl)-3-xyclopentylpropannitril phosphoric va mdt hodc nhidu ta duoc duoge
dung; trong d6 mdt hodc nhiéu t4 dugc bao gém lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol,
manitol, tinh bdt, gbm acacia, canxi phosphat, alginat, tragacanth, gelatin, canxi silicat,
xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, xenluloza, nuéc, xiro, hodc metyl xenluloza, v

trong d6 dugc phdm nay 12 thude don vi.

2. Dugc phdm theo diém 1, trong d6 thudc don vi nay 13 vién nén.

9]

. Duoc phim theo diém 1, trong d6 thudc don vi ndy 14 vién nang.
4. Duoc phim theo diém 1, trong d6 thude don vi nay con chira 16p tan trong rudt.

5. Dugc phim theo diém 1, trong d6 thude don vi ndy chira mubi cia axit (R)-3-(4-(7H-
pyrolo[2,3-d]pyrimidin-4-y1)-1H-pyrazol-1-y1)-3-xyclopentylpropannitril phosphoric &
ham luong ndm trong khoang tir 5mg dén 1000mg.

6. Duogc phém theo diém 1, trong d6 mdt hodc nhiéu ta duge bao gE‘)m xenluloza vi tinh

thé va lactoza.

7. Dugc phim theo diém 1, trong d6 mdt hoic nhidu ta duoc bao gom lactoza.





