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Linh vuwe ky thuit dwoc dé cap

Séang ché d& cap dén hop chét pyrazol-amit va dugc phim chira hop chit
ndy. Cu thé hon, sang ché dé cap dén hop chét pyrazol-amit hoic mubi dugc dung
ctia n6 c6 hoat tinh trc ché pyruvat dehydroaza kinaza (¢ ddy duoc viét tit 13 PDHK),
duoc phdm chira ching, thudc phong ngira hogic didu tri bénh déi thio duong chira
ching (bénh dai thdo dudng typ 1, bénh dai thao dudng typ 2 v.v.), hoi ching khang
insulin, hoi chimg chuyén héa, bénh dudng huyét cao, bénh nhidm toan huyét do ting
lactat, cac bién chimg ctia bénh déi thdo duong (bénh than kinh do dai thdo dudng,
bénh mang ludi do dai thao duong, bénh than do dai thao dudng, bénh duc thuy
tinh thé v.v.), bénh suy tim (bénh suy tim cép tinh, bénh suy tim man tinh), bénh co
tim, ching thiéu méu cuc b co tim, chimg nhdi mau co tim, chimg dau thit nguc,
bénh r6i loan m& mau, chimg xo vita dong mach, bénh déng mach ngoai bién, bénh
dau cach hdi, bénh phdi tic nghén man tinh, bénh thiéu mau nfo, bénh ngp méu
ndo, bénh'v& ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh ung thu, bénh ting 4p phdi, hogic bénh
Alzheimer, va bénh tuong tu.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Trong céc md, dbi v6i cac phan tmg st dung ning lugng nhu sinh tdng hop,
van chuyén chii dong, co co va trong t, ning luong duoc cung cdp boi su thity phan
adenosin triphosphat (adenosin triphosphat - ATP). ATP dugc san xuét bang cach oxy
héa nhién lidu chuyén héa ma tao ra nhiéu ning luong, nhu glucoza va axit béo tu do.
Trong md oxy héa nhu co, ATP chii yéu duoc san xudt tir axetyl-CoA ma di vao chu
trinh axit xitric. Axetyl-CoA duoc san xuét bang cich oxy héa glucoza théng qua

duong duong phan hodc sy oxy hda B cla axit béo tu do. Enzym dong vai tro then
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chét trong viéc kiém soat sy san xuét axetyl-CoA tir glucoza la pyruvat dehydroaza
(sau day duoc viét tit 1a PDH). PDH lam xuc tic sy khir nicotinamit adenin
dinucleotit (NAD) thanh NADH, ddng thoi v6i su oxy hoa cia axit pyruvic thanh
axetyl-CoA va cacbon dioxit (vi du, tai liéu phi sang ché 1, 2).

PDH 12 phtic da enzym bao gdm ba thanh phan enzym (E1, E2 va E3) va vai
tiéu don vi dat trong chét nén ty thé. E1, E2 va E3 tuong tmg chiu tréch nhiém khir
cacboxyl khéi axit pyruvic, san xuét axetyl-CoA va khtr NAD thanh NADH.

Hai loai enzym c6 chirc ning didu bién gin két véi PDH. Mot enzym 13
PDHK, n6 14 protein kinaza dic hiéu véi PDH. Vai trd cia né 1a bt hoat tiéu don vi
Eld ctia phiic bang sy phosphoryl héa. Enzym con lai 1a PDH phosphataza, 1 protein
phosphataza dic hiéu ma hoat héa PDH théng qua su khir phosphoryl ctia tiéu don vi
Ela. Ty 1€ ciia PDH trong trang thai hoat tinh ctia n6 (khtr phosphoryl) dugc xac dinh
bang sy can bang hoat tinh ctia kinaza va phosphataza. Hoat tinh ctia kinaza duoc diéu
bién bing ndng dd twrong ddi cia chit nén chuyén héa. Vi dy, hoat tinh cta kinaza
duge hoat héa bing viée ting ty 16 NADH/NAD, axetyl-CoA/CoA va ATP/adenosin
diphosphat (ADP), va duoc tc ché bing axit pyruvic (vi du, t3i liéu phi sang ché 3).

Trong md ciia dong vat c6 vi, 4 loai PDHK isozym dugc xac dinh. Cu thé
14, PDHK2 duoc biéu hién & pham vi 16n cdc m6 bao gdbm gan, co xwong va md md
¢ trong su chuyén héa glucoza. Ngoai ra, vi PDHK2 thé hién do nhay tuong dbi cao
v&i sy hoat hoa bang cach ting NADH/NAD hoic axetyl-CoA/CoA va sy Grc ché
bang axit pyruvic, su lién quan trong diéu bién ngén han su chuyén héa glucoza duoc
d& xuét (vi dy, tai liéu phi sang ché 4).

Ngoai ra, PDHK 1 dugc biéu hién véi lugng 16n trong co tim, co xuong, t&

bao B tuyén tuy va twong ty. Hon nira, vi sy biéu hién PDHK1 dugc cam Ung
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thong qua hoat hoa yéu 6 ¢6 kha ning cam tng giam oxy huyét (hypoxia inducible
factor - HIF) 1 trong trang thai thiéu mau cuc bo, su lién quan cua né trong bénh
thiéu méu cuc bd va céc bénh ung thu duoc dé xuét (vi duy, tai liéu phi sang ché 5).

Trong cac bénh nhu bénh dai thao duong phu thude insulin (typ 1), bénh déi
thao duong khong phu thude insulin (typ 2) va bénh tuong tu, su oxy hda lipit dugc
thiic ddy ddng thoi véi sur giam viée sir dung glucoza. Viée giam sir dung glucoza niy
14 mdt trong céc yéu tb gy ra bénh dudng huyét cao. Khi sir chuyén héa glucoza oxy
hoa giam trong cac bénh dai thao duong typ 1 va typ 2 va bénh béo phi, hoat tinh ctia
PDH ciing giam. Diéu nay d& xuét sy lién quan ciia hoat tinh PDH bi giam trong viéc
str dung glucoza giam trong bénh dai thdo dudng typ 1 va typ 2 (vi du, céc tai liéu phi
sang ché 6, 7).

Nguoc lai, su tao glucoza gan dugc ting cudng trong cac bénh dai thdo duong
typ 1 va typ 2, ma cling tao ra mot yéu t6 gy ra bénh dudng huyét cao. Hoat tinh
PDH giam lam ting ndng db axit pyruvic ma ddi lai lam ting sw kha dung cla axit
lactic 1am chét nén cho viéc tao ra glucoza gan. Viéc nay dé xuét sy lién quan tiém
ning cia hoat tinh PDH giam trong qua trinh tao ra glucoza gia ting trong bénh dai
théo dudng typ 1 va typ 2 (vi du, céc tai liéu phi séng ché 8, 9). Khi PDH duoc hoat
héa bing cach e ché PDHK, ty 18 oxy héa glucoza duoc cho 13 gia tang. Két qua 13,
viée sir dung glucoza trong co thé duoc khai dong va viée tao glucoza gan dugce chin
lai, nhr d6 dudng huyét cao trong bénh déi théo duong typ 1 va typ 2 duoc ky vong
céi thién duge (vi dy, céc tai lidu phi sang ché 10, 11, 12). Yéu t6 khéc anh huéng dén
bénh déi thao dudng 14 sy tiét insulin b suy giam, ma duoc biét dén 12 lién quan dén
hoat tinh PDH giam trong t& bao B tuyén tuy, va gi6i thiu vé PDHK1, 2 va 4 (vi du,

céc tai lidu phi sang ché 13, 14). Ngoai ra, duong huyét cao duy tri lién tuc do bénh
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dai thdo dudng duoc biét 1a gay ra cac bién chimg nhu bénh thn kinh do dai thao
duong, bénh mang ludi do dai thao duong, bénh than do dai thao duong va bénh
tuong ty. Thiamin va axit a-lipoic gép phan vao sy hoat héa PDH duéi dang
coenzym. Thiamin va axit o-lipoic, hodc din xuét thiamin va din xuét cia axit o-
lipoic thé hién c6 tac dung day hira hen trong viéc diéu tri cac bién ching ciia bénh
dai thdo duong. Do do, sy hoat héa PDH dugc ky vong la cai thién cac bién chimng
clia bénh dai théo dudng (vi dy, cac tai liéu phi sang ché 15, 16).

Trong céc tinh trang thiéu méu cuc bd, su cung cép han ché oxy lam giam sy
oxy hoa ciia ca glucoza va axit béo va 1am giam lugng ATP dugc sinh ra bing su
phosphoryl héa oxy hoa trong cac mo. Khi khong ¢ du oxy, luong ATP duge duy tri
bang cach ddy manh qua trinh dudng phan ky khi. Két qua 13, axit lactic ting va do
pH ndi bao giam. Tham chi mic di co thé ¢ duy tri ndi can bing ion bing cach tidu
thy ning luong, lugng ATP thip bét thuong va thim thau t& bao b gidn doan dan dén
su chét t bao. Ngoai ra, kinaza hoat hda adenosin monophosphat, dugc hoat héa
trong tinh trang thiu mau cyc b, s phosphoryl hoa va do d6 bét hoat axetyl-CoA
carboxylaza. Do d6, lugng malonyl-CoA tdng trong giot mo, hoat tinh cacniti
palmitoyltransferaza-I ting va sy oxy hoa axit béo dugc uu tién hon sy oxy hoa
glucoza bing cch cho phép sy van chuyén axyl-CoA vao trong ty thé. Sy oxy héa
glucoza c6 kha ning thu duoc nhidu ATP trén phén tir oxy hon 14 sy oxy hoa axit béo.
Do d6, trong cac tinh trang thiéu mau cuc bd, su chuyén héa ning luong tré thanh sur
oxy héa glucoza wu thé hon nhd sy hoat héa PDH, kha ning duy tri lvong ATP duoc
xem 1a dugc ting cuong (vi dy, tai lidu phi sang ché 17).

Ngoai ra, vi su hoat héa cia PDH gy ra su oxy hda axit pyruvic dugc san

xudt boi sy dudng phén, va gidm su san xudt axit lactic, sy tiéu ding proton thyc t&
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duoc giam trong cac mo thiéu mau cuc bd. Theo d6, su hoat héa PDH béng su trc ché
PDHK duoc ky vong dé dong vai tro bao vé trong bénh thiéu mau cuc bd nhu bénh
thiéu mau cuc bd co tim (vi du, céc tai liéu phi sang ché 18, 19).

Duogc chit ma hoat héa PDH béng céach trc ché PDHK dugc xem 13 dé 1am
giam s san xuét lactat vi n6 khoi dong su chuyén héa pyruvat. Do dé, duoc chét nay
duoc ky vong 14 hitu ich dé didu tri bénh nhifm toan huyét do ting lactat nhu bénh vé
ty thé, bénh co nfo ty thé va nhidm tring (vi du, tai lidu phi sang ché 20).

Trong céc té bio ung thu, su biéu hién PDHK 1 hoc 2 ting. Hon nita, trong
céc t& bao ung thw, sy san xudt ATP bang phosphoryl héa oxy hoa trong ty thé giam,
va su san xudt ATP thong qua qué trinh dudng phén ky khi trong té bao chét ting. Sur
hoat héa PDH bing cach trc ché PDHK duoc ky vong dé ting cuong su phosphoryl
hoéa oxy héa trong ty thé, va lam ting sy san xuit oxy hoat tinh ma s& gy ra su tu
chét ctia céc t& bao ung thu. Do dé, su hoat héa PDH béng cach tic ché PDHK 1a
hitu ich dé diu tri cac bénh ung thu (vi dy, tai lidu phi séng ché 21).

Bénh ting 4p phdi dic trung bdi huyét 4p cao duge gay ra béi sy thu hep mét
phéan ctia dong mach phéi do su ting sinh té bao duoc ting cudng trong d6. Do do,
trong bénh ting 4p phdi, sw hoat héa PDH trong t& bao dong mach phéi dugce ky vong
dé ting cudng su phosphoryl héa oxy héa trong ty thé, ting su san xuét oxy hoat tinh,
va gdy ra sy ty chét ctia cac té bao dong mach phdi. Do d6, sy hoat héa PDH béng su
tic ché PDHK duoc xem 13 hitu ich @& diéu tri bénh ting ap phdi (vi du, tai liéu phi
sang ché 22).

Su san xuét ning luong va su chuyén héa glucoza trong ndo giam & bénh
Alzheimer, va hoat tinh PDH gidm dan. Khi hoat tinh PDH giam dan, su san xudt

axetyl CoA giam. Axetyl CoA dugc sir dung dé san xuit ATP trong hé théng vén
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chuyén electron qua chu trinh axit xitric. Axetyl CoA con 14 nguyén liéu khéi ddu
cho su tdng hop axetylcolin ma 13 mot trong nhiing chit dan truyén than kinh. Do
d6, hoat tinh PDH trong nfo giam & bénh Alzheimer dugc coi 13 gy ra su chét té
bao than kinh do gidm su san xudt ATP. Ngoai ra, xét thiy rang su tdng hop
axetylcolin ma 13 chit d4n truyén than kinh tic dong kiéu colin bi &rc ché gay ra sy
suy giam tri nhé va tuong tu. Sy hoat héa PDH trong ndo dugc ky vong dé tang
cudng sy san xuit ning luong va su téng hop axetylcolin & bénh Alzheimer. Do do,
sir hoat héa PDH béng céch trc ché PDHK dugc xem 13 hiru ich trong diéu tri bénh
Alzheimer (vi du, cac tai liu phi sang ché 23, 24).

D3 thiy ring axit dicloaxetic 13 duoc chét ¢6 hoat tinh hoat héa PDH tao ra
hiéu qua htra hen dé didu tri bénh dai thdo dudng, chimg thiu mau cuc bd co tim,
chtmg nhdi méu co tim, chimg dau thét ngyuc, bénh suy tim, bénh nhiém toan huyét
do tang lactat, bénh thiéu mau ndo, bénh ngap mau ndo, bénh dong mach ngoai bién,
bénh phéi tic ngh&n man tinh, bénh ung thu, va bénh ting ap phdi (vi du, céc tai lidu
phi sang ché 10, 18, 20, 22, 25, 26, 27).

Tl nhimg phét hién trén, thudc Ge ché PDHK duoc xem 13 hitu ich d& phong
va didu tri c4c bénh lién quan dén ri loan st dung glucoza, vi dy, bénh dai thao
duong (bénh dai thdo dudng typ 1, bénh dai thdo dudng typ 2 v.v.), hdi chimg khang
insulin, héi chimg chuyén hoéa, bénh dudng huyét cao, bénh nhidm toan huyét do ting
lactat, cac bién chimg ctia bénh d4i thao dudng (bénh than kinh do dai thdo dudng,
bénh mang ludi do dai thdo dudng, bénh than do dai thdo dudng, bénh duc thuy
tinh thé v.v.). Ngoai ra, thudc tc ché PDHK duoc ky vong 14 hitu ich trong phong
ngira va diéu tri bénh gy ra bdi sy cung cAp chit nén ning luong cho méd bi han ché,

vi dy, bénh suy tim (bénh suy tim cép tinh, bénh suy tim man tinh), bénh co tim,
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chimg thiéu méu cuc bd co tim, chimg nhdi méau co tim, chimg dau thit nguc, bénh
rdi loan m& fnéu, chiing xo vita dong mach, bénh dong mach ngoai bi€n, bénh dau
céch hoi, bénh phéi tac nghé&n man tinh, bénh thiéu mau ndo va bénh ngap mau ndo.
Do d6, thudc e ché PDHK dugc cho 13 hitu ich dé diéu tri hodc phong
nglra bénh dai thdo dudng (bénh dai thdo dudng typ 1, bénh dai thdo duong typ 2 v.v.),
hoi chimg khéng insulin, hdi chimg chuyén hoa, bénh dudng huyét cao, bénh nhiém
toan huyét do ting lactat, cac bién chimg ctia bénh dai thdo dudng (bénh than kinh
do dai thao duong, bénh mang ludi do déi thao dudng, bénh than do dai thio
dudng, bénh duc thiy tinh thé v.v.), bénh suy tim (bénh suy tim cAp tinh, bénh suy
tim man tinh), bénh co tim, ching thiéu méau cuc bd co tim, chimg nhdi méu co tim,
chimg dau thit nguc, bénh rbi loan m& mau, ching xo vita dong mach, bénh dong
mach ngoai bién, bénh dau céch hdi, bénh phdi tic ngh&n man tinh, bénh thiéu mau
nfo, bénh ngdp mau ndo, bénh vé ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh ung thu, bénh ting
ap phdi hogic bénh Alzheimer.
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Ban chat ky thuat ciia sang che
Vi céc ly do néu trén, muc dich cda sdng ché 1a dé xuat:

[1] Hop chét ¢6 cong thic [I]:

trong do n 1a 1 hodc 2,
hodc mudi dugc dung ctia no,

[2] Hop chét c6 céng thic:

[I1] hoic

[3] Hop chét theo muc [2] néu trén, hop chit nay c6 cong thirc [I1]:

0]




| S S U S R I O

[4] Hop chét theo muc[2] néu trén, hop chét ndy c6 cong thirc [IIh]:

(o]
H,C
NH,
H,C N

[T11]

[6] Duoc phim chira hop chét theo muc bét ky trong s cac muc [1] dén [5], hosic
mudi duge dung clia né, va chit mang dugc dung,

[7] Thudc e ché PDHK chira hop chét theo muc bét k¥ trong s6 cac muc [1] dén
[5], hosic mudi duoc dung ctia nd,

[8] Thudc trc ché PDHK 1 chtra hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc [1] dén
[5], hodc mudi duge dung cua no,

[9] Thudc e ché PDHK?2 chtra hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muc [1] dén

[5], hoac mudi dugc dung cia no,

-13-



19387

[10] Thudc ha dudng huyét chira hop chét theo muyc bat ky trong sb cac muc [1]
dén [5], hoac mudi duogc dung cuia nd,

[11] Dugc phdm lam giam axit lactic chira hop chét theo muc bat ky trong sé céc
muc [1] dén [5], hodc mudi duoc dung cta no,

[12] Thubc phong ngira hogic didu tri bénh dai thdo duong, hoi chiig khang insulin,
hoi chimg chuyén hoéa, bénh dudng huyét cao, bénh nhiém toan huyét do ting
lactat, cac bién ching cia bénh dai thao dudng, bénh suy tim, bénh co tim, chimg
thiu méu cuc bd co tim, chung nhdi méu co tim, chung dau thét nguc, bénh roi
loan m& mau, ching xo vira dong mach, bénh dong mach ngoai bién, bénh dau
cach hoi, bénh phdi tic nghén man tinh, bénh thiéu méu nfo, bénh ngdp méu nio,
bénh v& ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh ung thu hodc bénh ting 4p phdi, ma chira
hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muc [1] dén [5], hodc mudi duoc dung cia ng,
[12°] Thudc phong ngira hodc diéu tri bénh dai thdo dudng, hoi ching khéng
insulin, hoi chimg chuyén héa, bénh dudng huyét cao, bénh nhiém toan huyét do
tang lactat, cac bién chimg ctia bénh dai thdo dudng, bénh suy tim, bénh co tim,
chimg thiu méu cyc bd co tim, chimg nhdi mau co tim, chimg dau thét ngyc, bénh
rdi loan m& méu, chimg xo vita dong mach, bénh dong mach ngoai bién, bénh dau
cach hdi, bénh phéi thc nghén man tinh, bénh thiéu méu ndo, bénh ngap mau ndo,
bénh vé ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh ung thu, bénh ting 4p phdi hodc bénh
Alzheimer, ma chira hop chit theo muc bt ky trong s6 cac muyc [1] dén [5], hodc
mudi dugc dung cuda no,

[13] Thudc phong nglra hodc didu tri bénh theo muc [12] néu trén, trong do dai
thédo dudng 1a bénh dai thao dudng typ 1 hodc bénh dai thdo duong typ 2,

[14] Thudc phong ngira hodc diéu tri bénh theo muc [12] néu trén, trong do6 cac
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bién ching cta bénh déi thio dudng duge chon tir nhém bao gdbm bénh than kinh
do dai thdo dudng, bénh mang ludi do dai thao duong, bénh than do dai thao
duong va bénh duc thiy tinh thé,

[15] Thudc phong ngira hodic diéu tri bénh theo muc [12] néu trén, trong d6 bénh
suy tim 12 bénh suy tim cAp tinh hodic bénh suy tim man tinh,

[16] Dugc pham chira:

(a) hop chit theo muyc bt ky trong s6 cac muc [1] dén [5], hoic mudi duge dung
cua nod, va

(b) it nhit mét thudc c6 hiéu qua phong ngira hodc diéu tri bénh duoc chon tir
nhém bao gdm bénh dai thio dudng (bénh dai thio dudng typ 1, bénh déi thao
dudng typ 2), hdi chimg khéng insulin, hoi chimg chuyén hoa, bénh dudng huyét
cao, bénh nhidm toan huyét do ting lactat, cac bién ching cta bénh déi théo
dudng(bénh than kinh do dai thao dudng, bénh mang ludi do dai thao dudng, bénh
than do déi thdo dudng, bénh duc thiy tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim cp
tinh, bénh suy tim man tinh), bénh co tim, chiing thiéu mau cuc bd co tim, ching
nhdi méu co tim, chimg dau thit nguc, bénh rdi loan m& mau, ching xo vita dong
mach, bénh ddng mach ngoai bién, bénh dau cach hdi, bénh phé)i thc nghén man
tinh, bénh thiéu méu ndo, bénh ngdp méu ndo, bénh vé ty thé, bénh co ndo ty thé,
bénh ung thu va bénh ting 4p phdi,

[16°] Dugc phim chira

(a) hop chét theo muc bt ky trong s cac muc [1] d&én [5], hodc mudi duge dung
cua no, va

(b) it nh4t mot thudc c6 hidu qua phong ngira hodic diéu tri bénh duoc chon tir

nhém bao gdm bénh déi théo dudng (bénh déi thdo dudng typ 1, bénh dai théo
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dudng typ 2), hoi chimg khang insulin, hdi chimg chuyén héa, bénh duong huyét

cao, bénh nhidm toan huyét do ting lactat, cic bién chimg ctia bénh déi thao dudng

(bénh thn kinh do d4i thdo dudng, bénh mang ludi do déi thio dudng, bénh than

do dai thao duong, bénh duc thiy tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim cép tinh,

bénh suy tim man tinh), bénh co tim, chting thiéu mau cuc bd co tim, chimg nhdi

mau co tim, chimg dau thét ngyc, bénh réi loan m& mau, ching xo vita dong mach,
bénh dong mach ngoai bién, bénh dau cach hdi, bénh phdi tic nghén man tinh,

bénh thiéu mau néo, bénh ngép mau ndo, bénh ve ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh

ung thu, bénh ting ap phdi va bénh Alzheimer,

[17] Thubc hdn hop chira:

(a) hop chit theo muc bt ky trong s6 cac muc [1] dén [5], hoac mudi dugc dung
cuano, va

(b) it nhit mot thudc ¢ hiéu qua phong ngira hodc diu tri bénh dugc chon tir
nhém bao gdm bénh déi thdo dudng (bénh dai théo dudng typ 1, bénh dai thao

dudng typ 2), hdi ching khéang insulin, hoi chiing chuyén héa, bénh dudng huyét
cao, bénh nhi®m toan huyét do ting lactat, cac bién chimg ctia bénh d4i théo dudng
(bénh thén kinh do dai thdo dudng, bénh mang luéi do dai thdo dudng, bénh than
do d4i thio dudng, bénh dyc thay tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim cip tinh,

bénh suy tim man tinh), bénh co tim, chiing thiéu mau cuc bd co tim, chung nhdi
mau co tim, ching dau thit nguc, bénh rdi loan m& mau, chimg xo vita dong mach,
bénh dong mach ngoai bié€n, bénh dau cach hdi, bénh phéi tdc nghén man tinh,
bénh thiéu méu nfo, bénh ngdp méu nio, bénh vé ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh
ung thu va bénh ting 4p phéi, dugc str dung ddng thoi, riéng biét hoic lién tiép.

[17°] Thudc hdn hop chira:
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(a) hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc [1] dén [5], hodic mubi duoc dung
cua no, va

(b) it nhat mot thude cé hiéu quéa phong ngira hodc diéu tri bénh duoc chon tir
nhém bao gébm bénh déi thio duong (bénh d4i thio dudng typ 1, bénh dai théo
duong typ 2), hdi chimg khang insulin, hdi chimg chuyén héa, bénh dudng huyét
cao, bénh nhiém toan huyét do ting lactat, cac bién chiing ciia bénh déi thio dudng
(bénh than kinh do d4i thdo duong, bénh mang ludi do dai thdo dudng, bénh thin
do dai thdo dudng, bénh duc thuy tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim cép tinh,
bénh suy tim man tinh), bénh co tim, ching thiu méu cuc bd co tim, chimng nhdi
méu co tim, ching dau thét ngyc, bénh réi loan m& mau, ching xo vita dong mach,
bénh dong mach ngoai bién, bénh dau cach hdi, bénh phéi tic nghén man tinh,
bénh thiéu méu ndo, bénh ngdp mau ndo, bénh vé ty thé, bénh co néo ty thé, bénh
ung thu, bénh ting ap phdi va bénh Alzheimer, duoc sir dung dong thoi, riéng biét
hoic lién tiép.

[18] Sang ché mé ta phwong phap tc ché PDHK & ddng vét c6 vi, bao gdbm cho
dong vat c6 vii nay st dung mot luong cb hidu qua dugc hop chét theo muc bét ky
trong s cac muc [1] dn [5], hodc mudi dugc dung ctia né,

[19] Séng ché md ta phuong phép trc ché PDHK 1 & dong vat c¢6 via, bao gdm cho
dong vat c6 vii nay st dung mot luong ¢6 hidu qua duge hop chét theo muc bét ky
trong s& cac muc [1] d&én [5], hodc mudi duge dung cia nod,

[20] Sang ché mb ta phuong phap e ché PDHK?2 & dong vat ¢ vi, bao gdm cho
dong vat c¢6 via nay sir dung mdt luong ¢ hidu qua duoc hop chét theo muyc bat ky
trong s cac muc [1] d&n [5], hodc mudi dugc dung cia nd,

[21] Sang ché mé ta phuong phép phong ngira hodic diéu tri bénh déi thdo dudng
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(bénh dai thao duong typ 1, bénh dai thao dudng typ 2), hoi chiing khéng insulin,
hoi chimg chuyén hoéa, bénh dudng huyét cao, bénh nhiém toan huyét do ting
lactat, cac bién chtmg ctia bénh déi thdo dudng (bénh than kinh do dai thio duong,
bénh mang ludi do dai thao duong, bénh than do dai thdo dudng, bénh duc thay
tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim cp tinh, bénh suy tim man tinh), bénh co tim,
ching thiéu méu cuc bd co tim, chirng nhdi méu co tim, ching dau thit nguc, bénh
rdi loan m& mau, chung xo vita dong mach, bénh dong mach ngoai bién, bénh dau
cach hdi, bénh phéi thc nghén man tinh, bénh thiéu méu ndo, bénh ngdp mau ndo,
bénh vé ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh ung thu hodc bénh ting 4p phdi & dong vat
c¢6 v, bao gdm cho dong vat cé vi ndy sir dung mdt lugng c6 hidu qua duoc hop
chét theo muc bét ky trong sd cac muc [1] dén [5], hodc mudi dugc dung ctia nd,

[21°] Sang ché m6 ta phuong phap phong ngira hodc diéu trj bénh dai thao dudng
(bénh dai thao duong typ 1, bénh déi thao dudng typ 2), hdi chimg khang insulin,
hoi chimg chuyén héa, bénh duong huyét cao, bénh nhidm toan huyét do ting
lactat, cac bién chimg ctia bénh d4i thdo dudng (bénh than kinh do déi thédo dudng,
bénh mang ludi do déi thao dudng, bénh than do dai thdo dudong, bénh duc thiy
tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim cép tinh, bénh suy tim man tinh), bénh co tim,
chimg thiéu méu cuc bd co tim, chimg nhdi mau co tim, chimg dau thit nguc, bénh
rdi loan m& mau, chimg xo vita ddng mach, bénh dong mach ngoai bién, bénh dau
cach hoi, bénh phdi tic nghén man tinh, bénh thiéu mau nfo, bénh ngép mau nio,
bénh v& ty thé, bénh co nfo ty thé, bénh ung thu, bénh ting 4p phdi hodic bénh
Alzheimer & dong vat c6 vii, bao gdm cho dong vat cé vi nay st dung mdt luong
¢6 hiéu qua duge hop chét theo muc bét ky trong sb cac muc [1] dén [5], hosic mudi

~

duoc dung cia no,
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[22] Séng ché mb ta phuong phap 1am giam luong glucoza trong méau & dong vat cd
vii, bao gdm cho ddng vat c6 vl nay sir dung mdt lugng c6 hiéu qua dugc hop chét
theo muc bét ky trong sb cac muyc [1] dén [5], hodc mubi dugc dung cda no,

[23] Sang ché mo ta phuwong phép 1am gidm luong lactat & dong vat ¢6 vi, bao gdm
cho dong vat c6 vl ndy str dung mot lugng c6 hiéu qua duge hop chét theo muc bt
ky trong s& cac muc [1] dén [5], hosic mudi dugc dung ciia no,

[24] Séng ché mb ta viéc st dung hop chét theo muc bét ky trong sé cac muc [1]
dén [5], hodic mudi dugc dung ctia n6 dé san xuét thudc e ché PDHK,

[25] Sang ché mé ta viée sir dung hop chét theo muc bét ky trong s6 cac muc [1]
dén [5], hodc mudi dugc dung cta no dé san xuét thudc tre ché PDHK 1 ,

[26] Sang ché mé ta viéc sit dung hop chét theo muyc bét ky trong sb cac muc [1]
dén [5], hodc mubi dugc dung ctia né dé sén xuét thude tre ché PDHK?2,

[27] Sang ché mb ta viéc sit dung hop chit theo myc bét ky trong s cac muc [1]
dén [5], hodc mudi duge dung cta no dé san xuét duge phém lam gidm lugng
glucoza trong mau,

[28] Sang ché mb ta viéc sir dung hop chit theo muyc bét ky trong sb cac muc [1]
dén [5], hodc mudi duoc dung cta no dé san xuét duge phé.m lam giam lugng lactat,
[29] Sang ché mb ta viéc sir dung hop chit theo muyc bét ky trong sb cac muc [1]
dén [5], hodc mudi duoc dung cta n6 dé san xut thubc phong ngira hodc diéu tri
bénh dai thdo dudng (bénh dai thdo duong typ 1, bénh dai thao duong typ 2), hoi
chimg khéng insulin, hdi chimg chuyén héa, bénh dudng huyét cao, bénh nhiém
toan huyét do ting lactat, cdc bién chimg ctia bénh dai thio dudng (bénh thén kinh
do dai thao duong, bénh mang luéi do dai thdo dudng, bénh than do dai thao

duong, bénh duc thiy tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim c4p tinh, bénh suy tim
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man tinh), bénh co tim, ching thiéu méu cuc bd co tim, chimg nhdi méu co tim,
chimg dau thét ngue, bénh rdi loan m& mau, ching xo vita dong mach, bénh dong
mach ngoai bién, bénh dau cach hdi, bénh phéi tdc ngh&n man tinh, bénh thiéu mau
ndo, bénh ngdp méau ndo, bénh vé ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh ung thu hoic
bénh ting ap phdi,

[29°] Sang ché md 4 viée sir dung hop chét theo muc bt ky trong s cac muc [1]
dén [5], hodc mubi duge dung cta n6 dé san xudt thubc phong ngira hozc didu tri
bénh dai thdo duong (bénh dai thao duong typ 1, bénh dai thdo duong typ 2), hoi
chimg khang insulin, hoi chimg chuyén héa, bénh dudng huyét cao, bénh nhiém
toan huyét do ting lactat, cac bién chimg ctia bénh d4i thdo duong (bénh than kinh
do dai thao duong, bénh mang ludi do déi thdo duong, bénh thén do dai thao
dudng, bénh duc thay tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim cip tinh, bénh suy tim
man tinh), bénh co tim, ching thiéu méu cuc bd co tim, ching nhdi mau co tim,
chimg dau thét nguc, bénh rdi loan m& mau, chiing xo vita ddng mach, bénh dong
mach ngoai bién, bénh dau cach hdi, bénh phéi tic nghén man tinh, bénh thiéu mau
ndo, bénh ﬁgép mau ndo, bénh vé ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh ung thu, bénh
ting 4p phdi hodc bénh Alzheimer,

[30] Séng ché mb ta viéc sir dung theo muc bat ky trong cac muc [24] dén [29] néu
trén, két hop vai it nhat mot thude c6 hiéu qua phong ngira hodc diéu tri bénh duoc
chon tir nhém bao gdm bénh dai thdo dudng (bénh dai thao dudng typ 1, bénh dai
thdo duong typ 2), hoi ching khang insulin, hoi chimg chuyén héa, bénh dudng
huyét cao, bénh nhifm toan huyét do ting lactat, cic bién chimg cta bénh d4i thao
dudng (bénh than kinh do d4i thdo dudng, bénh mang luéi do déi thao dudng, bénh

than do dai théo dudng, bénh duc thiy tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim cép
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tinh, bénh suy tim man tinh), bénh co tim, ching thiéu mau cuc bd co tim, ching
nhdi mau co tim, ching dau thét nguc, bénh rdi loan m& mau, ching xo vita dong
mach, bénh dong mach ngoai bién, bénh dau cach hdi, bénh phéi téc nghén man
tinh, bénh thiéu mau ndo, bénh ngdp mau ndo, bénh vé ty thé, bénh co ndo ty thé,
bénh ung thu va bénh ting &p phéi, va
[30°] Sang ché md ta viée sir dung theo muc bat ky trong sb cac muc [24] dén [29]
néu trén, két hop véi it nhat mét thube cé hiéu qua phong ngira hodc diéu tri bénh
duoc chon tir nhém bao gdm bénh d4i thdo dudng (bénh dai thao duong typ 1,
bénh déi thdo dudng typ 2), hoi chig khang insulin, hdi chimg chuyén héa, bénh
dudng huyét cao, bénh nhiém toan huyét do ting lactat, cac bién chimg cua bénh
d4i thao dudng (bénh thin kinh do dai thao duong, bénh mang ludi do dai thio
dudng, bénh than do déi thdo dudng, bénh duc thiy tinh thé), bénh suy tim (bénh
suy tim cp tinh, bénh suy tim man tinh), bénh co tim, chtng thiéu méau cuc bd co
tim, chimg nhdi mau co tim, chimg dau thét nguc, bénh rdi loan m& mau, chimg xo
vita dong mach, bénh dong mach ngoai bién, bénh dau cach hdi, bénh phoi tic
nghén man tinh, bénh thiéu méu ndo, bénh ngdp mau ndo, bénh vé ty thé, bénh co
ndo ty thé, bénh ung thw, bénh ting 4p phdi va bénh Alzheimer, va bénh tuong ty.
Hiéu qua cta sang ché

Hop chét theo sang ché hodc mubi dugc dung ctia né e ché hoat tinh
PDHK, va hitu ich 1am thudc diéu tri hoic phong ngira bénh d6i v6i bénh dai thao
dudng (bénh dai thao duong typ 1, bénh dai thdo dudng typ 2), hdi chimg khang
insulin, hdi chimg chuyén héa, bénh dudng huyét cao, bénh nhiém toan huyét do
ting lactat, cac bién chimg cta bénh déi thdo duong (bénh than kinh do déi thao

duong, bénh mang ludi do dai thao duong, bénh than do dai thdo duong, bénh duc
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thiy tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim cép tinh, bénh suy tim man tinh), bénh
co tim, ching thiéu mau cuc bd co tim, ching nhdi mau co tim, ching dau thét
nguc, bénh rdi loan m& méu, ching xo vita dong mach, bénh dong mach ngoai
bién, bénh dau cach hdi, bénh phdi tic ngh&n man tinh, bénh thiéu méu ndo, bénh
ngp méu n3o, bénh v ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh ung thw, bénh ting ap phdi
hodc bénh Alzheimer, va bénh tuong tu.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién hiéu qua cta cac hop chét thir nghiém dbi véi hoat tinh PDH
& gan (phan tram hoat tinh PDH gan hoat héa trén téng hoat tinh PDH gan) & chudt
SD(IGS) khéng bi bo doi (trung binh + d6 1éch chuén (n=3)).

Fig. 2 thé hién hiéu qua cta cac hop chat thir nghiém di v6i hoat tinh PDH
cia mb6 m& (phén trim ctia hoat tinh PDH & md m& hoat héa trén téng hoat tinh
PDH m6 m&) & chudt SD(IGS) khong bi bi do6i (trung binh £ d6 léch chuin (n=3)).
MO ta chi tiét sang ché

Séang ché duoc giai thich chi tiét dudi day.

Hop chét theo sang ché 13 hop chit c6 cong thic [I]:

trong d6 n la 1 hoac 2,
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(sau day con dugc goi 14 hop chét (1)), hodc mubi duoc dung cia né.

Hop chét theo sang ché 13 hop chét c6 cong thie [I1]:

[11]
(2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-
4-yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-metylpropanamit) (sau ddy con dugc goi 1a hop chét (2)).

Hop chit theo séng ché 14 hop chit c6 cong thirc [ITh]:

[11h]

(2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-
4-yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-metylpropanamit monohydrat) (sau day con dugc goi la
hop chét (2h)).

Hop chit theo sang ché 13 hop chét c6 cong thire [II1]:
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F [rri]

(2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(4-hydroxy-4-metylpentyloxy)-9-(triflometyl)-9H-
floren-4-yl1]-1H-pyrazol-1-yl}-2-metylpropanamit) (sau ddy con dugc goi 1a hop
chét (3)).

Mudi duoce dung ciia hop chét theo sang ché ¢6 thé 13 mudi bat ky mién 13 n6
tao ra mudi khéng doc v6i hop chét theo sang ché. Vi du ctia né bao gdm cac mudi
véi axit vo co, cac mudi véi axit hitu co, cac mudi véi axit amin va cac mudi twong tur.

Vi du vé mudi véi axit vo co bao gém mubi v6i axit clohydric, axit nitric, axit
sulfuric, axit phosphoric, axit bromhydric va tuong tu.

Vi dy v& mudi véi axit hiru co bao gdm cac mudi véi axit oxalic, axit maleic,
axit xitric, axit fumaric, axit lactic, axit malic, axit sucxinic, axit tatric, axit axetic, axit
trifloaxetic, axit gluconic, axit ascorbic, aixt metansulfonic, axit benzensulfonic, axit
p-toluensulfonic va tuong tu.

Vi du vé mubi véi axit amin bao gém mudi véi lyzin, acginin, axit aspartic,
axit glutamic va tuong tu.

Mubi duoc dung ctia hop chit theo sang ché t6t hon 13 mubi véi axit vo co.

Ngoai ra, hop chét theo séng ché hoic mudi dugc dung cuia n6 cb thé dugc

danh diu béng chét déng vi (Vi duy, H, MC, S V.V.).
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V& hop chét theo sang ché hoic mubi duoc dung ciia né, hop chét (1) hodc
mubi dugc dung cia né ma mdi hop chét trong s§ ching vé co ban duoc tinh ché.
Puoc uu tién hon 13 hop chét theo sang ché hosic mubi duoc dung cia né ma mdi
hop chét trong sb ching duoc tinh ché dén d6 tinh khiét khong thdp hon 80%.

Hop chét c6 cong thire [I] hoic mudi duge dung cta né cé thé ton tai &
dang solvat. Thust ngft "solvat" d& chi hop chét ¢ cong thirc [I] hodc mudi dugc
dung ctia n6 ma phan tir dung mai lién két véi nd, va con bao gdbm ca hydrat. Cac
solvat ndy t6t hon 14 solvat dugc dung. Cac solvat nhu viy bao gdm, vi dy, hydrat,
etanol solvat, dimetylsulfoxit-solvat va solvat trong tw ctia hop chét ¢ cong thirc
[I] hodc mubi duge dung ctia nd. Cac vi du cu thé bao gém hemihyd‘rat,
monohydrat, dihydrat hosic mono(etanol)solvat ctia hgp chét c6 cong thirc [I] hodc
monohydrat ctia hop chit c6 cong thire [I], 2/3(etanol)solvat ctia dihydroclorua cia
hop chit ¢6 cong thice [I] va tuong tw. Céc solvat ndy c6 thé duoc san xuét theo
phuong phap thong thuong.

Vi du vé& “duoc phdm” bao gdbm céc ché phim ding qua dudng miéng nhur
vién nén, vién nang, dang hat, bdt, vién ngam dep, xi 16, nhii twong, huyén phu va
dang tuong tu, va thubc ding theo dudng ngoai tidu héa nhu ché pham ding bén
ngodi, thudc dan, thudc tiém, thuéc nhd mét, ché phim ding qua dudng miii, ché
pham ding cho phdi va tuong tu.

Duoc phim theo séng ché dugc bao ché theo phuong phép da biét trong linh
vuc bao ché dugc, bing cach trdn hop chit theo sang ché hozic mubi duoc dung cua
nod voéi lugng thich hgp cua it nhit mot loai chit mang dugc dung va tuong tur néu
thich hop. Trong khi ham luong cta hop chét theo sang ché hoic mudi duoc dung

ctia né trong duoc phim thay dbi phy thude vao dang liéu lugng, lidu ding va tuong
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tu, vi du ham luong cda nd ndm trong khoang tir 0,1 dén 100% trong luong toan bd
duoc pham.

Vi du Vé“chét mang duoc dung” bao gbm nhiéu chét mang hiru co hoic vd
co khéc nhau thudng duge st dung 1am nguyén lidu bao ché, vi du, ta dugc, chét 1am
rd, chit dinh, chét hoa 16ng, chét 1am tron va chit trong tr cho céc ché phdm rén, va
dung mdi, chét hoa tan, chét tao huyén phu, chit dang truong, chat dém, chét 1am diu
va chét twong tw cho ché phim 16ng. Ngoai ra, néu can, cht phu gia nhu chit bao
quén, chét chdng oxy héa, chét tao mau, chét 1dm ngot va chét twong tu duoc sir dung.

Vi du Ve “t4 duoc” bao gém lactoza, sucroza, D-manitol, D-sorbitol, tinh bot
ng0, dextrin, xenluloza vi tinh thé, xenluloza tinh thé, carmeloza, carmeloza canxi,
tinh bt natri carboxymetyl, hydroxypropylxenluloza dugc thé thap, gom arabic va
chit twong tur.

Vi du vé “chét 1am r3” bao g(“)m carmeloza, canxi carmeloza, natri carmeloza,
tinh bt natri carboxymetyl, natri croscarmeloza, crospovidon,
hydroxypropylxenluloza dugc thé thip, hydroxypropylmetylxenluloza, xenluloza tinh
thé va chét tuong tur.

Vi du vé “chét dinh” bao gdm hydroxypropylxenluloza,
hydroxypropylmetylxenluloza, povidon, xenluloza tinh thé, sucroza, dextrin, tinh bdt,
gelatin, natri carmeloza, gdm arabic va chét tuong tu.

Vi du v& “chit hoa 16ng” bao gdm axit silixic khan nhe, magie stearat va chit
tuong tu.

Vi du v& “chét 1am tron” bao gdm magie stearat, canxi stearat, bt talc va chat

tiong tu.
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Vi du vé “dung mdi” bao gdbm nudc tinh khiét, etanol, propylen glycol,
macrogol, dau vimng, dau ngo, dau 6liu va chit tuong tu.

Vi du vé “chét hoa tan” bao gdm pfopylen glycol, D-manitol, benzyl benzoat,
etanol, trietanolamin, natri cacbonat, natri xitrat va cht tuong tu.

Vi du vé& “chét tao huyén phi” bao gém benzalkon clorua, carmeloza,
hydroxypropylxenluloza, propylen glycol, povidon, metylxenluloza, glyxerol
monostearat va chit trong tu.

Vi du vé “chit déng truong” bao gdm glucoza, D-sorbitol, natri clorua, D-
manitol va chit twong tyr.

Vi du vé “chit dém” bao gdm natri hydrophosphat, natri axetat, natri
cacbonat, natri xitrat va chit tuong tu.

Vi du v& “chit 1am diu” bao gdm rugu benzyl va chét twong tur.

Vi du v& “chét bao quan” bao gdm etyl parahydroxybenzoat, clobutanol, rugu
benzyl, natri dehydroaxetat, axit sorbic va chét tuong tur.

Vi du vé& “chit chdng oxy héa” bao gbém natri sulfit, axit ascorbic va chit
tuong tu.

Vi du vé “chét tao mau” bao gém cac chit mau thuc phém (vi dy, mau do
thuc phém s6 2 hoic 3, mau vang thuc phém s6 4 hodc 5 v.v.), p-caroten va chit
tuong tu.

Vi du v& “chit 1am ngot” bao gdm natri sacarin, dikali glyxyrrhizinat,
aspartam va chét tuong tur.

Dugc phim theo sang ché c6 thé dugc ding theo duong miéng hoic dudng
ngoai ti€u hda (vi dy, dung cuc bg, trong co, dudi da, trong truc trang, trong tinh

mach, v.v.) & ngudi cling nhu cc dong vat c6 vii khéng phai nguoi (vi du, chudt nhét,

-27-




chuot céng, chuot dé)ng, chudt lang, thé, meo, cho, lon, bo, ngua, clru, khi, v.v.). Lidu
luong thay dbi phu thudc vao dbi tuong sir dung, bénh, triéu chimg, dang lidu luong,
dudng sir dung va tuong tu. Vi dy, lidu luvong hang ngiy dé ding qua dudng miéng &
ngudi bénh truéng thanh (thé trong: khoang 60 kg) thudng nim trong khoang tir 1mg
dén 1g tinh theo hop chit (1) 1am thanh phan hoat tinh. Lwong ndy c6 thé duogc st
dung trong mot hogic vai phin.

Vi hop chét theo sang ché hoiic mubi duoc dung ctia né ¢b hoat tinh tc ché
PDHK (PDHK1 va/hoac PDHK?2), nén dugc xem la hitu ich cho viéc diéu tri hodic
phong ngira cac bénh lién quan dén sulsuy gidm st dung glucoza, vi dy, bénh dai
thao duong (bénh déi thao dudng typ 1, bénh déi thdo dudng typ 2 V.V.); héi ching
khéng insulin, hi chimg chuyén hoéa, bénh dudng huyét cao, bénh nhiém toan huyét
do ting lactat, cic bién chimg cta bénh dai thdo dudng (bénh than kinh do d4i thao
dudng, bénh mang ludi do dai thao dudng, bénh than do dai thao dudng, bénh duc
thiy tinh thé v.v.). Ngoai ra, thube trc ché PDHK duoc cho 13 hitu ich dé didu tri
hodc phong ngira cac bénh trong d6 su cung cip chit nén sinh ning luvong cho mé
bi han ché, vi du, bénh suy tim (bénh suy tim cip tinh, bénh suy tim man tinh),
bénh co tim, chimg thiéu méu cuc bd co tim, chimg nhdi mau co tim, chimg dau
thét nguc, bénh rdi loan m& méu, chimg xo vita dong mach, bénh déng mach ngoai
bién, bénh dau cach hdi, bénh phéi tic nghén man tinh, bénh thiéu mau nfo va bénh
ngdp mau ndo. Ngoai ra, thudc e ché PDHK dugc cho 13 hitu ich dé diéu tri hodc
phong ngira bénh v& ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh ung thu bénh ting 4p phdi hodc
bénh Alzheimer, va tuong tu.

Bénh dai thdo duong, vi dy, bénh dai thdo duong typ 1 hodc bénh dai thao

duodng typ 2.
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Vi du v& céc bién chimg cta bénh dai thio duong bao gdm bénh than kinh
do dai thdo dudng, bénh mang ludi do dai thao duong, bénh than do dai théo
dudng va bénh duc thuy tinh thé.

Bénh suy tim, vi du, bénh suy tim cép tinh hoac bénh suy tim man tinh.

“Uc ché PDHK” ¢6 nghia 13 trc ché chirc ning ctia PDHK va loai bé hodc 1am
giam hoat tinh nay. “Uc ché PDHK?”, tt hon 13 tic ché PDHK ngudi. V& “thudc tc
ché PDHK?”, dugc vu tién 13 “thube te ché PDHK & ngudi”.

“Uc ché PDHK1” ¢6 nghia 13 e ché chirc ning cia PDHK1 va loai bd hodc
lam giam hoat tinh nay. Vi du, thuat ngi¥ ndy c6 nghia 13 &c ché chirc ning PDHK 1
dua vao tinh trang bénh trong vi du thir nghiém 1 dugc dé cap dudi day. Déi véi “te
ché PDHK1”, trc ché PDHK 1 nguoi 1a dugc uu tién. V& “thude e ché PDHK1”, tdt
hon 13 “thudc e ché PDHK1 & ngudi”. Tét hon nita 13 “thude e ché PDHK 1 déi
véi co quan dich & nguoi”. |

“Uc ché PDHK?2” ¢6 nghia 13 tic ché chirc ning PDHK? va loai bd hoic lam
giam hoat tinh ndy. Vi du, thuat ngit ndy c6 nghia 13 Gc ché chirc ning PDHK?2 dua
vao tinh trang bénh trong vi du thir nghiém 1 dwoc d& cap dudi day. “Uc ché
PDHK2”, t6t hon 1a tic ché PDHK2 ngudi. Vé “thudc e ché PDHK?2”, t6t hon 1a
“thudc e ché PDHK2 & nguoi”. Tét hon nita 1a “thube e ché PDHK?2 dbi véi co
quan dich & nguoi”.

“Hoat héa PDH” c6 nghia la hoat héa PDH & co quan dich (vi dy, gan, co
xuong, mé md, tim, ndo) va twong ty, bénh ung thu hodc bénh tuong tu.

“Giam muc glucoza huyét” ¢6 nghia 13 1am giam ndng do glucoza trong mau

(bao gdbm huyét thanh va huyét trong), t6t hon 14 1am giam mic glucoza huyét cao,
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t6t hon nita 13 1am gidm mirc glucoza huyét vé mirc binh thudng hitu hidu didu tri cho
nguoi.

“Giam muc axit lactic” c6 nghia 13 1am giam ndng d6 axit lactic trong méau
(bao gdbm huyét twong va huyét thanh), tt hon 14 1am giam muc axit lactic cao, t6t
hon nita 13 13m giam mirc axit lactic v& murc binh thuong hiru hidu diéu tri cho nguoi.

Hop chét theo sang ché hoic mudi duge dung clia né c6 thé dugc st dung
két hop v6i mdt hodc nhidu thude khéc (& day con duoc goi 13 thube ding ddng thoi)
theo phuong phap thuong dugc st dung trong linh vue dugc (sau day con dugce goi 1a
str dung két hop).

Thoi gian sir dung hop chét theo sang ché hodc mubi duge dung cia nd, va
thudc ding dong thoi khong bi gidi han, va dbi twong can ding c6 thé ding ching &
dang ché phim hdn hop, hodc ca hai ché phédm c6 thé dugc sir dung ddng thoi hodc &
céc khoang thoi gian dinh trude. Ngoai ra, dugc phdm theo sang ché va thude ding
dong thoi c6 thé duge sir dung 1am thude & dang kit. Lidu luong ca thude ding dng
thoi 14 twong tw v6i lidu luong duge ding 14m sang va c6 thé duge chon thich hop
theo déi tong sir dung, bénh, triéu chimg, dang lidu ding, cach ding, thdi gian ding,
sur két hop va tong tir. Dang st dung ciia thudce diing ddng thoi khong bi giéi han cu
thé, va chi can dugc két hop véi hop chét theo sang ché hodc mudi dugc dung cda no.

Vi du vé thudc hdn hop bao gdm thudc didu tri va/hodc thudc phong ngira
bénh dai thao dudng (bénh déi thdo dudng typ 1, bénh dai thdo duong typ 2 v.v.), hoi
chiing khéng insulin, hdi chtmg chuyén hoéa, bénh dudng huyét cao, bénh nhidm toan
huyét do ting lactat, cac bién chimg ctia bénh d4i thao duong (bénh than kinh do dai
thao duong, bénh mang ludi do dai thdo dudng, bénh than do dai thdo duong, bénh

duc thily tinh thé), bénh suy tim (bénh suy tim cip tinh, bénh suy tim man tinh),
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bénh co tim, chimg thiéu mau cuc bd co tim, chimg nhdi méu co tim, chimg dau
that nguc, bénh rdi loan m& mau, ching xo vita dong mach, bénh dong mach ngoai
bién, bénh dau cach hdi, bénh phdi tic nghén man tinh, bénh thiéu mau no, bénh
ngp méu ndo, bénh v& ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh ung thu, bénh ting 4p phdi
hoac bénh Alzheimer, va bénh tuong tu, va mdt hodc nhiéu thudc trong sb d6 va
hop chét theo sang ché hoic mudi duoc dung ctia né c6 thé duge sir dung két hop.

Vi dy vé “thudc diéu tri vé&/hodc thude phong ngira bénh déi thao duong” bao
gdm ché phim insulin, thudc ha dudng huyét sulfonylurea, metformin, thudc e ché
DPP-4, dugc phim cai thién tinh khang insulin (vi du, d4n xuét thiazolidin), chét
cht véan thu thé GLP-1 va chét tuong tu.

Vi du thue hién sang ché

Phuong phap bao ché hop chét theo séng ché hoic mubi dugc dung ctia né
duge minh hoa cu thé bang cac vi du. Tuy nhién, sang ché khong bi gi6i han & cac vi
du nay.

Thém chi néu khéng ¢ sy mé ta ndo vé phuong phap bao ché nay thi cic
budc c6 thé duge thay ddi dé san xuét c6 hidu qua, nhur viéc dua nhém bao vé vao
nhém chire néu cén véi su loai nhém bao vé trong bude tiép theo, sir dung nhém chirc
1am tién chét trong mdi budc, sau d6 chuyén héa thanh nhém chirc mong mudn & giai
doan thich hop, thay dbi thir tw cia phuong phép bao ché va cac bude san xuit, va
tuong tu.

C6 thé duoc tién hanh qué trinh xtr 1y sau phan Umg trong mdi budc bing
phuong phap thong thuong, & dé su phén tach va tinh ché ¢6 thé dugc tién hanh néu
can theo phuong phép duoc chon thich hop tir cdc phuong phap thong thudng nhu két

tinh, t4i két tinh, chung cét, phan doan, sic ky silicagel, HPLC diéu ché va phuong
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phép tuong tyr, hodic két hop cac phuong phép ndy. Tét ca céc chit phan tng va dung
moi ¢ chét luong cia san phém hién c6 ban trén thi truong, va dugc st dung ma
khéng can tinh ché.
Phén trim % 1 % trong luong. Céc chit viét tit khac duoc sir dung trong

phan vi dy ndy c6 nghia nhu sau.

s: vach don

d: vach d6i

t: vach ba

q: Vach bbn

m: vach bdi

br: rdng

dd: hai vach d6i

td: ba vach doi

ddd: hai vach dé6i kép

J: hing sb ghép

CDCl;: cloroform doteri hoa

DMSO-Dg: dimetyl sulfoxit doteri hoa

'H NMR: phd coéng hudng tir hat nhan

HPLC: sic ky 16ng hiéu ning cao

DPPA: diphenylphosphoryl azit

Phé6 'H-NMR dugc do trong CDCl; hoic DMSO-Dg st dung

tetrametylsilan lam chét chudn noi, va tit ca céc tri s6 & dugc thé hién theo ppm
(phén triéu).

Dung dich dém phosphat 10mM (d6 pH 2,0)
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Hoa tan natri dihydro phosphat (3,60g) trong nudc (3000ml), va didu chinh
dén d6 pH 2,0 bang axit phosphoric dé thu duoc chit dém dugc néu & phan dé myc.
Céc diéu kién phén tich HPLC
Piéu kién phén tich 1
Thiét bj do: Hé théng séc ky léng hiéu ning cao HPLC system SHIMADZU
CORPORATION Prominence
Cot: DAICEL CHIRALCEL OD-3R 4,6mm®x150mm
Nhiét do cot: 40°C
Pha dong: (dung dich A) d&m phosphat 10mM (d¢ pH 2,0), (dung dich B)
axetonitril
Ché phém ctia pha dong (dung dich A:dung dich B) duogc thay d6i tir 50:50 dén
20:80 trong 20 phut va sau d6 dugc gilt & 20:80 trong 5 phut.

Luu luong: 0,5ml/phut

Do: UV (220nm)

Piéu kién phén tich 2

Thiét bi do: hé théng sic ky 1dng hiéu ning cao HPLC system SHIMADZU
CORPORATION Prominence

Cot: DAICEL CHIRALCEL OJ-RH 4,6mm®x150mm

Nhiét d6 cot: 40°C

Pha dong: (dung dich A) dém phosphat 10mM (d6 pH 2,0), (dung dich B)
axetonitril

Ché phdm cuia pha dong (dung dich A: dung dich B) duoc thay dbi tir 70:30 dén
40:60 trong 20 phut va sau d6 dugc gitt ¢ 40:60 trong 10 phut.

Luu lugng: 0,5ml/phut
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Do: UV (220 nm)

Piéu kién phén tich 3

Thiét bj do: hé théng sic ky 16ng hiéu ning cao HPLC system SHIMADZU
CORPORATION Prominence

Cot: DAICEL CHIRALPAK AD-3R 4,6mm®x150mm

Nhiét d6 cot: 40°C

Pha d6ng: (dung dich A) d&m phosphat 10 mM(dd pH 2,0), (dung dich B) axetonitril
Ché phim cta pha déng (dung dich A:dung dich B) dugc thay ddi tir 50:50 dén
20:80 trong 20 phut va sau d6 gitt & 20:80 trong 5 phut.

Luu luong: 0,5ml/phut

Do: UV (220nm)

Vidul

Téng hop 2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-
9H-floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-metylpropanamit (hop chit (2))

Budc 1 V

Etyl 2’-clo-4’-metoxybiphenyl-2-carboxylat

ol O cl
Br
T, 0 L0 — LT
s A~
9 he o N0 TNy om0 0 ?
CH, CH, ° CHy
Trong mdi trudong agon, hoa tan 1-bromo-2-clo-4-metoxybenzen (44,3g)
trong toluen (220ml), bd sung etyl 2-(4,4,5,5-tetrametyl[1,3,2]dioxaborolan-2-

yDbenzoat (60,8g), nudc (132ml), natri hydro cacbonat (33,6g) va

diclobis(triphenylphosphin)paladi(Il) (2,8g), va khuéy hén hop & nhiét do trong bé
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dau 13 120°C trong 7 gid. Bb sung etyl 2-(4,4,5,5-tetrametyl[1,3,2]dioxaborolan-2-
yl)benzoat (5,2g) vao hdn hop phan tng, va sau d6 khuéy hén hop phan tmg nay
trong 2 gid. Lam mat hdn hop phan tmg dén nhiét d6 trong phong, bd sung toluen
(100ml) va nudc (200ml), va khudy hén hop qua dém. Bd sung than hoat tinh (3g)
v&o hon hop phan tmg néy, va sau d6 khudy hdn hop phéan tmg nay trong 1 gid.
Loc b6 chit khong tan qua xelit, va rira chit khong tan bang toluen (100ml) va
nude (200ml). Két hop céc dich loc thu duge dé phén tach 16p. Rira 16p hitu co thu
duoc bang nude (100ml), va lam bay hoi dung méi dé thu duoc hop chét néu & dé
muc nay (67,7g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 7,88-7,86 (1H, m), 7,63 (1H, td, J = 7.6, 1,4
Hz), 7,51 (1H, td, J = 7,6, 1,4 Hz), 7,27 (1H, dd, J = 7,6, 0,9 Hz), 7,18 (1H, d, J
=8,6 Hz), 7,06 (1H, d, J = 2,6 Hz), 6,95 (1H, dd, J = 8,6, 2,6 Hz), 4,01 (2H, m),
3,80 3H, s), 0,96 (3H, t, ] =7,1 Hz).

Budce 2

Axit 2’-clo-4’-metoxybiphenyl-2-carboxylic

HG 070 0 Ho~ S0 0
CH, CH,

Hoa tan etyl 2’-clo-4’-metoxybiphenyl-2—‘carboxylat (67,7g) trong etanol
(100ml), bd sung dung dich natri hydroxit 4N (100ml), va khudy hdn hop & nhiét
do trong bé dau 13 110°C trong 4,5 giod. Lam mat hdn hop phan Gng dén nhiét do
trong phong, bé sung nude (200ml) va toluen (100ml), va khudy hdn hop qua dém.
B4 sung than hoat tinh (3,6g) vao hdn hop nay, va sau d6 khudy hdn hop phéan tng
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ndy trong 1 gid. Loc bo chit khong tan qua xelit, va rira chat khong tan bing toluen
(30ml) va nuée (300ml). Két hop céc dich loc thu duoc d& phan tach 16p. Rira 16p
nudc thu duoc bang toluen (100 ml), axit hoa 16p nude bang axit clohydric dam
dic (40ml), va khudy & nhiét d6 trong phong trong 1 gid. Thu chét ran két tia bang
cach loc. Chét rén thu duge duge 1am kho trong khong khi trong 3 gid, va 1am kho
dudi 4p sult giam & 60°C qua dém dé thu dugc hop chét néu & dé muyc ndy (50,2g).
'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) 8: 12,57 (1H, s), 7,90-7,88 (1H, m), 7,60 (1H, td, J
=176, 1,3 Hz), 7,49 (1H, td, J = 7,6, 1,3 Hz), 7,24 (1H, dd, J = 7,6, 1,0 Hz), 7,19
(1H, d, J = 8,4 Hz), 7,06 (1H, d, J = 2,4 Hz), 6,95 (1H, dd, J = 8,5, 2,4 Hz), 3,81
(3H, s).

Budc 3

4-clo-2-metoxy-9H-floren-9-on

HO 0 0 ! 0
CH, Ch

Trong mdi trudng agon, bd sung chit phan tng Eaton (dung dich phospho
pentoxit - axit metansulfonic (ty 1€ trong lugng 1:10), 330ml) vao axit 2’-clo-4’-
metoxybiphenyl-2-carboxylic (65,4g) va khudy hdn hop nay & nhiét do trong bé
dau 14 100°C trong 1 gid. Lam mat hdn hop phan tmg nay bing nuéc d4, bd sung
nhé giot nuwdc mdt cach tir tir (650ml), va khudy hdn hop & nhiét d6 trong phong
trong 1 gid. Thu chit rén két tia béng céach loc, va rira bang nude (500 ml). Chét
rén thu dugc duogc 1am khé trong khong khi qua dém dé thu dugc hop chit néu &
d& muc nay (92,0g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 8,01 (1H, d, J = 7,4 Hz), 7,64-7,60 (2H, m),
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7,36 (1H, td, J=7,4, 0,9 Hz), 7,17 (2H, dd, J = 8,4, 2,3 Hz), 3,85 (3H, s).
Budc 4

4-clo-2-hydroxy-9H-floren-9-on

cl ol
s v,
—
9 OH

0 CH, 0

Trong mdi trudng agon, bd sung N-metylpyrolidon (120ml) va pyridin
hydroclorua (144g) vao 4-clo-2-metoxy-9H-floren-9-on (92,0g). Khudy hén hop
phén tng & nhiét do trong bé dau 13 200°C trong 3 gid cling véi loai bé nude bang
thiét bi Dean-Stark. Lam mat hdn hop phan tmg dén 90°C, bd sung nhé giot nudc
(600ml), va khudy hdn hop & nhiét d6 trong phong trong 2 gid. Thu chét rin két tia
bang cach loc, va rira bing nuéc (400ml). Chéit rén thu dugc dugc lam kh trong
khéng khi trong 3 ngdy, bd sung hdn hop dung mdi clia hexan va etyl axetat
(hexan: etyl axetat 1:1, 300ml), va khudy hdn hop & nhiét d6 trong phong trong 1
git. Thu chit rén bing cach loc, va rira bing hdn hop dung méi cia hexan va etyl
axetat (hexan: etyl axetat 1:1, 500ml). Lam kho chét rin thu dwoc duéi ép sudt
giam & 50°C trong 3 gidr dé thu dugc hop chét néu & dé muc nay (48,6g).
'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 10,56 (1H, s), 7,96 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,61-
7,57 2H, m), 7,32 (1H, td, J = 7,4, 0,9 Hz), 6,97 (1H, d, J =2,2 Hz), 6,94 (1H, d, J
=2,2 Hz).
Budce 5

Etyl 4-(4-clo-9-ox0-9H-floren-2-yloxy)butyrat
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Hoa tan  4-clo-2-hydroxy-9H-floren-9-on  (48,6g) trong N,N-
dimetylformamit (150ml), bd sung kali cacbonat (58,3g) va etyl 4-bromobutyrat
(33,5ml), va khudy hdn hop nay & 60°C trong 2 gid. Lam méat hdn hop phan tmg
dén 40°C, va bd sung toluen (300ml) va nudc (300ml) dé phan 16p. Chiét lai 16p
nuc’yc.thu dugc bang toluen (100mi). Két hop céc 16p hiru co thu duoc, rira hai 1an
bing nude (100ml), bd sung natri sulfat khan va than hoat tinh (2,5g), va khudy
hdn hop & nhiét @6 trong phong trong 5 phut. Loc bd chit khong tan qua xelit, va
lam bay hoi dung méi trong dich loc. B6 sung hexan (220 ml) vao phan can thu
duoc, va khudy hén hop & 50°C trong 10 phat va ¢ nhiét d trong phong trong 1
gid. Thu chit rin két tiia bing cach loc, va rira bing hexan. Lam kho chét ran thu
duoc dudi ap sudt giam dé thu duge hop chét néu & d& muc ndy (66,9g). Ngoai ra,
lam bay hoi dung méi trong dich loc thu dugc, bd sung etyl axetat (Sml) va hexan
(20ml) vao phén c3n, va khudy hdn hop & nhiét d6 trong phong trong 1 gid. Thu
chét rén két tia bing cach loc, va rira bing hexan. Lam khé chét rén thu dugc dudi
ap suét giam dé tiép tuc thu dugc hop chét néu & dé muc nay (2,5g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 8,01 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,65-7,61 (2H, m),
7,37 (1H,t,J=17,6 Hz), 7,17-7,14 (2H, m), 4,13-4,05 (4H, m), 2,47 2H, t,J =73
Hz), 2,02-1,95 (2H, m), 1,19 3H, td, J = 7,2, 0,7 Hz).

Budc 6

Etyl 4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-(triflometyl)-9H-floren-2-yloxy|butyrat

-38-




¢l
)
.O o o, * oot o T
~ F
0

Trong mdi trudong agon, hoa tan etyl 4-(4-clo-9-oxo-9H-floren-2-

yloxy)butyrat (69,4g) trong THF (700ml), va bd sung N-(4-tert-
butylbenzyl)xinchonidi ~ 4-metoxyphenoxit (6,4g). B sung nhd giot
trimetyl(triflometyl)silan (52,0ml) trong THF (140ml) & -16°C vao hdn hop phan
g nay, va khudy hdn hop & cing nhiét d6 trong 15 phuat. B6 sung lién tyc axit
axetic (23,0ml) va dung dich tetrabutylamoni florua/THF 1M (222ml) vao hon hop
phan tmg ndy, va khudy hdn hop & nhiét do trong phong trong 1 gid. Lam bay hoi
dung méi trong hdn hop phan tng nay, va bd sung toluen (500ml) va natri hydro
cacbonat bdo hoa trong nude (200ml) vao phan cin d& phan tach 16p. Rira 16p hitu
co thu dugce lién tuc bing natri hydro cacbonat b3o hoa trong nudc (150ml, hai 1an),
natri hydroxit trong nudc 1N (100ml), nude (100ml), axit clohydric IN (100ml),
nude (100ml) va nuée mudi bio hoa (100ml). BS sung magie sullfat khan va
silicagel (150g) vao 16p hitu co thu duge, va khudy hén hop trong 10 phit. Loc bd
chit khong tan, va rira chit khéng tan lién tuc bang toluen (300ml) va etyl axetat
(800ml). Két hop dich loc thu duoc va rira toluen va lam bay hoi dung méi dé thu
duoc hop chét ndu & d& muc nay (72,1g). Ngoai ra, lam bay hoi dung mdi trong
budc rira bang etyl axetat, bd sung silicagel (40 g) va hdn hop dung méi ctia hexan
va etyl axetat (etyl axetat:hexan 2:1, 300ml) vao phén cin thu dugc, va khudy hdn
hop & nhiét d6 trong phong. Loc bd chit khéng tan, va chit khong tan dugc rira
bing hdn hop dung moi cla hexan va etyl axetat (etyl axetat:hexan=2:1, 300ml).

Lam bay hoi dung méi trong dich loc thu duoc dé thu tiép hop chit néu & dé muc
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nay (20,3g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-D) &: 8,14 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,66 (1H, d, J = 7,5
Hz),7,53 (1H, t, J = 7,6 Hz), 7,42-7,38 (2H, m), 7,14 (2H, s), 4,11-4,05 (4H, m),
2,47 (2H, t,J =7,5 Hz), 2,03-1,96 (2H, m), 1,19 3H, td, J = 7,1, 0,8 Hz).
Céu hinh tuyét d6i

Viéc xac dinh cdu hinh tuyét déi cta 4-clo-2-metyl-9-(triflometyl)-9H-
floren-9-ol trong budc 10 dé cép sau ddy da xac nhén rang hop chét néu & dé muc
ndy thu dugc trong budc ndy 1a dang (R). D6 tinh khiét quang hoc 14 52,9%se.e.

D6 tinh khiét quang hoc duoc x4c dinh dudi didu kién phan tich HPLC 1.
Thoi gian duy tri cia dang (S) 1a 19,6 phut, thoi gian duy tri cia dang (R) 1a 23,0
phut.
Budc 7

Axit 4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-(triflometyl)-9H-floren-2-yloxy]butyric

Hoa tan etyl 4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-(triflometyl)-9H-floren-2-
yloxy]butyrat (92,2g) trong etanol (100ml), bd sung dung dich natri hydroxit 4N
(100ml), va khudy hdn hop & 80°C qua dém. Lam mét hdn hop phan tmg dén nhiét
d6 trong phong, bd sung nude (200ml), va rira hdn hop hai 14n bang toluen (100ml).
Trung hoa 16p nude thu duwoc bing axit clohydric ddm dic (40ml), va chiét hai 1in
bang etyl axetat (300ml). Rira phan chiét etyl axetat thu dugc lién tuc vdi nude
(100ml, hai 14n), va nuéc mubdi bdo hoa (100ml), bd sung magie sulfat khan va
than hoat tinh (4,2g), va khudy hdn hop & nhiét do trong phong trong 10 phat. Loc
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b6 chit khéng tan, va 1am bay hoi dung méi trong dich loc. BS sung cloroform
(80ml) vao phan cin thu duoc, va 1am néng hdn hop dén 50°C. B sung nho giot
hexan (400ml), va khudy hdn hop & cing nhiét d6 trong 30 phut, va & nhiét do
trong phong trong 2 gid. Chit rin két taa thu duoc bing cach loc, rira bing hdn
hop dung mdi cia hexan va cloroform (hexan:cloroform =9:1, 50ml), va lam kho
dudi 4p sudt giam & 80°C trong 2 gid dé thu duoc hop chét néu & dé& muc nay
(72,5g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dg) &: 12,17 (1H, br s), 8,14 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,66
(1H,d,J=7,5Hz), 7,54 (1H, td, J = 7,7, 1,2 Hz), 7,42-7,30 (2H, m), 7,18-7,15 (2H,
m), 4,09 2H, t, ] = 6,4 Hz), 2,41 (2H, t,J = 7,3 Hz), 2,00-1,93 (2H, m).

Buéc 8

Mudi  (1S)-1-(4-metylphenyl)etylamin ciia axit 4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-

(triflometyl)-9H-floren-2-yloxy|butyric

4] cl
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Trong moi trudng nito, hoa tan (1S)-1-(4-metylphenyl)etylamin (19,5 g)
trong etyl axetat (720ml), va bd sung axit 4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-(triflometyl)-
9H-floren-2-yloxy]butyric (72,5g). Khudy hdn hop phan tng & 60°C trong 2 gio,
va & nhiét do trong phong qua dém. Thu chét rén két tha bang cach loc, va rira bing
etyl axetat (100ml). Lam khé chét rén thu dugc dudi ap sudt giam & 60°C trong 5
gitr dé thu dugc hop chit néu & d& muc nay (68,6g). Ngoai ra, c6 thé thu duoc axit
4-[(9S)-4-clo-9-hydroxy-9-(triflometyl)-9H-floren-2-yloxy]butyric tir dich loc.

D6 tinh khiét quang hoc

Xé4c dinh d6 tinh khiét quang hoc cua axit 4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-
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(triflometyl)-9H-floren-2-yloxy]butyric trong diéu kién phéan tich HPLC 1 (db tinh
khiét quang hoc 90,2%e.e.). Thoi gian duy tri ctia dang (R) 13 12,9 phat, thoi gian
duy tri ciia dang (S) 1a 10,4 phat.

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 8,14 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,66 (1H, d, J = 7,7
Hz), 7,53 (1H, td, J = 7,6, 1,1 Hz), 7,40 (1H, td, J = 7,6, 1,0 Hz), 7,26 2H, d, ] =
7,9 Hz), 7,16-7,10 (4H, m), 4,08 (2H, t, J = 6,5 Hz), 4,01 (1H, q, J = 6,7 Hz), 2,32
(2H, t,J=7,3 Hz), 2,26 (3H, s), 1,98-1,91 (2H, m), 1,26 (3H, d, J = 6,7 Hz).

Budc 9

Axit 4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-(triflometyl)-9H-floren-2-yloxy]butyric

B sung etyl axetat (500ml) va axit clohydric 2N (300ml) vao mudi (1S)-1-
(4-metylphenyl)etylamin cta axit 4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-(triflometyl)-9H-
floren-2-yloxy]butyric (68,6g), va khudy hdn hop & nhiét d6 trong phong trong 10
phit. Phan 16p hdn hop nay. Rira 16p hitu co thu duoc lién tuc bing nude (250ml)
va nudc mudi béo hoa (200ml). Lam khé 16p hitu co thu duoc qua magie sulfat
khan, loc bo chét khong tan, va 1am bay hoi dung méi trong dich loc dé thu duoc
hop chét néu & d& muc nay (60,0g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 12,17 (1H, br s), 8,14 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,66
(1H,d,J=7,5Hz), 7,54 (1H,td, J=7,7, 1,2 Hz), 7,42-7,30 (2H, m), 7,18-7,15 (2H,
m), 4,09 (2H, t, ] = 6,4 Hz), 2,41 (2H, t, ] = 7,3 Hz), 2,00-1,93 (2H, m).

Budc 10

(9R)-4-clo-9-(triflometyl)-9H-floren-2,9-diol
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B6 sung N-metylpyrolidon (200ml) va pyridin hydroclorua (298g) vao axit
4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-(triflometyl)-9H-floren-2-yloxy]butyric (50g), va khudy
hén hop nay & nhiét do trong bé dau 14 200°C trong 2 ngay. Lam mét hdn hop phan
g dén nhiét d6 trong phong, pha lofing bing etyl axetat (500ml), va rira hai 1an
bang nudc. Chiét lai 16p nude thu duge bing etyl axetat (300ml). Rira lién tuc 16p
httu co két hop véi nude, axit clohydric 1N va nuéc mubi bdo hoa. B6 sung magie
sulfat khan va than hoat tinh (10g) véao 16p hitu co thu dugc, va khudy hdn hop nay
& nhiét do trong phong. Loc bé chit khong tan qua xelit. Lam bay hoi 16p hitu co
thu dugc, bd sung hexan vao phin cin, va khudy hdn hop nay & nhiét do trong
phong. Thu chét rin két tiia bang cach loc, va 1am khé dudi 4p suét giam & nhiét d6

trong phong. Hoa tan san phim thé thu duoc trong etyl axetat (500ml), rira 3 lan

v6i nude, 1am kho trén magie sulfat khan. Loc bd chét khong tan, va 1am bay hoi |

dung mdi trong dich loc. B sung hexan vio phan cin, va khudy hdn hop & nhiét
do trong phong. Thu chit rén két tha bing cach loc, 1am kho dudi 4p sudt giam &
nhiét d6 trong phong dé thu dugc hop chét néu & dé muc nay (22,4g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 10,37 (1H, br s), 8,09 (1H, d, J = 7,5 Hz), 7,63
(14, d, J = 7,5 Hz), 7,50 (1H, td, J = 7,6, 1,0 Hz), 7,36 (1H, td, J = 7,6, 1,0 Hz),
7,32 (1H, br s), 7,06 (1H, s), 6,91 (1H, br d, ] = 2,0 Hz).

Céu hinh tuyét d6i

Chu hinh tuyét dbi ctia hop chit néu & d& muc nay dugc xac dinh bing
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phén tich HPLC st dung c6t hoat tinh quang hoc ctia hgp chét (100A) va hop chét

(100B) dugc didu ché trong cac budc sau (budc A-1 dén budc A-2 va budce B-1).

Budc A-1
Cl
Cl 1) BrCH,CO,Et
1) TMSCF, O rCH,CO,
1o, S o R
. 3 FF OH
F
0
hop chét raxemic (100)
CH
¢] 3 cl
e, O
[ ~on, (LS on, (Y ™,
FA FA " )
FF ifo FF ?\fo
OH OH
hop chét (100AA)
phén tich cu tric tia X
tinh thé don

Triflometyl hoa di v6i 4-clo-2-metyl-9H-floren-9-on, phan tng véi etyl

bromoaxetat, va thily phan dé tao ra axit [4-clo-2-metyl-9-(triflometyl)-9H-floren-

9-yloxyJaxetic. Tién hanh phan giai quang hoc hop chit nay bang cach st dung

(1R)-1-phenyletylamin, va cAu hinh tuyét dbi dugc xac dinh 1a (R) bang cach phéan

tich cAu tréc tinh thé don béing tia X dbi véi mubi (1R)-1-phenyletylamin (100AA)

thu duoc.

Budc A-2

-44-



19387

1)HCI
2)DPPA/tBUOH
3)HCI
hop chét (100AA) hop chit (100A)

Téng hop (9R)-4-clo-2-metyl-9-(triflometyl)-9H-floren-9-ol (hop chit
(100A)) tir hop chit 100AA bing qua trinh xir Iy axit va twong tu.
Budc B-1

1) Tf,0 / iPr,NEt
2) Pd(PPh,),

CH,
aB\
Q"0
CI S Don _noPoPon,
>
Hoat quang Hop chét (100B)

hoat quang

Nhém hydroxyl ¢ vi tri 2 cia 4-clo-9-(triflometyl)-9H-floren-2,9-diol thu
duoc trong bude 10 duoc chuyén héa thanh nhém metyl bing phuong phap néu
trén dé tao ra 4-clo-2-metyl-9-(triflometyl)-9H-floren-9-ol (hop chit (100B)).

Phan tich HPLC sir dung c0t hoat quang

Cé hai chit ddng phan quang hoc ctia hop chét (100) dugc tach bing HPLC
sir dung cot hoat quang (diéu kién phan tich HPLC 3). Phan tich HPLC ctia hop
chit (100A) d3 x4c nhén ring thdi gian duy tri ciia dang (R) 13 18,4 phut, va thoi
gian duy tri cua dang (S) 1a 17,0 phut. Hop chét (100A) va hop chit (100B) duoc
phén tich duéi didu kién HPLC d xac dinh thoi gian duy tri thich hop. |

Ngudi ta cho ring cdu hinh tuyét ddi ctia cacbon khéng dbi xtng khong
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chuyén héa trong khi didu ché hop chét (100A) va hop chét (100B) néu trén. Cac
két qua da xac nhan rang 4-clo-9-(triflometyl)-9H-floren-2,9-diol thu dugc trong
bude 10 c6 cAu hinh tuyét dbi (R).

Budce 11

(9R)-4-clo-2-(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-9-ol

Trong moi truong nito, (9R)-4-clo-9-(triflometyl)-9H-floren-2,9-diol
(55,5g) dugc hoa tan trong N,N-dimetylformamit (550ml), b6 sung 3-hydroxy-3-
metylbutyl toluen-4-suifonat (49,6g) va kali cacbonat (39,5g) vao, va khudy hdn
hop thu dugc & nhiét do trong bé dau 1a 70°C qua dém. Hon hop phan tng nay
dugc bd sung dung dich chira 3-hydroxy-3-metylbutyl toluen-4-sulfonat (4,0g)
trong N,N-dimetylformamit (5ml), va tiép tuc khudy hén hop nay & cliing mdt nhiét
do trong 9,5 gid. Lam mét hdn hop phan tmg bang nudc d4, bd sung nudc (800ml),
va chiét hdn hop thu duge bing etyl axetat (900ml). Rira 1ép hitu co thu duge bang
nuée (500ml, 3 14n) va nuéc mudi bdo hoa (500ml). Lam khé 16p hitu co thu dugce
trén natri sulfat khan, loc bo chit khong tan, va lam bay hoi dung mdi trong dich
loc. Tinh ché phan cin thu dugc bing cach sic ky cot silicagel (sir dung hdn hop
hexan va etyl axetat 1am dung mdi rira gidi, ddu tién rira giai véi hdn hop
(hexan:etyl axetat) & ty 18 tron 3:1, va sau d6 v6i hdn hop nay & ty 18 tron 2:1, va
tip tuc v6i hdn hop nay & ty 18 trén 3:2) dé thu dwoc hop chit néu & && muc nay
(49,5g).

'"H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 8,12 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,64 (1H, d, J = 7.4
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Hz), 7,52 (1H, td, J = 7,6, 0,9 Hz), 7,40-7,36 (2H, m), 7,15-7,13 (2H, m), 4,41
(1H,s), 4,16 2H,t,J=7,1 Hz), 1,85 (2H, t,J = 7,1 Hz), 1,17 (6H, s).

Budc 12

Etyl 2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-9H-

floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl }-2-metylpropionat

o, o

o
He :

CH
¥ CHyCH,

Trong mdi  truong agon, hoa tan  (9R)-4-clo-2-(3-hydroxy-3-
metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-9-0l (49,5g) trong toluen (445ml), bd
sung etyl 2-metyl-2-[4-(4,4,5,5-tetrametyl[1,3,2]dioxaborolan-2-yl)-1H-pyrazol-1-
yl]propionat (59,2g), nudc (149ml), trikali phosphat (54,3g), paladi axetat (2,9g) va
2-dixyclohexylphosphino-2’,6’-dimetoxybiphenyl (SPhos) (10,5g), va khudy hdn
hop & nhiét d6 trong bé dau 14 100°C trong 3,5 gid. Lam mat hdn hop phéan tmg
dén nhiét d6 trong phong, va bd sung nude (300ml). Loc béd chét khong tan qua
xelit, va rira chat khéng tan bang toluen (150ml) va nude (50ml). Két hop cac dich
loc thu dwoc dé phan tach 16p. Rira 16p hitu co thu dugc lién tuc bing nudc
(500ml) va nudc mudi bdo hoa (500ml). Lam khé 16p hiru co thu duge qua natri
sulfat khan, loc bo chat khong tan, va lam bay hoi dung moéi trong dich loc. Tinh
ché phan cin thu duoc bing cach séc ky cot silicagel (str dung hdn hop hexan va
etyl axetat 1am dung méi rira giai, dAu tién rira giai v6i hdn hop (hexan:etyl axetat)

&ty 18 tron 2:1, va sau d6 véi hdn hop ndy & ty 18 tron 1:1, va tiép tuc véi hdn hop
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ndy & ty 1 tron 1:2), va tinh ché tiép bing cach séc ky cot silicagel (sir dung hdn
hop gdm hexan va axeton 1am dung mdi rira giai, dau tién rira giai v6i hdn hop
(hexan:axeton) & ty 18 trdn 2:1, va sau d6 véi hon hop ndy & cac ty 18 tron 4:1, 3:1,
2:1, 1:1, 2:3, va tiép theo véi hdn hop nay & ty 18 tron 1:2) dé thu dugc hop chét
néu & d& muc nay (68,4g).
'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) 8: 8,18 (1H, s), 7,65 (1H, s), 7,59-7,57 (1H, m),
7,25-7,21 (4H, m), 7,13 (1H, br d, J = 1,6 Hz), 6,84 (1H, d, J = 2,3 Hz), 4,38 (1H,
s), 4,16-4,11 (4H, m), 1,86 (2H, t, J = 7,1 Hz), 1,84 (6H, s), 1,16 (6H, s), 1,13 (3H,
t,J=7,0 Hz).
Budc 13
Axit 2-{4—[(9R)-9-Hydroxy-2—(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)—9-(triﬂ0metyl)—9H—
floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-metylpropionic

CH

CH
HSC;H%O-—-/ 3 HSCH(}H

N—N 0 N—N 0

Hoa tan etyl 2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)-9-
(triflometyl)-9H-floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl }-2-metylpropionat  (68,4g) trong
etanol (256ml), bd sung dung dich natri hydroxit 4N (128ml), va khudy hdn hop &
nhiét d6 trong phong trong 2,5 gid. Lam mét hdn hop phan ting ndy bing nudc da,
bd sung nhé giot axit clohydric 2N (333ml), va chiét hdn hop nay bing etyl axetat
(500ml). Rira 16p hitu co thu duoc lién tuc bing nudc (400ml, hai 14n) va nudc
mubi bio hoa (400ml). Lam khé 16p hitu co thu duoc qua natri sulfat khan, loc bé
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chit khéng tan, va 1am bay hoi dung méi trong dich loc d& thu dugc hop chit néu &
dé& myc nay (70,0g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) 8: 13,06 (1H, brs), 8,14 (1H, s), 7,62 (1H, s), 7,57
(1H, dd, J=6,4, 0,6 Hz), 7,27-7,19 (4H, m), 7,12 (1H, s), 6,84 (1H, d, J = 2,3 Hz),
438 (1H, s), 4,14 (2H, t,J =7,2 Hz), 1,85 (2H, t, ] = 7,2 Hz), 1,82 (3H,s), 1,81 (3H,
s), 1,16 (6H, s).

Budce 14
2-{4-[(9R)-9-Hydroxy-2-(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-

4-yl]-1H-pyrazol-1-y1}-2-metylpropanamit (hop chat (2))

Hac;&m

Trong mdi trudng nito, hoa tan axit 2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(3-hydroxy-3-
metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl }-2-metylpropionic
(66,7g) trong N,N-dimetylformamit (480ml), b sung 1-hydroxybenzotriazol
(HOBt) 1 hydrat (27,6g), 1-etyl-3-(3’-dimetylaminopropyl)carbodiimit (WSC)
hydroclorua (34,6g) va nu6c amoniac 28% (24,5 ml), va khudy hén hop & nhiét do
trong phong qua dém. Lam mat hdn hop phan tmg ny bang nuédc d4, bd sung nhod
giot nude (630ml) va axit clohydric 2N (330ml), va chiét hdn hop niy béng etyl
axetat (800ml). Chiét lai 16p nuéc thu dugc bing etyl axetat (500ml). Két hop cac
16p hitu co thu duoc, va rira lién tyc bang nudc (500ml, hai 13n), natri hydro
cacbonat bdo hoa trong nude (500ml), va nuéc mudi bio hoa (500ml). Lam kho
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16p hitu co thu dwoc qua natri sulfat khan, loc bo chit khong tan, va 1am bay hoi
dung mdi trong dich loc d& thu dugc hop chit néu & d& muc nay (60,0g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-D) &: 8,08 (1H, s), 7,66 (1H, s), 7,58-7,56 (1H, m),
7,32-7,30 (1H, m), 7,25-7,22 (4H, m), 7,12 (1H, br s), 6,96 (1H, br s), 6,87 (1H, d,
J=2,3Hz), 4,38 (1H, s), 4,14 2H, t,J =7,2 Hz), 1,85 (2H, t,J = 7,2 Hz), 1,78 (3H,
s), 1,78 (3H, s), 1,17 (6H, s).

Budce 15
2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-4-
yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-metylpropanamit monohydrat (hop chit (2h))

CH
H"C;Hi«NHZ H3C>Li\<NH2

N-—N 0 N—N 0

Hoa tan 2-{4-[(9R)-9-Hydroxy-2-(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)-9-
(triflometyl)-9H-floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-y1}-2-metylpropanamit (hop chét (2))
(60,0g) thu duoc trong bude trude do trong etyl axetat (109ml), bd sung nuée
(2ml), va gia nhiét hdn hop dén 50°C. B sung nhé giot lién tuc vao hdn hop nay
hexan (226ml), va hdn hop dung méi ciia hexan va etyl axetat (hexan:etyl axetat
2:1, 150ml), va 1am méat hdn hop nay dén nhiét d6 trong phong va khudy qua dém.
Chét rén két tha thu duge bing cach loc, va rira bang hdn hop dung mdi ciia hexan
va etyl axetat (hexan:etyl axetat=2:1, 180ml). Lam kho chat rén thu duoc dudi ap
sudt giam & nhiét d6 trong phong qua dém dé thu dugc hop chét néu & d& muc nay
(52,2g, d6 tinh khiét quang hoc 98,6%e.e.). Xé4c dinh d6 tinh khiét quang hoc dusi
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diéu kién phén tich HPLC 2. Thoi gian duy tri cta dang (R) 14 11,3 phut, thoi gian
duy tri cda dang (S) 1a 13,9 phat.
Murc quay quang déc trung [o]p +37,9°(c=1,01 MeOH 25°C).
'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 8,08 (1H, s), 7,66 (1H, s), 7,58-7,56 (1H, m),
7,32-7,30 (1H, m), 7,25-7,22 (4H, m), 7,12 (1H, br s), 6,96 (1H, br s), 6,87 (1H, d,J
=2,3 Hz), 4,38 (1H, s), 4,14 2H, t,J = 7,2 Hz), 1,85 (2H, t, ] = 7,2 Hz), 1,78 (3H,
s), 1,78 (3H, s), 1,17 (6H, s).
Do phan tich nguyén t6

Céc két qua phan tich nguyén t6 pht hop véi gié tri Iy thuyét ciia hop chit
(2h) tinh dugc.
Tinh toan: C, 59,88; H, 5,80; N, 8,06 (dugc tinh & dang monohydrat)
Két qua: C, 59,86; H, 5,74; N, 8,00.
Bude 16
2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(3-hydroxy-3-metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-4-

yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-metylpropanamit (hop chét (2))

CH.
o] * N

BS sung toluen (340ml) vao 2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(3-hydroxy-3-
metylbutyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl }-2-

metylpropanamit monohydrat (hop chét (2h)) (22,63g) thu dugc trong budc trude
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d6. Khudy hén hop phan tng & nhiét do trong bé dau 13 130°C trong 2 gio trong
mdi trudng nito ciing voi loai bd nude bing thiét bji Dean-Stark. Khudy thém hdn
hop phan tmg ndy & nhiét d6 trong bé dau 13 70°C trong 1,5 gid, lam mat dén nhiét
do trong phong, va khudy qua dém. Thu chét rén két tia bing cach loc, va rira bang
toluen (100ml). Lam khd chét rén thu dugc dudi 4p suét giam & nhiét do trong
phong trong 3 ngay, va tiép tuc 1am khé dudi ap sudt giam & 60°C trong 1 ngay dé
thu duoc hop chit néu & d& muc nay (21,5g).
'H-NMR (400MHz, DMSO-D) &: 8,08 (1H, s), 7,66 (1H, s), 7,58-7,56 (1H, m),
7,32-7,30 (1H, m), 7,25-7,22 (4H, m), 7,12 (1H, br s), 6,96 (1H, br s), 6,87 (1H, d,
- J=2,3Hz), 4,38 (1H, s), 4,14 2H,t,J =7,2 Hz), 1,85 (2H, t, ] = 7,2 Hz), 1,78 (3H,
s), 1,78 (3H, s), 1,17 (6H, s).
Do phan tich nguyén t6

Céc két qua phan tich nguyén t& phi hop véi gia tri Iy thuyét cia hop chat
(2) duogc tinh toan.
Tinh toan: C, 62,02; H, 5,61; N, 8,35 (dugc tinh toan dudi dang khan)
Két qua: C, 62,17; H, 5,60; N, 8,47.
Buéce C-1

Diéu ché N-(4-tert-butylbenzyl)xinchonidi bromua

CH,

CH
CH, °

Hoa tan xinchonidin (10,6g) trong tetrahydrofuran (200ml), bb sung 4-tert-
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butylbenzylbromua (10,1g) va tetrabutylamoni iodua (0,66g), va khudy hdn hop &
70°C qua dém. Lam mét hdn hop phan tmg dén nhiét do trong phong, thu chat rin
bang cach loc, va rira bing etyl axetat (50ml). Lam khé chét rén thu dugc dudi 4p
suét giam qua dém dé thu duoc hop chét néu & & muc nay (18,5g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 8,99 (1H, d, J = 4,4 Hz), 8,27 (1H, d, ] = 8,2
Hz), 8,11 (1H, dd, J = 8,5, 1,0 Hz), 7,89-7,79 (2H, m), 7,78-7,71 (1H, m), 7,63
(2H,d, J=8,4 Hz), 7,59 (2H, t, ] = 8,4 Hz), 6,72 (1H, d, J = 4,2 Hz), 6,57-6,51 (1H,
br s), 5,67 (1H, ddd, J = 17,0, 10,4, 6,4 Hz), 5,14 (1H, d, J = 17,2 Hz), 5,08 (1H, d,
J=12,6 Hz), 5,00-4,90 (2H, m), 4,30-4,18 (1H, m), 3,91 (1H, t, J = 8,7 Hz), 3,74-
3,64 (1H, m), 3,35-3,18 (2H, m), 2,76-2,65 (1H, m), 2,18-1,94 (3H,m), 1,90-1,78
(1H, m), 1,40-1,22 (1H, m), 1,34 (9H, s).

Budc C-2

Diéu ché N-(4-tert-butylbenzyl)xinchonidi 4-metoxyphenoxit

CH,
H3

CH, O\CH
3

cuac cnf"3

Bd sung N-(4-tert-butylbenzyl)xinchonidi bromua (18,5g), AMBERLYST
(nhén hiéu da dang ky) A26 (nhuya trao ddi ion c6 tinh kiém manh cua styren, nén
divinylbenzen) (18,5g) va metanol (280ml), va khudy hdn hop & nhiét do trong
phong qua dém. Loc bd chit khong tan qua xelit, va rira bang metanol (100ml). B6
sung vao dich loc 4-metoxyphenol (4,8g), va lam bay hoi dung mo6i. Phén cin duoc

lam bay hoi ddng s6i 3 1an v6i toluen (100ml), va bd sung toluen (20ml). Sau do,

b sung nho giot diisopropyl ete (200ml), va khudy hdn hop & nhiét d6 trong phong
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trong 3 gid. Thu chét rén két tia bang cach loc, rira bang diisopropyl ete (50ml) va
1am khd hén hop nay dudi 4p sudt giam & nhiét d6 trong phong qua dém dé thu
duoc hop chét néu & d& muc nay (21,8g).

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) 8: 8,91 (1H, d, J = 4,4 Hz), 8,17 (1H, d, ] = 8,2
Hz), 8,07 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,89 (1H, d, J = 4,4 Hz), 7,79 (1H, t, J = 7,6 Hz),
7,64 (1H, t,J = 7,5 Hz), 7,57-7,52 (5H, m), 6,56-6,55 (2H, m), 6,43-6,42 (3H, m),
5,67-5,59 (1H, m), 5,28 (1H,d, J=12,1 Hz), 5,12 (1H, d,J = 17,2 Hz), 4,92 (1H, d,
J=10,6 Hz), 4,84 (1H, d, ] = 12,1 Hz), 4,65-4,53 (1H, m), 3,80 (1H, t, ] = 8,8 Hz),
3,65-3,63 (1H, m), 3,57 (3H, s), 3,25 (1H, t, J = 11,6 Hz), 3,10-3,07 (1H, m), 2,67
(1H, br s), 2,07-2,02 (2H, m), 1,95 (1H, br s), 1,79-1,76 (1H, br m), 1,33 (9H, s),
1,16-1,11 (1H, m).

Budc D

Diéu ché 3-hydroxy-3-metylbutyl toluen-4-sulfonat

HyG
HC, CH, s

0 H,C. CH
- 3 3
HO OH g

! OH

Trong mdi truong nito, hoa tan 3-metylbutan-1,3-diol (300g) trong pyridin
(900ml), va dung dich chira 4-metylbenzensulfonyl clorua (500g) trong toluen
(900ml) va bd sung nho giot axetonitril (125ml) hon 2 gio. Khudy hén hop phan
tmg & nhiét do trong phong trong 4 gid, va bd sung toluen (500ml) va nudc
(1800ml) d& phén tach 16p. Rira lién tuc 16p hitu co thu dugc bing dung dich axit
sulfuric va nudce (hai 14n). Lam bay hoi dung mai trong 16p hitu co thu duoe, va
phan cin duoc 1am bay hoi ddng sdi véi toluen (500ml) dé thu duge hop chat néu
& dé muyc nay (535g).

'"H-NMR (CDCl;) &: 7,81-7,76 (2H, m), 7,36-7,31 (2H, m), 4,20 (2H, td, J = 6,8,
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1,6 Hz), 2,44 (3H, s), 1,85 (2H, td, ] = 6,8, 1,6 Hz), 1,33 (1H, s), 1,21 (6H, s).
Vidu?2

Téng hop 2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(4-hydroxy-4-metylpentyloxy)-9-(triflometyl)-
9H-floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-metylpropanamit (hop chit (3))

Buée 1

Etyl 4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-(triflometyl)-9H-floren-2-yloxy]butyrat

(9R)-4-clo-9-(triflometyl)-9H-floren-2,9-diol (200mg) thu dugc trong budc
10 & Vi du 1 duwoc hoa tan trong N,N-dimetylformamit (2ml), b6 sung kali
cacbonat (185mg) va etyl 4-bromobutyrat (105ul) vao, va khudy hdn hop & nhiét
d6 trong phong trong 7 gid. Hon hop phan tmg duoc b6 sung nudc, va chiét hdn
hop nay hai 14n bang etyl axetat. Rira lién tuc 16p hitu co thu dugc bing nude (hai
14n) va nuéc mubi bio hoa. Lam khd 16p hiru co thu dugc qua magie sulfat khan,
loc bo chét khong tan, va lam bay hoi dung méi trong dich loc. Tinh ché phan cin
thu dugc bing cach sic ky cbt silicagel (sir dung hdn hop hexan va etyl axetat lam
dung moéi rira gidi, ddu tién rira giai voi hdn hop nay & ty 18 trdn 5:1 (hexan:etyl
axetat), sau do tiép tuc v6i hdn hop & tj 1& trdn 3:1, va sau d6 véi hdn hop & ty 18
tron 2:1) dé thu duoc hop chét néu & d& muc nay (197mg).
'H-NMR (400MHz, CDCl;) &: 8,19 (1H, d, ] = 7,7 Hz), 7,66 (1H, d, ] = 7,7 Hz),
7,46 (1H, td, J = 7,6, 1,0 Hz), 7,32 (1H, td, J = 7,6, 1,0 Hz), 7,16 (1H, br s), 6,93
(1H,d,J=2,1 Hz), 4,14 (2H, q, J = 7,1 Hz), 4,05 2H, t, J = 7,1 Hz), 2,82 (1H, s),
2,50 2H, t,J=7,1 Hz), 2,15-2,06 (2H, m), 1,25 3H, t,J = 7,1 Hz).
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Budc 2

(9R)-4-clo-2-(4-hydroxy-4-metylpentyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-9-ol

OH
HC CH,

Trong moéi truong nito, hoa tan etyl 4-[(9R)-4-clo-9-hydroxy-9-
(triflometyl)-9H-floren-2-yloxy]butyrat (197mg) trong THF (2ml), va bd sung nho
giot dung dich metyllithi/dietyl ete (1,07M, 2,2ml) & 0°C. Khudy hén hop phan
ung ¢ cung nhiét do trong 2 gio, bd sung nude, va chiét hdn hop nay bang etyl
axetat (hai 14n). Rira lién tuc 16p hitu co thu dugc bing nudc (hai 1an) va nudc
mudi bdo hoa. Lam khé 16p hitu co thu dugc qua magie sulfat khan, loc bd chit
khong tan, va lam bay hoi dung méi trong dich loc. Tinh ché phén cin thu duoc
bang cach sic ky cot silicagel (sir dung hdn hgp hexan va etyl axetat lam dung méi
rira giai, du tién rira giai voi hon hop & ty 1¢ trdn 3:1 (hexan:etyl axetat), sau d6
v6i hdn hop & ty 18 tron 2:1) dé thu dugc hop chit néu & dé myc nay (169mg).
'H-NMR (400MHz, CDCl;) 8: 8,19 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,66 (1H, d, J = 7,7 Hz),
7,47 (1H, td, J = 7,7, 1,0 Hz), 7,32 (1H, td, ] = 7,7, 1,0 Hz), 7,17 (1H, br s), 6,93
(1H, d, J=2,3 Hz), 4,02 (2H, t, ] = 6,4 Hz), 2,82 (1H, s), 1,92-1,85 (2H, m), 1,65-
1,62 (2H, m), 1,26 (3H, s), 1,25 (3H, s).

Budc 3
Etyl  2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(4-hydroxy-4-metylpentyloxy)-9-(triflometyl)-9H-

floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-metylpropionat
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HC CH, 07" 0
H,C CH
" CHyCH, °

Trong mo6i truong agon, hoa tan (9R)-4-clo-2-(4-hydroxy-4-
metylpentyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-9-ol (169mg) trong 1,4-dioxan (1,5ml),
bd sung etyl 2-metyl-2-[4-(4,4,5,5-tetrametyl[1,3,2]dioxaborolan-2-yl)-1H-
pyrazol-1-yl]propionat (194mg), nudc (0,5ml), trikali phosphat (178mg), paladi
axetat (9mg), va SPhos (33mg), va khudy hdn hop ndy & 100°C trong 4,5 gid. Lam
mét hdn hop phan tmg dén nhiét d6 trong phong, bd sung nuéc, va chiét hdn hop
ndy bang etyl axetat (hai 14n). Rira lién tuc 16p hiru co thu duge béng nuée (hai lan)
va nude mudi bdo hoa. Lam khé 16p hitu co thu duge qua inagie sulfat khan, loc b
chét khong tan, va 1am bay hoi dung méi trong dich loc. Tinh ché phan cin thu
duoc bang cach sic ky cbt silicagel (sir dung hdn hop hexan va etyl axetat & ty 18
trdn 1:1 (hexan:etyl axetat) [am dung moi rira giai) dé thu dugc hop chét néu & dé
muc nay (218mg).

'H-NMR (400MHz, CDCLy) 8: 7,69 (1H, s), 7,63-7,62 (2H, m), 7,21-7,19 (4H, m),
6,81 (1H, d, J =2,3 Hz), 4,21 2H, q,J = 7,1 Hz), 4,04 (2H, t, J = 6,3 Hz), 2,82 (1H,
s), 1,92 (3H, s), 1,91 (3H, s), 1,89-1,88 (2H, m), 1,66-1,64 (2H, m), 1,26 (6H, s),
1,26-1,23 (3H, m).

Budc 4

Axit  2-{4-[(9R)-9-Hydroxy-2-(4-hydroxy-4-metylpentyloxy)-9-(triflometyl)-9H-

floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-metylpropionic
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HC  CH, HC CH,

Hoa tan etyl 2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(4-hydroxy-4-metylpentyloxy)-9-
(triflometyl)-9H-floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl }-2-metylpropionat (218mg) trong
etanol (2,2ml), bd sung dung dich natri hydroxit 4N (320pl), va khudy hdn hop &
nhiét d6 trong phong qua dém. Trung hoa hdn hop phan tmg nay véi axit clohydric
1N, va chiét vdi etyl axetat (hai lan). Rira 16p hiru co thu duoc lién tuc bang nude
(hai 13n) va nudc mudi bio hoa. Lam kho 16p hitu co thu dugc qua magie sulfat
khan, loc bd chét khéng tan, va 1am bay hoi dung méi trong dich loc dé thu duoc
hop chit néu & d& muyc nay (179mg).

'H-NMR (400MHz, CDCl;) 8: 7,73 (1H, s), 7,68 (1H, s), 7,63-7,62 (1H, m), 7,23-
7,09 (4H, m), 6,78 (1H, d, J = 2,6 Hz), 4,02 (2H, t, J = 6,3 Hz), 1,93 (6H, s), 1,89-
1,86 (2H, m), 1,65-1,61 (2H, m), 1,25 (6H, s).

Budc 5
2-{4-[(9R)-9-Hydroxy-2-(4-hydroxy-4-metylpentyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-

4-yl]-1H-pyrazol-1-y1}-2-metylpropanamit (hop chét (3))
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Trong moi trudong nito, hoa tan axit 2-{4-[(9R)-9-hydroxy-2-(4-hydroxy-4-
metylpentyloxy)-9-(triflometyl)-9H-floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-
metylpropionic (89mg) trong N,N-dimetylformamit (1ml), bd sung amoni clorua
(28mg), N,N-diisopropyletylamin (148ul) va 1-[bis(dimetylamino)metylen]-1H-
1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin-1-i 3-oxit hexaflophosphat (HATU) (99mg), va khudy
hén hop nay & nhiét do trong phong qua d&m. Hon hgp phan tng dugc b sung
nudc, va chiét hdn hop nay bing etyl axetat (hai 14n). Rira lién tuc 16p hitu co thu
duoc bing nuée mudi pha lodng (hai 1an) va nuée mudi bdo hoa. Lam khd 16p hitu
co thu duge qua magie sulfat khan, loc bd chit khong tan, va lam bay hoi dung méi
trong dich loc. Tinh ché phan cin thu dugc bang cach sic ky 16p mong silicagel (st
dung hdn hop cia cloroform va metanol & ty 18 tron 9:1 (cloroform:metanol) 1dm
dung méi rira giai) dé thu dugc hop chét néu & d& muc ndy (48mg, d6 tinh khiét
quang hoc 96,9%e.e.). Xac dinh do tinh khiét quang hoc dudi diéu kién phén tich
HPLC 2. Thoi gian duy tri ciia dang (R) 1a 13,0 phut, thoi gian duy tri ca dang (S)
1a 14,4 phaut.

Muc quay quang dac trung [a]p +37,5°(c=1,04 MeOH 25°C).

'H-NMR (400MHz, DMSO-Dy) &: 8,07 (1H, s), 7,66 (1H, s), 7,57-7,55 (1H, m),
7,34-7,31 (1H, m), 7,24-7,23 (3H, m), 7,18 (1H, s), 7,11 (1H, br s), 6,94 (1H, br s),
6,86 (1H, d, ] = 2,3 Hz), 4,16 (1H, s), 4,03 2H, t, J = 6,5 Hz), 1,80 (3H, s), 1,79
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(3H, s), 1,80-1,75 (2H, m), 1,51-1,47 (2H, m), 1,11 (6H, s).
Vi du diéu ché tinh thé ctia hop chét (3)

Hop chét (3) (40mg) duoc téng hop bang cac bude vi du néu trén duoc bd
sung hén hop cia MeOH va nudc (ty 16 thé tich 1:3 (0,5mL)). Sau d6, dung dich
ndy duoc bd sung tinh thé (0,5mg) cta hop chit (2h) va hdn hop duoc khudy &
nhiét d6 trong phong trong 3 ngay. Thu chit rén két tia bang cach loc d tao ra tinh
thé (41mg) ctia hop chét (3).

Pidu ché cac hop chét (A), (B), (C) va (D)

Hop chét (A), hop chét (B), hop chét (C) va hop chét (D) ma c6 céc cong

thirc sau day, mdi hop chét nay thu dugc & dang hoat quang theo phuong phap diéu

ché dugc mo ta trong WO 2010/041748.

Hop chét (A)
2-(4-{(9R)-9-hydroxy-2-[2-(3-hydroxyadamantan-1-yl)etoxy]-9-(triflometyl)-9H-

floren-4-yl}-1H-pyrazol-1-yl)axetamit
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Hop chit (B)
(9R)-2-(2-hydroxy-2-metylpropoxy)-4-(1-metyl-1H-pyrazol-4-yl)-9-(triflomety1)-9
H-floren-9-ol

Hop chit (C)
(9R)-4-[1-(2-hydroxyethyl)-1H-pyrazol-4-yl]-2-(2-hydroxy-2-metylpropoxy)-9-

(triflometyl)-9H-floren-9-ol

Hop chét (D)
2-{4-[(9R)-2-flo-9-hydroxy-9-(triflometyl)-9H-floren-4-yl]-1H-pyrazol-1-yl}-2-
metylpropanamit

V& vi dy bao ché theo sang ché, c6 thé d& cap dén ché phim sau day. Tuy

nhién, sang ché khong bi gidi han & céc vi du bao ché nay.
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Vi du bao ché 1 (sdn xuat vién nang)

1) hop chét cta vi du 1 (hop chét (2)) 30 mg
2) xenluloza vi tinh thé 10 mg
3) lactoza 19 mg
4) magie stearat 1 mg

Céc thanh phén 1), 2), 3) va 4) dugc trdn va nap vao trong vién nang
gelatin.

Vi du bao ché 2 (san xuat vién nén)

1) hop chét ctia vi du 1 (hop chét (2)) 10g
2) lactoza 50g
3) tinh bot ngd | 15¢g
4) carmeloza canxi 44 g
5) magie stearat lg

Téng luong céc thanh phén 1), 2), 3) va 30g 4) duoc ngdo trdn véi nudc,
lam kho trong chéan khong va sang. Bt da sang dugc trdn véi 14g thanh phén 4) va
1g thanh phan 5), va hdn hop ndy dugc nén bing may ddc vién nén. Theo cach nay,
thu duge 1000 vién nén, mdi vién nén chira 10mg hop chét ctia vi du 1 (hop chét
).

Vi du thtr nghi€ém 1: Tac dung trc ché hoat tinh PDHK in vitro

Téc dung trc ché hoat tinh PDHK duoc d4nh gid gian tiép bang cach do hoat

tinh PDH con lai sau phéan Gmg kinaza véi sur ¢6 mit cia hop chét thir nghiém.
Tac dung trc ché hoat tinh PDHK 1
Trong truong hgp PDHKI1 cta nguoi (WPDHKI, sb ding ky Genbank

1.42450.1), méanh c6 ksich ¢& 1,3kbp mé hoa protein ndy dugc phan 1ap tir ADN b
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tro clia gan ngudi bing phan tng chudi polymeraza (polymerase chain reaction -
PCR). hPDHK1 ADN bb tro dugc cai bién trong d6 trinh tu FLAG-Tag dugc bd
sung vao dau N duoc tao ra biang PCR va dugc tach dong vao vt truyén (pET17b-
Novagen). Ciu tric tai t6 hop dugc bién nap vao Escherichia coli (DH50-
TOYOBO). Céc dong t4i td hop dugc xac dinh va ADN plasmit dwgc phan 1ap va
dugc dem di phan tich trinh ty ADN. Mgt dong ma c6 trinh tu axit nucleic mong
mudn dugc chon dé biéu hién.

Pbi voi su biéu hién hoat tinh hPDHKI, té bao chung Escherichia coli
BL21(DE3) (Novagen) duoc bién nap véi vecto pET17b chita hPDHK1 ADN b6
tro d& duge cai bién. Escherichia coli dugc cho ting trudng dén mat d6 quang hoc
0,6 (600nmol/L) & 30°C. Su biéu hién protein dugc gdy ra bdi su bd sung
500umol/L isopropyl-B-thiogalactopyranosit. Escherichia coli dugc nudi ciy &
30°C trong 5 gidr va duoc thu bang céch li tim. Sy tao huyén phti ctia Escherichia
coli bi pha hty béi vi chét héa léng. Protein dugc géin FLAG duogc tinh ché bang
cach st dung gel i luc FLAG (Sigma).

Gel nay duogc rira sach bing axit N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N’-2-
etansulfonic 20mmol/L-natri hydroxit (HEPES-NaOH), natri clorua 500mmol/L,
etylen glycol 1%, va copolyme khdi cua 0,1% p0lyoxyetylen—polyoxypropylen
(Pluronic F-68, d6 pH 8,0), va protein gin két duoc rira giai bang 20mmol/L
HEPES-NaOH, FLAG peptit 100pg/mL, natri clorua 500mmol/L, etylen glycol
1%, va Pluronic F-68 0,1% (d¢ pH 8,0).

Céc phén cit phan doan dugc rira gidi chita protein dugc gin FLAG duoc
thu gom, dugc thAm tich dua vao HEPES-NaOH 20mmol/L, natri clorua

150mmol/L, axit etylendiamin tetraaxetic (EDTA) 0,5mmol/L, etylen glycol 1%,
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va Pluronic F-68 0,1% (dd pH 8,0), va dugc bao quan & -80°C. Khi phan tich, ndng
d6 enzym hPDHK1 dugc thiét lap & ndéng d nho nhét dé tao ra mirc e ché hoat
tinh PDH hon 90%.

PDH 0,05U/mL (phirc chat PDH tim lon, Sigma P7032) va hPDHK1
1,0pug/mL duoc tron trong chit dém (axit 3-morpholinopropan sulfonic 50mmol/L
(d6 pH 7,0), dikali hydro phosphat 20mmol/L, kali clorua 60mmol/L, magie clorua
2mmol/L, EDTA 0,4mmol/L, Pluronic F-68 0,2%, dithiothreitol 2mmol/L), va hon
hop dugc t & 4°C qua dém dé thu phirc hgp PDH/hPDHK 1.

Hop chét thir nghiém dugc pha logng bing dimetyl sulfoxit (DMSO). Phirc
hop PDH/hPDHK1 (20uL), hop chit thi nghiém (1,5uL) va ATP 3,53pumol/L
(dwoc pha lodng bing chét dém, 8,5uL) dugc b sung vao vi dia trong subt tia UV
¢4 96 16 & mot nira dién tich (Corning 3679), va phan timg PDHK duoc tién hanh &
nhiét do trong phong trong 45 phat. DMSO (1,5uL) dugc bd sung vao cac 16 dbi
chimg thay cho hop chit thir nghiém. D& xé4c dinh tbc do t6i da ctia phan tmg PDH,
DMSO (1,5pL) duge bd sung vao 15 tréng thay cho hop chét thir nghiém, khong c6
mat hPDHK 1.

Tiép theo, 10puL chit nén (Smmol/L natri pyruvat, Smmol/L Coenzym A,
12mmol/L NAD, 5mmol/L thiamin pyrophosphat, duoc pha lodng bang chét dém)
dugc bd sung. Hon hop nay dugc i & nhiét d trong phong trong 90 phut, va hoat
tinh PDH du duoc do.

Mirc hip thu & 340nm trudc va sau phan tmg PDH dugc do bing céch str
dung méy doc vi dia dé phat hién NADH duoc tao ra bang phan tmg PDH. Ty 18
trc ché hPDHK1 (%) ctia hop chét thir nghiém duogc tinh theo cong thirc [{(hoat

tinh PDH cta hop chét thir nghiém — hoat tinh PDH ctia mau d6i chimg) / hoat tinh
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PDH mé4u tréng — hoat tinh PDH ctia mAu dbi chimg)} x 100]. Tri s6 ICs, duoc tinh tir
ndng do ctia hop chét thir nghiém & hai diém gan mirc e ché 50% hoat tinh hPDHK 1.

Két qua thu duoc st dung hop chit (2), hop chét (2h) va hop chét (3) 1am
hop chét thir nghiém duoc thé hién trong bang 1 dudi day.
Téc dung trc ché hoat tinh PDHK?2

Trong trudng hop PDHK2 ciia ngudi (WPDHK2, s6 ding ky Genbank
BC040478.1), hPDHK?2 cDNA duoc cai bién trong d6 trinh ty FLAG-Tag dugc bd
sung vao ddu N ciia ching hPDHK2 ADN bd tro (pReceiver-M01/PDK2-
GeneCopoeia) duoc diéu ché bang PCR va duoc tach dong vao trong vecto (pET17b-
Novagen). Cu tréic téi t5 hop duogc bién nap vao Escherichia coli (DH50-TOYOBO).
Céc dong tai t6 hop duoc x4c dinh, va ADN plasmit dwgc phan tach va duoc dem di
phan tich trinh ty ADN. Mgt dong ma c6 trinh tu axit nucleic mong mudn duge chon
d biéu hién.

Dbi voi su biéu hién hoat tinh hPDHK?2, t& bao chiing Escherichia coli
BL21(DE3) (Novagen) dugc bién nap bang vecto pET17b chira hPDHK2 ADN bd
trg d3 dwoc cai bién. Escherichia coli dugc sinh trudng dén méat do quang hoc 0,6
(600nmol/L) & 30°C. Sy bidu hién protein dugc gay ra bing cach bd sung 500pumol/L
isopropyl-B-thiogalactopyranosit. Escherichia coli dugc nudi ciy & 30°C trong 5 gidy
va thu 14y bang cach ly tAm. Dich huyén pht ctia bot nhio Escherichia coli bi pha hiy
bang vi chét 16ng. Protein dugc géin FLAG dugc tinh ché bang gel ¢6 4i luc FLAG.
Rura gel nay véi HEPES-NaOH 20mmol/L, natri clorua 500mmol/L, etylen glycol 1%,
va Pluronic F-68 0,1% (d6 pH 8,0), va protein gan két duoc rira giai bang HEPES-
NaOH 20mmol/L, FLAG peptit 100pg/mL, natri clorua 500mmol/L, etylen glycol

1%, va Pluronic F-68 0,1% (d6 pH 8,0). Cac phan cét phan doan dugc rira giai chia
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protein dugc gin FLAG duoc gom lai, duoc thim tich dya vao HEPES-NaOH
20mmol/L, natri clorua 150mmol/L, EDTA 0,5mmol/L, etylen glycol 1%, va Pluronic
F-68 0,1% (d6 pH 8,0), va bao quan & -80°C. Khi thir nghiém, néng d6 enzym
hPDHK?2 duoc thiét lap dén néng d6 nho nhét tao ra muc Gc ché hoat tinh PDH
trén 90%.

Tron PDH 0,05U/mL va hPDHK2 0,8ug/mL trong dém (axit 3-
morpholinopropansulfonic 50mmol/L (d6 pH 7,0), dikali hydro phosphat 20mmol/L,
kali clorua 60mmol/L, magie clorua 2mmol/L, EDTA 0,4mmol/L, va Pluronic F-68
0,2%, dithiothreitol 2mmol/L), va & hdn hop & 4°C qua dém dé thu dugc phirc
PDH/WPDHK?2. Hop chit thir nghiém duoc pha loing bing DMSO. Phirc
PDH/hPDHK?2 (20pL), hop chét thir nghiém (1,5uL) v ATP 3,53umol/L (pha logng
bang dung dich dém, 8,5pL) duoc bd sung véo vi dia trong sudt véi tia UV 96 18 &
mdt nira dién tich, va phan tng PDHK duoc tién hanh & nhiét d¢ trong phong trong
45 phit. BS sung DMSO (1,5uL) vao 16 dbi chung thay vi hop chét thir nghiém. Dé
x4c dinh hiéu sudt phan tmg PDH t8i da, DMSO (1,5uL) duogc b sung vao 15 tréng
thay vi hop chit khi khong c6 mat hPDHK?2. Sau d6, 10uL chit nén (natri pyruvate
Smmol/L, Coenzyme A 5mmol/L, NAD 12mmol/L, va thiamin pyrophosphat
Smmol/L, pha lodng bing chit dém) duoc bd sung. Hon hop dugc G & nhiét d6 trong
phong trong 90 phut, va hoat tinh PDH con lai dugc do. Murc hép thu & 340nm trudc
va sau phan tmg PDH dugc do bang cch str dung méy doc vi dia d& phat hién NADH
duoc tao ra tir phan tmg PDH. Ty 18 trc ché hPDHK?2 (%) ctia hop chét thir nghiém
duoc tinh tir cong thire [{(hoat tinh PDH ctia hop chét thir nghiém — hoat tinh PDH
ctia d6i chimg) /hoat tinh PDH 15 tréng — hoat tinh PDH ctia d6i chimg)} x 100]. Tri

s ICs, duoc tinh tir cdc ndng dd ctia hop chét thir nghiém & hai diém quanh mirc e
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ché 50% hoat tinh hPDHK?2.

Két quéa thu dugc bing cach sir dung hop cht (2), hop chét (2h), hop chét

(3), hop chét (A), hop chét (B), hop chit (C) va hop chit (D) 1am céc hop chét thir

nghiém duoc thé hién trong bang 1 sau day.

Bang 1
S hPDHK1 ICs hPDHK?2 ICs,
chna
P (umol/L) (umol/L)
Hop chit (2) 0,0047 0,0046
Hop chét (2h) 0,0066 0,0049
Hop chét (3) 0,0035 0,0042
, - (khéng dugc the
Hop chit (A) (khong duge thu 0,0051
nghiém)
, - (khdng dugc th
Hop chit (B) (khong duge thir 0,0074
nghiém)
. - (khéng dugc thi
Hop chit (C) n;hi;f)% vee 0,0067
7 - kllA d thq
Hop chét (D) (khong dugc thi 0,0051
nghiém)

Vi du thir nghiém 2: Thir nghi¢ém hoat tinh PDH Ex vivo

Phuong phép thi nghiém
Hoat dong cta hop chét thir nghiém d6i véi hoat tinh PDH & m6 duge dénh

gia. Su san sinh NADH dugc phat hi¢n nho hé théng ghép p-iodonitrotetrazolon

tim (INT) dé do hoat tinh PDH.

Chuét duc Sprague-Dawley duoc phan ngiu nhién vao nhém ding ta dugc
va nhém dung hop chét thir nghiém. T4 dugc (dung dich metylxenluloza 0,5%,
5mL/kg) hogic hop chét thir nghiém dugc cho chudt dung qua dudng miéng. O thoi

diém 5 hodc 20 gio sau khi dung, chudt dwoc gy mé bing cach tiém natri
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pentobarbital (60mg/kg) vao trong mang bung , va cac lat cét cla gan va mb md
mao tinh hoan dugc thu lai.

B sung nhanh 9 14n thé tich chit dém ddng nhét trong nudc d4 (sucroza
0,25mol/L, tris(hydroxymetyl)aminometan hydroclorua 5mmol/L (46 pH 7,5),
2mmol/L EDTA) vao cac lat gan, va hdn hop duoc ddng nhit hoa bang cach sir
dung may ddng nhét héa Polytron. Chit dong nhit dugc ly tim & 600xg, 4°C trong
10 phut @& thu phan ndi 1én trén bé mat. Phin ndi 1én trén bé mit nay (ImL) dugc
ly tAm & 16.000xg, 4°C trong 10 phut d& thu két tia. Két tia dugc rira bang cach
tao huyén ph trong chét dém ddng nhit (1mL) va ly tim theo c4ch nhu & trén. Két
tia duge lam dong lanh bing nito 16ng va bao quan & -80°C dudi dang cic manh ty
thé gan.

B sung nhanh vao m6 mé ba 1an thé tich chit dém ddng nhét trong nudc
d4 lanh, va hdn hop dugc ddng nhit hoa sir dung may dong nhit Polytron. Chét
ddng nhét dugc ly tim & 600xg, 4°C trong 10 phit d& thu duoc chét ndi 1én trén bé
mat. Chét ndi 1én trén bé mat ndy duogc ly tim & 16.000xg, 4°C trong 10 pht dé
thu duge két tha. Két tia dugc rira bing cach tao huyén phi trong dém ddng nht
(ImL) va ly t4m theo céch giéng nhur trén. Két tia dugc 1am dong lanh bang nito
16ng va bao quan ¢ -80°C dudi dang cac manh ty thé mo6 m3.

R4 dong cic manh ty thé va tao huyén phi bang dém miu (sucroza
0,25mol/L, tris(hydroxymetyl)aminometan hydroclorua 20mmol/L (d6 pH 7,5),
kali clorua 50mmol/L, va 4-(1,1,3,3-tetrametylbutyl)phenyl-polyetylen glycol
ImL/L (Triton X-100)). Hoat tinh PDH hoat hoéa (hoat tinh PDHa) va hoat tinh
PDH tbng (hoat tinh PDHt) dugc x4c dinh dé& danh gia hoat tinh ctia PDH. Pé xac

dinh hoat tinh PDHY, céc luong tuong dwong cta dich huyén phu ty thé va chét
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dém hoat hoéa (sucroza 0,25mol/L, tris(hydroxymetyl)aminometan hydroclorua
20mmol/L (d6 pH 7,5), kali clorua 50mmol/L, Triton X-100 ImL/L, canxi clorua
4mmol/L, magie clorua 40mmol/L, natri dicloaxetat 10mmol/L) dugc tron, va u
hén hop & 37°C trong 10 phat. Bén muoi microlit huyén phu ty thé duoc pha lodng
véi dung dich dém mau dugc bd sung vao vi dia c6 96 16 dé x4c dinh hoat tinh va
do miu tring. Sau d6, 180uL hdn hop phan tUng (chit dém kali phosphat
0,056mmol/L (d0 pH 7,5), DL-carnitin 5,6mmol/L, NAD 2,8mmol/L, thiamin
pyrophosphat 0,22mmol/L, Coenzym A 0,11mmol/L, 1,ImL/L Triton X-100,
1,Immol/L. magie clorua, 1,1g/L. albumin huyét thanh bo, 0,67mmol/L. INT,
7,2umol/L phenazin metosulfat, 28mmol/L natri oxamat) dugc bd sung vao mdi 13,
va sau d6 1a 20uL natri pyruvat S0mmol/L d& do hoat tinh hodc nudc d&é do miu
tring duoc bd sung. U hén hop & nhiét d6 trong phong trong béng t61. Mirc hép thu
& 500-750nm, ma co thé gop phan lam giam INT, chét nhén electron sau clng,
duoc do bing cach sir dung méy doc vi dia theo thdi gian va céc sy thay doi vé
murc hép thu dugce tinh toan. Hoat tinh PDH dugc tinh bing cach 4y mirc thay dbi vé
sy hép thu ciia 16 do hoat tinh trir di muc thay dbi v& sy hip thu ¢ 16 tréng. Ty 18 phan
tram cla hoat tinh PDHa so v&i hoat tinh PDHt dugc tinh va dugc liy 1am chi sd
hoat hoa PDH.

Cac két qua thu dugc bing cach sir dung hop chét (2h), hop chét (3), hop
chét (A), hop chét (B), hop chit (C) va hop chét (D) lam hop chét thi nghiém dugc
thé hién trong bang 2 sau day, Fig. 1 (gan) va Fig. 2 (m6 m&). Ngoai ra, cac két qua

thu dugc bing cach st dung hop chit (2) dugc thé hién trong bang 3 sau day.
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Béang 2
Hoat tinh PDHa (% hoat tinh PDHt)
Gan M6 m&
Hop chét 5 gioy 20gi0 | Sgio 20 gio
Ta 3 Ta 3 Ta 3 Ta 3
duoc | mg/kg| dugc |mgkg| dugc |mg/kg| duoc | mgkg

Hop chét

(2h) 1343 | 5946 | 1343 | 3145 | 31£10 | 59+2 | 31£10 | 44+12
Hop chit

3) 13+3 | 568 | 13+3 | 3249 | 31+10 | 709 | 31+10 | 4243
Hop chét

A) 1343 | 35¢6 | 1343 | 16+10| 31+10 | 32+14| 31+10 | 24+7
Hop chét

®) 1343 | 43+£7 | 1343 | 1043 | 31+10 | 59+5| 31+10 | 30+4
Hop ché ‘

(CQ)p chat 1343 | 44+5 | 134£3 | 1343 | 31+10 | 534+4 | 31+10 | 28+7
Hop chit

D) 13+3 | 41+15| 1343 | 2041 | 31£10 | 43+7 | 31£10 | 2443

Gia tri trung binh + S.D. (n=3)
Béang 3
Hoat tinh PDHa (% hoat tinh PDHt)
Gan M6 m&
Hop chét 5 gio 20 gid 5 gio 20 gid
3 3 3 Té 3
Ta dug Ta dug Ta dug
u e mg/kg § e mg/kg n e mg/kg| dugc | mg/kg

Hop chit

@ 2816 |74%12| 2816 |50+16| 42+4 |88+11| 4244 |61+£15

Gia tri trung binh + S.D. (n=3)
Vi du thir nghiém 3: Hiéu qua ciia sy st dung 1p lai hop chat thir nghiém d6i véi
HbAlc & chudt ZDF
Phuong phap thi nghiém
Chudt béo Zucker bi mic bénh d4i thio dudng (gidng duc, 7 tudn tudi,
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CHARLES RIVER LABORATORIES JAPAN INC.), miu dong vt mic bénh
bénh dai thdo dudng typ 2, duoc quy dinh khéu phan an tinh khiét (khdu phén #n
6 5,9% chit béo, Oriental Yeast Co., Ltd.) dugc phin vao nhém duing ta dugc va
nhém ding hop chét thir nghiém sao cho khong c6 su chénh 1éch v& cac mirc
insulin va glucoza trong huyét tuong, cac mic HbAlc va thé trong. Cho chudt st
dung dugc l3p lai theo duong miéng lidu ding hop chit thir nghiém ding
(1mg/kg/SmL) mdt 14n mdi ngay & khoang 3 gid trude khi trdi tdi. Dung dich
metylxenluloza 0,5% duoc cho ding theo dwdng miéng theo cch gidng véi chudt
trong nhom t4 duge. O ngdy sir dung thir 14, cac miu mau dugc thu gom tir tinh
mach dudi va mirc HbAlc (%) duoc do. Qua trinh phan tich thdng ké duoc tién
hanh bang thir nghiém Dunnett. Gi4 tri p<0,05 duoc cho 13 dép tmg vé mit théng
ke.

Céc két qua thu duoc bang cach sir dung hop chét (2) va hop chét (3) lam
céc hop chét thir nghiém duoc thé hién trong bang 4.

Bang 4

HbAlc (%)
Ta dugc Img/kg
Hop chét (2) 3,640,3 3,240,1%
Hop chit (3) ' 3,740,2 3,440,1%*

Hop chit

ngay st dung thur 14

Gia tri trung binh £ S.D. (n =10)

*p<0,05 so véi nhom dung ta dugce (thr nghiém Dunnett)

Vi du thir nghiém 4: Thir nghiém kep gt toan bd t& bao hERG (gen lién quan
Ether-a-go-go & nguoi)

Phuong phép thir nghiém
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Str dung céc té& bao HEK293 (Cytomyx Limited) duoc bién nap gen lién
quan ether-a-go-go & nguoi (hERG), mic d§ anh hudng 1én dong hERG duogc
danh gia theo k§ thust kep gift toan bd t& bao. Té bao HEK293 duoc bién nap
hERG duoc cho di qua bing cach str dung may a CO, (BNA-111, TABAI ESPEC
CORP.) trong diéu kién 37°C, CO, 5%, d6 4m bdo hoa. V4t chira méi trudng nudi
cly duoc sir dung 13 binh thét ¢b 75 cm® dwoc phi colagen loai I (4123-010, AGC
TECHNO GLASS CO., Ltd.) va dia nuéi cdy 35mm duoc phi colagen loai I
(4000-010, AGC TECHNO GLASS CO., Ltd.). Méi trudong nudi cay dugc st dung
13 E-MEM (Mbi truong thiét yéu t6i thiéu - Eagle Minimum Essential Medium
(Earle’s Salts, Nikken biomedical laboratory) dugc bd sung FCS 10% (huyét thanh
thai bé - Fetal calf serum, BioWest, L.L.C.) va dung dich axit amin khéng thiét yéu
MEM 1% (NEAA, Invitrogen Corporation). Genetixin dé chon loc cac té bao bidu
hién gen hERG duoc bd sung dén ndng d6 400ug/mL. Khi té bao dugc do, 3x10*
t& bao HEK293 duoc bién nap hERG dugc cho vao dia nudi ciy 35mm tir 4 dén 7
ngay trude khi do dong hERG. Pia nuéi ciy dugc tao ra cho qué trinh do chira méi
truong nudi ciy néu trén ma khong co genetixin (Invitrogen Corporation).

Ndng d6 danh gia cao nhét cia mdi hop chit duoc x4c dinh tir ndng d6 cao
nhit & d6 khong thiy c6 sy két tia trong dich 16ng ngoai bao chuédn (NaCl:
140mmol/L,, KCI: 2,5mmol/L,, MgCl,: 2mmol/L, CaCl,: 2mmol/L, HEPES:
10mmol/L, glucoza: 10mmol/L (dwoc diéu chinh dén d6 pH 7,4 bang Tris-bazo)).
V& phuong phép phii, mdi dung dich dugc phti duge phun tir 6ng chit Y ¢6 dudng
kinh dAu voi khoang 0,25mm, gin k& (khoang 2mm) céc t& bao, va duoc phi vao
céc té bao. Téc do phun 1a khoang 0,4mL/phut.

Thir nghiém dugc tién hanh & nhiét d6 trong phong duéi kinh hién vi dao
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pha. Pia nu6i cAy 35mm chira cac té bao dugc dit trén thiét bi do, va dich ngoai
béo‘ chudn dugc phu lién tuc 18n céc té bao tir éng chit Y. Pién cyc thiy tinh dé do
duoc nap diy dich noi bao (Kali Gluconat: 130mmol/L, KCI: 20mmol/L, MgCl,:
Immol/L, ATP-Mg: Smmol/L, EGTA: 3,5mmol/L, HEPES: 10mmol/L (dugc didu
chinh dén @6 pH 7,2 bang Tris-bazo)). Phuong phap kep giit t& bao toan phan
théng thudng duoc sir dung cho céc té bao, va dién thé duy tri duoc thiét 14p dén -
80mV. Du6i dién thé duy tri ¢6 dinh, dong t& bio toan phan dugc khuéch dai bang
b6 khéch dai kep gitt (AXOPATCH-200B, Axon Instruments, Inc.), va dit liéu
dugc nap vao may tinh (IMC-P642400, Intermedical Co., Ltd.) béng céch st dung
phan mém phan tich thu dugc dit liéu (p)CLAMP 9.2, Axon Instruments, Inc.).

Viéc do dong hERG dugc tién hanh theo hai budc. Trong ca hai trudng hop,
dong hERG dugc khoi dong bing cach tao ra dién thé 1énh (dién thé duy tri -80mV,
tién xung +20mV, 1,5 gidy, xung thir nghiém -50mV, 1,5 gidy).

Bude (1): dién thé 1énh néu trén duoc tao ra & 0,1 Hz trong 2 phit.

Budc (2): dién thé 1énh néu trén duoc dwa dén phép trir P/3 ctia pPCLAMP
9.2 d& loai bo dong dién ro ri. Qua trinh nay dugc l3p lai ba 1an va gié tri trung binh
ctia chung duoc 14y 1am dong hERG.

Sau budc (1), bude (2) duoc tién hanh (khoang 3 phut), va dong cuc dai &
dudi thu duge bang céach sir dung xung thir nghiém cho dong hERG thu dugc bing
phuong phap cuia bude (2) dugc 14y 1am gié tri dong hERG. Sau d6, cac qua trinh
cta cée bude (1) va (2) duge 1ap lai luan phién cho dén khi hoan thanh thir nghiém
va gié tri dong hERG dugc xéc dinh.

Gi4 tri dong hERG 6n dinh duoc ghi ba lan (khoang 10 phiit), va dich ngoai

bao chuén dugc trao ddi ngay véi timg chét 16ng st dung. Gia trj dong hERG duoc
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do ba 14n (khoang 10 phit) theo cach giéng nhu vay trong sudt qué trinh tudi chat
long sir dung, va gid tri dong thu dugc & 14n do thir ba dugc 14y lam gia tri dong
hERG sau khi twdi chit 16ng sir dung.

Dit liéu ctia mdi té bao duoc chuyén thanh gia tri twong dbi véi gié trj trung
binh cua ba gia tri dong hERG ghi dugc trong khoang 10 phut trudce khi tudi chit
16ng str dung (trudc gia tri) 1a 100%. Dit liéu nay duoc do d6i voi hai té bao, va gia
tri trung binh ctia né duoc liy 1am dong twong ddi (%).

Dong tuong dbi (%)=100xA+B

A: gi4 tri dong hERG sau khi tudi chét 16ng str dung

B: gid tri trung binh cta ba gia tri dong hERG ghi dugc trong khoang 10
phut trude khi twéi chét 16ng st dung (trude gid tri)

Ngoai ra, ty 18 trc ché nhém DMSO duge tinh todn theo cong thic sau.

Ty 18 trc ché (%)=100-(C+D)x100

C: gi4 tri trung binh ctia dong tuong dbi (%) ctia cac nhém hop chit thi
nghiém tuong Ung
D: gia tri trung binh cta dong tuong dbi (%) ctia nhém DMSO

Céc két qué thu duge sit dung hop chét (2), hop chét (3), hop chit (A), hop

chét (B), hop chét (C) va hop chét (D) lam céc hop chét thir nghiém dugc thé hién

trong bang 5 sau day.
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Bang 5
Hop chit thir Nong d6” Ty 18 tic ché Tri s6 ICso
nghiém (umol/L) (%) (umol/L)
Hop chit (2) 30 . 24,4 >30
Hop chét (3) 30 27,3 >30
Hop chét (A) 10 11,8 >10
Hop chét (B) 1 17,4 16
10 72,9 ’
Hop chét (C 3 11,5
op chét (C) : 132
30 69,0
Hop chét (D 3 9,4
op chat (D) 142
30 67,5

a): Nong d6 danh gia cao nhét cta timg hop chit dugc dat tir ndng do cao nhét & d6
khong phat hién thiy su két tia trong dich ngoai bao chun.
Vi du thir nghiém 5: Thir nghi€ém tinh bn dinh chuyén hoéa & vi thé gan
Phuong phap thir nghiém

Vi thé gan nguoi (do Xenotech san xuét, H0620, ndng do sau cung (sau khi
pha lodng), 0,2mg protein/mL) dugc tao huyén phu trong dém kali phosphat
100mM (d6 pH 7,4, chira B-nicotinamit adenin dinucleotit phosphat: 1,3mM, D-
glucoza-6-phosphat:  3,3mM, magie clorua: 3,3mM, glucoza-6-phosphat
dehydroaza: 0,45U/mL), va sau d6 dugc tron véi hop chét thir nghiém duoc hoa
tan trong MeCN/DMSO (95/5) (ndng do cudi cing 5uM). Hon hop duoc 1 & 37°C
trong 10 phit va 60 phut, axetonitril chira axit formic (ndng do cudi cung 0,1%)
dugc bd sung, va hdn hop nay duge ly tAm. Hop chét thtr nghiém (khong dugc
bién dbi) trong phan ndi 1én trén bé mijt dugc do bing sic ky long hiéu ning
cao/khdi phd (LC/MS) (do Waters san xuét, LC: Acquity UPLC, MS:SQ Detector -

ho#ic TQ Detector). Ty 1€ du (%) dugc tinh todn tir cac tri s6 do thu duoc.
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Cac két qua thu duge khi st dung hop chét (2), hop chét (3), hop chit (A),
hop chét (B), hop chat (C) va hop chét (D) 1am céc hop chét thir nghiém duge the

hién trong bang 6 sau day.

Bang 6
, Tinh 8n dinh trong vi thé gan (ty 1& du %

Hop chét thir inh 6n dinh trong vi the gan (1 1¢ du %)

N Nguoi Chudt
nghiém ; p . p

10 phut 60 phut 10 phut 60 phut

Hop chit (2) 98,8 96,5 98,8 100,0
Hop chét (3) 98,4 85,9 102,7 95,8
Hop chét (A) 34,8 0,0 24.8 0,0
Hop chét (B) 98,0 88,2 101,1 92,1
Hop chit (C) 94,0 75,1 94,2 85,3
Hop chét (D) 105,4 101,5 105,2 105,1

Kha nang tmg dung trong cong nghiép

Vi hop chét theo sang ché hoic mudi dugce dung ctia n6 cé hoat tinh trc ché
PDHKYy, nén hitu ich 1am hoat chét ctia duge phdm dé phong ngira hoic diéu tri
bénh dai thdo dudng (bénh dai tho dudng typ 1, bénh dai thdo dudng typ 2 v.v.),
hdi chimg khéng insulin, hoi chimg chuyén héa, bénh dudng huyét cao, bénh
nhiém toan huyét do ting lactat, cAc bién ching cta bénh d4i thdo dudng (bénh
than kinh do d4i thao duong, bénh mang ludi do dai thio dudng, bénh thén do dai
thao dudng, bénh dyc thiy tinh thé v.v.), bénh suy tim (bénh suy tim cip tinh, bénh
; suy tim man tinh), bénh co tim, chimg thiéu méu cyc bd co tim, chimg nhdi méau
| co tim, chimg dau thit nguc, bénh r6i loan m& mau, ching xo vita dong mach,
bénh ddng mach ngoai bién, bénh dau cach hdi, bénh phdi tic nghén man tinh,
bénh thiéu mau ndo, bénh ngép mau ndo, bénh v& ty thé, bénh co ndo ty thé, bénh

ung thu, bénh tang ap phdi hodc bénh Alzheimer.
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YEU CAUBAO HQ

1. Hop chét c6 cong thic [1]:

[I]

trong dé n 1a 1 hodc 2,
hodc mudi dugc dung cia nd, hodc solvat cia no.

2. Hop chét theo diém 1, hop chét nay c6 cong thic:

[11] hoic

3. Hop chét theo diém 2, hop chét niy c6 cong thire [I1]:

[11]
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4. Hop chét theo diém 2, hop chét nay c6 cong thirc [ITh]:

[T11]
6. Duoc phim chita hop chét theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, hodc
mudi dugc dung cta nd, hodc solvat cia nd va chét mang duoc dung.

7. Thubc trc ché PDHK chira hop chét theo diém bt ky trong sd cac diém tir 1 dén

5 hodc mudi dugc dung cia nd, hodc solvat cua no.

8. Thuéc trc ché PDHK1 chita hop chét theo diém bat ky trong sd céc diém tir 1

dén 5, hodc mudi dugce dung cia nod, hodc solvat cua no.

9. Thubc rc ché PDHK?2 chita hop chét theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1
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den 5, hodc mudi dugc dung cia nd, hodc solvat cia no.

10. Duoc phdm ha dudng huyét chira hop chét theo diém bat ky trong sb cac diém

tir 1 dén 5, hoac mudi dugce dung ctia no, hoic solvat cua nd.

11. Dugc phim lam giam axit lactic chira hop chit theo diém bét ky trong sb cac

diém tir 1 dén 5, hoac mudi dugce dung cla nd, hodc solvat ctia no.

12. Dugc phim chira hop chét theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 déﬁ 5, hodc
mudi dugc dung ctia nd, hodc solvat clia n6 dé phong ngira hodc diéu tri bénh dai
thdo dudng, hoi chimg khang insulin, hdi chimg chuyén hoa, bénh dudng huyét
cao, bénh nhifm toan huyét do ting lactat, cac bién chimg ctia bénh déi thao duong,
bénh suy tim, bénh v& co tim, chiing thiéu mau cuc bd co tim, chimg nhdi mau co
tim, ching dau thit nguc, bénh rdi loan m& mau, chimg xo vita dong mach, bénh
dong mach ngoai bién, chimg dau cach hdi, bénh phéi téé ngh&n man tinh, ching
thiéu méu ndo, chimg ngap méu nio, bénh vé ty thé, bénh nio ty thé, bénh ung thur

hoic bénh ting huyét 4p dong mach phdi.
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