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Linh vye ky thuat dwec dé cap

Sang ché nay no6i chung dé cép dén hop chit:
N-((4aS,6aR,6b8S,8aR,12aS,14aR,14bS)-11-xyano-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptametyl-
10,14-dioxo-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,82,9,10,12a,14,14a,14b-octadecahydropixen-4a-
y1)-2,2-diflopropanamit, & day cling dugc goi 1a RTA 408, 63415, hoac PP415. Sang
ché nay ciing dé cap dén cac hop chit dang da hinh néu trén, cic phuong phap diéu

ché va cac dugc pham, va cac bd kit va cac vat pham san xuat chira hgp chat nay.
Tinh trang ky thuit cia sang che

Hoat tinh chéng viém va chdng ting sinh cia axit oleanolic, triterpenoit tur
nhién da dugc cai thién béi cac bién ddi hoa hoc. Vi du nhu, axit 2-xyano-3,12-
diooxooleana-1,9(11)-dien-28-oic (CDDO) va cac hop chét lién quan di dugc phat
trién. Xem céc tai liéu ctia Honda va ddng tac gia, 1997; Honda va ddng tac gia, 1998;
Honda va dong tac gia, 1999; Honda va ddng tac gia, 2000a; Honda va dong tac gia,
2000b; Honda va déng tac gia, 2002; Suh va ddng tac gia, 1998; Suh va ddng tic gia,
1999; Place va ddng tac gia, 2003; Liby va ddng tac gia, 2005; va cac Patent My
8129429, 7915402, 8124799, va 7943778, ndi dung clia tit ca céc tai liéu niy dugc
dua vao dy dé tham chiéu. Metyl este, bardoxolon metyl (CDDO-Me) dd duoc dénh
gi4 trong céc thir nghiém lam sang giai doan II va IIT ¢ diéu tri va phong ngira bénh
thin do déi thdo dudng va bénh than mén tinh. Xem tai liéu ctia Pergola va déng tac
gia, 2011 ma ndi dung duoc dua vao diy dé tham chiéu.

Céac dang tuong tu triterpenoit tdng hop cia axit oleanolic ciing da dwgc thé
hidn 13 céc chit e ché cua cac quy trinh gy viém té bao, ching han nhu gdy ra béi
IFN-y clia men tdng hop oxyt nitric cam wng (iNOS) va ciia COX-2 trong céc dai thuc
bao & chudt. Xem céc tai liéu ctia Honda va ddng tac gia , (2000a), Honda va dong tac
gid (2000b), Honda va ddng tac gia (2002), va cac Patent My 8129429, 7915402,
8124799, va 7943778 ma ndi dung cua tAt ca céc tai liéu nay dugc dua vao day dé
tham chiéu. Cac hop chét dan xuét tir axit oleanolic dd dugc thé hién 13 ¢6 anh hudng

dén chirc ning cta nhicu dich protein va do do di€u bi€n hoat tinh ciia mot s6 duong
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truyén tin hiéu té bao quan trong lién quan dén Ung suét oxy hoa, kiém soat chu ky té
bao, va chimg viém (vi du nhu, Dinkova-Kostova va ddng tac gia, 2005; Ahmad va
df”)ng tac gia, 2006; Ahmad va déng tac gia, 2008; Liby va dé)ng tac gia, 2007a, va cac
Patent My 8129429, 7915402, 8124799, va 7943778).

Do cac dic trung hoat tinh sinh hoc cta cac dan xuit triterpenoit da biét thay
d6i, va do nhiéu loai bénh khac nhau ¢ thé duge didu tri hoac phong nglra bing cac
hop chit c¢6 cac tac dung chdng viém va chéng oxy hoa hidu nghiém, va mirc d6 cao
ctia nhu ciu y té khong dap g dugc duogce thé hién trong cac loai bénh nay, cén tbng
hop céc hop chit méi co cac dic trung hoat tinh sinh hoc khac nhau dé diéu tri hoic
phong ngira mét hodc nhiéu déu hiéu.

Ban chit ky thuit cia sang ché
Theo mét sé khia canh, muc dich cta sang ché 1a @& xuit hop chét co cong thirc

(& day cling duogc goi 1a RTA 408, 63415, hodc PP415):

NC

o)

hodc mudi duge dung cua né.

Theo mot ) phuong é&n, hop chit ¢co dang mudi duge dung. Theo mot sb
phuong 4n, hop chit khéng & dang mubi.

Theo mot khia canh khac, sang ché nay dé xuét cac hop chét dang da hinh néu
trén. Theo mét sé phuong 4n, hop chét dang da hinh c6 m6t hinh nhiéu xa bét tia X
(CuKo) bao gbm mdt dinh halogen & khoang 14 °20. Theo mot sé phuong 4n, hinh
nhiéu xa bot tia X (CuKo) con bao gém mdt dinh vai & khodng 8 °20. Theo mot sb
phuong 4n, hinh nhiéu xa bot tia X (CuKa) vé co ban nhu dugc thé hién ¢ FIG.59.
Theo mdt sé phuong an, hop chit dang da hinh c6 Ty tir khoang 150 °C dén khoang
155 °C, gbdm, vi du nhu, T, 1a khoang 153 °C hoic T, 1a khoang 150 °C. Theo mét sb
phwong an, hop chit dang da hinh c6 dudng cong do nhiét lugng quét vi sai (DSC) bao
gém mot nhém thu nhiét dugc dinh tdm tir khoang 150 °C dén khoang 155 °C. Theo

mot sb phuong an, nhoém thu nhiét dugce dinh tdm & khoang 153 °C. Theo mot s6
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phuong én, nhom thu nhiét dugc dinh tdim & khoang 150 °C. Theo mot sb phuong én,
duong cong do nhiét luong quét vi sai (DSC) vé co ban nhu duoc thé hién & FIG.62.

Theo mot s phuong 4n, hop chit dang da hinh 13 mdt solvat ¢6 mét hinh nhiéu
xa bot tia X (CuKa) bao g@)m cac dinh & khoang 5,6; 7,0; 10,6; 12,7; va 14,6 °26. Theo
mot sd phuong 4an, hinh nhiéu xa bdt tia X (CuKa) vé co ban nhu dugc thé hién &
FIG.75, miu hinh dinh.

Theo mét s6 phuong 4n, hop chit dang da hinh 12 mot solvat c6 mot hinh nhidu
xa bot tia X (CuKa) bao gém cac dinh & khoang 7,0; 7,8; 8,6; 11,9; 13,9 (dinh kép),
14,2; va 16,0 °26. Theo mdt sb phuong an, hinh nhiéu xa tia X (CuKa) vé co ban nhu
dugc thé hién & FIG.75, mAu hinh thit hai tir dinh.

Theo mdt sé phuong 4n, hop chét dang da hinh 1a mdt hemisolvat axetonitril c6
mot hinh nhiéu xa bot tia X (CuKa) bao gém cac dinh ¢ khoang 7,5; 11,4; 15,6 va 16,6
°20. Theo mot s phuong 4n, hinh nhidu xa tia X (CuKa) vé co ban nhu dugc thé hién
& FIG.75, mau hinh thir hai tir day. Theo mdt sd phuong an, hop chit dang da hinh c6
mot T, 12 khoang 196 °C. Theo mét sé phuong 4an, hop chét dang da hinh c6 mét
dudng cong do nhiét lugng quét vi sai (DSC) bao gdbm mét nhém thu nhiét dugc dinh
tdm & khoang 196 °C. Theo mot sé phuong 4n, dwdng cong do nhiét lugng quét vi sai
(DSC) vé co ban nhu dugce thé hién & FIG.116.

Theo mét sb phuong an, hgp chét dang da hinh 12 mét solvat c6 mot hinh nhiéu
xa bot tia X (CuKoa) bao gém cac dinh & khoang 6,8; 9,3; 9,5; 10,5; 13,6; va 15,6 °260.
Theo mdt sd phuong an, hinh nhidu xa tia X (CuKa) vé& co ban nhu duoc thé hién &
FIG.75, mau hinh day.

Theo mét khia canh khac, sang ché nay dé xuit cac dugc phém chtra hoat chét
gdm ¢6 hop chét néu trén hodc hop chit dang da hinh cua né (ching han nhu, bat ky
mdt trong sb cic hop chit dang da hinh dugc mo ta trén ddy va duéi ddy), va chét
mang dugce dung. Theo mét sb phuong éan, dugc phérn dugc bao ché dé dung: qua
duong miéng, trong mdé md, trong dong mach, trong khdp, trong so, trong da, trong vét
thuong, trong co, trong miii, trong mét, trong mang tim, trong bung, trong mang phéi,
trong tuyén tién liét, trong truc trang, trong tuy mac, trong khi quan, trong khéi u,
trong rdn, trong am dao, trong tinh mach, trong bong, trong thiy tinh thé, qua hat mg,
khu trg, qua ni€ém mac, ngoai rudt, qua truc trang, dudi két mac, dudi da, dudi ludi,

cuc bd, xuyén miéng, ap da, qua 4m dao, trong kem, trong céc ché phém lipit, qua 6ng
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thong dudng tiéu, qua thut rira, qua tiém truyén lién tuc, qua tiém truyén, qua hit, qua
tiém, qua cp phdi cuc bo, hodc qua truyén dich khu trii. Theo mét s6 phwong 4n, dugc
phim duoc bao ché dé dung qua duong miéng, trong dong mach, trong tinh mach,
hoic str dung tai chd. Theo mdt s6 phuong an, dugc phim dugc bao ché dé ding qua
duong miéng.

Theo mét sb phuwong 4n, duge pham duge bao ché dudi dang vién nang cing
hoic mém, thudc vién, sird, dich huyén phi, nhil twong, dung dich, chit phan tan dang
ran, vién nhén, hodc cdn ngot. Theo mot s6 phuong an, dugce phém theo sang ché con
chira tic nhén gitp nang cao dd hoa tan va dd phan tan. (Vi du nhu, céc tdc nhan nang
cao d6 hoa tan va do phéan tan gém, nhung khong gi6i han &, cac PEG, xyclodextran,
va cac din xuit xenluloza). Theo mét sb phuong én, hop chét hoic dang da hinh dugc
tao huyén phu trong diu virng.

Theo cac phuong an khac, dugc phém duoc bao ché dé dung cuc bd. Theo cac
phuong an khac, dugc phém dugc bao ché dudi dang nudc thom, kem, chét gel, dau,
thudc md, sép, nhil twong, dung dich, hoic dich huyén phi. Theo mét s phuong an,
duoc phém duoc bao ché dudi dang nudc thom, kem, hodc chét gel. Theo mot )
phuong 4n, lugng hoat chét tir khoang 0,01% dén khoang 5% theo trong luong,
khoang 0,01% dén khoang 3% theo trong lugng, hodc 0,01%, 0,1%, 1%, hodc 3% theo
trong lugng.

Theo khia canh khac, sang ché mé ta phuong phap diéu trj hoic phong ngira
tinh trang lién quan dén chimg viém hoic (g suit oxy hoa & ngudi bénh can diéu tri,
bao gdm cho nguoi bénh mdt luwgng hi€u qua tri bénh duge phém nhu duge mo ta trén
ddy hoic dusi day. Sang ché <cing dé cap dén hop chit N-
((4aS,6aR,6bS,8aR,12a8,14aR,14bS)-11-xyano-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptametyl-10,14-
dioxo-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,12a,14,14a,14b-octadecahydropixen-4a-yl)-2,2-
diflopropanamit (hay RTA 408) hoac mudi duoc dung ciia nd, hodc mdt hop chét dang
da hinh d6 (chang han nhu, vi du nhu, bt ky mét trong sb cac hop chét dang da hinh
dugc mo ta & day trén ddy hodc dudi day), hodc duge phdm bao gdm bét ky trong sb
cac thuc thé va chéit mang duge dung néu trén (gdm, vi du nhu, cac dugc phém duoc
md ta trén ddy), dé st dung trong viéc diéu trj hodic phong ngira tinh trang lién quan
dén chirng viém hodc (mg suét oxy hoa. Sang ché ciing dé cdp dén hop chét néu trén,

hop chit dang da hinh hodc dugc phiam dé didu ché thubc diéu tri hodc phong ngira
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tinh trang lién quan dén chtng viém hodc tng suit oxy hoa. Theo mdt sé phuwong an,
tinh trang lién quan dén ching viém. Theo cac phuong an khac, tinh trang lién quan
dén ung sut oxy hoa. Theo mét ) phuong an, tinh trang 1d mdt bénh vé da hoc rdi
loan chirc nang, nhiém tring, ching viém da, bénh viém khép xuong mén tinh, ung
thu, chitng viém, bénh ty mién dich, bénh viém rudt, bién ching do su phoi nhiém birc
xa 1on hoa cuc b hodc toan than, viém ni€ém mac, suy co quan cép tinh hodc man tinh,
bénh gan, viém tuy, réi loan chirc nang mat, bénh phdi hodc bénh dai théao dudng.

Sang ché nady hon nita d& cp dén hop chit N-
((4a8S,6aR,6b8S,8aR,12a8S,14aR,14bS)-11-xyano-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptametyl-10,14-
dioxo-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,12a,14,14a,14b-octadecahydropixen-4a-yl)-2,2-
diflopropanamit (hay RTA 408) hoic mudi duoc dung ctia nd, hodc mot hop chét dang
da hinh d6 (ching han nhu, vi du nhu, b4t ky mét trong sé cac hop chit dang da hinh
duge md ta & day trén day hodc dudi ddy), hoac dugc phdm bao gdm bat ky trong sb
cac thuc thé néu trén va chét mang duge dung (gém, vi du nhu, cac duoc phém duoc
mo ta trén day), dé sr dung trong diéu tri hodc phong ngtra tinh trang dugc lya chon tir
bénh vé da hoéc rbi loan chuc nang, nhiém trung, chung viém da, bénh viém khép
xuong mén tinh, ung thu, ching viém, bénh ty mién dich, bénh viém rudt, bién ching
tir su phoi nhiém btrc xa ion hoéa toan than hodc cuc bd, viém niém mac, suy co quan
cép tinh hodc mén tinh, bénh gan, viém tuy, rbi loan chirc ndng mit, bénh phéi, hodac
bénh d4i thiao duong. Theo d6, sang ché dé cap dén hop chit néu trén, hop chét dang
da hinh ho#c dugc phidm dé diéu ché thudc diéu trj hodc phong ngira tinh trang duoc
Iwa chon tir bénh vé da hodc rbi loan chirc ning, nhiém tring, chimg viém da, bénh
viém khép xuong mién tinh, ung thu, chimg viém, bénh tu mién dich, bénh viém ruét,
bién chung tir su phoi nhim birc xa ion hoa toan than hodc cuc bd, viém niém mac,
suy co quan cép tinh hodc man tinh, bénh gan, viém tuy, rbi loan chtrc ning mét, bénh
phdi, hodc bénh dai thao dudong. Ban md ta ciing bdc 16 phuong phap diéu tri hodc
phong ngira tinh trang dugc lua chon tir bénh vé da hodic réi loan chirc ning, nhiém
trung, ching viém da, bénh viém khdp xwong man tinh, ung thu, chitng viém, bénh tu
mién dich, bénh viém ruét, bién ching tlr su phoi nhiém birc xa ion héa toan than hodc
cuc bd, viém ni€ém mac, suy co quan cép tinh hodc mén tinh, bénh gan, viém tuy, rdi
loan chirc nang mit, bénh phdi, hodic bénh dai thao duong & ngudi bénh can diéu tri,

phuong phap bao gdm cho ngudi bénh mot luong hiéu qué tri bénh hop chét néu trén,
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hop chit dang da hinh hoic dugc phém. Theo mét sb phuong an, tinh trang la bénh vé
da hodc r6i loan chirc ning chdng han nhu chiing viém da, bong nhiét hodc héa hoc,
vét thuong mén tinh, mun tritng c4, tinh trang rung téc, cac rdi loan chire néng khéc vé
nang 16ng, bénh ly thugng bi béng nudce, ram ning, cac bién chimg ram ning, cac rdi
loan chirc ndng hinh thanh sdc t6 da, tinh trang da lién quan dén 130 hoéa; vét thuong
héau phau, vét seo do da chin thuong hoidc bong, bénh vay nén, biéu hién ngoai da cta
bénh tw mién dich hodc bénh manh ghép chdng lai ky chi, ung thu da, hodc rdi loan
chirc nang lién quan dén su tang siéu nhanh cua cac té bao da. Theo mot s6 phuong an,
bénh vé da hoic rdi loan chtc nang 14 ching viém da. Theo mdt s phuong 4n, chimng
viém da 1a ching viém da di tng, chiing viém da lac chd, chung viém da do phoi
nhiém héa hoc, hoic chitng viém da do birc xa. Theo céc phuong 4n khac, bénh vé da
hoac rbi loan chirc ning 14 vét thuong man tinh. Theo mét sé phuong 4n, vét thuong
mién tinh 13 loét d4i thao dudng, loét diém tity, hodc loét tinh mach. Theo céc phuong
an khac, bénh vé da hodc rbi loan chuc nang la tinh trang rung téc. Theo mat )
phuong an, tinh trang rung toc dugc lya chon tir tinh trang héi d4u hodc tinh trang rung
toc do thube. Theo cac phuong an khéc, bénh v& da hoic rdi loan chirc nang la rdi loan
chirc niang hinh thanh séic td da. Theo mot sb phuong an, réi loan chirc ning hinh thanh
sic t& da 14 bénh dém bach tang. Theo cac phuong an khac, bénh vé& da hoic rbi loan
chirc nang 14 rdi loan chirc ning lién quan dén sy tang siéu nhanh cia céc té bao da.
Theo mot sé phuong an, rdi loan chirc ning lién quan dén sy ting siéu nhanh cta céc
té bao da 13 sy tang simg hoa.

Theo cic phuong an khéc, tinh trang 14 bénh tu mién dich, chéng han nhu viém
khép dang thép, bénh luput, bénh Crohn, hodc bénh viy nén. Theo cac phuong 4n
khéc, tinh trang 1a bénh gan, chang han nhu bénh gan nhiém m& hodc bénh viém gan.

Theo cac phuong an khac, tinh trang 13 réi loan chirc nang mét, ching han nhu
viém mang mach nho, thodi hoa diém vang cia vong mac, bénh glocém, bénh phi
diém vang ctia vong mac do dai thao dudng, bénh viém mi mét, bénh vdng mac do dai
thédo dudng, bénh hoic ri loan chirc nang vé ndi md giac mac, chting viém hau phiu,
mit kho, viém két mac di ung hodc mot dang viém két mac. Theo mdt sb phuong éan,
rbi loan chirc niang mét 1a thodi hoa diém vang cta vong mac. Theo mot s phuong an,

thodi héa diém vang clia vong mac 1a dang khé. Theo cac phuong 4n khac, thoai hoa
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diém vang clia vong mac 1a dang u6t. Theo mot sé phuong 4n, bénh hoac réi loan chirc
nang vé ndi md giac mac la loan dudng ndi md gidc mac Fuchs.

Theo cac phuong an khac, tinh trang 13 bénh phdi, ching han nhu chimg viém
phéi, X0 hoa phéi, COPD, bénh hen, xo nang, hodc xo hoa phéi tu phét. Theo mét sb
phuong 4n, COPD bj gdy ra bai khoi thube.

Theo cac phuong 4n khéc, tinh trang 14 nhiém tring. Theo cac phuong 4n khac,
tinh trang 1a viém niém mac do li¢éu phap birc xa hodc héda hoc tri liu. Theo mot )
phuong 4n, viém niém mac xudt hién & dudng miéng. Theo cic phuong an khic, tinh
trang lién quan dén su phoi nhiém birc xa. Theo mot sb phwong an, nhidm birc xa dén
dén chimg viém da. Theo mot sb phwong an, nhiém buc xa 1a cp tinh. Theo céc
phuong 4n khéc, nhiém birc xa dugc phéan doan.

Theo cac phuong an khéc, tinh trang 14 ung thu. Theo mét sé phuong an, ung
thu 1a ung thu biéu mo, bénh sacdm, u lym phd, bénh bach ciu, u melanin, u trung
biéu mé, dau tiy, hodic u tinh. Theo cic phuong 4n khéc, ung thu 13 ung thu bang
quang, mau, xuong, ndo, vi, hé than kinh trung uong, c¢d tir cung, rudt Két, mang trong
da con, thuc quan, tii méat, co quan sinh duc ngoai, 6ng co quan sinh duc li¢u, déu,
than, thanh quan, gan, phéi, mé co, cb, niém mac miéng hodc mili, buc“mg trang, tuyén
tuy, tuyén tién liét, da, 14 lach, rudt non, rudt gia, da day, b tinh hoan, hodc tuyén
giap.

Theo mét s6 phuong 4n, dugc phim duge sir dung trude hodc ngay sau khi chu
thé dugc diéu trj bang lidu phap birc xa hodc héa hoc tri liéu trong d6 héa hoc tri liéu
khong bao gdbm RTA 408 hoic cac hop chét dang da hinh cta n6. Theo mét sb phuong
an, duoc phém duge st dung ca trude va sau khi chi thé duoc diéu tri béng liéu phéap
btrc xa, héa hoc tri liéu hodc ca hai. Theo mot sé phuong 4n, viéc diéu tri lam giam tic
dung phu cta liéu phap birc xa hoic héa hoc tri liéu. Theo mot sé phuong 4n, tic dung
phu 14 viém niém mac va chting viém da. Theo mét sé phuong an, viée diéu tri ning
cao tinh hiéu quéa ciia liéu phap birc xa hoic hoéa hoc tri liéu. Theo mét sé phuong 4n,
hoéa hoc tri li€u bao gém viéc cho ngudi bénh mdt huwgng hiéu qua tri bénh 5-floraxil
hodc docetaxel.

Liéu phap diéu tri két hop b sung ciing duge du lidu béi sang ché nay. Vi du
nhu, theo mot sb phuong &n, cadc phuong phap diéu tri ung thu & mdt cha thé, bao gém

viéc cho chu thé mot luong hiéu qua vé mit duoc cia hop chét theo sang ché nay, cac
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phuong phap c6 thé bao gdm thém mot hodc nhidu cach thirc diéu tri duge lya chon tir
nhém gdm c6 viée cho mot lugng hidu qua vé mat dugc mot loai thubc thir hai, phép
tri liéu bang tia X, mién dich trj lidu, liéu phép gien, va phiu thuat. Theo mot sb
phuong én, cdc phuong phép c6 thé bao gdm thém bude (1) cho mdt té bao khéi u tiép
xtc v6i hop chit trude khi cho té bao khéi u tiép xtc véi thude thir hai, (2) cho mot té
bao khéi u tiép xtic v6i thude thir hai trude khi cho té bao khéi u tiép xuc véi hop chét,
hodc (3) cho té bao khéi u tiép xtic ddng thoi v&i hop chit va thude thi hai. Theo cac
phuong 4n nht dinh, thudc thir hai c6 thé 1a thudc khang sinh, thudc chéng viém,
thubc khang khéi u, thudc chdng tang sinh, thubc khang virut, thudc diéu bién mién
dich, hodc rc ché mién dich. Theo céc phuong 4n khéc, thudc thir hai c6 thé 13 tac
nhén alkyl héa, thubc didu bién thu thé androgen, chét pha v bd xwong té bao, thube
didu bién thu thé estrogen, chit e ché histon-deaxetylaza, chit uc ché reductaza
HMG-CoA, chét trc ché transferaza prenyl-protein, chit diéu bién thy thé dang vong
mac, chét trc ché topoisomeraza, hodc chit rc ché tyrosin kinaza. Theo céc phuong én
nhét dinh, thubc tht hai 1a 5-azacitidin, 5-floraxil, axit 9-cis-retinoic, actinomyxin D,
alitretinoin, axit all-trans-retinoic, annamyxin, axitinib, belinostat, bevacizumab,
bexaroten, bosutinib, busulfan, capecitabin, cacboplatin, carmustin, CD437, cediranib,
cetuximab, clorambuxil, cisplatin, xyclophosphamit, cytarabin, dacarbazin, dasatinib,
daunorubixin, decitabin, docetaxel, dolastatin-10, doxifluridin, doxorubixin,
doxorubixin, epirubicin, erlotinib, etoposit, gefitinib, gemcitabin, gemtuzumab
ozogamixin, hexametylmelamin, idarubicin, ifosfamit, imatinib, irinotecan,
isotretinoin, ixabepilon, lapatinib, LBH589, lomustin, mechlorethamin, melphalan,
mercaptopurin, methotrexat, mitomyxin, mitoxantron, MS-275, neratinib, nilotinib,
nitrosourea, oxaliplatin, paclitaxel, plicamyxin, procarbazin, semaxanib, semustin,
natri butyrat, natri phenylaxetat, streptozotoxin, axit suberoylanilit hydroxamic,
sunitinib, tamoxifen, teniposit, thiopeta, tioguanin, topotecan, TRAIL, trastuzumab,
tretinoin, trichostatin A, axit valproic, valrubixin, vandetanib, vinblastin, vincristin,
vindesin, hodc vinorelbin.

Céc phuong phap diéu trj hodc phong ngira bénh c6 thanh phan d& viém & mot
chti thé, bao gdm viée cho chu thé mot lugng hiéu qua vé& mit duge cia hop chét theo
sang ché nay ciing duoc du liéu. Theo mot sd phuong an, bénh co thé 13, vi du nhu,

bénh luput hoic viém khép dang thép. Theo cac phuong an khac, bénh ¢ thé 13 bénh
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viém rudt, chéng han nhu bénh Crohn hodc viém loét dai trang. Theo cdc phuong an
khéc, bénh c6 thanh phin d& viém c6 thé 1 bénh tim mach. Theo cac phuong an khac,
bénh c6 thanh phan d& viém c6 thé 1a bénh dai thao dudng, ching han nhu bénh dai
thao duong typ 1 hodc typ 2. Theo cac phuong 4n khac, RTA 408, cac chét da hinh cua
né, va cac dugc pham ciing ¢ thé duoc s dung dé diéu tri cic bién chimg lién quan
dén bénh dai thao dudng. Cac bién chimg nay duge biét rd dbi véi chuyén gia trong
linh vic k¥ thudt va gdm nhung khéng gi6i han &, vi du nhu, ching béo phi, chimng
ting huyét ap, chimg xo vita déng mach, bénh tim hinh vanh, dot quy, bénh mach mau
ngoai bién, chiing tang huyét ap, bénh than, bénh thén kinh, hoai tir co, bénh vOng mac
va hdi ching chuyén hod (hoi chimg X). Theo céc phuong 4n khéc, bénh cé thanh
phén dé viém co thé 1a bénh vé da, chfmg han nhu bénh Véy nén, mun trirng cd, hodc
chimng viém da lac chd. Viéc sir dung RTA 408, cac chit da hinh cia nd, va cac duge
phim trong cac phuong phap didu tri cic bénh vé& da nhu thé c6 thé 1a nhung khong
gi6i han &, vi du nhu, viéce sir dung cuc bd hodc qua duong miéng.

Theo c4c phuong an khac, bénh c6 thanh phan d& viém c6 thé 1a hoi chimg
chuyén hoa (hoi chung X). Nguoi bénh c6 hdi chirng nay cé dic diém 1a c6 ba hoic
nhiéu hon céc triéu ching dugce lya chon tir nhém ndm triéu ching sau: (1) chirng béo
phi & bung; (2) ting triglixerit huyét; (3) ham lugng lipoprotein cholesterol mét dd cao
thép (HDL); (4) bénh cao huyét ap; va (5) glucoza lac bung déi cao, ma c6 thé 1a trong
pham vi mang dic diém cta bénh dai thao dudng typ 2 néu ngudi bénh cling bi bénh
dai théo dudng. Mdi trong s céc triéu ching nay dugc dinh nghia trong Béo cdo Thi
ba ctia Hoi dong Chuyén gia Chuong trinh Gido duc vé& Cholesteol Quy mé Québc gia
lién quan dén viéc Phat hién, Panh gia va Diéu tri Cholesterol Méu Cao & Ngudi
truéng thanh (Hoi dong Diéu tri cho Ngudi truong thanh 111, hoic ATP III), cic Vién
Y té Quéc gia, 2001, Cong bd NIH sb 01-3670, duoc dua vao day dé tham chiéu.
Ngudi bénh mic hdi ching chuyén hoa, bit ké 1a ho c6 hodc phat trién bénh dai thao
dudng chinh thirc, ¢6 rii ro ting 1én trong viéc phat trién céc bién ching mach méu
16n va mach mau nhd dugc liét ké trén ddy xay ra vdi bénh dai thdo duong typ 2,
chidng han nhu chimg xo vita dong mach va bénh tim hinh vanh.

Mot phuong phap chung khac duge mé ta 1a phuong phap diéu tri hoic phong
ngtra bénh tim mach & mot chu thé, bao gbm viéc cho chu thé mot lugng hi€u qua vé

mit dugc ctia hop chét theo sang ché nay. Theo mot sb phuong an, bénh tim mach cé
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thé 1a nhung khong gidi han &, vi du nhu, ching xo vira ddng mach, bénh co tim, bénh
tim bdm sinh, suy tim xung huyét, viém co tim, bénh tim thép khép, bénh van tim,
bénh dong mach vanh, viém mang trong tim, hoic nhdi mau co tim. Liéu phap két hop
cling duge du liéu cho cac phuong phap diéu tri hodc phong ngira bénh tim mach &
mdt chu thé. Vi du nhw, cac phuong phap nay c6 thé bao gdm viée sir dung mot lugng
hi€u qua vé mit dugc mot hodc nhidu thudc tim mach. Thuéc tim mach ¢6 thé 1a
nhung khong gidi han &, vi du nhu, thube lam giam cholesterol, thuéc chéng m& méu
cao, thude ngan chdn kénh canxi, thube chéng ting huyét ap, hodc chét uc ché
reductaza HMG-CoA. Theo mot sb phuong én, cac vi du khong gidi han vé thudc tim
mach g{”)m amlodipin, aspirin, ezetimibe, felodipin, laxitipin, lercanidipin, nicardipin,
nifedipin, nimodipin, nisoldipin hodc nitrendipin. Theo cac phuong an khac, cac vi du
khong giéi han khac vé thudc tim mach g@)m atenolol, bucindolol, carvedilol, clonidin,
doxazosin, indoramin, labetalol, metyldopa, metoprolol, nadolol, oxprenolol,
phenoxybenzamin, phentolamin, pindolol, prazosin, propranolol, terazosin, timolol
hodc tolazoline. Theo cac phuong an khac, thudc tim mach co thé 13, vi du nhu, statin,
chéng han nhu atorvastatin, cerivastatin, fluvastatin, lovastatin, mevastatin,
pitavastatin, pravastatin, rosuvastatin hoac simvastatin.

Céc phuong phap diéu tri hodic phong ngira bénh thoai hoa than kinh & mot chu
thé, bao gém viéc cho chi thé mot lugng hiéu quéa vé& mat duoc cia hop chit theo sang
ché nay ciing duoc dy liéu. Theo mot sb phuong an, bénh thoai héa thin kinh cé thé
duge chon, vi du nhu, tir nhém gdm c6 bénh Parkinson, bénh Alzheimer, bénh da xo
ctrng (MS), bénh Huntington va bénh xo cimg cot bén teo co. O cic phuong an cu thé,
bénh thoai hoa than kinh 1 bénh Alzheimer. O cac phwong an cu thé, bénh thoai héa
than kinh 12 MS, ching han nhu MS tién trién nguyén phat, tién trién thu phat tai di tai
lai hodc tai phét tién trién. Theo mot s6 phuong an, chii thé co thé 13, vi du nhu, dong
vét linh truéng. Theo mot sé phuong an, chii thé co thé 1a nguoi.

Theo ban md ta, cac phuong phap didu tri hodc phong ngira bénh thoai héa thin
kinh & mot chi thé, bao gdm viéc cho chi thé mot lwong hiéu qua vé mit duge cia
hop chit theo sang ché nay, viéc diéu trj ngan chin sw mit myelin cia cic noron té
bao than kinh & ndo hoic day cot séng cia chi thé. Theo ban md ta, viéc diéu tri ngan
chin sy mét myelin dé viém. Theo ban md ta, viée diéu tri ngdn chdn mat cit ngang

cla cac sgi truc noron t€ bao than kinh & ndo hodc diy cot sdng cua chi thé. Theo ban
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mo ta, viéc diéu tri ngan chin mit cét ngang cua cac soi truc & ndo hodc déy cot sbng
ctia cha thé. Theo ban md ta, viéc didu tri ngén chan co ché gay chét noron té bao thin
kinh & ndo hoac day cot séng ctia chi thé. Theo ban md ta, viéc diu tri kich thich su
tai myelin hda céc soi truc noron té bao than kinh & ndo hodc day cot séng clia chu thé.
Theo ban md ta, viéc diéu trj thu hdi chirc ning bi mat sau con bénh MS. Theo ban md
ta, viéc diéu tri phong ngtra con bénh MS md&i. Theo ban md ta, viéc diéu tri phong
ngira sy 6m yéu tan tit do con bénh MS.

Béan md ta boc 16 phuong phap diéu tri hodc phong ngira rdi loan chirc ning dic
trung béi su biéu hién qua mirc cac gien iNOS & mot chi thé, bao g?)m viéc cho chua
thé mot lugng hiéu qua vé& mit duge RTA 408, cac hop chét dang da hinh, hodc dugc
phim theo sang ché nay.

Ban mé ta boc 16 phuong phap tre ché viée tao ra oxit nitric béi IFN-y trong cac
té bao cia chu thé, bao gém viéc cho chu thé nay mot lugng hi€u qua vé& mit duge cla
RTA 408, cac hop chét dang da hinh, hodc dugc phim theo sang ché nay.

Tuy nhién, ban md ta bdc 16 phuong phap diéu tri hodc phong ngira réi loan
chtrc nang dic trung béi su biéu hién qua muc céc gien COX-2 & mot chu thé, bao
gé)m viéc cho chu thé mot luong hi€éu qua vé mit dugc cua RTA 408, cac hop chét
dang da hinh, hoic dugc phim theo sang ché nay.

Céac phuong phap diéu tri bénh than/cit (RKD) & mét chi thé, bao gdm viéc
cho chii thé mot lwgng hidu qua vé mit duoc hop chét theo sang ché nay ciing duoc du
liéu. Xem Patent My 8,129,429 dugc dua vao ddy dé tham chiéu. RKD c6 thé 12 bat
nguéntﬁ,viduIﬂunthuongténlﬂﬁén1d©c.Thuongténlﬂﬁénldéccéthélédo,nhung
khong giéi han &, vi du nhu, tac nhan tao anh hodc thudc. Thude nay co thé 12 hoa hoc
tri liéu, vi du nhu. RKD c6 thé 1a do chimg thiéu mau cuc bo/thuong ton tai thong
mau, theo cac phuong 4n nhét dinh. Theo cac phuong 4n nhit dinh, RKD cac két qua
tir bénh dai thao dudng hodc chimg tang huyét ap. Theo mdt sd phuong an, RKD c6
thé 13 do bénh tu mién dich. RKD con c6 thé dugc dinh nghia 1a RKD man tinh hodc
RKD cép tinh.

Trong cac phuong phap cu thé didu tri bénh than/cat (RKD) & mdt cha thé, bao
gbm viée cho cht thé mot lwong hiéu qua vé& mit duwoc hop chit theo sang ché nay, chii
thé da hodc dang trai qua su thdm tach. Theo cdc phuong 4n nhét dinh, chu thé da trai

qua hoic 12 tng vién trai qua ghép than. Chu thé c6 thé 1a dong vt linh truéng. Dong
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vat linh truéng c6 thé 14 ngudi. Chu thé trong phuong phép nay hodc bt ky phuong
phép nao khéc co thé 13, vi du nhu, bo, ngua, cho, méo, lon, chudt nhit, chuét céng
hodc chudt lang.

Ban mo ta boc 16 phuong phap cai thién téc d6 loc tiéu cau hodc thanh thai
creatinin & mot chu thé, bao g@)m viéc cho chu thé mdt lugng hi€u qua vé mdt dugc
RTA 408, cac hgp chét dang da hinh, hodc duoc phém theo séng ché nay.

Theo mdt sé phuong an, duge phim dugc st dung dudi dang mot lidu don 18
mdi ngdy. Theo cac phuong an khéc, dugc phdm duge sir dung dudi dang nhidu hon
mot liéu mdi ngay. Theo mot ) phuong an, duoc phém dugc st dung voi mot luong
hiéu qua vé mat duoc.

Theo mét sd phuong an, lidu lugng 13 tir khoang 1 mg/kg dén khoang
2000 mg/kg. Theo cac phuong an khac, liéu lugng 14 tir khoang 3 mg/kg dén khoang
100 mg/kg. Theo cac phuong 4n khac, liéu lwong 1a khoang 3, 10, 30, hodc 100 mg/kg.

Theo cac phuong 4n khac, duoc phim duoc st dung tai chd. Theo mdt sb
phuong an, viéc st dung tai chd duoc sir dung cho da. Theo cac phuwong an khac, viée
sit dung tai chd dugc sir dung cho mit.

Theo céc phuong 4n khac, dugc phdm duge st dung qua dudmg miéng. Theo
céc phuong an khic, duge pham duge st dung cho mit.

Céc muc dich, d4c tinh va wu diém khac cta sang ché nay s& tré nén ro rang
hon thong qua phdn mo ta chi tiét dudi day. Tuy nhién, nén hiéu ring phan mé ta chi
tiét va céac vi du cu thé, trong khi biéu thi cac phuong 4n cu thé cia sang ché, duogc dua
ra chi dé minh hoa, do nhiing thay ddi va cai bién khac nhau trong pham vi va tinh
than cua sang ché sé& trd nén rd rang véi cac chuyén gia trong linh vyuc k¥ thudt thong
qua phén md ta chi tiét nay. Luu y r%tng viéc chi vi mdt hop chét cu thé dugc gan cho
mot cdng thire chung cu thé khéng cé nghia 1 né ciing khong thé thugc vé mot cong

thire chung khéc.
M0 ta vin tit cac hinh vé

Cac hinh vé duéi day tao thanh mdt phan ctia ban md ta nay va duogc dua vao dé
th¢ hién rd thém céc khia canh nhat dinh cta sang ché nay. Cé thé thay trong cac hinh
v& mot hogc nhiéu tir tiéng Plrc gdm “Massesnderung” va “temperatur”, tuong Ung co

nghia 14 “thay ddi vé khdi lugng” va “nhiét d6”. Séng ché c6 thé dugc hidu rd hon nho
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mdt trong sb cac hinh v& nay két hop v&i phdn mé ta chi tiét cac phwong 4n cu thé

duogc trinh bay & day.

FIG.1 thé hién tac dong ciia RTA 408 dén viéc tao thanh nito oxit gdy cam Ung
boi IFNy-va kha ning sdng duge cia té bao trong cac té bao RAW264.7.

FIG.2a & b thé hién tic dong ciia RTA 408 dén sy hoat hoa cia yéu té phan
tng chéng oxy hoéa (ARE): (a) hoat tinh luciferaza NQOI1-ARE; (b) hoat tinh
luciferaza GSTA2-ARE.

FIG.3a-f thé hién muc do ting Nrf2 GST ARE tuong dbi sau khi diéu tri té bao
bing (a) RTA 402; (b) 63415 (RTA 408); (c) 63170; (d) 63171; (e) 63179; va (f)
63189. Cac biéu d ciing thé hién kha ning séng dugc cia cac té€ bao nhu dugc phan
tich sir dung thudc thir 1am gia tang t& bao WST1 va do kha nang hut sau 1 gio. Tét ca
cac thude dwgc ding trong DMSO va céc té bao phat trién & mirc 10,000 t& bao/giéng
trong cac dia 384 giéng trong glucoza it DMEM dugc bd sung 10% FBS, 1% Penixilin

Streptomyxin, va 0,8 mg/mL Genetixin.

FIG.4a—d thé hién tac dong cia RTA 408 dén biéu hién gien dich Nrf2 trong
cac nguyén bao sgi phdi HFL1. (a) NQO1; (b) HMOX1; (c) GCLM; (d) TXNRDI.

FIG.5a—d thé hién tac dong cia RTA 408 dén biéu hién gien dich Nrf2 trong
cac té bao biéu md cubng phdi BEAS-2B. (a) NQO1; (b) HMOXI1; (¢) GCLM; (d)
TXNRDI.

FIG.6a & b thé hién tac dong cia RTA 408 dén cac mirc protein dich Nrf2. (a)
cac té bao SH-SYSY; (b) cac té bao BV2.

FIG.7 thé hién tac dong ciia RTA 408 dén hoat tinh enzym NQO1 trong céc té
bao RAW264.7.

FIG.8 thé hién tac dong ciia RTA 408 dén tdng cac mirc glutathion trong dong
té bao gan AML-12.

FIG.9 thé hién tac dong cia RTA 408 dén kha ning hit WST-1 véi vai tro 1a
chét danh diu cia NADPH.
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FIG.10a—d thé hién tac dong ctia RTA 408 dén biéu hién cua céc gien lién quan
dén tdng hop NADPH. (a) H6PD; (b) PGD; (¢) TKT; (d) MEL.

FIG.11a &b thé hién (a) tic dong ctia RTA 408 dén hoat hoa do TNF-a ciia chét
chi thi enzym luciferaza NF-xB trong dong té bao NIH3T3 & chudt nhét véi kha ning
sdng dugc ctia WST1 va kha nang séng duoc cia WST1/2 xép chéng. (b) hoat héa do
TNF-o ctia mdt chit chi thi enzym luciferaza NF-xB trong dong té bao NIH3T3 &
chudt nhit. P thi thé hién su thay dbi muc do ting twong dbi dudi dang ham s cia

thay d6i logarit v& ham luong cia RTA 408.

FIG.12 thé hién tac dong cua RTA 408 d6i voi su hoat héa do TNF-a ctia mot

cdu triic chét chi thi enzym luciferaza NF-«B.

FIG.13a &b thé hién (a) tac dong ctia RTA 408 dbi véi su hoat hoa do TNF-a
ctia mdt chit chi thi enzym luciferaza NF-kB & dong té bao A549 ciia ngudi voi kha
niang sdng duoc cia WST1 va kha ning séng duogc cia WST1/2 xép chdng; (b) su hoat
héa do TNF-a ctia mdt chat chi thi enzym luciferaza NF-kB & dong té bao A549 cua
ngudi. DS thi thé hién sy thay dbi muc do tang tuong dbi dudi dang ham sé cua thay

ddi logarit vé& ham lwong cia RTA 408.
FIG.14 thé hién tac dong cia RTA 408 dén su phosphoryl héa IkBa do TNF-a.

FIG.15a-d thé hién tac dong cia RTA 408 dén biéu hién gien transaminaza: (a)
ALTI1 (GPT1); (b) ALT2 (GPT2); (c) AST1 (GOT1); (d) AST1 (GOT2). Céc du hoa
thi biéu thi su khéc biét dang ké vé mat théng ké so voi nhom dbi chung (*P < 0,05;

¥*p <0,01).

FIG.16 thé hién tac dong ctia RTA 408 dén cac mirc pyruvat trong cac té bao co

duoc nubdi cdy (*P < 0,05).

FIG.17 thé hién tic dong ciia 63415 trong mdt mau chirng viém gian tiép thong
qua LPS & phdi (% thay dbi & cac xytokin gy viém twong tmng voi su didu tri LPS).
Hop chét 63415 duoc st dung QDx3 tai thoi gian 0, 24, va 48 gid, sau d6 1a LPS mot
gidr sau liéu 63415 cudi cing & chudt nhit BALB/c cai. Cac con vét bi giét 20 gid sau

khi sir dung LPS. BALF duoc kiém tra dé xem biéu hién xytokin gy viém. Hop chit
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63415 lam giam cac xytokin gdy viém theo cach phu thudc vao lidu lugng, véi mirc

giam tdi da 13 tir 50%-80% & TNF—aq, IL-6, va IL-12.

FIG.18a & b thé hién tic dong cua RTA 408 dén ching viém phdi do LPS &
chudt nhit. (a) cac xytokin viém; (b) cac dich Nrf2. RTA 408 dugce st dung cho chudt
nhit BALB/c c4i (n = 10) QDx6 & thoi gian 0, 24, 48, 72, 96, va 120 gid, sau d6 1a
LPS & thoi gian 121 gid véi cac con vat bi giét & thoi gian 141 gid. Biéu hién protein
xytokin giy viém dugc phén tich & BALF. Cac chét danh du sinh hoc Nrf2 dugc phan
tich & phéi. Céac diu hoa thi bidu thi su khac biét dang ké vé mat théng k€ so véi nhom

d6i chimg nude mubi (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001).

FIG.19a &b thé hién tac dong cua 63415 dén su thdm nhiém BALF & chimg
viém phdi do bleomyxin: (a) té bao léng BAL dém dugc; (b) trong luong co thé. Hop
chit 63415 dugc st dung QDx39 vao céc ngdy -10 dén 28 & chudt nhit C57BL/6.
Bleomyxin duoc dua vao ngay 0. Trong luong hang ngay dugc do. S6 té bao BALF
dém dugc khi giét chudt nhit. Sy giam tham nhiém d& gdy viém dang ké dugc quan
sat thiy. Khong c6 su cai thién dang ké nao & diém chirng viém man tinh, xo héa md

k&, hoic sb luong b bénh xo hoa duge quan sat théy.

FIG.20a &b thé hién tac dong ctia RTA 408 dén xo hoa phdi do bleomyxin &
chudt cng: (a) PMN; (b) Hydroxyprolin. Cac ddu hoa thi biéu thi sy khac biét dang ké

vé mat thdng ké so v6i nhom dbi chirng bleomyxin (*P < 0,05).

FIG.21 thé hién tic dong cia RTA 408 dén cac enzym dich Nrf2 & phdi tir
chudt céng bi xo hoa phdi do bleomyxin. Cac ddu hoa thi bidu thi su khac biét dang ké
vé mat théng ké so véi nhoém dbi chimg nude mudi (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P <

0,001).

FIG.22a—e thé hién tac dong cia RTA 408 dén COPD do khéi thudc 14 & chudt
nhit. (a) KC; (b) IL-6; (c) TNF-a; (d) IFN-y; (¢) RANTES. RTA 408 (63415) dugc
thir nghiém véi cac murc liéu luong 13 3 mg/kg (thap), 10 mg/kg (trung binh), va 30
mg/kg (cao). Mot dang turong tu AIM (63355) dugc thir nghiém trong cung nghién ctiru
dé so sanh. Cac d4u hoa thi biéu thi su khac biét dang k& v& mit théng ké so v6i nhom

d6i chung CS.
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FIG.23 thé hién tic dong clia RTA 408 dén cac enzym dich Nrf2 & phdi tir
chudt nhét bi COPD do khoi thudc 14. Cac diu hoa thi biéu thi su khac biét dang ké vé
m3t thdng ké so v&i nhom dbi ching nuée mudi (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P <
0,001). Céc dau chir thap thé hién su khéac biét dang ké vé mit thong ké so véi chudt

nhét phoi nhidm khéi thude va dugc sir dung chét dan thube (*P < 0,05).

FIG.24a-d thé hién cic tac dong clia 63415 (RTA 408) dén trong lugng co thé
& mau chudt nhit BALB/c bi nhiém tring. LPS duoc st dung cho tit ca céc con Vit
vao ngay 0. (a) Trong luong co thé: 63415 (RTA 408); (b) Trong lwong co thé: RTA
405; (c) LPS toan than: % Séng sét: 63415 (RTA 408); (d) LPS toan than: % Sbng sot:
RTA 405. Ca RTA 405 va 63415 (RTA 408) duoc sir dung QDx5 vao cac ngay -2 dén
2. Hop chét 63415 (RTA 408) cai thién su séng sot. Trong lwong co thé dudi dang
ham thoi gian & chudt nhit BALB/c duoc didu tri bing 63415 dong vai tro 1a mau

nhiém trung.

FIG.25 thé hién tic dong cua 63415 trong mét miu viém niém mac miéng do
birc xa. RTA 405 hodc 63415 (RTA 408) dugc str dung BIDx20 vao céc ngay -5 dén -
1 va ngay 1 d&én 15 cho Chudt Vang Xy-ri duc. Chiéu birc xa dién ra vao ngay 0. Cac
diém viém niém mac 14 tir 0 dén 5 duya trén cac biéu hién lam sang (0: hoan toan khoé
manh; 1-2: nhe cho dén ban do nghiém trong; 3-5: cac mac dd loét khac nhau). 63415
da cai thién viém niém mac & mic 30 mg/kg va 100 mg/kg véi su giam loét 1én dén

36%.

FIG.26 thé hién tdc dong clia 63415 dén cam irng gien dich Nrf2 trong nghién
ctru doc tinh & chudt nhit trong 14 ngay & chudt nhit C57BL/6. Cac mRNA cla cac
gien dich Nrf2 dugc danh gia & gan & chudt nhét dugce diéu tri PO QDx14. Sy tang
dang ké trong biéu hién mRNA cho nhidu gien dich Nrf2 dugc quan sat thiy va phu

hop vé6i phoi nhiém mé.

FIG.27a & b thé hién tic dong ctia 63415 dén cam tmg gien dich Nrf2 & gan
chudt cdng: (a) Céc gien dich; (b) Cac nhan t§ didu hoa am tinh. C4c mRNA cia céc
gien dich Nrf2 dugc danh gia & gan cua chudt cong duge diéu tri PO QDx 14.
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FIG.28a & b thé hién tic dong clia 63415 dén céac gien dich Nrf2 & mé cua khi:
(a) Gan; (b) Phéi. C4c mRNA cua cac gien dich Nrf2 dugc danh gia & khi duogc diéu
tri PO QDx14 sir dung cong nghé Panomics QuantiGene® 2.0 Plex.

FIG.29a & b thé hién tac dong cua 63415 dén hoat tinh enzym dich Nrf2 & gan
chudt nhit: (a) hoat tinh NQO1; (b) hoat tinh GST. Hoat tinh enzym dich Nrf2 dugc
danh gid & gan & chudt nhit dugc diéu tri PO QDx14. Céc hoat tinh enzym NQOI va

GST dugc cam tng theo cach phu thude vao lidu lugng.

FIG.30a & b thé hién tac dong ctia 63415 dén hoat tinh enzym dich Nrf2 & gan
chudt cdng: (a) hoat tinh NQO1; (b) hoat tinh GST. Hoat tinh enzym dich Nrf2 dugc
danh gid & gan chudt cong duogc diéu tri PO QDx14. Céc hoat tinh enzym NQOI va

GST dugc cam tng theo cach phy thude vao lidu lugng.

FIG.31a & b thé hién céc tac dong ciia 63415 dén cam ung hoat tinh enzym
dich Nrf2 & cac mo6 khac nhau cua khi cynomolgus: (a) hoat tinh NQO1; (b) hoat tinh
GSR.

FIG.32a & b thé hién ndng dd RTA 408 & gan, phdi va no chudt nhit, va hoat
tinh NQO1 & gan chudt nhit sau 14 ngay sir dung qua dudng miéng hang ngay. (a) Sy
phan phdi mé ciia RTA 408 & chudt nhét sau 14 ngay str dung qua dudng miéng hang
ngay. Dit liéu thé hién gia trj trung binh + SD cua cac ndng dd RTA 408 & md duoc
thu thap 4 gio sau liéu cudi ciing cta cude nghién ciru. Cac con sb phia trén cac cot
bao 13i thé hién gia tri trung binh. (b) Su tuong quan cua ham lugng RTA 408 trong
gan chudt nhit véi hoat tinh enzym NQO1. Ham lwong RTA 408 trong gan chudt nhit

riéng I€ dugc v& so véi hoat tinh enzym riéng 1€ theo bao cdo nay.

FIG.33a & b thé hién néng dd RTA 408 trong huyét turong, gan, phdi, va ndo
chudt céng, va hoat tinh NQO1 & gan chudt cdng sau 14 ngay sir dung qua dudng
miéng hang ngay. (a) Su phan phdi mé cia RTA 408 & chudt cbng sau 14 ngay su
dung qua dudng miéng hang ngay. Dir liéu thé hién gia trj trung binh + SD cua cac
ndng d6 RTA 408 & md duoc thu thap 4 gio sau lidu lugng cudi cling cia cude nghién
ctru. Céc s phia trén cac thanh bao 13i thé hién gia tri trung binh. *Hai gié tri duoc
loai trir khoi sb liéu tinh toan gié tri trung binh do 1a cac gia tri ngoai 1€, dugc dinh

nghia 1 céc gid tri khién cho tap hop dit liéu lam hong thi nghiém chuén tic Shapiro-
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Wilk. (b) Su twong quan cia ham lugng RTA 408 gan chudt céng véi hoat tinh enzym
NQOI. Ham lugong RTA 408 gan chudt céng riéng 1é duogc ve€ so véi hoat tinh enzym
riéng 1& theo bdo cao ndy. Cac md tir nhom liéu lugng 100 mg/kg RTA 408 duge thu
thadp vao ngay 6, va cac doc tinh dugc quan sat trong nhom nay loai trir cac danh gia

NQOI1 enzym hoat tinh cua gan.

FIG.34a & b thé hién tac dong cia viéc xu ly 63415 dén su hoat héa Nrf2 &
PBMC cua khi: (a) PBMC NQO1 so véi Nong d6 Huyét tuong; (b) NQO1 & phdi so
véi PBMC NQOIL.

FIG.35 thé hién tém lugc nghién ctru dc tinh & khi trong nghién cttu doc tinh &
khi kéo dai 14 ngay st dung hop chét 63415. Tét ca cac liéu lvong udng duge tot ma
khong c6 cac ddu hiéu 1am sang bét loi. Di liéu héa hoc 1am sang khong cho thiy doc

tinh rd rang nao.

FIG.36 thé hién tac dong cla thoi gian dinh liu dén ndng d6 huyét tuong cia
RTA 408 sau khi sir dung cuc bd qua miéng va mit. Nong d6 huyét tuong cia RTA
408 ciing dugc do sau 5 ngay sir dung cuc bd qua mét hang ngay RTA 408 va duoc

x4c dinh 1a vAn kha phii hop véi céc gia tri do c6 dugc sau ngay dau tién.

FIG.37a & b thé hién sy twong quan cla viéc phoi nhifm RTA 408 & huyét
tvong khi véi mRNA biéu hién NQO1 va SRXNI1 & cac PBMC: (a) NQOI; (b)
SRXNI1.

FIG.38 thé hién ndng d6 RTA 408 & cic md hoidc chdt 1ong khac nhau trong
miét duéi dang ham thoi gian sau 5 ngay dinh lidu cuc bd cho mit. Nong do RTA 408

trong huyét twong cfing dugc do sau khi sir dung cuc bd qua mit.

FIG.39 thé hién tac dong ctia RTA 408 dén ty 1& méic chimg viém da cip do 3
gdly ra boi phoi nhidm birc xa cip tinh v6i cac ndng do khac nhau cia RTA 408 dugc

str dung cuc bd.

FIG.40 thé hién tac dong ctia RTA 408 dén ty 18 méc chimg viém da cdp do 2
gdy ra béi phoi nhim birc xa cép tinh trong thoi gian diéu tri 12 30 ngdy véi cac ndng

dd khac nhau ctia RTA 408 duoc sir dung tai chd.
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FIG.41 thé hién tac dong cia RTA 408 dén ty 1& mic méi ching viém da cdp do
2 ghy ra béi phoi nhiém birc xa cdp tinh trong thai gian diéu tri 14 28 ngay voi céc

ndng d khac nhau ctia RTA 408 duoc sit dung qua dudng miéng.

FIG.42a &b thé hién(a) khu vuc phia du6i phin phan tich dudng cong diém 1am
sang cua chimg viém da dudi dang ham thoi gian cho mdi trong sb cac nhom dbi
ching khac nhau gém tAt ca cac con vat dugc sir dung trong cudc thir nghiém; (b) khu
vuc phia dudi phan phan tich duong cong diém 1am sang cia ching viém da dudi
dang ham thoi khoang clia diém d6 cho mdi trong sb cic nhom dbi chimg khéc nhau

chi gdm cac con vét d3 hoan thanh toan bd 30 ngay trong thtr nghiém.

FIG.43 thé hién diém mu thir nhét trung binh cia chimg viém da do birc xa cip
tinh du6i dang ham thoi gian chi cho chét dan thudc khong duoc xir 1y, khong duoc xir
Iy ma khong phoi nhiém birc xa, va ba lugng RTA 408 cho qua dudng miéng & muc 3,
10, va 30 mg/kg. Diém ching viém da duva trén thang diém ma 0 13 hoan toan khoé
manh, 1-2 thé hién ddu hiéu ban d6 nhe cho dén vira phai véi biéu hién tréc vay & mirc
thdp nhat cho dén nhe, 3-4 thé hién d4u hidu ban do vira phai cho dén nghiém trong va

bicu hién tréc vay, va 5 thé hién su loét thuc su.

FIG.44 thé hién diém trung binh cta chimng viém da do birc xa cdp tinh dudi
dang ham thoi gian chi véi chat dan thube khong duoc xir 1y, khong dugc xur ly ma
khong phoi nhi€ém birc xa, va ba lugng RTA 408 cho qua duong miéng ¢ mirc 3, 10,
va 30 mg/kg dugc do cir hai ngdy mét 14n tir ngay 4 dén ngay 30. Piém chimng viém da
dya trén thang diém ma 0 13 hoan toan khoé manh, 1-2 thé hién ddu hiéu ban d6 nhe
cho dén vira phai v6i biéu hién tréc vay & mire thip nhat cho dén nhe, 3-4 thé hién déu
hiéu ban dé vira phai cho dén nghiém trong va biéu hién tréc vay, va 5 thé hién su loét

thuc su.

FIG.45 thé hién diém trung binh cua chimg viém da do birc xa cép tinh dudi
dang ham thoi gian chi véi chit din thudc khéng duoc xit ly, khong dwgc xir Iy ma
khong phoi nhiém birc xa, va ba lugng RTA 408 st dung cuc bd ¢ mire 0,01%, 0,1%,
va 1% dugce do ctr hai ngady mét lan tir ngay 4 dén ngay 30. Diém chimg viém da dua
trén thang diém ma 0 1a hoan toan khoé manh, 1-2 thé hién d4u hiéu ban do6 nhe cho

dén vira phai v4i bi€u hién tréc vay & muc thiap nhat cho dén nhe, 3-4 thé hién dau
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hi€u ban d6 vira phai cho dén nghiém trong va biéu hién tréc vay, va 5 thé hién su loét

thuc su.

FIG.46 thé hién cac diém 1am sang cua chimg viém da do buc xa phan doan
dugc vE so voi va nhitng thay ddi & diém ching viém da cho mdi nhém thir nghiém.
Piém chung viém da dya trén thang diém ma 0 14 hoan toan khoé manh, 1-2 thé hién
diu higu ban d6 nhe cho dén vira phai véi biéu hién troc vay & muc thip nhit cho dén
nhe, 3-4 thé hién déu hiéu ban d6 vira phai cho dén nghiém trong va biéu hién tréc

vay, va 5 thé hién sy loét thuc su.

FIG.47 1a biéu d6 phan tich AUC thé hién diém chimg viém da (su nghiém
trong x ngdy) cho mdi trong sb cac nhom thir nghiém qua toan bo thoi ky quan sat.
Cac diém chimg viém duoc danh gia hai ngay mét 14n tir ngay 4 dén ngay 30 ciia cude

nghién ctru.

FIG.48a & FI1G.48b 1a (a) biéu db kha ning hit & 595 nm cho dong té biao ung
thu tuyén tién liét dugc diéu tri LNCaP thé hién tac dong doc hai té bao twong ddi trén
cac té bao duogc diéu tri béng tdc nhan héa hoc tri liéu va RTA 408 so véi chi riéng
RTA 408; (b) biéu dd kha nang hiit & 595 nm cho dong té bao ung thu tuyén tién liét
dugc diéu trj DU-145 thé hién tac dong doc hai té bao tuong dbi trén cac té bao duoc

diéu tri béng tdc nhan hoa hoc tri liéu va RTA 408 so véi chi riéng RTA 408.

FIG.49 14 cac ban den tring cia cac anh mau cta chudt nhit duge chiéu chup
thé hién hoat tinh luciferaza cua cac khdi u cho ba con chudt nhit: mot con vat ddi
chung khong dugce diu tri, mot con VAt chi chiu bic xa ion hoéa (liéu don 1¢, 18 Gy),
va mot con vat chiu birc xa ion hoa (liéu don 1&, 18 Gy, ngay 0) va RTA 408 (17,5
mg/kg trong mang bung, mét 1an hang ngay vao cic ngay -3 dén -1, sau dé la cac lidu
don 1é vao cac ngay 1, 3, va 5). Cac mau duoc biéu thi bdi cac miii tén thé hién cuong
do, trong d6 cac cuong d6 dugce thé hién béng mau do, vang, xanh luc, va xanh lo theo

thir tyr tlr cudng d cao nhit dén cuong do thap nhét.

FIG.50 thé hién sy gidm cac ndng do protein thé dich nude cho céc ché phdm
khéc nhau ctia RTA 408 (c4c cdt sAm) so v&i cac gia tri theo tai liéu cho MaxiDex®

(0.1% dexamethason) va mapracorat (cic cdt sang) sau khi tién hanh choc hut.
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FIG.51 thé hién viéc ngin chin NO in vivo phy thudc vao liéu lugng béng
63415. Chudt nhit CD-1 (n = 6) dugc cho ubng DMSO hoic AIM theo lidu bing cach
nhdi éng qua miéng. LPS (5 mg/kg) dugc sir dung 24 gid sau d6. 24 gid sau khi cho
LPS, toan bd mau dugc thu thap cho phén tich NO. Uc ché NO dugc xé4c dinh bai

Phan tig Griess tir huyét twong khir protein giam di.

FIG.52 thé hién su phan phdi rong rai 63415 (RTA 408) vao cdc md chudt nht,
Chuot nhit dugc dinh lidu PO QDx3 vdi 25 mg/kg 63415 (RTA 408) hodc 25 mg/kg
RTA 405. Mau (huyét trong va toan bd mau) va cac md (ndo, gan, phdi, va thin) dugc
thu thap 6 gid sau liéu cudi ciing.Viéc phan tich ban dinh lwong ham lugng thude dugc

thuc hién. Cac mirc dédng ké dugc quan sat thiy & CNS.

FIG.53 thé hién su cam (mg NQO1 & gan chudt nhét, phdi, va than boi 63415,
Chudt nhét dugc dinh lidu PO QDx3 véi 25 mg/kg. Cac mo dugce thu thip 6 gio sau
lidu cudi cling, va sy phén tich hoat tinh NQO1 duge thuc hién. Hoat héa c6 y nghia

cia NQO1 dugc quan sat thay trong nhiéu mo.

FIG.54 thé hién vin tit nghién ctru doc tinh & chudt nhit kéo dai 14 ngay st
dung hop chét 63415. Chuét nhit C57BL/6 dugc dinh lidu PO QDx14. Céac diém dau
nut bao gdm su séng sét, trong luong, va hoa hoc 14m sang. Tt ca céc con vt séng s6t
dén ngay 14. Khéng c6 su thay ddi dang ké nao vé trong luong xay ra ddi véi nhom
chét dén thudc, va khong c6 ddu hiéu cia doc tinh & bat ky liéu lugng ndo dya trén héa

hoc 1am sang.

FIG.55 thé hién sy phan phdi md 63415 tir nghién ctru doc tinh & chudt nhét
trong 14 ngdy & chudt nhit C57BL/6. Cac mau ndo, phdi, va gan dugc thu thap 4 gior
sau liéu cudi cing va dugce dinh lugng cho ham lugng 63415 sit dung phuong phap
LC/MS/MS nhay cam. Céc phoi nhiém & mic 10 va 100 mg/kg & phdi vugt quéa ICse
in vitro cho cam ng NO twong tmg 13 55 1dn va 1138 14n. Phoi nhiém & mirc 10 va
100 mg/kg trong ndo vuot qua ICso in vitro cho cam ung NO twong ng 1a 29 14n va
541 lan.

FIG.56 thé hién sy phan phéi mé hop chit 63415 & chudt Sprague Dawley. Cac
md dugc thu thap bbn gior sau khi dinh liéu 1dn cudi vao ngdy 14 hodc ngay 6 (100

mg/kg), dugc tich chiét, va dugc dinh lwong cho ham lrong 63415 st dung phuong
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phap LC/MS/MS nhay cam. Hop chét 63415 phan phdi chuin vao cac mé dich. Cac
phoi nhiém & mirc 10 mg/kg & phdi va ndo vuot qua ICso in vitro dé wrc ché NO tudng

ng 1a 294 1an va 240 lan.

FIG.57 thé hién sy phan phdi mé dich hop chét 63415 & khi cynomolgus. Cac
md dugc thu thap bdn gid sau khi dinh liéu 1dn cudi vao ngay 14. Ham luong hop chét
63415 dugc tach chiét va duoc dinh lugng s dung phuong phap LC/MS/MS nhay

cam.

FIG.58 thé hién phd FT-Raman (3400-50 cm™) ctia mau PP415-P1 tuong Ung
véi dang vo dinh hinh (Nhom 1).

FIG.59 thé hién mAu hinh PXRD (1,5-55,5 °26) ctia miu PP415-P1 trong tmg
vdi dang vo dinh hinh (Nhom 1),

FIG.60 thé hién nhiét @5 TG-FTIR (25-350 °C) cua mau PP415-P1 twong ung
voi dang vo dinh hinh (Nhom 1).

FIG.61 thé hién phd 'H-NMR & DMSO-ds ctia miu PP415-P1 twong img véi
dang v6 dinh hinh (Nhém 1).

FIG.62 thé hién biéu dd nhiét DSC ciia miu PP415-P1 tuong img véi dang vo
dinh hinh (Nhém 1).

FIG.63 thé hién biéu dd déng nhiét DVS cia miu PP415-P1 twong (g vdi
dang v0 dinh hinh (Nhom 1).

FIG.64 thé hién phd FT-Raman clia mau PP415-P1 twong g v&i dang v6 dinh
hinh (Nhém 1), sau khi két qua do DVS (trén dinh) khéng bi thay ddi so véi nguyén
liéu trudc khi do DVS (dudi day). Cac phd da dwoc chia ty 1& va dich chuyén theo

huéng y vi muc dich so sanh.

FIG.65 thé hién miu hinh PXRD cta mau PP415-P1 tuong ung voi dang vo
dinh hinh (Nhém 1), sau khi két qua do DVS (trén dinh) khong bi thay ddi so v&i tai
liéu truge khi do DVS (duéi ddy). Cac miu hinh da khong duoc chia theo ty 1é nhung

duoc dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.
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FIG.66 thé hién mau hinh PXRD ctia mau PP415-P40 (trén dinh) tuong ng vai
mau hinh cia dang solvat (Nhém 2) (duéi day, mau PP415-P19). Cac mau hinh da

duoc chia ty 16 va dich chuyén theo huéng y vi muc dich so sanh.

FIG.67 thé hién cac miu hinh PXRD cia cac mau én dinh PP415-P2a (trén
dinh), PP415-P3a (thr 2 tir dinh), PP415-P4a (& gitra), va PP415-P5a (thir 2 tir dudi
day) tuong ing véi dang v6 dinh hinh (Nhém 1), sau mét tudn khong cho thay su khac
biét ndo so v&i nguyén lidu ban diu & diém thoi gian to (dudi day, mau PP415-P1).
Céac mau hinh khong dugc chia ty 1¢ nhung dich chuyén theo huéng y vi muc dich so
sénh.

FIG.68 thé hién cdc mau hinh PXRD cua céc mau n dinh PP415-P2b (trén
dinh), PP415-P3b (tha 2 tir dinh), PP415-P4b (& giira), va PP415-P5b (thir 2 tir dudi
day) tuong tmg v6i dang vo dinh hinh (Nhém 1), sau khi hai tudn khong cho théy su
khac biét ndo so véi nguyén liéu ban diu & diém thoi gian to (dudi day, miu
PP415-P1). Cdc mu hinh khong dugc chia ty 1é nhung dich chuyén theo huéng y vi

muc dich so sanh.

FIG.69 thé hién cac mdu hinh PXRD cta cdc miu én dinh PP415-P2c¢ (trén
dinh), PP415-P3c¢ (thir 2 tir dinh), PP415-P4c¢ (& gitra), va PP415-P5c (thir 2 tir dudi
day) tuong Gng v6i dang vo dinh hinh (Nhém 1), sau khi bén tudn khéng cho thdy su
khac biét nio so véi nguyén liéu ban diu & diém thoi gian to (dudi day, mau
PP415-P1). Cac mau hinh khéng dugc chia ty 1& nhung dich chuyén theo huéng y vi

muc dich so sanh.

FIG.70 thé hién céc phd FT-Raman (2400-50 cm™) cta cic miu cua dang
solvat (Nhom 2) (PP415-P7: dinh; PP415-P8: thir 2 tir dinh; PP415-P9: thir 3 tir dinh;
PP415-P10: thir 4 tir dinh; PP415-P11: & gitta; PP415-P15: thtr 4 tir dudi day; PP415-
P17: thi 3 tir dudi ddy; PP415-P21: thir 2 tir dudi day; PP415-P24: dudi day). Cac phé)

da dugce chia ty 1& va dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.

FIG.71 thé hién phd FT-Raman (1750-1000 cm™) cta dang solvat (Nhom 2)
(PP415-P7: dinh) khac biét mot cach rd rang so véi phd cia dang vo dinh hinh (Nhém
1) (PP415-P1: dudi ddy). Céc phd dd duoc chia ty 18 va dich chuyén theo huéng y vi

muc dich so sanh.
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FIG.72 thé hién cac phd FT-Raman (1750-1000 cm!) cta nhém 2 (miu PP415-
P19: dinh), nhém 3 (méu PP415-P6: thr 2 tir dinh), nhém 4 (miu PP415-P13: thi 2 tir
duéi ddy), va nhém 5 (miu PP415-P14: duéi day) khac nhau dang ké. Cac phd da

dugc chia ty 1& va dich chuyén theo huéng y vi muc dich so sanh.

FIG.73 thé hién cdc mau hinh PXRD (2-32 °20) ciia cic miu clia dang solvat
(Nhém 2) (PP415-P7: dinh; PP415-P8: tht 2 tir dinh; PP415-P10: th 3 tir dinh;
PP415-P15: thir 4 tir dinh; PP415-P17: & gitra; PP415-P18: thir 4 tir dudi day; PP415-
P19: tht 3 tir du6i ddy; PP415-P21: thir 2 tir dudi day; PP415-P24: dudi day). Cac

mAu hinh d4 duoc chia ty 1¢ va dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.

FIG.74 thé hién cac miu hinh PXRD (11-21 °26) cia mdt sé miu cta dang
solvat (Nhém 2) (PP415-P7: dinh; PP415-P8: thir 2 tir dinh; PP415-P10: & giita;
PP415-P21: thr 2 tur dudi day; PP415-P24: duéi day). Cac mAu hinh d3 dugc chia ty 1€

va dich chuyén theo huéng y vi muc dich so sanh.

FIG.75 thé hién cac miu hinh PXRD (2-32 °26) cua nhom 2 (mAu PP415-P19:
dinh), nhém 3 (mu PP415-P6: thir 2 tir dinh), nhém 4 (mau PP415-P13: thir 2 tir dudi
day), va nhém 5 (miu PP415-P14: duéi day) khac nhau rd rang. Cac miu hinh da

duoc chia ty 16 va dich chuyén theo huéng y vi muc dich so sanh.

FIG.76 thé hién nhiét dd TG-FTIR ctia mau PP415-P7 tuong ung voi mot dang
solvat (Nhom 2).

FIG.77 thé hién nhiét d6 TG-FTIR cia miu PP415-P21 twong ung v6i mot
dang solvat (Nhom 2).

FIG.78 thé hién nhiét dd TG-FTIR ctia mau PP415-P24 tuong tmg v6i mot
dang solvat (Nhom 2).

FIG.79 thé hién nhiét d6 TG-FTIR ciia mau PP415-P29 tuong {mg voi mot
dang solvat (Nhém 2).

FIG.80 thé hién nhiét d6 TG-FTIR cta miu PP415-P47 tuong img v6i mot
dang solvat (Nhom 2).
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FIG.81 thé hién nhiét dd TG-FTIR ctiia miu PP415-P48 tuong mg v6i mot
dang solvat (Nhom 2).

FIG.82 thé hién cac phd FT-Raman (1800-700 cm!) ctia dang solvat (Nhém 2)
(duéi day, miu PP415-P7) va clia dang solvat khd (Nhém 2) (dinh, miu PP415-P30)
la trong tu va chi thé hién nhitng khac biét nho hiu nhu khéng phan biét duoc trong

biéu dd. Cac phd duge chia ty 16 vi muc dich so sanh.

FIG.83 thé hién médu hinh PXRD cua dang solvat kho (Nhém 2), mau
PP415-P30 (trén dinh) so v6i mdu hinh cta dang solvat (Nhém 2), miu PP415-P7
(dudi dy). Cac miu hinh khong dugc chia ty 18 nhung dich chuyén theo huéng y vi

muc dich so sanh.

FIG.84 thé hién nhiét d6 TG-FTIR ctia mdu PP415-P30 dugc sy khd twong

ung véi mot dang solvat (Nhom 2).

FIG.85 thé hién phd FT-Raman cia miu PP415-P18 kho (hoi xam) gibng véi
phd cia miu PP415-P15 géc (x4m sim) 13 twong tu va chi thé hién nhimg khac biét
nhd hau nhu khéng phén biét duoc trong bidu db. Cac phd da dugc chia ty 16 vi muc

dich so sanh.

FIG.86 thé hién mAu hinh PXRD ctia miu PP415-P18 kho (trén dinh) thé hién
nhitng khéc biét nhé so véi miu hinh ciia miu PP415-P15 gbc (dudi ddy), cho du c6
ci hai dang solvat (Nhém 2). Cac miu hinh da dugc chia ty 18 va dich chuyén theo

huéng y vi muc dich so sanh.

FIG.87 thé hién nhiét dd TG-FTIR cuia miu PP415-P18 tuong ng vadi mot
dang solvat (Nhom 2).

FIG.88 thé hién phd FT-Raman cta miu PP415-P17 (trén dinh) gan gibéng véi
cic phd cac miu PP415-P19 kho (& giita) va PP415-P32 (dudi day) va chi thé hién
nhitng khac biét nhé hau nhu khéng phéan biét dugc trong bidu db. Cac phd da dugc

chia ty 18 va dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.

FIG.89 thé hién mdu hinh PXRD ctia mau PP415-P19 khé (& giita) khac véi

mau hinh ca miu PP415-P17 gdc (trén dinh) nhung van turong tng véi dang nhom 2.
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M4u hinh cia miu dugc sdy khé thém PP415-P32 (duéi day) thé hién réng hon cic
dinh véi ty 1& S/N thap hon. Nguyén lidu it két tinh hon, nhung van twong mg véi
dang nhém 2. Cac mau hinh d& dugc chia ty 1¢ va dich chuyén theo huéng y vi muc

dich so sanh.

FIG.90 thé hién nhiét dd TG-FTIR ctia mdu PP415-P19 twong (ng véi mot
dang solvat (Nhom 2).

FIG.91 thé hién nhiét dd TG-FTIR ctia miu PP415-P32A tuong (mg véi mot
dang solvat (Nhom 2).

FIG.92 thé hién phd FT-Raman ctia miu PP415-P21 (trén dinh) giéng véi cac
phd clia cic mau kho PP415-P28 (& giita) va PP415-P34 (dué6i day). Cac phd da dugc

chia ty 1€ va dich chuyén theo huéng y vi muc dich so sanh.

FIG.93 thé hién cac mau hinh PXRD ciia cac miu kho PP415-P28 (& giita) va
PP415-P34 (dudi day) thé hién cac dinh réng hon véi ty 18 S/N thép hon, bidu thi do
két tinh thp hon ctia cic mau so véi miu hinh cia mau gbc PP415-P21 (trén dinh).
Céac miu hinh hoi khac nhau nhung vén tuong tng véi dang nhém 2. Chung da dwoc

chia ty 1& va dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.

FIG.94 thé hién nhiét d5 TG-FTIR ctia mAu kho PP415-P28 tuong ng véi mot
dang solvat (Nhom 2).

FIG.95 thé hién nhiét dd TG-FTIR ctia miu kho PP415-P34 tuong tng véi mot
dang solvat (Nhom 2).

FIG.96 thé hién cac phd FT-Raman (2400-50 ecm™) cta cac miu cua dang
solvat (Nhom 3) (PP415-P6: dinh; PP415-P12: & giita; PP415-P20: dudi day). Céc phd

da dugce chia ty 1& va dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.

FIG.97 thé hién cac phd FT-Raman (1750-1000 cm™') ciia cac miu ciia dang
solvat (Nhém 3) (PP415-P6: dinh; PP415-P12: thir 2 tir dinh; PP415-P20: thir 2 tir
duéi day) rat twong tu nhau chi c6 nhitng khéac biét nho, vi du nhu, & ~1690 cm’!,
nhung khéc nhau rd rang so v6i nhom 1 (PP415-P1: duéi day). Cac phd da duoc chia

ty 1& va dich chuyén theo huéng y vi muc dich so sanh.
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FIG.98 thé hién cac mAu hinh PXRD (2-32 °260) cua cic mu cua dang solvat
(Nhom 3) (PP415-P6: dinh; PP415-P12: & gitta; PP415-P20: dudi day). Cac mau hinh

da duge chia ty 18 va dich chuyén theo huéng y vi muc dich so sanh.

FIG.99 thé hién cdc miu hinh PXRD (13,5-18,5 °20) clia cidc miu cla dang
solvat (Nhém 3) (PP415-P6: dinh; PP415-P12: & giira; PP415-P20: dudi day) thé hién
nhitng khac biét nhé. Cac miu hinh da dugc chia ty 18 va dich chuyén theo huéng y vi

muc dich so sanh.

FIG.100 thé hién nhiét &6 TG-FTIR cia miu PP415-P6 tuong ung v6i dang
solvat (Nhom 3).

FIG.101 thé hién nhiét d6 TG-FTIR cua mau PP415-P12 twong img véi dang
solvat (Nhom 3).

FIG.102 thé hién nhiét d6 TG-FTIR cua dang solvat kho (Nhém 3), miu
PP415-P25.

FIG.103 thé hién nhiét d6 TG-FTIR cuia dang solvat duoc siy khé thém (Nhom
3), miu PP415-P33.

FIG.104 thé hién cac phé FT-Raman (1800-700 cm™) ctia dang solvat (Nhém 3)
(dinh, miu PP415-P6), cuia dang solvat khd (Nhom 3) (gitra, mau PP415-P25), va cua
dang solvat dugc sdy kho thém (Nhom 3) (duéi day, mdu PP415-P33) gidng nhau. Cac

phé da duogc chia ty 1€ va dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.

FIG.105 thé hién cic mau hinh PXRD (4-24 °20) cta dang solvat (Nhém 3)
(dinh, mau PP415-P6), cua dang solvat khé (Nhom 3) (giira, mau PP415-P25), va cia
dang solvat dugc siy khé thém (Nhém 3) (duéi day, mau PP415-P33). C4c miu hinh

da dugc chia ty 1& va dich chuyén theo huéng y vi muc dich so sanh.

FIG.106 thé hién nhiét dd TG-FTIR ciia miu PP415-P13 tuong tmg véi mot

dang solvat axetonitril (Nhom 4).

FIG.107 thé hién cac phd FT-Raman (1800-700 cm’') cua dang solvat

axetonitril (Nhém 4) (x4m sam, mau PP415-P13) va cia nguyén liéu dugc siy khé cua
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mdt dang solvat axetonitril (Nhom 4) (hoi xam, mau PP415-P26) gibng nhau va xép

chéng hoan toan. Cac phé da dugc chia ty 1€ cho cac muc dich so sanh.

FIG.108 thé hién mu hinh PXRD cia dang solvat axetonitril kh6 (Nhom 4),
mau PP415-P26 (duéi day), so v6i maiu tham chiéu cia dang solvat axetonitril (Nhém
4), mau PP415-P13 (trén dinh). Cac miu hinh da khéng dugc chia theo ty 16 nhung

dugc dich chuyén theo huéng y cho cac muc dich so sanh.

FIG.109 thé hién nhiét @ TG-FTIR cta dang solvat axetonitril khd (Nhém 4),
maiu PP415-P26.

FIG.110 thé hién cic phd FT-Raman (1800-700 cm™) cua dang solvat
axetonitril (Nhém 4) (dinh, miu PP415-P35), va clia dang solvat axetonitril kho
(Nhom 4) (gitra, mau PP415-P36 va duéi day, mau PP415-P37) twong tng v6i nhau.

Céc phd da dugc chia ty 1¢ va dich chuyén theo hudng y cho cac muc dich so sanh.

FIG.111 thé hién cac miu hinh PXRD (4-24 °26) cia dang solvat axetonitril
(Nhém 4) (dinh, mau PP415-P35) va cta dang solvat axetonitril khd (Nhom 4) (gitta,
mau PP415-P36 va duéi day, miu PP415-P37) phi hop véi nhau. Cac miu hinh da

dugc chia ty 1¢ va dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.

FIG.112 thé hién nhiét d6 TG-FTIR cua dang solvat axetonitril khd (Nhom 4),
mau PP415-P36.

FIG.113 thé hién nhiét @0 TG-FTIR cia dang solvat axetonitril khé (Nhom 4),
miu PP415-P37.

FIG.114 thé hién biéu dd déng nhiét DVS cua dang solvat axetronitril loai bo
solvat (Nhém 4) mau PP415-P37).

FIG.115 thé hién miu hinh PXRD cia miu PP415-P37, mét dang solvat
axetonitril (Nh6m 4) sau khi do DVS (duéi day) khong bi thay dbi so véi nguyén liéu
trude khi do DVS (trén dinh). Cac miu hinh da khong dugc chia theo ty 1€ nhung dich

chuyén theo huéng y vi muyc dich so sénh.

FIG.116 thé hién biéu d6 nhiét DSC cua dang solvat axetronitril loai bd solvat
(Nhém 4) (mAu PP415-P37).
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FIG.117 thé hién biéu dd nhiét DSC mdt hdn hop theo ty 1& ~1:1 ciia dang v
dinh hinh (Nhém 1), miu PP415-P1, c6 dang solvat axetronitril loai bé solvat (Nhém
4), miu PP415-P36.

FIG.118 thé hién biéu db nhiét DSC mot hdn hop theo ty 1& ~1:1 cia dang vo
dinh hinh (Nhém 1), mau PP415-P1, véi dang solvat axetronitril loai bo solvat (Nhém
4), mau PP415-P36 (s thi nghiém: PP415-P39). Viéc quét nhiét (Budc 1) tam ngung
trong 30 phiit & nhiét d6 173°C (Budc 2) va sau d6 bat dau lai (Budc 3).

FIG.119 thé hién nhiét dd TG-FTIR cia miu PP415-P14 tuong tmg véi mot
dang solvat THF (Nhém 5).

FIG.120 thé hién cac phd FT-Raman (1800-1100 cm™') cia mdt dang solvat
THF (Nhom 5) (duong dit nét, mau PP415-P14), nguyén liéu dugc siy kho cua mot
dang solvat THF (Nhém 5) (dudng chim, mau PP415-P27), va cla dang v6 dinh hinh
(Nhém 1) (dudng nét dam, mau PP415-P1). Cac phd da dugc chia ty 1€ vi muc dich so
sanh va cho thdy nhing thay ddi nho trong do 16n nhung it thay dbi tvong ung trong

dang phé.

FIG.121 thé hién mAu hinh PXRD cua dang solvat THF khé (Nhém ), méu
PP415-P27 (trén dinh) so v6i miu hinh cia dang solvat THF (Nhém 5), miu PP415-
P14 (duéi day). Cac mau hinh di khong duge chia theo ty 18 nhung dich chuyén theo

hudéng y vi muc dich so sanh.

FIG.122 thé hién nhiét dd TG-FTIR ciia mdu PP415-P27 tuong ng v6i mot
solvat THF kho (Nhoém 5).

FIG.123 thé hién mAu hinh PXRD ctia miu PP415-P41 (trén dinh) twong Gng
v6i mau hinh cia dang solvat THF (Nhém 5) (gitta, mdu PP415-P14) va khong twrong
Ung v6i mau hinh ctia dang solvat heptan, (Nhém 2) (dudi day, miu PP415-P19). Céc

mau hinh da dugc chia ty 1€ va dich chuyén theo huéng y cho cac myc dich so sénh.

FIG.124 thé hién mau hinh PXRD cta miu PP415-P45 (trén dinh) tuong Ung
voi mau hinh clia dang solvat THF (Nhém 5) (gitta, miu PP415-P14) va khéong tuong
ing v6i mau hinh cta dang solvat heptan (Nhém 2) (dudi day, miu PP415-P19). Cac

mau hinh di dugc chia ty 1& va dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.
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FIG.125 thé hién miu hinh PXRD cta miu PP415-P41 (trén dinh) tuong ng
v6i mot dang solvat THF (Nhém 5). Sau khi sdy kho méu PP415-P41 trong 1 ngay
(th@ 2 tir dinh, mAu: PP415-P44), nguyén liéu chu yéu 12 v6 dinh hinh. Vin con mét sb
dinh rong véi cuong dd thp. Sau khi tiép tuc sby kho qua dém (thir 2 tir dudi day, mau
PP415-P44a), cudong 49 cia cac dinh rong nay tiép tuc gidm di. Dang v6 dinh hinh
(Nhém 1) dugc thé hién duéi dang tham chiéu (duéi day, miu: PP415-P42). Céc miu
hinh da khong dugc chia theo ty 1& nhung dich chuyén theo hudng y vi muyc dich so

sanh.

FIG.126 thé hién nhiét 6 TG-FTIR cua mAu PP415-P44a tuong tmg véi dang
vd dinh hinh (Nhom 1).

FIG.127 thé hién mdu hinh PXRD ctia miu PP415-P45 (trén dinh) tuong ung
v6i mot dang solvat THF (Nhém 5). Sau khi siy kho miu PP415-P45 trong 1 ngay
(thtr 2 tr dinh, m3u PP415-P46), nguyén liéu chu yéu 14 vo dinh hinh. Vin con mot sb
dinh rong véi cudng do thip. Sau khi tdng 4 ngay séy kho (thw 2 tir dudi ddy, mau
PP415-P46a), mau hinh giit nguyén khong d6i. Dang v6 dinh hinh (Nhém 1) dugc thé
hién du6i dang tham chiéu (dudi day, miu PP415-P42). Cac m3u hinh da khong dugc

chia theo ty 1€ nhung dich chuyén theo huéng y vi muc dich so sénh.

FIG.128 thé hién nhiét d6 TG-FTIR ctia miu PP415-P46a tuong tmg véi dang
v dinh hinh (Nhom 1).

FIG.129 thé hién mau hinh PXRD ciia m3u PP415-P42 (trén dinh) tuong ung
v6i mu hinh cia dang vé dinh hinh (Nhém 1) (du6i day, miu PP415-P1). C4c méu

hinh da dugc chia ty 1€ va dich chuyén theo huéng y vi muc dich so sanh.

FIG.130 thé hién miu hinh PXRD ctia miu PP415-P43 (trén dinh) tuong ng
v6i miu hinh cia dang solvat ding cidu (Nhom 2) (dudi day, mau PP415-P19) va
khong twong tmg v6i mau hinh ciia dang solvat THF (Nhom 5) (gitra, miu PP415-
P14). Cac mau hinh da dugc chia ty 16 va dich chuyén theo hudéng y vi muc dich so

sanh.

FIG.131 thé hién cic mAu hinh PXRD cua cdc miu PP415-P47 (trén dinh) va

PP415-P48 (& giita) co ban twong ung véi méiu hinh cia cic dang solvat ding céu
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(Nhém 2) (duéi day, mau PP415-P19), mic di c6 mét sd diém khéc biét. Cac miu

hinh d4 dugc chia ty 1& va dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.

FIG.132 thé hién miu hinh PXRD ciia miu PP415-P49 (trén dinh) twong ung
v6i miu hinh ctia dang vé dinh hinh (Nhém 1) (duéi day, mau PP415-P1). Cac miu
hinh da dugc chia ty 1€ va dich chuyén theo hudng y vi muc dich so sanh.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché nay dé xuét, trong mot khia canh, hop chit:
N-((4aS,6aR,6bS,8aR,12aS,14aR,14bS)-11-xyano-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptametyl-
10,14-dioxo-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,7,8,82,9,10,12a,14,14a,14b-octadecahydropixen-4a-
y1)-2,2-diflopropanamit,
ma & day cling dugc goi 1a RTA 408, 63415, hodc PP415. Theo céc khia canh khong
gi6i han khac, sang ché nay ciing dé xuét cac hop chit dang da hinh néu trén, gdm cac
solvat clia chiing. Theo céc khia canh khong giéi han khéc, sang ché ciing dé xuét cac
mubi duge dung ciia ching. Theo cac khia canh khong gi6i han khac, sang ché ciing
dé xuét cac phuong phap didu ché, cac duge phim, va céc bo kit va cac vat phim san

xuit bang cac hop chit nay va cac hop chit dang da hinh cua ching.

L. Céc dinh nghia

Khi duoc sir dung trong ngir canh ctia mdt nhém hoéa hoc: “hydro” nghia la —H;
“hydroxy” nghia la —OH; “oxo” nghia la =0; “cacbonyl” nghia la —C(=0)—;
“cacboxy” nghia la —~C(=0)OH (ciing dugc viét 14 —COOH hodc —CO2H); “halogen”
nghia doc lap 1a —F, —Cl, —Br hodc —I; “amino” nghia 1a “NH; “hydroxyamino” nghia
la -NHOH; “nitro” nghia 1a —NO»; “imino” nghia la =NH; “xyano” nghia 1a —CN;
“isoxyanat” nghia 12 “N=C=0; “azido” nghia 12 —N3; trong trudong hgp hoéa tri mot
“phosphat” nghia 1a —OP(O)(OH), hodc mét dang loai bo mot proton ciia nd; trong
truong hop hoa tri hai, “phosphat” nghia 1a —OP(O)(OH)O— ho#c mét dang loai bd
mQt proton cuia nd; “mercapto” nghia la —SH; va “thio” nghia Ia =S; “sulfonyl” nghia
1a —S(0)2—; va “sulfinyl” nghia la —S(O)—. B4t ky hoa tri khong x4c dinh nao trén mot
nguyén tir ctia mot cdu triic dugc thé hién trong ban mé ti nay ngim thé hién mot
nguyén tir hydro duogc lién két v6i nguyén tir.

Trong ngit canh cua sdng ché nay, cac cong thirc:
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thé hién cac ciu tric giéng nhau. Khi mot ddu chidm dugc v& trén mot nguyén tu
cacbon, ddu chim biéu thi ring nguyén tir hydro dugc gin vao nguyén tir cacbon dé
dang di ra khoi mat phéing cla trang gidy.

Viéc sur dung tir “mdt” khi duge st dung két hop véi thuét ngit “chira” trong
yéu cdu bao ho va/hodc phin mé ta c6 thé co nghia 1a “mot” nhung ciing co nghia la

99 &e

“mét hodc nhidu,” “it nhit mot” va “mot hodc nhiéu hon mot”.

Trong subt ban mé ta nay, thuat ngit “khoang” duogc sir dung dé biéu thi ring
mot gié tri gém bién dbi sai sb6 vdn c6 cho thiét bi, phuong phap dugce st dung dé xac
dinh gia tri, hodc bién ddi ton tai giita cac chu thé nghién ctru. Khi duge sir dung trong
ngft canh cda nhiéu xa bot tia X, thuat ngir “khoang” dugc stir dung dé biéu thi mot gia
tri £0.2 °20 so véi gia tri duoc dua ra, tbt hon 13 mot gia tri £0,1 °20 so vai gia tri dugce
dua ra. Khi dugce str dung trong ngit canh cia phép do nhiét lvong quét vi sai hodc
nhiét d6 chuyén hoa thity tinh, thut ngit “khoang” duoc sir dung dé biéu thi mot gid tri
+10 °C twong Umg véi muc tdi da cua dinh, t6t hon 12 mot gid tri +2 °C twong mg véi
murc t6i da cta dinh. Khi dugc st dung trong céc ngit canh khéc, thuét ngit “khoang”
dugce st dung dé bidu thi mot gid tri £10% so véi gia tri duge dua ra, t5t hon 1a mot gia
tri £5% so voi gia tri dwgc dua ra. Cén hiéu réng, bét ctr khi nao thuét ngit “khodng”
duge sir dung, mot tham chiéu cu thé cho gi4 tri s6 chinh x4c dugc biéu thi cling dugc
bao gbm.

Céc thudt ngit “chira”, “c6™ va “gdm” la cac dong tir lién két mé rong. Bat ky
dang hay thoi ndo cia mot hodc nhiéu trong sé cac dong tir ndy, ching han nhu
“chira”, “c6”, “gdbm” cling 1a mé rong. Vi du nhu, bit ky phuong phap nao “chtra,”
“co” hodc “gﬁ‘)m” mot hodc nhiéu bude khéng giéi han & chi c6 mét hodc nhidu budce
d6 ma cling bao ham cac bude khong duoc liét ké khac.

Thuét ngt “hi€u qua”, khi thuit ngit nay dugc st dung trong phin mé ti
va/hodc yéu ciu bao ho, nghia la thich hop dé dat dugc két qua mong mudn, ky vong

hodc dy tinh. “Lugng hi¢u qua”, “lugng hiéu qua tri bénh” hodc “lugng hiéu qua vé
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mdt dugc” khi duge st dung trong ngit canh diéu tri ngudi bénh hodc chd thé béng
hop chét nghia la lugng hop chét, khi dugc st dung cho chi thé hoic ngudi bénh dé
diéu trji bénh, du dé co tac dung cho viéc diéu tri do.

Thuat ngir “dinh halogen” trong ngft canh ctia nhifu xa bot tia X c6 nghia 1a
dinh rong, thudong kéo dai >10 °20 trong mot nhidu xa dd bot tia X, thudong dic trung
bdi hé hodc chét rin vo dinh hinh.

Thuét ngit “hydrat” khi dugc sir dung lam chét bién dbi cho mét hop chét nghia
14 hop chét ¢6 it hon mdt (vi du nhu, hemihydrat), mot (vi du nhu, monohydrat), hodc
nhiéu hon mét (vi du nhu, dihydrat) phan tt nuée lién quan dén mdi phén tir hop chit,
chéng han nhu & céc dang ran cla hop chét.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngir “ICso” dé cap dén liéu lugng trc ché 14 50%
cuia phan ing tbi da thu duoc. S§ do dinh luong nay biéu thi mirc do thude cu thé hodc
chit khac (chét trc ché) cin dung dé uc ché quy trinh sinh hoc, sinh héa hoic héa hoc
da dinh (hodc thanh phﬁn cta quy trinh, tic 1a enzym, té bao, thu thé té bao hoic vi
sinh vat) dén mét nira.

“Chét dong phan” ctia hop chét thir nhét 1a hop chét tach biét trong d6 mdi phan
tr chira cdc nguyén tir hop thanh giéng nhau 13 hop chét thir nhit, nhung hinh dang
clia cac nguyén tir d6 dudi dang ba chiéu 13 khéc nhau.

Nhu duge sir dung & ddy, thuét ngit “ngudi bénh” hodic “chi thé” @& cap dén co
thé séng co v, chéng han nhu nguoi, khi, bo, clru, dé, cho, méo, chudt nhét, chudt
cbng, chudt lang, hodc céc loai bién dbi gien ctia chung. Theo cac phuong 4n nhét
dinh, ngudi bénh hodc chi thé 14 con vat khdéng phai ngudi. Theo cac phuong 4n nhit
dinh, ngudi bénh hodc chu thé 1a dong vat linh truéng. Theo céc phuong an nhét dinh,
ngudi bénh hogc chi thé 1a ngudi. Cac vi du khéng gidi han vé cac chu thé nguoi 1a
ngudi trudng thanh, thanh thiéu nién, tré em va thai nhi.

Nhu duge st dung khai quat & ddy “dugc dung” dé cép dén cic hop chit,
nguyén liéu, hop phan, va/hodc cac dang lidu lwvong ma, trong pham vi quan diém y
hoc hop 1y, thich hgp dé sir dung tiép xuc véi cac md, cac co quan, va/hodc cac chit
long trong co thé cda con nguoi va cac con vat ma khong ddc hai, kich thich, phan tng
di (tng qua murc, hodc cac van dé hay bién chung khéac xtng véi ty 18 loi ich/rui ro hop

ly.
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“Céac mudi dugc dung” nghia 12 cic mudi ctia cac hop chét theo sang ché nay 1a
dugc dung, nhu dugce dinh nghia trén day, va c6 hoat tinh dugc Iy mong mubn. Céc
mubi nay gdm cic mudi cong axit duge tao ra voi cac axit vo co ching han nhu axit
hydrocloric, axit hydrobromic, axit sunfuric, axit nitric, axit photphoric, va céc axit
tuong tu; hodc vdi cac axit hiru co chéng han nhu 1,2-etandisulfonic axit,
2-hydroxyetansulfonic axit, 2-naphthalensulfonic axit, 3-phenylpropionic axit,
4,4'-metylenebis(3-hydroxy-2-ene-1-axit cacboxylic), 4-metylbixyclo[2.2.2]oct-2-ene-
l-axit cacboxylic, axit axetic, cac axit mono- va dicacboxylic béo, cac axit sunfuric
béo, axit sunfuric thom, axit benzensulfonic, axit benzoic, axit camphorsulfonic, axit
cacbonic, axit xinnamic, axit Xitric, axit xyclopentan propionic, axit etansulfonic, axit
fumaric, axit glucoheptonic, axit gluconic, axit glutamic, axit glycolic, axit heptanoic,
axit hexanoic, axit hydroxynaphthoic, axit lactic, axit laurylsunfuric, axit maleic, axit
malic, malonic axit, axit mandelic, axit metansulfonic, muconic axit,
0-(4-hydroxybenzoyl)benzoic axit, oxalic axit, p-chlorobenzensulfonic axit, cac axit
alkanoic thé phenyl, axit propionic, axit p-toluensulfonic, axit pyruvic, axit salicylic,
axit stearic, axit suxinic, axit tactaric, axit butylaxetic bic ba, axit trimetylaxetic, va
céc axit twong tu. Cac mudi duoc dung ciing gdm cac mudi cong bazo c¢6 thé duge tao
ra khi cac proton axit cd méat c6 kha ndng phan tng véi cac bazo v6 co hodc hitu co.
Céac bazo vd co st dung duge gém natri hydroxit, natri cacbonat, kali hydroxit, nhom
hydroxit va canxi hydroxit. Cac bazo hiru co st dung dwgc gdm etanolamin,
dietanolamin, trietanolamin, tromethamin, N-metylglucamin va céc bazo twong tu.
Nén hiéu ring anion hodc cation cu thé tao ra mot phin ctia bat ky mudi nio theo sang
ché nay 1a khéng quan trong, mién 1a mubi, ndi chung, 14 dugc ly dung. Céc vi du khac
vé cac mudi duge dung va cac phuong phap didu ché va viée sir dung chung duge gidi
thiu trong tai li€u “Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, and Use” (P. H.
Stahl & C. G. Wermuth eds., Verlag Helvetica Chimica Acta, 2002).

“Phbngngﬁa”génn(1)&0chésuténcéngcﬁabénh(ichﬁthéhoacngubibénh
c¢6 thé chiu roi ro va/hodc c6 kha nang mic bénh nhung chua trai qua hodc biéu hién
bat ky hay tét ca bénh 1y hoc hodc triéu ching hoc cta bénh, va/hodc (2) 1am chim su
téncéngcﬁabénhlylmmlm@ctﬁéuch&nghoccﬁarnétb@ﬂlélnétchﬁthéhoacngudi
bénh ¢6 thé chiu rui ro va/hodc ¢6 kha nang mic bénh nhung chua trai qua hodc biéu

hién bt ky hay tt ca bénh 1y hoc hodc triéu chimg hoc clia bénh.
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“Tién dugc chit” nghia 1a hop chit c6 thé chuyén héa in vivo thanh chét rc ché
theo sang ché nay. Ban than tién duoc chét ¢6 thé hodc cling c6 thé khong c¢6 hoat tinh
lién quan dén protein dich da dinh. Vi du nhu, hop chét bao gdm mdt nhém hydroxy
c6 thé dugc sir dung 1am este duoc bién déi bang thiy phan in vivo thanh hop chit
hydroxy. Cac este thich hgp c6 thé dugc chuyén héa in vivo thanh cic hop chat
hydroxy g6m axetat, xitrat, lactat, phosphat, tartrat, malonat, oxalat, salixylat,
propionat, suxinat, fumarat, maleat, metylen-bis-B-hydroxynaphthoat, gentisat,
isethionat,  di-p-toluoyltartrat, = metansulfonat, etansulfonat, benzensulfonat,
p-toluensulfonat, xyclohexylsulfamat, quinat, este cua axit amin, va cac dang tuong ty.
Tuong tu, hop chit bao gdm nhém amin c6 thé dugc st dung lam amit dugc chuyén
hoéa bang thiy phan in vivo thanh hop chét amin.

“Chat ddng phén 14p thé” hodc “chit ddng phan quang hoc” 12 chét déng phén
ctia mdt hop chat da cho trong d6 cac nguyén tir giéng nhau duoc lién két vai cac
nguyén tir khac gidng nhau, nhung hinh dang cta cac nguyén tir d6 & dang ba chiéu la
khic nhau. “Céc isome quang” 12 cac chat ddng phén 1ap thé cia mot hop chét da dinh
ma 1 c4c hinh anh phan chiéu ctia nhau, nhu tay trai va tay phai. “Céc ddng phéan phi
ddi hinh” 1a cAc chit ddng phén 1ap thé cia mot hop chét da dinh ma khong phai la cac
isome quang. CAc phan tir khong ddi xtg chira mot tdim khdng déi ximg, ciing dugc
goi la tdm lép thé hoac tam tao két cdu lap thé, 1a bét ky diém nao, mac du khong nhét
thiét 12 nguyén tir, trong céc nhém mang phén tir sao cho sur thay thé 13n nhau cta bét
ky hai nhém nao tao ra mot chit dong phén 14p thé. O cac hop chét hitu co, tdim khéng
d6i xing thuong 12 mdt nguyén tr cacbon, photpho hodc luu huynh, méc du céac
nguyén tir khac ciing c6 thé 1a cac tdm lap thé & cac chét hitu co va vé co. Mot phan
t&r ¢ thé c6 nhiéu tam 1ap thé, mang lai cho né nhiéu chat dong phan lap thé. O céc
hop chit ma déng phan 1ap thé cua ching 1a do cac tdm tao két cdu lap thé tir dién (vi
du nhu, cacbon tir dién), tdng s6 cac chit ddng phéan 1ap thé co thé co theo gia dinh s&
khong vuot qué 2n, trong do n 1a sb lugng céc tam lap thé tur dién. Céac phan t c6 su
ddi xtng thudng c6 it hon sb lugng cac chit ddng phén 1ap thé c6 thé c6 tdi da. Hon
hop 50:50 céc isome quang dugc goi 1a hdn hop triét quang. Theo lua chon, mdt hén
hop cac isome quang c6 thé gidu isome quang sao cho mét isome quang hién dién véi
lugng 16n hon 50%. Thong thudng, cic isome quang vi/hodc cac ddng phan phi dbi

hinh ¢6 thé dugc phan giai hodc tach st dung céac ky thuat da biét trong linh vuc ky
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thuat. Diéu duoc du lidu 13 dbi v6i bat ky tam 14p thé hodc truc khong dbi xing ma
héa hoc lap thé chua duge xac dinh cho ching, tdm 14p thé hodc truc khong d6i xtmg
d6 c6 thé hién dién & dang R, dang S, hoidc dudi dang hén hop cta cac dang R va S,
gdm cac hdn hop triét quang hodc phi triét quang. Nhu duge sir dung & ddy, cum tir
“vé co ban khdng c6 cac chit déng phan lap thé khac” nghia 1a hop phin chira <15%,
tot hon nira 14 <10%, tham chi tdt hon nita 14 <5%, hogc tét nhat 1a <1% ctia mot (cac)
chit dong phan lap thé khac.

“Piéu tri” gdm (1) trc ché bénh & chi thé hodc ngudi bénh trai qua hoic biéu
hién bénh ly hoc hodc tri¢u ching hoc cua bénh (vi du nhu, kim hdm sy phét trién
thém cua bénh ly hoc va/hodc tri€u chiing hoc), (2) cai thién bénh & chu thé hodc
ngudi bénh trai qua hozc biéu hién bénh ly hoc hodc tri¢u chirng hoc cia bénh (vi du
nhu, ddo nguoc bénh ly hoc va/hodc triéu chiing hoc), va/hodc (3) mang lai bét ky su
giam bénh c6 thé do dugc & chu thé hodc ngudi bénh trai qua hodc biéu hién bénh ly
hoc hodc triéu ching hoc cua bénh.

Céc dinh nghfa néu trén thay thé bit ky dinh nghia mu thuin nao trong bét ky
tai liéu tham chiéu nao duoc dua vao day dé tham chiéu. Tuy nhién, viéc céc thudt ngfr
nao d6 dugc dinh nghia khong nén dugc coi 1a biu thi ring bit ky dinh nghia nao
khong dugc dinh nghia la khéng xac dinh. Ping hon, tAt ca cac thuat ngit duogc su
dung dugc cho 1a mo ta sang ché theo cach dién dat sao cho mét nguoi c6 k§ ning

binh thudng c6 thé hiéu duoc pham vi va thuc hién sang ché nay.
II. RTA 408 va cac phuong phap tong hop

RTA 408 c6 thé dugc didu ché theo cac phuong phép dwgc mé ta trong phin
céc Vi du dudi day. Cac phuong phéap nay cé thé duoc cai bién hogic tdi wu hoa thém
sit dung céc nguyén ly va cac ky thudt cia hdéa hoc hitu co nhu duge dp dung boi
chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat. Cac nguyén ly va k¥ thuit ndy duoc dua ra, vi du
nhu, trong tai liéu March’s Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms,
and Structure (2007), dugc dua vao day dé tham chiéu.

Nén hiéu réng anion hoic cation cu thé tao thanh mot ph'?m clia bét ky mudi nao
theo séng ché nay khong quan trong, mién 1a mubi, néi chung, duoc ly dung. Céc vi du
khéc vé cac mudi dugc dung va cac phuong phap didu ché va st dung ching dwoc
trinh bay trong tai liéu Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, and Use (2002),

duoc dua vao diy dé tham chiéu.
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RTA 408 cling c6 thé ton tai dudi dang tién dugc chét. Do céc tién duogc chét
duoc biét dén 1a nang cao céc déc tinh mong muén cua cac duge phém, vi du nhu, do
hoa tan, kha dung sinh hoc, kha ning san xuét, v.v..., cac hop chét dugc sir dung trong
mét sé phuong phap theo sang ché c6 thé, néu mubn, dugc phan phédi dudi dang tién
dugc chét. Do do, sang ché du lidu cac tién duoc chit cua cac hop chét theo sang ché
nay ciing nhu cac phuong phap phan phdi tién duoc chat. Cac tién dugc chit clia cac
hop chét dugc sir dung trong sang ché c6 thé duge didu ché bang cach didu chinh cac
nhém chirc c6 trong hop chét theo cach sao cho cdc bién thé dugc tach ra, biang thao
tac thong thudng hodc in vivo, khéi hop chét me. Theo d6, cac tién duge chit gém, vi
du nhu, cic hop chit dugc mo ta & day trong d6 mot hydroxy, amino, hodc nhém
cacboxy dugc lién két voi bét ky nhom ndo ma, khi tién dugc chét duge sir dung cho
ngudi bénh, tach ra dé twong ng tao thanh mét hydroxy, amino, hoc axit cacboxylic.

RTA 408 c6 thé chira mot hodc nhidu cacbon hodc nguyén tir nito dugc thé
khong dbi ximg, va c6 thé dugc tach dudi dang triét quang hodc quang hoat. Do do, tat
ca cac dang epime, dang triét quan, ddng phan phi d6i hinh, khong dbi xtng, va tit ca
céc dang chit ddng phéan hinh hoc ctia mét cdu trac nhim, trir khi dang chit dong phén
hodc hda hoc 1dp thé cu thé duoc biéu thi cu thé. RTA 408 c6 thé & dang céc raxemat
va céc hdn hop raxemic, cic isome quang don 1€, cac hdn hop déng phén phi dbi hinh
va cic ddng phéan phi dbi hinh riéng 1¢é. Theo mot sé phuong én, thu dugc mot ddng
phan phi déi hinh don 1é. Cac tim khong dbi ximg ctia RTA 408 theo sang ché nay c6
thé c¢6 hinh dang S hoic R.

Ngodi ra, cac nguyén tir tao thanh RTA 408 theo sang ché nay dugc du tinh
gOm tht ca cac dang ddng vi ctia cac nguyén tir nhu thé. Cac chét ddng vi, nhu duoc sir
dung & day, gdm cac nguyén tir d6 ma c6 cung sé nguyén tir nhung khac chi s khéi
lwong. Thong qua vi du khai quat va khong gidi han, cac chit ddng vi cua hydro gdm
triti va doteri, va cac chat ddng vi ctia cacbon gdm *C va '*C. Tuong tu, diéu dwgc du
lidu 12 mdt hodc nhidu nguyén tir cacbon ctia hop chét theo sang ché nay c6 thé dugc
thay thé béi (cac) nguyén tir silic. Hon nita, didu dugc dy liéu 1a mot hodc nhiéu
nguyén tir oxy ciia RTA 408 c6 thé duoc thay thé bdi (cac) nguyén tir lru huynh hoic
selen.

RTA 408 va hop chét dang da hinh cta chung ciing c6 thé ¢6 vu diém la ching

c6 thé hiéu qua hon, in ddc hon, hoat dong 1au hon, hi€u nghiém hon, gy ra it phén
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tmg phu hon, dé hép thu hon, va/hoidc c6 dic tinh dugc dong hoc tét hon (vi du nhu,
kha dung sinh hoc qua dudng miéng cao hon vi/hodc mirc thanh thai thdp hon),
va/hodc cac wu diém dugc ly, vat ly, hodc hoa hodc hiru ich khéac so vai cac hop chét

trong cac giai phap k¥ thuat di biét dé sir dung trong cac diu hiéu néu ra & day.
III.  Cac hop chéit dang da hinh ctia RTA 408

Theo mot s6 phuong an, sang ché nay dé xudt cac dang ran khac nhau cia RTA
408, gdm céc solvat cia ching. Mot nghién ctru vé tién ché phdm va hién tugng da
hinh so b§ dugc thuc hién, va RTA 408 duoc théy cd xu hudng cao trong viéc tao
thanh solvat. Cac dang tinh thé ctia cac nhom 2, 3, 4, va 5 phi hop véi céc solvat. Lién
quan dén viéc md ta cic nhém, xem Bang 1 dudi diy. Nhitng nd luc siy kho cac
nhém 2 va 3 (hai nhém solvat déng cdu) da khong thanh cong, diéu nay phit hop véi
cac phan tr dung mai lién két chat. Theo mot s6 phuong an, viéc sy khd mot chét rin
nhom 4 (solvat axetonitril) mang lai dang khtr solvat ding cdu. Theo mot sé phuong
an, viéc séy kho mot chit rdn nhom 5 (solvat THF) mang lai dang v6 dinh hinh nhém
1. Céc dang phi solvat ctia RTA 408 gdm dang v0 dinh hinh (nhém 1) va solvat khir
solvat tinh thé ctia nhom 4 (déng chu va solvat axetonitril nhém 4). Theo mét sb
phuong 4n, dang v dinh hinh ¢6 mirc chuyén hoa thity tinh cao véi Tg= 153 °C (ACp
= 0,72 J/g°C) va chi hoi hit dm (Am = +0,4% dd dm twong déi 50%— 85%). Theo
mét sb phuong 4n, dang vo dinh hinh thich hop cho it nhét bdn tudn & nhiét d6 cao va
cac diéu kiém 4m (nghia 13, m& & nhiét do 40 °C/dd 4m twong dbi ~75% hodc déng &
80 °C). Theo mét sé phuong 4n, dang vo dinh hinh (nhém 1) dugc didu ché thanh
cdng tir nguyén liéu nhém 2 trong mot quy trinh gdm hai buge (bién ddi thanh nhém 5
va sau do séy khoé nhém 5 dé thu duoc dang v6 dinh hinh), cling nhu trong mot
phuong phép gdm mét bude truc tiép (két tha tir mot dung dich axeton trong bé nuéc
lanh). Solvat khtr solvat tinh thé ctia nhom 4 (déng cu véi solvat nhém 4) hoi hat 4m
(khdi luong tang thém la ~0,7 wt.-% tir dd 4m twong ddi 50% dén do 4m twong dbi
85%) va c6 thé c6 diém néng chay & 196,1 °C (AH = 29,31 J/g).

Mot miu dang vd dinh hinh 63415, nhém 1, ddc trung boi quang phé hoc
FT-Raman, PXRD, TG-FTIR, chuén do Karl Fischer, 'TH-NMR, DSC, va DVS (xem
phan cic Vi du dé biét thém chi tiét). MAu duoc thdy ¢6 chira ~0,9 wt.-% EtOH vdi
mot chut H,O (theo TG-FTIR). Ham lugng nuée 0,5 wt.-% duoc xdc dinh chuln do
Karl Fischer. DSC thé hién nhiét do chuyén héa thiy tinh cao véi Ty = 153 °C (AC, =
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0,72 J/g°C). Theo DVS, nguyén liéu hoi hiit 4m (Am = +0,4% d6 4m twong déi 50%—
85%). Khong thiy két tinh trong cac thi nghiém DSC hoic DVS.

D6 bn dinh héa hoc cia dang v6 dinh hinh dugc kiém tra & cac dung méi hiru
co, g6m axeton, EtOAc, MeOH, va MeCN, ciing nhu cac moi truong nude khac (vi du
nhu, Tween 80 dang nudc 1%, SDS dang nudc 1%, CTAB dang nudc 1%) voi n?)ng
do 1 mg/mL & cac diém thoi gian 6 gio, 24 gio, 2 ngay, va 7 ngay. Chi quan sat thiy
sur phén gidi >1% d6i véi cac dung dich @ MeCN sau 7 ngay va d6i véi cac dich huyén
phil & méi truong Tween 80 dang nudc 1% (& tht ca cac diém thoi gian & 254 nm va
sau 24 gi0, 2 ngay, va 7 ngdy & 242 nm).

Ngoai ra, do én dinh cua dang v6 dinh hinh dugc kiém tra & nhiét do cao va céc
didu kién 4m (mo & 25 °C/d6 4m tuong dbi 62% va 40 °C/dd 4m tuong dbi 75% va
dong & 60 °C va 80 °C). Sau mot tudn, hai tudn, va bén tudn, cac miu dugc bao quan
duoc phan tich bang PXRD. Khong mau nao khic so véi nguyén lidu ban dau vo dinh
hinh.

Hon 30 thi nghiém siy khé va két tinh dugc thuc hién, gdm lam cén bang dich
huyén phi, 1am ngudi cham, 1am bay hoi, va két tia. Thu duoc bén dang tinh thé méi
(cdc nhém 2, 3, 4, va 5) ngoai dang vo dinh hinh ra (nhém 1).

Bén nhém méi (cic nhom 2, 3, 4, va 5) dac trung bdi quang phd hoc FT-
Raman, PXRD, va TG-FTIR. T4t ca cac dang twong tng véi cac solvat (Bang 1). Cac
thi nghiém sdy khé trong chén khéng hoic dong khi N> dwoc thuc hién véi muc dich

thu duge dang phi solvat, két tinh ctia 63415.

Bang 1. Tém tit cac nhém thu duoc

Nhom Céc dac tinh Két qua cac thi nghiém sdy kho
Nhoém 1 dang v0 dinh hinh --
Nhém 2 cac solvat dang cau (vi du nhu, sy kho khong thanh cong
heptan)
Nhém 3 cac solvat dang cau (vi du nhu, sy kho khéng thanh céng
etanol)
, Solvat MeCN & solvat duoc khir | sdy khd thanh cong, c4u trac khong
Nhoém 4 Iy
solvat doi
Nhém 5 Solvat THF sdy kh6 din dén dang vo dinh hinh

Nhom 2: Phan 16n céc thi nghiém két tinh duoc thuc hién mang lai nguyén li€u

rdn cia nhom 2 (xem phan céc Vi du dudi day). Cac bd phan cuia n6 tuong Ung vdi cac
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solvat (cuia heptan, xyclohexan, isopropy! ete, 1-butanol, trietylamin, va cac dung moi
c6 thé khac, chéng han nhu hexan, cac ete khac, v.v...) déng cAu, khong hop thic (<0,5
duong lugng) vé6i cac phan tir dung mai lién két chat. Cac phd Rama va cdc méu hinh
PXRD trong nhom nay rét tuong tu nhau, do d6 cac ciu truc c6 thé gidng nhau vé co
ban chi ¢ nhitng khéc biét nho do cac dung moi khac da duoc dua vao.

Céc thi nghiém sdy kho ddi v6i cac miu nhém 2 d3 mang lai mot dang phi
solvat, két tinh. Tham chi nhiét do cao (80 °C) va chan khong cao (<1x10 mbar)
khong thé loai bé hoan toan cac phéan tir dung méi lién két chit; ham lwong dung moi
1a >2 wt.-% ludn dugc duy tri. D9 két tinh ctia cac miu dugc sdy kho mot phin nay bi
giam di, nhung khong thy bién ddi thanh ciu tric khac ciing khong thdy vo dinh hinh
héa dang ké.

hoén13:Céthéﬂn1duqcnguyé1Héuréncﬁanhén13tﬁlnétvéiphuongphép
két tinh (xem phan cac Vi du duéi day). Cac mau cua nhém 3 c6 thé 1a cac solvat déng
cdu clia 2PrOH, EtOH, va c6 thé 13 axeton vé6i cac phan tir dung mdi lién két chat.
Chiing c6 thé trong (mg véi cac hemisolvat hop thic hodc cac solvat khong hop thic
v6i ham lugng dung méi 1a ~0,5 duong lugng ddi véi nhém 2, cac phd Rama va cac
mau hinh PXRD trong nhém nay rat tuong tu nhau, biéu thi cac ciu tric tuong tu co
dua vao cac dung mdi khac nhau.

Twong ty v&i nhém 2, céc thi nghiém sy kho da khong thanh cong. Chinh cac
phén tt dung méi lién két chat chi c6 thé dugc loai bé mot phén (nghia 13, ~5.4 wt.-%
dén ~4,8 wt.-% sau khi 1én dén 3 ngay & 1x10-> mbar va 80 °C). Cac mu hinh PXRD
gilt nguyén khong dbi.

Nhém 4 cé thé thu dugc tir mot hé dung méi MeCN/H20 7:3 (xem phén cac vi
du duéi day). N6 rit c6 thé tuong Ung véi mot hemisolvat axetonitril két tinh. Bing
cach sdy kho (trong chan khong hodc dong khi N & nhiét do cao) phén 16n cac phan tir
dung moi ¢6 thé duoc loai bé ma khong 1am thay ddi hay ph4 hity ciu tric tinh thé
(PXRD giit nguyén khéng ddi). Do d6, thu dugc mot dang phi solvat, két tinh (hay
dung hon 1a solvat dugc khur solvat). N6 hoi hit 4am (khéi lugng tang thém 14 ~0,7
wt.-% tir d6 4m tuong déi 50% dén do 4m trong di 85%) va co thé co diém nong
chay tai 196,1 °C (AH =29,31 J/g).

Nhém 5 c6 thé thu duge tir mot hé dung moi ~1:1 THF/H20. Nhém 5 chira
THF dugc lién két (va c6 thé 1a H>0). Do ham luong cua hai thanh phén khong thé dé
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dang dugc dinh lugng tach biét, tinh chit chinh xé4c cta solvat két tinh nay chua dugc
xac dinh.

Viéc sdy khé cua nhom 5 din dén su kht solvat hoa va bién ddi dang theo
huéng cia dang vo dinh hinh (nhom 1). Theo mdt sb phuong an, dang v6 dinh hinh
cia RTA 408 c6 thé dugc diéu ché bang cich tao huyén ph solvat heptan nhém 2
trong THF/H,0 1:1 d tao thanh mot chét rin nhom 5, sau dé sdy kho va vo dinh hinh
héa.

Céc thi nghiém vo&i muc dich diéu ché dang vo dinh hinh (nhém 1) dugc thuc
hién st dung nhém 2 nguyén liéu ban dau. Nguyén liéu cht yéu 1a v6 dinh hinh (nhém
1) duge didu ché bit diu tir nguyén liéu nhom 2 trong mft quy trinh hai buéc qua
nhém 5 trén quy méd 100-mg va 3-g (sdy kho & 100 mbar, 80 °C, mot vai ngay). Viéc
diéu ché nguyén liéu v6 dinh hinh hoan toan (nhém 1) dugc thiy 1a c6 thé trong mot
quy trinh mét buédc tranh dung méi THF bang cach két taa truc tiép dang vd dinh hinh

(nhom 1) tir mot dung dich axeton ciia nguyén liéu nhém 2 trong bé nudce lanh.
IV.  Céc bénh lién quan dén chimg viém va/hodic (ng suét oxy hoa

Chung viém 1a mgt quy trinh sinh hoc mang lai kha nang khang lai cac sinh vt
ky sinh hodc truyén nhidm va thu hdi mé bi hu hong. Chung viém thudng dic trung
b1 gidn mach mau cuc by, do, sung téy, va dau, b sung cac bach cau cho vi tri &y
nhiém hodc chén thuong, tao ra cac xytokin d& viém, ching han nhu TNF-a va IL-1,
va tao ra céc loai khi nito hodc oxy phéan {mg, ching han nhu hydro peroxit, superoxit,
va peroxynitrit. O cac giai doan sau ctia ching viém, viéc td chuc lai mo, su hinh
thanh mach, va sy tao thanh s¢o (chimg xo hda) ¢ thé xay ra 1a mot phén cua quy
trinh han gin vét thuong. Trong cac diéu kién thong thuong, phan tng dé viém dugc
diéu chinh, tam thoi, va duge xr ly theo cach ¢o sép dat mot khi sy lay nhiém hodc
chén thuong da dugc giai quyét mot cach thich hop. Tuy nhién, ching viém cép tinh
c6 thé try 1én qua thé va de doa su sdng néu céc co ché didu chinh thit bai. Theo lya
chon, ching viém c6 thé tré nén mén tinh va gy hu héng mo tich lily hodic cc bién
ching toan than. Dya trén it nhét 12 ddu hidu dwoc thé hién & day, RTA 408 c6 thé
duoc sir dung trong diéu tri va phong ngira chimg viém hodc céc bénh lién quan dén
chung viém.

Nhidu bénh nghiém trong va kho tri & nguoi lién quan dén sy réi loan cac quy

trinh d€ viém, gom cac bénh ching han nhu ung thu, ching xo vira ddong mach, va

-42-



21207

bénh dai thio dudng, ma théng thuong khong duoc coi 1a cac diéu kién dé& viém.
Trong trudng hop ung thu, cic quy trinh d& viém lién quan dén cac quy trinh gdm su
tao thanh, tién trién, di can ciia khéi u, va su khang lai liéu phap. Theo mét s6 phuong
an, RTA 408 c6 thé dugc sir dung trong didu tri va phong ngira cic bénh ung thu gdm
ung thu biéu md, bénh sacdm, u lym phd, bénh bach ciu, u melanin, u trung biéu md,
dau tay, hodc u tinh, hodc ung thu bang quang, mau, xuong, ndo, vi, h¢ than kinh
trung uong, cd i cung, rudt két, mang trong da con, thuc quén, ti mét, co quan sinh
duc ngoai, 6ng co quan sinh duc li€u, dau, than, thanh quan, gan, phéi, md co, ¢,
niém mac miéng hodc miii, buéng trirng, tuyén tuy, tuyén tién liét, da, 14 lach, rudt
non, rudt gia, da day, bd tinh hoan, hodc tuyén giap. Ching xo vita ddng mach, tir 1au
dugc coi 1a rbi loan chirc nang chuyén hoa lipit, hién nay dwoc hiéu chi yéu 1a didu
kién dé viém, véi cac dai thuc bao hoat héa déng vai trd quan trong trong viéc tao
thanh va su thoat vi ¢6 thé cua céc mang xo vita. Su hoat héa cua cac con dudng tin
hiéu dé viém ciling dugc thé hién 1a déng vai tro trong viée phat trién kha ning khang
insulin, cling nhu trong viéc 1am hu héng mé ngoai vi lién quan dén chimg ting dudong
huyét do dai thao duong. Su tao ra du thira cac loai khi oxy phén rng va cac loai khi
nito phan ng, chang han nhu superoxit, hydro peroxit, oxit nitric, va peroxynitrit, 1a
mot ddu hiéu xac nhén cac diéu kién d& viém. D4u hiéu cua viéc tao ra peroxynitrit rdi
loan d& dugc thé hién trong nhiéu loai bénh khac nhau (Szabo va déng tac gia, 2007;
Schulz va déng tac gia, 2008; Forstermann, 2006; Pall, 2007).

Céc bénh ty mién dich ch:fmg han nhu viém khép dang thép, bénh luput, bénh
véy nén, va bénh da xo ctng lién quan dén sy hoat hoa khéng tich hop va man tinh cia
c4c quy trinh dé viém trong cac md bi anh hudng, phat sinh tir su loan chirc ning clia
céc co ché phan tmg va nhan biét cta ban than so véi khong phai cua ban than trong
h¢ mién dich. G cac bénh thoai hoa than kinh ching han nhu cic bénh Alzheimer va
Parkinson, sur hu héng than kinh c6 twong quan vai sy hoat héa cia tiéu than kinh dém
va cdc muic d cao clia cac protein gdy viém, ching han nhu men tdng hop oxyt nitric
cam tng (iNOS). Su suy co quan min tinh, ching han nhu suy thén, ching suy tim,
suy gan, va bénh phdi tic nghén man tinh, c6 lién quan khing khit dén sy hién dién
clia g suft oxy hoa va chimg viém man tinh, din dén sy phat trién chimg xo hoa va
su hao hut ¢ thé cta chirc ning co quan. Ung suit oxy héa trong céc té bio mang

trong mach, ma & d6 c6 cac mach mau Ién va nhod xép thanh hang, c6 thé dan dén su
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loan chirc ndng mang trong va dugc cho 1a mot yéu t& gop phan quan trong trong viéc
phat trién bénh tim mach toan than, cac bién chung cia bénh dai thdo dudng, bénh
than man tinh va cac dang khéc clia suy co quan, va mdt sb bénh lién quan dén ldo héa
khac, gdbm céac bénh thoai hoa hé than kinh trung wong va vong mac.

Nhiéu rdi loan chirc nang khéc lién quan dén tng suit oxy héa va ching viém &
cac mo bi anh hudng, gém bénh viém rudt; dé viém da cac bénh; viém niém mac va
ching viém da lién quan dén liéu phép birc xa va hoa hoc trj lidu; cac bénh vé mit,
ching han nhu viém mang mach nho, bénh gldcom, thodi hoa diém vang cia vong
mac, va cac dang khéc nhau cta bénh véng mac; tinh trang tht bai sau ghép va tinh
trang thai ghép; chimg thiéu mau cuc bo-thuong tén tai thong mau; dau mén tinh; cac
diéu kién thoai héa xuong va khép, gdbm bénh viém khép xuong man tinh va ching
lodng xwong; bénh hen va xo nang; cac rdi loan chirc ning co giat; va cac diéu kién
tAm than kinh, gdm bénh tdm thén phan liét, trdm cam, rbi loan chirc nang ludng cuc,
ri loan cang thing sau chin thuong tam ly, cac rdi loan thiéu hut chi ¥, cac ri loan
phé tur ky, va céac rdi loan chirc nang an, chéng han nhu chan an tdm than. Su rdi loan
cac con duong tin hiéu dé viém dugc cho 13 yéu t§ chinh trong bénh 1y hoc cia cac
bénh lang phi co bip, gdbm bénh loan dudng co va céc dang khac nhau cia ching suy
mon.

Nhiéu rbi loan chirc nang cap tinh de doa sur séng ciing lién quan dén tin hiéu d&
viém r6i loan, gdm suy co quan cap tinh lién quan dén tuyén tuy, thén, gan, hodc phdi,
nhdi mau co tim hodc hoi ching vanh cip tinh, dot quy, trang thai séc nhiém khuén,
chan thuong, cic vét bong nang, va phan v¢.

Nhiéu bién chimng cta cic bénh truyén nhiém ciing lién quan dén sy ri loan cac
phan tmg d& viém. Mgc du phan tng d& viém c6 thé diét cac tic nhan gy bénh xam
l4n, phén tng dé viém qua muc ciing c6 thé hoan toan bi pha hiy va trong mot sb
truomg hop c6 thé 1a ngudn gdy hu hai chinh & cac md bi lay nhiém. Hon nita, phan
ng dé viém qué mic cling c6 thé din dén cic bién ching toan than do tao ra thira cac
xytokin d& viém, chang han nhu TNF-a va IL-1. Pay duoc cho 1a mét yéu té gay tir
vong phat sinh tir bénh ctim niing, hoi chimg hd hép cép tinh nghiém trong, va nhiém
trung.

Biéu hién khac thudng hodc qua murc cia iNOS hodc xyclooxygenaza-2 (COX-

2) ¢6 lién quan dén su phét sinh bénh cia nhiéu quy trinh bénh. Vi dyu nhu, rd rang la
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NO 13 mdt tac nhan c6 thé gdy dot bién (Tamir va Tannebaum, 1996), va oxit nitric
ciing c6 thé hoat hoa COX-2 (Salvemini va ddng tac gia, 1994). Hon nira, c6 su ting
iNOS 5 rét & cac khéi u rudt két chudt cong gdy ra do chit sinh ung thu, azoxymetan
(Takahashi va dong tac gia, 1997). Mot loat cic dang tuong ty triterpenoit tdng hop
clia axit oleanolic d4 dwgc thé hién 1a cac chat rc ché manh cac quy trinh gy viém té
bao, ching han nhu gay ra bi IFN-y clia men tdng hgp oxyt nitric cam ung (iNOS) va
cua COX-2 & cac dai thuc bao & chudt. Xem tai liéu cha Honda va déng tac gia
(2000a), Honda va ddng tac gia (2000b), va Honda va ddng tac gia (2002), tit ca duoc
dua vao day dé tham chiéu.

Theo mot khia canh, RTA 408 dugc boc 16 & ddy phan nio dic trung boi kha
nadng uc ché su tao ra oxit nitric & cac t& bao 6 ngué)n géc tr dai thuc bao RAW 264.7
gdy ra do phoi nhiém y-interferon. RTA 408 con dic trung bdi kha ning gay ra biéu
hién clia cc protein chéng oxy hoéa, ching han nhu NQO1, va lam giam biéu hién cia
céc protein gdy viém, ching han nhu COX-2 va men téng hop oxyt nitric cam tng
(iNOS). Céc tinh chét nady lién quan dén viéc diéu tri nhiéu loai bénh va rdi loan chirc
ning lién quan dén tng suit oxy hoa va su rdi loan cac quy trinh d& viém, gbm bénh
ung thu, cac bién chitng do phoi nhiém cuc bd hoidc toan than birc xa ion hda, viém
niém mac va chirng viém da do li€u phap birc xa hodc hoa hoc tri liéu, cac bénh tu
mién dich, cac bénh tim mach, gém chimmg xo vita dong mach, chung thiu méu cuc
bd-thuong tdn tai thdng mau, sy suy co quan mén tinh va cép tinh, gém suy thén va
ching suy tim, cac bénh hd hip, bénh dai thao dudmg va cac bién chimg cia bénh dai
thao dudng, cac di (g nghiém trong, thai ghép, bénh méanh ghép chdng lai vat chu,
cac bénh thoai hoa thin kinh, cac bénh vé& mit va vong mac, dau man tinh va cép tinh,
cdc bénh thodi héa xuong, gdbm bénh viém khép xuong man tinh va chung lodng
xuong, cac bénh viém rudt, chirg viém da va cdc bénh vé da khéc, nhiém tring, bong,
cac rdi loan chirc néng co giat, va cac rdi loan tAm than kinh.

Theo mdt khia canh khac, RTA 408 c6 thé dugc st dung cho diéu tri chu thé co
diéu kién ching han nhu céc bénh v& mét. Vi du nhu, viém mang mach nho, thodi hoa
diém vang ciia vong mac (ca dang kho va dang uét), bénh glocom, bénh phu diém
vang cla vong mac do dai thao dudng, bénh viém mi mét, bénh vdng mac do déi thao
dudng, cac bénh va céc rdi loan chic ndng ndi mo giac mac chéng han nhu loan dudng

ndi md gidc mac Fuchs, chitng viém hau phiu, mat kho, viém két mac di rng va cac
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dang khéac viém két mac 13 cac vi du khong gii han vé cac bénh vé mit ma co thé
dugc diéu tri bing RTA 408.

Theo mét khia canh khac, RTA 408 c6 thé duge su dung cho diéu tri chu thé c6
didu kién chiang han nhu da cac bénh hodc céc rdi loan chirc nang. Vi du nhu, ching
viém da, gdbm ching viém da di Gmg, ching viém da lac chd, ching viém da do phoi
nhiém hoa hoc, va chimg viém da do birc xa; bong nhiét hodc héa hoc; cac vét thuong
man tinh gﬁ“)m loét déi thao duong, loét diém tuy, va loét tinh mach; mun trirng c4; tinh
trang rung téc gdm tinh trang héi ddu va tinh trang rung toc do thudc; cac rdi loan
chirc niing khac cia nang 16ng; bénh ly thugng bi bong nuéc; rdm ning va céc bién
chimg ctia né; cac rdi loan chirc nang hinh thanh sic t da gdbm bénh dém bach tang;
cac didu kién da lién quan dén ldo hoa; 1am lanh vét thwong hau phiu; phong ngira
hoic 1am gidm sy tao seo do da chin thuong, phau thuét, hodc céc vét bong; bénh véy
nén; cac biéu hién ngoai da cua cac bénh tu mién dich ho#c bénh méanh ghép chéng lai
ky chii; phong ngira hodc diéu tri ung thu da; cac rdi loan chirc nang lién quan dén
tang siéu nhanh cia cic t& bao da ching han nhu ting simg hoéa 1a mot vi du khong
gidi han vé da cac bénh ma c6 thé duoc diéu tri bing RTA 408.

Khong bi rang budc bai Iy thuyét, su hoat hoa cia con dudng Keapl/Nrf2/ARE
chéng viém/chéng oxy héa dugc cho la lién quan dén cac tinh chit chéng viém va
chéng sinh ung thu ctia hop chit duge boc 16 & day.

Theo mdt khia canh khac, RTA 408 c¢6 thé dugc st dung cho diéu tri mdt chu
thé c6 diéu kién gdy ra boi cac mirc do cao cua g sudt oxy hoa trong mot hodc nhiéu
cac md. Ung suit oxy hoa céc két qué tir cac mirc dd kéo dai hodc cao bét thudong cua
céc loai khi oxy phan tng, ching han nhu superoxit, hydro peroxit, oxit nitric, va
peroxynitrit (dugc tao ra bdi phan tng cia oxit nitric va peoxit). Ung suat oxy héa c6
thé kém theo béi chimg viém cip tinh hodc man tinh. Ung suét oxy héa co thé gay ra
bdi sy loan chirc ning ty lap thé, bai sy hoat hoa cuia mién dich cac té bao, ching han
nhu céc dai thuc bao va cac bach cu trung tinh, boi su phoi nhiém cép tinh mot tac
nhan bén ngoai, chdng han nhu birc xa ion hoa hodc tac nhan héa hoc trj liéu gy doc
té bao (vi du nhu, doxorubixin), do chin thuong hogc chén thuong md cdp tinh khac,
do chung thiéu mau cuc bo/tai thong mau, do tudn hoan kém hodc thiéu mau, do sy
gidm oxy-huyét hogc tinh trang tang oxy cuc bd hodc toan than, do cdc mirc do cao cia

cac xytokin dé viém va céc protein lién quan dén ching viém khac, va/hodc do cac
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tinh trang sinh Iy hoc bat binh thudng khac, ching han nhu ching ting duong huyét
hodc giam dudng huyét.

O céc méu con vit ¢ nhiéu diéu kién nhu thé, sy kich thich biéu hién ciia heme
oxygenaza cam (mg duoc (HO-1), gien dich cia con dudng Nrf2, da dugc biéu hién 1a
co tac dong tri liéu dang ké gém & cac mau nhdi mau co tim, suy than, tinh trang thét
bai sau ghép va tinh trang thai ghép, dot quy, bénh tim mach, va bénh tu mién dich (vi
du nhu, Sacerdoti va ddng tac gia, 2005; Abraham & Kappas, 2005; Bach, 2006;
Araujo va dbng tac gia, 2003; Liu va ddng tac gia, 2006; Ishikawa va ddng tac gia,
2001; Kruger va ddng tac gia, 2006; Satoh va ddng tac gia, 2006; Zhou va ddng tac
gia, 2005; Morse va Choi, 2005; Morse va Choi, 2002). Enzym nay phén chia heme tu
do thanh sit, cacbon monoxit (CO), va bilivecdin (sau d6 duge chuyén héa thanh sic
t6 mat, phan tir ¢6 kha ning chéng oxy hoa).

Theo mot khia canh khac, RTA 408 c6 thé duge st dung trong phong ngira
hoic diéu tri hu héng md hodc suy co quan, cip tinh va man tinh, do tmg suit oxy héa
bi gy trdm trong bdi chirng viém. Céc vi du vé& c4c bénh thudc loai nay gdm ching
suy tim, suy gan, tinh trang tht bai sau ghép va tinh trang thai ghép, suy thén, viém
tuy, céc bénh phdi xo hoa (xo nang, COPD, va xo hod phdi tu phat, ngoai cc bénh
khac ra), bénh dai thao dudng (gdm céc bién chirng), chimg xo vita dong mach, ching
thiéu mau cuc bd-thuong tdn tai thong mau, bénh glocom, dot quy, bénh tu mién dich,
ching tu ky, thodi hoa diém vang cua ving mac, va bénh loan dudng co. Vi du nhu,
trong trudng hop ching tu ky, cic nghién ciru cho thdy rang viéc 1am ting tmg suit
oxy hoa trong hé than kinh trung wong c6 thé gop phan phat trién bénh (Chauhan va
Chauhan, 2006).

Déu hidu ciing két néi ing suét oxy hoa va chung viém véi su phat trién va
bénh Iy hoc clia nhiu réi loan chirc nang khac cua hé thin kinh trung wong, gdm céc
rdi loan chirc nang tdm thin, ching han nhu ching réi loan tdm thén, trdm cam trdm
trong, va rdi loan chirc nang ludng cuc; cac rdi loan chirc nang co giat, ching han nhu
chimg dong kinh; cdc hdi ching cam gidc va dau, ching han nhu chimg dau nira déu,
dau do can nguyén than kinh, hodic sy 1 tai; va cac hdi chirng hanh vi, chéng han nhu
cac roi loan thiéu hyut chi y. Xem, vi du nhu, Dickerson va ddng tac gia, 2007;
Hanson va déng tdc gia, 2005; Kendall-Tackett, 2007; Lencz va déng tac gia, 2007;
Dudhgaonkar va ddng tac gia, 2006; Lee va dong tac gia, 2007; Morris va dong tac
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gia, 2002; Ruster va déng tac gia, 2005; Mclver va déng tac gia, 2005; Sarchielli va
ddng tac gia, 2006; Kawakami va ddng tac gia, 2006; Ross va ddng tac gia, 2003, tt
cd dugc dua vao day dé tham chiéu. Vi du nhu, cic mirc d6 cao cia céc xytokin dé
viém, gém TNF-a, interferon-y, va IL-6, lién quan dén bénh tam thdn trdm trong
(Dickerson va dbng tac gia, 2007). Tiéu thin kinh dém hoat hoa ciing c6 lién quan dén
bénh tdm than trdm trong. Do vdy, su diéu chinh giam céc xytokin d& viém va tc ché
su hoat héa qué mirc cua tiéu than kinh dém c6 thé c6 loi & nhitng ngudi bénh ¢6 bénh
tdm than phan liét, trdm cam trdm trong, rdi loan chirc nang ludng cuc,céac rdi loan phé
tw ky, va cac rdi loan tdm thin kinh khéc.

Theo do, & cac bénh 1y lién quan dén riéng (mg suit oxy héa hodc tng suit oxy
hoa bi gay trAm trong bédi ching viém, viéc diéu tri c6 thé bao gém sir dung cho chu
thé mot lugng hi€u qua tri bénh cua hop chét theo sang ché nay, chéng han nhu céc
hop chét dugc md ta trén day hodc trong sudt ban mo ta nay. Viéc didu tri c6 thé duogc
thuc hién dé phong ngira, trudc su phét trién cua trang thai c6 thé dy doan cua ung
sudt oxy héa (vi du nhu, cdy ghép co quan hodc sir dung liu phap birc xa cho nguoi
méc bénh ung thu), hoic n6 c6 thé duge su dung trong didu tri bénh trong céc ngir
canh lién quan dén {mg sudt oxy hoa dugc thiét 1ap va ching viém. Theo mdot sb
phuong 4n, khi hop chét theo sang ché nay dugc sir dung dé diéu tri ngudi bénh tiép
nhin liéu phép birc xa vi/hoic héa hoc tri liéu, hop chat theo sang ché co thé duoc sir
dung trudéc, d(‘“)ng thoi, va/hodc sau khi bire xa hodc hoa hoc tri li€u, hodc hop chét c6
thé dugc sir dung két hop voi cac lidu phap khac. Theo mot s& phwong 4n, hop chit
theo sang ché c6 thé phong ngira va/hodc han ché su nghiém trong cua céc tac dung
phu lién quan dén lidu phap birc xa hodc hda hoc trj li¢u (str dung mot tdc nhén khéc)
ma khong lam giam céc tac dung chéng ung thu cia liéu phap birc xa hodc hoa hoc tri
lidu. Do céc tac dung phu nay c6 thé giéi han liéu luong cho liéu phap birc xa va‘hoac
héa hoc tri liéu, theo mot sb phuong an, hop chit theo sang ché nay co thé dugc st
dung d cho phép dinh lidu thudng xuyén hon va/hodc cao hon liGu phép birc xa
va/hodc héa hoc tri li€u, vi du nhu, mang lai hiéu qua diéu tri 16n hon. Theo mot sb
phuong 4n, hop chat theo sang ché khi dugc sir dung két hop véi lidu phédp buc xa
va/hodc héa hoc tri liéu c6 thé nang cao tinh hiéu qua cia lidu birc xa di dinh v/hodic
héa hoc trj liéu. Theo mot s6 phuong 4n, hop chét theo sang ché khi dugc sir dung két

hop véi lidu phap birc xa vi/hodic hda hoc tri lidu co thé nang cao tinh hiéu quéa cua
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lidu birc xa da dinh va/hodc hoa hoc tri liéu va han ché (hodc, & muc téi thiéu, khong
thém vao) cac tdc dung phu cta birc xa vd/hodc hoa hoc tri 1liéu. Theo mot sb phuong
an, va khong bj rang budc bdi Iy thuyét, hidu qua két hop nay c6 thé 1a do su e ché
hoat tinh cua yéu t6 giy viém phién ma NF-kB béi hop chit theo sang ché. NF-«xB
thuong dugc hoat héa man tinh trong cac t& bao ung thu, va hoat héa nay lién quan
dén su khang lai li€u phap va thic déy su tién trién ciia khéi u (vi du nhu, Karin, 2006;
Aghajan va dong tac gia, 2012). Cac yéu té phién ma khac ma thuc diy chimg viém va
ung thu, chéng han nhu STAT3 (vi du nhu, He va Karin 2011; Grivennikov va Karin,
2010), ciing c6 thé dugce (rc ché bai hop chét theo sang ché theo mot s phwong an.

RTA 408 co6 thé duoce sir dung dé diéu tri hodc phong ngira céc diéu kién dé
viém, ching han nhu nhiém tring, ching viém da, bénh tu min dich, va bénh viém
khép xuong man tinh. RTA 408 ciing c6 thé duoc sir dung dé diéu tri hoic phong ngira
dau d& viém va/hodc dau do cin nguyén than kinh, vi du nhu, bing cach gy cam tng
Nrf2 va/hoic (rc ché NF-kB.

RTA 408 ciing c6 thé duoc st dung dé diéu tri hodc phong ngira cac bénh,
ching han nhu ung thu, chimg viém, bénh Alzheimer, bénh Parkinson, bénh da xo
cing, chung tu ky, bénh xo ciing ¢t bén teo co, bénh Huntington, cac bénh tu mién
dich, chﬁng han nhu viém khép dang thép, bénh luput, bénh Crohn, va bénh véy nén,
bénh viém rudt, tit ca cac bénh khac ma sy phat sinh bénh dugc cho 1a lién quan dén
tao ra thira oxit nitric hodc cac prostaglandin, va cac bénh ly lién quan dén riéng ung
sudt oxy hoa hodc ing suit oxy hoa bj gdy trdm trong bdi chung viém. RTA 408 c6
thé dugc st dung trong diéu trj va phong ngira cac bénh ung thu gdbm ung thu biéu mé,
bénh sacom, u lym phd, bénh bach ciu, u melanin, u trung biéu mé, dau tuy, hodc u
tinh, hodc ung thu bang quang , mau, xwong, ndo, vi, hé thin kinh trung uvong, cd tir
cung, rudt Kkét, mang trong da con, thyc quan, tdi mat , co quan sinh duc ngoai, 6ng co
quan sinh duc liéu, d4u, than, thanh quan, gan, phéi, mb co, cd, niém mac miéng hodc
mili, buf”mg tring, tuyén tuy, tuyén tién liét, da, 14 lach, rudt non, rudt gia, da day, bd
tinh hoan, hoic tuyén giap.

Mot khia canh khac cia ching viém la viéc tao ra cac prostaglandin dé viém,
chang han nhu prostaglandin E. RTA 408 c6 thé duoc sir dung dé thuc diy sy gidn
mach mau, su tran huyét tuong, dau cuc b, nhiét dd cao, va céc tri€u chirng khac cta

chung viém. Dang cdm ing dugce cia enzym COX-2 lién quan dén viéc tao ra ching,
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va cac mirc dd cao cua COX-2 duoc tim théy trong cdc mo bi viém. Do vy, su uc ché
COX-2 ¢6 thé lam diu nhiéu tridu chimg cia chimng viém va mét sb thudc chéng viém
quan trong (vi du nhu, ibuprofen va celecoxib) hoat dong béng cach e ché hoat tinh
COX-2. Piéu da dugc thdy rd 1a mot nhoém cac prostaglandin xyclopentenon (céc
cyPG) (vi du nhu, 15-deoxy prostaglandin J2, ciing dugc biét dén 1a PGJ2) déng vai
trd trong viéc kich thich 1am tiéu tan c6 sip dit chung viém (vi du nhu, Rajakariar va
dong tac gia, 2007). COX-2 ciing lién quan dén viéc tao ra cac prostaglandin
xyclopentenon. Do vy, su ¢ ché COX-2 ¢ thé gdy trd ngai cho viéc lam tiéu tan
hoan toan chimg viém, ¢ kha nang thuc ddy su dai ding cua cac t& bio mién dich hoat
hoa trong cic md va din dén man tinh, chimg viém “4m i”. Tac dong nay c6 thé chiu
trach nhiém lam tang ty 1€ mic méi cua bénh tim mach & ngudi bénh sir dung céc chét
tic ché COX-2 chon loc trong céc khoang thdi gian dai.

Theo mot khia canh, RTA 408 c6 thé dugc st dung dé kiém soat viéc tao ra céac
xytokin gdy viém trong té bao bang cach hoat héa c6 chon loc céc cin xystein didu
chinh (cac RCR) lén céc protein diéu chinh hoat tinh clia cac yéu t6 phién ma nhay oxy
hoa khir. Su hoat hoa clia cac RCR bang céc cyPG da duoc biéu hién 1a khéi déu mot
chwong trinh gdy tiéu tan trong d6 hoat tinh ctia yéu t& phién ma bao vé t& bao va chéng
oxy héa Nrf2 c¢6 kha ning dugc gdy cam (g va cac hoat tinh ciia cic yé t phién ma gay
viém va gy oxy hoa NF-kB va cac STAT bi ngan chin. Theo mét sd phuong én, RTA
408 c6 thé dugc sir dung dé tang su tao ra cac phan tir khir va chéng oxy héa (NQOI,
HO-1, SODI1, y-GCS) va giam tng suit oxy hoa va sur tao ra cac phan tir gdy viém va
gy oxy héa (iNOS, COX-2, TNF-o). Theo mét sé phuong 4n, RTA 408 c6 thé duoc sir
dung dé 1am cho cac t& bao lam chu bién ¢ d& viém tré lai trang thai khong d& viém
bang cach thuc diy su lam tiéu tan chimg viém va gidi su hu héng mo qua muc & vt

chu.

A. Ung thu

Theo mot sb phuong an, RTA 408, cac hop chit dang da hinh, va cac phuong
phép theo sang ché nay c6 thé duge st dung gy cam ung co ché gay chét té bao theo
chuong trinh & cc khdi u té bao, gdy ra su biét hoa té bao, d& tc ché su phat trién té
bao ung thur, dé trc ché phan tng d& viém, va/hoic thuc hién chirc ning trong kha ning

phong ngira bing kich thich hoa hoc. Vi du nhu, sang ché dé xuét cac hop chit dang da
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hinh méi ¢6 mét hodc nhiéu tinh chit sau: (1) kha nang gy cam tmg co ché gy chét
té bao theo chuong trinh va khu biét ca cac t& bao 4c tinh va khong éc tinh, (2) hoat
tinh & cac mirc d6 nano mol hodc dudi nano mol vdi vai tro la chét tc ché su phat trién
ctia nhiéu té bao 4c tinh hoic tién ac tinh, (3) kha ning ngin chin sy téng hop méi
men tdng hop oxyt nitric cam tmg (INOS) enzyme dé viém, (4) kha nang rc ché NF-
kB hoat hoa, va (5) kha nang gdy ra biéu hién ctia heme oxygenaza-1 (HO-1).

Cac muc d6 cua iNOS va COX-2 duge nang cao & cac bénh ung thu nhét dinh
va lién quan dén chit gdy ung thu va cac chit trc ché COX-2 da duoc thé hién dé han
ché ty 16 mic méi u tuyén dai trang nguyén phat & nguoi (Rostom va ddng tac gia,
2007; Brown va DuBois, 2005; Crowel va dong tac gia, 2003). iNOS dugc biéu hién &
céc té bao ngan chin c6 ngudn gbc dang tay (cac MDSC) (Angulo va dong téc gia,
2000) va hoat tinh COX-2 trong céc té bao ung thu da duoc biéu hién 1a dan dén su tao
ra prostaglandin Ez (PGE,), da duoc thé hién 1a gdy ra biéu hién cia arginaza & céc
MDSC (Sinha va ddng tac gia, 2007). Arginaza va iNOS 1a céc enzym s dung L-
arginin 1am nén va twong Ung tao ra L-ornithin va uré, va L-xitrulin va NO. Sy lam
tiéu arginin tir mdi truong nho cia khdi u béi cac MDSC, két hop véi viée tao ra NO
va peroxynitrit dd dugc biéu hién 1a rc ché sy phat trién va gy cam g co ché gy
chét té bao theo chuong trinh cua céc té bao T (Bronte va dong tac gia, 2003). Su trc
ché COX-2 va iNOS da duoc biéu hién 1a han ché sy tich lily cac MDSC, thu hdi hoat
tinh gdy ddc cho té bao cia cac té bao T lién quan dén khéi u, va 1am chdm sy phat
trién khéi u (Sinha va ddng tac gia, 2007; Mazzoni va ddng tac gia, 2002; Zhou va
dong tac gia, 2007).

Su tc ché NF-kB va céc con dudng tin hiéu JAK/STAT lién quan dén chién
luge trc ché su phat trién cia cac té bao biéu mo ung thu va gdy cam tng co ché giy
chét té bao theo chuong trinh. Sy hoat héa ciia STAT3 va NF-xB da dugc biéu hién 1a
din dén ngan chin co ché gy chét té bao theo chuong trinh trong céc t& bao ung thu,
va thiic ddy sy phat trién, sy xam 14n, va sy di can. Nhiéu trong sb cac gien dich lién
quan dén cic quy trinh nay dd dugc thé hién 1a dugc didu chinh phién ma boi ca NF-
kB va STAT3 (Yu va dong tac gia, 2007).

Ngoai vai trd truc tiép clia chiing trong céc té bao biéu md ung thu ra, NF-kB
va STAT3 ciing c6 céc vai trd quan trong trong cac té bao khac duoc tim thiy trong

moOi truong nho cuia khoi u. Cac thi nghiém & cac mau con vét da chirng to rang can ¢6
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NF-kB trong ca cic t& bao ung thu va cac té bao tao mau dé truyén céc tac dong cia
chimng viém dén sy khoi ddu va tién trién cua ung thu (Greten va ddng tac gia, 2004).
Su {rc ché NF-xB & cac té bao tiy va ung thu tvong img 1am giam sb luong va kich ¢&
clia cac khéi u tao thanh. Sur hoat héa ctia STAT3 trong cac té bao ung thu dan dén su
tao ra mot vai xytokin (IL-6, IL-10) ngan chdn sy trudng thanh cta cac té bao dudi gai
lién quan dén khéi u (DC). Hon nita, STAT3 dugc hoat hoa bdi cac xytokin nay &
chinh cac té bao dudi gai. Su e ché STAT3 & cac mau chudt nhét ung thu phu héi sy
trudng thanh DC, thic ddy su mién dich chdng khéi u, va trc ché sy phat trién khéi u
(Kortylewski va dong tac gia, 2005). Theo mét s phuong an, RTA 408 va cac hop
chét dang da hinh cta n6 cé thé dugc sir dung dé diéu tri ung thu, gém, vi du nhu, ung
thu tuyén tién liét. Theo mot sé phurong 4n, RTA 408 vacac hop chét dang da hinh cta
né ¢6 thé duge sir dung trong mot li¢u phap két hop dé diéu tri ung thu gém, vi du

nhu, ung thu tuyén tién liét. Xem, vi du nhu, Vi du H dudi day.
B. Bénh da xo ciing va cac tinh trang thoai hoa than kinh khac

Theo mét sé phuong an, RTA 408, cac hop chét dang da hinh, va cac phuong
phép theo sang ché nay co thé duoc sir dung dé diéu tri ngudi bénh mic bénh da xo
cing (MS) ho#c céc trang thai thoai hoa thin kinh khac, chéng han nhu bénh
Alzheimer, bénh Parkinson, hogic bénh xo cling c6t bén teo co. MS dugc biét dén la
mot trang thai d€ viém ctia hé than kinh trung wong (Williams va déng tac gia, 1994;
Merrill va Benvenist, 1996; Genain va Nauser, 1997). Dya trén mot vai nghién ctu,
déu hiéu chi ra rﬁng cac co ché mién dich va/hodc d& viém, oxy hda lién quan dén sy
phat sinh bénh Alzheimer (AD), bénh Parkinson (PD), bénh xo cing cdt bén teo co
(ALS), va MS (Bagasra va df‘mg tac gia, 1995; McGeer va McGeer, 1995; Simonian
va Coyle, 1996; Kaltschmidt va dong tac gia, 1997). Dit liéu dich t& hoc biu thi ring
viéc sit dung maén tinh cdc NSAID ma ngdn chidn sy téng hop cac prostaglandin tu
arachidonat, mdt cach rd rét lam gidm rui ro phat trién AD (McGeer va ddng tac gia,
1996; Stewart va déng tac gia, 1997). Do d6, céc tdc nhén ngin chin sy tao thanh NO
va céc prostaglandin, c¢6 thé dugc st dung trong cac phuong thic phong ngira va diéu
tri cac bénh thoai hoa than kinh. Céc ung vién tri bénh thanh cong dé diéu trji bénh nay
thudmg doi hoi kha ndng thAm nhip vao vach ngin méu ndo. Xem, vi du nhu, Cong bd

Patent M§ 2009/0060873 duoc dua vao ddy dé tham chiéu.
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C. Chung viém thén kinh

Theo mot sé phuong 4n, RTA 408, cic hop chét dang da hinh, va cac phuong
phap theo sang ché nay c6 thé duge sir dung cho diéu tri ngudi bénh méc ching viém
thdn kinh. Chitng viém than kinh tém lugc y tudng riang cac phan tng va hoat dong
clia tiéu than kinh dém va té bao hinh sao trong hé thin kinh trung wong vé co ban c6
dic diém nhu chimg viém, va cac phan ting nay chu yéu tap trung vao viéc phat sinh
bénh va 1am tién trién mot loat cac rdi loan chirc ning hé than kinh. Cac ¥ tudng nay
dd dugc mé rong tir bénh Alzheimer dén cac bénh thoai hoa thdn kinh khac
(Eikelenboom va dbng tac gia, 2002; Ishizawa va Dickson, 2001), dén cc bénh gdy
doc/thiéu mau cuc by (Gehrmann va déng tac gid, 1995; Touzani va déng tac gia,
1999), dén sinh hoc khéi u (Graeber va ddng tac gia, 2002) va thim chi dén su phat
trién ndo thong thuong. Chimg viém than kinh két hop mét loai cac phan {ng té bao
phirc tap gdm su hoat héa cua tiéu thin kinh dém va céc té bao hinh sao va giy cam
ng céc xytokin, chemokin, protein bd sung, protein pha cép tinh protein, chin thuong
gy oxy hoa, va cac quy trinh phan tir ¢6 lién quan, va cac bién c¢b c6 thé co cac tac
dong c6 hai dén chirc ning noron té bao thin kinh, din dén chén thwong noron té bao

than kinh, tiép tuc hoat hoa than kinh dém, va cudi cung 14 thodi hda thén kinh.
D. Bénh thin

Theo mét sé phuong an, RTA 408, cling nhu cac hop chét dang da hinh cua
ching, c6 thé dugc sir dung cho diéu tri ngudi bénh mic cac bénh than va cac rdi loan
chic néng, gém suy thidn va bénh than man tinh (CKD), dua trén, vi du nhu, cic
phuong phap dugc boc 10 béi US 8,129,429, dugce dua vao day dé tham chiéu. Suy than,
din dén thanh thai khéng phd hop céc phé phidm chuyén héa tir mau va cic ndng db
bét thuong cla cac chit dién phén trong mau, 1a mot vin dé y hoc quan trong trén toan
thé gidi, dac biét 13 & cac nudce phat trién. Bénh dai thao dwong va chimg ting huyét ap
nim trong sb céc nguyén nhén quan trong giy ra suy thdn man tinh, cling duoc biét
dén 1 bénh thép mén tinh (CKD), nhung n6 ciing lién quan dén céc trang thai khac
ching han nhu bénh luput. Suy than cdp tinh c¢6 thé phat sinh tir su phoi nhiém cac
thudc nhét dinh (vi du nhu, axetaminophen) hodc cac hoa chét doc hai, hodc tir chimg
thiéu mau cuc bd-thuong tdn tai thong mau lién quan dén trang thai sbc hodc céac thu
tuc phiu thuét chéng han nhu céy ghép, va cb thé dan dén suy thdn mén tinh. O nhiéu

ngudi bénh, suy than tién trién dén giai doan ma nguoi bénh cin thim tach thuong
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xuyén hodc hogc ghép than dé tiép tuc séng. Ca hai thi tuc ndy mang tinh xam 14n cao
va lién quan dén céc tac dung phu dang ké va chit luong cua cac van dé sbng. Mic du
6 cac cach diéu tri hiéu qua mot sb bién ching suy than, ching han nhur cudng can
gidp va ting phosphat huyét, khong cé cach diéu tri nao da dugc bidu hién 1a tam
nglmg hodc dao ngugc su tién trién ngdm ctia suy than. Do d6, cac tac nhan c6 thé cai
thién chirc nang thén bi tdn hai thé hién su tién bd dang ké trong viéc didu tri suy than.

Chirng viém gop phén dang ké vao bénh ly hoc cua CKD. Ciing ¢6 su lién két
co giéi manh giita img sut oxy héa va hoat dong khéac thuong cia than. Con dudng
tin hiéu NF-kB déng vai trd quan trong trong su tién trién cia CKD do NF-kB diéu
chinh phién ma ctia MCP-1, mdt chemokin chiu trach nhiém b sung cac bach ciu don
nhin/céc dai thuc bao dan dén phan ing dé& viém ma cudi cing 1a 1am tén thuong than
(Wardle, 2001). Con dudng Keapl/Nrf2/ARE kiém soéat phién mé cia mot vai gien ma
hoa céc enzym chéng oxy héa, gdm heme oxygenaza-1 (HO-1). Su cét bo gien Nrf2 &
chu¢t nhét cai din dén su phat trién ciia viém cu than giéng nhu bénh luput (Yoh va
dong tac gia, 2001). Hon niva, mot vai nghién ctru da ching t6 ring biéu hién HO-1
dugc gdy ra phan Ung lai sy hiy hoai thdn va chirng viém va enzym nay va cac san
phém clia n6 — séc td mat va cacbon monoxit ~ dong vai tro bao vé trong than (Nath va
dong tac gia, 2006).

Tén thuwong than cip tinh (AKI) c¢6 thé xay ra theo sau ching thiéu mau cuc bo-
tai thong mau, viée diéu tri bang cac dugc ly nhét dinh, chéng han nhu xisplatin va
rapamyXin, va trong tinh mach tiém thudc can quang tiém tinh mach duogc st dung
trong chiéu chup y hoc. Nhu & CKD, chirmg viém va tng suit oxy hoa gép phan vao
bénh Iy hoc AKI. Céc co ché phan tir nim dudi bénh thin giy cam tng bdi thudc can
quang (RCN) khéng dugc hiéu rd; tuy nhién, c6 thé 1a sy két hop cac bién cb gbm su
co mach kéo dai, sy tu diéu chinh than hu, va doc tinh truc tiép ctia thubc can quang
tht ca g6p phan vao viéc gdy ra suy than (Tumlin va ddng tac gia, 2006). Su co mach
dan dén su giam luu lugng dong mau than va gdy ra chung thiéu méu cuc bo-tai thong
mau va tao ra cac loai khi oxy phan tmg. HO-1 bi gdy cdm rng manh trong céac trang
thai ndy va da dugc ching t6 1a ngin ngira ching thiéu mau cuc bo-thuong tén tai
thong mau & mdt vai co qua khac nhau, gdm than (Nath va dong tac gia, 2006). Cu
thé, viéc gdy cam (tng HO-1 dd dugc biéu hién 1a c6 kha ning bao vé & miu chuot

céng RCN (Goodman va déng tac gia, 2007). Sy tai thong mau cling gdy ra phan Gng
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dé viém, phin nao thong qua su hoat héa tin hiéu NF-xB (Nichols, 2004). Xéc dinh
muc tiéu NF-kB duoc dé xuit 1a chién luge diéu tri dé phong ngira sy hu héng co quan

(Zingarelli va ddng tac gia, 2003).
E. Bénh tim mach

Theo mot sb phuong 4n, RTA 408, cac hop chét dang da hinhva cac phuong
phap theo sang ché nay cé thé duoc sir dung cho didu tri ngudi bénh méc bénh tim
mach. Nguyén nhén giy bénh CV la phuc tap, nhung phan 16n cac nguyén nhan lién
quan dén viéc cung cip khong du hodc hoan toan dut doan mau dén mot co quan xung
yéu hodc ms. Thong thudng, trang théi nay phat sinh tir su thoat vi cia mot hodc nhiéu
mang xo vita, didu nay din dén sy tao thanh cuc nghén ngan chin lwu luvong dong méu
trong mot mach xung yéu .

O mot sb ty 1€ mic mdi, chimmg xo vita dong mach ciing c6 thé m& rong & cac
mach mau xung yéu ma ching hep (lam hep cac dong mach) phat trién va Iuu lugng
dong mau dén cac co quan xung yéu (gdm tim) khong di man tinh. Chimg thiéu mau
cuc bd min tinh nay c6 thé din dén sy hu hong bd phan cudi day than kinh cam giac
thudc nhiéu loai, gdm ching tim to lién quan dén suy tim xung huyét.

Ching xo vira dong mach, khuyét tat tiém 4n din dén nhiéu dang bénh tim
mach, x4y ra khi mot khuyét tat co thé hodc chin thuong déi véi 16p 16t (mang trong)
clia dong mach khéi phat mot phan tng d& viém lién quan dén su phat trién cua té bao
co mém khac nhau cia cac mach mau va sy thdm nhi®m cia céac bach cdu vao khu vuc
bi anh huéng. Cudi ciing 1, mot tén thuong phuc tap dwoc biét dén 13 mot mang xo
vita ¢6 thé tao ra, gdm céac té bao néu trén két hop véi cac chit ling dong cla céc
lipoprotein mang cholesterol va cic chét khac (vi du nhu, Hansson va ddng tac gia,
2006). Mic du cac loi ich dang ké ctia cac phuong phap diéu tri bénh hién tai mang lai,
tinh trang tr vong do bénh tim mach vén giir mirc cao va cac nhu cau khong duoc thoa
min déng ké trong diéu tri bénh tim mach vn con nguyén.

Viéc gdy cam ung HO-1 da dugc bidu hién 13 ¢6 loi cho mot loat cac miu cia
bénh tim mach, va cic mirc d6 thdp ciia Biéu hién HO-1 twong quan 14m sang v&i rii
ro cao ciia bénh CV. RTA 408, cac hop chit dang da hinh va cac phuong phdp theo
sang ché, do vay, co thé duogc s dung trong viéc diéu tri hodc ngadn ngua nhiéu rbi
loan chirc ning tim mach khac nhau gdm nhung khéng giéi han & chimg xo vira dong

mach, ching ting huyét ap, nhdi mau co tim, chirng suy tim man tinh, dot quy, Xudt
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huyét duéi mang nhén, va ching tai phat hep. Theo mot sb phuong an, RTA 408, cac
hop chit dang da hinh va cac phurong phép theo sang ché c6 thé dugc sir dung 1am liéu
phap két hop véi cac lidu phap didu tri bénh tim mach da biét khac ching han nhu
nhung khong gidi han & céc chét khéng dong, cac thuéc lam tan huyét khéi,
streptokinaza, cac chit hoat hoa plasminogen md, phiu thudt, phiu thuit bic cdu dong
mach vanh, tao hinh ddng mach béng bong, s dung cac stent, cic thube wrc ché su

phat trién té bao, hodc cac thudc lam giam muc d6 cholesteol.
F. Bénh dai thdo dudng

Theo mot s6 phuong an, RTA 408, ciing nhu céc hop chit dang da hinh cta
chiing, ¢6 thé dugc st dung cho diéu tri ngudi bénh mic bénh déi thao duong, dua
trén, vi du nhu, cdc phuong phap duge boc 16 boi US 8,129,429, duge dua vao diy dé
tham chiéu. Bénh dai thdo duong 1a loai bénh phirc tap dic trung bdi viéc co thé
khong diéu chinh dwoc cic mirc do luu thong glucoza. Diéu nay c6 thé 1a do thiéu
insulin, hoocmon peptit ma didu chinh ca sy tao ra va su hép thu glucoza & cac mod
khéc nhau. Thiéu hut insulin gdy hai cho kha ning cta co bip, md, va cac mod khac
trong viéc hap thy thich hop glucoza, din dén chung ting dudng huyét (cac muc do
cao bat thuong cua glucoza trong méau). Thong thuong nhét 13, sy thidu hut insulin nay
1a do su tao ra khong du cac té bao dao cia tuyén tuy. Trong da sb truong hop, diéu
nay phat sinh tir sy phd hiy ty mién dich cua cac té bao nay, mét trang thai dugc biét
dén 1a typ 1 hodc bénh dai théo dudng tin cong thanh thiéu nién, nhung ciing c6 thé 1a
do thuong tdn thé chit hodc nguyén nhan khac nao do.

Bénh ddi thdo dudng cling c6 thé phét sinh khi co bip va céc té bao md tré nén
it phan ung hon v6i insulin va khéng hép thu glucoza mot cich thich hop, din dén
ching ting duong huyét. Hién tuong nay dugc biét dén 1a khang insulin, va trang thai
kéo theo dugc biét dén 13 typ 2 bénh dai thdo dudng. Bénh dai thao dudng typ 2, loai
thong thudng nhat, rat co lién quan dén chirng béo phi vaching ting huyét 4p. Chung
béo phi lién quan dén tinh trang d& viém cia md m& ma duoc cho 1a déng vai trd chinh
trong su phat trién kha nang khang insulin (vi du nhu, Hotamisligil, 2006; Guilherme
va dbng tac gia, 2008).

Bénh dai thdo dudng lién quan dén sy hu hong déi vai nhiu mo, phan 16n 1a do
chimg ting duong huyét (va giam duong huyét, c6 thé 1a do céc lidu lugng insulin dinh

thoi kém hodc qua mirc) 14 ngudn ung suit oxy hoa dang ké. Do chiing c¢6 kha ning
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bdo v€ chéng lai su ing suét oxy hoa, cu thé 1 bing cach gdy ra biéu hién HO-1, RTA
408, cac hop chat dang da hinh, va cac phuong phap theo sang ché nay c6 thé dugc sir
dung dé diéu tri nhidu bién chimg cia bénh dai thio dwong. Nhu luu ¥ trén ddy (Cai va
dong tac gia, 2005), chimg viém man tinh va tng suit oxy hoa trong gan bi nghi ngd 1a
cac yéu t6 gop phan chinh trong su phat trién ctia bénh dai thao duong typ 2. Hon nita,
cac co chi van PPAR, ching han nhu céc thiazolidindion c6 kha ning han ché sy
khang insulin va duoc biét 1a cac cach didu tri hiéu qué cho bénh dai thao duong typ 2.
Theo mot s& phuong 4n, RTA 408, cac hop chit dang da hinh, va cac phuong phép
theo sang ché nay co thé duoc st dung lam cac liéu phép két hop véi cac co chi van

PPAR, ching han nhu céc thiazolidindion.
G. Chtng viém khop

Theo mét sé phuong an, RTA 408, cac hop chit dang da hinh, va cac phuong
phap theo sang ché nay c6 thé dugc st dung cho diéu tri ngudi bénh mic mot dang
ching viém khép. Theo mot s§ phuong an, cac dang ctia chimg viém khdp ma c6 thé
dugc diéu tri bing RTA 408 va céc hop chét dang da hinh theo sang ché nay 13 viém
khép dang thip (RA), chimg viém khép vay nén (PsA), cac bénh Iy cot sbng (SpAs)
gbém viém cting khép dbt song (dudi dang), ching viém khdp phan Umg (ReA), va
viém dudng rudt (EA), viém khép dang thap & thanh thiéu nién (JRA), va chung viém
khép dé viém sém.

D0di v6i viém khép dang thp, cac ddu hiéu dau tién thuong xudt hién & 16p 16t
hoat dich, véi su phat triéncua céc nguyén bao sgi mang hoat dich va phfin gén vao
mat khép cla chiing & ria khop (Lipsky, 1998). Sau do, cac dai thuc bao,cac té bao T
va cic té bao d& viém khac duoc bd sung vao khép, & d6 chung tao ra mot s6 chit méi
gidi, gdm céc xytokininterleukin-1 (IL-1), gop phan vao di chiing man tinh dan dén
pha huy sun va xuong, va yéu td hoai tir khdi u (TNF-a), déng vai trd trong ching
viém (Dinarello, 1998; Arend vaDayer, 1995; van den Berg, 2001). Néng do cua IL-1
trong huyét twong cao hon dang kéo ngudi bénh mic RA so voi ngudi khoe manh va,
dang luu y 13, cdc mic dohuyét twong IL-1 c6 trong quan véi hoat tinh ciia bénh RA
(Eastgate va dong tac gia, 1988). Ngoai ra, cac mirc dd chat 16ng hoat dich IL-1 c6
turong quan véicac ddc tinh md hoc va chup tia X khéc nhau cia RA (Kahle va dong

tac gia, 1992; Rooney va ddng tac gia, 1990).
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Céac dang khac nhau cta ching viém khép gdm ching viém khép vay nén
(PsA), 1a mdt bénh khép dé viém maén tinh diic trung béi sy lién quan cia chimg viém
khép va bénh vdy nén. Cac nghién ctru da chi ra ring PsA c¢6 chung mét sb dic tinh
lam sang, gdy bénh va di truyén véi cac bénh 1y cot sdng (cac SpA), mdt nhém cac
bénh bao gdm viém ctmg khép ddt sdng, chimg viém khép phan (g va viém dudng
rudt (Wright, 1979). Quan niém réng PsA thudc vé nhom SpA gén diy dd lam tang
thém sy tng h tir cc nghién ciru chiéu chup chimg té viém chd bam gén lan rong &
PsA nhung khong lan rong & RA (McGonagle va dbng tic gia, 1999; McGonagle va
dong tic gia, 1998). Cu thé hon, viém chd bam gin dugc cho 14 13 mot trong nhitng
bién cb sém nhét xay ra trong cac SpA, din dén su td chirc lai xuong va chig cung
khép & xuwong sdng, ciing nhu gdy ra viém mang hoat dich khép khi cac b phan gia bi
sung tdy gn v&i cac khdp ngoai bién. Lugng TNF-ating 1én dugc thé hién & cada bj
vay nén (Ettehadi va dong tac gia, 1994) va chit 1ong hoat dich (Partsch va ddng tac
gid, 1997). Céc thtr nghiém gin ddy da cho théy loi ich tich cuc cua viée didu trj khang
TNF & ca PsA (Mease va ddng tac gia, 2000) va viém cimg khép dbt sdng (Brandt va
ddng tac gia, 2000).

Viém khép dang thip & thanh thiéu nién (JRA), mét thuét ngir cho dang phd
bién nhat ctia chimg viém khop & tré em, duoc ép dung cho gia dinh c6 cac bénh dic
trung bdi ching viém man tinh va sy phinh truong cia cac mang hoat dich. Thuat ngir
chdng chéo, nhung khong hoan toan ddng nghia, véi gia dinh c6 cac bénh duge goi la
chimg viém man tinh khép & thanh thiéu nién va/hodc chimg viém khép tu phat &
thanh thiéu nién & Chau Au.

JRA viém da khép 1a mot loai 1am sang phu khac biét dac trung bdi ching viém
va sy phaét trién hoat dich & nhiéu khép (bdn khép hodc nhidu hon), gdm céac khdp nho
cla cac ban tay (Jarvis, 2002). Loai JRA phu nay cé thé 1a nghiém trong, do lién quan
dén nhiéu khép va kha nang tién nhanh cua no qua thoi gian. Mic du khac biét v& mit
1am sang, JRA viém da khép khong dong nhét, va nguoi bénh thé hién su khac nhau
trong cac biéu hién bénh, do tudi bi tin clOng, ti€n luong bénh, va phan Gng tri li€u.
Nhitng khéc biét nay rat c6 thé phan anh nhiéu thay ddi trong tinh chit mién dich va
tan cong gdy viém c6 thé xay ra trong bénh nay (Jarvis, 1998).

Viém cing khép dbt sdng (AS) 1a mot tip hop con cua bénh trong phén loai

bénh rong hon ctia bénh ly cot séng. Ngudi bénh bi tdc dong bdi cac tip con khac nhau
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cua bénh ly cot séng cO cac can bénh hoc thuong rit khac nhau, tir sy nhiém khuén
cho dén sy di truyén. Tuy nhién, trong tit ca cac phan nhom, két qua cudi cing ciia
quy trinh bénh la ching viém khdp truc.

AS 12 mot r6i loan chirc nang thip khép d& viém toan than man tinh ciia bd
xuong truc c¢6 hodic khéng c6 cac biéu hién ngoai xuong. Cac khép ciing chdu va
xuong sdng bj tac dong chi yéu, nhung cac khép hong va vai, va it thong thudng hon
1a cac khép ngoai bién hoic céc ciu tric ngoai khép, chéng han nhu mét, hé mach, hé
thén kinh, va hé da day rudt non cling c6 thé ¢6 lién quan. Cén bénh hoc cta bénh chua
duoc hiéu déy du (Wordsworth, 1995; Calin va Taurog, 1998). Can bénh hoc rat lién
quan dén nhém twong hgp md chinh I (MHC I) HLA-B27 alen (Calin va Taurog,
1998). AS tac dong dén cac ci thé trong thoi ky déu tién trong cudc doi cta ho va
dang s¢ bdi vi n6 c6 kha ning gdy dau man tinh va gdy hu hai khong thé thu hdi gén,
day chang, khép, va xuong (Brewerton va ddng tic gia, 1973a; Brewerton va ddng tac

gid, 1973b; Schlosstein va ddng tac gia, 1973).
H. Viém loét dai trang

Theo mdt sd phuong 4n, RTA 408, cic hop chit dang da hinh va cac phuong
phap theo sang ché nay co thé dugc sir dung cho diéu tri ngudi bénh mic viém loét dai
trang. Viém loét dai trang 12 bénh gay ra chirng viém va dau dén, duge goi 1a cac vét
loét, trong 16p 16t cua rudt gia. Ching viém thudng dién ra trong rudt thing va phin
dudi cua rudt két, nhung né ¢o thé anh huéng dén toan bo rudt két. Viém loét dai trang
cling ¢6 thé duoc goi 1a viém rudt két hodc viém rudt thang. Ching viém lam cho rudt
két thuong xuyén tréng rdng, gdy ra tiéu chay. Céc vét loét tao thanh & nhitng noi ma
chiing viém diét cac té bao 16t rudt két va cac vét loét chay may va tao ra mu.

Viém loét dai trang la bénh viém ruft (IBD), tén chung cho cac bénh gy ra
chitng viém trong rudt non va rudt két. Viém loét dai trang cé thé khé chin doan do
céc triéu chimg tuong tur véi cac rdi loan chirc nang trong rudt khac va véi mot loai
IBD, bénh Crohn. Bénh Crohn khéac v4i viém loét dai trang bdi vi né 1am cho chimng
viém séu hon trong thanh rudt. Ngoai ra, bénh Crohn thudng dién ra trong rudt non,
mdc du bénh cling co thé dién ra trong miéng, thuc quan, da day, ta trang, rudt gia,

rudt thira, va hiu mon.
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I. Bénh Crohn

Theo mét sb phwong 4n, RTA 408, cac hop chit dang da hinh, va c4c phuong
phép theo sang ché nay c6 thé duoc sir dung cho diéu tri ngudi bénh mic Bénh Crohn.,
Céc triéu chimg cta bénh Crohn gdm chitng viém rudt va su phét trién cta chimg hep
rudt va va cac 16 rd; bénh thin kinh thuong di kém cac triéu ching nay. Céc thubc
chéng viém, ching han nhu S5-aminosalixylat (vi du nhu, mesalaphtt) hoic
corticosteroid, thuong dugc ké don, nhung khong phai lic nao cling hi¢u qua (dugc
xem trong Botoman va ddng tic gia, 1998). Uc ché mién dich biang xyclosporin d6i
khi ¢6 loi cho ngudi bénh khang hodc khong chiu dugce corticosteroid (Brynskov va
ddng tac gia, 1989).

Trong cac trudng hgp hoat dong cua bénh Crohn, cac néng d6 cao cua TNF-a
va IL-6 dugce tiét vao duong luu thong mau, va TNF-a, IL-1, IL-6, va IL-8 dugc sinh
ra du thirabdicac té bio qua niém mac (id.; Funakoshi va ddng tac gia, 1998). Cac
xytokin nay c6 thé c6 cac tic dung sdu rong dén cac hé sinh Iy gém su phat trién
xuong, su tao mau, va gan, tuyén giap, va chirc nang tdm than kinh. Ngoai ra, su mét
can bang ty 16 IL-1p/IL-1ra, ddn dén IL-1p gdy viém, da dugc quan st thdy & ngudi
bénh méc bénh Crohn (Rogler va Andus, 1998; Saiki va déng tac gia, 1998; Dionne va
dong tac gia, 1998; nhung xem Kuboyama, 1998).

Céc phuong thic diéu tri da duoc dé xuét cho bénh Crohn gE‘)m viéc sur dung
cac co dbi van xytokin kh&c nhau (vi du nhu, IL-1ra), céc chét rc ché (vi du nhur, cia
enzym chuyén héa IL-1p va cac chét chéng oxy hoa) va cac khang thé khang xytokin
(Rogler va Andus, 1998; van Hogezand va Verspaget, 1998; Reimund va ddng tac gia,
1998; Lugering va ddng tac gia, 1998; McAlindon va ddng tac gia, 1998). Cu thé, cac
khang thé don bao chéng lai TNF-o da dugc thir voi thanh cong nhét dinh trong viée
diéu tri Crohn (Targan va dbng tac gia, 1997; Stack va ddng tac gia, 1997; van
Dullemen va ddng tac gia, 1995). Cac hop chit nay c¢6 thé dugc sit dung trong liu
phap két hgp voi RTA 408, cac hop chit dang da hinh, va cac phuong phép theo sang

ché nay.
J. Luput Ban d6 Toan thin

Theo mdt s phuong an, RTA 408, cic hop chit dang da hinh va cic phuong

phép theo sang ché nay c6 thé dugc st dung cho diéu tri ngudi bénh mic SLE. Luput
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Ban dé Toan than (SLE) 14 bénh thip khop tu mién dich dic trung bdi chét ling dong
trong cac md ciia cic khang thé tu dong va cac phirc hop mién dich din dén tén
thuong mo (Kotzin, 1996). Nguoc lai voi cac bénh ty mién dich, chéng han nhu MS va
bénh d4i thao typ 1, SLE c6 kha nang lién quan dén nhiéu hé théng co quan mét cach
truc tiép, va cac biéu hién 14m sang cta n6 1a da dang va c6 thé thay ddi (duoc xem xét
b&i Kotzin va O'Dell, 1995). Vi du nhu, mot sb ngudi bénh c6 thé biéu hién ching
phat ban chu yéu & da va dau khép, thé hién su thuyén gidm tu phat, va cén it thubc. O
dau nguoc lai 12 nhitng ngudi bénh ma biéu hién sy lién quan dén bénh than ning va
tién trién c4n liéu phap vdi cac lidu lrong steroid cao va cac thude gy doc cho té bao
ching han nhu xyclophosphamit (Kotzin, 1996).

Mot trong céc khang thé duoc tao ra bai SLE, IgG anti-dsDNA, déng vai tro
chinh trong sur phat trién clia bénh viém ciu thin luput (GN) (Hahn va Tsao, 1993;
Ohnishi va ddng tac gia, 1994). Bénh viém ciu than la trang thai nghiém trong trong
do trong d6 cac thanh mao mach cuia cudn tiéu cdu loc méau cia thén tré nén day do su
16n dén 1én & phia biéu md cla cac mang day ciu than. Bénh thudong 14 mén tinh va

tién trién va cudi cling c6 thé dan dén suy than.
K. Hdi ching co that rudt két

Theo mdt s& phuong 4n, RTA 408, cac hop chit dang da hinh, va cdc phuong
phép theo sang ché nay c6 thé dugce st dung cho diéu trj ngudi bénh mic Hoi chimg co
thét rudt két (IBS). IBS 14 ri loan chirc ndng dic trung bédi dau bung va théi quen di
tiéu thay d6i. Hoi ching nay c6 thé bit ddu ¢ tudi truong thanh con tré va c6 thé lién
quan dang ké dén sy 6m yéu tan tat. Hoi ching nay khong phai 1a rdi loan chirc ning
dbng nhit. bung hon, céc loai phu cta IBS dd duge mo ta dua trén tri€u ching tiéu
chay, chimg tdo bén, hosc dau d& nhan thiy nhét. Néu thiéu cac tridu chung "canh
bao", ching han nhu sét, sy hao hut trong lugng, va chay mau da day rudt non, cin han
ché kiém tra strc khoe toan dién.

Cang ngay, ddu hiéu vé cac ngudn gbc cua IBS cho thdy mdi quan hé giira viém
rudt truyén nhiém va sy phét trién tiép theo cua IBS. Céc xytokin d& viém c6 thé co
vai tro trong d6. Trong mdt cudc khao sit ngudi bénh c6 tién sir viém da day-rudt vi
khuin dugce xac nhan (Neal va déng tac gia, 1997), 25% da cho théy su thay dbi dai
ding trong thoi quen di tiéu. Su dai dang cua cac triéu chimng c6 thé 1a do cing thing

tAm 1y tai thoi diém nhidm trang c4p tinh (Gwee va ddng tac gia, 1999).
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Dir liéu gin dy goi ¥ rang sy phat trién qua nhanh cua vi khuén trong rudt non
ciing c6 thé ¢6 vai trd trong cic triéu chimg IBS. Trong mét nghién ctru (Pimentel va
ddng tac gia, 2000), 157 (78%) trong s& 202 ngudi bénh IBS tham gia kiém tra thé
hydro ¢ cac két qua kiém tra duong tinh do su phat trién qua nhanh cta vi khuén.
Trong sb 47 chu thé duge tiép tuc kiém tra, 25 (53%) cho théy su cdi thién trong céac

triéu chimg (nghia 13, dau bung va tidu chay) nho diéu tri bang thude khang sinh.
L. Hoi chung Sjogren

Theo mot sé phuong an, RTA 408, cic hop chét dang da hinh, va cdc phuong
phap theo sang ché nay c6 thé duge st dung cho didu tri ngudi bénh mic Hoi chimg
Sjogren. Hoi ching Sjogren (SS) nguyén phat 1a man tinh, tién trién chdm va 13 bénh
tu mién dich toan than anh huéng chii yéu dén phu nir tudi trung nién (ty 1¢ nit so voi
nam 14 9:1), mic dii n6 c6 thé duoc thiy o tit ca cic lira tudi gdm tré em (Jonsson va
dong tac gia, 2002). Bénh dic trung béi su thim nhiém lymphocyte va su pha hiy cac
tuyén ngoai tiét, ma bi tham nhap bai céc té bao don nhan gdm céc lymphocyte CD4+,
CD8+, va céc té bao B (Jonsson va ddng tac gia, 2002). Ngoai ra, cac biéu hién (toan
than) ngoai tuyén dwgc thiy trong mot phin ba ngudi bénh (Jonsson va ddng tac gia,
2001).

O céc bénh tu mién dich toan than khéc, chéng han nhu RA, céc yéu tb quan
trong cho céc trung tdm mam léch vi (GCs) da dugc nhén dang. Cdc md hoat dich
dang thép ¢d cac GC duge thé hién 1a tao ra cac chemokin CXCL13, CCL21, va
lymphotoxin (LT)-B (dugc tim ra trén trung tdm nang va céc t& bao B ving vo bao).
Phan tich hdi quy da bién cc chat phén tich nay d4 xac dinh CXCL13 va LT-p 14 céc
xytokin don 1& du bdo céc GC trong viém mang hoat dich dang thip (Weyand va
Goronzy, 2003). Gan day, CXCL13 va CXCRS trong céc tuyén nude bot da duge biéu
hién 14 déng vai tro thiét yéu trong qua trinh d& viém béng cach ting cudng cac té bao
B va T, do vay gop phén vao su thu hdi mod limphd va tao thanh GC léch vi trong SS

(Salomonsson va ddng tac gia, 2002).
M. Bénh vdy nén

Theo mdt s6 phuong 4n, RTA 408, cac hop chit dang da hinh, va cac phuong
phép theo séng ché nay c6 thé dugc sir dung cho didu trj ngudi bénh méc bénh vy

nén. Bénh vay nén la bénh tréc vdy da man tinh va chimg viém c6 anh hudng 2 dén
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2,6 % dan s6 My, hodc giira 5,8 va 7,5 triéu ngudi. Bénh vdy nén xay ra khi cic té bao
da ting nhanh tir khoi nguyén cta chung dudi bé miat da va xép chdng trén bé mit
trude khi ching c¢6 co hdi hoan thién. Thong thudng, hoat dong nay (cling dugce goi 1a
su quay vong) mat khoang mot thang, nhung & bénh vy nén, su quay vong c6 thé chi
dién ra trong vai ngay. O dang dién hinh, bénh vy nén gay ra cic ddm da (viém) do,
day dugc phi cac vady mau bac. Cac ddm nay, dbi khi duoc goi 1a cac méang, thudng
ngira hodc dau nhirc. Cac ddm thuong hay xay ra trén khuyu tay, dau gbi, cac b phén
khac ciia cing chan, da diu, phin lung dudi, mat, long ban tay, va long ban chian,
nhung ching c6 thé xay ra trén da & bit cir ddu trén co thé. Bénh ciing ¢ thé anh
hudng dén cac méng tay, méng chén, va cdc md mém cua bd phéan sinh duc va trong
miéng.

Bénh vay nén 1a rdi loan chirc ning da gy ra boi hé mién dich, dac biét 1a lién
quan dén mot loai té bao mau tring dugc goi 14 té bao T. Thong thudng, cac té bao T
gitip bao vé co thé chéng lai sy nhiém trung va bénh tat. Trong trudng hop bénh vay
nén, cac t& bao T duge dua vao hoat dong nhim va tré nén hiéu nghiém dén muc
ching khoi phat cdc phan img mién dich khac, diéu nay din dén ching viém va su

quay vong nhanh ctia cac té bao da.
N. Céc bénh truyén nhiém

Theo mét s6 phuong an, RTA 408, cic hop chét dang da hinh, va céc phuong
phap theo sang ché nay c6 thé hitu ich trong viéc diéu tri cac bénh truyén nhiém, gdm
nhiém khuin va virut. Nhu d3 luu ¥ trén ddy, cac 1ay nhidm nay c6 thé lién quan dén
cac phan tng dé viém toan than hoic cuc bd nghiém trong. Vi du nhu, bénh cim c6
thé giy ra ching viém phdi ning va nhiém khudn c6 thé gy ra phan ung tang viém
toan than, gém su tao ra thira nhiéu xytokin dé viém, la diu hiéu x4c nhan cia nhiém
tring. Ngoai ra cac hop chit theo sang ché co6 thé hitu ich trong viéc trc ché truc tiép
su thu hdi cac virut giy bénh. Céc nghién ciru trude day da chimg t6 ring cac hop chét
c6 lién quan, chéng han nhu CDDO, ¢6 thé rc ché su thu hdi HIV trong céc dai thuc
bao (Vazquez va ddng tac gia, 2005). Céac nghién ctru khac da biéu thi ring su trc ché
viéc phat tin hiéu NF-«kB c6 thé {rc ché sy thu hdi virut bénh cim, va cac prostaglandin
xyclopentenon c6 thé wrc ché su thu hdi virut (vi du nhw, Mazur va ddng tac gia, 2007;

Pica va dbng tac gia, 2000).
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Sang ché nay lién quan dén viéc diéu tri hosic phong ngira mdi trong sb cac
bénh/cac rdi loan chirc ning/cac trang thai duoc néu trén day trong phan IV st dung hop
chidt RTA 408 hoic mubi duge dung cta né, hodc mot hop chit dang da hinh d6
(chdng han nhu, bt ky mot trong s cac hop chit dang da hinh dugc mo ta trén déy
hodic dudi day), hodc dugc phim chira bit ky trong s céc thuc thé va chit mang duoc

dung néu trén (gom, vi du nhu, cac dugc pham duge mo ta trén day).

V. Céc dugc phdm va dudng st dung

RTA 408 c6 thé dugc st dung bang nhiéu phwong phap khac nhau, vi du nhu,
qua dudng miéng hodc b?mg cach ti€m (vi du nhu, dudi da, trong tinh mach, trong
bung, v.v...). Tty thudc vao duong sit dung, cac hop chét hoat dong c6 thé duoc phu
trong mot dang vat chét dé bao vé hgp chit khoi tac dong cda cac axit va céc diéu kién
tw nhién khic c6 thé khir hoat tinh hop chit. Chung ciing c6 thé dugc sit dung bing
cach truyén dich lién tuc/tiém truyén bénh hodc vi tri bi thuong.

Dé str dung RTA 408 bing cach khong phai st dung ngoai rudt, c6 thé can phai
phii 1én hop chit, hodc sir dung ddng thoi hop chét véi, mot dang vat chit d& ngin
ngtra sy khtr hoat tinh. Vi du nhu, hop chit diéu tri co thé dugc sir dung cho ngudi
bénh trong mot chét mang thich hop, vi du nhu, cdc hat m&, hodc mot chét pha lodng.
Céc chét pha lodng dwoc dung gdm mudi va cac dung dich dém nuéc. Cac hat mo gdm
cac nhii twong CGF nudc trong déu trong nudce cling nhu cac hat md thong thudng
(Strejan va ddng tac gia, 1984).

RTA 408 ciing c6 thé duoc sir dung ngoai rudt, trong bung, trong cot sbng, hoic
trong ndo. Cac chit 1am phan tan c6 thé duoc diéu ché trong glyxeryl, cac glycol
polyetylen dang 1éng, va cac hén hop cuia chiing va trong dau. Trong céc didu kién bao
quan va sir dung binh thudng, cac ché pham nay may chira mot chit bao quan dé ngan
ngira su phat trién cta céc vi sinh vat.

Céc dung dich c6 thé tiém v tring c6 thé dugce diéu ché bang cach cho RTA
408 vao véi lugng yéu ciu trong mot dung méi thich hop ¢6 mét hodc mot hdn hop
cac thanh phén dugc 1iét ké trén day, theo yéu cau, sau do tiét tring b?mg cach loc.
N6i chung, cic chdt lam phan tan dugc didu ché bing cach cho hop chét diéu tri vao
mdt chit mang sat tring chita mdt méi trudng phan tan bazo va cac thanh phan khéc
dugc yéu cdu trong sb cc thanh phin dugc liét ké trén day. Trong truong hgp céc bot

sat tring dé diéu ché cic dung dich c6 thé tiém vo trung, cac phuong an didu ché wu
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tién 13 sdy chan khong va dong khod, gitp mang lai bot clia hoat chét (nghia 13, hop
chit diéu tri) ciing véi bét ky thanh phan mong mubn bd sung nao tir dung dich dugc
loc sat tring truée d6 cda nd.

RTA 408 ¢6 thé duge 1am cho hoan toan vd dinh hinh sir dung phuong phép
séy kho phun truc tiép. RTA 408 ¢6 thé duoc str dung qua duong miéng, vi du nhu,
béng mot chit pha lodng mét hoat tinh hodc mot chit mang an dugc cd thé tiéu hoa.
Hop chét tri bénh va cac thanh phin khac ciing c6 thé dugc boc trong vién nang
gelatin vd cliing hodc mém, duge nén thanh thudc vién, hoic dugc dua truc tiép vao
khéu phén an cua ngudi bénh. DPéi véi viée sir dung didu tri qua dudng miéng, hop
chit diéu tri c6 thé duge dua vao, vi du nhu, vai cac ta duge va dugce sir dung dudi
dang thubc vién c6 thé an vio bung, thudc vién ngdm trong m4, vién ngdm det, vién
nang génlxdén nang cung hodc mém, con ngot, nhﬁtuong,chétphﬁntén dangrﬁn,
dich huyén phu, sird, vién nhén, va cac dang tuong tu. T4t nhién, phﬁn tram hop chét
diéu tri trong cac hop phin va ché phdm c6 thé thay doi. Luong hop chét diéu trj trong
cé hop phan hitu ich cho viéc diéu tri nhu vdy & mirc ma thu duge lidu lugng thich
hop.

Dic biét 1a thuin lgi dé bao ché céac hop ph?m ngoai rudt & dang don vi lidu
luong dé d& str dung va dinh liéu déng déu. Dang don vi liéu lugng nhu dugc sir dung
& day dé cap dén cac don vi riéng biét ctia co thé duge 1am thich hop dudi dang cic
lidu don nhét cho ngudi bénh cin didu tri, m3i don vi chira luong hop chit diéu tri x4c
dinh trude duogc tinh toan dé mang lai tdc dong didu tri mong mudn két hop véi chét
mang dugc phém dugc yéu ciu. Dic diém k¥ thuét cho cac dang don vi lidu lugng cua
sang ché dugc quyét dinh bai va truc tiép phuc thude vao (a) cac dac diém doc dao cia
hop chét diéu tri va tac dong diéu tri cu thé can dat duge, va (b) cac han ché vén co
trong linh vuc k§ thuat trong viée trén hop chit didu tri nhu thé dé diéu tri trang théi
duogc lya chon ¢ ngudi bénh.

RTA 408 cling c6 thé dugc st dung cuc bd cho da, mit, hodc niém mac. Theo
mdt s6 phwong 4n, hop chét c6 thé duge didu ché trong nudc thom, kem, chit gel, diu,
thuécrné,sép,dungcﬁch,dkﬁlhuyénphu,hoacnhﬁtuong.Theoluachon,néurnuén
phan phdi cuc b cho phdi, hop chét didu tri co thé dugc sir dung bang hit trong ché
phénlynlkhihoacbétkhé.
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RTA 408 thong thuong dugc su dung véi lidu luong hi€u qua cho viéce diéu tri
du dé diéu tri tinh trang lién quan dén ngudi bénh xéc dinh. Vi du nhu, tinh hidu qua
ctia hop chét co thé dugce danh gid & hé théng miu con vt c6 thé du bao tinh hidu qua
trong viéc diéu tri bénh & ngudi, ching han nhu cac hé théng miu dugc thé hién trong
cac vi du va cac hinh vé.

Lugng dinh liéu RTA 408 hodc ché phém chira RTA 408 thuc té dugc sir dung
cho ngudi bénh c6 thé dugc x4c dinh bing cac yéu té vat Iy va sinh 1y, ching han nhu
do tudi, gidi tinh, trong lugng co thé, su nghiém trong cua tinh trang, loai bénh dugc
diéu tri, nhirng can thiép diéu tri truéc hodc ddng thoi, bénh tu phat cia ngudi bénh, va
tuyén st dung. Cac yéu té nay co thé dugc xac dinh béi mot chuyén gia. Béc sy chiu
trach nhi€m cho s dung thudong xac dinh nf‘)ng d6 cua (céac) hoat chit trong ché phém
va (c4c) liéu thich hop cho nguoi bénh. Lidu luong c6 thé duwoc diéu chinh boi thdy
thudc trong truong hop cb bét ky bién chung nao.

Mot lugng higu qua théng thuong s& thay ddi tir khoang 0,001 mg/kg dén
khoang 1000 mg/kg, tir khoang 0,01 mg/kg dén khoang 750 mg/kg, tir khoang 100
mg/kg dén khoang 500 mg/kg, tir khoang 1,0 mg/kg dén khoang 250 mg/kg, tir khoang
10,0 mg/kg dén khoang 150 mg/kg trong mot hodc nhidu 1an sir dung liéu hang ngay,
cho mot hodc mdt vai ngay (tlry thudc vao phuong thirc sir dung va cac yéu té dugc
trinh bay trén diy). Cac khoang lidu luong thich hop khac gdm 1 mg dén 10000
mg/ngay, 100 mg dén 10000 mg/ngay, 500 mg dén 10000 mg/ngdy, va 500 mg dén
1000 mg/ngdy. Theo mdt sé phuong an cu thé, luong it hon 10,000 mg/ngay trong
khoang 750 mg dén 9000 mg/ngay.

Luong hiéu qua c6 thé it hon 1 mg/kg/ngay, it hon 500 mg/kg/ngay, it hon 250
mg/kg/ngay, it hon 100 mg/kg/ngay, it hon 50 mg/kg/ngdy, it hon 25 mg/kg/ngay,
hoic it hon 10 mg/kg/ngdy. Theo lua chon, né c6 thé nam trong khoang 1 mg/kg/ngay
dén 200 mg/kg/ngay. Theo mot sb phuong an, lugng c¢6 thé 1a 10, 30, 100, hodc 150
mg/kg dugc bao ché dudi dang dich huyén phu trong diu vimg nhu duge md ta dudi
day trong Vi du C1. Theo mot s phuong 4n, lwgng c6 thé 14 3, 10, 30 hodc 100 mg/kg
dugc st dung hang ngay qua nhdi dng qua mié¢ng nhu dugc mo td dudi day trong cac -
Vi dy C2 va C3. Theo mét sb phuong 4n, luong c6 thé 12 10, 30, hodc 100 mg/kg duoc
sir dung qua dudng mi¢ng nhu dugc md ta dudi day trong Vi du C6. Vi du nhu, lién

quan dén vi€c dicu tri nhiing ngudi mac bénh dai thao duong, li€u lugng don vi ¢6 thé
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1a lugng lam giam glucoza trong mau it nhét 40% so v&i ngudi bénh khong duge diéu
tri. Trong mot phuong an khac, lidu luong don vi 1 luong 1am giam glucoza trong
méu xudng murc 14 £10% mirc glucoza trong mau ciia ngudi bénh khong bi dai thao
dudng.

Trong cac vi du khéng giéi han khac, mét liéu lugng ciing c6 thé bao gdm tir
khoang 1 pg/kg trong luong co thé, khoang 5 pg/kg trong lugng co thé, khoang
10 pg/kg trong lrgng co thé, khoang 50 pg/kg trong luong co thé, khoang 100 pg/kg
trong luong co thé, khoang 200 pg/kg trong lugng co thé, khoang 350 pg/kg trong
lugng co thé, khoang 500 pg/kg trong lugng co thé, khoang 1 mg/kg trong lugng co
thé, khoang 5 mg/kg trong luong co thé, khoang 10 mg/kg trong luong co thé, khoang
50 mg/kg trong lugng co thé, khoang 100 mg/kg trong luong co thé, khoang
200 mg/kg trong lugng co thé, khoang 350 mg/kg trong luong co thé, khoang
500 mg/kg trong lugng co thé, dén khoang 1000 mg/kg trong luong co thé hogc nhidu
hon cho mét 14n st dung, va bt ky khoang nao bat nguén tir d6. Trong cac vi du
khéng gidi han vé khoang bt ngudn tir cac con sb liét ké & ddy, mot khoang 1a khoang
5 mg/kg trong luong co thé dén khoang 100 mg/kg trong lugng co thé, khoang 5 pg/kg
trong luong co thé dén khoang 500 mg/kg trong luong co thé, v.v..., ¢ thé duogc sir
dung, dua trén cc con s6 dugc mb ta trén day.

Theo céc phuong 4n nhit dinh, dugc phidm theo sang ché nay c6 thé chira, vi du
nhu, it nht khoang 0,01% ctia RTA 408. Theo céc phwong 4n khéac, RTA 408 c6 thé
bao gdm giita khoang 0,01% dén khoang 75% trong luong cua don vi, hodc giira
khoang 0,01% dén khoang 5%, vi du nhu, va bit ky khoang nao bét ngudn tir d6. Theo
mdt sb phuong an, RTA 408 c6 thé duoc sir dung trong mot ché phim ching han nhu
mdt dich huyén phu trong diu ving 0,01%, 0,1%, hodc 1% nhu dugc md ta dudi day
trong cac Vi du F va G. Theo mét sé phuong 4n, RTA 408 c6 thé duogc bao ché dé su
dung cuc bd cho da hoac mat, sir dung mot chét mang thich hgp vé mat dugc hoic
duédi dang mot dich huyén phi, nhii twong, hodc dung dich c6 cac ndng do tir khoang
0,01% dén 10%. Theo mot sé phuwong an, ndng d6 1a tir khoang 0,1% dén khoang 5%.
Néng do tdi wu co thé thay ddi tiy thudc vao co quan dich, ché phim cu thé, va tinh
trang can diéu tri.

Céc lidu don hodc da liéu tic nhan bao gdbm RTA 408 dugc dy lidu. Cac khoang

thoi gian mong mudn dé dua vao da liéu co thé dugc xac dinh bdi mot ngudi ¢ k§
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ning binh thudng trong linh vuc k¥ thuat st dung thi nghiém khéng nhiéu hon mirc
binh thudng. Vi du nhu, nguoi bénh c6 thé dugc sir dung hai liéu hang ngay véi cac
khoang thoi gian gin 12 gio. Theo mot sb phuong an, tc nhan dugc sir dung mot 1an
mdt ngay. (Cac) tic nhan c6 thé duogc sir dung trén lich biéu thudng 1&. Nhur dugce sir
dung & ddy mot lich biéu thudng 1& dé cap dén mot khoang thoi gian dwoc chi dinh xac
dinh trudc. Lich biéu thudng 1& c6 thé bao gdm cac khoang thoi gian giéng nhau hoic
khéc nhau vé d6 dai, mién 12 lich biéu dugc xac dinh trude. Vi du, lich biéu thuong 1€
c6 thé lién quan dén viéc sir dung hai 1in mot ngdy, hang ngay, hai ngay mot lan, ba
ngdy mot 1an, bdn ngay mot 1an, nam ngdy mét lan, sdu ngay mot lan, hang tudn, hang
théng, hodc bét ky sb ngay hodc tudn dinh ra gitra cic khoang thoi gian d6. Theo lya
chon, lich biéu thuong 1€ xac dinh trude cod thé lién quan dén viée sir dung hai 1An mot
ngdy cho tudn dau tién, sau d6 1a hang ngay cho mot vai thang, v.v... Theo cac phuwong
an khac, sang ché dé xuit ring (cac) tac nhan c6 thé dugc dua qua dudng miéng va
viéc dinh thoi phu thudc hodc khong phu thude vao viéc nap thirc dn. Do @96, vi du
nhu, tac nhan c6 thé dugce dua vao hang sang va/hoac hang ti, bat ké ngudi bénh da

an hodc s€ an khi nao.
VI.  Liéu phép két hop

Ngoai viéc dugc sir dung lam liéu phap don tri, RTA 408 va cac hop chét dang
da hinh dugc md ta trong sang ché nay ciing ¢6 thé duoc sir dung trong céac liéu phap
két hop. Hidu qua liéu phap két hop c6 thé dat dugc bing mot thanh phan don 1¢ hodc
ché phdm duge ly gdm ca hai tac nhan, hodc bing hai thanh phan hodc ché phim phén
biét, dugc st dung ddng thoi, trong d6 mot thanh phin gdm RTA 408 hoic céc hop
chit dang da hinh clia no, va thanh phén kia gdm (c4c) tac nhan thtr hai. Phuong thirc
diéu tri kia c6 thé duogc sir dung trudce, ddng thoi, hodic sau khi sir dung RTA 408 hoic
céc hop chit dang da hinh clia né. Liéu phéap sir dung RTA 408 hodic cac hop chét
dang da hinh ctia n6 c6 thé thuc hién trude khi hodc sau khi st dung (céc) tac nhan kia
véi cac khoang thoi gian tir nhiéu phut dén nhiéu tudn. O cac phuong 4n ma tac nhan
kia va RTA 408 hoidc cac hop chit dang da hinh cia n6 duge str dung tach biét, noi
chung cdn dam bao ring khong hét khoang thoi gian dang ké gitra thoi gian mdi 1in
dua vao, sao cho mdi tac nhan van c6 thé ¢ tac dong két hop c6 loi. Trong cac trudng
hop nhu vy, didu duoc du liu 1a thuong phai st dung RTA 408 hodc cac hgp chét

dang da hinh va tac nhan diu trj kia trong khoang 12-24 gi& ctia nhau va, tét hon nira
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1a, trong khoang 6-12 gid ctia nhau, véi thoi gian tré chi 1a khoang 12 gior duge uu tién
nhét. Trong mét sb trudong hop, co thé can kéo dai khoang thoi gian diéu trj dang ké,
tuy nhién, & d6 mot vai ngay (2, 3, 4, 5, 6 hodc 7) dén mot vai tudn (1, 2, 3,4, 5, 6, 7
hoic 8) troi di giita cac 14n cho twong img.

Cling can hiéu réng nhiéu hon mdt 1an sir dung RTA 408 hodc céc hop chét
dang da hinh cua n6, hodc tac nhan kia dugc mong mudn. Vé mit nay, nhitng su két
hop khéc nhau ¢6 thé duoc st dung. V&1 muc dich minh hoa, trong d6 RTA 408 hodc
céc hop chit dang da hinh cta n6 14 “A” va tac nhan kia 12 “B”, cac phép hoén vi dudi
day dua trén 3 va 4 1an sir dung tng cong duge dan chimg:

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B B/A/A A/B/B B/B/B/A B/B/A/B

A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A B/A/B/A B/A/A/B B/B/B/A

A/A/A/B B/A/A/A A/B/AJA A/A/B/A A/B/B/B B/A/B/B B/B/A/B

Cac két hop khéc cling duge du ligu. Cac vi du khdng gidi han v& cac tac nhan
dugc 1y co6 thé dugce sir dung trong sang ché nay gdm bét ky tac nhan dugce ly nao dugc
biét dén 1a c6 1oi trong viée diéu tri bénh ung thu. Theo mot s& phuong 4n, cac két hop
ctia RTA 408 hoic cic hop chat dang da hinh cta n6 vé6i liéu phap mién dich nhdm
vao bénh ung thu, liéu phap gien, phép tri liéu bang tia X, tac nhén héa hoc tri liéu,
hodc phiu thuét duoc dy lidu. Ciing duoc du liéu la su két hop ciia RTA 408 hodc cac
hop chit dang da hinh cta né véi nhidu hon mét trong sb cac phwong phap néu trén
gdm nhiéu hon mot loai liéu phap cu thé. Theo mdt sé phuong éan, liéu phap mién dich
c6 thé 1 cac khang thé nhim vao ung thu ching han nhu nhung khong gidi han &
trastuzumab (Herceptin®), alemtuzumab (Campath®), bevacizumab (Avastin®),
cetuximab (Eribitux®), va panitumumab (Vectibix®) hodc cac khang thé két hop
ching han nhu ibritumomab tiuxetan (Zevalin®), tositumomab (Bexxar®),
brentuximab vedotin (Adcetris®), ado-trastuzumab emtansin (Kadcyla™), hodc
denileukin dititox (Ontak®). Hon nira, theo mot s6 phuong an, RTA 408 hodc cac hop
chét dang da hinh cua né dugc hinh dung 14 dugc sir dung trong céc lidu phéap két hop
v6i cac liéu phép mién dich dua trén té bao dudi gai ching han nhu Sipuleucel-T
(Provenge®) hoic cic liéu phap mién dich té bao T nudi.

Hon nita, diéu dugc dy liéu 1a RTA 408 hoic cac hop chét dang da hinh cia né
duogc sir dung két hop véi tac nhan héa hoc tri lidu chang han nhu nhung khéng gidi

han & anthraxyclin, taxan, methotrexat, mitoxantron, estramustin, doxorubixin,
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etoposit, vinblastin, cacboplatin, vinorelbin, 5-flouraxil, xisplatin, topotecan, ifosfamit,
xyclophosphamit, epirubixin, gemcitabin, vinorelbin, irinotecan, etoposit, vinblastin,
pemetrexed, melphalan, capecitabin, va oxaliplatin. Theo mét sb phuong an, RTA 408
hoic cic hop chit dang da hinh ctia n6 duoc st dung két hop vdéi lidu phép birc xa gdbm
nhung khong gi¢i han & viéc st dung birc xa ion héa. Theo mot sé phuong an, céc tac
dong cia tac nhan diéu tri ung thu dugc ning cao ddng vén thong qua st dung RTA
408 va cac hop chit dang da hinh cta n6. Theo mot sb phuong an, cac liéu phéap két
hop chia RTA 408 dugce st dung dé diéu tri ung thu, gém, vi du nhu, ung thu tuyén
tién liét. Xem, vi du nhu, Vi du H dudi day.

Theo mot sé phuong 4n, cac phuong phéap c6 thé bao gdm thém (1) cho té bao
khdi u tiép xtic véi hop chit trude khi cho té bao khdi u tiép xtc véi tc nhan héa hoc
tri liéu thi hai, (2) cho té bao khéi u tiép xuc véi tac nhan héa hoc tri liéu thir hai trudce
khi cho té bao khéi u tiép xic véi hop chét, hodc (3) cho té bao khéi u tiép xic véi hop
chét va tac nhan hoa hoc tri liéu tha hai déng thoi. Tac nhan héa hoc tri liéu th{ hai,
theo cac phuong an nhét dinh, c6 thé 14 thube khang sinh, thudc chéng viém, thube
khéng khéi u, thudc chéng tdng sinh, khang virut, thube didu bién mién dich, hodc trc
ché mién dich. Theo cac phwong 4n khac, tac nhan héa hoc tri lidu thtr hai c6 thé 1a tac
nhan alkyl héa, thudc diéu bién thu thé androgen, chit pha v& bd xuong té bao, thube
diéu bién thu thé estrogen, chit e ché histon-deaxetylaza, chit uc ché reductaza
HMG-CoA, chét tic ché transferaza prenyl-protein, chit diéu bién thu thé dang vong
mac, chit wrc ché topoisomeraza, hodc chét trc ché tyrosin kinaza. Theo cac phuwong 4n
nhit dinh, tdc nhan hoéa hoc tri liéu thtr hai 13 5-azaxitidin, 5-flouraxil, 9-is-retinoic
axit, actinomyxin D, alitretinoin, axit all-trans-retinoic, annamyxin, axitinib,
belinostat, bevacizumab, bexaroten, bosutinib, busulfan, capecitabin, cacboplatin,
cacmustin, CD437, xediranib, xetuximab, clorambuxil, xisplatin, xyclophosphamit,
Xytarabin, dacarbazin, dasatinib, daunorubixin, decitabin, docetaxel, dolastatin-10,
doxifluridin, doxorubixin, doxorubixin, epirubixin, erlotinib, etoposit, gefitinib,
gemxitabin, gemtuzumab ozogamixin, hexametylmelamin, idarubixin, ifosfamit,
imatinib, irinotecan, isotretinoin, ixabepilon, lapatinib, LBHS89, lomustin,
mecloretamin, melphalan, mercaptopurin, methotrexat, mitomyxin, mitoxantron, MS-
275, neratinib, nilotinib, nitrosourea, oxaliplatin, paclitaxel, plicamyxin, procarbazin,

semaxanib, semustin, natri butyrat, natri phenylaxetat, streptozotoxin, axit
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suberoylanilit hydroxamic, sunitinib, tamoxifen, teniposit, thiopeta, tioguanin,
topotecan, TRAIL, trastuzumab, tretinoin, trichostatin A, axit valproic, valrubixin,
vandetanib, vinblastin, vincristin, vindesin, hodc vinorelbin.

Ngoai ra, céc liéu phap két hop dé diéu tri bénh tim mach sir dung RTA 408,
céc hop chét dang da hinh, va cac dugc phdm theo sang ché nay duge du lidu. Vi du
nhu, cac phuong phap nay c6 thé bao gdm thém budc st dung mot lwgng hidu qua vé
mit duge ciia mot hodc nhiéu thudce tim mach ngoai RTA 408 ra, cac hop chét dang da
hinh, va cac dugc phdm theo sang ché nay. Thubc tim mach c6 thé 14 nhung khong
gi¢i han &, vi du nhu, thubc 1am giam cholesterol, thuéc chéng md mau cao, thudc
ngin chin kénh canxi, thudc chdng ting huyét ap, hodc chit trc ché reductaza HMG-
CoA. Theo mot sé phuong an, cic vi du khdng giéi han vé thudc tim mach gdm
amlodipin, aspirin, ezetimibe, felodipin, laxitipin, lercanidipin, nicardipin, nifedipin,
nimodipin, nisoldipin ho#c nitrendipin. Theo cac phuong an khéc, cac vi du khong gidi
han khéc vé thudc tim mach gém atenolol, bucindolol, cacvedilol, clonidin, doxazosin,
indoramin, labetalol, metyldopa, metoprolol, nadolol, oxprenolol, phenoxybenzamin,
phentolamin, pindolol, prazosin, propranolol, terazosin, timolol hodc tolazolin. Theo
cdc phuong an khéc, thubc tim mach c6 thé 13, vi du nhu, statin, chang han nhu
atorvastatin, xerivastatin, fluvastatin, lovastatin, mevastatin, pitavastatin, pravastatin,

rosuvastatin hodc simvastatin.

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du duéi ddy duoc dua ra dé ching minh cho cac phuong an wu tién theo
séng ché. Céc chuyén gia trong linh vuc k§ thuat nén hiéu ring céc k¥ thuat dugc boc
16 trong cac vi du theo sau thé hién cac k§ thuat duoc kham pha béi tac gia séng ché dé
thue hi€n chirc nang tdt trong viéc thuc hién sang ché, va do d6 c6 thé duge coi 14 tao
thanh cdc phuong thirc wu tién cho viéc thuc hién sang ché. Tuy nhién, dudi goc do
sang ché nay, chuyén gia trong linh vuc k¥ thuat nén hiéu ring c6 thé thyuc hién nhiéu
thay ddi trong cic phuong an cu thé dugc boc 16 va van thu duge két qua gidng hoic

tuong tu ma khéng ndm ngoai tinh than va pham vi cua sang ché.
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A. Sutdng hop RTA 408 (63415)

3 RTA 408 (63415)

Céc thube thir va cic didu kién: (a) (PhO),PON;3 (DPPA), Et:N, toluen, 0 °C trong 5
phut, sau do6 1a & nhiét d¢ phong qua dém, ~94%; (b) benzen, 80 °C trong 2 gio; (c)
HCI, CH3CN, r.t. trong 1 gio; (d) CH3CF.CO;H, DCC, DMAP, CH:Cl,, nhiét d6
phong qua dém, 73% tir RTA 401 (4 budc).

Hop chét 1: D4i véi dung dich toluen (400 mL), RTA 401 (c6 thé dugc didu
ché theo céc phuong phép dugce dua ra, vi dy nhu, bdi Honda, va déng tac gia, 1998;
Honda va ddng tac gia, 2000b; Honda va dong tac gia, 2002; Yates va dong tac gia,
2007; va cac Patent My 6,326,507 va 6,974,801 dugc dwa vao ddy dé tham chibu)
(20,0 g, 40,6 mmol) va Et;N (17,0 mL, 122,0 mmol) dugc thém vao mot 16 phan (ng
va duge 1am ngudi dén 0 °C ¢6 khudy. Diphenyl phosphoryl azit (DPPA) (13,2 mL,
61,0 mmol) dugc thém vao c6 khudy & 0 °C trong 5 phut va hdn hop dugc khudy lién
tuc & nhiét do phong qua dém (kiém tra HPLC-MS cho thiy khong con lai RTA 401).
Hdn hop phan ing dugc tai truc tiép trén mot cot chét gel silic va duoc loc sach béng
phép sic ky cot (chat gel silic, 0% dén 5% EtOAc trong CH2Cly) dé cho ra hop chét 1
(19,7 g, ~94%, dugc chuyén héa mot phan thanh hop chét 2) duéi dang bot tring.

Hop chit 2: Hop chit 1 (19,7 g, ~38,1 mmol) va benzen (250 mL) dugc thém
vdo mot 10 phan ung va duogc gia nhiét dén 80 °C rdi khudy trong 2 gio (kiém tra
HPLC-MS cho thay khong con lai hop chét 1). Hdn hop phén Umg dugc c6 ddc voi ap
suét giam dé c6 duoc hop chét tho 2 dudi dang cin ran dugc sir dung cho buéc tiép
theo ma khong loc sach.

Hop chit 3: Hop chét thd 2 (<38,1 mmol) va CH;CN (200 mL) dugc thém vio
mot 16 phan Ung va dugce lam ngudi dén 0 °C ¢6 khuéy. HCI (12 N, 90 mL) dugc thém
¢ 0°C trong 1 phiit va hdn hop duge khudy lién tuc & nhiét d6 phong trong 1 gio
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(kiém tra HPLC-MS cho thdy khong con lai hop chit 2). Hon hop phan (ng dugc lam
ngudi dén 0 °C va 10% NaOH (~500 mL) duogc thém vao c6 khudy. Sau d6, NaHCOs
bdo hoa (1 L) dugc thém vao c6 khudy. Pha nuéc duoc tach chiét bing EtOAc
(2x500 mL). Pha hitru co két hop duoc rira bang H>O (200 mL), NaCl bio hoa (200
mL), dugc sdy khd qua NaSOs, va dugc cd dic d& co dwoc hop chét thd 3 (16,62 g)
duéi dang bot vang nhatdugc sir dung cho budc tiép theo ma khong loc sach.

RTA 408: Amin tho 3 (16,62 g, 35,9 mmol), CH3;CF.CO,H (4,7388 g, 43,1
mmol), vd CH,Cl, (360 mL) dugc thém vao mot 10 phan tng c6 khudy & nhiét do
phong. Sau 46, dixyclohexylcacbodiimit (DCC) (11,129 g, 53,9 mmol) va 4-
(dimetylamino)-pyridin (DMAP) (1,65 g, 13,64 mmol) dugc thém vao va hdn hop
dugc khudy lién tuc & nhiét do phong qua dém (kiém tra HPLC-MS cho thdy khong
con lai hop chéit 3). H3n hop phan tmg duoc loc dé loai bé cac san phidm phu dang rin
va san pha‘im loc dugc tai truc tiép 1én mét cot chét gel silic va dugce lgc sach béng
phép sic ky cot (chit gel silic, 0% dén 20% EtOAc trong cac Hexan) hai 1dn dé cho ra
hop chit RTA 408 (16,347 g, 73% tir RTA 401 qua 4 budc) dudi dang bot tring: 'H
NMR (400 MHz, CDsCl) 6 8,04 (s, 1H), 6,00 (s, 1H), 5,94 (s, br, 1H), 3,01 (d, IH, J =
4,8 Hz), 2,75-2,82 (m, 1H), 1,92-2,18 (m, 4H), 1,69-1,85 (m, 7H), 1,53-1,64 (m, 1H),
1,60 (s, 3H), 1,50 (s, 3H), 1,42 (s, 3H), 1,11-1,38 (m, 3H), 1,27 (s, 3H), 1,18 (s, 3H),
1,06 (s, 3H), 1,04 (s, 3H), 0,92 (s, 3H); m/z 555 (M+1).

B. Duogc luc hoc

Nbi dung tém tit cac nghién ciru in vitro va in vivo dé danh gia céc tic dong

duoc luc hoc chinh cia RTA 408 dugc cung cép duéi day.
1. Céc tac dong cia RTA 408 dén Keap1-Nrf2 va NF-xB in Vitro

Su trc ché viéc tao thanh NO gdy cam tmng béi IFNy bdi cac AIM phu thudc vao
Nrf2 (Dinkova-Kostova, 2005). Cac dai thuc bao & chuét RAW264.7 dugc dit trong
cac dia 96 giéng véi mire 30,000 té bao/giéng chia lam ba phén trong RPMI 1640 duoc
bd sung 0,5% FBS va dugc 0 & 37 °C véi 5% CO,. Vao ngdy tiép theo, cic té bao
duge didu tri trudce b?lng DMSO (chat din thubc) hoic RTA 408 trong 2 gid, sau do
duoc didu tri bang 20 ng/mL cla IFNy chudt nhit trong 24 gid. Cac muc do nitrit
(NOy) trong cac mdi trudng duoc do lam chét thay thé cho oxit nitric sir dung H¢

Thudc tht Griess (méo # G2930, Promega), theo céac chi din cta nha san xuét, do
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nitrit 12 san phdm phén hoéa chi yéu va 6n dinh cua NO. Kha nang sdng duogc cua té
bao dugc danh gia st dung thudc thi lam gia ting t& bao WST-1 (méo #
11644807001, Roche Applied Science) theo cc chi din ciia nha san xuét. Cac gié tri
ICso duge x4c dinh dua trén viéc ngdn chan sy tao thanh oxit nitric gdy cam ung bai
IFNy dugc binh thuong hoéa cho kha ning séng dugc cia té bao. Viée diéu tri bing
RTA 408 dan dén viéc ngédn chin phu thudc vao lidu luong sy tao thanh NO gdy cam
ing bdi IFNy, véi gid tri ICso trung binh 13 3,8 + 1,2 nM. Cac két qua tir thi nghiém chi
thi dugc thé hién & FIG.1. Gia tri ICso cho RTA 408 dugc thiy 1a 45%-65% thép hon
céc gia trj ICso cho cac hop chit 63170 (8 + 3 nM), 63171 (6,9 + 0,6 nM), 63179 (11 +
2 nm), va 63189 (7 + 2 nM). 63170, 63171, 63179, va 63189 la céc hop chét c6 cac

cong thuec:

63170

63171

63179

63189.
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2. Tac dong ctia RTA 408 dén céc gien dich Nrf2

RTA 408 dugc thir nghiém trong hai phan tich chét chi thi enzym luciferaza
khic nhau dé dénh gia sy hoat hoa cia ARE. Chét chi thi enzym luciferaza thir nhét
duge thir nghiém chiju su kiém soat cia mdt ARE don 1é dan xuét tir chit hoat hoa cta
gien NQO1 & ngudi, didu nay cho phép danh gia dinh lwong hoat tinh ndi sinh cua yéu
tb phién ma Nrf2 trong cac € bao déng vat ¢6 vu duogc nudi céy. Biéu hién cua
Luciferaza cia dom dém tir Plasmid chét chi thi enzym luciferaza NQO1-ARE duoc
kiém soat bang cach lién két Nrf2 véi mot trinh tu chit nang cao cu thé tvong Gng véi
yéu t6 phan (mg chéng oxy héa (ARE) dugc nhén dang trong viing chét hoat hoa cia
NADPH & ngudi:gien quinone oxidoreductaza 1 (NQO1) (Xie va dong tac gia, 1995).
Plasmid chit chi thi enzym luciferaza NQO1-ARE dugc xdy dung bing cich chén
NQOI1-ARE ¢ nguoi (5-CAGTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG-3') vao vecto
pLuc-MCS st dung céc vi tri nhan dong HindIII/Xhol (GenScript Corp., Piscataway,
NJ). Dong té bao hepatoma & nguoi HuH-7, duge duy tri trong DMEM (Invitrogen)
duoc bd sung 10% FBS va 100 U/mL (mdi loai) penixilin va streptomyxin, duoc
truyén nhiém tam thoi sir dung Lipofectamin 2000 (Invitrogen) véi plasmid chit chi
thi enzym luciferaza NQO1-ARE va plasmid pRL-TK ma chi yéu biéu hién luciferaza
Renilla va dugc sir dung dé kiém soat bén trong dé binh thudng hoa cac mic dd truyén
nhi€ém. Ba muoi gio truyén nhiém, cdc té bao duge didu tri bing RTA 408 trong 18
gio. Hoat tinh luciferaza Renilla v Dom dém dugc phén tich bing Phéan tich
Luciferaza Glo Kép (meo # E2920, Promega), va tin hiéu phat quang duoc do trén
may do do phat quang L-Max II (C4c thiét bi phan tir). Hoat tinh luciferaza cia dom
dom dugc binh thuong hoéa cho hoat tinh Renilla, va sb 1an kiém soat chét din thudc
(DMSO) cua hoat tinh Dom dém binh thudng héa dugce tinh toan. FIG.2a thé hién cam
g phu thudc vao lidu luong cua hoat tinh luciferaza do RTA 408 trong dong té bao
nay. Cac gia tri thé hién mirc trung binh cda ba thi nghiém ddc 14p. Cén it hon hai
muoi phén trim RTA 408 (12 nM) so vé&i 63189 (14,9 nM) dé ting phién ma tir NQO1
ARE trong céc té bao HuH-7 1én 2 lan. Tuong ty, can it hon 2,1-2,4 1in RTA 408
tuong tmg so véi 63170 (25,2 nM) va 63179 (29,1 nM) dé tang phién ma tr NQOI1
ARE trong cac té bao HuH-7 1én 2 lan.

Téac dong cia RTA 408 dén chit chi thi enzym luciferaza hoat hoa cling dugc

danh gia trong dong té bao chi thi AREc32. Dong té bao nay din xudt tir cac té bao
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MCF-7 ung thu biéu md & vii ngudi va dugc truyén nhidm én dinh véi mot chét chi thi
enzym luciferaza Pom dém dudi sw kiém soat phién ma cla tdm ban sao trinh tur
GSTA2 ARE & chudt céng (Wang, va déng tac gia, 2006, dugc dua vao day dé tham
chiéu). Sau khi diéu tri bang RTA 408 trong 18 gid, hoat tinh luciferaza ciia dom d6m
dugc do sur dung HE théng Phan tich Luciferase MOT-Glo (Promega, Catalog #E6110)
theo céc chi din ciia nha san xuét. M6t phan tmg phu thudc vao lidu lwong dugc quan
sat thiy trong dong té bao chi thi AREc32 (FIG.2b). Cam ting gép ~2 13n ctia hoat tinh
luciferaza 14 ro rang sau khi diéu tri bang 15,6 nM RTA 408 trong ca hai hé théng
phan tich gien chi thi NQO1-ARE va GSTA2-ARE. Khi xem cac két qua tir nghién
ctru hoat tinh luciferaza GSTA2-ARE (AREc32), cac tac dong ciia 63415 (RTA 408)
dén cam tmg GSTA2-ARE c6 thé duoc so sanh truc tiép voi tac dong cia RTA 402,
63170, 63171, 63179, va 63189 cing véi khi ning sdng dwoc cia cac nghién clru
WST1 (FIG.3a-f). So véi cic gia tri cia RTA 402, 63415 thé hién sy cam Urng nhanh
nhit phién mi qua trung gian GSTA2-ARE cta nim hop chét so sanh voi ndng a9 1a
93 nM can dé dat duoc cam img gip 4 lan trong phan tich chit chi thi enzym
luciferaza. T4t ca cac hop chét khac thé hién cam tng tuong tu chi véi cac ndng do cao
hon nhiéu véi 63170 cin ndng d6 1a 171 nM, 63171 cin ndng do 1a 133 nM, 63179
can ndng d¢ la 303 nM va 63189 cin ndng do 1a 174 nM dé dat dugc cam ung gép 4
lan ctia hoat tinh luciferaza. Céc gia tri ndy tuong Uung véi lugng ting 1,86 (63415),
3,40 (63170), 2,65 (63171), 6,05 (63179) va 3,47 (63189) l4n luong hop chéit hoat

dong can thiét so v&i RTA 402 dé ¢6 dugce cung lugng hoat tinh.

RTA 402

RTA 408 ciing dugc thé hién 1a tang cac mirc phién ma cia céac gien dich Nrf2
da biét nguyén bao sgi phdi & thai nhi ngudi HFL1 va céc dong té bao bidu mé & phé
quan ngudi BEAS-2B. Cac té bao HFL1 dugc nudi cdy trong moi truong F-12K dugc
bd sung 10% huyét thanh thai nhi bo va 1% penixilin-streptomyxin. Cac té bao BEAS-
2B dugc nudi cdy trong cac méi truong DMEM/F-12 dugc bd sung 10% huyét thanh

thai nhi bo va 1% penixilin-streptomyxin. Céc té bao dugc dit trong céc dia 6 giéng
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v6i mat do 14 2,5 x 10° té bao/giéng. Vo ngay tiép theo, céc t& bao duoc diéu tri bing
DMSO (chit din thubc) hoic RTA 408 (7,8, 15,6, 31,3, 62,5, hodc 125 nM) trong 18
gio. M3i té bao nhin cliing mdt lugng chit dan thudc. Sau khi diéu tri, moéi trudng
duge loai bo va céc té bao dugce thu hoach st dung dém RLT (Qiagen). Cac dich thuy
phan dugc dong nhét hoa sir dung cic cdt QIAShredder (Qiagen, Catalog #79654) va
RNA dugc tach sir dung cac bo kit RNeasy Mini (Qiagen, Catalog #74104). Péi véi
phién ma nguge, RNA (1 pg) duge két hop véi doan mdi Oligo(dT)i2-1s va H20 voi
thé tich cudi cling 1a 23,25 pL. Hn hop duge dun néng dén 70°C trong 10 phut va sau
d6 dugc dit trén nude d4. Mot hdn hop chinh chira 8 pL dém chudi ban ddu 5X, 2 pL
1 mg/mL BSA, 2 uL 20 mM DTT, 4 uL 5 mM hdn hgp dNTP, 0,25 pL. RNaseQUT™
va 0,5 uL enzym phién ma nguoc Superscript® II dugc thém vao hdn hop RNA va
dugc i & 42°C trong 1 gio. Phan tng bi giai hoat bang cach dung néng dén 70°C trong
10 phit. Hon hop phan tng dugc pha lodng theo ty 18 1:3 bang H,O trurde khi sir dung
trong qPCR. 2,5 pL. phan tng phién mi nguoc pha loang dugce két hop véi mot bd cac
doan mdi PCR (ndng ddng cudi cung 12 0,36 pM), 2X iQ™ SYBR® Green Supermix
(Bio-Rad, Catalog #170-8885) va H,0 dén thé tich cubi ciing 1a 20 pL c4c trinh tir cho
cac doan mdi PCR nhu sau: Glutamat-xystein ligaza, don vi con cla chéit bién dbi
(GCLM), mdi xudi 5'-GCTGTGGCTACTGCGGTATT-3' (SEQ ID NO: 1) mdi nguoc
5-ATCTGCCTCAATGACACMEO-3' (SEQ ID NO: 2); Heme oxygenaza-1
(HMOX1) mdi xudi 5-TCCGATGGGTCCTTACACTC-3' (SEQ ID NO: 3), méi
ngugc 5-TAGGCTCCTTCCTCCTTTCC-3' (SEQ ID NO: 4); NAD(P)H dehydroaza,
quinone 1 (NQO1) mdi xudi 5'~AAAACACTGCCCTCTTGTGG-3' (SEQ ID NO: 5),
moi nguoc 5'-GTGCCAGTCAGMEOCTGGTA-3' (SEQ ID NO: 6); Protein ribd thé
S9 (RPS9) mbi xudi 5'-GATGAGAAGGACCCCACGGCGTCTG-3' (SEQ ID NO: 7),
mdi nguoc 5'-GAGACAATCCAGCAGCCCAGGAGGG-3' (SEQ ID NO: 8);
Thioredoxin Reductaza 1 (TXNRD1) mdi xudi 5'-ATTGCCACTGGTGAAAGACC-3'
(SEQ ID NO: 9), méi nguge 5-ACCAATTTTGTTGGCMEOGT-3' (SEQ ID NO:
10). T4t ca cac mdi da dugc hop thic hoa trude ddy vé muc do dic hiéu va hiéu qua
khuéch dai. cDNA dugc khuéch dai sir dung cac didu kién chu trinh sau déy: (95 °C
trong 3 phut, 44 chu trinh & nhiét 4§ 95 °C trong 30 gidy, 60 °C trong 15 gidy, 72 °C
trong 15 gidy, sau do6 la dudng cong néng chay 55 °C dén 95 °C vdi lugng téng 1a 0,5
°C). D phong phu twong dbi mdi Gien dich Nrf2 dwoc xéc dinh st dung phuong phap
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Cr so sanh (AACr). Céc phan tng PCR dugc thyc hién trong ba giéng cho m&i mau.
Hai thi nghiém ddc 14p duoc thuc hién sir dung cic diéu kién dugc mé ta trén day.
Viéc didu tri Cac nguyén bao soi phdi HFL1 bang RTA 408 trong 18 gi din dén biéu
hién gia ting cia mot vai gien dich Nrf2, gém NQO1, HMOXI1, GCLM, va TXNRDI,
nhu duge do béi PCR dinh luong (FIG.4a-d). Dbi voi tit ca cac gien dugc thir nghiém,
cam ung do RTA 408 phu thudc vao liéu luong va rd rang & cac ndng do thip & mirc
15,6 nM. Viéc diu tri cac té bao biéu m6 cudng phdi BEAS-2B bing RTA 408 trong
18 gio din dén sy tang phu thudc vao lidu tuong tu cla tht ca céac gien dich Nrf2 dugc
danh gia (FIG.5a—d). RTA 408 ciing gia ting biéu hién cla cic gien dich Nrf2 trong
cac té bao mang nang cudn mao mach cua ngudi thuong (nHMC), dong té bao tiéu
than kinh dém BV2 & chudt nhét, va dong t& bao u nguyén bao than kinh SH-SYSY &
ngudi véi cac ndng do tuong tu.

Céc mirc protein cua cac dich Nrf2 NQO1 va HMOX1 duogc do trong cac té bao
SH-5YS5Y va BV-2 bing phuong phap Western blot sau khi didu tri bing RTA 408.
SH-SYSY cac té bao dugc dit trong céc dia 6 giéng voi mat do 1a 4 x 10° té bao/giéng.
Céc té bao BV-2 duoc dit trong céc dia 6 giéng v6i mat 46 1a 2,5 x 10* té bao/giéng.
Hai muoi bén (BV-2) hoic 48 giy (SH-SYS5Y) gidr sau khi dit, céc té bao dugc didu tri
bang RTA 408 trong 24 gid. Sau khi diéu tri, cac té bao duoc rira hai 14n bing PBS
lanh va dugc thu hoach trong dém phan giai. Cac té bao duoc nghién bang séng 4m va
manh v& dugc don sach bang ly tdm (10 phut @ luc ly tam t6i da 18.000, Beckman
Coulter, may ly tim Microfuge 18). Tong protein trén bé mit dugc dinh lugng str dung
thudc thir protein Bio-Rad ¢c6 BSA lam chuin. Céac luong bang nhau cua téng protein
té bao dugc tach trén SDS-PAGE, va cic protein dugc chuyén dén mang
nitroxenluloza. Cac mang bi ngén chan trong 1 gid trong TBST (1x TBS voi 0,1%
Tween-20) chira 5% sita, dugc rira 3 1in bang TBST, va dugc 0 bing cac khang thé
nguyén phét qua dém & 4 °C. Khang thé NQO1 1a tir Abcam (#AB2346); khang thé
HMOX1 (HO-1) 1a tir Santa Cruz (#sc-10789); khang thé actin 12 tir Millipore ({MAB
1501). Sau khi rira bing TBST, cac khang thé thir cAp dugc thém vao TBST + 5% sita
trong 1 gio & nhiét do phong. Cac khang thé thir cAp IgG khang chudt nhit hoic khang
thé dé AffiniPure la tir Jackson ImmunoResearch (twong ng Catalog #111-035-144
va #115-035-146). Cac mang dugce rira trong TBST, dugc phat trién sir dung ECL, va

dugc phoi ra Phim tia X. Viéc diéu tri bing RTA 408 ciing lam tdng cac muc protein
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NQOI1 trong céic té bao SH-SYS5Y theo cach phu thudc vao lidu luong (FIG.6a).
Protein HMOX1 khdng duogc do tim trong céac t& bao SH-SYS5Y khong duoc diéu tri
hodc dugc didu tri béng RTA 408. Trong cac té bao BV2, viée diéu tri béng RTA 408
lam ting c4c mirc protein NQO1 va HMOX1 & cac ndng d6 1én dén 125 nM (FIG.6b).
Gié trj ECso cho viéc cam {ng biéu hién protein Nrf2 trong céc té bao SK-N-SH boi
RTA 408 (56,4 nM) 1a it hon 45%-65% so véi céac gia tri ECso cho 63171 (122 nM),
63189 (102 nM), va 63179 (126 nM). Lugng tuong ty ciia 63170 (54.6 nM) dugc yéu
cau.

ECso dugc do st dung phép phén tich NQO1 western trong té bao, trong d6 cac
té bao duge U v6i hop chét duoc danh gid trong ba ngay. Sau khi G v&i hop chét cén
quan tam, céc t& bao dugc phan tmg voi khang thé NQO1 & chudt nhét va sau do vao
ngay ké tiép, cac té bao dugc phan tng vé6i khang thé IgG khang chudt nhit IRDye-
800CW. Céc tin hiéu dich duoc hién thi va sau dé dugc phan tich.

Phd hop véi cam mg cic gien dich Nrf2 va céc san phdm protein tuong (g,
viéc diéu tri cac té bao dai thuc bdo & chudtRAW264.7 trong 24 giy 1am ting hoat tinh
enzym NQO1 theo cach phu thudc vao lidu lugng, voi mire tang rd rang ¢ murc 7,8 nM
(FIG.7). Hoat tinh enzym NQOI1 duoc do bing phép phén tich Prochaska bién déi
(Prochaska va Santamaria, Anal Biochem. 169:328-336, 1988, dugc dua vao day dé
tham chiéu).

Két hop cung nhau, céc di liéu nay tir nhiéu dong t€ bao cho thdy viéc didu tri
bing RTA 408 lam tdng hoat tinh phién mi dugc kiém soat bai cac yéu td phan ung
chéng oxy hoa, lam ting biéu hién cua céc gien dich Nrf2, va lam tdng hoat tinh cta
NQOI, mét san phdm gien dich Nrf2.

3. Tac dong ciia RTA 408 1én cac chat ddnh dau c6 kha ning oxy héa khir té bao

Glutathion va NADPH la céc yéu té quan trong can cho viéc duy tri kha nang
oxy héa khir té bao. Mot vai gien lién quan dén su téng hop glutathion (vi du nhu,
GCLC va GLCM) va NADPH [vi du nhu, hexose-6-phosphat dehydroaza (H6PD) va
enzym malat 1 (ME1)] d& dugc chitng minh 14 dugc diéu chinh béi Nrf2 (Wu, 2011).
Tac dong cua Viée diéu tri bang RTA 408 dén téng cc mirc glutathion dugc danh gia
& dong té bao gan AML-12 & chudt nhét st dung b kit Phéan tich Glutathion GSH-
Glo™ (Promega, Catalog #V6912) theo cc chi din ctia nha san xuit. Viéc diéu tri

Céc té bao AML-12 trong 24 gid bang RTA 408 lam tiang tdng céc mirc glutathion té
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bao theo cach phu thudc vao liéu luong (FIG.8). Dit liéu dugc thé hién thé hién hai thi
nghiém doc 1ap. Su ting A >2 1an trong tdng glutathion dugc quan sat thiy & cac ndng
do RTA 408 thip & mirc 15,6 nM. Gia tri ECso sir dung mau chudt nhit RAW264.7 dé
cam ung cac mirc glutathion bdi RTA 408 (9,9 nM) thip hon 22%-57% so véi céc gia
tr1 ECso cho 63170 (12,1 nM), 63171 (23,2 nM), va 63189 (16 nM).

Tac dong cla viée diéu tri bing RTA 408 dén cac mirc NADPH, nhu duoc do
bdi kha ndng hut ctia chat nhuém nhay oxy hoa khir, WST-1 (Roche Applied Science,
Catalog #11644807001), dugc danh gia trong cic té bao HCT-116. Kha niang hut
WST-1 thudng dugc sir dung dé danh gia kha ning séng dugc cua té bao bang cach do
su tao ra phan huy duong NAD(P)H béi céc té bao c6 thé séng duge. Do do, trong cac
truong hop viée tao ra NADPH ting 1én ma khong c6 bat ky tac dong nao dén kha
nang sdng dugc ctia té bao, kha ning hut WST-1 cling lam ting (Berridge va ddng tac
gia, 1996, dugc dua vao diy dé tham chiéu). Mot vai gien chi yéu lién quan dén viéc
tao ra NADPH ciing da dugc thé hién 1a dugc didu chinh béi Nrf2 (Thimmulappa va
dong téc gia, 2002; Wu, va dong tac gia, 2011, ca hai tai liéu nay dugc dua vao day dé
tham chiéu). Viéc diéu tri bing RTA 408 trong 24 gi¢r lam tang kha ning hat WST-1
theo céch phu thudc vao lidu lugng (FIG.9), goi y rdng cac mirc NADPH ting 1én.

Téac dong clia RTA 408 dén biéu hién cua cac gien lién quan dén su tdng hop
Céc con duong NADPH ciing dugc danh gia trong nghién ciru nay. Céc té bao HCT-
116 duge didu tri bing RTA 408 trong 24 gid, va cdc mirc mRNA cia H6PD,
photphogluconat dehydroaza (PGD), transketolaza (TKT), va ME1 dugc do st dung
PCR dinh lugng. Céc té bao HCT-116 dugc dat trong céc dia 6 giéng v6i mat 4o 1a 3 x
10° cac té bao/giéng. Vao ngay ké tiép, cac té bao duge didu tri bing DMSO (chét din
thudc), 10 nM RTA 408, hodic 50 nM RTA 408 trong 24 gio. M&i giéng nhén cing
lwong chét dan thudc. Sau khi diéu tri, moi trudmg duge loai bo va céc té bao duge thu
hoach sir dung dung dich dém RLT (Qiagen). Céc dich thity phan dwoc ddng nhét hoa
st dung cédc cot QIAShredder (Qiagen, Catalog #79654) va RNA dugc tach st dung
céc bd kit RNeasy Mini (Qiagen, Catalog #74104). Pdi voi phién ma ngugc, RNA (1
ug) dugc két hop véi doan mdi Oligo(dT)12-18 va HO véi thé tich cudi cling la 23.25
uL. Hon hop duge dun néng dén 70 °C trong 10 phut va sau d6 dugc dit trén nude da.
Mot hdn hop chinh chira 8 pL 5X dém chudi ban déu, 2 uL 1 mg/mL BSA, 2 pL 20
mM DTT, 4 uL 5 mM hén hgp dNTP, 0.25 pL. RNazaOUT™ v3 0,5 pL enzym phién
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ma ngugc Superscript® II duge thém vao hén hgp RNA va duge G ¢ 42 °C trong 1
gi. Phan tng bi giai hoat bang cach dun néng dén 70 °C trong 10 phut. Hdn hop phan
ung dugc pha lodng theo ty 1€ 1:3 véi H20 trude khi sir dung trong qPCR. 2,5 pLL phan
ng phién ma nguoc pha lodng duoc két hop véi mot bd cac doan modi PCR (ndng d6
cudi cing 0,36 pM), 2X iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Catalog #170-8885)
va HoO dén thé tich cubi cung 12 20 pL. Cac trinh ty cho cac doan mdi PCR nhu sau:
Protein ribd thé S9 (RPS9) méi xudi 5-GATGAGAAGGACCCCACGGCGTCTG-3'
(SEQ ID NO: 7), mdi ngugec 5-GAGACAATCCAGCAGCCCAGGAGGG-3' (SEQ
ID NO: 8); Hexose-6-phosphat dehydroaza (H6PD) mdi xudi 5™
GAGGCCGTGTACACCAAGAT-3' (SEQ ID NO: 11), mdi nguoc 5'-
AGCAGTGGGGTGAAAATACG-3' (SEQ ID NO: 12), Photphogluconat dehydroaza
(PGD) mdi xudi 5~AAGGCACTCTACGCTTCCAA-3' (SEQ ID NO: 13), mdi nguoc
5'-AGGAGTCCTGGCAGTTTTCA-3' (SEQ ID NO: 14), Transketolaza (TKT) mbi
xudi 5'-MEOCTCCGAGAGCAAMEOCA-3' (SEQ ID NO: 15), mdi nguoc 5'-
TTGTATTGGCGGCTAGTTCC-3' (SEQ ID NO: 16); Enzym malat 1 (ME1) mdi
xudi 5-TATATCCTGGCCAAGGCAAC-3' (SEQ ID NO: 17) mdi nguge 5'-
GGATAAAGCCGACCCTCTTC-3' (SEQ ID NO: 18). Tt ca cac mdi da dwoc hop
thirc hoa truée ddy vé mirc d6 dic hiéu va hiéu qua khuéch dai. ¢DNA duge khuéch
dai st dung cac diéu kién chu trinh sau déy: (95 °C trong 3 phut, 44 chu trinh & nhiét
do6 95 °C trong 30 gidy, 60 °C trong 15 gidy, 72 °C trong 15 gidy, sau do 1a duong
cong néng chay 1a 55 °C dén 95 °C véi muc ting 1én 12 0.5 °C). Db phong pht tuong
d6i mdi gien dich dugc x4c dinh sir dung phuong phép CT so sanh (AACT). Céc phan
ung PCR dugc thyc hién trong ba giéng cho mdi mu. Hai thi nghiém doc 1ap dugce
thyc hién st dung cac diéu kién dugc mo ta trén day. Viéc diéu tri bing RTA 408 din
dén sy tang phu thudc vao lidu lugng trong biéu hién ctia cac gien lién quan dén viéc
téng hop NADPH (FIG.10a-d).

Tém lai, viéc diéu tri bang RTA 408 lam ting tdng cic muc glutathion trong
céc té bao gan AML-12 va lam tang kha ning hit WST-1, mot chét danh ddu ctia san
phim NADPH, trong cac té bao HCT-116. Quan sat nay co tuong quan vdi sy tang
bidu hién ciia mot vai gien chinh ma hoa cac enzyme mi héa lién quan dén sy tong

hop NADPH.
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4. Tac dong cia RTA 408 dén viéc phat tin hiéu NF-xB gy ra do TNFa

NF-«B 1a mot yéu t6 phién ma déng vai trd trung tdm trong viéc didu chinh
nhiéu phan tng mién dich va d& viém. RTA 402 va ciac AIM khac da dugc thé hién dé
trc ché phat tin hiéu NF-xB gy viém trong nhiéu dong té bao (Shishodia, 2006;
Ahmad, 2006; Yore, 2006). Str dung dong té bao NIH3T3/NF-xB-luc & chudt nhét
(Panomics), cac tic dong cia RTA 408 va cac hop chit 63171, 63179, 63170, va
63189 trén gien chi thi NF-xB-Luc dugc kham pha. Dong té bao NIH3T3/NF-kB-luc
duy tri sy két hop nhiém séc thé cua cdu trac chit chi thi enzym luciferaza & Pom dém
duge diéu chinh béi tdm ban sao cua phén tir phan Gng NF-kB. Céc tac dung cua céc
hop chét nay c6 thé dugc dinh lugng bing cach do gid tri cia NF-kB ICso. RTA 408
thé hién 1,2 pM ICso, ma khi dwgc binh thuong hoa cho kha ning séng duge thé hién
ICso 1a 1,4 uM. Bén hop chit khac thé hién céc gia tri NTH3T3/NF-kB ICso1a 1,7, 0,2,
1,1, va 1,1 pM, ma khi kha ning séng dugc binh thudng hoa thé hién céc gia tri ICso
twong ung 1a 1,8, 0,6, 1,1, va 1,0 uM. RTA 408 va céc tac dong cua nd dén NF-xB
dugc thé hién 1a ham dinh liéu va sy thay dbi sb lan tuong déi ciing nhu WST1 va
WST1/2 dugce thé hién & FIG.11a & b. Téc dong cua RTA 408 dén viéc phét tin hiéu
NF-xB do TNFa dugc danh gia trong céc té bao HeLa/NF-kB-Luc, dong té bao ung
thu tuyén ¢b & ngudi duoc truyén nhiém én dinh véi mot cdu trac chét chi thi enzym
luciferaza dudi sy kiém soét ciia nhidu phin tir phan tng phién mi NF-kB. Céc té bao
HeLa/NF-kB-Luc dugc diéu tri trude trong 1 gio béng RTA 408, sau d6 dugc diéu tri
bang TNF-a (10 ng/mL) thém 5 gid. Sau khi diéu tri, do phat quang dugc do, va tac
dong cua Viéc didu tri trude béng RTA 408 dén hoat tinh luciferaza do TNF-g duoc
xac dinh. Cac két qua trung binh va cac d6 léch chuén tir ba thi nghiém doc lap dugc
thé hién & FIG.12. RTA 408 wc ché phu thudc vao lidu lugng su hoat hoa NF-kB do
TNF-a v6i gia tri ICso 1a 517 + 83 nM. Céc két qua twong tw duge quan sat thiy trong
mot dong té bao chi ti NF-kB khéc (A549/NF-kB-Luc) & d6 RTA 408 trc ché su hoat
hoa NF-xB do TNF-a v6i gid tri ICso 1a 627 nM (trong dai 614-649 nM). RTA 408
hiéu qua hon 1,6-1,8 1an trong viéc 1am giam biéu hién chi thi chit hoat héa NF-xB
trong céc té bao HeLa/NF-kB-Luc tuong tng so voi 63189 (854 nM) va 63170 (953
nM). Tiép tuc lam thi nghiém véi dong t& bao A549 ciia ngudi thé hién gia tri ICso
cho RTA 408 1a 1,7 uM va mdt gia tri 12 kha nang sdng duoc binh thuong héa dén
1,7 uM. ICso ctia RTA 408 thé hién hoat tinh twong tu cho 63189, 63179, 63171, va
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63170 thé hién cac gia trj ICso twong tng 1a 1,1, 1,4, 2,0, va 1,0. Khi céc gia trj d6 1a
kha ning séng dugc binh thudng héa, phén tich thé hién tuong ung 1a 1,2, 1,5, 2,1 va
1,1 uM ICso. Sur thay ddi sé 14n cho NF-xB duéi dang ham ndng d6 RTA 408 cung véi
cac dudng cong WST1 va WST1/2 duge vé va dugc thé hién & FIG.13a & b.

Tac dong ctia RTA 408 dén sy phospharyl héa do TNF-a cua IkBa, mdt budc
quan trong trong su hoat hda cia con dudong NF-«kB, cling dugc danh gia trong cac té
bao HeLa. Cac té bao HeLa duogc diéu trj trude bang RTA 408 trong 6 gid, sau d6
dugc diéu tri bang TNF-a (20 ng/mL) trong 5 phut. Cac mirc tbng va duoc
photphorylat héa ctia IxBo, dugc dénh gia bing phuong phap Westen blot. Cac khéng
thé IxkBa nguyén phat 14 tir Santa-Cruz (sc-37 1), khang thé pIxBa 14 tir sy phat tin hiéu
té bao (9246), khang thé actin 1a tir Millipore (MAB 1501). Cac khéng thé thir cép IgG
khang chudt nhét dé affini-pure két hop vé6i peroxidaza va (IgG) khéng tho dé affini-
pure két hop véi peroxidaza dugc mua tir Jackson ImmunoResearch. Cac vét protein
dugc phat trién st dung ECL, va dugc phoi ra phim tia X. Phdt hop véi cac két qua tir
phan tich chét chi thi enzym luciferaza, RTA 408 tc ché su phospharyl héa do TNF-a
ctia IkBa theo cach phu thudc vao lidu lugng (FIG.14).

RTA 408 ciing duge chirng minh 1 e ché cic con dudong tin hiu gy viém
khéc, chdng han nhu bd chuyén dbi tin hiéu do IL-6 va bd hoat héa photphoryl héa
phién ma 3 (STAT3) va bd hoat héa thu thé sy sinh hily cbt bao do phdi tir NF-kB
(RANKL). Trong cac té bao HeLa, viéc diéu trj truéc bang 1 pM RTA 408 trong 6 gidy
trc ché su photphoryl hoa STAT3 do IL-6. STAT3 (124H6) va céc khang thé don dong
photpho-STAT3 (Tyr705) la tir cong nghé phat tin hiéu té bao. Cac khang thé thir cip
IgG khang chudt nhat dé affini-pure két hop véi peroxidaza va IgG khang tho dé
affini-pure két hop véi peroxidaza 1a tir Jackson ImmunoResearch. Sinh huy cbt bao la
mdt quy trinh biét héa nhidu budc do lién két RANKL véi thu thé cua no, RANK, trén
cac té bao co ngudn gdc sinh huyét. Didu nay din dén su hoat hoa NF-kB va MAPK,
lan lugt 1am ting phién ma cia cac gien dich dac hiéu hay cbt bao, gdm phosphataza
axit khang tartrat (TRAP). Tac dong ctia RTA 408 dén viéc sinh hay cbt bao do
RANKL dugc danh gia trong dong té bao dai thuc bao & chudt RAW264.7. Cac té bao
RAW 264.7 dugc dit trong céc dia 24 giéng véi mét do 1a 5.000 t& bao/giéng. Vao
ngay ké tiép, cac té bao duoc didu tri bing RTA 408 trong 2 gidr va sau d6 dugc didu

tri bang 50 ng/mL RANKL chudt nhit tai t6 hop (céc hé R&D). Cac té bao duoc diéu
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trj duge 0 trong bdn ngay dé cho phép biét hoa thanh cac huy cbt bao. Biét héa thanh
cac huay cbt bao dugc danh gia béng cach do hoat tinh TRAP. Toém lai, 90 pl. méi
trudng nudi cdy té bao dugc didu hoa duoc loai b khoi mdi giéng thir nghiém va dwoc
phan chia thanh ba giéng (30 pL/giéng) cla dia 96 giéng. Sau d6, 170 puL dung dich
dém Phan tich TRAP (Kamiya Biomedical) duoc thém vao mdi giéng va dia dugc 0 &
nhiét d 37 °C trong 3 gid. Sau khi 0, kha nang hut & mirc 540 nm dugc xac dinh sir
dung quang phé ké doc dia Spectramax M2. RTA 408 rc ché phu thudc vao lidu Iugng
Hoat tinh TRAP do RANKL va su thao thanh céc hay cbt bao, véi ICs0 12 ~5-10 nM.

5. Téc dong cua RTA 408 deén bi€u hién cia cac gien ma héa cac enzym transaminaza

Su tdng transaminaza dugc quan sat théy trong cudc nghién ctru doc tinh kéo
dai 28 ngdy v6i RTA 408 & chudt cbng va, & mirc do thdp hon nhiéu, & khi. Céc két
quéa tuong tu duge quan sat thay sau khi st dung qua dudng miéng mot AIM c6 lién
quan (bardoxolon metyl) & ngudi (Pergola, 2011). Mot gia thuyét cho tic dong chinh
1a céc AIM tryc tiép hodc gian tiép 1am ting biéu hién gien transaminaza khong cé doc
tinh té bao. P& danh gia xem viéc didu tri bing RTA 408 c6 anh huéng dén cic mirc
mRNA ciia transaminaza, céc té bao gan AML-12 & chudt dugc diéu tri béng RTA 408
trong 18 gid, va cic mirc mRNA cla cic gien ma hoa cac transaminaza dugc do sur
dung PCR dinh lugng. Cac té bao AML-12 dugc dit trong cac dia nudi cdy 6 giéng véi
mirc 3 x 10° té bao/giéng st dung 2 mL méi trudng cho mot giéng. Vao ngay ké tiép,
cac té bao dwoc didu tri bing DMSO (chit din thudc) hodc 250 nM va 500 nM RTA
408 trong 18 gir & 37 °C. Mdi giéng nhan 0,1% DMSO. Ba thi nghiém l&p lai doc lap
dugc thyc hién. Sau khi diéu tri, mdi trudng dugce loai bd va cac té bao duge thu hoach
sit dung Dung dich dém RLT (Qiagen). Cac dich thily phan dugc ddng nhét hoa sir
dung céc cot QIAShredder (Qiagen, Catalog #79654) va RNA dugc tach sir dung céc
bo kit RNeasy Mini (Qiagen, Catalog #74104). Ddi véi phién ma nguoc, RNA (1 pg)
duge két hop véi doan mdi Oligo(dT)12-18 va H2O véi thé tich cudi cung 1a 23.25 pL.
Hdn hop dugc dun nong dén 70 °C trong 10 phiit va sau d6 dugc dat trén nude da. Mot
hén hop chinh chira 8 uL 5X dém chudi ban diu, 2 pL 1 mg/mL BSA, 2 pL 20 mM
DTT, 4 uL S mM hdn hgp dNTP, 0,25 pL. RNazaOUT™ v3 0,5 uL enzym phién ma
nguoc Superscript® II duge thém vao hdn hgp RNA va duge G & 42 °C trong 1 gio.
Phan tng bi giai hoat bing cach dun néng dén 70 °C trong 10 phat. Hdn hop phan
ung dugc pha lodng theo ty 1€ 1:3 vdi H2O trude khi st dung trong qPCR. 2,5 puL
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phan tmg phién ma nguoc pha lodng dwoc két hop voi mét by cac doan mdi PCR
(ndng d% cudi ciing 0,36 pM), 2X iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Catalog
#170-8885) va HoO dén thé tich cudi cung 1a 20 pL. Céc trinh tu cho cic doan mdi
PCR nhu sauw: Protein ribd6 thé L19 (Rpll9) mdi xudi §'-
TCAGGCTACAGAAGAGGCTTGC-3' (SEQ ID NO: 19), mdi nguoc 5'-
ACAGTCACAGGCTTGCGGATG-3" (SEQ ID NO: 20); NAD(P)H dehydroaza,
quinone 1 (Ngol) mdi xuéi 5-“TCGGGCTAGTCCCAGTTAGA-3' (SEQ ID NO: 21),
mdi nguge 5-AAAGAGCTGGAGAGCCAACC-3' (SEQ ID NO: 22); Glutamic
pyruvic transaminaza 1 (Gptl hodc Altl) mdi xudi 5'-
CACGGAGCAGGTCTTCAACG-3' (SEQ ID NO: 23), mdi nguoc 5"
AGAATGGTMEOCCGGAAATG-3' (SEQ ID NO: 24); Glutamic pyruvic
transaminaza 2 (Gpt2 hodc Alt2) mdi xudi 5-CGCGGTGCAGGTCAACTACT-3'
(SEQ ID NO: 25), mdi ngugc 5-CCTMEOCAGCCAGGAGAAAA-3' (SEQ ID NO:
26); Glutamat oxaloaxetat transaminaza 1 (Gotl hodc Astl) mdi xudi 5'-
GGCTATTCGCTATTTTGTGT-3' (SEQ ID NO: 27), mdi ngugc 5'-
GACCAGGTGATTCGTACAAT-3' (SEQ ID NO: 28); Glutamat oxaloaxetat
transaminaza 2 (Got2 hodc Ast2) mdi xudi 5'-AGAGTCCTCTTCAGTMEOTG-3'
(SEQ ID NO: 29), mdi nguge 5-ATGATTAGAGCAGATGGTGG-3' (SEQ ID NO:
30). Tét ca cac mdi da dugc hop thirc héa trude ddy vé mirc d dic hidu va hiéu qua
khuéch dai. cDNA dugc khuéch dai sir dung céc diéu kién chu trinh sau day: (95 °C
trong 3 phut, 44 chu trinh & 95 °C trong 30 gidy, 60 °C trong 15 gidy, 72 °C trong 15
gidy, sau d6 12 dudng cong néng chay & 55 °C dén 95 °C véi mue ting 1én 14 0,5 °C).
Do phong phti trong dbi mdi gien dich duge xac dinh sir dung phuong phap CT so
sanh (AACT). Céc phan tng PCR dugc thuc hién trong ba giéng cho mdi miu. Viéc
diéu tri bing RTA 408 1am ting cic mirc mRNA ciia alanin transaminaza 1 (Altl hodc
Gptl) va atpatat transaminaza 1 (AStl hodc Gotl) (FIG.15a,c). RTA 408 khong cé tac
dong nao dén cac mirc mRNA cia alanin transaminaza 2 (Alt2 hodc Gpt2) va lam
giam cac mirc mRNA cua atpatat transaminaza 2 (ASt2 hoac Got2) (FIG.15b,d). Cac
két qua nay cho théy RTA 408, & cac néng do dugce thlr nghiém (250 nM hodc 500

nM), anh hudng den bi€u hién gien transaminaza in vitro.
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6. Tac dong clia RTA 408 dén cac mirc d6 cia cac chét trung gian phan hity duong

Céc nghién ctru & chudt nhét dai thao dudng da cho thiy bardoxolon metyl 1am
tang kha nang hép thu glucoza kich thich bdi insulin dic hiéu cho co bap (Saha, 2010).
O ngudi, phan trim cao hon ngudi bénh tiép nhan bardoxolon metyl theo bédo céo tréi
qua cac chimg co rit co bip so véi ngudi bénh tiép nhan gia duoc (Pergola, 2011). Co
cling co bép cling da duoc thé hién & nhitng ngudi mic bénh dai thao dudng sau khi sir
dung insulin, diéu nay cho thiy méi lién hé c6 thé ¢ vdi su chuyén héa glucoza & co
bip. Tac dong ctia RTA 408 dén su chuyén hoa phén huy duong duoc danh gia thong
qua viéc dénh gid lactat va cic mirc pyruvat & cac t& bao co bip C2C12 & loai gim
nhdm duge nubdi céy. Pé do cac muc lactat, cdc 6ng co C2C12 biét héa dugce diéu tri
béng 1 uM hodc 2 uM RTA 408 hodc insulin trong 3 gi¢ & nhiét d 37 °C. Bém duoc
loai bé va duoc luu gitr lai d& do cac muc lactat ngoai bao. Manh v§ té bao dugc vé
tron ly tdm (10 phut véi tbe do 14,000 vong/phut) trude khi do lactat. D& do lactat noi
bio, cac té bao duge treo lo ling trong 0,1% Triton X-100 trong PBS va dugc dung
giai bang cach cit bang kim 25 gauge. Hop chét dung giai té bao dugc ly tdm (10 phut
véi tbe dd 14.000 vong/phut, 4° C) va lactat dugc do trén bé mat. Lactat ndi bao va
ngoai bao dugc do sir dung B9 Kit Phan tich Lactat (BioVision, Catalog # K607-100).
Tuong tu véi viée diéu trj béng insulin, viéc diéu tri cac éng co C2C12 biét hoa vai 1
uM hodc 2 uM RTA 408 trong 3 gi¢r 1am tang déng ké cac mirc lactat ndi bao va ngoai
bao theo céch phu thudc vao lidu lugng.

Pé do cac mirc pyruvat, cac éng co C2C12 biét hoa duge didu tri bang 250 hoic
500 nM RTA 408 hozc 100 nM insulin trong 18 gid. Sau khi diéu tri biang thubc, moi
truong dugc loai bd va cac té bao duogce rira bing PBS. Céc té bao dugc dung gidi trong
bém Phén tich Pyruvat (B¢ Kit Phan tich Lactat, BioVision, Catalog # K609-100).
Céc dich thiy phan té bao dugc ly tim (10 phit véi tée 6 14,000 vong/phut, 4 °C) va
cac murc pyruvat dugc do trén bé mat. Viée didu tri cac 6ng co C2C12 biét héa b?lng
250 nM hoic 500 nM RTA 408 trong 18 gid (P < 0,0001, dwgc chu thich bing cac ddu
hoa thi) ciing lam ting dang ké cdc mic pyruvat ndi bao theo cach phu thudc vao lidu
lugng (FIG.16). Két hgp vai nhau, cac két qua nay cho thdy RTA 408, & cac ndng do
dugc thir nghiém, c6 thé anh huéng dén cac chét trung gian phan hay duong & co bip

in vitro; tuy nhién, khong rd rang 1a cac két qua tir hé in vitro nay nhu thé ndo & cac
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ndng do RTA 408 dugc thir nghiém lién quan dén cac tac dong c6 thé c6 dbi véi su

chuyén héa glucoza & cac mirc liéu luong lién quan dén 1am sang & nguoi.
7. Danh gi4 in vitro su chay thoat ra RTA 408 do MRP-1

Mot trong nhitng dic diém cta tmg vién thudc 14 ti 1¢ chay thoét ciia hop chit.
Ty 1& chay thoat do mirc d& dang hop chit dugc van chuyén qua mang. Protein MRP-
1, hoic protein hd trg khang nhiéu loai thude 1, thudc ho protein giup tao thuédn lgi cho
viéc van chuyén cac anion hitu co va cac phén tir nhé khac qua cac mang té bao. Ty 1é
chay thoét 16n hon thudng c6 nghia 1a Gng vién thubc dé duoc van chuyén ra khéi
mang hon va it s&n c¢o cho viéc diéu bién céc quy trinh ndi bao hon. Cac protein twong
tw cling diéu chinh viéc van chuyén cic hop chit qua vach ngin mau ndo. Ty 1¢ chay
thoat MRP-1 cho RTA 408 (1,3) dugc xéc dinh bang thi nghiém 14 thip hon gin 10 ldn
so véi 63170 (10) va 63171 (11,2) va thdp hon trén 40 1in so véi 63179 (56,5) va
63189 (57,1). Khong bi rang budc bai Iy thuyét, RTA 408 c6 thé khong phai 14 nén tdt
cho MRP-1 va/hodc tng vién cho sy chay thoat qua trung gian p-glycoprotein tai vach
ngin mau nio. Theo mot sé phurong 4n, RTA 408 ¢6 thé duoc st dung dé diéu trj cac

rdi loan chirc ning ctia hé than kinh trung uong (CNS).

C. Céc tac dong bao vé cia RTA 408 trong cic mau bénh phéi @ con vat

RTA 408 dugc thir nghiém trong mot vai mau bénh phdi dé danh gia tinh hiéu
qua c6 thé cia no trong phdi. Dbi vai tit ca cac nghién ctru, RTA 408 dugc su dung
hang ngay qua duong miéng trong dau vimg véi cac mirc liéu luong trong khoang 3
dén 150 mg/kg. Trong phin 16n cédc trudng hop, RTA 408 dugc sir dung bit ddu mot
vai ngay truée khi giy ra phan ung tdn thuong phéi.

1. Ching viém phdi do LPS & chudt nhét

RTA 408 dugc thir nghiém trong hai nghién ctru vé chirng viém phdi do LPS &
chudt nhit. O nghién ctu tha nhét, nhdm tim ra khoang lidu lugng so by, RTA 408
(30, 100, hodc 150 mg/kg) dugc sit dung qua dudng miéng mot 1an hang ngay trong ba
ngdy, sau d6 1a cho LPS 1 gid sau liéu cudi cing. Chét 16ng thut rira cudng phdi
(BALF) dugc thu thap 20 gi sau khi cho LPS (21 gid sau liéu RTA 408 cubi cung) va
dugc dénh gid cdc mirc d6 clia cac chit danh ddu gdy viém (nghia 13, IL-6, IL-12p40,
TNF-a, va RANTES) sir dung cong nghé Luminex™. Viéc diéu tri bang RTA 408 dan

dén su giam dang ké trong IL-12p40 & tét ca cac lidu luong va trong TNF-a véi céc
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lidu 100 va 150 mg/kg (FIG.17). Trong nghién ciru thir hai, RTA 408 (10, 30, hodc
100 mg/kg) duge st dung hang ngay trong 6 ngay, sau d6 cho LPS 1 gid sau liéu cudi
cing. Trong nghién ciru nay, su giam dang ké trong trong luong co thé duge quan sat
thiy & mirc liéu lugng 100 mg/kg bit dau vao ngay 3. Su giam dang ké trong TNF-a
dugc quan sat thiy & lidu lugng 10 mg/kg, va su giam dang ké trong IL-12p40, TNF-o,
va RANTES duoc quan sét thiy & lidu lwong 30 mg/kg (FIG.18a). Tiép tuc danh gia
phdi tir chudt nhit trong nghién ciru nay cho thdy si tham gia c6 y nghia ciia cc gien
dich Nrf2 c6 lién quan, gdm cam ung dang ké hoat tinh enzym NQO1 (bing cich do ty
1¢ giam 2,6-diclorophenol-indophenol) va su ting tbng GSH (GSH-Glo™, Promega,
Madison, WI) & mirc 10 va 30 mg/kg (FIG.18b).

2. Xo hoa phdi do bleomyxin

Téac dong ctia RTA 408 ciing dugc danh gia trong cic miu xo hoa phdi do
bleomyxin & chudt nhét va chudt cdng. Trong nghién ciru so bd thir nhit, RTA 408
(10, 30, hodc 100 mg/kg) duge sir dung hang ngay cho chudt nhét bing cach nhdi éng
qua miéng trong 39 ngay, c6 thur thach bleomyxin (trong miii) vao ngay 10. Vao ngay
sir dung lidu cudi cung, md phéi dugce thu thidp va mo hoc dugc thuc hién dé danh gia
mirc 6 clia ching viém va xo héa mé ké&. Trong mau nay, khong co tic dong dang ké
vé mit thdng ké ndo duoc quan sat thy & cac lidu RTA 408 dugc tht nghiém
(FIG.19a & b). Tiép tuc danh gia sir dung mau xo hoa phdi & chudt cbng da dinh rd
dic diém rong rai tai Lovelace Respiratory Research Institute. Trong nghién clru nay,
chudt cong duge thir thach véi bleomyxin hodc mubi bang cach cho trong khi quan
vao ngdy 0. Sau thir thach, cic con vat nhian RTA 408 (3, 10, hoic 30 mg/kg) hing
ngay thong qua nhdi 6ng qua miéng trong 28 ngay. Viée st dung lidu 30 mg/kg tam
ngirng vio ngay 14 do su khir nudc va tidu chay qua muc & cac con vat. Déi voi cac
con vét con Vit con lai, chit 1ong thut rira cubng phdi duoc thu thip vao ngay 28 dé
danh gia cac thdm nhiém gay viém bang phuong phap do luu lugng té bao, va mé phdi
duge phan tich cac mirc hydroxyprolin bang LC-MS va mé bénh hoc. Viéc thir thach
v6i bleomyxin sulfat gdy ra su giai phong dang ké cac bach cau trung tinh va sy ting
colagen tan dugc trong BALF, ciing nhu sy ting hydroxyprolin trong phdi. Viéc diéu
tri bang 3 va 10 mg/kg RTA 408 ngin chin dang ké sy tham nhiém té bao nhiéu dang
nhan (PMN) vao phdi va ciing lam giam c6 y nghia (~10%-20%) su ling dong
hydroxyprolin (FIG.20a & FIG.20b).
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Piéu quan trong la sy danh gia mé bénh hoc cho thdy su giam dang ké su ling
dong colagen, dugc danh gia béng nhudém ba mau, & chudt céng dugc didu tri béng
RTA 408. Trong khi c4c con vét ddi chirng dung bleomyxin chii yéu thé hién mirc
nhudm mau vira phai, cic con vat dugc diéu tri bing 10 mg/kg RTA 408 c6 mirc
nhudém mau chu yéu 1a rit nho cho dén nhe (Bang 2).

Bang 2: Tac dong cia RTA 408 dén sy lang dong colagen trong phdi chudt cdng dugc
déanh gia bang cudng dd nhudém ba mau

Cuodng ¢ Nhudm Péi ching RTA 408 RTA 408 (10
mau? Bleomyxin (3 mg/kg) mg/kg)
R4t nho 0 0 3
Nhe 1 0 4
Vira phai 7 7 1

2 Céc gia tri the hién cudng dd nhudm mau & cac con vat nhudm ba mau & ké & cac khu vuc ¢
nhiing bieén doi & phoi do bleomyxin.

Danh gia thém vé phdi tir chudt céng trong nghién ciru ndy ciing cho thdy su
tham gia c¢6 y nghia cla cac gien dich Nrf2 c6 lién quan nhu dugc phan tich bing
phuong phéap phén tich da hgp Quantigene Plex 2,0 (Affymetrix, Santa Clara, CA)
(FIG.21). RTA 408 lam ting ddng ké va phu thudc vao lidu lugng hoat tinh enzyme
NQOL1, Txnrd, Gsr, va Gst trong phdi cia chudt céng dugc phoi ra bleomyxin, thé
hién sy hoat héa Nrf2 do RTA 408 trong viéc diéu tiét bénh nay. Hoat tinh enzym
NQOI1 dugc danh gia béng cach do ty 1€ gidam DCPIP. Céc hoat tinh enzyme Txnrd,
Gst, va Gst duge do st dung cac bd kit sin c6 thuwong mai tir Cayman Chemical (Ann
Arbor, MI).

3. COPD do khéi thubc 14 & chudt nhat

RTA 408 ciing duoc thir nghiém & mau chudt nhit c6 COPD do khéi thude 14.
Chuét nhét nhan RTA 408 (3, 10, hoic 30 mg/kg) hang ngdy thong qua nhdi éng qua
miéng trong 2 tudn va dugc phoi nhiém khéi thude 5 ngay/tudn trong sudt thoi ky cho
udng RTA 408 theo lidu. O cudi nghién ctru, md phdi va BALF dugc thu thap dé phan
tich cdc thdm nhiém dé giy viém va cac xytokin. Trong thi nghiém nay, viéc st dung
nhiéu liéu RTA 408 véi céc lidu thip & murc 3 mg/kg RTA 408 din dén sy ngin chin
d4ng ké céc xytokin gy viém, gdm KC (dong dang chudt nhit chirc ning c6 IL-8 cua
nguoi) va TNF-a nhu duge do st dung Cong nghé Luminex™. Thong tin tém lugc
cac két qua tir nghién ciru ndy duoc thé hién & FIG.22a-¢. Dang AIM tuong tu (63355)

dugc thir nghiém trong cuing nghién ciru dé so sanh. 63355 1a hop chét c6 cong thirc:
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Su danh gia thém vé phdi tir chudt nhit trong nghién ctru ndy ciing cho thiy su
tham gia c6 y nghia cla céc gien dich Nrf2 ¢6 lién quan (FIG.23). Hoat tinh enzym
NQOL1 trong phdi, dugc do 1a ty 1& giam DCPIP, bi giam dang ké do phoi nhiém khoi
thubc; viée sir dung RTA 408 ciru gitip su hao hut nay. Hoat tinh enzyme Txnrd ciing
do lidu 30 mg/kg RTA 408 gay ra. N6i chung, hoat tinh enzym Gsr khong bi bién dbi,
va hoat tinh enzym Gst gidm di theo diéu trj — ca hai diéu nay 1a do phéan tng théi
duong cho cdc enzym nay. Céc hoat tinh enzyme Txnrd, Gst, va Gst enzym dugc do

st dung cac b kit sin c¢6 thuong mai tir Cayman Chemical (Ann Arbor, MI).
4. Bénh hen do albumin trimg & chudt nhét

Hoat tinh ¢6 thé c6 cia RTA 408 ciing dugc danh gia trong mot nghién cuu thi
diém & mAu chudt nhit c6 bénh hen do albumin trimg. Chudt nhét duge lam nhay véi
viéc tiém IP albumin tring va nhom hydroxit vao ngay 0 va ngay 14 va dugc thir thach
trong mii v6i albumin trimg trong mubi vao céc ngay 14, 25, 26, va 27. Chuot nhit
nhan RTA 408 (3, 10, hodc 30 mg/kg) hang ngay théng qua nhdi bng qua miéng vao
cac ngay 1-13 va 15-27. Sau khi lam cho nhay va thir thach véi albumin trig, chuét
duoc diéu trj chit dan thudc tang dang ké tdng s cac bach clu so véi chudt duge didu
tri (dexamethason) déi ching duong. Sy tang s luong céc té bao T va cac té bao B
cling dugc quan sat thiy & chudt duoc didu trj chit din thubc. Viée didu tri b%mg RTA
408 ¢ mirc 30 mg/kg lam gidm dang ké s luong va phén tram céc té bao B trong céc
dudng khong khi. RTA 408 (3 va 30 mg/kg) ciing lam giam dang ké sb luong cac dai
thuc bao, nhung khong giam phan trim trung binh céc dai thuc bao, dugc tim thiy
trong céc dudng khong khi. Cac két qua quan sat nay cho thiy tinh hidu qua c6 thé c6

trong mau nay.
5. Céc tac dong clia RTA 408 dén sy nhidm trung & chudt nhit do LPS

Nhiém tring dugc gdy ra vao ngay 0 bing viéc tiém IP LPS (21 mg/kg), va su
sdng sot kéo dai cho dén ngay 4. RTA 408 (10, 30, hodc 100 mg/kg) dugc sir dung
hang ngdy théng qua nhdi éng qua miéng tir ngay -2 dén ngdy 2. Trong nhém ddi
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chimng chat din thudc, 60% céc con vét sbng s6t cho dén ngay 4 (cao hon ~40% ty 18
sdng s6t dugc ky vong trong miu nay). Trong cac nhom diéu tri bang RTA 408, 80%
céc con vat trong nhém liéu luong 10 mg/kg va 90% céc con vit trong nhém lidu
luong 30 mg/kg sdng sot cho dén ngay 4 (FIG.24¢ & d). Pbi véi nhom lidu lwong 100
mg/kg, 90% cac con vit sdng sét cho dén ngay 4, chi c6 mét con chét vao ngay 4.
Mic du céc tac dung do RTA 408 nay biéu thi tinh hiéu qua su séc trong mau nay, ty
1¢ sdng sot kha cao trong nhom ddi chimg chit dan thudce loai trir su khéc biét dang ké
vé mit thong ké gifta nhém ddi chimg va nhom diéu tri bang RTA 408. Cac két qua
thu duge st dung hop chit RTA 405 ciing dugc trinh bay (FIG.24a & b). RTA 405 1a
hop chit c6 cong thirc:

6. Cac tac dong cuia RTA 408 chéng lai viém niém mac miéng do buc xa

Su phoi nhiém bic xa cép tinh huéng dén tai dung thic &n & ma miéng cua
chudt hamster gdy ra cc tac dong tuong tu véi cac tic dong duge quan st thiy &
viém niém mac gy loét miéng & ngudi. Cac tac dung nay gdm viém niém mac vira
phai cho dén nghiém trong dic trung boi biéu hién ban dé nghiém trong va gidn mach
mau, su in mon niém mac bé mit, va sy tao thanh cac chd loét. Mot nghién ciru riéng
1¢ dugc thuc hién dé danh gia cac tic dong cia RTA 408 trong miu ndy. Vao ngay 0,
mdi chudt hamster duoc cho mét lidu luge buc xa cAp tinh 40 Gy huéng dén tai dung
thirc an & mé miéng bén trai. RTA 408 (10, 30, hodc 100 mg/kg) dugc cho qua duong
miéng hai 14n mbi ngay tir ngay -5 dén ngdy -1, va ngay 1 dén ngay 15. Bit ddu vao
ngdy 6 va tiép tuc cho dén ngay 28 vao cic ngay xen k€&, viém niém mac miéng duogc
danh gié st dung thang ghi diém 6 diém tiéu chuén. C4 hai liu 30 va 100 mg/kg RTA
408 lam giam déng ké thoi gian viém niém mac gay loét (FIG.25). Hon nifa, su giam
phu thude véo lidu Iugng phén tram cac con vat c6 diém viém niém mac >3 ciing dugc
quan st thdy. Tuy nhién, viéc st dung RTA 408 & mirc 30 hodc 100 mg/kg gy ra su

giam dang ké phu thudc vao lidu lugng & trong lugng & chudt hamster bj birc xa. Do
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su hao hut trong lugng vuot mue 20%, hai trong sb tam con chudt hamster trong nhom

lidu lugng 100 mg/kg bi gy chét nhe nhang vao ngay 2.
7. Téc dong ctia RTA 408 dén sy cam ung céc chét danh du sinh hoc Nrf2 in Vivo

Nhu duge md ta trén ddy, mdt dich phan t&r chinh ciia RTA 408 1a Nrf2, mdt
chit diéu chinh phién ma trung tim gitip bao vé té bao chbng oxy hoa. Sy hoat héa ciia
Nrf2 lam tang cuong diéu chinh nhém cac gien bao vé té bao, gdbm NQOI, cic enzym
lién quan dén su tdng hop GSH [nghia 13, cic don vi con chét bién dbi va xuc téc
ligaza glutamat-xystein (Gele va Gelm)], cac enzym lién quan dén giai doc (nghia 13,
céc glutathion S-transferaza [Gsts]), va cac chét van chuyén dong thoét ra [nghia 13,
cac protein lién quan dén khang nhiéu loai thudc (cac Mrp)]. Su cam tng céc gien din
dén nd Iuc phdi hop cua té bao dé bao vé chéng lai chén thuong do oxy héa, ndi bat
béi viée 1am ting kha ning chdng oxy hoa, cam tng téng hop glutathion, va tiép hop
vao dao thai cdc phan tir c6 tiém ning gy hai khoi té bao. Ngoai cac diém dau nut
hiéu qua va biéu hién gien dich Nrf2 duoc danh gia trong cic miu dugc md ta trén
day, kha ning ctia RTA 408 trong viéc gdy ra biéu hién cua cac gien dich Nrf2 ciing
dugc danh giad str dung cdc mo dugce thu thap tir chudt nhét, chudt céng va khi dugc
diéu trj bang RTA 408 khde manh.

Trong mdt phin cta cic nghién ctru ddc tinh kéo dai 14 ngay khong GLP cua
RTA 408 & chudt nhit, chuot céng, va khi, cdc md dugce thu thip nhim muc dich do
mRNA va cdc mac hoat tinh enzym cia cac gien dich Nrf2 duge lya chon. Déi véi
chudt nhit va chudt cdng, cdc miu gan dugc thu thap 4 gior sau lidu cudi cung vao
ngay 14. Déi voi khi, mau (dé tach riéng PBMC), gan, phéi, va m ndo duogc thu thap
24 git sau liéu cudi cing vao ngay 14. Hoat tinh enzym cho NQO1, Gst, va glutathion
reductaza (Gsr), nhu duge md ta trén day, dugc do trong cac dich treo mo déng thé cua
mo. Cac mirc mRNA dugc xac dinh stir dung cong nghé Quantigene Plex 2,0 theo phac
dd clia nha san xuét, lién quan dén phan tich dua trén lai gidng sir dung cac chudi hat
tir tinh xXMAP® Luminex® ¢ dinh luong truc tiép cac dich mRNA. Ngoai ra, cac ndng
do RTA 408 dugc do trong huyét twong va cic md bang cac phuong phap LC/MS/MS
trén khdi phd ké TQD (Waters, Milford, MA).

RTA 408 néi chung lam ting biéu hién cta cic gien dich Nrf2 khac nhau theo
cach phu thudc vao lidu lugng véi céc lidu luong 1a 10, 30, va 100 mg/kg (FIG.26,
FIG.27a, FIG.28a & b). Su ting cuong didu chinh phién ma cac gien dich Nrf2 bai
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RTA 408 cling dn dén sy ting chirc nang trong phan tng chéng oxy héa, nhu dugc
thé hién béi su tang phu thudc vao lidu lugng trong NQOI1, Gst, va hoat tinh enzym
Gsr trong gan loai gim nham, ciing nhu gan va phdi khi (FIG.29a & b, FIG.30a & b,
FIG.31a & b). Hon nita, & cac loai gdm nham, sy phoi nhiém gan cua RTA 408 cé
trong quan voi mic do hoat tinh enzym cia NQOI1, gien dich nguyén mau cho Nrf2
(FIG.32b, FIG.33b). O khi, mirc do biéu hién mRNA & cac PBMC cia ca NQO1 va
sulfiredoxin 1 (SRXN1) ¢6 tuong quan véi su phoi nhiém huyét twong véi RTA 408
(FIG.37a & b). V& mit tdng thé, RTA 408 1am ting cdc mirc mRNA va hoat tinh cua
cac dich Nrf2, va sy ting ndy ndi chung c6 twong quan véi cac phoi nhiém mo va
huyét tuong, cho thdy cac dich Nrf2 ¢6 thd dong vai tro la cac chit danh dédu sinh hoc
kha thi cho sy hoat hoa Nrf2 (FIG.34a & b) va c6 thé hitu ich cho viéc danh gia hoat
tinh dugc ly cia RTA 408 & cac chit thé 12 ngudi khoe manh.

D. Dugc ly hoc an toan

Mot chuong trinh dugce ly hoc an toan phu hop véi GLP duge hoan thanh sir
dung RTA 408. Chuong trinh niy bao gbm cac nghién ctru (khi) in vitro va in vivo
(khi) trén hé tim mach, cing nhu cdc nghién cttu trén hé hd hip va hé than kinh trung
uong & chudt cong.

1. Danh gia cac tac dong ciia RTA 408 dén cac kénh hERG nhén ban vo tinh dugc
bi€u hién & céc t€ bao HEK293

Nghién clru ndy dugc thuc hién dé danh gia cac tac dong ciia RTA 408 dén
dong kali tinh lgc phia trong kich hoat nhanh (Ix;) dugc thuc hién béi cac kénh hERG
(human ete-a-go-go-related gene) dugc bidu hién én dinh & dong té bao than phéi clia
nguoi (HEK293). Céc tdc ddng cia RTA 408 trén dong kali lién quan dén hERG dugc
danh gia sir dung céc phuong phéap dién sinh ly hoc kep rap ndi toan bo té bao. RTA
408 duogc xac dinh la c6 gia tri ICso 12 12,4 uM trong phan tich hERG QPatch Kv11.1.
Gia tri ndy cao hon gip 2,5-3 l4n céc gi4 tri tvong ung cho 63170 (4,9 uM) va 63189
(3.8 uM). Gia tri ICso RTA 408 tuong tu vai gid tri 63171 (15,7 pM).

2. Danh gia tac dong ctia RTA 408 dén tim mach & khi cynomolgus

M0t nghién ciru riéng 1¢ duge thuc hién dé danh gié4 céc tac dong tim mach cé
thé c6 cia RTA 408 & khi cynomolgus di chuyén tw do ¢6 ¥ thirc. Bén con khi

cynomolgus céi va bon con khi cynomolgus duc giong nhau dugc cho chat din thube

-93-



21207

(dau virng) va RTA 408 véi cac mue lidu luong 1a 10, 30, va 100 mg/kg theo mot thiét
ké 6 vudng Latin, véi mdt con vat/gioi/lan didu tri duoc dinh liéu mdi tudn sau d6 1a
thoi ky rira 1a 14 ngay giira cac 1an cho, cho dén khi mdi con vét nhan tit ca sb 1an diéu
tri. Chit dan thudc va RTA 408 duoc st dung cho tt ca cac con vét théng qua nhdi
6ng qua miéng voi thé tich lidu luong 13 5 mL/kg.

Céc con vét dgc cung cdp cic may phat do tir xa d& do nhiét dd co thé, huyét
ap, sb 1an dap cua tim, va danh gia dién tdm dd (ECG). Nhiét do co thé, huyét ap tam
thu, huyét 4p tim truong, va huyét ap dong mach trung binh, sb 1in dép cua tim, va céc
thong s6 ECG (thoi gian QRS va céc khoang RR, PR, va QT) dugc theo ddi lién tyc tir
it nhét 2 gidr trude liéu dung cho dén it nhét 24 gi sau lidu dung. Cac vach ECG dugc
in tai cac diém thoi gian dugc chi dinh tir dir liéu theo d&i tim mach va dugc danh gia
dinh tinh bdi bac s§ chuyén khoa tim thu y dugc hdi ddng chuyén khoa chimg nhan.
Truée khi cho 1in dau khi nghién ctru, cac con vat khong dugce diu tri duoc theo ddi
lién tuc cac diém dau nat tim mach trong it nhét 24 gid, va céc dir li€u nay duge su
dung trong tinh toan khoang QT dugc diéu chinh trong sudt cudc nghién ciru.

Cac quan sat trang thai bénh, tr vong, chin thuong, va mac 4o sdn co thirc 3n
va nudc duge thuc hién it nhat hai 1an hang ngay cho tit ca cdc con vét. Céc quan sat
1am sang dugc thuc hién trudce lidu ding, gin 4 gidr sau lidu ding, va sau khi hoan
thanh thoi ky theo déi tim mach. Trong lugng co thé dugc do va dugc ghi chép vao
ngdy trude mdi 1an cho thude diéu tri.

RTA 408 véi cac muc lidu lugng 13 10, 30, va 100 mg/kg khdng gdy to vong,
céc du hiéu 1am sang bat loi, hodc din dén nhitng thay ddi c6 y nghia vé trong lugng
co thé, nhiét do co thé, huyét ap, hodc cac thong s6 ECG (cac khoang PR, RR, QRS,
QT) dinh tinh hodc dinh lugng (FIG.35; Bang 45). Trong nhém lidu lugng 100 mg/kg,
sy tdng nho (trung binh 1a 1,6%) nhung déng ké vé mit théng ké vé khoang QT duoc
didu chinh dugc quan sat thdy; tuy nhién, dir liéu con vat riéng 1¢ khong cho thy su
tang nhét quan trong QTc biéu thi tac dong lién quan dén bai thir nghiém. Do d6, do su
thay ddi nho va thiéu phan ng nht quan & cac con vat riéng 1€, su tdng nho nay ¢
QTc¢ khdng dugc xem 1a ¢6 lién quan dén viée didu tri béng RTA 408. Do vay, viéc st
dung RTA 408 qua duong miéng khong gdy ra cac tac dong dén chirc ning tim mach &

khi cynomolgus véi cac liéu lugng 1én dén va gdm 100 mg/kg.
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3. Panh gia tac dong ctia RTA 408 dén hanh vi thin kinh & chudt cong

Poc tinh hanh vi than kinh cdp tinh c6 thé c6 ctia RTA 408 dugc danh gia &
chudt céng. Ba nhéom didu tri gém 10 chudt céng duc va 10 chuot céng cai CD®
[Crl:CD® (SD)] nhan RTA 408 véi cac mirc lidu luong 14 3, 10, hodc 30 mg/kg. Mot
nhém bd sung gém 10 con vat/giéng déng vai trd 14 d6i chimg va nhan chét din thubc
(ddu vimng). Chit din thubc hodc RTA 408 dwoc sir dung cho tit ca cac nhém thong
qua nhdi dng qua miéng mot 1an vao ngay 1 véi thé tich lidu huong 1 10 mL/kg.

C4c quan sat déi voi trang thai bénh, tr vong, chin thwong, va muc do san co
clia thire dn va nude duge thuc hién hai 14n hang ngay cho tit ca cac con vat. C4c quan
sat d6i véi cac ddu hiéu 1am sang duoc thue hién truée khi cho lidu ding vao ngay 1
va sau mdi 1an danh gia nhém quan sat chirc ning (FOB). Céc dénh gia FOB dugc
thuc hién trudce liéu dung (Ngay -1) va & gin 4 va 24 gio sau lidu dung. Trong luong
co thé duge do va duge ghi chép trude lieu diung vao ngay 1.

RTA 408 véi cac lidu lugng 14 3, 10, va 30 mg/kg khong gdy ra tir vong, cac
quan sat 1am sang bt loi, hodc céc tac dong dén bat ki gié tri do hanh vi thdn kinh
duoc thir nghiém. Su giam nhé murc ting trong lwong co thé duoc quan sat thiy gin 24
gi&r sau khi cho liéu ding & nhom 30 mg/kg ma c6 thé lién quan dén bai thir nghiém.
Lién quan dn cic diém dau nit hanh vi than kinh co ban dugc danh gia trong nghién
ctru nay, RTA 408 khong gay ra bat ky tac dung bét loi nao & chudt cdng véi cac liu

luong 1én dén va gdbm 30 mg/kg.
4. Dénh gia tac dong ctia RTA 408 dén phdi ¢ chudt cbng

Céc tac ddng co6 thé co ciia RTA 408 dén chirc nang phéi dugc danh gia & chudt
cbng. Ba nhom diéu tri gdbm 8 chudt cdng duc va 8 chudt cdng cai CD® [Crl:CD®
(SD)] chudt cbng nhan RTA 408 véi cac muc lidu luong 14 3, 10, hodc 30 mg/kg. Mot
nhoém bd sung gdm 8 cac con vat/giéng dong vai tro 1a dbi chimg va nhan chit din
thube (ddu virng). Chét dan thubc hodc RTA 408 duoc sir dung cho tht ca cac nhom
thong qua nhdi éng qua miéng mot 14n vao ngay 1 véi thé tich lidu luong 1a 10 mL/kg.

Céc quan sat dbi voi tinh trang tr vong, trang thai bénh, chin thuong, va mirc
d6 san c6 cua thirc an va nude duge thuc hién hai 14n hang ngay cho tit ca cac con vat.
Céc quan st 1dm sang dugc thuc hién truéce khi cho lidu ding, gin 4 gio sau liéu dung,
va sau khi hoan thanh thoi ky theo dai phdi kéo dai 8 gid. Trong luong co thé dwoc do
va duge ghi chép vao ngay sir dung RTA 408. Chirc ning phdi (tan sb hd hép, thé tich
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khi huu thong, va thé tich thong khi phut) dugc theo doi trong it nhét 1 gidr trude khi
cho lidu diing dé thiét 1ap dudng co s& va trong it nhit 8 gidr sau liéu dung.

RTA 408 véi cac lidu lugng 12 3, 10, va 30 mg/kg khong gdy ra tir vong, cAc
quan sat 1am sang bét lgi, hodc cac tic dong dén bét ky thong sb phdi nao dugc dénh
gia. Do vay, lién quan dén céc diém dau nat phdi co ban duge danh gia trong nghién
ctru ndy, RTA 408 khong gdy ra bét ky tac dong bét loi ndo & chudt cbng véi cac lidu

luong 1én dén va gbm 30 mg/ke.

E. Téng quan phi lam sang
1. Dugc dong hoc

RTA 408 dd dugc nghién ctru ca in vitro va in vivo dé danh gid cac tinh chét
chuyén héa va PK clia né. Cac nghién ctru in vitro di duoc thuc hién dé xac dinh sy
lién két protein huyét twong RTA 408 va sy phan chia maw/huyét twong, sw trc ché va
gdy cam {mg P450 (CYP450) sic td té bao, va dé nhan dang cac chét chuyén hoa duge
tao ra bdi cac vi lap thé gan cua chudt nhit, chudt céng, khi, va ngudi. Dir liéu lién
quan dén sy hip thu va phén phéi in vivo sau khi cho 13p lai RTA 408 thu dugc chu
yéu thong qua theo doi cac mirc thude trong huyét tuong va lua chon cdc mé tir céc
nghién ctru doc chit. Cac phwong phép phén tich sinh hoc dua trén phép do khdi phd
sdc ky chét 16ng nhay va chon loc (LC/MS/MS) da dugc sir dung dé do cac ndng dod
clia RTA 408 trong huyét twong, mau, va cic méd c6 do chuln xac va chinh xéc thich
hop. Cac phép do duge thuc hién khdi phd ké TQD va QToF (Waters).

a. Hap thu

Hanh vi duge dong hoc toan thin va hép thu cia RTA 408 dugc nghién ctiu &
chudt nhit, chudt cong, va khi sau khi cho qua duong miéng (hang ngay) don 1é va lap
lai. Sau khi cho qua duong miéng mot ché phim dich huyén phu véi céac lidu luong 1a
10 dén 100 mg/kg, cac ndng do tdi da duoc quan sat thdy trong vong 1 dén 2 gio &
chudt nhét, va trong vong 1 dén 24 gior & chudt cbng va khi. Phoi nhiém toan than véi
RTA 408 c6 xu huéng cao nhét & chudt cbng, véi cac mirc thip hon dwgc quan sat
thdy & chudt nhét va khi. Noi chung, cac udc lugng vé chu ky nira phéan ra cudi cing
biéu kién ctia RTA 408 dwoc quan sét sau khi cho qua dudng miéng la trong khodng 6
dén 26 gid, mac du giai doan hép thy kéo dai biéu kién trong mdt s6 trudmg hop loai

trir gia trj tinh toan uéc lugng chu ky ntra phén ra cudi cing.
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N6i chung, su phoi nhiém toan than véi RTA 408 twong tu & cac giéng duc va
céc gidng cai. Su phoi nhiém RTA 408 sau khi sir dung qua dudng miéng lap lai hang
ngay c6 xu huéng cao hon mét chit (< 2 1an) so véi phoi nhim dugc quan sat sau mét
liéu don 1é. Viéc st dung RTA 408 v&i mot khoang lidu luong tir 3 dén 100 mg/kg
trong mdt ché pham dich huyén pht néi chung dan dén su ting theo ty 18 liéu luong
trong phoi nhiém toan than. Tuy nhién, viéc st dung cac liéu lugng cao hon (100 dén
800 mg/kg & khi; 500 dén 2000 mg/kg & chudt cdng) khong din dén su ting phoi
nhiém tuong tu, cho thiy su bdo hoa hép thu & cac liéu lwong trén 100 mg/kg. Sau khi
sir dung qua dwdng miéng mot ché phdm vién nang (nhdi long 1¢0) khéng téi wu hoa
RTA 408 (3 mg/kg) cho khi, mirc phoi nhiém toan than binh thudng héa lidu lugng c6
xu huéng hoi thip hon so véi mirc phoi nhiém quan sét thdy khi ding v6i ché phim
dich huyén phu.

Hanh vi dugce dong hoc toan than va hép thu ciia RTA 408 dugc nghién cuu &
chudt céng sir dung cach thire cho cuc by don 1€ va ldp lai. Viéc cho RTA 408 trong
khoang 0,01% dén 3% thé hién cic ndng d6 huyét twong thdp hon twong tng véi cach
dinh liéu qua miéng tuong tw. Noi chung, su phoi nhiém toan than dbi vai RTA 408
lam tang theo cach phu thudc vao lidu lugng. Viée st dung cuc bd duge thuc hién dudi
dang dich huyén phu trong dau virng.

Str dung thd, hanh vi dugc dong hoc toan than va hép thu qua mit ctia RTA 408
dugc danh gid. RTA 408 dugc sir dung cuc by cho mit médt lan/ngay trong 5 ngay.
Viéc str dung qua mit thé hién ndng d6 huyét twong thdp hon ciia RTA 408 twong tng
véi khi RTA 408 dugc sir dung qua duong miéng (FIG.36). Luong RTA 408 trong
huyét twong thdm chi sau 5 ngdy lién tuc chi thé hién sy thay dbi nhé so v&i ndng dd
sau lidu déu tién tuong ing v&i khi RTA 408 dugc sir dung qua duong mi¢ng, ma é‘dé
céc ndng d6 huyét tuong cao hon gin 100 lan (FIG.36).

b. Phan phbi

Lién két protein huyét twong cia RTA 408 dugc dénh gia & chudt nhét, chudt
céng, thd, cho, lon con, khi, va huyét tuong ngudi & cac néng dd RTA 408 1a 10-2000
ng/mL st dung phuong phap luan siéu ly tim. RTA 408 dugc lién két rong rai véi cac
protein huyét twong. Lién két protein huyét twong trong cac loai phi 1&m sang 1a tir
93% (chudt nhit) dén >99% (lon con), véi lién két 95% & cac loai doc (chudt cdng va

khi) va 97% & ngudi. Khéng c6 ddu hidu nao cho lién két protein phu thudc vao ndng
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dd & cac loai dugc thir nghiém. Cac két qua tir cac thi nghiém phan chia mau so véi
huyét twong biéu thi ring RTA 408 ¢6 xu huéng phan phdi chi yéu trong phan huyét
tuong clia méau theo hudng thing, vai ty 18 mau:huyét trong <1,0 cho tat ca cac loai va
tAt ca cac néng d6 duoc thir nghiém.

Su phan phdi RTA 408 vao cac md da duoc nghién clru sau khi st dung qua
dudng miéng cho chudt nhét, chuot céng, va khi. Trong cac nghién ctru dgc tinh khong
GLP kéo dai 14 ngay, lua chon cac mé (gan, phdi, va ndo) dwoc thu thap tai mot diém
thoi gian don 1é (4 gio cho chudt cdng va chuédt nhét; 24 gior cho khi) sau lidu lugng
cudi cling ciia cude nghién ciru duge sir dung va dugc phan tich ham lugng RTA 408
stt dung LC/MS/MS. RTA 408 dé dang phéan phéi vao phdi, gan, va ndo. O phbi, cic
néng d6 RTA 408 véi thoi gian 4 gid & chudt nhit va chudt céng teong tu véi hodc
cao hon mdt chit (<2 1dn) so véi cac nong do & huyét twong, trong khi véi thoi gian
24 gi& & khi, cac ndng 6 RTA 408 & phdi cao hon 6 dén 16 14n so véi cac ndng do
huyét trong. Mot mau hinh tuong ty duge quan sat thiy cho ndo. Nguoc lai, cac ndng
do RTA 408 & gan cao hon 5 dén 17 14n so véi huyét tuong cho chudt nhét va chudt
cdng véi thoi gian 4 gi®, va cao hon 2 dén 5 1an so vdi huyét twong véi thoi gian 24
gi0 & khi.

Cac tac dong dugc luc hoc cia RTA 408 trong cac md dugc danh gid & chudt
nhét, chudt cdng, va khi, bang cach theo ddi su gdy cam Ung céc gien dich Nrf2 trong
cac mo giéng nhau duogc thu thap dé phoi nhidm thude tir cac nghién ctru doc tinh kéo
dai 14 ngay. Viéc gdy cam tng céc gien dich Nrf2 bdi RTA 408 dan dén su tang phan
ing chdng oxy héa nhu dugc thé hién boi sy ting phu thude vao lidu luong hoat tinh
enzym NQOI, glutathion S-transferaza (Gst), va glutathion reductaza (Gsr) & cdc mo
duoc kiém tra. Cac hoat tinh enzym duoc do nhu duge mo ta trén ddy. Hon nira, & cac
lodi gam nhédm, ham lugng gan RTA 408 c6 tuong quan véi mie dd hoat tinh enzym
cho NQO1, gien dich nguyén miu cho Nrf2. O khi, mirc d6 biéu hién mRNA & cac té
bao mau don nhén ngoai vi (PBMC) cho ca NQOI1 va sulfiredoxin 1 (SRXN1) cé
twong quan véi sy phoi nhiém huyét twong ciia RTA 408 (FIG.37a & b). V& téng thé,
RTA 408 giy cam tUng cac chit danh diu sinh hoc cia Nrf2 & céac loai gim nhim va
khi, va su gdy cdm (ing ndy néi chung c6 tuong quan dén sy phoi nhidm huyét twong
va mod vai RTA 408.
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Khi RTA 408 dugc stir dung cho théd cuc bd qua mit, cac néng dd cao nhét cua
hop chét dugc tim thdy trong gidc mac, vdng mac, hoic mdng mit trong khi pha 16
dich, thuy dich, va huyét tuong thé hién lam giam dang ké cac ndng do ctia RTA 408
(FIG.38).
¢. Chuyén hoa

Su chuyén héa RTA 408 da dugc nghién ciru sau khi G in vitro RTA 408 trong
60 phut véi cac vi lap thé gan tir chudt nhit, chudt céng, khi, va ngudi cé sy hién dién
clia mdt hé tai tao nicotinamit adenin dinucleotit phosphat NADPH) va mdt hén hop
phan tng uridin diphosphat glucuronosyltransferaza (UGT). Su luén chuyén rong rii
RTA 408 dugc quan sat thiy & cac vi lap thé dong vat linh trudng, véi <10% phan tir
me con lai & cudi thoi gian G 60 phut & ca vi lap thé cta khi va ngudi. Nguoc lai, mirc
do chuyén héa thap hon & cac vi lap thé loai gim nhim, véi >65% phén tir me¢ con lai
& cubi thoi gian 0. Viéc thiéu tiéu chuin xac thuc sin ¢ cho cac chit chuyén héa tiém
ndng khac nhau ctia RTA 408 loai trir danh gia dinh lugng céc chét chuyén héa dugce
quan sat. Tir goc d dinh tinh, mdt mAu hinh twong tu cia cac chét chuyén hoa RTA
408 duge quan sat thiy & cac loai, va bao gdbm céc dinh véi khdi luong phii hop véi sur
giam va hydroxyl héa RTA 408 ciing nhu glucuronit héa RTA 408 hodc cac chét
chuyén hoa giam/hydroxyl héa cua né. Khong chit chuyén héa & ngudi doc ddo nao
dugc quan sét thdy, trong d6 tit ca cac dinh trong cac 1an 1 vi lap thé & nguoi ciing
dugc quan sat & mdt hodc nhiéu loai tién 1am sang. Cu thé 14, dva trén dir liéu vi lap
thé in vitro, tit ca cac vi lap thé & ngudi hién dién & chudt céng hodc khi, cac loai doc
gdm nhim va khong gam nhim.
d. Cac tuong tac thude duoc dong hoc

Kha niing RTA 408 giy trc ché su chuyén hoéa qua trung gian P450 (CYP450)-
sic td té bao dwoc danh gia sir dung cac vi lap thé gan ngudi hdn hop va cac nén chuin
cho cac enzym CYP450 dic hiéu. RTA 408 uc ché truc tiép CYP2C8 va CYP3A4/5
véi cac gid tri Ki la gin 0,5 pM cho mdi enzym. Khong quan sat thiy su trc ché c6 y
nghia nao cho cdc enzyme khac dugc thir nghiém (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9,
CYP2C19, hogc CYP2D6), véi mirc e ché <50% & ndng d cao nhdt dwoc thir
nghiém (3 pM). Ngoai ra, cé rit it hoac khong c6 déu hiéu cho su &c ché phu thudc
vao sy chuyén hoa bét ky enzyme nao duge thir nghiém. Cac nghién clru trong tuong

lai xem xét kha niang xdy ra cic twong tac thudc-thudc qua trung gian CYP3A4/5 ¢c6

-99-



21207

thé dugc dam bao dua trén cac dit liéu ndy, va céc néng do cao tiém tang co thé dat
dugc cuc bd trong dng da day rudt non (GI) sau khi ding qua dudng miéng.

Kha ning RTA 408 gy biéu hién enzym CYP450 dugc danh gia sir dung cac té
bao gan ngudi dwgc nudi cdy. Trong cac diéu kién cdc tic nhan gdy cam (mg nguyén
mau lam ting nhu ky vong hoat tinh CYP, RTA 408 (1én dén 3 pM) khong phai 1a tac
nhin gy cam {mng hoat tinh enzym CYP1A2, CYP2B6, hoic CYP3A4 & cac té bao
gan ngudi dugc nudi cdy. Hoat tinh enzym dugc do béng cach theo doi sy bién d6i nén
phenaxetin, bupropion, va testosteron twong tng cho CYP1A2, CYP2B6, va CYP3A4

trong céc vi lap thé cach ly.

F. Céc tic dong ciia RTA 408 dén chimg viém da do birc xa cép tinh

Céac tac dong cia RTA 408 theo huéng phong ngira tai chd hoic qua duong
miéng dbi voi ching viém da do birc xa cép tinh da duoc kiém tra. Bing viéc sir dung
chudt nhit BALB/c durc, mét lidu birc xa 30 Gy duogc cho véo ngay 0 (Bang 3). Du
vimg chét din thudc hoic RTA 408 duoc sir dung cho chudt cdng vao ngay -5 dén -1
va ngay 1 dén 30. RTA 408 duoc st dung qua duong miéng trong 3, 10, va 30 mg/kg
duéi dang diu ving va cuc bd véi thanh phin phin trim 12 0,01%, 0,1%, va 1% dudi
dang dau vimg. Chimg viém da duoc danh gid mo cir hai ngay mot I4n tir ngay 4 dén
ngdy 30. Vao ngay 12, dinh dic trung cta chung viém da duoc quan sat thiy va 4
chudt nhit bj giét 4 gio sau khi cho liéu ding. Chudt nhit con lai bi giét vao ngay 30
vao thoi diém 4 gio sau lidu dung. Huyét twong dwoc thu thap vao céc ngdy 12 va 30

cling nhu cdc miu da bi birc xa dé kiém tra mRNA va md hoc.

Bang 3: Thiét ké nghién ciru miu chung viém da do birc xa cip tinh

Nhom | 50 lwong | Bic xa Pidu tri Lich diéu tri
cac convat | (Ngay 0)
1 9 con dyc Khéng duge diéu tri
2 10 conduc | 30 Gy Khong duoc diéu tri
P6i chung Chit dén Ngay -5 dén -1 & Ngay 1
3 | l4condye | 30Gy thubc (dau vime) dén 30
RTA 408 - 0,01% hoac | Ngay -5 dén -1 & Ngay 1
4 14 con duc 30 Gy 3 mg/kg &n 30
RTA 408 - 0,1% hodc | Ngay -5 dén-1 & Ngay 1
5 14 con duc 30 Gy 10 me/ke dn 30
RTA 408 — 1% hoic Ngay -5 dén -1 & Ngay 1
6 14 con duc 30 Gy 30 mg/kg &n 30
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Trong cic nhom thir nghiém ma & d6 chudt nhét dugc diéu tri bang RTA 408,
ty 16 mic méi ching viém da dudng nhu giam nghiém trong di mot chut khi RTA 408
dugc dua cuc by hoidc qua duong miéng (F1G.39-42). Hon nita, cac dudong cong vé
diém 1am sang chimg viém da trung binh cho cac nhém thir nghiém du6i dang ham
thoi gian thé hién su thay ddi nhit dinh véi viée sir dung RTA 408 qua duong miéng
hodc duéi dang cuc bd tir cdc nhom thir nghiém khong dugce diéu tri (F1G.43-45) dic
biét 1a trong trudng hop ma RTA 408 dugc st dung qua duong miéng. Hon nita, nhu
c6 thé thay trong cac Bang 4 va 5 dudi day, phén tram chudt nhit méc ching viém da
v6i diém 1am sang trén 3 thap hon dang ké dbi vi chudt nhit dugc didu tri bing RTA
408 thong qua st dung qua dudng miéng trong khi phin trim chudt nhit mic chimg
viém da vé6i diém 14m sang trén 2 thép hon mot chit cho céc nhém thir nghiém dugc

st dung cuc by RTA 408.
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G. Cac tic dong cia RTA 408 dén chimg viém da do burc xa duge phan doan

Khi str dung RTA 408 bing cach sir dung cuc bd, cic tac dong ciia RTA
408 hudng dén viéc cai thién cac tac dong cua ching viém da do birc xa duge
phéan doan dugc do. Béng viéc sir dung chudt nhét Balb/c, RTA 408 dudi dang
ché phdm cuc bd duge sir dung cho chudt nhat nay hang ngay tir ngay -5 dén
ngdy 30 véi ba liéu trong khoang tir 0,01% dén 1%. Chudt nhét dwoc birc xa
vao céc ngay 0-2 va 5-7 véi sau liéu 10-Gy/ngay. Céc diém sb cia ching viém
da 1am sang cho chudt nhit durge danh gia mo hai ngay mot lan tir ngdy 4 cho
dén khi két thic cudc nghién ciru. O FIG.46, bidu dd thé hién su thay d6i vé
diém 1am sang trung binh cho mdi nhém duge vé dudi dang ham thoi gian.
Biéu db thé hién su cai thién dang ké v& mit théng ké & cac didm sé cho chudt
nhét dugc diéu trj bang 0,1% dén 1% cac ché phdm RTA 408 cuc bd. C6 thé

thdy cac théng sb nghién ctru va didu trj trong Bang 6.

Bang 6: Cac diéu kién nghién clru doi vdi chirng viém da do birc xa dugce phan
doan

S lugng cac con Bire xa 3 3
Nhém " A (Ngay 0-2, 5- Pidu tri Lich diéu tri
vat 7
1 9 con duc --- Kho.r;g dlfgc —-
diéu tri
2 14 con duc 6x 10 Gy Kho.rig dl'IQC ——
di€u tri
Ddi chimg chét .
3 18 con duc 6x 10Gy | dinthubc (ddu | 2D N8y -3
. dén 30
ving)
RTA 408 — QD Ngay -5
4 18 con duc 6x 10 Gy 0.01% 030
5 18 con duc 6x 10Gy | RTA 408 —0.1% | 2D N&ay -3
dén 30
6 18 con dyc 6x10Gy | RTA408-1% | IO Neay-3
dén 30

Béng cach phan tich cac diém l1am sang duogc thé hién trong FI1G.46, viéc
phan tich mdt khu vyc dudi duong cong (AUC) duge thue hién, didu nay cho

thdy mirc d6 nghiém trong ctia chimg viém da twong ing véi muc thoi gian dai
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dang kéo dai clia chirng viém da. Phan tich AUC nay cho phép so sanh truc tiép
giita cac nhoém chudt nhit khac nhau va tic déng cia cac thanh phin phén trim
RTA 408 khac nhau (FIG.47 va Bang 7). Viéc st dung céc ché phdm RTA 408
cuc bd lam giam céc thuong tén Cip do 2 va Cip d6 3 tir 60% va 33% khi
chudt nhit chi dugc phoi ra chit din thubc twong (g xubng 21% va 6% nhd
RTA 408 & nong do 1%. Hop phan RTA thé hién hoat tinh nhdt dinh nhung
khong dang ké nhu dugc thé hién béi ché phidm 1%.

Bang 7: Phén trdm di€m s0 lién quan deén chiing viém da cho moéi nhém di€u
tri

Nhom %Ngay > 2 %Ngay > 3
Khong buric xa, Khong Tx 0 % 0 %
Buc xa, Khong Tx 66% 31%
Birc xa, Diu virng 60% 33%
Birc xa, RTA 408 (0,01%) 54% 29%
Buc xa, RTA 408 (0.1%) 40% 13%
Buc xa, RTA 408 (1%) 21% 6%

H. Cac tac dung dE‘)pg vén cia RTA 408 va céc tac nhén tri bénh ung thu dén
su phat trién khoi u

Mdt nghién ciru vé céc tac dong ciia RTA 408 duoc sir dung két hop voi
céc tac nhan héa hoc tri li€u truyén théng da duoc thuc hién dé xac dinh tinh
hiéu qua cua tiém ning ning diéu tri. Cac nghién ciru in vitro dugc thuc hién
dé xé4c dinh cac tac dong cia RTA 408 dén hai dong té bao ung thu tuyén tién
liét khac nhau, LNCaP va DU-145. Nhu c6 thé thay trong FIG.48a, viéc diéu tri
céc dong té bao ung thu tuyén tién liét (LNCaP) in vitro bing 5-floraxil thé
hién sy ting dang ké vé mat thdng ké doc tinh ddi voi té bao khi két hop voi
RTA 408 véi cac liéu luong ndm trong khoang tir 0,125 dén 0,5 pM. Khi st
dung dong té bao tuyén tién liét DU-145 va docetaxel, RTA 408 ting cudng
doc tinh dbi véi té bao cua tdc nhan hoa hoc trj liéu mot cach dang ké v& mat
théng ké dé dinh liéu RTA 408 tir 0,125 dén 0,75 uM nhu duoc thé hién trong
FIG.48b. Dau hidu nay bb trg cho quan diém ring RTA 408 c6 thé hop luc véi
c4c tac nhén tri bénh ung thu va co thé duoc st dung theo mdt ) phuong én dé
mang lai tinh hiéu qué 16n hon trong viéc diéu trj cho nhitng ngudi bi bénh ung

thu.
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Sau cic két qua thanh céng ctia phan tich in vitro, mdt phan tich in vivo
thi diém da duoc thyuc hién sir dung chung bénh ung thu tuyén tién liét & nguoi
LNCaP/C4-2B va DU145 dugc bb tri dé biéu hién luciferaza cia dom dom (sau
day tuong tmg dugc goi 1a C4-2B-Luc va DU145-Luc). Lu ¥ ring ca hai dong
té bao nay phat trién theo cach androgen ddc 14p. Cac té bao dwoc nudi cdy
trong RPMI 1640 dugc bd sung 10% FBS. Céc té bao dugc thu hoach st dung
TrypLE Express (Invitrogen) va dugc rira trong PBS va dugc dém. Céc té bao
duge hoan nguyén trong PBS dé dat duoc ndng d6 cudi cung 1a 3 x 10° t& bao/
30 pL (trir khi duoc thé hién khac di) va dugc phan chia trong cac ong riéng
biét. Matrigel giam yéu t6 tang trudng (Khoa hoc ap dung sinh hoc BD) dugc
lam tan qua dém & +4 °C va dugc chuyén vao trong cac dng trong cac phan udc
30 pL. C4c dung dich Matrigel/té bao duoc chuyén dén nha nudi dong vat thi
nghiém va dugc tron ngay trude khi tiém véi ty 1€ 1:1. Mbi con chudt nhit (n =
1/nhém véi tdng 1a ba con vit) tiép nhan mot lidu tiém duéi da cac té bao khdi
u. Cac khéi u da duoc tao trude trong 4 tudn. Sau d6, mot con vit duge didu tri
bang RTA 408 (17,5 mg/kg, trong mang bung) mot 1an mdt ngdy trong 3 ngay
(Ngay -3 dén -1). Vao ngay ké tiép (Ngay 0), RTA 408 da didu tri cac con vat
va mdt con vt khac duge diéu tri bang mét lidu don 1é 18 Gy IR, khu tra &
ving khung xuong chiu noi ma cac khéi u dugc cdy. Chudt nhét dugc diéu tri
truéc bang RTA 408 tiép nhan thém ba lidu RTA 408 (17,5 mg/kg, trong mang
bung), cir hai ngay mdt 1an, qua tudn tiép theo. Con vat tht ba khong duoc diéu
tri va dong vai tro 1a déi chimg duong. Su tién trién cta khéi u dugc theo doi
hang tudn qua chiéu chup truc tiép. Pé tim ra cac té bao khéi u bidu hién
luciferaza, chudt nhit duoc tiém IP véi D-Luciferin 5 phut trude khi chiéu chup
theo phac dd ctia nha san xuét (Caliper LifeScience). Truéc khi chiéu chup
chudt nhit dugc gdy mé bang céch hit isoflurane va dugc chiéu chup trén hé
thdng IVIS Lumina XR (Caliper LifeScience). Dé tiéu chuan hoa, thoi gian
phoi nhiém t4i thiéu cn thiét dé chiéu chup khéi u déi ching dugc xac dinh va
tat ca cac con vat dugc chibu chup duéi cac diéu kién nay. Vao Ngay 7, khong
théy su giam rd rét nao vé kich c& khéi u & con vét duoc didu tri b?mg IR so vdi

déi chiing, trong khi con vat tiép nhdn ca RTA 408 va IR thé hién hinh anh
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khéi u nhé hon. Vao Ngay 14 va Ngay 21, con vét dbi chung tiép tuc thé hién
su phat trién va ting trudng khdi u trong khi con vét duge didu tri bing birc xa
ion héa thé hién su cai thién nhit dinh, ddng luu ¥ nhét 12 & Ngay 21. Mat khac,
con vat dugc didu tri béng RTA 408 va buc xa ion h6a khong thé hién sy tién
trién tir Ngay 7 dén Ngay 14 va khong nhin thiy khéi u vao Ngay 21. C6 thé
thdy dugc su tién trién cua khdi u trong mot tudn & FIG.49. Ca dit liéu in vitro
va in vivo cho thy rang RTA 408 dudng nhu bd sung cho hoat tinh cua céc tac

nhén tri bénh ung thu khic nhau, nh¢ d6 lam tang tinh hi¢u qua cda tac nhén.

I. Céac tac dong clia RTA 408 dén mau chirng viém mat

Mot nghién ciru vé cac tic dong ciia RTA 408 dén ching viém mit da
dugc thuc hién str dung tho thude giéng bach tang New Zealand. Tho dugc
chia thanh 5 nhém gdm 12 tho dugc dua ba néng d6 RTA 408 khac nhau
(0,01%, 0,1%, va 1%), Voltarene®collyre & ndéng dd 0,1% va chét din thudc
(dAu vimng). Mdi con thé duge cho ba giot trong vong 60 phut trude khi tién
hanh choc hit va hai giot trong vong 30 phut sau khi tién hanh choc hit. Mai
giot 1a 50 pL va dugc cho vao ca hai mit. Thiy dich cho 6 con vét véi mdi
diém thoi gian dugce thu thép 30 phat va lai thém 2 gio sau khi tién hanh choc
hat. Lugng viém dugc x4c dinh bdi ndng dd protein trong thiy dich. Nhu duoc
thé hién & FIG.50, RTA 408 thé hién su giam v& protein thity dich twong tu véi
protein thily dich c6 nbng do cao nhét cua bat ky trong sb cac hop chét tham
chiéu kia (MaxiDex hodc mapracorat) chi véi RTA 408 0,01% trong ché pham.
Céc tac dong 1am ting ndng d6 ciia RTA 408 dwong nhu 12 khong déng ké do
tAt cA céc nong d6 cia RTA 408 dudng nhu thé hién cac tac dong tuong dbi

gidng nhau trong pham vi 13i 1am gidm ndng do protein thay dich.

J. Sang loc chit da hinh

Mbt nghién ctru vé tién ché phim va hién tuong da hinh dugc thuc hién
cho hop chét 63415. Véi tu cach 1a mot phin ctia nghién ctru nay, mét chuong
trinh hién tugng da hinh so by dd dugc thuc hién véi muc dich nhan dang dang

khan thich hop nhit & nhiét d6 phong va c6 thé hydrat hoa véi kha ndng khé
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cao. Tong 30 thi nghiém két tinh, gdm su cén bing pha, cac thi nghiém sy khé
va cac k¥ thudt khéac, dugc thuc hién. T4t ca cac chét rin thu duge dic trung
bdi quang phd hoc FT-Raman. T4t ca cac dang méi duoc dic trung béi PXRD
va TG-FTIR, va theo tiy chon dugc dic trung bédi DSC va DVS.

Ngoai ra, dang vo dinh hinh dugc didu ché va biéu thi dic diém. Mot vai
thi nghiém st dung céc k¥ thuét va phuong thire khac nhau duogc thuc hién dé
diéu ché dang vo dinh hinh. Dang v6 dinh hinh dugc dic trung bdi quang phd
hoc FT-Raman, PXRD, TG-FTIR, DSC, DVS, va chuin d6 Karl-Fischer. D9
6n dinh cia dang vd dinh hinh dugc thir nghiém & cac didu kién nhiét do va do

4m cao trong khoang thoi gian bdn tuén.
1. Nguyén liéu ban dauva danh phap

Hai mé 63415 dugc st dung lam cac nguyén liéu ban dau (Bang 8).
63415 ciing dugc goi la PP415 trong ban mé ta sang ché nay. Tét ca cic miu
duoc tiép nhén va tao ra trong sudt du 4n nay nhan mot ma nhan dang duy nhét

ctua dang PP415-Px, trong d6 Px dé cap dén mau/s thi nghiém (x=1, 2, ..., n).

Bang 8: Cac nguyén lidu ban dau

Mau Nguyén li¢u Luong | Ngay tiép nhan
63415, mé #: 0141-66-1;
PP415-P1 MW = 554,7 g/mol, 50¢g 25/03/2011
C33H44F2N203
PP415- 63415, mé #: 2083-69-DC;
P40 MW = 554,7 g/mol, 50¢g 27/05/2011
C33H44F2N203

2. Hop chit 63415, mé # 0414-66-1 (PP415-P1):
Dang v6 dinh hinh

Nguyén liéu ban déu 63415, mé # 0414-66-1, dugc dic trung boi quang
phé hoc FT-Raman, PXRD, TG-FTIR, chun do Karl-Fischer, 'H-NMR, DSC,
DVS, va cac s6 do do hoa tan gin ding. Cac két qué dugc tom luge trong

Bang 9.
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Bang 9: M5 ta dic diém ciia nguyén lidu ban diu 63415 (PP415-P1)

Phuong

phép Cac két qua
FT- ~ . \ Ny
Raman | 5 dugc sir dung lam tham chiéu

PXRD | khong c6 mau hinh dinh nhon, nguyén liéu vé dinh hinh

~0,9 wt.-% (~0,1 duong luong) EtOH véi mot chit HaO tix 25°C

TG-FTIR | 441 200°C, phan gii & T > 290°C
Karl- 0
Fischer | Wt HhO

'H-NMR | phit hop véi cdu triic, ~0,08 dwong luong EtOH

Lan quét nhiét thir nhét: chuyén hoa thay tinh T, = 152,7°C (ACp

DSC =0.72 J/g°C); ]
Léan quét nhiét thir hai: chuyén hoa thuy tinh Ty = 149,7°C (ACp
=0,45 J/g°C)

pys | hoi hat am; Am = +0,4% (50%—dd 4m twong d6i 85%);

FT-Raman va PXRD khéng dbi

Phd FT-Raman (FIG.58) s& duoc st dung lam phd tham chiéu cho
nguyén liéu ban déu. PXRD (FIG.59) thé hién khéng c¢6 mau hinh dinh nhon.
Halogen rong & ~10-20 °26 dac trung cho cac nguyén liéu vo dinh hinh.

Nhiét d6 TG-FTIR (FIG.60) thé hién sy hao hut din cia ~0,9 wt.-%
EtOH (nghia 1a, ~0,1 duong lugng) véi mot chut H,O gitra 25 va 200 °C. Su
phan giai bat ¢iu & T > 290 °C.

Ham lugng nuéce 0,5 wt.-% duge xac dinh boi chudn d6 Karl-Fischer.

Phé 'H-NMR (FIG.61) phit hop véi cdu triic va thé hién ~0,08 duong
lugng EtOH, theo nhiét db TG-FTIR.

Biéu dd nhiét DSC (FIG.62) thé hién & 14n quét nhiét tht nhit, sy
chuyén hoéa thay tinh cua nguyén liéu vo dinh hinh dién ra & T, = 152,7 °C
(ACp = 0,72 J/g°C). G lan quét thir hai sau khi lam ngudi do toi, su chuyén hoa
thity tinh dién ra & T, = 149,7 °C (AC, = 0,45 J/g°C).

Biéu db dang nhiét DVS (FIG.63) thé hién rang su hao hut dan khédi
lugng 1,0 wt.-% dién ra khi giam d6 4m twong dbi tir d6 4m twong dbi 50%

xudng do am twong doi 0%; su cdn bang dat dugc & mic do am twong doi 0%.
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Khi ting 46 4m twong dbi dén do dm tuong dbi 95%, di xay ra su ting din
khéi luong 13 2,1 wt.-% (twong tng véi khéi lweong & do 4m twong dbi 0%); sy
cin bing dat dugc & mirc d6 4m twong dbi 95%. Khi giam do 4m twong dbi tir
dd 4m tuong ddi 95% xubng d6 dm twong déi 50%, khdi luong cudi cing 13 0,2
wt.-% dudi mire khéi luong ban diu. Sy ting khéi lugng 12 0,4 wt.-% & do 4m
tuong ddi 85% (twong tmg véi khdi lwong ban ddu) x8p miu vao loai hoi hat
am,

Phb FT-Raman (FIG.64) va m3u hinh PXRD (FIG.65) ctia miu sau khi
do DVS khong thay ddi so v6i phd va mau hinh ciia mAu trudce khi do.

D¢ hoa tan gin ding cta nguyén liéu ban diu PP415-P1 duge do trong
12 dung moi va 4 hdn hop dung mdi & nhiét do phong bang cach pha lodng
bang tay két hop v6i quan sat bang mét (Bang 10). Do sai s6 thi nghiém vén c6
trong phuong phép ndy, cac gia tri do hoa tan nhim dugc coi 14 cac sb luong
udc doan dai khéi va thudng chi duoc st dung cho viée thiét ké céc thi nghi¢m
két tinh. Tét ca cac hdn hop dung mdi duoc liét ké 1a céc ty 18 theo thé tich
(v/v).

Béang 10: Do hoa tan gan dung cta nguyén lidu ban ddu PP415-P1 (v0 dinh
hinh)

Dung moi Do hoa tan S [mg/mL]
toluen S >200
DCM S >200
EtOAc ‘ S>210
axeton S >230
MeCN S >230
DMF S>210
MeOH S <210
EtOH* 105<S<210
2PrOH 16 <S<19
DEE S>1¢
heptan S<1
H,O S<1
2PrOH / H,O (9:1)° 79<S<8.5
MeCN / H,0 (2:3)° S<1
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Dung méi Do hoa tan S [mg/mL]
EtOAc / heptan (1:1) 100 <S <200
toluen / DEE (1:1)? S>220

2 két tia dugc quan sat thay sau ~ Ingay;

® hoat tinh ctia nudc a(H,0) ~ 0,7 & 25 °C;

¢ hoat tinh ctia nude a(H,0) > 0,9 & 50 °C; )

¢ hoa tan khong hodn toan lic dau (S < 1), nhung cin rin bj hoa tan hoan toan qua

dém (S > 1).
3. Hop chit 63415, mé # 2083-69-DC (PP415-P40): Nhém 2

63415, mé # 2083-69-DC, la mdt solvat heptan. Nguyén liéu nay
(PP415-P40) dugce dic trung bdi PXRD va dugce théy 1a tvong g véi nhém 2
(F1G.66).

Nhém 2 ¢6 thé tuong ting vdi cac solvat ding ciu, khong hop thie (<0,5
duong lugng) (ctia heptan, xyclohexan, isopropyl ete, 1-butanol, trietyl amin,
va céc dung mdi c6 thé khac, ching han nhu hexan va céc ete khac) véi dung
mdi lién két chat.

Céc dinh nhé nhin thdy trong miu hinh cia PP415-P40 & 7,9 ©20 va
13,8 °20 khong tuong ng v6i cac dinh ca céc nhém 3, 4, hodc 5. Ngubn gbe

cta chung khong rd rang tai diém nay.
4. Do bén héa hoc cia dang vo dinh hinh

Do bén hoa hoc cla dang v dinh hinh duoc kiém tra trong cac dung
moi khac nhau trong khoang thoi gian 7 ngay.

Céc dung dich/cac dich huyén phil v6i ndng d6 1a 1 mg/mL duge didu
ché trong bén dung moi hitu co (axeton, MeOH, MeCN, EtOAc) va ba mbi
trudong chit hoat dong bé mat dang nuéc (SDS dang nude 1%, Tween 80 dang
nudc 1%, CTAB dang nude 1%).

Bén dung dich/dich huyén phu tach biét dugc didu ché cho mdi dung
mdi, duge can bang trong 6 giv, 24 giv, 2 ngay, va 7 ngay va sau do6 dugc phan
tich béi HPLC.

Khu vyc tuong dbi-% thu dugc tir cac bidu db séc ky HPLC dugc dua
vao trong Bang 11. Hop chét dudng nhu hoi khong thich hop trong chit pha
loang (0,1% axit formic trong MeCN); theo trinh ty (nghia 13, trong vong ~24
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gi®) khu vuc-% ctia mot mau tham chiéu (PP415-P1, hoat dong & ddu va cudi
trinh ty) giam tir 99,9% xubng 99,3% & 254 nm va tir 99,9% xudng 99,5% &
242 nm. Do téc dong nay, cic mau dugc do hudng vé cubi trinh ty (duge thiét
1ap theo trat ty sau: 7 ngay, 2 ngdy, 24 gid, 6 gid), c6 thé bi anh hudng va khu
vuc-% thu dugc c6 thé bi danh gid thép.

Béang 11: Céac thi nghi¢ém vé do bén hoa hoc voi dang v6 dinh hinh cta 63415
(PP415-P1)?

0 254 nm G 242 nm

Dung

A 7d 2d 24h 6h 7d 2d 24h 6h
moli

axeton | 99,6% | 99,6% | 99,6% | 99,6% | 99,7% | 99,7% | 99,6% | 99,6%

EtOAc | 99,8% | 99,8% | 99,8% | 99,7% | 99,8% | 99,9% | 99,8% | 99,7%

MeOH | 99,8% | 99,8% | 99,7% | 99,8% | 99,8% | 99,9% | 99,7% | 99,8%

MeCN | 97,7% | 99,5% | 99,3% | 99,4% | 97,4% | 99,5% | 99,3% | 99,3%

oo | 97.7% | 97.19% | 95,1% | 97,6% | 98,7% | 98,7% | 96,2% | 99,1%
SDS 1%° | 99,7% | 99,6% | 99,7% | 99,7% | 99,8% | 99,7% | 99,7% | 99,7%
CITQB 99,3% | 99,4% | 99,4% | 99,6% | 99,3% | 99,4% | 99.4% | 99,7%

2 & chiéu dai bué,c song thir ba (210 nm), cudng d6 tin hiéu yéu va ty 1€ tin hiéu-nhiéu
16n, do d6 su lgét hop khong dugce tllu_rc hién ) i
> c4c dich huyén phu, khong phai tit ca nguyén liéu bji hoa tan cho tit ca cac didm
thoi gian . ] 7
¢ cac dich huyén phu, khong phai tat ca chat ran bj hoa tan & cac diém thoi gian 24
gid va 6 gio
Su phan gidi >1% dugc quan sat thdy cho cic dung dich trong MeCN
sau bay ngdy va cho céc dich huyén phil trong méi truomg Tween 80 chira nudce
1% (& tat ca cac diém thoi gian & 254 nm va sau 24 gio, 2 ngay, va 7 ngdy &

242 nm).
5. D bén bao quan cia dang vo dinh hinh

Dé biét cac tinh chit co ban va do bén vt ly cua no, dang vo6 dinh hinh
cua 63415 bi tdc dung Ung sudt béng cdch bao quan & nhiét do cao va do 4m
tuong dbi.

Céc méu cua dang v6 dinh hinh (nguyén lidu ban diu PP415-P1) dugc

bao quan mé & 25 °C/dd 4m tuong d6i ~62% (qua dung dich nuéc bdo hoa cua
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NH4NO3) va 40 °C/do 4m twong ddi ~75%. (qua dung dich nuéc bao hoa cia
NaCl) va déng & 60 °C va 80 °C (Bang 12). O cac diém thoi gian 0 tuln, 1
tudn, 2 tudn, va 4 tudn cic maiu duoc kiém tra bing PXRD va so v6i nguyén
liéu ban dau, PP415-P1.

Béng 12. Céc thi nghiém v& do bén bao quan vé6i dang v6 dinh hinh cta 63415
(PP415-P1)

Miu Cac didu kién Diem thdi | ¢ 01a PXRD
glan
PP415-p2a | M0 23°C/d0am tuong 1 tudn v dinh hinh
461 ~62%
PP415-p2b | M 25°C/d0dm tuong 2 tudn v6 dinh hinh
d6i ~62%
PP41spac | M 22 °C/d0am trong 4 tudn v6 dinh hinh
doi ~62%
mé, 40 °C / 6 4m tuong A A 4e .
PP415-P3a 461 ~75% I tuédn vO dinh hinh
PP415-P3p | 0> 40°C/dd am twong 2 tudn v6 dinh hinh
doi ~75%
PP415-p3c | M0 40°C/d0 am tuong 4 tudn v6 dinh hinh
do1 ~75%
PP415-P4a déng, 60 °C 1 tudn vo dinh hinh
PP415-P4b dong, 60 °C 2 tudn vd dinh hinh
PP415-P4c dong, 60 °C 4 tun v6 dinh hinh
PP415-P5a dong, 80 °C 1 tudn v6 dinh hinh
PP415-P5b dong, 80 °C 2 tudn v6 dinh hinh
PP415-P5c dong, 80 °C 4 tuan v6 dinh hinh

Sau mot tuan (diém thoi gian 1 tudn, FIG.67), hai tudn (diém thoi gian 2
tuan, FIG.68), va bdn tudn (diém thoi gian 4 tudn, FIG.69), ca bdn mau van vo
dinh hinh, khi c4c biéu dd nhiéu xa tia X bdt khong cho thdy sy khéac biét nao
so v6&i nguyén liéu ban déu ¢ diém thoi gian 0 tuin.

6. Su két tinh va cac thi nghiém sy kho
a. Céc thi nghiém két tinh
Su c4n bang pha, sw két tinh tir c4c dung dich néng, va cac thi nghiém

1am bay hoi duogc thyc hién bt diu tir dang v0 dinh hinh dé nhan dang vé&i kha
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nang twong dbi cao dang khan thich hop nhit & nhiét d6 phong va su hydrat
hoa c6 thé. Tét ca cac nguyén liéu thu dugce dugc dic trung béi quang phd hoc
FT-Raman; cic miu dugc lua chon cling dugc dac trung béi PXRD.

Cac phé FT-Raman dugc tdp hop vao cdc nhom theo su tuwong tu cua
céc vi tri dinh cta ching. Mau gbc (PP415-P1, xem Bang 8) dugc phan nhém
cling v6i cac san pham két tinh. Tuy nhién, cdc phd trong mot nhém khéng
hoan toan giéng nhau, nhung twong tu nhau. C6 thé c6 nhiing khéc bi€t nhé va
nhitng thay ddi dinh. Chi xét riéng cdc phd FT-Raman, that kho dé xac dinh
liéu cac phé ctia mot nhom ¢ thude vé cung mdt hop chét dang da hinh.

Céac dinh trong cdc mau hinh PXRD duoc x4c dinh va khi d6 cac mau
hinh dugc phan nhém vao cic nhém sir dung phan mém PANalytical X Pert
(Highscore Plus). Cac nhom ndy nhin dang cdc miu hinh ¢é mirc d6 twong tu
cao. Tuy nhién, c6 nhitng khac biét nhd nhung dang ké trong mét nhém. Do d6,
cac mau hinh trong mot nhom khéng nhat thiét tuong g véi cac chét da hinh
gidng nhau, nhung thé hién cac dang khac nhau c6 cdc cdu tric phan tir rat
tuong ty. Cac nhom FT-Raman tuong tmg trong tat ca cac trudng hop véi cac
nhém PXRD.

b. Cac thi nghiém lam can bang dich huyén phu

Céc thi nghiém lam c4n bang dich huyén phu dugc thyc hién trong mot
dung mdi va 11 hdn hop dung méi (Bang 13). Cac dich huyén phu chira ~100
mg PP415-P1 trong 0,2-2,0 mL cic dung mdi dugc lua chon duge didu ché va
lic trong 4-15 ngdy & 22-24 °C. Céc chit rin dugc thu hdi va dic trung bai
quang phd hoc FT-Raman; phén 16n cling dugc dic trung bdi PXRD.

Bang 13. Céc thi nghiém lam can bing dich huyén phu bét dau tir dang vd dinh
hinh (PP415-P1)

Mau Dung méi/Hén hop Nhém FT-Rama Nhém PXRD
PP415-P6 2PrOH 3 3
PP415-P7 1:2 EtOAc/heptan 2 2
PP415-P8 1:2 axeton/hexan 2
PP415-P9 1:3 toluen/DEE 24 --
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Méau Dung mbi/Hdn hop Nhém FT-Rama Nhom PXRD
PPals- 1:3 MeOH/TBME 2 2
P10
PI;IIS- 1:2 MEK/xyclohexan 2¢ -
PP415- ) a
P12 9:1 EtOH/H20 3 3
PPals- 7:3 MeCN/H,0P 44 4
P13
PP415- . c d
P14 ~1:1 THF/H,O 5 5
PP415-
P29 1:2 EtOAc/TEA 2 2
PP415- )
P31 9:1 PEG/H,O | 1
PP415- ) b d
P35 7:3 MeCN/H,0 4 4
cac hoat tinh ctia nuée: * a(H,0) ~ 0,5 & 50 °C; ° a(H,0) ~ 0,85 & 50 °C; © a(H20) >
0,99 & 64 °C;

4 phd chira cic déu hiéu dung moi
c. Su két tinh tir cdc dung dich nong

Céc dung dich néng ctia PP415-P1 dugc diéu ché trong mot dung méi
va bon hdn hop dung mdi (Bang 14). Khi 1am ngudi cham dén 5 °C véi tde do
~0,2 K/phut, két tiia duge quan sat thdy trong ba truomg hop (-P20, -P21, -P24).
Trong hai truong hop (-P22, -P23), khéng chét rin nao bi két tia, tham chi sau
khi bao quéan & 4-5 °C trong hai ngay. Do d6, dung moi bi bay hoi dudi dong
khi N> & nhiét d6 phong. Céc chét rin duge thu hdi va dic trung bdi quang phd
hoc FT-Raman va ddi véi nhitng chét rin c6 quang phdi khac véi nguyén lidu

ban du vo dinh hinh, nhém FT-Rama 1, cling béng PXRD.
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Bang 14: Cac thi nghiém lam ngudi chdm bit ddu tir dang v6 dinh hinh
(PP415-P1)

x ar 1 X f 4 A 1ea Nhém FT- Nhoém

Mau Dung m6i/hon hop | Cac di€u kién Rama PXRD
PRS- ol axeton/H0 | 55°C »5°c|  3® 3

P20
PP415- ~1:5 o o

P21 EtOH/xyclohexan BEC—5%C 2 2
PP415- ) 75°C — 5 b

P22 ~1:3 MeCN/toluen oCa 1 -
PP415- _ . 75°C —5 b

P23 1:3 EtOAc/dioxan oCa I --
PP415- o o b

P24 1BuOH 75°C —>5°C 2 2

2 khong c6 két tia sau khi 1am ngugi cham va khudy & 5 °C trong 2 ngay; dung moi
bay hoi dudi dong khi N> ¢ nhiét d6 phong.
® phd chira cac dau hiéu dung méi

d. Céc thi nghiém 1am bay hoi/két tua

Céac dung dich trong ctia PP415-P1 dugc diéu ché trong ba hdn hop
dung moi (Bang 15). Cac dung mdi sau d6 bi bay hoi chdm & nhiét d6 phong
dudi cac diéu kién xung quanh. Tuy nhién, & hai trong sé ba thi nghiém (-P15
va -P17), chét rin tring bi két tiia trréc khi viéc 1am bay hoi bit dau. Cac chit

rén thu dugc dugc kiém tra bing quang phd hoc FT-Raman va PXRD.

Bang 15. Céc thi nghiém lam bay hoi chdm véi dang vo dinh hinh (PP415-P1)

Miu Dung méi/hdn hop Nhom FT-Rama Nhém PXRD
PP415-P15 1:2 DCM/IPE 28 2
PP415-Pl16 1:2 MeOH/toluen 12 --
PP415-P17 1:3 EtOAc/heptan A 2

2 phd chira cac dau hiéu dung moi
e. C4c thi nghiém sy khd

it nhit mét mau cia mdi nhom duge sdy kho trong chan khong véi muc
dich khir solvat cho céc solvat va thu duge cac dang tinh thé khong dugc solvat
hoa clia 63415 (Bang 16). Cac nguyén liéu duge sy kho ciing dwoc dic trung
bdi FT-Raman, PXRD, va TG-FTIR.
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thi nghiém két tinh

Mau

Nguyén liéu ban ddu

(Nhom)

Cac diéu kién

Két
qua

PP415-P18

PP415-P15 (2)

nhiét ¢6 phong, 2-10
mbar, ~2 gi¢

2

PP415-P19

PP415-P17 (2)

nhiét d¢ phong, 2-10
mbar, ~2 gid

PP415-P25

PP415-P6 (3)

nhiét d6 phong, ~3 mbar,
~5 ngay;
60 °C, 5-10 mbar,
2x1gid;
40-50 °C, 5-20 mbar, ~1
ngay

PP415-P26

PP415-P13 (4)

nhiét d6 phong, ~3 mbar,
~5 ngay;
60 °C, 5-10 mbar,
2x1gio;
40-50 °C, 5-20 mbar, ~1
ngay

PP415-P27

PP415-P14 (5)

nhiét 40 phong, ~3 mbar,
~5 ngay;
60 °C, 5-10 mbar,
2x1gio;
40-50 °C, 5-20 mbar, ~1
ngay

la

PP415-P28

PP415-P21 (2)

nhiét d¢ phong, ~3 mbar,
~5 ngay;
60 °C, 5-10 mbar,
2x1gio;
40-50 °C, 5-20 mbar, ~1
d

2b

PP415-P30

PP415-P7 (2)

50-70 °C, 1-10 mbar, 3
ngay

PP415-P32

PP415-P19 (2)

80 °C, <1x107 mbar,3
ngay

2b

PP415-P33

PP415-P25 (3)

80 °C, <1x103 mbar,3
ngay

PP415-P34

PP415-P28 (2)

80 °C, <1x107 mbar,3
ngay

2b

PP415-P36

PP415-P35 (4)

80 °C, <1x10-3 mbar,3
ngay

4C
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Mau Nguyén 116;’11 ban dau Cac didu kién Ke:[

(Nhom) qua

PP415-P37 PP415-P35 (4) 80 °C, dong khi N2,3 4¢
ngay

PP415-P44a PP415-P41 (5) 80 °C, 100 mbar, 2 ngay 12

PP415-P46a PP415-P45 (6) 80 °C, 100 mbar, 4 ngay 12

2 khir solvat héa thanh cong, giam déng ké ham luong dung mdi, mau chi yéu 13 vé

dinh hinh; chi it dinh rdng & PXRD
b mau it két tinh hon, nhu dugc biéu thi bdi rong hon céc dinh & PXRD
¢ khir solvat héa thanh cong, giam dang ké ham luong dung méi, mau van két tinh;
khéng c6 su thay dbi v& cdu tric

7. MO ta dic di€m cua cac dang (cac nhém) mai

a. Tém luoc cac nhém maéi

Ngoai dang vo dinh hinh cta 63415 ra, thu dugc bdn dang tinh thé méi

trong nghién ctru ndy (Bang 17).

Bang 17: Toém luge cdc nhom thu duge
Nhém Cc dic diém Két qua cuia céic Ehl nghiém say
kho
Nhlo m dang v6 dinh hinh --
Nhém | céc solvat ding cdu (vi du nhu, £ A 1A X A
) heptan) say kho khong thanh cong
Nhém | céc solvat ding cu (vi du nhu, z A 1A \ A
3 | etanol) say kho khong thanh céng
Nhoém | Solvat MeCN & solvat duogc khir | sy kho thanh cong, cdu tric
4 solvat khoéng doi
Nhom Solvat THF sdy kho dan d?n dang vd dinh
5 hinh

Nhém 2: Phén 16n céc thi nghiém két tinh din dén nguyén liéu rén cia

nhém 2. Cac miu nay c6 thé tuong tmg véi ding ciu, khong hop thuc (<0,5

duong luong) céc solvat (cua heptan, xyclohexan, isopropyl ete, 1-butanol,

trietylamin, va c6 the 1a hexan va céc ete khéc, v.v...) c6 cac phén tir dung moi

lién két chat. Cac phd Rama va cac mAu hinh PXRD trong nhom nay rat twong

tu nhau, do d6 cdc cau trac c6 the giong nhau vé co ban chi ¢ nhitng khac biét

nho do cac dung mdi khac ma da dugce dua vao.
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Céc thi nghiém sdy kho trén cdc mau nhém 2 d3 mang lai mot dang phi
solvat, két tinh. Thdm chi nhiét dd cao (80 °C) va chan khéng cao
(<1x107% mbar) khong thé loai b hoan toan cic phén tir dung mdi lién két
chit; ham luong dung méi 13 >2 wt.-% ludn duoc duy tri. D6 két tinh cta cac
mau ndy bi gidm di, nhung khdng quan sat thdy sy bién dbi thanh mét ciu triic
khac hozc sy v dinh hinh hoa dang ké.

Nhém 3: Nguyén lidu rin cia nhém 3 thu dugc tir mot vai thi nghiém
két tinh. Cac mau cta nhom 3 ¢6 thé 1a céc solvat déng cAu cua 2PrOH, EtOH,
va ¢6 thé 1a axeton v&i cac phén tir dung mdi lién két chat. Chung c6 thé tuong
ng véi cac hemisolvat hop thitc hodc cac solvat khong hgp thirc véi ham
luong dung méi 1a ~0,5 dwong luong. Ddi voi nhém 2, cac phd Rama va céac
mau hinh PXRD trong nhém nay rét trong ty nhau, biéu thi cac ciu tric tuong
tu cd dua vao cac dung médi khac nhau.

Tuong tu v6i nhom 2, cac thi nghiém sdy khé ciing khong thanh cong.
Céc phén tir dung méi lién két rat chit chi c6 thé dugc loai bd mdt phin (~5,4
wt.-% dén ~4,8 wt.-%, 1én dén 3 d & 1103 mbar va 80 °C). MaAu hinh PXRD
gilt nguyén khong dbi.

Nhom 4: Nguyén liu clia nhém 4 chi thu dugce tir mdt hé dung moi 7:3
MeCN/H20. N6 chéc chén trong Gmg véi mot hemisolvat axetonitri két tinh.

Bing céach sdy khé (trong chan khong hodc dong khi N2 & nhi€t dd cao),
phén 16n dung méi c6 thé duoc loai bd ma khong lam thay ddi hay pha huy céu
trac tinh thé (PXRD giir nguyén khong d6i). Do d6, thu dugc mot dang phi
solvat, két tinh (hay dung hon 4 solvat dugc khir solvat). N6 hoi hit 4m (khéi
lugng ting thém 1a ~0,7 wt.-% tir 49 4m twong ddi 50% dén d6 4m tuong dbi
85%) va c6 thé c6 diém nong chay tai 196,1 °C (AH = 29,31 J/g).

Nhom 5: Nhom 5 ciling thu dugc tr chi mot hé dung mobi
(~1:1 THF/H20) va chita THF dugc lién két (va c6 thé 1a H,0). Do ham luong
cta hai thanh phan khong thé dugc dinh lugng mot cach riéng ré, khong thé
x4c dinh dugc tinh chét chinh xac cia solvat két tinh nay.

Viée siy khé nhém 5 din dén su khir solvat hoa hoan toan va bién déi

thanh dang vd dinh hinh (nhém 1). Mt quy trinh c6 thé dé diéu ché dang vo
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dinh hinh tir nguyén liéu nhém 2 12 bién dbi nhém 2 thanh nhém 5, sau d6 sdy
khd va vo dinh hinh hoéa.
b. Nhom 1 - Dang vo dinh hinh

Nhom 1, dang v dinh hinh ctiia 63415, thu dugc tir vai thi nghiém két
tinh (Bang 18). Phin 16n cac thi nghiém két tinh dén dén nguyén liéu két tinh
cla cac nhom 2, 3, 4, hodc 5.

Nguyén liéu ban d4u, PP415-P1, 1a v6 dinh hinh va thudc vé nhém 1.
Céc thi nghi€ém bd sung, chi nhim muc dich diu ché dang v dinh hinh (nhém

1), duoc thuc hién.

Bang 18. Cac thi nghiém két tinh d4n dén nguyén liéu rdn cia nhom 1

x Phuong a oz ax . 4iR Sdy

Mau phép Dung mbi Mo ta dic diém Khd
PP4ls. | Jam can

P31 bang huyén 9:1 PEG/H,0 Raman, PXRD -

phu

PP415- lam ngudi 1. quan st bing

P22 cham?® 1:3 MeCN/toluen mét, Raman -
PP415- lam ngudi ) . quan st bing

P23 cham 1:3 EtOAc/dioxan mét, Raman --
PP415- | bay th’l/ke'[ 1:2 MeOH/toluen quan sat bang B

P16 tha mat, Raman

2%khong két tia sau khi lam ngudi cham va khudy & 5 °C trong 2 ngdy; dung moi bay
hoi duéi dong khi Na¢ nhiét d§ phong.

¢. Nhém 2 - Céc solvat déng ciu (vi du nhu, Heptan)

Phin 16n cAc thi nghiém két tinh din dén nguyén liéu rin ctia nhém 2
(Bang 19). Ngoai ra, mgt mé solvat heptan nhém 2, PP415-P40, duoc st dung
1am nguyén liéu ban dau (xem Bang 8).

Céc phd FT-Raman ctia nhém 2 twong ty nhau mot cdch rd rang
(FIG.70) nhung thé hién nhitng khéc biét nho. Chung khéc biét dang ké so vdi
phd ciia nguyén lidu ban dau vo dinh hinh, nhém 1 (FIG.71) va tir c4c phd cua
cdc nhom 3, 4, va 5 (FIG.72).

C4c mAu hinh PXRD ctia nhém 2 (FIG.73) xdc nhan d6 két tinh cua cac

nguyén liéu. Céc mau hinh clia cdc miu rat twvong tu nhau nhung thé hién
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nhitng khac biét nhd (FIG.74). Cac mau hinh nhém 2 khéac biét mot cach rd
rang so véi cac miu hinh cia cac nhom 3, 4, va 5 (FIG.75).

Nhiét ¢ TG-FTIR cta maiu PP415-P7 (FIG.76) thé hién sy hao hut 13
~7,5 wt.-% EtOAc va heptan trong hai buée tir ~100 °C dén 290 °C va su phan
giai & cac nhiét do T > 290 °C. Trudc céc thi nghiém TG-FTIR, cdc miu dugc
sdy kho thoang qua (trong ~5 phut) trong chan khong (10-20 mbar) dé loai bo
phan thira, dung moéi khong lién két. Su hao hut ca EtOAc va heptan xay ra
cung nhau trong cung khoang nhiét d9; c hai dung moi duong nhu lién két
chit trong cdu tric. Ham lugng EtOAc theo ly thuyét (diém sbi = 76 °C) ca
mdt hemisolvat 1a 7,4 wt.-%, ham lugng heptan theo ly thuyét (diém soi = 98
°C) ctia mot hemisolvat 1a 8,3 wt.-%. Péang tiéc 1a khong thé dinh luong ham
luong ctia hai thanh phan mot cach riéng ré.

Nhiét d6 TG-FTIR ctia miu PP415-P21 (FIG.77) thé hién su hao hut la
~5,8 wt.-% xyclohexan trong hai budc tir ~140 °C dén ~250 °C va sy phén giai
& cac nhiét dd T > 250 °C. V&i diém sbi cta xyclohexan & 81 °C, dung moi
duong nhu lién két chit trong cu truc. Ham luong xyclohexan theo 1y thuyét
clia mdt hemisolvat 1a 7,1 wt.-%. Do d6, mau PP415-P18 ¢c6 thé twong tng vé6i
mdt solvat xyclohexan khong hop thitc (v4i <0,5 duong lwong ham lugng dung
moi).

Nhiét dd TG-FTIR ctia miu PP415-P24 (FIG.78) thé hién sy hao hut 13
~16,6 wt.-% 1BuOH trong mot bude tir ~50 °C dén ~160 °C, su hao hut thém
12 1BuOH (6,6 wt.-%) trong budc thir hai tir 160 °C dén 230 °C va su phén giéi
& cac nhiét do T > 230 °C. V6i diém sbi ctia 1BuOH & 117 °C, dung mdi cua it
nhit budc thir hai duong nhu lién két chat trong ciu triic. Ham lwong 1BuOH
theo ly thuyét cia mot hemisolvat 12 6,3 wt.-%.

Nhiét d6 TG-FTIR ctia mau PP415-P29 (FIG.79) thé hién su hao hut 1a
~5,1 wt.-% EtOAc va TEA tir ~50 °C dén ~220 °C, ma phin 16n trong sb d6 &
mot bude 1a tir 180 °C dén 210 °C. Su phén giai dién ra & cac nhiét do T > 220
°C. Sy hao hut cua cd EtOAc va TEA xay ra cung nhau trong cing khoang
nhiét do; ca hai dung modi dudng nhu lién két chit trong cAu trac (v6i diém soi

cua EtOAc ¢ 77 °C va ciia TEA ¢ 89 °C).
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Nhiét dd TG-FTIR ctia miu PP415-P47 (FIG.80) thé hién su hao hut
khéi luong hai budc dién hinh cho nhém 2 (tdng 1a ~7,9 wt.-% EtOAc) & céc
nhiét d6 1én dén 240 °C, biéu thi cac phén tir dung moi lién két réat chat.

Nhiét d6 TG-FTIR ctia miu PP415-P48 (FIG.81) thé hién su hao hut
khdi lugng 1a ~3,5 wt.-% etyl fomat va nuéc, luc ddu din dén va sau d6 trong
mdt buéce rd rang gitta 180 °C va 200 °C. C6 thé c6 thém sy hao hut etyl fomat
di kem v6i su phén gidi & T > 240 °C.

Do d6, tit ca cac miu cia nhom 2 ¢6 thé twong ung véi cac solvat déng
cdu, khong hop thirc (<0,5 duong lugng) véi cdc phén tir dung méi lién két
chit. Do cac phé Rama va cac mau hinh PXRD trong nhom nay rét twong tu
nhau, cic ciu trac c6 thé co ban gidéng nhau voi chi nhing bién dang nho vé
cac kich c& té bao don vi hodc nhimg thay ddi nhé cta cac vi tri nguyén tir
trong té bao don vi, do céc kich c& va hinh dang khac nhau cua cac phéan t

dung méi dugce dua vao.

Béang 19: Céc thi nghiém két tinh din dén nguyén liéu rén cia nhom 2

x Phuong A A n dx . 40 Say
Mau phép Dung méi M6 ta déc di€m Kho
lam cén
. s . Raman, PXRD,
PP415-P7 | bang h}lyen 1:2 EtOAc/heptan TG-FTIR X
phu
lam cén
PP415-P8 | bang huyén 1:2 axeton/hexan Raman, PXRD --
phu
lam can
PP415-P9 | bang huyén 1:3 toluen/DEE Raman, PXRD -
phu
lam cén
PP415-P10 | bang huyeén | 1:3 MeOH/TBME Raman, PXRD -
phu
lam can 12
PP415-P11 | bang h}lyen MEK /xyclohexan Raman =
phu
lam cén
3 3 Raman, PXRD,
PP415-P29 | bang h‘uyen EtOAc/TEA TG-FTIR --
phu
PP415-P15 | 0% ﬁl‘;‘/ ket | 1.2 DCM/IPE Raman, PXRD x
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x Phuong A Az Ax. i Séy
Mau phép Dung méi Mo ta dac diém Kh
PP415-P17 | 0% :‘ﬁ‘;‘/ket 1:3 EtOAc/heptan |  Raman, PXRD x
lam ngudi ~1:5 Raman, PXRD,
PP415-P21 chim EtOH/xyclohexan TG-FTIR X
bay hoi/két Raman, PXRD,
PP415-P24 i 1BuOH TG-FTIR -
ng; > | lambayhoi | (8:2) THF/hexan PXRD -
ng;f " | lam bay hoi EtOAc PXRD, TG-FTIR -
ngéf i 1am bay hoi etyl fomat PXRD, TG-FTIR -

* nguyén ligu ban dau: PP415-P40, nhom 2; trong tht ca céc thi nghiém PP415-P1
khac, nhom 1, dugc str dung 1am nguyén liéu ban dau.

d. C4c thi nghiém sy kho trén cdc mau ctia nhém 2

Mot vai mau ctia nhém 2 duge sdy kho trong chan khéng (va mot vai
mau dugc siy khd & nhiét d9 cao) va dé khir solvat chung véi muc dich thu
dugc mdt dang khan ctia 63415. Cac chi tiét va dac diém cta cac mau khd duoc
dua ra dudi day trong Bang 20.

Tuy nhién, thim chi viéc sdy kho trong ba ngay & 80 °C va chan khéng
<1x10- mbar khong thé loai bo hoan toan cac phan tir dung méi lién két chit;
ham lugng dung méi 13 >2 wt.-% van con lai (xem cac miu -P32 va -P34). Céc
mau hinh PXRD cho thdy d¢ két tinh giam cta cac méu nay, nhung quan sat

théy su bién ddi thanh mot c4u tric khéac.
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Bang 20. C4c thi nghiém sdy kho trén cac maiu nhom 2

Nguyén liéu ban dau Say kho Nguyén liéu dugce sdy kho
MAu Ham luong |\ id) ian Miu | Hamlvong | o
dung méi dung moi
50-70 °C
EtOAc/heptan ’ PP415- heptan
PP415-P7 (~7.5%) 1-10 rn‘bar, 3 P30 (~2.5%) 2
ngay
nhiét d6 phong
< IPE T in > | PP415- IPE
PPASPIS | knong bigy | 2710 mban PIS | (70%) | 2
~2 gid
? it d6 phe
EtOAc(?)/hepta | nhiét d§ phong, PP415- heptan
PP415-P17 n 2-10 mbar, ~2 P19 (~7.6%) 2
(khdng biét) gidy =70
heptan 80 °C, <I1x103 | PP415- heptan 2
PPAIS-PIO T 7 60%) mbar,3 ngdy P32 ~22%) | 2
nhiét 4o phong,
~3 mbar,
~35 ngay;
60 °C, 5-
i xyclohexan ’ PP415- | xyclohexan a
PP415-P21 (~5.8%) 10 mé)ia;r', 2x1 o8 (~3.0%) 2
40-50 °C,
5-20 mbar, ~1
ngay
PP415- xyclohexan 80 °C, <1x1073 PP415- | xyclohexan 22
p28? (~3,0%) mbar,3 ngay P34 (~2,3%)

2 theo PXRD it két tinh hon mot chut

Do d6, c4c solvat nhém 2 dudng nhu ¢ cac phan tr dung méi lién két

rit chit. Chiting kho khir solvat hodic 1am bién ddi/lam vo dinh hinh.

¢. PP415-P7 — PP415-P30

Nguyén lidu rin cia miu PP415-P7, nhém 2, thu duge tir mot thi

nghiém lam c4n bing dich huyén phil trong 1:2 EtOAc/heptan duoc sdy kho

(duéi dang PP415-P30) trong chan khong trong mot vai ngay (1-10 mbar, 50-

70 °C).

Phé FT-Raman cia nguyén liéu nhom 2 duge siy kho (PP415-P30) thé
hién nhimg khéac biét nhé so v6i phd ban ddu (miu PP415-P7, FIG.82) nhung

van tuong ng v6i nhém 2.
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Mau hinh PXRD ctia nguyén liéu nhém 2 duge sdy kho (PP415-P30) thé
hién rong hon mot chit, it manh hon cic dinh (FIG.83) nhung van trong (mg
v&i nhdom 2.

Nhiét d6 TG-FTIR ctia mau khd PP415-P30 (FIG.84) thé hién su hao
hut 13 ~2,5 wt.-% heptan (va mot it EtOAc) trong hai budc tir ~50 °C dén
~250 °C va sy phén giai & cac nhiét do T > 250 °C. So véi TG-FTIR ctia miu
PP415-P7 (FIG.76), hai budc hao hut dung méi dugc bao quan, nhung tong
lugng dung moi trong mau di giam tir ~7,5 wt.-% & PP415-P7 xubng ~2.5 wt.-
% & PP415-P30.

Do d6, nd luc khir solvat cho solvat ndy & nhiét d6 cao (50-70 °C) va
chan khong 1a 1-10 mbar) chi gdy ra sy hao hut mét phan dung méi.

f. PP415-P15 — PP415-P18

Nguyén liéu rin cia miu PP415-P15, nhém 2, thu dugc tr mdt thi
nghiém két tia trong 1:2 DCM/IPE dugc siy khé (dudi dang PP415-P18) trong
chén khong (~2-20 mbar) & nhiét d§ phong trong ~2 gid.

Phé FT-Raman cia PP415-P18 giéng véi phd ciua mdu PP415-P15
(FIG.85), ca hai trong g véi nhom 2.

M4u hinh PXRD cia PP415-P18 thé hién nhitng khéc biét nho so vai
mau hinh ctia PP415-P15 (FIG.86). PP415-P18 van tuong ng véi nhém 2.

Nhiét 5 TG-FTIR (FIG.87) thé hién su hao hut 14 ~7,0 wt.-% IPE trong
hai budc tir ~140 °C dén ~250 °C va su phén gidi & cac nhiét do T > 250 °C.
Véi diém sbi cua IPE 13 67 °C, dung mdi dudng nhu lién két chit trong cdu
tric. Him lugng IPE theo Iy thuyét cia mot hemisolvat 1a 8,4 wt.-%.

Dang tiéc 13 khong TG-FTIR nao dugc ghi nguyén liéu trudc khi siy
kho budc. Tuy nhién, do dung méi dudng nhu lién két rit chit vao trong ciu
tric va khong quan sat thdy cac thay dbi (hay chi 14 nhimg thay dbi nho) trong
céc phd FT-Raman va cdc miu hinh PXRD, c6 thé thdy ring viéc sdy kho

khong c6 tac dong dang ké dén cdu tric hogc ham luong dung moi.
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g. PP415-P17 — PP415-P19 — PP415-P32

Nguyén li¢u rin ctia miu PP415-P17, nhoém 2, thu duge tir mot thi
nghiém két tia trong 1:3 EtOAc/heptan duoc siy kho (dudi dang PP415-P19)
trong chén khong (~2-20 mbar) & nhiét 46 phong trong ~2 gio.

Phé FT-Raman ctia PP415-P19 gibng véi phd ctia miu PP415-P17
(FIG.88); khong thé quan sat thdy nhing thay ddi, va ca hai twong Ung voi
nhom 2.

Mau hinh PXRD cua PP415-P19 hoi khac biét so véi miu hinh cua
PP415-P17 (FIG.89) nhung van tuong (mg v&i nhém 2.

Nhiét ¢6 TG-FTIR (FIG.90) thé hién su hao hut 1a ~7,6 wt.-% heptan
trong hai budc tir ~140 °C dén ~270 °C va sy phén giai & cac nhiét 4 T > 270
°C. Vi diém sdi ctia heptan 1a 98 °C, dung méi dudng nhu lién két chat trong
céu trac. Ham luong heptan theo ly thuyét ciia mot hemisolvat 14 8,3 wt.-%.

Mot thi nghiém séy kho nira (80 °C, <1x107 mbar, 3 ngay) da dugc thuc
hién trén mau gidng nhu PP415-P32.

Phé FT-Raman giit nguyén khong déi (FIG.88). MAu hinh PXRD van
trong ng v6i nhém 2 (FIG.89), nhung miu nay it két tinh hon (do cac dinh
rong hon va co ts’/ 1& S/N thap hon).

Nhiét 36 TG-FTIR (FIG.90) thé hién su hao hut 1a ~2,2 wt.-% heptan,
ma phn 16n trong s6 d6 & mot budce 1a tir 170 °C dén 200 °C va su phan gii &
cac nhiét do T > 250 °C.

Do d6, ham lugng heptan giam chi tir 7,6 wt.-% to 2,2 wt.-%, diéu ndy
xé4c nhan lién két manh cac phan tir dung mai.

h. PP415-P21 — PP415-P28 — PP415-P34

Nguyén lidu ran cia miu PP415-P21, nhém 2, thu dugc tir mot thi
nghiém 1am ngudi chm trong ~1:5 EtOH/xyclohexan dugc sy khé (dudi dang
PP415-P28) trong chén khong trong mot vai ngay (2-20 mbar, nhiét do phong
1én dén 60 °C).

Phd FT-Raman cia nguyén liéu nhém 2 duge siy kho (PP415-P28) thé
hién nhitng khéc biét nhd so voi phd ciia nhom 2 (miu PP415-P21, FI1G.92),

nhung van tyong tmg véi nhom 2.
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M3u hinh PXRD ctia nguyén liéu nhom 2 duge siy kho (PP415-P28) thé
hién rong hon, it manh hon céc dinh so v6i mau hinh ctia PP415-P21 (FIG.93),
biéu thi ring mAu duoc sdy kho it két tinh hon. Tuy nhién, miu hinh van tuong
ung v6i nhom 2.

Nhiét & TG-FTIR ctia miu kho PP415-P28 (FIG.94) thé hién su hao
hut 1a ~3,0 wt.-% xyclohexan trong hai budc tir ~140 °C dén ~250 °C va su
phén gidi & cac nhiét d§ T > 250 °C. So v6i TG-FTIR clia miu PP415-P21
(FIG.77), hai budc hao hut dung méi duge bao quan, nhung téng lwong dung
moi trong mau di gidm tir ~5,8 wt.-% & PP415-P21 xubng ~3,0 wt.-% &
PP415-P28.

Do d6, su khir solvat héa cia solvat nay duong nhu da chi gy ra s
dung su hao hut mdt phén dung mdi, song song v&i sy hao hut mot phﬁn do két
tinh.

Su tiép tuc sdy khd miu nay (& 80 °C, <1x107 mbar, 3 ngay) da duoc
thuc hién dudi dang PP415-P34.

Phd FT-Raman giit nguyén khéong d6i (FIG.92). Mau hinh PXRD van
twong Ung v6i nhém 2 (FIG.93), nhung mau it két tinh hon (do cac dinh rong
hon va c6 ty 1& S/N thép hon).

Nhiét d6 TG-FTIR (FIG.95) thé hién sy hao hut 1a ~2,3 wt.-%
xyclohexan, trong hai budc tir 25 °C dén 270 °C va sy phan giai & cac nhiét do
T >270 °C.

Do d6, ham lugng xyclohexan giam chi tir 3,0 wt.-% xudng 2.3 wt.-%,
didu nay x4c nhén lién két manh cta céc phén tr dung moi.

i. Nhém 3 - Cé4c solvat ddng ciu (vi du nhu, Etanol)

Mbt vai thi nghiém két tinh din dén nguyén liéu rin cia nhom 3 va
duogc dic trung bdi quang phd hoc FT-Raman, PXRD, va TG-FTIR (Bang 21).

Cac phé FT-Raman cua nhom 3 tuong tu nhau mdt céch rd rang
(FIG.96) nhung thé hién nhitng khac biét nho (FIG.97). Céc phd clia nhém 3
khéc biét dang ké so v6i phd clia nguyén lidu ban dau vo dinh hinh, nhém 1

(FI1G.98), va tir cac phd ciia cac nhém 2, 4, va 5 (FIG.72).
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C4c méu hinh PXRD ctia nhém 3 (FIG.99) x4c nhan dd két tinh cua céc
nguyén liéu. Cac mAu hinh ciia ba miu 1a trong tu nhau nhung thé hién nhing
khac biét nhd nhung dang ké (F1G.100). M&u hinh nhém 3 khac biét mot cach
13 rang so v6i cac mau hinh két tinh cta cdc nhém 2, 4, va 5 (FI1G.75).

Nhiét 6 TG-FTIR cta mau PP415-P6 (FIG.100) thé hién sy hao hut 1a
~5,4 wt.-% 2PrOH tir 25 °C dén 250 °C, ma phdn 16n trong sé d6 & mot budc
1a tir ~170 °C dén 190 °C. Su phan giai bat ddu & cac nhiét do T > 250 °C.
Trude cac thi nghiém TG-FTIR, cac miu duoc sdy kho thoang qua (trong ~5
phat) trong chan khong (10-20 mbar) dé loai bé phan thira, dung mdi khong
lien két. Ham lugng 2PrOH theo ly thuyét (didm s6i = 82 °C) cia mot
hemisolvat l1a 5,1 wt.-%.

Nhi¢t 46 TG-FTIR ctia miu PP415-P12 (FIG.101) thé hién su hao hut 1a
~4,9 wt.-% EtOH (v6i mdt chat nuée) tir 25 °C dén 250 °C, ma phén 16n trong
s0 d6 & mot bude 1a tir ~160 °C dén 190 °C. Sy phén giai bit diu & cac nhiét
do T > 250 °C. Ham luong EtOH theo ly thuyét (diém s6i = 78 °C) cia mot
hemisolvat 1a 4,0 wt.-%.

Do d6, cdc miu ctia nhém 3 duong nhu 12 cdc solvat ddng cdu cua
2PrOH, EtOH, va c6 thé 14 axeton v&i ham luong dung moi lién két chat.
Chung c6 thé tuong ting v6i cac hemisolvat hop thirc. Tuy nhién, khéng thé
loai trr viéc cdc dang nay 1a cac solvat khong hop thirc.

Khi cac phd Rama va cdc mu hinh PXRD trong nhém nay rét trong tu
nhau, céc cAu tric c6 thé co ban gidng véi chi nhimg bién dang nhé vé céc kich
c& té bao don vi hodc nhitng thay d6i nho ctia cac vi tri nguyén tir trong t& bao

don vi do dua vao céc phéan tr dung moi khac nhau.
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Miu | Phuongphap | DU08 ‘ﬁ‘(f;/ Hon | 15 14 dc diém iﬁg
Paisrs | g | on | R PR | x
"o | denmyinpua | 1 EOWHO | R TR0 |
PII));)S_ 1am nguoi cham axet:)iz/le o Raman, PXRD -

j. Céc thi nghiém say khd trén cidc mau ctia nhém 3

Mot trong s6 cac miu cia nhoém 3 (PP415-P6), thu duge tir mot thi
nghiém 1am cén bing dich huyén phil trong 2PrOH, dugc sdy kho (dudi dang
PP415-P25) trong chan khong trong mét vai ngay (2-20 mbar, nhiét d6 phong
1&n dén 60 °C, Bang 22).

Nhiét d6 TG-FTIR ciia nguyén liéu nhém 3 dugc sdy kho ndy, miu
PP415-P25 (FIG.102), thé hién su hao hut 14 ~5,4 wt.-% 2PrOH tir 50 °C dén
250 °C, ma phan 16n trong s6 d6 & mot bude 1a tir 170 °C dén 190 °C, mot sy
hao hut khac 1a ~1,0 wt.-% 2PrOH tir 290 °C dén 320 °C, va su phén giai ¢ cac
nhiét d§ T > 320 °C. So véi TG-FTIR ctia miu PP415-P6 nhém 3 ban diu
(FIG.103), v6i ham lugng dung mdi 1a ~5,4 wt.-% 2PrOH, ham lugng dung
mdi dudng nhu khong giam dang ké.

Nguyén lidu ndy duge sdy kho thém (dudi dang PP415-P33, Bang 22)
trong ba ngay dudi chin khong cao va nhiét dd cao (<1x10-3 mbar, 80 °C) véi
muc dich khtr solvat cho solvat va dé thu dugc mot dang khan, khong duoc
solvat hoa cia 63415.

Nhiét @6 TG-FTIR ctia nguyén liéu nhém 3 duge siy kho thém nay, mau
PP415-P33 (FIG.103) thé hién su hao hut 12 ~4,2 wt.-% 2PrOH tir 50 °C dén
210 °C, ma phan 16n trong sé d6 & mot bude 1a tr 160 °C dén 190 °C, mot su
hao hut khéc 1a ~0,5 wt.-% 2PrOH tir 210 °C dén 290 °C, va sy phén giai & céc
nhiét do T > 290 °C.

So v6i ham lugng dung méi ctia cac mau PP415-P6 va PP415-P25, ham

lugng dung méi chi giam tir ~5,4 wt.-% xubng ~4,8 wt.-%.
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Bang 22. Céc thi nghiém sdy kho trén cac miu cia nhoém 3

Nguyén liéu ban diu Sy kho Nguyén lidu duoc siy kho
Ham
Mg | Hamluong | ol sy kien Miu | "8 | Nhom
dung moéi dung
moi
nhiét 46 phong,
~3 mbar,
~5 ngay;

PP415-P6 2PrOH 60 °C, 5-10 PP415- 2PrOH 3

~ 0 ~ 0
(~5,4%) mbar, 2x1gid; P25 (~5,4%)
40-50 °C, 5-20
mbar, ~1 ngay
PP415- 2PrOH 80 °C, <1x10-3 PP415- 2PrOH 3
P25 (~5,4%) mbar, 3 ngay P33 (~4,8%)

Cac phé FT-Raman ctia nhém 3 (miu PP415-P6), cia nguyén li€u dugc
sdy kho cia nhém 3 (miu PP415-P25), va clia nguyén lidu duoc sdy kho thém
cia nhom 3 (miu PP415-P33) gidng nhau va khong thé hién sy thay dbi
(FIG.104).

Céc miu hinh PXRD ctia nhém 3 (méu PP415-P6) va cta nguyén liéu
dugc sdy khd thém clia nhém 3 (mAu PP415-P33) khong thé hién nhimg su
thay di déang ké, trong khi c6 it thay dbi va khac biét nhd tir miu hinh cua
nguyén liéu dugc sdy kho ban ddu cua nhom 3 (miu PP415-P25, FIG.105). T4t
c& c4c mau hinh twong (mg véi nhém 3.

Do viée sdy kho khong c6 tac dong 16n dén ham luong dung méi, khong
bt ngd 1a cac phd FT-Raman va céc miu hinh PXRD cua cac nguyén li€u
duge sdy kho khong thé hién nhitng khac biét so véi nguyén liéu duge sdy kho
khong kho.

Do d6, nhém 3 1a mdt nhém cac solvat ding cdu (2PrOH, EtOH, va c6
thé 1a axeton) véi cac phan t& dung moi lién két rt chat ma c6 thé duoc loai bo
chi mot phén (~5,4 wt.-% xubng ~4,8 wt.-%) bing céc didu kién sdy kho dugc

ap dung & day (1én dén 3 ngayd 1x103 mbar va 80 °C).

-130-



21207

k. Nhém 4 — Solvat Axetonitril

Nhoém 4 chi thu duoc tir mot hdn hgp dung mdi 7:3 MeCN/H20 (Béang
23). Thi nghiém din dén nhém 4 (PP415-P13) duoc lap lai dudi dang PP415-
P35 dé didu ché thém nguyén liéu cac nghién ciu sdy kho thém.

Phé FT-Raman (FIG.72) va mau hinh PXRD (FIG.75) ciia nhom 4 (miu
PP415-P13) khac biét déng ké so véi cac phd va cac mau hinh clia cac nhom 2,
3,vas.

Nhiét ¢6 TG-FTIR ctia nhom 4 (méu PP415-P13, FIG.106) thé hién su
hao hut 13 ~3,4 wt.-% MeCN (véi mot chit nudce) tir 25 °C dén 270 °C, ma
phén 16n trong s6 d6 & mot budce 1a tir ~180 °C dén 210 °C. Su phan giai bit
dau & cac nhiét d T>270 °C. Trudc céc thi nghiém TG-FTIR, cac miu dugc
sdy kho thodng qua (trong ~5 phiit) trong chan khong (10-20 mbar) dé loai bo
phin thira, dung moéi khong lién két. Ham luong MeCN theo Iy thuyét (diém

s01 = 81 °C) ciia mdt hemisolvat 1a 3,6 wt.-%.

Bang 23. Cac thi nghiém két tinh d4n dén nguyén liéu rin cia nhom 4

Mau Phuong phap Dung mbéi | Mo ta dac diém Eﬁg
PP415- lam cén‘b'fmg dich 73 Raman, PXRD, X
P13 huyén phu MeCN/H,0 TG-FTIR
PP415- lam cén‘béng dich 7:3 Raman, PXRD, X
P35 huyén phu MeCN/H,O TG-FTIR

1. C4c thi nghiém siy kho6 d6i véi Nhom 4

Céc miu clia nhém 4 thu duge tir cac thi nghiém lam cén bing dich
huyén phi trong ~7:3 MeCN/H20 duogc sdy khod trong chin khdng trong mat
vai ngay hodc dudi dong khi N> (Bang 24).
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Nguyén liéu ban diu Say kho Nguyén liéu dugc sdy kho
Ha
Ham m N
Mi heom Céc didu M lugn h
u & kién a g 6
dung i u dun m
moi g
moi
nhiét 46 phong,
~3 mbar, ~5
ngay;
PP415- MeCN 60 °C, 5-10 PP415- MeCN 4
P13 (~3,4%) mbar, 2x1gid; P26 (~2,8%)
40-50 °C,
5-20 mbar, ~1
ngay
PP415- MeCN 80 °C, <1x103 | PP415- Me((J)I:I/Hz 4
~2.90 )
P35 (~2,9%) mbar, 3 ngay P36 (~0.6%)
PP415- MeCN 80 °C, dong khi | PP415- MC%I:UHZ 4
~2 .90 3
P35 (~2,9%) N2,3 ngay P37 (~0,9%)

? ham lugng dung mdi cd thé 1a MeCN va H-0, nhung khé xac dinh do lugng nhé

Phé FT-Raman cua nguyén liéu nhom 4 dugc sdy kho (PP415-P26)
giéng v6i phd ctia nhom 4 (PP415-P13, FIG.107).

Ma&u hinh PXRD ctia nguyén liéu nhém 4 duoc siy kho (PP415-P26) chi
thé hién nhitng khéc biét rat nho so véi mau hinh ctia nhém 4, miu PP415-P13
(FIG.108). Mét s dinh dudong nhu duge phan giai tét hon, va céc cuong do
dinh da dugc thay dbi. Khong quan sat thay su vo dinh hinh héa ndo. Mau hinh
PP415-P26 tuong rng v&i nhom 4.

Nhiét d6 TG-FTIR cta nguyén liéu nhém 4 duge sy khd, miu PP415-
P26 (FIG.109) thé hién sy hao hut 13 ~2,8 wt.-% MeCN tir 170 °C dén 250 °C
va sy phén giai & cic nhiét do T > 300 °C. So véi TG-FTIR cua miu
PP415-P13 (FIG.106), ham luong dung mdi clia miu di giam tir 3,4 wt.-%
xudng 2,8 wt.-%.
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Do d6, mau duong nhu 14 solvat dugce khir solvat mdt phén. Do khong
con da nguyén liéu cho thi nghiém sdy khé thir hai c6 sy mé ta diac diém sau
do, thi nghi€ém PP415-P13 duogc ldp lai (duéi dang PP415-P35). Thém nguyén
liéu ctia nhom 4 duogc diéu ché va hai thi nghiém séy khé dugce thuc hién vai
nguyén liéu vira méi duoc didu ché nay:

e PP415-P36: sdy kho trong chan khong (<1x10~ mbar) & 80 °C trong ba
ngay
e PP415-P37: siy kho dudi dong khi N> & 80 °C trong ba ngay
Céc phd FT-Raman cia cic mau nhom 4 dugc sdy kho nay (PP415-P36 va -
P37) twong ng v&i phd ctia nhoém 4 (nghia 1, PP415-P35, FIG.110).

Cac mau hinh PXRD (FIG.111) cia nguyén liéu nhém 4 (miu PP415-
P35) va cdc méu kho ciia nhém 4 (cdc mau PP415-P36 va PP415-P37) gidng
nhau. C4c mau kho 1a két tinh.

Céc nhiét d6 TG-FTIR cta cac miu dugc sdy khd ndy cua nhém 4
(FIG.112 cho PP415-P36 va FIG.113 cho PP415-P37) chi thé hién ham luong
dung mdi nhé (MeCN va/hodc H20) 1a ~0,6 wt.-% va ~0,9 wt.-% tuong ung
cho PP415-P36 va PP415-P37, trong hai budc tir 25 °C dén 280 °C. Ham lugng
dung moi c6 thé 14 MeCN va H,0, nhung kho dé xac dinh do cac lugng nho.
Su phan giai bt dau & nhiét d6 T > 280 °C.

Do d6, phan 16n dung méi cia solvat nay ¢6 thé dugc loai bé ma khong
pha hity cdu tric tinh thé. Thu duge mot dang phi solvat, két tinh (hay dung
hon la solvat dugc khir solvat).

m. Mb ta thém dic diém cho nhom 4 duoc séy kho va duoc khir solvat

Su sdy khd nhom 4 (solvat MeCN) tao ra solvat dugc khir solvat véi
ham lugng dung mdi duge giam xudng <1 wt.-% (TG-FTIR).

Khong c6 su thay dbi nao vé cu triuc xay ra khi khir solvat hoa (FT-
Raman va PXRD). Khéng quan sat thay su hao hut do két tinh déng ké.

Do d6, thu duge mot dang két tinh, khong dugce solvat hoa ctiia 63415, 1a
dang duy nhit dugc biét dén cho dén nay.

Nguyén li€u nhém 4 dugc khir solvat nay con duge dic trung bai DVS
va DSC.
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Biéu db déng nhiét DVS (FIG.114) thé hién rang trong sudt thdi gian
1am can bing ban dau & do 4m twong ddi 50%, khdi lugng ting thém 13 ~0,4
wt.-%. Trong qué trinh do, su hao hut khéi lugng déo nguge, dén dén 13 ~1,3
wt.-% dién ra khi giam d6 4m twong déi tir 46 4m twong dbi 50% xudng d6 4dm
tuong dbi 0%. Pat duoc su can béng. Khi ting 4o Am tuong dbi dén do Am
tuong dbi 95%, quan sat thiy khéi luong ting dan thém 13 ~0.8 wt.-% (tuong
ung véi sy lam cén béng khéi luong & d6 4m tuong dbi 50%). Pat duge su can
bang. Sau khi giam do dm twong d6i dén d6 4m twong dbi 50%, khéi luong
cudi cing con lai 13 0,1 wt.-% dudi mirc khéi lwong ban déu dugc lam can
bing. Khéi lugng ting thém la ~0,7 wt.-% khi ting do 4m tuong dbi tir d6 4m
twong dbi 50% lén d6 4m tuong dbi 85% da phan mAu vao nhom hoi hit am.

Mau hinh PXRD ctia miu sau khi do khong bi thay déi so véi miu hinh
trude khi do (F1G.115).

Biéu dd nhiét DSC ciia mdt miu nguyén li€u nhém 4 duogc khir solvat
(FIG.116) khong thé hién su chuyén hoa thiy tinh nao c6 thé quy cho dang vo
dinh hinh, ma da dugc ky vong & ~150 °C, nhung thay vao d6 la mot dinh thu
nhiét nhon véi mirc t6i da 1a T = 196,1 °C (AH = 29.31 J/g), ¢6 thé tuong tng
v6i sy néng chay, va khong cé su phan giai 1én dén 270 °C.

Ngoai ra, mot thi nghiém DSC da duoc thuc hién v6i mot hon hop ~1:1
cua nguyén li€u vo dinh hinh, nhém 1, véi nguyén liéu nhém 4 duge khir solvat
dé kiém tra xem nguyén liéu vo dinh hinh c6 bién déi va két tinh thanh nhém 4
dugc khir solvat khéng, mét bién ¢ dugce ky vong xay ra (néu c6) trén muc
nhiét d6 chuyén hoa thuy tinh ctia dang v6 dinh hinh (T = 150 °C) va dudi
muc nong chay ciia nhom 4 dugc khi solvat (T, =196 °C).

Biéu dd nhiét DSC ctia hdn hop (FIG.117) thé hién mot bién cb thu
nhiét ¢6 dinh tai T = 156,7 °C (AH = 1,47 J/g) va mdt bién cb thu nhiét thir hai
c6 dinh tai 197,0 °C (AH = 14,1 J/g). Bién cd thir nhét c6 thé quy cho nguyén
liéu v dinh hinh (chuyén héa thiy tinh & Ty = 150 °C). Bién ¢b thit hai c6 thé
tuong ung voi mirc noéng chdy cia nhéom 4 dugce khir solvat & Tm =196 °C.
Nhiét nong chdy (AH = 14,1 J/g) ctia hdn hop c6 twong quan véi nira luong
nhiét néng chay (AH = 29,3 J/g) ciia nhém 4 duge khir solvat thuan tdy.
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Khéng thé quan st thiy bién c¢6 toa nhiét nao trong khoang nhiét do
gitra su chuyén hoa thuy tinh va su nong chay tuong tng véi sy két tinh c6 thé
ctia nguyén lidu v6 dinh hinh. Do d6, khéng c6 su bién dbi dang v6 dinh hinh
thanh dang nhém 4 dugc khir solvat duong nhu da xay ra trén thang thdi gian
nay.

O moét thi nghiém DSC khac nita v6i hdn hop ~1:1 ctia nguyén lidu vo
dinh hinh, nhém 1, vdi nguyén li€éu nhom 4 dugc khir solvat, sy gia nhiét tam
nglmg & 173 °C (& gifra sy chuyén hoa thay tinh va sy néng chay) dé c6 thoi
gian cho sy két tinh ¢ thé.

Biéu dd nhiét DSC cta hdn hop (FIG.118) thé hién mot bién cb thu
nhiét c6 dinh tai T = 161,4 °C (AH = 0,31 J/g) va mot bién ¢b thu nhiét thir hai
c6 dinh tai 201,4 °C (AH = 11,4 J/g). Nhu & trong thi nghiém th& nhét, nhiét
néng chay cua dinh thi hai da khéng tang; khong thiy cac ddu hiéu cho sy bién
d6i dang v6 dinh hinh thanh dang nhém 4 dugce khir solvat.

Pudng cong co 56 (-50 °C dén 150 °C) chéc chan 14 gia tao (do nip cbc
dung mAu bi udn cong).

n. Nhom 5 - Solvat THF

Nhém 5 chi thu dugc tir mot hdn hop dung méi 1:1 THF/H,O (Bang
25).

Phé FT-Raman (FIG.71) va mAu hinh PXRD (FIG.75) ctia nhém 5 khéc
dang ké so véi cac phd va cac mau hinh cta céc nhom 2, 3, va 4.

Nhiét ¢6 TG-FTIR ctia nhém 5 (miu PP415-P14, FIG.119) thé hién su
hao huyt 12 ~36,1 wt.-% THF va H,O tr 25 d¢én 200 °C, ma phan 16n trong sé d6
& mdt bude 1a tir ~100 °C dén 130 °C. Trudc cac thi nghiém TG-FTIR, cac
miu duoc sy kho thoang qua (trong ~5 phut) trong chan khong (10-20 mbar)
dé loai bo phin thira, dung mdi khong lién két. Su hao hut cua ca THF va H,O
x&y ra cung nhau trong cing khoang nhiét dd. Su phén giai bit ddu & céc nhiét
do T > 300 °C. Ham luong THF theo ly thuyét (diém s6i = 66 °C) ciia mét
trisolvat 1a 28,1 wt.-%. Dang tiéc 12 do khong thé dinh lugng mét cach riéng ré
ham lugng clia hai thanh phan cho nén khong thé xac dinh dugc trang thai

solvat hoa chinh xac.
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Céc chi tiét vé cac thi nghiém va cic ddc diém cia cac miu PP415-P41

va PP415-P45 duoc cung cap.

Bang 25. Céc thi nghiém két tinh dan dén nguyén liéu rén cia nhém 5

Mau Phuong phép Dung méi | M0 ta diac diém Sy kho
pratsie | o e | b0 | < Tormm |
praispar| e | | PRD | X
P1f4451b’5°- dﬁfﬁfﬁﬁﬁﬁ TH11?:/11{20 PXRD X

bnguyén liéu ban dau: PP415-P40, nhom 2; trong tat ca cac thi nghiém khac trong
bang nay, PP415-P1, nhém 1, duge sir dung lam nguyén liéu ban dau
“thi nghiém trén quy md 3 g thay vi quy m6 100 mg

o. Cac thi nghiém sy khé trén cac mau clia nhém 5

Méu ctia nhém 5 (PP415-P14), thu dugc tir mdt thi nghiém lam can
bing dich huyén phu trong THF/H,0 ~1:1, dwoce sy kho (dudi dang PP415-
P27) trong chén khong trong mdt vai ngay (2-20 mbar, nhiét do phong 1én dén
60 °C, Bang 26).

Bang 26. Cac thi nghiém sy kho cta cdc miu ciia Nném 5

Nguyén liéu ban du Sy kho Nguyén lidu dugc sdy khod
x Ham 5 x Ham lugng
Mau luong Cac diéu kién Mau "~ | Nhém
A dung mdi
dung moi
nhiét d¢ phong,
~3 mbar,
THF & gos % ~
PP415- H>O 10 mbar’ x1 PP415- (~0.3 wWt.- 1
P14 (~36 wt.- ) P27 N (+5)
%) g10; %)
40-50 °C,
5-20 mbar, ~1
ngay

2 chii yéu 14 v6 dinh hinh, chi it dinh rdng véi ty 18 S/N thap

Phd FT-Raman ctia nguyén liéu dugc siy kho (PP415-P27) khac véi phd
cia nhém 5 (PP415-P14, FIG.120) va, véi cac dinh duge lam rdng cua nd,

gibng véi phd ctia nhém 1 hon, nguyén liéu ban dau vo dinh hinh, PP415-P1.
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Mau hinh PXRD ctia nguyén liéu nhém 5 duoc siy kho (PP415-P27) chi
thé hién mot s dinh cuong do thip, rong voi ty 1 S/N thip, bidu thi do két tinh
kém ctia mau (FIG.121). Mbt vai trong sb cac dinh c6 thé trong tmg véi nhom
5, trong khi cac dinh khac, nghia la, & 7,35 °260, 1a mdi hoac dugc thay dbi.

Nhiét @ TG-FTIR ctia nguyén liéu nhém 5 duoc sdy kho (FIG.122) thé
hién sy hao hut khéi lwong 14 ~0,3 wt.-% tir 25 °C dén 290 °C va su phan giai &
cac nhiét dd T > 290 °C. Mau la khan.

Do d6, bang cach siy kho trong chan khong, nguyén liéu da lam hao hut

ham lugng dung méi va phan nhidu do két tinh cva né.
8. Céc thi nghiém dé diéu ché dang v6 dinh hinh

Céc thi nghiém véi muc dich diéu ché dang v0 dinh hinh, nhém 1, dugc
thuc hién st dung nguyén li¢u nhom 2 (PP415-P40, Bang 8) 1am nguyén liéu
ban ddu. Mot vai chién lugc va cac phuong phép duogc thi:

e  Bién ddi nhom 2 thanh nhoém 5, sau d6 sdy kho cua nhém 5 dé thu
dugc dang v6 dinh hinh, nhém 1.
° Viéc diéu ché dang vd dinh hinh, nhém 1, truc tiép tir nhom 2, néu c6
thé sir dung céc dung méi nhém 3 ICH.
Cht yéu 1a nguyén liéu v6 dinh hinh dugc diéu ché bit diu tr nguyén liéu
nhom 2 trong mét quy trinh hai budc thdng qua nhém 5 trén quy mé 100 mg va
3g.

Cac thi nghiém nita dugce thuc hién véi muc dich don gian hoéa thu tuc
cho mdt quy trinh gdbm mét bude, dé tranh dung moi THF nhém 2 ICH, va dé
thu dugc nguyén liéu vo dinh hinh hoan toan. Phuong phép trién vong nhét
duoc théy 1a két taa tir dung dich axeton trong bé nudce lanh. Phuong phép truc
tiép nay mang lai cac két qua t6t hon nhiéu so véi phuong phap gdm hai budc
thong qua nhom 5.

a. Viéc diéu ché dang vo dinh hinh thong qua Nhém 5

Céc thi nghiém két tinh sir dung nhom 2, PP415-P40, lam nguyén li€u

ban diu dugc thyc hién véi muc dich bién ddi solvat heptan nay thanh nhém 5
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(c6 thé 14 solvat THF), sau do sdy kho ciia nhom 5 dé thu dugce nguyén li€u vo
dinh hinh (Bang 27).

Nhém 5 dugc cho la budc trung gian tét, do n6 d& khir solvat va lam v
dinh hinh hon so véi cdc nhém 2 hodc 3.

Bang 27. Tém lugc clia cic thi nghiém nhim muc dich didu ché dang vo6 dinh
hinh, nhém 1, thdng qua nguyén liéu nhom 5

Buéc Miu Phuong phap Cac diéu kién Céc két qua

lam cén bang 1:1 THF/H,O, 24

1 | PP415-P41 | dich huyén o nhém 5
. C3d
phu
lam can bang |
“ | PP415-P45 | dichhuyén | I°] THE/ ?ZO’ et 1 nhém 5
phu :
5 PP415- s&v khé 100 mbar, 80 °C, 2 | nhom 12; 0,9 wt.-
P44a 4y d % THF
« PP415- sév kho 100 mbar, 80 °C, 4 | nhom 12; 0,4 wt.-
P46a a d % H,0

* cht yéu 1a vé dinh hinh, chi it dinh rong véi ty 1& S/N thap

b. Bude 1: Bién dbi cua nhém 2 thanh nhém 5

Su bién ddi solvat heptan, nhom 2, thanh solvat THF, nhém 5, duoc
thyc hién thanh cong bing cach tao huyén phu nguyén liéu PP415-P40 (solvat
heptan) trong mot hdn hop THF/H,0 (1:1) va lam can bang dich huyén pha &
nhiét d6 phong. (PP415-P41, quy md 100 mg). Nguyén lidu rin thu dugc tuong
rng véi solvat THF, nhém 5 (FIG.123).

Mot thi nghiém véi quy mo ting 1én thir nhét tir quy mé mg 1én quy mo
g (%30, nghia 1a, quy mdé 3 g) di dugc thuc hién twong tu véi PP415-P41:
nguyén lidu ban du solvat heptan nhém 2 (PP415-P40) dugc cin béng trong
THF/H20 (1:1) trong mdt ngdy va dugc bién ddi thanh cong thanh nhom 35,
solvat THF (PP415-P45, FIG.124).

c. Bude 2: V6 dinh hinh héa nguyén liéu nhém 5 bang cach sdy khd

Nguyén liéu nhém S (solvat THF) dugc sdy kho & nhiét do cao (80 °C)
trong chén khong (~100 mbar) c6 xem xét cac diéu kién c6 thé duogc sir dung

tai vi tri API MFG.
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Sau khi sdy khé nguyén liéu cua thi nghiém trén quy méd 100 mg,
PP415-P41, trong mot ngay & 80 °C va 100 mbar, né bién ddi thanh chii yéu la
nguyén liéu v6 dinh hinh (PP415-P44, F1G.125). Mau hinh PXRD chi thé hién
moét sb dinh rong voi cudng do thép. Sau khi séy kh6 thém (80 °C, 100 mbar)
qua dém, cuong do cla cac dinh rong nay tiép tuc giam di (PP415-P44a). TG-
FTIR cua nguyén li€u nay thé hién sy hao hut 12 ~0,9 wt.-% THF (véi mt chit
nuéc) dan déan tir 25 °C dén 280 °C va sy phéan giai & cac nhiét ¢ T > 300 °C
(F1G.126).

Nguyén liéu cta thi nghiém trén quy mé 3 g, PP415-P45, ciing dugc siy
khé & 80 °C va 100 mbar (duéi dang PP415-P46). N6 bién d6i qua dém thanh
chu yéu 1a nguyén li€u v6 dinh hinh v&i chi mot s6 dinh rdng v6i cuong do
thap (FIG.127). Sau tdng bén ngay siy kho (80 °C, 100 mbar), cac dinh rong
nay van hién dién (-P46a, FIG.128). TG-FTIR cua nguyén lidu nay khong thé
hién ham lugng THF nao, nhung thé hién sy hao hut 1a ~0,4 wt.-% nudc dén
dan tir 25 °C dén 250 °C va sy phan giai & nhiét do T > 250 °C (FIG.129).

d. Truc tiép thu dugc dang vo dinh hinh

Viéc diéu ché dang v6 dinh hinh bt ddu tir nguyén liéu nhém 2 trong
quy trinh gdm hai budc qua nhém 5 13 phan 16n, nhung khong hoan toan, thanh
cong. Do do, cac thi nghiém nfra dugc thyc hién véi muc dich don gian héa thu
tuc cho mot quy trinh gdm mot bude, dé tranh viée st dung dung méi THF
nhém 2 ICH, va dé thu duge nguyén liéu vo dinh hinh hoan toan (Bang 28).

Dang v6 dinh hinh, nhém 1, duogc didu ché truc tiép tr nguyén li€u
nhém 2 trong mat thi nghiém lam bay hoi mét dung dich nhém 2 trong THF
dudi dong khi N» (PP415-P42, FIG.129).

Véi nd luc kich thich mot solvat hexan/heptan duoc siy khong khong
hoan toan v6i lugng dung moi con lai dang ké, viéc lam bay hoi mdt dung dich
nhom 2 trong mdt dung dich THF/hexan 8:2 d4 dugc thuc hién (hexan duoc sir
dung thay vi heptan dé cé cac diém s6i twrong ty trong hdn hop dung mdi). Tuy
nhién, chat rin thu dugc tuong (ng véi nhém 2, nhém ciia céc solvat déng chu,

khong tuong ung véi nhom 5 (PP415-P43, FIG.130).

-139-



21207

Dé tranh dung m6i THF nhém 2 ICH, c4c thi nghiém lam bay hoi dugc
thuc hién trong cac dung moi nhom 3 ICH.

Vi¢c 1am bay hoi mt dung dich nhém 2 trong EtOAc dudi dong khi N
tao ra nguyén liéu két tinh v6i mot miu hinh PXRD twong tng véi nhém 2
(PP415-P47, FIG.130). TG-FTIR (FIG.80) thé hién su hao hut khéi lugng gbm
hai budc dic trung cia nhém 2 (téng 1a ~7,9 wt.-% EtOAc) & cic nhiét do 1én
dén 240 °C, biéu thi c4c phan tr dung moi lién két rat chit.

Viéc lam bay hoi trong etyl fomat cling mang lai nguyén liéu nhom 2
két tinh va khong phai 14 dang v6 dinh hinh (PP415-P48, FIG.131). TG-FTIR
(FIG.78) thé hién su hao hut khéi lugng 1a ~3,5 wt.-% etyl fomat, lac ddu dan
dan va sau d6 trong mot bude ro rang gitta 180 °C va 200 °C. C6 thé ¢6 thém
sur hao hut etyl fomat di kém v&i su phan giai & T > 240 °C.

Tuy nhién, nguyén liéu nhém 2 dugc bién dbi thanh cong thanh dang vo
dinh hinh, nhém 1, b?mg cach thém mdt dung dich axeton vao mot bé nuée
lanh (5 °C) (PP415-P49, FIG.132).

Phuong phép truc tiép nay dé didu ché dang vo dinh hinh mang lai cac
két qua tbt hon va 1a mot cach trién vong hon hon quy trinh gém hai buéc.

Bang 28. Tom lugc céc thi n‘ghiém nhim thu dugc dang v6 dinh hinh truc tiép
tr nhém 2 nguyén liéu ban dau

Mau Phuong phap | Dung moéi Piéu kién Két qua

PP415-P42 | 1am bay hoi THF dong khiNz, 1 oy
I ngay

X . 8:2 dong khi N, .

PP415-P43 lam bay hoi THF /hexan I ngay nhém 2

PP415-P47 | lam bay hoi EtOAc dong khiNa, | oo
1 ngay

PP415-P48 | lam bay hoi etyl fomat dong kl}l No, nhom 2
1 ngay

PP415-P49 két tiia axeton be }{38 03 nhém 1
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9. Céc diéu kién do dac frung bz"mg dung cu

Quang phd hoc FT-Raman: Bruker RFS100 v6i phan mém OPUS 6.5;
kich thich Nd:YAG 1064-nm, may do Ge, dai 3500-100 cm’!; cac diéu kién do
dac trung: cong suit laze danh dinh 100-300 mW, 64-128 1an quét, do phéan
giai 2 cm’l.

PXRD: Stoe Stadi P; may do Mythen1K; birc xa Cu-Ka; céc diéu kién
do tiéu chuén: hé sb truyén din; cong sudt dng 40 kV va 40 mA; médy don sic
Ge cong; kich thudc budc 0,02 °26 , thoi gian budc 12 gidy hodc 60 gidy, dai
quét 1,5-50,5 °26 hodc 1,0-55 °26; ché do may do: quét bude; budc may do 1
°20 hodc 6 °20; chuidn bi mau chuén: miu 10 dén 20 mg duoc dit giira hai 14
axetat; cdc dung mau: c¢ dung mau truyén din Stoe; miu dugc quay trong
quad trinh do.

TG-FTIR: Can vi lugng-Nhiét Netzsch TG 209 véi Vecto Phd ké FT-IR
Bruker 22; ndi nung nhém (cé 18 nho), khi quyén Ny, tbc d0 gia nhiét
10 K/phut, dai 25-250 °C hodc 25-350 °C.

DSC: Perkin Elmer DSC 7; c4c ndi nung vang (kin hodc c6 18 nhé), mau
duoc nap trong mot mdi truomg Na, tde d6 gia nhiét 10 K/phut, -50 dén 250 °C
hoic 350 °C range, doi khi lam ngudi (& -200 K/phat) xudng -50 °C giita
nhitng 1an quét.

DVS: Projekt Messtechnik Sorptions Priifsystem SPS 11 - 100n hay céc
Hé théng Po B& mit DVS-1. Miu dugc dat trén mot cbe dung nhom hodc
platin trén dinh can vi lugng va dugc phép 1am can bing trong 2 gidr & dd 4m
trong ddi 50% trudc khi bit ddu chuong trinh d6 4m dugc xé4c dinh trudce:

(1) d6 4m tuong d6i 50 — 0% (5%/gid); 5 givr & d6 4m tuong dbi 0%

(2) d6 &m twong d6i 0 — 95% (5%/ gidy); 5 gio & do 4m tuong ddi 95%

(3) 46 Am twong ddi 95 — 50% (5%/ gid); 2 gid & 6 4m twong dbi 50%

Do hut 4m duge phén nhém dya trén sy tdng thém khéi lugng & do dm
twong ddi 85% tuong tmg véi khdi lwong ban diu nhu sau: tan riva (hdp thu du

nuéc dé tao thanh mot chét long), rat hat 4m (mirc tang khoi lugng >15%), hut
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am (muc ting khdi lugng <15% nhung >2%), hoi hit 4m (mirc ting khéi hrong
<2% nhung >0,2%), hoic khong hut 4m (mtrc ting khéi lugng <0,2%).

Céc dung méi: Cho tit ca céc thi nghiém, cic dung mdi cdp d6 phan tich
Fluka, Merck, hodc ABCR dugc st dung.

Xac dinh d6 hoa tan gﬁn dung: BJ hoa tan g'?m dung duoc xac dinh béi
sw pha lodng timg budc mét dich huyén phu 14 khoang 10 mg chit trong
0,05 mL dung mdi. Néu chit khéng bi hoa tan bang cach thém téng >10 mL
dung moi, d6 hoa tan dugc biéu thi 1a <1 mg/mL. Do sai s6 thi nghiém ¢b hiru
trong phuong phép nay, céc gia tri d6 hoa tan nham duoc coi 1a cac sb lugng
uéc dodn gan duing va chi dé duoc st dung dé thiét ké cac thi nghiém két tinh.

Xac dinh do bén héa hoc: Bén mau cia 1,0 mg clia nguyén liéu PP415-
P1 trong 1,0 mL dung moi twong tmg duoc diéu ché. Cac dich huyén phi/dung
dich thu dugc dugce can bang trong mdt May lic G rung nhiét Eppendorf dugc
diéu khién béi nhiét do trong 7 ngay, 2 ngy, 24 gid, va 6 gior & 25 °C véi te
d6 lic 1a 500 vong/phut. Néu can thiét, pha rdn dugc tich bdi may ly tdm loc
(mang PVDF 0,5-um). Céc san phdm loc dugc pha loang trong chit pha lodng
(axit fomic 0,1% trong MeCN) dén ndng d6 <0,2 mg/mL (khong biét va co thé
thdp hon cho cac dich huyén phi) va duoc kiém tra sur dung phuong phap
HPLC dugc néu ra trong Bang 29. La tham chiéu, nguyén liéu PP415-P1 duoc
pha lodng trong chét pha loang dén ndng d6 1a 0,25 mg/mL va duoc thém vao

phan dau va phan cudi cia trinh ty HPLC.
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Céc két qua HPLC

Bang 29. Phuong phap HPLC duoc sir dung cho viéc xac dinh d bén héa hoc

Cot Zorbax Eclipse XDB-C18, 3x150 mm, 5 um (CC19)
Dung moi rira H,0 + axit fomic 0,1%
giai hap A

Dung moi rira MeCN + axit fomic 0,1%

giai hép B

0 phut 50% A 50% B
10,0 phat 10% A 90% B
Gradient 15,0 phat 0% A 100% B
15.1 phut 50% A 50% B
20,0 phut 50% A 50% B

Luu lugng 0,75 mL/phut

Khéi luong tiém 10 pL.

Chi€u dai budc 254 nm, 242 nm, 210 nm

song
Thoi gian thu .
nhén 20 phut
Thoi gian thuc 20 phit
hién
Nhiét 4o cot 25°C
Thoi gian luu 8,9-9,0 phit
triv
10.  Céc chir viét tét
Céc phuong phap:
AUC phéan tich khu vuc dué6i duong cong
DSC do nhiét lugng quét vi sai
DVS su hut hoi dong
FT Raman quang phd hoc Raman bién dbi Fourier
'H-NMR quang phd hoc cong hudng tir hat nhan proton
HPLC sic ky 1ong hidu sudt cao
PXRD nhiéu xa tia X bot
TG-FTIR phan tich nhiét trong két hop v6i quang phd hoc

hong ngoai bién doi Fourier
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Cac chét hoa hoc:

1BuOH 1-butanol

CTAB xetyl trimetylammonium bromit

DCM diclorometan

DEE dietyl ete

DMF N,N-dimetylfomamit

EtOAc etyl axetat

EtOH etanol

IPE isopropyl ete

MeCN axetonitril

MEK metyl etyl xeton

MeOH metanol

PEG propylen glycol

PTFE polytetrafloetylen, Teflon

2PrOH 2-propanol, isopropanol

SDS natri dodexyl sulfat

TBME tert-butyl metyl ete

TEA trietylamin

THF tetrahydrofuran

Tween 80 polyoxyetylen (80) sobitan monooleat hoac
polysobat 80

Céc gien, protein, va céc thong sb sinh hoc:

AIM tac nhan diéu bién ching viém chéng oxy hoa

Akrlcl aldo-keto reductaza ho 1, thanh vién cl

ALP alkalin phosphataza

ALT alanin transaminaza

ARE yéu t6 phan tng chéng oxy héa

AST atpatat transaminaza

AUC khu vuc duédi dudong cong

BAL cudng phéi thut rira

BALF chét 1ong thut rira cubng phdi
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BUN
COPD
COX-2
Cr
CYP450
Eh-1
G6PD
Gelc
Gclm
Ggtl
Glrx
Glu
GOT
GPT1
Gpx3
GSH
GSR
GSs
GST
GSTal
GSTpl

H6PD
hERG
HMOX1
HO-1
I[FNy

IL

iNOS

21207

sc td mat

nito uré trong mau

bénh phdi tic ngh&n man tinh
xyclooxygenaza-2

creatin

séc td té bao P450

epoxit hydrolaza 1

glucoza-6 phosphat dehydroaza
glutamat-xystein ligaza, subunit xic tac
glutamat-xystein ligaza, subunit cht bién dbi
gamma-glutamyltransferaza
glutaredoxin-1

glucoza

glutamic-oxaloacetic transaminaza
glutamic-pyruvat transaminaza
glutathion peroxidaza 3

glutathion

glutathion reductaza

glutathion synthetaza

glutathion S-transferaza

glutathion S-transferaza alpha 1
glutathion S-transferaza pi 1

Gray

hexose-6-phosphat dehydroaza
human ete a-go-go-related gene
heme oxygenaza (loai bd chu trinh) 1
heme oxygenaza

interferon-gamma

interleukin

men tong hgp oxyt nitric cdm ng
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IxBa

KC
Keapl
LPS
ME1
MPCE

NO
NQOI1
Nrf2

p- IxkBa
PBMC
PCE
PGD
PMN
RANTES

SOD1
SRXN1
TG
TKT

Txn
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yéu t6 hat nhén cia chit nang cao gien polypeptit
anh sang kappa trong chét rc ché cac té bao B,
alpha

protein lién quan dén IL-8 & chudt nhét

protein-1 lién quan dén ECH giéng nhu Kelch
lipopolysaccarit

enzym malat 1

c4c hdng ciu da sdc vi nhéan

protein lién quan dén metG

cac protein lién quan dén kha ning khéng nhiéu
thudc

nicotinamit adenin dinucleotit phosphat, giam bat
yéu té hat nhén cia chét nang cao chudi anh sang
kappa ctia céc té bao B hoat hoa

oxit nitric

NAD(P)H quinone oxidoreductaza 1

yéu té hat nhan (d4n xuét tir dong hdng ciu)-gidng
nhu 2

IxBa dugc photphorylat hoa

té bao mau don nhan thudce vung ngoai vi

céc hong clu da sic

photphogluconat dehydroaza

nhiéu dang nhan

dugc biéu hién va sinh tiét béi té bao T binh thudng
va dugc diéu chinh

peoxit dismutaza 1

sulfiredoxin-1

tbng sb cac glyxerit

transketolaza

yéu tb hoai tir khéi u alpha

thioredoxin
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TXNRD1 thioredoxin reductaza 1
xCT chit mang chét hoa tan ho 7, thanh vién 11
Céc chit viét tat khac:

API thanh phén dugc hoat tinh
aq. dang nudc

b.p diém s6i

cryst. két tinh

decomp. su phén gidi

d (cac) ngay

eq. duong lugng

equil. lam can bing

evap. lam bay hoi

h (céc) gio

mat. nguyén liéu

min (céc) phut

m.p. diém nong chay

MS cac rdy phan t

part. mdt phén

precip. két tha

r.h. do 4m tuong dbi

rpm vong/phut

r.t. nhiét d6 phong (~25 °C)
S/N (ty 18) tin hiéu so véi d6 nhiéu
solv. dung méi

susp. dich huyén phu

T nhiét d6

Te nhiét d6 chuyén hoa thity tinh
theo. theo Iy thuyét

vis. obs. quan sat bang mat

W (céc) tudn

wt.-% phin trim trong luong
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T4t ca cac hop chit, cac chit da hinh, cac ché phdm, va cic phuong
phap dugc boc 16 va duge yéu cdu bao hd & ddy co thé thuc hién va thuc hanh
ma khong c6 thi nghiém khong chinh dang theo sang ché nay. Trong khi cac
hop chét, cac chit da hinh, cac ché phdm, va cac phuong phap theo séng ché
nay da dugc mo ta thong qua cic phuong an wu tién, diéu sé ro rang véi chuyén
gia trong linh vuc k¥ thuat 14 cac bién ddi c6 thé ap dung cho cac hop chét, cac
chét da hinh, cc ché phdm, va céc phuong phap, ciing nhur theo cac budc hodc
trinh tw cac budc ctia phuong phap duoc mé ta & ddy ma khong nim ngoai khai
ni¢m, tinh than, va pham vi cua sdng ché. Cu thé hon, s& 15 rang 1a céc tic nhén
nhét dinh lién quan dén ca héa hoc va sinh 1y c¢6 thé dugc thay thé cho cac téc
nhan dugc md ta & ddy trong khi c6 thé dat duge cac két qua gidng hodc twong
tur. T4t ca nhitng thay thé va cai bién twong tu rd rang cic chuyén gia trong linh
vuc k§ thudt ndy dugc coi 1a nim trong tinh thdn, pham vi va khéi niém cta

séng ché nhu dugc xac dinh bdi yéu cau bao hd kem theo.

{00189930}
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Céc tai liéu tham chiéu
Céc tham chiéu duéi day véi mirc d6 cung cp cac chi tiét thi tuc mang
tinh minh hoa hodc cac chi tiét khac bd sung cho ndi dung dugc trinh bay trong
tai liéu nay dugc dua mot cach cu thé vao day dé tham chiéu.
U.S. Patent 6,326,507
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YEU CAU BAO HOQ

Hop chét ¢6 cong thire:

hodc mudi dugce dung cia nd.

Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay c6 cong thuc:

Hop chét theo diém 1 hoic 2, & dang da hinh,
trong d6 hop chit dang da hinh c6 miu nhidu xa bot tia X (CuKo) bao gdm dinh
halogen & khoang 14 °20; hoac

trong d6 hop chit dang da hinh 1a solvat ¢6 mAu nhidu xa bot tia X (CuKa) bao gém
cac dinh & khoang 5,6; 7,0, 10,6; 12,7; va 14,6 °20; hoic

trong d6 hop chat dang da hinh 1a solvat c6 mau nhiéu xa bot tia X (CuKa) bao gbém
cac dinh ¢ khoang 7,0; 7,8; 8,6; 11,9; 13,9 (dinh kép); 14,2; va 16,0 °26; hoic

trong d6 hop chét dang da hinh 1a axetonitril hemisolvat c6 mAu nhiéu xa bot tia X
(CuKa) bao gdbm cac dinh & khoang 7,5; 11,4; 15,6; va 16,6 °20; hoic

trong d6 hop chit dang da hinh 14 solvat c6 miu nhidu xa bot tia X (CuKa) bao gdm
cac dinh & khoang 6,8; 9,3; 9,5; 10,5; 13,6; va 15,6 °20.

Duoc phidm chira:
hoat chit bao gdm hop chét theo diém 1 hodc 2 hodc hop chit & dang da hinh theo

diém 3, va
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chét mang duoc dung.

Dugc phim theo diém 4, trong d6 dwoc phdm duoc bao ché dé dung: qua dudmg
miéng, trong m6é m&, trong dong mach, trong khép, trong so, trong da, trong vét
thuong, trong co, trong mili, trong mét, trong méang ngoai tim, trong mang bung, trong
mang phdi, trong tuyén tién liét, trong truc trang, trong tuy mac, trong khi quén, trong
khéi u, trong rén, trong 4m dao, trong tinh mach, trong bong, trong thily tinh thé, qua
hat md, khu tru, qua ni€ém mac, ngoai rudt, qua truc trang, dudi két mac, duéi da, dudi
ludi, cuc bd, xuyén miéng, qua da, qua dm dao, & dang kem, & dang céac ché phém
lipit, qua ng thong duong tidu, qua thut rira, qua tiém truyén lién tuc, qua tiém

truyén, qua hit, qua tiém, qua cp cuc bd, hodc qua truyén dich khu tru.

Dugc phim theo diém 5, trong d6 duoc phdm duoc bao ché dudi dang vién nang cimg
hodc mém, thudc vién, sird, dich huyén phu, nhii tuong, dung dich, thé phén tan dang

ran, vién nhén, hodc con ngot.

Duoc phdm theo diém 4 hodc 5, trong d6 dugc phim dugc bao ché dé sir dung cuc bd
& dang duge chon tir nude sire, kem, gel, dau, thubc ma, sép, nhii twong, dung dich,

va dich huyén phu.

Duoc phim theo diém bét ki trong s6 cac diém tir 4 dén 7, trong d6 lwong hoat chét

nam trong khoang tir 0,01% dén 5% trong luong.
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