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Linh vue k§ thuat dwoe dé cip

Sang ché d& cép dén hop chit N-(4-hydroxy-4-metyl-xyclohexyl)-4-phenyl-
benzensulfonamit va N-(4-hydroxy-4-metyl-xyclohexyl)-4-(2-pyridyl)benzensulfonamit
duogc thé (sau day goi chung 13 hop chit HMC) hitu ich trong diéu tri rdi loan (vi du
bénh) bao gdém, bénh viém va/hoic tinh trang pha hity khép va/hodc ching méit xuong;
r6i loan do hé mién dich hoat ddng qua mirc va/hoac sai 1éch va/hodc kéo dai; bénh viém
va tu mién, vi du bénh viém khép dang thép; bénh vay nén; bénh viém khop Véy nén;
bénh phéi tdc nghén min tinh; bénh hen suyén; bénh xo vita dong mach; bénh viém ruét;
bénh viém c6t séng dinh khép; bénh xo cling rai rac; bénh lupus ban dé hé théng; hoi
chimg Sjogren; r6i loan do chimg méit xwong, nhu ching mét xwong do hoat tinh qué
mirc ctia té bao hily xuong trong bénh viém khép dang thip, chimg lodng xwong, bénh vé
bxu’cmg do ung thu, hodc bénh Paget; bénh ung thu, nhu bénh ung thu mau, nhr bénh da u
tly xuong, bénh bach cdu, hoic bénh u lymphd, hodc khéi u rén 4c tinh, nhu bénh ung
thu bang quang, bénh ung thu vi (& nit gidi va/hodc nam gidi), bénh ung thu dai trang,
bénh ung thu biéu mé té bio than, bénh ung thu thin, bénh ung thu phdi, bénh ung thu
tuyén tuy, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu ndo, bénh ung
thu da, bénh ung thu tuyén giép,' u nguyén bao tao men té bao day, hodc bénh ung thu té
bao sic td; rdi loan do xo héa, nhu bénh xo cing toan than hodc bénh xo cing bi; hodc
bénh viém mach hiém gip, nhu bénh Behget. Sang ché ciing @& cap dén duoc phém chira
hop chét nay, va mé ta viéc sir dung hop chét va dugc phim nay trong diéu tri bénh.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Mot sd tai liéu cong bd dugc vién din trong ban mo ta nay dé mé ta chi tiét hon
sang ché va tinh trang k¥ thudt cia sang ché. Mbi tai lidu cong bd nay duge két hop vao
sang ché bang cach vién dén, v6i cing ndi dung khi mdi tai liéu cong bd duoc trich din
cu thé va két hop vao sang ché bang cach vién dan.

Trong ban md ta nay, bao gdm ca bd yéu cu bao hd, trir khi cb quy dinh khac, cin

99 ¢

hicu rang thuat ngit “chira”, “c6 chira” va “gom” bao gom quy trinh day du hodc budce cu
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thé hosc nhém quy trinh diy du hoic budc nhung khong loai trir quy trinh ddy da hodc
bude khéc bt ky hoic nhém quy trinh ddy du hodc bude khéc bt ky.

Cén luu y rang, nhu dugc st dung trong ban mo ta va bd yéu cau bao h kém theo,
mao tir sO it tiéng Anh “a,” “an,” va “the” cling bao gdm sd nhiéu trix khi ¢6 quy dinh

khac. Do d6, vi du thuat ngir “chit mang dugc dung” tirc 12 bao gdm hdn hop hai hoic

nhiéu chét mang, va chét tuong tu.

Khoang thuong dugc thé hién trong ban mo ta 1a tir “khoang” mat tri sb cu thé,
va/hogc dén “khoang” mét tri s§ cu thé khac. Khi khoang nhu vy dugc thd hién, mét
phuong 4n khac bao gbém tir mot tri s6 cu thé vi/hoic dén mot tri s6 cu thé khac. Tuong
tu, can hiéu ring khi cic tri sb dugc thé hién duéi dang tri s§ gin dung, bang céach sir

dung sé hang dimg trudce “khoang”, thi tri s§ cu thé nay tao ra mot phuong én khac.

Ban md ta ndy bao gdm thong tin c¢6 thé hitu hiéu dé hidu dugc sang ché. Can luu
y ring théng tin bit ky dugc thé hién trong ban md ta khong nhit thiét 12 thong tin v& tinh
trang k¥ thuat ciia séng ché hoic thong tin lién quan dén sang ché, hoic tai lidu cong bd
cu thé hogc tai liéu tham khao bit ky khong nhét thiét 1a tai liéu v& tinh trang k¥ thuat ciia
sang ché. |

Bénh viém man tinh

Bénh viém 1a d4p img mién dich ctia mé do tén thuong co thé. Bénh viém cép tinh
12 phan ng thong thudng bao vé va phuc hdi co thé sau tdn thuong thé chét hoic hoic
nhiém triung, ddc trung béi cac tridu chimg sung, néng, va d6 dau & vi tri tén thuong. Tuy
nhién, khi bénh viém dién ra trong thoi gian dai, s& tién trién thanh mén tinh. Bénh viém
mén tinh 14 diu higu va yéu t6 g6p phdn tao ra nhidu tinh trang bénh Iy bao gdm bénh
viém khép dang thap, bénh viém rudt, bénh lupus ban d6 hé théng, bénh xo cling rai rac

va bénh vay nén.

Qua trinh viém 1a qua trinh phirc tap c6 sy tham gia cia mot loat céc tin hiéu phan
tir va té bao lam thay ddi c4c phan tmg sinh ly. O vi tri tdn thuong, té bio giai phong cac
tin hiéu phan tir nhu xytokin va interleukin gay ra mot s bién déi & ving tén thuong bao
gbm gian mach mau, ting luu lugng méu, ting tinh thdm thanh mach, thdm nhép béi
bach cau (té bao bach ce‘iu), va ting tiét dich chtra protein turong tr globulin mién dich
(khang thé). Mot sb loai bach cu khac nhau, bao gébm bach cau hat, bach ciu don nhan,

va lympho bao tham gia vao mét loat phan mg viém. Tuy nhién, bénh viém man tinh
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dugc diéu hoa cha yéu bdi bach ciu don nhan va dai thuc bao séng 14u; bach ciu don
nhén biét hoa hoan toan thanh dai thyc bao khi chiing di chuyén khoi dong mau va thdm
nhép vao md. Pai thyc bao &n va phan giai vi sinh vat, chét la, va t& bao 130 hoa va dai
thuc bao gidi phong nhiéu chit didu hoa hoa hoc, bao gdm yéu tb hoai tir khéi u alpha
(TNFo,), interleukin (vi du IL-1, IL-6, IL-12 va IL-23) va prostaglandin duy tri phan tmg
viém. O céc giai doan mudn, cac té bao khéc, bao gdm lymphé bao, thAm nhdp vao mé bi

tén thuong.

Do d6, c6 bénh ly trai qua nhiéu tinh trang viém man tinh. Ngoai ra, céc tri€u
ching ctia bg¢nh viém man tinh ciing quan sat dugc & cac bénh khac bao gdbm bénh ung

thir va bénh chuyén héa nhu bénh béo phi va bénh dai thdo duong.

Mot trong s céc tinh trang viém man tinh phd bién 12 bénh viém khép dang thap
(RA), v6i khoang 2% dén sb thé giéi mic phai. Mic di 1a bénh phirc tap, nhung c6 mét
s6 yéu 6 sinh 1y, t& bao, va sinh hoa lién quan dén tién trién cua bénh viém khép dang
thap thuong gdp & nhiéu bénh khac, bao gdm bénh c6 yéu tb tw midn (v du bénh xo cling
rdi rac), bénh viém (vi du bénh xo vita dong mach va bénh ung thur), chimg mét xuong
(vi du ching lodng xuong) va bénh tang sinh (vi du bénh ung thu méu 4c tinh). Diéu nay
khién cho co ché chinh x4c cia bénh viém khép dang thip khong chi quan trong trong
nghién ctru nhidu bénh, ma con cho thiy ring cic dugc chit tic dung theo co ché bién
dbi cac qud trinh ndy c6 thé hitu ich trong diéu tri bénh viém khép dang thip. Didu nay
dugc rat ra trong qua trinh thuc hanh 14m sang khi dugc chét diéu 'tri bénh viém khép
dang thép da dugc ching minh 14 c6 tac dung diéu tri hitu hiéu nhidu tinh trang bénh
khéc

Bénh viém khép dang thip va bénh viém va tyr mién lién quan

Bénh viém khép dang thip 1a rdi loan tu mién dic trung bai tinh trang viém man
tinh ctia mang hoat dich & nhiéu khép cling véi tinh trang tién trién thoai héa khép. Bénh
viém khép dang thip thudong anh huéng dén cac khép cb tay va ban tay va cling c6 thé

“anh hudng dén khuyu tay, vai, hong, cb va diu gdi gdy dau ning va bién dang khép (vi
du, xem Scott et al., 2010). T chic Y té Thé gidi du doan ring 23,7 triéu ngudi bi bénh
viém khé6p dang thép, véi ty 18 ngly ting 1a do su két hop giita tinh trang va tudi tic ngay

cang tang.
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Nguyén nhén chinh x4c gy bénh viém khép dang thip, ciing nhu toan b céc rdi
loan tu mién, van chua duoc biét rd, mic du co thé bao gém gidm kha ning tu dung nap,
phén tmg bt thuong véi céc yéu t6 méi trudng, tac nhan nhiém trung, va kich thich noi

tiét td (vi dy, xem Klareskog et al., 2006; Firestein et al., 2005).

O cip d0 té bao, sy phat trién bénh viém khép dang thip thuong bét dau bai té bao
T thdm nhap vao niém mac mang hoat dich ctia khép bi tén thuong; sau d6 hoat hoa bach |
cu don nhén, dai thuc bao va nguyén bao s¢i mang hoat dich bf‘?mg cach tiép xtc té bao
v6i nhau, sau d6 giai phong nhiéu xytokin, bao gdm yéu t6 hoai tir khdi u alpha (TNFa)
va interleukin tién viém nhu IL-1, IL-6, IL-12 va IL-23 (vi dy, xem Astry et al., 2011).
Sau d6, cac xytokin tién viém nay tham gia vao mot loat cic qué trinh truyén tin hiéu
phirc tap, bao gém qu4 trinh NF«B, yéu t6 didu hoa interferon (IRF ), thu thé tuong tu
Toll (TLR), va Jak/STAT (vi dy, xem Malemud et al., 2010) dan dén hoat héa gen ma
hoéa nhiéu hop chit gay lan truyén c4c phan ng viém va lam tang ph4 hity mo. Céc hop
chét nay bao gdm enzym phan gidi m6 nhu colagenaza, metaloproteinaza mang luéi
ngoai bao (MMP), cathepsin, va cac yéu td tién viém khéac nhu selectin, integrin,
leukotrien, prostaglandin, chemokin, va cic xytokin khac (vi dy, xem Mclnnes et al.,
2007; Smolen et al., 2003). Ngodi ra, cac té bao nay ciing 1am ting san sinh MMP, din
dén phén huy protein mang lué6i ngoai bao va lam giam lugng sun trong khép (vi du,
xem Sun, 2010), 13 qu4 trinh ¢6 sy tham gia cia nhém té bao chuyén biét dugc goi 1a té
bao hity xuwong va yéu t6 dugc goi 13 yéu t6 hoat hoa thu thé cia phdi tir Kappa-B cua
yéu t6 nhan (RANKL) (vi du, xem Takayanagi, 2009).

RANKL 1a yéu t5 cin thiét d& san sinh t& bao hity xuong, va su san sinh RANKL
dugc diéu hoa ting din dén lam ting biét héa t& bao hiy xuong va cudi cing lam pha
huy xuong (vi du, xem Long et al., 2012). Phan Gng viém trong bénh viém khép dang
the"lp din dén tich tu lymphd bao, té bao dudi gai, va dai thuc bao, toan bd cac té bao nay
kich hoat tai chd dé san sinh xytokin va c4c chét didu hoa tién viém khac nhu TNFa va
IL-6 ma tiép tuc lam ting tic dung tac dung ciia RANKL trong qua trinh pha hity xuong.
Ngoai ra, mft loat phan ung viém din dn ting san sinh t& bao hoat dich (vi du,
xem Takayanagi, 2009), din dén lam day va tao mach mang hoat dich vio md x4m l4n va
pha hiy duogc goi 1a dich viém khép. Dich viém khép chira ca té bao hiy xuong, c6 téc
dung phé hiy xuwong, va metaloproteinaza, tham gia vao qua trinh pha hay sun. Do d6,

truc RANKL 1a rét quan trong ddi v6i qua trinh tién trién va co ché bénh sinh ciia bénh
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viém khép dang thip ciing nhu ddi voi hé mién dich & xwong (sy trong tac gitta hé mién
dich va hé xuong), 1a quan trong d6i v6i co ché cua nhidu tinh trang bénh, dugc mo ta
dudi day.
Vai trd ciia TNFa trong bénh viém khép dang thip

Phan nhém TNF ciia cac thu thé va phéi tir déng vai trd quan trong trong nguyén
nhén gy viém va chimg mét x&ong toan than hogc khu tra lién quan. TNFa 13 chét tién
viém hoat lurc manh didu hoa nhiéu dic tinh cia chirc nang dai thuc bao. TNF dugc giai
phéng nhanh sau chén thuong, nhim tring, hoc tiép xtic v6i LPS c6 ngudn gbc tir vi
khuén va 1a chét diéu hoa xuét hién s6m nhét & md bi viém. Trong sb céc chirc nang khac
nhau thi TNF ¢4 vai trd quan trong trong san sinh hang loat xytokin tién viém. Ngoai
xytokin tién viém, TNFa ciing lam ting cac chét diéu hoa qua trinh truyén tin hiéu lipit
nhu prostaglandin. Cén clr vao céac vai tro ndy, TNFa dugc cho 12 ¢6 vai trd quan trong
trong hoat héa va huy déng té€ bao viém va trong su phat trién ciia nhidu bénh viém man
tinh bao gém bénh viém khép dang thép (vi du, xem Liu, 2005; Feldmann et al., 2001;
Brennan et al., 1996; Brennan et al., 1992). Vai tro quan trong ciia TNFo. trong bénh viém
khép dang thdp dugce 1am séng t6 béi su phat hién v& khang thé phong bé TNFa c6 thé
phong ngira viém trén md hinh dong vét bi bénh viém khép dang thip, va lidu phép
khang TNFa hién 1a phuong phéap hitu hiéu nhét ¢ diéu tri bénh viém khép dang thép (vi
du, xem Pisetsky, 2012, va phan mé ta chi tiét dudi day).

TNFa ty kich hoat hang loat qua trinh truyén tin hiéu din dén hoat héa cac yéu t6
phién ma NFkB va AP-1 (vi du, xem Parameswaran et al., 2010). Su gén két ctia TNFo.
va IL-1 véi céc thy thé twong tmg ctia ching dn dén huy dong cac yéu t§ dn truyén tin
hi¢u giam duogc goi 1a TRAF. Hon nita, cic kinaza dugc huy dong boéi cac TRAF, va
phirc hop kinaza thu duoc hoat héa chu trinh MAP kinaza, cudi cung din dén hoat hoa
AP-1, va phosphoryl héa IkB kinaza. IxB 1a chit trc ché NF«B, ¢ tac dung ngéin ngira su
chuyén dich ctia NFkB vao nhan té bao. Qua trinh phosphoryl héa IxB boi IkB kinaza
dan dén phan hiy IxB. Khi IxB d4 dugc phan hily, NFkB di chuyén vao nhén t& bio, &
NF«B kich thich qud trinh phién ma cic gen chéng gy chét té bao theo chuong trinh,
lam tang kha ning sdng sét ciia té bao T va té bao B, nho d6 kéo dai dap tmg mién dich.
Su kéo dai dap ng viém ndy dong vai trd quan trong trong co ché man tinh cia bénh

viém khép dang thép. Vai trd quan trong cta sy hoat hda NFkB dugc kiém chimg bai
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thuc t€ 13 sy e ché hoat tinh cia NFkB béi peptit tic ché c6 thé phong ngira bénh viém
khop trén md hinh dong vét bi bénh viém khép dang thip (vi du, xem Jimi et al., 2004).

Céc yéu t6 quan trong khéc trong bénh viém khép dang thip

Nhu mé ta néu trén, ngoai TNFo va NF«B, thi mot sb yéu td khac cling c6 tac
dung kich thich phan tng viém trong bénh viém khép dang thip va cac bénh viém man

tinh khac. Trong s céc yéu td nay bao gbm IL-6 va yéu té diéu hoa interferon (IRF).

Interleukin-6 (IL-6) 13 xytokin tién viém c6 ham luong ting khi hoat héa nhiéu té
bao hé mién dich trong phan ‘ng viém trong bénh viém khép dang thép, cha yéu 1a dai
thuc bao va té bao T. IL-6 c¢6 nhiéu tac dung trong bénh do co vai trd quan trong trong
giai doan cép tinh va tham gia nhiéu vao viéc diéu khién qué trinh tién trién tir viém cip
tinh sang viém man tinh. IL-6 thyc hién tac dung nay bang cach bién déi thanh phin bach
ciu tham nhép vao b viem, di chuyén tir bach cau trung tinh dén bach cdu don nhan/dai
thyc bao (vi du, xem Gabay, 2006). Ngoai ra, IL-6 ciing c6 tac dung kich thich t& bao T
va té bao B, do d6 kich thich cc phan Gng viém man tinh, ciing nhu t& bao huy xuong,
do d6 kich thich qua trinh chuyén héa xuong. Céc tac dung ndy lién quan dén co ché cua
nhiéu bénh tw mi€n/viém sau khi bi bénh viém khép dang thip, bao gdm bénh lupus ban
do hé théng, bénh xo vira dyng mach, bénh vay nén, bénh viém khép véy nén, bénh hen
suyén, bénh phéi tic nghén man tinh, hoi ching Sjogren, bénh xo vira dong mach, va
bénh viém ruft, cling nhu bénh ung thu nhu bénh da u tly xuwong va bénh ung thu tuyén
tién liét. Ngoai ra, IL-6 cling lién quan dn cac bénh bao gbm chimg mét xuong (vi
du chirng lodng xuwong), bénh xo héa (vi du bénh xo cing toan thin), bénh dai thdo
dudng, thai loai cy ghép, nhiéu bénh ung thu (bao gdm, vi du bénh da u tuy xuong, bénh
u lymphé, bénh ung thu tuyén tién liét), bénh thoai héa thin kinh (vi du bénh Alzheimer),
rbi loan tAm than (vi dy bénh trAm cam), va mot s6 bénh viém mach hiém gip (vi du bénh

Behget). D& biét thém chi tiét, xem vi du Rincon, 2012.

Yéu t§ diéu hoa interferon (IRF) bao gém nhém yéu t6 phién ma c6 chirc nang
khic nhau trong diéu hoa phién ma céc phan ng té bao & dbi twong khoe manh va déi
tugng bi bénh. IRF thudng chira ving gin két ADN & déu tan cing N, v6i hdu hét cac
IRF ciing chira ving lién két IRF & déu tan cing C diéu hoa twong tac gilra cac protein .
Mudi IRF va mot sb thé tuong déng cua IRF ma hoa bédi virut dd dugce xac dinh ¢ dong

vat ¢6 vu. IRF dugc hoat héa trong dap ing véi cac kich thich ndi sinh va vi sinh vat

-7-



21356

trong dap ung mién dich, va diéu hoa chon loc va twong tac biéu hién cua cac yéu tb
phién ma va xytokin quan trong tham gia vao nhiéu phan tng viém. Vi du, sy kich thich
thu thé TLR-4 cia lipopolysacarit ctia vi khudn 1am hoat héa mdt loat qua trinh truyén tin
hiéu ma hoat héa ca NFkB 14n IRF-5, trong khi d6 IRF-7 dugc hoat héa bdi qua trinh c6

su tham gia ciia nhém yéu t6 phién ma STAT, cling dugc hoat hoa ddc 14p bagi IL-6.

Sy hoat héa IRF giy ra mét sb tac dung giam bao gdm qua trinh chét cia dai thuc
bao (vi du, xem Krausgruberetal,, 2011), biét héa t& bao hd trg T (vi duy,
xem Zhang et al., 2012) va kha ning tang sinh cia té bao B (vi dy, xem Minamino et al.,
2012). C4c vai trd khéc nhau nay trong bénh dwoc thé hién boi dir lidu thu dugc tir md
hinh dong vét c6 dot bién mét gen c6 ham luong thép cua IL-6 va TNFa trong dép ung

véi kich thich viém (vi dy, xem Takaoka et al., 2005).

Ngoai vai trd sinh hoc clia IRF néu trén, mot sb IRF c6 lién quan di truyén dén ban
chét cta c4c tinh trang viém. Vi duy, cac dang da hinh ctua IRF-3 va IRF-7 lién quan dén
tinh nhay cdm cia bénh lupus ban do hé théng (vi du, xem Akahoshi et al., 2008;
Fu et al., 2011). Ngoai ra, IRF-5, ma kiém soat qua trinh chét cua dai thuc bao, lién quan
dén tinh nhay cdm ciia bénh viém khép dang thép, bénh lupus ban d6 hé théng, bénh u
hat Wegener, hoi chimg Sjogren, va bénh xo citng toan than (vi du, xem Sharif et al.,
2012; Hu et al., 2011).

Diéu trj bénh viém khép dang thip

Céc liéu phép diéu tri bénh viém khop dang thip giai doan diu tap trung kiém sodt
cac triéu cﬁfrng ctia bénh, chii yéu 13 1am giam triéu ching viém, thay vi 1am cham tién
trién bénh. Cac hoat chit nay bao gdm NSAID nhu aspirin, diclofenac, va naproxen.
Triéu ching viém ciing dugc kiém soat bing glucocorticoit, va sy két hop glucocorticoit
v6i NSAID tao ra hiéu qua kiém soat hitu hiéu tinh trang viém trong thoi gian ngén. Gén
day hon, phuong phép hitu hiéu hon dé diéu trj bénh viém khép dang thip da duge st
dung dé diéu trj bénh viém khép dang thip & giai doan khéi phat, bing cach sit dung hoat
chét chéng thip khép diéu hoa bénh (DMARD), c6 téc dung lam chém hogic thim chi
ngan ngua tién trién bénh. Cac hoat chit nay bao gém mot sb hoat chét thé hé cii, bao
gém mudi vang; sulfasalazin; hoat chét chéng s6t rét nhu hydroxycldquin; D-

penicilamin; hoat chét trc ché mién dich nhu axit mycophenolic, azathioprin, xyclosporin
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A, tacrolimus va sirolimus; minocyclin; leflunomid; va quan trong nhat 13 methotrexat (vi

du, xem Smolen et al., 2003).

Hién nay, methotrexat 1a chit chuin hiru hiéu dé so sanh thir nghiém trén 14m
sang, va thuong duge st dung két hop v6i cac hoat chit mdi. Methotrexat ¢ hidu qua
trén hau hét cac dbi tuong bi bénh, nhu tuong tir toan cac hoat chit néu trén, methotrexat
cling c6 tac dung khong mong mudn dang ké trén dudng tiéu hoa, din dén khoang 50%
d6i trong bi bénh phai dimg didu trj (vi du, xem Mount et al., 2005). Mt nhuoc diém
nita ctia cic DMARD thé hé cii nay 13 can thoi gian dai dé cac hoat chét nay phat huy tac
dung, thudng 13 hang tuin dbi v6i methotrexat, hang thang ddi v6i mudi vang. Trong khi
chi khoang mét phan tu s§ dbi twong bj bénh c6 triéu chig thuyén giam hoan toan, thi
nhitng ddi twong khong c6 diu hidu thuyén giam thuong khong thé ngimg didu tri ma

khong c6 nguy c¢ tai phat bénh ning hon (vi dy, xem Smolen et al., 2003).

Trong cic niam gin ddy, viéc didu tri bénh viém khép dang thip da dugc cach
mang héa béi su ra ddi clia céc hoat chat sinh hoc tic dung t6i cac phéan Ung viém dic
trung. Mot s6 hoat chit sinh hoc hién da dugc chip thuin ding dé didu tri bénh viém
khém dang thip bao gdm hoat chét sinh hoc khang IL-6 va IL-1 nhu tocilizumab
(Actemra®) va anakinra (Kineret®) (vi du, xem Scott et al., 2010). Tuy nhién, vai trd
. quan trong nhét va hang dAu ciia cic hoat chét sinh hoc 1a c4c chét nady co tac dung khang

yéu t6 hoai tir mé (khang TNF).

Céc hoat chét khang TNFa 1a lya chon hang dau dé diéu tri bénh viém khép dang
thip. Nhiéu hoat chit khang TNFa ¢6 bén trén thi trudng bao gdm khang thé trung hoa
nhu infliximab (Remicade®; J&J va Schering Plough) va adalimumab (Humira®;
Abbott), hoic thy thé decoy nhu etanercept (Enbrel®; Amgen and Wyeth), ca hai hoat
chat nay c¢6 hiédu luc cao trong diéu tri bénh viém khép dang thdp ciing nhu cac bénh khéc
nhu bénh Crohn va bénh viy nén. Ca hai hoat chét nay cling dang dugc thir nghiém trén
mdt s§ bénh viém va ty mién khéc. Céc hoat chét khac dé phong bé tac dung ciia TNFo,
bao gém certolizumab dugc gén PEG khing ménh TNFa (Cimzia®, UCB). Toan b cac
hoat chét nay c6 tac dung ngin nglra sy hoat héa cic yéu td tic dong giam cia TNFo mod
ta néu trén, bao gdm NF«B. Tuy nhién, mic du duoc tiéu thu thanh cong trén thi trudng,
nhung céc hoat chit khang TNFa gdy ra mot s tic dung khong mong mudn bao gdm

ting nguy co mdt s6 bénh 4c tinh nhu bénh u lymphd va cé4c bénh nhiém tring ning nhur
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Legionella va Listeria, cling nhir ting nguy co suy tim, tai phat viém gan B, va bénh hiy
myélin.

Cubdi cling, gan déy nhét, chit trc ché JAK kinaza, tofacitinib (Xeljanz®, Pfizer)
cling dd dugc chip thuan dé didu tri bénh viém khép dang thip. Tuy nhién, tofacitinib
cling c6 mot sd vin @& vé d6 an toan bao gdm tdng nguy co nhiém tring ning ciing nhu
ting nguy co xuit huyét duong tiéu hoa, tdn thuong gan, va mot s bénh ung thu, do d6

han ché str dung & ngudi (vi du, xem O’Shea et al., 2013).

Do d6, van c¢6 nhu cau vé hoat chit méi hiéu qué hon trong di€u tri bénh viém

khép dang thap va cac bénh viém khac va ¢4 do an toan cao hon.
Hé mién dich & xuong va rbi loan xuong

Hé mién dich & xuong 14 thuat ngit dwoc ding dé chi méi trong tac két hop va lién

quan giita hé mién dich va hé xuong.

Trong cac diéu kién sinh ly binh thudong, hé xuong c6 tic dung hd tro, giap di
chuyén, bao vé céc co quan ndi tang, va du trit canxi va phosphat. Pé dat duoc va thich
g véi cac chirc ning niy, hé xuwong t6n tai & trang thai can bang dong dugc dic trung
bdi qua trinh tiéu xuong lién tuc béi té bao hily xwong qua trinh tao xuong lién tuc boi té
bao tao xuong (vi du, xem Karsenty et al., 2002). Qua trinh sinh hoc nay dugc goi 1a “qua
trinh t4i tao xuong” va dién ra theo mb hinh lién hop véi té bio tao xwong san sinh cac
yéu t6 biét hoa té bao tao xuong quan trong, bao gdm RANKL, md ta néu trén, va t& bao
hiy xuong ting cudng tao xwong bang cach san sinh cac chit didu hoa tao xuong khi

ching phan hiy huong.

Ca té bao mién dich bim sinh va thu dugc déu anh huéng dén té bao hiy xuong va
té€ bao tao xuong thong qua nhiu chit diéu hoa bé& mit té bao dugc tit ra (vi du,
xem Takayanagi, 2009). Hoat héa thu thé RANKL (RANK) & tién té bao hily xuong sé
kich hoat hang loat bién déi phién ma dén dén hinh thanh té bao hiy xuwong va biéu hién
co ché cin dé tiéu xwong bao gdm céc phan tir cin d& gin vao xuong, bai tiét axit, va
phan giai protein. Nhiéu yéu t6 phién ma quan trong dé biét héa té bao huy xuong 1a cac
yéu t§ diéu hoa quan trong ciia cac dap tng mién dich, nhu NFxB va yéu té nhén cua té
bao T dugc hoat héa c1 (NFATc1) va qua trinh ndy ciing dugc hoat héa béi cac yéu td
tham gia vao phan tng viém nhu TNFa va IL-6.
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Ngoai vai trd quan trong trong tién trién va co ché bénh sinh cia bénh viém khép
dang thip, hé mién dich & xuwong c6 vai trd quan trong trong mdt s6 bénh khéc bao gdm
ching lodng xwong va cic rdi loan khic & xwong va bénh ung thu (vi duy,
xem Dallas et al., 2011).

Chimg lodng xuong 14 bénh phd bién dic trung béi cac triéu chimg giam mat do
xuong, thoai héa md xuong, va ting nguy co giy xuong. Nhiéu yéu t& gép phin tao ra co
ché ciia chimng loding xuong bao gdm ché d6 an kiéng, it van ddng, hut thubc, va ubng qua
nhiéu ruogu. Chirg lodng xuong ciing lién quan dén cic bénh viém nhu bénh viém khép
dang thép, bénh ndi tiét nhu rdi loan ting ning tuyén giap, va mot sd duoc chit nhu
glucocorticoit. Thuc té 13, cac triéu chimg gy xuong lién quan dén chimg loang xwong 1a
mdt trong nhig bién chimg quan trong nhit c6 thé xult hién & cac déi tugng bi bénh
thdp khép nhu bénh viém khép dang thép, bénh lupus ban d6 hé théng, va bénh viém cot
séng dinh khap.

Bénh Paget & xuong 13 bénh phd bién chua rd nguyén nhéan, dic trung bdi cac
triéu chig ting chuyén hoa xuong va tai tao xuong vo td chirc, véi cac vung tidng hoat
tinh hily xwong va tao xuong. Mic du xuong bi bénh Paget thuong dic hon thong
thudng, nhung cAu tric bt thudong nay 1am cho xuong yéu hon, din dén bién dang xuong

va tdng nguy co gdy xuong bénh ly.

Qua trinh truyén tin hiéu IL-6, TNFa, va RANKL ¢6 vai trd quan trong trong hoat
tinh qua muc cia té bao hiy xwong va din dén lam ting chimg mét xuong (vi du,
xem Tanaka et al., 2003; Roodman, 2006). Viéc sir dung cac dugc chét tac dong dén cac
qué trinh ndy da dugc kiém chimg thong qua céac thir nghiém lam sang v&i khang thé don
dong khdng RANKL, AMG-162 (Denosumab®, Amgen), d diu trj ching lodng
xuong/bénh da u tity xuong, ciing nhu nhiéu bing chimg 14m sang cho thy ring cac lidu
phép khang TNFa va IL-6 ciing ngin ngira chimg méit xuong & cic bénh viém khép (vi
du, xem Ogata et al., 2012; Billau, 2010).

Hé mién dich & xuong va bénh ung thu

Nhiéu bénh ung thr 4nh huéng dén xuwong. Bénh vé xuong do ung thu c¢6 thé xut
hién do bénh ting canxi mau hodc phat trién tinh trang di cin hily xuong va/hodc cing
xuong. Tinh trang ting tiéu xuong béi té bao hiy xwong déng vai trd quan trong trong co

ché clia ca hai tinh trang bénh nay. Trong khi hiu hét bénh ung thur c6 thé gy bién chung
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di cin xwong, nhung cic ngudn phd bién nhét 1 bénh da u tiy xuong, bénh ung thu biéu
md Vi, va bénh ung thu biéu moé tuyén tién liét. The most common tumours lién quan dén
bénh ting canxi méu 1a bénh da u tuy xuong, bénh ung thu biéu mo vi, va bénh ung thu
bidu mé phdi.

Nhu mé ta néu trén, qua trinh truyén tin hiéu RANK/RANKL 14 cin thiét dé hinh
thanh t& bao hily xwong va qua trinh tiéu xwong xuét hién trong qué trinh tai tao xuong.
Mic di qué trinh truyén tin hiéu RANK/RANKL & mic do sinh ly kich thich sy tiang
sinh va séng st ciia t& bao biéu mod tuyén vii, nhung gin day qué trinh truyén tin hidu bét
thuong RANK/RANKL trong cdc md nay dd duge kiém chimg 14 ¢6 anh hudng dén su
khéi phat va tién trién cia khdi u va va viée phong bé qu4 trinh truyén tin hiéu RANKL
bang denosumab (Xgeva®, Amgen) c6 hidu qua trong phong ngira cac bién chimg thu
phét cia di cin xuong, nhu gdy xuong bénh 1y, va bénh ting canxi mau & cac dbi tuong

bi bénh ung thu vu (vi du, xem Steger et al., 2011).

Céc liéu phép phong bé qua trinh truyén tin hiéu RANK/RANKL c6 thé cling 1am
giam kha né.rig di can vao xuong cla bénh ung thu xwong nguyén phét. Qu4 trinh truyén
tin hiéu thong qua RANK trén bé mit cia t& bao khdi u biéu mé cta ngudi ciing nhu té
bao ung thu sic td da du(rc kiém chimg 1 tao ra dap tmg héa huéng dong & cac té bao
khéi u ndy, trong khi d6 trén md hinh chuét bi bénh ung thur t& bao sic té di can, qua trinh
diéu tri bing osteoprotegrin, ma trung hoa thu thé RANKL, RANK, d3 1am giam dang ké

thé tich khéi u trong xwong nhung khong & cic co quan khéc.

Ngoai vai tro cia RANKL trong bénh ung thu, c6 nhiéu bang chtmg cho thy ring
hoat héa NFxB thong qua cac phan tir nhu TNFa c6 thé c6 vai trd quan trong trong thiic
d4y va tién trién ctia ca bénh ung thu mau 4c tinh, nhw bénh u tiy va bénh u lymphé, 14n
khdi u rin, nhu bénh ung thu vi, bénh ung thu tuyén tién liét, va bénh ung thu phdi (vi
dy, xem Baud et al., 2009). Didu nay gitp ning cao nhan thic v& vai trd va tAm quan
trong ctia bénh viém va hé mién dich & xuwong trong bénh ung thu va trong su phat trién
tinh khang céc hoat chét xa tri va hoa tri liéu. Hon nira, da biét r%mg trong thuc té bénh
viém 14 mot trong céc tri€u ching co ban cia bénh ung thu (vi du, xem Mantovani,
2009). Do do, viéc cai thién hiéu qua ctia phuong phép diéu trj chdng bénh ung thu bing
cach ngédn ngtra hoat hoa NF«kB 1a bién phap trién vong dé lam ting cac ché do didu tri

hién c6 va hién dang dugc thir hghiém, dic biét 1a d diéu tri bénh da u tiy xuong.
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Céc 13i xay ra trong cac qua trinh gay chét té bao theo chuong trinh binh thuong
cling lién quan dén su phat trién va tién trién cua té bao u cling nhu phan tng viém. Qua
trinh chét té bao theo chuong trinh déng vai trd quan trong trong loai bod té€ bao bt
thudng; céac 15i xay ra trong hang loat qua trinh truyén tin hidu, ma thuong tao ra cac 13i
ndy, déng vai trd quan trong trong phat sinh bénh ung thu. Hoat chét xa trj va nhiéu hoat
chit hoa tri liéu tac dung bing cach giy tén thirong té bao, ma thuong gay chét té bao
theo chuong trinh; do d6 c4c 16i xay ra trong qua trinh nay ciing s& 1am giam hiéu qua cua
céc hoat chét nay. Cac phan tir tac dong quan trong nhét trong qua trinh truyén tin hiéu
nay din dén gy chét té bao theo chuong trinh duge goi 1a caspaza, c6 thé dugc hoat hoa
boi mot s6 yéu t6 kich thich, bao gdm gin két TNFa véi thy thé cia né. Cac dot bién &
cic gen mi hoa caspaza di duoc tim thdy & mot sb khéi u, bao gdm té bao ung thu da
day, t& bao ung thu vu, té bao ung thu than, va té bao ung thu ¢b tir cung cling nhu bénh u
lympho nguyén bao T va u nguyén bao tao men té bao d4y (vi du, xem Philchenkov et al.,
2004). Hop chit hoat héa caspaza, do d6 1am cho té bao d& chét theo chuong trinh, s& ¢
hiéu qua cao trong diéu trj bénh ung thu dudi dang hoat chit duy nhét hodc tdng cudng

hi¢u qua cua céc li¢u phap hoa trj liéu va liéu phap xa tri hién nay.
Hoat chét tridu chimg viém ph4 hity hé mién dich & xwong

CAc tac gia sang ché da tim ra hop chit méi c6 tac dung phong ngtra bénh viém
va/hodc chimg mét xwong, do d6 c6 thé dugc sir dung trong diéu tri bénh c6 yéu t6 viem
hoic tu mién, bao gém, vi du bénh viém khép dang tha‘ip, bénh viém rudt, bénh lupus ban
d6 hé thong, bénh xo vita dong mach, bénh hen suyén, bénh phdi tic nghén man tinh,
bénh viém mang bd dao, bénh viém vung xuong chéu, bénh lac ndi mac tr cung, bénh
véay nén va bénh viém khép vay nén; bénh lién quan dén chimg mét xuong, bao gdm, vi
du chimg mét xwong lién quan dén bénh viém khép dang thip, chimg loang xuong, bénh
Paget & xwong, va bénh da u tiy xuong; cling nhu bénh ung thu lién quan dén hoat hoa
NF«B, truyén tin hiéu bét thuong NFkB, hodc bénh viém hodc sén sinh qué mirc IL-6,
bao gdm bénh ung thu mau 4c tinh nhu bénh da u tily xuong, bénh bach ciu, bénh u
lymph6é nguyén bao T, va cidc bénh u lymphé khac (vi du bénh u lymphd khong
Hodgkin), va khéi u rén 4c tinh nhu bénh ung thu bang quang, bénh ung thu vi (& nir gigi
va/hodc nam gidi), bénh ung thu dai trang, bénh ung thu thin, bénh ung thu phdi, bénh
ung thu tuyén tuy, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu ndo, bénh ung thu da, bénh
ung thu tuyén giap, va bénh ung thu t& bao sic t6; bénh ung thur lién quan dén bat hoat
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hoiic suy giam su chét té bao dugc diéu hoa béi caspaza, nhu bénh ung thu da day, bénh
ung thu vii, bénh ung thu than, bénh ung thu ¢d tir cung, va u nguyén bao tao men té bao
d4y; tinh trang bénh lién quan dén hoat tinh dugc didu hoa cia IRF-5 bao gém bénh u hat
Wegener va bénh xo cing toan than; bénh xo hoa lién quan dén san sinh qua muc IL-6,
nhu bénh xo cling toan than hoic bénh xo cing bi; bénh thoai héa thin kinh lién quan
dén san sinh qué mirc IL-6, nhu bénhb Alzheimer; ri loan tdm thin cling lién quan dén
san sinh qua méc IL-6, nhw bénh trdm cam; bénh tao mach lién quan dén san sinh qua
mitc IL-6 nhu bénh thoai héa diém vang lién quan dén tudi tic va bénh vong mac do dai
théo duong, bénh ting sinh lién quan dén IL-6 nhu bénh Castleman va mot s6 bénh viém
mach hiém gip lién quan dén san sinh qua mirc IL-6, nhu bénh Behget.

Khéng bi giéi han boi 1y thuyét cu thé, cac tac gia sang ché tin ring tac dung nay
c¢6 thé thong qua co ché bao gdm phong bé TNFa, va/hodc qué trinh truyén tin hiéu
RANKL va/hogc hoat tinh IRF va/hogc tre ché san sinh IL-6.

Hop chét da biét
Wang et al., 2010, dé cap dén hop chét c6 4i luc manh va hoat tinh chi vin chon

loc hoan toan trén thy thé dopamin D’. Vi du vé cac hop chit nay duoc thé hién dudi day

(vi dy, xem trang 18-19 va 48-50 cua tai liéu nay):
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Chen et al., 2012 d& cip dén hop chét tuong tur.

Tsutsumi et al., 2005, d cap dén hop chét ¢6 hoat tinh trc ché DPP-TV va hitu ich
trong diéu tri bénh d4i thio dudng typ II va bénh béo phi. Hop chét sau dugc thé hién
trong Vi du 89, trang 192 cia tai liéu nay:

Hadida et al., 2007 d& cap dén hop chét hitu ich dé didu hoa protein van chuyén
mi héa béi cat-xet gin két ATP (ATP-binding cassette - ABC) hodc manh peptit ctia nd,
bao gdm protein didu hoa din dién xuyén mang gdy bénh xo nang (Cystic Fibrosis

Transmembrane Conductance Regulator - CFTR). Hop chét sau dugc thé hién trong Vi

)

du 208, trang 77 cua tai li€u nay:
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Ralston et al., 2005, d& cdp dén hop chit amit biphenyl-4-sulfonat ding dé tc ché
kha néng séng s6t, su hinh thanh, va/hodc hoat tinh cia té bao htiy xuong; dé wrc ché tinh
trang bénh do té bao hiy xwong va/hodc do tiéu xuong; trong diéu tri rbi loan vé Xuong
nhu ching lodng xuong, bénh viém khép dang thip, bénh vé xwong do ung thu, va bénh
Paget; va trong diéu tri tinh trang bénh do viém hoic hoat hda hé mién dich. Vi du vé céc

hop chét nay duge thé hién dudi day:
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Greig et al., 2006, d& cap dén hop chét twong tu.

Greig et al., 2008,.d& cap dén hop chét amit biphenyl-4-sulfonat d& didu tri bénh

viém va/hoic tinh trang pha hity khép va/hodc chimg mat xuong; rdi loan do hé mién

dich hoat dong qud muc va‘hodc sai 1éch va/hodc kéo dai; bénh viém va tu mién, vi du
bénh viém khép dang thip, bénh vay nén, bénh viém khép vay nén, bénh phdi tic nghén
mén tinh, bénh xo vita ddng mach, bénh viém rudt, va bénh viém cot séng dinh khép; va
1 loan do chimg mét xwong, nhu chirng mét xuong do hbat tinh qua mirc clia té bao huy
xuong trong bénh viém khép dang thip, chimg loing xuong, bénh vé xuong do ung thu,
va bénh Paget. Vi du vé c4c hop chit nay dugc thé hién duéi day:
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Greig et al., 2010b, d& cdp dén amit biphenyl-4-sulfonat d& didu tri bénh viém

va/hoic tinh trang phé hity kh6p va/hodc chimg mét xwong; rdi loan do hé mién dich hoat
dong qua mirc va‘hoic sai 1&ch va/hoic kéo dai; bénh viém va tu mién, vi du bénh viém
khép dang thép, bénh vay nén, bénh viém khép vy nén, bénh phdi tic nghén man tinh,
bénh xo vita dong mach, bénh viém rudt, va bénh vi€m cot séng dinh khép; disorders lién
quan dén chimg mét xuong, nhu chirng mit xwong do hoat tinh qua mirc cia t& bao hay
xuong trong bénh viém khép dang thép, chimg lodng xuong, bénh vé xuong do ung thu,
va bénh Paget; va bénh ung thu, nhu bénh ung thu méau va khéi u rén 4c tinh. Vi du vé

céc hop chét nay duoc thé hién dudi day:
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Greig et al., 2013 dé cap dén hop chét twong tu.
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Greig et al., 2010a, d& cip dén amit biphenyl-4-sulfonat d& didu tri bénh viém
va/hogc tinh trang pha hity khép va/hodic chiing mét xuong; rdi loan do hé mién dich hoat
dong qua mirc va/hodc sai léch va/hodc kéo dai; bénh viém va ty mién, vi du bénh viém
khép dang thip, bénh vay nén, bénh viém khép vAy nén, bénh phdi tic nghén man tinh,
bénh xo vita ddng mach, bénh viém rudt, va bénh viém cot séng dinh khép; disorders lién
quan dén chimng méit xwong, nhu chimg mét xuong do hoat tinh qua mirc cia té bao huy
xuong trong bénh viém khép dang thip, chimg loang xwong, bénh vé xuong do ung thu,
va bénh Paget; va bénh ung thu, nhu bénh ung thu méu va khéi u rén 4c tinh. Vi dy vé
céc hop chit nay dugc thé hién dudi day:

F
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e e
: Il H
(0]
F
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OO |
I H
(0]
F3G _ _
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

-Muc dich ctia sang ché 13 dé xuét hop chit HMC khéng c¢6 mot s§ ddc tinh xuét
hién & cac hop chét da biét, dic biét 1a cic hop chét duoc thé hién trong Greig et al.,

2010a va c6 hiéu luc dugc cai thién trong cac md hinh bénh tat.

Khong bi gi6i han bai 1y thuyét cu thé, cac tac gia sang ché tin ring viéc két hop
dac hiéu cac nhom t_hé va vi tri cia ching trén céu tric vong biaryl s& thu dugc cac dic
tinh vugt trdi. Ngodi céc cai thién dang ké trong ddc tinh in vivo cip tinh, viéc két hop
nay gitp cho hgp chét theo sang ché khong gy doc té bao, giy doc gen thong thuong, va
an toan trén hé tim mach khong gidng nhu céc hop chit da biét. Pic biét 13, hop chit
HMC theo sang ché khong gay doc gen, cb cai thién dang ké vé kha nang gay doc té bao,
va khéng géy trc ché gen lién quan dén trang thai run chan do gdy mé bang ete clia ngudi
(hERG - human Ether-a-go-go-Related Gene) 1a gen thé hién do an toan trén hé tim

mach.
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Khi duge chit dugc str dung trén 14m sang, thi dwgc chit ndy phai an toan va c6
hiéu Iyc thich hop. Dugc chit nay ciing phai c6 d6 an toan trong thoi gian ngin dé diung
cho ngudi ma khéng giy ra cc tic dung khong mong mudn nghiém trong. Ngoai ra,
dugc chét nay ciing khéng dugc gy ton thuong di truyén (gdy doc gen) do cac chét gy
doc gen c6 thé gy bénh ung thu & ngudi. Dugc chit duoc chip thusn dé s dung trén
1am sang ciing khong duge gay @e ché hERG - 1a kénh ion khi bi trc ché c6 thé gay ra réi
loan tim c6 nguy co tr vong dugc goi 1a héi chimg QT kéo dai. Bén canh cac dic tinh an
toan nay, dugc chit nay phai c6 hoat lyc di manh dé khang lai cac dich sinh hoc @ thu
dugc tac dung diéu tri bénh mong mudn; dugc chét nay ciing phai c6 d hoa tan du dé
dugc hép thu tir dudng tiéu hoa; va duge chét nay ciing phai c6 d6 én dinh da dé duy tri

1au dai trong hé tudn hoan du d& dén duoc dich sinh hoc.

Hop chit HMC theo sang ché ¢6 hiéu luc dugc cai thién trén cdc md hinh bénh
viém khép dang thip, vi du nhu so véi hop chit dugc thé hién trén Greig et al., 2010a.
Didu nay dugc kiém ching bing ca hidu qua diéu trji bénh cao hon, ciing nhu hiéu Iyc cao
hon, ca hai tac dung ndy déu dugc thé hién va quan trong khi hop chit HMC duoc st
dung khi bénh d phét sinh. Diéu nay phan 4nh thuc té 1am sang dé sir dung hop chét nay.

Hon ni¥a, cac tadc dung nay dugc coi 1a khong cd ddce tinh.

Viéc l1am giam céc doc tinh (tdc dung khong mong mubn) ciia duoc chat 1a thach
“thirc va ¢6 tAm quan trong tuong duong véi viée tdi wu cac dic tinh duoc luc hoc (tac
dung cia thubc dén co thé) va céc dic tinh dugc dong hoc (tdc dung cia co thé dén
thuéc). Hop chit HMC theo sang ché c6 cac wur diém ndi trdi thich hop dé sir dung qua
duong udng (khi so véi cac hop chit da biét) do khong giy doc cip tinh in vivo néi
chung, gdy ddc gen va giy doc té bao, va an toan trén hé tim mach, va 1am thay ddi rat it
hodc khong lam thay dbi cac dic tinh dugc dong hoc in vivo hodc lam giam hiéu luc
khang dich sinh hoc.

Hop chit HMC theo sang ché c6 cac dic tinh can thiét ctia hoat chét thich hop dé
st dung theo dudng uéng dé diéu tri bénh, vi du tinh trang viém man tinh, chimg mét

xuong, va bénh ung thu.
M6 ta vin tit hinh vé
Fig.1 13 hinh v& thé hién 6 dd thi mdi dd thi thé hién chi s§ danh gi4 tinh trang

viém khép trung binh dudi dang ham sb theo thoi gian (ngy st dung) dbi voi hop chét
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thir nghiém & lidu lugng 10mg/kg/ngay theo dudng udng (hinh tron mau tring) va hop
chét dbi chimg (hinh tron mau den), trong d6 Fig.1A thé hién chi s§ danh gid tinh trang
viém khép trung binh ctia hgp chit HMC-C-02-A (40 thi trén ciing bén trai), Fig.1B thé
hién chi s§ danh gi4 tinh trang viém khép trung binh cta hop chdt HMC-C-01-A (dd thi
trén cling & gitra), Fig.1C thé hién chi s6 danh gi tinh trang viém kh6p trung binh cua
hop chit HMC-N-02-A (dd thi trén cling bén phai), Fig.1D thé hién chi sb danh gia tinh
| tré,mg viém khép trung binh ciia hgp chit HMC-N-01-A (dd thi phia dudi bén trai),
' Fig.1E thé hién chi s§ danh gi tinh trang viém khép trung binh cia hop chit HMC-C-01-
B (db thi phia dudi & giita), Fig.1F thé hién chi s§ d4nh gi4 tinh trang viém khép trung
binh ciia hop chit HMC-N-01-B (dd thj phia du6i bén phai), nhu dwgc mo ta trong thir
nghiém sinh hoc 6.

Fig.2 13 hinh v& thé hién 2 d thi m3i db thj thé hién chi sé d4nh gia tinh trang
+viém khép trung binh duéi dang ham sd theo thoi gian (ngay sir dung) dbi voi hop chét
thir nghiém (hinh tron mau tring, hinh vudng mau tring), hop chét d6i ching (hinh tron
mau den) va hop chit dbi chimg dwong etanercept (hinh tam giac), trong d6 Fig.2A thé
hién chi s§ d4nh gia tinh trang viém khdp trung binh ctia hgp chit ABD899 & lidu lugng
10mg/kg/ngay (dd thi bén trai), Fig.2B thé hién chi s6 danh gi4 tinh trang viém khop
trung binh ctia hgp chdt HMC-C-01-A & liéu luong 0,3mg/kg/ngay va 3mg/kg/ngdy (dd
thi bén i)héi), nhu duge md ta trong thir nghiém sinh hoc 6.

Fig.3 13 hinh v& thé hién 6 db thi m3i db thi thé hién chi s danh gi4 tinh trang
viém khép trung binh duéi dang ham sd theo thoi gian (ngay sir dung) déi v6i hop chét
thir nghiém (hinh tron mau tréng), hop chit d6i chimg (hinh tron mau den), va hop chit
dbi chimg duong methotrexat (hinh tam giac) trong d6 Fig.3A thé hién chi s§ danh gia
tinh trang viém khép trung binh ctia hop chit ABD899 & liéu Iugng bing 3mg/kg/ngdy
(46 thi trén clng bén trai), Fig.3B thé hién chi sé d4nh gi4 tinh trang viém khép trung
binh cta hop chit HMC-C-01-A & lidu lwong bang 3mg/kg/ngdy (dd thi trén cung &
giita), Fig.3C thé hién chi s6 danh gia tinh trang viém khép trung binh cta hop chét
HMC-N-01-A & lidu lugng bing 3mg/kg/ngay (dd thi trén cing bén phai), Fig.3D thé
hién chi s6 d4nh gia tinh trang viém khép trung binh ciia hgp chit ABD899 & lidu luong
bang 10mg/kg/ngay (dd thi phia dudi bén trai), Fig.3E thé hién chi s§ danh gi4 tinh trang
viém khép trung binh ctia hgp chit HMC-C-01-A & liéu lugng bing 10mg/kg/ngay (dd
thi phia duéi & giita), Fig.3F thé hién chi s§ danh gia tinh trang viém khép trung binh cua
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hop chit HMC-N-01-A & lidu lugng bing 10mg/kg/ngay (dd thi phia dudi bén phai), nhu

dugc mo ta trong thir nghiém sinh hoc 11.
M5 ta chi tiét sang ché
Theo mdt khia canh, sing ché d& cap dén hop chit N-(4-hydroxy-4-metyl-

xyclohexyl)-4-phenyl-benzensulfonamit va  N-(4-hydroxy-4-metyl-xyclohexyl)-4-(2-
pyridyl)benzensulfonamit dugc thé (sau ddy goi chung 13 hop chit HMC).

~ Theo mét khia canh khac, sang ché @& cap dén ché phim (vi du dugc phdm) chira
hop chit HMC, va ta duoc pha lodng hozic chit mang duoc dung.

Theo mdt khia canh khéc, séng che dé cap dén phuong phép bao ché ché phdm (vi
du dugc pham), bao gdm budc tron hop chit HMC véi ta duge pha lodng hodc chit mang

dugc dung.

Theo mot khia canh khic, sang ché d& cap dén hop chit HMC dé dung trong
phuong phap diéu tri bénh cho ngudi hodc dong vét, vi du d& dung trong phuong phép

diéu tri rdi loan (vi du bénh) nhu dugc mo ta trong sang ché.

Sang ché ciing mo ta viéc st dung hop chit HMC trong san xuét thubc dé diéu tri

bénh, vi du diéu tri r6i loan (vi du bénh) nhu duge mo ta trong sang ché.

Sang ché ciing ind ta phuong phap diéu tri, vi du rdi loan (vi du bénh) nhu duoc
mo ta trong sang ché, bao gdm budc cho dbi tuong bi bénh sir dung hrong hiru hidu cia

| hop chit HMC, tt hon néu & dang dugc phém.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& cap dén kit chira (a) hop chit HMC, t&t hon
néu dugc bao ché & dang dugc phdm va trong dd chira thich hop va/hoic véi bao bi thich
hop; va (b) to huéng dan sir dung, vi du t& huéng dan cach st dung hop chit nay.

Theo mét khia canh khéac, sing ché d& cap dén hop chit HMC c6 thé duogc tdng
hop bang phuong phap nhu dugec mé ta trong sang ché, hodc phuong phip bao gdm
phuong phép téng hop nhu dugc md ta trong sang ché.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén hop chit HMC dugc tdng hop bing
phuong phap nhu duge md ta trong sang ché, hodc phuong phap bao gdm phuong phap

tdng hop nhu duoc mé ta trong sang ché.
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Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cip dén cic hop chit trung gian méi thich
hop dé sir dung trong céc phuong phép tong hop theo sang ché.

Sang ché cling mo ta viéc st dung cac hop chat trung gian méi ndy trong céac

phuong phép téng hop theo sang ché.

Nguoi ¢6 hicu bict trung binh trong linh vuc ndy s€ hi€u ring cac diu hiéu va
phuong 4n uu ti€n theo mot khia canh ctia sang ché ciling s& bao gom cac khia canh khac

clia sang ché.
Hop chét theo sang ché

Theo mét khia canh, sing ché d& cdp dén hop chét N-(4-hydroxy-4-metyl-
xyclohexyl)-4-phenyl-benzensulfonamit va  N-(4-hydroxy-4-metyl-xyclohexyl)-4-(2-

pyridyl)benzensulfonamit dugc thé.

OO+,

N-(4-hydroxy-4-metyl-xyclohexyl)-4-phenyl-benzensulfonamit

— ﬁ CHz

COX

\_ 1 H OH
N-(4-hydroxy-4-metyl-xyclohexyl)-4-(2-pyridyl)benzensulfonamit

Do d6, theo mot khia canh, sang ché dé cap dén hop chét duge chon tir cac hop
chét c6 cong thirc dudi ddy, hoic mudi dugc dung, hydrat, hodc solvat cia n6 (sau day

goi chung 13 “hgp chit HMC™):

CN
OO0 |
-0
o H OH
CF3
OOHOL | e
OO
Icl)H OH
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Luu ¥ rang cac nhém thé trén mot mach nhanh cua vong xyclohexyl (tic 1a -OH
- va -CHj; & mach nhanh bén phai) c6 thé c6 cAu hinh “trans/cis” hodc “cis/trans” so v6i
phén con lai ctia phén tir hop chét (ttrc 13, trén vong xyclohexyl cac nhom thé nay duogc

gdn vao & vi tri para so v6i vi tri ciia phan con lai ctia hop chét).
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, . CHs . , CHs
phén cén lai cia hop chﬁtO phan cén lai coa hop chat .Q/
OH OH

“cis-OH” “cis-OH”
~C Hs . . CHj
phén cén lai clia hop chit .Q phén cén lai cia hop chﬁt—O{
OH OH
“trans-OH” “trans-OH”

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, can hiéu ring toan bd cac ciu hinh nhu vay déu thé hién

cong thirc ciu tao ctia hop chit ma khong thé hién cAu hinh cu thé.

Theo mot phuong 4n, hop chit theo sang ché c6 chu hinh “trans-OH”, vi du céc

hop chit sau:

CN '
0 CH '
J 3 _C-01-
(o) H OH

CFs .
0 s HMC-C-02-A

OO

cl> H OH

F

CH,
F N / _C-03-
N\ / i H—<:>{, HMC-C-03-A

0 OH

\ ﬁ ’ CH,
F ﬁ_” 4 HMC-C-04-A
0 OH

0 CHs
F I HMC-C-05-A
4 H OH
Q CH,
~-OH-Of | e
4 H OH
F
— ﬁ CH,
F S—N / HMC-N-01-A
OO
N\ o H OH
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F
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Theo mot phuong 4n, hop chét theo sang ché c6 ciu hinh “cis-OH”, vi du céc hop
chét sau:

CN
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FOROE |
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F
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C|> CH3
S HMC-N-01-B
o O H
f|3| CH3
S— HMC-N-02-B
'o' OH

o)

CH3

HMC-N-03-B

_(I)

. O H

Cl
— ﬂ CH;
cl S—N HMC-N-04-B
) ~ X
\ N (|)| H OH
F

Ciing lru y ring vong xyclohexan c6 thé ¢6 “cu hinh dang ghé”, “dang thuyén”,

o

hodc “dang xodn 0c¢”, va sy bién doi qua lai gitra cac cdu hinh c6 thé xay ra. Trur khi c6

quy dinh khéc, duogc hicu rang toan bd cac cau hinh nhu vy (vi du “dang ghé”, “dang

thuyén”, “dang xodn 6¢”, “OH nam & vi tri hudng truc”, “OH nam & vi tri xich dao”, v.v
. H O v . 9

déu thé hién cong thirc ciu tao ctia hop chit ma khong thé hién cAu hinh cu thé.
Dang gan nhu tinh khiét theo sang ché

Theo mdt khia canh, sing ché d& cap dén hop chit HMC & dang gin nhu tinh khiét
va/hodc & dang gin nhu khong chl’;a tap chét.

Theo mdt phuong 4n, dang gin nhu tinh khiét 1a it nhit 50% khéi lugng, vi du it
nhét 60% khéi lugng, vi du it nhit 70% khdi lugng, vi du it nhit 80% khdi lwong, vi du it
nhét 90% khdi luong, vi du it nhit 95% khéi luong, vi du it nht 97% khéi lwong, vi du it
nhit 98% khéi lugng, vi du it nhit 99% khéi lugng.

Trir khi ¢6 quy dinh cu thé, dang gin nhu tinh khiét 13 hop chét & dang cdu hinh
batky. Vi du, theo mot phwong 4n, dang gin nhu tinh khiét 12 hdn hop ciia cac dang cdu
hinh, tirc 14 tinh khiét so v&i hop chit khac. Theo mét phuong 4n, dang gn nhu tinh khiét
12 mdt dang cdu hinh. Theo mdt phwong 4n, dang gin nhu tinh khiét 1a hdn hop clia céc
dang cu hinh. Theo mét phwong 4n, dang gin nhu tinh khiét 132 hdn hop déng mol cia

cac dang cau hinh.
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Theo mot phuong 4n, lugng tap chédt c6 mit khong 16n hon 50% khéi luong, vi
du khong 16n hon 40% khéi lugng, vi dy khong 1én hon 30% khéi lugng, vi du khong 16n
hon 20% khdi lugng, vi du khong 16n hon 10% khéi Iuong, vi du khong 16n hon 5% khéi
lugng, vi du khfmg 16n hon 3% khéi lugng, vi dukhéng 16n hon 2% khéi lugng, vi

du khong 16n hon 1% khéi lugng.

Trir khi ¢6 quy dinh cu thé, tap chét 1 hop chét khéc, tirc 1a khong phai cac dang
céu hinh. Theo m¢t phuong 4n, tap chat 1a hop chét khéc va dang cAu hinh khac.

Theo mdt phuong 4n, dang gan nhur tinh khiét it nhét 1a 60% do tinh khiét ciu hinh
(tire 13 60% hop chit, tinh theo khdi lugng mol, 1a dang cAu hinh mong mubn, va 40% la
dang c4u hinh khong mong muén), vi du it nht 70% d¢ tinh khiét cAu hinh, vi du it nhét
80% @b tinh khiét cAu hinh, vi du it nhit 90% do tinh khiét cAu hinh, vi du it nhét 95% d¢
tinh khiét cu hinh, vi du it nhdt 97% dd tinh khiét cAu hinh, vi du it nhét 98% d tinh
khiét cAu hinh, vi du it nhit 99% do tinh khiét cAu hinh.

Chéit ddng phan theo sang ché

Mot s& hop chit c6 thé tdn tai & mot hodc nhidu chét ddng phan hinh hoc, chét
dong phan quang hoc, chit ddng phan d6i anh, chét ddng phén khong dbi quang, chét
* ddng phén epime, chit ddng phan atropic, chit dong phan l4p thé, chit ddng phan hd
bién, chét dong phan cdu hinh, hodc chit dong phan anome, bao gdm nhung khong chi
gidi han &, dang cis va trans; dang E va Z; dang c, t, va r; dang endo va exo; dang R, S,
va meso; dang D va L; dang d va |; dang (+) va (-); dang keto, enol, va enolat; dang syn
va dang dbi syn; dang 16m va dang 16i; dang a va B; dang hudng truc va nim & vi tri xich
dao; dang thuyén, dang ghé, dang xodn bc, dang bao, va dang nira ghé; va dang két hop

A

ctia ching, sau ddy goi chung 13 “chit ddng phan” hoic “dang ddng phan”.

Péi véi nhém chu trac cu thé cling bao gdm dang ddng phén cu truc thudc nhém
ndy (vi du C;alkyl bao gdm n-propyl va iso-propyl; butyl bao gdm n-butyl, iso-butyl,
sec-butyl, va tert-butyl; metoxyphenyl bao gbm ortho-metoxyphenyl, meta-
metoxyphenyl, va para-metoxyphenyl).

Tuy nhién, d6i véi nhém hodc nhém thé dic trung khong bao gdm cac dang céu
triic khac (hogc dang ddng phan cdu hinh khac) c6 sy khac biét v& cic méi lién két giita
cac nguyén tir chir khong phai béi cac vi tri trong khong gian. Vi du, ddi v6i nhém

metoxy -OCHj, khéng bao gém dang ddng phan ctia nd, nhém hydroxymetyl -CH,OH.
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Tuong tu, ddi véi ortho-clophenyl khong bao gdém dang ddng phén ciia n6 13 meta-

clophenyl.

Céc loai trir néu trén khong bao gém cac dang hd bién, vi du dang keto, enol, va
enolat, nhur trong céc cip hd bién sau: keto/enol (dugc thé hién duéi day, imin/enamin,
amit/rugu imino, amidin/amidin, nitroso/oxim, thioketon/enethiol, N-nitroso/hydroxyazo,

va nitro/axi-nitro.

H + _
} 0 N OH O H g
—C—-C = c=C = c=C

keto enol enolat

Thut ngit “chit déng phan” ciing bao gdm hop chit c6 mot hodc nhidu nhém thé
ddng vi. Vi du, H c6 thé & dang ddng vi bat ky, bao gdm 'H, *H (D), va *H (T); C c6 thé
& dang déng vi bt ky, bao gdm He, 2¢, B, va *C; 0 co thé & dang déng vi bt ky, bao
gdm "0, '°0 va 1%0; N ¢6 thé & dang ddng vi bat ky bao gdm “N va N; F c6 thé &

dang ddng vi bit ky bao gdbm "*F va °F va cac dang ddng vi twong tyr.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, hop chit cu thé theo sang ché toan bd cac dang ddng
phan clia né, bao gdm ca hén hop cua ching (vi du hdn hop raxemic). Phuong phap tbng
hop (vi du phuong phép tdng hop ddng phén quang hoc) va phan tach (vi du phuong
phép két tinh phan doan va phuong phép sic ky) cac dang dong phan da biét trong linh
vuc ndy hodc dé dang thu dugc bang cach cai tién phuong phép dugc d& cap trong sang

ché, hoic phurong phap da biét, theo cach thuc da biét.
Mubi theo sang ché

Pugc mong mubn dé diéu ché, tinh ché, va/hodc xtr ly mubi twong tmg cua hop
chét theo sang ché, vi du mubi dugc dung. Vi du v& mudi dugc dung dugc mo ta trong
Berge et al., 1977, “Pharmaceutically Acceptance Salts,” J. Pharm. Sci., Vol. 66, pp. 1-
19.

Vi dy, khi hop chét & dang anion, hodc c¢6 nhém chirc & dang anion (vi du -COOH
c6 thé 1a -COO’), thi mubi dugc didu ché bing cation thich hop. Vi du v& cation v6 co
thich hgp bao gdm, nhung khéng chi gii han &, ion kim loai kidm nhu Na* va K*, cation
kim loai kiém thd nhu Ca® va Mg?*, va cac cation khac nhu AI**. Vi du v& cation hitu co

thich hop bao gbm, nhung khong chi gi¢i han &, ion amoni (tirc 14 NH,") va ion amoni
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dugc thé (vi du NH;RY, NH,R,", NHR;", NR,"). Vi du v& ion amoni dugc thé thich hop 1a
cac ion thu dugc tir etylamin, dietylamin, dixyclohexylamin, trietylamin, butylamin,
etylendiamin, etanolamin, dietanolamin, piperazin, benzylamin, phenylbenzylamin,
cholin, meglumin, va trometamin, cling nhu axit amin, nhur lysin va arginin. Vi du vé ion

amoni bac bdn 13 N(CH;),".

Khi hgp chét & dang cation, hodc ¢6 nhém chitc & dang cation (vi du -NH, ¢6 thé
12 -NH;"), thi mudi dugc diéu ché bing anion thich hop. Vi du v& anion vd co thich hop
bao gém, nhung khong chi gi6i han &, anion thu dugc tir cac axit vo co sau: hydrocloric,
hydrobromic, hydroiodic, sulfuric, sulfuro, nitric, nitro, phosphoric, va photphoro. Vi du
vé& anion hiru co thich hop bao gdm, nhung khdng chi gigi han &, anion thu dugc tir cac
axit hitu co sau: 2-axetyoxybenzoic, axetic, ascorbic, aspartic, benzoic, camphorsulfonic,
xinamic, xitric, edetic, etandisulfonic, etansulfonic, fumaric, glucheptonic, gluconic,
glutamic, glycolic, hydroxymaleic, hydroxynaphtalen carboxylic, isethionic, lactic,
lactobionic, lauric, maleic, malic, metansulfonic, mucic, oleic, oxalic, palmitic, pamoic,
pantothenic, phenylaxetic, phenylsulfonic, propionic, pyruvic, salixylic, stearic, suxcinic,
sulfanilic, tartaric, toluensulfonic, va valeric. Vi du vé anion polyme hitu co thich hop
bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, anion thu dugce tir cac axit polyme sau: axit tanic,

carboxymetyl xenluloza.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, hop chit cu thé theo sang ché ciing bao gbm dang mudi
cua no.

Solvat va hydrat theo sang ché

DPugc mong muén @ didu ché, tinh ché, va/hodc xir Iy solvat tuong tng cia hgp
chét theo sang ché. Thuét ngit “solvat” duoc ding trong ban mé ta dé chi phtrc hop cia
chét tan (vi du hop chét, mubi ciia hop chat) va dung méi. Khi dung mdi 1a nuée, solvat
c6 thé 1a hydrat, vi du mono-hydrat, di-hydrat, tri-hydrat, v.v

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, hop chit cu thé theo sang ché dang solvat va hydrat cia
no.

Dang dugc bao v€ nhém chire

Puge mong mudn dé diéu ché, tinh ché, va/hoic xir 1y hop chét nay & dang dugc

bao v¢€ nhom chirc. Thudt ngit “dang dugce béo v€ nhém chirc” duge dung trong ban mé ta
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dé chi hop chét trong d6 mot hodc nhidu nhém chirc dugc bao vé khdi cac phan Gmg hoa
hoc khong mong muén trong cac diéu kién cu thé (vi du pH, nhiét d9, birc xa, dung moi,
va cac didu kién twong ty). Trong thuc té, cic phuong phép héa hoc da biét dugc sir
dung dé thu hdi nhém chuc khong phén rng, ma trong phan tng khac nhom chic nay 1a
nhém chirc phan tmg, trong cac diéu kién cu thé. Trong dang dugc bao vé nhém chirc,
mdt hodc nhidu nhém chire phén ung 1a & dang nhém dugc bao vé hodc nhém bao vé
(ciing dugc goi 12 nhém dugc danh diu hodc nhém danh diu hodc nhém dugc phong bé
hoic nhém phong bé). Bing cach bao vé nhém chirc phan ung, céc phéan g c6 sy tham
gia cua cic nhom chirc phan tmg khong dugc bao vé khac c6 thé duge thuc hién, ma
khong anh hudng dén nhém dugc bao vé; nhém bao vé ¢ thé duge loai bd, thuong trong
codng doan tiép theo, ma khong dnh huéng dang ké dén clu tric con lai cta phéan tir hop
chit. Vi du xem Protective Groups in Organic Synthesis (T. Green and P. Wuts; 4th
Edition; John Wiley and Sons, 2006).

Nhiéu phuong phap “bao vé”, “phong bé”, hodc “d4anh du” dugc sir dung rong rai
va da biét trong linh vuc nay. Vi du, hgp chit c6 hai nhém chirc phéan g khong tuong
duong, ca hai déu s& phén mg trong céc diéu kién cu thé, c6 thé dugc tao din xuit dé thu
lai dugc mét trong sé cic nhém chice “duge bao v€” va do d6 khong phéan trng trong cac
didu kién cu thé; sau d6 hop chit da dugc bao vé nay c6 thé duoc sir dung 1am chét phan
tmg ma chi ¢6 mdt nhom chirc phan ung. Sau khi phan tng mong muén (bao gdm nhém
chitc con lai) két thiic, nhém duge bio vé c6 thé “dugce khit bao vé&” thanh nhém chirc ban

dau.

Vi du, nhém amin ¢6 thé dugc bao vé dudi dang amit (-NRCO-R) hoic uretan
(-NRCO-OR), vi du duéi dang metyl amit (-NHCO-CH;); benzyloxy amit
(-NHCO-OCH,C¢Hs, -NH-Cbz); duéi dang t-butoxy amit (-NHCO-OC(CH;),,
-NH-Boc); 2-biphenyl-2-propoxy amit (-NHCO-OC(CH;),CsH,C¢Hs, -NH-Bpoc), dudi
dang 9-florenylmetoxy amit (-NH-Fmoc), duéi dang 6-nitroveratryloxy amit
(-NH-Nvoc), duéi dang 2-trimetylsilyletyloxy amit (-NH-Teoc), duéi dang 2,2,2-
tricloetyloxy amit (-NH-Troc), duéi dang allyloxy amit (-NH-Alloc), duéi dang
2(-phenylsulfonyl)etyloxy amit (-NH-Psec); hodc trong céc trudng 'h()'p thich hop (vi

du amin mach vong), duéi dang gbc nitroxit (>N-Ose).
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Tién dugc chét theo sang ché

Pugc mong mubn @ diéu ché, tinh ché, va/hodc xt ly hop chét theo séng ché &
dang tién dugc chit. Thuat ngtr “tién duogc chit” duge ding trong ban mé ta dé chi hop
chét khi dugc chuyén héa (vi du in vivo) s& tao ra hoat chét mong mudn. Thong thuodng,
tién dugc chit 1a khong c6 hoat tinh, hodic ¢ hoat tinh thip hon hoat chit mong muén,
nhung cé thé tao ra céc dic tinh chuyén héa, str dung hodc diéu ché co loi.

Phuong phép téng hop héa hoc theo sang ché

Phuong phép tdng hop hop chit HMC dugc md ta trong sang ché. Cac phuong
phép nay va/hoic céc phuong phap da biét khac c6 thé dugc cai tién va/hoidc cai bién theo
cach thirc d4 biét dé tao diéu kién thuan loi cho viée tbng hop hop chit HMC theo séang
ché.

Ché phém theo sang ché

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén ché phidm (vi du dugc phém) chira hop
chit HMC, va chét mang, t4 dugc pha lodng, hodc ta dugc dugc dung.

Theo mot phuong 4n, ché phém theo sang ché con chira mot hodc nhiéu dugc chit
khac (vi du 1, 2, 3, 4), nhu dugc mé ta trong sang ché.

Theo mot khia canh khéac, sang ché dé cép dén phuong phép bao ché ché phém (vi
du duoc phém), bao gém buéce trdn hop chit HMC véi chét mang, ta dugc pha loang,
hodc t4 dugc dugce dung.

Theo mét khia canh khac, sang ché dé cép dén phuong phép bao ché ché phém (vi
du duoc phim), bao gbém budc tron hop chit HMC; mét hodc nhiéu dugc chét khéc (vi
du 1, 2, 3, 4), nhu dugc mod ta trong sang ché véi chit mang, ta dugc pha loang, hodc ta
dugc dugc dung.

Str dung theo sang ché

Hop chit HMC theo sang ché 13 hiru ich trong diéu tri rdi loan (vi du bénh) bao

gE‘)m, rbi loan (vi du bénh) dugc mo ta trong sang ché.
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Str dung trong phuong phép diéu tri

~ Theo mét khia canh khéc, séng ché @& cap dén hop chit HMC dé dung trong
phuong phap diéu tri bénh cho ngudi hodc dong vat, vi du dé ding trong phwong phép

diéu tri rbi loan (vi du bénh) nhu dugc md ta trong sang ché.

Theo mot khia canh khac, sing ché @& cap dén hop chit HMC, két hop véi mot
hodc nhiéu dugc chét khac (vi du 1, 2, 3, 4), nhu dugc md ta trong sang ché dé dung
trong phuong phép diéu trj bénh cho ngudi hodic dong vat, vi du dé dung trong phuong
phép diéu trj réi loan (vi du bénh) nhu dwoc md ta trong sang ché.

Str dung trong san xuét thudc

Sang ché ciing md ta viéc sir dung hop chit HMC trong san xuit thudc d& didu tri

bénh, vi du diéu tri r6i loan (vi du bénh) nhu dugc mod ta trong séang ché.
Theo mét phuong 4n, thudce nay chira hop chit HMC.

Sang ché ciing mo ta viéc sir dung hop chit HMC, va mdt hoic nhidu duge chit
khac (vi du 1, 2, 3, 4), nhu dugc mo ta trong sang ché trong san xuét thubc dé didu tri
bénh, vi du diéu tri rbi loan (vi du bénh) nhr dugc md ta trong sdng ché.

Theo mdt phuong 4n, thudc nay chira hgp chit HMC va mot hodc nhidu dugc chit
khic (vidu 1,2, 3, 4).

Phuong phap diéu tri

Sang ché cling mo ta phuong phap diéu tri, vi du rdi loan (vi du bénh) nhu duoc
md ta trong sang ché, bao gdbm budc cho dbi tuong bi bénh sir dung lugng hitu hiéu cua
hop chit HMC, tt hon néu & dang dwoc phim.

Sang ché ciing md ta phuong phap didu tri, vi du rdi loan (vi du bénh) nhu dugc
mo ta trong sang ché, bao gém bude cho dbi tuong bi bénh s dung luong hiru hiéu cia
hop chit HMC, t6t hon néu & dang dugc ph'flm, va mét hodc nhiéu duoc chit khac (vidu
1, 2, 3, 4), nhu dugc mo ta trong sang ché, t6t hon néu & dang dugc phém.

Tinh trang bénh cén diéu tri

Theo mdt phuong 4n, bénh cin diéu tr 12 r8i loan viém hodc réi loan tw mién.

Theo mot phuong 4n, bénh can diéu tri 13 rdi loan lién quan dén viém va/hoic hoat

héa hé mién dich.
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Theo mot phuong an, bénh can diéu tri 1a r6i loan do hoat héa qua mirc va/hoac

khong thich hop va/hoic kéo dai hé mién dich.
Theo mdt phuong 4n, bénh cin didu trj 12 bénh viém.

Theo mét phuong 4n, bénh can di€u tri 1a rdi loan lién quan dén viém hodc hoat

hoéa hé mién dich.

Theo mot phuong 4n, bénh cin didu trj 1 bénh viém khép dang thip; bénh vay
nén; bénh viém khép vay nén; bénh phéi tic nghén man tinh; bénh hen suyén; bénh xo

vita dong mach; bénh viém rudt; hodc bénh viém cot séng dinh khop.
Theo mot phuong 4n, bénh cin diéu tri 13 bénh viém khép dang thip.
Theo mot phurong an, bénh can diéu tri 1a bénh vay nén.
Theo mot phuong 4n, bénh can didu tri 12 bénh viém khép vay nén.
Theo mdt phuwong 4n, bénh can diéu tr 1a bénh phdi tic nghén man tinh.
Theo mdt phuong 4n, bénh cin diéu tri 13 bénh hen suyén.
Theo mdt phuong 4n, bénh cin diéu tri 12 bénh xo vita dong mach.
Theo mot phuong 4n, bénh cin diéu tri 13 bénh viém c6t séng dinh khép.
Theo mot phuong 4n, bénh cin diéu tr 13 bénh viém rudt.

Theo mot phuong 4n, bénh can diéu tri 13 dép img mién dich gay thai loai manh

ghép hoic co quan sau khi cdy ghép.

Theo mot phuong 4n, bénh can diéu trj 1a tinh trang viém biéu hién bét thuong

IRF-5 hodc c6 hoat tinh bit thudong cia IRF-5.

Theo mdt phuong 4n, bénh cin diéu tri 14 khéi u bidu hién qua mic TNFa, IL-1,
IL-6, RANKL, va/hoic NF«kB.

Theo mdt phuong 4n, bénh cén diéu trj 12 khéi u, trong d6 viée &rc ché TNFa, IL-1,
RANKL, NF«B, IRF nhu IRF-3, IRF-5 hoic IRF-7 va/hoic trc ché biéu hién hodc hoat
tinh hodc truyén tin hiéu cta IL-6 tao didu kién thuan lgi hodc tdng cudng tac dung cua

hoat chét diét khdi u gay doc té bao.
Theo mdt phuong én, bénh cin diéu trj 12 bénh ung thu méu.

Theo mdt phuong 4n, bénh can diéu tri 1a bénh da u tity xuwong.
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Theo mét phuong an, bénh can diéu tri 12 bénh bach ciu; vi du bénh bach ciu
nguyén bao cip tinh.

Theo mdt phuong an, bénh can diéu tri 1a bénh u lympho; vi du bénh u lympho
khong Hodgkin, bénh u lymphd bao T (vi du bénh u lymphé nguyén biao T, bénh u
lymphd bao T ngoai hach, bénh u lymphd bao T & da, bénh u lymphé té bao 16n thoai
bién, bénh u lymphd bao T thé hach), va bénh u lymphc”)‘béo B (vi du bénh u lymphd
Hodgkin, bénh u lymph6 khong Hodgkin) (vi du bénh u lympho bao B 16n lan tda, bénh
u lympho thé nang, bénh u lympho mé bach huyét lién quan dén niém mac, bénh u
lymphd té bao nhé, bénh u lymphé t& bao vo, bénh bach cu t& bao long vi bénh u
lympho Burkitt).

Theo mdt phuong 4n, bénh cin diéu trj 12 khéi u rén 4c tinh, vi du bénh ung thu
- bang quang, bénh ung thu v (6 nir giéi va/hodc nam gidi), bénh ung thu dai trang, bénh
ung thur biu mé té bao than, bénh ung thu thén, bénh ung thu phdi, bénh ung thu tuyén
tuy, bénh ung thu da day, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu ndo, bénh ung thu
da, bénh ung thu tuyén giap, u nguyén bao tao men té bao d4y, hoic bénh ung thu té bao

sac to.

Theo mot phuong 4n, bénh ung thu mau (vi du bénh da u tiy xwong, bénh bach
cau, bénh u lymphd, v.v) va khéi u rén 4c tinh (vi du bénh ung thu bang quang, v.v) lién
quan dén hoat h6a NFxB, truyén tin hiéu bét thuong NF«kB, hodc bénh viém.

Theo mdt phuong én, bénh ung thu mau (vi du bénh da u tiy xuong, bénh bach
cdu, bénh u lymphd, v.v) va khdi u rén 4c tinh (vi du bénh ung thu bang quang, v.v) lién
quan dén bét hoat hoic suy giam hinh thanh caspaza hogc truyén tin hiéu bit thuong

caspaza.

Theo mdt phuong 4n, bénh cin didu tri 13 rdi loan ting sinh; vi du bénh

Castleman.

Theo mét phuong 4n, bénh cin diéu trj 1a bénh hoic rdi loan dwoc chon tir: bénh
- 6 yéu tb viém hogc tr mién, bao gdm bénh hen suy@n, bénh xo vita dong mach, bénh di
ting, nhur atopy, bénh viém mii di tng, bénh viém da co dia, séc phan vé, bénh viém phé
quan-phdi di tmg do nhim nim Aspergillus, va bénh viém phéi qua min (bénh phdi &
ngudi nudi chim bd cau, bénh phdi & ngudi lam vuon, bénh phdi do tiép xic véi khong

khi 4m 6 nhiém, bénh phdi & ngudi 1am malt); bénh di tmg, bao gdm bénh viém da dj tmg
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do bo chét & dong vat c6 vi nhu vat nudi, vi du ch6 va méo, bénh di tmg do tiép xuac bao
gém mudi @bt hodc bénh di tng do con trung khac dbt, do cdy son ddc, do cay s6i doc, do
cdy mudi ddc, hodc bénh di tmg v& da khéc; rdi loan tu mién, bao gém bénh dai thio
dudng typ I va cac bién ching lién quan, bénh xo cing rai rac, bénh viém khép, bénh
lupus ban do6 hé théng, bénh viém tuyén giap tu mién (bénh Hasimoto), bénh gan tir mién
nhu bénh viém gan va bénh xo gan mét nguyén phat, bénh tdng ning tuyén gidp (bénh
Graves; rdi loan ting ning tuyén giap), bénh dai théo duong khang insulin, bénh suy
thuong than tu mién (bénh Addison), bénh viém budng trimg tu mién, bénh viém tinh
hoan tur mién, bénh thiéu méu tan mau tur mién, hemoglobin niéu kich phét do lanh, bénh
Behget, bénh giam tiéu ciu tu mién, bénh gidm bach cu trung tinh tu mién, bénh thiéu
mau 4c tinh, bénh thiéu mau héng ciu don thuan, bénh dong mau tu mién, bénh lac noi
mac tr cung, bénh nhugc co, bénh viém ndo di mg nguyén phat, bénh viém da than kinh
tw mién, bénh bong nudc tw mién va cac bénh bong nude khéc, bénh thip tim, hoi chimg
Goodpasture, hoi chimng sau tht thuat md tim, hoi chumg Sjogren, bénh viém da co, bénh
viém bi co, va bénh xo cing bi; bénh do viém bét thudng & co quan hodc toan than, vi du
hdi ching viém rudt hodc hoi chimg rudt kich thich (Mazzucchelli et al., 1996), bénh vé
da nhu bénh sin phfmg, bénh qui mén xuit hién muodn, bénh viém phéi man tinh, vi
du bénh viém phé nang phéi va bénh u hat phd, bénh viém nudu hodc cic bénh nha chu
khéc, va bénh viém xuong ring lién quan dén tén thuong gbc rang (Volejnikova et al.,
1997), bénh phéi qua min nhu bénh viém phdi qua min (Sugiyama et al., 1995), va bénh
viém lién quan dén histamin dugc giai phong tir bach cAu i kiém (Dvorak et al., 1996),
nhu bénh di mg theo mua, bénh viém lién quan dén histamin dugc gii phéng tir té bao
mast (Galli et al., 1989), hogc khdi u té bao mast, cac thé phan ng qué mén typ 1 (sbc
phén vé, di ing da, phat ban, ndi u, bénh viém mii di trng, va viém da day rudt di tmg);
bénh viém loét dai trang hodc bénh Crohn; bénh thin da nang do TNFa. (Liet al., 2008);
ho#c hoi chung theo dinh ky lién quan dén, bao gdm hoi chiing Muckle-Wells.

Theo mot phuong 4n, bénh cn diéu trj 12 1di loan do té bao hiy xuong.

Theo mdt phuong 4n, bénh can diéu trj 1a ri loan dic trung béi héi chimg tiu

Xuong qua mic.
Theo mdt phuong 4n, bénh can diéu trj 14 rdi loan do ching mat xuong.

Theo mét phuong 4n, bénh can diéu trj 1a ching mét xuong.
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Theo mot phuong 4n, bénh cin diéu tri 1a chimg mét xrong lién quan dén viem.
Theo mdt phuong 4n, bénh cin diéu tr 1a chimg mét xuong khong lién quan dén
viém.
Theo mot phuong 4n, bénh cin diéu tri 1a chirg mét xuong lién quan dén hoat héa

qua mirc té bao hiy xuong.

Theo mot phuong 4n, bénh can diu tri 1a tinh trang pha hay khép.

Theo mot phuong 4n, bénh cin diéu tri 13 tinh trang pha hity khép lién quan dén
Viém‘.

Theo mot phuong 4n, bénh can diéu tri 1 tinh trang pha hiy khép lién quan dén

hoat héa qua mirc té bao hiy xuong.

Theo mdt phurong 4n, bénh can diéu tr 14 chimg mét xuong lién quan dén hoat hoa
~ qua murc t& bao huy xuong trong bénh viém khép dang thép, chimg lodng xurong, bénh vé

xuong do ung thu, hodc bénh Paget.

Theo mdt phuong 4n, bénh cin diéu tri 1a chimg mit xuong lién quan dén bénh
viém khép dang thip, chimg lodng xuong, bénh vé xuong do ung thu, hodc bénh Paget &

xXuong.

Theo mt phuong 4n, bénh cn didu trj 12 bénh viém khép dang thép, chimg lodng

xuong, bénh vé xwong do ung thu, hodc bénh Paget & xuong.

Theo mdt phuong 4an, bénh cin didu tri 12 bénh u xuong, bao gém ca khéi u
nguyén phat va khdi u di cin, bao gdm bénh ung thu md lién két xuong va bénh u xuong
(vi dy, xem Zheng et al., 1998) va bénh vé xwong do ung thu (vi du bénh tdng canxi mau
4c tinh, di cén xwong, di cin hily xuong, bénh da u tiy xuong, bénh ung thur biéu mé vu).

Theo mdt phuong 4n, bénh cin didu trj 12 bénh tdng canxi mau gay ra bai cac tinh
trang lién quan dén ting tiéu xuong, bao gdm nhim ddc vitamin D, bénh cuong giap
nguyén phét hodc cudng gidp ning, trang thai bt déng, va bénh u hat lympho lanh tinh..

Theo mét phuong 4n, bénh cin diéu trj 12 tinh trang bi néi 16ng ciia by phan ciy
ghép gia vd trung (vi du khép nhén tao, vi du déu gbi, hong, v.v, c6 thé bi néi léng do
hoat tinh ctia té bao huy xuong gdy ra bdi viém khu trt) (vi du, xem Childs et al., 2001).
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Theo mét phuong 4n, bénh cin diéu tri 1a bénh dic xwong, bénh viém xuong

khép, hodc tinh trang tao xuong sai vi tri.

Theo mot phuong 4n, bénh cin diéu tri 12 réi loan do xo héa, nhu bénh xo cling

toan than hodc bénh xo cting bi.

Theo mdt phuong 4n, bénh can diéu tri 1a bénh viém mach hiém gip, nhu bénh
Behget.

Piéu tri

Thuat ngir “diéu tri” dwoc dung trong ban md ta dé chi phuong phap didu tri va
liu phap diéu tri bénh cho ca ngudi va dong vat (vi du trong linh vyc tha y), trong d6
mot sb tac dung diéu tri mong mudn dat dugc, vi du e ché tién trién bénh, va bao gém
giam tdc d9 tién trién, ngimg tién trién bénh, gidm triéu ching bénh, cai thién tinh trang
bénh, va chita bénh. Thuat ngit “didu tri” cling dugc dung trong ban mé ta dé chi bién
phép phong ngira (tic 1a diéu tri du phong). Vi du, thuat ngit “diéu tri” cling dugc dung
trong ban mo ta dé chi vi€c str dung cho dbi tuong bi bénh chua bi bénh, nhung c6 nguy

co bi bénh nay.

Vi du, diéu tri bénh viém bao gdm phong ngira bénh viém, giam ty 1€ bi viém,

gidm mirc 4§ nghiém trong ctia bénh viém, gidm c4c triéu chimg viém, v.v

Thuat ngit “lrong hiru hiéu diéu tri bénh” dugc dung trong bin mo ta dé chi lugng
hgp chét, hoic nguyén liéu, ché phidm hoic dang bao ché chira hop chét, ma hiru hicu dé
tao ra mot sb tac dung diu tri mong mudn, twong xtmg voi ty 18 loi ich/nguy co i ro

thiéh hop, khi duge st dung theo phac dd diéu tri mong mubn.
Li¢u phap két hop

Thuét ngit “diéu tri” bao gdm két hop cac phuong phép diéu tri va liéu phép, trong
d6 hai hogc nhiéu phuong phép diéu tri hoic liéu phép dwgc két hop, vi du luan phién
hoic dbng thoi. Vi du, hop chét theo sang ché ciing ¢6 thé duoc sir dung trong cac liéu
phép két hop, vi du két hop véi cdc hoat chit khéc, vi du hoat chit chéng viém, v.v Vi
‘du v& cac phuong phap diéu tri va liéu phép bao gdm liéu phap héa tri liéu (str dung hoat
chét, bao gom, vi du dugc chét, khang thé (vi du trong liéu phap mién dich), tién duogc

chét (vi du trong liéu phéap quang dong hoc, GDEPT, ADEPT, v.v); liéu phap phiu thuat;
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liéu phap chiéu xa; liéu phap quang dong hoc; liéu phap gen; va ché d6 dinh dudng cb
kiém soat.
Theo mot khia canh, sang ché d& cép dén hop chéit nhu dugc mé ta trong sang ché,

két hop v6i mot hodc nhidu dugc chit khac.

Liéu phap két hop cu thé s& do bac si diéu tri quyét dinh dya trén kién thirc chung

va ché d0 liéu da biét trong linh vuc nay.

Hoat chit (tirc 13 hop chét theo sang ché, cong véi mot hodc nhidu hoat chét khéc)
co thé dugc st dung dE‘)ng thoi hodce ludn phién, va co thé dugc sir dung riéng theo cic
ché d6 liéu khac nhau va théng qua céc duong dwa thubc khac nhau. Vi dy, khi duge sir
dung luan phién, hoat chét c6 thé dugc sir dung trong théi gian ngin (vi du trong thoi
gian 5 dén 10 phit) hodc trong thoi gian 1au hon (vi du 1, 2, 3, 4 hodc nhiéu gio hoidc
tham chi trong thdi gian 14u hon khi can), ché d liéu chinh x4c twong ximg véi cac dic
tinh cta hoat chét.

Hoat chét (tac 1a hop chét theo sang ché, cdng v6i mot hoac nhiéu hoat chét khac)
c6 thé duoc bao ché cing nhau trong dang bao ché duy nhét, hoic theo cach khac, cac
hoat chét riéng biét c6 thé dugc bao ché riéng va két hop ciing nhau & dang kit, tuy y
chita t& huéng dan st dung.

Str dung khac

Hop chit HMC theo sang ché cling c6 thé duoc sir dung trong thtr nghiém in vitro,
vi du dé x4c dinh xem vét chi thir nghiém c6 dugc diéu tri hidu qua bing nay hay khong.

Hop chit HMC theo séng ché c6 thé cling dugc sir dung 1am chit chuin, vi du
trong thir nghiém, d€ x4c dinh hop chét khéc, hoat chit chéng viém khéc, v.v

Kit

Theo mt khia canh, sang ché dé cap dén kit chira (a) hop chit HMC nhu dugc mé
ta trong sang ché, hodc ché phim chira hop chit HMC nhu dugc mé ta trong sang ché, vi
du t6t hon néu duge dung trong db chira thich hop vi/hodic véi bao bi thich hop; va (b) to
huéng dan st dung, vi du t& huéng din cach sir dung hop chét nay hodc ché phim.

Theo mot phuong 4n, kit ndy con chira mdt hodc nhiéu duge chit khac (vidul,?2,

3, 4), nhu dugce mo ta trohg sang ché.
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T& huéng dan st dung ciing bao gém céc chi dinh didu tri, trong d6 hoat chit 1a

thich hop dé diéu tri.
Puong dua thube

Hop chit HMC hoic dwoc phim chia hop chit HMC theo sang ché c6 thé dugc
sir dung cho d6i twong theo dudng dua thudc thong thudong, bao gbm ca dudng dwa thude

toan than/ngoai vi hodc khu tra (tic 1a & vi tri tac dung mong mubn).

Puong dua thubc bao gdbm dudng ubng (vi du theo dudng tiéu héa); qua niém
mac; dat duédi ludi; qua da (bao gém, vi du bang dén, cao dén, v.v); qua niém mac (bao
gém, vi du béng dan, cao dan, v.v); qua miii (vi du thubc xit miii, thubc nhé mii hoéc tir
binh xit hogc thiét bi phan phéi bot kho; & mit (vi du thubc nhé mét); duong ho hip (v
du béng cach hit hodc bom st dung, vi du thubc khi dung, vi du qua miéng hoic miii);
dudng truc trang (vi du thube dan hodc thube thut); dudng 4m dao (vi du thude dit phu
khoa); duong ti€m truyén, vi du theo duc‘)'rig ti€m, bao g&“)m tiém dudi da, ti€m trong da,
tiém bép, tiém tinh mach, tiém vao dong mach, trong vao tim, tiém vao ndi tiy mac, tiém
vao cit séng, tiém vao b khép, ti€ém dudi b khép, ti€m vao héc mit, tiém mang bung,
tiém vao khi quan, tiém dudi biéu bi, tiém vao khép, tiém vao du6i mang nhén, va tiém
vao xwong trc; bang cach cdy kem nén hogc hd nuée, vi du bang cach tiém dudi da hoic
tiém bip.

Theo mdt phuong 4n wu tién, dudng dua thube 13 duong udng (vi du theo duong
ti€u hoa).

Theo mdt phuong 4n wu tién, duong dua thudc 12 duong tiém truyén (vi du theo
dudng ti€m).

Péi tugng/ddi twong bi bénh

Déi tuong/dbi tuong bi bénh c6 thé 13 dong vat co day sbng, vat co xuong sbng,
dong vét c6 vii, dong vét c6 va ¢ nhau thai, thi ¢ thi (vi du chudt tai, giu tai), dong vat
gdm nhdm (vi du chuét lang, chut ddng, chudt cbng, chudt nhit), dong vat thude bd
chudt (vi du chudt nhat), dong vt gim nhim (vi du thd), dong vat thudc bd chim (vi
dy chim), dong vét thudc b ché (vi du cho), dong vat thudc bd meo (vi du meéo), dong
vat thudc bo ngua (vi du ngya), dong vat thudce bd lon (vi du heo), dong vat thudc bo ciru

(vi du clru), dong vat thude b bo (vi du bo cai), ddng vt linh trudng, khi (vi du khi hodc
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tinh tinh), dong vat thudc bd khi (vi du khi dudi séc, khi dau chd), dong vét thudc bd tinh
tinh (vi du khi d6t, tinh tinh, dudi woi, vugn), hoic ngudi. Hon nita, d6i tuong/ddi tuong
bi bénh c6 thé & dang dang phat trién, vi du bao thai.

Theo mdt phuong 4n wu tién, di trgng/ddi tuong bi bénh 13 ngudi.
Cong thirc bao ché

Mic du hop chat HMC c6 thé dugc sir dung riéng, nhung tét hon néu sir dung hop
chét ndy duéi dang dugc phdm (vi du ché phdm, dugc phAm, thudc) chira it nhit mét hop
chit HMC theo sang ché, cing v6i mét hodc nhidu thanh phin dugc dung khéc da biét
trong linh vuc nay, bao gf‘)m chét mang dugc dung, ta dugc pha lodng, t4 duoc, ta duoc
b6 tro, ta dugc don, ta dugc dém, chét bao quan, chét chéng oxy hoa, ta dugc tron, chét
bn dinh, chit hoa tan, chit hoat dong bé mat (vi du chét 1am 4m), chét che d4u mui vi,

- ¢chit mau, chét thom, va chit lam ngot. Dugc phém nay cé thé con chira hoat chét khac,

vi dy hoat chit phong ngira hoic diéu tri khéc.

Do d6, séng ché ciing d& xuit dugc phdm nhu néu trén, va phuong phap bao ché
dugc phdm nay bao gdm budc tron it nhat mot hop chit HMC theo sang ché, cing voi
mot hogc nhiu thanh phan dugc dung khac da biét trong linh vuc ndy, vi du chét mang,
t4 dugc pha lodng, ta dugc, v.v Khi dugce bao ché & dang don vi 101 (vi du vién nén, v.v),
mdi dang don vi chira lugng x4c dinh trudce (liéu hrgng) clia hop chét nay.

~

Thuat ngit “dugc dung” dugc ding trong ban md ta dé chi hgp chit, thanh phén,
nguyén liéu, ché phim, dang bao ché, v.v, dugc st dung trong linh vuc y té, thich hop dé
sir dung tiép xic v6i mo cia dbi twong cin didu tri (vi du nguoi) khong gdy ddc tinh qua
mirc, kich tng, di img, hoic cic vin d& hodc bién chirg khéc, tuong xtng véi ty 1€ lgi
ich/nguy co i ro thich hgp. Mbi chit mang, ti duoc pha lodng, ta dugc, v.v cling phai 1a

“chit dugc dung” dudi goc dd tuong thich véi céc thanh phan con lai ctia dugc phim.

Vi du vé chit mang, ta dugc pha lodng, t4 dugc thich hop, v.v dugc mo ta trong
céc tai liéu dugc hoc chuén, vi du Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th edition,
Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1990; va Handbook of Pharmaceutical
Excipients, 5th edition, 2005.

Dugc phim c6 thé duge bao ché bing phuong phap bat ky da bibt trong linh vyuc
nay. Céc phuong phép nay bao gdm budc két hop hop chit nay véi chét mang ma chira
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mdt hodc nhiéu thanh phan bd sung. Nhin chung, dugc phdm duoc bao ché bing cach
lam ddng nhit, sau d6 két hop hop chit nay véi chat mang (vi du chit mang dang 16ng,

chét mang dang hat rin min, v.v), sau d6 tao hinh dugc phém, khi can.

Duoc phim c6 thé dugc bao ché dé tao ra tic dung giai phong nhanh hodc giai
phong tir tir, gidi phong tirc thi, giai phong cham, gidi phong theo chuong trinh, hoac giai
phong kéo dai; hoiic két hop céc cach thirc giai phong nay.

Dugc phim c6 thé dugc bao ché thich hop & dang dich 1éng, dung dich (vi
du chira nuéc, khong chira nuée), hdén dich (vi du chira nuée, khong chira nudc), nhii
tuong (vi du dau trong nude, nude trong déu), cdn thube, xird, thube t&, nude sic miéng,
thubc nho, vién nén (bao gém, vi du vién nén dugc bao), cém thudc, bot thudc, vién
ngim, keo ngdm, vién nang (bao gdm, vi du vién nang ctng gelatin va vién nang mém
gelatin), vién nhong, vién tron, dng thudc tiém, thudc tiém truyén, thudc dan, dung cu
tranh thai, rugu thube, gel thudc, bot nhao, thudc md, kem thube, thube stre, thude dau,

thude bot, thude xit, thudc phun mu, hoic thube khi dung.

Duoc phim c6 thé dugc bao ché thich hop duéi dang bing dén, cao dén, bang y té,
dd bang bo, hodac dang bao ché tuong tur ma dugce thim véi mot hodc nhidu hop chét .and
tily ¥ mot hogc nhiéu thanh phin dugc dung khac, bao gdm, vi du chit tdng cuong khé
ning hép thu, tinh thAm va kha ning tham nhép. Duoc phim ciing c6 thé duoc bao ché

thich hop & dang kem nén hoic hd nuée.

Hop chét nay co thé dugc hoa tan trong, tao hdn dich trong, hodc tron véi mot
hodc nhiéu thanh phin duoc dung khic. Hop chit nay c6 thé dugc bao ché & dang
liposom hoic céc vi hat khac dugc thiét ké dé huéng dich hop chit ndy, vi du véi céc

thanh phan cia mau hodc mdt hodc nhi€u co quan.

Dugc phim thich hop dé sir dung theo dudng udng (vi du theo dudng tidu héa)
bao gém dich 16ng, dung dich (vi du chira nuéc, khong chtra nuéc), hdn dich (vi du chua
nude, khong chira nuge), nhii twong (vi du dau trong nudc, nude trong déu), con thudc,
xird, thubc t&, vién nén, cém thudc, bot thude, vién nang, vién nhdng, vién tron, 6ng

thudc tiém, thube tiém truyén.

Dugc pham thich hgp d¢ st dung qua dudng khoang miéng bao gom nudc suc
miéng, vién ngdm, keo ngdm, cling nhu bang dan, cao dan, kem nén, va hd nudc. Vién

ngam thudng chira hop chét nay trong chit thom, théng thudng 13 sucroza va acacia hodc
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tragacanth. Keo ngdm thudng chira hop chit nay trong cbt tro, nhu gelatin va glyxerin,
hodc sucroza va acacia. Nuge sac miéng thudng chira hop chit nay trong chét mang dang

16ng thich hop.

Dugc pham thich hop d€ ngdm duéi udi bao gom vién nén, vién ngdm, keo ngim,

vién nang, va vién tron.

Dugc pham thich hop dé st dung qua dudng niém mac tiéu héa bao gdm dich
16ng, dung dich (vi du chtra nuge, khdng chira nuéc), hdn dich (vi du chira nude, khong
chira nuéc), nhii tuong (vi du diu trong nude, nude trong dau), nudc sic miéng, vién

ngam, keo ngém, ciing nhu bing dén, cao dan, kem nén, va ho nudec.

Dugc phim thich hop dé sir dung qua dudng niém mac khong ti€u hoa bao gdbm
dich l6ng, dung dich (vi dy chita nuGe, khong chira nuéc), hdn dich (vi du chira nuée,
khong chtra nuéc), nhii trong (vi du diu trong nuée, nude trong déu), thudc dan, dung cu
tranh thai, gel thudc, bot nhao, thubc md, kem thubc, thudc stre, thube dau, cling nhu

bang dan, cao dan, kem nén, va ho nudc.

Dugc phim thich hop dé st dung qua da bao gdm gel thubc, bdt nhao, thubc mé,
kem thudc, thube stre, va thudc dau, cling nhu bing dan, cao dan, bang y té, 36 bang bo,

kem nén, va ho nude.

Vién nén c6 thé dugc bao ché bang phuong phép théng thuong, vi du dip hodc
duc, tuy y véi mot hoac nhiéu ta dugc. Vién nén dip co thé c6 thé dugc bao ché béng
céch dap hop chit trong may thich hop & dang chay tu do nhur bot thube hodc cdm thude,
tlly ¥ duoc tron véi méot hodc nhibu ta duogc dinh (vi du povidon, gelatin, acacia, sorbitol,
tragacanth, hydroxypropylmetyl xenluloza); t4 dugc don hodc td dugc pha lodng (vi
du lactoza, xenluloza vi tinh thé, canxi hydro phosphat); t4 dugc tron (vi du magie
stearat, talc, silica); t4 dugc rd (vi dy natri tinh bot glycolat, povidon lién két chéo, natri
carboxymetyl xenluloza lién két chéo); chit hoat dong bé mit hodc chét phan tén hoic
chit 1am 4m (vi du natri lauryl sulfat); chit bio quan (vi du metyl p-hydroxybenzoat,
propyl p-hydroxybenzoat, axit sorbic); chit thom, chét ting cudng huong thom, va chit
1am ngot. Vién nén dic c6 thé dugc bao ché bang cich diic hdn hop chira bt hop chit
duogc 1am 4m bang ta duoc pha loang tro dang 16ng trong may dic vién thich hop. Vién
nén c6 thé tiy y dugc bao hoic tao rénh va c6 thé bio ché dé giai phong tir tir hodc c6

kiém soat hop chét theo sang ché bang cach st dung, vi du hydroxypropylmetyl
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xenluloza theo céc ty 1& phan trim khac nhau dé thu dwoc dic tinh gidi phong mong
mudn. Vién nén c6 thé tlly ¥ dugc bao bang mang bao, vi du dé tac dong dén qua trinh
giai phéng dugc chit, vi dy bao tan trong rudt, & giai phong duoc chit & hé rudt chi
khong phai ¢ da day.

Thubc mé& thudng duge bao ché tir hop chit nay va chit nén dang m& ddng tan véi

nudc hodc chat nén parafin.

Kem thudc thuong duge bao ché tir hop chét nay va kem nén dang nhii trong diu
trong nuéce. Khi cin, pha nu6c ciia kem nén c6 thé chira, vi du it nhit khoang 30% khéi
luqng/khéi lugng ruou da chire, tirc 13 ruou c¢6 hai hodc nhidu nhém hydroxy nhu
propylen glycol, butan-1,3-diol, manitol, sorbitol, glyxerol va polyetylen glycol va hén
hop cta chiing. Thong thudng, kem thudc c6 thé chira hop chit ting cudong kha ning hip
thu hodc tinh thim cua hop chét ndy qua da hoic cic ving da bi tén thuong khac. Vi du

vé cac hop chét ting cudng tinh thim qﬁa da bao gbm dimetylsulfoxit va din xuét cia né.

Nhil twong thudng duge bao ché tir hop chét nay va pha déu, c6 thé tuy y chi chira
chét nhil héa (cling dugc goi 12 chét tao nhii twong), hodc c6 thé chira hdn hop ciia it nhét
mot chét nhil héa véi chit béo hodc du hodc véi ca chit béo 13n du. TSt hon néu, chét
nhil héa thén nuée duge két hop véi chit nhii héa than ddu déng vai trd 1a chét én dinh.
Tét hon nita néu, nhii twong chira ca diu 14n chét béo. Chéit nhii héa chira hoic khong
chira chit 6n dinh tao ra sap nhii hda, va sap nhii hoa cing véi dau va/hoidc chét béo tao

ra m& nén nhil héa tao ra pha phan tin dau cia kem thudc.

Vi du vé chét nhil hoa va chét ‘cxm dinh nhii tuong bao gém Tween 60, Span 80,
rugu xetostearyic, ruou myristylic, glyxeryl monostearat va natri lauryl sulfat. Dau hoic
chét béo thich hop d& bao ché nhii tuong duoc lya chon dya trén cac dic tinh thAm m¥
mong muén can dat duge, do do hoa tan cia hop chét nay trong hau hét cac diu c6 thé
dugc sir dung trong nhii twong thudc c6 thé rit thip. Do d6, tét hon néu, kem thubc 13 ché
pham c6 thé rira duoc, khong gy nhon va khong bam dinh c6 d6 ddng nhét cao dé tranh
chdy ra khéi éng dung hoic cac dd chira khac. Cac este alkyl monobazo hoic dibazo,
mach thing hoic mach nhanh nhu di-isoadipat, isoxetyl stearat, propylen glycol dieste
clia axit béo c6 ngudn gbc tir dira, isopropyl myristat, dexyl oleat, isopropyl palmitat,
butyl stearat, 2-etylhexyl palmitat hodc hdn hgp ciia cic este mach nhanh (Crodamol
’ CAP) c6 thé dugce st dung, trong d6 butyl stearat, 2-etylhexyl palmitat va Crodamol CAP
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dugc uu tién st dung. Céc chét nay co thé duge sur dung riéng hoic két hop phu thudc
vao dic tinh thim m§ mong mudn. Theo cach khac, cac lipit c6 nhiét d0 néng chay cao
nhu parafin mém tring va/hodc parafin long hodic cac diu khoang khéc c6 thé dugce sir

dung.

Dugc phdm thich hop dé sir dung qua dudng miii, trong d6 chit mang 1a chit
mang dang 16ng, bao gém, vi du thudc xit mili, thuéc nhé mii, hodc sir dung duéi dang
thudc khi dung dugc dung trong binh xit, bao gdm dung dich nuéc hodc dung dich dau
clia hop chét nay.

- Dugc phadm thich hop dé sir dung qua duong mili, trong d6 chit mang 1 chét
mang dang rén, bao gém, vi du c4c chét mang dugc bao ché dudi dang bot thd ¢o kich c&
hat, vi du ndm trong khoang tir 20pm dén 500pm dugc sir dung bang cach hit, tirc 1a bing

c4ch hit nhanh qua 18 miii tir @ chira dung bot thudc dwoc dat & gin mii.

Duqé phim thich hop dé sir dung qua dudng hé hip (vi du bing cach hit hodc
bom) bao gdém thubc khi dung dyung trong binh c6 &p luc, str dung chit dy thich hop,
nhu diclodiflometan, tricloflometan, diclo-tetrafloetan, carbon dioxit, hodc céc khi thich

hop khéc.

Dugc pham thich hop @ sir dung & mét bao gbm thubc nhé mét, trong d6 hop chit
nay dugc hoa tan hodc tao'h(:)n dich trong chét mang thich hop, ddc biét 12 dung m6i chira

nuée cho hop chit nay.

Dugc pham thich hop dé sir dung qua dudng truc trang c6 thé dugc bao ché duéi
dang thube dan chira chit nén thich hop chua, vi du dau tw nhién hodc diu ddc, sap, chét
béo, rugu da chirc dang 16ng hodc rugu da chirc dang ban 1éng, vi du bo cacao hoic

salixylat; hoic duéi dang dung dich hozc hdn dich dé diéu trj bang cach thut rira.

| Dugc phdm thich hop dé sir dung qua dudng 4m dao co thé dugce bao ché dudi
dang dung cu tranh thai, bang vé sinh, kem thudc, gel thuéc, bot nhao, thuée bot hodc
thudc xit chira hop chét nay, va chét mang thich hop da biét trong linh vuc nay.

Dugc phadm thich hgp @ sir dung theo dudng tiém truyén (vi du theo dudng ti€ém),
bao gém dich 1ong v6 tring, khong chira chit gy sét, ding trwong, chira nude hodc
khong chira nuéc (vi du dung dich, hdn dich), trong do6 hop chét nay dugc hoa tan, tao

- hén dich, hodc bao ché theo cach khac (vi du trong liposom hodc cac vi hat khac). Dich
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tiém c6 thé con chira thanh phan duoc dung khac, nhu chit chéng oxy hoéa, ta duoc dém,
chét bao quén, chit 8n dinh, chét diét khuén, chit giy thAm én dinh, chit 1am dic, va céc
chét hoa tan dé 1am ding trrong dugc phdm véi mau (hodc cc chit dich khac cia co thé)
cua dbi tuong can sir dung. Vi du vé t4 dugc bao gém, vi du nuédc, ruou, ruou da chic,
glyxerol, dau thuc vat, va ta duoc twong tu. Vi du vé chit mang déng trwong thich hop dé
sir dung trong duoc phidm tiém truyén bao gdbm dung dich natri clorua pha tiém, dung
dich Ringer, hodc dung dich pha tiém Lactat Ringer. Thong thuong, ndéng do hop chit
nay trong dich tiém nim trong khoang tir Ing/mL dén 10pg/mL, vi du nim trong khoang
tir 10ng/mL dén 1pg/mL. Dugc phidm c6 thé dung trong db chira kin don liéu hoic da
lidu, vi du 6ng thudc tiém va lo thubc, va c6 thé duge bao quan trong didu kién dong kho
(lanh d6ng) chi cin bd sung chit mang dang 16ng v trung, vi du nuéc pha tiém, ngay
trude khi st dung.lDung dich tiém va hdn dich tiém dé pha ché tai chd c6 thé duogc bao

ché tir bot thudce, com thude, va vién nén vo trung.
Licu lugng

Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh virc nay s& hiéu rang liéu lrong thich hop
ctia hop chit HMC, va ché phim chira hop chit HMC, c6 thé thay dbi theo timg bénh
nhan. Viéc x4c dinh lidu luong t&i wu 13 dé 1am can bang loi ich diéu tri liéu va nguy co
rii ro hodc tic dung khong mong mubn nghiém trong bit ky. Lidu luong dugc chon sé
phu thudc vao nhidu yéu t6 bao gdm hoat tinh cia hop chdt HMC cu thé, duong dua
thudc, thoi gian str dung, tdc do thai trir hop chit HMC, thoi gian diéu tri, dugc chét, hop
chét, va/hodc hoat chét khac dugc sir dung két hop, mirc d nghi€ém trong cda bénh, va
loai, gi6i tinh, 49 tudi, can ning, tinh trang bénh, tinh trang stc khoe chung, va tién sir
trude khi diéu tri ciia dbi twong bi bénh. Luong hop chit HMC va dudng dua thube s&
dugc quyét dinh béi bac si didu tri, bac sT thu y, hodc nhan vién y té, mic di nhin chung
lidu lugng s& duge chon dé dat dugce cac néng d6 khu tra & vi tri tdc dung dé thu dugc tac
dung mong mubn va khéng gay ra cac tac dung khéng mong mudn nghiém trong hoic c6
hai.

Hop chét theo sang ché c6 thé duoc st dung dudi dang mot lidu, lién tuc hoic
khong lién tuc (vi du & cac liéu dugc chia trong khoang thoi gian thich hop) trong sudt -
qué trinh diéu tri. Phwong phap xé4c dinh liéu lugng st dung va dudng dua thude tbi uu
nhét 12 da biét trong linh vuc nay va s& thay dbi theo duge pham duoc sir dung dé didu tri,
muc dich didu tri, t& bao dinh cin didu tri, va dbi twong cin diéu tri. Viéc st dung don
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li€u hodc da liéu c6 thé dugc thuc hién vdi muac liéu va dang bao ché dugc chon bdi bac

st diéu tri, bac si thl y, hodc nhéan vién y té.

Nhin chung, liéu lugng thich hop cia hop chit HMC nim trong khoang tir 50ug
dén 20 mg (t6t hon néu ndm trong khoang tir 100ug dén 10 mg)/kg thé trong cua dbi
tugng/ngdy. Pé st dung qua duong hod hép (vi du bing cach hit), lidu lugng thich hop
" nam trong khoang tir 50 ng dén 1 mg /kg thé trong cua dbi tugng/ngiy. Khi hop chét nay
12 mudi, este, amit, tién dugc chit hodc dang tuong tu, lugng str dung dugc tinh toan dua

trén hop chét gbc va do d6 trong lurong thyc té duge st dung dugc ting 1€n trong ing.
Vi du thye hién sing ché
Vi du téng hop

~ Phuong phap tong hop hop chit HMC dugc md ta trong sang ché. Cac phuong
phap ndy va/hodc cic phuong phap di biét khac (vi du, xem Greigetal., 2010a;
Bahmanyar et al., 2010) c6 thé duoc cai tién va/hodc cai bién theo céc cach thirc di biét

dé tao ra phuong phép téng hop thay thé hodc cai thién.
Vi du tdng hop 1

(1r,4r)-4-arhino- 1-metylxyclohexan-1-ol

CH,
OH

Paladi hydroxit (hdn dich nudc 50%; 2,0g) dugc b sung vao dung dich duogc
khudy chtra (1r,4r)-4-(dibenzylamino)-1-metylxyclohexanol (7,5g, 24,2mmol) trong
metanol (100mL) trong ndi hip dung tich 300mL. Nbi hép dugc nap véi hydro (50atm;
khoang 5MPa) va gia nhiét & nhiét do 80°C trong 24 gid. Hon hop thu duoc duge 1am
nguc}i va chét xtc tac dugc loc loai bé. Dich loc dugc bd sung try lai vao ndi hép va

paladi hydroxit (hén dich nuée 50%; 3,0g) duge bd sung vao. Noi hip duge nap véi khi
‘ hydro. (50atm; khoang 50MPa) va gia nhiét & nhiét do 80°C qua dém. Hon hop thu dugc
" dugc 1am ngudi va loc qua dém xelit va dich loc dugc ¢ dé thu dugc hop chit mong

mudn duéi dang gom rin mau tring nhat (3,2 g, dinh lugng).

'"H NMR: (400 MHz; CDCl;) § 2,86-2,76 (1H, m), 1,84-1,76 (2H, m), 1,75-1,63
(2H, m), 1,55-1,43 (2H, m), 1,30-1,17 (5H, m).
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Vi du tdng hop 1A

(1s,4s)-4-amino-1-metylxyclohexan-1-ol

Chs

OH

Bén mé twong dwong chira (1s,4s)-4-dibenzylamino-1-metylxyclohexan-1-ol (khdi
lugng mdi mé 1a 15g, tong cong 60g) duge khir nhém benzyl riéng r& nhu sau: bd sung
10% paladi hydroxit (15g, 50% chit xtic tic 4m) vao (Is,4s)-4-dibenzylamino-1-
metylxyclohexan-1-ol (15g, 193,9mmol) trong etanol (450mL). Hon hop phan tmg duoc
suc v6i khi nito, sau d6 bing khi hydro va khudy trong diéu kién khi hydro trong 16 gio &
nhiét do phong. Dung dich thu dugc dugc loc qua dém xelit va dém ndy dugc tiép tuc rira
béng etyl axetat. Dich loc tir toan bd bdn mé dugc thu gom va 1am bay hoi trong didu
kién ap sudt giam dé thu dugc hop chit mong mubn (23 g, hidu suat 91,8%). Hop chét nay

dugce st dung trong budc tiép theo ma khong cin tinh ché thém.

"H NMR (400 MHz, CDCl;) &: 2,6 (m, 1H), 1,74-1,56 (m, 4H), 1,5-1,3 (m, 7H),
1,21 (s, 3H).

Vi du téng hop 2

4-brom-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)benzensulfonamit

' CHj
H “OH

biisopropyletylamin (24mL, 137,8mmol) dugc bd sung vao dung dich chira

(@)

|
0]

==

(1r,4r)-4-amino-1-metylxyclohexanol (3,6g, 27,86mmol) trong diclometan (150mL) va
hdn hop phan tmg duoc lam lanh dén nhiét d6 0°C. 4-brombenzen-1-sulfonyl clorua
(7,83g, 30,6mmol) dugc bd sung vao dudi dang chit rin va hdn hgp phan tng duoc
khudy & nhiét d6 phong trong 4 giv. Hon hop phan ung dugc trung hoa bang axit
hydrocloric 1M va hop chét thu dugc dugc chiét vao diclometan. Pha hitu co dugc phan
tach, 1am khd bing natri sulfat va cd trong diéu kién 4p suit giam. Phin cén thu duogc

dugc rira bang pentan, loc va 1am khé dé thu dugc hop chit mong muén (7g, 72%).
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'H NMR: (400 MHz; CDCLy) 3 7,74 (2H, d), 7,65 (2H, d), 4,77-4,61 (1H, m),
3,33-3,23 (1H, m), 1,85-1,75 (2H, m), 1,63-1,51 (2H, m), 1,49-1,30 (4H, m), 1,20 (3H,
_8).

LCMS: (Thoi gian chay mau: 3,5 phut): Thoi gian luu: 1,33 phit (97%, MS (ESI)
m/z 346 (M-H)").

Vi du téng hop 3

N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-

dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit

0, | CHj
O
0 H OH

Dung dich chua 4-brom-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-
metylxyclohexyl)benzensulfonamit (9g, 25,8mmol), 4,4,4'4')5,5,5',5"-octametyl-2,2'-

=0

bi(1,3,2-dioxabolan) (9,87g, 38,9mmol) va kali axetat (7,6g, 77,5mmol), trong toluén
(50mL) dugc dudi khi bing argon trong 10 phat. [1,1-bis(diphenylphosphino)
ferocen]diclopaladi(Il) (1,8g, 2,5mmol) dugc bd sung vao va hdn hop phan tng dugc
dudi khi thém 10 phit nira va khudy & nhiét d6 100°C trong 4 gid. Dung mbi dugce lam
bay hoi trong diéu kién 4p sut giam va hop chét thu dugc dugc chiét vao etyl axetat. Pha
hitu co duge phan tach, 1am khé bang natri sulfat va c6 trong diu kién ap suat giam dé
thu dugc hop chit mong muébn (8g, 78%) MS (ESI) m/z 394 (M-H)"). Déi véi cac mé
trén quy mé 16n, hop chit nay dugc sir dung ma khong can tinh ché thém. Khi thyc hién
phuong phép tdng hop nay trén quy mé nhd, phin cén dugc bd sung vao ete, loc va dich

loc duge ¢ dé thu dugc hop chit mong muén.
Vi du tdng hop 4

4-(3,5-diclopyridin-2-yl)-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-
metylxyclohexyl)benzensulfonamit (HMC-N-03-A)

Cl

SN
O:T:O

Iz
o" ;o
T £

Cl
\N
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Hon hop chira dioxan va nude (3:1; 20mL) dugce dudi khi. 2,3,5-triclopyridin
(1,65g, 9,0mmol), N-((Ir,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit (1,8g, 4,6mmol), K,COs (1,24g, 9,0mmol) va [1,1-
bis(diphenylphosphino)ferocen]diclopaladi(IT) (257mg, 0,35mmol) dugc bd sung vao va
hén hop phan tng dugc khudy & nhiét @6 120°C trong 16 vi séng trong 3 gio. Hén hop
phan tg dugc o, pha lodng bing etyl axetat va rira bang nudc. Dich chiét hitu co dugc
1am kho (MgSO,) va c¢b dé thu dugc phin cén thd duoc tinh ché bing phuong phap sic
ky cot nhanh (rira giai bang etyl axetat & gradien ndng do ndm trong khoéang tir 40% dén
50% trong heptan). Hop chét nay dugc tiép tuc tinh ché bang cach két tinh ba lan (etyl
axetat/heptan) dé thu dugc hop chét mong mudn (284mg, 15%). 'H NMR: (400 MHz;
CDCl) 6 8,59 (1H, m), 7,97 (2H, d), 7,92-7,85 (3H, m), 4,62-4,55 (1H, m), 3,38-3,28
(1H, m), 1,92-1,76 (2H, m), 1,8-1,35 (7H, m), 1,22 (3H, s).

LCMS: pha dong A: dung dich nuéc chira 0,05% axit trifloaxetic, pha dong B:
dung dich axetonitril chira 0,05% axit trifloaxetic; Cot: YMC ODS A, C18 (50X4,6mm)
3uM; Téc @ dong: 1,2ml/phut; Nhiét do: nhiét do moi trudng. Thoi gian chay miu: 4,5

phut - dung moi khéi dong 20:80 B:A dugce ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 3 phut

dau, giit & 95:5 B:A trong 0,5 phit, sau d6 dua trd lai ngay dén 20:80 B:A trong 1,5 phut
cubi. Thoi gian lwu: 2,50 phat, m/z 415 (M+H)".

Vi du téng hop 5

4-(3,5-diflopyridin-2-y1)-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-
metylxyclohexyl)benzensulfonamit (HMC-N-02-A) |

F

,1
]
NN
OZCIDZO
Iz
o™ ;o
T &

Dung dich dugc khudy chira dioxan va nude (9:1; 100mL), N-((1r,4r)-4-hydroxy-
4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit
(20g, 50,6mmol), 2-brom-3,5-diflopyridin (14,73g, 75,94mmol) va natri carbonat
(10,73g, 101,2mmol) dugc dudi khi bing argon trong 10 phat. [1,1-
bis(diphenylphosphino) ferocen] diclopaladi(Il) (3,7g, 5,06mmol) dugc bd sung vao va
hén hop phén tmg dugc dudi khi thém 10 phit nira va khudy & nhiét do 110°C trong 6

gio. Dung mdi dugc 1am bay hoi trong diéu kién 4p suét giam va hop chét thu duge duge

-50-



21356

chiét vao etyl axetat. Pha hiru co dugc phén tach, 1am kho bing natri sulfat va co trong
diéu kién 4ap suét giam. Phin cén duoc tinh ché bang phuong phép sic ky cot silicagel va
phéan doan mong mubn dugc cd dén thé tich t6i thidu, sau d6 loc. Phin cén thu duoc duoc
rira bang 20% etyl axetat trong hexan, sau d6 biang n-pentan dé thu duoc hop chét mong
mudn (8g, 41%).

'HNMR: (400 MHz; metanol-d;) § 8,54 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 8,11 (d, J = 8,2 Hz,
2H), 7,99 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,74 (m, 1H), 3,20 (m, 1H), 1,83 - 1,27 (m, 8H), 1,18 (s,
3H).

LCMS: pha dong A: dung dich nudc chira 10mM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Toc d6 dong: 1,4mL/phut. Thoi gian chay miu: 4,5 phiit - dung moéi
khoi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 1,75 phut diu, giit & 95:5
B:A trong 1 phut, gidm tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 1,25 phut va giit & 30:70 B:A
trong 0,5 phiit cudi. Thoi gian hru 1,88 phut, m/z 381 (M-H)".

Vi du téng hop 6

4'-clo-2'-xyano-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)biphenyl-4-sulfonamit

(HMC-C-01-A)
ﬁ ”3
S—
1l H H

Dung dich dugc khudy chira dioxan va nuée (9:1; 100mL), N-((1r,4r)-4-hydroxy-

o

4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit

(12g, 30,4mmol), 2-brom-5-clobenzonitril (9,86g, 45,5mmol) va natri carbonat (6,44g,
60,8mmol) dugc dudi khi bing argon trong 10 phut. [1,1-bis(diphenylphosphino)ferocen]
diclopaladi(Il) (2,21g, 3,0mmol) dugc bd sung vao va hdn hop phan tmg dugc dudi khi
thém 10 phit nita va khudy & nhiét 46 110°C trong 6 gio. Dung mdi dugc lam bay hoi
trong didu kién 4p suit gidm va hop chét thu dtch dugc chiét vao etyl axetat. Pha hitu co
dugc phan tach, 1am kho bing natri sulfat va co trong diéu kién 4p suét giam, sau d6 bing
rira hai 14n bing n-pentan va 1am kho trong diéu kién chan khong & nhiét 9 nim trong

khoéng tir 45°C dén 50°C dé thu dugc hop chit mong muén (5.7g, 46,5%).
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'H NMR (400 MHz, metanol-d;) & 8,01 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,95 (m, 1H), 7,83-
7,74 (m, 3H), 7,64 (d, ] = 8,5 Hz, 1H), 3,25 - 3,17 (m, 1H), 1,8-1,54 (m, 4H), 1,47-1,34
(m, 4H), 1,18 (s, 3H).

LCMS: pha dong A: dung dich nudc chira 10mM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phit. Thoi gian chay mau: 4,5 phit - dung moi
khéi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2,5 phit diu, gitt & 95:5
B:A trong 0,5 phiit, gidm tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 1 phut va giit & 30:70 B:A trong
0,5 phut cudi. Thoi gian lru 2,167 phut, m/z 403 (M-H)".

Vi dy téng hop 6A

4'-clo-2'-xyano-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)biphenyl-4-sulfonamit
(HMC-C-01-A)

CN
LR A

BS sung (1r,4r)-4-amino-1-metylxyclohexan-1-ol duoc nghién min (123,7 g,
0,957mol) va diclometan (2400mL) vao binh phan Ung dung tich 10L. Trietylamin
(534mL, 3,830mol) dugc bd sung nhé giot vao. Hon dich thu dugc dugce 1am lanh dén
nhi¢t d6 nhd hon 5°C va 4-(4-c10-2-xyanophenyl)benzen-1-su1fonyl clorua (298,9¢,
0,957mol) trong diclometan (768mL) dugc bd sung nho giot vao va duy tri nhiét do phan
tng nhd hon 25°C. Hon hop phén tmg duqc dé 4m dén nhiét do phong va khudy trong 40
gi®. Hon hop phéan tmg dugc 1am lanh dén nhiét d6 nhé hon 10°C va dung dich nudc axit
hydrocloric 2M (2090mL) dugc bd sung nhé giot vao ddng thoi duy tri nhiét do phan ng
nhd hon 25°C (quan sat thdy nhiét toa ra va khéi tring). CAc pha dugc phén tach va pha
hitu co duge rira bang nuée (2090mL). Pha hitu co duge 1am kho bing magie sulphat

‘khan, loc, va phén cin dugc rira b%mg diclometan (2 x 50mL)., sau d6 dich lgc thu gom
~dugc dugce tron v6i hop chit thd thu duoc tir phan tmg trén quy mé nhé cuia 4-(4-clo-2-
xyanophenyl)benzen-1-sulfonyl clorua (50g) va (1r,4r)-4-amino-1-metylxyclohexan-1-ol,
va toan bd cac chit thu gom dugce duge hép thu truc tiép 1én silica (800g). Hon hop nay
dugc tinh ché bing phuong phap sic ky cot silica (8000g), rira giai ban diu bing etyl
axetat : diclometan 20:80, sau d6 1an luot bing hén hop etyl axetat : diclometan 30:70,
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40:60, 50:50, sau d6 bang riéng etyl axetat. Cac phan doan chira hop chit mong muén
duogc két hop va c6 dé thu duge chit rin mau vang. Hop chit nay dugc 1am kho trong 10
chan khong qua dém & nhiét d6 40°C dé thu dugc hop chit mong mudn (406,8g; hiéu
suét tdng cong bang 88%). Két qua phan tich NMR cho thiy hop chét niy c6 d6 tinh
khiét >97%.

'H NMR: (270 MHz; CDCL;) § 8,02 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,78 (d, J = 2 Hz, 1H),
7,73-7,63 (m, 3H), 7,49 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 4,89 (d, J = 7 Hz, 1H), 3,38 (m, 1H), 1,98-
1,75 (m, 2H), 1,75-1,3 (m, 7H, m), 1,23 (s, 3H).

HPLC: pha déng A: nu6c tinh khiét + 0,1% axit trifloaxetic, pha déng B:
axetonitril + 0,1% axit trifloaxetic; Cot: Fortis C18 4,6 x 150mm; 3uM; Tbc @6 dong:
1,0mL/phtit. Thoi gian chay miu: 30 phit - dung mdi khéi dong 5:95 B:A dugc ting
tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 15 phiit du, giir & 95:5 B:A trong 15 phit cudi. Thoi gian
lwu 12,0 phut. Khéi phd: Bruker Esquire 3000 Plus Ion Trap MS; Do phén cuc ion
duong, ESI: m/z 403 (M-H)".

Vi du téng hop 7

4'-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-2'-(triflometyl)biphenyl-
4-sulfonamit (HMC-C-02-A)

Dung dich duoc khudy chira dioxan va nuée (9:1; 100mL), N-((1r,4r)-4-hydroxy-.

4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-

yl)benzensulfonamit-yl)benzensulfonamit (20g, 50,6mmol), 1-brom-4-flo-2-
(triflometyl)benzen (18,45g, 75,9mmol) va natri carbonat (10,73g, 101,2mmol) duogc
dudi khi bang argon trong 10 pht. [1,1-bis(diphenylphosphino)ferocen]diclopaladi(II)
(3,7g, 5,06mmol) dugc bd sung vao va hdn hop phan tmg dugc dudi khi thém 10 phuat
nita va khudy & nhiét 49 110°C trong 6 gid. Dung méi duoc 1am bay hoi trong diéu kién
ap sut giam va hop chét thu dugc duoc chiét vao etyl axetat. Pha hiru co dugc phan tach,
1am kho bing natri sulfat va cd trong diéu kién 4p suét giam. Phén cén duoc tinh ché

bing phuong phép séc ky cot silica gel va cac phan doan chira hop chit mong muén dugc
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¢d, sau d6 loc. Phan cin thu duogc dugc rira béng thé tich tdi thiéu diclometan, sau d6
bang rira hai 14n bing n-pentan va 1am kho trong didu kién chan khong & nhiét do nim

trong khoang tir 45°C dén 50°C dé thu dugc hop chit mong mubn (10,2g, 47%).

'H NMR (400 MHz, metanol-d,) & 7,93 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,59 (d, J =9,2 Hz,
1H), 7,51 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,46 (d, J = 6,6 Hz, 2H), 3,20 (m, 1H), 1,79 - 1,51 (m, 4H),
1,49 - 1,30 (m, 4H), 1,18 (s, 3H).

LCMS: pha dong A: dung dich nudc chira 10mM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc dd dong: 1,4mL/phit. Thoi gian chay mau: 4,5 phut - dung moi
khoi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 1,75 phut dau, giit & 95:5
B:A trong 1 phit, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 1,25 phat va giit & 30:70 B:A
trong 0,5 phit cubi. Thoi gian luu 2,16 phit, m/z 430 (M-H)".

Vi du téng hop 8

2’ 4°,6’-triflo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)bipheny!l-4-sulfonamit

(HMC-C-03-A)
F
ﬁ CH,
~ O
8 H OH
F

Hon hgp chita dioxan va nuéc (3:1; 20mL) dugc dudi khi. 1-brom-2.4,6-
triflobenzen (1,91g, 9,Immol), N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-
tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit (1,8g, 4,6mmol), K,CO; (1,24g,
9,0mmol) va [1,1-bis(diphenylphosphino)ferocen]diclopaladi(Il) (257mg, 0,35mmol)
dugc bd sung vao va hdn h()p phan g dugc khudy & nhiét ¢ 120°C trong 10 vi song
trong 3 gid. Hon hop phan tmg dugc o, pha lodng bing etyl axetat va rira bing nudc.
Dich chiét hiru co dugc 1am khé (MgSO,) va ¢ dé thu dugc phin cin thd duge tinh ché
béng phuong phép sic ky cot nhanh (rira giai bing etyl axetat & gradien ndéng do nim
trong khoang tir 40% dén 50% trong heptan). Hop chit nay dugc tiép tuc tinh ché bang
phuong phéap két tinh (etyl axetat/heptan) dé thu dugc hop chét mong mudn (620mg,
34%).
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'H NMR: (400 MHz; CDCl3) & 7,95 (d, 2H), 7,58 (d, 2H), 6,80 (t, 2H), 4,62-4,52
(m, 1H), 3,41-3,30 (m, 1H), 1,91-1,81 (in, 2H), 1,66-1,34 (m, 6H), 1,22 (s, 3H).

LCMS: pha dong A: dung dich nuéc chta 10mM amoni format + 0,1% amoniac,
pha ddng B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phut. Thoi gian chay mau: 5,5 phut - dung moi
- khéi dong 30:70 B:A duoc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2,5 phut dau, gitt & 95:5
B:A trong 1 phut, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 1,5 phut va giit & 30:70 B:A trong
0,5 phut cubi. Thoi gian lru 2,40 phit m/z 400 (M+H)".

Vi du tdng hop 9

4-brom-3-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)benzensulfonamit

Diisopropyletylamin (20mL, 116,2mmol) dugc bd sung vao dung dich chira
(1r,4r)-4-amino-1-metylxyclohexanol (3g, 23,2mmol) trong diclometan (ISCmL) va hén
hop phan tmg dugc 1am lanh dén nhiét d6 0°C. 4-brom-3-flobenzen-1-sulfonyl clorua
(6,98, 25,5mmol) duge bd sung vao dudi dang chit rin va hén hop phan img dugc
khudy & nhiét dd phong trong 4 gid. HOn hop phan tmg dugc trung hoa bing axit
hydrocloric 1M va hgp chét thu dugc dugc chiét vao diclometan. Pha hiru co dugc phan
tach, 1am khé bing natri sulfat va c6 trong diéu kién 4p sudt giam. Phin cén thu dugc
dugc rira bang n-pentan, loc va lam khé dé thu dugc hop chit mong muébn (7g, 82%).
MS (ESI) m/z 368 (M+H)").

Vi du tong hop 10

3-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-

dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit
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Dung dich dugc khudy chira toluen (50mL), 4-brom-3-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-
metylxyclohexyl)benzensulfonamit (9g, 24,6mmol), 4,4,4'4'5,5,5',5'-octametyl-2,2'-
bi(1,3,2-dioxabolan) (9,33g, 36,7mmol) va kali axetat (7,23g, 73,7mmol) dugc dudi khi
bang argon trong 10 phit. [1,1-bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(Il) (1,8g,
2,5mmol) duge bd sung vao va hdn hop phan tmg duge dudi khi thém 10 phut nita va
khudy & nhiét d6 110°C trong 4 gid. Hén hop phan tmg dugc 1am ngudi dén nhiét do
phong va loc qua dém xelit. Pha hitu co dugc phén tach, 1am kho bing natri sulfat va c¢o
trong diéu kién 4p suét giam @& thu duoc hop chit mong mudn (10g, 98%). Dbi vai cac
mé trén quy mé 16n, hop chit nay dugc sir dung ma khong cin tinh ché thém. Khi thuc
| hién phuong phép téng hop nay trén quy mé nhd, phin cin dugc bd sung vao ete, loc va

dich loc dugc c6 dé thu duoc hop chit mong mudn. MS (ESI) m/z 412 (M-H)".
Vi du tdng hop 11

4-(3,5-diflopyridin-2-y1)-3-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-
4-metylxyclohexyl)benzensulfonamit (HMC-N-01-A)

Dung dich dugc khudy chira dioxan (50mL), 3-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-
metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit (18g,
43,6mmol), 2-brom-3,5-diflopyridin (12,68g, 65,37mmol) va caesium carbonat (35,52¢,
109,0mmol) dugc dudi khi bing argon trong 10 phit. [1,1-bis(diphenylphosphino)
ferocen]diclopaladi(IT) (3,2g, 4,4mmol) duge bd suhg vao va hén hop phan tng duge
dudi khi thém 10 phut nita, sau d6 khudy & nhiét d6 110°C trong 6 gir. Dung méi dugc
1am bay hoi trong diéu kién 4p suit giam va hop chét thu duge duge chiét vao etyl axetat.
Pha hitu co dugc phan téch, 1am kho bang natri sulfat va co trong diéu kién 4p suét giam.
Phén cén dugc tinh ché bing phuong phap sic ky cot silica gel, sau d6 bing rira bing

n-pentan dé thu dugc hop chit mong muébn (8,19g, 47%).

~ 'H NMR (400 MHz, metanol-ds) 5 8,55 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,87 - 7,71 (m, 4H),
3,24 (m, 1H), 1,8-1,7 (m, 2H), 1,66-1,55 (m, 2H), 1,51 - 1,34 (m, 4H), 1,19 (s, 3H).
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LCMS: pha dong A: dung dich nuéc chira SmM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phit. Thoi gian chay mau: 4,5 phut - dung moi
khéi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2,5 phut ddu, giit & 95:5
B:A trong 0,5 phtit, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 1 phit va giit & 30:70 B:A trong
0,5 phut cudi. Thoi gian luu 1,88 phit, m/z 399 (M-H)".

Vi du téng hop 12

4-(3,5-diclopyridin-2-yl)-3-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-
4-metylxyclohexyl)benzensulfonamit (HMC-N-04-A)

e

Dung dich chia 3-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-
tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit ~ (0,338g,  0,82mmol)  trong
dimetoxyetan (10mL) dugc suc véi argon trong 15 phut. 2-brom-3,5-diclopyridin
(0,185g, 0,82mmol) va natri carbonat (0,175g, 1,65mmol) trong nuéc dugc bd sung vao
va dudi khi bing argon trong 30 phit. [1,1-bis(diphenylphosphino)ferocen]
diclopaladi(II) (0,12g, 0,16mmol) dugc bd sung vao va hdn hop phan tmg duge dudi khi
thém 10 phut nita, sau d6 khudy & nhiét d6 80°C trong 2 giv. Hon hop phan ng dugc
1am ngudi va loc qua dém xelit. Dung mdi dugc 1am bay hoi trong didu kién 4p suét giam
va phan cén duoc tinh ché bing phuong phap séic ky cdt silica gel bang 50% etyl axetat
trong hexan dé thu duoc hop chit mong mudn (0,04g, 11%).

'H NMR (400 MHz, metanol-d) § 1,19 (3H, s), 1,33 - 1,52 (4H, m), 1,54-1,66
(2H, m), 1,69 - 1,82 (2H, m), 3,25 (1H, m), 7,68 (1H, m), 7,75 (1H, m), 7,82 (1H, m),
8,20 (1H, d, T=2,1 Hz), 8,65 (1H, d, J = 2,1 Hz).

LCMS: pha dong A: dung dich nuéc chira 10mM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc do dong: 1,2mL/phit. Thoi gian chay miu: 5 phut - dung méi
khoi dong 35:65 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2,5 phut dau, gitr & 95:5
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B:A trong 1,3 phit, giam ngay dén 35:65 B:A trong 1,2 phut cubi. Thoi gian luu 2,59
phut, m/z 431 (M-H)".

Vi du téng hop 13

4'-clo-2'-xyano-N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-[1,1'-biphenyl]-4-

sulfonamit (HMC-C-01-B)
CN
CHs
-0 hCx
H-. OH

Dung dich chira N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-

O=wn=0

1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit (17g, 43,0mmol), 2-brom-5-clobenzonitril
(14g, 64,7mmol), va natri carbonat (9,1g, 86mmol) trong hdn hop chira dioxan va nuéc
(240mL, 9:1) dugc dudi khi bing argon trong 10 phat. [L,1-
bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(Il) (3,14g, 4,3mmol) dugc bd sung vao va
hén hop phan tmg dugc dudi khi thém 10 phit nita. Hn hop phan tng dugc gia nhiét &
nhiét d6 110°C trong 6 gis. Dung mdi dugc 1am bay hoi trong didu kién 4p suét giam,
nuée dugc bd sung vao, va hop chit thu dugc duge chiét trong etyl axetat. Pha hitu co
dugc phan tach, 1am kho bang natri sulphat va c6 trong diéu kién 4p suét giam. Phén cin
duoc tinh ché bang phwong phéap séc ky cot silica éel c6 kich ¢& nam trong khoéng tir riy
s6 100 dén ray sb 200 v6i dung mdi rira giai 1 20-40% etyl axetat trong hexan. Cac phan
doan chira hop chit mong mubn dwoc cd dén thé thich bang 1/10 (85mL), sau d6 loc.
Phén cin thu dugc dugce rira bang 20% etyl axetat trong hexan, sau d6 bing n-pentan dé

thu dugc hop chit mong mubn. Hiéu suét: 5,8g, 33% (qua hai cong doan).

'H NMR (400 MHz, Cloform-d) & 8,04 - 7,97 (m, 2H), 7,79 (d, J = 2,2 Hz, 1H),
7,69-7,64 (m, 3H), 7,48 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,45 (d, J = 8 Hz, 1H), 3,3-3,15 (br, 1H),
1,74 - 1,51 (m, 6H), 1,45-1,35 (m, 2H), 1,20 (s, 3H), 1,00 (s, 1H).

LCMS: pha dong A: dung dich nuéc chira SmM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha ddng A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phat. Thoi gian chay mau: 4,5 phut - dung méi
khéi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2 phut dau, gitr & 95:5
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B:A trong 1,5 phut, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 0,5 phit va giit & 30:70 B:A
trong 0,5 phit cubi. Thoi gian hru 2,62 phat m/z 403,30 [M-1].

Vi du tdng hop 14

4'-flo-N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-2'-(triflometyl)-[1,1'-biphenyl]-4-
sulfonamit (HMC-C-02-B)

Dung dich chira N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit (13,5g, 34,1mmol), 1-brom-4-flo-2-
(triflometyl)benzen (12,45g, 51,2mmol), va natri carbonat (7,24g, 68,3mmol) trong hon
~hgp chira dioxan va nuéc (230mL, 9:1) duge dudi khi bing argon trong 10 phut. [1,1-
bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(Il) (2,49g, 3,4mmol) dugc bd sung vao va
hdn hop phan tng dugc dudi khi thém 10 phut nita. Hén hop phan tmg dugc gia nhiét &
nhiét 4 110°C trong 6 gid. Dung mdi duge 1am bay hoi trong diéu kién 4p suét giam,
‘nuéc duge bd sung vio, va hop chit thu duge dugc chiét trong etyl axetat. Pha hitu co

duge phén tach, 1am khé bang natri sulphat, va ¢ trong diéu kién 4p suét giam. Phan cén
duoc tinh ché bang phuong phép sic ky cot silica gel c6 kich co ﬁﬁm trong khoang tir ray
56 100 dén ray sb 200 v6i dung méi rira giai 1a 20-40% etyl aketat trong hexan. Cac phan
doan chira hop chit mong mudn dugc c6 dén thé thich b?lng 1/10 (80mL), sau d6 loc.
Phén cin thu dugc duge rira bing 20% etyl axetat trong hexan, sau d6 bing n-pentan dé

thu dugc hop chit mong mudn. Hiéu sudt: 5,6g, 20% (qua hai cong doan).

'H NMR (400 MHz, Cloform-d) & 7,97 - 7,88 (m, 2H), 7,52 - 7,40 (m, 3H), 7,31
(dd, J = 7,0, 2,4 Hz, 2H), 4,40 (d, ] = 8,0 Hz, 1H), 3,25-3,12 (br, 1H), 1,70-1,50 (m, 6H),
1,45-1,33 (m, 2H), 1,20 (s, 3H), 1,00 (bs, 1H).

LCMS: pha ddng A: dung dich nuéc chira 5SmM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phat. Thoi gian chay mau: 4,5 phut - dung moi
khéi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2 phit du, gitt & 95:5
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B:A trong 1,5 phut, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 0,5 phut va gitt & 30:70 B:A
trong 0,5 phiit cubi. Thoi gian luu 2,79 phit m/z 430 [M-1].

Vi du tdng hop 15

2' 4',6'-triflo-N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-[1,1'-biphenyl]-4-

sulfonamit (HMC-C-03-B)
F
Q CHs
O CX
: o) OH
F

Dung dich chira N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit (15g, 37,9mmol), 2-brom-1,3,5-triflobenzen
(12g, 56,9mmol), va natri carbonat (8,03g, 75,8mmol) trong hdn hop chtra dioxan va
nudc  (250mL, 9:1) dwgc dudi khi bing argon trong 10 phat. [1,1-
bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(Il) (2,77g, 3,8mmol) dugc bd sung vao va
hén hop phan tng dugc dudi khi thém 10 phut nira. Hdn hop phan tmg dugc gia nhiét &
nhiét o 110°C trong 6 gid. Dung méi duge 1am bay hoi trong diéu kién 4p suét giam,
nuée duge bd sung vao, va hop chét thu duge duge chiét trong etyl axetat. Pha hiru co
dugc phan tach, 1am khd bing natri sulphat va co trong diéu kién 4p suit giam. Phin cén
dugc tinh ché bang phuong phép sic ky cot silica gel c6 kich c& ndm trong khoang tir ray
s6 100 dén ray sb 200 v6i dung méi rira giai 12 20-40% etyl axetat trong hexan. C4c phan
doan chtra hop chit mong mudn duoc cd dén thé thich bang 1/10 (90mL), sau dé loc.
Phén cén thu duge dugc ria bing 20% etyl axetat trong hexan, sau d6 bang n-pentan dé

thu dugc hop chit mong mudn. Hiéu suét: 4,98 g, 18% (qua hai cong doan).

'H NMR (400 MHz, Cloform-d) & 7,99 - 7,92 (m, 2H), 7,61 - 7,53 (m, 2H), 6,80
(t,J = 8,2 Hz, 2H), 4,39 (d, ] = 7,8 Hz, 1H), 3,25-3,12 (br, 1H), 1,75 - 1,51 (m, 6H), 1,48
- 1,33 (m, 2H), 1,20 (s, 3H), 0,99 (s, 1H).

LCMS: pha dong A: dung dich nudc chira 5SmM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha ddng A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phat. Thoi gian chay mau: 4,5 phit - dung méi
khoi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2 phut dau, giit & 95:5
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B:A trong 1,5 phut, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 0,5 phut va gitr & 30:70 B:A
trong 0,5 phut cubi. Thoi gian lwu 2,65 phut, m/z 398 [M-1].

Vi du tong hop 16

2,2° 4’-triflo-N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-[1,1’-biphenyl]-4-
sulfonamit (HMC-C-04-B)

0 CH

F
| N
-G
H OH
F

Dung dich chta 3-flo-N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-
tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit  (3,1g, 7,5mmol), 1-brom-2.4-

O=n=

diflobenzen (2,1g, 10,9mmol), va natri carbonat (1,6g, 15,0mmol) trong hon hop chtra
dioxan va nuéc (60mL, 5:1) dugc dudi khi bing argon trong 10 phuat. [1,1-
bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(Il) (0,548g, 0,75mmol) duoc bd sung vao va
hdn hgp phan tng dugc dudi khi thém 10 phut nita. H5n hop phén ung dugc gia nhiét &
nhiét do 110°C trong 6 gio. Dung mdi dugc 1am bay hoi trong diéu kién 4p suét giam,
nude duge bd sung vao, va hop chit thu duge duge chiét trong etyl axetat. Pha hitu co
dugc phan tach, 1am kho bing natri sulphat va ¢ trong diéu kién ap suit giam. Phan cin
dugc tinh ché bang phuong phép sic ky cot silica gel ¢6 kich c¢& nam trong khoang tir rdy
s6 100 dén ray s6 200 véi dung moi rira giai 1a 20-40% etyl axetat trong hexan dé thu

duge hop chit mong mubn. Hiéu sut: 0,6g, 18% (qua hai cdng doan).

'H NMR (400 MHz, Cloform-d) & 7,73-7,69 (m, 2H), 7,56-7,47 (m, 1H), 7,44-
7,32 (m, 1H), 7,06 - 6,91 (m, 2H), 4,41 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 3,27-3,14 (br, 1H), 1,76 -
1,52 (m, 6H), 1,48 - 1,35 (m, 2H), 1,21 (s, 3H), 0,97 (s, 1H).

LCMS: pha dong A: dung dich nuéc chira 5SmM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phat. Thoi gian chay mau: 4,5 phut - dung moi
khéi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2 phut dau, giit & 95:5
B:A trong 1,5 phut, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 0,5 phit va gitr & 30:70 B:A
trong 0,5 phit cubi. Thoi gian lwu 2,70 phut, m/z 398 [M-1].

Vi du téng hop 17
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4-(3,5-diflopyridin-2-yl)-3-flo-N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)
benzensulfonamit (HMC-N-01-B)

Dung dich chira 3-ﬂo-N-((1s,4s)-4-hydfoxy—4-metylxyclohexyl)—4-(4,4,5,5-
tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit (22g, 353,2mmol), 2-brom-3,5-
diflopyridin (.15,5 g, 79,9mmol), va xeri carbonat (52,0g, 159,6mmol) trong hén hop chira
dioxan va nuéc (100mL) dugc dudi khi bang argon trong 10 phut. [1,1-
bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(IT) (3,9g, 5,3mmol) dugc bd sung vao va hdn
" hep phan tng dugc dudi khi thém 10 phut nita. Hén hop phan tng dugc gia nhiét & nhiét
d6 110°C trong 6 gid. Dung mdi duoc 1am bay hoi trong diéu kién 4p suit giam, nudc
duge bd sung vao, va hop chit thu dugc duoc chiét trong etyl axetat. Pha hitu co dugc
phén tach, 1am kho bing natri sulphat va cb trong diéu kién 4p suit giam. Phin cin dugc
tinh ché bing phuong phap sic ky cot silica gel ¢6 kich ¢ nim trong khoang tir riy sb
100 dén ray sb 200 vé6i dung moi rira giai 1a 20-40% etyl axetat trong hexan. Cac phan
doan chira hop chit mong mubn dugc c6 dén thé thich bing 1/10 (110mL) va loc. Phén
cén thu duge duge rira bing 20% etyl axetat trong hexan, sau d6 bang n-pentan dé thu

dugc hop chit mong mudn. Hiéu sut: 5,6g, 26% (qua hai cong doan).

'H NMR (400 MHz, Cloform-d) & 8,50 (m, 1H),7,83 - 7,67 (m, 3H), 7,41-7,33 (m,
1H), 4,43 (d, T = 7,8 Hz, 1H), 3,28-3,13 (m, 1H), 1,74 - 1,52 (m, 6H), 1,46-1,35 (m, 2H),
1,21 (s, 3H), 0,97 (s, 1H).

LCMS: pha dong A: dung dich nudc chira SmM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc dd dong: 1,4mL/phut. Thoi gian chay miu: 4,5 phit - dung méi
khéi dong 30:70 B:A duoc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2 phut diu, giit & 95:5
B:A trong 1,5 phut, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 0,5 phat va giit & 30:70 B:A
trong 0,5 phut cubi. Thoi gian Iuu 2,42 phiit m/z 399 [M-1].

Vi du tong hop 18
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4-(3,5-diflopyridin-2-y1)-N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-
metylxyclohexyl)benzensulfonamit (HMC-N-02-B)

F

I
n=0

CHg
NO
H OH

Dung dich dugc khudy chira N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-

P4
o=

tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit (26,5g, 67,0mmol), 2-brom-3,5-
diflopyridin (19,5g, 100,5mmol), va natri carbonat (14,22g, 134,2mmol) trong hdn hop
chira dioxan va nuéc (250mL, 9:1) dugc dudi khi bing argon trong 10 phut. [1,1-
bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(II) (4,90g, 6,70mmol) dugc bd sung vao va
hén hop phan tmg dugc dudi khi thém 10 phut nira. Hon hop phéan Gng duoc gia nhiét &
nhiét 4 110°C trong 6 gid. Dung méi duge 1am bay hoi trong diéu kién 4p suét giam,
nu6e duge bd sung vao, va hop chét thu duge dugce chiét trong etyl axetat. Pha hiru co
dugc phan tach, 1am kho bing natri sulphat va c6 trong diéu kién &p suét giam dé thu
dugc phan cin. Phin cin duoc tinh ché bang phuong phéap séc ky cot silica gel ¢6 kich c&
nim trong khoang tir riy s& 100 dén rdy sb 200 véi dung moi rira giai 13 20-40% etyl
axetat trong hexan. C4c phan doan chira hop chit mong mudn dugc c6 dén thé thich bing
1/10 (100mL), sau d6 loc. Phin cén thu duge dugc rira bing 20% etyl axetat trong hexan,
sau d6 bang n-pentan dé thu duoc hop chét niong mubn. Hiéu suét: 59g, 26% (qua hai

cong doan).

' NMR (400 MHz, Cloform-d) & 8,48 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 8,13 - 8,06 (m, 2H),
7,98 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,39-7,31 (m, 1H), 4,39 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 3,25-3,1 (br, 1H),
1,72 - 1,5 (m, 6H), 1,42-1,32 (m, 2H), 1,19 (s, 3H), 0,96 (s, 1H).

LCMS: pha dong A: dung dich nudc chira SmM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart,'C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phit. Thoi gian chay mau: 4,5 phut - dung mdi
khéi dong 30:70 B:A dugce ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2 phut diu, gitt & 95:5
B:A trong 1,5 phut, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 0,5 phut va gitt & 30:70 B:A
trong 0,5 phut cudi. Thoi gian luu 2,41 phut m/z 381 [M-1].

Vi du téng hop 19
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4-(3,5-diclopyridin-2-yl)-N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-
metylxyclohexyl)benzensulfonamit (HMC-N-03-B)

0

1l

‘</>_<>_ﬁ
OH

Dung dich chira N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-

@)

1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit (1,5g,  3,8mmol), 2-brom-3,5-diclopyridin
(1,3g, 5,7mmol), va natri carbonat (0,805g, 7,6mmol) trong hdn hop chira dioxan va nudc
(18mL, 5:1) dugc dudi khi bang argon trong 10 phut. [1,1-
bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(Il) (0,277mg, 0,38mmol) dugc bd sung vao
va hén hogp phan ting dugc dudi khi thém 10 phut nira. Hdn hop phan (g dugc gia nhiét
¢ nhi¢t d0 110°C trong 6 gid. Dung dich khic chiora N-((1s,4s)-4-hydroxy-4-
metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit ~ (4g,
10,1mmol), 2-brom-3,5-diclopyridin (3,44g, 15,2mmol), va natri carbonat (2,14g,
20,2mmol) trong hdn hop chita dioxan va nuéc (54mL, 5:1) dugc dudi khi bing argon
trong 10 phut. [1,1-bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(I) (0,739g, 1,0mmol)
dugc b sung vao va hdn hop phan tmg dugc dudi khi thém 10 phit nita. Hdn hop phan
g dugc gia nhiét & nhiét 4o 110°C trong 6 gio. Hai mé trén dugc trdn véi nhau. Dung
mdi dugce lam bay hoi trong diéu kién ap suét gidm, nuéc dugc bd sung vao, va hop chét
thu dugc dugc chiét trong etyl axetat. Pha hifu co dugc phén tach, 1am kho bang natri
sulphat va ¢ trong diéu kién 4p suit giam dé thu dugc phan cin. Phin cin duge tinh ché
bing phuong phép sic ky cot silica gel ¢6 kich ¢ nim trong khoang tir ray s6 100 dén
ry s6 200 v6i dung moi rira giai 1a 20-40% etyl axetat trong hexan. Céc phén doan chira
hop chét mong mubn duge cd dén thé thich bang 1/10 (30mL), sau d6 loc. Phin cén thu
dugc duge rira bing 20% etyl axetat trong hexan, sau d6 bing n-pentan dé thu dugc hop

chét mong muén. Hiéu suét: 0,7 9g, 14% (qua hai cong doan).

'H NMR (400 MHz, Cloform-d) & 8,59 (m, 1H), 8,02 - 7,94 (m, 2H), 7,90 - 7,83
(m, 3H), 4,47 (d, J = 8 Hz, 1H), 3,25-3,1 (br, 1H), 1,73 - 1,5 (m, 6H), 1,44-1,32 (m, 2H),
1,19 (s, 3H), 1,01 (s, 1H).

LCMS: pha dong A: dung dich nuéc chira SmM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
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(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phit. Thoi gian chay mau: 4,5 phut - dung méi
khéi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2 phut déu, gitt & 95:5
B:A trong 1,5 phut, gidm tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 0,5 phiit va gitt & 30:70 B:A
trong 0,5 phiit cubi. Thoi gian hru 2,69 phit m/z 413[M-1].

Vi du téng hop 20

2,2’ 4’-triflo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-[ 1,1’-biphenyl]-4-
sulfonamit (HMC-C-04-A)

=0

O—-

F .
I CH,
OO
I H OH
F

Dung dich chta 3-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-
tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit (3,5g, 8,4mmol), 1-brom-2,4-
diflobenzen (2,44¢g, 12,7mmol), va natri carbonat (1,79g, 16,9mmol) trong hdn hop chira
dioxan va nuéc (60mL, 5:1) dugc dudi khi bing argon trong 10 phat. [1,1-
bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(IT) (0,619g, 0,85mmol) dugc bél sung vao Vz‘i
hdn hop phan tng duge dudi khi thém 10 phut nita. H5n hop phén tmg dugc gia nhiét &
nhiét do 110°C trong 6 gid. Dung méi dugc lam bay hoi trong diéu kién 4p sudt giam,
nuée duge bd sung vao, va hop chit thu duge duge chibt trong etyl axetat. Pha hitu co
dugc phan tach, 1am khd bang natri sulphat, va c6 trong diéu kién &p suét giam. Phén cin
dugc tinh ché bing phuong phap séc ky 16ng siéu t6i han: Pha d@ng: CO,:Metanol (05-50
trong 5 phut), Cot: Silica 2-Etylpyridin (250x4,6 mm, 5p), Téc do dong: 3mL/phit, Budc
séng: 210-400nm dé thu duge hop chit mong muén. Hidu suét: 0,7g, 19% (qua hai cong

doan).

'H NMR (400 MHz, Cloform-d) & 7,78-7,64 (m, 2H), 7,62-7,45 (m, 1H), 7,44-
7,34 (m, 1H), 7,06 - 6,91 (m, 2H), 4,51 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 3,40-3,35 (br, 1H), 1,95 -
1,83 (m, 2H), 1,67 - 1,37 (m, 6H), 1,25 (d, J = 3,3 Hz, 3H), 1,13 (s, 1H).

LCMS: pha dong A: dung dich nudc chira 5mM amoni format + 0,1% amoniac,
pha dong B: axetonitril + 5% pha dong A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phat. Thoi gian chay mau: 4,5 phit - dung mdi
khéi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2 phit dau, gitr & 95:5
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B:A trong 1,5 phut, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 0,5 phut va git & 30:70 B:A
trong 0,5 phit cudi. Thoi gian luu 2,56 phut, m/z 398 [M-1].

Vi du téng hop 21
5-clo-2-phenylbenzonitril

CN

-0

2-brom-5-clo-benzonitril (297,0g, 1,372mol), axit phenyl boronic (184,0g,
1,509mol), natri carbonat (436,3g, 4,116mol), 1,2-dimetoxyetan (4455mL) va nuéc
(1485mL) duoc bd sung vao binh phan tmg trong diéu kién khi nito. Binh phan ung duogc
dudi khi ba 1an bang khi nito va tetrakis(triphenylphosphin)paladi(0) (79,3g, 0,069mol)
dugc bd sung vao. Binh phan tmg dugce dudi khi ba lan bang khi nito, khudy va gia nhiét
dén nhiét do 70°C, sau d6 khudy & nhiét do nay trong 24 giod. Axit phenyl boronic (36,3g,
0,302mol), natri carbonat (87,3g, 0,824mol) va tetrakis(triphenylphosphin) paladi (15,9g,
0,014mol) duge bd sung thém vao va hdn hop duoc khudy thém trong 16 gi®. Hon hop
phan tmg dugc 1am ngudi dén nhiét 46 phong va hdn dich thu duge dugc loc va chit rin
dugc rira bang etyl axetat (2 x 2000mL). Dich loc thu gom dugc dugce phan tach va pha
“hifu co duge rira bing nuée mudi bio hoa (2 x 2000mL). Pha hitu co duge lam khd bing
magie sulphat khan, loc va chét rin duoc rira bing etyl axetat (1000mL). Dich loc thu
gom dugc dugc cd déng thoi hip thu 1én silica gel (600g). Hop chit thé nay dugce tinh
ché trén silica gel (6kg), rira giai bing 25-50% toluen trong heptan. Cac phan doan tinh
khiét dugc két hop va c6 dé thu duge chit rin mau trang. Chét rin ndy dugc tao hdn hop
dang phi vé6i heptan (8 x 800mL) dé loai b toluen con du va thu dugc hop chit mong
mudn. Hiéu sut = 215,9g (73,6%).

1H NMR (270 MHz, DMSO d¢) 5 8,18 - 8,12 (m, 1 H), 7,86 (dd, J = 8,4 Hz, 2,4
Hz, 1H), 7,7 - 7,45 (m, 6 H).
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Vi du téng hop 22 |
axit 4-(4-clo-2-xyanophenyl)benzen-1-sulfonic

CN
0
e sass
(0]

B sung 5-clo-2-phenylbenzonitril thd (407,8g, 1,909mol) va cloform (2325mL)
vao binh phan tng dung tich 5L. Dung dich mau vang nhat thu dugc dugc 1am lanh dén
nhiét d§ nhdé hon 5°C va axit closulfonic (343mL, 5,15mol) dugc bd sung vao, duy tri
nhiét do phan tmg nhd hon 10°C. Hdn hop phan tng duge d 4m dén nhiét d6 phong va
dung dich mau néu sim thu dugc duge khudy & nhiét d6 phong qua dém. Hdn hop phan
trng dugc ¢b & nhiét ¢ 20°C va phin cin dugc hoa tan trong etyl axetat (2325mL) - quan
sat thiy nhiét d6 toa ra dén 33°C. Nudc (490mL) dugc bd sung vao (nhiét do tda ra dén
64°C), sau d6 bang nudc mubi bao hoa (1920mL), va hdn hop nay duoc 1am ngudi dén
nhiét d6 19°C. Hén dich dic thu dugc 'duqc loc (loc rit chdm) va phin cén duge rira bz"mg
nude (2 x 1 L) va etyl axetat (2 x 1,5 L). Banh loc dugc 1am khd trong diéu kién chan
khong & nhiét d 40°C trong 64 gid dé thu dugc 435g hop chit du6i dang chit rén mau
vang. Hop chét nay dugc tao hdn dich trong etyl axetat (1740mL) & nhiét do phong trong
20 phuat. Hon dich thu duge dugc loc va phan cin duge rira bing etyl axetat (435mL).
Banh loc dugc lam kho trong diéu kién chan khong & nhiét d6 nam trong khoang tir 40°C
dén 60°C trong hai dém dé thu duoc cht rén dang kem (366,3 g), chira 289g hop chit
mong muén (hiéu sudt = 52%). Két quéa phén tich bang phuong phap Karl-Fischer cho
thay hop chét nay chira 4,3% nuéc.

'H NMR (270 MHz, DMSO dq) & 8,16 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,85 (dd, J = 2,3 Hz,
8,5 Hz, 1H), 7,73 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,65 (d, J = 8,2 Hz. 1H), 7,54 (d, ] = 8,3 Hz, 2H).

Vi du téng hop 23
4-(4-clo-2-xyanophenyl)benzen-1-sulfonyl clorua

CN
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Bé sung axit 4-(4-clo-2-xyanophenyl)benzen-1-sulfonic thd (366,3g, chia 289g
axit 4-(4-clo-2-xyanophenyl)benzen-1-sulfonic, 0,98mol) va toluen (3000mL) vao binh
phan tng dung tich 5L. Thionyl clorua (423mL, 5,83mol) dugc bd sung nho giot vao, sau
d6 bang dimetylformamit (5mL, 0,0646mol). Hon hgp phan tmg duoc gia nhiét dén nhiét
do 75°C va khudy qua dém. Hon hop phan ung dugc 1am ngudi, ¢d trong diéu kién chan
khéng, va phn cén dugc phan 16p gifra etyl axetat (3000mL) va nuéc (1500mL) va pha
hitu co dugc rira bing nuée mudi bao hoa (1500mL). Pha hitu co dugc lam khé bing
magie sulphat khan (50g) va loc. Phin cén duoc rira bang etyl axetat (2 x 100mL) va 16p
hitu co thu gom duge duge cd dé thu duoc hop chét mong mudn (297,6g, hiéu suét 93%)
duéi dahg chét rin mau vang. Két qué phéan tich NMR cho thiy hop chét nay c6 do tinh
khiét khoang 95%.

'H NMR (270 MHz, DMSO d¢) 5 8,16 (d, J =2 Hz, 1H), 7,87 (dd, ] = 2,1 Hz, 8,2
Hz, 1H), 7,73 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,64 (d, J = 8,2 Hz. 1H), 7,54 (d, ] = 8,3 Hz, 2H).

Vi du tdng hop 24

2'-xyano-4'-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-[ 1,1'-biphenyl]-4-
sulfonamit (HMC-C-05-A)

CN
) CH3
OO
H OH

Dung dich duogc khudy chira N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-

Nn=0

o=

tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit  (1,6g, 4,05mmol), 2-brom-5-
flobenzonitril (2,03g, 10,15mmol), natri carbonat (1,07g, 10,1mmol) trong hén hop chira
dioxan va nuéc (30:3mL) dugc dudi khi bing argon trong 10 phat. [1,1-
bis(diphenylphosphino)ferocen] diclopaladi(I) (0,296¢g, 0,405mmol) dugc bd sung vao
va hon hop phan tmg dugc dudi khi thém 10 phiit nira va khudy & nhiét d6 110°C trong 6
gid. Dung méi dugc lam bay hoi trong diéu kién 4ap suét gidm va hop chét thu duge duge
chiét trong etyl axetat. Pha hitu co dugc phén tach, 1am kho bing natri sulphat va co
trong diéu kién 4p suit giam. Phin cin dugc tinh ché bang phuong phép sic ky cot silica
gel. Phan cén thu dugc dwoc rira bing hexan, sau dé bang n-pentan dé thu dugc hop chit

mong muébn dudi dang chét rén mau trang. Hiéu suit: 1,1g, 70%.
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'H NMR (400 MHz, Cloform-d) & 8,04 - 7,97 (m, 2 H), 7,71 - 7,64 (m, 2 H), 7,55
- 7,49 (m, 2 H), 7,39 - 7,46 (m, 1 H), 4,46 (d, J=6.,6 Hz, 1H), 3,45 - 3,32 (m, 1H), 1,92 -
1,82 (m, 2 H), 1,65 - 1,35 (m, 6 H), 1,23 (s, 3H), 1,11 (brs, 1H).

LCMS: pha dong A: dung dich nudc chira SmM amoni format + 0,1% amoniac,
pha d(f)ng‘ B: axetonitril + 5% pha d6ng A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phat. Thoi gian chay miu: 5 phit - dung méi
khéi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2,50 phut dau, giit & 95:5
B:A trong 1,5 phut, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 0,5 phut va gitt & 30:70 B:A
trong 0,5 phit cubi. Thoi gian Iwu 2,50 phut (ESI) m/z 387[M-1].

Vi du téng hop 25

4'-xyano-2'-flo-N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-[1,1'-biphenyl]-4-
sulfonamit (HMC-C-06-A)

F
CHj
OO,
H OH

Dung dich duoc khudy chira N-((1r,4r)-4-hydroxy-4-metylxyclohexyl)-4-(4,4,5,5-

Nn=0

o=

tetrametyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzensulfonamit  (1,6g, 4,05mmol), 4-brom-3-
flobenzonitril (2,03g, 10,1mmol), natri carbonat (1,07g, 10,Immol) in dioxan/nudc
(30/3mL) dugc dudi khi bang argon trong 10 phut. [1,1-bis(diphenylphosphino)ferocen]
diclopaladi(IT) (0,296g, 0,405mmol) dugc bd sung vao va hén hop phan tmg duoc dudi
khi thém 10 phiit nita va khudy & nhiét d6 110°C trong 6 gid. Dung méi dugc 1am bay hoi
trong diéu kién 4p sult giam va hop chit thu dugc duge chibt trong etyl axetat. Pha hitu
co dugc phan tich, 1am khd bing natri sulphat va c6 trong didu kién ap suét giam. Phan
cin dugc tinh ché bﬁng phuong phép sic ky cot silica gel. Phin cén thu dugc duge ria
bang hexan, sau d6 bang n-pentan d& thu dugc hop chit mong mudn dudi dang chét rén

mau tring. Hiéu suét: 1,19g, 75,79%.

'H NMR (400 MHz, Cloform-d) & 8,03 - 7,96 (m, 2 H), 7,73 - 7,66 (m, 2 H), 7,62
- 7,56 (m, 2 H), 7,54 - 7,48 (m, 1 H), 4,51 (d, J=6,65 Hz, 1 H), 3,42 - 3,30 (m, 1 H), 1,95
- 1,82 (m, 2 H), 1,66 - 1,55 (m, 2 H) 1,53 - 1,37 (m, 4 H), 1,23 (s, 3H), 1,12 (brs, 1 H).

-69-



21356

LCMS: pha dong A: dung dich nuéc chira 5SmM amoni format + 0,1% amoniac,
pha d@ﬁg B: axetonitril + 5% pha ddng A + 0,1% amoniac; Cot: YMC Triart, C18
(50X4,6mm) 3uM; Téc d6 dong: 1,4mL/phit. Thoi gian chay miu: 5 phit - dung mdi
khéi dong 30:70 B:A dugc ting tuyén tinh dén 95:5 B:A trong 2,50 phut diu, giit & 95:5
B:A trong 1,5 phiit, giam tuyén tinh dén 30:70 B:A trong 0,5 phut va giit & 30:70 B:A
trong 0,5 phut cudi. Thoi gian lru 2,52 phut (ESI) m/z 387[M-1].

Hop chit khéc theo sang ché

Céc hop chét sau ciing dugc téng hop dé dung 1am céc chét dbi chiéu trong céc

thir nghiém sinh hoc theo sang ché:

Hop chit Cﬁng thirc cAu tao
0
O Ot
o) H
. (I)I H
ABD735 F 7N ﬁ—ﬁ—<:>{
— 0 OH
H,C
0
ABDS36 'S'
I
0 H
Q 3
ABD899 g
g H
0 3
ABD900 g
| g a8
ﬁ CH,
| OO
0 OH

HaC
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Vi du thir nghiém sinh hoc

Hiéu luc ctia hgp chét theo sang ché duoc xac dinh bing cach danh gia kha ning
sdng s6t ciia dai thuc bao J774. Pai thuc bao ¢6 mbi lién hé di truyén gin véi té bao hiy
xuong va d4 dugc st dung 1dam mé hinh dé danh gia kha ning sét sot cia té bao hiy
xuong (vi dy, xem Luckman et al., 1998, “Heterocycle-containing bisphosphonates cause
apoptosis and inhibit bone resorption by preventing protein prenylation: evidence from
structure-activity relationships in J774 macrophages,” J. Bone Miner. Res., Vol. 13,
pp. 1668-1678). Mo hinh nay danh gia ca tic dung bao vé xuong & céc bénh s nhu chimng
loang xuong, bénh viém xuong khép va bénh viém khép dang thip, 13n tic dung chéng
viém do tuong tir t& bao hity xuong, kha ning sdng sot cia dai thuc bao J774 phu thudc
vao qua trinh hoat hoa lién tyc NF«B.

D) 6n dinh chuyén héa duge do bing cich xac dinh téc dd chuyén hoéa cia hop
- chét trong sy c6 mit cia ché phim vi lap thé & gan cia ngudi, va dinh Iugng bing
phuong phép séc ky léng ghép khdi phd va phuong phap khdi phd (LC-MS/MS).

Do hoa tan duge do bang cach tron hop chit nay trong dich rudt nhén tao khi déi
(FaSSIF) va dinh lugng bang phuong phap sic ky 16ng hiéu ning cao (HPLC).

Tac dung chdéng viém ciing duge xac dinh bing cach danh gia s san sinh
interleukin-6 (IL-6) bing dai thwuc bao Thp-1 cia ngudi duge kich thich bang
lipopolysacarit kich thich tién viém ctia vi khuin (LPS). LPS phan (g v6i NFxB va IRF
dé san sinh IL-6. Sy giam IL-6 trong thir nghi¢ém kich thich nay s& thé tac dung chéng
viém hitu ich trong diéu tri c4c tinh trang bénh c6 san sinh bat thuong IL-6.

Céc tht nghiém in vivo ciing dugc thyuc hién dé danh gia hiéu luc cia cac hop chét
nay duéi dang dugc phdm.

Qua trinh dugc dong hoc duge danh gia & chudt céng va tac dung diéu tri bénh
dugc danh gia trén md hinh chudt nhit bj bénh viém khép do colagen.

Thir nghi€ém sinh hoc 1

Dénh gi4 kha ning sdng sét ctia dai thuc bao J774 bang resazurin

Hoat tinh in vitro ctia cac hop chét thir nghiém dugc x4ac dinh bing cach G véi dai

thuc bao J774, sau d6 danh gia kha ning sbng sét cua té bao bang resazurin.
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Resazurin 13 chit mau c6 kha ning oxy héa khir thuong duge sir dung lam chi thi
dé danh gia kha ning sbng sot cia té bao duge nudi chy (vi dy, xem Anoopkumar-Dukie,
2005, British Journal of Radiology, Vol. 78, pp. 945-947). Resazurin 13 khong doc véi té
bao va 6n dinh trong méi trudng nubdi cdy, cho phép danh gia lién tuc kha ning tang sinh
cua t& bao in vitro duéi dang thr nghiém dong hoc hodc thir nghiém diém cudi. Thu
nghiém ndy dugc dua trén kha ning cia té bao hoat hoa chuyén hoa sdng sot @& khir
resazurin (hgp chit c6 mau xanh dwong va khong phat huynb quang) thanh resorufin va
dihydroresorufin (c4c hgp chit c6 mau d6 va phat huynh quang) bang cach st dung cac
dién tir tir cac chét khir, nhu nicotinamit adenin dinucleotit (NADPH) va flavin adenin
dinucleotit (FADH). Qua trinh bién dbi tir dang oxy hoa thanh dang khir ndy c6 thé dugc
x4c dinh bing phuong phép do mau hoic phuong phap do flo. Viéc 1am gidm kha ning
ting sinh va séng s6t ciia té bao ciing anh hudng dén kha ning khir resazurin cia té bao,

va toc d9 khur mau ty 1€ thudn véi sd lugng t€ bao song sét do dugc.

Pé do mat d6 huynh quang, budc song phat xa 590nm va budc song kich thich
nam trong khoang tir 530nm dén 560nm thudng dugc sit dung. Dé do cudng d6 mau, do
hép thu & budc séng 570nm (dang khir) va 600nm (dang oxy hoéa) thuong dugc do. Phép
tinh don gian dugc thyc hién ¢ x4c dinh ham lwong twong ddi cta hai dang chit nay: ty
1¢ cao cua resorufin (dang khir) so véi resazurin (dang oxy héa) s& cho thiy té bao c6 kha
nang tang sinh va song sét. Ty 16 thip cho thdy ang t€ bao khong hoat dong hodc kh(‘)ng.
c¢6 kha ning sbng sot.

Té bao J774 duge cdy & mat do 10* t bao/giéng trong 100uL. aMEM (mdi trudng
Eagle o cai tién) trong dia 96-giéng va dwoc dé cho bam dinh vao nhau qua dém. Ngay
" hdém sau, cac hop chat thir nghiém duogc diéu ché dudi dang dung dich 100mM trong
DMSO. Cé4c dung dich gbc nay duoc pha lodng trong DMSO, sau d6 pha loédng theo ty 1€
- 1:1000 trong moéi truong nudi ciy (aMEM) trude khi bd sung truc tiép vao céc giéng dé
thu dugc ndng do hop chét cudi cing mong mubn. Sau 72 gio G & nhiét do 37°C/5% CO,,
resazurin (xanh Alamar, Biosource International) duoc bd sung vao mbi giéng (1:10 thé
tich/thé tich, 10uL), sau d6 dia nudi ciy dwoc 0 & nhiét do 37°C trong 3 giy va mat do

huynh quang dugc do & budc séng 590nm, bing bing tan c6 chidu dai 25nm.

Cac két qua trung binh ctia mdi hop chét thir nghiém dugc tinh theo ty 1& phin-
tram (%) theo tri s6 trung binh cia mau d6i ching thé hién kha ning sdng sét cua té bao.,

sau do céc tri sO trung binh & cac nong d¢ thir nghiém dugc vé d6 thi va tri s6 ICsy duge
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tinh toan tr dit liéu thir nghiém theo phwong trinh 4-thong s bing phin mém Grafit do
Erithacus cung cip. M&i thir nghiém dirgc 13p lai hai 14n va dit liéu thir nghiém dugc tinh

theo tri s§ ICs trung binh thu duwgc tir ca hai thir nghiém.
Két qua thir nghiém duoc thé hién trong Béang 1.

Bang 1 D4nh gia kha ning séng s6t cia dai thue bao J774 bang resazurin

Hop chit ICs (uM) @ ICs (pM) @
ABD599 0,19 0,41
ABD735 0,10 0,07
ABD836 0,28 1,45
ABD900 0,56 3,64
ABD899 0,08 0,27
REF001 0,12 0,05
HMC-C-01-A 0,13 1,89
HMC-C-02-A 0,26 14,7
HMC-C-03-A 0,14 0,41
HMC-C-04-A 0,50
HMC-C-05-A 2,46
HMC-C-06-A 0,71
HMC-N-01-A 0,13 2,66
HMC-N-02-A 0,18 4,59
HMC-N-03-A 0,17 0,62
HMC-N-04-A : 0,18
HMC-C-01-B 0,16
HMC-C-02-B 1,74
HMC-C-03-B 0,20
HMC-C-04-B 0,06
HMC-N-01-B 0,14
HMC-N-02-B 0,36
HMC-N-03-B 0,08
WKét qua thu dugc tir thir nghiém dénh gia kha néng sOng st clia dai thuc bao J774 bang
resazurin dugc thyc hién & 6 diém ndng d6 ndm trong khoang tir 10pM dén 10nM véi moi
diém ndng d6 dwoc 1ap lai ba lin (n=3). Dit liéu thir nghiém duoc tinh theo tri s8 IC50
trung binh thu dugc tir 2 thir nghiém doc 1ap.
O Két qua thu dwoc tir thir nghiém danh gia kha ning song sét cta dai thuc bao J774 bing
resazurin dugc thyc hién & 12 diém nong d6 nam trong khoang tir 10uM dén 0,5 nM A
mdi diém ndng d¢ duoc 1ap lai bdn 14n (n=4). Dir liéu thir nghiém dwoc tinh theo tri s6
IC50 trung binh thu dugc tir 3 thir nghiém ddc 14p.

Dit liéu thtr nghiém cho thdy hop chit HMC theo sing ché, dic biét Ia

. HMC-C-01-A va HMC-C-01-B; HMC-C-03-A va HMC-C-03-B; HMC-C-04-A va

HMC-C-04-B; HMC-C-06-A; HMC-N-01-B; HMC-N-02-B; va HMC-N-03-B ¢6 hoat
tinh rat manh trong thir nghiém dénh gi4 kha ning séng s6t cia dai thuc bao J774 bing

resazurin va khong bi mat hoat tinh, nhur cac hop chat déi chiu.

-73-



21356
Thir nghi€m sinh hoc 2
Pianh gia d6 6n dinh ctia hop chét theo sang ché bing vi lap thé & gan cua nguoi

D¢ 4n dinh chuyén héa ciia cic hop chit thir nghiém dwoc danh gié bing cach xac

- dinh tdc d6 chuyén hoa ctia hop chit nay khi dwoc 4 véi vi lap thé & gan cla ngudi. Vi

“1lap thé & gan duoge tach tir mang lwdi ndi chét cia té bao gan va 13 ngudn chira chu yéu
. cc enzym quan trong nhét (xytochrom P450) tham gia vao qua trinh chuyén héa duge
“chét. Nghién ctru do dn dinh coa dugc chét trong sy c6 mit cua vi lap thé & gan duogc
chép thuin 12 mo hinh ¢6 gi4 tri cho phép du doan nhanh d6 én dinh in vivo cia duge

7 chét.

Vi lap thé & gan cita ngudi duge mua tir ngudn trép thi trudng. Céc hop chat thir

nghiém (1uM) dugc 1 véi khdi vi lap thé & gan (nam giGi va nit gi6i). Céic miu duge i

.trong 60 phut va ldy ra & 6 thoi diém va sy ¢6 mat/luong cia cac hop chat thir nghiém
_dugc phan tich bang LC-MS/MS.

Vi nap thé (ndng do protein cudi cling bang 0,25 mg/mL hoic 0,5mg/mL), dung

-dich dém phosphat 0,1M (d6 pH = 7,4), va hgp chit thir nghiém (ndng d6 cudi cung bing
1pM; dugce pha lodng tir dung dich gbc 10mM dé thu duge ndng d6 DMSO cubi cung

bﬁng 0,1%) duge G & nhiét 36 37°C trude khi bd sung nicotinamit adenin dinucleotit -

phosphat (NADPH, ndng % cudi cing bing 1mM) dé hoat hoa phan tmg. Thé tich 4 cubi

cting bing 100pL. MAu 0 d6i chimg cho mdi hop chét thir nghiém, trong d6 dung dich

dém phosphat 0,1M (d pH = 7,4) dugc bd sung vao thay cho NADPH. Hop chét d6i

~chimg duong terfenadin dugc st dung trong mdi thir nghiém va toan bd cac mau d dugce

thyc hién mdt 14n cho mdi hop chat.

M&i hop chit dugc i trong 0, 5, 15, 30, 45 hodc 60 phut. Cac phan tng dugc dimg
. bing cach bd sung 100uL axetonitril lanh chira chudn noi (0,001 mM glipizid) & thoi
- diém thich hop. Cac dia & dugc ly tdm & tdc d6 4000 vong/phut trong 15 phat & nhiét @

© . 4°C dé két tha protein va 0,1mL dich ly tAm dwgc phan tich bing LC-MS/MS, & céc didu

kién dugc thé hién trong Bang 2.

Bang 2 Diéu kién phén tich LC-MS/MS

Thiét bi HPLC Schimadzu Agilent
Thiéi bi MS/MS API4009, AP14000 Q-Trap
Phén mém phén tich Analyst 1.5
Kiéu ion héa Kiéu ion hoa bang tia dién Turbo
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Ché d6 kiém soat Kiém soat nhiéu phan ng (MRM)
Cot: Waters, Xterra, MS-C18 (2) 5uM 50 x 3,0mM

Nhiét d cot (°C) 40
Pha A: dung dich nudc chira 0,1% axit formic
Pha B: dung dich axetonitril chira 0,1% axit formic

Thé tich tiém mau chuin (uL) 1,2,3,5,7,10
Thé tich tiém mau thir (uL) 1,2,3,10,20,50
Té6c d6 dong (mL/phiit) 0,8-1

Tir dd thij logarit tu nhién cta ty 1€ dién tich pic (tuc 1a ty 1€ dién tich pic cua hop
 chét thir nghiém : dién tich pic cia chudn noi) theo thoi gian, d9 déc ctia dudng chuin
dugc x4c dinh, sau d6 thoi gian ban thai (Ty,) va d0 thanh thai ndi sinh (CL i sinn) duge
tinh todn theo cc phuong trinh duéi ddy, trong d6 V = Thé tich & (uL/mg protein vi lap

thé):

Haing 56 téc dd thai trir (k) = (- Gradient).
_ Thoi gian ban thai (T,,,) (phat) = 0,063/k.

D0 thanh thai ndi sinh (CLy; i) (L/phit! triéu té bao) = (V x 0,693)/Ty.

Dit li€u thit nghiém dugc thé hién trong Bang 3.

Bang 3 Dénh gia d6 dn dinh cia hop chit theo sang ché bang vi lap thé & gan cia

nguoi.
Hop chit Ty (phit) @ Ty, (phiit) @
ABD599 287
ABD735 524
ABD836 > 900
ABD899 72 105
ABD900 87
REF001 43
HMC-C-01-A 82
HMC-C-02-A 55
HMC-C-03-A 84
HMC-C-04-A 100
HMC-C-05-A 123
HMC-C-06-A 240
HMC-N-01-A 175
HMC-N-02-A 367
HMC-N-03-A 258
HMC-N-04-A 156
HMC-C-01-B 70
HMC-C-02-B 18
HMC-C-03-B 48
HMC-C-04-B 107
HMC-N-01-B 127
HMC-N-02-B 168
HMC-N-03-B 70
" Hop chit dugc i véi vi lap thd & gan cta ngudi & ndng do protein cudi cling bang
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0,25mg/mL v6i 5 thoi diém lay miu: 0, 5, 15, 30, va 60 phut. M3i thoi diém 14y mau
| duge lap lai 1 lan.

@ Hop chét dwoc 1 vé6i vi lap thé & gan ciia ngudi & ndng dd protein cudi ciing bing
0,5mg/mL véi 6 thoi diém lay mau: 0, 5, 15, 50, 45 va 60 phat. Mo6i thoi diém 1dy miu
dugc 1dp lai 2 lan.

Dit liéu thir nghiém cho thdy hop chit HMC theo sang ché c6 kha ning 1am dn
dinh chuyén hoéa tuong duong véi hop chét dbi chiu.

Thir nghiém sinh hoc 3

D) hoa tan trong mdi truong nude

D0 hoa tan trong moéi trueong nude duge do bﬁng cach tron hop chét véi dich rudt
“nhin tao khi d6i (FaSSIF) va dinh lugng bing phuong phap quang phd.

FaSSIF dugc diéu ché nhu sau:

Piéu ché FaSSIF mau tring: 0,21 g natri hydroxit dang hat NaOH), 1,97g dihydro
~natri phosphat (NaH,P0,.2H,0) va 3,09g natri clorua (NaCl) durge hoa tan trong 400mL
nuée khir ion. P§ pH dugc didu chinh dén pH = 6,5 bing axit hydrocloric 1M va nuée
khtr ion dugc bd sung thém vao dén thé tich cudi cing bing 500 ml..

Diéu ché FaSSIF: 0,056g bot SIF (chira natri taurocholat va lecithin) (Phares AG)
duge hoa tan trong 25mL dung dich FaSSIF miu tring va khudy cho dén khi bot nay hoa
tan hoan toan. Dung dich nay dugc dé yén trong 2 gitr va chuyén sang mau tring duc
trong khoadng thoi gian nay; dung dich nay duge sit dung trong vong 24 gi0. Thanh phén
ctia dung dich cudi cing nhu sau:

' Natri taurocholat: 3mM.
Lecithin: 0,75mM.
D tham théu: 270 £ 10 mOsmol.
Do pH: 6,5
- Do hoa tan trong mdi truong nudc duge xic dinh bing cach tron ndéng d6 da biét
ctia hop chét thir nghiém (duoc hoa tan trong DMSO) vao FaSSIF, sau d6 1 trong 16 gio.
Mit do quang duge do khi két thic qua trinh & céc hgp chit thir nghiém va hop chét dbi
- ching dugc st dung dé xac dinh d6 hoa tan. Cu thé, hai mau duoc didu ché cho mdi thi

nghiém: mau dbi chimg chira dung dich gbc chira hop chét the nghi¢m trong DMSO
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- dugc pha lodng trong dung dich hé thdng (khong chtra phosphat, dung dich dém c6 kha
ning hép thu thip) va propanol; va miu thir nghiém (gém ba mau lap lai) chira 0,5mL
FaSSIF dugc tron hop chat thir nghiém & ndng d6 bing 0,2mM. Mi miu dugc 0 & nhiét
- 6 phong trong 16 gio két hop lic & tdc do khong ddi bing 250 vong/phut. Khi két thac
* qué trinh @, 0,3mL mdi mau dugc loc qua dia loc pION (PION, Woburn MA), duoc pha
- loding theo ty 1¢ 1:1 véi propanol va phan tich bang phuong phap quang phd UV & bude
"SONg Aeye dai nam trong khoang tir 190nm dén 400nm bing may quang phd Spectra Max
Plus, phién ban 2.1000 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA), vGi phén mém xéc dinh do
hoa tan pSOL Explorer (pION, Woburn, MA).

" D¢ hoa tan FaSSIF duoc tinh theo cong thirc sau:

I 150 ] It \OD clia mau thi
%

% Cr % Trong leong phan tix
mg 7=

P hoa tan FaSSIF, __~
mL 10°

OD ciia mau doi ching

trong do:
“OD” 1a mat d§ quang;
“Cr” 1a ndng d0 ciia hop chit déi ching (33,4pM); va

- “Trong lugng phan tr” 1a trong luong phan tr cia hgp chit thir nghiém (vi du
trong lrgng phan tir ctia hop chit ABD735 bang 381,44).

Dit liéu thir nghiém duoc thé hién trong Bang 4.
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Béang 4 D§ hoa tan FaSSIF

Hop chit P§ hoa tan (mg/mL) ¥ D§ hoa tan (mg/mL) @
ABD599 0,03
ABD735 . 0,02
ABD836 0,03
ABD899 0,06 0,13
ABD900 0,12
REF001 0,05
HMC-C-01-A 0,06
HMC-C-02-A 0,04
HMC-C-03-A 0,03
~ HMC-C-04-A 0,08
HMC-C-05-A 0,19
HMC-C-06-A 0,11
HMC-N-01-A 0,03
HMC-N-02-A 0,02
'HMC-N-03-A > 0,08
HMC-N-04-A 0,06
HMC-C-01-B 0,08
HMC-C-02-B 0,07
HMC-C-03-B 0,15
HMC-C-04-B 0,13
HMC-N-01-B 0,12
HMC-N-02-B 0,12
HMC-N-03-B 0,10
' M3i thir nghiém dugc lap lai 3 1an & d6 pH = 6,5.
@ MB3i thir nghiém dwoc lp lai 2 14n & d6 pH = 6.8.

Dit liéu thir nghiém cho thiy hop chit HMC theo sang ché c6 d6 hoa tan turong
duong v&i hop chit ddi chiéu.

Thir nghiém sinh hoc 4

Pénh gid ty 16 gidi phéng IL-6 bing dai thuc bao Thpl

Hoat tinh in vitro clia cic hop chit thir nghiém trén té bao cua ngudi duge xac
dinh bang c4ch 0 véi dai thue bao Thpl, sau d6 kich thich bing chit kich thich gay viém
(lipopolysacarit ctia vi khudn (LPS)), sau d6 do ty 1& giai phong interleukin-6 (IL-6) cia
té bao.

Thir nghiém nay thé hién chi tiét cac tdc dung dén phan tmg viém. LPS 1a phéi tix
ctia thu thé trong t Toll-4 (TLR4), thudc nhém thu thé twong tu Toll cia céc thy thé bé
mit t& bao. Thu thé nay 13 quan trong trong hoat héa hé mién dich bim sinh, véi c4c chire
ning chinh bao gdm:

(a) huy dong té bao mién dich dén cac vi tri nhi®m khuln thong qua viéc san sinh
xytokin, nhu IL-6;

-78-



21356

(b) hoat héa hé thong bd thé dé phat hién vi khudn, hoat hoa té bao va ly giai ca té
bao chét 14n phirc hop khang thé;

(c) hoat héa loai bé cac chét la bi té bao nhu dai thue bao va té bao dudi gai; va
(d) hoat héa nhén dién khang nguyén, 1a mot phén hé mién dich thu duogc.

TLR4 c6 tac dung hoat héa mdt loat qua trinh truyén tin hiéu din dén hoat héa
~ mot sb yéu td phién ma, bao gdm NF«B va IRF-3, IRF-5, va IRF-7 thudc ho yéu té phién
" m3 diéu hoa interferon. Sy hoat hoa cac yéu td phién mé nay, dic biét 1a NFxB va IRF-5

- din dén téng hop va bai tiét xytokin, nhu interleukin 6 (IL-6).

Sy biéu hién/sén sinh qud murc IL-6 lién quan dén nhiéu rdi loan, bao gE‘)m bénh tur
mién, bénh viém va bénh ung thu. IL-6 dugc tdng hop chi yéu béi dai thuc bao va té bao
. T va tham gia nhiéu vao viéc didu khién qué trinh tién trién tir viém cép tinh sang viém

~mén tinh. Cu thé, IL-6 1am bién ddi thanh phdn bach ciu thAm nhap vao & viém, di
-chuyén né tir bach céu trung tinh dén bach ciu don nhén/dai thyc bao (vi dy, xem Gabay,
2006). Ngoai ra, IL-6 c6 tac dung kich thich té€ bao T va t& bao B (do d6 kich thich céc
phén {mg viém mén tinh) cling nhu té bao hiy xuong (do do kich thich qué trinh chuyén
héa xuong). Céc tac dung nay lién quan dén shiéu bénh bao gdm chimg lodng xurong,
bénh viém khép dang thdp, bénh dai thio dwong, bénh xo vita dong mach, bénh trdm
cam, bénh Alzheimer, Bénh lupus ban do6 hé théng, bénh Behget, bénh da u tiy xuong, va
bénh ung thu tuyén tién liét. Hon nira, nhitmg ngudi bénh bi ung thu tién trién hodc di cin
c6 ham luong IL-6 cao hon mirc binh thudng. Do d6, viéc lam gidm ham luong IL-6

trong dai thuc bao s€ tao ra tac dung diéu tri ¢ loi.

Té bao Thpl duoc céy & mat do béng 1x 10° té béo/giéng hodc 1,7 x 10° té
bao/giéng trong 500pL hodc 150uL méi truong RPMI ddy du chita 1% penicilin-
streptomycin va 10% huyét thanh bao thai bd bit hoat bing nhiét 1an luot trong dia 24
giéng hoic dia 96 giéng, va dugc dé cho bam dinh vao nhau qua dém. Ngay hoém sau, té
bao dugc kich thich bing axit phorbol myristic (PMA) & ndéng do cubi cting bang 100nM
- (dia 24 giéng) hodc 200nM (dia 96 giéng) dé biét hoa va duy tri trong 8 ngay va thay méi
truong nudi cdy & ngay thi 5 khi té bao dugc nudi cdy dén ngay thu 8. Cac hop chét thir
nghiém dugc diéu ché dudi dang dung dich 100nM trong DMSO, sau d6 pha loang lién
tiép trong DMSO truée khi pha loang trong méi treong nudi cdy. Hop chit da pha lodng
dugc bd ‘sung vao cac giéng nubi cly 1 gio trude khi kich thich bang 100ng/mL LPS.
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- Sau 16 hodc 18 gid 4 & nhiét d6 37°C/5% CO,, mdi trudng nudi cdy t& bao dugc thu nhan
va phén tich ham lugng IL-6 ctia ngudi bang kit phan tich IL-6 ctia ngudi duo-set ELISA
(R&D Systems). Cac két qua trung binh cia mdi hop chét thir nghiém (n=3) dugc tinh
theo ty 18 phén tram (%) trj s& trung binh ciia miu ddi chimg., sau do6 céc tri s6 trung binh
& cac ndng do thir nghiém dugc v& dd thi va tri s ICs, dé trc ché IL-6 dugc tinh toan tir
dir liéu thir nghiém theo phuong trinh 4-thdng sd bang phin mém Grafit phién ban 6.0.12
(Erithacus Software Ltd., do Dr Robin Leatherbarrow thiét ké) hodc GraphPad Prism
phién ban 5.04 ding cho hé diéu hanh Window (GraphPad Software, La Jolla, California,
USA, www.graphpad.com). Mdi thtr nghiém duoc l3p lai hai 1in va dit lidu thi nghiém

duge tinh theo tri s6 IC50 trung binh thu duge tix ¢4 hai thir nghiém.
Két qua thir nghiém duoc thé hién trong Bang 5.

Bang 5 Déanh gia ty 1¢ giai phong IL-6 bang dai thuc bao Thpl

Hop chat ICs (pM) © ICso (upM) @
ABD599 0,07
ABD899 0,03
ABD900 0,09
HMC-C-01-A 0,04 0,18
HMC-C-02-A 0,001 0,97
HMC-C-03-A 0,004 0,05
HMC-C-04-A 0,13
HMC-C-05-A ) 1,02
HMC-C-06-A 0,19
HMC-N-01-A 0,13 0,28
HMC-N-02-A 0,15 0,29
HMC-N-03-A 0,05
HMC-C-01-B 0,06
HMC-C-02-B 0,29
HMC-C-03-B 0,02
HMC-C-04-B : 0,03
HMC-N-01-B 0,03
HMC-N-02-B 0,02
HMC-N-03-B 0,02
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' T& bao Thpl duoc cly & mat do bang 1 x 105 t& bao/giéng trong 500uL moi
truong RPMI day da chaa 1% pemclhn—streptomycm va 10% huyet thanh bao
thai bo bat hoat bang nhiét in dia 24 giéng trong 8 ngay va thay moi treong nudi
cay & ngay thit 5. Hop chét dugc thir nghiém lip lai 3 14n & 6 diém nong 46
bang 10uM, lp.M 0,1uM, 0,01uM, 0,001puM va 0,0001pM, v6i ham lugng IL-6
duorc do 16 gidr sau khi kich thich bang LPS. Trj s6 IC50 duoc do bing phin
mém Grafit phién ban 6.0.12 (Erithacus Software).

@ Té bao Thpl dugce cdy & mat d6 bang 1,7 x 105 té bao/giéng trong 150puL
moi trudng RPMI day da chira 1% pemcllm streptomycm va 10% huyet thanh
bao thai bd bt hoat bang nhiét trong dia 96-giéng trong 3 ngay. Hop chit duoc
thir nghiém 13p lai 3 14n & 9 diém ndng do ba.ng 30uM, 10pM, 3uM, 1M,
0,3uM, 0,1pM, 0,03puM, 0,01pM va 0,001pM v6i ham lugng IL-6 duge do sau
18 gior kich thich bang LPS. Tri s§ IC50 duoc do bing phin mém GraphPad
Prism phién ban 5.04 ding cho h¢ diéu hanh Window (GraphPad Software).

Dit liéu thir nghiém nay cho thy hop chit HMC theo sang ché c¢6 hoat tinh trc ché
gidi phong rét manh IL-6 tir dai thuc bao ciia ngudi, do d6 hiru hich trong didu tri rdi loan
¢6 IL-6 dugc didu hoa kich thich biéu hién. Pic biét 13, hop chit HMC-C-01-A,
HMC-C-03-A, HMC-C-06-A, HMC-C-01-B, HMC-C-03-B, HMC-C-04-B,
HMC-N-01-B, HMC-N-02-B va HMC-N-03-B c6 hoat trc ché giai phéng IL-6 rit manh.

Thir nghiém sinh hoc 5
Nghién ctru dugc dong hoc trén chudt

Kha nang hép thu va d6 én dinh chuyén héa dugc nghién cir bing thir nghiém

dugc dong hoc in vivo.

Ba chudt duc Sprague-Dawley, 8 dén 12 tuén tudi, dugc cho st dung cac hop chét

thir nghiém theo dudng ubng hodc dudng tiém tinh mach (lidu luong bing 1mg/kg thé
trong theo duong tiém tinh mach hoic Smg/kg thé trong dudong udng). Cac hop chiét thir
nghiém dugc hoa tan trong 0,5% carboxymetylxenluloza (CMC)/0,1% Tween-80 dé st
- dung theo dudng udng, hoic trong 5% DMS0/10% solutol trong nuéc mudi dé sir dung
theo dudng ti€m tinh mach. Péi véi hop chit HMC-C-01-A, dé sir dung theo duong udng
hop chét nay dugc hoa tan trong 2% dimetylaxetamit/20% hydroxypropyl-B-xyclodextrin
trong nude. Cac chudt thir nghiém dugc cho in day di trong toan bd thoi gian nghién ctru

ngoai trir bi dé d6i qua dém va cho dén 2 gidr sau khi ding liéu cudi ciing trong ngay.

Céc mau mau duoc lay tir ddm r6i sau hdc mat & cac thoi diém dudi diy va bd

sung vao cic éng ly tim chira dung dich K,EDTA 20%:
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Céc thoi diém 14y miu mau khi cho chudt ding theo dudng udng: trude khi st

dung hop chét; 0,25,0,5,1,2, 4,96, 8, va 24 gi¢ sau khi dung liéu cubi cung.

CAc thoi diém 14y mau méu khi cho chuét diing theo dudng tiém tinh mach: truée

khi str dung hop chit; 0,08, 0,25,0,5, 1,2, 4, 8, va 24 gid sau khi ding lidu cubi cung.

Cac miu méu duoge ly tim d& thu duge huyét trong, va chuyén vao db chira riéng
va bao quan lanh & nhiét d6 -20°C.

Dé phan tich, cac miu dugc ra dong & nhiét d6 phong va didu ché bing cach két
tlia protein bing axetonitril dugc tron chuén ndi (500ng/mL glipizid) theo ty 1€ 1 : 4 véi
huyét twong. Sau d6, cac miu nay duge lic xody trong 5 phut va ly tdm trong 10 phit &
tbc do bang 20600 x g & nhiét dd 4°C. 100uL phéan dich ndi duwrge thu 14y dé phan tich.
Céac miu chudn duoc didu ché twong ty, sau khi tron cac mau huyét twong nguyén chét

ctia chudt v&i 10uL dung dich chét phan tich.

Néng do hop chét th nghiém trong cac miu huyét trong cia chudt dugc xac dinh

bing LC-MS/MS, véi cac didu kién dugc thé hién trong Bang 6.

Bang 6 Diéu kién phén tich LC-MS/MS

Thiét bi HPLC Schimadzu Agilent
Thiét bi MS/MS APT 4000
Phan mém phan tich Analyst 1.5
Kiéu ion héa Kiéu ion 4m bang tia dién Turbo
Ché d6 kiém soat Kiém so4t nhiéu phan tmg (MRM)

Waters, Xterra, MS-C18 (2) 5uM 50 x 3,0mM;
Discovery Grace Smart RP183p, 150 x 2,1, 3pM;

cot Waters Symmetry Shelf C18 75 x 4,6, 3,5uM;
Agilent Zorbax XDB, 150 x 4,6, 5uM
Nhiét d6 cot (°C) 40
Pha A Axetonitril
Pha B 0,1% axit formic
Tbc 36 dong (mL/phut) 0,8-1,2

Céc thong sb dugc dong hoc cia cac hop chét thir nghiém dugc tinh toan bing
phdn mém Phoenix WinNonlin phién ban 6.3 (Pharsight Corp, CA) theo phuong phép
khong chia ngén chun. NE‘)ng do cuc dai trong huyét tuong (Ceye ¢ai) va thoi gian dé dat
duoc néng do cuc dai trong huyét tuong (Teye ¢ai) duoc do. Dién tich dudi dudng cong
ndng d6 trong huyét trong-thdi gian (AUC) dugce xéc dinh theo quy tic hinh thang tuyén
tinh tinh dén ndng d6 cudi ciing c6 thé do duge (AUC) sau d6 ngoai suy pha thai trir
cubi ciing dén thdi diém vo cling (AUC,4 cung)- Haing s6 toc dd thai trir cudi cing (ky)

dugc xac dinh bang cach phén tich hdi quy cdc doan tuyén tinh phia cudi cia dudng cong
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logarit ndng d6-thoi gian. Thoi gian ban thai pha thai trir (Ty,) dugce tinh theo cong thirc:
Tz = 0,693/k,. DO sinh kha dung dudng udng (F) duoc xac dinh bing cach iy AUC
(0-24 gid) sau khi sir dung theo duong udng chia cho AUC d dugc didu chinh (0-8 gid)
sau khi str dung theo dudng tiém tinh mach (tirc 1a F = AUC (duong udng) x lidu luong
(dudng tiém tinh mach)/AUC (dudng tiém tinh mach) x lidu lvong (dudng udng)) va tinh
theo ty 1& phin tram (%).

Dit liéu duge dong hoc duogc thé hién trong Bang 7.

Bang 7 Dit liéu dugc ddng hoc

Do sinh kha AUC duing . £
Hop chat dung, F tiém tinh mach A?: ;f;rg;l gh:li:)ng (Tilg)
(%) (ng/mL/phiit) ghmLip £
ABD735 83 1081 8965 1 3,8
ABD836 55 2142 5927 5,3
ABD899 50 2133 10740 § 10,8
REF001 50 963 4766 1 7,2
HMC-C-01-A 89 900 4002 6,2
HMC-C-02-A 39 546 1069 3,2
HMC-C-03-A 55 1427 3910 24
HMC-N-01-A 64 740 1408 134
HMC-N-02-A 43 3053 3303 6,3
HMC-N-03-A 8 5102 962 3,1
HMC-N-04-A 66 1279 4203 29
HMC-C-01-B 67 1539 5121 5,7
HMC-C-03-B 116 816 * 9432 8.3
HMN-C-04-B 59 1589 * 9360 5,5
HMC-N-01-B 60 2824 8454 91
HMC-N-02-B 66 1931 6412 6,0
HMC-N-03-B 84 1380* 11609 7,4
+ Liéu luong 2mg/kg dudng tiém tinh mach.
*Liéu luong 0,5mg/kg dudng tiém tinh mach.
1 Liéu luong 10mg/kg dudng ubng.

Dit liéu thir nghiém nay cho thiy hop chit HMC theo sang ché c6 dic tinh duge
dong hoc dudong ubng rit cao twong duong voi hop chét dbi chiéu. Do do, hop chét theo -
sang ché thich hop dé sir dung theo dudng ubng.

Thir nghiém sinh hoc 6

Danh gid kha ning &c ché bénh viém khép trén chudt bj gy viém khép bing
colagen

Chudt duc DBA/1j, 7 dén 8 tudn tudi dugc sir dung trong toan bd cac thir nghiém.
Céac chudt thir nghiém dugc nudi nhét theo cic nhém mdi nhém gém_lO con, va duy tri

nhiét d6 & 21°C =+ 2°C véi 12 gid chiéu sang ban ngdy/ban dém va cho an va ubng nude
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ddy da. T4 dugc Freund ddy du (CFA) dugc didu ché bang cach nhii héa colagen typ II
ctia bd & nong d6 4mg/mL véi 4mg/mL hdn dich Mycobacterium tuberculosis H37Ra
trong t4 dugc.Freund khong ddy du (IFA) (0,85mL ddu parafin va 0,15mL manua
monooleat) theo ty 18 1:1 (thé tich/thé tich). Toan bé cac chudt duge gy mién dich bing
cach tiém dudi da voi 200pg colagen typ II cia bo trong CFA. Sau 21 ngay, toan bd cac
chudt dugc gay mién dich bang cach tiém dudi da véi 100pg colagen typ II ctia bo trong
IFA. Céc chudt thir nghiém bat dAu xut hién cac triéu chimg va diu hiéu cia bénh viém

khép sau khi ting cudng mién dich.

Pé danh gia mot cach ddy da tinh trang viém khép, céc ddu hiéu sau dugc kidm
504t & mdi chan cia mdi chudt ba 1dn mdt tudn va tinh toan dé thu dwoc chi sé danh gia
tinh trang viém khép (Arthritic Index - AT) (chi sb d4nh gia tinh trang viém khép cuc dai
cho mdt chudt bang 16):

0 = khong c6 triéu chimg viém khop.

1 = phi né va/hoic ban dé & 1 ngén chan.

2 =phu né va/hodc ban d6 & 2 ngén chéan.

3 = phit né vd/hoic ban do & nhidu hon 2 ngén chan.

4 = viém khdp néng & toan bd chan va cac ngdn chan.

Céc chudt thir nghiém dugc chia thanh cac nhom diéu tri v6i chi s6 danh gia tinh
trang viém khép trung binh bang 2,5, sau d6 sir dung mot 1an hang ngay trong 14 ngay
v6i hop chat bang cach sir dung theo dudmg ubng bang éng théng dbi véi cac hop chit
~ thir nghiém, hogc bang cach tiém dudi da & lidu hrong bing 10mg/kg dbi véi hop chat dbi

chiig duong etanercept. Sau khi két thuc thir nghiém, cac chudt bi giét.

Dir liéu thir nghiém dugc phan tich bing céch tinh toan chi sb danh gié tinh trang
viém khép trung binh clia mdi nhém diéu tri. Sau d6, chi sé danh gia tinh trang viém
khép trung binh dugc so sanh véi chi sé danh gia tinh trang viém khép cia cac chudt dbi
chimg (khong dugc diéu tri) va tinh toan ty 1& phin trdm trc ché bénh viém khép theo

cong thirc sau.
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_ chi 56 danh gi4 tinh trang viém khép trung binh
ctia nhém chudt dwge dien tri

%o 1tc ché bénh = 100 — % 100

chi so danh gia tinh trang viém khép trung binh
cia nhém chudt khéng degc diéu tri

Dit liéu thir nghiém duoc thé hién trong Bang 8.

Bang 8 Ty 1¢ phan tram trc ché bénh viém khép

Hop chit Liéu lwong Tylé phén trim c

: (mg/kg/ngay) ché bénh viém khép
ABD735 10 44
ABD899 10 77
HMC-C-01-A 10 40
HMC-C-01-A 3 60
HMC-C-01-A 1 50
HMC-C-01-A 0,3 60
HMC-N-01-A 10 45
HMC-C-02-A 10 61
HMC-N-02-A 10 36
HMC-C-01-B 10 26
HMC-N-01-B 10—1 (*) 38

(*) Giam tir 10 xubng 1mg/kg/ngdy do c6 chudt bi chét.

Dit lidu thir nghiém ctia mét s6 hop chit nay dwoc thé hién trong Fig.1 va Fig.2.

Fig.1 13 hinh v& thé hién 6 d6 thi mdi do thi thé hién chi s6 d4nh gia tinh trang
viém khép trung binh duéi dang ham sb theo thoi gian (ngay sir dung) ddi v6i hop chét
thir nghiém & lidu hrong 10mg/kg/ngay theo dudong udng (hinh tron mau tréng) va hop
chét dbi chimg (hinh tron mau den), trong d6 Fig.1A thé hién chi s§ danh gia tinh trang
viém khép trung binh ciia hop chit HMC-C-02-A (d6 thij trén ciing bén trai), Fig.1B thé
hién chi s6 danh gi4 tinh trang viém khép trung binh cta hop chit HMC-C-01-A (dd thi
trén cing & gitra), Fig.1C thé hién chi s§ danh gi4 tinh trang viém khép trung binh cua
hop chit HMC-N-02-A (dd thi trén cling bén phai), Fig.1D thé hién chi sé danh gi4 tinh
trang viém khép trung binh ctia hop chit HMC-N-01-A (d6 thi phia duéi bén trai),
Fig.1E thé hién chi s6 d4nh gi4 tinh trang viém khép trung binh cta hop chit HMC-C-01-
B (db thi phia dudi & giita), Fig.1F thé hién chi s§ danh gia tinh trang viém khép trung
binh ctia hgp chit HMC-N-01-B (db thi phia dué6i bén phai).

Fig.2 13 hinh v& thé hién 2 db thi mi do thi thé hién chi s§ danh gi4 tinh trang
viém khép trung binh duéi dang ham sb theo thoi gian (ngdy sir dung) dbi véi hop chét
thir nghiém (hinh tron mau tring, hinh vuéng mau tring), hop chét d6i chimg (hinh tron
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mau den) va hop chéit dbi chimg duong etanercept (hinh tam giAc), trong d6 Fig.2A thé
hién chi s6 danh gia tinh trang viém khép trung binh ctia hgp chit ABD899 & liéu lwong
10mg/kg/ngay (dd thi bén trai), Fig.2B thé hién chi s§ dénh gia tinh trang viém khép
trung binh ctia hop chét HMC-C-01-A & lidu lwong 0,3mg/kg/ngdy va 3mg/kg/ngly (dd
thi bén phai).

Dir liéu thir nghiém cho thiy hop chit HMC theo sang ché c6 hoat tinh in vivo

dudng udng rat cao trong viéc phong ngira su tien tri€n cia bénh viém khép nang.

Ngoai ra, dir liéu thir nghém ciing cho thiy & lidu lwong thip hoat tinh diéu trj cua
hop chit HMC-C-01-A cao hon nhiéu so véi etanercept. Hoat tinh nay 1a rit ngac nhién
do HMC-C-01-A khong phai 14 hoat chit manh nhét trong thir nghiém sinh hoc 1 hodc
thir nghiém sinh hoc 4. Ngoai ra, hoat tinh ctia HMC-C-01-A 12 manh hon hop chét c6
cling céu triac phan tir HMC-C-01-B, ma c6 hoat tinh manh hon HMC-C-01-A trong thir
nghiém sinh hoc 1 va 4, diéu nay chimg t rang viéc x4c dinh cic hop chét ¢6 hiéu lvc rat

manh 12 rét quan trong nhung khong dé du doén duoc.
Thr nghi€ém sinh hoc 7
Liéu lugng dung nap cuc dai

D6 an toan cip tinh ctia hop chit nay dugc danh gia & chudt d& xac dinh lidu
lugng dung nap cuc dai (MTD), 14 chi s6 thé hién d6 an toan cua hop chét trén dong vat.

Liéu luong dung nap cuc dai cang cao, thi d§ an toan ctia hop chit thir nghiém cang cao.

Hai chudt duc va hai chudt cai Sprague-Dawley, 8 dén 12 tuln tudi, duoc st dung
v6i mbi mire lidu ting dan. Cac hop chét thir nghiém duoc sir dung theo dudng udng dudi
dang hén dich dugc bao ché trong 0,5% carboxymetylxenluloza (CMC)/0,1% Tween-80
& lidu lugng bang 10mL/kg. Cac chudt dugc cho in ddy du trong toan bd thoi gian thir

nghiém.

Céc chudt dugc quan sat it nhat hai 14n trong mot gio' ddu sau khi ding hop chét
thir nghiém, khoang 30 phit mot 14n, sau d6 theo cac khoang thoi gian con lai trong ngay
trong it nhét 4 gid. Ngay tiép theo, cac chudt duge quan sét it nhit mot 1an vao budi sang
va mot 14n vao cubi ngdy. Ban chét va mirc d6 cua cac ddu hiéu 14m sang va thoi diém
thir nghiém dugc ghi lai & mdi 14n quan sat. Cac d4u hiéu quan sat bao gdm cac thay dbi

¢ da, 16ng, mét va mang nhﬁy, va hé hd hép, hé tudn hoan, hé than kinh thuc vat va hé
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thin kinh trung wong, ciing nhu kha ning vén dong va trang thai hanh vi. Cac d4u hiéu
dic biét duge quan sat bao gdm tinh irang run, co giat, tiét nudce bot, tidu chay, ngu lim,
ngu, va hon mé.

Khi két thuc thir nghiém, két qua thir nghiém dugc x4c dinh duéi dang liéu luong
dung nap cuc dai ciia mdi hop chét, 1a lidu cao nhét cia mdi hop chit ma khong gdy ra

ddc tinh khong mong muon.

Liéu Iugng cuc dai khong gay ra céc tac dung khong mong muén dugc xac dinh 1a
MTD (dugc tinh theomg/kg).

Dit lidu thir nghiém dugc thé hién trong Bang 9.

Bang 9 Liéu luong dung nap cuc dai

Liéu lrong dung nap cwc dai
Hgp chit (mg/kg)
Chudt cai Chudt duc
ABD735 20 10
ABD899 30 30
REF001 7,5 10
HMC-C-03-A 30 30
HMC-N-03-A 50 ~ 50
HMC-C-01-A © 70 70
HMC-C-01-A @ >500 >500
HMC-N-01-A 80 80
HMC-C-02-A > 200 >200
HMC-N-02-A > 200 > 200
"V Thi nghiém trén chudt Sprague Dawley.
@ Thir nghiém trén chudt Han Wistar.

Dit liéu thir nghiém nay cho thdy hop chit HMC theo sang ché c6 do an toan cao
“hon r4t nhiéu so v&i cac hop chit dbi chiéu ABD735, ABD899 va REF001.

Dt liéu thir nghiém nay ciing cho thdy viéc cai thién d an toan cép tinh 1a rét

quan trong nhung khéng dé€ du doan dugc va cac dit lidu thir nghiém thay thé twong tu, vi

du céc dit liéu thir nghiém dugc thuc hién trén REF001 c6 thé 1am giam do an toan cép

tinh. Hon nita, dit liéu thir nghiém niy ciing cho thdy hop chit HMC-C-01A,

HMC-C-02-A, HMC-N-01-A, vd HMC-N-02-A c¢6 d an toan rat cao, dic biét la
HMC-C-01-A.

Do liéu lugng dung nap cuc dai cia hop chit HMC theo sang ché tdng, nén hop
chét nay c6 khoang lidu luong an toan rong hon cac hop chét dbi chimg do -d(), hop chét

theo sang ché thich hop dé sir dung theo dudmg udng.
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Thir nghiém sinh hoc 8
Thir nghiém gy doc té bao va giy doc gen GreenScreen HC

GreenScreen HC 1a thir nghiém dua trén té bao dong vat c6 vi dé danh gia kha

ning giy doc té bao va gy doc gen ciia hop chit héa hoc va hén hop.

Thuét ngit “gdy doc gen” dugc ding trong ban mé ta dé chi hop chit ¢6 kha niang
gdy ton thuong vat lidu di truyén (ADN) bén trong t& bao, ma c6 thé ¢6 tic dung gay dot

bién gen, gy ung thu hodc dot bién 4c tinh & nguoi.

Thir nghiém GreenScreen phén tich cac tdc nhan c6 hai gay doc gen theo mirc d6
gia te'mg cudng d6 huynh quang thu dugc tir dong dot bién di truyén ciia dong té bao TK6
u nguyén bao lymphd mang gen p53 ciia ngudi. Trong té bao dot bién, cac trinh tr ADN
diéu hoa ma thic ddy qué trinh phién ma gen GADD45a ma hoa bidu hién protein phat
huynh quang mau xanh (GFP). GADD45a c6 vai trd quan trong d6i vé6i tinh toan ven cia
bd gen, va tac nhan c6 hai gdy ddc gen tao ra qua trinh phién ma né. Do d6, qua trinh tiép -
xtc véi hop chét giy doc gen 1am ting biéu hién GFP, dugc quan sat theo mac do gia
ting cudng d6 huynh quang va dugc kiém soat bang cach phat hién tin hiéu huynh quang
bing may doc dia hodc may dém té bao theo dong chay. Trong thir nghiém GreenScreen
HC, cuong do huynh quang dugc chuin hoa theo d6 hip thu do dugce dé hiéu chinh do sai
1éch v& s6 luong té bao do su giam kha ning sdng s6t cia t& bao hodc kha nang gay ddc
té bao. Gi6i han c6 y nghia théng ké dbi vai két qua co gay doc té bao trong thir nghiém
GreenScreen HC bang 1,5, tirc 1a ty 18 gdy doc té bao cao hon 50% va cao hon té bao déi

chimg duoc xir Iy bang dung moi.

Kha ning giy doc té bao va kha ning gdy goc gen dugc do trong thir nghi€ém
GreenScreen va cac két qua danh gia kha ning giy doc té bao dugce sir dung dé chuén hoa

cac két qua danh gia kha ning gy doc gen nhu md ta néu trén.

Trong thir nghiém GreenScreen HC, kha ning séng sét cia té bao dugc danh gia
bang thir nghiém hip thu propidium iotdua. Propidium iotdua la tac nhén cai xen va phan
tir phat huynh quang c6 thé duoc st dung d& nhudm té bao. Propidium iotdua thuong
dugc sir dung dé dinh Iugng ham leong ADN @& danh gia kha ning séng s6t cia té bao
hodc ham lugng ADN trong phan tich chu trinh té bao va c¢6 thé dugc st dung dé dé biét
‘hoéa céc t& bao binh thudng, té bao chét theo chwong trinh va té bao hoai tr (vi dy,

xem Dengler et al., 1995, Anticancer Drugs, Vol. 6, No. 4, pp. 522-532). Qua trinh tiép
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xtic v&i hop chét gdy doc t& bao 1am ting hdp thu propidium iotdua, dugc kiém soat béng
cach do @ hép thu va ty 1¢ thusn véi kha ning ting sinh cia té bao. Hop chét gay doc té
bao 13 hop chit c6 kha ning 1am giam ty 18 séng sot cua quin thé té bao duéi giéi han co
y nghia théng ké bang 90% so véi t& bao ddi chimg dugc xir Iy bang dung méi, & mot

hozc nhiéu ndng d6 thir nghiém.

M3di hop chit thir nghiém dugc pha lodng lién tiép ddng thoi trén vi dia 96-giéng
mau den c6 dé trong sudt. Hop chét gdy doc gen chuin (metyl metansulfonat, MMS)
dugc sir dung 1am miu dbi chirng. Céc dia nay dugc phén tich sau 24 gidy va 48 gid bing
| méy doc vi dia, dugc st dung dé do d6 hép thu 4nh sang va cudng d6 huynh quang cia té

bao va dung dich trong cac giéng cta cac vi dia. ‘
Ngoai céc thir nghiém danh gia kha ning séng sét ciia té bao va kha ning gdy doc
gen néu trén, tdc dung hoat hoa chuyén héa ciing dugc danh gia trong thir nghiém nay,
| tire 1a thtr nghi€ém GreenScreen HC S9. Pé thuc hién thir nghiém nay, té bao dugce 1 trong
_ c.é su ¢6 mit va ving mit cia phan dich ndi thu duoc sau khi pha hity ty lap thé chiét xuit
Vduqc tir gan (duoc goi 1a “dich chiét $9”). S9 thudng duge st dung trong cac nghién ciru
danh gia kha ning gy doc gen dé dua té bao thir nghiém vao qua trinh chuyén hoa phal
& dong vat c6 vi. Pé danh gia tac dung chuyén héa, hop chét dugc 0 véi ching TK6
trongrsu c6 mit cta 1% thé tich/thé tich dich chiét S9 trong 3 gi® va thu nhan té bao sau
45 gio. Sau thoi gian thu nhan, tin hiéu huynh quang GFP va kha ning sng sot cia té
bao (dugc danh gia bang thir nghiém hép thu propidium iotdua) dugc do bing may dém
té bao theo dong chay. Xyclophosphamit thudong dugc st dung 1am méu déi chimg trong
c4c nghién ctru d4nh gia kha ning gdy ddc gen bang cach hoat héa chuyén hoa, dugce sir
dung 1am méu d6i chimg duong trong thir nghiém ndy. Trong thir nghiém GreenScreen
HC S9, kha ning gy ddc gen dugc danh gia bing cach cam tmg biéu hién GFP duge
dinh Iugng bing mat d6 huynh quang trung binh ciia miu va kha ning gy doc t& bao
dugc danh gia bang thir nghiém hép thu propidium iotdua néu trén. Gi6i han c6 y nghia
thdng ké ddi véi két qua c6 giy doc gen bang 1,3, tirc 1a ty 18 gay doc gen cao hon 30%
va cao hon té bao dbi chimg dwgc xir Iy bing dung moi va két qué thtr nghiém dugce ghi
duéi dang c6 gdy doc gen hodc khong gdy ddc gen. Hop chit giy doc té bao 12 hop chit
c¢6 kha ning 1am giam ty 18 sdng s6t ctia quén thé t& bao dué6i giéi han co ¥ nghia thng
ké bang 90% so véi t& bao ddi chimg duoc xir Iy bang dung mdi, & mot hodc nhidu ndng
d6 th nghiém.
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Dong té bao chi thi duoc chuyén gen dn dinh thu duge tir dong té bao TK6 u
nguyén bao lymphd mang gén p53 ctia ngudi. Dong € bao chi thi ndy mang plasmit sao
chép episom chira viing khéi ddu nim trudc va cac trinh ty didu hoa khic cia gen
GADD45a clia ngudi duge lién két v6i gen ma héa protein phat huynh quang mau xanh
da t6i wu hoa & ngudi (Green Fluorescent Protein - GFP). Dong té bao dbi ching ciing
mang plasmit turong ‘tt_r chi khac 13 4 ciip bazo nito & vi tri khéi diu cia gen EGFP da
dugc loai bo, dé khong tao ra GFP. Ca hai plasmit nay ciing mang gen khéng hygromycin
B cho dong té bao nay, cho phép tiép tuc chon loc s c6 mit cia plasmit (200pg/mL
hygromycin B; Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Ca hai dong t& bao nay dugc
nudi cdy trong mdi truong diy dia (RPMI 1640 chira Glutamax™ va 25mM axit N-2-
hydroxyetylpiperazin-N'-2-etansulfonic (Invitrogen Corporation) dugc bd sung 10% (thé
tich/thé tich) huyét thanh ngwa dugc bit hoat bing nhiét (Lonza Wokingham Ltd,
Wokingham, UK), 10mM natri pyruvat (Invitrogen Corporation) va 5000U/ml penicilin
G natri va 5000pg/ml streptomycin sulphat (Invitrogen Corporation)) & nhiét 36 37°C va
5% CO, trong diéu kién khi 4m.

M3di dia thir nghiém dugc thiét ké d& danh gia mdi hop chit thir nghiém trong 9
dung dich pha loang 2 14n lién tiép, v6i ca dong té bao chi thi 14n dong t& bao ddi ching
chtra d6t bién di truyén tuong tir nhu dong té bao thir nghiém, nhung khong san sinh GFP
do 4 cap bazo nit& & trinh ty khoi ddu cia gen GFP cheén vao da dugce loai bd. Qua trinh
tiép xtic dugc thyc hién trong 48 gid trong cac vi dia vo tring 96-giéng d4y bang trong
sudt thanh dia mau den lam bing polystyren. Hai giéng gidng nhau chira metyl
metansulfonat & ca ndng do cao (50pg/mL) 14n ndng @6 thip (10pg/mL) duge st dung
1am cac mAu dbi chimg dwong dé xir 1y di liéﬁ. Céc giéng db6i chimg con lai chira té bao
- duge xtr Iy bang dung méi (1% thé tich/thé tich DMSO) 1a miu dbi chimg am, méi
trudng thir nghiém dé kiém tra riéng tap chét, va hop chét thir nghiém véi méi truedng thir
nghiém @& xac dinh chét phat huynh quang va/hodc chit hép thu quang hoc ¢ sén do

phan g tao mau hodc két tua.

Cac mang thong khi (BreathEasy, Diversified Biotech, USA) dugc ddy 1én cac vi
dia trude khi lic manh (20 gidy). Sau d6, cac dia ndy dugc 0 & trang thai tinh trong 48 gio
& nhiét d6 37°C va 5% CO, trong diéu kién khi 4m. Sau 48 gid, cac vi dia nay duoc lic
manh trong 10 gidy @& hdn dich hoa lai t& bao truée khi thu thap dir lidu quang phd. Dir

liéu huynh quang dugc chuén héa theo dit liéu d6 hép thu dé thu dugctri s6 "do sang" so
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véi tri s6 trung binh cia cac té bao dbi cht’rng dugc xir Iy bing dung méi va v& dd thi theo
ndng @b hop chét thir nghiém. D6 sang ting > 50% dugc phan loai 1a két qua c6 gay doc
gen: diéu nay phan 4nh sy gia ting gip ba 1in d6 1éch chuén v& dit liéu huynh quang thu
dugce tir céc té bao duge xir ly bang dung mdi va cac té bao duogc xir ly khong gay doc
- gen. Dit liéu d¢ hép thy duge chudn héa theo té bao déi chirng dugc xir Iy bing dung moi
va v& dd thi du6i dang kha ning gy doc té bao. Kha ning gy doc té bao bing 90% thé
hién su suy giam déng ké vé sb lwong té bao ¢o ¥ nghia théng ké va dugc x4c dinh 1 tac

dung gay doc trc ché sinh trudng.

Dit li¢u thu dugec tir cac vi dia thir nghiém GreenScfeen HC, béng cach sir dung vi
dia duge phan tich tu dong bang phin mém GreenScreen HC d8 thu dwoc két qua nghién
clru theo cac thong sb sau: ndng @9 hiru hiu cuc tiéu (LEC) tao ra céc két qua duong tinh
trong thir nghiém loai trir propidium iotdua (tirc 1am giam kha ning séng sot ciia té bao)
sau 24 gi va 48 gid trong su ¢6 mat hodc ving mit cia dich chiét S9; khong gdy doc

hodc c6 giy doc gen.
Két qua thir nghiém duoc thé hién trong Bang 10.

Bang 10 Kha niing gy doc té bao va gy doc gen

Hop chit Kha niing gy ddc té bao, LEC (uM) Kha niing gay
: - 24 gi¢ 48 giv, -S9 | 48 gio, +S9 ddc gen
ABD735 0,31 0,31 5 Khong gy doc
ABD836 0,04 0,01 40 Cé gay doc
ABD899 (1) < 0,001 <0,001 0,32 Co gay doc
ABD899 (2) 0,64 0,08 81,9 Khong gay doc
ABD900 0,29 0,07 - 74,1 Khong gy doc
REF001 0,039 0,039 0,63 Co gy doc
HMC-C-01-A 0,47 0,12 60 Khong giy doc
HMC-C-02-A > 1000 60 120 Khong gdy doc
HMC-C-03-A 0,24 0,06 15 Khong gy doc
HMC-N-01-A 0,94 0,12 60 Khéng giy doc
HMC-N-02-A 0,94 0,47 120 Khéng giy doc
HMC-N-03-A 0,94 0,24 30 Khong gy doc
HMC-N-04-A 0,47 0,12 30 Khéng giy doc
HMC-C-01-B 0,08 0,005 4,82 Khoéng giy doc
HMC-C-03-B 0,17 0,08 10,8 Cé gay doc
HMC-N-01-B 0,01 0,05 5,85 Khong giy doc
HMC-N-02-B 0,04 0,01 10,2 Khéng giy d6c
© Hop chat duoc thir nghiém & ndng d6 nim trong khoang tir 1,3mM dén 0,3 pM trong quy
mo phong thi nghiém.
@ Hop cht duge thir nghiém & ndng d6 nim trong khoang tir 164uM dén 0,003pM trén quy
mo vira.
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Dir lidu thir nghiém cho thiy hop chit HMC theo séang ché c6 kha niang gy doc té
bao va giy doc gen duoc cai thién hogc it nhit trong dwong voi hop chit dbi chiéu va
cao hon ABD836 va REF001.

Dit lidu thir nghiém nay ciing cho thiy cac thay dbi cin c6 dé cai thién kha ning
gy doc t& bao hoic gdy doc gen 1a rit quan trong nhung khong d& dy doan duoc. Didu
nay dugc thé hién o5 boi dic tinh cia hop chit c6 cing cAu tric phan tt ABD836 va
HMC-N-02-A.

Ngoai ra, dir liéu thir nghém ciing cho thiy ngoai kha ning giy doc t& bao thi hop
chit HMC-C-02-A, HMC-C-01-A, HMC-N-02-A, vA HMC-N-01-A ciing c¢6 d an toan

rét cao.
Thir nghiém sinh hoc 9
Paénh gia hoat tinh rc ché kénh ion hERG

Su trc ché kénh ion ma héa boi gen lién quan dén trang thai run chan do gdy mé
bing ete ctia ngudi (hERG - human Ether-a-go-go-Related Gene) diéu hoa dong IKr tai
- phan cuc trong thé dién dong cta tim, nhd d6 gbp phin tao ra cuong dd dong dién dé
. diéu hoa nhip tim. Khi kha ning cia hERG dé din dong dién qua mang t& bio bj wrc ché
‘hodc suy giam s& gay ra rdi loan ¢ nguy co tlr vong cao dugc goi 1a hdi ching QT kéo
dai. Su lién quan giita hERG va hdi chimg QT kéo dai ¢6 trc ché hERG 1a vin dé quan

trong can phai tranh trong phat trién thubc méi.

Hbat tinh rc ché kénh ion hERG ctia hop chit theo sang ché dugc danh gia. Thar
nghiém nay dugc thuc hién bing kep dién thé ty dong, phwong phap kep dién thé Q sir
dung t& bao tring chudt dit vang Trung quéc da chuyén gen 6n dinh (hERG-CHO). Té
bao hERG-CHO dugc nudi cdy mdi truong dinh dudng hdn hop F-12 Kaighn
(Invitrogen) +10% FBS & nhiét d6 37°C trong 1 dén 3 ngay. Té bao duoc giit & nhiét dd
30°C trong 24 dén 48 gio trude khi kep dién thé dé 1am ting bién d6 dong hERG, sau d6
té€ bao duoc thu bang trypsin, va giit trong mdi trudong khéng chira huyét thanh (SFM)
trong giai doan chuin bi té bao kep dién thé Q trong thoi gian Ién dén 6 gid & nhiét do
phong trudc khi rira va tao hdn dich lai trong dung dich ngoai bao va dua vao cac vi tri

kep dién thé dé ghi dir lidu.
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Quy trinh kep dién thé: Sau khi té bao phat trién dén hinh dang day du, té bao
dugc giit & -80 mV. Xung 50 phin nghin gidy dén -40 mV dugc phan phdi dé do dong
thoét ra, dugc trir truc tiép tir dong doan cubi. Sau do, té bao dugc khu phéan cuc bﬁng
+20 mV trong 2 gidy, sau d6 bang mét gidy véi -40 mV @& hién thi dong hERG doan

cudi. Mb hinh nay dugc thuc hién 5 gidy mot 1an dé kiém soat bién do dong.

Dung dich ngoai bao: 137mM NaCl, 4mM KCl, 1,8mM CaCl,, ImM MgCl,,
~ 10mM D(+)-glucoza, 10mM dung dich dém HePES (d6 pH duoc diéu chinh dén pH =
7,4 bang NaOH).

Sau khi té bao phat trién dén hinh dang ddy di, dung dich ngoai bao (dbi chung)
dugc dua vao trude tién va té bao duoc 1am n dinh trong 2 phit trong dung dich ngoai
bao. Sau d6, hop chét thir nghiém dugc dua vao & ndng do tich liy tir ndng do thap dén
ndng d6 cao. Té bao dugc u v6i mdi ndng dd thir nghiém trong 5 phat. Trong mdi qué
trinh 1, t& bao dugc kich thich lap di lap lai bing quy trinh kep dién thé mo ta néu trén, va
bién d¢ dong doan cudi duge kiém soat lién tuc.

Tiéu chuén danh gia:

(1) Dong doan cubi cuc dai >100 pA & hop chét dbi chimg.

. (2) Dong quan sat ban diu < 30% va dong quan sat dimg trude khi bd sung 1an
dau hop chét thir nghiém.

(3) Dong thoat ra < 50% dong doan cubi cuc dai ctia hop chét dbi chimg & thoi
diém bat ky.

(4) rs <20 MQ trong toan bg thoi gian thir nghiém.

Mirc @9 trc ché (%) duge tinh todn bang cach do bién d6 dong doan cudi, dugc tao
ra bdi xung thir nghiém mot gidy véi -40 mV sau xung hai gidy v6i +20 mV, trude va sau
khi 1 v6i hop chét thir nghiém. Sy khac biét vé& cuong dd dong dién duge chuén héa theo
mAu dbi chimg va nhan véi 100 dé thu dugc ty 16 phan tram tc ché.

Pudng cong dap tmg ndng d6 (log) duoc tinh toan theo phuong trinh hdi quy (3
thong s gia sir ring phong bé hoan toan dong dién & ndng dd hop chét thir nghiém téi
da) dé tc luong ndng do e ché 50% (ICsq). Mbi trong quan giita d4p mg va ndng do
ctia mbi hop chit duoc x4c dinh tir ty 18 phin trim giam bién d6 dong tao ra boi cac ndng

d6 pha lodng lién tiép.
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Két qua thir nghiém dugc thé hién trong Bang 11.

Bang 11 Ty 1é phén tram tc ché kénh ion hERG

Ty 1é phin trim @c ché
Hop chit ICso (uM) © kénh ion hERG
‘ 30uM
ABD599 4,9 85
ABD735 - 62,5
ABD836 - 50
ABD899 2,9 100 @
ABD899 53¢
ABD900 51
REF001 - 60
HMC-C-01-A 19,3 79
HMC-C-02-A 25 57
HMC-C-03-A >30 45
HMC-C-04-A 69
HMC-N-01-A 183 2
HMC-N-02-A 231 31
HMC-N-03-A >30 13
HMC-N-04-A >30 26
HMC-C-01-B 74
HMC-C-02-B 94
HMC-C-03-B 36
HMC-N-01-B 27
HMC-N-02-B 23
HMC-N-03-B 47
HMC-N-04-B 60
W' 1Csy duge tinh toan tw dong theo phuong trinh 4 thong s6 bang phan mém Grafit phién
ban 6.0.12 (Erithacus Software Ltd., do Dr Robin Leatherbarrow thiét ké).
@ Hop chit dugc danh gia trén quy md phong thi nghiém.
©) Hop chét dugc d4nh gia trén quy mo vira.

Dir liéu thir nghiém cho thiy hop chit HMC theo sing ché an toan cho hé tim
mach thich hop dé sir dung theo dudng ubng, va c6 d an toan cao hon so vé6i cac hop
chit d8i chiéu, nhu ABD599 va ABD899, dic biét hop chit HMC-N-01-A,
HMC-N-02-A va HMC-N-03-A c6 d6 an toan rit cao.

Thir nghi€ém sinh hoc 10

Thir nghiém trén bach cu so cip ciia ngudi

Hé mién dich ctia ngudi bao gdm nhiéu té bao va co quan c6 thé bi anh hudng tiéu
cuc béi duge chét hoic héa chit. Piéu nay din dén 1am ting tinh nhay cim v&i bénh 13y
nhiém, khéi u, phan ung di Gmg, phan tng tu mién hodc cic bénh khac thudc hé min
dich. Do d6, viéc d4nh gia doc tinh mién dich 13 quan trong trong dénh gia d6 an toan cia
hoat chét, va kiém ching céc dic tinh wu viét ciia dugc chit chéng viém c6 hoat tinh

manh ma tic dung thdng qua diéu hoa hé mién dich mét cach chon loc trén mdt sb t& bao
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hé mién dich ma khéng anh huéng dén cac té bao khac, do d6 tranh duoc hoat hoa hoidc
trc ché mién dich. Vi du, dugc chét co tac dung 1am giam kha ning sét song hoac hoat
tinh ctia bach ciu don nhin ma khong anh huéng dén bach ciu trung tinh cin c6 c6 dic
tinh chéng viém trong mét s6 bénh ma khéng anh huéng dén kha ning dap Ung cua
ngudi bénh, va ly giai 4 nhiém khuin.

Kha ning clia hop chat ddi chiéu (ABD735) anh hudng dén kha ning séng s6t cia
té bao bach cu ctia ngudi duge danh gia bing cach sir dung té bao c6 ngudn gbc tir mau
ngudi. Tac dung ciia hop chit dbi chiéu (ABD735) dugc danh gid trén cac loai t& bao
bach ciu sau cia ngudi: bach ciu trung tinh, bach ciu don nhén, lympho bao B, va
lymphd bao T, bao gdm ca loai lymphd bao T bidu hién CD4 (t§ bao hd trg T) 13n
lympho bao T biéu hién CD8 (té bao gy doc T). Mbi loai té bao nay c6 chirc nang khéc

nhau & hé mién dich ciia ngudi.

Bach ciu trung tinh ciing dugc goi 13 bach ciu hat. Bach cu hat 1a t& bao bach ciu
c6 nhiéu nhét & ngudi va 13 mot thanh phin ciia hé mién dich bAm sinh. Bach ciu trung
tinh d6ng vai trd 13 tdc nhan dap g mién dich nguyén phét véi giai doan viém cAp tinh

do nhiém khuén.

Bach cau don nhén 1a mt thanh phan ctia hé mién dich bdm sinh dugc tim thiy
trong h¢ tudn hoan. Bach ciu don nhan mau ngoai vi bi€t hdéa dé tao thanh dai thuc bao,
1a tién chét ctia mot s té bao tham gia diéu hoa dap tmg mién dich, bao gdm té bao dudi
gai. Chirc ning co ban ctia bach cAu don nhan-dai thuc bao déng vai tro 1a té bao dap tmg
mién dich. Bach ciu don nhin tham gia nhiéu vao co ché bénh sinh cua nhiéu tinh trang

viém man tinh bao gdm bénh viém khép dang thap va bénh xo clng rai rac.

Lymphd bao T 13 mot thanh phin ctia hé mién dich thu dugc va dong vai trd quan
trong trong mién dich. C6 nhiéu loai lymphd bao T, mbi loai ¢6 chirc ning khac nhau
trong hé mién dich. Lymphd bao T giy doc té bao ciing duoc goi 1a té bao T biéu hién
CDS8 do su ¢6 mat cia phén tr duge goi 1a CD8 trén bé mit ctia né. Vai trd cia té bao T
biéu hién CD8 14 pha hy t€ bao bi 1ay nhiém va té bao khéi u, nhung trong céc tinh trang
viém, té bao T biéu hién CD8 c6 thé 13 tac nhan 1am trAm trong thém bénh. Lymphd bao
hd tro T ciing dugc goi 1a té bao T biéu hién CD4 do su ¢6 mdt cua phén tir dugc goi 1a
CD4 trén bé mit clia né. Chirc nang ctia té bao hd trg T 1a dé hd tro trong viéc truéng

thanh lymph6 bao B va hoat hoa té bao gy doc T.
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Lymphd bao B 13 mét thanh phin ciia hé mién dich thu duge. Chic nang co ban
ctia lymph6 bao B 1a @€ san sinh khang thd va déng vai tro 1a té bao nhan dién khéng

nguyén, diéu nay cho phép lymphd bao T nhén dién duge cac khéng nguyén la.

Tac dung ctia hop chét d6i chiéu (ABD735) dén kha ning séng sét cia bach cu
trung tinh, bach cdu don nhan, té bao T biéu hién CD4 va té bao T bidu hién CD8 va
lymphé bao B dugc danh gi4 trong ca diéu kién khéng c6 dap tng mién dich va didu kién
kich thich mién dich. Diéu kién khong c¢6 dép Gng mién dich dugc st dung d danh gia
tac dung trong tr dén té bao thudong dugc tim thdy trong méau ngudi, va didu kién kich
thich mién dich dugc sir dung dé dénh gia tac dung cta hop chét nay trong cic tinh trang
bénh.

Téac dung cia hop chét dbi chiéu (ABD735) dén kh4 ning sbng sét ciia t& bao
dugc danh gia bang phuong phép dém té bao theo dong chay. Phuong phép dém té bao
theo dong chay 1a k§ thuét laze sinh Iy hoc duge str dung dé dém té bao, sang loc t& bao,
va phét hién chi thi sinh hoc, bing cach hdn dich hoa té bao trong dong chét 1éng va cho
chay qua thiét bi phét hién dién t&r. Thiét bi nay cho phép phén tich ddng thoi nhiéu théng
s6 vé dic tinh vét 1y va hoa hoc 1én dén hang ngan hat té bao mdi gidy. Qu4 trinh sang loc
té bao bing phuong phap dém té bao theo dong chay can sir dung chi thi dic hiéu té bao.
Pé dinh lugng sb lugng té bao, hat dém dugc sir dung 1am chuin n6i. Hat dém 1a cac vi
hat hén dich d4 hiéu chuin chira vi hat duoc bd sung vao thé tich miu da biét dén thé tich
mAu/hat d3 biét. Pidu nay cho phép x4c dinh chinh x4c sb luong té bao trong miu. Ngoai
ra, d6i v6i lymphd bao B va lymphd bao T, kha nang ting sinh cta té bao duge do bing
chit mau d4anh gia kha ning ting sinh cta t& bao (eFluor® 450). eFluor® 450 13 chét mau
hitu co c6 thé dugc lién hop véi chi thi dac hiéu t& bao. eFluor® 450 phat huynh quang
khi dugc kich thich bing tia laze ty 1¢ thuan véi sé luong té bao dugc lién két béi phic
chit nay. Do d6, tin hiéu huynh quang cua eFluor® 450 sé& thé hién kha ning ting sinh

cua loai t€ bao dic hiéu.

Phan I8p bach cdu trung tinh va d4nh gi4 tic dung cia hop chit dbi chiéu
(ABD735) dén kha ning sdng s6t ciia té bao nay

Bach ciu trung tinh dwoc phén 1ap tir mau cia ngudi tinh nguyén khde manh bing
phuong phap gradien ty trong hai buéc Histopaque® 1077 va Histopaque® 1119. Té bao
da nhan dugc rira trong mdi truong RPMI dugc bd sung khang sinh (penicilin 100U/mL,
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streptomyxin 100pg/mL) va hén dich lai & mat do 2x10° t& bao/mL trong moi trudng
RPMI dugc bd sung 10% huyét thanh bao thai bé (FCS) va khéang sinh (penicilin
100 U/mL, streptomyxin 100ug/mL). Sau d6, 50uL hén dich té bao dwoc bd sung vao dia
96 giéng, c6 hodc khong c6 hop chit dbi chiéu (ABD735) (& 30pM, 10uM, 3uM, 1uM,
hoic 0,3uM) hoic hop chit ddi chimg (0,3% DMSO), chita hoic khdéng chira
dexamethason (1pM) va 1 & nhiét d§ 37°C/5% CO, trong 24 gio. Sau khi 0, té bao duogc
c¢b dinh va hrgng chinh x4c hat dém dugc bd sung vao mdi éng dé xac dinh sb luong té

bao song.

Ph4n 1ap bach ciu don nhin va d4nh gid tic dung cia hop chét déi chiéu
(ABD735) dén kha ning sdng sét ciia té bao nay

Té bao don nhan méu ngoai vi dugc phéan l4p tir mau cla ngudi tinh nguyén nam

-giéi khée manh va phan tich bing cac ly tim trén tdm Ficoll Paque (GE Healthcare, UK).
Sau d6, té bao dugc hdn dich hoa lai (3 x 10° t& bao/mL) trong mdi trudng RPMI duge bd
sung 10% FCS va khang sinh (penicilin 100 U/mL, streptomyxin 100pg/mL) va ImL hén
dich t& bao dugc bd sung vao dia 48 giéng, sau d6 U trong 1 gid & nhiét do 37°C/5% CO,,
sau d6 phin dich ndi duoc hiit ra d& loai b cac t& bao khong bam dinh, which was, sau
d6 bang hai budc rira ¢ dam bao loai bd hoan toan céc t& bao khong bam dinh. Sau do,
té bao bam dinh (bach ciu don nhan) dugc kich thich bing LPS (10ng/mL), TNFo.
(10ng/mL) hodc yéu t6 kich thich san sinh dai thuc bao (M-CSF) (10ng/mL) trong su
véng mit ctia hop chét d6i chimg hoic trong su c6 mit ctia hop chit dbi chibu (ABD735)
(6 30uM, 10uM, 3puM, 1uM, hodc 0,3uM) trong 48 gid & nhiét do 37°C/5% CO,, sau do6
cac dia ndy duogc ly tim va bach ciu don nhan dugc rira trong PBS truéc khi bd sung
PBS cong véi EDTA (10mM) va G & nhiét d9 4°C trong 20 phit d& hd trg phén tach té
bao, v6i su hd tro cua pipet. Bach cdu don nhan dugc bd sung vao dng Falcon va rira
bang cach ly tim v6i PBS trudc khi lugng chinh xac hat dém dugc bd sung vao mbi éng

de xac dinh so lugng t€ bao song.

Phén l4p lympho bao B va danh gia tic dung ciia hop chét dbi chiéu (ABD735)
dén kha nang sdng sét cta té bao nay

Té bao don nhan mau ngoai vi dugc phan 14p tir mau cla ngudi tinh nguyén ni
giéi khée manh va phan tich bang céc ly tim trén tAm Ficoll Paque (GE Healthcare, UK).

Sau do, té bao dugc hén dich héa lai trong méi truong RPMI duge bd sung 10% FCS va
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khang sinh (penicilin 100 U/mL, streptomjmin 100pg/mL). Hon dich té bao dugc bd sung
vao dia 96 giéng co6 hoic khdng c6 hop chit d6i chibu (ABD735) (6 30uM, 10uM, 3puM,
‘1uM, hodc 0,3uM) hosic hop chit ddi chimg (0,3% DMSO) c6 hodc khong c6
Staphylococcus aureus Cowan I (SAC) va interleukin-2 (SAC/IL-2) (1:10,000 va
2ng/mL) va i & nhiét d6 37°C/5% CO, trong 48 gidr. Sau khi 0, té bao dugc nhudm véi
khang thé khang CD19 cia ngudi trude khi luong chinh xac hat dém duge bd sung vao

mdi dng @€ x4c dinh s6 lugng té bao séng.

Phén 14p lymphé bao B va danh gi4 tac dung ctia hop chit dbi chibu (ABD735)
dén kha ning ting sinh cia té bao nay

Té bao don nhan méau ngoai vi dwgc phén l1ap tir mau cla ngudi tinh nguyén nix
giéi khée manh va phan tach biang cac ly tAm trén tim Ficoll Paque (GE Healthcare, UK).
Sau d6, t& bao duwge nhudm vé&i chit mau danh gia khi nang ting sinh cua t& bao
(eFluor® 450) vao hdn dich héa lai trong méi trusng RPMI duge bd sung 10% FCS va
khéng sinh (penicilin 100 U/mL, streptomyxin 100pg/mL). Hon dich té bao duoc bd sung
vao dia 96 giéng c6 hoic khong c6 hop chét dbi chibu (ABD735) (6 30uM, 10uM, 3uM,
1uM, hogc 0,3uM) hodic hop chit di chimg (0,3% DMSO) c6 hodc khong c6
Staphylococcus aureus Cowan I (SAC) va interleukin-2 (SAC/IL-2) (1:10,000 va
2ng/mL) va i & nhiét d6 37°C/5% CO, trong 5 ngay. Sau khi 0, té bao dugc nhudm véi
khéng thé khang CD19 ciia ngudi, chét chi thi lymphd bao B, true khi phén tich bing
may dém té bao theo dong chay. Té bio c6 e450 thip duoc coi 13 t& bio c6 kha nang

tang sinh.

Phén 13p lympho bao T va d4nh gia tic dung ctia hop chit dbi chiéu (ABD735)

dén kha nang song sét cia te bao nay

Té bao don nhin mau ngoai vi dugc phéin l4p tir mau cia ngudi tinh nguyén nit
giéi khée manh va phan tach bang cac ly tm trén tAm Ficoll Paque (GE Healthcare, UK).
Sau d6, té bao dugc hdn dich hoa lai & mat d6 2 x 10° té bao/mL trong mdi trudng RPMI
duoc bd sung 10% FCS va khang sinh (penicilin 100 U/mL, streptomyxin 100ug/mL).
Hon dich té bao dugc bd sung vao dia 96 giéng co hodc khong cb hop chét dbi chiéu
(ABD735) (& 30pM, 10pM, 3uM, 1uM, hoic 0,3uM) hoic hop chit dbi chimg (0,3%
DMSO) chtra hodc khong chira phytohaemaglutinin (PHA, Sug/mL) va 0 & nhiét do
37°C/5% CO, trong 48 gid. Sau khi 1, t& bao dugc nhudm vé6i khang thé khang CDS8
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hoic khéang thé khang CD4 ciia ngudi trude khi lwong chinh x4c hat dém duge bd sung

vao mdi 6ng dé x4c dinh s6 luong té bao séng.

Phén 1ap lymphd bao B va d4nh gia tic dung ctia hop chét ddi chibu (ABD735)

den kha nang tang sinh cia t€ bao nay

Té bao don nhan méu ngoai vi dugc phan lap tir m4u cla ngudi tinh nguyén nit
gi6i khoe manh va phén tach bang céc ly tim trén tim Ficoll Paque (GE Healthcare, UK).
Té bao duge nhudm véi chit mau danh gia kha ning ting sinh cua t& bao (eFluor® 450)
vao hdn dich héa lai trong mdi truong RPMI duge bd sung 10% FCS va khang sinh
(penicilin 100 U/mL, streptomyxin 100ug/mL). H3n dich t& bao dugc bd sung vao dia 96
giéng c6 hojc khdng c6 hop chit dbi chiéu (ABD735) (¢ 30pM, 10pM, 3uM, 1M, hoic
0,3uM) hoic hop chit dbi chimg (0,3% DMSO) chia hodc khong chtra
phytohaemaglutinin (PHA, Spg/mL) va & & nhiét 4§ 37°C/5% CO, trong 5 ngay. Sau khi
1, t€ bao duge nhudm véi khang thé khang CD8 hozc khéng thé khang CD4 cua ngudi
trueée khi phan tich bing may dém té bao theo dong chay. Té bao ¢ €450 thép duoc coi
1a té bao c6 kha ning ting sinh.

Két qua trung binh (n = 3) ciia hop chét dbi chiéu (ABD735) dugc tinh theo ty 16
thay d6i kha ning séng s6t so véi tri sb trung binh cua hgp chit déi ching. Sau d6 dir liéu
dugc v& dd thi b:“mg phﬁn mém Grafit do Erithacus cung cép. MBOi thir nghiém dugc lip

lai ba 14n va dir liéu thir nghiém 12 trj s trung binh ciia toan bd cac thir nghiém.
Két qua thir nghiém duoc thé hién trong Bang 12 va Bang 13.

Bang 12 Kha ning sdng s6t ciia té bao trong su ¢6 mit cia ABD735 BuM)

x £ Ty 1§ thay d6i vé

Té bao Hgp chat kich thich kha xiﬁng S 55g ot
A , - 1,0
Bach cau trung tinh Dexamethason 0,8
A1 - 0,9
Lympho bao B SAC/L.2 1.1
A1 A 1ia - 0,9
Lympho bao T biéu hién CD4 ohytohaemaglutinin 0.6
A 1o o 1en - 0,8
Lymph6 bao T bicu hién CD8 phytohasmaglutinin 0.7
- 0,7
A A M-CSF 1,1
Bach ciu don nhin LIPS 1.0
TNFa 0,5

- Bang 13 Kha niing ting sinh ciia té bao trong su ¢6 mit cia ABD735 (3uM)
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Loai té bao Hop chit kich thich | 13 1€ thatyﬁggisﬁhkhé ning
Lympho bao B SAC/L 8:2
Lymphd bio T bidu hign CD4 [ e of :
Lympho bio T bidu hign CD§ |t e 8;

Két qua thu dugc & mot ndng dd cao duy nhat (3uM) ciia hop chit di chiéu
(ABD735) dbi véi cac loai té bao bach cau dugc thé hién & trén. Trong thir nghiém nay,
ty 1¢ thay d6i vé kha ning sdng s6t bing 0,5 hodc thip hon thi hop chét nay lam giam
dang ké kha ning séng sot cia té bio, va ty 1¢ thay d6i vé kha ning ting sinh bang 0,6

hoic thap hon thi hop chit niy 1am giam dang ké kha ning ting sinh cua té bao.

Dir lidu thir nghiém cho thiy hop chét dbi chiéu (ABD735) 1am giam mot cach c6
chon loc kha ning séng s6t cia bach cAu don nhan khi chi ¢6 mit TNFa, va khong lam
gidm mot cach c6 chon loc kha nang séng sét cua bach ciu don nhén khi c6 mat M-CSF
hogc LPS. Ngoai ra, hop chét dbi chiéu (ABD735) c6 anh huéng rit thdp dén kha ning
sdng s6t clia cac t& bao bach cu khéc, diéu nay cho thdy ring cic hop chit ¢6 cing ciu
trac phan tir véi ABD735 néi chung khéng @c ché mién dich. Hop chit dbi chibu
(ABD735) ciing ¢6 tac dung lam gidam kha ning tdng sinh ctia lympho bao, vdi cac tac
dung rit manh quan sat dugc & lymphd bao T biéu hién CD8 duogc kich thich mién djch.
Co ché 1am giam mot cach c6 chon loc kha ning ting sinh ciia mot s lymphé bao nhu
véy 1a co ché rit hiru hiéu dé diéu tri cac bénh viém nhu bénh viém khép dang thép, bénh
lupus ban dé hé théng, bénh Crohn, va bénh xo cling rai rac, ciing nhu dé diéu trj cac
bénh bach ciu bao gém: bénh u lymphé bio T, nhu bénh u lymphd bao T ngoai hach,
bénh u lymphé bao T & da, bénh u lymphd té bao 16n thoai bién, va bénh u lymphd bao T
ung thu hach; bénh u lympho bao B, nhu bénh u lymphd Hodgkin va bénh u lymphd
khong Hodgkin, bao gdm bénh u lymphé bao B 16n lan toa, bénh u lymphd thé nang,
bénh u lymphd mé bach huyét lién quan dén niém mac, bénh u lymphé t& bao nhé, bénh
u lympho t€ bao v6, va bénh u lympho Burkitt; va cdc bénh bach ciu khic, nhu bénh

bach ciu lymphd bao mén tinh va bénh da u tay xuong.
Thir nghi€ém sinh hoc 11
Dénh gia kha ning (rc ché bénh viém khép trén chudt bi gy viém khép bing

pristan
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Chudt cai Lewis dugc st dung trong toan bd cac thtr nghiém. Céc chudt thi
nghi€ém dugc nudi nhét theo cidc nhém mdi nhém gém 5 con, va duy tri nhi€t d¢ & 21°C +
2°C v&i 12 gidr chiéu sdng ban ngay/ban dém va cho #n va udng nuéc diy di. Cac chudt

-duqc gy bénh viém khép bang cach tiém qua da & héc dudi 0,3 mL pristan . Cac chudt
_thtr nghiém bét diu xuit hién céc triéu ching va ddu hiéu ciia bénh viém khép sau

khoang 7 ngay ti€m pristan.

Pé danh gia mot cach ddy du tinh trang viém khép, cac ddu hiéu sau duge kiém

- s04t & mdi chan cia mdi chudt ba 1dn mot tudn va tinh toan @ thu duoc chi sé danh gia

tinh trang viém kh6p (AI) (chi sb dénh gia tinh trang viém khép cyc dai cho mét chudt
bang 16):

0 =khong c6 tri€u chirg viém khép.

1 = phi né va/hoic ban d6 & 1 ngén chén.

2 = phit né vi/hoic ban do & 2 ngén chén.

3 = phi1 né va/hoic ban d6 & nhiéu hon 2 ngén chan.

4 = viém khép ning & toan bd chin va cac ngén chan bao gdm bién dang ban chan
va cting khép.

Cac ¢hudt thir nghiém dugc chia thanh cic nhém diéu tri true khi st dung pristan
va st dung mot 14n hang ngay trong 28 ngay vé6i hop chit thir nghiém & liéu lugng bing 3
va 10mg/kg/ngay theo dudng udng, hodc biang cich tiém mang bung & lidu luong bang

0,05mg/kg dbi voi hop chét déi ching dwong methotrexat. Sau khi két thic thir nghiém,
cac chudt bj giét chét.

Dit liéu thir nghiém dugc phén tich bang tinh toan chi s6 danh gia tinh trang viém
khép trung binh ctia mbi nhém diéu tri. Sau d6, chi s§ danh gia tinh trang viém khép
trung binh dwoc so sanh véi chi s danh gia tinh trang viém khép ctia nhém chudt dbi

chimg (khong dugc didu tri) va tinh toan t 18 phin trim trc ché bénh theo cong thirc sau.
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_ chi s6 danh gia tinh trang viém khép trung binh
, cia nhém chugt dwoc dien tri
%o wtc ché bénh = 100 — % 100 |
chi 56 danh gia tinh trang viém khép trung binh
cfia nhom chudt khéong dwoc digun tri

Dit liéu thir nghiém dugc thé hién trong Bang 14.

Bang 14 Ty 18 phan tram (rc ché bénh viém khép

Hop chat Liéu lwgng Ty 1¢ phén trim ic ché
: (mg/kg/ngay) bénh viém khép
ABD899 3 21
ABD899 10 NDY
HMC-C-01-A 3 40
HMC-C-01-A 10 67
HMC-N-01-A 3 39
HMC-N-01-A 10 60
O Thir nghiém duge két thiic vao ngay thir 10 do xuat hién tac dung khéng mong mudn.

Dt lidu thir nghiém ctia mot sb hop chéit nay dirge thé hién trén Fig.3.

Fig.3 1a hinh v& thé hién 6 db thi m&i dd thi thé hién chi s6 d4nh gi4 tinh trang
viém khép trung binh du6i dang ham sb theo thoi gian (ngay sir dung) dbi v6i hop chét
thir nghi€ém (hinh tron mau tréng), hop chét ddi ching (hinh tron mau den), va hop chét
d6i chimg duong methotrexat (hinh tam gi4c) trong d6 Fig.3A thé hién chi s6 danh gia
~ tinh trang viém khép trung binh cia hop chit ABD899 & liéu hwong bang 3mg/kg/ngay
(dd thi trén cing bén trai), Fig.3B thé hién chi s danh gi4 tinh trang viém khép trung
binh cta hop chit HMC-C-01-A & liéu lwong bang 3mg/kg/ngiy (dd thi trén cing &
gifra), Fig.3C thé hién chi sé danh gia tinh trang viém khép trung binh ciia hop chét
HMC-N-01-A & liéu luong bing 3mg/kg/ngdy (dd thi trén cing bén phai), Fig.3D thé
hién chi sé dénh gi4 tinh trang viém khép trung binh ctia hop chit ABD899 & liéu lugng
bing 10mg/kg/ngay (db thi phia dudi bén trai), Fig.3E thé hién chi sb d4nh gi4 tinh trang
viém khép trung binh cua hop chit HMC-C-01-A & lidu luong bing 10mg/kg/ngay (dd
thi phia dudi & giita), va Fig.3F thé hién chi s§ danh gid tinh trang viém khép trung binh
cta hop chit HMC-N-01-A & lidu lrong bing 10mg/kg/ngay (dd thi phia dudi bén phai).

Dir lidu thir nghiém cho thiy hop chidt HMC theo séng ché ¢6 hoat tinh in vivo
duong udng rit cao trong phong ngira tién trién bénh viém khép giy ra boi pristan, trong
khi d6 hop chit ABD899 c6 hiéu luc didu tri bénh thip trong md hinh niy, mic du c6
hoat tinh manli trong thir nghi€ém sinh hoc 6. Ngoai ra, hgp chit HMC-C-01-A va HMC-
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N-01-A dugc dung nap t6t béi cac chudt thir nghiém trong thoi gian st dung kéo dai,
trong khi d6 hop chit ABD899 dugc dung nap kém, do d6 cin dimg sir dung hop chit
nay va loai bd cac chudt thir nghiém bang hop chét nay khéi nghién ctru (duge thé hién
trén Fig.3D). Hon nita, hop chdt HMC-C-01-A c6 hiéu Iyc didu tri rit cao trong mé hinh
ndy tuong duong véi methotrexat 1a duge chét dugc wu tién sir dung hang diu dé diéu tri

bénh viém khép dang thip.

Dit li€u thir nghiém ciing cho thdy viéc xac dinh hop chit c6 hiéu luc rit manh la

rit quan trong nhung khong d& dy doan dugec.

Céc nguyén ly, phuong 4n uu tién va phuong 4n thuc hién sing ché dugc mo ta
néu trén. Tuy nhién, sang ché khong chi giéi han & cac phuong &n nay. Thay vao do, cac
phuong 4n néu trén chi nhim muc dich minh hoa cht khong gidi han pham vi ciia sang
ché. Can hiéu ring c4c bién dbi c6 thé dugc thyc hién trong cac phuong 4n nay boi ngudi
c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay khong nim ngoai pham vi cia sang ché.

Tai li€u tham khéo

Mot sb tai lieu cong bd dugc vién din trong ban mo ta dé mo ta chi tiét hon sang
ché va tinh trang k§ thuat cua sang ché. Céc tai liéu cong bd cu thé duge vién din trong
ban md ta dugc thé hién duési day. Mbi tai liéu cong bd nay dugc két hop vao séng ché
bing cch vién din, véi cing noi dung khi mdi tai lidu cong b duge trich din cu thé va

két hop vao séng ché bang cach vién din.

Akahoshi et al., 2008, “Promoter polymorphisms in the IRF3 gene confer
protection against systemic lupus erythematosus”, Lupus, Vol. 17 pp. 568-574.

Astry et al., 2011, “A cytokine-centric view of the pathogenesis and treatment of

autoimmune arthritis”, J Interferon Cytokine Res., Vol. 31, pp.927-940.

Bahmanyar et al., 2010, “Aminotriazolopyridines and their use as kinase
inhibitors”, international patent publication number WO 2010/027500 A1 published
11 March 2010.

Baud et al., 1999, “Signalling by proinflammatory cytokines: oligomerization of
TRAF2 and TRAF6 is sufficient for JNK and IKK activation and target gene induction

via an amino-terminal effector domain”, Genes Dé@., Vol. 13, pp. 1297-1308.

-103-



21356

Baud et al., 2009, “Is NFxB a good target for cancer therapy? Hopes and pitfalls”,
Nat. Rev. Drug Disc., Vol. 8, pp. 33-40.

Billiau, 2010, “Etanercept improves linear growth and bone mass acquisition in
MTX-resistant polyarticular-course juvenile idiopathic arthritis”, Rheumatology
(Oxford), Vol. 49, pp. 1550-1558. |

Bladh et al., 2006, “Novel sulphonamide derivatives as glucocorticoid receptor
modulators for the treatment of inflammatory diseases™, international patent publication

number WO 2006/046916 A1 published 04 May 2006.

Brennan et al.,, 1992, “Enhanced expression of tumor necrosis factor receptor
mRNA and protein in mononuclear cells isolated from rheumatoid arthritis synovial

joints”, Eur. J. Immunol., Vol. 22, pp. 1907-1912.

Brennan et al., 1996, “Cytokines in autoimmunity”, Curr. Opin. Immunol., Vol. 8,
pp. 872-877.

Chenetal., 2012, “High-affinity and selective dopamine D; receptor full
agonists”, Bioorg. & Med. Chem. Lett., Vol. 22, pp. 5612-5617.

Childs, L.M.,etal.,, 2001, “Efficacy of etanercept for wear debris-induced
osteolysis”, Journal of Bone and Mineral Research, Vol. 16, No. 2, pp. 338-347.

Dallas et al., 2011, “Osteoimmunology at the nexus of arthritis, osteoporosis,

cancer, and infection”, J. Clin. Invest., Vol. 121, pp. 2534-2542.

Dimitris et al., 1998, “The Pathophysiologic Roles of Interleukin-6 in Human
Disease”, Ann Intern Med., Vol. 128, No. 2, pp. 127-137.

Dvorak et al., 1996, “Comparative ultrastructural morphology of human basophils
stimulated to release histamine by anti-IgE, recombinant IgE-dependent histamine-
releasing factor, or monocyte chemotactic protein-1”, Journal of Allergy and Clinical

Immunology, Vol. 98, pp- 355-370.

Feldmann et al., 1994, “TNF alpha as a therapeutic target in rheumatoid arthritis,”
Circ. Shock, Vol. 43, pp. 179-184. |

Feldmann et al., 1996, “Rheumatoid arthritis”, Cell, Vol. 85, pp. 307-310.

-104-



21356

Feldmann et al., 2001, “The role of TNF alpha and IL-1 in rheumatoid arthritis,”
Curr. Dir. Autoimmun., Vol. 3, pp. 188-199.

Firestein, 2005 “Immunologic mechanisms in the pathogenesis of rheumatoid
arthritis”, J. Clin. Rheumatol., Vol. 11. pp. S39-S44.

Fuetal.,, 2011, “Association of a functional IRF7 variant with systemic lupus

erythematosus”, Arthritis Rheum., Vol. 63, pp. 749-754.

Gabay, 2006, “Interleukin-6 and chronic inflammation”, Arthritis Research &
Therapy, Vol. 8 (Suppl 2), S3.

Galli et al., 1989, “IgE, Mast Cells and the Allergic Response”, Ciba Foundation
Symposium, Vol. 147, pp. 53-73.

Gottlieb, 2005, “Psoriasis: Emerging Therapeutic Strategies”, Nat. Rev. Drug
Disc., Vol. 4, pp. 19-34.

Greig et al., 2006, “Development and characterization of biphenylsulfonamides as

novel inhibitors of bone resorption”, J. Med. Chem., Vol 49: pp 7487-7492.

Greig et al., 2008, “Biphenyl-4-yl-sulfonic acid arylamides and their use as
therapeutic agents”, international patent publication number WO 2008/114022 Al
published 25 September 2008.

Greig et al., 2010a, “Aryl-phenyl-sulfonamido-cycloalkyl compounds and their
use”, international patent publication number WO 2010/032009 A1 published
25 March 2010.

Greig et al., 2010b, “Aryl-phenyl-sulfonamido-phenylene compounds and their

use”, international patent publication number WO 2010/032010 A1 published
25 March 2010.

Greigetal.,, 2013, “Development of triarylsulfonamides as novel anti-

inflammatory agents”, Bioorg. & Med. Chem. Lett., Vol. 23, pp. 816-820.

Hadida et al., 2007, “Heterocyclic modulators of ATP-binding cassette
transporters”, international patent publication number WO 2007/056341 Al published
18 May 2007. | |

-105-



21356

Huet al., 2011, “A meta-analysis of the association of IRF5 polymorphism with
systemic lupus erythematosus International”, Journal of Immunogenetics, Vol. 38,

pp. 411-417.

Jimi et al., 2004, “Selective inhibition of NF-kappa B blocks osteoclastogenesis
and prevents inflammatory bone destruction in vivo”, Nat. Med., Vol. 10, pp. 617-624.

Joosten et al., 1996, “Anticytokine treatment of established type II collagen-
induced arthritis in DBA/1 mice. A comparative study using anti-TNF alpha, anti-IL-1
alpha/beta, and IL-1Ra,” Arthritis Rheum., Vol. 39, pp. 797-809.

Karsenty et al., 2002, “Reaching a genetic and molecular understanding of skeletal

development”, Dev. Cell., Vol. 2, pp. 389-406.

Klareskog et al., 2006, “Mechanisms of disease: Genetic susceptibility and
environmental triggers in the development of rheumatoid arthritis,” Nat. Clin. Pract.

Rheumatol., Vol. 2, pp. 425-433.

Korzenik et al., 2006, “Evolving knowledge and therapy of inflammatory bowel
disease,” Nat. Rev. Drug Disc., Vol. 5, pp. 197-209.

Krausgruber et al., 2011, “IRF5 promotes inflammatory macrophage polarization
and TH1-TH17 responses”, Nat. Immunol., Vol. 12, pp. 231-238.

Lietal, 2008, “A tumor necrosis factor-o-mediated pathway promoting
autosomal dominant polycystic kidney disease”, Nature Medicine, Vol. 14, No. 8, pp.
863-868.

Liu, 2005, “Molecular mechanism of TNF signalling and beyond,” Cell Res., Vol.
15, pp. 24-27.

Long, 2012, “Osteoimmunology: the expanding role of immunoreceptors in

osteoclasts and bone remodeling”, Bone Key Rep., Vol. 1, p. 59.

Malemud et al., 2010, “Myeloid-related protein activity in Rheumatoid Arthritis”,
International Journal of Interferon, Cytokine and Mediator Research, Vol. 2, pp. 97-111..

Mantovani, 2009, “Inflaming metastasis”, Nature, Vol. 457, pp. 36-37.

-106-



21356

~ Mazzucchelli et al., 1996, “Differential in situ expression of the genes encoding
‘the chemokines MCP-1 and RANTES in human inflammatory bowel disease”, J. Pathol.,
Vol. 178, No. 2, pp. 201-206.

Mclnnes et al., 2007, “Cytokines in the pathogenesis of rheumatoid arthritis”, Nat.
Rev. Immunol., Vol. 7, pp. 429-442.

Minamino et al., 2012, “IRF-2 regulates B-cell proliferation and antibody
production through distinct mechanisms”, Int Immunol., Vol. 24, pp. 573-581.

Mount et al., 2005, “Rheumatoid arthritis market”, Nat. Rev. Drug Disc., Vol. 2,
pp- 11-12. '

O’Shea et al., 2013, “Janus kinase inhibitors in autoimmune diseases”, Annals of

* Rheumatic Disease, Vol. 72, Supplement 2, pp. 111-115.

Ogatai etal., 2012, “Safety and Efficacy of Tocilizumab for the Treatment of
Rheumatoid Arthritis”, Clin Med Insights Arthritis Musculoskelet Disord., Vol. 5, pp.
27-42.

Parameswaran et al., 2010, “Tumor necrosis factor-a signaling in macrophages”,

Crit. Rev. Eukaryot. Gene Expr., Vol. 20, pp. 87-103.

Philchenkov et al., 2004, “Caspases and cancer: mechanisms of inactivation and

new treatment modalities”, Exp. Oncol., Vol 26, pp 82-97.

Pisetsky, 2012, “Advances in the treatment of inflammatory arthritis”, Best Pract.
Res. Clin. Rheumatol., Vol. 26. pp.251-261.

Ralston et al., 2005, “Aryl alkyl sulfonamides as therapeutic agents for the

treatment of bone conditions”, international patent publication number

WO 2005/118528 A2 published 15 December 2005.

Rincon, 2012 “Interleukin-6: from an inflammatory marker to a target for

inflammatory diseases”, Trends in Immunology, Vol. 33, No. 11, pp. 571-577.

Roodman, 2006, “Regulation ()f osteoclast differentiation”, Ann. N. Y. Acad. Sci.
Vol. 1068, pp. 100-109.

= Scott et al., 2010, “Rheumatoid Arthritis”, L.ancet, Vol. 376, pp. 1094-1108.

-107-



21356

-Sharifetal., 2012, “IRF5 polymorphism predicts prognosis in patients with
systemic sclerosis”, Annals of the Rheumatic Diseases, Vol. 71, pp. 1197-1202.

Smolen et al., 2003, “Therapeutic Strategies for Rheumatoid Arthritis”, Nat. Rev.
Drug Disc. , Vol. 2, pp. 473-488.

Steger et al., 2011, “Denosumab for the treatment of bone metastases in breast

cancer: evidence and opinion”, Ther. Adv. Med. Oncol., Vol. 3, pp. 233-243.

Sugiyama et al., 1995, “Chemokines in bronchoalveolar lavage fluid in summer-

type hypersensitivity pneumonitis”, Eur. Respir. J., Vol. 8, pp. 1084-1090.

Sun, 2010, “Mechanical loading, cartilage degradation and arthritis”, Annals of the
New York Academy of Sciences, Vol. 1211, pp. 37-50.

Takaoka et al., 2005, “Integral role of IRF-5 in the gene induction programme
activated by Toll-like receptors”, Nature, Vol. 434, pp. 243-249.

Takayanagi, 2009, “Osteoimmunology and the effects of the immune system on

bone”, Nature Reviews Rheumatology, Vol. 5, pp. 667-676.

Tanakaetal., 2003, “Signal transduction pathways regulating osteoclast

differentiation and function”, J. Bone Miner. Metab., Vol. 21, pp. 123-133.

Tsutsumi et al., 2005, “Dipeptidyl peptidase IV inhibitor”, international patent
publiéation number WO 2005/025554 A2 published 24 March 2005.

van den Berg et al., 1999, “Pathogenesis of joint damage in rheumatoid arthritis:
evidence of a dominant role for interleukin-I”, Baillieres Best Pract. Res. Clin.
Rheumatol., Vol. 13, pp. 577-597.

van den Berg, 2002, “Is there a rationale for combined TNF and IL-1 blocking in
arthritis?”, Clin. Exp. Rheumatol. , Vol. 20, pp. S21-S25.

Volejnikova et al., 1997, “Monocyte recruitment and expression of monocyte
chemoattractant protein-1 are developmentally regulated in remodeling bone in the
mouse”, Am. J. Pathol., Vol. 150, No. 5, pp. 1711-1721.

Wang et al., 2010, “Selective ligands for the dopamine 3 (Ds) receptor and
methods of using same”, international patent publication number WO 2010/025235 A1
published 04 March 2010.

-108-



21356

Zhang et al.,, 2012 “Regulation of T helper cell differentiation by interferon
regulatory factor family members”, Immunol. Res., Vol. 54 pp. 169-176.

Zheng et al., 1998, “Gene expression of monocyte chemoattractant protein-1 in
giant cell tumors of bone osteoclastoma: Possible involvement in CD68" macrophage-

like cell migration”, Journal of Cellular Biochemistry, Vol. 70, No. 1, pp. 121-129.

-109-



21356
YEU CAUBAO HQ
1. Hop chét dugc chon tir cac hgp chit co cong thic dudi diy, hoac mubi dugc dung,

hydrat, hodc solvat ctia no:

B e
(0]
‘ . i D( (HIMC-C-02),
Il H
(0]
F
— 0 CH
F—Q</ _\\—%—”{X 3 (HMC-C-03),
— o) OH
F
|
Dads
F
<'>' H oH
(0] CHs 4
Ncg (HMC-C-06),
§n H
— E—N~<:>< (HMC-N-01)
\Y 4 H OH ' ’
0 3
_Cg_Q,g (HMC-N-02),
[l OH
Cl
— — 0 CHs
CI_@@%—N (HMC-N-03), va
N\ / _/ 1 H
N 0 OH

=0
(@)
I
5

=7
=z

@)

T

(HMC-C-04),

(e}

-110-



21356

cl
— Q CH,
cl ) s-N—O (HMC-N-04).
N g OH
F

2. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chit nay 1a hop chét co cdng thirc dudi day, hoac

muoi dugc dung, hydrat, hoac solvat cia no:

CN
O CHs

GO O e
4 H OH

3. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chit nay 12 hop chét c6 cong thirc duéi day, hodc

muoi dugc dung, hydrat, hodc solvat cia no:

CF3
(0]
— il H
e} OH

4. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay 1 hop chit ¢6 cong thirc dudi day, hodc

mudi dugc dung, hydrat, hodc solvat ctia n6:

F
ﬁ CH,
O K, aveen)
lo) OH
F

5. Hop chat theo diém 1, trong d6 hop chét nay 1a hop chit ¢ cong thirc dudi day, hodc

mubi dugc dung, hydrat, hoic solvat cia n6:

F _
ﬁ CH,
~O- OO0 e
0 OH
F

6. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chét nay 12 hop chit ¢6 cong thirc dudi day, hoac

muoi dugc dung, hydrat, hoic solvat clia né:

CN
OO e

-111-

=WN=0

O



21356
7. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay 1a hop chit ¢ cong thirc dudi ddy, hodc

muoi dugc dung, hydrat, hodc solvat ctia no:

' F
NC‘Q—@ _N‘<:><CH3 (HMC-C-06).
== OI H OH

8. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chit nay 1a hop chit c6 cong thirc dudi dﬁy, hoic

O

==

muoi dugce dung, hydrat, hodc solvat clia né:
F

— Q CHg
F p S—NO (HMC-N-01).
\_{ 3 H OH

F
9. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chat nay 12 hop chit c6 cong thirc duéi ddy, hodc

mubi dugc dung, hydrat, hodc solvat ctia né:

F
— I s (HMC-N-02)
F \ / | _NO |
N o M OH

10. Hop chit theo diém 1, trong d6 hop chét nay 13 hop chit ¢6 cong thirc dusi day, hoic

O

=W

mubi dugc dung, hydrat, hoic solvat ciia né:

cl
— ?l CH;,
o ) ﬁ—N{>< (HMC-N-03).
N o H OH

11. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chit nay 1a hop cht c6 cong thirc duéi day, hodc
mudi duge dung, hydrat, hodc solvat ciia no:

Cl

— |C|> CHs
cl ) s—N—<:>< (HMC-N-04).
N g o

-112-



21356

12. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét nay dwoc chon tir cac hop chit c6 cong thire

duéi day, hoac mubi dugc dung, hydrat, hodc solvat cia né:

CN
0 c
g H OH
CF4
0]
E 7 \ g_N_<:>(CH3 (HMC-C-02-A),
— g H ’/o H
F
— ﬁ CHs
) ﬁ—ﬂ—<:>{ (HMC-C-03-A),
(o} OH
F
F
?l CHjy
AN, oo
(o) OH
F
CN
9 CH
F g_N /" (HMC-C-05-A),
4 H OH
F
0 CHs
NG O O L ,‘ (HMC-C-06-A),
4 H OH
F .
— 0 CH,
F p S—N 4 (HMC-N-01-A),
\ N o H OH
F
F |
— 0 CHs
— g_N_<:>( (HMC-N-02-A),
N o OH
Cl

— 9 CHjg .
o— ﬁ_N._<:>{ (HMC-N-03-A), va
N o " OH

-113-



Cl

o—Q (HMC-N-04-A).

r
o:|:
Iz

cg';’o
T F

13. Hop chét theo diém 12, trong d6 hop chét nay 1a hop chit c¢6 cong thic dudi day,

hodc mudi dugce dung, hydrat, hoéc solvat ciia n6:

II
H

14. Hyp chét theo diém 12, trong d6 hop chét nay 1a hop chét c6 cong thire dudi day,

_O

hodc muoi duge dung, hydrat, hodc solvat ciia no:

(0]
"g e (HMC-C-02-A).
4 H H

15. Hop chét theo diém 12, trong d6 hop chét nay 14 hop chét ¢6 cong thirc dudi day,

hodc mudi duge dung, hydrat, hoéc solvat ctia n6:

F
= Q- CH,
F—Q@—%—” / (HMC-C-03-A).
=/ 5 OH
F

16. Hop chét theo diém 12, trong d6 hop chét nay 1a hop chit c6 cong thare dudi day,

hodc mudi dugce dung, hydrat, hodc solvat ctia n6:

F

ﬂ CHj
OO, mecos
OH

0]
F

17. Hop chit theo diém 12, trong d6 hop chit nay 13 hop chét c¢6 cong thuc dudi day,

hodc mudi duge dung, hydrat, hodc solvat ciia no:

H
"’OH

-114-

—co:O

O




21356

18. Hop chit theo diém 12, trong d6 hop chit nay 1a hop "chét c6 cong thic dudi day,

hodc mudi dugc dung, hydrat, hoic solvat cia nd:

F
CHs
I H OH

19. Hop chét theo diém 12, trong d6 hop chét nay 1a hop chit co cong thuc dudi day,

(@]

==

hodc muoi dugc dung, hydrat, hodc solvat ciia no:

F
— /N (I? CHg
F— \ ﬁ—” ", (HMC-N-01-A).
N =/ 9 OH
F

20. Hop chét theo diém 12, trong d6 hop chit nay 13 hop chit c6 cong thitc dui day,

hodc mudi duge dung, hydrat, hodc solvat ctia n6:

F
— 0 CH. ,
N —/ o N OH

21. Hop chét theo diém 12, trong d6 hop chét nay 1a hop chit ¢6 cong thirc dudi day,

hodc muoi dugce dung, hydrat, hodc solvat cia né:

Cl
— CHj
o _N__<:>{ (HMC-N-03-A).
| N H OH ‘

22. Hop chét theo diém 12, trong d6 hop chét nay 1 hop chit ¢6 cong thire dudi day,

(e}

o=w

hodc muoi dugc dyung, hydrat, hoic solvat cua né:

Cl

— Pl CHs
o—y ﬁ—N—O{ (HMC-N-04-A).
N o H OH

-115-



21356

23. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chit ndy duge chon tir cac hop chét ¢6 cong thic

duéi day, hodc muodi duge dung, hydrat, hoac solvat ctia no:

CN
O CHj
o g_N (HMC-C-01-B),
4 H OH
CF3
= I S HMC-C-02-B
—\ S—N—Q (HMC-C-02-B),
g H OH
F
IOI - \CHS
F 7 N ﬁ-N—<:>§ (HMC-C-03-B),
— (o) H OH
F
F
ﬁ \CHs
c O Q s-N..-<:>§ (HMC-C-04-B),
Il H
‘ o) OH
F
CN
i £Hs
- O O I _<:>\ (HMC-C-05-B),
g H OH
F
— a CHq
ne— ) 1 E (HMC-C-06-B),
4 H oH
F
— (|3| CHs
F—\ 7 ﬁ—-N—C>§ (HMC-N-01-B),
N ot OH
F
F
— 0 CH, _
— ) %_N (HMC-N-02-B),
N o N OH
Cl
__ 0 CHs .
o— ) Ly ; (HMC-N-03-B), va
N o M OH

-116-



21356

Cl
__ a CHs
o Qﬁ_”O (HMC-N-04-B).
N 0 OH
F

24. Hop chét theo diém 23, trong d6 hop chit nay 13 hop chét c6 cong thirc dudi day,

hodc muoi dugc dung, hydrat, ho#c solvat ctia no:

CN
0 CH3
o 7 \__M (HMC-C-01-B).
Cl S—N

25. Hop chit theo diém 23, trong do hop chit nay 1a hop chét c6 cong thirc dudi day,

hodc mudi duge dung, hydrat, hodc solvat ciia né:

. \_-:/ B {;j\_%ﬂ _()\:: (HMC-C-02-B).

26. Hop chét theo diém 23, trong do6 hop chéit nay 1a hop chét ¢6 cong thirc dudi day,

hodc mudi dugc dung, hydrat, hoic solvat cia nd:

(HMC-C-03-B).

27. Hop chét theo diém 23, trong d6 hop chit nay 1a hop chét c6 cong thirc dudi day,

hodc muoi dugc dung, hydrat, hodc solvat ciia n6:

F
‘ 0 cH,
X, e
0 OH

28. Hop chét theo diém 23, trong d6 hop chit nay 1a hop chét ¢ cong thirc dudi day,

hodc mudi dugc dung, hydrat, hodc solvat cda no:

CN
0 - CH
e L N\ (HMC-C-05-B).
\ /7 —/ 1 H
0 OH .

-117-



21356

29. Hop chét theo diém 23, trong d6 hop chét ndy 13 hop chit c6 cong thic dudi day,

hodc mudi dugce dung, hydrat, hodc solvat ctia no:

CHs
—-OH O o
OH

30. Hop chéit theo diém 23, trong d6 hop chit nay 13 hop chit c6 cong thire dudi day,

—cn=O

hodic mubi dugce dung, hydrat, hodc solvat ciia no:
0 CH3 _
,—_._<_§_</}—S— (HMC-N-01-B).
0 O H

31. Hop chét theo diém 23, trong d6 hop chét nay 13 hop chét c¢6 cong thic dudi day,

hodc mubi duge dung, hydrat, hodc solvat ciia n6:

F
/
e :>_ </:>_(!S)'_ N__<:>{C”3 (HMC-N-02-B).
= o 1 OH

32. Hop chét theo diém 23, trong d6 hop chét nay 12 hop chét c¢6 cong thirc dudi day.

hodc mudi dugc dung, hydrat, hodc solvat cia n6:

.:< 0 :CHS
o //_\//:\>,:§_N : (HMC-N-03-B).
N — cl) H OH

33. Hop chit theo diém 23, trong d6 hop chit nay 12 hop chit co cong thirc du6i day,

hodic mudi duge dung, hydrat, hodc solvat ctia né:

Cl
c <_/> : N—O{CHa (HMC-N-04-B)
_— /—— —_ =IN=- = .
\ o 1 OH
- F

34. Ché phdm, chira hop chét theo diém bt ky trong sb cac didm tir 1 dén 33, va té duge

pha loding hogic chit mang dugc dung.

35. Phuong phép bao ché ché phim, bao gbm bude trén hop chit theo diém bét ky trong

s6 cac diém tir 1 dén 33 va ta dugc pha losing hodc chit mang duge dung.

-118-



21356

Swmp ns KeS)\

Swip ns A3 N

aL ¥ 2 0 8 8 ¥ Z O 9 ¥ ¢ 0 8 9 ¥ T O
—____._________N ___k____________N
[, Qg _
" s E v
- B
g 2 2» —9
a rmm.. i
-9 .@ - =
L =28 i
g S
.uo:.ulm.. o
&
g-T0-N-DINH —0— 7L E 8 g-10-D-DINH O !
- Bump 10p Y2 dOY —e— i h Sump 10p 38y dOH —o— m I
T -yl T !
Swip ns Le3N Swmp ns LeSN
9. ¥ ZL 0. 8 8 ¥ T O 9. ¥ 7 0 8 9 ¥ T O
_____.____’F____N e 1oy b 4oy b b b1
» a —C
M a -y
= v B
P ER -9
- S E I
2% -8
gL R B i
ﬁ_:m.m -0l
- ) -
V-T0-N-OIWH —0— U Lz B8 V-10-0-0NH 0 71
S 19p e AOY —e— - " Sump 1op gy dOH —e— d 8
T g . ¥l

1310

Swnp ns Le3pT

9, ¥, ¢ 0 8 9 ¥ T O
[ TR NN W NN SO N U (NN TR SN M NSO S B Z
D -
- (@]
B o -V 8 8
Iy R
D S g
3k - ZE
g5 8 g m.
B o - g &
L] E. t=d s
o= —0l 9 m.
E o B [l
B g , E =
@ T-TO-N-DINH —O— AT
Buny 10p gy O —e— D - "
T 4
Swip ns AeS)N
g, ¥, ¢ 00 8 9 ¥ ¢ O
[ T U (N T I WU NN W T TN AN SN AN N BN Z
a - o
g B —y 5. B
D p
mnM“. -~ 5 o
£y 8 ES
g & - g E
= o mu —8 g .
E o - B2
2 B L
Ea - Ea
- 5 E .
" TODDONH —O— < —Zl E
Sump 19p 3 dOH —e— i
e -yl

-119-



21356

Sunpd 10D JeND doyy —e— m

Swip ns Ae3N A
¥l <L Ol 8 9 14 4 0 =
[T Y T I T T S [ <%

- B

—v B

- B

™8

g =

° E

g 3

- 04

, -0 &

idadueyy —w— | B

LeSuBnAwe ‘V-10-DOWNH —+ |-¢ .w
AeSu/Bn/Bwey ‘V-I10-D-DINH —O— [ , m
7

2

B

Swip ns ABSN
9L ¥ ZIL Ol 8 9 ¥ 4 0

|
o
2

ydpue) —y—
Le3u/3N/BuT ‘668AAY —O—

|
o™~
=

I

[

¥l
Suny 10p 0 dog —e—

s

[
e o]
unq 3wy dop] uRIA Sus.n yup vI3 yuep 0s D

-120-



21356

smp ns Aed N
BC9cvccc0c8L9L¥LClOL B89 O

0. 2
-1 B B
-7 B o
e B &
-7 S B
-G &
S E%
) _.uo.. m.
-8 B o
-6 ~ B
wEXSDOPIIN¥- [ 0 2
AeBuBNBuQT ‘V-T0-N-DINH —o—
Swp 10p 38 AOH —»—
Sumip ns LeSN m
gcocycecocelolvlcioL8 9 O A
058
-1 B &
Ex
g B
€ g m,
-
TE
..Im n. m
WXONOWIY v | = =
AeBuByBue VIONOWH o |, ®

Sump 10p jep Aoy —e—

J

Sump ns AeS N
gzocvcezocelelvicior 8 s O

Smip ns AeSN
gcoc ycTeOCBLSLYLZIOL 8 9 O

Y P Y AN T I I A I 4 1} Dg_L_._____._h_.___._._._\ 0
prrzvegyeesl” L) 52 -y
- [EzR CE 8.
€ & 5 A} - o
-7 o E Smsng L .W m.
—S & 13, -5 o 3.m
g E = -9 2 B
-2 g =3 —2 e B
-8 B o ! mu. w.
JeXANOPAA] —¥— Hm_ .m u«u...wboﬁmualil HM_ E m
KLeSuSyBwgT “v-T0-D-DINH -0~ LeuBsyBsugl ‘668AIY —O0— 9
Sump 19p 38 O~ Suap 10p L2 dOH 8-

Swap ns AeSN u Sumip ns Ae3N O
gzecycecc Lol yizioL 89 0 ez 9z ¥zzz0Z8L 97l ZL0L 8 9 O
.___._.___.__L._..y.. _.D&m______-___.______r-_._. D.&O

= s P - B

[CR] L o> -

s o B 3.

CE g "B B

e & e J E

- ¢ m _m,. 4 m m..

v g 5 g

s ig b -6 e =

1EXanoRIN —v— | g E W JEXINOPST —v— |- g m e

CeBuSyBue ‘V-10-D-DINH - |, & AeBuBayBme ‘668qAY —- |, .m

Sump 10p 3 AOH —e-

d

€31

Suay

1op 18 doy —e—

\

-121-





