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Linh vuc k§ thuét dwge dé cap

Sang ché dé cip dén quy trinh diéu ché dén xuét 6,7-dialkoxy quinazolin
hodc mubi duge dung cia nd, trong dé din xudt nay cé hoat tinh chdng bénh

ung thu va do dé 1a hitu dung trong céc phuong phéap diéu tri cho ngudi.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Hau hét cac phac dd didu tri bénh ting sinh nhu bénh vay nén va bénh ung
thu trude day st dung hop chét e ché tng hop ADN. Cac hop chit nay 1a doc
v6i t& bao va tac dung o loi cta ching chi nhan duge khi ching thé hién tinh

chon loc véi viéc phén chia nhanh chéng té bao khoi u.

Trong nhitng nam gan day, da phéf hién ra ring té bao c6 thé try thanh
dang ung thu béi vi sy bién nap mot phan ADN cutia né vao gen dot bién gay
bénh ung thu, nghia la gen ma khi hoat hoa din dén su tao thanh té bao khéi u
4c tinh (Bradshas, Mutagenesis, 1986, 1: 91). Mot s6 gen dot bién gdy bénh ung
thu ma hoa céc enzym tyrosin kinaza va cac thu thé yéu té sinh truéng nhét dinh
cling la enzym tyrosin kinaza (Larsen et al ., Ann. Reports in Med. Chem. 1989,

Chapt.13).

Tyrosin kinaza thu thé 13 quan trong trong viéc truyén tin hiéu sinh hoa
ma khoi ddu su sao chép té bao. Chung c6 ving lién két ngoai bao nhu cac yéu
t6 sinh trudng nhu yéu td sinh trudng biéu bi va mét phan ndi bao c6 chirc ning
lam kinaza dé phosphoryl héa tyrosin axit amin trong céc protein va do d6 tac
dong dén su tang sinh té bao. Pa biét rang céc kinaza nay thuong xuyén cd mit
& céc bénh ung thu phd bién & ngudi nhu ung thu va (Saimbury et al., Brit, J.
Cancer, 1988, 58: 458), ung thu da day-rut nhu ung thu rudt két, truc trang va

da day (Bolen et al., Oncogene Res., 1987,1: 149). D3 phat hién ra ring hoat
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tinh tyrosin kinaza (hoat tinh TK) c¢6 thé phat hién thudong xuyén hon & té bao 4c

tinh so véi té bao binh thudng (Hunter, Cell, 1987, 50: 823).

Gan ddy, d3 phat hién ra ring thy thé yéu té sinh truong biéu bi
(Epidermal Growth Factor Receptor-EGFR) ¢6 hoat tinh TK duogc biéu hién qué
mirc & nhiéu bénh ung thu & ngudi nhu nio, té bao vay & phdi, bang quang, da
day, v, dau va cd, thuc quan, tuyén gidp va tuong tu. (WIJ. Gullick, Brit. Med.
Bull. 1991, 47: 87). Thuy thé yéu t6 sinh truéng biéu bi (EGFR), mot thanh vién
cta ho tyrosin kinaza thu thé (Receptor Tﬁ/rosin Kinaza: RTK) gdm c6 bén thu

thé Erbl/HERI, Erb/HER2, Erb/HER3 va Erb/HERA4.

Mot bién phap quan trong dé e ché hoat tinh EGFR-TK dang kham pha
cac phan tir tong hop nho (Arteaga CL, Exp. Cell Res., 2003, 284: 122-130).
Céac din xuét quinazolin nhét dinh nhu gefitinib (Iressa '™, Astra Zeneca),
erlotinib (OSI-774, Tarceva'™), PD-183805, PKI-166, EKB-569, PD-168393,
CGP-59362 di duoc khao sat rong réi vé cc lwa chon didu tri ¢6 thé ddi véi mot
s6 dang bénh ung thu (Baselga et al., Oncology 2002, 63: 6-16, Cohen RB.,
Clin. Colorectal Cancer, 2003,2: 246-251). Cac don patent Chau Au s6 EP
0566226, EP0602851A1, EP 0635507 Al, EP 0635498 A1, EO 0520722 A1 mé
ta cac dan xuét quinazolin nhét dinh c6 ddc tinh chbng ung thu 14 két qua cua

dic tinh e ché TK ctia chiing.

Céc patent M¥ s6 US 5475001, US 5457105, US 5616582, US 5770599,
US 5747498, US 6900221 v.v. dé cap dén céac dan xuét quinazolin ¢6 cac dac
diém céu tric nhu gde anilino duoc thé & vi tri 4 va nhiéu nhém alkyl c6 nhém
chtrc khac nhau & vi tri 6 va 7 cia nhéan quinazolin.

Cu the 1, US 5457105, US 5616582 dé cap dén N-(3-clo-4-flophenyl)-7-
metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-4-quinazolinamin  (Gefitinib) va US
5747498 va US 690221 d& cép dén N-(3-etylnylphenyl)-6,7-bis(2-
metoxyetoxy)-4-quinazolinamin (Erlotinib). Cac cong bd don qubc t& s6 WO

20005/070909, WO 2007/060691 A2 va WO 06/090413 dé cap dén cac bién ddi
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khac nhau & dang tong hop hodc da hinh cua hai duoc chit chéng ung thu phd
bién nay.
Bian chit ky thuit ciia sing ché
Muc dich cia sang ché 1a dé& xuét quy trinh diéu ché din xuét quinazolin
hiru dung dé diéu tri rbi loan lién quan ¢én bénh ung thu. Quy trinh diéu ché dan

xuat quinazolin ¢6 cong thire (I), hoac muoi dugc dung ciia nd

Cas ﬁ f
HN/L~3~.\%

00 D
g \**--*-g\(-«*J R! = .0-CHy-CHz-CH,- N/ :
] \

'O-‘CHRMCHQ*C Hz-‘; y >

O
N\
MM

~O-CHy-CH;-CHp- N
va RZ= OCHa, OC,H,
trong do quy trinh nay bao gom céac budec:

a) cho quinazolin c6 cong thuc (1)

I
phan tng véi phosphoryl clorua hodc oxalyl clorua dé thu duge 4-clo quinazolin

c6 cong thire (I1I)

Cl
R1

o
R2 ~SNT

,va
b) cho 4-cloquinazolin c6 cong thuc (III) & trén phan Gng voi 3-etynyl

anilin dé thu dugc dan xuét quinazolin c¢6 cong thirc ().

-4-
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Séang ché cling dé xuat quy trinh bao gom cac budc:

a) cho quinazolin c6 cong thirc (11a)

o)
O/_ _\N A
\__/ (CHz)s © NH
J
CH,0 N

II (a)
phan ung véi phosphoryl clorua hodc oxalyl clorua @ thu dugc 4-clo

quinazolin tuong ing c6 cong thuc (11la)

Cl
O/__\N — —O0
\_/ (CH2)3 N
>

CH,0

III (a) , Va

b) cho 4-cloquinazolin c6 cong thic (IIla) & trén phan ing véi 3-etynyl anilin

dé thu duoc din xuét quinazolin NRC-2694

NH——" ™
0 \N l\ | =
C T (CHyy,—O
\_—/ ( 2)3 -~ | \N -
S /) o
CH,0 N
NRC-2694

Trén quan diém tiém ning 16n cua nhom quinazolin cua hop chit mang
lai, cac tac gia sang ché bét dau viéc tong hop va sang loc mét sb luong 16n cac
héa chét c6 déu hiéu cdu tric méi. Ngac nhién va bat ngd phét hién ra rang
quinazolin c6 nhém 3-etynyl anilino & vi trf 4 va cu thé 1a nhom alkoxy duogc thé
O vitri 6 va 7, dem lai dac tinh chéng tang sinh dadc hiéu va dugc ting cuong
nhiéu khi so sanh v6i cac thanh vién n6i bat khac ctia nhém quinazolin cta dugc
chét. Tuong tu, dang ngac nhién 1a hop chét theo sang ché c6 doc tinh it hon va
profin do an toan rit ¢6 loi cho ung dung diéu tri. Céac thuc thé hoa hoc duoc mo

ta trong sang ché duoc ky hiéu boi cdu trac chung (I) va trude day chua duoc
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tong hop cling nhu 1a nghién ctru vé 1¢i ich diéu tri va profin do an toan cia

ching.

R‘J
\’ = ’/%Na
RQ‘” P N’)

R'i = -O-GH‘Z'CHE"OH{‘ | QO

-'O“C‘Hg‘CHz‘"CHE'" N\' : '

-0-CH-CH,CHy- N J
'\____ M

V& Re = OCH,, OC,H,
Hop chét (I) 1a NRC-2694 khi

" w ) | NP2
Rl = -O-CH;CH;CH- N O vaR2=OCH;.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 14 so d6 thé hién phan tich Western blot t& bao A549 dugc xu Iy bang
erlotinib HCI va NRC 2694.

Hinh 2 14 so d6 thé hién thtr nghiém xam lan Matrigel cia t& bao H1299 duoc xtt

ly béng erlotinib HCI va NRC 2694.

Hinh 3 14 so d6 thé hién sy giam kich thude khéi u do st dung qua duong miéng
va mang bung Erlotinib HCl va NRC 2694 & chuét trui 1ong duoc cy khdi u
phdi ngudi A549.

Hinh 4 1a so d6 thé hién phdi thu duoc tir chudt trui 16ng véi té bao bidu hién
luxiferaza A549 dugc xir 1y bing céc nong do khac nhau cta Erlotinib HCI va

NRC 2694 qua duong miéng hodc mang bung.
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Hinh 5 1a so d6 thé hién cac 14t cit duoc nhuém mau H&E dai dién cua phdi
mang khéi u cua chudt trui 16ng sau khi diéu tri bang Erlotinib HCI va NRC
2694.

Hinh 6 1a so d6 thé hién chudt trui long duogc céy té bao biéu hién luxiferaza
A549 duge xtr 1y bing cac ndng dd khac nhau cta Erlotinib HCI qua duong
miéng va mang bung.

Hinh 7 1 so db thé hién chudt trui 16ng dugc cdy té bao biéu hién luxiferaza
A549 duoc xir Iy bing cac ndng d6 khac nhau cia NRC 2694 qua duong miéng

va mang bung.

Hinh 8 1a so dd thé hién sy nghién cru hiéu qua ctia cac NRC NCE lién quan

dén cac thy thé khac nhu HER-1,2,3,4 va VEGFR in vitro.
M5 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuit quy trinh didu ché dan xuét 6,7-dialkoxy quinazolin hitu
dung d& didu trj rbi loan lién quan dén bénh ung thu, trong d6 mét sb 1on cac
hop chat hoa hoc ¢6 dAu hiéu cdu trac mai dugc téng hop va sang loc. Mudi
mono HCI ctia NRC-2694 1a NRC-2694 -A va mudi diHCI cia NRC-2694 1a
NRC-2694 B. Hop chit theo sang ché dic biét 1a NRC-2694 c6 dic tinh chong
ung thu/chéng tang sinh vuot troi bat ngd va dem lai loi ich didu tri so v6i céac

duoc chat noi bat cia nhom nay nhur mo ta chi tiét dudi day:

1) Nong do trc ché thap: ndng do e ché (ICs) trong phuong phap
thtr nghiém tang sinh MTT cho thiy gia tri nim trong khoang tir
40 dén 90ng/ml (100-200nm) trong khi d6 erlotinib HCI c6 gia
tri 1a 836ng/ml (1945nm). Thir nghiém Western blot va xam l4n
Matrigel ciing xac nhén diéu twong tu.

2) Thoai trién khéi u hoan toan: Sy thodi trién khdi u hoan toan
dugc quan sat thiy boi viée st dung qua duong miéng cac hop
chét nay ¢ chudt trui 1ong dugc céy té bao khéi u phéi nguoi

A549 & lidu 10mg/kg. Trong nghién ctru so sanh, thdm chi ¢ lidu

-7-
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100mg/kg, erlotinib HC| khong thé gay thoai trién khdi u hoan
toan. Kiém tra bing mét mo phdi ctia chudt duge cdy A549 va
cac thur nghiém biéu hién luxiferaza xac nhan quan sat twong tuy.
Hiéu qua duogc chét: danh gia liéu hiéu qua chi ra gia tri (EDs)
la 6,3mg/kg ddi véi hop chét dién hinh theo sang ché nghia 13,
NRC-2694 trong khi dé giad tri thu duogc vdéi erlotinib HCI la
22mg/kg.

Téc dung chita bénh la 100% dugc quan sat théy 0 NRC-2694 so
v6i chi 50-60% trong trudong hop cua erlotinib HCI.

Chi dinh duy nhét bb sung: Céc hop chit theo sang ché cu thé 1a
NRC- 2694, thé hién cac chi dinh b6 sung nhu didu hoa giam
cac muc biéu hién cia céc thu thé ErbB2, ErbB3, ErbB4 va
VEGFR. Két qua dac biét, rAt noi bat va ngac nhién nay la hoan
toan bat ngd va khong thdy & tit ca cac thu thé véi erlotinib HCL
Profin d6 an toan: profin d6 an toan ctia cac hop chit theo sang
ché, dic trung la NRC-2694 1a rit hira hen va c6 loi ich hoan
toan 16n va bat ngd. Do d6, NRC-2694 thé hién liéu dung nap tbi
da (Maximum Tolerated Dose: MTD) la 500mg/kg so véi
2000mg/kg @i véi erlotinib HCI.

Cira s didu tri rong dem lai boi NRC-2694 duoc ching minh boi gia tri

LDy cta n6, 1a 2000mg/kg so voi 500mg/kg cua erlotinib HCl. Gia tri LDs,
khong thé dugc xac dinh cho NRC-2694, trong khi d6 gié tri 805mg/kg dugc

xéc dinh ddi véi erlotinib HCI.

Vi du thye hién sang ché

Céc vi du sau dugc dua ra nham muc dich minh hoa quy trinh diéu ché

hop chét theo sang ché va hi€u qua sinh hoc vuot trdi cia né va do d6 khong

duoc xem xét dé lam gidi han pham vi cua sang cheé.

-8-
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So dd 1

] . R1
NH  pocy, f‘x
v hodc R =

(COCI),
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M

Y . H\
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3-etynyl anilin
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1, NRC-2594

1 mol HCI f k\ 2 mol HCI

\

\

NRC-2694 A R
[mono hydroclorua ciag NRC-2694 B
NRC-2694] [dihydroclorua clia
NRC-2694]
Sodo 1

Vidul

Didu ché N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-4-
quinazolinamin (I, NRC-2694)

i) Piéu ché 4-clo-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy-4-quinazolin (Illa)

-0-
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Binh day tron bbn cd dung tich 5 lit sach va kho c¢6 thanh khuéy co hoc,
binh ngung hoi luu, phéu gép can bing &p sudt va & cdm nhiét k& dugc nap
clorofom (3000ml), dimetyl formamit (30ml) tiép theo la 7-metoxy-6-(3-
morpholino propoxy)-3,4-dihydro-quinazolin-4-on (Ila) (150g), thu duoc theo
quy trinh néu trong vi du 1 ctia cong bd don yéu ciu cdp patent qudc té sé6 WO
2005/070909A1. Oxalyl clorua (120g) duge thém tir tir vao va khéi phan tmg
dugc gia nhiét dén nhiét d6 hoi luu va duy tri & nhiét d6 hdi luu trong khoang 5
gio. Phan tng duogc phat hién 1a hoan toan boi thir nghiém HPLC. Dung moi
clorofom va oxalyl clorua du duoc chung cét bang cach sit dung chan khéng
nhe. Khdi phan tng duoc 1am ngudi dén khoang 40°C va thém clorofom
(300ml) va lai chung cit dung moi bang céach sir dung chan khéng nhe. Hon hop
phan tmg duoc 1am ngudi dén nhiét d6 moi trudng va axetonitril (3000ml) duoc
thém vao va khudy trong 10-15 phit va giit trong diéu kién nito dé tiép tuc budc

tiép theo.

ii) Diéu ché N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-
morpholinyl)propoxy]-4-quinazolinamin (I, NRC-2694)

Binh day tron bdn ¢6 dung tich 5 lit c6 thanh khudy co hoc, binh ngung
héi luu, phéu gop cén biang 4p sudt va 6 cdm nhiét ké chtra hop chét clo trong
axetonitril tir bude (i) ¢ trén dugc thém tir tir 3-etynyl anilin (69g) trong khoang
10 dén 15 phat va khdi phan tng duoc gia nhiét dén nhiét d6 hoi luu va duy tri ¢
nhiét d6 hoi luu trong khoang 4 gid. Phan tGng dugc phat hién 13 hoan toan bai
thir nghiém HPLC. Sau d6 khéi phan tmg duoc lam ngudi dén nhiét do 25-35°C
va loc, rira banh bing axetonitril (500ml) va lam khé banh.

Hop chét tho ¢ trén dugc dua vao binh day tron dung tich 5 lit khac va
thém nude (2500ml) va 1am ting nhiét do tir tir dén 60-65°C va diéu chinh do
pH ctia khdi phan tmg dén 10-12 bang dung dich natri hydroxit lodng. San pham
ran phan tach duoc loc va ria bang nude va lam khé & 70-75°C dé thu duoc
173,0g N-(3-etynylphenyl)-6-(3-morphilin propoxy)-7-metoxy-4-quinazolamin

la chat ran mau trang duc.

-10-
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i)  Két tinh lai N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-

morpholinyl)propoxy]-4-quinazolinamin tir toluen.

Binh déy tron bon c¢d dung tich 5 lit c6 thanh khudy co hoc, binh ngung
hoi luu, phéu gép can bang 4p suét va 6 cim nhiét ké dugc nap toluen (3750ml),
tiép theo 1a N-(3-etynylphenyl)-6-(3-morpholino  propoxy)-7-metoxy-4-
quinazolinamin (50g) thu duoc theo quy trinh mé ta trong Vi du 1 & trén. Hon
hop phéan tng duoc gia nhiét dén 90-95°C, dé cho chit rin hoa tan hoan toan.
Sau d6 x1r ly cacbon va loc. Dich loc dugce lam ngudi dén 25-35°C, duy tri trong
khoang 1 gid va loc va lam kho nguyén liéu dé 1iy 40,15g N-(3-etynylphenyl)-
7-metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-4-quinazolinamin 1 chit rén dang tinh

thé mau tring.
Piém néng chay: 185-187°C
D6 tinh khiét: 99,72% (HPLC)
IR (KBr) (ecm™): 3280,9, 2954,6, 2810,3, 1620,1, 1604,2, 1572,1, 1527,7,

1505,2, 1484, 1430,5, 1388,2, 1247,5, 1211,2, 1140,3, 1110,4, 1010,3, 953,4,
859.,6, 784,2cm’™

'HNMR (300MHz; DMSO-de): 9,57 (s, IH); 8,48 (s, IH); 7,99 (s, IH);

7,86 dén 7,92 (d, 2H); 7,34 dén 7,44 (t, TH) 7,18 dén 7,21 (s, 2H); 4,15 dén 4,21
(t, 4H); 3,92 (s, 3H) 3,5 dén 3,6 (t, 4H); 2,4 dén 2,52 (m, 5H); 1,95 dén 2,01 (m,
2H).

Khéi luong: 419,4 (M + 1)
Vidu?2

Két tinh lai N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-
4-quinazolinamin tir axetonitril

Binh day tron ba ¢b dung tich 2 lit ¢é thanh khudy co hoc, binh ngung héi
Iy, phéu gbp cén bang ap sudt va 6 cdm nhiét ké duoc nap axetonitril (1000ml),
tiép theo 1a N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-4-

quinazolinamin (25g) thu duoc tir quy trinh mé ta trong Vi du 1 & trén. Khéi

-11-
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phan tng dugc gia nhiét tir tir dn 65-70°C, dé cho nguyén liéu rdn hoa tan hoan
toan va x\{r Iy cacbon va loc khéi phan tung. Dich loc dugc chuyén sang binh day
tron khac va lam ngudi tir tir ¢én 10-15°C va duy trl trong 30 phat & nhiét do
nay. Khéi duoc loc va sau khi rira banh béng axetonitril lanh, 1am kho dé thu
dugc 20,50g N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-4-
quinazolinamin 13 chit rdn dang tinh thé mau tring.

Diém néng chay: 186-187°C

Do tinh khiét: 99,68% (HPLC)
Vidu3

Két tinh lai N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-

4-quinazolinamin tu etyl axetat.

Binh day tron ba ¢6 dung tich 2 lit c6 thanh khudy co hoc, binh ngung hdi
luu, phéu gdp cén bing 4p sudt va 6 cim nhiét ké duoc nap etyl axetat (2000ml),
tiép theo 1a N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-4-
quinazolinamin (25g) thu duge tir quy trinh md ta trong Vi du 1 & trén. Khoi
phan tng duoc gia nhiét tir tir ¢én 65-70°C, dé cho nguyén lidu ran hoa tan hoan
toan va xir Iy cacbon va loc khéi phan tmg. Dich loc duoc chuyén sang binh day
tron khac va 1am ngudi tir tir dén 10-15°C va duy tri trong 30 phut ¢ nhiét do
nay. Khéi tinh thé duoc loc va sau khi rira banh bang etyl axetat 1am kho dé 14y
20,95¢ N-(3-etynylphenyl)-6-(3 —mofpholino propoxy)-7-metoxy-4-

quinazolinamin 13 chét rin dang tinh thé mau trang.
Piém noéng chay: 185-187°C
Do tinh khiét: 99,7% (HPLC)

Vidu4

Diéu ché N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-4-

quinazolinamin mono hydroclorua. (NRC-2694A)

Binh déy tron ba ¢ dung tich 500ml c6 thanh khudy co hoc, binh ngung

hoi luu, phéu gép can bang 4ap sudt va 0 cam nhiét ké dugc nap
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rugu isopropylic (250ml), tiép theo 1a N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-
morpholinyl)propoxy]-4-quinazolinamin (5g), thu dugc tir quy trinh néu trong
Vi du 1. Nhiét d6 ctia khéi phan tng ting 1én 65-70°C & cho tit ca nguyén liéu
rén hoa tan va xir ly cacbon va loc. Dich dugc lam ngudi dén nhiét @6 khoang 55
dén 60°C va thém vao dich loc nay mét mol duong lwong khi HCI hoa tan trong
dung dich ruou isopropylic khi mubi monb hydroclorua tach ra. Khéi phan tng
duoc duy tri & nhiét d6 hdi luu trong khoang 2 gid va sau d6 1am ngudi dén nhiét
d6 trong phong va loc va 1am khé dé ldy 5,1g N-(3-etynyl phenyl)-6-(3-
morpholino propoxy)-7-metoxy-4-quinazolinamin mono hydroclorua 13 tinh thé
mau tring.

D6 tinh khiét: 99,8% (HPLC)

Ham lugng HCI (hoa hoc): 8,19% (gia tri 1y thuyét: 8,01%)

IR (KBr) (cm™) 3407, 3305, 3259,5, 2934, 2619, 1625,9, 1593,8, 1579,9,
1530,8, 1512, 1476,9, 1392,2, 1356,8, 1282,1, 1242,1, 1207,9, 1141,3, 1100,8,
1076,1, 1042,1, 1026,5, 1011,5, 957,7, 941,5, 922,1, 857,3, 852, 838,1, 796,
782,4.

Vidu5

Piéu ché N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-4-
quinazolinamin di hydroclorua (NRC-2694B)

Binh d4y tron ba ¢ dung tich 500ml ¢6 thanh khudy co hoc, binh ngung
hoi luu, phdu gép can biang 4ap suidt va 6 cdm nhiét ké duoc nap
ruou isopropylic (250ml), tiép theo 13 N-(3-etynylphenyl)-7-metoxy-6-[3-(4-
morpholinyl)propoxy]-4-quinazolinamin (5g), thu dugc tor quy trinh néu trong
Vi du 1. Nhiét d6 ctia khdi phan tGng ting 18n 65-70°C dé cho tit ca nguyén liéu
rén hoa tan. XU ly cacbon va loc. Dich loc duge lam ngudi dén nhiét d§ khoang
55 dn 60°C va thém vao dich loc nay hai mol duong luong cta khi HCI hoa tan
trong dung dich rugu isopropylic khi mubi dihydroclorua tach ra. Khéi phan tng
duoc duy tri ¢ nhiét do hi luu trong khoang 2 gi¢ va sau dé lam nguoi dén nhiét

d6 trong phong va loc va lam kho dé thu duoc 5,5g N-(3-etynylphenyl)-7-
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metoxy-6-[3-(4-morpholinyl)propoxy]-4-quinazolinamin dihydroclorua 13 tinh

thé mau tring.
D6 tinh khiét: 99,78% (HPLC)
Ham luong HCI (héa hoc): 14,9% (gia tri ly thuyét: 14,83%)

IR (KBr) (cm™): 3406,8, 3194,1, 2942,7, 2681,9, 2623,6, 1633,7, 1566,2,
1528,6, 1512,5, 1438,6, 1359,6, 1282,3, 12183, 1157,1, 1132,7, 1105.9,
1075,6, 1001,9, 942,1, 8753, 816,1, 787,2.

Vidu6
Liéu dung nap téi da (MTD) va dénh gia doc tinh cip (Bang 1 va 2):

Nghién ctu trich ddn MTD sém dugc thuc hién trén chudt Albino Thuy

ST duc va céi (trong luong 20-25g).

Nghién ciru duoc thuc hién theo quy tic huéng din OECD 420, nghién
ctru duoc tién hanh tir 9 gid sang dén 5 gidr chidu dé tranh chu ky ngay dém, cac
hop chét Erlotinib va NRC-2694 duoc tao huyén phu trong 2% gém acacia, cac
hop chét duoc cho st dung & cac lidu 5, 50, 300 va 2000mg/kg qua duong
miéng (po: per oral). Liéu trung gian dugc cho st dung tiy thudc vao mirc tir
vong. Dong vat duoc quan sat vé su thay dbi hanh vi chinh ¢t mdi gidr dén sau
gid sau khi st dung thudc. Quan sat thém cic con vt trong 72 gid néu ¢ con
nao tir vong. Pong vat séng sot bi md xac dé kham nghiém dé danh gia su hap
thu hop chét qua duong da day-rudt.

boc tinh cép ctia Erlotinib va NRC-2694 duoc tién hanh & chudt duc va
chudt cai. Cac lidu 500, 750, 1000 va 2000mg/kg duge cho sir dung qua dudng
miéng. Mdi nhém gdm c6 5 chudt. Cac con chudt dugc quan sat vé sy tir vong
trong 14 ngay sau khi st dung hop chit. Chudt sdng s6t bi md xac kham nghiém

dé danh gia su hap thu hop chit qua duong da day-ruét.

Gia tr1 LDsy dugc xac dinh bé’mg cach sir dung Litchfield va Wilcoxon (J.

Pharmacol.Exp. Ther.1949, 96: 99-113).
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Két qua cua nghién ctu dc tinh duge dua vao cac Bang 1 va 2. Liéu
dung nap t6i da (MTD) cta erlotinib HCI duoc phat hién 1a 500mg/kg (po) trong
khi d6 dbi voi NRC-2694, liéu nay la 2000mg/kg (po). Tuong tu nhu vay, LD,
dugc phat hién 12 500mg/kg (po) dbi véi erlotinib HCI va 2000mg/kg (po) dbi
v6i NRC-2694. Do d6, doc tinh thap bat ngd va dang ngac nhién va profin do an

toan cia NRC-2694 so véi erlotinib HCI1 duogc tao nén.

Bang 1

Nghién cru danh gia sém so sanh (mtd) cuia erlotinib. HCI va

NRC-2694 (chudt)

Hop chét - MTD mg/kg (po)
Erlotinib HCI 500
NRC2694 2000

Bang 2

Nghién ctu gia tri LDs, cap (liéu don 7 ngay quan sat) & chudt

Hop chét LD, mg/kg (po)* LDso mg/kg (po)
Erlotinib HCI1 500 ‘ 805
NRC2694 2000 -

*LDy: Khong quan sat thiy ttr vong ltic cudi cua thoi gian 7 ngay.

Vidu7

Nghién ctru danh gié in vitro va in vivo va danh gid hiéu qua diéu tri

Céc mau: Erlotinib duoc st dung lam dugc chat tham chi€u doi chung,
hoat tinh sinh hoc cta hop chat méi theo sang ché dugc thir nghi€ém so sanh véi

duoc chat nay lam dbi chimg duong

i) Thtr nghiém tang sinh MTT:

-15-



21384

Thur nghiém MTT [3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli
bromua] dugc moé ta lan du tién bodi Mosmann vao nam 1983 13 dua trén kha
ning cia enzym dehydrogenaza ty thé tir té bao séng dé phén giai cac nhén
tetrazoli cia MTT vang nhat va tao thanh cac tinh thé formazan mau xanh
duong t6i ¢ thé thim vao mang té bao véi luong 16n, do d6 tao nén su tich tu
ctia né trong té bao khée manh. Viéc hoa tan té bao bing cach thém chét tdy dan
dén su giai phong céc tinh thé, da hoa tan. S8 té bao sdng sot ty 1& truc tiép véi
mirc san pham formazan tao ra. Sau d6 mau c6 thé duoc dinh luong bing thir
nghiém do mau don gian. Thit nghiém nay dugc thuc hién béng cach st dung
céc ndng do tir 0 dén 1000ng/ml cua Erlotinib va cac hop chét thir nghiém trén
té bao A549 va H1299. Quy trinh la dya trén ATCC va theo huéng dan ctia nha
san xuét (bang danh muc sb: 30-1010K)

Tur thir nghiém ting sinh MTT, x4c dinh ring ndng d6 Gc ché (ICso) cla
cac hop chit theo sang ché thay dbi tur 40 dén 90ng/ml (100-200nm) trong khi
do “Erlotinib hydroclorua” dugc st dung lam dbi ching duong c6 gia tri cao
dén muc 836ng/ml (1945nm). Do d6 ¢6 thé suy ra la hop chét theo sang ché ¢o
hiéu luc cao hon erlotinib hydroclorua it nhit mudi 1an.

i1) Phan tich Western blot: (Hinh 1)

Céac ndng d duge chat 1y tudong duoc xéc dinh tir thir nghiém tang sinh
MTT duoge sir dung dé diéu tri 1x10° t& bao H1299 hodc A549 trong moi truong
thich hop trong 72 gi¢ sau d6 dich tan t& bao duoc chiét va phan doan trén gel
10% SDS PAGE trong diéu kién khir. Gel dwoc thdm tach trén mang nilon da xu
ly (Biorad) va duoc do mién dich dbi v6i EGFR, PI3K va AKT.

Sy thay dbi dang ké vé biéu hién EGFR quan sat thay theo cach phu thudc
liu. NRC-2694 ¢ ndng d6 80ng (190nm) gay ra sy tc ché bidu hién cia EGFR
c6 thé so sanh véi erlotinib HCl ¢ ndng d6 800ng (1860nm). Do dé rd rang la

hiéu qua ctiia NRC-2694 gap muoi lan.

iii)  Thu nghiém x4m 14n Matrigel: (Hinh 2)
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Su xam lan in vitro cta cac té bao H1299 va A549 véi su ¢O mat cua cac
ndng d6 khac nhau cta hop chit NRC (nhu duoc xé4c dinh boi thir nghiém MTT)
dugc danh gia bang cach str dung thir nghiém budng Boyden c6 cai bién. Cac té
bao dugc xir Iy bang céc hop chét nay trong 48 gid. 1x10° t& bao dugc tao huyén
phu trong 600pl méi truong khéng c6 huyét thanh duoc cung cip 0,2% BSA va
dit & ngin trén cta budng chuyén 18 (Corning Costar Fisher Scientific cat #07-
200-158, Pittsburgh PA) duoc phii matrigel (0,7mg/ml). Ngin dudi cta budng
dugc nap 200pl méi trudng khéng co huyét thanh va té bao dwoc dé xam nhap
trong 24 gi¢. Sau khi 1, té bao duoc cb dinh va nhuém mau béng Hema-3 va
duogc dinh luong nhu néu trén (Mohanam et al. 1993). Té bao d3 xam nhap duoc
dinh luong 13 phan trim xam 14n. Hop chit NRC-2694 cho thdy su giam dang ké

xam l4n theo cach phu thudc lidu.
iv) Danh gi4 in vivo vé cac khéi u phdi duéi da & chudt trui 16ng (Hinh 3):

Chuot trui 16ng dugc céy 2x10° té bao A549 vao bén sudn chi sau bén
phai. Khi quan sat khéi u (>2mm), chudt dugc cho st dung qua duong miéng
hodc mang bung hop chit thir nghiém bao gém erlotinib HCI dugc sir dung lam
dbi chimg duong. Mot lidu 100mg/kg erlotinib HCI dugc xé4c dinh 14 lidu ban
dau.

Kich thude khdi u duge do va su thoai trién hoan toan cta khéi u duoc
quan sat thdy & chudt duoc didu tri bang NRC-2694 & lidu 10mg/kg. Tuy nhién
van ¢6 khdi u & nhém dbi ching dugc didu tri trong tu bang erlotinib HCI tham
chi & muc lidu 100mg/kg. Do d6, mirc vuot trdi hiéu qua cia hop chét theo sang
ché (NRC-2694) gip muoi lan duge chimg minh.

v) Déanh gia mé phdi 14y tir chuét trui 16ng sau khi didu tri (Hinh 4):

Phdi thu duge tir chudt trui long duoc céy t& bao biéu hién luxiferaza
A549 duogc didu tri bang cac ndng d6 khac nhau cia erlotinib HCI va NRC-2694

qua duong miéng/mang bung dugc kiém tra vé khoi u con lai.
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Su thoai trién hoan toan cta khéi u duogc quan sat théy & nhom diéu tri
bing NRC-2694, trong khi d6 van ¢6 khéi u & nhom didu tri bing erlotinib HCI,
do do chimg minh hi€u qua vugt troi bat ngo khong du doan dugce cia hop chét
theo sang ché.

vi) Kiém tra bing mét khdi u & md phdi: (Hinh 5)

Chuét trui 16ng duoc cdy bing cach tiém trong phéi té bao A549. Chudt
dugc diéu tri qua dudng miéng/mang bung bang erlotinib HCI va NRC 2694 &
cac lidu 2,5 va 20mg/kg. Ba muoi ngay sau khi didu tri hang ngdy bang duoc
chat, giét chudt va thu liy phéi. M6 phdi dugce ¢b dinh trong 10% formaldehyt
¢6 chat dém, gan parafin va cit. Cac manh cit dugc nhudm mau H&E theo
phuong phap di 4n dinh dé nhin chat rén hodc khdi u lan toa.

Nhom duoc didu tri bing NRC 2694 khoe hon nhém diéu tri bang
erlotinib HCI & tit ca cac muc lidu do d6 chimg minh hiéu qua vuot trdi cta

NRC 2694.

vii) Chudt trui long dugc céy té bao biéu hién luxiferaza A549: (Hinh 6 va

7)

Chudt trui long duoc céy té bao biéu hién luxiferaza A549 duoc didu tri
bing cac ndng do khac nhau cia erlotinib HCI va NRC 2694 qua duong miéng
va mang bung duoc quan sat vé khéi u va cac quan sat dién ta bang hinh anh
dugc dua ra trong Hinh 6 va Hinh 7. Quan sat thiy ring nhém dugc diéu tri
bang NRC 2694 khoe hon nhom diéu tri bang erlotinib HCI rit nhidu. Khong
quan sat thdy khéi u & thoi diém cudi cia 42 ngay diéu tri bang NRC 2694 trong
khi d6 vin c6 khéi u & nhém diéu tri bing erlotinib HCI & bing dudng miéng lan

dudng mang bung.
viil) Hiéu qua chira bénh tir thtr nghi€m in vivo & chudt trui 16ng:

Hiéu qua chita bénh la ty 1& sb dong vat chita khoi so v6i sb dong vat

trong nghién ctru dugc dua vao bang 3.
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Bang 3: Hiéu qua chita bénh ciia NRC-2694 va erlotinib HCI trén bénh

ung thu phéi
Duoc chét Nong d6 mg/kg Ty 18 chita bénh
Erlotinib mang bung 2,5 1/5
5 2/5
10 2/5
10 3/5
Erlotinib dudng miéng 2,5 2/5
5 0/5
10 1/5
20 2/5
NRC 2694 mang bung 2,5 1/5
5 1/5
10 3/5
20 5/5 (100%)
NRC 2694 duong miéng 2,5 1/5
5 2/5
10 3/5
20 3/5

C6 thé thiy 14 ty 16 gin v6i 100% trong trudng hop NRC 2694 trong khi d6 ty 16
nam trong khoang tir 40 dén 60% trong trudng hop nhom nghién ctru erlotinib
HCL.

ix) Banh gia gié tri EDs:

Céc gid tri EDsy duoc danh gid dua trén lat cit phdi va cac nghién ctu
thoai trién khéi u. Gia tri 6,3mg/kg tinh dugc ddi vi NRC 2694 trong khi dé gia
trj thu dugc ddi véi erlotinib HC 1a 22mg/kg qua dudng miéng. Do d6 hiéu qua

vuot tréi cia hop chét theo sang ché duoc ching minh.
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x) Nghién ctru véi cac thy thé khac nhu HER-1, HER-2, HER-3, HER-4
va VEGFR in vitro (Hinh 8):

Dé xéc dinh tac dung ctia NRC 2694 trén céc thu thé khac nhau khéc cta
ho EGFR (Erb/HER), té bao ung thu phéi ngudi A549 duogce xir Iy bing céc ndng
d6 khac nhau cua NRC 2694 cung véi erlotinib HCI trong so sanh song song.
cac Muc cua Erb-1, Erb- 2, Erb-3, Erb-4 va VEGFR duoc xac dinh béng phan
tich thdm tach Tay.

Quan sét thiy ring mirc NRC 2694 diéu hoa giam cac mirc Erb B2, Erb
B3, Erb B4 va VEGFR mét cch hiéu qua trong khi d6 khong thdy dau hiéu nay
& erlotinib HCL. D4u hiéu trc ché b sung cua cac muc biéu hién cla céc thu thé
néu trén rd rang chimg minh dic tinh bat ngd va khong du doan dugc cia phén

tir chinh theo sang ché, dé 1a NRC 2694.

xi) Két lun:

Pic tinh chéng khdi u vuot trdi, bat ngd, khong du doan duge va tiém
ning didu tri bd sung ctia hop chét theo sang ché duoc ching minh trong cac thu
nghiém néu trén so véi erlotinib HCI.

Vidu 8

Sau déy la dang liéu dai dién minh hoa chira hop chét c¢6 cong thic NRC-

2694 hodc mudi duoc dung cua no, dé su dung diéu tri hodc phong bénh &

nguoi:

Vién nén mg/vién nén
Hop chit NRC-2694 50
Lactoza khan (USP) 156
Xenluloza vi tinh thé (Avicel pH102) 15
Natri lauryl sulfat 5
Natri tinh bot glycolat 10
Povidon K-30 3
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Hydroxy propyl xenluloza (ILH-11)

10

Magie stearat
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1. Quy trinh didu ché dan xuét quinazolin c¢é cong thirc (I), hodc mudi duogc

dung cia nd

rﬂ:\“ '
I
e ]
MM \*‘%@
H\f\fj\r
r2 P H}NJ R1 = AO\-CHQ-GH‘Z—CHQ'N\ -—‘\D
oy
-0-CH,-CHy-CHy- N/ )
~O-CH-CHy-CHy- N MNH

va R?=0CH;,, OC,H;
trong d6 quy trinh nay bao gdm cac bude:
a) cho quinazolin c6 cong thtrc (1)
RS NH
RN N\
Il

phan tng vé&i phosphoryl clorua hosc oxalyl clorua dé thu duoc 4-clo quinazolin

c6 cong thuc (I1I)
Cl
1
R | N KN
RZTNS N)

1] va

b) cho 4-cloquinazolin cé cong thic (III) & trén phan Ung voi 3-etynyl
anilin dé thu dugc din xuét quinazolin c6 cong thirc (I).
2. Quy trinh theo diém 1, trong dé quy trinh nay bao gém cac budc:

a) cho quinazolin c6 cong thuc (Ila)
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O

O N—
N N//‘

CH,o”
II (a)
phan tng véi phosphoryl clorua hodc oxalyl clorua dé thu duoc 4-clo
quinazolin tuong tng c6 cong thic (I11a)
M\ 7

O\—“—/N T (CH,); — O\@J\N
\ ~ Z
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11 (a) va

b) cho 4-cloquinazolin ¢6 cong thuc (Il1a) ¢ trén phan ing vaéi 3-etynyl anilin

dé thu dugc dan xuat quinazolin NRC-2694

NH
d N
— (CH,), — O
\ / ( 2)3 = | \J\l
N _— —
CH,0~ Y N
NRC-2694
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CTRL

NRC 2694 ERLOTINIB

HCI va NRC 2694. Quan sat thiy sy giam mic EGFR phu thudc licu

Hinh 1: Phan tich Western blot té bao A549 dugc xit Iy bing erlotinib
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Hinh 2: Thit nghiém xam 14n Matrigel ciia té bao H1299 dugc xir 1y bang
erlotinib va NRC 2694. Quan sét thay sy giam xam lan phu thudc liéu
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Erlotinib
130mylkg

2694
10mg/kg

Hinh 3: Giam kich thudc khéi u do sir dung qua dudng miéng va mang bung Erlotinib HCI
va NRC 2694 & chudt trui 16ng dugce cay khoi u phoi nguoi A549

-26-




21384

Péi chimg

Misng

Mang bung

Hinh 4: Phéi thu duoc tir chudt trui 16ng v4i té bao biéu hién luxiferaza A549 dugc xu ly b%mg
cac nong do khac nhau cua Erlotinib HCIl va NRC 2694 qua dudng miéng hodc mang bung
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Hinh 5: Céc lat cit duoc nhuém mau H&E dai dién cua phdi mang khéi u cua
chu6t trui 16ng sau khi diéu tri bang Erlotinib HC1 va NRC 2694
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Erlotinib Erlotinib
(mang bung) (miéng)

Hinh 6: Chudt trui 1ong duge ciy t€ bao biéu hién luxiferaza AS49 duoc xur ly bang
céc nong do khac nhau cia Erlotinib HCI qua duong mi¢ng va mang bung
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Hinh 7: Chugt trui long duoc cdy té bao biéu hién luxiferaza A549 dugc xu ly
bang cac néng d6 khac nhau cia NRC 2694 qua dudong miéng va mang bung
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Erb1/EGFR
ErbB2/HERZ2

. ErbB3/HER3

FErbB4/HER4

Hinh 8: Nghién ctru hiéu qua ctia cdc NRC NCE lién quan dén cic thu thé
khac nhu HER-1,2,3.4 va VEGFR in vitro

Quan sat thiy su giam muc ErbB1, ErbB2, ErbB3 va ErbB4 sau khi diéu tri
bang NRC 2694 ¢ té bao A549
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