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(57)Tiivistelmd
Bakteeri-infektioihin liittyvd¥n terapeuttiseen tai diag-
nostiseen kdyttd8n sopivia kompositioita, jotka sis&ltivit
vaikuttavana osana, mielelldén piiteasemassa rakenneosan
a-D-Galp-(1-4)-D-Gal.

Nisdkkdiden, ihminen mukaanluettuna, terapeuttinen hoito-~
menetelmd, jossa nisdkk&idlle annetaan vaikuttava miiri
tdllaista kompositiota. Menetelm4, jolla voidaan indenti-
fioida tai kvantifioida kyseinen rakenneosa nisikk¥%n, ih-
minen mukaanluettuna, synnynn¥isestX biologisesta mate-
riaalista siten, ettd k¥ytetX%n vasta-aineita, joiden syn-
tyminen on pantu alulle t¥llaisen komposition avulla. Mene-
telmd, jolla voidaan tillaisia kompositioita kiyttdmzlly
identifioida sellaiset bakteerien akseptorirakenteet (pili,
syn. fimbriae), jotka tunnistavat kyseisen rakenneosan.
Bakteerien akseptorirakenteiden puhdistusmenetelmi, jossa
kdytetddn hyviksi t&llaisen rakenneosan ja bakteerin vas-
taavan akseptorin vidlistd affiniteettia. Menetelm#, jolla
voidaan diagnostisoida nisdkkiiden, ihminen mukaanluettuna,
taipumus bakteeri-infektioon, johon liittyy t4&llainen ra-
kenneosa, synnyttidm#ll¥ kyseisen reseptorirakenteen vasta-
aineita ja tutkimalla mainittujen vasta-aineiden ja solujen
vilinen reaktio nisdkk4dstd.



71432

{(57) Sammandrag
Kompositioner limpliga fdr terapeutiskt eller diagnostiskt
bruk vid bakterieinfektioner innehdllande som aktiv ingre-
diens, f8rdelaktigen i 4ndst¥llningen ett strukturelement
a-R-Galp~(1-4) -p=Gal.

Férfarande f8r terapeutisk behandling av didguydjur, inklu-
sive midnniska, varvid en effektiv dos av denna komposition
administreras till diggdjuret. Pdrfarandet fd8r identifie-
ring och kvantifiering av ifrdgavarande strukturelelement

1 nativt biologiskt material frdn diggdjur, inklusive
m8nniska, sdlunda att man anvinder antikroppar vars uppkomst
har initierats med en dylik komposition. F8rfarande med

vars hjdlp man med anvdndning av dylika kompositioner kan
identifiera bakterieacceptorstrukturerna (pili, syn.
fimbriae), som identifierar ifrigavarande strukturelement.
Férfaranfe f8r rening av bakterieacceptorstrukturer med
utnyttjande av affiniteten mellan ett dylikt strukturele-
ment och respektive acceptor hos bakterien. Fdrfarande f&r
diagnostisering av ddgadjurs, inklusive manniskas, bakterie-
infektionsbendgenhet vari ett dylikt strukturelement ingar,
genom att dstadkomma antikroppar mot nimnda receptorstruk-
tur och understka reaktionen mellan n3mnda antikroppar och
celler frin diggdjuret.
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Diagnostisia kompositioita ja niiden kdyttd bakteeri-infektioiden

vhteydessa

Tiami keksintd koskee kompositioita, jotka ovat hyddyllisia

virtsatieinfektioiden diagnostiikassa.

Useimmat bakteeri-infektiot saavat alkunsa siitd, ettd baktee-
rit hydkk&ivit limakalvojen kimppuun. T&llaisten infektioiden
vallallepddsyssd on oleellista se, etta bakteereilla on alun-
perin kyky kiinnittyd epiteelipintoihin. Niinpd gramnegatiivis-
ten bakteerien (esim. Escherichia coli) infektointikyky on
vialittdmisti yhteydessd bakteerin epiteelisoluihin kiinnittymis-
kyvyn kanssa (Ref. 1). E. coli-bakteerit kiinnittyvdt helpommin
emidttimen epiteelisoluihin sellaisilla naisilla, joilla on
taipumusta virtsatieinfektioihin, verrattuna terveiden naisten
emittimen epiteelisoluihin (Ref. 2). T&mdn kanssa vhtipitdvisti
ovat seki in vivo- ettd in vitro-kokeet virtsatieinfektioon
taipuvaisilla tytdilld osoittaneet, ettd suurempi mddrd baktee-
reja kiinnittyy virtsaputken ympdryksen epiteelisoluihin heilla

verrattuna terveiden verrokkien vastaaviin soluihin (Ref. 3).

Solun pintojen hiilihydraattirakenteiden merkitys biologisessa
tunnistamisessa (so. reseptorit) ovat viime aikoina olleet
voimakkaan huomion kohteena. Tdhin liittyy myds bakteerin kyky
tunnistaa nisidkkiin solut (so. kiinnittyminen) (Ref. 1). Tut-
kimukset ovat osoittaneet, ett# useiden uropatogeenisten E. coli-
kantojen liittyminen virtsaputken ympédryksen soluihin liittyy
kykyyn spesifisesti agglutinoida vain ihmisen erytrosyytteja
(Ref. 4). Tastd voidaan vetdd se johtopddtds, etta jokin aine,
luonteeltaan mahdollisesti hiilihydraatti, on l&snd ihmisen
erytrosyyttien pinnassa ja toimii reseptorina, jonka virtsateil-

le patogeeniset bakteerit tunnistavat.
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Tdmdn keksinndn tarkoitus on tarjota kompositio tai aine,

jota voidaan kdyttdid diagnostisesti.

Vield erds tdmén keksinndn tarkoitus on tarjota kompositio
jolla voidaan identifioida tai kvantifioida reseptoriraken-
teet luonnollisesta biologisesta materiaalista, joka on perdi-
sin nisdkkdistd, ihminen mukaanluettuna. Keksintd liittyy my&s

bakteerien akseptorirakenteiden puhdistusmenetelmiin.

Keksintd koskee varsinkin uropatogeenisten E. coli-kantojen

reseptorirakenteita.

Tdhdn keksint&dn johtavissa tutkimuksissa ja kokeissa on ha-
vaittu, ettd uropatogeenisille bakteereille alttiina olevat
ihmisen erytrosyyttien pinnan reseptorit sisiltivit kemialli-
sena rakenneosana vdhintdin seuraavan:

o-D-Galp-(1-4)-D-Gal (Ref .12)
Erittdin edullisen rakenneosan kaava on:

a=D-Galp- (1-4)-g-D-Galp

Niinpd keksinndn mukaisen komposition vaikuttava aineosa

sisdltdd mielellddn seuraavan kaavan mukaisen vaikuttavan
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rakenneosan:
a—g-Galg—(l—4)—a (8)-2—Galg—l—9—R

Tdssd kaavassa symboli R tarkoittaa orgaanista ryhmdd, joka
on liittynvt joko a- tai B-konfiguraatiossa, ja joka voi-
daan valita mielivaltaisesti siten, ettd se ei kuitenkaan

haittaa seoksen kdyttdolosuhteita.

Tdmdn mddritelmdn sisdlld ovat seuraavat yhdisteet erityi-

sen mielenkiintoisia:
a—g—Galg—(l-4)-8-2-Galp-l—O-¢-N02

(p-nitrofenyyli 4-O-a-D-galaktopyranosyyli-g-D-
-galaktopyranosidi) ;

a-D-Galp- (1-4) -8-D-Galp- (1-4) -8-D-Glcp-1-0-@-NO,

(p-nitrofenyyli 4-0-(4-0O-a-D-galaktopyranosyyli)-8-
-D-galaktopyranosyyli-g8-D-glukopyranosidi) ;

a-D-Galp-(1-4)-8-D-Galp-1-0-Me
(metyyli 4-O-a-D-galaktopyranosyyli-g-D-galaktopyranosidi);

a-D-Galp~-(1-4)-8-D-Galp-(1-4)-B-D-Glcp-1-0-Me
(metyyli 4~-0-(4-O-a-D-galaktopyranosyyli)-g-D-galakto-
pyranosyyli-g-D-glukopyranosidi); ja

a=D-Galp- (1-4)-g-D-Galp-1-0-@P-NHCSNH- (CHy) ; ;—CH;
(4- (N'-dodekyylitioureido)-fenyyli 4-0-oa-D-galakto-
pyranosyyli-f-D-galaktopyranosidi).

Kyseisen edelldkuvatun minimikaavar mukaisen rakenneosan
tulisi mielellddn sijaita pddteasemassa eli vasemmassa pads-
sd edelld olevan kaavan mukaisesti vapaasti alttiissa ti-

lassa.

Muut edulliset rakenneosat ilmenevdt liitteend olevista pa-

tenttivaatimuksista 1-2.
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Edelleen keksint® tarjoaa seoksen, joka sisdltiid edelli
mainitun rakenneosan ja farmaseuttisesti hyvdksyttdvdn kan-

taja-aineen tai laimentimen.

Edelleen keksintd tarjoaa komposition, jota voidaan kdyttii
esim. kyseessd olevan luonnollisen biologisen materiaalin
sisdltdmien reseptorirakenteiden tunnistamiseen ja kvanti-
fiointiin tai bakteerien sisdltimien akseptorirakenteiden
tunnistamiseen ja puhdistamiseen. Tissi yhteydessd keksinndn
mukaisesti kdytettivit kompositiot sisiltidvit yhden tai
useampia edelld mainittuja tai patenttivaatimusten mukaisia
rakenneosia vdhintddn kaksivalenssisessa tilassa tai kova-
lenttisessa liitoksessa. Keksinndn mukaisen seoksen edullisen
toteutustavan mukaan mainittu rakenneosa on liitetty kova-
lenttisesti makromolekyyliseen kantaja~aineeseen, mahdolli-
sesti kytkentdvarren vilitykselli. Tillaisina makromolekyy;
lisind kantaja-aineina voidaan kdyttdd synteettisid tai luon-
nollisia polypeptideji, polysakkarideja tai muita polymee-
rejd.

Rakenneosan ja makromolekyylisen kantaja-aineen vidliseksi

kytkentdvarreksi sopii miki tahansa seuraavista:

rakennecsa - 1 - O —<::>-NHCSNH - makromolekyylinen
kantaja-aine,

rakenneosa - 1 - 0 —<::>—NN - makromolekyylinen kantaja-aire,
rakenneosa - NH - CH, - CH2 ~<::>—NHCSNH - makromolekyylinen
kantaja-aine,

rakenneosa - NH - CH, - CH, 1<:>yNN - makromolekyylinen
kantaja-aine, 0

"
rakenneosa aldonihappo - C ~ NH - makromolekyylinen kanta-

ja-aine,
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rakenneosa - NH(CH2)n - CO - NH - makromolekyylinen kanta-

ja-aine, jossa n voi olla v&dlilld 1-20.

Edullisia mainituntyyppisten, keksinndn mukaisten komposi-
tioiden rakenneosia on lueteltu liitteend olevissa patentti-

vaatimuksissa 1-2 ja 9.

Uropatogeenisten bakteerien aiheuttama ihmisen erytrosyyt-
tien hemagglutinaatioreaktio johtuu bakteerien pinnan ak-
septorirakenteiden (so. pili, syn. fimbriae, jotka ovat rih-
mamaisia jdykkid ulkonemia ja luonteeltaan proteiineja) jJa
edelli mainitun rakenneosan sisidltdvien erytrosyyttien pin-
nan reseptorien vilisestd vuorovaikutuksesta. Tdmd rakenne-=
osa on ldsni ennen kaikkea ihmisen erytrosyyttien pinnassa
ja kuuluu osana triheksosyyli-seramidi-glykosfingolipidiin,

jonka kaava on seuraava:
a-Q—Galg-(1—4)-B-Q—Galp-(l-4)-B-Q-Glcp-Cer.
vastaten veriryhmdantigeenia pk. Samanlainen rakenneosa on

myds ldsnd ihmisen erytrosyyteissd glykosfingolipidin osa-

na, joka vastaa veriryhmdantigeenid P,:

a—g—Galg—(1—4)—B—Q-Galg-(1-4)-B-Q-ClcNAcg-(l—3)-B—Q-Galg—
(1-4)-g-D-Clcp-Cer. (Ref. 13)

Edelld mainittuja ihmisen erytrosyyteistd 18ytyvia
glykosfingolipidej&d tavataan myds monien muiden solujen pin-
nasta, epiteelisolut mukaanluettuina. Erittdin mielenkiin-
toinen seikka tdssid yhteydessd on se, ettd seuraavan kaavan

mukaista biosyyli-seramidiglykosfingolipidia
a;D—Galg—(l—4)—B—Q—Galp—Cer.

joka sisdltdd edelld mainitun rakenneosan, tavataan runsaas-

ti normaalista ihmisen munuaiskudoksesta.

Se seikka, ettid virtsateille patogeeniset E. coli-bakteerit

kiinnittyvidt paljon picnemmédssd maarin p-fenotyyppid edus-
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tavien ihmisten (so. yksildiden, joilta puuttuvat glykos-
fingolipidit P, Pl ja Pk) virtsateihin ilmentd&d voimakkaas-
ti sitd, ettd tdmidn keksinndn mukaisilla seoksilla on vaiku-

tusta mainittujen bakteerien kykyyn kiinnittyd virtsateihin.

Vield erds todiste sille, ettd rakenneosa
a-D-Galp-(1-4)-8-D-Galp

muodostaa merkittdvdn osa ihmisen solupintojen reseptoreis-
sa, on yhdisteen

a-D-Galp-(1-4)~-B8-D-Galp-(1-4)-D-glusitoli

kyky inhiboida P-fenotyyppid (so. Pl, O,, P? tai Pg -feno-
tyyppi) edustavien ihmisten erytrosyyttien agglutinoitumista.

Esimerkit
Keksint6d valaistaan seuraavilla esimerkeilld, joita ei ole

tarkoitettu keksintdd rajoittaviksi.

Kokeissa kdytetyt bakteerikannat on lueteltu liitteend ole-
vassa taulukossa 1, ja kaikki luetellut pyelonefriittikannat,
paitsi kanta T1l, on esitetty lapsista, joilla on akuutti
pyelonefriitti. Kyseiset 20 E. coli-ulostckantaa saatiin

20 terveestd yksildstd ja kanta H10407 saatiin D.J. Evans-—
ilta (Evans, D.G., Evans, J.D.J. ja Tjoa, W. (1977) Infect
Immun. 18, 330-337).

Erytrosyytit saatiin naudoista, marsuista, aikuisista ihmi-
sistd ja napanuoravedestd. p-, Vel(-)- ja Kp (b-) -fenotyyp-

pid edustavien yksil&iden erytrosyytit saatiin Uumajan yli-
opistollisesta sairaalasta ja Pt—luovuttajien erytrosyytit

saatiin Tr. H. Nevanlinnalta (Helsingin Punaisen Ristin

Veripalvelu).

Verindytteet kerdttiin 1 % (paino/tilavuus) natriumsitraat-
tiin tai happamaan sitraattidekstroosiin (ACD), pestiin nel-
jad kertaa fosfaattipuskurisuolaliuokseen (PBS), pH 7,2,

ja erytrosyytit suspendoitiin PBS:d&n 3 % pitoisuuteen ja
kdytettiin samana pdivdnd. Hemaglutinaatiokokeet suoritet-

tiin tavalliseen tapaan (K&llenius, G. ja Mollby, R. (1979)
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FEMS Microbiol. Lett. 5, 295-299).

Lyhyesti sanottuna bakteereja kasvatettiin yon yli CFA-
agarilla (Evans, D.G., Evans, J.D.J. ja Tjoa, W. (1977)
Infect. Immun. 18, 330-337) ja ne suspendoitiin PBS:ddn
pitoisuuteen 5 x 109 bakteeria per ml. Sarjalaimennukset
suoritettiin PBS:ddn kdyttamallad 50 /ul laimenninta mikro-
tiitterilevyilld (Linbro Sc. Comp. Inc., Hamden, Connecticut).
Sitten jokaiseen koloon lis&dttiin 50 /ul PBS ja 50 /ul tut-
kittavaa erytrosyyttisuspensiota.Inkuboitiin 1 tunti 4°

C:ssa ja hemagglutinaatiotiitteri mddritettiin sen suurim-
man laimennuksen kddnteisarvoksi, jossa ilmeni erytrosyyt-
tien ndkyvd agglutinoituminen. Kaikissa kokeissa suoritettiin

rinnakkaiskokeet kdyttdm&lld 40 mM D-mannoosia.

Nididen hemagglutinaatiokokeiden tulokset on esitetty liit-
teend olevassa taulukossa 1, joista ilmenee selvasti, etta
kaikki pvelonefriittiset E. coli-kannat aiheuttivat ihmisen
erytrosyyttien hemagglutinoitumisen. Vastakohtana tdlle
vain vdhidn tai ei lainkaan agglutinoitumista havaittiin,

kun kdytettiin ulostekantoja (taulukko 1).

Hemagglutinoitumisen inhiboitumiskokeet suoritettiin siten,
ettd kidytettiin relevanttia inhibiittoria (vaikuttava aine-
osa) (50 /ul koloa kohti) sarjalaimennuksina ja sellainen
madri laimennettua bakteerisuspensiota, ettd saatiin aikaan
matalin hemagglutinoiva konsentraatio kaksinkertaisena.
Sekoitettiin 30 sek ja jokaiseen koloon lisdttiin tasan
jaolliset mddrdt (50 /ul) koe~erytrosyyttejd ja inhiboiva

vaikutus tutkittiin.

Esimerkki 1

Sellaisten oligosakkaridien valmistus, jotka sisdltivat

rakenneosan o-D-Galp-(1-4)-D-Gal

A. o-D-Galp-(1-4)-8-D-Galp-(1-4)-D-glusitoli
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Veriryhmiin A, B, AB ja O kuuluvan poisheitetyn veren eryt-
rosyytit hajotettiin ja kalvot erotettiin sentrifugoimalla.
Tdlld tavalla saatiin 1 litrasta verta noin 10 g kalvoja.
Kalvot esikdsiteltiin menetelmdlld Dodge, J.T., Mitchell,
C., ja Hanahan, D.J. (1963), Arch. Biochem. Biophys. 100,
119-130, eli homogenoitiin, suspendoitiin veteen ja lyofi-

lisoitiin.

50 grammaan lyofilisoitua materiaalia lisdttiin trifluori-
etikkahappoanhydridid (1,25 1) ja trifluorietikkahappoa
(1,25 1) Jja saatua reaktioseosta kuumennettiin noin 48
tuntia noin 100°C:ssa haponkestdvdssd ruostumattomassa te-

rdsputkessa noin 4 at ylipaineessa.

Kun reaktioseos tdmdn kédsittelyn jdlkeen jddhdytettiin ja
haihdutettiin kuiviin, saatiin l&dhes musta j&&nnds. T&hidn
jddnndkseen lisdttiin metanolia (700 ml) ja seos haihdu-
tettiin kuiviin., Sitten j&8&nnds laimennettiin etikkahapon
50 % vesiliuoksella (1000 ml) ja annettiin seisoa huoneen
ldmp6tilassa noin 18 tuntia. Reaktioseos suodatettiin lasi-

suotimella ja haihdutettiin kuiviin.

Saatu jddnnds jaettiin veden ja etyylieetterin vialille.
Eetterifaasi pestiin 4 kertaa vedelld ja yhdistetyt vesipesu-
liuokset pestiin 4 kertaa dietyylieetterilli. Saatu vesi-
liuos on keltainen ja sisdltdd vapautuneet oligosakkaridit.

Oligosakkaridit puhdistetaan ensin geelikromatograafisesti
ja sen jdlkeen preparatiivisella paperikromatografialla ja
puhdistusprosessia seurataan kaasukromatografialla ja suo-

ralla massaspektrometrialla.

Edell& kuvatun oligosakkaridin on havaittu hemagglutinoitu-
misen inhiboitumiskokeissa inhiboivan tehokkaasti pyelonefri-
togeenisten E. coli-kantojen aiheuttamaa hemagglutinoitu-

mista. Tamd seikka osoittaa, ettd oligosakkaridi estdd bak-
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teerien ja ihmisen erytrosyyttien reseptorien vidlistd

vuorovaikutusta.

B. Kohdan A mukainen inhibointikoe toistettiin kdyttamdlla

seuraavan kaavan mukaista disakkaridijohdannaista:
u—Q—GalE—(1—4)—8—2—Galg-1—9—¢—N02

Yhdiste syntetisoitiin seuraavalla tavalla:

4-0-o-D-Galp-o ,8-D-Galp:n okta-asetaatti (Ref. 14) kdsitel-
tiin bromivedylld jddetikassa. Muodostunut asetobromidi-
sakkaridijohdannainen kdsiteltiin natrium-p-nitrofenoksi-
dilla (Ref. 15). Kun oli puhdistettu silikageelilld tuote de-0O-
asetyloitiin natriummetoksidilla metanolissa Jja saatiin yh-

diste.

Timin disakkaridijohdannaisen on havaittu inhiboivan hemagglu-
tinoitumisreaktiota samalla tavalla kuin edelld kohdassa A

tapahtui.

c. Kohdan A mukainen inhibitiokoe toistetaan kdytt&malla
inhibiittorina seuraavan kaavan mukaista sakkaridijohdannais-

ta:

a-D-Galp1-4) -8-D-Galp-(1-4)-8-D-Glcp-1-0-3-NO,

Timid yhdiste synstetisoitiin seuraavalla tavalla:

4—g~a—2-Galg—B—Q-GalE-a ,S-Q-Glcg «n undeka-asetaatti (Reg. 16)
kdsiteltiin  bromivedylld jddetikassa. Saatu asetobromitrisakkari-
.dijohdannainen kisiteltiin natrium-p-nitrofenoksidilla (Ref. 15). Puh-
distettiin silikageelilld ja tuote de-O-asetyloitiin nat-

riummetoksidilla metanolissa ja saatiin haluttu yhdiste.

My&s t&mdan sakkaridijohdannaisen havaittiin inhiboivan

hemagglutinaatioreaktiota.
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D. Edelld kuvattu inhibointikoe toistettiin kdyttamdlla

seuraavan kaavan mukaista disakkaridijohdannaista:
a-D-Galp-(1-4)-B-D-Galp~1-0-Me

Tdmd yhdiste syntetisoitiin seuraavalla tavalla:

Kun asetobromidisakkaridijohdannainen (kuvattu edelld kohdas-
sa B) kdsiteltiin hopeaoksidilla metanolissa, saatiin B-me-
tyyliglykosidi (Ref. 17). Kun puhdistettiin silikageelilla
ja tuote de-O-asetyloitiin natriummetoksidilla metanolissa,

saatiin haluttu yhdiste.

Sakkaridijohdannaisen havaittiin inhiboivan hemagglutinaa-
tioreaktiota edelli kuvatulla tavalla.

E. Edelld kuvattu inhibointikoe toistettiin kdyttdamalls

seuraavan kaavan mukaista sakkaridijohdannaista:
a—Q—Galg—(1-4)—B-Q—Galg—(1—4)—B—Q—Glcg—l—g—Me

Tamd yhdiste syntetisoitiin ref. 16 mukaan ja sen havaittiin

inhiboivan hemagglutinaatioreaktiota.

Esimerkki 2

Valmistetaan kompositioita, jotka sisdltivit rakenneosan

vdhintdédn kaksivalenssisessa tilassa kiinnittyneend makro-

molekyyliseen kantaja-aineeseen

I. Seos valmistetaan lihtemidlld luonnollisista oligosakka-
rideista, jotka sis&ltdvit vapaan piiteasemassa olevan pel-
kistdvdn sokeritdhteen. Seuraavissa reaktiokaavioissa tar-
koittaa X keksinndn mukaista rakenneosaa ja MMB makromole-

kyylistd kantaja—-ainetta.

a. Seuraava reaktiokaavio esitt&dd keksinn®dn mukaisen kompo-
sition valmistusta, jossa vaikuttava rakenneosa on kovalent-
tisesti sidottu kytkentdvarren vdlitykselld makromolekyy-

liseen kantaja-aineeseen.
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CH,OH
*Q\ .- NaCNBH,
f OH + NH,CH,CH ﬂ<:>r —
OH / 2 2 2 pH 8,0
X-0
H
H/,OHZOH
o cscl,
\TQSE*<///,,CH2-NH—CH2CH2-<§E§—NH2 —_—>
X-0 ol
CH,,OH
OH NH,MMB
CH,NHCH,, CH24<§§>FNCS N
X-0 -——‘(T//
HoOH
CH,-NHCH ~NH-
ﬂ_{ 2 C 2CH2—@-NHCS NH-MMB
(Ref. 5).

b. Reaktiot suoritettiin kohdan Ia mukaisesti, mutta p-
aminofenetyyliamiiniyhdistettd ei muunnettu vastaavaksi fe-
nyyli-isotiosyanaattiyhdisteeksi vaan diatsotoitiin, ja
diatsoniumyhdiste saatettiin sitten reagoimaan makromole-
kyylisen kantajan vapaiden primddristen alifaattisten amii-

nien kanssa (Ref. 5, 6).
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c EfZOH
© - NaCNBH,
. OH + NH,(CH,)_ - COOMe ———
~ 2 2 n
pH 8,0
x_
CH,OH CH,OH
CH,NH (CHy) ,~COOMe —— CH,NH (CH,) _~CON
2'n 3
X=0 | X-0
CHZOH
+ NH,-MMB—> ﬂi CHy-NH (CH,) ~CONH-MMB
X-0
d. HZOH
HZOH
0 J2/KJ QOOH + NH2 - MMB
““on ;
T OH~ X~0
X-0
karbodi-imidi l
7 CONH-MMB . 8,
pH 4,75 (Ref. 8, 9)
X-0

e.
H,OH
0\(/ NaCNBH,
_OH + NH, - MMB —
X-0 1

CH20H

—
o T

CH,-NH-MMB (Ref. 10)
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f. Kompositiot, jotka sisdltdvidt middritellyn vaikuttavan
osan, voitaisiin my®s valmistaa sisdllyttdmdlld synteetti-
set glykolipidit liposomeihin tai erytrosyytteihin tai

muihin lipofiilisiin kantaja-aineisiin.

Esimerkki 3
a. MRHA

hum® ™ reseptorin karakterisointi

Tdssd yvhteydessd MRHAhum tarkoittaa "mannoosille resistii-

vistd ihmisen erytrosyyttien hemagglutinaatiota®.

Kun ihmisen erytrosyytit kdsitellddn o-galaktosidaasilla,
vdhenee niiden hemagglutinoituminen. T&md ilmentdd sitd,
ettd pddteasemassa olevat a-D-galaktopyranosidiryhmdt ovat

erittdin tdrkeitd reseptorirakenteessa.

Di- ja trisakkaridien, so. esimerkkien 1B, 1C, 1D ja 1E mukais-
ten yhdisteiden, para-nitrojohdannaisten ja metyylijohdan-
naisten havaittiin tehokkaasti inhiboivan MRHAhum:ta, kun
kyseessd olivat E. colin erilaiset pyelonefritogeeniset kan-
nat ja eri luovuttajilta saatu veri. Tdmd ilmentd&d sita,
ettd glukoosimolekyylilld on vdhemm#n merkitystd, di- Jja
trisakkarideilla ei inhibointikyvyn suhteen havaittu eroja.

Marsujen ja p-yksildiden erytrosyytit, jotka normaalisti
eivit reagoi P-siikeiden kanssa, pddllystettiin puhdistetulla
triheksosyyliseramidilla (THC). T&ll6in ndmd erytrosyytit

reagoivat MRHA u -tavalla, kun kyseessd olivat P-saikeitd

sisdltdvd E. cgl?. Ndin ollen THC toimii reseptorina hemagglu-
tinoitumiselle. T&m& koe suoritettiin sekd kaupallisella
THC:114 (Supelco, USA) ettd sellaisella THC:11ld, jonka A.
Lundblad ja S. Svensson, Lund, Ruotsi, olivat valmistaneet

sian sisdelimistd.

Synteettinen disakkaridi muunnettiin vastaavaksi p-isotio-
syanatofenyyli-johdannaiseksi ja saatettiin reagoimaan dode-
kyyliamiinin kanssa niin, ettd saatiin seuraavan kaavan mu-
kainen synteettinen glykolipidi:

a-D-Galp- (1-4) - B-D-Galp-1-0-@-NHCSNH- (CH,)  ; ~CH,
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Yhdiste syntetisoitiin seuraavalla tavalla: Edells olevan
esimerkin 1B yhdiste hydrattiin kdyttdm&lld Adamin kata-
lyyttid (Ptoz). Muodostunut p-amonifenyyliglykosidi muun-
nettiin vastaavaksi p-isotiosyanatofenyyliglykosidiksi tio-
fosgeenik&dsittelylld, oleellisilta osin noudattamalla Ref.
18 kuvattua menetelmiid. Sitten timi glykosidi saatettiin
reagoimaan dodekyyli-l-amiinin kanssa ja muodostunut yhdis-
te puhdistettiin silikageelill#. Kun t&iti synteettisti
glykolipidid kdytettiin vastaavassa pddllystyskokeessa, saa-
tiin positiivinen tulos. Timi koe osoittaa, ettd edellid
biologisella materiaalilla saatuihin koetuloksiin eivit

ldsnd olevat epdpuhtaudet vaikuttaneet.

Kiinnittymiskokeet uroepiteelisoluilla

Kolmen P-sdikeitid sisdltivin pyelonefritogeenisen E. coli-
kannan kykyd kiinnittys ﬁ—fenotyyppié edustavien yksil&i-
den aamuvirtsasta saatuihin uroepiteelisoluihin verrattiin
rinnakkaiskokeissa kykyyn kiinnittyd P-yksildiden soluihin.
Samoin kuin erytrosyytit sitoivat my8s p-solut huomattavasti
pienempid bakteerimi&rid (p <0,02). N&iltji yksildiltd puut-
tuu reseptorirakenne epiteelisoluista ja tdmd todistaa sen,
ettd kyseinen rakenne toimii reseptorina myds virtsaepi-

teeliin kiinnittymisessi.

Synteettinen disakkaridijohdannainen (edelli olevan esimer-
kin 1D yhdiste) inhiboi tehokkaasti pyelonefriittisten E.

coli-kantojen kiinnittymistid uroepiteelisoluihin (P-tyyppi).
Tamd osoittaa, ettd disakkaridirakenne on reseptorirakenne,

joka toimii epiteelisoluihinkiinnittymisesssi.

Samoihin' soluihin kiinnittyminen kasvoi noin kolminker-
taiseksi, kun lisdttiin disakkaridin para-nitrofenyylijoh-
dannainen (edelld olevan esimerkin 1C yhdiste), silli lipo-
fiilinen para-nitrofenyyliryhmi liittyi solun lipofiiliseen
kalvoon niin, ettd muodostui pddllyste. Timi osoittaa, etti

epiteelisoluihin kiinnittyminen saavutetaan myds pddllys-
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tdmidlli solut synteettiselld reseptoriaineella.

Esimerkki 4

Sellaisten vasta-aineiden valmistus, jotka ovat spesifisid

kyseessd olevan rakenneosan 'suhteen

a. Monokloonisten vasta-aineiden valmistus hybridoma-

menetelmdllsd

I. Balb/c-hiiret immunisoidaan esimerkin 2 tai 3 mukaisella
kompositiolla. Hyperimmonisoiduilta eldimiltd otetaan perna
talteen ja valmistetaan solususpensio jauhamalla kudos hie-
noksi mekaanisesti. Valmistetaan puhdas soluvalmiste gra-
dienttisentrifugoinnilla ja sen jdlkeen solut liitetddn tun-
netulla menetelmillid polyetyleeniglykolin avulla (PEG:n kes-
kimddrdinen molekyylipaino 1500) Balb/c-hiirien hyvin kas-
vaviin B-myelomasolulinjoihin. Kun haluttua vasta-ainetta
muodostavat hybridomasolut on kloonattu, soluja viljelldan
suuressa mittakaavassa, viljelyaineesta erotetaan emdliuos
ja vasta-aineet puhdistetaan tavalliseen tapaan. Vasta-ai-
netta muodostavien kloonien tunnistamisessa kdytetddn ns.
enzyme linked immunosorbent-midritystd (ELISA) (Ref. 11).

II. Nisdkkdit immunisoidaan esimerkin 2 tai 3 mukaisella
oligosakkar&diproteiini— tai polymeerikompositiolla. Vasta-
aineet erotetaan nisikkdin hyperimmuunista seerumista ja

puhdistetaan tavallisella menetelm&ll&.

Esimerkki 5

Sellaisten. bakteerien identifiointi, joilla on kyseiselle

rakenneosalle spesifinen akseptorirakenne

a. Bakteereja inkuboidaan P-fenotyyppid edustavien ihmis-
ten erytrosyyttien kanssa. Negatiivisina vertailusoluina
kdytetdan E—fenotyyppié edustavia ihmisen erytrosyytteja.
Se, ettd P-erytrosyytit hemagglutinoituvat ja E—erytrosyy-
tit eivit hemagglutinoidu, osoittaa, ettd kyseisessd bak-
teerissa on akseptorirakenne. Koe suoritetaan noudattamalla

edelld kuvattua hemagglutinointimenetelmds.
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b. E. coli-bakteereja inkuboidaan sellaisen komposition
kanssa, jossa kyseinen rakenneosa on sidottu kovalenttisesti
tai muulla tavalla multivalenttisessa muodossa erityiseen
matriisiin esimerkin 2 tai 3 mukaisesti. Inkubointi suori-
tetaan levyilld noin 15 minuutin aikana ja sen jdlkeen val-
mistetta tutkitaan valomikroskoopilla. Positiivisessa reak-
tiossa on havaittavissa, ettd hiukkaset ovat tdysin peitty-
neet bakteereilla, jotka ovat kiinnittyneet hiukkasten aksep-
torirakenteisiin. Negatiivisessa reaktiossa . ne: ovat

tdysin vapaita kiinnittyneistd bakteereista.

c. E. coli-bakteereja sekoitetaan vilitt®misti levyilli
esimerkin 2 tai 3 mukaisen komposition kanssa ja t&118in
positiivinen reaktio johtaa paljaalla silmdllid niht&viidn
agglutinoitumiseen. T&ssd selostuksessa kuvatut reseptori-

rakenteet johtavat positiiviseen reaktioon.

Esimerkki 6

Bakteerien akseptorirakenteiden (pili, syn. fimbriae) puh-

distus

Esimerkin 2 tai 3 mukainen kompositio laitetaan pylviin
muotoon. E. coli-bakteerit kdsitellddn mekaanisesti niin,
ettd sdiemdiset ulkonemat (pili) irtoavat. Sitten irrotettu-
jen sdikeiden suspensio lasketaan pylvddn lipi, jolloin
akseptorirakenteet pysyvdt pylvddssd pylvdin reseptorira-
kenteiden kanssa tapahtuvan vuorovaikutuksen ansiosta. Pyl-
vds huuhdotaan ja siind pysyneet akseptorirakenteet voidaan
sen jédlkeen eluoida ja saada talteen puhtaassa muodossa
lisdamdlla disakkaridijohdannainen (kuvattu kohdassa 1D).
Puhdistettuja sdikeitd (pili) voidaan k3yttdi rokotteina tai
vasta~aineiden analysointiin esim. kehon nesteistid, kuten

virtsasta tai didinmaidosta.

Tdssd selostuksessa rakennekaavojen yhteydessd kdytetyt

lyhenteet tarkoittavat seuraavaa:



17

71432

Galp = galaktopyranosyyli

Glcg = glukopyranosyyli

GlcNAcp = 2-asetamido-2-deoksi-glukopyranosyyli
Cer. = seramidi

On selvii, ettei keksintd33 haluta rajoittaa edelld kuvatuilla
esimerkeilld, ja useat muunnokset ovat mahdollisia liitteend

olevien patenttivaatimusten puitteissa.
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Hemagglutinaatio pyelonefriittisilli ja

Pyelonef- ~ Erytrosyyttilaji Erytrosyyttilaji
riittinen ihmi- Uloste- ihmi-
kanta nen®) marsu nauta kanta  men marsu nauta
TI 167 - - SBL393 - - -
NK1 32 - - SBL405 - - -
ER2 16 - - SBL410 16 - -
KS14 8 1 - SBL418 - - -
KS52 256 - - SBL419 4 4 4
KS65 8 2 - SBL423 - - -
KS69 64 - - SBL489 - - -
KS70 8 - - SBL490 - - -
KS71 64 - - SBL493 2 2 2
KS73 128 - - SBL498 - - -
KS75 8 1 - SBL634 - - -
KS91 256 - - SBL635 - - -
KS109 16 - - SBL648 8 8 8
SBL66G6 2 2 2
SBL668 8 8 8
SBL680 - - -
SBL691 - - -
SBL692 - - -
SBL698 2 4 2
SBL705 - - -
H10407 2 - 2
a)

b)

c)

Vastaeristetyt bakteerit,
16 h CFA-agarilla.

Erytrosyytit yksil8isti,

Hemagglutinaatiotiitteri
tai poissaollessa.

joita on kasvatettu

joilla on veriryhmd& A (Rh+).

D-mannoosin

(40 mM) lisniollessa
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Patenttivaatimukset

1. Uropatogeenisiin Escherichia coli-bakteeri-infektioihin
liittyvd&n diagnostiseen kiyttdon soveltuva kompositio,
tunnettu siitd, ettd se sisiltdi vaikuttavana osana,
mielellddn pidteasemassa, rakenneosan

a—g—galaktopyranosyyli—(1—4)—Q-galaktoosi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kompositio, t u n n e t tu
siit3d, ettid mainitun rakenneosan kaava on
a-g—galaktopyranosyyli—(1-4)—B—Q-galaktopyranosidi.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kompositio, t unne t tu
siitid, ettid mainitun rakenneosan kaava on

a-g—galaktopyranosyyli-(1—4)-a-Q-galaktopyranosidi.

4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen kompositio, t unn e t tu
siitid, ettd mainitun rakenneosan kaava on
a-g-galaktopyranosyyli-(1-4)—-a(8)—Q—galaktopyranosidi—1-O-R,
jossa R on orgaaninen ryhmd, joka on liittynyt joko a= tai

B-konfiguraatiossa.

5. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 4 mukainen kompositio,
tunnettu siitid, ettd mainitun rakenneosan kaava on
a-g-galaktopyranosndi-(1—4)—B—Q—galaktopyranosyyli—(1-4)—2—

glukoosi.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen kompositio, t un n e t tu
siitd, ettd mainitun rakenneosan kaava on
a—g-galaktopyranosyyli-(1-4)—B-Q-galaktoPyranosyyli-(1—4)-B—Q—

glukoosi.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen kompositio, t unne t tu
siit4, ettd mainitun rakenneosan kaava on
a-g-galaktopyranosyyli-(1—4)-B—Q-galaktopyranosyyli-(1—4)-a—Q-
glukoosi. i
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8. Patenttivaatimuksen 5 mukainen kompositio, t un ne t t u
siitd, ettd mainitun rakenneosan kaava on
a—Q—galaktopyranosyyli-(1-4)-B-Q-galaktopyranosyyli—(1—4)—a(B)~
D-glukopyranosidi-1-0-R, jossa R on orgaaninen ryhmd, joka on

liittynyt joko o= tai B-konfigquraatiossa.

9. Patenttivaatimuksen 1, 4 tai 5 mukainen kompositio,
tunnettu siitd, ettd se sisdltii rakenneosan
a-Q-galaktopyranosyyli-(1—4)-B—Q-galaktopyranosyyli—(1—4)-9—
glusitoli.

10. Patenttivaatimuksen 8 mukainen kompositio, t unne t t u
siitd, ettd se sisdltdid rakenneosan
a—Q-galaktopyranosyyli—(1—4)—B—Q-galaktopyranosyyli-(1-4)—a—9-
glukopyranosidi-1-0-Me, tai |
a—Q—galaktopyranosyyli-(1—4)—B—Q—galaktopyranosyyli—(1-4)—8—9-
glukopyranosidi-1-0-Me.

11. Patenttivaatimuksen 1, 4 tai 5 mukainen kompositio,
tunnettu siitd, etti se sisiltii rakenneosan
a-Q—galaktopyranosyyli-(1-4)-B—Q-galaktopyranosyyli—B—Q—z—aset-
amido-2—deoksiglukopyranosyyli.-(1—3)-B-Q—galaktopyranosyyli—(1-4)—Q~glukoosi.

12.  Uropatogeenisiin Escherichia coli-bakteeri-infektioihin liittyvasn
diagnostiseen kdyttd6n soveltuva kompositio, tunne t t u siitd, ettad
se sis&dltdd minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-11 mukaisen rakenneosan
véhintéén kaksivalenssisessa tilassa tai kovalenttisesti liittyneeni.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen kompositio, t unne t t u
siitd, ettd se sisdltidd mainitun rakenneosan kovalenttisesti

liittyneend makromolekyyliseen kantaja-aineeseen.

14. Patenttivaatimuksen 12 mukainen kompositio, t un ne t t u
siitd, ettd mainittu rakenneosa on kovalenttisesti kytkentdvarren
vdlitykselld liittynyt makromolekyyliseen kantaja-aincescen.
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15. Patenttivaatimuksen 13 tai 14 mukainen kompositio, t un -
nettu siitd, etta makromolekyylinen kantaja-aine on syn-
teettinen tai luonnollinen polypeptidi, polysakkaridi tai muu

polymeeri.

16. Jonkin patenttivaatimuksen 13-15 mukainen kompositio,
tunnettu siitd, etta rakenneosan ja makromolekyylisen

kantaja-aineen vdlinen kytkentédvarsi on
rakenneosa-l—o—<::>-NHCSNH—makromolekyylinen kantaja-aine,

rakenneosa-1-0- ~-NN-makromolekyylinen kantaja-aine,

rakenneosa-NH—CH2—CH2—<::>-NHCSNH—makromolekyylinen kantaja-aine,

rakenneosa—NH—CHZ-CHZ—(Eﬁ-NN—makromolekyylinen kantaja-
— 0

]
aine, rakenneosa aldonihappo-C-NH—makromolelyylinen kantaja-aine,
tai

rakenneosa—NH—(CHz)n CO NH-makromolekyylinen kantaja-aine,
jossa n voi olla vdlilla 1-20.

17. Uropatogeenisiin Escherichia coli-bakteeri-infektioihin
liittyvd&n diagnostiseen kdyttddn soveltuva kompositio, t u n -
nettu siitd, ettd se sisiltidd minkd tahansa patenttivaatimuk-

sen 1-11 mukaisen rakenneosan vihintsain kaksivalenssisessa tilassa.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen kompositio, t unn e t t u
siitid, ettd se sisdaltdid rakenneosan
a—g-galaktopyranosyyli—(1—4)—B—g-galaktopyranosyyli-(1—4)—8—9—

glukopyranosyyli-l—O—seramidi.

19. Patenttivaatimuksen 17 mukainen kompositio, t u nn e t tu
siitid, ettd se sisiltdi rakenneosan
a—g—galaktopyranosyyli~(1—4)-B—Q-galaktopyranosyyli-(1-4)—8—9—
2-asetamido-2-deoksiglukopyranosyyli—(1-3)-B—Q—B—Q—galaktopyrano—
syyli—(1-4)—B-Q-glukopyranosyyli-l—O-seramidi.

20. Patenttivaatimuksen 17 mukainen kompositio, t unne t tu
siitsd, ettd se sisdltdd rakenneosan

u—g—galaktopyranosyyli-(1—4)—B-Q-galaktopyranosyyli—l—O—seramidi.
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Patentkrav

1. Komposition l&mplig f&r diagnostiskt bruk vid uropatogena
Escherichia coli bakterieinfektﬂrmr, kd@&nnetecknad av
att den inneh8ller som aktiv ingrediens, fordelaktigen i &nd-
stdllningen, ett strukturelement a—Q-galaktopyranosyl—(1—4)—Q—
galaktos.

2. Komposition enligt patentkravet lykd83nnetecknad
av att formeln av det n&mnda strukturelementet &r a-D-galakto-
pyranosyl-(1-4)—B—Q-galaktopyranosid.

3. Komposition enligt patentkravet 1y kdnnetecknad
av att formeln av det n&mnda strukturelementet ir a~D~galakto-
pyranosyl-(1—4)—a—Q-galaktopyranosid.

4, Komposition enligt patentkravet T k&nnetecknagd
av att formeln av det nimnda strukturelementet &r a-D-galakto-
pyranosyl—(1—4)-a-Q-galaktopyranosid—l—O-R,

i vilken R &r en organisk grupp, som dr forbundna varken i o -
eller i B-konfiguration.

5. Komposition enligt patentkravet 1, 2 eller 4, k E&nne -
tecknad av att formeln av det ndmnda strukturelementet
ar a-Q-galaktopyranosyl—(1—4)—B-Q—galaktopyranosyl—(1—4)—Q-glukos.

6. Komposition enligt patentkravet 5, k & n e ¢+ e cknad
av att formeln av det nimnda strukturelementet &ir o-D-galakto-
pyranosyl—(1—4)—B-Q-galaktopyranosyl-(1-4)—B—Q—glukos.

7. Komposition enligt patentkravet S, k@&nnetecknad
av att formeln av det n&mnda strukturelementet Air a-D-galakto-
pyranosyl-(1—4)-B-Q-galaktopyranosyl-(1-4)-a—Q—glukos.

8. Komposition enligt patentkravet 5 kd@nnetecknad
av att formeln av det nimnda strukturelementet &r a-D~galakto-
pyranosyb{1-4)-B—Q—galaktopyranosyl—(1—4)—-a(8)—g—glukopyranosid-
1-0-R,

1 vilken R &r en organisk grupp, som d&r f6rbundna wvarken i a- eller
i B-konfiguration.
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9. Komposition enligt patentkravet 1, 4 eller 5, k @&n ne -
t ecknad av att den innehdller ett strukturelement o-D-
galaktopyranosyl-(1—4)—B—Q—galaktopyranosyl-(1—4)-Q—glusitol.

10. Komposition enligt patentkravet 8, k &nne tec k nad

av att den innehdller ett strukturelement a-g-galaktopyranosyl—

(1-4)—B—Q-galaktopyranosyl—(1—4)—a-Q—glukopyranosid—l—O—Me eller
a-g-galaitopyranosyl~(1-4)-B—Q-galaktopyranosyl—(1—4)—B—Q—gluko—
pyranosid-1-0O-Me.

171. Komposition enligt patentkravet 1, 4 eller 5, k dnne -
t ecknad av att den innehdller ett strukturelement o-D-

galaktopyranosyl-(1—4)—B—Q—galaktopyranosyl—8—2—2—acetamido—2-
deoxiglukopyranosyl=-(1-3)-B-D-galaktopyranosyl-(1-4)-D-glukos.

12. Komposition ldmplig f&8r diagnostiskt bruk vid uropatogena
Escherichia coli bakterieinfektioner, k &nne t e cknad

av att den inneh&ller ett strukturelement enligt vilket som
helst patentkravet 1-11 i minst tvavalenssiskt tillsténd eller
kovalentiskt kopplat.

13. Komposition enligt patentkravet 12, k @& nne t e cknad
av att den innehdller det ndmnda strukturelementet kovalentiskt
kopplat i en makromolekyliskt b&drardmne.

14. Xomposition enligt patentkravet 12, k @ nne tecknad
av att det ndmnda strukturelementet &r kopplat genom koppling-
skaft fo6rmedling i ett makromolekyliskt bdrardmne.

15. Komposition enligt patentkravet 13 eller 14, k @ nn e -
tecknad av att det makromolekyliska bdrardmnet &r en
syntetisk eller naturlig polypeptid, polysackarid eller nagon
annan polymer.

16. Komposition enligt nd&got av patentkraven 13-15, k & n n e -

t ecknad av att kopplingskaftet mellan strukturelementet
och det makromolekyliska bdrardmnet &r
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strukturelement—l—O«<:>FNHCSNH-makromolekyliskt bdraridmne,
strukturelement-l—O{C:>PNN—makromolekyliskt bdrardmne,
strmdnmehment~NH4}b435-<::>-NHCSNH-makromolekyliskt bdrardmne,
strukturelement—NH-CH2—CH23<:>%NN-makromolekyliskt bdraridmne,

strukturelement—aldonsyra—E-NH—makromolekyliskt bdraradmne,
eller

strukturelement-NH—(CH2)n CO NH-makromolekyliskt bdrarédmne,
i vilket n kan vara mellan 1-20.

17. Komposition ldmplig £8r diagnostiskt bruk vid uropatogena
Escherichia coli bakterieinfektioner, k & n n e tecknad
av att den innehdller ett strukturelement enligt vilket som
helst patentkravet 1-11 i minst tvavalenssiskt tillst&and.

18. Komposition enligt patentkravet 17, k 4 nne t e c k -
n ad av att den innehdller ett strukturelement
o-D-galaktopyranosyl-(1-4)-g- D-galaktopyranosyl-(1-4)-g- D-
glukopyranosyl-1-O-seramid.

19. Komposition enligt patentkravet 17, k @&nnetecknad
av att den innehdller ett strukturelement
a~D-galaktopyranosyl-(1-4)-g- ~D-galaktopyranosyl-(1-4)-g- -D-2-
acetamido-2-deoxi- -glukopyranosyl-(1-3)-8 B-D-galaktopyranosyl-
(1-4) -B-D-glukopy anosyl-1-O-seramid.

20. Komposition enligt patentkravet 17, k 8 nn e t ecknad
av att den innehdller ett strukturelement

a—g—galaktopyranosyl-(1—4)-B—Q—galaktopyranosyl—1-O-seramid.
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