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OZET

GLIKOZAMINOGLIKANLARIN KARBOKSILATLI TUREVLERI VE BUNLARIN
ILAG OLARAK KULLANIMI

Bulus glikozaminoglikan tortularinin en azindan bir kisminin 2 ve 3
pozisyonlarinda karboksilat gruplan tasiyan, heparanaz inhibe edici aktivite ve
antitmor  aktivite ile donatilmis glikozaminoglikan tdrevleri ve bunlann

hazirlanmasina yonelik prosesle ilgilidir.

Bu bulusun glikozamoglikan tlrevleri, istege badli olarak kimyasal olarak veya
enzimatik olarak modifiye edilmis dogal veya sentetik glikozaminoglikanlardan

baglayarak uretilir.
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ISTEMLER

1. Bir glikozaminoglikanin karboksillenmis bir tlrevi olup, 6zelligi; s6zU edilen

turevin asagidaki yapilari icermesi:

burada Ryin SOz ya da Ac olmasi; Ry'nin SOz ya da H olmasi; ve Rs'un SO;3

olmasi ile karakterize edilir.

2. istem 1’e gore glikozaminoglikanin karboksillenmis tiirevi olup, 6zelligi;
karboksillenmig tlrevin turetildigi baslangig glikozaminoglikaninin heparin, diglk

molekul agirhikh heparin ve heparan silfattan secilmis olmasidir.

3. Istem 2'ye gére glikozaminoglikanin karboksillenmis tiirevi olup, dzelligi;

burada

(a) heparinin 2-O- ve iste§e bagh olarak 2-N-desllfatlanmis heparin olmasi,

velveya

(b) disuk molekller agirhkli heparinin 2-O- ve iste§e bagh olarak 2-N-
desdulfatlanmis disuk molekiler agirhikli heparin olmasidir.

4. Onceki istemlerden herhangi birine gére bir glikozaminoglikanin
karboksillenmis turevi olup, 6zelligi; karboksillenmis turevin elde edildigi baslangi¢
glikozaminoglikanin, burada tanimlandigi gibi iletken timetrik titrasyon ile
belirlendigi Gzere 0.8 ila 2.8 ya da 0.9 ila 2.5 arasinda bir stlfatlasma derecesine
(SO5/CO0Q") sahip olmasidir.

5. Onceki istemlerden herhangi birine gére bir glikozaminoglikanin
karboksillenmis tdrevi olup, ozelligi; bir glikozaminoglikanin karboksillenmis
turevinin, burada tanimlandigi gibi iletken timetrik titrasyon ile belirlendigi Gzere

(.82 ila 1.92 arasinda bir sulfatlasma derecesine (S03/C0OQO") sahip olmasidir.

6. Onceki istemlerden herhangi birine gére bir glikozaminoglikanin
karboksillenmis tlrevi olup, 6zelligi; s6zu edilen turevin (a) 8000 ila 30,000 Da, (b)
3000 ila 20000 Da ya da (c) 3500 ila 12000 Da arasindan segcilen bir molekiler

agirliga sahip olmasidir.



10

20

25

25

7. Onceki istemlerden herhangi birine gére bir glikozaminoglikanin
karboksillenmis tlrevi olup, 6zelligi; s6zl edilen tirevin heparanaz inhibe edici

aktiviteye sahip olmasidir.

8. Istemler 1-7'den herhangi birine gére glikozaminoglikanin karboksillenmis

turevi olup, 6zelligi; bir ila¢ olarak kullanim icin olmasidir.

9. istemler 1-7’den herhangi birine gére bir glikozaminoglikanin
karboksillenmis tlrevi olup, 6zelligi; heparanazin inhibisyonundan fayda saglayan

bir endikasyon tedavisinde kullanim icin olmasidir.

10. Istemler 1-7'den herhangi birine gére bir glikozaminoglikanin
karboksillenmis tlrevinin enzimatik ya da kimyasal kismi depolimerizasyonu ile
elde edilen oligosakarit bilesikleri olup, 6zelligi; burada oligosakarit bilegiklerinin

en azindan asagidaki yapilardan birini igermesi:
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burada Ryin SO3;ya da Ac olmasi; Ry’nin SOz ya da H olmasi; ve RsUun SOs3
olmasidir.

11. Istem 10'a gore oligosakarit bilesikleri olup, 6zelligi; bir ilag olarak kullanim

icin olmasidir.

12. Istem 8'e gére kullanim igin glikozaminoglikanin karboksillenmis tiirevi ya
da istem 11’e gore kullanim igin oligosakarit bilesikler olup, 6zelligi; s6zi edilen

ilaglarin antimetastatik ya da antitimoral ilaglar olmasidir.

13. lIstem 8'e gore kullanim igin glikozaminoglikanin karboksillenmis tiirevi ya
da istem 11’e gore kullanim igin oligosakarit bilesikleri olup, ézellidi; s6zu edilen

ilaclarin antimyeloma ilacglar olmasidir.

14. Farmasotik bir kompozisyon olup, ozelligi, istemler 1-7’den herhangi birine
gore glikozaminoglikanin karboksillenmis turevini, istege bagl olarak en az bir

bagka etken madde ile kombinasyon halinde icermesidir.
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TARIFNAME

GLIKOZAMINOGLIKANLARIN KARBOKSILATLI TUREVLERI VE BUNLARIN
ILAG OLARAK KULLANIMI

TEKNIK ALAN

Bulug glikozaminoglikan tortularinin  en azindan bir kisminin 2 ve 3
pozisyonlarinda karboksilat gruplan tasiyan, heparanaz inhibe edici aktivite ve
antitumor  aktivite ile  donatiimis  glikozaminoglikan tarevleri ve bunlarnn

hazirlanmasina yonelik prosesle ilgilidir.
TEKNIGIN BILINEN DURUMU

Multipl miyelom, ikinci en yaygin hematolojik malignitedir ve her yil yaklasik
20.000 yeni vaka ve % 50'den daha blylk bir 6l0m orani ile Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki tum hematolojik kanserlerin % 10'undan fazlasini olusturmaktadir
(Graham-Rowe D., 2011, Multiple myeloma outlook. Nature 480, $34-s35).

Son yillarda, proteazom inhibitérinin (Velcade), bifosfonatlarin ve digerlerinin
arasinda talidomidin uygulanmasi gibi umut verici terapiler gelistiriimistir. Bu
ajanlarin etkinligi, en azindan kismen, miyelom tUmorunun mikro-gevresi

uzerindeki etkilerinden kaynaklanmaktadir.

So6z konusu ajanlarin miyeloma karsi etkinligi gdsterilmis olsa da, miyelom ve
diger timorleri tedavi etmek icin yeni ve gelistiriimis ilaclara ihtiyag devam

etmektedir.

Heparanaz, syndecan-1 gibi HS-proteoglikanlarin heparan sulfatini (HS) bélen ve
hdylece HS'ye bagh buyume faktorlerini serbest birakan endo-p-glukuronidazdir.

insanlarda, HS'yi pargalayabilen tek bir dominant fonksiyonel heparanaz enzimi
var gibi gorinmektedir. Heparanaz ¢ogu insan timorunde ekspres edilmekte olup
burada tumor hicrelerinin hem anjiyojenik hem de metastatik potansiyelini dnemili
Olcude arttirmaktadir. Yiksek heparanaz seviyeleri aslinda birgok tUmér tipinin
asini ilerleme ve metastazi ile iliskilidir. Ornegin, yiksek bir heparanaz seviyesi,

ameliyat sonrasi daha kisa sagkalim suresi ile iligkilidir. Yeni inhibitérlerimizin test
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edildigi Vlodavskiy ve Sanderson laboratuvarlarinda, heparanazin timor

metastazi Uzerindeki dogrudan rolu gosterilmistir.

HS'ye bagh buyume faktorlerinin serbest birakilmasini ve hucre digi matrisin
(ECM) degradasyonunu igeren enzimatik fonksiyonlarina ek olarak, heparanaz
ayrica tumoér davranisini ve mikro-gevreyi etkileyebilen enzimatik olmayan bir
fonksiyona da sahiptir. Miyelomda heparanaz ve syndecan-1 ¢alismasina dnculuk
eden Sanderson grubu, heparanazin miyelomda agresif timor fenotipinin ana
regulatorl olarak gorev yaptigini ortaya koymustur. Bu da tumor blyumesini,
metastatik ve osteolitik kemik yikimini birlikte uyaran VEGF ve MMP-9'un yukan
regUlasyonunu tesvik ederek gergeklesmektedir. Aslinda, in vivo olarak,
heparanazin, miyelom tumorlerinin blyumesini ve kemige spontan metastazi
tesvik ettigi ve timor hicreleri tarafindan heparanaz ekspresyonunun, en azindan
kismen RANKL ekspresyonunun yukari regulasyonundan dolayi, yaygin osteolizi
tetikledigi  kanitlanmigtir. Heparanazin etkisini destekleyen osteoliz, kemik
parcalanirken kemige bagh biyume faktorleri salindidi icin biyuk dnem tasiyabilir.
Buna ilaveten, osteoklastlar HGF gibi tUmor buydmesini tesvik edici faktorleri
salabilirler. Bu faktorler birlikte kemik iligi icinde timér hicresinin yuvalanmasini
saglayan ve daha sonra buyumesini destekleyen niglerin kurulmasina yardimci
olabilir {(Fux, L. ve ark. , 2009, "Heparanase: busy at the cell surface." Trends
Biochem Sci, 34 (10): 5117519; Sanderson R.D. and Yang Y., 2008, "Syndecan-
1: a dynamic regulator of the myeloma microenvironment." Clin Exp Metastasis
25:149-59; llan N. ve ark. , 2006, "Regulation, function and clinical significance of
heparanase in cancer metastasis and angiogenesis.” Int J Biochem Cell Biol, 38:
2018-2039). Buna bagh olarak heparanazin inhibisyonu, insanlarda tek bir
enzimatik agidan aktif heparanaz oldugu ve normal dokulardaki ekspresyonunun
nadir olmasi gergegiyle desteklenen miyelom tedavisinin uygulanabilir bir
hedefidir. Buna ilaveten, heparanaz nakavt farelerin canl oldugu ve goérundr bir
bozukluk sergilemedigi gosterilmistir. Bu ise ¢ok az (ya da hig) yan etkinin
heparanaz inhibisyon stratejisinden kaynaklanabilecegini gostermektedir (Casu
B., ve ark. 2008. Non-anticoagulant heparins and inhibition of cancer.
Pathophysiol Haemost Thromb. 36: 195-203; Vlodavsky |., ve ark. 2007.
Heparanase: structure, biological functions, and inhibition by heparin-derived

mimetics of heparan sulfate. Curr Pharm Des. 13: 2057-2073; Naggi A., ve ark.
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2005. Modulation of the Heparanase-inhibiting Activity of Heparin through
Selective Desulfation, Graded N-Acetylation, and Glycol Splitting. J. Biol. Chem.
280: 12103-12113).

Heparin, antikoagllan ve antitrombotik aktivite ile donatiimig, glikozaminoglikan
ailesinin lineer ¢ogul dagihmh sulfatlanmig bir polisakaritidir. Heparinin sakarit
zincirleri, degisken uronik asit ve D-glukosaminden olusmaktadir. Temel yinelenen
birim 2-O-silfatlanmis L-iduronik asit (IdoA2S)a(1—4) ve N-, 6-O-disilfatlanmis
D-glukozamindir (GIcN6S). Kliguk bilesenler, N-asetil D-glukozamin ve N-, 3-0-, 6-
O-trishlfatlanmis  D-glukozamin ile birlikte sdlfatianmamis L-iduronik ve D-
glukuronik asittir (Casu B., 2005. "Structure and active domains of heparin.” In:
Chemistry and biology of heparin and heparan sulfate. Amsterdam: Elsevier. 1-
28; Casu B. and Lindahl U., 2001, "Structure and biological interactions of heparin
and heparan sulfate.” Adv Carbohydr Chem Biochem, 57: 159-206). Yapisal
olarak HS'ye benzer olan Heparin, heparanazi etkili bir bigimde inhibe edebilir,
ancak bir heparanaz inhibisyon stratejisinde heparinin yuksek dozlarda kullanimi
antikoagulan aktivitesi nedeniyle imkansizdir.

iiging bir bicimde, heparinden daha fazla biyoyararlanimli ve daha az antikoagiilan
olan dusuk molekuler agirlikli heparinlerin (LMWH), muhtemelen timaor blyumesi
ve metastaz Uzerindeki dogrudan etkisi ile kanserli hastalarin yasamlarini uzattig
gorilmektedir. Bu, en azindan kismen, heparanaz enzim aktivitesinin
inhibisyonuna bagli olabilir (Zacharski L.R., and Lee, A.Y. 2008. Heparin as an
anticancer therapeutic. Expert Opin Investig Drugs 17:1029-1037).

Heparanazin enzimatik aktivitesinin etkili inhibitorleri teknigin bilinen durumunda,
¢ogu bir glikosaminoglikan kahntisinin karbonlari 2 ve 3 arasindaki bagin
yariimasiyla (glikol bélunmesi) glukosidik halkanin agiimasiyla modifiye edilen
sulfatlanmamis dronik asit kalintilari iceren antikoagilan olmayan heparinler
tarafindan gerceklestirilen heparanaz inhibisyonu incelenerek secilmistir.
Bahsedilen inhibitdrler, O-silfatlasma modellerinde, N-asetilasyon derecesinde ve
onceden var olan suUlfatlanmamis Uronik asit kalintilarinin ve basamakh 2-O-
desilifasyon ile uretilenlerin glikol ayrismasi ag¢isindan farkhlik sergilemektedir
{Naggi A., 2005. "Glycol-splitting as a device for modulating inhibition of growth
factors and heparanase inhibition by heparin and heparin derivative." In:

Chemistry and Biology of Heparin and Heparan Sulfate. Amsterdam: Elsevier
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461-481; Yang Y. ve ark. , 2007, "The syndecan-1 heparan sulfate proteoglycan is
a viable target for myeloma therapy." Blood, 110:2041-2048).

Ozellikle "glikol bélinmesi” terimi (gs) geleneksel olarak, her biri bir hidroksil
grubu tasiyan iki bitisik karbon arasinda bir baglantinin kopmasi (glikol bélunmesi)
nedeniyle bazi monosakarit kalintilarinin agilmasini saglayan polisakaritleri ifade
etmektedir. Bir birinci jenerasyon glikol bolunmus heparinler, yani diger bir deyisle
“indirgenmis oksiheparinler” (RO-heparinler), once dialdehitlere oksitlenen ve
sonra alkollere indirgenen, orijinal zincir boyunca mevcut olan sulfatlanmamis
glukuronik asit / iduronik asit kalintilarina karsilik gelen, bazen glikol balinmus
kalintilar tarafindan kesilen modifiye edilmemis polistlfattanmis bloklardan
olugsmaktadir (Naggi A., 2005, "Glycol-splitting as a device for modulating
inhibition of growth factors and heparanase inhibition by heparin and heparin
derivative." In: Chemistry and Biology of Heparin and Heparan Sulfate.
Amsterdam: Elsevier 461-481).

WO 01/55221, toplam Uronik asit birimlerinin % 60" Indan buyldk olmayan 2-O-
deslulfasyon derecesine sahip glikozaminoglikanlari agiklamaktadir. S6z0 edilen
glikozaminoglikanlar, antikoagllan aktivitesinden vyoksundur ve FGF'lerin
inhibisyonuna dayanan antianjiyogenik aktivite sergilemektedir. Heparanazin

inhibisyonu icin herhangi bir aktivite ongorulmemistir.

US 2008/0051567 numarah patent, % 100 N-asetillenmis ve % 25 glikol bélinmusg
heparine karsilik gelen, cok az (ya da hi¢) antikoagllan aktivite veya hiicre digi
matristen buylime faktorlerinin salinimint sergileyen bir bilesigi agiklamaktadir.
S0zu edilen bilegigin, Sanderson'un miyelom modeli (Yang Y., ve ark. 2007. The
syndecan-1 heparan sulfate proteoglycan is a viable target for myeloma therapy.
Blood 110:2041-2048) dahil olmak Uzere deneysel hayvan modellerinde

heparanaz, tumoér buyumesi, anjiyogenez ve inflamasyonu onledigi bulunmustur.

Buna ragmen, heparanaz afinitesi ylksek olan, yuksek segicilik ve gelismis
biyoyararlanima sahip olan, miyelom ve dider tUmaérler gibi heparanaz ile iliskili
patolojilerin tedavisi icin uygun olan gelistiriimis bilesiklerin sadlanmasina hala

ihtiya¢ vardir.

BULUSUN TANIMI
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Bu bulusun glikozamoglikan turevleri, istege bagl olarak kimyasal olarak veya
enzimatik olarak modifiye edilmis dogal veya sentetik glikozaminoglikanlardan
baglayarak Uretilir.  Ozellikle sdzi edilen glikozaminoglikan tarevleri
glikozaminoglikanin oksidasyonunun iki adimi ile elde edilebilmektedir. Birinci
oksidasyon (a) ile, tercihen periyodat ile, bitisik dioller ve iste§e bagh olarak
glikozaminoglikan kalintilarinin  OH/NHJ'si  aldehitlere donogturilir ve ikinci
oksidasyon (b) ile s6zi edilen dialdehitler karboksilat gruplarina doénuastirdlir.
Mevcut bulugsa gore, 2-0 sllfatlanmamis kalintilarin tercihen % 10 ila % 1000,
daha tercihen % 25 ila % 100’0 istede bagl olarak glikozaminoglikanin 2N-, 3-O-
sUlfatlanmamis kalintilari, bitisik diolleri ve iste§e badh olarak OH/NH,'yi
aldehitlere donusturmek igin etkili kosullar altinda birinci oksidasyon adiminda (a)

okside edilmektedir.

Birinci  oksidasyon tercihen oksitlenebilen kalintilarin  halkasinin  C»-Cs
baglantisinin bolinmesine yol agmaktadir. Tercihen, glikozaminoglikan istege
bagli olarak 2-O- vefveya 2-N-desllfatlanmis, 0.8 ila 2.8 arasinda, tercihen 0.9 ila
2.5 arasinda bir sulfatlasma derecesine (SO3/COQO” molar orani) sahip olan bir
dogal ya da sentetik glikozaminoglikandir. Silfatlasma derecesi (SO3/COO molar
orani) burada, Casu B. ve Gennaro U., 1975, Carbohydr Res 39, 168-176'ya gore
iletken timetrik titrasyon ile belidendigi sekildedir. Yukarida tarif edilen bulus
prosesi ile elde edilebilen di/trikarboksilatli glikozaminoglikan tlrevleri, 1.2 ila 2.2
arasinda bir karboksil artigi sergilemekte olup burada karboksil artigi, baslangi¢
malzemesinin sllfatlasma derecesinin (SO3/COO" molar orani) di/trikarboksilath
turevinin sllfatlasma derecesine (SO, /COO" molar orani) oram (burada
tammlandigr  gibi  iletken timetrik titrasyon ile  belirlenmistir) olarak
hesaplanmaktadir. Daha spesifik olarak, baslangi¢ glikozaminoglikanin
sulfatlasma derecesi, NaBH, ile indirgemeden sonra birinci oksidasyon adimi (a)
ile elde edilen glikozaminoglikan ara maddesinin bir numunesi (zerinde

belirlenmektedir.

Tercihen mevcut bulusun glikozaminoglikan turevleri herhangi bir hayvan ya da
organ kaynagindan elde edilen dogal heparinlerden ya da istege baglh olarak
kimyasal ya da enzimatik olarak modifiye edilmis sentetik heparinlerden
baslayarak elde edilmektedir. Daha tercihen, baslangic materyali fraksiyone

olmayan heparin, distk molekiler agirlikli heparinler (3.500 ila 8.000 Da
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molekiler agirhda sahip LMWH'ler), heparan siilfat (HS) veya bunlarin tirevleridir.
En ¢ok tercih edilen glikozaminoglikan tlrevieri ise fraksiyone olmayan
heparinlerden ya da LMWH'den (istege baglh olarak 2-0 ve/veya 2-N-
desilfatlanmis) elde edilebilenlerdir.

Bulug ayrica, s6z konusu glikozaminoglikan turevlerinin hazirlanmasi igin bir
isleme ve ayrica istege bagl olarak bilinen ilaglar veya tedavilerle kombinasyon
halinde, ilaclarin aktif bilesenleri olarak kullanimlari ile ilgilidir. Ozellikle mevcut
bulus, metastatik formlan dahil olmak Gzere, multipl miyelom ve diger neoplaziler
(yani sarkomlar, karsinomlar, hematolojik maligniteler) gibi patolojik durumlarin
tedavisi igin ilag olarak kullaniimak UGzere s6zU0 edilen glikozaminoglikan

turevlerine yoneliktir.

Buna ilaveten mevcut bulus heparanazin inhibisyonundan yararlanan herhangi bir
terapétik endikasyonda (yani, diyabetik nefropati, enflamatuar barsak hastaldi,
kolit, artrit, sedef hastalifi, sepsis, ateroskleroz) sozii edilen glikozaminoglikan
tirevlerinin kullanimiyla da ilgilidir. Bulus ayrica, sozu edilen di/trikarboksilatli
glikozaminoglikan turevlerini iceren farmasaétik kompozisyonlarla, dzellikle de aktif
madde olarak di/trikarboksilatlanmis heparin ve disik molekiler agirlikli heparin
(LMWH) tiirevlerini igeren farmasotik kompozisyonlarla ilgilidir. istege bagh olarak,
s6zU edilen farmasotik kompozisyonlar ayrica en az bir farkli aktif madde, tercihen

en az bir farkh antitimaoral ajan icermektedir.
Cizimler

Sekil 1: mevcut bulusun prosesiyle uretilmis yaygin yapilar. (1) hidroksil
gruplarinin (Rs; ve R4) her birinin veya her ikisinin bir siifat grubu ile ikame
edilebildigi veya ikame edilmedigi bir tronik asit (iduronik ve/veya glukronik} ve bir
glukosamin (2-N-asetillenmis, 2-N-ikame edilmemis vefveya 2-N-sulfatlanmig)
iceren bir glikosaminoglikan polimerinin disakkaridik birimi. (2, 3, 4) 2-
sulfatanmamis heparin kalintilaninin  halkasinin  oksidatif boélinmesiyle ve
ardindan tri- veya di-karboksilatlanmis kalintilara daha fazla oksidasyon ile

olusturulan temsili yapilar (yeni varliklar).

Sekil 2: MS saptamasi ile elde edilen bir kromatogram 6rnedi. Molekuler agirhgin

Olgulen degerlerine atfedilen uronik asit di- ya da tri-karboksilat kalintilarini igeren
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oligosakaritlere karsilik gelen piklerin varligi, grafikte sirasiyla "+ karboks2" ya da

"+ karboks3" kodlariyla vurgulanmaktadir.

Sekil 3: MS saptamasi ile elde edilen bir kromatogram 6rnegi. Molekuler agirhgin
dlgulen degerlerine atfedilen Gronik asit di- ya da tri-karboksilat kalintilarini i¢eren
oligosakaritlere karsihk gelen piklerin varligi, grafikte sirasiyla "+ karboks2" ya da

"+ karboks3" kodlarnyla vurgulanmaktadir.
BULUSUN DETAYLI ACIKLANMASI

Mevcut bulug, heparanaz inhibe edici aktiviteye sahip, kimyasal olarak modifiye
edilmis glikozaminoglikan tlrevlerinin yeni bir sinifina iligkindir. Mevcut bulus
ozellikle karboksillenmis glikozaminoglikan turevleriyle ilgili olup burada kalintilarin
en azindan bir kismi, U¢ (ya da ayrik kalinti bir glukozamin ise, iki) karboksilat

grubu iceren ayrik kalintilardir.

Mevcut bulusun glikozaminoglikan tirevleri, tercihen, heparanazin heparan silfat
degradasyon aktivitesini kuvvetle inhibe eden “di/trikarboksilatlanmig heparinler”
olarak tasarlanmig heparin turevleridir. ATIII icin baglama bdolgesinde bulunan
glukuronik asit tortusunu modifiye  eden heparine yapillan kimyasal
modifikasyonlar, yliksek dozlarin kullaniimasini sadlayacak sekilde heparin

antikoagulan aktivitesini ortadan kaldirmaktadir.

Mevcut  bulusun  glikozaminoglikan  turevleri, tercihen periyodat ile
glikozaminoglikanin 2-sllfattanmamis kalintilarinin bitisik diollerin ve istege bagl
olarak glikozaminoglikanin OH/NH,'sinin aldehitlere doéndstirilmesinde etkili
kosullar altinda oksidasyonu ve ardindan s6zl edilen dialdehitleri karboksilat
gruplarina donusturmek icin uygun kosullar altinda oksitlenmis
glikozaminoglikanin oksidasyonu ile elde edilebilirler. Ozellikle mevcut bulusun
glikozaminoglikan turevleri tercihen, 0.8 ila 2.8, tercihen de 0.9 ila 2.5 arasinda bir
sulfatlagsma derecesine (SO5/COO molar oran) sahip  olan bir
glikozaminoglikandan baslayarak elde edilebilirler. Siilfatlasma derecesi (SOjz
/COO” molar orani) burada, Casu B. ve Gennaro U., 1975, Carbohydr Res 39,
168-176'ya gore iletken timetrik titrasyon ile Dbelirlendigi sekildedir.
Yukarida tarif edilen bulus prosesi ile elde edilebilen diftrikarboksilatli
glikozaminoglikan tlrevleri, 1.2 ila 2.2 arasinda bir karboksil artisi sergilemekte

olup burada s6zu edilen karboksil artisi, baslangi¢ malzemesinin sulfatlasma
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derecesinin  (SO;/COO" molar orani) birinci oksidasyon adimindan sonra
di/trikarboksilatli tirevinin sillfattagsma derecesine (SO3/COO™ molar orani) orani
{burada tanimlandigr gibi iletken timetrik titrasyon ile belirlenmistir) olarak
hesaplanmaktadir. Daha spesifik olarak, birinci oksidasyon adimindan sonra
baslangic materyalinin sulfatlasma derecesi, NaBH, ile indirgemeden sonra birinci
oksidasyon adimi (a) ile elde edilen glikozaminoglikan ara maddesinin bir

numunesi Uzerinde belirlenmektedir.

Tercihen, bu bulusun glikozaminoglikan turevleri, dogal veya sentetik {(kimyasal
veya enzimatik olarak elde edilmig) glikozaminoglikanlardan, daha tercihen 2-O-
velveya 2-N-desilfatlanmis glikozaminoglikanlardan elde edilmistir. Tercih edilen
bir ddzenlemede, sozu edilen dogal ya da sentetik glikozaminoglikan fraksiyone
olmamis heparin, LMWH vya da istege baglh olarak 2-O- vefveya 2-N-

deslilfatlanmis heparan silfattir.

Daha tercihen glikozaminoglikan tlrevleri dodal ya da sentetik heparinler ya da
LMWH’ler, 2-O- ve istege badli olarak 2-N- desllfatlanmis olanlardan elde
edilmektedir.

Bir érnek olarak, heparin zincirleri dogal olarak yaklasik % 5 ila % 35 arasinda 2-
O-silfatlanmamig Gronik asit kalintilan, % 0 ila % 50 arasinda N-asetillenmis
glukozamin kalintilari ve yaklasik % 0 ila % 6 arasinda N-ikame edilmemis {ne N-
sulfatanmis ne de N-asetillenmis) glukozamin kalintilari icerebilirler. Farkli
sulfatlasma dereceleri heparinin kaynagina (hayvan turleri, organ kaynaklarn) ve
ekstraksiyon prosedurlerine baghdir.  Glikozaminoglikanin  3-O-sllfat ikame
edicileri tagimayan her 2-O- ya da 2N-sulfatlanmamis kalintilar halka a¢ikhgi
{ayrik) ile oksidasyona ve visinal diollerin ve OH/NH2'nin aldehitlere dontismesine
karsi duyarhidir. Istege bagl olarak, baslangic glikozaminoglikanlaninin dereceli 2-
O-desilfasyonu, glukozamin/Uronik asit bolunmus kalintilaninin ~ oranini

dedgistirmeye oclanak tanimaktadir.

Bulug aynca, sdz konusu karboksillenmis glikozaminoglikan tlrevlerinin
hazirlanmasi igin bir islemle ve ayrica bunlarin tek aktif bilesen olarak veya diger
ilaglarla kombinasyon halinde patolojik durumlarin tedavisi igin aktif ila¢ bilesenleri
olarak kullamimlariyla ilgilidir. S6zU edilen patolojik durumlar, metastatik formlari

da dahil olmak uzere, multipl miyelom ve diger neoplastik hastaliklar



10

13

20

25

30

icermektedir. Buna ilaveten bulug heparanazin inhibisyonundan fayda saglayan
herhangi bir terapdtik endikasyonda kullanim igin sdzl edilen karboksillenmis
glikozaminoglikan turevleriyle ilgilidir. Bulug ayrica, istege bagh olarak en az bir
bagka etken madde ile kombinasyon halinde s6z0 edilen karboksillenmis
glikozaminoglikan turevlerini iceren farmasotik kompozisyonlarla da ilgilidir.

Bulusun karboksillenmis glikozaminoglikan turevlerini hazirlamak icin proses
sunlar icermektedir: bitisik diollerin ve istege bagh olarak bitisik OH/NH2'nin
aldehidlere donustlrilmesinde etkili kosullar altinda bir glikozaminoglikanin
duyarh sulfattanmamis kalintisinin tercinen periyodat (veya benzer reaktiviteye
sahip oksitleyici reaktiflerin kullaniimasiyla) ile oksidasyonu, bunun ardindan da
karsihk gelen aldehit gruplarindan iki yeni karboksilat grubu elde etmek igin
gerekli kosullar altinda birinci oksidasyondan kaynaklanan glikozaminoglikanin

oksidasyonu gergeklesir.

Mevcut bulusun prosesi buna bagli olarak, bitisik diolleri ve istege bagl olarak
bitisik OH/NH.'yi aldehitlere dénlstirmek icin etkili kosullar altinda, tercihen
periyodat ile, bir glikozaminoglikanin 2-O- ve istege bagdl olarak 2N-, 3-O-
sulfattanmamis kalintilarinin % 10 ila % 100’Gndn, tercihen % 25 ila % 100'0nin
oksidasyonunu; daha sonra da so6zu edilen dialdehitleri karboksilat gruplarina
donusturmede  etkili  kosullar  altinda  oksitlenmis  glikozaminoglikanin

oksidasyonunu icermektedir.

Tercihen, baslangi¢ glikozaminoglikani  dogal veya sentetik bir
glikozaminoglikandir; daha tercihen, heparin, dusuk molekll agirhkli heparinler
veya heparan sulfattan sec¢ilmektedir; en ¢ok tercihen, 2-O- ve istege bagh olarak
2-N-desulfatlanmis heparin ve LMWH'ler arasindan secilmektedir.

Tercihen, baslangi¢c glikozaminoglikani, burada tanimlandig1 gibi iletken timetrik
titrasyona gore, 0.8 ila 2.8, daha tercihen 0.9 ila 2.5 arasinda bir silfatlasma
derecesine (SO3/COO") sahiptir.

Bulusa ait prosesin ilk oksidasyonu tercihen 3 ila 10 arasinda degisen bir pH'ta,
daha tercihen 4.5 ila 8 arasinda degisen bir pH'ta gerceklestirilmistir. Tercih edilen
bir dizenlemede, bulusa ait prosesin birinci oksidasyonu suilfattanmamis Gronik
asit kalintilarinin sadece C,-C; baglantisini kesmek ve bu sirada da yan

reaksiyonlardan kaginmak icin 3 ila 5 arasinda bir pH'ta gergeklestiriimektedir.
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Tercih edilen bir diger diizenlemede, buluga ait prosesin birinci oksidasyonu hem
2-O-sulfatlanmamis dronik asit ve hem de N-silfattanmamis glukozamin
kahntilarimin  C,-C3 baglantisini kesmek i¢in 5.5 ila 10 arasinda bir pH'ta
gergeklestiriimektedir.

Tercih edilen bir duzenlemede, ilk oksidasyon, hem 2-O- sulfatlanmamig uronik
asitlerin ve hem de 2-N-, 3-0- sulfatlanmamis glukozaminlerin C; ve Cjlleri

arasindaki bagi ayirma kosullari altinda gerceklestiriimektedir.

istege bagh olarak bulusun yenilikci prosesi depolimerlesmeyi azaltmak icin
kullanilan bir selatlayici ve sekestrasyon ajani olan NTA (nitrilotriasetik asit)
varliginda, reaksiyon ¢ozeltisini alkalilestirmek igin NaHCO3 veya piridin varli§inda
ya da NTA ile ya da NTA’siz MnCl, varliginda gergeklestirimektedir. Daha ileri
dialdehit oksidasyonu, tercihen NaClO, kullanilarak ya da TEMPO (2,2,6,6 Tetra
Metil-1-Piperidinil-Oksi) gibi benzer oksitleyici 0Ozelliklere sahip ajanlarin
kullanilmasiyla gergeklestiriimektedir.

Tercihen, mevcut bulusun glikozaminoglikan turevlerindeki karboksillenmis Gronik
asit kalintilari, glikozaminoglikanin toplam karboksillenmis kalintilarinin toplam
kalintilarinin % 25 ila % 100, daha tercihen % 50 ila % 100, en ¢ok tercihen % 60

ila % 90’1 oranindadir.

Yukarida soz edilen proseslerle elde edilebilen karboksillenmis glikozaminoglikan
tirevleri, proses kosullarina ve kullanilan baglangi¢ glikozaminoglikanina bagl
olarak tercihen 8000 ila 30.000 Da arasinda bir molekuil agirhgina sahiptir. Tercih
edilen bir dizenlemede, daha tercihen fraksiyone olmayan heparin baslangig
glikozaminoglikan olarak kullanildiginda, yukaridaki iglemler ile elde edilebilen
karboksilatli glikozaminoglikan turevi, tercinen 3,000 ila 20,000 Da, tercihen 3,500
ila 12,000 Da arasinda bir molekuler agirhga sahiptir.

Mevcut bulusun prosesi ile elde edilebilen yeni glikosaminoglikan turevleri, her biri
iki ilave karboksilat grubu iceren, bélunmus kalintilarin varligi ile karakterize edilen
yeni bir heparin benzeri polisakarit sinifini temsil etmektedir. Bir dodal karboksilat
grubu tasiyan kalintilarin, mevcut bulusun iglemi ile trikarboksilatli kalintiya
donhGsturdlddgld  unutulmamalidir.  Soézu  edilen  yeni  di/trikarboksilath

glikozaminoglikan turevlerinin beklenmedik bir sekilde in vitro olarak gugli
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heparanaz inhibitorleri olduklari ve hayvan modellerinde miyelomu inhibe ettikleri

gasterilmigstir.

Ana glikosaminoglikandan daha az sulfatlanmig iki veya U¢ karboksilat grubu
tagiyan kalintilar igeren glikozaminoglikan turevleri, daha az karboksilik gruba
sahip olan analoglarindan daha iyi farmakokinetik dzellikler sergilemektedir.

Mevcut bulus ayrica ilag olarak kullanmak Uzere yukarida tarif edilen proseslerle

elde edilebilen bilesiklerle ilgilidir.

Ozelde, mevcut bulus, tek basina ya da en az bir baska etken maddeyle birlikte,
antitumor olarak kullanim igin, tercihen antimyeloma ilaglan olarak kullanim igin

yukarida tarif edilen proseslerle elde edilebilen bilesiklerle ilgilidir.

Mevcut bulusa gore hazirlanmis olan heparin ve dusuk molekller agirlikli heparin
turevleri goklu bir miyelom deneysel modelinde hem in vitro hem de in vivo olarak

heparanaz aktivitesinin etkili bir bicimde inhibisyonunu sergilemistir.
Ornekler

Bilesiklerin hazirlanmasi

iletken timetrik titrasyon ile farkl derecelerdeki siilfatlasma (SO5/COO) ile
donatilan fraksiyone edilmemis veya fraksiyone heparin numuneleri bilinen
yontemlerin modifikasyonu ile gerceklestirilien periyodik oksidasyona (bolinmus
dialdehit Uniteleri vermek igin) tabi tutulmustur. Fraksiyone olmamis heparinlerin
(UFH) kademeli 2-O-siilfattan arindiriimasi bilinen yéntemlerin modifikasyonunun
ardindan gerceklestiriimistir (Jaseja M. ve ark., 1989, "Novel regio- and stereo-
selective modifications of heparin in alkaline solution. Nuclear magnetic
resonance spectroscopic evidence.”" Canad J Chem, 67, 1449-1455; R.N. Rej and
A.S. Perlin, 1990, "Base-catalyzed conversion of the a-L-iduronic acid 2-sulfate
unit of heparin into a unit of a-L-galacturonic acid and related reactions.”
Carbohydr. Res. 200, 25, 437-447; Casu B. ve ark. , 2004, "Undersulfated and
Glycol-Split Heparins Endowed with Antiangiogenic Activity." J. Med. Chem., 47,
838-848). Bazik kosullar altinda, 2-O-deslilfatlanmis (dodal veya kimyasal olarak
indlklenmig) L-iduronik asit Uniteleri, 2,3-epoksi turevlerine ve son olarak da L-

galakturonik asit unitelerine donustirdlmektedir.
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Uronik asit Unitelerinden ve istege bagh olarak glukozaminlerden kaynaklanan

dialdehitler tercihen ve kisa slrede dikarboksilatlara oksitlenmektedir.
in vitro test

Bisio ve arkadaslarinin (Bisio A. ve ark. 2007, High-performance liquid
chromatographic /mass spectrometric studies on the susceptibility of heparin
specie to cleavage by heparanase. Sem Thromb hemost 33 488-495) daha
onceki caligsmalarina dayanarak, heparanaz inhibe edici aktivite, Hammond ve
arkadaslan (Hammond ve ark. 2010, Development of a colorimetric assay for
heparanase activity suitable for kinetic analysis and inhibitor screening. Anal
Biochem. 396, 112-6) tarafindan tarif edilen yonteme gére, israil'deki Haifa
Universitesinden Prof. Vlodavsky'nin grubu tarafindan in vitro olarak belirlenmistir.
Kisacasl heparanaz yapisal olarak heparinin antitrombin baglanma bdlgesine
karsilik gelen bir antitrombotik ilag olan sentetik pentasakarit Fondaparinux'u
holebilir. Heparanaz bdlliinmesinden sonra, bir trisakarit ve bir indirgeyici disakarit
elde edilmistir. Bunlardan ikincisi heparanaz aktivitesini degerlendirmek icin
kolayca olculebilir. Meveut érneklerde, analiz ¢dzeltisi (100ul), inhibitér numunesi
olan veya olmayan 40 mM sodyum asetat tamponu pH 50 ve 100 mM
Fondaparinux (GlaxoSmithKline} icermektedir. Analizi baslatmak Uzere
heparanaz, 140 pM'lik nihai bir konsantrasyona ilave edilmistir. Plakalar yapiskan
bant ile kapatilmis ve 37°C sicaklikta 2-24 saat boyunca inklibe edilmistir. Analiz
0.1M NaOH icerisinde 100uL 1.69 mM 4-[3-(4-iodofenil)-1H-5 tetrazolio]-1,3-
benzen disulfonat (WST-1, Aspep, Melbourne, Avustralya) ¢ozeltisinin eklenmesi
ile durdurulmustur. Plakalar yapiskan bant ile yeniden kapatimis ve 60°C
sicakhkta 60 dakika boyunca gelistiriimistir. Absorbans 584 nm'de dAlguimustar
(Fluostar, BMG, Labtech). Her plakada, indirgeyici seker standardi olarak D-
galaktoz ile olugturulan bir standart egri ayni tamponda ve 2 ila 100 uM araliginda
bir hacimde hazirlanmistir. 1Csp degeri belirlenmistir. Bu analiz, tek bir bdlinme
noktasina sahip homojen bir substrat igerdiginden, enzimin kinetigi ve
biyokimyasal parametreleri glvenilir bir bicimde karakterize edilebilir. Yukarida
tarif edilen kolorimetrik analiz kullanilarak elde edilen sonuglar, substrat olarak
sulfat etiketli hucre disi matris {(ECM) kullanilarak dogrulanmistir. Kisacasi ECM
substrati kultirlenmis korneal endotel hucreleri tarafindan biriktirilmekte ve bu

nedenle kompozisyonunda, biyolojik fonksiyonunda ve bariyer ozelliklerinde
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subendotelyal bazal membrana yakindan benzemektedir. Siilfat etiketli ECM
hazilama ve bunun heparanaz analizi i¢in kullanimi hakkinda detayli bilgi
Vlodavsky, 1., Current Protocols in Cell Biology, Chapter 10: Unit 10.4, 2001°de
bulunabilir. Analiz ¢ok hassastir, daha ¢ok in vivo kosullara benzer, ancak
biyolojik dogasi geregi yar nicelikseldir ve biyokimyasal parametreler ac¢isindan

sinirhdir.
in vivo test

in vivo antimyeloma aktivitesi esasen Yang Y ve ark.’da (Yang Y., ve ark. 2007,
The syndecan-1 heparan sulfate proteoglycan is a viable target for myeloma
therapy. Blood 110:2041-2048) tarif edilen prosedlr izlenerek test edilmistir.
Kisaca, 5-6 haftalik CB17 scid/scid fareleri, Arlan'dan (Indianopolis, IN) ya da
Charles River Laboratories'den (ABD) tedarik edilmigtir. Fareler Birmingham'daki
Alabama Universitesi hayvan tesislerinde barindiriimis ve takip edilmistir. Tim
deneysel prosedurler ve protokoller, Kurumsal Hayvan Bakim ve Kullanim Kurulu
(Institutional Animal Care and Use Committee) tarafindan onaylanmistir. 1x10°
heparanaz ekspres eden CAG miyelom hicreleri (ylksek ya da dusik
ekspresyon) her farenin sol bogrine subkiitanéz bir bicimde enjekte edilmistir.
Tumor hicrelerinin enjeksiyonundan 10 gun sonra, farelerin sag bogurlerine Alzet
ozmotik pompalan (Durect Corporation, Cupertino, CA) implante edilmistir.
Pompalar ya test bilesiklerinin ¢ozeltisini (yeni heparin tirevleri) ya da kontrol
olarak PBS igermekteydi. Cozelti 14 glin boyunca araliksiz olarak verilmigtir. 14
gun sonra hayvanlar oldurilmus ve subkltandz timorlerin islak agirhgr ve
ortalama sera kappa seviyesi analiz edilmis ve log-rank testi ile deney gruplari
arasinda karsilastiriimistir (p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir).

Haftalik lusiferaz biyoluminesans goruntuleme primer tumorler hakkinda kantitatif
veriler saglar ve kemik ve yanisira yumusak dokulardaki metastazin takibini
gerceklestirir. Dikkate deg@er bir bicimde, SCID-hu modeli insan timér hicrelerinin
dogrudan SCID farelerine deri altindan implante edilmis klg¢lk insan fetal kemigi
parcalarina enjekte edilmesi, boylece insan miyelomunu yakindan tekrarlamasi

bakimindan essizdir.

NMR analizi genel prosediirii
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Spektrumlar, 25 mm'de 5 mm'lik bir TClI dondurma sondasi veya 10 mm'lik bir
BBO sondasina sahip bir Bruker Avance 500 spektrometresinde (Karlsruhe,
Almanya) kaydedilmigtir. Pik hacimlerinin spektrumlara entegrasyonu, standart
Bruker TopSpin 2.0 yazilimi kullanilarak gergeklestiriimistir. Dikarboksilatlanmis
uronik asit kalintilarinin yapisi, trikarboksilat kalintilarinin varhigini dogrulayan ve
kimyasal kaymalarinin belilenmesine olanak taniyan iki boyutlu heteronukleer
deneylerle  belirlenmistir.  Asagidaki  tabloda, proton ve karbonlarin
dikarboksilatlanmis kalintinin, glukosamin ve 2-O silfatlanmig iduronik asidin 1, 4,

5 pozisyonunda atanmis kimyasal kaymalan rapor edilmigtir.

Kalinti pozisyonuna karsgilik gelen sinyaller 'HPPm "*C ppm
C5-Uronik asit gsox 4.97 81.65
C4-Uronik asit gsox 4.59 81.22
C1-Uronik asit gsox 5.01 103.71
C4 3.63 79.14
C1-Glukozamin NS (ANS) 5.40 99.17
(Gsox) ile baglantih C1-ANS 5.03 100.19
C1-lduronik asit 23 517 102.11

Karboksil gruplarinin artisinin hesaplanmasi icin genel prosedir

Dikarboksillenmis heparin turevlerinin  Uronik asit kalintilarindaki  karboksil
gruplarinin artisi, baslangic materyalinin (fraksiyone edilmemis heparin veya en
azindan kismen desilfatlanmis heparinler ve LMWH'ler) ve dikarboksillenmis
tlrevlerin molar oraninin SO3/COQ" ilgili dederlerinden baglanarak hesaplanmis
ve iletken timetrik titrasyon ile degerlendiriimistir (Casu B. and Gennaro U., 1975,

Carbohydr Res 39, 168-176). Ozellikle baslangic materyalinin silfatlasma
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derecesi, birinci oksidasyon adimindan sonra, indirgenmis bir glikosaminoglikan
okside edilmig ara Urlin numunesi Uzerinde belirlenmekte (bakiniz érnek 4-7) ve
nihai glikozaminoglikan karboksillenmig turevinin sulfatiagsma derecesi de ikinci
oksidasyon adimindan sonra belirlenmektedir (bkz. drnekler 8-11, 13-14).

S04/ CO2 = A (baslangi¢c materyallerinde oran) S0 =A/COy

S0O5/ COZ = B (dikarboksilatlanmis tlrevlerdeki oran) 303 =B/ COy

Sulfat gruplarinin sayisinin iki oksidasyon adiminda degismedigi goz onunde
bulunduruldugunda, karboksil gruplarinin artisi (CO2 wikarboksilatianmis tirevier) / CO2”
(baglangic materyalieriy), bireysel molar oranlann A ve B’nin oranina esittir.

Karboksil artigi (C.1.) = A/IB= CO2 ikarboksilatianmis tirevier) I CO2 (baglangic maddeleri)-

Heparinlerin ve karboksillenmis tiirevlerinin enzimatik bholiinmesi ve
HPLC/MS analizleri

7.7 mg/ml'lik bir ¢gozelli elde etmek amaciyla substrat (2-3 mg), 100 mM sodyum
asetat tamponu (pH 7.0) ve 10 mM kalsiyum asetatin 1:1’lik (h/h} bir karisiminda
cOzUlmustur. Enzimatik bdlinmeyi gergeklestirmek tzere 100 mM sodyum asetat
ve 10 mM kalsiyum asetatin (1: 1) 144 yl kansimi ve 3 ul heparinaz karigimi
{heparinliyazi 1, Il ve Il ) (her bir liyazin 1 pl'si, 2mU/ul enzim ¢ozeltisi) 13 ul
heparin ¢ozeltisine ilave edilmistir. Reaksiyon karigimi 24 saat boyunca 37°C
sicakhkta kanstinlmistir (Thermo-Shaker T3S-100, Biosan). Reaksiyon, 3 ul %
J'luk HCOOH ilave edilerek durdurulmustur. Her numune iki kez su ile seyreltiimis
ve IPRP-HPLC/ESI-TOF (micrOTOF-Q, Bruker) ile analiz edilmigtir. 10 mM DBA-
CHsCOOH ile A fazini (pH 6.25) ve B fazini (pH 7.95) kullanan bir C18 kineteksi
ve gradyani (0™-%17 B, 15-%20 B, 55'-%40 B,100" %50 B, 115' %90 B}, 100 pL/
dakikalik bir akis hizinda kullaniimigtir.

ORNEK 1 {G7669)

1M NaOH (32 ml} igerisinde bir UFH numunesi (2.5 g lot. G5842) 30 dakika
boyunca 60 °C’de 1sitilmistir. Cozelti oda sicakliginda sogutulduktan ve 2N HCl ile
notrlestirildikten sonra oda sicaklijinda 3 giin boyunca membranlarda damitilmig
suya karsi diyaliz edilmistir (kesme: 3500 Da). DUsuk basing altinda konsantre
hale getirme ve dondurularak kurutma, C-NMR ile belirlendigi sekilde epoksit
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grubu tagiyan toplam dronik asit kalintilarinin % 13'uile 2.15 g (verim=% 80(a/a))
ara madde vermistir. Numune daha sonra su (32 ml) iginde ¢6zllmuls ve epoksi
gruplarini hidrolize etmek igin 2 gun boyunca 70 °C sicaklikta kanstirilmaya
devam edilmigtir. Konsantrasyon ve dondurarak kurutmadan sonra G7669 elde
edilmistir.

ORNEK 2 (G8661)

27 ml 1N NaOH icerisindeki bir UFH numunesi {(2.11 g lot. G3378) 30 dakika
boyunca 60°C’de kanstirnlmistir. Notralizasyon, oda sicakhidinda sogutma ve
diyaliz, konsantrasyon ve dondurarak kurutma (Ornek 1'de tarif edildigi gibi) ara
Uriin G8637'i (1.5 g) vermistir. >C-NMR spektrumu epoksi gruplarinin varigini
gosterdiginden beri G8637 (1.5 g) su (32 ml) iginde ¢ozulmus ve epoksi gruplarini
hidrolize etmek igin 2 gun boyunca 70 °C sicaklikta karnstirimaya devam

edilmistir. Konsantrasyon ve dondurarak kurutmadan sonra G8661 elde edilmistir
(1.5 9).

ORNEK 3 (G8699)

Bir UFH (2.01 g lot. G3378) numunesi, ara madde epoksi igeren tirev G8638'i
vermek Uzere Ornek 2'de tarif edildigi gibi proses edilmistir. Bir G8638 numunesi
(1.4 g), su (32 ml) igerisinde ¢ozulmis ve konsantre hale getirildikten ve
dondurarak kurutulduktan sonra 1.3 g G8699 vermek uUzere 24 saat 70 °C'de

karistinlarak 1siilmistir.

FRAKSIYONE OLMAYAN HEPARIN VE 2-O-DESULFATLANMIS

TUREVLERIN PERIYODAT OKSIDASYONU

ORNEK 4 (G7731)

Su (52 ml) igindeki Ornek 71in numune G7669undan (1.8 ¢g,% 13 2-O-
desulfasyon) baslayarak, ¢ézelti 4 °C'de sogutulmus, karanlikta kanistinlmig ve 52
ml 0.2 M NalO, eklenmistir. 16 saat sonra, periyodatin fazla miktari, etilen glikol
(5.2 ml) ilave edilerek séndirlilmis ve 1 saat sonra 4 °C'de reaksiyon karisimi, 4
°C'de 16 saat boyunca diyaliz ile tuzdan arnitilmistir. Indirgenmis basinc altinda
konsantre edildikten ve dondurularak kurutulduktan sonra, dialdehit tasiyan

G7731 (1.5 g) elde edilmistir, verim =% 83. Numunenin klg¢lk bir kismi, iletken
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timetrik titrasyon ile MW= 8,242 Da ve SO3/COO = 2.46’yI dlgmek lizere NaBH4

ile indirgenmistir.

ORNEK 5 {G8425)

Bir UFH numunesinden baslayarak (0.25 g, lot. G3378) ve Ornek 4'te tarif edilen
ile ayni proseduru izleyerek, % 96 verimle dialdehit tasiyan G8425 (0.24 g) elde

edilmistir.

ORNEK 6 {G8678)

Ornek 2'nin bir G8661 numunesinden baslayarak (1.5 g) ve Ornek 4'te tarif edilen
ile ayn proseduru gergeklestirerek dialdehit tagiyan G8678 (1.5 g) elde edilmistir.
Numunenin kiguk bir kismi, iletken timetrik titrasyon ile SO3;/CO0O=1.96'y

olgmek Uzere NaBHy ile indirgenmistir.

ORNEK 7 (G8710)

Ornek 3’tin bir G8699 numunesinden baslayarak (0.56 g) ve Ornek 4'te tarif edilen
ile ayni prosediru izleyerek dialdehit tagiyan G8710 (0.56 g) elde edilmistir.
Numunenin kiguk bir kismi, iletken timetrik titrasyon ile SO3/C0O0™=1.51"i 6lgmek

uzere NaBH, ile indirgenmistir.

DIALDEHIDIK URONIK ASIT ARA MADDELERININ KARSILIK GELEN
DIKARBOKSILATLARA OKSIDASYONU

ORNEK 8 (G7927)

Ornek 4'teki G7731'in bir numunesi (0.3 g) suda (29 ml) ¢éziilmiis, ¢ift boyunlu
yuvarlak tabanli bir sisede 0 °C'de sogutulmus ve azot atmosferi altinda
karistinlarak, NaClO, (0.362 g) igeren sulu bir ¢ézelti ( 6 ml) ile isleme tabi
tutulmustur. PH 4.0°e ulagmak uzere damla damla buzlu asetik asit (0.118 ml)
ilavesinden sonra, reaksiyon karisimi oda sicakliginda 24 saat kanstinimistir. Oda
sicakhginda 3 saat daha kanstirmadan sonra N2'nin flukslanmasi ile renksiz hir
cozelti elde edilmistir. Reaksiyon karisimi 0.5N NaOH ile nétrlestiriimis ve Omek
4'te tarif edildigi gibi diyaliz ile tuzdan arindinimistir. Konsantrasyon ve
dondurarak kurutma % 76 verimle (a/a) G7927 (0.228 g) vermisg olup G7927 su

ozelliklere sahiptir:

Mol. Agr.= 6,450 Da;
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S0O5/CO0" =1.23;
Karboksil artigi (C.1.} = 2.

in vitro h inhibisyon analizi su sonuglari vermistir: ICso =10 ng/ml.

ORNEK 9 (G8437)

Sadece heparin zincirinde (% 18) dogal olarak bulunan sulfatlanmamis dronik
asitlerin (% 18) 6rnek 8'de tarif edilen prosedirin aynisi izlenerek oksitlendigi,
Ornek 5'in G8425 numunesinden (0.25 g) baslayarak G8437 (0.21 g), reaksiyon
karisiminin nétrlestiriimesinden énce Ny akisinl 1.5 saate dusurerek elde edilmis

olup, sunlari igermektedir:

Mol. Agr.= 12,100 Da;

S0O5/CO0 = 1.62;

Karboksil artigi (C.1.} = 1.43.

in vitro h inhibisyon analizi su sonuglari vermistir: 1Csq =10 ng/ml.

ORNEK 10 (G8767)

Ornek 6'nin G8678 numunelerinden baslayarak (1 g) ve Ornek 8'de tarif edilen

prosedurl izleyerek asagidakileri iceren G8767 (1.05 g) elde edilmistir:
Mol. Agr.= 8,800 Da;

SO5/CO0 =1.27;

Karboksil artigi (C.l.} = 1.55.

In vivo antimyeloma aktivitesi analizi (14 giin boyunca 60 mg/kg giin) sunlari

vermigtir: % 52 serum inhibisyonu ve % 20 serum K inhibisyonu.

ORNEK 11 (G8733)

Ornek 7'nin G8710 numunesinden baglayarak (0.56 g) ve Ornek 8'de tarif edilen
proseduru izleyerek, % 80 (a/a) verimle asagidakileri iceren G8733 (0.453 g) elde
edilmistir:

Mol. Agr.= 5,540 Da;

S0;/C0O0" = 0.97;
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Karboksil artigi (C.1.}) = 1.56.

In vivo antimyeloma aktivitesi analizi (14 giin boyunca 60 mg/kg giin) sunlari

vermigtir: % 53 tumor inhibisyonu.

ORNEK 12 (G9685)

Bir UFH numunesinden (lot G3378) baslayarak ve Ormek 4'te tarif edilen
prosedirl izleyerek dialdehit tirevi elde edilmistir. Ornek 8'in prosediirli izlenerek
dialdehit tarevi ayrica sodyum Kklorit varhiinda daha da oksitlenerek
karboksillenmis tlirev G9685 elde edilmistir, Mol. Agr.=11,700 Da. in vitro h
inhibisyon analizi su sonuglar vermistir. 1C50=10 ng/ml; in vivo antimyeloma
aktivitesi analizi (14 gln boyunca 60 mg/kg gun) sunlar vermistir: % 68 tUmor

inhibisyonu.

ORNEK 13 (G7897)

Ornek 4'Un bir G7731 numunesi (0.3 g) suda (3 ml) ¢gdéziinmiis ve % 4'lik HCl ile
pH 8.2-8.5’e 1.36 ml NaClO; ile muamele edilmigtir. Daha sonra 1 mg TEMPO
ilave edilmis ve pH, 24 saat boyunca NaOH 1M ile 7-7.5 arasinda korunmustur.
Reaksiyon karisimi diyaliz ile tuzdan arindinlmis, konsantre hale getirilmis ve %
63 (a/a) verimle G7897 (0.190 g) vermek lizere dondurularak kurutulmus olup

sunlara sahiptir:
SO5/CO0 =1.92;
Karboksil artigi (C.l.} = 1.28.

ORNEK 14 (G9585)

Bir 2-O-desllfatlanmig  heparin  (G9416, S03;/C0O0=1.39) numunesinden
baglayarak ve Ornek 4’te tarif edilen prosedirl izleyerek dialdehit tirevi G9577
elde edilmistir. G9577'nin suda (21 ml) ¢6zulmus bir numunesi (0.242 g), ¢ift
boyunlu yuvarlak tabanl bir sisede 0 °C'de sodutulmus ve azot atmosferi altinda
kanstinlarak, NaClO, (0.128 g) iceren sulu bir ¢ozelti (1 ml) ile igleme tabi
tutulmustur. PH 4.0’e ulasmak (zere damla damla buzlu asetik asit (0.084 ml)
ilavesinden sonra, reaksiyon karisimi oda sicakliginda 24 saat kanstinimistir. Oda
sicakhiginda 3 saat daha karistirmadan sonra N2'nin flukslanmasi ile renksiz bir
¢ozelti elde edilmistir. Reaksiyon karigimi 0.5N NaOH ile nétrlestiriimis ve Ornek

4'te tarif edildigi gibi diyaliz ile tuzdan arindinimistir. Konsantrasyon ve
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dondurarak kurutma % 61 verimle (a/a) G9585 (0.148 g) vermis olup G9585 su

Ozelliklere sahiptir:

Mol. Agr.= 4,700 Da;

SO3/CO0 = 0.82;

Karboksil artigi (C.1.} = 1.69.

in vitro h inhibisyon analizi su sonuglari vermistir: ICsq =44 ng/ml.

Burada aciklananlar ayrica asagidaki maddelerde (bu tarifnamenin bir parcasini
teskil eden ancak Avrupa Patent Ofisi Temyiz Kurulunun J15/88 kararina gore

istem olarak kabul edilmeyen maddeler) de tanimlanmig olan hususlardir:

1. Heparanazi inhibe eden bir glikozaminoglikan tlrevinin hazirlanmasi igin bir

proses olup sunlari igermektedir:

a) bitisik diolleri ve istege bagli olarak bitisik OH/NH>'yi dialdehitlere dénustirmek
icin etkili kosullar altinda bir glikozaminoglikanin 2-O-, ve istege bagh olarak 2N-,
3-0- siilfatlanmamig kalintilarinin % 10 ila % 100’0nin oksidasyonu;

b) sézlu edilen dialdehitleri karboksilat gruplanna dénustirmede etkili kosullar
altinda oksitlenmis glikozaminoglikanin oksidasyonu.

2. Madde 1’e gore proses olup burada glikozaminoglikan tercihen heparin, dusik
molekdl agirhikli heparinler, heparan silfat, istege bagh olarak 2-O- ve/veya 2-N-
desilfatlanmis arasindan secilen, daha tercihen fraksiyone olmayan heparin veya
LMWH, istege bagh olarak 2-0 ve/veya 2-N-desllfatlanmisarasindan secilen bir

dogal ya da sentetik glikozaminoglikandir.

3. Madde 1 ve 2'yve gore proses olup burada glikosaminoglikan, burada
tanimlandigi gibi iletken timetrik titrasyon ile belirlendigi Uzere 0.8 ila 2.8 arasinda
bir sulfatlasma derecesine (SO3;/COQO’) sahiptir.

4. Madde 3’e gore proses olup burada glikozaminoglikan, burada tanimlandigi gibi
iletken timetrik titrasyon ile belirlendigi Gzere 0.9 ila 2.5 arasinda bir sUlfatlasma
derecesine (SO3/COO") sahiptir.

5. Onceki maddelerden herhangi birine gére proses olup burada
glikozaminoglikan tlrevi, burada tanimlandidi gibi 1.2 ila 2.2 arasinda bir karboksil

artisina sahiptir.
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6. Madde 1-5'in prosesi olup 6zelli§i a) adiminda oksidasyonun periyodat ile

gerceklestiriimesidir.

7. 1-6. maddelere gore proses olup dzelligi a) adminda 2-O-, ve istege bagh
olarak 2N-, 3-O-, sulfattanmamis glikozaminoglikan kalintilarinin % 25 ila %

100’unun oksitlenmisg olmasidir.
8. Onceki maddelerin herhangi birinin prosesi ile elde edilebilen bilesikler.

9. 8. maddenin 3000 ila 20000 Da arasinda molekiler agirliga sahip olan
bilesikleri.

10. 8. maddenin 3500 ila 12000 Da arasinda molekller agirhga sahip olan
hilesikleri.

11. 8-10. maddelerin bilegiklerinin  enzimatik ya da kimyasal kismi

depolimerizasyonu ile elde edilebilen oligosakarit bilesikleri.
12. llacg olarak kullanim igin 8-11. maddelerin bilesikleri.

13. Antimetastatik veya antitimaéral ilaclar olarak kullanim i¢in 8-11. maddelerin
bilesikleri.

14. Antimiyeloma ilaclari olarak kullanim i¢in 8-11. maddelerin bilesikleri.
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