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T4m4 keksint® koskee sialosyylikolesterolin natriumsuolaa. Keksinn®n mu-
kaisella yhdisteelld on erinomainen vesiliukoisuus ja siksi yhdiste on hy-
vin k#ytt8kelpoinen ld&kkeen#d, joka on tarkoitettu Hddreis- tai keskusher-
mojen vaurioiden aiheuttamien erilaisten sairauksien hoitoon.

Fdreliggande uppfinning avser ett natriumsalt av sialosylkolesterol.
Fdreningen enligt uppfinningen har utm#rkt l8slighet i vatten och &r d&r-
vid mycket anvindbar som likemedel f&r botande av olika sjukdomar, vilka
hirstammar frin skador p3 de perifera eller centrala nerverna.
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Menetelm& terapeuttisesti aktiivisen sialosyylikolestero-

lin valmistamiseksi

Ta&md keksintd koskee menetelméd sialosyylikoleste-
rolin valmistamiseksi, joka on kdyttdkelpoinen #d&reis- ja
keskushermojen vaurioiden aiheuttamien erilaisten sairauk-
sien hoitoon kdytettdvdnid aineena.

Tdhd&n asti on ollut tunnettua, ettd siaalihappoa
esiintyy monien eldimien elimistdssd ja muutamien baktee-
rien solupinnalla sialyloituneena molekyylikompleksina,
esimerkiksi glykoproteiinina, glykolipidinid, oligosakka-
ridina tai polysakkaridina.

Viime aikoina on ajateltu, ettd tdmid yhdiste on
tarked l&adketieteellisesti ja farmaseuttisesti hermotoi-
minnan, sydvédn, tulehdusten, immuniteetin, virusinfektioi-
den, erilaistumisen, hormonireseptorien tms. yhteydessi.
Tédhdn yhdisteeseen on lis8ksi kiinnitetty paljon huomiota
solun pinnalla sijaitsevana erikoisena aktiivisena ainee-
na. Siaalihapon roolia sialyloituneessa molekyylikomplek-
sissa ei kuitenkaan ole vield saatu selville.

Monet luonnonainekemistit ovat lis#ksi tutkineet
tata yhdistettd ja on saatu aikaan sen monia johdoksia.
Vield ei kuitenkaan ole valmistettu johdoksia, joilla oli-
si merkittdvds fysiologista aktiivisuutta.

Verta muodostavan elimen pahalaatuisen kasvaimen,
monenlaisten sy®bpien ja kollageenisairauden l&#ketieteel-
lisessd hoidossa tapahtuneet erilaiset parannukset ovat
lisdksi todella pidentdneet ihmisen keskim&&rdisti elin-
ikdad. Nadmd edistysaskeleet ovat kuitenkin vaistiémattdSmasti
lisdnneet l&&kkeiden, kuten lisdmunuaisen kuoren hormonin,
immuunisuppressanttien jne., k#yttoda. Siksi on tullut
esiin joukko epdtoivottavia sivuvaikutuksia, kuten immuu-
nikompetenssin aleneminen.

Té&man keksinndn tekijét ovat kiinnitté&neet erityis-

ta huomiota siaalihappoon, joka on biologisesti luontainen
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aineosa ja tehneet intensiivisid tutkimuksia, jotka koske-
vat immuunij&rjestelmids s&stelevdd ainetta, jolla el ole
kayténndllisesti katsoen ollenkaan sivuvaikutuksia ja jol-
la on immuunivalvontaa s#ditelevd vaikutus, muuntamalla
kemiallisesti siaalihappoa. Tuloksena t&mdn keksinndn te-
kijat ovat valmistaneet sialosyylikolesterolia, joka on
kiyttokelpoinen hermosairausladdkkeend. Ta&ma perustuu ha-
vaintoon, ettd keksinnén mukaisesti valmistettu sialosyy-
likolesteroli edistidi hiirestd perdisin olevien neuroblas-
toomasolujen (Neuro 2a) neuriittien kasvua, kun sialosyy-
likolesterolin aktiivisuutta tutkitaan lisddmdlla sita
Neuro 2a -viljelm&an.

Julkaisussa Nihon Yakugakkai nro 105 esitetdan me-
netelmd, jossa metyyli—Z—kloori-4,7,8,9-tetra-0—asetyyli—
neuraminaatti (j&ljemp&nd mainittu yhdiste 1) saatetaan
reagoimaan kolesterolin kanssa. Saatu yhdiste on kuitenkin
selviasti erilainen kuin esilli olevan keksinndén mukaisesti
valmistetut yhdisteet, silld tunnetussa yhdisteessa on
monia suojaryhmi&d, kuten O-asetyyliryhmia, N-asetyyliryhma
ja (COOCH,:n)CH,-ryhm&, ja se on siten polyfunktionaalinen.
Esillid olevan keksinnén mukaisesti valmistettujen yhdis-
teiden ja tunnetun yhdisteen kemiallisen rakenteen erojen
vuoksi uusilla yhdisteills on lis#ksi ylivoimaiset kemial-
liset, biologiset ja farmakologiset vaikutukset tunnet-
tuun yhdisteeseen verrattuna.

Tam&n keksinnén tarkoituksena on tarjota kaytetta-
vidksi menetelmd sialosyylikolesterolin valmistamiseksi.
Keksinn®én mukaisesti valmistettavat yhdisteet ovat kaytto-
kelpoisia erityisesti hermosairauslé&dkkeena.

Koska keksinndn mukaisesti valmistettu sialosyyli-
kolesteroli esiintyy Na-suolamuodossa, on kolesteroli my&s
erinomaisesti veteen liukeneva, mikd laajentaa kolestero-
lin kayttoaluetta.

Tam48 keksintd koskee menetelmdd yhdisteen valmista-
miseksi, jolla on yleinen kaava
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jossa toinen ryhmistd R’ ja R* on -COONa ja toinen ryhmi,

jolla on kaava

toisin sanoen yhdisteen

ol

tai kaava

valmistamiseksi,

jolla on kaava

CH,
CH,
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COO0Na

jolloin menetelmdlle on tunnusomaista, ettd saatetaan yh-

diste, jolla on kaava

reagoimaan kolesterolin kanssa Koenigs-Knorr-katalysaatto-
rin lasndollessa, jolloin muodostuu yhdiste,

yleinen kaava

OAc

HsC
,C

Cz

COOCH;

jossa toinen ryhmistd R' ja R’ on -COOCH, ja toinen ryhmé,

jolla on kaava

DAc

CHs

CHs

(5)

(1)

jolla on

(B)
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10 ja hydrolysoidaan sitten yhdiste (A).
Keksintba selostetaan yksityiskohtaisesti jaljemp&-
nd.
Keksinndn mukaisesta menetelméssd yhdisteen 4 tai 5

valmistamiseksi esitetd8n yhteenveto seuraavan kaavion

15 avulla.
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Tamdn keksinndn mukaisessa menetelméssd kdytettava
yvyhdiste (1) on tunnettu yhdiste ja kaupallisesti saatavis-
sa.

Edella mainitussa reaktiossa yhdiste (1) saatetaan
reagoimaan kolesterolin kanssa Koenigs-Knorr-katalyytin
ldsndollessa suunnilleen lampotilassa 20 - 25 °C normaali-
paineessa noin 1 - 7 vuorokauden ajan. T&dss& tapauksessa
kolesteroli saatetaan reagoimaan yhdisteen (1) kanssa moo-
lisuhteessa noin 1 - 5 moolia kolesterolia yhtd moolia
kohden yhdistettad (1).

Katalyytti voi olla elohopea(II)bromidi, elohopea-
(I@)syanidi, hopeaperkloraatti, hopeatrifluorimetaanisul-
fonaatti, hopeatrifluoriasetaatti tms. Katalyyttid kayte-
td8n noin 1,0 - 1,2 ekvivalenttia yhtd ekvivalenttia koh-
den yhdistettd (1).

Tadmé&n keksinndn mukaisessa menetelmdssa kaytetta-
viin liuottimiin kuuluvat asetonitriili, nitrometaani,
asetoni, bentseeni, tetrahydrofuraani, dikloorimetaani
jne. Niiden joukosta edullisia liuottimia ovat bentseeni,
dikloorimetaani ja tetrahydrofuraani. Menetelmissi voi-
daan kdyttdad kuivausainetta. Kuivausaineena voidaan k&yt-
t88 Drierite&d tai molekyyliseulaa 4A.

Tuloksena olevat yhdisteet (2) ja (3) erotetaan ja
puhdistetaan tavanomaisella menetelm&lld, kuten pylviskro-
matografialla.

Sitten yhdisteet hydrolysoidaan niiden metoksikar-
bonyyliryhmien muuttamiseksi natriumkarboksyyliryhmiksi ja
niiden asetyyliryhmien muuttamiseksi vetyryhmiksi. T&l1l&
hydrolyysill8 voidaan valmistaa yhdisteit3d (4) tai (5).
Tdmd hydrolyysi tehd&&n yleensd jollakin tavanomaisella
menetelm&lld. Hydrolyysi tehdd8n esimerkiksi kdsittelem&l-
18 yhdisteitd l&mpdtilassa noin 15 - 25 °C 5 - 15 tuntia
emdsliuoksella, jonka pitoisuus on noin 1 - 3 N.

Keksinndén mukaisesti valmistettu yhdistettd voidaan
antaa suun Kautta. Yhdistett& on kuitenkin edullista antaa
silmdadn, inhaloimalla, lihakseen ruiskuttamalla, ihonalai-
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sena ruiskeena tai laskimonsisdisend ruiskeena. Annettava
miaidra vaihtelee sairauden asteen ja potilaan painon mu-
kaan. M&ira on kuitenkin edullisesti 0,001 - 10 mg.

Tit4 keksintd8 selostetaan yksityiskohtaisemmin
esimerkkien avulla.

Esimerkki 1

Metyyli-5-asetoamidi-4,7,8,9-tetra-0O-asetyyli-2-0-
asetyyli-2-0-(5-kolesten-3-B-yyli)-3,5-dideoksi-a-D-glyse-
ro-D-galakto-2-nonulopyranosaatin synteesi

0,77 g (2 mmol) ennalta tdysin kuivattua koleste-
rolia liuotettiin liuottimeen (10 ml), kuten kuivattuun
metyleenikloridiin. Kun 0,5 g molekyyliseulaa 4A, joka oli
ennalta kuivattu alipaineessa korkeassa l&mpdtilassa, oli
lis&dtty kolesteroliliuokseen, sekoitettiin tuloksena ole-
vaa seosta 30 min - 1 tunti huoneen lampdtilassa argonvir-
rassa. Tahin seokseen lis&ttiin 1,02 g (2 mmol) yhdistetta
(1) ja sitten 2 - 2,4 mmol hopeatrifluorimetaanisulfonaat-
tia. Tuloksena olevaa seosta sekoitettiin sitten yksi yo
huoneen l&mp&tilassa kallistetun valon alla reaktion ai-
kaansaamiseksi.

Reaktioliuos suodatettiin Celiten avulla. Hopea-
suola poistettiin kyll&stetylld suolaliuoksella. Seos kui-
vattiin vedett6m&llsd natriumsulfaatilla tms. Sitten pois-
tettiin liuotin tislaamalla alipaineessa, jolloin saatiin
valkea kiinted aine.

Valkoiselle kiinte&dlle aineelle tehtiin pylvéskro-
matografia (silikageeli) yhdisteiden (2) ja (3) erottami-
seksi ja puhdistamiseksi. Saatiin 0,56 g (33 %) yhdistetta
(2) ja 0,55 g (32 %) yhdistettd (3).

Yhdisteen (2) fysikaaliset ominaisuudet:

Massa (EI) m/z 860 (M+1l), 800 (m-59)
Alkuaineanalyysi (%) yhdisteelle C,,H,,0,;N
Laskettu: C 65,63 H 8,55 N 1,63

Saatu: C 65,41 H 8,61 N 1,60

[a]?® -23,8° (c = 1, kloroformi)

sp. 113 - 115 °C
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IR vy film 3250, 2940, 1745, 1660 ja 1540 cm™
max
'H NMR CDC1, 6(TMS) 400 MHz
0,669 3H, s, CH,-18
0,985 3H, s, CH,-19
1,883 3H, s, NAc

91071

2,026, 2,031, 2,126, 2,145, 3H x 4, s x 4, OAc x 4

2,596 1H, 44, J = 5,2, 12,8 Hz, 2-Heq
3,650 1H, m, H-3
3,790 3H, s, COOMe
4,02 - 4,09 2H, m, H-4',6 H-5'
4,166 1H, dd4, J = 5,8, 12,5 Hz, Ha-8'
4,347 1H, 44, J = 2,5, 12,8 Hz, Hb-8'
4,854 1H, ddd4, J = 5,2, 9,8, 12,0 Hz, H-3'
5,205 1H, d, J = 10,1 Hz, NH
5,33 - 5,37 2H, m, H-6', 7'
Yhdisteen (3) fysikaaliset ominaisuudet:
Massa (EI) m/z 860 (M+1), 800 (M-59)
Alkuaineanalyysi (%) yhdisteelle C,,H,;0,,13N
Laskettu: C 65,63 H 8,55 N 1,63
Mitattu: C 65,89 H 8,58 N 1,66
[a]?® -40,2° (c = 1, kloroformi)
sp. 138 - 140 °C

IR v film 3420, 3250, 2930, 1740, 1660 ja 1540 cm™

max

'H NMR CDCl, &(TMS) 400 MHz
0,670 3H, s, CH,-18
0,999 3H, s, CH,-19
1,871 3H, s, NAc

2,021, 2,021, 2,077, 2,130, 3H x 4, s x 3, OAc x 4

2,525 1H, dd, J = 4,9, 13,1 Hz, Heg-2'
3,572 1H, m, H-3

3,798 3H, s, COOCH,

4,04 - 4,13 2H, m, H-4', 5°

4,146 1H, 44, J = 7,6, 12,5 Hz, Ha-8'
4,888 1H, dd, J = 1,8, 12,5 Hz, Hb-8'
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5,07 1H, tt, J = 2,0, 8,2Hz, H-7'

5,22 - 5,27 H, m, H-3'

5,34 - 5,38 2H, m, NH, H-6'

Esimerkki 2
5-asetoamidi-2-0-(5-kolesten-3-B-yyli)-3,5-dideok-

si-a-D-glysero-D-galakto-2-nonulopyranosonihapon synteesi

Esimerkissd 1 valmistettu yhdiste (2) liuotettiin
etanoliin (2 ml). Liuokseen lis&ttiin 3 ml natriumhydrok-
sidin 1 N vesiliuosta ja sekoitettiin sitten yksi y& huo-
neen lampdtilassa. Kun saatuun liuokseen oli lisdtty 2 ml
vettd, liuos neutraloitiin Dowex 50:11& (H'), erotettiin
pieni sakka suodattamalla ja kuivattiin suodos alipainees-
sa, jolloin saatiin 31,4 mg (79,7 %) yhdistettad (4) (val-
kea jauhe).

30,0 mg (76,1 %) yhdistetta (5) valmistettiin yh-
disteestd (3) edella kuvatulla tavalla.

Yhdisteen (4) fysikaaliset ominaisuudet:
IR . film 2750, 1570 cm™

max

'H NMR CDC1, &§(TMS) 90 MHz

0,71 3H, s, CH,-18

0,84 ja 0,91 6H, CH,-26 ja CH,-27

0,95 3H, 4, J = 4,5 Hz, CH,-21

1,00 3H, s, CH,-19

2,01 3H, s, NAc

2,43 1H, 44, J = 4,5 ja 12,6 Hz, 3-Heq
[a]?? -12,58° (c = 0,41, metanolissa)

Yhdisteen (5) fysikaaliset ominaisuudet:
IR Xr 2870, 1620 ja 1550 cm™
'H NMR CD,0D &(TMS) 90 MHz

0,71 3H, s, CH,-18

0,86 ja 0,92 6H, CH,;-26 ja CH,-27

0,95 3H, d, J = 4,5 Hz, CH,;-21

1,00 3H, s, CH,-19

2,00 3H, s, NAc

2,39 1H, dd, J = 4,5 ja 12,6 Hz, 3-Heq
[a]? -31,77° (c = 0,78, metanolissa)
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Esimerkki 3
50 mg yhdistettd (2), metyyli-5-asetoamidi-4,7,8,9-
tetra-O-asetyyli-2-0-(5-kolesten-3-B-yyli)-3,5-dideoksi-

a-D-glysero-D-galakto-2-nonulopyranosonaattia, liuotet-
tiin metanoliin (100 ml). T&hdn liuokseen lisdttiin ti-
poittain noin 20 ml 2 N natriumhydroksidin vesiliuosta
sekoittaen, jolloin saatiin noin 0,2 N natriumhydroksidi-
metanoliliuos, jota sitten sekoitettiin yksi y® huoneen
l&mpdtilassa yhdisteen saippuocimiseksi.

Saatuun liuokseen lis&ttiin seuraavaksi Dowex 50W
-hartsia (H') sekoittaen. Kun liuoksen pH o0li siirtynyt
happamalle alueelle (pH noin 4), hartsi poistettiin. Sit-
ten liuos kuivattiin alipaineessa, jolloin saatiin valkea
jauhe, 5-asetoamidi-2-0O-asetyyli-(5-kolesten-3-B-yyli)-
3,5-dideoksi-a-D-glysero-D-galakto-2-nonulopyranosonihap-
po. Tamd@ jauhe liuotettiin natriumhydroksidin 0,02 N vesi-
liuokseen. Saatu liuos johdettiin Dianon HP 20 -hartsia
sisdltdvdn kromatografiapylvd&n 1&pi, jolloin tapahtui
adsorboituminen hartsiin, joka pestiin vedell&d. Kun oli
eluoitu 75 % metanolia sis&lt&vdlld vesiliuoksella, me-
tanoli poistettiin tislaamalla ja tehtiin kylmdkuivaus,
jolloin saatiin 37 mg (91 %) valkeaa jauhetta, natrium-5-
asetoamidi-2-0-(5-kolesten-3-B-yyli)-3, 5-dideoksi-a-D-gly-
sero-D-galakto-2-nonulopyranosonaattia [yhdiste (4)]. Yh-
disteen (4) fysikaaliset ominaisuudet olivat suurin piir-
tein samat kuin esimerkin 2 mukaisen yhdisteen.

Esimerkki 4

50 mg yhdistettd (2) liuotettiin metanoliin (100
ml), johon lis&ttiin 20 ml natriumhydroksidin 2 N vesi-

liuosta. Saatua liuosta sekoitettiin yksi yo huoneen l&m-
pbtilassa saippuoitumisen aikaansaamiseksi. Kun liuokseen
oli lis&tty Dowex 50W:td (H') ja sekoitettu seosta, seoksen
pPH asettui arvoon 7 - 8. Seokselle tehtiin imusuodatus ja
sen jdlkeen pesu metanolilla hartsin poistamiseksi. Suo-
dos ja pesuun kdytetty metanoli yhdistettiin ja metanoli
tislattiin pois. Saostunut valkoinen liukenematon aine
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suodatettiin ja kylmdkuivattiin sitten, jolloin saatiin
39 mg (96 %) valkeaa jauhetta [yhdiste (4)].
Yhdisteen fysikaaliset ominaisuudet:
Massa (FD) m/z 722 (M+Na), 700 (M+1), 386, 336 ja 314
Alkuaineanalyysi (%) yhdisteelle C,;H,,0,NNA-2H,0
Laskettu: C 61,96 H 8,42 N 1,90
Mitattu: C 61,92 H 8,71 N 2,04
[a]?* +22° (c = 1,0 metanoli)
IR U*T 3250, 2940 ja 1605 cm™
'H NMR CD,0D &(TMS) 400 MHz
0,704 3H, s, CH;-18
0,870 ja 0,885 3H x 2, 4, J = 1,7 Hz,
CH,-26, CH,-27
0,936 3H, 4, J = 6,5 Hz, CH,-21
0,992 3H, s, CH,-19
2,010 3H, s, NAc
2,839 1H, dd, J = 4,2 ja 12,0 Hz, 2'-Heq
5,332 1H, d, J = 5,5 Hz, 6-H
3C NMR CD,0D &(TMS) 100 MHz
175,91 NAc,
175,26 1'-COONa

142,87 C-5
122,59 C-6
102,57 C-1'
70,50 C-3
41,00 C-2

Esimerkki 5

Toistettiin muuten esimerkin 3 mukainen menetelm&,
mutta kaytettiin yhdistetta (3), metyyli-5-asetoamidi-
4,7,8,9-tetra-0O-asetyyli-2-0-(5-kolesten-3-8-yyli)-3,5-
dideoksi-pB-D-glysero-D-galakto-2-nonulopyranosonaattia
yhdisteen (2) tilalla, jolloin saatiin 36 mg (88 %) yhdis-
tettd (5), natrium-5-asetoamidi-2-0-(5-kolesten-3-B-yyli)-
3,5-dideoksi-p-D-glysero-D-galakto-2-nonulopyranosonaat-
tia. Yhdisteen (5) fysikaaliset ominaisuudet olivat suurin
piirtein samat kuin esimerkin 2 mukaisen yhdisteen.
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Esimerkki 6
Toistettiin muuten esimerkin 4 mukainen menettely,
mutta Kk&ytettiin yhdistettd (3) yhdisteen (2) tilalla,
jolloin saatiin yhdistettd (5) (40 mg, 98 %).
Yhdisteen (5) fysikaaliset ominaisuudet:
Massa (FD) m/z 722 (M+Na), 700 (M+1) ja 386
Alkuaineanalyysi (%) yhdisteelle C,;H,,0,NNa-H,0
Laskettu: C 63,52 H 8,91 N 1,95
Mitattu: C 63,81 H 9,25 N 2,13
[a]?* -10,6° (c = 1,0, metanoli)
IR VT 3270, 2950 ja 1608 cm™
'H NMR CD,0D &(TMS) 400 MHz
0,700 3H, s, CH,-18
0,861 ja 0,880 3H x 2, 4, J = 1,5 Hz,
CH,-26, CH,;-27
0,928 3H, 4, J = 6,5 Hz, CH,-21
0,991 3H, s, CH,-19
1,972 3H, s, NAc
2,482 H, d4d, J 4,5 ja 13,0 Hz, 2'-Heq
5,282 1H, 4, J 5,3 Hz, 6-H
3Cc NMR CD,0D &§(TMS) 100 MHz
176,95 NAc,
174,51 1'-COONa

143,08 C-5
122,46 C-6
10,37 cC-1'
72,37 C-3
43,82 C-2'

Esimerkki 7

50 mg yhdistettd (2) liuotettiin vedetttm&in meta-
noliin (100 ml). T&h&n liuokseen lisdttiin 0,02 ml
28-%:ista natriummetylaattiliuosta ja sekoitettiin sitten

tuloksena olevaa liuosta noin yksi tunti huoneen lamp&-
tilassa deasetyloitumisen aikaansaamiseksi. Sitten tulok-
sena olevaan liuokseen lisdttiin Dowex Wx8 -hartsia (H'),

sekoitettiin liuosta ja neutraloitiin se. Liuos imusuoda-
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tettiin ja pestiin metanolilla hartsin poistamiseksi. Suo-
dos ja pesuun kdytetty metanoli yhdistettiin ja lisattiin
sitten 20 ml 2 N natriumhydroksidin vesiliuosta liuokseen,
jota sekoitettiin y®6n yli huoneen l&mpdtilassa, jolloin
tapahtui saippuoituminen. Saippuoituun liuokseen lis&at-
tiin Amberlite IRC-50 -hartsia (H'). Tuloksena olevaa
liuosta sekoitettiin ja sen pH sdddettiin arvoon 5 - 7.
Liuokselle tehtiin imusuodatus ja sen j&lkeen metanoli-
pesu hartsin poistamiseksi. Suodos ja pesuun kaytetty me-
tanoli yhdistettiin ja kuivattiin alipaineessa metanolin
tislaamiseksi pois. Pieni mdard saostunutta valkeaa liuke-
nematonta materiaalia suodatettiin ja kylmdkuivattiin,
jolloin saatiin 38 mg (93 %) valkeaa jauhetta [yhdiste
(4))]. Yhdisteen fysikaaliset ominaisuudet olivat suurin
piirtein samat kuin esimerkin 2 mukaisen yhdisteen.
Esimerkki 8

Toistettiin muuten esimerkin 7 mukainen menetelmd,
mutta k&ytettiin yhdistettd (3) yhdisteen (2) tilalla,
jolloin saatiin 35 mg (86 %) yhdistettd (5). Yhdisteen
fysikaaliset ominaisuudet olivat suurin piirtein samat
kuin esimerkin 2 mukaisen yhdisteen.

Esimerkki 9

Injektiokoostumus

Ampulliin pakattiin 2,5 mg keksinndn mukaista yh-
distettd, 0,25 mg natriumdivetyfosfaattihydraattia, 3 mg
dinatriumvetyfosfaattidodekahydraattia ja tislattua, in-
jektioihin tarkoitettua vettd, jolloin saatiin injektio-
koostumus, jonka kokonaismadra oli 1 ml.

Esimerkki 10

Ennen kayttdad liuotettava injektiokoostumus

Injektiokoostumus, joka valmistettiin sekoittamal-
la 0,5 mg keksinndn mukaista yhdistettd ja 1 ml fysiolo-
gista suolaliuosta ja tekemdll& kylmdkuivaus, pakattiin
pulloon ja lis&ttiin pulloon 1 ml tislattua vettd, jolloin

injektiokoostumus liukeni.
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Esimerkki 11
Silmiddn annettavaksi tarkoitettu koostumus

Pulloon pakattiin 1 mg keksinndn mukaista yhdistet-
t&4, 52,5 mg boorihappoa, 14,5 mg booraksia, sopiva madra
bentsalkoniumkloridia ja silmd&n annettavaksi sopivaa liu-
kenemisen aikaansaavaa liuosta, jolloin saatiin silméé&n
annettava koostumus, jonka kokonaism&&rd oli 5 ml.

Esimerkki 12

Inhalaatiokoostumus

Keksinntn mukainen yhdiste jauhettiin agaattihuh-
maressa hienojakoiseksi jauheeksi, jossa hiukkasldpimitta
0oli 1 - 20 um. Jauheeseen lis#ttiin laktoosia, jauhettiin
ja sekoitettiin kesken#d&n. Seokseen lis&ttiin edelleen
laktoosia vdhitellen ja aineosat jauhettiin hienojakoisik-
si ja sekoitettiin hyvin keskend&n, jolloin saatiin tritu-
raatio 20 - 40. 20 - 40 mg jauhetta pakattiin kapseliin
tai pulveripaperiin tavanomaisella menetelmd&ll&. Kapselia
kédytettiin jauheaerosoliin. Paperiin pakattua jauhetta
kdytettiin nesteaerosoliin.

Seuraavassa kuvataan kokeita, jotka tehtiin keksin-
ndn mukaisesti valmistetun yhdisteen neuriittien kaswvua
edistdvadn vaikutuksen vahvistamiseksi.

Koe 1

Vaikutus Neuro 2a -kannan neuroblastoomasolun pro-
liferaatioon

Neuro 2a -solut laitettiin kellumaan kasvualustal-
le, joka koostui Dulbecco's Modified Eagle's Medium -alus-
tasta (90 %) ja naudan sikibseerumista (FCS, 10 %) ja si-
sdlsi 100 yksikk®d/ml penisilliini G:td ja 100 p/ml strep-
tomysiinisulfaattia, ja viljeltiin sitten l&mpdtilassa
37 °C hiilidioksidi-inkubaattorissa, joka sis&dlsi ilmaa,
johon o0li sisdllytetty 5 % hiilidioksidia. K&aytetty astia
oli polystyreenimalja, jonka l&pimitta oli 60 mm. Kuhunkin
maljaan siirrostettiin 1 - 2 x 10* neuroblastoomasolua ja
viljeltiin 48 tuntia. FCS-pitoinen kasvualusta poistettiin
tuloksena olevasta soluviljelmdstd. Viljelm&&dn, joka ei
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sis&dltényt FCS:84 (tédmd viljelm& sisdlsi 100 % MEM-alustaa
ja antibioottipitoisuudet olivat samat kuin viljelmdssa
ennen FCS:n poistamista), 1lis&ttiin tutkittaviksi ndyt-
teiksi yhdistettd (4) (taulukko 1), yhdistettad (5)
(taulukko 2), Gal(B 1-3)-GalNac(B 1-4)<NAcNeu(a 2-3)>Gal-
(B 1-4)Glc(B 1-1)-keramidia (tdstedes kdytetddan lyhennet-
t4 GM) (taulukko 3) ja <NAcNeu(a 2-8)NAcNeu(a 2-3)>Gal-
(B 1-3)GalNAc(B 1-4)NacNeu(a 2-8)<NAcNeu(a 2-3)>Bal-

(B 1-4)-Glc(B 1-1)-keramidia (tédstedes kaytetddn lyhennet-
t4 GQ,,) (taulukko 4) ennalta madratyt maarat, ja jatket-
tiin viljely&. Kun oli kulunut 24 - 48 tuntia ndiden laak-
keiden lis#3misestsd, mitattiin el&vien solujen lisdantynyt
lukumdidrid viljelmdssd, neuriittien lis8&ntynyt m8&rd ja
neuriittien pituus. Koe tehtiin kolmella maljalla kunkin
pitoisuuden suhteen. Saadut tulokset ilmoitettiin keskiar-
vona + standardipoikkeamana (S.E.).

Yhdisteen (4), GM;:n ja GQ,,:n pienimmdt vaikutta-
vat pitoisuudet 48 tunnin kuluttua n&diden l&&kkeiden li-
siémisestd viljelm&sn olivat 10 ng/ml, 10 p/ml ja vastaa-
vasti 10 u/ml. Kun otetaan huomioon n&iden aineiden mole-
kyylipainot, on yhdisteen (4) aktiivisuus 420 kertaa niin
suuri kuin GM;:n ja 270 kertaa niin suuri kuin GQ,;:n. Yh-
disteen (5) pienin vaikuttava pitoisuus 48 tunnin kulut-
tua lidkkeen lisddmisestd on 100 mg/ml ja yhdisteen (5)
aktiivisuus on 42 kertaa niin korkea kuin GM,:n ja 27 ker-
taa niin suuri kuin GQ, :n.

GM,;:11a ja GQ,,:118 ei lisdksi ole mitd&n vaikutusta
viljelyn kestettyd 24 tuntia. Yhdisteet (4) ja (5) osoit-
tivat sen sijaan aktiivisuutta 24 tunnin viljelyaikana,
kun naitid yhdisteitd ké8ytettiin pitoisuutena 10 mg/ ml.
Nam3 tulokset osoittavat selvédsti, ettd8 yhdisteilld (4) ja
(5) on voimakas neuriittien kasvua edistdava vaikutus.

Akuutin toksisuuden testaaminen

Akuutti toksisuus testattiin injektoimalla laski-
monsisdisesti yhdisteitd 45 viikon ikdisiin ddy-uroshii-
riin. Tulokset osoittavat, ettd yhdisteiden (4) ja (5)
LD,,~arvot ovat 93 mg/kg ja vastaavasti 291 mg/kg.



91071

17

G0‘0>dxxx ‘T0°0>dyx ‘TO0‘0>dx

BSSTABIIRITUW I3 :°D°*'N

*0'n *o°'n ~ *0°n *o'n Tw/61 01 (%) 231STpPUL
vo‘o ¥ ¢t «2€'8 ¥ €951 €t6vp Z81 69€ Tu/61 1 (v) 23STPUX
p0‘0 * 2¢1 ¥x0T'9 ¥ 09zt gLy €61 vov Tw/bu 00T (p) 21sTpYz
€o‘o ¥ 2't xx8T6 ¥ 6121 649y 61 L9V Tw/bu o1  (p) 2ISTPYZ
€00 ¥ 't 80'y ¥ 9‘cot Lz 902 €8 ATIVINAA

BTIUN] gy

*o°n *o°n - *o°'n *0°'n Tw/bM Q1 (v) 23ISTPUA
€00 ¥ ¢°T *ZT'9 + vlocT 6'0S 061 €LE Tu/bn | (v) 23STPUL
€0‘0 + 7't 2Ty ¥ L'96 SiTp LLT Ly Tw/bu 00T (¥) 23STPYX
$0‘0 + T'T  »xxT€'S T+ 1'CT6 S‘1€ TET 9T¥ Tw/bu 01 (%) 23STPUx
volo ¥ €1 €viz ¥ vieL S‘0¥ 691 LTV ATIVINIA

A:ﬂOmmmaxv . (n10s /url) (%) ‘wnjny ‘ena BIBBUW

aEmamT et apunsnasey  pnauedes o5 —speaonoy Pafgu easaapang

U3TIITTIANIN UTITTINAN uarlirranaNy -stol ‘ualnjyog ualnyog

[ oxnineg],

BIIUN] 47



18

60t0>dssx ‘T0'0>dxx ‘T00'0>dx

BSSTABRIIBITW I3 :+9°

*o'n *o°'n - *o°n *o'n Tw/b1 01 (s) ®3ISTPHA
cofo ¥ ¢'t x6E'C T 6°8€T stsg d%a pSh Tw/brl 1 () 21STPUX
v0‘0 ¥ €1 «€2'9 F T'seT ztos 1t ¢ey  Tw/Bu 00T  (S) 23STPUX
volo ¥ ¢'1 €6'v T 9°0TT 6Ly 922 Ly Tw/bu 0T  (S) 93STPUX
€0‘0 ¥ 2t go‘y ¥ 9‘coT L'ty 902 €87 NTIVINEA

eT3IUN] g

‘0N ‘o°n - *o°'n *o°'n Tw/6m 01 (9) 93STPYA
po‘o ¥ 2'T x9T'S + 8lo€T 8'€Es €12 96€ Tu/brt 1 (s) 23STPUX
go‘o ¥ ¢tt x66's ¥ viotTt 9oy 95T p8e Tw/bu 00T  (S) 21STPUA
5040 F €T xxxtT'? ¥ v'es glve el 19¢ Tw/bu 0T  (5) 23STPUL
polo ¥ €'1 evie ¥ vieL stop 69T LT ATIVIYFA

(ntos/1dy) npos/ur) (%) pigpwnyn] ‘Ena BRABEW
*d° s+ *d°S+ ~SB)T33Tranau -mng 214pu BABIITHILL

pigewnyny snn3td apynsnasey Injyedeyl s —sIeUO}OY

UaT]J3TTANSN UT3ITTanaN uaTIITTINAYN -stol fualnyog ualntog

7 opnine]

BTIUNY 47



91071

19

S0'0>dxxx
solo ¥ g1 22's ¥ 6'86 609 €61 LTE Tu/b6m 00T Two
$0'0 F E'T  xxx67°‘G + 8'ETT 129 502 0€E Tu/61 o1 Two
vo‘o ¥ €1 60‘9 ¥ z'60T 665 112 ZS€ Tw/brl T Two
90'0 ¥ v't1 L6's + 8'got Livy 96T 6V € Tw/Bu 00T Two
S0‘0 ¥ bt Lo's ¥ L'es €8s V6T £ee Tu/bu 0T Two
S0‘0 F 'l 19'y ¥ 8'se 0‘8sy 8T €8¢ NTIVINEA

er3uny gy
90'0 + 8‘T 88‘C + G'06 G'sg ZLT 0T€ Tu/61 007 Tuo
s0‘0 ¥ vl tLt'y ¥ €'e8 8'sy 6V T SZE Tw/bn o1 Tno
90‘0 + v't vp'9 + L'60T zlew oV zZee Tw/6n T Two
90'0 ¥ p'1 60's + T'T10T 8Ly AA L62 Tw/6u 00T Two
s0fo ¥ vit ¥9'9 ¥ 6'v6 viey SYT VEE Tw/bu 07 Tuo
solo ¥ €'t p0‘9 ¥ o'tort 9‘sy 9y T 0ze ATIVIYHA

(ntos/1dy) nToS/uir) (%) ‘unyny ‘ena pigpu
*d°S+ ‘d°S+ ~se)T33TTanau —myn )
BIBEWNANT snnjtd apynsnasey Injyedel es ~STBUOYOY 234gu eAEIITAINL
UdTIITTANBN UT3ITLINaN uar3jyranaN  -stol ‘ualnyog ualnyog

€ oxpniney

BTIUN] %7



20

T100>dxxx

BSSTADIIBRITU I3 :*o°n

oM *o°n - *0°n o Tw/61 00T AToo
v0‘0 + €°T xx66'9 + glzel 819 AR 9% € Tu/6m 07 91o0
volo ¥ €'1 ov‘e ¥ s’90T piLy Z8T y8E Tu/br T AToo
volo ¥ z't 90‘9 ¥ v'o6 Ty €51 LyE Tu/bu 00T Atpo
90’0 ¥ s'1 oL's ¥ vlo0T 9lzy 8sT TLE Tu/bu 0T qToo
s0‘0 * vl 19'v ¥ 8'se 0‘sv v8T €8¢ N'IIVI¥IA
VIINNL 8%
"0°n ‘2°n - *o°n *o'n Tu/61 001 Q1o
90'0 + 't 86'G * 6'pTT 6'€9 502 184> Tu/61 o1 Alpo
solo ¥ v'1 s6'v ¥ 9'L6 015 LST 80€ Tw/6" 1 AToo
volo ¥ €'1 zL'y ¥ o'os 0‘sp 66T TE€ Tw/Bu 00T Aloo
s0‘o ¥ gl 00's ¥ g'gs 815 VLT 9€€ Tw/bu 0T AToo
s0'0 ¥ €'T v0‘9 ¥ 0°TOT 9‘Gyp 9y 1 0ze ATIVINAA
(nros/1dy) (nTos J/un) (%) ‘uminy ‘ena plgpuw
‘d° S+ 4TS+ —-SB}I33T14NBU —mynt
gappuUNyNy snnitd apynsnasey Iniyedel S  ~STEUOYOY 234pu eABIITHING
UaT33ITTANSN U2T33ITaANaYN U3T33ITTINGN -st0l ‘ualnyog ualnyog
BTIUN] 4H¢

% ojnine]



10

15

20

25

30

91071

21

Esills olevan keksinndén mukaisesti valmistettua yh-
distettd ja julkaisusta Nihon Yakugakkai nro 105 tunnettua
vyhdistettd verrattiin keskenddn seuraavassa vertailuko-
keessa.

Edelld esitetyssd kokeessa kuvatulla tavalla siir-
rostettiin jatkoviljeltyj&d Neuro 2a -soluja viljelylevylle
tiheytend 10 solua/levy ja viljeltiin 48 tuntia. Sitten
solut siirrettiin Dulbeccon modifioimaan Eaglen v&liainee-
seen, jossa ei ollut seerumia mutta joka sisdlsi keksinn®n
mukaisesti valmistettua yhdistettd 4 tai tunnettua yhdis-
tettd pitoisuutena 10°°® M. 24 tunnin viljelyn jédlkeen neu-
riittien pituus mitattiin ja ilmaistiin suhteellisena pi-
tuutena kontrollin pituuteen. Tulokset on esitetty alla

olevassa taulukossa 5.

Taulukko 5
Lisdtty yhdiste Neuriitin suhteellinen pituus
Ei yhdistetta 1,00
Yhdiste 4 1,85
Tunnettu yhdiste
(metyyliesteri) 1,01

Tulokset osoittavat, ettd esilld olevan keksinnén
mukaisesti valmistetun yhdisteen 4 (Na-suola) vaikutus
neuroblastoomasolun, Neuro 2a -kannan, lisd#ntymiseen on
selvdsti suurempi kuin tunnetulla yhdisteelld (metyylies-
teri). T&llainen vaikutus viittaa siihen, ettid keksinnén
mukaisesti valmistetut yhdisteet olisivat kdyttokelpoisia

neurologisena l&&kkeeni.
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Patenttivaatimus

Menetelmd terapeuttisesti aktiivisen sialosyyliko-

lesterolin valmistamiseksi, jolla on yleinen kaava

(B)

jossa toinen ryhmistd R’ ja R' on -COONa ja toinen ryhmi,

jolla on kaava

tunnettu siitd, ettd saatetaan yhdiste, jolla on

kaava
AcO OAc C¢

COOCH, (1)

OAc

reagoimaan kolesterolin kanssa Koenigs-Knorr-katalysaatto-
rin lisnidollessa, jolloin muodostuu yhdiste, jolla on

yvleinen kaava
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(A)

OAc

jossa toinen ryhmista R' ja R* on -COOCH, ja toinen ryhma,

jolla on kaava

— 0

ja hydrolysoidaan sitten yhdiste (A).
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Patentkrav

F&rfarande f£8r framstdllning av en terapeutiskt
aktiv sialosylkolesterol med den allmanna formeln

R3

O/LRA

vari den ena av gruppernalf och R* &r -COONa och den andra

dr en grupp med formeln

kKidnnetecknat dirav, att man omsdtter en

férening med formeln

Ce

Ach C0O0CH, (1)

OAc

med kolesterol i n&rvaro av en Koenigs-Knorr-katalysator,

varvid det bildas en forening med den allmé&nna formeln
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OAc

vari en av grupperna R' och R?® &r -COOH, och den andra &r en

grupp med formeln

varefter foreningen (A) hydrolyseras.
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