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Aikaansaadaan menetelma neurodegeneratiiviseen sairauteen hoitoa tarvitsevan potilaan hoitamiseksi, jossa menetelméssa télle
potilaalle annetaan terapeuttisesti tehokas annos lipidiglyseridia, joka késittaa glyseroliosan ja rasvahappo-osan, joka rasvahappo-osa

on valittu ryhmésté, jonka muodostavat y-linoleenihappo, dihomo-7-linoleenihappo ja arakidonihappo, jolle menetelmaélle on

tunnusomaista se, etta valittu rasvahappo-osa on kiinnittynyt glyseroliosaan sen sn-2-asemassa. Edullisesti menetelmé on sellainen,
jossa lipidid annetaan sellaisen ajan ja sellaisena annoksena, joka riittda yllapitdmaan tai kohottamaan TGF-beta1 -tasot potilaassa

terapeuttisiin tasoihin. (Kuvio.)

Ett férfarande presenteras fér behandling av en patient i behov av terapi fér en neurodegenerativ sjukdom, varvid férfarandet omfattar
att man ger patienten en terapeutiskt verksam dos av en lipidglycerid som omfattar en glycerolhalvpart och en fettsyrehalvpart, dar
fettsyrehalvparten valts ur en grupp vari ingar y-linolensyra, dihomo-y-linolensyra och arachidonsyra, kdnnetecknad av att den valda
fettsyrehalvparten ar bunden till vid glycerolhalvparten vid sin sn-2-position. Férdelaktigt &r metoden sadan, att lipiden ges under en
tidsperiod och i en dos som ér tillrackliga for att halla patientens TGF-beta1 -nivaer vid terapeutiska nivaer eller héja dem till sddana

nivaer.
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Neurodegeneratiivisten tilojen hoito

Esilli oleva keksintd koskee menetelmdd neurodegeneratiivisten tilojen hoitamiseksi,
erityisesti sellaisten tilojen, joissa transformoivan kasvutekija p:n (TGF-B), erityisesti
TGF-Bl:n, lisdys on hyodyllistd. Yksityiskohtaisemmin esilld oleva keksintd aikaansaa
hoidon, joka kohdistuu neurodegeneratiivisiin tiloihin, erityisesti sellaisiin kuin
esimerkiksi demyelinaatiosairaudet, kuten multippeliskleroosi, Alzheimerin ja Parkinsonin
taudit ja degeneratiiviset jilkiseuraukset, jotka liittyvit pddn vammaan, aivohalvaukseen ja
kallonsisdisiin verenvuotoihin, jolloin hermostollista toimintaa voidaan parantaa tai

palauttaa heikentyneesti tilasta, esimerkiksi remyelinaatiolla,

Edelleen aikaansaadaan sellaisten tunnettujen ja uusien yhdisteiden uusi kdytts, jotka
kasittdvit tyydyttymittdmia rasvahappo-osia, sellaisten ldskkeiden valmistamiseen, joilla
kyetddn tehokkaasti hoitamaan nditi tiloja, yksityiskohtaissmmin niilli kyeti4n
saavuttamaan neurologisen toiminnan palautumisen osalta aikaisemmin saavuttamattomat

onnistumistasot.

Keksijan samanaikaisesti ~ vireilldi  oleva  julkaisematon  patenttihakemus
PCT/GB04/002089, joka sisillytetddn tdhin viitteelld, koskee kasvi- ja sieniSljyjen
kdyttod neurodegeneratiivisten sairauksien hoitoon, Niissd 0Oljyissdé on suuri osuus
vilttimiténtd rasvahappoa y-linoleenihappo (GLA) niiden lipidien sn-2-asemassa,

tyypillisesti sitd on yli 40 % kaikista 6ljyn sn-2-rasvahapoista.

Kirjallisuudessa on hyvin selostettu, ettd vilttiméttomilld rasvahapoilla (EFA, essential
fatty acids), joilla on n-3- ja n-6-tyydyttymittomyysmalli, on hyddyllinen vaikutus
monenlaisissa ihmisen fysiologisissa hiiridissd, mukaan luettuna autoimmuunisairaus
(WO 02/02105). Harbige (1998) Proc. Nut. Soc. 57, 555-562, tarkasteli ruokavalion
tdydentdmistd n-3- ja n-6-hapoilla autoimmuunisairaustiloissa ja pani erityisesti merkille
todistusaineiston y-linoleenihappoa (GLA) ja/tai linolihappoa (LA) runsaasti sisaltdvien

Sljyjen hyodyllisyydesti.

Bates et al. panivat merkille, ettd lipididljyjen, jotka kisittivdt linolihappo- ja y-
linoleenihappotéhteiden seoksen, oli ehdotettu jo 1957 olevan mahdollisesti tehokkaampia

tulehdus- ja autoimmuunisairauksien hoidossa, mutta he havaitsivat, ettdi 3 g oljyd
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pdivdssd  (Naudicelle-helokkisljy 7:1 LA:GLA) saavat potilaat, joilla oli

pahenemisvaiheita, tulivat sairaammiksi koedljylld kuin kontrollilla,

Vaikka MS-taudin etiologia on sidilynyt tuntemattomana, tutkimukset ovat osoittaneet, ettd
MS-potilailla on normaalia korkeammat neuro-antigeenisten autoreaktiivisten T-solujen
tasot. Nami T-solut reagoivat infer alia emiksiseen myeliiniproteiiniin (MBP) ja
oligodendrosyytin myeliiniglykoproteiiniin (MOG) ja niiden aktivaatiotaso on kohonnut
verrattuna terveisiin kontrolleihin. Aksonivaurion, esimerkiksi kroonisen tulchduksen,
demyelinaation ja astroglioosin, varsinaiset prosessit MS-taudissa ovat mutkikkaita, mutta
valkean aineen tulehduksen ja demyelinaation katsotaan m##rddviin sairauden vaikeuden,
vaikka viime aikaiset tutkimukset ovat viitanneet siihen, ettd aksonivaurio MS-taudissa
alkaa sairauden varhaisessa vaihcessa ja myotidvaikuttaa toimintakyvyn heikkenemiseen

(De Stefano et al. 2001).

Kokeellinen autoimmuuni enkefalomyeliitti (EAE) on yleisimmin kiytetty eldinmalli MS-
taudin immuunivilitteisiin vaikutuksiin, Marsulla suoritetut tutkimukset ovat osoittaneet,
ettd linolihappo osittain estdd EAE:n ilmaantuvuutta ja vaikeutta (Meade et al. (1978)).
Harbige er al (1995, 1997b) osoittivat linolihapon ja vy-linoleenihapon sairautta
modifioivat vaikutukset EAE:n kliinisiin ja histopatologisiin ilmentymiin. Annoksesta
riippuen y-linoleenihappo oli tdysin suojaava akuutissa rotan EAE:ssa, kun taas

linolihapolla oli annoksesta riippuva vaikutus kliiniseen vaikeuteen eiké se poistanut siti,

Kokeellisista  havainnoista  huolimatta  ymmairretddn, etti ihmisen sairaus,
multippeliskleroosi, on erittiin mutkikas, ja T-solujen ja muiden immuunivastetekijéiden
aktiivisuus voi kiinteisesti pahentaa ja lievittdd siti. Oletetaan, ettd n-6-rasvahapot
edistdvit autoimmuuni- ja tulehdussairautta, mikd perustuu tuloksiin, jotka on saatu
pelkilld linolihapolla. TGF-Bl:n ja PGE;in tuotannon on osoitettu lisdintyvin
epispesifisesti y-linoleenihapolla ruokituissa hiirissd ex vivo. TGF-pl:n on selostettu
olevan suojaava akuutissa ja pahenevassa (relapsoivassa) EAE:ssa ((Racke ef al (1993);
Santambrogio er al. (1993)), ja PG:n estdjit, kuten indometasiini, lisiéntyvit ja siten

pahentavat sairautta (Ovadia & Paterson (1982)).
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Sytokiinit on liitetty MS-taudin patogeneesiin, ja monet tutkimukset osoittavat
myeliinitoksisten tulehduksellisten sytokiinien (TNF-a, TL-1B ja IFN-y) lisdfintymisen,
joka tapahtuu samanaikaisesti sairauden pahenemisvaiheen kanssa. Sitd vastoin anti-
inflammatorisen ja immunosuppressiivisen sytokiinin, transformoivan kasvutekijd beeta-
1:n (TGF-B1), tasot ndyttavit olevan pienentyneitd pahenemisvaiheen aikana ja nousevan
potilaan alkaessa paranemisvaiheen. Niin ollen tasapaino biologisesti aktiivisen TGF-B1:n
ja proinflammatorisen TNF-a:n, IL-1B:n ja IFN-y:n valilli ndyttdd olevan poikkeavasti

sifideltyd MS-taudin aaltoilun aikana.

EAE:std tapahtuvan luonnollisen toipumisvaiheen aikana TGF-Bl:ti erittavit T-solut
estiviit EAE-effektorisoluja, TGF-B1 ilmentyy keskushermostossa ja EAE:ssd oraalisella
toleranssilla indusoidun suojan aikana TGF-B ja PGE, ilmentyvit aivoissa (Karpus &
Swanborg (1991); Khoury et al. (1992)). Harbige (1998) paitteli, ettd ruokavalion y-
linoleenihapon vaikutukset EAE:hen vilittyvit sellaisten Thi-mekanismien vilitykselld,
joihin liittyy TGF-f1, ja mahdollisesti superoksididismutaasin antioksidanttiaktiivisuuden

kautta.

Purasruohodljyn (tyypillisesti 20-23 % y-linoleenihappoa ja 34-40 % linolihappoa 100
%:n rasvahappopitoisuutta kohti) ja Mucor javanicus -sicnen 6ljyn (katso kuvio 1) on
osoitettu olevan tehokkaita EAE:n eldinmallissa, jota on kiytetty tunnistamaan MS-
tautiehdokkaita, vaikka niiden ei ole koskaan osoitettu olevan merkittiviin tehokkaita
ihmisen sairaudessa. Suuret médrdt oljyd, joka sisidlsi runsaasti linolia ja vihin y-
linoleenihappoa (EPQ: linolihappo : v-linoleenihappo, 7:1), osittain esti EAE:n
ilmaantuvuutta ja vaikeutta rotalla (Mertin & Stackpoole, 1978), kun taas edelld viitattu
Batesin Naudicelle-tutkimus johti potilaiden tilan heikkenemiseen. Huolimatta siitd, ettd
multippeliskleroosista karsiviit henkilst ovat Kkéyttineet purasruohodljyd ja muita
GLA/LA-pitoisia 6ljyj4, kuten esimerkiksi helokkiljyd, viimeisen 30 vuoden ajan tai
niilld main, valtava enemmistd potilaista ei ole toipunut sairaudesta eikd heilld ole
esiintynyt merkittivid paranemista, vaan taustalla oleva sairaus on jatkanut etenemistisn

kuolemaan asti.

Kiytettidviksi on ehdotettu inter alia y-linoleenihappoa ja linolihappoa runsaasti sisdltivaa

purasruohodljyéd keinona aikaansaada immuunisupressio multippeliskleroosissa (US
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4,058,594). Kriittisesti, ehdotettu annos on 2,4 grammaa 6ljya péivissi eikd tehosta tarjota
mitddn varsinaisia todisteita. Timi annos on paljon pienempi kuin se pieni annos 5
g/pdivd, jonka havaittiin olevan tehoton in vivo ihmiselld PCT/GB04/00208%:n

tutkimuksessa.

Myd6s muiden dramaattisempien immunosupressanttihoitojen, mukaan luettuna T-solujen
poistajat ja sdatelijit, kuten syklofosfamidi, on osoitettu olevan tehokkaita EAE-mallissa,
mutta kun niitd on kéytetty ihmisen multippeliskleroositaudissa, oireet paranevat mutta
taustalla oleva sairaus jatkaa etenemistddn. T-solut tosiaan tuottavat ihmisessd hyddyllisid
sytokiinejd, kuten TGF-B1:td, samoin kuin haitallisia. David Baker neurologian laitokselta
(Institute of Neurology, Iso-Britannia) on tehnyt yhteenvedon erosta, joka ilmenee siini
miké on tehokasta EAE:ssd ja MS-taudissa, julkaisussa, jonka nimi on "Everything stops
EAE, nothing stops MS", 10. toukokuuta, 2004, [son-Britannian MS-yhdistyksen UK MS

Frontiers -kokous.

On selvidd, ettd immunosuppressio yksin ei voi parantaa MS-tautia. Tdmi johtuu ldhes
varmasti  sellaisesta  perustavanlaatuisesta metabolisesta hiiriostd  MS-potilailla
autoimmuunitaudin liséksi, joka johtaa kalvojen epinormaalisuuteen, sytokiinisditelyn
hiiriintymiseen ja siitd seuraavaan immuunihyokkidykseen ja vaurioitumiseen. Vaikka
potilaille  tulee  paranemisvaiheita aaltoilevassa  sairaudessa, taustalla oleva

demyeclinaatioprosessi etenee.

MS-taudin "kultastandardihoitona” (gold standard treatment) on sdilynyt interferoni, kuten
p-Avonex®, Rebif® ja muut interferonivalmisteet. Tdmé kultastandardihoito kohdistuu
vain joidenkin potilaiden, esimerkiksi 30 %:n potilaista, tarpeisiin, ja jopa heilld oireiden
parantuminen rajoittuu pahenemisjaksojen vaikeuden lievittymiseen. Vaikka oireet voivat
véhetd osalla potilaista, sairaudella on taipumus edetd kohti suurempaa toimintakyvyn

heikentymisti ja kuolemaa taustalla olevan degeneraation vuoksi.

Esilli olevan keksinnon keksijat ovat vield julkaisemattomassa PCT/GB04/002089:n
tutkimuksessaan yllittien selvittidneet, ettdi suostumalla "korkean annoksen" hoitoon
triglyseridioljylld, joka sisdltid suuria m#irid sn-2aseman y-linoleenihappoa (> 40 %

tihteistd sn-2-asemassa on y-linoleenihappoa), niin ettd muu rasvahapposiséltd on sopiva,
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lihes kaikissa MS-taudin oireissa voidaan saavuttaa huomattavia paranemistasoja, jotka
ylittdvit suuresti nykyiselld kultastandardihoidolla saadun. Sellainen onnistuminen on
erityisen hdmmaistyttivdd siind valossa, ettd aikaisempi muiden y-linoleenihappoa
sisdltivien valmisteiden kaytt6, esimerkiksi Naudicelle-tutkimus, ei ole tuottanut

onnistumista.

PCT/GB04/002089:n tutkimus osoittaa, ettd noin 18 kuukauden jakson aikana potilailla,
jotka ottivat suuren annoksen (15 g/pdivd) valikoitua runsaasti sn-2-asemassa y-
linoleenihappoa sisdltivdd purasruohobljys, oli merkitsevd (p < 0,001) ja selvi
paraneminen EDSS-arvossa, uusiutumiskertoja oli vihemmin, lihasten spastisuus ja
kivuliaat sensoriset oireet symptomaattisesti helpottuivat ja kognitiivisten toimintojen
objektiiviset mittaustulokset paranivat. Tdmin purasruohodljyn pienet annokset, 5 g/piivi,

eivit tuottaneet vaikutusta.

Potilailla, jotka saivat suurimman annoksen titd purasruohodljyi, PBMC- (perifeerisen
veren mononukleaarisolu) tuottaman TGF-Bl:n taso sdilyi koejakson aikana, heilld
proinflammatoriset sytokiinit TNF-a ja [L-1p olivat merkitsevisti ja selvisti (< 70 %)
alentuneet ja heilli PBMC-kalvon pitkiketjuiset omega-6-rasvahapot dihomo-y-
linoleenihappo (DHLA) ja arakidonihappo (AA) joko sailyivit tai lisddntyivit toisin kuin

potilailla, jotka saivat plaseboa ja joilla nditd rasvahappoja hivisi koko koejakson aikana.

Vaikka immunosuppression odottaisi vdhentdvdin aktiivisen vaurioitumisen ja
neurodegeneraation lisddntymistd, suuren sn-2-pitoisuuden GLA-8ljyhoito ilmeisesti
kohdistui sellaisten kalvon avainlipidikomponenttien siilymiseen ja/tai lisiéintymiseen,
joita muutoin spesifisesti hividd MS-taudissa, mikd sopii yhteen sellaisen metabolisen
vian korjautumiseen, jota ei muutoin tehokkaasti hoideta nykyisilli hoidoilla. Se seikka,
ettd pienelld annoksella (5 grammaa/piivd) ei ollut vaikutusta tihidn, tukee sellaista

piittelyi,

y-Linoleenihapon (18:3n-6 eli GLA) tiedetiin muuttuvan nopeasti pitkdketjuisiksi
monityydyttymittdmiksi omega-6-rasvahapoiksi dihomo-y-linoleenihapoksi ja
arakidonihapoksi in vivo (Phylactos et al. 1994, Harbige ez al., 1995, 2000). Siitd syysti

sen médrittdmiseksi, kuinka lisitd kalvon pitkiketjuisten omega-6-rasvahappojen tasoa
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MS-taudissa, keksijidt ovat tarkastelleet tuloksiaan, joita on saatu uscilla GLA-pitoisilla
oljyilla: sekd sieniperdisilli (Mucor javanicuksesta) ettd kasviperiisilli (Borago
officianalis, helokki Qenothera spp. tai mustaherukka Ribes spp.) samoin kuin
synteettiselld tri-GLA-0ljylld GLA:n antojérjesteimind MS-taudin in vivo kokeellisessa
cliinmallissa, joka tunnetaan kroonisena pahenevana kokeellisena
autoimmuunienkefalomyeliittind (CREAE, chronic relapsing experimental autoimmune

encephalomyelitis).

EAE:n indusointi rotilla ei tuota demyelinaation histologisia piirteitd (Brosnan et al. 1988)
vaan indusoi akuutin yksivaiheisen sairausmallin, joka on erilainen kuin MS-taudilla, jolle
on tunnusomaista keskushermoston demyelinaatio ja joka on suurimmassa osassa
tapauksia kliinisesti aaltoileva. Kroonisesti pahenevan ja demyelinoivan EAE:n malleille
(CREAE) on kuitenkin tunnusomaista demyelinaatio ja pahenemisvaiheet, Koska on
osoitettu, ettdi  oligodendrosyytin  myeliiniglykoproteiini  (MOG) on tirked
neuroantigeenikohde MS-taudissa (Genain er al. 1999), ja perifecrisen veren
autoreaktiivisilla lymfosyyteilldi on osoitettu olevan paljon suuremmat vasteet tille
neuroantigeenille kuin MBP:lle MS-taudissa (Kerlero de Rosbo er al. 1993, 1997),
MOG:n indusoimasta CREAE:std on tullut haluttu eldginmalli, koska sen ominaisuudet
muistuttavat laheisesti niitd, joita MS-taudissa havaitaan (Fazakerely ez al. 1997, Genain

etal. 1999, Amor et al. 1994),

Keksijdiden CREAE- ja rotan EAE-ravintotutkimuksista saatu todistusaineisto osoittaa,
ettd rikastettu mustahcrukansiemenoljy (72 %, w/w, 18:3n-6, GLA) ei antanut suojaa
EAE:td vastaan (katso taulukko 3). Tirkedlld tavalla mustaherukansiemendéljyssé on viihin
sn-2-GLA:ta, suurin osa GLA:sta on sn-1- ja sn-3-asemassa (Lawson ja Hughes 1988).
Lisdksi strukturoitu triasyyliglyseroli, joka sisiltid kolme GLA-osaa (TG-GLA), tuotti
suojaavia vaikutuksia, jotka olivat samanlaisia kuin CREAE:si kiytetylld
purasruohodljylld (taulukko 2). Tdmi sopisi yhteen myos sen kanssa, ettd sn-2-GLA on
tirked, so. uloimmainen pari sn-1 ja sn-3-GLA poistuu entsymaattisesti in vivo, ja
luultavasti ne ldpikiyviit hapettumisen, mikd jaudd jaljelle pelkin sn-2-GLA:n, Tamd
valikoiva hydrolyysi johtuu spesifisten lipaasien tunnetusta kyvysti poistaa sn-1- ja sn-3-
rasvahappoja triasyyliglyserolimolekyyleistd, mutta sn-2-aseman ilmeisestd suojasta in

vivo (Lawson ja Hughes 1988, Kyle 1990).
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Tédmid tarkastelu sai keksijdt ehdottamaan, ettd glyseridit, joissa on sn-2-aseman Y-
linoleenihappo-, dihomo-y-linoleenihappo- tai arakidonihappotihteitd, ovat ylivoimaisia
MS-metabolian korjaamisessa jopa verrattuna heiddn aikaisemman tutkimuksensa
runsaasti sn-2-y-linoleenihappoa sisiltiviin purasruohodljyyn. Tdmi mahdollistaisi
pienempien lipidiannosten oftamisen ja/tai mahdollisesti alentaisi hyoddylliseen

vaikutukseen johtavan hoidon kestoa.

EP 0520624:n (Efamol Holdings) taulukossa 3 verrataan helokkidljyn ja purasruohodljyn
triglyseridisisdltod, joista Oljyistd edellisen on selostettu olevan terapeuttisesti
jalkimmdistd tehokkaampi monille eri GLA:ille reagoivilla sairauksilla. Tdmd julkaisu
osoittaa purasruchodGljyn sisiltivin kaksikymmentiseitsemén erilaista
triglyseridikomponenttia, joista vain 20 %:lla on sn-2-aseman GLA:ta. Sivulla 3 riveilld
40-42 huomautetaan, ettd biologinen tutkimus on osoittanut, etti yhti suuret médrit
GLA:ta voivat tosiaan aikaansaada hyvin erilaisia vaikutuksia, kun GLA tarjotaan eri
6ljylahteind, Ratkaisevalla tavalla se ohjaa lukijan sitten tiettyyn fraktioon helokkitljyssi
(EPO, Evening Primrose OQil) mutta ei purasruohodljyssd, jonka fraktion ansiosta
edelliselld on ylivoimainen vaikutus PGEL:n heréttdmisessi (katso EP 0520624, kaavio
sivu 4 ja taulukko 2) ja ndin ollen anti-inflammatorinen vaikutus: timé fraktio on
tunnistettu dilinoeoyylimonogammalinolenyyliglyseroliksi (DLMG), jota julkaisu selostaa
olevan 18-19 % kokonaistriglyseridisti EPO:ssa. Ratkaisevasti sivulla 6 selvisti
selostetaan, ettdi GLA: asema, sn-1:ssd, sn-2:ssa tai sn-3:ssa, ei ole tirkedd tille

vaikutukselle.

Dines et al. (1994) Proceedings of the Physiological Society, Aberdeen Meeting, 14.-16.
syyskuuta, 1994, selostaa tutkimuksista diabeettisen neuropatian hermovaurion hoidosta y-
linoleenihappoa sisaltdvilla 6ljyilla, jotka ovat EP 0520624:ssd puolustettua tyyppii, ja
jalleen huomautetaan, ettd purasruohodljy ei ollut kovin tehokas timin
neurodegeneraation hoidossa kun taas helokkioljy oli. Julkaisussa esitetdsin johtopaitds,

ettd purasruohodljy sisdltdid muita aineosia, jotka hiiritsevt GLA n aktiivisuutta.

Nyt esilld olevan kcksinndn keksijit esittdviit niiden tulostensa valossa, jotka on saatu

runsaasti sn-2-y-linoleenihappoa siséltivilld purasruohodljylls, osoittaen etti se on
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todellakin sn-2-asemassa olevan y-linoleenihappo-, dihomo-y-linoleenihappo- tai
arakidonthappotdhteen lisndolo glyseridissd, erityisesti triglyseridissd, mikd aikaansaa

tehokkuuden EAE:n, CREAE:n ja ihmisen MS8-taudin hoitamisessa.

Esilli olevan keksinnén ensimmaisessd nakokohdassa aikaansaadaan menetelmi
neurodegeneratiivisen sairauden hoidon tarpeessa olevan potilaan hoitamiseksi, jossa
menetelmissa tille potilaalle annetaan terapeuttisesti tehokas annos mairitynrakenteista
lipidiglyseridid, joka késittdd glyseroliosan, joka on esterditynyt yhden tai useamman
rasvahappo-osan kanssa, jolle lipidiglyseridille on tunnusomaista se, etti lipidissd on sn-2-
asemassa rasvahappo-osa, joka on valittu tihteistd, jotka koostuvat y-linoleenihappo-,

dihomo-y-linoleenihappo- ja arakidonihappotihteisti.

Erityisen hytdyllisesti hoidettavia neurodegeneratiivisia sairauksia ovat ne, joihin kuuluu
myeliinikatoa. Esilldi oleva menetelmi spesifisestt pysdyttdd taustalla olevan
neurodegeneraation ja palauttaa hermoston toimintaa. Erityisesti menetelmd normalisoi
hermosolun kalvon koostumusta ja palauttaa terveiden PBMC-solujen spontaanisti
vapauttamat TGF-B1/TNFa-subteet ja TGF-Blin ja muiden PBMC:n vapauttamien
sytokiinien viliset suhteet. Hyodyllisimmin menetelméd pysdyttdd neurodegeneraation
kaikentyyppisessd multippeliskleroosissa, mutta crityisesti aaltomaisen, ensisijaisesti
etenevin ja kroonisen etenevin MS-taudin, ja palauttaa osittain tai tiydellisesti hermoston
toimintaa, joka on mitattu esimerkiksi magneettikuvauksella (MR1I) tai CAT-tutkimuksella
tai EDSS-arvolla. Sellaista menetelmidd voidaan kiyttid myos aivohalvauksen, piin
vamman ja kallonsisdisen verenvuodon jilkeisen aivojen vaurioitumisen hoitoon, kun
sithen liittyy demyelinaatiota tai hermoston vaurioitumista. Lisiikdyttésovellus saadaan
muun kroonisen demyelinaation, esimerkiksi Alzheimerin taudin ja Parkinsonin taudin,

hoitamisessa.

Edullisesti lipidid annctaan sellaisen ajan ja sellaisena annoksena, joka riittd yllapitamain
tai kohottamaan TGF--tasot potilaassa terapeuttisiin tasoihin. Terapeuttisilla tasoilla
tarkoitetaan tasoja, jotka ovat vihintiin sellaisia kuin terveilld henkiloilli. Bdullisesti
annos on sellainen joka aikaansaa sellaisen TGF-B1/TNFa-suhteen, joka vapautuu
spontaanisti  potilaan  veresti eristetyisti PBMC-soluista  (perifeerisen  veren

mononukleaarisoluista) 18 kuukauden piivittiisen annostelun jilkeen, joka suhde on 0,4-

¥
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3,0, vihintddn 0,5, edullisemmin vihintddn 0,75 ja edullisimmin vihintiin 1. Edullisesti
annos on sellainen, joka aikaansaa potilaan veressi 18 kuukautta kestdvin piivittdisen
annostelun jalkeen TGF-B1/IL-1B-suhteen, joka on vihintdin 0,5, edullisemmin vihintian
0,75 ja edullisimmin vihintidn 1. Edullisesti mainitut tasot aikaansaadaan 12 kuukauden

ja edullisemmin 6 kuukauden kuluttua.

Tyypillisesti pédivittdin annetun lipidin m##rd on vililld 0,5-30 grammaa, oraalisesti
annosteltuna, vield edullisemmin valilldi 1-20 grammaa ja edullisimmin valilld 1-18

grammaa, tyypillisesti 3-5 grammaa.

Kun sn-2-o0sa on y-linoleenihappotihteen osa, annos voi olla niiden alueiden ylipisssi,
erityisesti kun sn-1- ja sn-3-osat ovat verrattain inerttejd, esimerkiksi ne ovat metabolisesti
hy&dynnettivid happoja, kuten tyydyttyneitd rasvahappoja. Kun sn-2-osa on dihomo-y-
linoleenihappotihteen osa, annos voi olla pienempi, kun taas silloin kun sn-2-osa on
arakidonihappotihteen osa, teho on suurempi, mutta annostelun tulee olla varovaisempaa,

koska korkeammilla tasoilla saattaa esiintyd mahdollisesti ei-toivottuja sivuvaikutuksia.

Edullisemmin menetelmille on tunnusomaista se, etté lipidi on monoglyseridi, diglyseridi
tal triglyseridi, joka sisdltdd vihintddn yhden sn-2-aseman y-linoleenihappo-osan, dihomo-

y-linoleenihappo-osan tai arakidonihappo-osan, jolla on jéljempini esitetty yleiskaava I:

Kaaval

jossa kaavassa R' ja R? on valittu toisistaan riippumatta vedysti ja asyyliryhmistd, ja R on
valittu ryhmastd, jonka muodostavat y-linoleenihappo-, dihomo-y-linoleenihappo- ja

arakidonihappotihteet.

Esilld olevan keksinndn tarkoituksiin asyyliryhmat on madritelty sellaisina, jotka

késittavidt vihintidn yhden karbonyyliryvhmin sellaisen valinnaisesti substituoidun
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hydrokarbyyliketjun padssd, joka on valittu alkyyli- ja alkenyyliketjuista, joka
karbonyyliryhmd on liittynyt suoraan hiilellddn glyserolitdhteen happeen, kuten kaavassa

1 esitetédin.

Edullisia asyyliryhmid R! ja R? ovat kaavan -CO-(CHy),-CHj tyydyttyneet rasvahappo-
osat, jossa kaavassa n on kokonaisluku I:std 22:een, edullisemmin 4-16, vield
edullisemmin 5-12, edullisimmin 6-10. Erityisen edullisia asyyliryhmid ovat kapryyli- ja
kapriinihapot, erityisesti ne ovat 1,3-dikapryyli- tai 1,3-dikapriiniglyseroleja, joissa on y-

linoleenihappo-, dihomo-y-linoleenihappo- tai arakidonihappo-osa sn-2-asemassa.
Edullisia glyserideji keksinndssi kiytettiviksi ovat triglyseridit.

US 4701469 kuvaa terveysvaikutteiseen elintarvikekdyttéén (nutraceutical use) erditd
potentiaalisia triglyseridejd, joita esilli olevan keksinnon keksijat ovat médrittineet
voitavan kiyttdd keksinndn menetelmissé, vaikkakin siind kuvataan spesifisesti vain 1,3-
dioktanyylitriglyseridit, joissa sn-2-happo on EFAmn happo, ja vain 13-
dioktanoyylicikosapentaglyseroli kuvataan valmistetun. Niiden sanotaan olevan
kayttokelpoisia inter alia immunomodulaatiossa, mutta vaikka useita sairauksia on
erikseen mainittu, kdyttdd immunosuppressiossa neurodegeneraatiossa ja MS-taudissa ei

mainita.

Vaikka edullisimmat ryhmat R' - R? kaavan I mukaiseen yhdisteen siséllytettidviksi ovat
yksinkertaisia tyydyttyneitd rasvahappoja tai luontaisesti esiintyvid rasvahappoja, joilla on
rakenteellinen tai metabolinen funktio, kuten esimerkiksi keskipitkdketjuisilla tai
pitkdketjuisilla rasvahapoilla, muitakin mahdollisuuksia on. Erityisen edullisia
rasvahappoja ovat ne, joita kiytetidn pifiasiassa aineenvaihdunnallisesti energian
tuotantoon. Kun rasvahapot ovat rakenteellisia, eli kiytetddn kalvoissa, ne ovat sopivasti
sellaisia kuin esimerkiksi y-linoleenihappo-, linotihappo-, dihomo-y-linoleenihappo- ja
arakidonihappotihteet. Tahteelld tarkoitetaan osaa, joka jdd jiljelle sen jilkeen, kun

rasvahapon karboksyyliryhma esterdityy yhteen glyserolimolekyylin hydroksiryhmist.

Muita edullisia happoja sn-1:een ja sn-3:een valitaan rasvahapoista, jotka metaboloituvat

ihmisessid tuottamaan energiaa toisin kuin rasvahappo, joka kohdistuu pisasiassa
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rakennekalvoryhmidn:  sellaisiin = edullisiin  happoihin  kuuluvat  &ljyhappo ja

palmitiinihappo.

Kun sn-1- ja sn-3-rasvahappoketju (R ja R%) on tyydyttymitsn, se voi olla myds muista
vilttdmattdmistd rasvahapoista, kuten n-3-hapoista, esimerkiksi stearidonihaposta,
eikosapentaanihaposta ja dokosahyeksaanihaposta (docosahyexanoic acid). Kun
rasvahappo on valinnaisesti substituoitu, nidmi ovat edullisesti hydroksi-, okso-,
karboksyyli-, alkyyli-, alkenyyli- ja alkoksiryhmid. Hydrokarbyyliketju on edullisesti 1-30
hiiliatomin pituinen, edullisemmin 4-28 hiiliatomin pituinen, vield edullisemmin 4-24
hiiliatomin pituinen, Edullisimmin hydrokarbyyliketju on rasvahaposta, erityisesti

yksittiis- tai monityydyttymattéméstd rasvahaposta.

Monet keksiondn menetelmissd kdytettdvit edulliset lipidit ovat tunnettuja ja niitd
voidaan valmistaa alalla tunnetulla kemiallisella menetelmilla. Esimerkiksi monia on
kaupallisesti saatavana, esimerkiksi trigammalinoleenia, joka tunnetaan nimelldi TLG,
mutta jota tissi kutsutaan GGG:ksi, miki heijastaa ryhmien R'R’R? identiteettid, jolloin G

tarkoittaa y-linoleenihappotihdetta,

GGG:ti on kaupallisesti saatavana Nu-Check-Prep Inc.:ltdi EP 0300844 kuvaa sen
synteesin,  jossa  kiytetddn  triasetiinin  emiskatalysoitua  vaihtoesterdintid
metyyligammalinolenaatilla, jolloin saadaan seos, joka sisdltid 80 % GGG:ts,

reagoimatonta metyyli- y-linolenaattia ja 10 % mono- ja diglyserideji.

Triarakidiini on tunnettu ja sitd on saatavana kaupallisesti pienii méadrid esimerkiksi
Sigmalta. AAA on syntetisoitu arakidonihaposta kdyttimilld immobilisoitua lipaasia, joka

on patentoitu angiogeneesid voimistavaan vaikutukseen US 4888324:ss4.

Kuitenkin vaikka voidaan kayttda tri- ja di-y-linoleenihapon, dihomo-y-linoleenihapon tai
arakidonihapon di- tai triglyserideji, esilld olevan keksinndn keksijét suosivat ensisijassa
mono-y-linoleenihapon,  dihomo-y-linoleenihapon tai  arakidonihapon sn-2-esteri-
triglyseridien  kiyttéd, koska ne antavat vihemmin immunomodulatorisia ja
proinflammatorisia  rasvahappoja y-linoleenihappoa, dihomo-y-linoleenihappoa tai

arakidonihappoa, samalla kun ne siilyttivit voimistuneen aktiivisuuden, jonka sn-2-
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aseman y-linoleenihappo-, dihomo-y-linoleenihappo- tai arakidonihappo-osa tarjoavat

haluttua kalvon normalisointia ja sairautta muuttavaa vaikutusta koskien.

Uudet lipidit, jotka ovat edullisia, ovat saatavissa prosesseilla ja menctelmilld, jotka on
esitetty tissd kappaleessa Esimerkit. Edullisimpia lipidejd ovat sellaiset, joissa on vain
yksi y-linoleenihappo, dihomo-y-linoleenihappo tai arakidonihappo-osa esterdityneeni
glyseroliin sn-2-asemassa, niin ettd reunustavat sn-1- ja sn-3-hapot ovat tyydyttyméttomid

keskipitkiketjuisia tai pitkdketjuisia happoja.

Niin ollen esilld olevan keksinndn lisdniikdkohta aikaansaa uusia lipidejé, jotka tuodaan

tdssé esiin ja joihin kuuluvat kaavan I mukaiset yhdisteet

jossa kaavassa R' ja R’ ovat samat ja ovat -C(O)CH,).CHs, jossa n on 4-14,
edullisemmin 6-10 ja edullisimmin 7, 8 tai 9, ja R? on valittu y-linolenyylist4, dihomo-y-

linolenyylisti ja arakidonyylista.

Esilld olevan keksinndn lisindkskohta aikaansaa menetelmiin yleiskaavan ITI mukaisen

yhdisteen syntetisoimiseksi

jossa kaavassa R' ja R’ ovat samat ja ovat -C(OXCH»),CH;, jossa n on 4-14,
edullisemmin 6-10 ja edullisimmin 7, 8 tai 9, ja R? on y-linolenyylitihde, dihomo-y-

linolenyylitdhde tai arakidonyylitihde,
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jossa menetelmissa

saatetaan reagoimaan 1,3-dihydroksiasetoni sellaisen yhdisteen kanssa, jolla on kaava X-
C(O)CH2),CHj3, jossa X on valittu joukosta CI, Brja L,

jolloin saadaan vastaava 1,3-di-(C(O)(CH,),CH3)-2-ketoyhdiste,

pelkistetidn ketoryhmd vastaavaksi 1,3-di-(C(O)(CHz),CHai)-2-oliksi

ja saatetaan se reagoimaan y-linolenyylikloridin tai dihomo-y-linolenyylikloridin tai

arakidonyylikloridin kanssa.

Vield esilld olevan keksinndn lisdndkokohta aikaansaa menetelmén yleiskaavan IV

mukaisen yhdisteen syntetisoimiseksi

jossa kaavassa R' - R ovat samat ja ne on valittu joukosta v-linolenyylitahde, dihomo-y-
linolenyylitédhde tai arakidonyylitihde,
jossa menctclmissd saatetaan reagoimaan vastaava y-linolenyylikloridi, dihomo-y-

linolenyylikloridi tai arakidonyylikloridi glyserolin kanssa.

Erdiden niiden yhdisteiden synteesi on kuvattu jédljempéni ja kaaviot esitetddin jaljempéng

kuvioissa.

Esimerkiksi voidaan suorittaa glyserolin yksivaiheinen esterdinti kiiyttdmalld GLA:ta ja
kytkentiainetta, kuten DCCI/DMAP- (1,1-disykloheksyylikarbodi-imidi/4-
dimetyyliaminopyridiini) -kytkentdreagensseja. T4lld menetelmilld saadaan hyvi saanto,
mutta siind muodostuu epdpuhtauksia, jotka tekevit lopputuotedljystd sameaa, ellei niitd
poisteta. Tdmi voidaan kiertdd kiyttimidlld sellaista kytkentdainetta kuin esimerkiksi
EDCI (1-(3-dimetyyliaminopropyyli)-3-etyylikarbodi-imidihydrokloridi), jolloin
muodostuu vesiliukoisia sivutuotteita, jotka on helpompi poistaa. Jpn. Kokai Tokkyo
Koho JP 05310638 A2 22. marraskuuta, 1993, Heisei, 6pp kuvaa tri-a-linoleenin
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(LnLnLn, jossa Ln on linolihappo) valmistuksen, jossa kdytetddn DCCI:td, sekd

analogisen mutta erilaisen reaktion.

Vaihtoehtoinen ldhestymistapa koskee kaksivaiheista menettelytapaa, jossa kiytetddn
GLA-Cl:in (valmistettu y-linoleenihaposta ja oksalyylikloridista) ja glyserolin reaktiota
dikloorimetaani/pyridiiniss, niin ettd saadaan hyvid saantoja 250 g:n mittakaavaan asti
kolonnikromatografialla puhdistettuna. Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP 04328199 A2 17.
marraskuuta, 1992, Heisei, 5pp. (Japani) Concentration of a-linolenic acid triglyceride by
flash chromatography. Ando, Yukiki, Watanebe, Yoichi, Takagi, Yoshiaki (Nisshin Oil
Mills Ltd, Japani) kuvaa tihén liittyvdn mutta erilaisen tekniikan tri-a-linoleenin

(LnLnLn) puhdistamiseen,

Vertailuesimerkki trikapriini (glyserolitridekanaatti) on tunnettu yhdiste, jota on saatavana
kaupallisesti Sigmalta. Sitdi on valmistettu metyylidekanoaatin ja natriumglyseroksidin
reaktiolla ja raakatuotteen puhdistus on suoritettu sitten kolonnikromatografialla (katso E.

S. Lutton ja A. I. Fehl, Lipids, 5, 90-99 (1970)).

Vaihtoehtoiseen menetelmidn kuuluu glyserolin happokatalysoitu reaktio dekaanihapon
kanssa, minki jidlkeen suoritetaan neljd kiteytystd (katso L. H. Jenson ja A. J. Mabis, Acta
Cryst., 21, 770 (1966)).

Hakija aikaansaa edelleen parannetun menectelmin, jossa glyseroli voidaan saattaa
reagoimaan yli 3 dekanoyylikloridin ekvivalentin kanssa ja trikapriinituote on puhdistettu

uudelleenkiteytykselli.

Esill olevan keksinnén lisinikokohdat koskevat sellaisten triglyserididljyjen kiyttda kuin
edelld on kuvattu lddkkeen valmistamiseen neurodegencratiivisten sairauksien hoitoon,
kuten keksinndn menetelmidn on esitetty. Erityisen edulliset liikkeet on tarkoitettu
neurodegeneraation pysdyttimiseen ja sen etenemisen kaddntimiseen kaikentyyppisissd
multippelisklerooseissa, mutta erityisesti aaltoilevassa, ensisijaisesti etenevissi ja
kroonisessa etenevissd MS-taudissa, ja palauttamaan osittain tai tiydellisesti hermoston

ehedd toimintaa, joka mitataan esimerkiksi magneettikuvauksella (MRI) tai CAT-
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tutkimuksella tai EDSS-arvolla. Muita TGF-p1:een reagoivia sairauksia voidaan hoitaa

siten kuin aikaisemmin on esitetty.

Esilld olevassa keksinngssd kidyttokelpoisia lipidejd voidaan antaa milld tahansa farmasian
alalla tunnetuilla perinteisilld viliaineilla. Sopivimmin niitd annetaan puhtaina 6ljyind tai
seoksina elintarvikkeiden kanssa, sellaisia oljyjd sisdltivien kapselien muodossa tai
enteerisesti padllystettyind muotoina. Alan ammattilaiset 16ytdvit muita muotoja teoksesta

Remington Pharmaceutical Sciences, 19. painos.

Alan ammattilaiset ymmartavit, ettdi muita hyddyllisid aineita voidaan yhdistdd esilld
olevassa keksinnéssd kiyttokelpoisten lipidien kanssa tai ne voivat muutoin muodostaa
osan hoito-ohjelmaa lipidien kanssa. Nidmi saattaisivat olla ionikanavan salpaajia,
esimerkiksi natrivmkanavan salpaajia, interferoneja (o, P tai y), T-solun poistajia,
steroideja tai muita palliatiivisia aineita. Edelleen on selvdd, ettdi silloin kun immuuni- ja
tulchdusvasteita sdddetidin, sellaiset yhdistelmdt on tehtivd huolellisesti ndiden
jarjestelmien mutkikkaan luonteen vuoksi. Esilldi olevien 6ljyjen hitaan vasteen vuoksi
nopeampivaikutteiset ainget saattaisivat olla hy6dyllisid hoidon ensimmaisind kuukausina
ennen kuin TGF-Bl-tasot ovat normalisoituneet, kunhan lisdhoito ei estdi tatd

normalisointiprosessia.

Esilld olevassa keksinnéssd kiyttokelpoisten strukturoitujen lipidien synteesi kuvataan
jaljempdnd yhdessid vertailuesimerkkien synteesin kanssa. Jotkin ndistd lipideistd ovat

uusia, kun taas toiset ovat tunnettuja, mutta niiti ei ole kdytetty keksinndn hoitoon,

Nyt esilld olevaa keksintéd kuvataan vain esimerkin avulla viittaamalla seuraaviin ei-
rajoittaviin taulukoihin, esimerkkeihin ja kuvioihin. Alan ammattilaiset osaavat ndiden
valossa kuvitella muita keksinnon piiriin kuuluvia suoritusmuotoja.

Taulukot

Taulukko 1: Esitetéidin eri triglyseridioljyjen kokonaisrasvahapposisdllén prosentuaalinen

koostumus ja suocjaava vaikutus EAE:ssi.
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Taulukko 2: Esitetddn kolmen kisittelyryhmin parametrit runsaasti sn-2-asemassa olevaa

GLA:ta sisdltdviin purasruohodljyn kokeessa, joka on kuvattu PCT/GB04/002089:ss4.

Taulukko 3: Esitetddn GLA:n eri muotojen vaikutus EAE:n ilmaantuvuuteen ja kliiniseen

arvioon SJL-hiirilld: alhainen arvo viittaa parantuneeseen terapeuttiseen tehoon.

Taulukko 4: Esitetdfin rikastetun mustaherukkadljyn, paljon GLA:ta mutta vihdn sn-2-
GLA:ta sisdltdvidn kasvidljyn, joka vastaa sieni- ja purasruohodljyd, epdonnistuminen

EAE:ssi.
Kuviot

Kuvio 1: Esitetddin spontaani perifeerisen veren mononukleaarisolun sytokiinituotanto
plasebolla ja runsaasti sn-2-aseman y-linoleenihappoa sisiltivilla PCT/GB04/002089
koedljylld hoidetuilla MS-thmispotilailla 18 kuukauden aikana,

Kuvio 2: Esitetédn plasebon ja runsaasti sn-2-GLA:ta sisdltdvin purasruohodljyn pienen
annoksen (5 g/vrk) vaikutus MS-ihmispotilaan EDSS-arvoon verrattuna suureen
annokseen (15 g/vrk), mikd csitetdéin histogrammina siten, ettd x-akselilla esitetiiin

hoitokuukaudet.

Kuvio 3: Esitetdéin plascbon, runsaasti sn-2-GLA:ta sisdltiviin purasruchodljyn pienen
annoksen ja  suuren annoksen vaikutus MS-ihmispotilaan  keskimiiriiseen
pahenemismddrddn (%) (Mean Reclapse Rate) histogrammina siten, ettd x-akselilla

esitetiin kuukaudet.

Kuvio 4: Esitetddn timin keksinndn menetelmissd ja kiytdssd kiyttdkelpoisen yhden

rasvahapon triasyyliglyseridin synteesin reaktiokaavio.
Kuvio 5: Esitetdsin kontrolliyhdisteen trikapriinin synteesin reaktiokaavio.

Kuvio 6: Esitetiin CGC:n, keksinnén sekarasvahappotriasyyliglyseridin, synteesin

reaktiokaavio.
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Kuvio 7: Esitetiin C-DHGLA-C:n, keksinndn sekarasvahappotriasyyliglyseridin,

synteesin reaktiokaavio.

Kuvio 8: Esitetddn kontrolliyhdisteen GCG:m, 1,3-dikapryyli-2-y-linoleenihapon,

synteesin reaktiokaavio.

Kuvio 9: Esitetddn C-AA-C:n, keksinndn sekarasvahappotriasyyliglyseridin, synteesin

reaktiokaavio.

Kuvioissa 10-19 esitetiin EAE-tutkimusten tulokset SJL- ja CS57BL-hiirilld, kuten
jéljempina esimerkeissi on esitetty (DHLA = DHGLA: A = AA)

Esimerkit
Runsaasti sn-2:ta sisiltiivilli purasruohodljyllda (PCT/GB04/002089) suoritettu

tutkimus

Plasebolla kontrolloituun kaksoissokkokokeeseen osallistui 28 aktiivista aaltoilevaa (kaksi
pahenemisvaihetta edeltivien 18 kuukauden aikana) multippeliskleroosia sairastavaa
potilasta (ikd vaihteli 18 ja 65 vuoden vililld) kapseloidun purasruohodljyn vaikutusten
selvittimiseksi kliiniseen aktiivisuuteen ja laboratorioparametreihin 18 kuukauden aikana.
Tama 6ljy sisilsi runsaasti sn-2-asemassa olevaa y-linoleenihappoa (GLA) (> 40 % sn-2-
tihteistd oli y-linoleenihappoa), ja siind oli matala moneenipitoisuus (esimerkiksi

erukahappoa) eiké siind ollut lisdttyd E-vitamiinia, joka on tunnettu immunomodulaattori.

Potilaat saatiin neurologian poliklinikoilta kahden ldhikaupungin sairaalasta; sairaalan
tictoinen suostumus saatiin ensimmdiselld (perusarvot) kerralla. Poissulkemisperusteisiin
kuuluivat kaikki steroidi- tai immunosuppressiivisen lddkehoidon muodot, raskaus,
hyperlipidemia, sdinnéllinen aspiriinin tai vastaavien lidkkeiden kdyttd ja vitamiini- tai

rasvahappolisit kolmen edellisen kuukauden aikana.

Kokeeseen otettiin mukaan vain potilaat, jotka tdyttivdt kaikki seuraavat perusteet: (a)
kykenivit antamaan tietoisen suostumuksen ennen hoitoa ymmértden tiydellisesti, ettd

suostumuksen voi peruuttaa milloin tahansa haittaa tuottamatta; (b) mies- tai naispuolisia
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poliklinikkapotilaita, joiden ik vaihteli 18-60 vuoden vililld; (c) potilaille on varmistettu
kliinisesti médritetyn pahenevan MS-taudin diagnoosi; (d) potilailla on ollut vihintiin
kolme dokumentoitua kliinistd pahenemisvaihetta viimeisten kahden vuoden aikana; (e)
potilaiden EDSS-arvon (Expanded Disability Scoring Scale) perustaso on 0,0-5,5,
edellyttden ettd heidin pahenemisvaiheensa on hyvin dokumentoitu; ja (f) MS-tautiin
liittyvia oireita lukuun ottamatta terve, mikd on varmistettu lddiketieteellisen taustan,

terveystarkastuksen ja kliinisten kemiallisten, virtsa- ja hematologisten testien avulla.

Potilaat jaettiin farmasian osaston toimesta satunnaisesti yhteen kolmesta ryhmésti, joista

jokaiseen kuului 12 potilasta:

» yksi kliininen ryhma (n=12), joka sai plaseboa (5 g polyetyleeniglykoli 400:aa)

* toinen kliininen rybmé (n=12), joka sai pienen annoksen (5 g) puhdistettua Borage
officinalista

* kolmas kliininen ryhm# (n=12), joka sai suuren annoksen (15 g) puhdistettua Borage

officinalista

Téydennys annettiin yhden gramman painoisen 6ljykapselin muodossa piivittiin
(5/vuorokausi pienen annoksen ja 15/vuorokausi suuren annoksen kohdalla) 18 kuukauden
ajan. Borage officinalis -6ljy ja monityydyttyméttdmit omega-6-rasvahapot ovat
elintarvikkeiden ainesosia, joita pidetddn yleisesti turvallisina ihmiskiyttéon (GRAS). EU-
sdddoksissd niille ei ole luokitus- tai merkintivaatimuksia. Kliininen arviointi sisilsi:
EDSS-pisteytyksen ja kliinisen pahenemisen merkinnin. Laskimoverta (50 ml) otettiin

laboratoriotutkimuksiin 1., 3., 6., 12., 15, ja 18. kuukautena tiydennyksen antamisesta.

Seuraavat biokemialliset ja immunologiset parametrit tutkittiin jokaisella kiyntikerralla
ennen koetta saatujen tietojen ja ryhmien viélisten tietojen vertailuun:

+ Stimuloitunut ja ei-stimuloitunut ex vivo perifecrisen veren mononukleaarisolun

- sytokiinituotanto: muutokset TGF-B1:ssé, IFN-y:ssa, TNF-a:ssa, IL-1B:ssa, IL-6:ssa ja

IFN-P:ssa, jotka on liitetty MS-taudin patogeneesiin. Sytokiinin ja siihen liittyvien gcenien
tuotanto.

* Liukoiset adheesiomolekyylit seerumissa, erityisesti ICAM-1 ja VCAM-1

,J
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e Perifeerisen veren mononukleaarisolun kalvon rasvahapot ja plasman fosfolipidin

rasvahappokoostumus.
Tulokset esitetddn taulukoissa 1 ja 2 ja kuvioissa 1-5.

Ensisijainen tulosparametri oli kliinisten pahenemisvaiheiden lukuméirid perustason (0.
kuukausi) ja hoidon loppumisen (18. kuukausi) vélissd. Toissijaisiin tulosparametreibin
kuuluivat: aika ensimmdiiseen kliiniseen pahenemisvaiheesgen; pahenemisvaiheiden
vaikeus, joka méiritetdin EDSS-arvolla, ja steroidihoidon kiyttd; sekd muutokset EDSS-
arvossa 3., 6., 9., 12. ja 18. kuukautena verrattuna perustasoon ja midritettyni sellaisena
vihintddn 1,0 pisteen nousuna EDSS:ssé, joka on kestidnyt 3 kuukauden ajan, tai sellaisena
vithintddn 1,5 pisteen nousuna EDSS:ssd perustason EDSS:std, joka on kestinyt 3

kuukauden ajan.

Plaseboryhmissd oli 11 potilasta, seitseméin potilasta oli saanut pienen annoksen
purasruohodljyd ja kymmenen potilasta oli saanut suuren annoksen purasruohodljyé.
Tutkittu lddke oli hyvin siedetty, eikd vakavia haitallisia tapahtumia esiintynyt 18

kuukauden koejakson aikana.
PBMC-solujen eristys ja viljely

Heparinisoitu kokoveri laimennettiin yhtd suuren tilavuuden kanssa Hanksin
tasapainotettua suolaliuosta (Sigma, Iso-Britannia) ja tuloksena saatu laimennettu veri
kaadettiin Lymphoprepille (Nycomed, Oslo, Norja). Sen jdlkeen, kun oli suoritettu
tiheyssentrifugointi 800 g:lld 30 minuutin ajan, PBMC otettiin pois rajapinnalta ja -
laimennettiin Hanksin liuoksella, Sitten solut pestiin kahdesti sentrifugoimalla 10
minuutin ajan 250 g:114. Sen jilkeen tuloksena saatu lopullinen pelletti suspensoitiin
uudelleen elatusaineeseen, joka koostui RPMI-1640-elatusaineesta (Sigma, Iso-Britannia),
johon oli lisdtty 2 mM L-glutamiinia, 100 U penisilliinid ja 100 pg streptomysiinid
(Sigma, Iso-Britannia) ja 10 % autologista plasmaa. Kudosviljelyputkiin (Bibby Sterilin
Ltd., Stone, Iso-Britannia) lisittiin 2 x 10° PBMC:ti millilitraa kohti, > 95 % eldvii, miki
mddritettiin trypaanisinisen ekskluusiolla, ja inkubeitiin 24 tunnin ajan 37 °C:ssa 5 %:lla

COza. Antigeenin  konsentraatio, solutiheys ja viljelyaika maédritettiin  kaikki
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aikaisemmissa kineettisissd kokeissa maksimaalisen sytokiinituotannon méirittimiseksi
(aineistoa ei esitetd). Valmistettiin my6s rutiininomaiset cytospin-valmisteet myShempiin
erittelylaskentoihin. Inkuboinnin jilkeen solut poistettiin viljelmasti sentrifugoimalla 250
g:lld 10 minuutin ajan, minki jilkeen tuloksena saadut supernatantit otettiin talteen,

jaettiin tasaeriin ja sdilytettiin -70 °C:ssa.

Plasmaniiytteiden valmistus

10 ml heparinisoitua verta lingottiin 250 g:lld 10 minuutin ajan. Sitten tuloksena saatu

plasmakerros otettiin talteen, jaettiin tasaeriin ja sdilytettiin -70 °C:ssa.

Proinflammatoristen sytokiinien toteaminen
TNF-q, TL-1B ja IFN-y soluviljelmien supernatanteista ja plasmasta todettiin kiyttimilli
kaupallisesti saatavia vasta-ainepareja, jotka mahdollistivat sytokiinien toteamisen

ELISA-formaatissa (R&D systems Ltd, Abingdon, 1so-Britannia). Herkkyydet TNF-a:n ja
IFN-y:n ELISA-méirityksille olivat 15,6-1000 pg/ml ja IL-1p:ile 3,9-250 pg/ml.

Biologisesti aktiivisen TGF-f1:n toteaminen
Biologisesti aktiivinen TGF-B1 soluviljelmien supernatanteista ja plasmasta todettiin
kayttimalld kaupallisesti saatavaa Emax ELISA -jirjestelmas, jonka herkkyys oli 15,6-1000
pg/ml (Promega, Southampton, Iso-Britannia),

Tilastollinen analyysi

Sytokiinituotannon eroja verrattiin kdyttdmailld Studentin t-testid ja Mann-Whitneyn U-

testid ja niitd pidettiin merkitsevind, kun p-arvo oli alle 0,05.

Tulokset

Kahdelle potilaalle kehittyi ripuli, ja molempien varmistettiin myShemmin ottaneen

suuren annoksen purasruchodljyd. Ripuli oli toisella potilaalla lievdd, mutta kohtalaisen
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vaikeaa toisella potilaalla, joka myShemmin keskeytti tutkimuslidikkeen. Koodia ei oltu
purettu ja ripuli oli loppunut lidkkeen keskeyttdmisen jilkeen, mutta se oli ilmaantunut
uudelleen uuden altistuksen jidlkeen. Siitd syystd timd potilas otettiin pois tutkimuksesta.
Jdljelle jddneilld potilailla, joita kisiteltiin suuren annoksen purasruohodljylld, ndkyi
erinomainen Kkliininen paraneminen kaikilla ensisijaisilla ja toissijaisilla tulosperusteilla.
Esimerkiksi heiddn keskimiidrdinen EDSS-piste 6 kuukautta kestineen hoitojakson jalkeen
oli parantunut perustason EDSS:std (kuvio 1). Vield tirkedmpdd on se, eftd kliinisten
pahenemiskertojen keskimédrdinen lukumddrd oli merkitsevisti vihentynyt 6 kuukautta
kestdneen hoidon jilkeen verrattuna plaseboryhmissd esiintyneeseen pahenemiskertojen
lukumédrdsin (kuvio 2). Sitd vastoin potilailla, jotka olivat saaneet pienen annoksen
purasruchodljyé, ei ndkynyt mitdsn kliinistd paranemista plaseboryhmiin verrattuna. MS-
taudin aktiivisuuteen kohdistuneen hyddyllisen vaikutuksen lisdksi suuren annoksen
purasruohodljy tuotti jonkin verran oireisiin kohdistuvaa lievitysté lihasten spastisuudessa

(jaykkyys) ja kivuliaissa sensorisissa oireissa sekd my&s paransi kognitiivisia toimintoja.

Kuten jdljempdnid esitetyistd kuvioista voidaan ndhdd, pahenemisten esiintyvyys 9, 12 ja
18 kuukauden jdlkeen on laskenut nollaan korkean annoksen ryhmissd. Nousu, joka

havaitaan 15 kuukauden kohdalla, johtui potilaasta, joka putosi pois tdstd ryhmista.

Seuraavassa esitetddn kolme lyhyttd sairauskertomusta kuvaamaan sn-2-GLA:ta runsaasti
sisdltdvan purasruohodljyn suuren annoksen terapeuttisia etuja. Kaksi ensimmiistd ovat
kokeesta, kun taas kolmas on kuvaus sellaisesta potilaasta kokeen jdlkeen, jolle saatiin

magneettikuvaustulokset.
Potilas 1 (hoito):

Ensimmiinen potilas oli 48-vuotias nainen, jola oli ollut kliinisesti aktiivinen aaltoileva
MS-tauti 9 vuoden ajan. Hin oli alun perin tySskennellyt kokopiivitoimisesti
hallintovirkailijana paikallisessa terveysvirastossa, mutta hin ei kyennyt suoriutumaan
tehtdvistiddn vaikean MS-tautinsa vuoksi. Siitd syystd hin tydskenteli sittemmin osa-
aikaisena sihteerind, mutta hidnelld oli yha vaikeuksia litkuntakyvyssé lihasten jiaykkyyden
Ja sensoristen hidirididen vuoksi. Hin oli kokenut myds useita vaikeita kliinisid

pahenemisvaiheita, keskim#4rin yhden pahenemisvaiheen joka yhdeksds kuukausi.
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Useimmat niistd pahenemisvaiheista olivat johtaneet sairaalahoitoon steroiditerapiaa
varten. Hinet otettiin purasruchodljytutkimukseen aktiivisen MS-tautinsa vuoksi,
Tutkimukseen liittyvid haittavaikutuksia ei esiintynyt, ja sen jilkeen, kun héin oli ottanut
ladkettd neljan kuukauden ajan, hidn koki selvdn paranemisen kivclyssddn ja sensorisissa

oireissaan.

Noin yhdeksdn kuukauden hoidon jilkeen hidn voi riittivin hyvin aloittaakseen
kokopiéiviisen tyon, Lisdksi hidnelld ei ollut pahenemisvaiheita 18 kuukautta kestdvin
kliinisen kokeen aikana. Kokeen loppumisen aikana hoitokoodi paljasti hinen kiyttineen

purasruohodljyn suurta annosta.

Potilas 2 (kontrolli):

Toinen tapaus oli 46-vuotias nainen, jolla myds oli ollut kliinisesti aktiivinen aaltoileva
MS-tauti 8 vuoden ajan. Hin oli alun perin tydskennellyt kauppa-apulaisena, mutta joutui

tySttomaksi MS-taudin diagnosoinnin jéilkeen,

Hinen oireisiinsa kuului liikuntakyvyn vaikeudet ja kivuliaita sensorisia oireita
molemmissa jaloissa. Hanelld oli ollut kolme kliinisti pahenemisvaihetta kahtena kliinisti
koetta edeltivini vuotena, ja hinet oli otettu sairaalaan kahdesti steroidihoitoa varten,
Niinpd hdnet otettiin  purasruohodljykokeeseen, mutta hdnen kivelemisensi
heikentyminen jatkui. Kuusi kuukautta kokeesecen otosta hdnen oli kiytettivi
kivelykeppid ja hin sai hoitoa myds Baclofenilla alaraajan spastisuuden vihentimiseen,
Noin kymmenen kuukauden kuluttua purasruohotljykokeen aloittamisesta hinet otettiin
sisddn sairaalaan vaikean kliinisen pahenemisvaiheen vuoksi, jota hoidettiin steroideilla.
Myshemmin hinelle kehittyi rakon hdirioitd ja hin alkoi kiyttid pyérdtuolia pitkilld
matkoilla, Hoitokoodi paljastettiin 18 kuukautta kestévin kokeen loppumisen jilkeen, ja
hénen havaittiin kiyttineen plaseboa. Sittemmin hin alkoi kyttds kiavelytukea (walking

frame) yli 50 jaardin pituisille matkoille.
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Potilas 3: Hoito (lisini kokeescen)

Kolmas tapaus oli 26-vuotias mies, jolle diagnosoitiin varma MS-tauti huhtikuussa vuonna
2001. Hénen oireensa olivat alkaneet vuonna 1999, jolloin hin oli valittanut levinneestid
vaikeasti hoidettavasta kivusta eri puolilla kehoa, erityisesti rintakehin ja vatsan
vasemmalla puolella. T#td seurasi kisien ja jalkojen ajoittainen puutumus, johon liittyi
vaihtelevaa heikkoutta. Esiintyi my&s kiusallisia rakko-oireita virtsaamisen tiheyden ja
kiireellisyyden muodossa. MS-taudin diagnoosi vuonna 2001 perustui hinen aaltoileviin
oireisiinsa ja se varmistui aivo-selkdydinnesteen positiivisella ndytteelld ja aivojen
magneettikuvauksella (MRI), jossa nidkyi useita valkean aineen poikkeavuuksia

molemmissa aivopuoliskoissa. Oireet eivit reagoineet erilaisiin farmaseuttisiin hoitoihin,

Huhtikuussa vuonna 2003 aloitettiin esilld olevan suuren purasruohodljyannoksen otto
tdydennykseni suun kautta. Potilas selosti oireidensa dramaattisesta paranemisesta kolmen
kuukauden kuluessa tdmén suun kautta otetun tdydennyksen aloittamisesta. Hinen
kivuliaat sensoriset oireensa havisividt tdysin. Hidn ei raportoinut puutumuksesta tai
heikkoudesta toukokuun 2003 jdlkeen ja havaitsi merkittivin paranemisen rakon
hallinnassaan. Suun kautta otettu taydennys ei aiheuttanut mitd4n episuotuisia tapahtumia.
Aivojen uusinta-MRI otettiin herra N:n oireissa raportoidun parantumisen todentamiseksi.
Uusinta-MRI osoitti  valkean aineen poikkeavuuksien koon ja levinneisyyden

pienentyneen.

Esimerkit: Strukturoidut sn-2-lipidit

Kaikissa jiljempind esitetyissd esimerkeissd saadaan korkeampi puhtaus kiyttimails
korkeamman puhtausasteen lihtaineita y-linoleenihappoa, dihomo-y-linoleenihappoa tai
arakidonihappoa, joita on saatavana esimerkiksi Sigma Aldrichilta. GLA 95 tarkoittaa 95-

%v:isesti puhdasta y-linoleenihappoa.
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Synteesiesimerkki 1: Trigammalinoleenin synteesi

1) Happokloridimenetelmé

2,0 g (7,2 mmol, 3,1 ekv.) GLA95:ttd (95-%:isesti puhdas y-linoleenihappo) liuotettiin 10
ml:aan DCM:44. Liséttiin tipoittain 1,01 g (0,71 ml, 8,0 mmol, 3,4 ekv.) oksalyylikloridia
5 mlissa DCM:43 2-3  minuatin @ aikana  typpi-ilmakehéissi.  Sckoitettiin
huoneenldmpdtilassa  yoén yli. Reaktioseos konsentroitiin  in  vacuo DCM:m  ja
oksalyylikloridiylimddrdn poistamiseksi. Sitten tdmd happokloridi liséttiin tipoittain 2-3
minuutin kuluessa sekoitettuun seokseen, jonka muodostivat 215 mg (2,3 mmol, 1 ekv.)
glyserolia, 0,58 ml (3,1 ekv.) pyridiinid ja 10 ml DCM:é4, typpi-ilmakehédssi. Seosta
sekoitettiin huoneenldmpdtilassa yon yli. Sen jdlkeen muodostunut pyridiinihydrokloridi
suodatettiin eroon ja pestiin DCM:ll4. Liuos pestiin 1 x 4 ml:lla vettd, 0,1 N HCl:44, 5-
%:ista natriumbikarbonaattia ja 5-%:ista NaCl:a. Kuivattiin magnesiumsulfaatilla,
suodatettiin ja konsentroitiin in vacuo keltaiseksi oljyksi. Tdmi oljy puhdistettiin
silikakolonnilla kdyttamilla 10-%:ista eetterid heksaanissa eluutiolivottimena, Saatiin
kirkasta véritontd oljyd, jonka ndytteelle suoritcttiin vaihtoesterdinti ja analysoitiin sen

Jjilkeen GC:ll4. Tuote sisilsi 96,3 % GLA ta.

2) DCCI-menetelma

2,19 g GLA9S:ttd (3,15 ekv.), 230 mg (1 ekv.) glyserolia, 153 mg DMAP:ti (0,5 ekv.)
sekoitettiin 10 ml:ssa DCM:44 typpi-ilmakehissd. Lisdttiin 1,85 g DCCLtd (3,6 ekv.) 5
ml:ssa DCM:d4. Reaktioseosta sekoitettiin huoneenldmpétilassa typpi-ilmakehissd yon
yli. Muodostunut DCU suodatettiin ja pestiin DCM:114. DCM pestiin 1 x 5 ml:lla N
HCl:44, vettd, 5-%:ista natriumbikarbonaattia ja vettd. Kuivattiin magnesiumsulfaatilla,
suodatettiin  ja konsentroitiin in vacuo Oljyksi. Tdmid oljy puhdistettiin sitten
silikakolonnilla kdyttamalla 10-%:ista eetterid heksaanissa eluutioliuottimena. Saatiin 1,47
g (67 %) hieman samecaa 6ljyd. Tamin tuotteen néytteelle suoritettiin vaihtoestersinti ja

sille suoritettiin GC-analyysi. Tuote sisilsi 95,8 % GLA ta.
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Suuri mittakaava

20 g (0,072 mol, 3,1 ekv.) GLA9S5:tt4 (gammalinoleenthappo, 95 %) liuotettiin 100 ml:aan
DCM:44. Lisittiin 13,7 g (9,3 ml, 0,11 mol, 4,78 ekv.) oksalyylikloridia 3-4 minuutin
aikana typpi-ilmakehdssd. Reaktioseosta sekoitettiin typpi-ilmakehdssd y6n yli. Sitten se
konsentroitiin in vacuo DCM:n ja oksalyylikloridiylimddrdn poistamiseksi. Sitten tit3
6ljyé lisdttiin tipoittain noin 5 minuutin kuluessa sekoitettuun seokseen, jonka muodostivat
2,14 g (0,023 mol, 1 ekv.) glyserolia, 100 m| DCM:44 ja 5,8 ml (5,68 g, 0,072 mol, 3,1
ekv.) pyridiinid typpi-ilmakehiss4. Lisattiin 85 mg (0,7 mmol, 0,03 ekv.) DMAP- (4-
dimetyyliaminopyridiini) -katalyyttii. Seosta sekoitettiin huoneenldmpétilassa yon yli.
Pyridiinihydrokloridi suodatettiin eroon ja pestiin DCM:lli. DCM-liuos pestiin 1 x 25
ml:la: vettd, 10-%:ista natriumbikarbonaattia, 0,1 N HClLiid, 5-%:ista NaCl:a. (Emulsiot
muodostuivat  tdmdn  prosessin  aikana, etenkin alussa), DCM  kuivattiin

magnesiumsulfaatilla, suodatettiin ja konsentroitiin in vacuo ruskeaksi 8ljyksi (~21 g).

Oljy puhdistettiin silikakolonnilla kdyttam&lli ensin 5-%:ista eetterii heksaanissa ja sen
jalkeen 10-%:ista. Saatiin 15,6 g (77 %:n saanto) kirkasta §ljyd. Tlc:lld todettuna timd
aine sisdlsi pienen midrin vapaata GLA:ta. (T#m& aine puhdistettiin uudelleen

myShemmin)

Suuren mittakaavan suurennus

Edelld mainittu reaktio toistettiin 10-kertaisella suurennuksella. Siten kiytettiin 200 g
GLA95:ttd, 1 1| DCM:did, 137 g oksalyylikloridia ja 21,4 g glyserolia. Happokloridia
lisittiessd reaktioseosta jadhdytettiin kylméssi vesihauteessa ja lampétila pidettiin 35 °C:n
alapuolella. Muodostui 250 g ruskeaa 6ljyd. Tamid puhdistettiin alussa 500 gramman
silikakolonnilla. Oljy liuotettiin 200 ml:aan heksaania ja syétettiin kolonniin. Kolonni
eluoitiin ensin heksaanilla, sitten 5-%:isella eetterilldi heksaanissa ja sen jilkeen 10-
%:isella. Fraktiot kerittiin talteen ja analysoitiin tlc:1l4, miké tuotti lopulta kaksi 6ljyeraa.
Ensimmiinen A (66 g) sisdlsi pienen mé#rin rintamassa kulkenutta epapuhtautta ja vihzn
GLA:ta (kulkee hitaammin kuin TGL), toisessa fraktiossa B (99 g) ei ollut rintamassa

kulkenutta epdpuhtautta ja se sisilsi vihidn GLA ta.
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Suuren mittakaavan reaktio toistettiin kayttimilld 169 g GLA:ta, ja saatiin kaksi fraktiota
kuten edelld. Talld kertaa oli 85 g:n 'A'-fraktio ja 54 g:n 'B'-fraktio. Molemmat 'A’-erit
yhdistettiin ja puhdistettiin uudelleen 500 g:n silikakolonnilla. 'B'-fraktioita kisiteltiin

samalla tavalla (tdhén crdin lisdttiin myds 15 g ainetta pienen mittakaavan reaktiosta).

Jotkin edellisistd fraktioista puhdistettiin uudelleen, jolloin lopulta saatiin 259 grammaa
oljya. Oljyd pumpattiin kiertohaihduttimella suurtyhjdssd vakiopainoon - 256 g. Timi

vastaa 65 %:n kokonaissaantoa.

Tuotteen analysointi

GC

Pienelle nédytteelle suoritettiin vaihtoestersinti ja GC-analyysi:

GLA-pitoisuus oli 97,1 %. Pddasiallinen epépuhtaus oli linolihappo - 1,91 %.

Huomaa: Synteesiin kiytetty alkuperdinen GLA9S sisdlsi 96,2 % GLA:ta ja 2,42 %

linolihappoa.

HPLC

HPLC-menetelmi tehtiin kdyttdimilld kilinteisfaasikolonnia (Hypersil C18 4.6 x 100 mm),
eluoitiin 80/20 asetonitriili/THF-seoksella. Toteaminen suoritettiin UV:lla 210 nm:ssi.
Tamé& osoitti tuotteen olevan kolmen komponentin seos. P#ipiikki (93,6 %) oli haluttu
tuote. Hitaammin kulkeva epépuhtaus (vastasi 5,0 % tuotteesta) oli todennikdisesti
GGLI-triglyseridi (LI = linolihappo). Toinen epdpuhtaus kulki hieman nopeammin ja se

edusti 1,4 % tuottecsta,

Huomaa: Absorptio 210 nm:ssé vaihtelee huomattavasti eri rasvahapposisillén sisiltivien
triglyseridien kesken. Esimerkiksi trigammalinoleenin UV-absorptio on 5-6 kertaa
voimakkaampaa kuin trilinoleenilli,

Yhteenveto

254 g glyseroli-tri-6,9,12-linolenaatti (gammalinoleenihappotriglyseridi,

trigammalinoleeni, GGG) valmistettiin 96,2 %:isesta GLA:sta kaksivaiheisella
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happokloridireitilld. Se on kirkas, vaaleankeltainen oljy ja sitd sdilytettiin typpi-
ilmakehdssd pakastimessa. GLA-pitoisuus oli 97,1 % eikd C20:1, C22:1 tai C24:1 happoja
todettu. HPL.C-puhtaus oli 93,6 %.

Puhtaamman GGG:n synteesi olisi helposti saavutettavissa kiyttdimalla GLA 98:aa (98-

%:inen y-linoleenihappo:Scotia) tai puhtaampaa ldhtSainetta.

Vertailulipidi 1: Trikapriinin (glyserolitridekanoaatti) synteesi

Pieni mittakaava

Glyserolia (3,0 g, 0,0325 wol, 1 ekv.), pyridiinid (8,1 ml, 0,10 mol, 3,1 ekv.) ja
dikloorimetaania (100 ml) sekoitettiin huoneenldmpdtilassa typpi-ilmakehdssd. Sitten
liséttiin tipoittain dekanoyylikloridia (21 ml, 19,25 g, 0,10 mol, 3,1 ekv.) 5 minuutin
aikana kdyttimalld ulkojadhdytinti vesihauteessa pitimddn lampotilan 30-35 °C:ssa. Kun
lisdys oli suoritettu, lisdttiin 4-dimetyyliaminopyridiinida (DMAP) (0,12 g, 1 mmol, 0,03
ekv.) ja seosta sekoitettiin typpi-ilmakehéissd huoneenldmpotilassa yon yli. Saostunut
pyridiinihydrokloridi poistettiin  suodattamalla ja pestiin dikloorimetaanilla. Sitten
yhdistetty pesu ja  suodos  pestiin  5-%:isen  natriumkloridin,  5-%:isen
natriumbikarbonaatin, 0,1 N kloorivetyhapon ja 5-%:isen natriumkloridin vesilivoksilla
(20 ml). Sen jilkeen dikloorimetaanikerros kuivattiin MgSQq:lla ja livotin poistettiin in
vacwuo. Jainnosoljy kiteytyi seisotettaessa. Tdmd aine kiteytettiin uudelleen isopropanolista

(40 ml), jolloin saatiin 15,6 g (86 %:n saanto) vahamaista valkoista kiinteiid ainetta,

Analyysi

GC - 99,8 %:n puhtaus

HPLC

(C18 4,6 x 100 mm, ACN/THF 85/15, 1 mV/min, X 210 nm) - 94,9 %:n puhtaus

Suuri mittakaava

Edelld mainittu toistettiin 15-kertaisella mittakaavalla. Glyserolia (45,0 g, 0,49 mol, 1
ekv.), pyridiinid (121,5 ml, 1,50 mol, 3,1 ekv.) ja dikloorimetaania (1,5 1) sekoitettiin
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huoneenlampétilassa typpi-ilmakehéssa. Sitten lisittiin tipoittain dekanoyylikloridia (315
ml, 288,8 g, 1,50 mol, 3,1 ekv.) 15 minuutin aikana kayttimilld ulkojddhdytintd
vesihauteessa pitimidn lampdtilan 30-35 °C:ssa. Kun lisdys oli suoritettu, liséttiin 4-
dimetyyliaminopyridiinida (DMAP) (1,8 g, 15 mmol, 0,03 ekv.) ja seosta sekoitettiin typpi-
ilmakehissd huoneenlimpdtilassa yon yli. Saostunut pyridiinihydrokloridi poistettiin
suodattamalla ja pestiin dikloorimetaanilla. Sitten yhdistetty pesu ja suodos pestiin 5-
%:isen natriumkloridin, 5-%:isen natriumbikarbonaatin, 0,1 N kloorivetyhapon ja 5-
%:isen natriumkloridin vesiliuoksilla (300 ml). Sen jilkeen dikloorimetaanikerros
kuivattiin MgSQs:lla ja liuotin poistettiin in vacuo. Jadnndsoljy kiteytyi seisotettaessa.
Tdam3 aine Kiteytettiin uudelleen isopropanolista (400 ml), jolloin saatiin 228 g (86 %:n

saanto) vahamaista valkoista kiintedd ainetta.

Analyysi

GC -99,8 %:n puhtaus

HPLC

(C18 4,6 x 100 mm, ACN/THF 85/15, 1 ml/min, A 210 nm) - 94,9 %:n puhtaus

Valmistettiin lisderi ja yhdistettiin se edelli mainitun pienen mittakaavan erfin kanssa ja
kiteytettiin uudelleen isopropanolista, jolloin saatiin 44 g tuotetta. Edelld mainitut erit

yhdistettiin (268 g) ja analysoitiin uudelleen:

GC

99,9 %:m puhtaus
HPLC

97,9 %:n puhtaus

Yhteenveto

263 g glyserolitridekanoaattia (trikapriini, CCC) oli valmistettu dekanoyylikloridista (98
%) yksivaiheisella prosessilla (kaavio esitctddn jiljempdnd). Se on valkoista, alhaalla
sulavaa kiintcdd ainetta ja sitd sdilytettiin typpi-ilmakchissd pakastimessa. C-sisdltd oli

99,9 % rasvahapposisillostd ja HPLC-puhtaus oli 97,9 %.
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Synteesiesimerkki  2:  1,3-dikapriini-2-gammalinolenoaatti  (glyseroli  1,3-
didekanoaatti-2-oktadekatri(6-Z,9-Z,12-Z)enoaatti eli CGC)

Tami triglyseridi on uusi. Toisin kuin CGC, sen isomeeri CLnC (Ln = a-linoleenihappo)
on tunnistettu (katso K. Long et al., Biotechnol. Lett., 20, 369-372 (1998) ja H. Mu, P.
Kalo et al., Eur. J. Lipid Sci. Technol., 102, 202-211 (2000) kookostljyn komponenttina.
Lisiksi CLxC (Lx = linoleenihappo, jolla on epaspesifinen kaksoissidoksen asema) on

kuvattu (katso J. Gresti et al., J. Dairy Sci., 76, 1850-1869 (1993)).

CGC:n synteesissd kiytetyt kaksi vilituotetta ovat tunnettuja (katso L. El Kihel et al,,
Arzneim - Forsch./Drug Res., 46, 1040-1044 (1996) ja US 4178299. Jiljempéni kuvattu
viimeinen vaihe on uusi ja myds kaksi ensimmaiistd vaihetta ovat keksinnollisid, koska ne

soveltuvat paremmin suuren mittakaavan tuotantoon kuin aikaissmmin kuvatut.

CGC valmistettiin  saattamalla 1,3-dikapriini reagoimaan GLA-kloridin kanssa
dikloorimetaani-pyridiinissd. 1,3-dikapriint valmistettiin pelkistdimalia
natriumboorihydridilld 1,3-didekanoyylioksipropan-2-oni, joka oli puolestaan valmistettu
saattamalla dekanoyylikloridi reagoimaan 1,3-dihydroksiasetonin kanssa. Vilituotetta 1,3-
dikapriini on kisiteltivid varoen, koska siind voi tapahtua asyylimigraatio hapoille,
emiksille ja limmolle altistuessaan. Vanhempi menetelmd 1,3-dikapriinin valmistamiseksi

on kuvattu (katso A. P. J. Mank et al., Chem. Physics Lipids 16, 107-114 (1976)).

Monipuolinen joustava 1,3-diglyseridien ja ftriglyseridien synteesi dekaanihapon
katalysoidulla  lisdykselld glysidoliesteriin  (epikloorihydriinistd) on  vdhemmin
houkutteleva, mikd johtuu vaikeammista reaktio-olosuhteista ja asyylimigraatio-
ongelmista. Lopputuote, CGC, puhdistettiin huolellisesti kolonnikromatografialla

silikalla, jolloin stvutuotteet poistuivat.
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Pieni mittakaava

1,3-didekanoyylioksipropan-2-oni

Dekanoyylikloridia (40,0 ml, 36,8 g, 0,19 mol, 1,98 ekv.) lisittiin tipoittain 10-15
minuutin aikana 1,3-dihydroksiasetonidimeerin (8,68 g, 0,048 mol, 1,0 ekv.), pyridiinin
(15,6 ml, 0,19 mol), 4-dimetyyliaminopyridiinin (0,18 g, 0,0014 mol, 0,03 ekv.) ja
dikloorimetaanin (DCM, 150 ml) sekoitettuun suspensioon huoneenlampétilassa typpi-
ilmakehissi. Reaktioseoksen limpotila pidettiin 30 °C:n alapuolella jashdyttdamalld
kylmissi vesihauteessa. Reaktioseosta sekoitettiin huoneenldmpttilassa typpi-ilmakehiss
yon yli. Muodostunut pyridiinihydrokloridi poistettiin suodattamalla ja pestiin DCM:114.
Yhdistetty suodos ja pesut pestiin sitten | x 25 mlin annoksilla 5 % NaCla, 5 %
NaHCOs:a, 0,1 N HCl:a, 5 % NaCl:a. Sitten liuos kuivattiin MgSO4:1la ja konsentroitiin in
vacuo kellertiviksi puolijihmeiiksi aineeksi. Sitten timd kiteytettiin metanolista (150 ml),

jolloin saatiin valkoista kiinted# ainetta. Saanto oli 28,2 g (73 %).

1,3-Dikapriini

Edellinen ketoni (28,2 g, 0,071 mol) livotettiin tetrahydrofuraaniin (THF, 200 ml). Sen
jalkeen lisdttiin vettd (10 ml), livos jadhdytettiin 5 °C:seen ja natriumboorihydridid (5,38
g, 0,14 mol) lisittiin annoksittain alle 10 °C:n ldmpdtilassa. Reaktioseosta sekoitettiin
huoneenldmpétilassa 1 tunnin ajan ja konsentroitiin sitten in vacuo THF:n poistamiseksi.
Jdannos jaettiin etyyliasetaatin ja 5-%:isen natriumkloridiliuoksen kesken. Vesifaasi
uutettiin uudelleen etyyliasetaatilla ja yhdistetyt uutokset kuivattiin MgSQOjlla ja
konsentroitiin in vacuo vahamaiseksi kiintedkst ainecksi. Tamd Kkiteytettiin kahdesti

heksaanista, jolloin saatiin 11,2 g (40 %) valkoista kiintedd ainetta. (puhtaus 99 %+
HPLC:115)

1,3-Dikapriini-2-gammalinolenoaatti (CGC)
Gammalinoleenihappoa (GLLA95, 8,34 g, 0,03 mol) livotettiin dikloorimetaaniin (DCM,

60 ml). Tuloksena saatua liuosta sekoitettiin huoneenldmpdétilassa typpi-ilmakehissi ja

oksalyylikloridia (3,9 ml, 5,67 g, 0,044 mol) lisdttiin tipoittain 5 minuutin aikana. Seosta
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sekoitettiin huoneenldmpétilassa yon yli ja konsentroitiin sitten in vacuo DCM:n ja
oksalyylikloridiylimadrin poistamiseksi. Sitten timé 6ljyinen happokloridijinnds (GLA-
Cl) liséttiin tipoittain 15 minuutin kuluessa (jdfi/vesijadhdytys) 1,3-dikapriinin (11,2 g,
0,028 mol), DCM:mn (50 ml) ja pyridiinin (2,42 ml, 2,37 g, 0,03 mol) ja 4-
dimetyyliaminopyridiinin (0,10 g, 0,0008 mol, 0,03 ekv.) sekoitettuun liuokscen 10-15
°C:n ldmpdtilassa. Lampotila pidettiin - siind  jds-vesijaahdytykselld. Reaktioseosta
sekoitettiin  huoneenldmpétilassa typpi-ilmakehdssd yon yli. Pyridiinihydrokloridi
poistettiin suodattamalla ja pestiin DCM:114. Yhdistetty pesu ja suodos pestiin 1 x 20 mlin
annoksilla 5§ % NaCl:a, 5 % NaHCOs:a, 0,1 N HClLa, 5 % NaCl:a. Sitten liuos kuivattiin
MgSOq:lla ja liuotin  poistettiin - in  vacuo. Ruskea jdénndsdljy puhdistettiin
kolonnikromatografialla  silikalla.  Eluutio  heksaanilla ja  sitten 5-%:isella
eetteri/heksaanilla tuotti 10,3 g (56 %) viritontd 6ljyd. Rakenne varmistettiin BC NMR:11d
ja GLC:l14. Puhtaus mééritettiin HPLC:14.

Suuri mittakaava
1,3-didekanoyylioksipropan-2-oni

Dekanoyylikloridia (272 ml, 250 g, 1,3 mol, 2 ekv.) liséttiin tipoittain 10-15 minuutin
aikana 1,3-dihydroksiasetonidimeerin (59,1 g, 0,65 mol, 1,0 ekv.), pyridiinin (106 ml,
103,7 g, 1,3 mol), 4-dimetyyliaminopyridiinin (2,38 g, 0,02 mol, 0,03 ekv.) ja
dikloorimetaanin (DCM, 750 ml) sekoitettuun suspensioon huoneenldmpétilassa typpi-
ilmakehdssd. Reaktioseoksen limpétila pidettiin 30 °C:n alapuolella jidhdyttamalld
kylmissé vesihauteessa. Reaktioseosta sekoitettiin huoneenlimpdtilassa typpi-ilmakehissa
yon yli. Muodostunut pyridiinihydrokloridi poistettiin suodattamalla ja pestiin DCM:ili.
Yhdistetty suodos ja pesut pestiin sitten 1 x 150 mln annoksilla 5 % NaCl:a, 5 %
NaHCOs:a, 0,1 N [ICl:a, 5 % NaCl:a. Sitten liuos kuivattiin MgSQy:lla ja konsentroitiin in
vacuo kellertiviksi puolijihmedksi aineeksi. Sitten timd Kkiteytettiin metanolista (500 ml),

jolloin saatiin valkoista kiinted4 ainetta. Saanto oli 158 g (60 %).
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1,3-Dikapriini

Edellinen ketoni (158 g, 0,40 mol) livotettiin tetrahydrofuraaniin (THF, 2,25 1). Sen
jalkeen lisittiin vettd (50 ml), livos jadhdytettiin 5 °C:seen ja natriumboorihydridid (5,66
g, 1,5 ekv.,) lisittiin annoksittain alle 10 °C:n limpdtilassa. Reaktioseosta seurattiin
HPLC:1l4 (C18, eluointi ACN:1ld virtausnopeudella 1 ml/minuutti, A210 nm) (huomaa: itse
asiassa lisiittiin vain noin 4,5 g boorihydridid, koska kaikki SM oli reagoinut).
Reaktioseosta sekoitettiin huoneenldmpétilassa 1 tunnin ajan ja konsentroitiin sitten in
vacuo THF:n  poistamiseksi. Jainnds jaettiin  etyyliasetaatin ja  5-%:isen
natriumkloridiliuoksen kesken. Vesifaasi uutettiin uudelleen etyyliasetaatilla ja yhdistetyt
uutokset kuivattiin MgSO,:Hla ja konsentroitiin in vacuo vahamaiseksi kiintedksi aineeksi.
Tami kiteytettiin kahdesti heksaanista, jolloin saatiin 96 g (60 %) valkoista kiinteds
ainetta. (98 %:n puhtaus HPLC:114)

1,3-Dikapriini-2-gammalinolenoaatti (CGC)

Gammalinoleenihappoa (GLA95, 120,2 g, 0,43 mol) liuotettiin dikloorimetaaniin (DCM,
750 ml). Tuloksena saatua liuosta sekoitettiin huoneenldampétilassa typpi-ilmakehissi ja
oksalyylikloridia (55,7 ml, 82,3 g, 0,65 mol, 1,5 ekv.) liséttiin tipoittain 15-20 °C:n
lampdtilassa 15 minuutin aikana, Seosta sekoitettiin huoneenldmpétilassa yon yli ja
konsentroitiin sitten in vacuo DCM:n ja oksalyylikloridiylimdédrin poistamiseksi. Sitten
tdamd §ljyinen happokloridijainnds (GLA-CI) lisédttiin tipoittain 30-40 minuutin kuluessa
10-15 °C:ssa (jada/vesijadhdytys) 1,3-dikapriinin (164,7 g, 0,41 mol), DCM:n (650 ml),
pyridiinin (33,3 ml, 32,5 g, 0,41 mol) ja 4-dimetyyliaminopyridiinin (1,50 g, 0,012 mol,
0,03 ekv.) sekoitettuun liuokseen 10-15 °C:n lampdtilassa. Reaktioseosta sekoitettiin
huoneenldmpdétilassa  typpi-ilmakehdssd yon yli. Pyridiinthydrokloridi poistettiin
suodattamalla ja pestiin DCM:114. Yhdistetty pesu ja suodos pestiin 1 x 150 mln
annoksilla 5 % NaCl:a, 5 % NaHCOs:a, 0,1 N HCl:a, 5 % NaCl:a. Sitten livos kuivattiin

MgS8O0;:1la ja liuotin poistettiin in vacuo, jolloin saatiin ruskeaa 6ljyd (275 g).

Edelld mainittujen kolmen reaktion mittakaava oli suurin, jolla kukin suoritettiin.
Boorihydridipelkistys tuotti 1,3-dikapriinin liséiksi sivutuotetta vaihtelevina saantoina.

Tamin sivutuotteen ldsndolo vaikutti suuresti eristetyn puhtaan 1,3-dikapriinin saantoon;
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sivutuote voitiin poistaa vain raakatuotteen kahdella kiteyttamiselld. Koska lopputuote,
CGC puhdistetaan kolonnikromatografialla, on vilttimétontd, ettd loppuvaiheeseen

kédytetty 1,3-dikapriini on mahdollisimman puhdasta!

Edelld mainituista reaktioista saatiin noin 440 g puhdistamatonta CGC:té ruskeana &ljynd.
Téméi puhdistettiin silikakolonnien sarjalla kiyttimalld heksaania ja sen jilkeen 2-3-%:ista
eetteri/heksaania. Puhdistamiseen tarvittiin 7-8 kolonnia, joissa kdytettiin 3-4 kiloa silikaa,
25-30 litraa livotinta (livottimen uudelleen kierrdttdiminen piti timén fuvun alhaisena -

kaytanndssa kdytettiin yli 100 litraa).

Tuloksena saatu tuote, kirkas ldhes viriton 6ljy (264 g) oli 96,4-%:isesti puhdasta
HPLC:lld (C18 4,6 x 100 mm, eluointi 85/15 ACN/THF:l4 virtausnopeudella 1
ml/minuutti, UV-detektointi A210 nm)., GC osoitti suhteen 66,1/33,9 C/G. NMR-analyysi
osoitti tuotteella olevan oikea CGC-rakenne ja sen puhtausasteen olevan vihintidn 95 %:
d; (500 MHz, CDCl3) 172,65 (2-GLA-karbonyyli), 173,25 (1,3-kapriinikarbonyyli).
Signaalien suhde 2,04:1. Signaalin puuttuminen kohdassa 173,0 osoitti [,3-GLA:mn
puuttuvan. Vihiinen signaali kohdassa 172,79 saattoi olla §ljyhappoepédpuhtaus GLA:ssa
tai 2-kapriinihappoa.

Yhteenveto

264 g glyseroli-1,3-didekanoaatti-2-gammalinolenoaattia (1,3-dikapriini-2-GLA, CGC) on
valmistettu dekanoyylikloridista (98 %) kolmivaiheisella prosessilla (kaavio esitetidn
jiljempind). Se on ldhes viritontd 6ljyd (hienoinen keltainen sidvy) ja sitd sdilytettiin

typpi-ilmakehissé pakastimessa. HPLC-puhtaus oli 96,4 %.
Synteesiesimerkki 3
1,3-Didekanoaatti-2-dihomo-y-linolenoaaiti (glyseroli-1,3-didckanoaatti-2-eikosa-

(8Z,11Z,14Z)-trienoaatti eli C(DHLA)C

Tamd triglyseridi ndyttdd olevan uusi - mitddn viittausta siihen ei ole l16ydetty.
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DHLA (3,93 g, 12,8 mmol, 1 ekv.) liuotettiin dikloorimetaaniin (DCM, 20 ml) ja
sekoitettiin huoneenlampdtilassa typpi-ilmakeh#ssd. Oksalyylikloridia (1,69 ml, 2,46 g,
19,4 mmol, 1,5 ekv.) lisittiin tipoiftain 1-2 minuutin aikana ja jatettiin sekoittaen
huoneenlampétilaan yon yli. Tuloksena saatu livos Konsentroitiin in vacuo DCM:n ja
oksalyylikloridiylimddran poistamiseksi. Sitten tim& O6ljyinen happokloridijdénnds
(DHLA-C)) lisittiin tipoittain 5 minuutin kuluessa 25 °C:ssa 1,3-dikapriinin (4,91 g, 12,2
mmol, 0,95 ekv.), pyridiinin (0,98 ml, 0,96 g, 12,1 mmol, 0,95 ekv.) ja 4-
dimetyyliaminopyridiinin (DMAP, 8 mg, 0,07 mmol, 0,03 ekv.) sekoitettuun seokseen.
Reaktiolimpétila nousi 32 °C:seen lisiyksen aikana. Reaktiota sekoitettiin 30-35 °C:ssa ja
seurattiin ~ HPLC:lli.  Reaktio pysédytettiin 1,5 tunnin  kuluttua.  Saostunut
pyridiinihydrokloridi suodatettiin eroon ja pestiin DCM:ll4. Yhdistetty suodos ja pesut
pestiin sitten 1 x 10 mhn annoksilla 5 % NaCl:a, 5 % NaHCO;y:a, 0,1 N HCl:a, 5 %
NaClia. Sitten linos kuivattiin MgSOg:lla ja konsentroitiin in vacuo, jolloin saatiin
raakatuotetta keltaisenoranssina 6ljyna (8,9 g, 86 %:n puhtaus HPLC:11). Talle 6hylle
ajettiin  kromatografia silikageelilld (250 g). Eluutio heksaanilla ja dietyylieetteri-
heksaanilla (2-6 %) tuotti puhtaan tuotteen vaaleankeltaisena oOljynd. Kaisittely
heksaanilivoksella virid poistavan hiilen kanssa ja liuottimen poistaminen in vacuo tuotti

C(DHLA)C:td kirkkaana virittdmand 6ljyna (6,48 g, 98,9 %:n puhtaus HPLC:H4).

Synteesiesimerkki 4

Triarakidiini (glyserolitricikosotetra-5-Z,8-Z,11-Z,14Z-eneoaatti) eli AAA

Arakidonihappoa (50,9 g, 0,17 mol, 3 ekv.) liuotettiin dikloorimetaaniin (DCM, 175 ml) ja
sekoitettiin huoneenlimpdétilassa typpi-ilmakehdssd. Oksalyylikloridia (21,9 ml, 31,9 g,
0,25 mol, 4,4 ekv.) lisdttiin sekoitettuun liuokseen 5 minuutin aikana ja limpétila nousi 4
°C. Tuloksena saatua kellertdvdnvihredd seosta sekoitettiin huoneenldmpétilassa yon yli
Jja konsentroitiin sitten in vacuo DCM:n ja oksalyylikloridiylim#drian poistamiseksi. Sitten
Oljyinen happokloridijiinngs (A-Cl) liséttiin tipoittain 15 minuutin  kuluessa
esilimmitettyyn (25 °C) glyserolin (5,11 g, 0,055 mol, 1 ekv.), pyridiinin (13,5 ml, 13,2 g,
0,17 mmol, 3 ekv.) ja 4-dimetyyliaminopyridiinin (DMAP, 0,20 g, 0,002 mol, 0,03 ckv.)
sekoitettuun seokseen. Reaktioseoksen limpotila nousi 42 °C:seen lisdyksen aikana ja
havaittiin kevyttd refluksia. Seosta sekoitettiin 30-40 °C:ssa ja seurattiin HPLC:ll4.

Kahden tunnin  kuluttua tuotteen muodostumista ei endd havaittu, Saostunut
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pyridiinihydrokloridi suodatettiin eroon ja pestiin DCM:1l4. Yhdistetty suodos ja pesut
pestiin sitten 1 x 50 ml:n annoksilla 5 % NaCl:a, 5 % NaHCOs:a, 0,1 N HClL:a, 5 %
NaCl:a, Sitten liuos kuivattiin MgSQjy:lla ja Kkonsentroitiin in vacwuo, jolloin saatiin
raakatuotetta  kellertivdnoranssina 6ljynd (57 g). Timd Oly puhdistettiin
kolonnikromatografialla silikageelilli (noin 600 g). Eluutio heksaanilla ja
dietyylieetteri(2-4 %)-heksaanilla tuotti 22,8 g tuotetta Oljynid. Toinen erd (17,8 g)
tuotettiin 39,8 g:sta arakidonihappoa. Kaksi erdd yhdistettiin ja jadnnoslivottimet
poistettiin tyhjossa, jolloin saatiin 40,5 g (43 %) liikkkuvaa vaaleankeltaista 6ljyd. HPLC-
puhtaus oli 84,8 %, GLC-analyysi 94,3 % AA:ta (arakidonihappoa).

Vertailulipidi 2
1.3-Di(oktadeka-67,97.12Z-enoyylioksi)propan-2-oni
lioksi)propan-2-oni, GonG) Vaiheen ] vilituote GCG:lle

1.3-Di(y-linoleno

Gammalinoleenihappoa (GLA9S, 197 g, 0,71 mol, 2,2 ekv.) liuotettiin dikloorimetaaniin
(DCM, 600 ml), joka oli 2 litran 3-kaulapullossa. Tuloksena saatua liuosta sekoitettiin
huoneenldmpdtilassa typpi-ilmakehissd. Oksalyylikloridia (93 ml 136 g, 1,07 mol, 3,3
ekv.) lisdttiin tipoittain 15-20 °C:n limpdétilassa 15 minuutin aikana. Ruskeaa seosta
sekoitettiin huoncenlimpotilassa yon yli ja konsentroitiin sitten in vacuo DCM:n ja
oksalyylikloridiylimaddrdn poistamiseksi. Sitten 6ljyinen happokloridijadnnos (GLA-C1)

liséttiin tipoittain 20 minuutin kuluessa 25 °C:ssa 1,3-dihydroksiasetonidimeerin (28,99 g,

0,32 mol, 1,0 ekv.), pyridiinin (52 ml, 50,9 g, 0,64 mol, 2,0 ekv.), 4-

dimetyyliaminopyridiinin (2,36 g, 0,02 mol, 0,06 ekv.) ja dikloorimetaanin (DCM, 600
ml) sekoitettuun seokseen huoneenldmpétilassa typpi-ilmakehdssd. Reaktioseoksen
limpdtilan annettiin nousta 40 °C:seen ja scosta sekoitettiin vield 2 tunnin ajan typpi-
ilmakehdssd  (seurattiin - HPLC:114). Muodostunut  pyridiinihydrokloridi  poistettiin
suodattamalla ja pestiin DCM:114. Yhdistetty suodos ja pesut pestiin sitten 1 x 150 mlin
annoksilla 5 % NaCl:a, 5 % NaHCOs:a, 0,1 N HCl:a, 5 % NaCl:a. Sitten liuos kuivattiin
MgS0Oy:lla ja konsentroitiin in vacuo, jolloin saatiin noin 200 g keltaista 6ljyd. Timi aines
puhdistettiin osittain kolonnikromatografialla silikalla (600 g). Eluutio heksaanilla ja sitten
eetteri-heksaaniseoksilla (2-15 %) tuotti 42 g vaaleankeltaista 6ljyd. Tille 6ljylle ajettiin

jélleen kromatografia silikalla (600 g) ja eluoitiin heksaanilla ja sen jilkeen 1-10-%:isella
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ectteri-heksaanilla, jolloin saatiin tuote (95,9 %:n puhtaus) vaaleankeltaisena Sljyni.

Saanto oli 42 g (17 %).

1.3-Di(cktadeka-67.97.127-enovvlioksi)propan-2-oli

(L.3-Di(v-linolenoyvlioksi)propan-2-oli_eli 1.3-digammalinoleeni, GolG) Vaiheen 2
vilituote GCG:lle

1,3-Di(y-linolenoyylioksi)propan-2-onia (GonG, 25,5 g, 0,04 mol, 1 ekv.) liuotettiin
tetrahydrofuraaniin (THF, 375 ml) ja veteen (12,7 m!). Livosta sekoitettiin voimakkaasti
-20 °C:ssa, reaktioldmpétila pidettiin huolellisesti alle -15 °C:n ldmpétilassa. Sitten
sekoitettuun luokseen liséttiin natriumboorihydridid (790 mg, 0,02 mol, 1,25 ekv.)
annoksittain 3 minuutin aikana. Reaktioseosta sckoitettiin vield 10 minuutin ajan -20
°C:ssa ja sen jilkeen lis#ttiin heksaania (380 ml). Sitten timi vield kylmi seos pestiin
vedelld (2 x 200 ml), kuivattiin MgS8O,4:lla ja konsentroitiin in vacue, jolloin saatiin
otsikon yhdistettd ruskeana o6ljynd (27,8 g) (82,6 %:n puhtaus HPLC:E, alle 1 %
migratoitunutia ainetta). Valmistettiin toinen erd, joka yhdistettiin ensimmdiisen kanssa,
jolloin saatiin 50 g raakatuotetta. Tdm# aines puhdistettiin kolonnikromatografialla
silikageclilld (400 g). Eluutio heksaanilla ja dietyylicetteri-heksaaniseoksilla (5-20 %)
tuotti 36,1 g tuotetta vaaleana dljyni (91,5 %:n puhtaus).

(Huomaa, varovaisuutta tulee noudattaa niin, ettd yhdiste ei jai silikalle ydn yli ajaksi,

koska siind ndyttdd tapahtuvan migraatioreaktio, joka tuottaa GGol:ia.)

1,3-Di-y-linoleeni-2-dekanoaatti (glyseroli-1,3-dioktadeka-(67,97.127)-trienoaatti-2-
dekanoaatti eli GCG)

Dekanoyylikloridia (13,5 ml, 12,4 g, 0,065 mol, 1,1 ekv.) lisittiin 1,3-di-y-linoleenin (36,1
g, 0,059 mol, 1,0 ekv.), kuivan pyridiinin (5,7 mi, 5,6 g, 0,07 mol, 1, 1 ¢kv.), 4-
dimetyyliaminopyridiinin (0,2 g, 0,002 mol, 0,03 ekv.) ja dikloorimetaanin (DCM, 150
ml) sckoitettuun linokseen noin 10 minuutin ajan. Limpétila pidettiin 17-23 °C:n valilld
lisdyksen aikana, Sitten reaktiota sekoitettiin 30-35 °C:ssa ja seurattiin HPLC:114. Liséttiin
vield 1-2 ml dekanoyylikloridia 1 tunnin, 1,5 tunnin ja 2 tunnin kuluttua. Enempi lisdys

néytti lisadvin muuntumista tuotteeksi, mikd méiritettiin HPLC:1l4. Kolmen tunnin
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kuluttua reaktioseos suodatettiin ja suodos pestiin DCM:ll4. Yhdistetty suodos ja pesut
pestiin sitten 1 x 50 ml:n annoksilla 5 % NaCl:a, 5 % NaHCOs:a, 0,1 N HCl:a, 5 %
NaCl:a. Sitten DCM-uute kuivattiin MgSO,:1la ja konsentroitiin in vacuo, jolloin saatiin
raakatuotetta vaaleankeltaisena 6ljynd; (puhtaus 90 % HPLC:lli). Oljy puhdistettiin
kélonnikromatograﬁalla silikageelilla (600 g). Eluutio heksaanilla ja dietyylieetteri-
heksaaniseoksilla (1,5-2,5 ja sitten 3,5 %) tuotti tuotteen (GCG) kirkkaana 6ljynd (35,5 g,
96,1 %:n puhtaus HPLC:l1d). Saatiin vield 7,5 g puhdasta lipidid ajamalla vield

kromatografia eriille fraktioille, jotka sisilsivit vain pienen mairin epdpuhtautta.

Synteesiesimerkki §
1.3-Dikapriini-2-arakidonaatti (glyseroli-1.3-didekanoaatti-2-eikosatetra-(5-7.8-7..11-
Z.14-Z)enoaatti eli CAC)

Tém4 triglyseridi on tunnettu. CAC on tunnistettu imunesteen lipidien aineosana sen
jdlkcen, kun rotille on annettu safloridljyd. WO 03 013,497 kuvaa arakidonihappoa
sisdltavin triglyseridin (tuotettu viljelemilld Mortierella alpinaa), joka on kiyttokelpoinen
sairauksiin, joita aiheuttaa aivojen vajaatoiminta, mufta erityisesti Kkognition

parantamiseen. CAC:n synteesissi kiytettédvit kaksi vilituotetta tunnetaan.
CAC: synteesi 1,3-dikapriinista ja sen puhdistus ovat kaikki uusia.

Téssd CAC valmistettiin saattamalla 1,3-dikapriini reagoimaan arakidonyylikloridin
kanssa  dikloorimetaanipyridiinissd.  1,3-Dikapriini  valmistettiin ~ pelkistimalla
natriumboorihydridilli 1,3-didekanoyylioksipropan-2-oni, joka oli puolestaan valmistettu
saattamalla dekanoyylikloridi reagoimaan 1,3-dihydroksiasetonin kanssa. Vilituotetta 1,3-
dikapriini on kisiteltivd varoen, koska siind voi tapahtua asyylimigraatio hapoille,
emiksille ja limmolle altistuessaan. Vanhempaa menetelmdd® 1,3-dikapriinin
valmistamiseksi, jossa  menctelmdssd  dekaanihappo  lisdtddn  katalyyttisesti
glysidoliesteriin (epikloorihydriinistd), pidettiin vihemmin houkuttelevana vaikeampien
reaktio-olosuhteiden ja asyylimigraation aiheuttamien ongelmien vuoksi. Lopputuote,
CAC, puhdistettiin huolellisella kolonnikromatografialla silikalla, jolloin sivutuotteet

poistuivat.



10

15

20

25

30

38

1,3-Dikapriini-2-arakidonaatti (CAC)

Arakidonihappoa (AA96, 8,34 g, 0,03 mol) liuotettiin dikloorimetaaniin (DCM, 60 ml).
Tuloksena saatua liuosta sekoitettiin  huoneenldmpétilassa  typpi-ilmakehdssd ja
oksalyylikloridia (3,9 ml, 5,67 g, 0,044 mol) lisittiin tipoittain 5 minuutin aikana. Seosta
sekoitettiin huoneenlimpétilassa yén yli ja konsentroitiin sitten ir vacuo DCM:n ja
oksalyylikloridiylimédran poistamiseksi. Sitten tdmi 6ljyinen happokloridijdinnds (GLA-
Cl) lisattiin tipoittain 15 minuutin kuluessa (jad/vesijadhdytys) 1,3-dikapriinin (11,2 g,
0,028 mol), DCM:n (50 ml), pyridiinin (2,42 ml, 2,37 g 0,03 mol) ja 4-
dimetyyliaminopyridiinin (0,10 g, 0,0008 mol, 0,03 ekv.) sekoitettuun liuokseen 10-15
°C:n  ldmpotilassa, Lampotila  pidettiin - siind  jad-vesijadghdytykselld. Reaktioseosta
sckoitettiin  huoneenlampétilassa typpi-ilmakehédssda  yon yli. Pyridiinihydrokloridi
poistettiin suodattamalla ja pestiin DCM:1l4. Yhdistetty pesu ja suodos pestiin 1 x 20 mi:n
annoksilla 5 % NaCl:a, 5 % NaHCOs:a, 0,1 N HCl:a, 5 % NaCl:a. Sitten liuos kuivattiin
MgSOq4:lla  ja livotin  poistettiin  in  vacuo. Ruskea jédnndsoljy puhdistettiin
kolonnikromatografialla  silikalla.  Eluutio  heksaanilla ja  sitten  5-%tisella
eetteri/heksaanilla tuotti 10,3 g (56 %) viritont4 5ljyi. Rakenne varmistettiin °C NMR:[li
ja GLC:1l4. Puhtaus médritettiin HPLC:Ha.

Suvuri mittakaava

1,3-didekanoyvlioksipropan-2-oni

Dekanoyylikloridia (272 ml, 250 g, 1,3 mol, 2 ekv.) lisittiin tipoittain 10-15 minuutin
aikana 1,3-dihydroksiasetonidimeerin (59,1 g, 0,65 mol, 1,0 ekv.), pyridiinin (106 ml,
103,7 g, 1,3 mol), 4-dimetyyliaminopyridiinin (2,38 g, 0,02 mol, 0,03 ekv.) ja
dikloorimetaanin (DCM, 750 ml) sekoitettuun suspensioon huoneenldmpétilassa typpi-
ilmakehissd. Reaktioseoksen ldmpétila pidettiin 30 °C:n alapuolella jadhdyttimalld
kylmissd vesihauteessa. Reaktioseosta sekoitettiin huoneenlimpétilassa typpi-ilmakeh#ssi
yon yli. Muodostunut pyridiinihydrokloridi poistettiin suodattamalla ja pestiin DCM:1I4.
Yhdistetty suodos ja pesut pestiin sitten 1 x 150 ml:in annoksilla 5 % NaCl:a, 5 %
NaHCOj:a, 0,1 N HCl:a, 5 % NaCl:a. Sitten liuos kuivattiin MgSQjy:lla ja konsentroitiin in
vacuo kellertiviksi puolijihmeiksi aineeksi. Sitten tdmi kiteytettiin metanolista (500 ml),

Jolloin saatiin valkoista kiintedi ainetta. Saanto oli 158 g (60 %).
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1,3-Dikapriini

Edellinen ketoni (158 g, 0,40 mol) liuotettiin tetrahydrofuraaniin (THF, 2,25 1). Sen
jalkeen lisittiin vettd (50 ml), liuos jadhdytettiin 5 °C:seen ja natriumboorihydridid (5,66
g, 1,5 ekv.) lisittiin annoksittain alle 10 °C:n ldmpdtilassa. Reaktioseosta seurattiin
HPLC:1l4 (C18, eluointi ACN:1l4 virtausnopeudella I ml/minuutti, A210 nm) (huomaa: itse
asiassa lisdttiin vain noin 4,5 g boorihydridid, koska kaikki SM oli reagoinut).
Reaktioseosta sekoitettiin huoneenldmpétilassa 1 tunnin ajan ja konsentroitiin sitten in
vacuo THF:n poistamiseksi. Jddnnds jaettiin  etyyliasetaatin ja  5-%:isen
natriumkloridilivoksen kesken. Vesifaasi uutettiin uudelleen etyyliasetaatilla ja yhdistetyt
uutokset kuivattiin MgSQj:1la ja konsentroitiin in vacuo vahamaiseksi kiintefiksi aineeksi.
Tami kiteytettiin kahdesti heksaanista, jolloin saatiin 96 g (60 %) valkoista kiintedi

ainetta. (98 %:n puhtaus HPLC:114)

1.3-Dikapriini-2-arakidonaatti (CAC)

Arakidonihappoa (AA96, 78,8 g, 0,26 mol) liuotettiin dikloorimetaaniin (DCM, 425 ml),
Tuloksena saatua liuosta sckoitettiin  huoneenldmpétilassa typpi-ilmakehissd  ja
oksalyylikloridia (33,9 ml, 49,4 g, 0,39 mol, 1,5 ekv.) lisiittiin tipoittain 15-20 °C:n
limpotilassa 15 minuutin aikana. Scosta sekoitettiin huoneenlimpétilassa yon yli ja
konsentroitiin sitten in vacuo DCM:n ja oksalyylikloridiyliméidrdn poistamiseksi. Sitten
tami 6ljyinen happokloridijaannds (GLA-Cl) lisittiin tipoittain 30-40 minuutin kuluessa
10-15 °C:ssa (jdd/vesijddhdytys) 1,3-dikapriinin (94,2 g, 0,24 mol), DCM:n (450 ml),
pyridiinin (19,1 ml, 18,6 g, 0,24 mol) ja 4-dimetyyliaminopyridiinin (1,72 1,50 g, 0,014
mol, 0,06 ekv.) sekoitettuun liuokseen 10-15 °C:n lampditilassa, Reaktioseosta sekoitettiin
huoneenldmpétilassa  typpi-ilmakehédssdé yon yli. Pyridiinihydrokloridi  poistettiin
suodattamalla ja pestiin DCM:1ld. Yhdistetty pesu ja suodos pestiin 1 x 150 mln
annoksilla 5 % NaCl:a, 5 % NaHCOs:a, 0,1 N HCLa, 5 % NaCl:a. Sitten liuos kuivattiin

MgSOy:lla ja liuotin poistettiin in vacuo, jolloin saatiin ruskeaa &ljya (171 g).

Edelld mainittujen kolmen reaktion mittakaava oli suurin, jolla kukin suoritettiin.
Boorihydridipelkistys tuotti 1,3-dikapriinin lisdksi sivutuotetta vaihtelevina saantoina.

Tdmin sivutuotleen ldsnédolo vaikutti suuresti eristetyn puhtaan 1,3-dikapriinin saantoon;
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sivutuote voitiin poistaa vain raakatuotteen kahdella kiteyttamiselld. Koska lopputuote,
CAC puhdistetaan kolonnikromatografialla, on vélttimitontd, ettd loppuvaiheeseen

kaytetty 1,3-dikapriini on mahdollisimman puhdasta!

Edelld mainituista reaktioista saatiin noin 412 g puhdistamatonta CAC:t4 ruskeana 6ljyni.
Téma3 aines puhdistettiin silikakolonnien sarjalla kdyttdmalld heksaania ja sen jilkeen 1-3-
%:ista eetteri/heksaania, Puhdistamiseen tarvittiin 7 tai 8 kolonnia, joissa kiytettiin 3-4

kiloa silikaa ja 100 litraa liuotinta.

Tuloksena saatu tuote, kirkas hyvin vaaleankeltainen &ljy (295 g) oli 95,8-%:isesti
puhdasta HPLC:11d (C18 4,6 x 100 mm, eluointi 85/15 ACN/THF:1l4 virtausnopeudella 1
ml/minuutti, UV-detektointi 2210 nm)., GC osoitti suhteen 66,3/32,1 C/A (1,6 %
epdpuhtaus tullut mukana A:n 5 %:n epipuhtaudesta).

Yhteenveto

295 g glyseroli-1,3-didekanoaatti-2-arakidonaattia (1,3-dikapriini-2-AA, CAC) on
valmistettu dekanoyylikloridista (98 %) ja arakidonihaposta (95 %) kolmivaiheisella
prosessilla (kaavio esitetiisin jiljempind). Se on hyvin vaaleankeltaista 6ljyad ja sitd

sdilytettiin typpi-ilmakehissi pakastimessa. HPLC-puhtaus on 95,8 %.

Synteesiesimerkki 7
1,3-Dioleoiini-2-gammalinolenocaatti (glvseroli-1.3-dioktadeka-9Z-¢noaatti-2-oktadekatri-
(6-7.9-Z.127)-enoaatti eli 0GO)

Tamé triglyseridi on tunnettu: Hiili-14:11i leimattu versio on valmistettu normaalilla

kemiallisella synteesilld ja normaali leimaamaton muoto biokemiallisella synteesilld

kéyttamilla lipaaseja. OGO ei ole purasruohodljyn tirked ainesosa, mutta sen isomeeri

00G on (9 %). Kaksi CGC:n synteesissd kiytettyd vilituotetta tunnetaan. Viimeinen

vaihe on uusl.
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CGC:n kiyton, syntetisoinnin 1,3-dioleociinista ja CGC:n puhdistuksen uskotaan olevan
uusia. Yleensi triglyseridit CXC ovat suosituimpia kuin OXO patentoinnin ja valmisteen

kustannussyistd.

OGO valmistettiin tdssd saattamalla 1,3-dioleoiini reagoimaan GLA-kloridin kanssa
dikloorimetaani-pyridiinissa. 1,3-Dioleiini valmistettiin pelkistimalli
natriumboorihydridilli 1,3-dioleoyylipropan-2-oni, joka oli puolestaan valmistettu
saattamalla oleoyylikloridi reagoimaan 1,3-dihydroksiasetonin kanssa. Vilituotetta 1,3-
dioleoliini on kisiteltivd varoen, koska siini voi tapahtua asyylimigraatio hapoille,
emiksille ja ldmmdlle altistuessaan. Vanhempia menetelmia”®  1,3-dioleoiinin
valmistamiseksi monotrityyliglyserolien tai glysidyyliesterien kautta pidettiin vihemmaén
houkuttelevana useampien vaiheiden ja asyylimigraation aiheuttamien ongelmien vuoksi.
Lopputuote, OGO, puhdistettiin huolellisella kolonnikromatografialla silikalla, jolloin

sivutuotteet poistuivat.
Pieni mittakaava

1.3-dioleoyylioksipropan-2-oni

155,1 g o&ljyhappoa (155,1 g, 0,55 mol, 1,0 ekv., Croda 094 RV05192) liuotettiin
dikloorimetaaniin (DCM, 500 ml). Liuosta sekoitettiin huoneenldmpétilassa typpi-
ilmakehissi ja 104,4 g (1,5 ekv., 71 ml) oksalyylikloridia (104,4 g, 71,8 m], 0,82 mol, 1,5
ekv.) lisdttiin tipoittain 15-20 °C:n ldmpotilassa noin 20 minuutin aikana. Reaktioseosta
sekoitettiin yon yli huoneenldmpdtilassa. Oksalyylikloridiylimidrsd ja DCM poistettiin in
vacuo ja Oljyinen happokloridijainnds liséttiin tipoittain 15-20 minuutin aikana 1,3-
dihydroksiasetonidimeerin (22,5 g, 0,24 mol monomeerid), pyridiinin (40,4 ml), 4-
dimetyyliaminopyridiinin (1,83 g) ja dikloorimetaanin (DCM, 500 ml) sekoitettuun
suspensioon huoneenldmpétilassa typpi-ilmakehissd. Reaktioseoksen lampétila pidettiin
20 °Cin alapuolella jashdyttimalli jaf/vesihauteessa. Reaktioseosta sekoitettiin
huoneenldmpatilassa typpi-ilmakehdssd yon yli. Muodostunut pyridiinihydrokloridi
poistettiin suodattamalla ja pestiin DCM:1l4. Yhdistetty suodos ja pesut pestiin sitten 1 x
150 ml:n annoksilla 5 % NaCl:a, 5 % NaHCOjs:a, 0,1 N HCl:a, 5 % NaCl:a. Sitten linos

kuivattiin MgSOg4:lla ja konsentroitiin in vacuo oranssiksi/ruskeaksi puolijihmeiksi

e s e e an
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aineeksi. Tdmi trituroitiin metanolissa ja sidilytettiin jddkaapissa yon yli. Saostunut kiintes
aine (90 %:n puhtaus HPLC:lld) kiteytettiin sitten di-isopropyylieetteristd (DIPE) ja
metanolista, jolloin saatiin 51,3 g vaaleaa (off-white) kiinte# ainetta, jonka puhtaus oli 95
% HPLC:Hl4. Vield kiteyttiminen DIPE/metanolista tuotti 41 g (27 %) 98-%:isesti

puhdasta tuotetta.

1.3-Dioleiini

Edellinen ketoni (32,8 g, 0,053 mol) livotettiin tetrahydrofuraaniin (THF, 250 ml). Sen
jilkeen lisdttiin vettd (10 ml), livos jadhdytettiin 5 °C:seen ja natriumboorthydridid
lisidttiin annoksittain alle 10 °C:n ldmpétilassa. Reaktiota seurattiin HPLC:ld (C18,
ACN/THF 90/10, 2 mlV/minuutti, A210 nm) ja sitten, kun kaikki ketonildhtSaine oli
reagoinut, boorihydridin lisdys lopetettiin (lisdttiin 830 mg, 0,022 mol). Sitten seos
konsentroitiin in vacuo THF:n poistamiseksi. Jadnnds jaettiin etyyliasetaatin ja veden
kesken. Vesifaasi uutettiin uudelleen etyyliasetaatilla ja yhdistetyt uuntokset kuivattiin
MgSO,:1la ja konsentroitiin in vacuo 6ljyksi (~33 g), joka jahmettyi jidhdytettdessd. Tuote
(68 %:n puhtaus HPLC:114) kiteytettiin 100 ml:sta heksaania -20 °C:ssa (pakastimessa)
yon yli. Tamd tuote (92 %:n puhtaus, 21,1 g) kiteytettiin uudelleen heksaanista (50 ml),
jolloin saatiin 18,28 g (56 %:n saanto) tuotetta, jonka puhtaus oli 97,5 % HPLC:II4.

1.3-Dioleiini-2-gammalinolenoaatti (Q-G-0)

y-Linoleenihappoa (GLA95, 41,2 g, 0,15 mol, 1,1 ekv.) liuotettiin dikloorimetaaniin
(DCM, 250 ml). Tuloksena saatua livosta sekoitettiin huoneenlimpétilassa typpi-
ilmakehissi ja oksalyylikloridia (19,1 ml, 28,2 g, 0,22 mol, 1,65 ekv.) lisittiin tipoittain 5
minuutin aikana. Scosta sekoitettiin huoneenldmpétilassa yon yli ja konsentroitiin sitten in
vacuo DCM:n ja oksalyylikloridiyliméddrin poistamiseksi, Sitten timd &ljyinen
happokloridijddnnds (GLA-CI) liséttiin tipoittain 15 minuutin kuluessa (jad/vesijashdytys)
1,3-dioleiinin (83,5 g, 0,13 mol), DCM:n (250 ml), pyridiinin (10,9 ml, 10,6 g, 0,14 mol)
Jja 4-dimetyyliaminopyridiinin (0,49 g, 0,004 mol, 0,15 ekv.) sekoitettuun liuokseen 10-15
°C:n limpdtilassa, Lampotila pidettiin siind  jdd-vesijddhdytykselld. Reaktioseosta
sekoitettiin  huoneenldmpdtilassa typpi-ilmakehidssi yon yli. Pyridiinihydrokloridi

poistettiin suodattamalla ja pestiin DCM:114, Yhdistetty pesu ja suodos pestiin 1 x 80 ml:n
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annoksilla 5 % NaCl:a, 5 % NaHCOs:a, 0,1 N HCEa, 5 % NaCl:a. Sitten livos kuivattiin
MgSOy:lla ja liuotin  poistettiin - in  vacuo. Ruskea 06ljyjdéinnds puhdistettiin
kolonnikromatografialla  silikalla.  Eluutio  heksaanilla  ja  sitten  5-%:isella

eetteri/heksaanilla tuotti 63,6 g (54 %) vériténtd 6ljyd. Puhtaus médaritettiin HPLC:1l4.

Yhteenveto

64 g glyseroli-1,3-oleoaatti-2-gammalinolenaatti  (1,3-dioleaatti-2-GLA, OGQ)
valmistettiin oleoyylikloridista (98 %) kolmivaiheisella prosessilla (kaavio esitetddn
jiljempind). Se oli lihes varitdntd 6ljyd (hienoinen keltainen sivy) ja sitd sdilytettiin

typpi-ilmakehissi pakastimessa. HPLC-puhtaus oli 89,4 %.
’C NMR-tiedot strukturoiduille lipideille

GGG §, (125,7 MHz, CDCl3) 172,69 (1C, C-2 karbonyyli), 173,09 (2C, C-1, C-3
karbonyylit)

CGC 5§, (125,7 MHz, CDCl) 172,76 (1C, C-2 karbonyyli), 173,17 (2C, C-1, C-3
karbonyylit)

CAC 5, (125,7 MHz, CDCl3) 172,65 (1C, C-2 karbonyyli), 173,28 (2C, C-1, C-3
karbonyylit)

C(DHLA)C 3, (125,7 MHz, CDCl3) 172,83 (1C, C-2 karbonyyli), 173,30 (2C, C-1, C-3
karbonyylit)

GCG &, (125,7 MHz, CDCl3) 172,91 (1C, C-2 karbonyyli), 173,11 (2C, C-1, C-3
karbonyylit)

OGO 3. (125,7 MHz, CDCl3) 172,69 (1C, C-2 karbonyyli), 173,25 (2C, C-1, C-3
karbonyylit)
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AAA O (125,7 MHz, CDCly) 172,66 (1C, C-2 karbonyyli), 173,04 (2C, C-1, C-3
karbonyylit)

CCC 8. (1257 MHz, CDCly) 172,81 (IC, C-2 karbonyyli), 173,21 (2C, C-1, C-3
karbonyylit) ‘

Kokeellinen menettelytapa

Protoni-irtantus (proton-decoupled) C NMR-spektrit, joissa NOE oli tukahdutettu,
kerdttiin 21 °C:ssa 5 mm:n laajavdiselld anturilla Joel 500 MHz -spektrometrilld, joka
toimi 125,728 MHz:1la. Waltzin irtautus oli valittu irtautustapa ja se pantiin piille vain
14,89 s kestdvand hankinta-aikana. Purkautumisviipymi oli sdddetty 30 sekunniksi ja
pulssin kulma oli 90 °. Kéytetty spektri-ikkuna oli noin 35 ppm (173,5:std 172,6:een
ppm:44), ja siind oli 170 pp:n siirtymi (offset). Spektreille suoritettiin sisdinen vertailu
CDCls:een 77,0 ppmussd. Tyypillisesti kerittyjen pyyhkiisyjen keskimadriinen lukumigrg
riittdvdin  signaali-kohina-suhteeseen vaihteli 300-1200 pyyhkdisyn vililld riippuen
nidytteen konsentraatiosta ja puhtaudesta. Kokeiden kokonaissaantiaika oli 2-8 tunnin
vilissd, esimerkiksi 1271 pyyhkdisyd; tietopisteitd 65,536. Mahdollisuuksien mukaan
kaytettiin vdkevoityjd liuoksia 20 %:iin asti (w/v) hankinta-ajan lyhentimiseksi. Mainitut

kemialliset siirtymit vaihtelevat liuoksen konsentraation mukaan.

Biologiset tutkimukset
CREAE- (krooninen paheneva kokeellinen autoimmuuni enkefalomyeliitti)
-tutkimukset

EAE:n indusointi ja kliininen arviointi

CREAE indusoitiin C57B1/6- ja SJL-hiirissa. Eldimiin injektoitiin ihon alle 100 pg
neuroantigeenista peptidid MOG 35-55 (aminohapposekvenssi
MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK Genemed Synthesis, Inc.) tai 1 mg hiiren
selkdydinhomogenaattia (SCH), fosfaattipuskuroidussa suolaliuvoksessa (PBS), emulgoitiin
sonikoimalla 10 minuutin  ajan huoneenldmpdtilassa epitiydellisessa  Freundin
adjuvantissa (DIFCO, Detroit, Yhdysvallat), johon oli lisitty 480 ug mycobacteria
tuberculosista ja 60 pg Mycobacteria butyriciumia (DIFCO, Detroit, Yhdysvallat) 0. ja 7.
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péivdnd, kuten aikaisemmin on kuvattu (Morris-Downes, MM., et al. 2002). Sairauden
optimoimiseksi hiiret saivat myods 200 ng (intraperitoneaalisesti) Bordetellu pertussis
-toksiinia PBS:iin livotettuna annettuna 1 tunti ja 24 tuntia sen jilkeen, kun oli suoritettu

immunisointi MOG-neuroantigeenilld, ja SCH:n kohdalla 0., 1., 7. ja 8. péivina.

Eldimet punnittiin 5. pidivésti ldhtien ja niistd tutkittiin pdivittdin kliiniset neurologiset
merkit kahden kokeneen tutkijan toimesta ja ne arvioitiin asteikolle aikaisemmin
validoidun arviointikaavion mukaisesti (Morris-Downes, MM. et al. 2002 ja muut); 0 =
normaali; 1 = veltto héntd ja jalat; 2 = heikentynyt ojentautumisrefleksi; 3 = osittainen
eturaajan halvaus; 4 = tiydellinen eturaajan halvaus; 5 = kuoleva; 6 = kuollut. Eldimille,
joiden kliiniset oireet olivat vihemman vaikeaa astetta kuin tyypillisesti on havaittu,

annettiin 0,5 pistettd vihemmén kuin indikoitu arvo.
Viittaus

Morris-Downes, MM., et a/ (2002). Pathological and regulatory effects of anti-myelin
antibodies in experimental allergic encephalomyelitis in mice. J. Neuroimmunol, 125,

114-124.

Ryhmin keskimddrdistdi EAE-pistettd verrattiin jokaisen ryhmin kohdalla kyseiseen

kontrolliryhmaéin ei-parametriselld tilastollisella analyysilla (Mann-Whitneyn U-testi).

Kaikki MOG-CREAE-tutkimukset kisittivit kisittelyn kontrolliryhmin (C-C-C tai
suolaliuos, kuten edelld mainitussa tutkimuksessa on valittu). Jokaista strukturoitua lipidia
tutkittiin 3 annostasolla, kaikkia kisittelyja annettiin oraalisesti 2 viikon ajan, kun
inokulaatiosta oli kulunut 7 piivdd. Kaikki kasittelyryhmit sisilsivit 10 eldinti.
Tutkimusten pédtyttyd (21. paivd) aivot ja selkéiydin irrotettiin ja puolet niytteisti
kdsiteltiin siten, ettd niistd nidhtiin merkit keskushermoston perivaskulaarisista

mononukleaaristen leukosyyttien infiltraatiokohdista ja myeliinikadosta.
Tutkimukset olivat seuraavat:

Tutkimus 2: Selkdydinhomogenaatti- (SCH) -EAE SJL-hiirilli.

W e adade e
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EAE:n indusointi: 1 mg SCH:ta 0. vuorokautena + 7. vuorokautena noin 200 ng Pertussis-
toksiinia vuorokausina 0, 1, 7 ja 8 ip. 10 hiirtd/ryvhm3. Hiirid késiteltiin 7. vuorokaudesta
21. vuorokauteen CCC:Hi tai CGC: 4.

Tutkimus 3: SCH EAE SJL-hiirilli: Koe tapahtui pdivind (PSD) 7-21, molemmat paivit

mukaan luettuna.

Tutkimus 4: MOG EAE C57BL-hiirilli: Koe tapahtui pdivind (PSD) 7-21, molemmat

pdivit mukaan luettuna.

Tutkimus 5: SCH EAE SJL-hiirillii: Koe tapahtui paivini (PSD) 5-18, molemmat p#ivit

mukaan luettuna.

Tutkimus 6: MOG EAE C57BL-hiirilléi: Koe tapahtui pdivind 5.-21. piivini, molemmat
pdiviit mukaan luettuna, lukuun ottamatta C-DHLA-C-ryhmii, jolla kisittely tapahtui
pdivind 5-15, molemmat pédivit mukaan luettuna. Eldimet lajiteltiin 25, pdivénd (PSD)
{Viisi eldintd kisittelemattdmien ryhmistd, 3 eldintd kontrolli-CCC-kasittelyryhmisti, 5
eldintdi GGG-150 ul -késittelyryhmistd ja kaksi eldinti GGG-350 ul -kiisittelyryhmisti

otettiin histologiseen analyysiin piivini (PSD) 20].

Tutkimus 7: SCH-EAE SJL-hiirillii

Koe tapahtui péivind 6-20, molemmat pivit mukaan luettuna,

Tutkimus 2 - Selkdydinhomogenaatti (SCH) SJL-hiirilld:- tutkittiin
CGC (50/150/350 ul); CCC (350 ul).
GGG (50/350 ul)

[havaittiin vaikea sairaus]

Tutkimus 3 - SCH/SJL-hiiret:- tutkittiin
CCC (50/150/350 ul)

CGC (25/50/150/350 ul)

GGG (50/150/350 ul)

0GO (25/50/150/350 ul)
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[havaittiin vaikea sairaus]

Tutkimus 4 - MOG/CS57BL-hiiret:- tutkittiin
CCC (50/150/350 ul)

CGC (25/50/150/350 ul)

GGG (50/150/350 ul)

OGO (25/50/150/350 ul)

Tutkimus 6 - MOG/C57BL-hiiret:- tutkittiin
CCC (150 ul)

C-DHLA-C (50 ul)

CAC (50/350 ul)

AAA (50/150 ul)

GCG (50 ul)

CGC (50 ul)

GGG (150/350 ul)

[Patologinen: CCC; GGG]

Aivojen ja selkiiytimen ndytteiden histologisessa tarkastelussa nikyi vaurioita, jotka ovat

tyypillisid kokeelliselle allergiselle enkefalomyeliitilte.

Paikallisille ja levinneille vaurioille oli tunnusomaista glioosi, myeliinin vakuolien

muodostuminen, aksonien rappeutuminen ja lymfosyyttien, makrofagien ja neutrofiilien

tulo perivaskulaarisen tilaan.

Selkéydinvauriot sijaitsivat useimmiten pehmytkalvon alaisessa valkeassa aineessa ja
aivovauriot esiintyivit useimmiten aivojen valkeassa aineessa. Vauriot olivat vakavampia
sclkiytimessd kuin aivoissa, ja siind missd kaikilla eldimilld, joilla oli aivovaurioita, oli
vaurioita selkdytimessd, niin kaikilla eldimilld, joilla oli selkdydinvaurioita, ei ollut

vaurioita aivoissa.

Muutosten vaikeudessa esiintyvisti vaihtelusta yksittdisten hiirten valilla esitetiin

yhteenveto kdyttimilla semikvantitatiivista viisiportaista pisteytysjirjestelmas.

=N
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Kisittelemattdmilla hiirilld histologiset pisteet olivat 3-4, ja ne korreloivat EAE-pisteiden
1,5-3 kanssa. Yhdelld hiirelld oli vain vahin patologista muutosta, ja piste oli nolla.
GGG:l14 kisitellyilld hiirilld suurimmalla osalla ei ollut poikkeavuuksia. Timén ryhmién
kahden hiiren histologiapisteet olivat vastaavasti 2 ja 3, jotka korreloivat EAE-vaikeuden

pisteiden 1 ja 1,5 kanssa.

Neljin tutkimuksen tulokset esitetdéin jiljempénd kuvioissa 11-20.

Ne osoittavat, ettd kaikki yhdistest G-G-G, A-A-A, C-G-C, C-DHGLA-C ja C-A-C
kykenevit vihentdim#in CREAE:n vaikeutta, kun taas yhdisteet G-C-G ja C-C-C eivit
onnistuneet hoitamaan tilaa. Yhdisteen O-G-O uskotaan toimivan, mikéli annosta

sdddetain.

Kuten kuvauksessa on varoitettu, arakidonihappoyhdisteet ovat tehokkaita, mutta ne
Jjohtavat joidenkin cldinten kuolemaan. Eloon jddncilli eldimilld sairaus oli paljon
lieventynyt. Uskotaan, ettid nididen yhdisteiden annosta voidaan alentaa niin, ettd niilld

aikaansaadaan selviytyminen tyydyttdvilld hoidolla.

Erdit tutkimukset osoittavat kellon muotoisen kiyrin yhdisteille C-G-C ja G-G-G, miki
viittaa siihen, ettd hyvin suurct annokset eiviit ole optimaalisia, kuten edelld on esitetty.
Alan ammattilaiset voivat helposti madrittdd sellaisen annostelun esimerkiksi nostamalla
annosta ja seuraamalla TGF-BI/TNF-o:n spontaanin vapautumissuhteen muutoksia

PBMC-soluista,

PCT/GB04/002089:n runsaasti sn-2-aseman y-linoleenihappoa koskevien tulosten ja
vihiisen sn-2-aseman mustaherukkasljyn ja G-C-G:n tehon puute CREAE:ssa seki C-G-
C:n ja C-DHGLA-C:n pienen annoksen tehon puutteen vuoksi kuviossa 20 voidaan
havaita, ettdi  sn-2-aseman  y-linoleenihappo-,  dihomo-y-linoleenihappo-  ja
arakidonihappolipidit tarjoavat kdyttoon sellaisen uuden hoidon MS-tautiin, joka ylittd
kaikkien perinteisten hoitojen tulokset siind, ettd vauriot korjautuvat ja vaikeat oireet
helpottuvat: EDSS:n alentamista vuosien kuluessa ei ole muilla hoidoilla toistaiseksi

saavutettu,

g ae
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd neurodegeneratiiviseen sairauteen hoitoa tarvitsevan potilaan
hoitamiseksi, jossa menetelmissd tille potilaalle annetaan terapeuttisesti tehokas
annos midritynrakenteista lipidiglyseridid, joka kisittdd glyseroliosan
esterdityneend yhden tai useamman rasvahappo-osan kanssa, tunnettu siiti, ettd
lipidissd on sn-2-asemassa rasvahappo-osa, joka on valittu ryhmistd, jonka

muodostavat y-linoleenihappo, dihomo-y-linoleenihappo ja arakidonihappo.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menctelmd, tunnettu  siitd, ettd

neurodegeneratiiviseen sairauteen kuuluu demyelinaatiota.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, eftd hoito
spesifisesti pysdyttdi taustalla olevan neurodegeneraation ja palauttaa hermoston

toimintaa.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siti, etti menetelmi
normalisoi hermosolun kalvon koostumusta lipidisisdllon y-linoleenihapon,

dihomo-y-linoleenihapon ja arakidonihapon osalta.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siiti, etti menetelmi
palauttaa terveet TGF-Pl/TNFa-suhieet mitattuna  perifeerisen  veren

mononukleaarisolujen vapauttamasta spontaanista vapautumisesta.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunmettu siitd, eiti sairaus on

multippeliskleroosi.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms, tunnettu siitd, etti sairaus on
aaltomainen multippeliskleroosi, ensisijaisesti etenevd multippeliskleroosi tai

krooninen etenevd multippeliskleroosi.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetclmi, tunnettu siiti, ettd sairaus on

multippeliskleroosi ja hoito palauttaa osittain tai kokonaan hermoston toimintaa
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tai hermoston eheyttd mitattuna yhdelld tai useammalla MRI-tutkimuksella,
CAT-tutkimuksella tai EDSS-arvona.

Patenttivaatimuksen | mukainen menetelmé, tunnettu siité, ettd hoito kohdistuu
halvauksen, pddn vamman ja kallonsisdisen verenvuodon jilkeiseen aivojen
vaurioitumiseen, Alzheimerin tautiin tai Parkinsonin tautiin, jossa esiintyy

demyclinaatiota tai hermosolujen vaurioita.

Patenttivaatimuksen | mukainen menetelm&, tunnettu siitd, ettd lipidid annetaan
sellaisen ajan ja sellaisena annoksena, joka riittid yllapitimédén tai kohottamaan

TGF-B1-tasoja potilaassa terapeuttisiin tasoihin,

Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu stiti, etti lipidii annetaan
sellaisen ajan ja sellaisena annoksena, joka riittid ylldpitim4dn tai kohottamaan
TGF-Bl-tasoja potilaassa sellaiseen TGF-B1/TNFa-suhteeseen, joka vapautuu
spontaanisti perifeerisen veren mononukleaarisoluista, jotka on eristetty potilaan
verestd 18 kuukauden piivittiisen annostelun jilkeen, joka suhde on 0,4-3,0,

vihintdén 0,5, edullisemmin vihintdédn 0,75 ja edullisimmin vihintdin 1.

Patenttivaatimuksen .11 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, etti annos on
sellainen joka aikaansaa potilaan verestd eristetyissi PBMC-soluissa 18
kuukauden pdivittdisen annostelun jilkeen TGF-B1/TNFa-suhteen, joka on

vihintddn 0,75.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms, tunnettu siiti, ettd annettavan

lipidin maérd on 0,5-30 gramman valilld, tyypillisesti 3-5 grammaa, pdivissi.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, etti lipidi on
monoglyseridi, diglyseridi tai triglyseridi, joka sisiltdd vihintdsin yhden sn-2-
asemassa olevan v-linoleenihappo-, dihomo-y-linoleenihappo-  ja

arakidonihappo-osan, jolla lipidills on yleiskaava |

#
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Kaaval

jossa kaavassa R' ja R® on valittu toisistaan riippumatta vedystd ja
asyyliryhmisti,

ja R* on valittu ryhmasts, jonka muodostavat y-linoleenihappo-, dihomo-y-
linoleenihappo- ja arakidonihappotihteet, joissa niiden karbonyylin hiili on

kiinnittynyt glyseroliosan happeen.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, etti R' ja R® ovat
tyydyttyneiti rasvahappo-osia, joilla on kaava -CO(CH;),-CHj;, jossa n on

kokonaisluku alueella 1-22.

Patenttivaatimuksen 15 mukainen menctelmi, tunnettu siiti, ettd R! ja R’ ovat

samat ja n on kokonaisluku 5-12.

Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, etti n on

kokonaisluku 6-10.

Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelms, tunnettu siiti, ettd R' ja R? on
valittu ryhmésti, jonka muodostavat vilttdmattdmit rasvahapot tai fysiologisesti

hyviksyttdvit rasvahapot, joita ihmisen keho voi metaboloida.

Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd R', R? ja R’
ovat kaikki samoja ja ne on wvalittu ryhmisti, jonka muodostavat vy-

linoleenihappo-, dihomo-y-linoleenihappo- ja arakidonihappotihteet.

Farmaseuttinen koostumus, tunnettu siitd, ettd se kisittid méi#ritynrakenteisen

lipidiglyseridin, joka kasittdd glyseroliosan esterdityneend yhden tai useamman
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rasvahappo-osan kanssa, jossa lipidissd on sn-2-asemassa rasvahappo-osa, joka
on valittu ryhmdistd, jonka muodostavat fy-linoleenihappo ja dihomo-y-

linoleenihappo.

Farmaseuttinen koostumus neurodegeneraation hoitoon, tunmettu siiti, ettd se
kisittdd mdidritynrakenteisen lipidiglyseridin, joka kisittdd glyseroliosan
esterdityneend yhden tai useamman rasvahappo-osan kanssa, jossa lipidissd on
sn-2-asemassa rasvahappo-osa, joka on valittu ryhmaéstd, jonka muodostavat y-

linoleenihappo, dihomo-y-linoleenihappo ja arakidonihappo.

Farmaseuttinen koostumus demyelinaatiosairanden hoitoon, joka koostumus
kisittdd glyseroliosan esterdityneend yhden tai useamman rasvahappo-osan
kanssa, tunnettu siitd, ettd tdssd lipidissd on sn-2-asemassa rasvahappo-osa, joka
on valittu ryhméstd, jonka muodostavat y-linoleenihappo, dihomo-y-

linoleenihappo ja arakidonihappo.

Lipidi, jolla on kaava II

jossa kaavassa R ja R® ovat samat Ja ne ovat -C(O)(CH,),-CHj3, jossa n on
valittu alueelta 4-14, edullissmmin 6-10 ja edullisimmin 7, 8 tai 9, ja R* on

valittu y-linolenyyli-, dihomo-y-linolenyyli- ja arakidonyylitihteisti.

Sellaisen madratynrakenteisen lipidiglyseridin kiyttd, joka kisittdd glyseroliosan
esterdityneend yhden tai useamman rasvahappo-osan kanssa, tunnettu siiti, etts
lipidissd on sn-2-asemassa rasvahappo-osa, joka on valittu ryhmistd, jonka
muodostavat y-linoleenihappo, dihomo-y-linoleenihappo ja arakidonihappo,

lifikkeen valmistamiseen neurodegeneratiivisen sairauden hoitoon.

N N N SV a
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Patenttivaatimuksen 24 mukainen  kidytts, tunnetin siitd,  ettd

neurodegeneraatiosairaus on demyelinaatiosairaus.

Patenttivaatimuksen 24 mukainen kdyttd, tunnettu siiti, etti sairaus on

multippeliskleroosi.

Patenttivaatimuksen 24 mukainen kiytts, tunnettn siitd, ettd lidke normalisoi
hermosolun  kalvon koostumusta lipidin  y-linoleenihappo-, dihomo-y-

linoleenihappo- ja arakidonihappotasojen osalta,

Patenttivaatimuksen 24 mukainen kdyttd, tunnettu siitd, ettd liike palauttaa
terveille tasoille TGF-BI/TNFa-suliteet, joita spontaanisti vapautuu potilaan

perifeerisen veren mononukleaarisoluista.

Patenttivaatimuksen 24 mukainen kiytts, tunnettu siitd, etti hoito kohdistuu
multippeliskleroosiin  tai péin vamman, halvauksen ja kallonsisiisen
verenvuodon jilkeiscen degeneraatioon tai Alzheimerin taudin tai Parkinsonin

taudin atheuttamaan hermosoluvaurioon,

Patenttivaatimuksen 24 mukainen kidyttd, tunnettu siitid, etti ldike korjaa

keskushermoston vaurioita.

Patenttivaatimuksen 24 mukainen kdyttd, tunnettu siitd, ettd lidke lievittdas

lihasten spastisuutta ja/tai kipua.

Patenttivaatimuksen 24 mukainen kiytts, tunnettu siitd, etté l44ke poistaa taudin

uusiutumisia.

Patenttivaatimuksen 24 mukainen kayttd, tunnettu siitd, etti lifke parantaa

EDSS-arvoa vihintddn 1 yksikolld | vuoden hoitojakson aikana.

Patenttivaatimuksen 24 mukainen kdyttd, tunnettu siitd, ettd lddke riittdd
palauttamaan potilaan EDSS-arvon EDSS:114, joka on 2.5 yldpuolella, alle 2:een

1 vuoden hoitojakson aikana.
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35. Patenttivaatimuksen 24 mukainen kdyttd, tunnettu siitd, ettd rakon hallinnassa

aikaansaadaan paranemista.

36. Menetelmi yleiskaavan III mukaisen yhdisteen syntetisoimiseksi

jossa kaavassa R' ja R® ovat samat ja ovat -C(O)(CHa),CH, jossa n on valittu
alueelta 4-14, edullisemmin 6-10 ja edullisimmin 7,8 tai 9, ja R? on y-
linolenyylitihde, dihomo-y-linolenyylitdhde tai arakidonyylitdhde,

jossa menetelmissi

saatetaan reagoimaan 1,3-dihydroksiasetoni sellaisen yhdisteen kanssa, jolla on
kaava X-C(O)}CH2),CHs, jossa X on Cl, Brtai |,

jolloin saadaan vastaava 1,3-di-(C(O)(CH,),CHas)-2-ketoyhdiste,

pelkistetidin ketoryhmé vastaavaksi 1,3-di-(C(O)(CH;),CHj;)-2-oliksi

ja saatetaan se reagoimaan y-linolenyylihalidin tai dihomo-y-linolenyylihalidin

tai arakidonyylihalidin kanssa, joka halidi on kloridi, bromidi tai jodidi.

37. Menetelmi yleiskaavan IV mukaisen yhdisteen syntetisoimiseksi

o-R'

jossa kaavassa R' ja R’ ovat samat ja ne on valittu y-linolenyylitihteesti,

dihomo-~y-linolenyylitdhteesti tai arakidonyylitdhteests,

s

R
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tunnettu siitd, ettd saatetaan reagoimaan vastaava y-linolenyylihalidi, dihomo-y-
linolenyylihalidi tai arakidonyylihalidi glyserolin kanssa, joka halidi on kloridi,
bromidi tai jodidi.

38. Lipidi, joka on valittu ryhmistd, jonka muodostavat
glyseroli-1,3-didekanoaatti-2-oktadekatri(6-Z, 9-Z,12-Z)enoaatti
glyseroli-1,3-didekanoaatti-2-¢ikosa(8Z, 11Z,14Ztrienoaatti
glyserolitricikosotetra-5-Z,8-Z,11-Z,14-Z-eneoaatti.

39. Patenttivaatimuksen 38 mukainen lipidi hoitoon kiytettdviksi.

,
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Kuvio 4
8 _12 _9 & 1
GLA C18:3 n-6 6 9 12 COH
l oksalyylikloridi, pyridiini, CH2C1s
F—OH
—OH 4+ /W‘*L\/;““\/?—W\C(Q)C,
L—OH
GLA-C1
— 0.CO
— O.CO __
—-0.CO

glyseroli-tris(6-Z,9-Z 12-Z-oktadekatrienoaatt) ¢ 57H 9 206
trigammalinoleeni mp. = 873,4

Numerointijdriestelmat: musta biologeille; sininen kemisteille
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— OH

‘—OH

glyseroli

glyserolitridekanoaatti
mp. = 554,85  sp. 3200

— 0.CO.CgH1g
L 0.CO..CgHig
- 0.CO.CgH1g

Kuvio 5

——QOH + /\/\/\\/\/002'_'

dekaanihappo (kapriinihappo)

Ca3Hp20g
Esiintyy polymorfiaé

— C1o
— Cio

—Cyp
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Kuvio 6

—OH |
L0 + /\\//\\/\/\/C{O)C‘l

—OH dekanoyylikloridi (kapriinihappokloridi)
1,3-dihydroksiasetoni

1,3-didekanoyylioksipropan-2-oni

1,3-dikapriini

glyseroli-1,3-didekanoaatti-2-oktadeka-6Z,9Z,12Z-trienoaatti

H720
C41H720¢ mp.=661,05  sp. <2500
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Kuvio 7
—OH
—OQH

dekanoyylikloridi (kapriinihappokloridi
1,3-dihydroksiasetoni yy (kap pp )

|

1,3-didekanoyylioksipropan-2-oni

| NaBH,
L OH ,3-dikapriini
L 0.CO I R N e N
DHLA-C 10
l A r—-—CEO:SnG

glyseroli-1,3-didekanoaatti-2-eikosa-8Z,112,14Z-trienoaatti

Ca3H760s
mp. = 689,1 sp. <25°C

P
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Kuvio 8
F—OH
4]
— SN N e e - C(0) C
O + 18 2 9 6 1( )
—OH
1,3-dihydroksiasetoni ' gammalinolenoyylikloridi

l nimistd: kemiallinen (musta); biologinen punainen

j NaBH4

0.CO
EOH 1,3-di-y-lincleeni

1
‘ 10 SN C(O)C
6 9 12 .
P N Y S Vi . N -
0.Co C18:3n6 ;
P W e Y C10 ;
EO o e . . C18:3n6 h

glyseroli-1,3-dioktadeka-62Z,97,12Z-trienoaatti-2-dekanoaatti £

CaoHgo0g mp. = 766,1 Sp. <259C
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Kuvio 9
20 14 11 8
arakidonihappo, AA; C20:4n6
l oksalyylikloridi
20 14 11 8 5
Gﬂ = — — C(O)CI
A-C1
— OH
1 — QOH
———QOH

glyseroli-1,2,3-tri(5Z,8Z,11Z,14Z-eikosatetraenoaatti) Cg3Hgs0g
mp. 951,56
— 0C20:4n6

— 0C20:4n6
—- 0C20:4n6
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EAE:n vaikeusaste
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Kuvio 10

Selkaydin-EAE/SJL-hiiret tutkimus 2
s | nee
4
3
2
1-
CCC 350ul
4- Selkdydin-EAE/SJL-hiiret tutkimus 7
N=10
3 7//
*p<0.05;:n=4
17 ——
; 0 O
Ei-kasitellyt CAAC 150ul
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Kuvio 11
Selkaydin-EAE/SJL-hiiret tutkimus 2

5'} N=9
@ 4
@ *p<0.05
[7)]
3 97
X
‘:‘3 SR
c 27 Py S
0
h
1 \ Fo
0,.._ h\\ : L

CCC 350ul GGG 350ul

Selkadydin-EAE/SJL -hiiret tutkimus 3

N=10
67 N=25
I K
51 \ N=10
4 \
21 \
1 \
O \\l . AT - I' |
ccC CGC CGC GGG OGO
50ul 350ul 50ul 150ul 150ul
CCC yhdistetty annoksista 50/150/350 pl
CGC 25/50/350ul

GGG 50/150/350ul
OGO 25/50/150/350u!
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Kuvio 12
MOG-EAE/C57BL-hiiret tutkimus 4

N=10

N\\g

150ul

CCC Eikasitellyt

GGG GGG
50ul 150ul 350ul

‘d—lﬂf-dn_p—
CGC

*P<0,05 verrattuna ei-kasiteltyihin

Kuvio 13

MOG-EAE/tutkimus 4
CGC

0GO
150ul

CGC 254l

CGC50ul  CGC 150ul _ Eikasitellyt
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Kuvio 14

61 MOG-EAE/tutkimus 6
GGG

150ul 350ul

MOG-EAE/tutkimus 4
GGG

_%;

EAE:n vaikeusaste

i
Ei-kasitellyt

GGG GGG

150ul 350ul
MOG-EAE/utkimus 3
GGG

¥

cCC GGG GGG
B0ul 150ul

CCC
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Kuvio 15

MOG-EAE/tutkimus 6
GGG MOG-EAE/tutkimus 4
S GGG

N W A RO

EAE:n vaikeusaste

EAE:n vaikeusaste

[

NN
s

2

o
9]

CcC

CCC GGG ¢ GGG Ei-
150ul  350ul 50ul  150ul  350Qul kasitellyt

MOG-EAE/tutkimus 4
CGC

EAE:n vaikeusaste
W

g Brtesia
CGC CGC CGC Ei- CCC
25ul - 50ul  150ul kasiteltyt

SCH-EAEAutkimus 3
GGG
—I

EAE:n vaikeusaste
C . Nw b oo

C GGG GGG GGG
50ul 150Ul 350U

O

C

IR

e
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Kuvio 16
Tutkimus 6: MOG-EAE/C57BL-hiiret
4- ——
C-G-C
N
. \
*P<0.05
2- —
1
& 1
CCC 150ul CGC 50ul
4~ _—
G-G-G
\ N
¥ 3 \
2
™ 21
-
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Kuvio 17

Tutkimus 6: MOG-EAE/C57BL-hiiret
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Kuvio 18
Tutkimus 6: MOG-EAE/C57BL-hiiret
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Kuvio 19

MOG-EAE C57BL-hiiret
SN-2-periaatteen tutkimus

o

GCG 50uls CGC 50uls C-DHGLA-C 50ul



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - DESCRIPTION
	Page 48 - DESCRIPTION
	Page 49 - DESCRIPTION
	Page 50 - DESCRIPTION
	Page 51 - DESCRIPTION
	Page 52 - DESCRIPTION
	Page 53 - DESCRIPTION
	Page 54 - DESCRIPTION
	Page 55 - DESCRIPTION
	Page 56 - DESCRIPTION
	Page 57 - DESCRIPTION
	Page 58 - DESCRIPTION
	Page 59 - DESCRIPTION
	Page 60 - DESCRIPTION
	Page 61 - DESCRIPTION
	Page 62 - CLAIMS
	Page 63 - CLAIMS
	Page 64 - CLAIMS
	Page 65 - CLAIMS
	Page 66 - CLAIMS
	Page 67 - CLAIMS
	Page 68 - CLAIMS
	Page 69 - DRAWINGS
	Page 70 - DRAWINGS
	Page 71 - DRAWINGS
	Page 72 - DRAWINGS
	Page 73 - DRAWINGS
	Page 74 - DRAWINGS
	Page 75 - DRAWINGS
	Page 76 - DRAWINGS
	Page 77 - DRAWINGS
	Page 78 - DRAWINGS
	Page 79 - DRAWINGS
	Page 80 - DRAWINGS
	Page 81 - DRAWINGS
	Page 82 - DRAWINGS
	Page 83 - DRAWINGS
	Page 84 - DRAWINGS
	Page 85 - DRAWINGS

