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Sulfatoitujen oligosakkaridien valmistus ja kiytté — Framstiillning och
anvindning av sulfatiserade oligosakkarider

Téami keksint6 koskee sulfatoituja oligosakkarideja, niiden valmistusta ja kayttod
antiangiogeenisina, antimetastaattisina ja/tai anti-inflammatorisina aineina.

Heparaanisulfaatit kuuluvat polysakkaridien glykosaminoglykaaniperheeseen. Niitd
on lisnd useimmissa monisoluisissa eldimissd ja ne ovat jakautuneina kaikkialle
ilmentyen useimpien kudosten solujen pinnalla ja soluviliaineessa (ECM,
extracellular matrice) (1, 2). Hepariinisulfaatit esiintyvdt tavallisesti
proteoglykaaneina, ja molekyylin ydinpolypeptidien sekvensoinnissa ja kloonauk-
sessa on edistytty huomattavasti. Tahdan mennessi on esimerkiksi ainakin kahdeksan
eri heparaanisulfaattiproteoglykaanin (HSPG) ydinpolypeptidid tunnistettu solun
pinnalta (3).

Alunperin HSPG:ill4 katsottiin olevan paljolti rakenteellinen tehtdva solun pinnalla
ja soluvdliaineessa. Heparaanisulfaattiketjut ovat kuitenkin rakenteeltaan
huomattavan erilaisia (2, 4), mikd johtaa ajattelemaan, ettd ne saattavat viestittdd
tietoa monia biologisia prosesseja varten. Niinpd vaikka heparaanisulfaattiketjut
syntetisoituvat alunperin glukuronosyyli- ja N-asetyyliglukosaminyylitidhteiden
yksinkertaisena vuorottelevana toistojaksona, joita yhdistdviat B1-4 ja al-4 -
sidokset, niistd on olemassa monia myShempid muunnoksia. Polysakkaridi N-
deasetyloituu ja N-sulfatoituu ja sen jidlkeen ldpikdy glukuronosyyliyksikkdjen CS5-
epimerisaation iduronosyyliyksikoiksi ja erilaisia uronosyyli- ja glukosami-
nyylitidhteiden = O-sulfatoitumisia. Ndiden muutosten vaihtelevuus tekee
mahdolliseksi noin kolmekymmentd erilaista disakkaridisekvenssid, joiden
tuloksena, kun ne jéarjestetddn eri jirjestyksiin pitkin hepariinisulfaattiketjua, voi teo-
reettisesti olla valtava méird erilaisia hepariinisulfaattirakenteita. Tdssd mielessd
antikoaguloiva polysakkaridihepariini, jota on ainoastaan syottosolujyvésissi,
edustaa hepariinisulfaatin 4drimmdistd muotoa, jossa epimerisaatio ja sulfatoi-
tuminen ovat maksimaalisia. Useimmat hepariinisulfaatit sisaltavit lyhyitd péatkid
erittdin  sulfatoituneita tdhteitd, joita liittdvidt toisiinsa sulfatoitumattomien
yksikkojen suhteellisen pitkét jaksot.

Nyt on olemassa selvdi ndytt6d siitd, ettd hepariinisulfaateilla on ratkaiseva merkitys
kovin monissa biologisissa prosesseissa (2-4). Erityisesti ne voivat toimia ligandeina
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molekyylien adheesiossa, jota tapahtuu solujen valisissd vuorovaikutuksissa (5, 6),
osallistua solun ja soluvéliaineen interaktioihin (5, 6) ja toimia vélttiméttomind so-
lun pintareseptoreina kasvutekijoille, kuten emaksiselle fibroblastikasvutekijalle
(bFGF) (7, 8) ja verisuonten endoteelikasvutekijille (VEGF) (9). HSPG:t ovat myos
erds avainkomponentti tyvikalvoissa, jotka edustavat tarkeintd estettid solujen mi-
graatiolle (10). Tyvikalvoesteet voivat rikkoutua vain silloin, kun solut tuottavat
erilaisia hajottavia entsyymeja (11), jothin kuuluu eras endoglykosidaasi, jota nimi-
tetddn heparanaasiksi, joka pilkkoo hepariinisulfaattiketjuja (12, 13).

On osoitettu, ettd monet biologiset prosessit, joihin heparaanisulfaatit osallistuvat,
edellyttdvat ainutlaatuisten heparaanisulfaattirakenteiden tunnistamista, sulfaattien
aseman polysakkaridiketjussa ollessa ratkaisevan tarked (3). On esimerkiksi osoitet-
tu, ettd madriteltyja heparaanisulfaattisekvenssejd tunnistavat happamat ja eméksiset
FGF:t (14-16) ja pilkkovat heparanaasit. Ndiden havaintojen perusteella esilla ole-
van keksinnon tarkoituksena on ollut syntetisoida sulfatoituja oligosakkarideja, jotka
estavat kasvutekijoitd tunnistamasta heparaanisulfaattia ja estdvidt heparanaaseja
pilkkomasta heparaanisulfaatteja. Kasvutekijoiden estdmisessé katsottiin pienimole-
kyylipainoisten heparaanisulfaatin matkijoiden olevan erityisen tehokkaita, koska
nyt uskotaan, etta solun pinnan heparaanisulfaatit valittavat niiden reseptoreihin si-
toutuneita kasvutekijoitd verkkoutumista (17). Lisdksi sulfatoituneet oligosakkaridit
olisivat tehokkaita heparanaasin estdjid toimimalla taman entsyymin pilkkoutumat-
tomina substraatteina.

Sulfatoituja oligosakkarideja, joilla on kasvutekijoita estava vaikutus, voidaan kayt-
tdd muutamiin kliinisiin tarkoituksiin. Hepariini/heparaanisulfaattiin sitoutuvat kas-
vutekijat, kuten bFGF ja VEGF, ovat voimakkaita angiogeneesin kaynnistajid (18).
Aikuisissa angiogeneesid esiintyy suhteellisen harvoin haavojen paranemisaikaa
lukuunottamatta. Aikuisilla esiintyy kuitenkin joukko "angiogeneesistd riippuvaisia
tauteja”, joissa angiogeneesilla on ratkaiseva merkitys (18-20). Tarkein niistd on
kiinteiden kasvainten kasvuun, proliferatiivisiin retinopatiothin ja nivelreumaan
liittyva angiogeneesi. Sulfatoituneet oligosakkaridit, jotka estdisivat tirkeimpien
angiogeenisten kasvutekijoiden, kuten bFGF:n ja VEGF:n, vaikutuksen, olisivat
erityisen hyodyllisid niiden verisuonien uudiskasvusta riippuvaisten tautien hoidos-
sa.

Heparanaasin vaikutusta estivilla sulfatoiduilla oligosakkarideilla on myds joitakin
kliinisid sovelluksia. Endoteelinalainen tyvikalvo on tarkea fyysinen este endoteeli-
solujen, kasvainsolujen ja leukosyyttien kulkemiselle verisuonten seindmén ldpi.
Heparanaasientsyymilla yhdess4 erilaisten proteolyyttisten entsyymien (esimerkiksi
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plasmiinin, viliainetta pilkkovien metalloproteinaasien) kanssa on olennainen
merkitys sisadntulevien solujen vaikutuksesta tapahtuvassa tyvikalvon hajoamisessa
(11-13, 21). Estdessddn tyvikalvon hajoamista sulfatoituneilla oligosakkarideilla
heparanaasia estivine vaikutuksineen olisi siis metastaaseja estivd ja
tulehduksenvastainen vaikutus ja lisdksi ne saattaisivat estdd angiogeneesin
varhaisvaiheita. Sulfatoitujen oligosakkaridien, jotka samanaikaisesti estdvit
angiogeenisten kasvutekijéiden vaikutusta ja heparanaasientsyymid, kayttdé olisi
edullista monissa kliinisissd tilanteissa, esimerkiksi hoidettaessa erittdin
metastasoivia kiinteitd kasvaimia ja nivelreumaa.

Aikaisempi kansainvilinen patenttihakemus nro PCT/AUS88/00017 (julkaisu nro
WO 88/05301) kuvaa sulfatoitujen polysakkaridien kuten hepariinin ja muunnetun
hepariinin, fukoidiinin, pentosaanisulfaatin, dekstraanisulfaatin ja karrageeni-
lambdan, jotka salpaavat tai estivit heparanaasin vaikutusta, kaytt6d eldin- tai
ihmispotilaan antimetastaattisessa ja/tai anti-inflammatorisessa hoidossa.

Esilli olevaan keksintoon johtaneessa tyOssddn keksinnon tekijdt valmistivat
sulfatoituja oligosakkarideja kdyttimalld joko luonnossa esiintyvid oligosakkarideja
tai tdysin synteettisid oligosakkarideja, jotka sisdlsivit heksoosia sisdltdvia
homopolymeereji. Erdiden niistd yhdisteisti on osoitettu olevan voimakkaita
ihmisen angiogeneesin, kasvainmetastaasien ja tulehduksen estdjid. Saadut tulokset
ovat yhdenmukaisia sulfatoitujen oligosakkaridien kanssa niiden omatessa biologisia
vaikutuksia estdmilld angiogeenisten kasvutekijoiden vaikutusta ja/tai heparanaasin
toimintaa, ja tutkimuksessa saatiin eriditd sulfatoituja oligosakkarideja, jotka ovat
sekd angiogeneesin ettd heparanaasin vaikutuksen voimakkaita estéjii.

Erdédn aspektinsa mukaan esilld oleva keksinto koskee sulfatoituja oligosakkarideja,
joilla on yleinen kaava I

Ri-(Roa-R, D

jossa R, ja R, ja kukin R, edustavat monosakkaridiyksikkojd, joista kaikki voivat
olla samanlaisia tai erilaisia, vierekkiisten monosakkaridiyksikkojen liittyessé
toisiinsa 12, 13, 14 ja/tai 16 glykosidisidoksilla, ja

n on kokonaisluku 1 - 6.

Tamin keksinnon mukaiset sulfatoidut oligosakkaridit perustuvat monosakkaridi-
yksikkdjen, jotka voivat liittyd toisiinsa 12, 13, 154 ja/tai 156 glykosidisi-
doksilla, polymeereihin, jotka voivat koostua 3 - 8 monosakkaridiyksikostd. Edulli-
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sest1 oligosakkaridit muodostuvat 3 - 6 monosakkaridiyksikostd (n on 3 - 4). Poly-
meerit voivat kasittdd homopolymeereja, jotka sisaltavat vain yhdentyyppistd mo-
nosakkaridiyksikkod, tai heteropolymeereja, jotka sisaltavat kahden- tai useamman-
tyyppisia monosakkaridiyksikkoja.

Monosakkaridiyksikot, jotka liittyvat toisiinsa muodostaakseen oligosakkarideja,
ovat edullisesti heksooseja ja ne voivat olla joko furanooseja, kuten fruktoosia, tai
pyranooseja, kuten glukoosia, mannoosia, altroosia, alloosia, taloosia, galaktoosia,
idoosia tai guloosia. Heksoosit voivat olla joko D- tai L-konfiguraatiossa.

Eraan erntyisaspektinsa mukaan esilla oleva keksinto koskee uusia synteettisid oli-
gosakkarideja, joilla on yleinen kaava II:

Ry'( Ry)n‘R)‘ (H)

jossa kaikki Ry-ryhmét ovat samanlaisia ja kukin niistd edustaa monosakkaridiyksik-
koa, vierekkaisten monosakkaridiyksikkojen liittyessd toisiinsa 13, 154 ja/tai
1—6 glykosidisidoksilla; ja

n on jokin kokonaisluku 1 - 6.

Taman erityisaspektinsa mukaan keksintod koskee myos sulfatoituja oligosakkarideja,
joilla on edelld oleva yleinen kaava II.

Kaavan II mukaisissa homopolymeerioligosakkandeissa monosakkaridiyksikkd on
edullisesti jokin heksoosi, kuten glukoosi, mannoosi, altroosi, alloost, taloosi, galak-
toosi, idoosi tai guloosi. Samoin edullisesti n on naissd oligosakkarideissa | - 4,
edullisemmin 3 - 4.

Yleisten kaavojen I ja I mukaiset oligosakkaridit kasittavat myos yhdisteitd, joissa
monosakkaridiyksikot ovat johdettuja, erityisesti sellaisia, joissa yksikot ovat mo-
nosakkaridien fosfaatti-, asetyyli- tai muu esterijohdoksia.

Tamian keksinnon mukaiset sulfatoidut oligosakkaridit voidaan yleensa valmistaa
sulfatoimalla oligosakkarideja alalla per se tunnetuilla menetelmilld, jolloin saadaan
niiden vastaavia O-sulfatoituja johdoksia. Esimerkkeja sopivista sulfatointimene-
telmistd esitetdan tuonnempana. Sulfatoituvat oligosakkaridit voivat olla luonnossa
esiintyvia tuotteita, mukaanlukien luonnossa esiintyvat oligosakkaridit (esimerkiksi
raffinoosi ja stakyoosi), samoin kuin oligosakkarideja, jotka on valmistettu hajotta-
malla entsymaattisesti tai kemiallisesti luonnossa esiintyvia oligosakkarideja
(esimerkiksi maltotetroosi, maltopentoosi ja maltoheksoosi; glukotrioosi, gluko-
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tetroosi ja glukopentoosi; kondroitiinitetra-, -heksa- ja -oktasakkaridit, ja Pichia
holstii -hiivasta peréisin oleva mannopentoosifostaatti).

Kuten edella kuvattiin, tdméan keksinnon alaan kuuluvilla sulfatoiduilla oligosakka-
rideilla on osoitettu olevan heparanaasia estivid ja/tai kasvutekijoitd estdvad aktiivi-
suutta, ja viela erdan aspektinsa mukaan esilld oleva keksinto koskee edelld kuvattu-
jen sulfatoitujen oligosakkaridien kaytt6a antiangiogeenisena, antimetastaattisena
ja/tai anti-inflammatorisena aineena ldmminverisen eldinpotilaan (ihminen mukaan-
luettuna) hoidossa.

Esilla oleva keksintd koskeekin myos ihmispotilaan tai muun ldmminverisen eliin-
potilaan, joka tarvitsee tillaista hoitoa, hoitomenetelmaid verisuonten uudiskasvua,
metastaasien syntyé ja/tat tulehdusta vastaan, jossa menetelméssa potilaalle annetaan
tehokas méaara vahintaan yhta edelld kuvattua sulfatoitua oligosakkaridia.

Aktiivinen komponentti annetaan terapeuttisesti tehokkaina maarina. Terapeuttisesti
tehokas maara tarkoittaa sellaista madrad, joka tarvitaan halutun vaikutuksen saami-
seksi ainakin osaksi tai kysymyksesséd olevan hoidettavan tilan puhkeamisen viivyt-
tdmiseksi, sen etenemisen estdmiseksi tai sen puhkeamisen tai etenemisen pysayt-
tamiseksi kokonaan. Sellaiset maarat riippuvat kysymyksessa olevasta hoidettavasta
tilasta, tilan vakavuudesta ja kysymyksessi olevan potilaan parametreistd, ikd, fyysi-
nen kunto, koko, paino ja rinnakkaishoito mukaanluettuina. Alaan perehtynyt tuntee
nama tekijat ja pystyy maarittdimaan ne pelkilla rutiinikokeilla. Yleensa on edullista,
ettd kaytetadn maksimiannosta, toisin sanoen suurinta turvallista annosta jérkevén
ladketieteellisen harkinnan mukaan. Alan ammattilaiset ymmartavat kuitenkin, ettd
laaketieteellisistda, psykologisista ja kaytdnnoéllisesti katsoen mistd tahansa muusta
syystd voidaan antaa myGs pienempi annos tai siedettdvad annos.

Keksinto koskee myos vahintdan yhden edella kuvatun sulfatoidun oligosakkaridin
kayttoa valmistettaessa ladketta ihmisen tai muun lamminverisen eldinpotilaan hoi-
tamiseksi angiogeneesid, metastaaseja ja/tai tulehdusta vastaan.

Lisaksi tima keksinto koskee angiogeneesin, metastaasien ja/tai tulehduksen vastai-
seen hoitoon tarkoitettua farmaseuttista tai eldinladkinnéllistd koostumusta, joka
kasittaa vahintaan yhden edelld kuvatun sulfatoidun oligosakkaridin yhdessé jonkin
farmaseuttisesti tai eldinlagkintaian hyvaksytyn kantajan tai laimenteen kanssa.

Alan ammattilaiset tuntevat hyvin sellaisten terapeuttisten koostumusten formuloin-
nin. Sopivia farmaseuttisesti tai elaintaakinnallisesti hyvaksyttyja kantajia ja/tai lai-
menteita ovat mitka tahansa ja kaikki tavanomaiset liuotteet, dispergointiaineet,
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tayteaineet, kunteat kantajat, vesipitoiset liuokset, paillysteaineet, bakteereja tuhoa-
vat ja sienid tuhoavat aineet, isotoniset ja absorptiota sdatelevit aineet ja vastaavat.
Sellaisten aineiden kaytto farmaseuttisten ja elainlaakinnallisten tehoaineiden kans-
sa on alalla tunnettua ja sitd kuvataan esimerkiksi teoksessa Remington’s Pharma-
ceutical Sciences, 18. painos, Mack Publishing Company, Pennsylvania, USA. Mit4
tahansa tavanomaista ainetta voidaan kayttaa esilla olevan keksinnén mukaisissa
farmaseuttisesti ja elainlaakintddn hyvaksyttavissa koostumuksissa, paitsi mikali ne
eivit sovi yhteen niiden kanssa. Koostumuksiin voidaan sisillyttdd myds muita te-
hoaineita.

Erityisen edullista on formuloida seokset yksikkdannosmuotoon annon helpottami-
seksi ja annosten saamiseksi yhdenmukaisiksi. Tassa kaytettyna yksikkéannosmuoto
tarkoittaa fyysisesti erillisia yksikkoannoksia, jotka ovat tarkoitetut hoidettaville
ihmis- tai eldinkohteille; kukin yksikko sisaltdd tehoainetta ennalta méadrityn méa-
rdn, joka on laskettu niin, ettd se tuottaa halutun hoitovaikutuksen, hitettyna halut-
tuun farmaseuttisesti tai eldinlaakintaian hyvaksyttyyn kantajaan ja/tai laimenteeseen.
Keksinnon mukaisten uusien annosyksikoiden mairittelyn sanelevat (a) tehoaineen
ainutlaatuiset ominaisuudet ja saavutettava terapeuttinen erityisvaikutus ja (b) sellai-
sen madrattyyn hoitoon tarkoitetun tehoaineen kompoundointitekniikan luonnolliset
rajoitukset ja ne ovat suoraan riippuvaisia ndisté seikoista.

Tamin keksinnon mukaisia sulfatoituja oligosakkarideja voidaan kayttaa hoidettaes-
sa angiogeneesisti riippuvaisia tauteja, mukaanlukien kiinteiden kasvainten kasva-
miseen, proliferatiivisiin retinopatioihin ja nivelreumaan liittyva verisuonten uudis-
kasvu, sekd hoidettaessa tulehdussairauksia ja tiloja, joissa sulfatoitujen oligosakka-
ridien heparanaasia estdva vaikutus olisi erityisen hyodyllinen estdmasséd leukosyyt-
tien infiltroitumista, mukaanluettuina krooniset tulehdussairaudet, joissa leukosyyt-
tien infiltroituminen on erds avainseikka, kuten nivelreuma, multippeliskleroosi,
insuliinista riippuvainen diabetes mellitus, tulehdukselliset vatsataudit, kuten ulse-
ratiivinen koliitti ja Chronin tauti, vierassiirteen hyljinta ja krooninen astma.

Kaikkialla tissd patenttiselityksessd, jollei yhteys muuta edellytd, verbi "késittaa" tai
sen sellaiset variaatiot kuten "kasittavat” ja "kasittden" on ymmarrettdva siten, ettd
ne sisdltavit maaritellyn kokonaisuuden tai kokonaisuusryhmén, mutta eivit sulje
pois mitid tahansa muuta kokonaisuutta tai kokonaisuusryhméa.
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Kuten edelld laajasti kuvailtiin, esilli oleva keksintd koskee sulfatoituja
oligosakkarideja ja niiden kdytt6d antiangiogeenisini, antimetastaattisia ja/tai anti-
inflammatorisina aineina. Eriitd oligosakkarideja voidaan hankkia luonnon lihteisti
myohempédd sulfatointia varten, mutta erittdin suositeltava on yksinkertainen
menettely ketjunpituudeltaan ja stereokemialtaan méirittyjen oligosakkaridien
sulfatoimiseksi. Esilld oleva keksintd tuo kidytto6n parannetun menetelmin
heksoosisokerioligomeerien syntetisoimiseksi ja eristimiseksi yksinkertaisista
lahtoaineista hyvind saantoina ja tdssd menetelmédssd ndiden oligomeerien
sokerimonomeerit sidotaan toisiinsa 1-3, 14 ja/tai 156 -sidoksilla. Tami
heksoosisokerioligomeerien valmistusmenetelmi on tdysin pdinvastainen kuin tapa,
jolla sellaisia sokerioligomeerejd on aikaisemmin valmistettu, siind mielessd, ettd
saadaan hyvid saantoja, oligomerisoitumisaste on helposti sdddeltdvissd ja tilld
menetelmalld saadut tuotteet ovat homologisia lineaarisia oligomeerejd, jotka on
helppo eristdi ja puhdistaa yksinkertaisia kromatografiamenetelmii kayttden.

Tiede- ja patenttikirjallisuudesta voidaan 16ytd4 monia esimerkkejd, joissa kuvataan
sokeripolymeerien ja -oligomeerien valmistusta. Esimerkiksi erddssd yleisesti
kéytetyssd menettelytavassa muuntamatonta sokerimonomeerid, joko yksinddn tai
liuotteen ldsniollessa, voidaan kuumentaa jonkin katalyytin ldsndollessa, jolloin
saadaan haarautuneita ja lineaarisia polymeerituotteita, joissa on erilaisia ja
toisinaan huonosti médriteltdvid kemiallisia sidoksia (22, 23). Toinen menetelma,
jossa sokeri sulatetaan kationinvaihtohartsien ldsndollessa (24), tuottaa myods
suurimolekyylipainoisia voimakkaasti haarautuneita polymeerejd. Néaissd kahdessa
esimerkissd polymeerien muodostuessa hdvida samalla yksi vesimolekyyli kutakin
muodostunutta polymeerisidosta kohti. Erddssd toisessa esimerkissd tunnetusta
vaihepolymerointimenetelméstd kéytetddn Koeningsin-Knorrin reaktiota, jossa
sokerit, joissa on ei-hydroksyyliryhmid (kuten esimerkiksi bromi- tai klooriatomi)
positiossa 1 ja suojaavia ryhmid (kuten esimerkiksi asetyyli) muissa
sokerihydroksyyliryhmissd, saatetaan reagoimaan positiossa 1  jonkin toisessa
sokerissa olevan hydroksyyliryhmén kanssa (24). Niissd menetelmissd menetetddn
muu molekyyli kuin vesi, esimerkiksi HBr, polymeerisidoksen muodostumisen
atkana. Tamé oligosakkaridien valmistusmenetelmd on aikaa vievd ja siind
joudutaan valmistamaan monimutkaisia ldhtGaineita ja se tuottaa huonoja
kokonaistuloksia (25).

Samaten on tunnettua, ettd heksoosisokeri, jossa on jokin primaarinen alkoholiryh-
m4 hiilessd 6 ja O-suojaryhmié (kuten asetyyli) positioissa 2, 3 ja 4 ja jokin ldhtevd
ryhmd, kuten bromi, positiossa 1, kondensoituvat itsestdin, erityisesti jonkin sellai-
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sen katalyytin kuten hopeaoksidin ldsnéollessa, jolloin muodostuu 1,6 -sidottuja
polymeerejé; joukko gentiodekstriinejd on valmistettu tilld tavalla 1-bromi-2,3 4-tri-
O-asetyyli-a-D-glukoosista; oligosakkaridien saannot olivat kuitenkin huonoja sen
vuoksi, ettd muodostui 1,6-anhydro-B-D-glukoosia, joka syntyi molekyylinsisdisesti
kondensaatiosta; dimeerin (14 %) ja trimeerin (22 %) saannot olivat kehnoja ja
tetrameerin ja pentameerin saannot (<5 %) olivat huonompia ja heksameerid
eristettiin vain 1 %:n saantona (26).

Tuoreemmissa julkaisuissa kuvataan 1,6-sidottujen B-pyranosyyliyksikkéjen (27) ja
D-dekstraanin polymeerien kemiallisia synteesejd, jotka tapahtuvat anhydro-
sokerijohdoksien renkaanavautumispolymeroitumisen avulla. Tédmén menetelmé
haittana on huomattavaa tyopanosta vaativa anhydrosokerildhtdaineen valmistus
eikd ole myoskddn naytt6a siitd, ettd oligosakkarideja voitaisiin valmistaa helposti
tilldi menetelmailld, vaikka reaktiot toteutettaisiin esimerkiksi -60°C:ssa. Erddssi
toisessa menetelmissd on kaytetty 1,2,3 4-tetra-O-asetyyli-B-D-glukoosin happo-
katalysoitua sulapolymerointia 1,6'-sidottujen oligosakkaridiasetaattien seoksen
valmistamiseksi, jonka deasetyloinnin ja kromatografiatutkimuksen jéilkeen
osoitettiin sisdltdvin pddasiassa mono- ja disakkarideja, nimittdin glukoosia (15 %),
levoglukosaania (4 %) ja gentiobioosia (16 %), kun sen sijaan oligosakkaridisaanto
oli ei-hyvéksyttivian huono, erityisesti gentiotrioosin (4 %) ja gentiotetroosin (0,6
%) (29).T4ti menetelmdd kuvattiin myShemmin yksityiskohtaisemmin (30) ja
vaikka polymeerituotteiden saanto oli hieman parantunut, tuloksena oli kuitenkin
vain hyvin kehnoja saantoja odotetuista oligomeereisté.

Kirjallisuuden perusteella nédyttda siis siltd, ettd vaikka oligosakkaridien
valmistamiseksi on jo olemassa useita menettelytapoja, ei tdhdn mennessd ole
kuvattu mitddn menetelmdd homo-oligosakkaridien valmistamiseksi hyvilld
saannolla helposti saatavissa olevasta ja huokeasta ldhtdaineesta.

Tdhidn keksintoon johtaneessa tyossdhavaittiin, ettd spesifejd heksopyrano-
oligosakkarideja voidaan syntetisoida hyvini saantoina helposti saatavilla olevista ja
huokeista ldht6aineista. Keksinnon timén aspektin mukaan kysymyksessd on
heksopyrano-oligosakkaridien valmistusmenetelmd, jossa kuumennetaan heksoosin
asetyyli- tai jotakin muuta esterijohdosta jossakin inertissi liuotteessa alennetussa
paineessa ja jonkin Lewisin hapon tai muun katalyytin ldsnéollessa.

Tamén menetelmidn mukaan heksoosisokerijohdoksien, mukaanluettuina glukoosin,
mannoosin, galaktoosin, altroosin, taloosin, guloosin, idoosin ja alloosin 1,2,3,4-
tetra-O-asetyylijohdokset, mutta rajoittumatta niihin, voidaan saada oligomerisoitu-
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maan hallitusti, jolloin saadaan O-asetyloituja heksoosioligosakkarideja. Tdssa me-
netelméssd  oligomerisoitumisastetta (ketjun pituutta) voidaan helposti saadella
saatamalla lampotilaa, jossa oligomerisaatioreaktio tapahtuu, ja muuttamalla aikaa,
jonka reaktion annetaan edetd. Oligomerisaatioreaktion jalkeen raakatuoteseokselle
voidaan suorittaa lisdasetylisointi oligosakkaridien loppujen vapaiden hydroksyyli-
ryhmien asetyloimiseksi. Asetyloidut oligosakkaridit voidaan sitten helposti erottaa
adsorptiokromatografian avulla. Asetyyliryhmét absorboivat ultraviolettivaloa, miki
helpottaa spektrofotometrian kayttod asetyloitujen oligosakkaridien tunnistamiseen,
kun ne eluoituvat perdgjalkeen kolonnista. Asetyylisuojaryhmaét voidaan myos poistaa
oligosakkaridiseoksesta ja saadut oligosakkaridit erottaa koon mukaan geelisuoda-
tus(kokoekskluusio)kromatografialla.

T4ssd kuvatuissa esimerkeissd sulfatoidut oligosakkaridit erotetaan ja kéytetdin
vastaavina natriumsuoloina. On selvad, ettd muita farmaseuttisesti hyvaksyttyja
suoloja, kuten kalsiumsuoloja, tai farmaseuttisesti hyvaksyttdvid amiinisuoloja voi-
daan erottaa ja kayttdd vastaavalla tavalla. Kun téssad siis viitataan "sulfatoituihin
oligosakkarideihin”, niiden on tarkoitettu kattavan myos sulfatoitujen oligosakkari-
dien sellaiset natrium- tai muut farmaseuttisesti hyvaksyttavit suolat.

Esilld olevan keksinnén muita tunnusmerkkeja kuvataan taydellisemmin seuraavissa
esimerkeissd. On kuitenkin selvad, ettd tdma yksityiskohtainen kuvaus sisillytetaan
tahidn pelkédstaan esimerkkini esilla olevasta keksinnostd eikd sen tulisi késittad mil-
laan tavalla rajoittavan edella selostetun keksinnon laajempaa kuvausta.

Esimerkit 1, 2 ja 3 kuvaavat synteettisten oligosakkaridien valmistusta tissa kuvatul-
la uudella menetelmalld, esimerkit 4, 5 ja 6 ovat esimerkkejd oligosakkaridien
sulfatointimenetelmistd ja esimerkki 7 on esimerkki sulfatoitujen oligosakkaridien
kaytostd antiangiogeenisind, antimetastaattisina ja/tai anti-inflammatorisina aineina.
(Esimerkeissa 1 ja 2 "EM" tarkoittaa "ei maantetty").

Liitteend olevissa piirustuksissa:

Kuvio 1 esittad maltoheksoosin vaikutusta thmisen angiogeneesiin in vitro. Ylempi
kuvio on digitaalikuva vertailuangiogeneesistd 14 vuorokautta viljelyn aloituksen
jalkeen. Alempi kuvio kuvaa angiogeneesid 20 ug:n/ml maltoheksoosisulfaattia las-
néollessa.

Kuvio 2 esittdd maltoosisulfaatin (), maltotetroosisulfaatin (O) ja maltoheksoosi-
sulfaatin (M) eri pitoisuuksien vaikutusta thmisen angiogeneesiin in vitro. Tuloksia,
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Jotka saatiin angiogeneesivasteen digitaalikuvista 14 vuorokautta viljelyn aloittami-
sen jalkeen. Kukin arvo on keskiarvo + keskivirhe (n=4).

Kuvio 3 esittda Pichia holstiista peraisin olevan sulfatoidun mannopentoosifosfaa-
tin eri pitoisuuksien (ug/ml) vaikutusta ihmisen angiogeneesiin in vitro. Tuloksia,
Jotka saatiin angiogeneesivasteen digitaalikuvista 19 vuorokautta viljelyn aloittami-
sen jalkeen. Kukin arvo on keskiarvo + keskivirhe (n=4).

Kuvio 4 esittdd ketjunpituudeltaan erilaisten sulfatoitujen maltoosioligosakkaridien
vaikutusta rotan maitorauhasadenokarsinooman 13762 MAT metastaaseihin. Vertai-
lueldimet saivat 13762 MAT -soluja ilman oligosakkaridia. Ryhmassd A kasitellyt
eldimet saivat 2 mg, 1.v., kutakin yhdistettd kasvainsolujen ruiskutushetkelld. Ryh-
massd B kasitellyt elaimet saivat 4 mg, ihon alle, kutakin yhdistettd kasvainsolujen
ruiskutushetkella. Pystysuorat palkit kuvaavat keskiarvojen keskivirheiti.

Kuviossa 5 on madritetty ketjunpituudeltaan erilaisten sulfatoitujen maltoosioli-
gosakkaridien kykyd estiaa solun pinnan heparaanisulfaattien sitoutumista BALLB/c
3T3-solujen pinnalle immobilisoituun FGF:aan. Sitoutuneiden 3T3-solujen maira
madritettiin varjaamalla bengaalinpunaisella ja mittaamalla varin absorbanssi aal-
lonpituudella 540 nm. Eri maltoosioligosakkaridien sulfatointiaste on lueteltu taulu-
kossa 2.

Kuvio 6 kuvaa maltoheksoosisulfaatin sulfatointiasteen vaikutusta sen kykyyn estii
rotan maitorauhasen adenokarsinooman 13762 MAT metastaaseja. Vaaka-akselilla
olevat numerot tarkoittavat sulfaattiryhmien lukumairaa/maltoheksoosimolekyyli.
Vertailueldimet saivat kasvainsoluja ilman yhdisteita. Oligosakkaridit annettiin an-
noksena 2 mg/rotta, 1.v. kasvainsolujen ruiskutuksen hetkelld. Pystysuorat palkit ku-
vaavat keskiarvojen keskivirheita.

Kuvio 7 kuvaa maltoheksoosin, jossa on eri lukumaara sulfaattiryhmia/molekyyli,
vaikutusta in vitro ihmisen angiogeneesiin. Oligosakkaridit lisattiin pitoisuutena
200 pg/ml ja koe suoritettiin seerumittomassa véaliaineessa. Tédssd kokeessa saatiin
samankaltainen angiogeeninen vaste riippumatta siitd, suoritettiinko koe seerumia
sisiltavissid (20 % FCS) tai seerumittomassa (ei FCS:4) viliaineessa. Maltoheksoosi,
jossa on 20 sulfaattiryhmad/molekyyli, edustaa maksimaalisesti sulfatoitua molekyy-
lia. Tulokset keskiarvoja + keskivirhe neljastda maarityksesta.

Kuvio 8 esittd4 erilaista mannoosia siséltiavien sulfatoitujen oligosakkaridien vaiku-
tusta in vitro ihmisen angiogeneesiin. Sulkeissa olevat arvot tarkoittavat oligosak-
karidien sulfatointi-%. Oligosakkarideja lisattiin pitoisuutena 200 pg/ml ja koe
suoritettiin seerumia sisaltdvassd valiaineessa. Tulokset ovat neljan maérityksen
keskiarvo * keskivirhe.

Kuvio 9 esittas ketjunpituudeltaan erilaisten sulfatoitujen mannoosioligosakkaridien
vaikutusta rotan maitorauhasen adenokarsinooman 13762 MAT metastaasiin. Sul-
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keissa olevat arvot tarkoittavat oligosakkaridien sultatointiprosenttia. Vertailueldi-
met satvat 13762 MAT -soluja ilman oligosakkaridia. Kasitellyt elaimet saivat ihon
alle joko 2 mg (A) tai 4 mg (B) kutakin yhdistettd valittomasti kasvainsolujen i.v.
ruiskeen jalkeen. Pystysuorat palkit kuvaavat keskiarvojen keskivirheiti.

Kuvio 10 kuvaa ketjunpituudeltaan erilaisten sulfatoitujen galaktoosi- ja glukoosio-
ligosakkaridien vaikutusta rotan maitorauhasadenokarsinooman 13762 MAT metas-
taasiin. Sulkeissa olevat arvot tarkoittavat oligosakkaridien sulfatointiprosenttia.
Vertailueldimet saivat 13762 MAT -soluja ilman oligosakkaridia. Kasitellyt eldimet
saivat thon alle 2 mg kutakin yhdistettd valittomasti kasvainsolujen 1.v. ruiskeen jil-
keen.

Esimerkki 1

Mannoosioligosakkaridit saatiin seuraavalla tavalla: 1,2,3 4-tetra-O-asetyylimannoo-
si (31) (15,0 g, 43 mmol) ja sinkkikloridi (1,5 g) sekoitettiin perusteellisesti tetrame-
tyleenisulfonissa (7 ml), titd seosta kuumennettiin alennetussa paineessa samalla
sekoittaen noin 110°C:ssa 6 tuntia; tissd vaiheessa reaktiomassa oli kovettunut ja
hoyryn (etikkahappoa) kehittyminen oli lakannut. Koko reaktioajan reaktioastian ja
alipaineldhteen vililla oli natronkalkkiputki. Reaktioseoksen annettiin jashtya ja osa
(11,0 g) tuoteseoksesta liuotettiin kuivaan pyridiiniin (20 ml) ja tdhan liuokseen
liséttiin etikkahappoanhydridia (2 ml), tama seos suojattiin ilmakehédn kosteudelta ja
sitd kuumennettiin noin 50°C:ssa samalla sekoittaen 2 tuntia. Jaghdyttamisen jal-
keen lisattiin etanolia (10 ml) ja seoksen annettiin seistd 2 tuntia. Muodostunut py-
ridiini, etanoli ja mahdollinen etyyliasetaatti haihdutettiin pois alipaineessa ja ja4n-
nos pestiin perusteellisesti vedelld sinkkikloridin, tetrametyleenisulfonin ja pyridii-
nin poistamiseksi. Jaiannos liuotettiin dikloorimetaaniin, pestiin vedelld ja orgaani-
nen kerros kuivattiin vedettomin natriumsulfaatin paalla. Oligosakkaridijohdokset
erotettiin ensiksi kahdeksi fraktioksi ohjaamalla dikloorimetaaniliuos lyhyeen (4 x
40 cm) silikageeli 60 (130 g) -kolonniin, joka eluoitiin ensin kloroformilla ja sitten
asetonilla. Kloroformilla eluointi tuotti seoksen, jossa oli taysin asetyloitunutta mo-
nosakkaridia ja oligomeerejd, jotka sisdlsivit 3 - 5 yksikkod mannoosia (seos A).
Sen jidlkeen suoritettu eluointi asetonilla tuotti seoksen, jossa oli taysin O-asety-
loituneita oligomeerejd, jotka sisdlsivdt pddasiassa 6 - 12 mannoosiyksikkda per
molekyyli (seos B).

Seosta A (4 g ) syétettiin kolonniin (3,3 x 135 cm), joka oli pakattu ohutlevykroma-
tografiaan kelpaavalla silikageelilla (H). Kolonni eluoitiin asetoni/petrolieetterilld
(kiechumispiste 60 - 80°C) gradientilla, joka lahti 1:5:std ja jossa asetonin prosentti-
osuus kasvoi, kunnes saavutettiin lopullinen suhde 1:1. Virtausnopeus oli
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+0,5 ml/min. Kerdaamalla ja yhdistamalla sopivat fraktiot (maaritettiin silikageeli-
ohutlevykromatografialla) ja poistamalia liuote alipaineessa saatiin taysin asetyloitu-
neita mannoosioligosakkarideja la - Id seuraavasti [n = mannoositahteiden luku-
médrd; saanto, molekyylirotaatio (c= 2.CHCl3)]: 1a (3: 0.7 g; 4.2 %. (o] 5=EM); 1b
(4; 4,1 g; 8.4 %; [a]p=+50); Ic (5; 1.2 g 7.9 %; [a]p=+473), 1d (6. 0.8 g;
5,2 %; [a]p=+36,0). Seos B (7,0 g) kromatografoitiin samalla tavalla kuin seos A,
mutta eluointigradientti [dhti asetoni/petrolieetteri-suhteesta 4:5 (kiehumispiste 60 -
80°C) ja asetonin prosenttiosuus nousi, kunnes se oli 100 %. Télla tavalla saatiin
taysin O-asetyloituneet mannoosioligosakkaridit 1d - 1j seuraavasti {[n = mannoosi-
tahteiden lukumaara; saanto, molekyylirotaatio (c= 1, CHCI)]: 1d (6; 1,6 g; 10,4 %,
[0 p=tEM), le (7; 32 g 212 %. [a)'p=+50,0), 1f (8; 0,5 g 3.4 %,
[0 p=+47,0), 1 (9; 0.7 g, 4.7 %, [a]* 5=+59); 1h (10; 0.9 g, 5.7 %, [a]* p=+54);
1i (11;0,02 g, 0,1 %, [a]"p=tEM); 1 (12; 0,03 g, 0,2 %, [o]* p=+EM].

Yhdistettd la (1,55 g) liuotettiin kuivaan metanoliin (40 ml) ja 1M metanolinat-
riummetoksidia (8,6 ml) lisattiin samalla sekoittaen huoneenlampétilassa. Saatu
sakka suodatettiin pois, pestiin perusteellisesti metanolilla ja kuivattiin. Tuote (2a;
0,61 g, 70 %, [a]27D=+72°) identifioitiin mannotrioosiksi alkuaineanalyysillda (CHN-
arvot olivat +0,4 % odotetusta), elektrosumutusmassaspektrometrialla (M*'504) ja
NMR-spektroskopialla. Oligomeerit 1b - 1j kasiteltiin samalla tavalla, jolloin saatiin
seuraavat oligosakkaridit [n = mannoositihteiden lukuméiara; saanto % asetyloiduis-
ta johdoksista, molekyylirotaatio (c=1, H;O)]: 2b (4, 75 %, [a]p=+78°). 2¢ (5,
85 %, [a]* p=+80°); 2d (6; 98 %, [a)*'p=84°); 2e (7; 98 %, [a]*'p=86,3°); 2f (8; 99
%, [0]?"5=98,0°); 2g (9; 99 %, [a]*"p=+106°); 2h (10; 99 %, [o]” p=+100°); 2i (11;
98 %. [a]*'o=EM); 2j (12; 98 %, [a]" p=EM).

Vaihtoehtoisesti naiméa mannoosioligosakkaridit voidaan eristia geelisuodatuskroma-
tografialla (kokoekskluusio). Asetyloitujen mannoosioligosakkaridien seos saatiin
siis kuumentamalla samalla sekoittaen perusteellisesti 1,2,3,4-tetra-O-asetyyli-
mannoosia (15,0 g, 43 mmol) ja sinkkikloridia (1,5 g) tetrametyleenisulfonissa
(7 ml) alennetussa paineessa noin 110°C:ssa 6 tuntia, kuten edella kuvattiin. Reak-
tioseoksen annettiin jadhtya ja vettd (50 ml) lisattiin ja reaktioseosta sekoitettiin
huoneenldmpétilassa 5 minuuttia ja vesikerros heitettiin pois. Tama pesumenettely
toistettiin, ja massa liuotettiin sen jilkeen kloroformiin, pestiin vedella ja kuivattiin
vedettoman natriumsulfaatin paalla. Suodattamisen jalkeen kloroformi poistettiin
alipaineessa, jolloin saatiin raaka asetyloitunut oligosakkaridiseos (11,3 g). Tamé
seos liuotettiin isopropanoliin (20 ml) ja metanoliin (60 ml) ja sitten lisattiin 1M
natriummetoksidia metanolissa (8 ml) ja seoksen annettiin seistd huoneenldampati-
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lassa | tunti. Tuloksena oleva sakka suodatettiin pois ja pestiin metanolilla (30 ml)
kahdesti. Kutvaamisen jélkeen tama tuote (6,5 g) pantiin hienolaatuista P2-geelid
(BioRad) sisiltavan geelisuodatuskolonnin ylapadhin (vaipallinen; 5 x 90 cm), joka
oli stabilisoitu ajamalla kaksi paivaa vedella (virtausnopeus 0,5 ml per min)
60°C:ssa. Kolonni eluoitiin vedelld virtausnopeudella 0,5 ml per minuutti. Kolonnis-
ta eluoituvat tuotteet identifioitiin piikkeina ditferentiaalirefraktometrialla ja fraktio-
ta koottiin sen mukaisesti. Talld tavalla koottiin fraktioita, jotka vastasivat 11 erilli-
sen piikin alla olevia alueita. Kukin niista fraktioista kromatografoitiin uudelleen
samanlaisessa P2-geelikolonnissa, joka pidettiin 60°C:ssa, ja eluoitiin vedella vir-
tausnopeudella 0,5 ml/min. Nain esimerkiksi fraktio, joka identifioitiin mannopen-
toostksi (0,9 g) ensimmadisestd geelisuodatusajosta, kromatografoitiin uudelleen,
jolloin saatiin padkeskipiikki, jonka molemmin puolin oli olkapait. Keskipiikissi
eluoituva tuote eristettiin poistamalla vesi alipaineessa, jolloin saatiin (0,5 g) materi-
aali, joka kromatografoitiin uudelleen samanlaisessa P2-geelikolonnissa 60°C:ssa
virtausnopeudella 0,3 ml/min. Talla tavalla saatiin mannopentoosi (0,3 g), joka on
identtinen edelld mainitun 2¢:n kanssa. Todettiin: C 38.4; H 6,7, C3yHs5,0,¢. 6H,O
edellyttaa: C 38,5; H 6,8 %. Typpiarvot olivat 0 % todettu ja 0 % odotettu.

Yhdisteen todettiin HPLC:114 olevan olennaisen puhdasta. Tdméa mééritettiin Dionex
HPLC-systeemilld, jonka laitteistokokoonpano oli seuraava:

Kolonni: Code - CPMAI1#1291 (+guard#1172). Kvaternaarinen ammonium-
ioninvathtokolonni.
limaisin: Sahkokemiallinen ilmaisin {(ED40:IAMP).

Virtausnopeus: ! ml/min.
Liuotteet: Liuos A: 0,1M NaOH

Liuos B: 1M asetaatti 0,1 M NaOH:ssa.
Gradientti: Aika (min) %A %B Toiminto

0 95 5 Eluointi
20 90 10 Eluointi
25 0 100 Eluointi/Pesu
30 0 100 Eluointi/Pesu

Sihkosumutusmassaspektrometria osoitti timéan yhdisteen massaksi M™ 828, joka on
mannopentoosin oikea molekyylipaino. Samalla tavalla eristettiin mannotrioosi,
mannotetroosi, mannoheksoosi ja mannopentoosi, jotka olivat identtisid edelld mai-
nittujen 2a:n, 2b:n, 2d:n ja 2e:n kanssa.
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Esimerkki 2

Tamé esimerkki osoittaa vaikutuksen, joka saadaan, kun polymerisaatioreaktio to-
teutetaan matalammassa {ampotilassa kuin esimerkissd 1. Glukoosioligosakkarideja
saatiin polymeroimalla 1,23 4-tetra-O-asetyyliglukoosia samalla tavalla kuin man-
noosioligosakkarideja, jotka valmistettiin edelld esimerkissd 1 kuvatulla menetelmal-
14, paitsi ettd tdssd tapauksessa polymerisaatioreaktio toteutettiin 90°C:ssa 8 tuntia.
Reaktioseos kasiteltiin kuten esimerkissa 1, ja tuotteet eristettiin pylvaskromatogra-
fialla, jossa kolonni (7 cm x 155 cm) oli pakattu ohutlevykromatografiaan kelpaaval-
la silikageelilla (H). Kayttamalla samanlaisia eluointimenetelmid kuin esimerkissa 1
saatiin tdysin O-asetyloituneet glukoosioligosakkaridit 3a - 3e seuraavasti [n = glu-
koositdhteiden lukumairi; saanto; molekyylirotaatio (c=2, CHCL)]: 3a (3; 4,14 g;
24.9 %, [a]'5=+37,5°); 3b (4;2.92 g, 18.4 %, [a ] p=+44°); 3¢ (5;. 2,99 g, 19,1 %,
[a]?7p=+37.,5°): 3d (6, 1,37 g 89 %, [a]*’p=+36°);, 3¢ (7; 0,18 g, 12 %,
[]5=+39°).

Yhdistetta 3a (1,0 g) livotettiin kuivaan metanoliin (30 ml), ja 1M metanolinat-
riummetoksidia (5,5 ml) lisdttiin samalla sekoittaen huoneenlampotilassa. Tuloksena
oleva sakka suodatettiin pois, pestiin perusteellisesti metanolilla ja kutvattiin. Tuote
(4a; [a]27D=68,5°) identifioitun glukotrioosiksi alkuaineanalyysilla, sahkosumutus-
massaspektrometrialla (M~ = 504) ja NMR-spektroskopialla. Oligomeerit 4b - 4e
kasiteltiin samalla tavalla, jolloin saatiin seuraavat glukoosioligosakkaridit [n = glu-
koositahteiden lukumadrd, saanto; molekyylirotaatio (c=2, H,O)]: 4b (4; 85 %,
[a]? 5=+83°). 4c (5: 90 %, [a]'p=+84°). 4d (6 90 %, [a]*'p=+86°); e (7, 89 %,
[a]* 5=+92,5°).

Vaihtoehtoisesti naimé glukoosioligosakkaridit voidaan eristaa geelisuodatus(koko-
ekskluusio)kromatografialla. Niinp4 saatiinkin asetyloituneita glukoosioligosakkari-
deja, kun kuumennettiin perusteellisesti sekoittua seosta, joka sisalsi 1,2,3,4-tetra-O-
asetyyliglukoosia (156,0 g, 43 mmol) ja sinkkikloridia (1,5 g) tetrametyleenisulfo-
nissa (7 ml), alipaineessa noin 110°C:ssa 6 tuntia edelld kuvatulla tavalla. Reaktio-
massa liuotettiin dikloorimetaaniin, pestiin vedelld ja kuivattiin vedettomén nat-
riumsulfaatin pailld. Dikloorimetaani poistettiin alipaineessa ja tuote punnittiin ja
liuotettiin isopropanoliin (20 ml) ja metanoliin (60 ml) ja sitten lisattiin 1M nat-
riummetoksidia metanolissa (9 ml), ja seoksen annettiin seistd huoneenldmpotilassa
1 tunti. Tuloksena oleva sakka suodatettiin pois ja pestiin kahdesti metanolilla
(30 ml). Osa (7,6 g) tistd seoksesta liuotettiin veteen (10 ml) ja pantiin vesivaipalla
varustettuun 5 x 90 cm:n kromatogratiakolonniin, joka oli pakattu hienolaatuisella
P2-kokoekskluusiogeelilla (BioRad). Kolonni oli pakattu, esikuumennettu ja sitéd oli
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ajettu 60°C:ssa kahden vuorokauden ajan ennen kayttoa. Kun glukoosioligosakka-
ridiseos oli pantu kolonniin, se pidettiin 60°C ssa ja eluoitiin vedelld (1 ml/min).
Kolonnista eluoituvat tuotteet identifioitiin piikkeind differentiaalirefraktometrialla
ja fraktiot otettiin talteen sen mukaisesti. Jokainen niista traktioista kromatografoi-
tiin uudelleen samanlaisessa P2-geelikolonnissa 60°C:ssa ja eluoitiin vedelld vir-
tausnopeudella 0,5 ml/min. Niinpa esimerkiksi fraktio, joka identifioitiin glukopen-
toosia (0,59 g) vastaavaksi, kromatografoitiin uudelleen, jolloin saatiin padasiallinen
keskipiikki, jossa oli olka kummallakin stvulla. Keskipiikissa eluoituva tuote eris-
tettiin poistamalla vesi alipaineessa, jolloin saatiin (0,3 g) materiaalia, joka kromato-
grafoittin uudelleen samanlaisessa P2-geelikolonnissa 60°C:ssa virtausnopeudella
0,3 ml/min. Tall4 tavalla saatiin glukopentoosi (0,2 g), joka oli samanlainen edella
mainitun 4c:n kanssa. Samalla tavoin eristettiin glukotrioosi, glukotetroosi, gluko-
heksoosi ja glukoheptoosi, jotka olivat identtiset edelld mainittujen 4a:n, 4b:n, 4d:n
Ja 4e:n kanssa.

Esimerkki 3

Muiden heksoosisokereiden, kuten galaktoosin, altroosin, taloosin, guloosin, idoosin
ja alloosin oligosakkarideja voidaan valmistaa esimerkeissd 1 ja 2 kuvatuilla mene-
telmilla.

Esimerkiksi galaktoosioligosakkarideja saatiin seuraavalla tavalla: 1,2,3 4-tetra-O-
asetyyligalaktoosia (21,0 g) ja sinkkikloridia (2,1 g) sekoitettiin perusteellisesti tet-
rametyleenisulfonissa (10 ml), tit4 seosta kuumennettiin alipaineessa samalla sekoit-
taen noin 90°C:ssa 17 tuntia; tdssd vaiheessa reaktiomassa oli kovettunut ja hoyryn
(etikkahappoa) kehittyminen oli lakannut. Koko reaktioajan reaktioastian ja alipaine-
ldhteen vililla oli natronkalkkiputki. Reaktioseoksen annettiin jadhtya, reaktiomassa
liuotettiin sen jdlkeen dikloorimetaaniin, pestiin vedelld ja kuivattiin vedettoméan
natriumsulfaatin paalla. Dikloorimetaani poistettiin alipaineessa ja tuote punnittiin ja
liuotettiin isopropanoliin (30 ml) ja metanoliin (70 ml), ja sitten sithen lisdttin 1M
natriummetoksidia metanolissa (10 ml) ja seoksen annettiin seistd huoneenldmpoti-
lassa 1 tunti. Tuloksena saatu sakka suodatettiin pois ja pestiin kahdesti metanolilla
(30 ml). Tama seos erotettiin geelisuodatuskromatografialla kuten kuvattiin man-
noosi- ja glukoosipolymeerien kohdalla edella esimerkeissa 1 ja 2. Kolonnista eluoi-
tuvat tuotteet identifioitiin piikkeind differentiaalirefraktometrialla ja fraktiot otettiin
talteen sen mukaisesti. Tilld tavalla koottiin 8 fraktiota. Seitsemén niistd fraktioista
kromatografoitiin uudelleen kahdesti samanlaisessa P2-geelikolonnissa 60°C:ssa ja
eluoitiin vedelld virtausnopeudella 0,5 ml/min ensimmadisessd ajossa ja 0,3 ml/min
toisessa ajossa. Talla tavalla saatiin seuraavat galaktoosioligosakkaridit: galaktotri-
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oost, 1,03 g, 5,3 %, galaktotetroosi, 1,15 g, 6,0 %; galaktopentoosi, 1.21 g, 6,3 %;
galaktohektoosi, 4,25 g, 22,1 %, galaktoheptoosi, 2,11 g, 11 %, galakto-oktoosi,
1,91 g, 9,9 % ja galaktononoosi, 0,08 g, 0,4 %.

Esimerkki 4

Liuokseen, jossa oli rikkitrioksidi-pyridiinikompleksia (0,8 g) (Aldrich) vastatisla-
tussa DMF:ssda (1 ml) 80°C:ssa, lisdttiin tiputtamalla mannopentoosin (2¢) (0,1 g)
liuos kuivassa pyridiinissa (3 ml) ja tata seosta kuumennettiin 80°C:ssa vield 90 mi-
nuuttia. Supernatantti dekantoitiin viela lmpiméana ja tahmea jadnnos pestiin perus-
teellisesti metanolilla (2 ml) kolme kertaa. Kun jadgnnésmetanoli oli dekantoitu, tuote
liuotettiin veteen (5 ml) ja neutraloitin (pH ~6:een) bariumasetaatilla (noin 0,4 g
2 ml:ssa vettd) voimakkaasti sekoittaen. Sentrifugoinnin jalkeen (3 000 x g) paalla
oleva liuos dekantoitiin ja siilytettiin ja saostunut bariumsulfaattipelletti pestiin pe-
rusteellisesti vedella (3 x 10 ml). Siilytetty supernatantti ja pesuvedet yhdistettiin ja
pantiin DOWEX 50W-X8-400 kationinvaihtohartsikolonniin (H -muoto). Kolonnia
eluoitiin vedelld, kunnes eluaatti oli neutraali. Eluaattia (~50 ml) sekoitettiin ja neut-
raloitiin (pH ~7:44n) natriumasetaatilla (0,7 g). Liuos laimennettiin asetonilla (200
ml) ja sentrifugoitiin (1 750 x g) tuotteen erottamiseksi. Pelletti hienonnettiin jau-
hemaiseksi murskaamalla metanolin alla ja sitten sitd sekoitettiin vield metanolin
alla ja suodatettiin sitten pois. Kiinted aine pestiin useita kertoja metanolilla puhtaan
(el epdorgaanisia suoloja) yhdisteen (0,2 g, 66 %) saamiseksi. Tuote e1 ollut konta-
minoitunut bariumionilla (mikroanalyysilla ja liekki-ionisaatiolla maaritettynd) eika
typelld (mikroanalyysi).

Tuotteessa, sulfatoidussa mannopentoosissa, todettiin 11 mahdollisesta 17 positiosta
sulfatoituneiksi. Todettiin C 14,2; H 3,0; S 14,1; Na 7,3. C35yHgOs0S;Nag. 36 H,O
edellyttaa C 14,1; H5,2; S 13.8; Na 7,2 %. Typpi- ja bariumarvot olivat: 0 % todettu
Ja 0 % odotettu.

Esimerkki §

Seokseen, joka sisilsi rikkitrioksidi-pyridiinikompleksia (Aldrich Chemical Compa-
ny) (4 g) kuivassa DMF:ssi (5 ml), lisdttiin kuivaa pyridiinia (10 ml) kuivassa typpi-
ilmakehassa. Tama seos lammitettiin SO°C:seen ja sitd sekoitettiin nopeasti samalla
kun lisattiin yhtena erand glukoheksoosia (4d) (0,5 g), joka oli eristetty edella esi-
merkissd 2 kuvatulla tavalla. Pyridiinid lisattiin viela (5 ml) ja sitten seosta kuumen-
nettiin samalla jatkuvasti sekoittaen 80°C:ssa 90 minuuttia. Sitten reaktioseos pi-
dettiin 4°C:ssa yon yli. Neste dekantoitiin reaktioastiasta, metanolia (3 ml) liséttiin
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ja puolikiinted massa hajotettiin ja sekoitettiin perusteellisesti metanolin kanssa.
Asettumisen jalkeen metanoli dekantoitiin ja tdima menettely toistettiin. Vettd (5 ml)
lisattin jaljella olevaan kiinteddn aineeseen ja saatu hiuos pantiin 50 ml:n koeput-
keen. Reaktioastia huuhdottiin lisavedella (5 ml), joka yhdistettiin ensimmaéiseen
liuokseen. Saadun liuoksen pH sédadettiin noin 7 - 8:aan 40-prosenttisella NaOH:lla,
minka jalkeen lisattiin metanolia (40 ml). Tuloksena olevaa sameaa liuosta sentrifu-
goitiin (3 000 x g) 25 minuuttia, ja sakasta dekantoitui kirkas liuos. Kiinted jaannos
liuotettiin taas veteen (10 ml), metanolia (40 ml) lisattiin ja putkea sentrifugoitiin
kuten edelld. Kun kirkas pinnalla oleva neste oli dekantoitunut, kiinted aine luotet-
tiin veteen (10 ml) ja ajettiin P2-geeliulossuolauskolonnin ldpi (2,5 cm x 250 cm;
hienolaatuinen P2-geeli - BioRad), jolloin saatiin 1,6-glukoheksoosin sulfatoidun
johdoksen odotettu natriumsuola.

Esimerkki 6

Vaikka esimerkeissda 1, 2 ja 3 kuvattiin heksoosihomopolymeerien synteesi, on
useimpia oligosakkaridirakenteita tavallisesti d4arimmadisen vaikea syntetisoida. Yk-
sinkertainen ratkaisu onkin sulfatoida maératyn rakenteen omaavia luonnon lahteista
perdisin olevia oligosakkarideja. Tassa esimerkissa kaytettyja luonnon oligosakkari-
deja oli kahta luokkaa. Ensimmainen luokka sisdlsi oligosakkarideja, jotka ervét
vaatineet enempéa hajottamista ja fraktiointia. Esimerkkeja tastd luokasta ovat mal-
toosi, raffinoosi ja stakyoosi. Toinen luokka muodostui oligosakkarideista, jotka oli
saatu luonnossa esiintyvistd polysakkarideista, jotka hajotettiin osaksi entsymaatti-
sesti tai kemiallisesti ja fraktioitiin koon mukaan. Esimerkkeja tasta luokasta ovat
amyloosista, kondroitiinista ja dekstraanista johdetut oligosakkaridit ja Pichia holstii
-hiivasta peréisin oleva mannopentoosifosfaatti.

Maltoosi, raffinoosi ja stakyoosi ostettiin Sigma Chemical Co:lta, St Louis, MO.
Maltotrioosi, maltotetroosi, maltopentoosi, maltoheksoosi ja maltoheptoosi saatiin
Seikagakulta, Tokio, Japani, ja ne edustavat oligosakkarideja, jotka on puhdistettu
a-1,4-sidotun glukoosihomopolymeerin, amyloosin, rajoitetuista amylaasidigesteista.
Kondroitiinitetra-, -heksa- ja -oktasakkaridit puhdistettiin geelisuodatusfraktioinnilla
kondroitiini-6-sulfaatin naudankiveshyaluronidaasidigestistd aikaisemmin kuvatulla
tavalla (32). Sykloheksa-, -hepta- ja -okta-amylaasit saatiin Sigmalta. Ndma oli-
gosakkaridit voidaan sulfatoida esimerkissd 5 kuvatulla tavalla.

Esimerkiksi maltoheksoosisulfaatti valmistettiin seuraavasti. Liuokseen, jossa oli
rikkitrioksidi-pyridiinikompleksia (4,0 g) (Alrdich) vastatislatussa DMF:ssa (5 ml)
80°C:ssa, lisittiin tiputtamalla maltoheksoosin (0,5 g) liuos kuivassa pyridiinissa
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(15 ml), ja tata seosta kuumennettiin 80°C:ssa viela 90 minuuttia. Supernatantti de-
kantoitiin vield lampimand, ja tahmea jadnnés pestiin perusteellisesti metanolilla
(10 ml) kolme kertaa. Kun jaannosmetanoli oli dekantoitu, tuote liuotettiin veteen
(15 ml) ja neutraloitiin (pH ~6:een) bariumasetaatilla (noin 2,0 g 10 ml:ssa vettd)
voimakkaasti sekoittaen. Sentrifugomnin (3 000 x g) jalkeen paalia oleva liuos de-
kantoitiin ja otettiin talteen, ja saostunut bariumsulfaattipelletti pestiin perusteelli-
sesti vedelld (3 x 10 ml). Talteenotettu pintaliuos ja pesuvedet yhdistettiin ja pantiin
DOWEX 50W-X8-400 kationinvaihtohartsikolonniin (H'-muoto) (2,5 x 14 cm).
Kolonnia eluoitiin vedelld, kunnes eluaatti oli neutraali. Eluaattia (~250 ml) sekoi-
tettiin ja neutraloitiin (pH ~7:44n) natriumasetaatilla (3,5 g). Liuos laimennettiin
asetonilla (1 litra) ja sentrifugoitiin (1 750 x g) tuotteen erottamiseksi. Pelletti hie-
nonnettiin jauhemaiseksi murskaamalla metanolin alla ja sitten sitd sekoitettiin vield
metanolin alla ja suodatettiin sitten pois. Suodos pestiin useita kertoja metanolilla
puhtaan (ei epdorgaanisia suoloja) yhdisteen (0,88 g; 55 %) saamiseksi. Tuote et
ollut kontaminoitunut bariumionilla (mikroanalyysilla ja liekki-ionisaatiolla mééritet-
tynd) eiké typella (mikroanalyysi).

Tassd tuotteessa todettiin 14 mahdollisesta 20 positiosta sulfatoituneiksi. Todettiin
C13,9; H2,2; S 14,3; Na 6,7. C36H7;07S3Nay. 45 H,O edellyttada C 13,8; H 5,1;
S 14,3; Na 6,6 %. Typpi- ja bariumarvot olivat 0,32 ja 0 % todetut, vastaavassa jar-
jestyksessa, ja odotetut arvot olivat 0 % kummastakin.

'H NMR-tulokset (300 MHz - Gemini 300; vertailuaineena asetoni 2,25 ppm ala-
kenttaan TMS:std) osoittivat edelld mainitusta maltoheksoosisulfaatista, ettd 14
mahdollisesta 20 positiosta oli sulfatoituneita. Tama madritettiin 4,15 ppm:n paik-
keille keskittyneiden vetyjen kemiallisista siirtymistd (integrointi 20 H) versus
4 4 ppm:n paikkeille keskittyneet (integrointi 16 H). Voidaan olettaa, ettd kaikki
primaariset OH-ryhmiit, t s. positiossa 6 olevat, sulfatoituvat, koska tdmé on viimei-
nen steerisesti estynyt positio. Edelleen voidaan olettaa, etta sisdisissd sokeritéhteis-
sd vain yksi muu positio sulfatoituu. Terminaalisissa sokeritahteissd, positiossa 6
olevan lisaksi, kaksi muuta positiota sulfatoituu.

Mannopentoosifosfaatti valmistettiin eksopolysakkaridista, joka oli tuotettu diploi-
dihiivasta Pichia holstii (kanta NRRL Y-2448, aikaisemmin Hansenula holstir).
P. holstiin kasvatusmenetelma ja mannopentoosifosfaatin eristimismenetelmé perus-
tui aikaisemmin kuvattuun (33, 34). Lyhyesti raaka eksopolysakkaridi eristettiin ae-
robisesti kasvatetun hiivaviljelmin supernatanteista kaliumsuolana etanolisaostuk-
sella. Sitten kaytettiin happohydrolyysid mannopentoosifosfaatin vapauttamiseksi
eksopolysakkaridin fosfomannaanimonoesteriytimestd (PPME). PPME ja manno-
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pentoosifostaatti erotettiin sitten toisistaan bariumsuoloina differentiaalisella etano-
lisaostuksella ja sen jalkeen geelisuodatuksella. Oligosakkaridilla on rakenne P-6-
Man-a-(1—-3)-Man-a-(1-3)-Man-a-(1—>3)-Man-o-(1->2) Man (34).

b3 3 b

Hiivaeksopolysakkaridista eristetty hiivamannopentoosifosfaatti (33, 34) valmistet-
tiin seuraavalla tavalla. Hiivamannopentoosifosfaatin (0,09 g) suspensio DMF:ssi
(2 ml) ja pyridiinia (3 ml) lisattiin liuokseen, jossa oli rikkitrioksidi-pyridiini-
kompleksia (0,8 g) (Aldrich) DMF:ssé (1 ml). Seosta kuumennettiin 80°C:ssa 2 tun-
tia. Supernatantti dekantoitiin vield lampiméni ja tahmea jaannos pestiin perusteelli-
sesti metanolilla (2 ml) kolme kertaa. Jadnnosmetanolin dekantoinnin jilkeen tuote
liuotettiin veteen (S ml) ja neutralisoitiin (pH 6:een) bariumasetaatilla (noin 0,7 g
5 ml:ssa vettd) voimakkaasti sekoittaen. Sentrifugoinnin jalkeen (3 000 x g) pinnalla
oleva neste dekantoitiin ja saostunut bariumsulfaattipelletti pestiin perusteellisesti
vedella (3 x 10 ml). Pinnalla oleva neste ja pesunesteet yhdistettiin ja pantiin DO-
WEX 50W-X8-400 kationinvaihtohartsikolonniin (H -muoto) (2,5 x 14 cm). Ko-
lonma eluoitiin vedelld, kunnes eluaatti oli neutraali. Eluaattia (noin 50 ml) sekoi-
tettiin ja neutraloitiin (pH 7:44n) natriumasetaatilla (noin 0,4 g). Liuos laimennettiin
asetonilla (150 ml) ja sentrifugoitiin (1 750 x g) tuotteen erottamiseksi. Pelletti hie-
nonnettiin jauhemaiseksi murskaamalla metanolin alla ja sitten sitd sekoitettiin vield
metanolin alla ja suodatettiin sitten pois. Kiintea aine pestiin useita kertoja metano-
flitla, jolloin saatiin sulfatoitu hiivamannopentoosifostaatti (0,18 g). Tuote et ollut
kontaminoitunut bariumionilla (mikroanalyysilla ja liekki-ionisaatiolla mééritettyni)
eikd typella (mikroanalyyst).

Tassd tuotteessa todettiin 10 mahdollisesta 16 positiosta sulfatoituneiksi. Todettiin
C1535,H2,7,P1,2;S 13,7, Na 8,5. C5yH3;059PS;yNay. 25 H,O edellyttaa C 15,3;
H 3,5, P 1,3, S 13,6; Na 8,8 %. Typpi- ja bariumarvot olivat 0,16 ja 0 % todetut,
vastaavassa jarjestyksessd, ja 0 % odotettu kummastakin.

1,6-0-Glukoosioligosakkaridit valmistettiin happohydrolysoimalla dekstraania (kes-
kimadrdinen MW 71 000, Sigma Chemical Co.). Niinpa dekstraania (5 g) liuotettiin
tislattuun veteen (100 ml) ja tama liuos sdadettiin pH 1,8:aan 1M kloorivetyhapolla.
Seosta refluksoitiin (100°C) 48 tuntia. Seos kuivattiin alipaineella ja tdydennettiin
100 ml:ksi tislatulla vedelld ja kuivattiin toiseen kertaan alipaineessa. Absoluuttista
etanolia (100 ml) lisdttiin jadnnokseen ja se haihdutettiin pois alipaineessa. Jdannos
tdydennettiin 4 mlksi tislatulla vedelld ja pantiin vesivaipalla varustettuun 5 x 90
cmn  kromatografiakolonniin, joka oli pakattu hienolaatuisella P2-kokoeks-
kluusiogeelilld (BioRad). Kolonni oli pakattu, esikuumennettu ja sitd oli ajettu
60°C:ssa kaksi pdivad ennen kayttoa. Kun kolonniin oli lisatty 1,6-a-glukoosi-
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oligosakkaridiseos, sen lampotila pidettiin 60°C:ssa ja eluoitiin vedella (1 ml/min).
Kolonnista eluoituvat tuotteet identifioitiin pitkkeina differentiaalirefraktometrialla
ja fraktiot otettiin talteen sen mukaisesti. Talla tavalla koottiin fraktioita, jotka vas-
tasivat erillisten piikkien alla olevia alueita. Jokainen fraktio kromatografoitiin uu-
delleen samanlaisessa P2-geelikolonnissa 60°C:ssa ja eluoitiin vedelld virtausnope-
udella 0,5 ml/min. Niinpa esimerkiksi fraktio, joka identifioitiin 1,6-a-gluko-
heksoosiksi (0,19 g) kromatogratoitiin uudelleen, jolloin saatiin tarkein keskipiikki
olka kammallakin puolella. Keskipiikissa eluoituva tuote eristettiin poistamaila vetti
alipaineessa, jolloin saatiin (0,16 g) ainetta, joka kromatografoitiin uudelleen sa-
manlaisessa P2-geelikolonnissa 60°C:ssa virtausnopeudella 0,3 ml/min. Tall4 tavalla
saatiin glukoheksoosia (0,14 g) (sahkésumutus-M =990). Samalla tavoin eristettiin
1,6-a-glukotrioosi, 1,6-a-glukotetroost (0,21 g) ja 1.6-a-glukopentoosi (0,17 g).

Esimerkki 7
A. Materiaalit ja menetelmit
Sulfatoitujen oligosakkaridien koagulaatiota estivi vaikutus

Jokaisen sulfatoidun oligosakkaridin koagulaatiota estava vaikutus maéritettiin ai-
kaisemmin kuvatulla tavalla (35) kayttamalla seka trombiiniaika- ettd aktivoitu osit-
tainen tromboplastiiniaika -menettelyd. Kunkin valmisteen aktiivisuutta verrattiin
hepariiniverrokkiin ja koagulaatiota estdva aktiivisuus ilmoitettiin prosentteina he-
pariinin aktiivisuudesta.

IThmisen angiogeneesikoe

Kaytettyd menetelmaa kuvataan kansainvilisessd patenttihakemuksessa nro
PCT/AU95/00105, jonka sisalto sisallytetadn tahan viitejulkaisuna. Verisuonia, la-
pimitaltaan noin 1 - 2 mm ja pituudeltaan 2 - 5 c¢m, leikattiin thmisen istukasta 6
tunnin kuluessa syntymésta. Verisuonet sijoitettiin Hankin BBS:d4n, joka sisilsi
fungitsonia 2,5 mg/ml, ja leikattiin 1 - 2 mm pituisiksi fragmenteiksi kayttamalla
ohuita leikkelypihteja ja iridektomiasaksia. Verisuonikappaleet puhdistettiin jaan-
noshyytymista ja liotettiin Hankin BSS:sséd ennen kayttoa. Verisuonien leikkaaminen
ja jakaminen suoritettiin suurennuslampun avulla (Maggylamp, Newbound, Bal-
main, NSW, Australia). Samanlaisia angiogeenisid vasteita saatiin laskimoista ja
valtimoista perdisin olevista verisuonista, mutta kussakin kokeessa kéytettiin vain
yhdestd verisuonesta peraisin olevaa suonenkappaletta.
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Angiogeneesikokeet suoritettiin 24 ja 48 -kuoppaisilla viljelylevyilla (Costar, Cam-
bridge, MA). 24-kuopan formaatissa 30 ul naudan trombiinia (50 NIH yksikkoa/ml
0,15 M NacCl; Sigma Chemical Co., St Louis, MO) lisittiin jokaiseen kuoppaan ja
sen jalkeen 1,0 mi/kuoppa 3 mg/ml naudan tibrinogeenia (Sigma) Medium 199:ssi.
Trombiini ja tibrinogeeni sekoitettiin nopeasti ja yksi verisuonenkappale sijoitettiin
nopeasti kuopan keskelle ennen hyytyman muodostumista. Tavallisesti fibriinigeelin
muodostumista tapahtur 30 sekunnissa ja verisuonenkappaleen annettiin jaada sus-
pendoituneeksi geeliin. Geelin muodostumisen jilkeen lisattiin 1,0 mi/kuoppa Me-
dium 199:4, johon oli lisatty 20-prosenttista vasikan sikion seerumia (FCS), 0,2 mg
¢ -aminokapronihappoa, L-glutamiinia ja antibiootteja (gentamysiinid ja fungatso-
nia). 48 kuopan formaatissa kaikki reagenssit puolitettiin. Verisuonia kasvatettiin
37°C:ssa kostutetussa ymparistossd 14 - 21 vuorokautta, jona aikana kasvatusliuos
vaihdettiin kahdesti pdivissi. Verisuonien uudiskasvu madritettiin tietokoneperus-
taisella kuva-analyysilla kayttamalla NIH Image -ohjelmaa viljelmista otetuista digi-
taalikuvista, jotka otettiin Dycam-digitaalikameralla, joka oli asennettu kdanteismik-
roskooppiin (Olympus, Tokio, Japani).

Heparanaasikoe

Heparanaasikoe perustuu sithen havaintoon, ettd seerumin proteiini, runsaasti his-
tidiinia sisdltava glykoproteiini (HRG), sitoutuu heparaanisulfaattiketjuthin ja peit-
tdd heparanaasin pilkkoutumiskohdan. Sen havainnon perusteella, ettd heparanaasil-
la pilkottu heparaanisulfaatti ei pysty sitoutumaan HRG:hen, on kehitetty hepara-
naasikoe, jossa -H-leimattuja heparaanisulfaattiketjuja hajotetaan heparanaasilla,
hajotettu heparaanisulfaatti sidotaan HRG:hen kytkettyihin helmiin ja mitataan si-
toutumaton “H-leima. Substraatin digestion edetessa kasvava méara *H-leimaa ei
pysty sitoutumaan HRG-helmiin. Tdma menetelmd onkin yksinkertainen ja nopea
tapa mitata heparanaasiaktiivisuutta kudosekstrakteissa ja maarittaa eri yhdisteiden
kykya estad heparanaasia.

Aluksi naudan suolen heparaanisulfaatti (Mr av 32 kD) de-N-asetyloitiin osittain
kuumentamalla hydratsiinihydraatissa (36) ja asetyloitiin uudelleen *H-etikka-
happoanhydridilid. Kanan HRG, joka oli puhdistettu Rylattin ez al. (1981) (37) me-
netelmalla, kytkettiin CNBr:lla aktivoituun Sepharose 4B:hen (Pharmacia) valmis-
tajien ohjeiden mukaisesti.

lhmisen verihiutaleiden heparanaasiaktiivisuus madritettiin inkuboimalla (37°C,
30 min) puhdistettua ihmisen verihiutaleheparanaasia (jolla on osoitettu olevan sa-
ma aktiivisuus heparaanisulfaatin suhteen kuin heparanaasilla, jota on ldsna erittdin
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metastaattisissa viljellyissd thmisen karsinooma HCT 116, rotan adenokarsinooma
13762 MAT ja hiiren melanooma B16 -solulinjoissa) 60 pmoolin kanssa *H-radio-
leimattua naudan suolen heparaanisultaattia. Aktiivisuus madritettiin nopeudella,
Jolla syntyt pienehkojd (noin S kD) heparaanisulfaattifragmentteja, jotka eivét sitou-
tuneet, minka jilkeen inkubointiseos (100 ul) ajettiin HRG-Sepharose minikolonni-
en lapt (200 ul pakattuja helmid), jotka pidattivat suuremman pilkkoutumattoman ja
osaksi pilkotun substraatin.

Heparanaasin estokokeissa entsyymiin lisittiin ennen radioleimatun substraatin li-
saamistd eri pitoisuuksia inhibiittoria, joka siilyi reaktioseoksessa koko inkuboinnin
ajan.

Metastaasikoe

Eri sulfatoitujen oligosakkaridien metastaaseja estava aktiivisuus madritettiin kéyt-
tdmalla enttdin metastaattista rotan maitorauhasadenokarsinooma 13762 MAT
-solulinjaa (35). Kasvainsoluja pidettiin in vitro aikaisemmin kuvatulla tavalla (35).
Naaraspuolisiin Fisher 344 -rottiin (10 - 13 viikon ikaisiin) ruiskutettiin i.v. 2x10°
13762 MAT -soluja 0,6 ml:ssa RPMI 1640 -liuosta, joka sisdlsi 10 % FCS:4. Sa-
maan aikaan kun eldimiin ruiskutettiin kasvainsoluja, niithin ruiskutettiin myos 2 mg
sulfatoitua oligosakkaridia, jolloin samanlaisia tuloksia saatiin riippumatta siitd,
ruiskutettiinko oligosakkaridi i.v., i.p. vai ithon alle. Rotilta poistettiin keuhkot 13
vuorokautta kasvainsoluruiskeen jilkeen, ne sijoitettiin Bouinin liuokseen vahintdan
24 tunniksi ja keuhkometastaasit madadritettiin sitten letkkausmikroskoopin alla.
Keuhkometastaasien lukumaaraa sulfatotdulla oligosakkaridilla kasitellyisséa rotissa
verrattiin vertailueldimiin, kunkin ryhmaén kasittaessa vahintdan nelja elainta.

Sulfatoitujen oligosakkaridien vaikutus FGF-hepariini’heparaanisulfaatti-
interaktioon

Sitomiskoetta, jota on kuvattu muualla (38), kaytettiin mittaamaan aFGF:n ja
bFGF:n sitoutumista hepariiniin ja maarittamaan eri sulfatoitujen oligosakkaridien
kykyd estdd tama interaktio. Lyhyesti FGF:t immobilisoitiin 96-kuoppaisten PVC-
levyjen kuoppiin ja radioleimatun hepariinin sitoutuminen immobilisoituthin
FGF:iin maaritettiin. Estokokeissa tutkittiin sulfatoitujen oligosakkaridien sarjalai-
mennoksia tarkoituksena selvittaa niiden kyky estaa FGF-hepariini-interaktiota. Es-
totulokset ilmoitettiin sulfatoitujen oligosakkaridien konsentraationa, joka tarvitaan
estdmaan hepariinia sitoutumasta immobilisoituihin FGF:iin 20-prosenttisesti tai 50-
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prosenttisesti. L.eimaamaton hepariini oli kokeessa mukana verrokkina kaikissa si-
toutumisenestokokeissa.

FGF-heparaanisulfaatti-interaktio maaritettiin, kuten atkaisemmin on raportoitu
(39), mittaamalla BALB/c 3T3 -fibroblastien sitoutuminen PVC:hen immobilisoi-
tuihin FGF:1in, ja solujen sitoutuminen osoitettiin varjaamalla tarttuvat solut ben-
gaalinpunaisella. Kokeessa tutkittiin sulfatoitujen oligosakkaridien kyky estia tama
solujen adheesioprosessi, joka on tdysin riippuvainen heparaanisulfaattirakenteista
BALB/c 3T3 -solujen pinnalla (39). Tulokset ilmoitettiin sulfatoidun oligosakkari-
din pitoisuutena, joka estaa solujen adheesion 50-prosenttisesti (ICS0).

IImataskutulehdusmalli

Koe perustuu eraiseen aikaisemmin raportoituun menetelmaan (40). Hiirien selkaan
muodostettiin ihonalaisia ilmataskuja ruiskuttamalla 5 ml steriilid ilmaa paljaaksi
ajellun alueen ihon alle nukutetun rotan lapaluiden viliin paivani 1. Pdivani 3 tas-
kuun ruiskutettiin uudelleen 2,5 ml ilmaa. Tulehdus indusoitiin paivana 6 ruiskut-
tamalla suoraan taskuun 1,0 ml tioglykokollaattia, jonka pitoisuus oli 56 mg/ml, tai
1,0 ml keittosuolaliuosta verrokiksi. Noin 17 - 20 tunnin kuluttua tioglykollaatin
ruiskutuksesta eldimet lopetettiin taittamalla nitden niska ja taskun solusisalto otet-
tiin talteen ruiskuttamalla 2,5 ml jadkylmaa PBS/5%FCS:a. Sulfatoitujen oligosak-
karidien kyky estdad tulehdusreaktio tutkittiin ruiskuttamalla niitd thon alle (50 pl
PBS:ssd) eri kohtiin heti tioglykokollaatin antamisen jalkeen. Prednisolonia kaytet-
tiin anti-inflammatorisena vertailulddkkeend ja se ruiskutettiin thon alle 6ljyssa an-
noksena 25 mg/kg. Kunkin taskun solusisalto maaritettiin kayttden Coulter Counte-
ria ja eri leukosyyttialapopulaatiot madritettiin immunofluoresenssivirtaussytomet-
rialla.

Hiiren astmamalli

Erdstd aikaisemmin raportoitua (41) hiiren astmamallia kaytettiin sulfatoitujen oli-
gosakkaridien kyvyn tutkimiseen estda aeroallergiinilla (ovalbumiinilla, OVA) in-
dusoitua eosinofiilien infiltroitumista keuhkoihin. Hiiria (CS7BL/6, 6 -10 viikon
ikdisia) altistettiin i.v. ruiskeella, jolla annettiin 50 mg OVA/l mg Alhydrogelid
(CSL Ltd, Parkville, Australia) 0,9-prosenttisessa steriilissd keittosuolaliuoksessa
paivind 0 ja 12. Pdivanad 24 hiiret altistettiin OV A-aerosolille (10 mg/ml) 0,9-pro-
senttisessa keittosuolaliuoksessa 30 minuutin ajan kolme kertaa (1 tunnin vélein) ja
sitten ne altistettiin samalla tavalla paivind 26 ja 28. Aerosoli kehitettiin nopeudella
6 litraa/min sumuttimella, joka tuotti pisaroita, joiden keskildpimitta oli 39 um, sul-
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jettuun 800 cm’:n tilaan. Paivana 29 hiiret lopetettiin taittamalla niiden niska.
Henkitorvet kanyloitiin ja keuhko-ontelot pestiin 4 x 1 ml:lla 0,09-prosenttista keit-
tosuolaliuosta, joka sisalsi BSA:ta (0,1 % w/v) 37°C:ssa. Noin 0,8 ml sisdin ruis-
kutttua nestettd otettiin talteen joka pesusta. Keuhkorakkuloiden pesuneste (BALF),
joka saatiin yhdestd elaimesta, koottiin yhteen ja solujen lukuméird maédritettiin
kayttamalld standardinmukaista hemosytometria. BALF-soluille tehtiin myos solu-
sentrifugointi ja ne varjittiin eri tavalla May-Grunwald-Giemsa-liuoksella, ja cosi-
nofiilit identifiottiin morfologisten kriteerien perusteeila. Tulokset laskettiin eosi-
nofiilien lukumaarana/ml BALF:4. Sulfatoituja ohgosakkarideja annettiin eldimille
Jjoko systeemisesti 1.p. insertoiduilla Alzet miniosmoottisilla pumpuilla tai keuhkojen
kautta aerosolina. Miniosmoottiset pumput asetettiin paikoilleen paivéana 23, 24 tun-
tia ennen OV A-altistusta ja ladkettd annettiin jatkuvasti, kunnes eldimet lopetettiin
paivand 29. Kun kysymyksessd oli aerosolin anto, hiiret altistettiin sulfatoitujen oli-
gosakkaridisaerosolille 0,9-prosenttisessa keittosuolaliuoksessa 30 minuutin ajan
kolme kertaa (1 tunnin valein) pdivina 23, 25 ja 27.

Kokeellinen autoimmuunienkefalomyeliittimalli (EAE)

Pernasoluja valmistettiin EAE:n adoptiivista siirtoa varten aikaisemmin kuvatulla
tavalla (43). Lyhyesti Lewisin rottia altistettiin eméksiselle myeliiniprotetinille, im-
muunit pernasolut aktivoitiin ConA:lla irn vitro ja 30 x 10° ConA:lla aktivoidut EAE-
efektorisolut siirrettiin 1.v. kuhunkin vastaanottajaan. Mintosmoottisia pumppuja
(Alzet), jotka sisilsivit sulfatoituja oligosakkarideja, asetettiin ithon alle samanaikai-
sesti solujen siirron kanssa ja ne jakelivat annoksen 70 mg/kg/vuorokausi 14 vuoro-
kauden ajan. Kliininen EAE arvioitiin seuraavan kaavan mukaan: O oireeton; 1 han-
nan distaalipuoli veltto; 2 koko hanta veltto; 3 ataksia, vatkeuksia ojentautumisessa,
4 takaraajojen heikkoutta; ja S takajalkojen halvaantuminen.

Tulehduksellinen vatsatautimalli

Tulehduksellinen vatsatauti indusoitiin hiirille lisdamalld juomaveteen 5 % (w/v)
dekstraaninatriumsulfaattia (DSS) sellaisena kuin TdB Consultancy, Uppsala,
Ruotsi, sen toimitti. Liuoksen pH sdadettiin pH 8,0:aan ja se suodatettiin 0,45 un
liuoskalvon lapi. DSS-liuokset koottiin pdivittdin, suodatettiin uudelleen ja tilavuu-
det saadettiin tuoreella DSS-varastoliuoksella. Kuuden - seitseméan vitkon ikaisia
koiraspuolisia BALB/c-hiiria seulottiin ruumiinpainon mukaan ja 20 - 23 g painavat
pantiin hdkkeihin 5 hiiria/hakki.
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Huirnn ruiskutettiin sulfatoitua mannopentoosifosfaattia (20 mg/kg/vrk) tai kuljetinta
(sterulia vettd) 8 tunnin vélein paivasta O paivaan 10. Injektiotilavuus standardisoi-
tiin 100 pl:ksi ja ruiskutettiin ihon alle niskaan.

DSS:n kulutusnopeus, ruumiinpaino ja oireet pisteytettiin paivittidin kaikista rotista.
Ripuli- ja rektaaliverenvuoto-oireet arvioitiin joko lieviksi tai voimakkaiksi ja pistey-
tettiin numeroin 1 ja 4, vastaavassa jarjestyksessd. Liman esiintyminen pantiin sekin
merkille ja sisillytettiin lievaksi ripulioireeksi. Ripuli- ja rektaalivuotopisteiden yh-
teismadra jaettiin sitten eloonjadneiden eldinten lukumadrilla kysymyksessi olevassa
ryhméssa asianomaisena paivana. Kokonaissumma on ripuli- ja rektaalivuotopistei-
den yhteenlaskettu summa.

B. Tulokset

Sulfatoitujen luonnossa esiintyvien oligosakkaridien antioangiogeeninen ja an-
timetastaattinen aktiivisuus

Kun oli syntetisoitu sarja sulfatoituja luonnossa esiintyvid oligosakkarideja, ne tut-
kittiin heti joukolla biologisia kokeita. Taulukkoon 1 on koottu tulokset, jotka saatiin
12 luonnossa esiintyvan oligosakkaridin sulfatoiduilla muodoilla. Suramiinin
(yhdisteen, jolla on kohtalainen antiangiogeeninen ja heparanaasia estdva aktiivi-
suus) (42) ja hepariinin biologiset vaikutukset on myés sisdllytetty taulukkoon 1
vertailun vuoksi.

Aluksi osoitettiin, ettd kaikilla sulfatoiduilla oligosakkarideilla oli mitdton antikoa-
guloiva aktiivisuus, ts. 2 % hepariinin aktiivisuudesta (taulukko 1). Tama oli merkit-
tavd ominaisuus, koska hepariinin, joka on voimakas antimetastaattinen yhdiste,
kliintnen kaytto on rajoitettua tahan indikaatioon johtuen sen voimakkaasta antikoa-
guloivasta vaikutuksesta.

Kolme sulfatoiduista luonnossa esiintyvista oligosakkarideista oli varsin voimakkai-
ta ihmisen angiogeneesin estdjid, nimittdin sulfatoitu mannopentoosifosfaatti
(P. holstiista johdettu), maltotetroosisulfaatti ja maltoheksoosisulfaatti. Mannopen-
toosifosfaatti ja maltoheksoosi olivat voimakkaimmat naistd yhdisteista, niiden 50-
prosenttisesti estiva pitoisuus ol 2 ug/ml, kun taas maltotetroosin 50-prosenttisesti
estdava pitoisuus ol 20 pg/ml. Esimerkki korostuneesta angiogeneesin estosta, joka
saatiin 20 ug:lla maltoheksoosisultaattia per ml, on esitetty kuviossa 1. On mielen-
kiintoista havaita, etta hepariinilla on vidhén antiangiogeenistd vaikutusta. Nayttaa-
kin todenndkoiseltd tamantyyppiseen aktiivisuuteen tarvitaan suhteellisen lyhytket-

juisia sulfatoituja oligosakkarideja. Taydellisempi titraus maltoosisarjan angioge-
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neesin estosta on esitetty kuviossa 2 ja maltoheksoosisulfaatilla saadut tulokset on
esitetty kuviossa 3. Voidaan havaita, ettd maltoosisarjasta maltoosisulfaatilla oli vi-
han estovaikutusta, kun sen sijaan maltotetroosi- ja maltoheksoosisulfaatit olivat
varsin voimakkalta estdjid (kuvio 2).

Kaikissa taulukossa 1 esitetyissa angiogeneesikokeissa oligosakkaridi liséttiin kasva-
tusliuokseen angiogeneesikokeen alussa. Esitutkimukset (tuloksia ei esitetty) osoit-
tavat kuitenkin, ettd maltoheksoosisulfaatin lisdédminen angiogeneesivasteen alkami-
sen jdlkeen pystyy my0s estdméén verisuonia kasvamasta edelleen, vaikkakin tehok-
kain esto saadaan, kun yhdiste lisataan viljelyn alussa.

Sulfatoidut oligosakkaridit erosivat myos merkittdvasti toisistaan heparanaasin esto-
vaikutuksiltaan, voimakkaimpien estdjien ollessa suifatoitu mannopentoosifosfaatti
ja maltoheksoosisulfaatti, ndiden kahden yhdisteen aktiivisuuden muistuttaessa he-
pariinin aktiivisuutta (taulukko 1). Mielenkiintoista on, ettd nama kaksi yhdistetta
ovat myos tehokkaita angiogeneesia estdvia yhdisteitd. Angiogeneesin esto ei kui-
tenkaan korreloinut monien yhdisteiden heparanaasinestoaktiivisuuden kanssa. Esi-
merkiksi sulfatoidut sykloamyloosit olivat varsin voimakkaita heparanaasin estdjia,
mutta huonoja angiogeneesin estajia. Maltoosisarja oli myos hyvin informatiivinen
ketjunpituuden ja heparanaasin eston kannalta. Taulukossa 3 esitetddn heparanaa-
sinestoaktiivisuus koko maltoosisarjasta, disakkaridista (maltoosi) heptasakkaridiin
(maltoheptoosi). Maltoosi oli ei-estavi, maltotrioosi oli heikosti estdava, maltotetroo-
sin estoaktiivisuus oli kohtalainen, kun taas penta-, heksa- ja heptasakkaridien esto-
aktiivisuus oli voimakas. Optimaaliseen heparanaasinestoon tarvitaan siis sulfatoitu
pentasakkaridi tai korkeampi sakkaridi.

Monien sulfatoitujen sokerien metastaaseja estava aktiivisuus on testattu myos in
vivo (taulukko 1). Heparanaasineston ja antimetastaattisen aktiivisuuden vélilla on
yleensi kohtuullisen hyva korrelaatio. Niinp4 sulfatoidulla mannopentoosifosfaatilla
ja maltoheksoosisulfaatilla, kahdella yhdisteell4, joilla on voimakkain heparanaasia
estava vaikutus, on voimakkain antimetastaattinen aktiivisuus, itse asiassa niiden
kyky estda metastaaseja ei merkittdvésti eroa hepariiniin aktiivisuudesta (taulukko
1). Kaksi muuta yhdistettd, syklo-okta-amyloosisulfaatti ja stakyoosisulfaatti olivat
myos kohtalaisen tehokkaita antimetastaatteja, joka ominaisuus on yhdenmukainen
niiden vaatimattoman heparanaasinestovaikutuksen kanssa. Kaiken kaikkiaan ndma
tulokset johtavat ajattelemaan. ettéd sulfatoidulla mannopentoosifosfaatilla ja malto-
heksoosisulfaatilla on samanaikaisesti huomattava antiangiogeeninen, antimetas-
taattinen ja heparanaasia estiva vaikutus.
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Sulfatoitujen oligosakkaridien maltoosisarjan metastaaseja ehkaisevi vaikutus on
esitetty yksityiskohtaisemmin kuviossa 4. Ketjunpituuden kasvaessa todettiin tasai-
nen nousu oligosakkaridien antimetastaattisessa aktiivisuudessa, penta-, heksa- ja
heptasakkaridien ollessa aktiivisimpia. Kun maltoosisultaattia annettiin laskimonsi-
saisesti annoksena 2 mg/rotta, silld ei ollut mitdén vaikutusta metastaaseihin (kuvio
4A), mutta kun sitd annettitn thon alle annoksena 4 mg/rotta, todettiin merkittivi
metastaasien esto (kuvio 4B). Myshemmat kokeet paljastivat, ettd injektiotavasta (ts.
Lv,, s.c. tai 1.p.) riippumatta sulfatoiduilla oligosakkarideilla oli vertailukelpoinen
antimetastaattinen aktiivisuus (tuloksia ei esitetty). Itse asiassa maltoosisulfaatin
antimetastaattinen aktiivisuus todettiin vasta, kun eldimille annettiin suuria annok-
sia. Koska maltoosisulfaatti on kovin heikko heparanaasin estij4, timd tulos johtaa
ajattelemaan, etta heparanaasin esto ei ehka olekaan ainoa tapa, jolla sulfatoidut oli-
gosakkaridit estavit kasvainten metastaaseja, erityisesti silloin, kun oligosakkarideja
kédytetadn suurina annoksina.

Sykloamylooseja sulfatoitiin ja ne siséllytettiin tutkimukseen, koska ne edustavat ei-
lineaarisia oligosakkarideja. On mielenkiintoista havaita, ettd naiden yhdisteiden
aktiivisuus oli vain vaatimatonta (taulukko 1), mika viittaa sithen, ettd optimiaktiivi-
suuteen tarvitaan ehké lineaarisia oligosakkarideja. Lisaksi aktiivisimmat sulfatoidut
oligosakkaridit olivat paljon tehokkaampia angiogeneesin, metastaasien ja hepara-
naasin estdjid kuin suramiini (taulukko 1), lddkeaine, jonka kliiniset kokeet antian-
glogeenisend yhdisteena ovat kiaynnissa (42).

Koska yhdisteiden antiangiogeeninen aktiivisuus ei aina suoraan korreloinut niiden
heparanaasinestoaktiivisuuden kanssa, nayttdisi todenndkoiseltd, ettd sulfatoidut
oligosakkaridit voisivat estdd angiogeneesid jollakin toisella mekanismilla. Kuten
edelld mainittiin, on erittdin todennakoisti, etta erdit sulfatoidut oligosakkaridit voi-
vat hairitd angiogeenisten kasvutekijoiden toimintaa katkaisemalla kasvutekijén ja
heparaanisulfaatin interaktiot. Aikaisemmat tutkimukset (katso kansainvilinen pa-
tenttthakemus nro PCT/AU95/00105) ovat osoittaneet, etti tassa esimerkissa kaytet-
ty ihmisen angiogeneesikoe on paljolti riippuvainen endogeenisestd bFGF:sti ja vi-
hemman riippuvainen aFGF:n ja VEGF:n toiminnasta. Niinpa tutkittiin ert sulfatoi-
tujen oligosakkaridien kykyéa toimia kilpailijoina bFGF:n, aFGF:n ja VEGF:n ja he-
pariinin tai hepariinisulfaatin interaktiossa.

Todettiin, etta ketjunpituuden kasvaessa sulfatoitujen oligosakkaridien maltoosisar-
Jasta tuli tehokkaampia bFGF:n ja aFGF:n ja solun pinnan heparaanisulfaattien inte-
raktion estdjia (taulukko 2), ts. maltoosi oli heikosti estdva, kun taas penta-, heksa- ja
heptasakkaridit olivat aktiivisimpia. Sulfatoidulla mannopentoosifosfaatilla olt myds
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huomattava estoaktiivisuus tdssa systeemissa (taulukko 2). Kuviossa 5 on esitetty
sulfatoitujen oligosakkaridien maltoosisarjan aFGF-hepraanisulfaatti-interaktion
estoa kuvaavat taydelliset kdyrat. Lisatutkimukset osoittivat, ettd maltoheksoosisul-
faatti esti myos voimakkaasti radioleimatun hepariinin sitoutumista bFGF:d4n ja
aFGF:44n (tuloksia ei esitetty).

Koska maltoheksoosisulfaatti oli erds aktiivisimpia antiangiogeenisid ja antimetas-
taattisia yhdisteitd, tutkittiin sulfatointiasteen vaikutusta sen biologiseen aktiivisuu-
teen jonkin verran yksityiskohtaisemmin. Aluksi havaittiin, ettd vaikka voimak-
kaimmin sulfatoidussa maltoheksoosissa todettiin jonkin verran antikoaguloivaa
aktitvisuutta, tdma aktitvisuus oli kuitenkin erittdin heikkoa verrattuna hepariiniin
(taulukko 2). Sulfatoitumisen lisadntyessa maltoheksoosin kyky estdd heparanaasin
aktiivisuutta ja FGF:n sitoutumista heparaanisulfaattiin kasvoi kuitenkin tasaisesti
(taulukko 2). Estoaktiivisuus tasoittui kuitenkin molemmissa systeemeissd, kun
sulfatointiaste oli 85 % tai korkeampi.

Metastaasien estotutkimukset (kuvio 6) osoittivat myos, ettd sulfatoitumisasteen
noustessa maltoheksoosisulfaatista tuli tehokkaampi metastaaseja estava ladke. Sitd
vastoin oli olemassa viite sithen suuntaan, ettd erittidin voimakkaasti sulfatoitu mal-
toheksoost (90 - 100 -prosenttisesti sulfatoitu) olisi tehottomampi angiogeneesin
estdja (kuvio 7). Nama tulokset johtavat ajattelemaan, etta angiogeneesin ja metas-
taasien estaminen edellyttda hienovaraisia eroavuuksia sulfatoidussa oligosakkaridi-
rakenteessa. Joka tapauksessa on identifioitu joukko luonnossa esiintyvistd oli-
gosakkarideista johdettuja sulfatoituja oligosakkarideja, joilla on samanaikaisesti
sekd voimakas antimetastaattinen ettd antiangiogeeninen aktiivisuus. Namé yhdis-
teet ovat P.holstiista johdettu sulfatoitu mannopentoosifosfaatti ja maltopentoosi-,
maltoheksoosi- ja maltoheptoosisultfaatti.

Sulfatoitujen synteettisten oligosakkaridien antiangiogeeninen ja antimetas-
taattinen aktiivisuus

Esimerkeissa 1 - 5 kuvatuista sulfatoiduista synteettisistd oligosakkarideista tutkit-
tiin myds niiden biologinen aktiivisuus. Taulukkoon 3 on koottu mannoosia, galak-
toosia tai glukoosia sisaltavien sulfatoitujen synteettisten oligosakkaridien kyky es-
taa koaguloitumista, heparanaasin toimintaa ja kasvutekijoiden ja heparaanisulfaatin
vélista sitoutumista. Kaikilla testatuilla synteettisilla sulfatoiduilla oligosakkarideilla
oli merkitykseton koagulaatiota estivi vaikutus. Mannoosi- ja glukoositrisakkarideja
lukuunottamatta kaikki muut sulfatoidut oligosakkaridit olivat kuitenkin kohtuulli-
sen tehokkaita heparanaasiaktiivisuuden ja kasvutekija-heparanaasisitoumisen esté-
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na. Itse asiassa kokonaispaatelma on, ettd sulfatoidut synteettiset oligosakkaridit,
jotka sisaltavat 4 - 6 heksoosiyksikkoa (s.o. D-mannoosia, D-galaktoosia tai D-
glukoosia), ovat erittdin aktiivisia ndissd kokeissa. Poikkeus on galaktotrioosisul-
faatti, joka oli jokseenkin yhtd aktiivinen kuin muut galaktoosisarjan jasenet.

Thmisen angiogeneesikokeessa sulfatoidut mannoosioligosakkaridit olivat estavia,
vaikka penta- ja heksasakkaridit olivat aktiivisempia kuin tetrasakkaridi (kuvio 8)
muistuttaen tehokkuudeltaan sulfatoitua mannopentoosifosfaattia. Samoin sulfatoi-
dut mannoositetra-, mannoosipenta- ja mannoosiheksasakkaridit olivat yhta tehok-
kaita kuin sulfatoitu mannopentoosifosfaatti metastaaseja estavana laakkeena (kuvio
9). Galaktoosia sisiltavit sulfatoidut oligosakkaridit ja glukoheksoosisulfaatti estivit
myos metastaaseja (kuvio 10), vaikka niilla olikin lievé taipumus vahiisempééan ak-
titvisuuteen kuin mannoosia sisltavilla yhdisteilla.

Sulfatoitujen oligosakkaridien tulehduksen vastainen aktiivisuus

Kuten edelld mainittiin, tirkein este leukosyyttien paasemiselle tulehduskohtiin on
endoteelinalainen tyvikalvo. Tamén kalvon ldpiistikseen leukosyyteilld tiytyy olla
hajottavien entsyymien patteri (11). Erityisen merkityksellinen on endoglykosidaasi,
heparanaasi, joka pilkkoo tyvikalvoon liittyvid heparaanisulfaattiketjuja ja on olen-
naisen tirked leukosyyttien purkautumiselle (12, 13). Itse asiassa, samoin kuin me-
tastaasien estotutkimuksessa (35) sulfatoidut polysakkaridit, jotka estavat hepara-
naasiaktiivisuutta, ovat voimakkaita tulehduksen estijia (43, 44). Ndiden havainto-
jen perusteella alan ammattilainen odottaisi, ettd sulfatoidut oligosakkaridit, jotka
olivat tehokkaita antiangiogeenisid ja antimetastaattisia aineita, olisivat hyvin tehok-
kaita tulehduksenestoyhdisteita. Erityisen tarkeitd tdssd suhteessa ovat maltohek-
soosisulfaatti ja mannopentoosisulfaatti. Lisaksi koska angiogeneest liittyy krooni-
siin tulehdussairauksiin, kuten nivelreumaan (18), ndiden yhdisteiden angiogeneesi
estava aktiivisuus tekisi ne entistd arvokkaammiksi tulehduksen hotdossa.

Tata ennakkoajatusta vahvistavaa nayttod saatiin useissa tulehduksen eldinmalleissa.
Ensiksikin maltoheksoosisulfaatti, mannopentoosisulfaatti ja sulfatoitu mannopen-
toosifosfaatti pystyivit merkittavisti estamaén tioglykollaatilla indusoitua ilmatasku-
tulehdusta (taulukko 4). Itse asiassa eradssd kokeessa yksi ainoa ruiske mannopen-
toosisulfaattia oli yhta tehokas estdmian leukosyyttien infiltroitumista kuin predni-
soloni, joka oli hallitsevasti neutrofiilinen, kun taas maltoheksoosisulfaatti oli jonkin
verran tehottomampi. Vield suurempi tulehdusvasteen esto todettiin, kun sulfatoituja
oligosakkarideja ruiskutettiin kahtena samanlaisena annoksena 6 tunnin vélein.
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Toiseksi testattiin sulfatoitujen oligosakkaridien kykya estdd kroonisen astman hii-
rimallia. Talle mallille on tunnusomaista eosinofiilien massiivinen tunkeutuminen
keuhkothin hiiressa, joka on altistettu aeroallergeenille (41). Sellainen tulehdusvaste
on luonteenomaista krooniselle astmalle thmisissa. Kun maltoheksoosisulfaattia ja
mannopentoosisulfaattia annettiin miniosmoottisten pumppujen kautta, ne estivit
merkittdvasti eosinofiilien kasaantumista hiiren keuhkoihin (taulukko 5). Maltohek-
soosisulfaatilla oli my0s jonkin verran tulehduksen vastaista aktiivisuutta, kun sitd
annettiin aerosolina (40 mg/ ml liuosta).

Kolmanneksi sekd mannopentoosisulfaatti ettd sulfatoitu mannopentoosifosfaatti
estivat merkittavasti EAE:td taudin rottamallissa (taulukko 6). Joissakin eldimiss4,
Jotka kasiteltiin sulfatoiduilla oligosakkarideilla, ei kehittynyt lainkaan taudin oirei-
ta. Nama tulokset ovat yhdenmukaisia aikaisempien tutkimusten kanssa osoittaen,
ettd sulfatoidut polysakkaridit, jotka estavit heparanaasin vaikutusta, voivat lieven-
tad EAE:n vakavuutta (43).

Lopuksi tutkittiin mannopentoosifosfaatin kykya estdd tulehduksellista vatsatautia
hirimallissa. Tdémé malli, joka indusoidaan dekstraanisulfaatilla juomavedessa, ai-
heuttaa koliitin, joka muistuttaa ulseratiivista koliittia ja vdhdisemmassd madrin
Chronin tautia. Todettiin, ettd annoksena 20 mg/kg/vuorokausi sulfatoitu mannopen-
toosifosfaatti aikaansai akuutin koliitin selvin lievenemisen ja esti myos taudin ai-
heuttaman painonmenetyksen (taulukko 7).Verrokit saivat tdssa tutkimuksessa
sulfatoituja oligosakkarideja ruiskeena, mutta eivat dekstraanisulfaattia juomavedes-
sa.
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Taulukko 4

Sulfatoitujen oligosakkaridien vaikutus ilmataskutulehdukseen®

Kisittely Annos Leukosyyttien infiltroituminen
ilmataskuun® (% verrokista)
Koe 1 Koe 2
Maltoheksoosi SO, 50 mg/kg 767 44112
Mannopentoosi SO, 50 mg/kg 577 1612
Mannopentoosifosfaatti SO, | 50 mg/kg EM 5129
(P. holstii)
Prednisoloni 25 mg/kg 56+14 4413

a IImataskutulehdus, joka saatiin aikaan tiogkykollaattiruiskeella ja leukosyyttien
sisddnvirtaus maaritettiin 17 tuntia my6hemmin. Ladkehoidot ruiskutettiin ihon

alle samanaikaisesti tioglykokollaatin kanssa kokeessa 1. Kokeessa 2 sulfatoidut

oligosakkaridit ruiskutettiin ihon alle 0 tuntia ja 7 tuntia tiogkykokollaattiruis-

keen jalkeen.

oee b Tulokset prosentteina verrokin ilmataskuun infiltroituneiden leukosyyttien

IR EM =ei miiritetty.

olt 912 % tiogkykokollaantin ruiskutuksen jilkeen todetusta.

T maédrasta + keskivirhe. Verrokkeihin ruiskutettiin tiogkykokollaattia, mutta ne
eivit saaneet ladkehoitoa, vaan pelkastdadn keittosuolaliuosta. Taustaleukosyyt-
ti-infiltraatio ilmastaskuissa, joihin ruiskutettiin ainoastaan keittosuolaliuosta,




Taulukko 5

Sulfatoitujen oligosakkaridien vaikutus ovalbumiinilla (OVA) indusoituun

eosinofiilien kasaantumiseen hiiren keuhkoihin®

Sulfatoidut Antotapa Annos Eosinofiileji/ml
oligosakkaridit BALB

(% verrokista)”
Maltoheksoosi pumppu, i.p. 50 mg/kg/vrk 5782
Maltoheksoosi pumppu, 1.p. 115 mg/kg/vik 947
Maltoheksoosi aerosoli 10 mg/ml° 98+24
Maltoheksoosi aerosoli 40 mg/ml° 63123
Mannopentoosi pumppu, i.p. 50 mg/kg/vrk 63+12

a Hiiret herkistettiin OV A:lle ja sitten eosinofiilien virtaus keuhkoihin saatiin aikaan antamalla

OVA:a aerosolina. Sulfatoituja oligosakkarideja annettiin joko i.p. miniosmoottisella pumpul

la tai keuhkojen kautta aerosolina.

b Tulokset ilmoitetaan prosentteina verrokin eosinofiilien lukuméairéstd keuhkorakkuloiden

pesunesteessid (BALB) * keskivirhe, verrokkien ollessa eldimid, jotka altistettiin OVA:lle ja

Jjotka saivat keittosuolaliuosta joko miniosmoottisella pumpulla ja keuhkojen kautta acrosoli

na.

c Sulfatoitujen oligosakkaridien pitoisuus aerosoliliuoksessa.
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Taulukko 6

Sulfatoitujen oligosakkaridien vaikutus adoptiivisesti siirrettyyn
kokeelliseen autoimmuunienkefalomyeliittiin (EAE)?

(P. holstii)

Sulfatoitu Rottia, joilla Keskimiiriinen Taudin vakavuus
oligosakkaridi® EAE/kaikki puhkeamispiivi* (% verrokista)*
Verrokki 6/6 5,502 100 + 11
Mannopentoosi 3/5 5,3+0,3 31,5151
Mannopentoosifosfaatti 4/5 5,3+£0,3 479+ 16,4

a EAE indusoitiin Lewisin rotissa kayttamalla 30 x 10° ConA -aktivoituja EAE-

efektorisoluja.

b Sulfatoidut oligosakkaridit annettiin ihon alle miniosmoottisilla pumpuilla,

jotka asennettiin samaan aikaan solujen siirron kanssa, annoksen ollessa

70 mg/kg/vrk.

c EAE:n keskimaarainen puhkeamispaiva elaimissa, joille tauti kehittyi.

d  Taudin vakavuus edustaa eldinten kliinisia pisteita yhteensa.




Taulukko 7

37

Sulfatoidun mannopentoosifosfaatin vaikutus tulehdukselliseen

vatsatautiin hiirissi®

Piiivii” Hoitamattomat® Hoidetut’

Keskim, Ruumiin- Keskim. Ruumiin-
tautipisteet® paino (g) tautipisteet’ paino (g)

0 0 23,1 0 22,1

1 0 23,2 0 22,1

2 0 23,6 0 22,6

3 0 23,5 0 22,5

4 0 23,3 0 21,9

5 0 234 0 219

6 0,47 23,3 0,07 22,4

7 1,40 22,7 0,40 22,4

8 2,47 22,1 0,40 223

9 2,87 21,4 0,67 22,2

10 2,00 20,7 0,93 22,1

Tulehduksellinen vatsatauti, joka indusoitiin antamalla dekstraanisulfaattia juomavedess.

Péivit dekstraanisulfaatin annon aloittamisen jalkeen.

Hoitamattomat eldimet saivat kolmesti paivissi vehikkeliruiskeen, kun taas hoidetut

elaimet saivat kolmesti pdivassa ruiskeena sulfatoitua mannopentoosifosfaattia annoksena

20 mg/kg/vrk..

Keskimaéraiset tautipisteet edustavat ripuli- ja rektaalivuotopisteiden summaa
eldimilla kunakin ajankohtana.
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PN
Patenttivaatimukset

1. Sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siitd, ettd oligosakkaridilla on yleinen kaa-
val

Ri-(R)a-R> (D

5 jossa RjjaR; ja kaikki Ry-ryhmit edustavat monosakkaridiyksikkoj4, jotka kaikki
voivat olla samoja tat erilaisia, vierekkaisten monosakkaridiyksikkéjen liittyessa
toisiinsa 12, 153, 154 ja/tai 16 glykosidisidoksilla, ja
n on jokin kokonaisluku 1 - 6.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siiti, ettd
10 nonl -4, edullisest 3 tai 4.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siita,
ettd monosakkaridiyksikot ovat heksooseja, jotka on valittu ryhmasta, jonka muodos-
tavat fruktoosi, glukoosi, mannoosi, altroosi, alloosi, taloosi, galaktoosi, idoosi ja
guloost.

15 4. Patenttivaatimuksen | mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siité, ettd
oligosakkaridilla on yleinen kaava II:

Ri-(Ry)a-Ry (D)

jossa kaikki R,-ryhmat ovat samoja ja edustavat monosakkaridiyksikkojd, vierek-

kaisten monosakkaridiyksikkojen liittyess4 toisiinsa 153, 1—4 ja/tai 156 glykosi-
20 disidoksilla, ja

n on kokin kokonaisluku 1 - 6.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siité, ettd
non 1 -4, edullisesti 3 tai 4.

6.  Patenttivaatimuksen 4 tai 5 mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siuité,

25  ettd R, on monosakkaridiyksikkd, joka on jokin heksoosi, joka on valittu ryhmasta,
jonka muodostavat glukoosi, mannoosi, altroosi, alloosi, taloosi, galaktoosi, idoost ja
guloosi.

il 7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siitd, ettd
R, on glukoosi, mannoosi tai galaktoosi.



-----

10

20

42

8. Patenttivaatimuksen | mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siit4, etta
oligosakkaridi on jokin luonnossa estintyva oligosakkarid:.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siitd, etta
oligosakkaridi on valittu raffinoosin ja stakyoosin joukosta.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siiti, etti
oligosakkaridi on valmistettu entsymaattisesti tai kemiallisesti hajottamalla jotakin
luonnossa esiintyvai polysakkaridia.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siiti, ettd
oligosakkaridi on jokin amyloosista, kondroitiinista tai dekstraanista johdettu oligo-
sakkaridi.

12.  Patenttivaatimuksen 11 mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu stitd, ettd
oligosakkaridi on valittu maltotetroosin, maltopentoosin, maltoheksoosin, glukotri-
oosin, glukotetroosin, glukopentoosin ja kondroitiinitetra-, kondroitiiniheksa- ja
kondroitiinioktasakkaridien joukosta.

13. Patenttivaatimuksen 10 mukainen sulfatoitu oligosakkaridi, tunnettu siitd, ettd
oligosakkaridi on mannopentoosifosfaatti, joka on perdisin Pichia holstii -hitvasta.

14.  Menetelmd thmispotilaan tai muun ldmminverisen eldinpotilaan, joka tarvitsee
tallaista hoitoa, hoitamiseksi angiogeneesid, metastaaseja ja/tai tulehdusta vastaan,
tunnettu siiti, ettd potilaalle annetaan tehokas maara vahintaan yhta minké tahansa
patenttivaatimuksista 1 - 13 mukaista sulfatoitua oligosakkaridia.

15. Mink4 tahansa patenttivaatimuksista 1 - 3 mukaisen sulfatoidun oligosakkari-
din kadytto antiangiogeenisend, antimetastaattisena ja/tai anti-inflammatorisena ai-
neena lamminvenisen eldinpotilaan (ihminen mukaaniuettuna) hoidossa.

16. Patenttivaatimuksen 14 tai 15 mukainen menetelma tai kiytto, tunnettu siita,
ettd hoito kasittdd jonkin angiogeneesista riippuvaisen taudin, mukaanluettuina an-
giogeneesi, joka liittyy kiinteiden kasvainten kasvuun, proliferatiivisiin retinopati-
othin ja nivelreumaan, hoidon.

17. Patenttivaatimuksen 14 tai 15 mukainen menetelma tai kdytt6, tunnettu siitd,
etta hoito kasittdd tulehdussairauksien ja tilojen, joissa heparanaasia estdvé aktivi-
suus estdd leukosyyttien infiltroitumista, mukaanlukien krooniset tulehdustaudit,
kuten nivelreuma, multippeliskleroosi, insuliinista riippuvainen diabetes mellitus,
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sellaiset taudit kuten ulseratiivinen koliitti ja Chronin tulehduksellinen vatsatauti,
vierassiirteiden hyljinta ja krooninen astma, hoidon.

18. Farmaseuttinen tai elainladkinnéllinen koostumus, joka on tarkoitettu angioge-
neesin, metastaasien ja/tai tulehduksen vastaiseen hoitoon, tunnettu siité, etti se
kasittaa vahintddn yhden minka tahansa patenttivaatimuksista 1 - 13 mukaisen
sulfatoidun oligosakkaridin yhdessé jonkin farmaseuttisesti ja eldinlagkinnallisesti
hyvaksyttavan kantajan tai laimenteen kanssa.

19.  Vihintadn yhden minké tahansa patenttivaatimuksista 1 - 13 mukaisen sulfa-
toidun oligosakkaridin kaytté valmistettaessa ladketta ihmisen tai muun [amminveri-
sen eldinpotilaan antiangiogeeniseen, antimetastaattisen ja/tai anti-inflammatoriseen
hoitoon.

20. Oligosakkaridi, tunnettu siita, ettd silld on yleinen kaava II:
R}"(Ry)n'R.\' (II)

jossa jokainen R,-ryhma on samanlainen ja kukin edustaa monosakkaridiyksikkod,
vierekkiisten monosakkaridiyksikkojen liittyessa toisiinsa 13, 14 ja/tai 1>6
glykosidisidoksilla, ja

n on jokin kokonaisluku 1 - 6.

21. Patenttivaatimuksen 20 mukainen oligosakkaridi, tunnettu siiti, ettinon 1 -
4 edullisesti 3 ta1 4.

22. Patenttivaatimuksen 20 tai 21 mukainen oligosakkaridi, tunnettu siit4, ettd R,
on monosakkaridiyksikké, joka on jokin heksoosi, joka on valittu ryhmasti, jonka
muodostavat glukoosi, mannoosi, altroosi, alloosi, taloosi, galaktoost, idoosi ja gu-
loost.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen oligosakkaridi, tunnettu siité, ettd R, on
glukoosi, mannoost tai galaktoost.

24 Patenttivaatimuksen 20 mukainen oligosakkaridi, tunnettu siité, ettd R, on
jokin tdysin O-asetyloitunut monosakkaridi tai etta R, on monosakkaridi, joka on
taysin O-esteroity jollakin muulla asyyliosalla kuin asetyylilla.
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Figure 5
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