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OZET

N-DESULFATLANMIS GLIKOZAMINOGLIKANLARIN
TUREVLERI VE iILAC OLARAK KULLANIMI

Bulus, N-desiilfatlanmis ve opsiyonel olarak 2-O-desiilfatlanmis
glikozaminoglikan tiirevlerine iligkin olup, burada bitisik diollerin ve
OH/NH2'nin ¢n azindan pargasi ilgili aldehite déntstirtlmiistir ve bu
aldehitler daha sonra 1lgili alkole mdirgenmistir. Bu iiriinler heparanaz
engelleyici aktiviteler ve anti-timor aktivite ile donatilir. Bahsedilen
glikozaminoglikan tiirevleri dogal veya sentetik glikozaminoglikandan,
tercihen fraksiyone edilmemis heparin, diisik molekiiler agirlikli
heparinler (LMWHs), heparan siilfat veya bunlarin tiirevlerinden elde
edilir. Bu bulus ayrica, bunlarin hazirlanma iglemine ve ayrica bilinen
yerlesik ilacglar ve tedaviler ile kombinasyon halinde ilaglarin etkin
maddeleri olarak kullanimlarina iligkindir. Mevcut bulus ayrica, bir
glikozaminoglikanin glikozamin kalmtilarimin C 2 -C 3 bagim
bahsedilen glikozaminoglikanin oksidasyonu ile kirmak igin olan bir

isleme iligkindir.
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ISTEMLER

1. N-desiilfatlanmis glikozaminoglikanin bir tiirevi olup, o6zelligi;

bahsedilen tiirevin asagidaki yapilari icermesidir:

burada her bir R2, SO3 - veya H olabilir;

burada her bir R3, SO3 - veya H olabilir; ve

burada her bir R4, SO3 - veya H olabilir.

2. Istem 1'e gbre N-desiilfatlanmis glikozaminoglikanmn tiirevi
olup, ozelligi; bahsedilen tiirevin (a) 3,000 ila 20,000 Da, veya (b)
3,500 ila 12,000 Da'dan secilen bir molekiiler agirliga sahip olmasidir.

3. Istem 1 veya Istem 2've gére N-desiilfatlanmis
glikozaminoglikanin  tirevi  olup, o6zelligi;  N-desiilfatlanng
glikozaminoglikanin tiretildig baglatici glikozaminoglikanin bir dogal
veya sentetik glikozaminoglikandan segilmesi, tercithen burada dogal
veya sentetik glikozaminoglikanin heparin, diisilk molekiiler agirlikl
heparin, heparan siilfat veya bunlarin fraksiyonlar1 olmasi, daha

tercithen burada dogal veya sentetik glikozaminoglikanin, fraksiyone
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edilmemis heparin veya 3,500 ila 8,000 Da'lik bir molekiiler agirhga

sahip heparin olmasidir.

4, Onceki  istemlerden herhangi  birine  N-desiilfatlanmis
glikozaminoglikamin tiirevi olup, dzellig¢i; bitisik diollerin ve
OH/NH2'nin 1lgili aldehitlere ve sonra 1lgili alkollere déniistiiriildiigii
glikol ayrik kalintilarimin (RO), toplam glikozaminoglikan kalintilari

tizerinden yiizdelerinin, % 31 ve % 54 arasinda olmasidir.

5. Onceki istemlerden herhangi birine  N-desiilfatlanmis
glikozaminoglikanin tiirevi olup, 6zelligi; 2-0-stlfatlanmis L-iduronik
asidin (IdoA2S) toplam glikozaminoglikan kalintilar1 lizerinden

yiizdelerinin, % 29 ve % 40 arasinda olmasidir.

6. Onceki  istemlerden herhangi  birine  N-desiilfatlanmis
glikozaminoglikanm tiirevi olup, ozelligi; N-asetil D-glikozaminin
(GleNAc) toplam glikozaminoglikan kalintilar izerinden ylizdelerinin,

% 6 ve % 30 arasinda olmasidir.

/. Onceki istemlerden herhangi  birine  N-desiilfatlanmis
glikozaminoglikanin tiirevi olup, ozelli3i; 2-NH2 glikozaminin
(GIleNH2 ) toplam glikozaminoglikan kahntilann  {izerinden

ylizdelerinin, % 4 ve % 13 arasinda olmasidir.

8. Istemler 1 ila 7'den herhangi birine gore N-desiilfatlanmis
glikozaminoglikanin  tirevi olup, ozelligi; bahscdilen tlirevin

heparanaz engelleyici aktiviteye sahip olmasidit.
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9. Istemler 1 ila 8'den herhangi birine gire N-desiilfatlanmis
glikozaminoglikanin tirevi olup, ozelligi; ila¢ olarak kullanim i¢in

olmasidir.

10. Istemler 1 ila 8'den herhangi birine gdre N-desiilfatlanms
glikozaminoglikanin tiirevi olup, ozelligi; heparanazin
inhibisyonundan fayda saglayan bir endikasyonun tedavisinde kullanim

igin olmasidir.

11. Oligosakkarit bilesikler olup, ozelligi; istemler 1 ila 8'deki N-
desiilfatlanms glikozaminoglikanin tiirevinin enzimatik veya kimyasal

kismi depolimerizasyonu ile elde edilebilmesidir.

12. Istem 10'a gore oligosakkarit bilesikler olup, dézelligi; ilag olarak

kullanim i¢in olmasidir.

13. istem 9'a gore kullamim icin N-desiilfatlanmis glikozaminoglikanin
tiirevi veya Istem 12'ye gére kullanim i¢in oligosakkarit bilesikler olup,
ozelligi; bahsedilen ilaclarin antimetastatik veya antitlimoral ilaglar

olmasidir.

14, Istem 9a gore kullamm icin  N-desiilfatlanmis
glikozaminoglikanin tiirevi veya Istem 12'ye gére kullamm igin
oligosakkarit bilesikler olup, dzelligi; bahsedilen ilaglarin antimiyelom

ilaglar olmasidir.

15. Istemler 1 ila 8'den herhangi birine gdre N-desiilfatlanms

glikozaminoglikanin tiirevini iceren farmasotik bilesim olup, ozelligi;
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opsiyonel olarak en az bir diger etken madde, tercihen bir terapotik

bilesik ile kombinasyon halinde olmasidir.
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TARIFNAME

N-DESULFATLANMIS GLIKOZAMINOGLIKANLARIN
TUREVLERI VE iILAC OLARAK KULLANIMI

Ozet

Bulus, N-desiilfatlanmis ve opsiyonel olarak 2-O-desiilfatlanmis
glikozaminoglikan tiirevlerine iliskin olup, burada bitisik diollerin ve
OH/NH2'nin en azindan parcast ilgili aldehite doniigtliriilmiistir ve bu
aldehitler daha sonra ilgili alkole indirgenmistir. Bu tirlinler heparanaz
engelleyici aktiviteler ve anti-tiimér aktivite ile donatilir. Bahsedilen
glikozaminoglikan tiirevleri dogal veya sentetik glikozaminoglikandan,
tercihen fraksiyone edilmemis heparin, disik molekiiler agirhikli
heparinler (LMWHs), heparan siilfat veya bunlarm tiirevlerinden elde
edilir. Dogal glikozaminoglikanlar, herhangi bir hayvan kaynagindan

elde edilebilir (farkli hayvan tiirleri ve organlari uygulanabilir).

Bu bulus ayrica, bunlarin hazirlanma islemine ve ayrica patolojik
kosullarda  kullamisli  olan 1ilaglarin  etkin  maddeleri  olarak
kullanimlarina iliskindir. Ozellikle, bahsedilen patolojik kosullar,
metastatik formlari dahil olmak lizere ¢oklu miyelom ve diger
kanserleri (yani sarkomlar, karsinomlar, hematolojik maligniteler)
igermektedir. Bulusa ait glikozaminoglikan tiirevleri, onkolojik tedavi
olsun ya da olmasin diger tedaviler ile kombinasyon halinde de ila¢
olarak kullanilabilir. Dahast bu bulus, heparanazin (yani diyabetik

nefropati, enflamatuar bagirsak hastahig, kolit, artrit, sedef hastalifi,
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sepsis, ateroskleroz) engellenmesinden fayda elde eden herhangi bir
terapstik endikasyonda, ayni zamanda bilinen var olan ilaglarla veya
tedavilerle kombinasyon halinde tercihen heparinlerden ve diisiik
molekiiler agirlikli heparinlerden (LMWHs) elde edilen bahsedilen N-
desiilfatlanms ve opsiyonel olarak 2-O-desiilfatlanms

glikozaminoglikan tiirevlerine iligkindir.

Bulus aym zamanda, etken madde olarak bahsedilen N-desiilfatlanmis
ve opsiyonel olarak O-desiilfatlanmis glikozaminoglikan tiirevlerinin
en azindan birini ithtiva eden farmasdétik bilesimlere iliskin olup, burada
bitisik diollerin ve OH/NH2'min en azindan parcgasi ilgili aldehite
donistliriilmiistiir ve takiben ilgili alkole indirgenmistir. Opsiyonel
olarak bu bulus, en az bir diger ctken madde, daha tercihen bir terap6tik
bilesik ile kombinasyon halinde etken madde olarak bahsedilen
glikozaminoglikan tiirevlerinin en az birini ihtiva eden farmasotik
bilesimlere 1liskindir. Tercihen, bahsedilen glikozaminoglikan tiirevler

heparin tirevleri veya diisiik molekiiler agirhikli heparinlerdir

(LMWHSs).

Bulusun Ge¢cmisi

Coklu miyelom ikinci en yaygin hematolojik malignitedir ve her yil
yaklasik 20.000 yeni vaka ve %50 iizerinde Oliim ile Birlesik
Devletlerde tiim hematolojik kanserlerin  %10'undan fazlasim
olusturmaktadir (Graham-Rowe D., 2011, Multiple myeloma outlook.
Nature 480, s34-s35 |.
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Son birka¢ yilda, proteazom inhibitéri (Velcade), bifosfonatlar,
talidomit ve digerlerinin uygulanmasi gibi umut verici tedaviler
gelistirilmistir. Bu maddelerin etkinligi, en azindan kismen, miyelom

timorii mikrogevresi tizerindeki etkilerinden kaynaklanmaktadir.

Miyeloma karsi etkinlik, bahsedilen maddeler ile gosterilmis olmasina
ragmen, miyelom ve diger tiimoérleri tedavi etmek igin yeni ve

gelistirilmis ilaglara ihtiyag vardir.

Heparanaz, sindekan-1 gibi proteoglikanlarin (PG-HS) heparan siilfat
(HS) zincirlerini ayiran ve bdylece HS-bagh biiylime faktorlerini

serbest birakan bir endo-B-glukuronidazdir.

Insanlarda, HS'yi aywrabilen bir tekli baskin islevsel heparanaz
enziminin oldugu goériilmektedir. Heparanaz, birgok insan tiimori ile
ifade edilir ve burada bu, tiimoér hiicrelerinin hem anjiyojenik hem de
metastatik potansiyelini 6nemli olciide arttirmaktadir. Yiikseltilmis
heparanaz seviyeleri aslinda, birgok tiimor tipinin gelismis ilerlemesi
ve metastazi iliskilendirilmistir. Ornegin, yiiksek seviyede heparanaz,
hastalarin daha kisa bir postoperatif hayatta kalma siiresi ile iliskilidir.
Tiimor metastazinda heparanazin bir dogrudan rolii, bize ait yeni
inhibitdrlerin test edilmis oldugu Prof. Vlodavsky ve Prof. Sanderson'in

laboratuvarlarinda gosterilmistir.

HS-bagli biiyiime faktorlerinin serbest birakilmasi ve invazif hiicreler
tarafindan ekstraselliiler matriksin (ECM) yikilmasini igeren enzimatik

islevlere ek olarak, heparanazin ayni zamanda tiimor davranisini ve
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mikrocevresini etkileyebilen bir enzimatik olmayan islevi vardir.
Sanderson'un grubu, heparanazin, kendi agresif tiimor fenotipinin bir
ana diizenleyicisi olarka gérev yaptifim ortaya koyan, miyelomda
heparanaz ve sindekan-1'in calismasima 6nciiliikk etmistir. Bu, timér
biiylimesini, metastatik ve osteolitik kemik yikimini birlikte stimiile
eden VEGF ve NMP-9'un yukari regiilasyonunun yiikseltilmesi ile
meydana gelir. Aslinda in vivo olarak gosterilmigtir ki heparanaz
miyelom tiimoérlerinin ve spontan metastazin kemige biliylimesini
arttirir ve timor hiicreleri ile heparanaz ifadesi, ¢iirindan ¢ikmig
osteolisisi RANKL ifadesinin yukar1 diizenlemesinden dolayi en
azindan kismen tesvik eder. Heparanazin osteolisis artirici etkisi ¢ok
onemli olabilir clinkii kemige bagh bilyiime faktorleri kemik
bozuldugunda serbest kalir. Ek olarak osteoklastlar, HGF gibi timor
biiylimesini arttirict faktorleri serbest birakabilir. Bu faktorler birlikte,
tiimdr hiicresi yuvalanmasi ve miiteakip biiyiimeyi destekleyen kemik
ilig1 i¢inde oyuklar olugturulmasma yardimei olabilir ( Fux, L., ve ark.
2009, Heparanase: busy at the cell surface. Trends Biochem Sci 34 (10}:
511-519 ; Sanderson R.D., ve Yang Y., 2008, Syndecan-1: a dynamic
regulator of the myeloma microenvironment. Clin. Exp Metastasis
25:149-59 ; llan N., ve ark. 2006. Regulation, function and clinical
significance of heparanase in cancer metastasis and angiogenesis. Int.
J. Biochem. Cell Biol. 38: 2018-2039 ). Heparanazin inhibisyonu bu
yiizden miyelom teddavisinin uygulanabilir bir hedefidir ve bir tekli
enzimatik olarak aktif heparanaz olmasi gergegi ve normal dokulardaki

ifadesinin nadir

olmas1 gercegi 1le desteklenmektedir. Dahasi, heparanaz nakavt

farelerin yasayabilir oldugu ve goriiniir bozukluk sergilemedigi
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gosterilmistir. Bu, bir heparanaz inhibisyon stratejisinden higbir yan
etkinin tireyemedigini ya da cok az tiireyebildigini géstermektedir (
Casu B., ve ark. 2008. Non-anticoagulant heparins and inhibition of
cancer. Pathophysiol Haemost Thromb. 36: 195-203 ; Vlodavsky 1., ve
ark. 2007. Heparanase: structure, biological functions, and inhibition by
heparin-derived mimetics of heparan sulfate. Curr Pharm Des. 13:
2057-2073 ; Naggi A., ve ark. 2005. Modulation of the Heparanase-
inhibiting Activity of Heparin through Selective Desulfation, Graded
N-Acetylation, and Glycol Splitting. J. Biol. Chem. 280: 12103-12113
I

Heparin, antikoagulan ve antitrombotik aktivite ile donatilmis,
glikozaminoglikan ailesinin lineer polidispers siilfatlanmis  bir
polisakkaritidir. Heparinin sakarridik zincirleri, alternatif iironik asit ve
D-glikozamin kalintilarindan olugur. Ana tekrarlayan birim, disakkarit
2-O-silfatlanmis  L-iduronik asit TdoA2S)a(1—4) ve N-, 6-O-
stilfatlanms D-glikozamindir (GIcN6S). Kiigiik bilegsenler, N-asetil D-
glikozamin ve N-, 3-0-, 6-0-trisiilfatlannmus D-glikozamin ile birlikte
stilfatlanmanmus L-icduronik ve D-glukuronik asittir ( Casu B., 2005.
Structure and active domains of heparin. In: Chemistry and Biology of
Heparin and Heparan Sulfate. Amsterdam: Elsevier. 1-28 ; Casu B. ve
Lindahl U. 2001, Structure and biological interactions of heparin and
heparan sulfate. Adv Carbohydr Chem Biochem 57: 159-206 ). Yapisal
olarak HS'ye benzer olan Heparin, heparanazi etkin bir sekilde inhibe

edebilmekte, ancak heparanaz inhibisyon stratejisinde

yiksek dozlarda kullamimi, antikoagulan aktivitesi nedeniyle

imkansizdir,
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Ilging bir sekilde, heparinden daha fazla biyolojik olarak kullanilabilir
ve daha az antikoagulan olan diisiik molekiiler agirlikli heparinlerin
(LMWHs), muhtemelen tiimor biiylimesi ve metastaz iizerindeki
dogrudan ctkisi sebebiyle kanser hastalarinin hayatta kalma stiresini
uzattigr gorilmektedir. Bu, en azindan kismen, heparanaz enzimatik
aktivitesinin inhibisyonundan kaynaklanabilir ( Zacharski L.R., ve Lee,
A.Y. 2008, Heparin as an anticancer therapeutic. Expert Opin Investig
Drugs 17:1029-1037 ; Yang Y ve ark., 2007, The syndecan-1 heparan
sulfate proteoglycan is a viable target for myeloma therapy. Blood
110:2041-2048 ).

Heparanazin enzimatik aktivitesinin etkili inhibitdrleri dnceki teknikte,
heparanaz inhibisyonunun, c¢ogu glukosidik halkanin 2-3 bagda
acilmasi ile modifiye edilen stilfatlanmamis iironik asit kalintilari igeren
antikoagiilan olmayan heparinler ile arastirlmasi ile segilmistir.
Bahsedilen inhibitorler, hem Onceden var olan hem de asamali 2-O-
desiilfatlama ile tretilen siilfatlanmamus tironik asit kalintilarmin O-
siilfatlama, N-asetilasyon ve glikol ayrilma dereceleri bakimindan
farklidir ( Naggi A., 2005. Glycol-splitting as a device for modulating
inhibition of growth factors and heparanase inhibition by heparin and
heparin derivative. In: Chemistry and Biology of Heparin and Heparan
Sulfate. Amsterdam: Elsevier 461-481 }.

"Glikol ayrk" (ga) terimi geleneksel olarak, her bir1 bir hidroksil grubu
tastyan iki bitisik karbonun arasindaki bir bagin kirilmasindan (glikol
ayrilma) étiirii bazi monosakkarit kalintilarinin agilmasini temsil eden

karbonhidrat polimerlerini ifade etmektedir. Birinci nesil glikol
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boliinmiis  heparinler, yani "indirgenmis oksiheparinler" (RO-
heparinler) olarak adlandirilan, biiyiik 6l¢iide, orijinal zincirler boyunca
mevcut olan siilfatlanmamis glukuronik asit/iduronik asit kalintilarina
karsilik gelen glikol ayrik kalintilar tarafindan nadiren duraklatilan
modifiye edilmemis polisiilfatlannmmg bloklardan olusur ( Naggi A,
2005. Glycol-splitting as a device for modulating inhibition of growth
factors and heparanase inhibition by heparin and heparin derivative. In:
Chemistry and Biology of Heparin and Heparan Sulfate. Amsterdam:
Elsevier 461-481 ). ATIII'nin baglanma bdlgesi igindeki glukuronik asit
kahntilarimi modifiye eden heparin tizerindeki bu kimyasal etki,
antikoagulan aktivitesini azaltir veya ortadan kaldirir, boylece bunun

yiiksek dozlarda kullanilmasini miimkiin kilar.

WO 92/17188 sayili dokiiman, antikoagulan olmayan bir heparin
tiiriiniin, diiz kas hiicrelerine istinaden, anti-proliferatif aktivitesini
aciklamaktadir. Bahsedilen heparm, dogal heparin zincirlerinin kiigiik
bir bilegeni olan hidrazin i¢eren bir maddeye sahip N-asetil glukozamin
birimlerinin N-deasetilasyonu ile hazirlanir ve ardindan diollerin veya
bitistk OH/NH2 gruplarimin karsilik gelen aldehidlere periyodat
oksidasyonu yapilir. Oksidasyonun ardindan, glikozaminoglikanin
ciddi bir fragmentasyonu olmadan aldehidlerin alkollere indirgenmesi
olur.  N-siilfatlannis  birimler,  oksidasyon-indirgenmesinden

etkilenmez.

N-desiilfatlanms heparinler (Kimyasal Ozet Kayit numarasi 53260-52-
9), ayrica Merck indeksinde (14. Editor,2006 ) "heparamin” olarak da
bilinir, bircok etki ile donatildigi bilinmektedir: VEGF ifadesi ve
anjiyogenezin ( Chen-J-L ve ark. 2007, World J. Gastroenterol 21, 457-
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461 ) engellenmesi ile farelerde gastrik kanserin metastazina karsi bazi
aktiviteler, indirgenmis bir antikoagulan aktivitesi, ve iskemi ve
reperflizyonun neden oldugu hepatik/renal hasarin engellenmesi (
Chen-J-L ve ark. 2002, World J. Gastroenterol 8, 897-900 ). N-
desiilfatlanms heparinler ayn1 zamanda, c¢esitli N-asilath heparinlerin
sentezi i¢cin ara Uirlinleri olarak bilinmektedir. N-desiilfatlama derecesi,
heparinlerde bulunan N-siilfatlanmg glikozamin kalintilarimin %10'
ila %100 arasinda degisebilir ( Huang L. ve Kerns R.J. 2006, Bioorg.
Med Chem, 14,2300-2313 |.

WO 01/55221 sayili dokiiman, toplam {ronik asit birimlerinin
%60"ndan fazla olmayan bir 2-0-desiilfatlama derecesine sahip
glikozaminoglikanlari agiklamaktadir. Bahsedilen
glikozaminoglikanlar, antikoagiilan aktivitesinden yoksundur ve
FGF'nin  inhibisyonuna  dayanan  antianjiyogenik  aktivite
gostermektedir. Heparanazin inhibisyonu i¢in herhangi bir aktivite 6n

goriilmemektedir.

US 2008/0051567 sayili dokiiman, %100 N-asetillenmis ve %25 glikol
ayrilmig heparine karsilik gelen, ¢ok az veya hi¢ antikoagiilan
aktivitesinin ve hiicre disi matristen bilylime faktorlerinin diigiik
salinmasini uygulayan, buna kargin Sanderson'un miyelom modeli de

dahil olmak tizere deneysel hayvan modellerinde heparanaz, timor

bliylimesi, anjiyojenez ve inflamasyonu inhibe eden bir bilesigi

ac¢iklamaktadir.
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Bununla birlikte, daha yiiksek heparanaz inhibisyon etkinligi, daha
yiksek selektivite, gelismis biyolojik kullanilabilirlik ve miyelom ve
diger tiimorler gibi heparanaz ile baglantili patolojilerin tedavisi igin
etkinlie sahip gelismis bilesikler ortaya koyma ihtiyact devam
etmektedir.

Sekillerin Kisa Ac¢iklamasi

Sekil 1: bir glikozaminoglikanin periyodat oksidasyonu ve borohidrid

indirgenmesi ile iiretilen yaygin yapilar.

( 1) hidroksil grubunun (R4) bir siilfat grubu ile ikame edilebildigi veya
ikame edilemedigi, bir Gironik asit (iduronik ve/veya glukuronik) ve bir
glikozamin (2-N-asetillenmis, 2-N-ikame edilmemis ve/veya 2-N-
stilfatlanmig) igeren bir glikozaminoglikan polimerinin disakkaridik
birimi. N-desiilfatlamasindan sonra, glikozaminoglikan polimerleri, 2-
N-asetillenmis glukozaminler ( 2 ) ve 2-NH2 glikozaminler {dogal
ve/veya N-desiilfatlanmis) ( 3 ) igeren disakkaridik birimleri igerebilir.
Periyodik oksidasyon ve borohidrit indirgeme, 2-O-siilfatlanmamus
dronik asit kalintilarimin ( 5, 6, 8 ) bitisik diolleri ve 2-N- ve 3-O-
siilfatlanmamis glikozaminin ( 7, 8 ) bitisik OH/NH2 gruplarinin ilgili
aldehitlere (oksidasyon ile} ve daha sonra ilgili alkollere (indirgeme ile)
doniisiimiine yol acar. Bir N-desulfatlanmis glikozamin ve bir 2-0-

siilatlanmamus tironik asit iceren disakkarit birimlerde, her iki

kalintinin da dialdehitlere ve sonra glikol ayrik kalintilara ( 8 )

déndstiriildigini unutmayiniz.

Bulusun Aciklamasi
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Mevcut  bulus  yeni, kimyasal olarak modifiye edilmis
glikozaminoglikanlar, ve ozellikle, heparanazi ve onun heparan siilfat
bozucu aktivitesini ciddi sekilde inhibe eden heparin ve LMWH'lere
iliskindir.

Heparanaz engelleyici aktivite ile donatilmig olan mevcut bulusun yeni
bilesikleri, N-desiilfatlanmis ve opsiyonel olarak 2-O-desiilfatlanmis
glikozaminoglikan tirevleri olup, burada bitisik diollerin  ve
OH/NH2'nin en azindan pargasi 1lgili aldehite doniistiiriilmistiir ve bu
aldehitler daha sonra ilgili alkole indirgenmistir. Aldehitlere dontisiim
tercihen, sirastyla amin ve hidroksil ornatiklarimi tasiyan, hem iironik
asit kalintilarinin bitisik diollerinin bagim hem de glikozamininin C2-
C3 bagimin kirnlmasi i¢in uygun kosullarda periyodat kullanilarak
gerceklestirilir. Baglatict bilesikler ayni zamanda 2-0-siilfatlanmamis
tironik asit kalintilann da icerir. Ozellikle N-desiilfatlama, N-
stlfatlanmis glikozamin kalintilan lizerinde meydana gelirken, O-
desiilfatlama ise 2-0-stlfatlanmis {ironik asit kalintilarinda meydana

gelir.

Tercihen, mevcut bulusun glikozaminoglikan tiirevleri dogal ya da
sentetik glikozaminoglikanlardan ortaya cikar ve ikincisi kimyasal ya
da enzimatik olarak hazirlanir ( Naggi A. ve ark., 2001, "Toward a
biotechnological heparin through combined chemical and enzymatic
modification of the Escherichia coli K5 polysaccharide. "Seminars in
thrombosis and hemostasis, 27, 5437 ), 6rmegin fraksiyonlanmamis

heparinler, diisiik molekiiler agirlikli heparinler (LMWH'ler), heparan
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stilfatlar veya bunlarin fraksiyonlari; daha tercihen glikozaminoglikan

tiirevleri dogal veya sentetik heparinlerden ya da LMWH'lerden tiirer.

N-siilfatlannus glikozamin kalintilarmin spesifik N-desiilfatlamasi, bu
kalintilarin aymi1 zamanda 3-O-siilfatlanmamis olmasi kosuluyla
bahsedilen kalintilar ilgili aldehitlere (ve daha sonra ilgili alkollere)
donlisiimiinii  biiyiikk  ol¢lide  elverishi  kilar.  Sekil 1'de, bir
glikozaminoglikan zincirinde bulunabilen tiim disakkarit tiniteleri ve
bunlarin N-desiilfatlama, oksidasyon ve indirgeme reaksiyonu sonrasi

degisimleri, sematik bir goriinlimde gosterilmistir.

Bir Ormek olarak, heparin zincirleri dogal olarak yaklasik %5 ila
yaklagik %35 oraninda 2-O-siilfatlanmamus tironik asit kalintisi, %0 ila
%50 oranminda N-asetillenmis glikozamin kalmtis1 ve %0 ila %6
oraninda N-ikame edilmemis (ne N-siilfatlanmis ne de N-asetillenmig)
glikozamin kalintilar1 igerebilir. Farkli bilesimler, heparin kaynagina
(hayvan tiirleri, organ kaynaklarl) ve ekstraksiyon prosediirlerine

baglidir.

Hem karbon 2 hem de karbon 3 lizerindeki, bir glikozaminoglikanin her
bir siilfatlanmamis kalintis1 aldehite doéniismeye elveriglidir. Sonug
olarak, mevcut bulusun isleminde yer alan kapsaml1 N-desiilfatlama
ayrica, bitisik OH/NH2™in ilgili aldehitlere dontstiirildiigii (ve daha
sonra ilgili alkollere) birimlerin ytizdesindeki bir artis ile birlikte dogal
glikozaminoglikanlarin ~ uygun  birimlerinin  ylizdesi tlizerinden
bahsedilen doniisiime elverisli kalintilar saglar, ancak 2-O-siilfatlanmsg

iduronik asit kalintilariin dogal igerigini muhafaza eder. Segene bagh
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olarak, glikozaminoglikanlarin kimyasal olarak baslatilmis 2-O-
desiilfatlamasi, mevcut bulusa gore oksidasyon ve indirgeme
reaksiyonlarina uygun olan glikozamin ve Uironik asitin oranin1 modiile

etmeye olanak tanir.

Bulus ayrica, N- ve opsiyonel olarak 2-O-desiilfatlanms
glikozaminoglikan tiirevlerine iliskin olup, burada bitisik dioller ve
OH/NH2, halkanin ag¢ilmasi ile ilgili aldehite doniistiiriilmiistlir ve bu
aldehitler daha sonra 1lgili alkole indirgenmistir. Bulus ayrica,
bahsedilen glikozaminoglikan tiirevlerini hazirlamak icin bir islemle ve
ayrica metastatik formlar1 dahil olmak {izere ¢oklu miyelom ve diger
kanserler gibi patolojik durumlarin tedavisi i¢in ilaglarin etken
maddeler olarak kullanimlar: ile ilgilidir. Dahasi bu bulus, bahsedilen
glikozaminoglikan tiirevlerinin, heparanazin inhibisyonundan fayda
elde eden herhangi bir terapotik endikasyonda kullanimu ile ilgilidir.
Bulus ayrica, bahsedilen N-desiilfatlanmis ve opsiyonel olarak 2-O-
desiilfatlanmis  glikozaminoglikan tiirevlerini igeren farmasotik
bilesimlere iliskin olup, burada bitisik dioller ve OH/NH2, ac¢ilan halka
ile ilgili aldehite doniistiiriilmiistiir ve bu aldehitler daha sonra ilgili

alkole indirgenmistir.

Mevcut bulusun N- ve opsiyonel olarak 2-0-desiilfatlanmig

glikozaminoglikan tlirevleri asagidakileri igeren bir islem ile elde

edilebilir:

a) Bir glikozaminoglikanin N-siilfatlanmis glikozamin kalintilarinin
%25 1la %100%niin, tercihen %30 ila %90'1n1in, daha tercthen %45 ila

% 80'inin N-desiilfatlamasi; istege bagl olarak islem ayrica, bir
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glikozaminoglikanin 2-0 siilfatlanmis kalintilarimin %50'ye kadar,
tercihen %25'e kadar 2-0-desiilfatlamasim igerir; elde edilen {iriin
tercihen %0 ila %50 N-asetillenmis glikozamin kalintilari, %50 ila

% 100 N-siilfatlanmamis glikozamin kalintilari igerir;

b) ilgili aldehitlere doniisiim, tercihen 2N-, 3-O-siilfatlanmamis
glikozamin kalintilarinin bitisik OH/NH2'sinin ve 2-O-siilfatlanmanus
ironik asit kalintilarinin bitisik diollerinin periyodat oksidasyonu ile
(orijinal zincir boyunca dogal olarak mevcut siilfatlanmamis olanlarin
yami sira kimyasal olarak desiilfatlanmis); 2N-, 3-O-siilfatlanmamis

glikozamin kalintilar1 %25 ila %100 arasinda mevcut olabilir

bahsedilen aldehitlerin, tercihen sodyum borohidrid tarafindan ilgili

alkollere indirgenmesi.

Opsiyonel olarak, islem ayrica glikozaminoglikanin N-asetillenmis

kalintilarinin kismi ya da toplam deasetilasyonunu igerir.

Tercih edilen diizenlemelerde, mevcut bulusa ait glikozaminoglikan
tirevleri dogal veya sentetik (kimyasal ya da enzimatik olarak
hazirlanmig) glikozaminoglikanlardan, tercithen fraksiyone edilmemis

heparinler, LMWH'ler, heparan siilfat veya bunlarin tiirevlerinden elde

edilir. mevcut bulusa ait glikozaminoglikan tiirevleri heparinler veya
LMWH'lerden elde edilir.

Tercih edilen bir diizenlemede, oksidasyon, tercihen periyodat

oksidasyon, sirastyla amino ve hidroksil ornatiklarmi tasiyan hem
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tronik asitlerin komsu diollerini hem de glikozaminin C2 ve C3'i

arasindaki bagi ayirmak lizere olan kosullar altinda gerceklestirilir.

Tercih edilen bir diizenlemede, farkli derecelerde N-desiilfatlama ile
donatilan, modifiye edilmis glikozaminoglikan &rnekleri, tercihen
modifiye heparin veya LMWH, bilinen yontemlerin modifikasyonu ile
gergeklestirilen, periyodat oksidasyonuna ve sulu ortamda sodyum
borohidrid indirgemesine tabi tutulur. Periyodat oksidasyonu,
depolimerizasyonu indirgemek ic¢in kullanilan bir selatlama ve ayirma
maddesi olan NTA (nitrilotriasetik asit) mevcudiyetinde, cozeltiyl
alkalinize etmek i¢in NaHCO3 veya piridin mevcudiyetinde veya
NTA'h veya NTA'siz MnCl2 mevcudiyetinde gergeklestiirlebilir.
Tercihen, periyodat oksidasyonu NTA mevcudiyetinde gergeklestirilir.
Tercihen oksidasyon, 5.5 ve 10.0 arasinda yer alan, daha tercihen 6.0

ve 9.0 arasinda yer alan pH'ta gerc¢eklestirilir.

Mevcut bulus ayrica, bir glikozaminoglikanin glikozaminoglikan
kalintilarimin C2-C3 bagin1 kirmak i¢in olan bir isleme iliskin olup,
sunlan igerir; bahsedilen glikozaminoglikanin 5.5 ve 10.0 arasinda yer
alan, daha tercthen 6.0 ve 9.0 arasinda yer alan bir pH'ta tercihen

periyodat ile oksidasyon.

Tercihen, bitisitk OH/NH2™in 1lgili aldehite doniistiriildiigii, bu
aldehitlerin daha sonra ilgili alkollere indirgendigi, glikozaminoglikan
kalintilar, glikozaminoglikanin glikozamin kalintilannin %25 ila
%1004, daha tercihen %50 ila %100, en ¢ok tercihen %60 ila
%90"1d1r.
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Yukaridaki islem ile elde edilebilir glikozaminoglikandan tiiretilmis
bilesikler tercihen, islem kosullarina ve baslatma glikozaminoglikanina
bagh olarak 800 ila 30.000 Da'lik bir molekiiler agirliga sahiptir.
Fraksiyone edilmemis heparin, baslatma materyali olarak
uygulandiginda, yukaridaki 1slem ile elde edilebilir
glikozaminoglikandan tiiretilmis bilesikler tercihen, 3.000 ila 20.000
Da, tercihen 4.000 ila 12.000 Da'lik bir molekiiler agirliga sahiptir.

Mevcut bulusun yeni glikozaminoglikan tiirevlerimin beklenmedik bir
sekilde in vitro olarak gii¢lii heparanaz inhibitorler oldugu ve hayvan

modellerinde miyelomu inhibe ettigi gosterilmistir,

Bitisik diollerin ve OH/NH2'nin 1lgili aldehitlere dontistiiriilldiigii ki bu
aldehitlerin daha sonra ilgili alkollere indirgendigi, daha fazla birim
sayisina sahip {irlinler, ayn1 zamanda dogal glikozaminoglikanlara ve
kendi RO tirevlerine gore daha az silfatlanir. Bu nedenle bunlarin,
daha az modifiye kalint1 icerigine sahip benzerlerinden daha az protein
etkilesimi  ve daha uygun farmakokinetikler goOstermeleri

umulmaktadir.

Mevcut bulus ayrica, ilag olarak kullanilmak iizere yukarida agiklanan

1slemlerle elde edilebilir olan bilesiklere de iliskindir.

Mevcut bulus o6zellikle, antimetastatik maddeler olarak, antitimér
olarak, tercihen antimiyelom olarak kullanilmak iizere yukarida

ac¢iklanan iglemlerle elde edilebilir olan bilesiklere de iliskindir.
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Mevcut bulusa gore hazirlanan heparin ve diisiik molekiiler agirlikli
heparin tiirevleri, disiik sililfatlama derecelerine ragmen, coklu bir
miyelom deney modelinde heparanaz aktivitesinin hem in vitro hem de

in vivo olarak etkili bir sckilde inhibe edildigini gostermistir.

Dahasi, meveut bulusun tiirevleri, diisiik molekiiler agirliklarda bile
(bk. ornekler 5, 6 ve 8), benzer molekiiler agirliga sahip 2-0-
desiilfatlanmus heparinlerden elde edilen RO heparinlerinkinden daha
yiikksek heparanaz inhibe edici aktivite gostermistir. Sonrakiler Tablo

1'de gosterilmektedir.

TABLO 1
glikol ayrik | Ortalama  molekiiler | Heparanaz
Ormek ironik  asidin | agirhk, MW (kDa) inhibisyonu IC50
yﬁzdesi (ng/m”
RO 128 17 8
RO 2|26 10 50
Heparin

Veriler, RO tipinde glikol ayrik heparinin molekiiler agirliginin
azaltilmasiyla, indirgenmis heparanaz inhibe edici aktiviteye genel bir

egilim géstermektedir.

Ornekler

Bilesiklerin hazirlanmasi
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Asagidaki orneklerde agiklanan fraksiyone edilmemis heparinin
(buradan sonra UFH] N-desiilfatlamasi, bilinen yoOntemlerin
modifikasyonu ile gerceklestirilmistir ( Inoue Y ve Nagasawa K 1976.
"Selective N-desulfation of heparin with dimethyl sulfoxide containing
water or methanol." Carbohydr Res 46 (1) 87-95 }. N-desiilfatlama
derecesi 13C-NMR ile belirlendi ( Naggi A., ve ark. 2001, "Generation
of anti-factor Xa active, 3-O-sulfated glucosamine-rich sequences by
controlled desulfation of oversulfated heparins." Carbohydr. Res. 336,
4,,283-290 ).

Farkli derecelerde N-desiilfatlama ile donatilan modifiye heparin
ornekleri, iki aldehit grubu ve sulu ortamda sodyum borohidrid
(NaBH4) indirgemesi ile boliinmiig birimler vermek ve nihai heparin
tirevleri vermek i¢in periyodat oksidasyona tabi tutuldu; her iki
reaksiyon da bilinen yontemlerin modifikasyonu 1ile gerceklestirildi.
Periyodat oksidasyonu tercihen, NaHCO3, piridin, MnCl12 veya NTA'h
MnCI2 mevcudiyetinde gerceklestirilmistir. UFH'nin asamali

2-O-desiilfatlamasi, bilinen yéntemlerin modifikasyonunu takiben
gergeklestirildi ( Jaseja M. ve ark. 1989 "Novel regio- and stereo-
selective modifications of heparin in alkaline solution. Nuclear
magnetic resonance spectroscopic evidence." Canad J Chem,67, 1449-
1455 ; R. N. Rej Arthur S. Perlin 1990 "Base-catalyzed conversion of
the a-L-iduronic acid 2-sulfate unit of heparin into a unit of a-L-
galacturonic acid, and related reactions.” Carbohydr. Res. 200, 25, 437-
447 : Casu B. ve ark. 2004 "Undersulfated and Glycol-Split Heparins
Endowed with Antiangiogenic Activity." J. Med. Chem., 47, 838-848
). Bundan sonra "RO", bitisik diollerin ve OH/NH2'nin, ilgili aldehite
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ve daha sonra ilgili alkole glikozaminoglikan kalintilan iizerinden

doniistiiriildign glikol ayrik kalintilarinin ylizdesini géstermektedir.,

In vitro test

Bisio ve ark.'nin dnceki ¢aligsmalarina dayanarak, ( Bisio A. ve ark. 2007
"High-performance liquid chromatographic/mass spectrometric studies
on the susceptibility of heparin specie to cleavage by heparanase." Sem
Thromb hemost 33 488-495 |, heparanaz inhibe edici aktivite,
Hammond ve ark. tarafindan aciklanan yonteme gore Haifa
Universitesi, Israil'de Prof. Vlodavsky'nin grubu tarafindan in vitro
olarak belirlenmistir ( Hammond ve ark. 2010 "Development of a
colorimetric assay for heparanase activity suitable for kinetic analysis
and inhibitor screening." Anal Biochem. 396, 112-6 ). Kisaca
heparanaz, yapisal olarak heparinin antitrombin baglama bélgesine
kargilik gelen bir antitrombotik ila¢c olan sentetik pentasakkarit
Fondaparinuksu ayrabilir. Heparanaz ile hidrolizden sonra, bir
trisakkarit ve bir indirgeyici disakkarit elde edilir. Ikincisi, heparanaz
aktivitesini degerlendirmek amaciyla kolayca o6lgiilebilir. Mevcut
orneklerde, analiz ¢Ozeltisi, inhibitor &rnekli veya 6rneksiz (100 pl) 40
mM sodyum asetat tamponu pH 5.0 ve 100 mM Fondaparinuks
(GlaxoSmithKline) i¢ermektedir. Heparanaz 140 pM'lik bir nihai
konsantrasyona analizin baslangicinda ilave edildi. Levhalar yapiskan
bant ile miihiirlendi ve 37°C'de 2-24 saat boyunca inkiibe edildi. Analiz,
0.1M NaOH'de bir 1.69 mM 4-[3-(4-iyodofenil}-IH-5 tetrazolio]-1,3-
benzen distlfonat (WST-1, Aspep, Melbourne, Avustralya) ¢ozeltisi

ilave edilerek durduruldu. Levhalar yapigskan bant ile tekrar miihiirlendi
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ve 60°C'de 60 dakika boyunca tab edildi. Sogurum 584 nm'de 6lciildii
(Fluostar, BMG, Labtech). Her bir levhada, indirgeyici seker standard:
olarak D-galaktoz ile insa edilen standart bir egri, ayn1 tamponda ve
hacimde, 2 ila 100 uM'luk bir konsantrasyon araliginda hazirlandi. IC50
degeri belirlendi. Yukarida alintilanan kolorimetrik deney kullanilarak
elde edilen sonuclar, substrat olarak radyoaktif siilfat ile etiketlenmig
bir hiicre dist matriks (ECM) uygulayan farkli bir test kullanilarak
dogrulandi. Kisacasi, ECM substrat1 kiiltlirlenmis kornea endotel
hiicreleri taratindan biriktirilir ve dolayisiyla, bilesimindeki, biyolojik
fonksiyonunda ve bariyer Ozelliklerindeki subendotelyal bazal
membrana oldukc¢a benzemektedir. Siilfat etiketli ECM hazirlanmasi ve
bunun heparanaz tahlili i¢in kullanimi hakkinda ayrintili bilgi asagida
bulunabilir: Vlodavsky, 1., Current Protocols in Cell Biology, Béliim
10: Birim 10.4, 2001 .

In vivo test

In vivo olarak antimiyelom aktivitesi biiyiik 6lgiide Yang Y ve ark. (
Yang Y., ve ark. 2007. "The syndecan-1 heparan sulfate proteoglycan
is a viable target for myeloma therapy." Blood 110:2041-2048 ) icinde
aciklanan prosediiriin takiben test edilmistir. Kisaca, 5 ila 6 haftalik
olan CB17scid/scidmice Arlan (Indianopolis, IN) veya Charles River
Laboratuvarlarindan (ABD) alimmustir. Fareler, Birmingham'daki
Alabama Universitesi'nin hayvan tesisinde tutulmus ve izlenmistir.
Tiim deneyler prosediirler ve protokoller, Kurumsal Hayvan Bakim ve
Kullanim Komitesi tarafindan onaylanmustir. 1x10° heparanaz ifade

eden CAG miyelom hiicreleri (yliksek veya diisiik ifade eden) her
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farenin sol yanmma deri altindan enjekte edildi. Tiimor hiicrelerinin
enjekte edilmesinden 10 giin sonra farelere sag yanindan Alzet gegisim
pompasi (Durect Corporation, Cupertino, CA) asilandi. Pompalar,
deney bilesiklerinin her ¢ézeltisini (yeni heparin tiirevleri) veya kontrol
olarak fosfat tamponu (PBS) ihtiva etmekteydi. Cozelti 14 giin boyunca
surekli verildi. 14 giin sonra, hayvanlar oldirilmis ve deri alti
tiimorlerinin yas agirh@i ve ortalama sera kappa seviyest analiz edilmig
ve deney gruplar arasinda log-rank testi ile karsilastirilmistir (p <0.05

istatistiksel olarak dnemli kabul edilmistir).

Haftalk lusiferaz biyolliminesans gorlntiileme, birincil tiimdérler
hakkinda niceliksel veriler saglar ve kemik ve de yumusak dokulardaki
metastazi takip eder. Dikkate alinmalidir ki SCIDhu modeli, insan
timor hicrelerinin dogrudan, SCID farelerine deri altindan asilanan
insan fetal kemiginin ufak parcalarina enjekte edilmesi ve boylece insan

miyelomunun yakin sekilde tekrarlanmasi bakimindan benzersizdir.

NMR analizinin genel prosediirii

Spektrumlar, 5-mm'lik bir TCI kriyoprobu ile veya 10 mm'lik bir BBO
probu ile donatilmis bir Bruker Avance 500 spektrometresinde
(Karlsruhe, Almanya) 25°C'de kaydedilmistir. Spektrumlardaki zirve
alan1 ve hacimlerinin entegrasyonu, standart Bruker TopSpin 2.0

yazilimi kullanilarak yapildi.
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FRAKSIYONE EDILMEMIS HEPARININ N-DESULFATLAMASI

ORNEK 1 (G8220)

UFH (4.01 g, lot G3378), su (32 ml) igerisinde ¢oziindiiriildii ve
Amberlite IR 120 (H+, 144 ml) ile karistirilma altinda muamele edildi.
Filtrelenen asit ¢ozeltisi, piridin ile pH 7'ye getirildi, daha sonra
azaltilmis basing altinda kuruluga konsantre edildi. Elde edilen
piridiniyum tuzu, DMSOQO:H20'nin (95:5 hacmen] 40 ml'lik bir
karisiminda ¢oziindiiriildii ve daha sonra 25°C'de 48 saat karistirildi. 40
ml'lik su ile seyreltilmesinden sonra ¢dzelti, membran iginde damitilmis
suya kargt 4°C'de 16 saat boyunca diyaliz edildi (kesilme: 3,500 Da).
Azaltilmis basing altinda konsantrasyon ve liyofilizasyon sunlar1 verir:
G8220 (2.7 g, verim= %67 w/w, MW=19.100 Da, 13C-NMR ile
belirlenen N-desiilfatlama derecesi = %74.7'lik toplam glikozamin
kalintilar;, 13C-NMR ile belirlenen 2-0 sulfatlanmus tronik asit =
toplam monosakkaritlerin &18'i.

ORNEK 2 (G8343)

Ormek 1'de aciklanan prosediirii takiben, UFH'nin (0.25 g, lot. G3378)
bir 6megi, bir DMSO:MeOH (95:5 hacmen) kansiminda N-
desiilfatlanmug olan ilgili piridiniyum tuzunda donistirilmiistiir.
25°C'de 2 saat karistirma sonrasinda, G8343 (0.172 g) vermek igin
Ornek 1'de agiklanan ayni nihai prosediirii takiben reaksiyon karisimi

islendi, verim= %69 w/w, MW=18.000 Da, 13C-NMR ile belirlenen N-
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desiilfatlama derecesi = %63.3'llik toplam glikozamin kalintilari, 13C-
NMR ile belirlenen 2-0 siilfatlannus {ironik asit = toplam
monosakkaritlerin % 19'u.

ORNEK 3 (G8516)

UFH'in bir émeginden baslayarak (0.25g, lot G3378) ve Ornek 2'de
aciklanan prosediiri takiben, ancak WN-desiilfatlama zamanini 40
dakikaya indirerek G8516 elde edildi (0.17g] verim= %68, 13C-NMR
ile belirlenen N-destlfatlama derecesi = %49.7'lik toplam glikozamin
kalintilart, 13C-NMR ile belirlenen 2-0 siilfatlanms tironik asit =

toplam monosakkaritlerin % 17’si.

ORNEK 4 (G8147)

UFH (2.5g lot. G3378) suda (20 ml) ¢6ziindii ve Amberlite IR 120 (H+,
90 ml) ile karistirma altinda islem goérdii. Filtrelenen asit ¢ozeltisi,
piridin ile pH 7'ye getirildi, daha sonra azaltilnus basing altinda
kuruluga konsantre edildi. Ortaya ¢ikan piridiniyum tuzu DMSO'nun
25 ml'lik bir karnisiminda ¢éziindirildii: MeOH (90:10 hacmen), daha
sonra 25°C'de 18 saat karistirlldi. 25 ml'lik su ile seyreltilmesinden
sonra ¢Ozelti, membran iginde damitilmis suya karsi 4°C'de 16 saat
boyunca diyaliz edildi (kesilme: 3,500 Da). Azaltilmis basing altinda
konsantrasyon ve liyofilizasyon sunlar verir: G8147 (1.9 g), verim=
%76 wiw, MW=18.200 Da, *C-NMR ile N-desiilfatlama derecesi=
%60'lik toplam glikozamin kalintilari.

ORNEK 5 (G9416)
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UFH (5 g lot. G3378) suda (40 ml) ¢6ziindli ve Amberlite IR 120 (H+,
90 ml) ile karigtirma altinda islem gordi. Filtrelenen asit ¢ozeltisi,
piridin ile pH 7'yve getirildi, daha sonra azaltilmig basing altinda
kuruluga konsantre edildi. Ortaya ¢ikan piridiniyum tuzu DMSO'nun
100 ml'lik bir karisiminda ¢6ziindirildii: MeOH (95:5 hacmen), daha
sonra 25°C'de 18 saat kanistinldi. 100 ml'lik su ile seyreltilmesinden
sonra ¢ozelti, membran icinde damitilmis suya kars1 4°C'de 16 saat
boyunca diyaliz edildi (kesilme: 3,500 Da). Azaltilmis basing altinda
konsantrasyon ve liyofilizasyon sunlar1 verir: G9416 (3.65 g), verim=
% 73 wiw, MW= 18.800 Da, 13C-NMR ile N-desiilfatlama derecesi= %
77 'lik toplam glikozamin kalintilari.

ORNEK 6 (G8079}

UFH (1 g lot. G3378) suda (8 ml) ¢oziindii ve Amberlite IR 120 (H+,
90 ml) 1le 30 dakika boyunca kanstirma altinda islem gordii. Filtrelenen
asit ¢cozeltisi, piridin ile pH 7'ye getirildi, daha sonra azaltilmis basing
altinda kuruluga konsantre edildi. Ortaya c¢ikan piridiniyum tuzu
DMSO'nun 10 ml'lik bir kansiminda ¢oziindirildii: MeOH (95:5
hacmen), daha sonra 25°C'de 16 saat karistiridddi. 10 ml'lik su ile
seyreltilmesinden sonra ¢ozelti, membran i¢cinde damitilmis suya karsi
4°C'de 3 gilin boyunca diyaliz edildi (kesilme: 3,500 Da). Azaltilmis
basing altinda konsantrasyon ve liyofilizasyon sunlar verir; G8079 (1
g), verim= % 100 wjw, 3C-NMR ile N-desiilfatlama derecesi= % 60

"lik toplam glikozamin kalintilart.

N-DESULFATLANMIS HEPARINLERIN PERIYODAT
OKSIDASYONU VE SODYUM BOROHIDRIDI
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ORNEK 7 (G8340)

Suda (7.3 ml) ¢6ziinen ve 4 °C'ye sogutulan drnek 1'in bir G8220 drnegi
(0.25 g, N-desiilfatlannug heparin kalntilarinm % 74.4 '), 0.2 M
NalO4'in bir esit hacmine eklenmistir. PH degeri 2M NaHCO3
(yaklasik 2.1 ml) ile 6.8 'e ayarlandi, 4 °C'de karanlikta karnstirma
altinda, 0.08 M nitrilotriasetik asit (NTA, 10 ml) ¢6zeltiye eklendi. PH
degeri 4.0 'dan 6.6 'va 2M NaHCO3 eklenerek getirildi ve reaksiyon
karigimi 4 °C'de 8 saat boyunca karistirma altinda tutuldu. Periyodatin
fazlalig: etilen glikol (0.73 ml) eklenmesi ile séntimlendi; 1 saat sonra
reaksiyon karisimi membrandaki damitilmis suya karsi (kesilme: 3,500
Da) 4 °C'de 16 saat boyunca diyaliz ile tuzdan arindirildi. Tuzdan
arindirilan ¢6zelti NaBH4 (0.164 g, 3.4 mmol) ile muamele edildi, 25
°C'de 3 saat kanstirildi, daha sonra pH degeri, NaBH4 fazlaligin
soniimlemek i¢cin 1N HCI 1le 4'e getirildi ve 10 dakika kanstinldiktan
sonra 0.1 N NaOH ile notrlendi. Membranda (kesilme: 3,500 Da) 4
°C'de 16 saat boyunca, dammtilmus suya karsi diyalizden sonra,
azaltilmis basing ve dondurarak kurutma altinda konsantrasyon, G8340
'm 0.202 g elde edildi, verim = % 90 w/w, MW = 8.400 Da. Toplam
monosakkarit kalintilar1 izerinden RO (%53), IdoA2S (%35), GlcNAc
(%9) ve GleNH2 (%12) yiizdeleri *C-NMR ile belirlendi.

In vitro heparanaz inhibisyon: 1C50=20 ng/ml.

In vivo antimiyelom aktivite: 14 giin boyunca 60 mg/Kg/giin: % 75

tiimd&r inhibisyonu ve % 60 serum K inhibisyonu.
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ORNEK 8 (G8438)

Ornek 2'nin G8343'inden baslayarak (N-desiilfatlanmis heparin
kalmtilarinin % 63.3'{iniin 0.171 g'm1) ve Ornek 7'de aciklanan ayni
prosediirii takip ederek, G8438 elde edilir (91.4 mg), verim = % 82,
MW = 6,800 Da. RO (%38], 1doA2S (%32), GIcNAcC (%8),
GIcNH2(4%) yiizdeleri *C-NMR ile belirlendi.

In vitro heparanaz inhibisyon 1C50: 60 ng/ml.

ORNEK 9 (G8588)

Ornek 3 'teki G8516 'dan baslayarak (N-desiilfatlanmis heparin
kalimtilarinin % 44 "iiniin 0.171 g'm1) ve Ormek 7'de agiklanan prosediirii
takip ederek, G8588 elde edilir (0.136 mg), verim = % 80 , MW =
11.000 Da. GIcNAC (%30}, GICNH2(% 13), 1doA2S (%34) RO (%37)
viizdeleri 1*C-NMR ile belirlendi.

ORNEK 10 (G9578)

Ornek 5 'teki G9416 'dan baslayarak ve Ornek 7'de aciklanan prosediirii
takip ederek, G9578 elde edilir, verim = % 89, MW = 6,300 Da, 13C-
NMR ile belirlenen N-desiilfatlama derecesi = %48 'lik toplam
glikozamin kalintilart. Toplam glikozaminoglikan kalintilari tizerinden
RO (% 45) ve IdoA2S (% 35) yiizdeleri *C-NMR ile belirlendi. Bulusa
dair liriin Uzerinde in vitro ve in vivo deney, asafidaki sonuglar

vermistir:



10

15

20

25

26

In vitro heparanaz inhibisyon: 1C50 =75 ng/ml;

in vivo antimiyelom aktivite 14 glin boyunca 60 mg/Kg giin: % 63

timar inhibisyonu.

ORNEK 11 (G8188)

Suda (7.3 ml) ¢ozinen ve 4 °C'ye sogutulan ormek 4 'teki N-
destlfatlannus heparinin G8147 bir 6megi (0.25 g, N-desiilfatlanmis
heparin kalintilart), 0.2 M NalO4"in bir esit hacmine eklenmigtir. PH
degeri, 4 °C'de 16 saat boyunca karanlikta karistirma altinda, 2M
NaHCO3 (vyaklagik 2.1 ml) ile 6.8 'e ayarlandi. Periyodatin fazlaligi
etilen glikol (0.73 ml) eklenmesi ile séniimlendi ve 1 saat sonra
reaksiyon karisimi membrandaki damitilmis suya karsi (kesilme: 3,500
Da) 4 °C'de 16 saat boyunca diyaliz ile tuzdan arindirildi. Tuzdan
arindirilan ¢ozelti NaBH4 (0.164 g, 3.4 mmol] ile muamele edildi, 25
°C'de 3 saat karigtirildi, daha sonra pH degeri, NaBH4 fazlahigin
sontimlemek i¢in 1N HCI ile 4'¢ getirildi ve 10 dakika karistirildiktan
sonra 0.1 N NaOH ile notrlendi. Membranda (kesilme: 3,500 Da) 4
°C'de 16 saat boyunca, damitilmis suya karsi diyalizden sonra,
azaltilmig basing ve dondurarak kurutma altinda konsantrasyon, 0.168
g G8188 elde edildi, verim = % 67 wiw, MW = 3.460 Da. RO (% 43),
IdoA2S (% 40), GlcNAc (% 6), GIcNH2 (% 4) yiizdeleri *C-NMR ile
belirlendi.

ORNEK 12 (G8189)

Suda (7.3 ml) ¢dziinen ve 4 °C'ye sogutulan bir G8147 érnegi (0.25 g,
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% 60 N-desiilfatlanmus heparin kalintilar1), 0.2 M NalQO4'lin bir esit
hacmine eklenmistir. PH degeri, 4 °C'de 16 saat boyunca karanlkta
karigtirma altinda, piridin (% 5 v/v, yaklasik 730 ul) ile 6.8 'e ayarlanda.
Periyodatin fazlaligi etilen glikol (0.73 ml) eklenmesi ile soniimlendi
ve | saat sonra reaksiyon karisimi membrandaki damitilmus suya karsi
(kesilme: 3,500 Da) 4 °C'de 16 saat boyunca diyaliz ile tuzdan
arindirildi. Tuzdan arindirilan ¢ézelti NaBH4 (0.164 g, 3.4 mmol) ile
muamele edildi, 25 °C'de 3 saat karigtirildi, daha sonra pH degeri,
NaBH4 fazlaligimi soniimlemek i¢in 1IN HCI ile 4'e getirildi ve 10
dakika karistirildiktan sonra 0.1 N NaOH ile notrlendi. Membranda
(kesilme: 3,500 Da) 4 °C'de 16 saat boyunca, damitilmis suya karsi
diyalizden sonra, azaltilmig basing ve dondurarak kurutma altinda
konsantrasyon, 0.181 g G8189 elde edildi, verim = %72 wjw, MW =
5.150 Da. RO (% 49}, IdoA2S (% 39}, GIctNAc (% 7), GIcNH2 (% 7)
yiizdeleri 1*C-NMR ile belirlendi.

ORNEK 13 (G8217)

Suda (7.3 ml) ¢oziinen ve 4 °C'ye sogutulan bir G8147 6rnegi (0.25 g,
% 60 N-desiilfatlanmis heparin kalintilar), 0.2 M NalO4'iin bir esit
hacmine eklenmistir. 4 °C'de 16 saat boyunca karanhkta karistirma
altinda, PH degeri 2M NaHCO3 (yaklasik 2.1 ml) ile 6.8 'e ayarlandi ve
30 ml MnClI20.05M (g6zeltideki son konsantrasyon 0.00001M idi
cklendi. Periyodatin fazlalig:r etilen glikol (0.73 ml) eklenmesi ile
sontimlendi. Gece boyunca, 6rnek ¢okeltildi ¢iinkl pH 8 oldu ve sonra
pH degeri IN HCI ile 6'ya getirildi. 1 saat sonra reaksiyon karigimi
membrandaki damitilmis suya karsi (kesilme: 3,500 Da) 4 °C'de 16 saat
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boyunca diyaliz ile tuzdan armdirildi. Tuzdan arindirilan ¢oézelti
NaBH4 (0.164 g, 3.4 mmol) ile muamele edildi, 25 °C'de 3 saat
karistirlldi, daha sonra pH degeri, NaBH4 fazlaligim sontiimlemek i¢in
LN HCl ile 4'e getirildi ve 10 dakika karistirildiktan sonra 0.1 N NaOH
ile notrlendi. Membranda (kesilme: 3,500 Da) 4 °C'de 16 saat boyunca,
damitilmig suya karsi diyalizden sonra, azaltilmig basing ve dondurarak
kurutma altinda konsantrasyon, 0.230 g G8217 elde edildi, verim =
%92 w/w, MW = 7.455 Da. Toplam glikozaminoglikan kalintilarindaki
RO (% 31), [doA2S (% 29), GlcNAc (% 8), GIeNH2 (% 6) yiizdeleri
B3C-NMR ile belirlendi.

ORNEK 14 (G8219)

Suda (7.3 ml) ¢dziinen ve 4 °C'ye sogutulan bir G8147 érnegi (0.25 g,
% 60 N-desiilfatlanmis heparin kalintilar), 0.2 M NalO4'n bir esit
hacmine eklenmistir. PH degeri 2M NaHCO3 (yaklagik 1.2 ml) ile 6.8
'e ayarlandi, 4 °C'de karanlikta karigtirma altinda, 0.08 M nitrilotriasetik
asit (NTA, 10 ml) ve 31 ml MnCI20.05M ¢ozeltiye eklendi. PH degeri
4.0 'dan 6.3 'e 2M NaHCO3 eklenerek getirildi ve reaksiyon karisimi 4
°C'de 8 saat boyunca karistirma altinda tutuldu. Periyodatin fazlaligi
etilen glikol (0.73 ml) eklenmesi ile sontimlendi ve 1 saat sonra
reaksiyon karisgtmi membrandaki damitilmig suya kars1 (kesilme: 3,500
Da) 4 °C'de 16 saat boyunca diyaliz ile tuzdan arindirildi. Diyaliz edilen
cozelti, NaBH4 (0.164 g, 3.4 mmol) ile muamele edildi, 25 °C'de 3 saat
karistirildi, daha sonra pH degeri, NaBH4 fazlaligint séniimlemek igin
IN HCl ile 4'¢ getirildi ve 10 dakika kanstirildiktan sonra 0.1 N NaOH
ile nétrlendi. Membranda (kesilme: 3,500 Da) 4 °C'de 16 saat boyunca,
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damitilmis suya kars1 diyalizden sonra, azaltilmis basing ve dondurarak
kurutma altinda konsantrasyon, 0.202 g G8219 elde edildi, verim =
%90 wiw, MW = 7.330 Da. RO (% 54), [doA2S (% 36), GIcNACc (%
9), GIeNH2 (% 8) yiizdeleri *C-NMR ile belirlendi.

KARSILASTIRMALI ORNEK 15 (G8092)

Suda (29.2 ml) ¢éziinen ve 4°C'de sogutulan bir G8079 érnegine (1 g,
N-desilfatlanmus heparin), esit hacimde bir NalO4(pH5) eklendi ve
reaksiyon karisimi 4°C'de & saat kanistirma altinda tutuldu. Periyodatin
fazlahig etilen glikol (2.9 ml) eklenmesi ile séniimlendi ve 1 saat sonra
reaksiyon karisimi membrandaki damitilmis suya karsi (kesilme: 3,500
Da) 4 °C'de 16 saat boyunca diyaliz ile tuzdan arindirildi. Diyaliz edilen
cozelti, NaBH4 (0.657 g, 3.4 mmol) ile muamele edildi, 25 °C'de 3 saat
kanstirlldi, daha sonra pH degeri, NaBH4 fazlaligim soniimlemek i¢in
IN HCl ile 4'e getirildi ve 10 dakika karigtirildiktan sonra 0.1 N NaOH
ile nétrlendi. Membranda (kesilme: 3,500 Da) 4 °C'de 72 saat boyunca,
damitilmis suya karsi diyalizden sonra, azaltilmis basing ve dondurarak
kurutma altinda konsantrasyon, 0.643 g G8092 elde edildi, verim =
%64 wiw, MW = 6.064 Da. 13C-NMR analizi, N-desiilfatlanmis
glikozaminin 95ppm'inde bir zirveyi gosterir. Asidik pH'ta oksidasyon

reaksiyonu meydana gelmez.

Mevcut bulus ayrica, asagidaki maddelerde tanimlanan durumlan da
icermektedir (bunlar mevcut bulusun bir boliimiinii olusturur ancak
Avrupa Patent Ofisi Yasal Temyiz Kurulumun J 15/88 sayili karan

uyarinca istemler olarak kabul edilmez):
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1. Heparanazi inhibe eden bir glikozaminoglikan tirevinin

hazirlanmasi i¢in islem olup, asagidakileri icerir;

a)Bir glikozaminoglikanin N-siilfatlannis kalmtilarinin %

b]

g

25 1la % 100'lik N-desiilfatlamast;

oksidasyon, tercihen bir 5.5 ila 10.0 pH'ta periyodat ile,

2-N-, 3-0-siilfatlanmamis glikozaminoglikan

kalintilariin ve bahsedilen glikozaminoglikanin 2-0-

siilfatlanmamis lironik asit kalintilarinin % 25 1la % 100,

bitisik diolleri ve bitisik OH/NH2'yi aldehitlere

dontistlirmek icin etkili kosullar altinda;

bahsedilen aldehitleri alkollere doniistiirmek icin etkili
olan  kosullar  altinda  bahsedilen  oksitlenmis
glikozaminoglikanin, tercihen sodyum borohidrid ile

indirgenmesi.

2. Madde 1'deki islem olup ayrica:

d)

N-desiilfatlamadan once veya sonra

glikozaminoglikanin ~ 2-O-siilfatlanmis  kalintilarinin

% 50'ye kadar tercihen %25'e kadar 2-0-desiilfatlamasim

icermektedir.

3. Onceki maddelerden herhangi birinin islemi olup ayrica

sunlart igerir:

e)

N-desiilfatlamadan once veya sonra,

glikozaminoglikanin N-asetillenmis kalintilarinin kismen

veya tamamen deasetilasyonu.
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. Onceki maddelerden herhangi birine gore islem olup,

burada glikozaminoglikan bir dogal veya sentetik
glikozaminoglikandir, tercihen burada dogal veya sentetik
glikozaminoglikan heparin, disiik molekiiler agirlikli
heparin, heparin siilfat veya bunlarin fraksiyonlaridir, daha
tercihen burada dogal veya sentetik glikozaminoglikan
fraksiyone edilmemis heparin veya 3,500 ila §,000 Da'lik

bir molekiiler agirliga sahip heparindir.

. Bir gliko glikozaminoglikanin siilfatlanmanns glikozamin

kalintilarmin CrC3 bagmin boélinmesi i¢in islem olup,
sunlar1 icerir: bahsedilen glikozaminoglikanin 5.5 ila
10.0'hik bir pH'ta, daha tercihen 6.0 ila 9.0’k bir pH'ta
tercihen periyodat ile oksidasyonu.

. Bir glikozaminoglikanmn tirevsel bilesikler1 olup, dnceki

maddelerden herhangi birinin islemi ile elde edilebilir.

. Madde 6'nin tiirevsel bilegikleri olup, 3,000 ila 20,000 Da'lik,

tercihen 3,500 ila 12,000 Da'lik bir molekiiler agirliga
sahiptir.

. Oligosakkarit bilesikler olup, maddeler 6-7'deki bir

glikozaminoglikanin tirevsel bilesiklerinin enzimatik veya

kimyasal kismi depolimerizasyonu ile elde edilebilir.

. Ila¢ olarak kullanim icin maddeler 6 ila 8'in herhangi
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birindeki bilesiklerdir.

10. Anti metastatik, antitimoéral ilaglar olarak kullanim igin,
tercihen antimiyelom ilaglar olarak kullamim igin madde

9'un bilesikleridir.
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