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HR P20070383 T3
 OPIS IZUMA Područje izuma Ova se prijava odnosi na ugljikohidratne derivate rapamicina, snažnog imunosupresora, sa strukturno definiranim ugljikohidratnim jedinicama pričvršćenim na strukturu rapamicina poveznom jedinicom. Ugljikohidratni derivati rapamicina mogu djelovati kao prolijekovi, to jest, mogu postojati sami po sebi u biti bez imunosupresivne aktivnosti, ali in vivo se mogu prevesti u rapamicin koji potom iskazuje imunosupresivni učinak.
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 Reference Sljedeće reference odnose se ili su ovdje spomenute patentom ili brojem prijave, ili citiranjem autora i godine na odgovarajućim mjestima ove specifikacije. C. Vezina, A. Kiudelski, S.N. Sehgal, "Rapamycin (AY-22,989), a new antifungal antibiotic. I. Taxonomy of the producing streptomycete and isolation of the active principle", J. Antibiot. 28, 721 (1975). S.N. Sehgal, H. Baker, C. Vezina, "Rapamycin (AY-22,989), a new antifungal antibiotic. II. Fermentation, isolation and characterization", J. Antibiot. 28, 727 (1975). H.A. Baker, A. Sidorowicz, S.N. Sehgal, C. Vezina, "Rapamycin (AY-22,989), a new antifungal antibiotic. III. In vitro and in vivo evaluation", J. Antibiot. 31, 539 (1978). R. Martel, J. Klicius, S. Galet, "Inhibition of the immune response by rapamycin, a new antifungal antibiotic", Can. J. Physiol. Pharmacol. 55, 48 (1977). R.Y. Calne et al., Lancet 1183 (1978). S.N. Sehgal, K. Molnar-Kimber, T.D. Ocain, B.M. Weichman, "Rapamycin: a novel immunosuppressive macrolide", Medicinal Research Reviews 14, 1 (1994). F. Streit, U. Christians, H.M. Schiebel, A. Meyer, K.F. Sewing, "Structural identification of three metabolites and a degradation product of the macrolide immunosuppressant sirolimus (rapamycin) by electrospria-MS/MS after incubation with human liver microsomes", Drug Metabol. Disp., 24, 1272 (1996). F. Streit, U. Christians, H.M. Schiebel, K.L. Napoli, L. Ernst, A. Linck, B.D. Kahan, K.F. Sewing, "Sensitive and specific quantification of sirolimus (rapamycin) and its metabolites in blood of kidney graft recipients by HPLC/electrospray-mass spectrometry", Clin. Chem. 42, 1417 (1996). S. Miura, "Regulation of monosaccharide transporter proteins in the small intestine", Journal of Gastroenterology 37, 491 (2002). Chem Sources USA i Chem Sources International; ACD elektronska baza podataka; Chemical Abstracts. Advanced Organic Chemistry, Jerry March, John Wiley & Sons. C.K. Wang et al. Proceedings of the 41st ASMS Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, San Francisco, 545 (1993). M.J.M. Nickmilder, D. Latinne, R.K. Verbeeck, W. Janssens, D. Swoboda, G.J. Lhoest, "Isolation and identification of new rapamycin dihydrodiol metabolites from dexamethasone-induced rat liver microsomes", Xenobiotica, 27, 869 (1997). U.S. patent br. 3 929 992. U.S. patent br. 3 993 749. U.S. patent br. 4 885 171. U.S. patent br. 4 401 653. U.S. patent br. 4 316 885.
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 U.S. patent br. 4 650 803. PCT prijava br. WO 92/05179 U.S. patent br. 5 118 678 5
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 U.S. patent br. 5 260 300. U.S. patent br. 5 118 678. U.S. patent br. 5 100 883. U.S. patent br. 5 151 413. U.S. patent br. 5 120 842. U.S. patent br. 5 120 725. U.S. patent br. 5 120 727. U.S. patent br. 5 258 389. U.S. patent br. 5 672 605. U.S. patent br. 5 583 139. U.S. patent br. 5 527 907. U.S. patent br. 5 457 111. U.S. patent br. 5 955 100. U.S. patent br. 6 146 658. U.S. patent br. 5 935 995. U.S. patent br. 5 665 728. U.S. patent br. 6 146 658. Pozadina izuma Rapamicin, također poznat kao sirolimus, je 31-člani makrolid lakton, C51H79NO13 molekulske mase 913,6 Da. U otopini rapamicin tvori konformacijske trans- i cis-izomere u omjeru 4:1 (u otopini kloroforma) zbog spriječene rotacije oko veze pipekolične kiseline i amida. Teško je topljiv u vodi, alifatskim ugljikovodicima i dietil-eteru, ali je topljiv u alkoholima, halogeniranim ugljikovodicima i dimetil-sulfoksidu. Rapamicin je u otopini nestabilan; razgrađuje se u plazmi i u puferima niskog i neutralnog pH pri 37 °C s poluživotom manjim od 10 sati. Rapamicin, koji nastaje u Streptomyces hygroscopicus, posjeduje razna vrijedna farmakološka svojstva. Spoj je makrociklilčki trienski antibiotik koji posjeduje antifungalnu aktivnost, naročito protiv organizma Candida albicans, i to jednako in vitro i in vivo. V. C. Vezina i sur., J. Antibiot. 28, 721 (1975), S.N. Sehgal i sur., J. Antibiot. 28, 727 (1975), H.A. Baker i sur., J. Antibiot. 31, 539 (1978) i U.S. patente br. 3 929 992 i 3 993 749. Sam rapamicin (U.S. pat. br. 4 885 171) ili u kombinaciji s picibanilom (U.S. pat. br. 4 401 653) također je pokazao i antitumorsku aktivnost. Nadalje, R. Martel i sur. Can. J. Physiol. Pharmacol. 55, 48 (1977) objavili su da je rapamicin učinkovit u eksperimentalnom modelu alergijskog encefalomijelitisa, modelu multiple skleroze; u modelu adjuvantnog artritisa, modelu za reumatoidni artritis te da učinkovito inhibira nastajanje antitijela tipa IgE. Imunosupresivni učinci rapamicina objavljeni su u FASEB 3, 3411 (1989). Rapamicin, ciklosporin A, FK-506 (također poznat kao takrolimus) i druge makrocikličke molekule pokazale su se učinkovitim imunosupresivnim sredstvima i prema tome su korisne u sprečavanju odbacivanja transplantata. V. FASEB 3, 3411 (1989), FASEB 3, 5256 (1989) i R.Y. Calne i sur., Lancet 1183 (1978). Iako rapamicin pokazuje strukturnu homologiju s imunosupresivom takrolimusom (FK506) i veže isti unutarstanični vezni protein u limfocitima, pokazalo se da rapamicin i takrolimus
 3
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 imaju različite mehanizme imunosupresivnog djelovanja. Rapamicin inhibira S6p70 kinazu, dok takrolimus inhibira kalcineurin. Utvrđeno je da rapamicin produljuje preživljavanje presađenog tkiva različitih transplantata u različitim vrstama, sam ili u kombinaciji s drugim imunosupresivima. V. S.N. Sehgal i sur., Medicinal Research Reviews 14, 1 (1994). 5
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 Rapamicin je također poznat kao mTOR inhibitor. Ovi inhibitori su skupina imunosupresivnih lijekova koji inhibiraju aktivaciju T stanica u kasnijem stupnju imunog odgovora od ostalih tipova inhibitora, kao što su inhibitori kalcineurina i inhibitori sinteze DNA. U transplantaciji, mTOR inhibitori tipično se koriste u kombinaciji s inhibitorima kalcineurina. Nažalost, popratne pojave (npr. gastrointestinalni učinak, hiperlipidemija) mTOR inhibitora trenutno ograničavaju njihovu širu primjenu u transplantaciji i liječenju autoimunih bolesti. Osim toga, iako nije pokazano da izaziva nefrotoksičnost, pokazalo se da rapamicin potiče brojne toksične popratne pojave u animalnom modelu. Ti toksični učinci uključuju, na primjer, poremećaj homeostaze glukoze, ulceraciju gastrointestinalnog trakta, gubitak težine, dijareju i trombocitopeniju. Sintetizirani su brojni derivati rapamicina u nadi da se time poboljšavaju i ublažavaju neki njegovi nedostaci, što uključuje nisku i/ili varijabilnu biodostupnost i topljivost, kao i visoku toksičnost. Mono- i diacilirani derivati rapamicina (esterificirani na položajima 28 i 43) pokazali su se korisnima kao antifungalna sredstva (U.S. pat. br. 4 316 885) i korišteni su za pripremu prolijekova topljivih u vodi (U.S. pat. br. 4 650 803). Ostali derivati uključuju estere karboksilnih kiselina (PCT publikacija br. WO 92/05179), karbamate (U.S. pat. br. 5 118 678), karbonate (U.S. pat. br. 5 260 300), amidne estere (U.S. pat. br. 5 118 678), fluorinirane estere (U.S. pat. 5 100 883), acetale (U.S. pat. br. 5 151 413), sililne etere (U.S. pat. br. 5 120 842), bicikličke derivate (U.S. pat. br. 5 120 725), dimere rapamicina (U.S. pat. 5 120 727) i O-arilne, O-alkilne, O-alkenilne i O-alkinilne derivate (U.S. pat. br. 5 258 389). Također su razvijeni razni rapamicinski prolijekovi (U.S. pat. br. 5 672 605, 5 583 139, 5 527 907, 5 457 111, 5 955 100, 6 146 658 i 5 935 995).U.S. pat. br. 6 342 507 objavljuje deuterirane analoge rapamicina, gdje su vodikovi atomi metilnih grupa na položajima 7 i 43 rapamicina supstituirani deuterijem, čime se povećava biološka aktivnost. Nadalje, WO 92/05179 opisuje grupu rapamicinskih derivata estera karboksilnih kiselina, gdje su jedna ili više hidroksilnih grupa na položajima 14, 31 i 42 supstituirani na različite načine. Budući da se pokazalo da rapamicin posjeduje izvrsna imunosupresivna, antifungalna, antitumorska i druga važna biološka svojstva, još uvijek postoji potreba za poboljšanim derivatima koji povećavaju topljivost i poboljšavaju farmakokinetički profil, dok istovremeno smanjuju toksičnost. Ovaj izum odnosi se na te potrebe. Bit izuma Ovaj izum dijelom se temelji na činjenici da ugljikohidratni derivati rapamicina u kojima je molekula rapamicina modificirana na položajima 31 i/ili 42, kako je definirano važećom nomenklaturom po Chemical Abstracts, dodatkom monosaharida, oligosaharida ili pseudošećera, imaju sličan ili poboljšan farmakokinetički i/ili farmakodinamički profil u usporedbi s rapamicinom. Nadalje, primjena ugljikohidratnih derivata rapamicina može rezultirati smanjenom toksičnošću uz zadržavanje željenog farmakološkog učinka. Nadalje, ugljikohidratni derivati rapamicina mogu učiniti rapamicin bolje topljivim u vodi, što omogućuje jednostavniju formulaciju lijeka. Prema tome, ovaj izum daje spojeve čija su svojstva različita od ostalih lijekova u toj grupi, kao što je rapamicin. U jednom aspektu, ovaj izum usmjeren je na ugljikohidratni derivat rapamicina čija je struktura formule (I):
 gdje n = 0 ili 1, R1 i R2 su neovisno vodik ili X-Z, pri čemu je svaki X veznik, a svaki Z je ugljikohidratna jedinica neovisno izabrana iz grupe koju čine monosaharid, oligosaharid i pseudošećer, gdje je Z pričvršćen na X preko hidroksilnog
 4
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 kiseikovog atoma Z, uz uvjet da R1 i R2 nisu oba vodikovi atomi. U jednom ostvarenju, R1 može biti vodik, a R2 može biti X-Z ili, u drugom ostvarenju, R2 je vodik, a R1 je X-Z. X je izabran iz grupe koju čine (i) -R3C(O)-; (ii) -C(O)R3-; iii) -R3S(O)2- i (iv) -S(O)2R3-; gdje je R3 izabran iz grupe koju čine (a) -(CH2)p-, gdje je p cijeli broj od 1 do 18; (b) -(CH2)n-O-(CH2)m- gdje su n i m svaki neovisno cijeli broj od 2 do 6; i (c) veza. U jednom ostvarenju, X može biti izabraniz grupe koju čine -C(O)- i -SO2-. U još jednom ostvarenju, X može biti jedna funkcionalna grupa. U drugom aspektu, Z može biti izabran iz grupe koju čine fruktoza, fucitol i aloza. U još jednom aspektu, Z može biti monosaharidni derivat u kojem je bar jedna hidroksilna grupa monosaharida zamijenjena vodikom, alkoksi-grupom, alkanoatom ili halogenom grupom.
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 Ugljikohidratni derivati rapamicina koji imaju strukturu formule (I) i ulaze u opseg ovog izuma uključuju, na primjer, u nastavku nabrojane spojeve (uključujući i njihove farmaceutski prihvatljive soli): 42-O-(metil-D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-2-(metil-D-glukozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(metil-D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(metil-D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(2-O-metil-D-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(2-O-metil-1-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(2-O-metil-1-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(2-O-metil-1-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(2-O-metil-1-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-alozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-alozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-fucitolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-fucitolilkarbonl)rapamicin; 42-O-[2-(L-fucitolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-fucitolilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-glukalilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-glukalilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-glukozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-glukozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-glukalilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-glukalilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(L-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-sorbozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-sorbozilkarbonil)rapamicin;
 5
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 31-O-(D-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-sorbozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-[2-(D-sorbozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-sorbozilkarbonil)rapamicin; 5
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 42-O-(D-laktalilkarbonl)rapamicin; 42-O-[2-(D-laktalilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-laktalilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-laktalilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-sukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-sukrozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-sukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-sukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-gentobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-gentobiozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-gentobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-gentobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(C1-Celobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(C1-Celobioziulkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(C1-Celobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(C1-Celobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-turanozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2(D-turanozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-turanozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-turanozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-palatinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-palatinozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-palatinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-palatinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-izomaltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-izomaltozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-izomaltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-izomaltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-maltulozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(D-maltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-maltozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-maltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-maltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-laktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-laktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(metil-D-laktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(metil-D-laktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-melibiozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-melibiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-melibiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-leukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-leukrozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-leukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-leukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-rafinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-rafinozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-rafinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-rafinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-izomaltotriozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-izomaltozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-izomaltotriozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-izomaltotriozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(C1-Celotetraozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(C1-Celotetraozilkarboniloksi)etil]rapamicin;
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 31-O-(C1-Celotetraozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(C1-Celotetraozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valiolilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-valiolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(valiolilkarbonil)rapamicin; 5
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 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valiolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valiolonilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-valiolonilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(valiolonilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valiolonilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valienolilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-valienolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(valienolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valienolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valienoneilkarbonil)rapamicin; 31-O-(valienoneilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valienoneilkarbonil)rapamicin. U još jednom aspektu, ovaj izum usmjeren je na farmaceutske pripravke koji sadrže prethodno spomenuti ugljikohidratni derivat rapamicina ili njegovu farmaceutski prihvatljivu sol te farmaceutski prihvatljiv nosač. Nadalje, jedno ostvarenje ovog izuma je postupak liječenja bolesti koju je moguće liječiti rapamicinom, primjenom terapijski djelotvorne količine ugljikohidratnog derivata rapamicina osobi kojoj je takav tretman potreban. U još jednom aspektu ovog izuma, predstavljen je postupak liječenja stanja kao što su odbacivanje transplantata, bolest host vs. graft, bolest graft vs. host, leukemija, limfom, hiperproliferativne vaskularne bolesti, autoimune bolesti, upalne bolesti, solidni tumori i gljivične infekcije pacijenata, pri čemu navedeni postupak obuhvaća primjenu terapijski djelotvorne količine prethodno spomenutog farmaceutskog pripravka u pacijenta kojem je takav tretman potreban. Nadalje, izum daje medicinsko sredstvo, pri čemu medicinsko sredstvo obuhvaća ugljikohidratni derivat rapamicina ili njegovu farmaceutski prihvatljivu sol. U jednom ostvarenju, sredstvo je obloženo ugljikohidratnim derivatom rapamicina. Napokon, izum daje postupak liječenja bolesti koju se može liječiti rapamicinom, što obuhvaća istovremenu primjenu terapijski djelotvorne količine ugljikohidratnog derivata rapamicina uz farmaceutski pripravak izabran iz grupe koju čine ciklosporin ili ciklosporinski derivati, steroid, ili imunomodulacijski spoj, u pacijenta kojem je takav tretman potreban. Kratak opis crteža Slika 1 prikazuje fruktozu kako postoji u nekoliko konfiguracija u otopini. Slika 2 prikazuje opći pristup pripremi ugljikohidratnih derivata rapamicina ovog izuma. "RAPA-OH" označava
 rapamicin, pri čemu hidroksilna grupa (-OH) može biti bilo koja od hidroksilnih grupa rapamicina. Slika 3 prikazuje reakcijski put sinteze 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina. Slika 4 prikazuje reakcijski put sinteze 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina. Slika 5 prikazuje imunosupresivnu aktivnost rapamicina, 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina i analoga 42-O-(D-
 fruktozilkarbonil)rapamicina vezanog na karbamat in vitro. Slike 6, 7 i 8 prikazuju farmakokinetske profile izabranih ugljikohidratnih derivata rapamicina u štakora. Slika 9 prikazuje serumske razine kolesterola u štakora nakon tretmana 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicinom i
 rapamicinom. Slika 10 prikazuje učinak dviju različitih doza rapamicina na agregaciju trombocita. Slika 11 uspoređuje učinak 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina i rapamicina na agregaciju trombocita. Slika 12 ilustrira učinak 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina i rapamicina na stopu preživljenja u modelu
 transplantacije srca štakora. Detaljan opis izuma Ovaj se izum odnosi na neočekivano otkriće da ovdje objavljeni ugljikohidratni derivati rapamicina imaju poboljšana farmakološka svojstva u usporedbi s nederiviranim rapamicinom. Ovdje se mora naznačiti da, kako je korišteno ovdje i u pridodanim zahtjevima, oblici jednine odnose se na sve oblike u množini, ukoliko nije drukčije naznačeno. Na primjer, spominjanje "ugljikohidratnog derivata rapamicina" uključuje
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 množinu tih derivata; spominjanje "farmaceutski prihvatljivog nosača" odnosi se na jedan ili više nosača i njihove ekvivalente poznate stručnjacima područja i tako dalje. Ukoliko nije drukčije definirano, svi ovdje korišteni tehnički i znanstveni izrazi imaju isto značenje kako se inače podrazumijeva u struci na koju se ovaj izum odnosi. Iako je u praksi ili za ispitivanje ovog izuma moguće koristiti bilo koje postupke i materijale koji su slični ili ekvivalentni ovdje opisanima, ovdje su opisani poželjni postupci, sredstva i materijali.
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 Praksa ovog izuma koristit će, ukoliko nije drukčije naznačeno, uobičajene postupke kemije, biokemije, molekularne biologije, stanične biologije, imunologije i farmakologije, u skladu s praksom struke. Takve tehnike u potpunosti su opisane u literaturi. (V. npr. Gennaro, A.R., ur. (1990) Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th ed., Mack Publishing Co.; Colowick, S. i sur., ur., Short Protocols in Molecular Biology, 4th ed., John Wilery & Sons; Ream i sur., ur. (1998) Molecular Biology Techniques: An Intensive Laboratory Course, Academic Press). Definicije U raspravi o ugljikohidratnim derivatima rapamicina, njihovim pripravcima ili postupcima pripreme, sljedeći izrazi imaju sljedeća značenja, ukoliko nije drukčije naznačeno. Nedefinirani izrazi imaju svoja uobičajena značenja iz struke. Izraz "alkil" odnosi se na alkilne grupe od 1 do 10 ugljikovih atoma, na primjer, 1 do 6 ugljikovih atoma, a uključuje i ravnolančane i razgranate alkilne grupe. Primjeri za taj izraz su grupe kao što su metil, t-butil, n-heptil, oktil i slično. Izraz "alken" odnosi se na nezasićenu alkilnu grupu koja ima bar jedno mjesto alkenskog nezasićenja (tj. -C=C-) i nadalje ima od 1 do 10 ugljikovih atoma, na primjer, od 1 do 6 ugljikovih atoma, te uključuje i ravnolančane i razgranate alkilne grupe. Izraz "alkin" odnosi se na nezasićenu alkilnu grupu koja ima bar jedno mjesto alkinskog nezasićenja (tj. -C≡C-) i nadalje ima od 1 do 10 ugljikovih atoma, na primjer, od 1 do 6 ugljikovih atoma, te uključuje i ravnolančane i razgranate alkilne grupe. Izraz "aromatska grupa" odnosi se na aromatsku karbocikličku grupu od 6 do 14 ugljikovih atoma koja ima jedan prsten (npr. fenil) ili više kondenziranih prstenova (npr. naftil ili antril), pri čemu kondenzirani prstenovi mogu ili ne moraju biti aromatski (npr. 2-benzoksazolinon, 2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-on-7-il i slično). Izraz "zaštitna grupa" ili "blokirajuća grupa" odnosi se na bilo koju grupu koja, vezana na jednu ili više hidroksilnih grupa rapamicina ili šećernih jedinica, sprečava reakcije koje bi se mogle odvijati na tim hidroksilnim grupama, a te se zaštitne grupe mogu ukloniti uobičajenom kemijskim ili enzimskim koracima kako bi se hidroksilne grupe ponovo uspostavile. Tip određene zaštitne grupe, koju je moguće ukloniti, ovisi o prirodi spojeva i korištenim kemijskim postupcima. Blokirajuće grupe za hidroksilnu grupu, a koje se kasnije mogu ukloniti, uključuju uobičajene supstituente kao što su alil, benzil, acetil, kloroacetil, tiobenzil, benziliden, fenacil, t-butildimetilsilil i trialkilsilile kao što su trietilsilil, triizopropilsilil, trimetilsilil, tributilsilil i slično, kao i bilo koju drugu grupu koja se može kemijski uvesti na hidroksilnu funkciju, a kasnije selektivno ukloniti bilo kemijskim ili enzimskim procesom u blagim uvjetima, koji odgovaraju prirodi produkta. Ugljikohidratni derivati rapamicina Kako je ranije diskutirano, ugljikohidratni derivati rapamicina ovog izuma su spojevi strukture formule (I):
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 gdje n = 0 ili 1, R1 i R2 su neovisno vodik ili X-Z, pri čemu je svaki X veznik, a svaki Z je ugljikohidratna jedinica neovisno izabrana iz grupe koju čine monosaharid, oligosaharid i pseudošećer, uz uvjet da R1 i R2 nisu oba vodikovi atomi. Kako će biti očito, derivati rapamicina mogu imati jedinice šećernih derivata pričvršćene na položaju 42, položaju 31 ili na oba ta položaja, 42 i 31. U jednom ostvarenju, šećerni derivat pričvršćen je samo na položaju 42, a u drugom ostvarenju pričvršćen je samo na položaju 31.
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 Važno je uočiti da u prirodnom rapamicinu 41-metoksi i 42-hidroksi supstituenti stoje međusobno u trans-konfiguraciji. 42-O-(glikozilkarbonil)rapamicinski spojevi ovog izuma pripremaju se na takav način da se zadrži trans-konfiguracija 41- i 42-supstituenata. Kao posljedica, nakon hidrolize karbonatne veze, rapamicin se oslobađa u svojoj prirodnoj konfiguraciji. Slično tome, 31-O-(glikozilkarbonil)rapamicinski spojevi ovog izuma pripremaju se na takav način da se zadrži prirodno postojeća stereokemija 31-hidroksilnog supstituenta rapamicina. Ugljikohidratna jedinica Ugljikohidratna (ili šećerna) jedinica, predstavljena oznakom "Z" u formuli (I), formirana je od monosaharida, oligosaharida, pseudošećera ili njihovog derivata koji ima reaktivnu funkcionalnu grupu koja se može vezati (i) izravno na hidroksilnu grupu na jednom ili oba 31- i 42-položaja rapamicina, ili (ii) na reaktivnu funkcionalnu grupu aktiviranog rapamicina kako bi se dobio ugljikohidratni derivat rapamicina ovog izuma. Funkcionalna grupa po želji je pričvršćena na veznik koji je u nastavku pričvršćen na šećer, tipično, ali ne nužno, na anomernom centru. Takve eventualne vezne grupe diskutirane su detaljnije u nastavku. Šećeri koji obuhvaćaju šećerni derivat mogu se međusobno razlikovati na mnoge načine. Na primjer, mogu postojati u piranoznom ili furanoznom obliku različitih stupnjeva. Neki šećeri, kao fucitol, mogu postojati isključivo u otvorenom lančanom obliku, dok mnogi drugi (npr. glukoza, riboza, aloza) postoje predominantno u cikličkom obliku. Fizikalno-kemijska svojstva šećera kao što su geometrija, sastav, veličina, fleksibilnost ili rigidnost, te relativna hidrofobnost, mogu utjecati na kemijska svojstva ugljikohidratnog derivata rapamicina. U otopini fruktoza, na primjer, može postojati većinom u 6-članom piranoznom obliku i/ili svojem 5-članom furanoznom obliku (v. sliku 1). A svaki od tih oblika može postojati u alfa ili beta konfiguraciji. U nastavku, fruktoza može postojati u otvorenom lačanom obliku. Prema tome, fruktoza može postojati u svojem α-fruktopiranoznom, β-fruktopiranoznom, α-fruktofuranoznom ili β-fruktofuranoznom ili otvorenom lačanom obliku, kako je prikazano na slici 6. Nadalje, fruktoza može biti pričvršćena za lijek u bilo kojoj od ovih konfiguracija. U svojem 6-članom piranoznom obliku, fruktoza će vjerojatnije stvarati vezu s lijekom, na primjer, kroz jedinstveni primarni alkohol koji je prisuatn na položaju 1 piranoznog oblika. U svojem 5-članom furanoznom obliku, fruktoza ima dva primarna alkohola na položajima 1 i 6. U furanoznom obliku veze su vjerojatne kroz bilo koji od tih primarnih alkohola na položaju 1 ili 6. Način na koji tijelo apsorbira i prerađuje razne šećere varira. Mnogi ljudi imaju problema s preradom laktoze, na primjer. Takva netolerancija laktoze može učiniti ugradnju laktoze u ugljikohidratni derivat rapamicina neprikladnom. Nadalje, oligosaharidi se ne mogu apsorbirati u probavnom traktu netaknuti i moraju se najprije razgraditi na monosaharidne jedinice. Monosaharidi se, međutim, apsorbiraju pomoću prijenosnih sustava smještenih u četkastim membranama enterocitima. V. S. Miura, Journal of Gastroenterology 37, 491 (2002). Na primjer, glukoza i galaktoza apsorbiraju se pomoću SGLT1 prijenosnog sustava. Drugi prijenosnik, GLUT2, olakšava uglavnom prijenos glukoze, a drugi prijenosnik, poznat kao GLUT5, prenosi fruktozu. Prisutnost različitih proteina za prijenos monosaharida u gastrointestinalnom traktu, s različitim stupnjevima selektivnosti, može dovesti do različite apsorpcije različitih ugljikohidratnih derivata rapamicina. To jest, neki derivati mogu prije doći do dostupnog prijenosnika kako bi olakšali prijelaz ugljikohidratnog derivata rapamicina iz gastrointestinalnog trakta i prošli u krvotok gdje se ugljikohidratna jedinica može odcijepiti, oslobađajući rapamicin. Vjeruje se da takav olakšani proces može dovesti do smanjenja gastrointestinalne toksičnosti povezane s lokalnim izlaganjem rapamicinu. U svjetlu gore navedenog, jasno je da prikladan izbor ugljikohidratne jedinice (monosaharida, oligosaharida ili pseudošećera) ugrađene u ugljikohidratni derivat rapamicina može imati glavni utjecaj na farmakokinetička i/ili farmakodinamička svojstva derivata. U skladu s time, ugljikohidratna jedinica mora se pažljivo izabrati kako bi se optimizirala farmakokinetička i/ili farmakodinamička svojstva ugljikohidratnog derivata rapamicina. Prikladni monosaharidi uključuju, ali bez ograničenja, bilo koji od jednostavnih otvorenih ili zatvorenih lanaca šećera (u L ili D konfiguraciji), tipično s 5 ili 6 ugljikovih atoma (pentozni ili heksozni monosaharidi), kao i sa 7 ugljikovih atoma (heptozni monosaharidi). Uključeni su derivati šećera u kojima je kisikov atom u prstenu zamijenjen ugljikom, dušikom ili sumporom, amino-šećeri u kojima je hidroksilni supstituent na jednostavnom šećeru zamijenjen amino-grupom ili šećeri koji imaju dvostruku vezu između dvaju susjednih ugljikovih atoma (npr. glukozamin, 5-tio-D-glukoza,
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 nojirimicin, deoksinojirimicin, 1,5-anhidro-D-sorbitol, 2,5-anhidro-D-manitol, 2-deoksi-D-galaktoza, 2-deoksi-D-glukoza, 3-deoksi-D-glukoza, aloza, arabinoza, arabinitol, fucitol, fukoza, galaktitol, glucitol, iditol, liksoza, manitol, levo-ramnitol, 2-deoksi-D-riboza, riboza, ribitol, ribuloza, ramnoza, ksiloza, ksiluloza, aloza, altroza, fruktoza, galaktoza, glukoza, guloza, idoza, levuloza, manoza, psikoza, sorboza, tagatoza, taloza, galaktal, glukal, fukal, ramnal, arabinal, ksilal, valienamin, validamin, valiolamin, valiol, valiolon, valienol, valienon, glukoronska kiselina, galkaturonska kiselina, N-acetilneuraminska kiselina, D-lakton glukonske kiseline, γ-lakton galaktonske kiseline, δ-lakton galaktonske kiseline, γ-lakton manonske kiseline, D-altro-heptuloza, D-mano-heptuloza, D-glicero-D-mano-heptoza, D-glicero-D-gluko-heptoza, D-alo-heptuloza, D-altro-3-heptuloza, D-glicero-D-mano-heptitol, D-glicero-D-altro-heptitol i slično). Hidroksilne grupe na monosaharidima mogu po želji biti zamijenjene vodikom, alkoksi (npr. 2-O-metil-D-fruktoza), alkanoatnim ili halogenim grupama. Uključeni su sulfatni i/ili fosfatni derivati monosaharida kako je ovdje definirano.
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 Prikladni oligosaharidi uključuju, ali bez ograničenja, ugljikohidrate koji imaju 2 do 10 ili više povezanih monosaharida. Pojedinačni monosaharidi mogu biti, na primjer, pentozni monosaharid, heksozni monosaharid ili pseudošećer (uključujući pseudoaminošećer). Oligosaharidi ne uključuju bicikličke grupe koje nastaju spajanjem monosaharida na benzenski prsten, cikloheksanski prsten ili heterociklički prsten. Pseudošećeri koji se mogu koristiti u ovom izumu članovi su grupe spojeva u kojima je kisikov atom u prstenu cikličkog monosaharida zamijenjen metilenskom grupom. Pseudošećeri su poznati i pod nazivom "karba-šećeri". Veznik Kako je ranije diskutirano, ugljikohidratna jedinica je kovalentno pričvršćena na rapamicin putem veznika, što je naznačeno znakom "X" u formuli I. U svojem najjednostavnijem obliku, veznik je kemijska funkcionalna grupa koja nastaje kad je šećerni derivat kovalentno pričvršćen na rapamicin, ali sam po sebi nije dio ni rapamicina ni šećerne molekule. U jednom ostvarenju, priroda veznika određena je kemijom korištenom da se šećer ili šećerni derivat pričvrsti na rapamicin. Na primjer, ako 42-O-(4-nitrofeniloksikarbonil)rapamicin (aktivirani rapamicin) reagira sa šećerom, rezultat je ugljikohidratni derivat rapamicina u kojem je 42-hidroksilni kisik rapamicina kovalentno vezan na karbonilnu grupu koja je u natavku kovalentno vezana na hidroksilni kisik šećera. U ovom primjeru, veznik je karbonilna grupa (C=O). Primjer veznika, kako je ovdje definiran, prikazan je na slici 3. Primjeri veznika uključuju jedinice kao što je karbonil (C=O) i sulfonil (O=S=O). Takav karbonilni ili sulfonilni veznik prepoznat je kao veznik jedne funkcionalne grupe. Veznik, zajedno s funkcijom kroz koju su šećer i rapamicin povezani na taj veznik, tvore "vezu". Na primjer, kad je karbonilni veznik pričvršćen na šećer kroz jedan od svojih hidroksilnih kisikovih atoma, a zatim na hidroksilni kisik rapamicina, nastala "veza" je karbonat "tj. -OC(O)O-). Primjer veze kako je ovdje definirana prikazan je na slici 4. Primjeri veza uključuju estere, etere, karbonate, karbamate, sulfate i uretane. Veznik i pripadajuća veza izabrani su tako da daju biokompatibilni, u biti neimunogeni ugljikohidratni derivat rapamicina. Dok se ovaj izum temelji na činjenici da će prisutnost šećera poboljšati učinkovitost rapamicina, njegova farmakokinetička i/ili farmakodinamička svojstva mogu se također poboljšati geometrijom, sastavom, veličinom, fleksibilnošću ili rigidnošću, relativnom hidrofobičnošću ili hidrofilnošću, i sličnim svojstvima veznika i/ili veze. U skladu s time, veznik ili veza može se izabrati tako da se optimiziraju farmakokinetička i/ili farmakodinamička svojstva ugljikohidratnog derivata rapamicina. Na primjer, brzine hdrolize derivata katalizirane kiselinom ili enzimatski, a koja dovodi do oslobađanja slobodnog rapamicina varirat će ovisno o tipu veze koja se stvara. Veznik ili veza mogu biti biološki "neutralni", tj. da sami po sebi ne doprinose dodatnoj biološkoj aktivnosti ugljikohidratnog derivata rapamicina, ili mogu biti izabrani tako da dodatno poboljšavaju biološku aktivnost spoja. Kemije reakcije koje dovode do stvaranja veznika i veza koriste uobičajene tehnike. Te tehnike općenito uključuju upotrebu reaktivnih funkcionalnih grupa smještenih na rapamicinu ili aktiviranom rapamicinu i šećeru ili derivatu šećera. Primjeri takvih funkcionalnih grupa i veza koje pritom nastaju navedeni su u Tablici 1. Tablica 1. Veze koje nastaju iz prisutnih funkcija
 Prva reaktivna grupa Druga reaktivna grupa Veza hidroksil izocijanat uretan amin epoksid β-aminohidroksi sulfonil-halid amin sulfonamid karboksilna kiselina amin amid hidroksil alkil/aril halid eter aldehid amin/NaCNBH3 amin
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 keton amin/NaCNBH3 amin amin izocijanat karbamat karboksilna kiselina hidroksil ester kloroformijat hidroksil karbonat
 Ukoliko je poželjno, veznik može sadržati više od jedne funkcionalne grupe. Mogu se koristiti kompleksni veznici kako bi dali različita kemijska svojstva ugljikohidratnog derivata rapamicina. Na primjer, manipulacijom veznika moguće je uljikohidratnom derivatu rapamicina dodijeliti različita hidrofobna/hidrofilna svojstva. Slično tome, mogu se uvesti i nabijene jedinice. Tehnike modifikacije veznika bit će poznate stručnjacima područja. Na primjer, hidrofobna priroda veznika dobivenog iz heksametilen-diamina ili srodnog poliamina može se modificirati da postane u biti više hidrofilan zamjenom alkilenske grupe poli(oksialkilen) grupom.
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 Na primjer, glikozil-Y[-C(=Y)-X]p-W (Rn)-X-C(=Y)-lijek gdje je W aromatska ili heteroaromatska ili alifatska grupa s konjugiranim dvostrukim vezama ili radikal aminokiselinskog derivata koji ciklizira nakon eliminacije glikozilnog radikala objavljen je u U.S. patentu br. 6 146 658. Ovi kompleksni veznici dizajnirani su tako da se sami uklanjaju putem ciklizacije nakon enzimskog uklanjanja glikozilne cjeline. Za upotrebu u ovom izumu prikladan je cijeli niz veznika. Stručnjaci područja prepoznat će da će karbonilni (C=O) ili sulfonilni (O=S=O) veznik, ili karbonilni ili sulfonilni veznik u kombinaciji s jednostavnim alkilnim ili polieterskim lancem (npr. mali broj ponavljajućih jedinica etilen-oksida) imati svojstva različita od svojstava kompleksnijih, ranije opisanih veznika. Na primjer, smatra se da veznici ovog izuma ne cikliziraju kako bi se sami uklonili. Nadalje, osjetljivost veznika/lijeka na enzimatsko ili hidrolitičko cijepanje izrazito će ovisiti o prirodi veznika. Nadalje, smatra se da su spojevi s kompliciranim veznicima složeniji i skuplji za proizvodnju u usporedbi sa spojevima čiji veznici imaju samo jednu funkcionalnu grupu, kao što su oni u ovom izumu. Komercijalno je dostupan velik broj veznika (npr. Chem Sources USA i Chem Sources International; ACD elektronska baza podataka i Chemical Abstracts). Mnogi veznici koji su prikladni za upotrebu u ovom izumu ulaze u tu kategoriju. Ostale je moguće sintetizirati metodama poznatima struci, i kako je opisano u nastavku. Primjeri veznika uključuju alifatske jedinice, aromatske jedinice, steroidne jedinice, peptide i slično. Specifični primjeri komercijalno dostupnih veznika su peptidi ili poliamidi, ugljikovodici, aromati, heterocikli, eteri, lipidi, kationske ili anionske grupe ili njihova kombinacija. Smatra se da se svojstva veznika ovog izuma mogu modificirati dodavanjem ili ubacivanjem pomoćnih grupa, na primjer, kako bi se promijenila topljivost viševezujućeg spoja (u vodi, mastima, lipidima, biološkim tekućinama, itd.), hidrofobnost, hidrofilnost, fleksibilnost veznika, antigenost, stabilnost i slično. Na primjer, uvođenje jedne ili više polietilen-glikolnih (PEG) grupa u veznik povećava hidrofilnost i topljivost ugljikohidratnog derivata rapamicina u vodi, povećava molekulsku masu i veličinu i, ovisno o prirodi ne-PEG-iliranog veznika, može povećati retencijsko vrijeme in vivo. Nadalje, PEG može smanjiti antigenost i potencijalno povećati sveukupnu krutost veznika. Pomoćne grupe koje povećavaju topljivost u vodi/hidrofilnost veznika i, u skladu s time, nastalih spojeva, korisne su za upotrebu u ovom izumu. Tako je unutar opsega ovog izuma upotrebljavati pomoćne grupe kao što su, na primjer, male ponavljajuće jedinice etilen-glikola, alkohola, poliola (npr. glicerin, glicerol-propoksilat itd.), karboksilata (npr. male ponavljajuće jedinice glutaminske kiseline, akrilne kiseline, itd.), amina (npr. tetraetilenpentamin) i slično, kako bi se povećala topljivost u vodi i/ili hidrofilnost ugljikohidratnog derivata rapamicina ovog izuma. Na primjer, pomoćna grupa korištena za poboljšanje topljivosti u vodi/hidrofilnosti može biti polieter koji sadrži mali broj ponavaljućih jedinica etilen-oksida (-CH2CH2O-). Ugradnja lipofilnih pomoćnih grupa u strukturu veznika kako bi se povećala lipofilnost i/ili hidrofobnost ugljikohidratnog derivata rapamicina također je u opsegu ovog izuma. Lipofilne grupe korisne s veznicima ovog izuma uključuju, ali bez ograničenja, niže alkilne, aromatske grupe, kao i policikličke aromatske grupe. Aromatske grupe mogu biti nesupstituirane ili supstituirane drugim grupama, ali supstituirane su barem grupom koja im omogućuje kovalentno pričvršćenje na veznik. Kako je ovdje korišteno, izraz "aromatske grupe" uključuje aromatske ugljikovodike kao i heterocikličke aromate. Druge lipofilne grupe korisne u veznicima ovog izuma uključuju derivate masnih kiselina koje mogu ili ne moraju tvoriti micele u vodenom mediju, kao i druge specifične lipofilne grupe koje moduliraju interakcije između ugljikohidratnog derivata rapamicina i bioloških membrana. Fleksibilnošću veznika može se manipulirati ugradnjom pomoćnih grupa koje su povelike i/ili krute. Prisutnost velikih ili krutih grupa može onemogućiti slobodnu rotaciju između veza u vezniku, ili veza između veznika i pomoćne grupe, ili veza između veznika i funkcionalnih grupa. Krute grupe mogu uključivati, na primjer, grupe čija je konformacijska sloboda ograničena prisutnošću prstena i/ili veza, na primjer, arilne, heteroarilne i heterocikličke grupe. Druge grupe koje mogu utjecati na krutost uključuju polipeptidne grupe kao što su oligo- ili poliprolinski lanci.
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 Krutost se također može povećati elektrostatski. Ukoliko su pomoćne grupe pozitivno ili negativno nabijene, slično nabijene pomoćne grupe dovest će veznik u konfiguraciju koja omogućuje maksimalan razmak između svakog od sličnih naboja. Energetski trošak dovođenja slično nabijenih grupa blizu jedne drugoj, što je u inverznoj vezi s kvadratom udaljenosti između grupa, nastojat će održavati veznik u konfiguraciji koja održava razmak između slično nabijenih pomoćnih grupa. Nadalje, pomoćne grupe koje imaju suprotne naboje nastojat će privući svoje suprotno nabijene parnjake i potencijalno mogu ući u inter- i intramolekulske ionske veze. Taj nekovalentni mehanizam nastojat će održavati veznik u konformaciji koja omogućuje povezivanje između suprotno nabijenih grupa. Dodavanje pomoćnih grupa koje su nabijene, ili, alternativno, zaštićenih grupa koje nose latentni neprikriveni naboj, nakon dodatka veznika, uklanjanjem zaštite, promjenom pH, oksidacijom, redukcijom ili drugim mehanizmima poznatima struci, ulazi u opseg ovog izuma.
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 Velike grupe mogu uključivati, na primjer, velike atome, ione (npr. jod, sumpor, metalne ione, itd.) ili grupe koje sadrže velike atome, policikličke grupe, uključujući aromatske grupe, nearomatske grupe i strukture koje sadrže jednu ili više ugljik-ugljik veza (npr. alkene i alkine). Velike grupe također mogu uključivati oligomere i polimere koji su razgranatog ili ravnolančanog tipa. Za razgranate grupe očekuje se da više povećavaju krutost strukture po jedinici molekulske mase od ravnolančanih vrsta. U svjetlu gore navedenog, očito je da odgovarajući izbor vezničke grupe, uz uvjet da omogućuje prikladnu orijentaciju, entropiju i fizikalno-kemijska svojstva, ulazi u znanje struke. Veznici se mogu pričvrstiti na rapamicin ili šećer upotrebom reaktivnih funkcionalnih grupa. Reaktivne funkcionalne grupe biraju se prema dostupnim funkcionalnim grupama na rapamicinu ili šećeru, ili se u tu svrhu uvode na rapamicin ili šećer. Na primjer, reakcija između karboksilne kiseline veznika i primarnog ili sekundarnog amina šećera u prisutnosti prikladnog aktivirajućeg sredstva dovodi do nastojanja amidne jedinice koja kovalentno povezuje šećer i veznik. Reakcija između aminske grupe veznika i sulfonil-halida šećera dovodi do nastajanja sulfonamidne jedinice koja kovalentno povezuje šećer i veznik. Reakcija između alkilnog ili arilnog halida veznika i alkohola šećera dovodi do nastajanja eterske jedinice koja kovalentno povezuje šećer i veznik. Gdje nedostaju funkcionalne grupe, mogu se napraviti odgovarajućim kemijskim reakcijama opisanim u stanardnim tekstovima iz organske kemije, kao što je Advanced Organic Chemistry, Jerry March, John Wiley & Sons (5th ed., 2000). Izraz "veznik" obuhvaća sve što se ne smatra dijelom šećera ili rapamicina. Veznici se mogu dobiti iz linearnih spojeva koji imaju reaktivne funkcionalne grupe na kraju veznika.
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 Odgovarajući divalentni veznici uključuju, na primjer, one dobivene iz dikarboksilnih kiselina, disulfonilhalida, dialdehida, diketona, dihalida, diizocijanata, diamina, diola, smjesa karboksilnih kiselina, sulfonilhalida, aldehida, ketona, halida, izocijanata, amina i diola. U svakom slučaju, karboksilna kiselina, sulfonilhalid, aldehid, keton, halid, izocijanat, amin i diolna funkcionalna grupa reagira s komplementarnom funkcionalnošću na šećeru i rapamicinu da bi nastala kovalentna veza. Takva komplementarna funkcionalnost dobro je poznata u struci i ilustrirana je u ranije opisanoj Tablici 1. U ostvarenjima ovog izuma, veznik (X) izabran je iz grupe koju čine: (i) -R3C(O); (ii) -C(O)R3; (iii) -R3S(O)2 ili (iv) -S(O)2R3, gdje je R3 izabran iz grupe koju čine: (i) -(CH2)p, pri čemu je p cijeli broj od 1 do 18, (ii) -(CH2)n-O-(CH2)m, pri čemu su n i m svaki neovisno cijeli broj od 2 do 6 ili (iii) veza. Razumije se da veznik (X) može u svakoj pojavi biti jednak ili različlit, tj. i na položaju 31 i 42. U dodatnim ostarenjima ovog izuma, veznik (X) je karbonil (C=O), sulfonil (O=S=O) ili jedna funkcionalna grupa. Karbonilni veznici mogu biti na položajima 31, 42 ili oboje. U drugim ostvarenjima, R1 je -C(O)-Z, a R2 je H ili je R2 -C(O)-Z, a R1 je H. U skladu s tim, ugljikohidratni derivati rapamicina strukture formule (I) koji su unutar opsega ovog izuma uključuju, na primjer, sljedeće nabrojane spojeve (uključujući i njihove farmaceutski prihvatljive soli): 42-O-(metil-D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-2-(metil-D-glukozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(metil-D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(metil-D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(2-O-metil-D-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(2-O-metil-1-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(2-O-metil-1-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(2-O-metil-1-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(2-O-metil-1-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin;
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 42-O-[2-(D-alozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-alozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin; 5
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 31-O-(L-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-fucitolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-fucitolilkarbonl)rapamicin; 42-O-[2-(L-fucitolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-fucitolilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-glukalilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-glukalilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-glukozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-glukozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-glukalilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-glukalilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-laktalilkarbonl)rapamicin; 42-O-[2-(D-laktalilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-laktalilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-laktalilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-sukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-sukrozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-sukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-sukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-gentobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-gentobiozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-gentobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-gentobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(C1-Celobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(C1-Celobioziulkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(C1-Celobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(C1-Celobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-turanozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2(D-turanozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-turanozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-turanozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-palatinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-palatinozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-palatinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-palatinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-izomaltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-izomaltozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-izomaltozilkarbonil)rapamicin;
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 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-izomaltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-maltulozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(D-maltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-maltozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 5
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 31-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-maltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-maltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(L-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-sorbozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-sorbozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-sorbozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-[2-(D-sorbozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-laktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-laktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(metil-D-laktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(metil-D-laktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-melibiozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-melibiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-melibiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-leukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-leukrozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-leukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-leukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-rafinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-rafinozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-rafinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-rafinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-izomaltotriozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-izomaltozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-izomaltotriozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-izomaltotriozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(C1-Celotetraozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(C1-Celotetraozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(C1-Celotetraozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(C1-Celotetraozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valiolilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-valiolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(valiolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valiolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valiolonilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-valiolonilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(valiolonilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valiolonilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valienolilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-valienolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(valienolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valienolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valienoneilkarbonil)rapamicin; 31-O-(valienoneilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valienoneilkarbonil)rapamicin. Osim toga, izum je usmjeren na derivat rapamicina koji je strukture formule (I), pri čemu je n = 1, R1 je H, a R2 je X-Z, pri čemu je X veznik, a Z je ugljikohidratna jedinica neovisno izabrana iz grupe koju čine monosaharid, oligosaharid i pseudošećer. Izum je također usmjeren na farmaceutski pripravak koji sadrži prethodno spomenuti ugljikohidratni derivat rapamicina, ili njegovu farmaceutski prihvatljivu sol te farmaceutski prihvatljiv nosač.
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 Priprema ugljikohidratnih derivata rapamicina Opći postupak sinteze ugljikohidratnih derivata rapamicina ovog izuma uključuje povezivanje monosaharida, oligosaharida, pseudošećera ili šećernog derivata na položaje 31 i/ili 42 aktiviranog rapamicina. 5
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 Na primjer, kako je prikazano na slici 2, rapamicin (II) može reagirati s p-nitrofenil-kloroformijatom da bi dao aktivirani rapamicin (III). U pažljivo kontroliranim uvjetima, reakcija će se prvenstveno odvijati na 42-hidroksilnom položaju. Promjenom reakcijskih uvjeta obje grupe, i 31- i 42-hidroksilna grupa mogu se aktivirati na sličan način. Selektivna aktivacija 31-hidroksilne grupe može se postići tako da se najprije zaštiti 42-hidroksilna jedinica, na primjer, s alkilsililnom grupom kao što je trietilsilil, triizopropilsilil ili terc-butildimetilsilil, a zatim reakcijom s p-nitrofenil-kloroformijatom ili drugim kloroformijatom. Uklanjanje zaštitne grupe zatim daje rapamicin s aktiviranim 31-hidroksilnim položajem. Prema tome, moguće je pripremiti derivat rapamicina koji je selektivno aktiviran na položaju 31, položaju 42 ili na oba položaja. Nakon toga, u drugom koraku, šećerna jedinica ili šećerni derivat reagira s aktiviranim rapamicinom (III) kako bi dao ugljikohidratni derivat rapamicina. Kad je reaktivna funkcionalna grupa na šećernoj jedinici ili šećernom derivatu hidroksilna grupa, reakcija s aktiviranim rapamicinom može se odvijati na primarnoj hidroksilnoj grupi kako bi nastala karbonatna veza s rapamicinom. Nastali veznik je karbonilna grupa. Kad je reaktivna funkcionalna grupa na šećeru ili šećernom derivati amino-grupa (koja može biti smještena na bilo kojem položaju šećera), nastaje karbamatna veza s rapamicinom, a nastali veznik je karbonilna grupa. Amino-supstituirani šećerni derivati, npr. šećer-X-NH2 ili šećer-NH2 mogu se pripremiti iz prekursora uobičajenim postupcima. Na primjer, redukcija šećer-X-N3 ili de-ftaloilacija šećer-X-NPhth, gdje je Phth ftalil, daje amino-supstituirani šećerni derivat. Ovi prekursori mogu se sintetizirati glikozidacijom veznika s glikozilnim donorima koji su odgovarajuće aktivirani. Prema tome, upotrebom općenitog pristupa, kakav je ovdje opisan, moguće je pripremiti širok raspon ugljikohidratnih derivata rapamicina u kojima su 31- i/ili 42-hidroksilne grupe modificirane širokim rasponom šećera ili šećernih derivata. Smatra se da hidroksilne grupe rapamicina ili rapamicinskog metabolita, uključujući i one smještene na položajima koji nisu 31- ili 42-, također mogu biti glikozilirane ovdje opisanim postupkom, a nastali ugljikohidratni derivati rapamicina također će pokazivati bolju topljivost u vodi i/ili poboljšana farmakokinetička i/ili farmakodinamička svojstva, u usporedbi sa svojim neglikoziliranim parom. Metaboliti rapamicina poznati su u struci. Na primjer, Streit i sur. strukturno su identificirali nekoliko rapamicinskih metabolita iz mikrosoma ljudske jetre. V. F. Streit i sur., Drug Metabol. Disp., 24, 1271 (1996). Oni uključuju 41-demetil-rapamicin, 7-demetil-rapamicin, 11-hidroksi-rapamicin i 24-hidroksi-ester, produkt hidrolitičke razgradnje rapamicina. Također je pokazano da metaboliti rapamicina mogu ući u hidrolizu estera. Streit naročito identificira di-, tri- i tetra-hidroksilirane metabolite rapamicina. Wang i sur. našli su 16 hidroksiliranih i/ili demetiliranih metabolita u žuči štakora tretiranih rapamicinom. V. C.K. Wang i sur., Proceedings of the 41st ASMS Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, San Francisco, 545 (1993). Nickmilder i sur. identificirali su 3,4 i 5,6-dihidrodiolni metabolit rapamicina u mikrosomima jetre štakora. V. M.J.M. Nickmilder i sur., Xenobiotica, 27, 869 (1997). U punoj krvi, Streit i sur. identificirali su 41-demetil, hidroksi, dihidroksi i didemetilni metabolit rapamicina. V. F. Streit i sur., Clin. Chem. 42, 1417 (1996). Ovi metaboliti čine 56% ukupno mjerenih derivata rapamicina. Naposljetku, Leung i sur. pratili su odlaganje [14C]-rapamicina u zdravih muških dobrovoljaca. Ustanovili su da je rapamicin predstavljao približno 35% ukupne radioaktivnosti u krvi, dok su 41-demetil, 7-demetil i nekoliko hidroksi, hidroksidemetil i didemetilnih metabolita rapamicina predstavljali između 1 i 12% ukupne radioaktivnosti. Metaboliti rapamicina mogu se izolirati iz različitih izvora, uključujući, ali bez ograničenja, uzorke krvi, urina ili stolice, iz mikrosoma jetre ili kultura mikroorganizama. U skladu s time, osim 31- i 42-, naročito su zanimljive hidroksilne grupe na položajima 27, 41, 3, 4, 5, 6, 7, 11 i 24 rapamicina i rapamicinskih metabolita. Farmaceutski pripravci i upotreba Spojevi ovog izuma mogu se primijeniti u čistom obliku ili uz farmaceutski nosač u životinje, kao što je toplokrvna životinja, a naročito u ljudi, kojima je takav tretman potreban. Farmaceutski pripravci također mogu sadržati i druge lijekove, naročito lijekove za koje se zna da imaju različit mehanizam djelovanja. Prema tome, farmaceutski pripravci mogu sadržati, osim spojeva ovog izuma, bar jedan lijek drugog tipa, na primjer, inhibitor kalcineurina, steroid ili neki drugi imunomodulacijski spoj koji interferira sa sintezom DNA, unutar- ili međustaničnim signalnim putevima ili drugim staničnim procesima. Primjeri inhibitora kalcineurina uključuju ciklosporin A (dostupan od Novartis, kao Sandimmune® i Neoral® i FK506 (također poznat kao takrolimus ili Prograf®, dostupan od Fujisawa). Primjeri ciklosporinskih derivata su oni objavljeni u WO99/18120. Primjeri inhibitora steroida uključuju predizon, prednizolon
 15
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 ili metilprednizolon. Primjeri imunomodulacijskih spojeva uključuju azotioprin, mikofenolnu kiselinu (mikofenolat-mofitil ili Cellcept®, dostupan od Roche), leflunomid dostupan od Aventis, Brequinar, Mizoribine, antitijela koja uključuju α-LFA-1 i α-ICAM-1, timoglobulin, antagoniste IL2R, uključujući baziliksimab (Stimulect®) i daklizumab (Zenapax®), alemtuzumab (Campath 1H®, humazinirano monoklonsko antitijelo koje prepoznaje CD52), Orthoclone OKT3® ili muromonab CD3, Atgam(R) limfocitni imunoglobulin, ATG (antitimocitni globulin) i druge spojeve. Pojedinačni lijekovi i ugljikohidratni derivat rapamicina mogu se formulirati zasebno kao pojedinačne komponente farmaceutskog pripravka i primijeniti zajedno ili odvojeno.
 5
 10
 15
 20
 25
 30
 35
 40
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 Farmaceutski prihvatljiv nosač može biti kruti ili tekući. Kruti nosač može uključivati jednu ili više tvari koje također mogu djelovati kao sredstva za dodatak okusa, lubrikanti, sredstva za bolje otapanje, sredstva za suspendiranje, punila, sredstva za klizanje, dodaci za kompresiju, veziva ili sredstva za dezintegraciju tableta; također može biti materijal za kapsulu. U prahu, nosač je fino razdijeljena krutina koja je u smjesi s fino razdijeljenim aktivnim sastojkom. U tabletama, aktivni sastojak pomiješan je s nosačem koji posjeduje neophodna kompresivna svojstva u odgovarajućim omjerima, te se sabije u željeni oblik i veličinu. Prašci i tablete mogu sadržati do 99% aktivnog sastojka. Prikladni kruti nosači uključuju, na primjer, kalcijev fosfat, magnezijev stearat, talk, šećere, laktozu, dekstrin, škrob, želatinu, celulozu, metil-celulozu, natrijevu karboksimetil-celulozu, polivinilpirolidon, voskove niskog tališta i smole za izmjenu iona. Tekući nosači koriste se u pripremi otopina, suspenzija, emulzija, sirupa, eliksira i pripravaka pod tlakom. Akvitni sastojak može se otopiti ili suspendirati u farmaceutski prihvatljivom tekućem nosaču, kao što je voda, organsko otapalo, smjesa oboje, ili farmaceutski prihvatljiva ulja ili masti. Tekući nosač može sadržati i ostale prikladne farmaceutske aditive, kao što su sredstva za poboljšanje topljivosti, emulgatore, surfaktante, pufere, konzervanse, zaslađivače, sredstva za dodatak okusa, sredstva za suspenziju, sredstva za zadebljanje, boje, regulatore viskoznosti, stabilizatore ili osmo-granule. Prikladni primjeri tekućih nosača za oralnu i parenteralnu primjenu uključuju vodu (koja djelomično sadrži aditive, npr. derivate celuloze, moguće otopina natrijeve karboksimetil-celuloze), alkohole (uključujući monohidratne i polihidratne alkohole, npr. glikole) i njihove derivate, te ulja (npr. frakcionirano kokosovo ili kikirikijevo ulje). Za parenteralnu primjenz, nosač takođe rmože biti uljni ester, kao što je etil-oleat i izopropil-miristat. Sterilni tekući nosači korisni su u sterilnim tekućim pripravcima za parenteralnu primjenu. Tekući nosač za pripravke pod tlakom može biti halogenirani ugljikovodik ili neki drugi farmaceutski prihvatljiv propelant. Tekući farmaceutski pripravci koji su sterilne otopine ili suspenzije prikladni su za intramuskularnu, intraperitonealnu i supkutanu injekciju. Sterilne otopine također se mogu primijeniti intravenski. Spoj se može primijeniti i oralno, u tekućem obliku ili obliku čvrstog sastava. Razmatra se i plućna primjena. Farmaceutski pripravak može biti u obliku jedinice doziranja, npr. kao tablete ili kapsule. U takvom obliku, pripravak je dodatno podijeljen u jedinične doze koje sadrže prikladnu količinu aktivnog sastojka; oblik jedinice doziranja može biti pakirani pripravak, na primjer, upakirani prašci, posude, ampule, prethodno napunjene štrcaljke ili sašeti koji sadrže tekućinu. Oblik jedinice doziranja može biti, na primjer, sama kapsula ili tableta, ili može biti odgovarajući broj takvih pripravaka u zapakiranom obliku. Doziranje korišteno u liječenju mora subjektivno odrediti prisutni liječnik. Osim toga, spojevi ovog izuma mogu se koristiti kao otopina, krema ili losion, formulacijom s farmaceutski prihvatljivim nosačima, primijenjeni na pogođeno područje. Spojevi ovog izuma također se mogu koristiti zajedno s medicinskim sredstvom. Na primjer, ugljikohidratni derivat rapamicina, kao komponenta intravaskularnog stenta prekrivenog ili impregniranog lijekom, može se koristiti za inhibiciju proliferacije neointimalnog tkiva, čime se sprečava restenoza (v. na primjer U.S. patent br. 5 665 728). Ugljikohidratni derivati rapamicina također se mogu koristiti kao komponenta drugih medicinskih sredstava prekrivenih ili impregniranih lijekom, kao što su kateteri, pumpe ili medicinska sredstva za doziranje lijeka, kao što su kuglice ili diskovi koji sadrže lijek. Prisutnost rapamicina, snažnog imunosupresora, može smanjiti upalu, odbacivanje ili druge imune odgovore do kojih dolazi zbog prisutnosti ovih implantiranih medicinskih sredstava u tijelu. Sljedeći primjeri ponuđeni su za ilustraciju ovog izuma, a ne da bi na bilo koji način ograničili njegov opseg. PRIMJERI U primjerima koji slijede, sljedeće kratice imaju sljedeća značenja. Ukoliko kratica nije definirana, ima svoje općenito prihvaćeno značenje. g = gram mg = miligram kg = kilogram mmol = milimol
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 M = molarni N = Normalni mL = mililitar min = minuta BzCl = benzoil-klorid 5
 10
 15
 20
 25
 DMAP = 4-dimetilaminopiridin DMS = dimetil-sulfat Py = piridin DMF = N,N-dimetilformamid Me = metil HOAt = 1-hidroksi-7-azabenzotriazol HOBT = 1-hidroksibenzotriazol hidrat TBDMSiCl = terc-butildimetilsilil-klorid AcOH = octena kiselina THF = tetrahidrofuran LC/MS ili LCMS = tekućinska kromatografija/masena spektroskopija HPLC = tekućinska kromatografija visokog učinka conc. = koncentriran eq = ekvivalent U sljedećim primjerima i postupcima, početni materijali komercijalno su dostupni od Aldrich Chemical Company, Inc., Milwaukee, WI 53233 USA; Lancaster Synthesis, Inc., NH 03087 USA; Sigma, St.Louis MO 63178 USA; MAybridge Chemical Co. Trevillett, Tintagel, Cornwall PL34 OHW United Kingdom; TCI America, Portland OR 97203; Frontier Scientific, Utah, USA i Bachem, Torrance, California, USA. Primjer 1 Sinteza 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina Slika 3 prikazuje postupak sinteze 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina. Detaljni postupak opisan je u nastavku: 30 42-O-(4-nitrofeniloksikarbonil)rapamicin Otopina 10,0 g rapamicina u 50 mL diklorometana i 10 mL bezvodnog piridina ohlađena je na -78 °C u atmosferi dušika. Toj je otopini dodano 3,31 g 4-nitrofenil-kloroformijata i reakcijska smjesa miješana je 1 sat na -78 °C te je odmah zatim dovedena na sobnu temperaturu. Reakcija je završena nakon 2 sata. Smjesa je razrijeđena vodom i ekstrahirana diklorometanom. Organska faza isprana je vodom, osušena pomoću Na2SO4 i uparena. Kromatografija na koloni silikagela (otapalo: heksani - etil-acetat, 2:1) dala je 9,66 g 42-O-(4-nitrofeniloksikarbonil)rapamicina kao žućkastu krutinu (osušeno smrzavanjem iz benzena).
 35
 C58H82N2O17 M = 1078,6; MS(ES+): m/z = 1101,7 (M+Na)+
 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin 40
 45
 50
 55
 60
 Otopini D-fruktoze (2,025 g, 11,24 mmol) i DMAP (250 mg) u N,N-dimetilformamidu (25 mL) dodan je 42-O-(4-nitrofeniloksikarbonil)rapamicin (4,05 g, 3,757 mmol) i reakcijska smjesa miješana je na sobnoj temperaturi 24 sata. Otapalo je upareno pod visokim vakuumom, a ostatak je propušten kroz "flash" kromatografiju na koloni silikagela uz diklorometan - metanol (9:1) kao eluens. Dobiveni produkt ponovno je pročišćen na preparativnoj HPLC koloni (80% metanol - 20% voda, protok 10 mL/min), i daje 1,461 g 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina kao bijelu krutinu (osušeno smrzavanjem iz benzena). C58H89NO20 M = 1119,6; MS(ES+): m/z = 1142,7 (M+Na)+. Alternativno, moguće je upotrijebiti HOBT (ili HOAT) umjesto DMAP, kako je prikazano u primjeru 3. Primjer 2 Slijedeći postupke analogne onom opisanom u Primjeru 1, i upotrebljavajući odgovarajuće šećere ili šećerne derivate, dobiveni su sljedeći spojevi: 42-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin 42-O-(metil-D-glukozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin 42-O-(L-fruktozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-fucitolilkarbonil)rapamicin 42-O-(L-fucitolilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-glukalilkarbonil)rapamicin
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 42-O-(L-sorbozilkarbonil)rapamicin 42-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-laktalilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-sukrozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-gentobiozilkarbonil)rapamicin 5
 10
 15
 20
 42-O-(C1-Celobiozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-turanozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-palatinozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-izomaltozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-maltozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-laktozilkarbonil)rapamicin 42-O-(metil-D-laktozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-melibiozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-leukrozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-rafinozilkarbonil)rapamicin 42-O-(D-izomaltotriozilkarbonil)rapamicin 42-O-(C1-Celotetraozilkarbonil)rapamicin Primjer 3 Sinteza 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina Slika 4 prikazuje postupak sinteze 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina. Detaljan postupak opisan je u nastavku: 42-O-(terc-butildimetilsilil)rapamicin 25
 30
 Otopini rapamicina (10 g) i imidazola (2,2 g) u N,N-dimetilformamidu (40 mL) dodan je terc-butildimetilsilil-klorid (1,76 g) te je reakcijska smjesa miješana na sobnoj temperaturi pod dušikom 5 dana. Otapalo je upareno pod visokim vakuumom, a ostatak je pročišćen kromatografijom na koloni silikagela (otapalo: heksani - etil-acetat, 3:2) i daje 5,84 g 42-O-(terc-butildimetilsilil)rapamicina kao prljavo bijelu krutinu. C57H93NO13Si, M = 1027,6; MS(ES+): m/z = 1050,7 (M+Na)+
 42-O-(terc-butildimetilsilil)-31-O-(4-nitrofeniloksikarbonil)rapamicin 42-O-(terc-butildimetilsilil)rapamicin (5,84 g) otopljen je u diklorometanu (30 mL) i piridinu (6 mL), dodan je 4-nitrofenil-kloroformijat (2,582 g) i reakcijska smjesa miješana je pod dušikom pri sobnoj temperaturi 2 sata. Otapala su uparena i ostatak je pročišćen na koloni silikagela. Elucija s heksanima - etil-acetatom (3:1) daje spoj iz naslova kao žućkastu pjenu (5,4 g). C
 35 64H96N2O17Si, M = 1192,6; MS(ES+): m/z = 1215,6 (M+Na)+
 31-O-(4-nitrofeniloksikarbonil)rapamicin 42-O-(terc-butildimetilsilil)-31-O-(4-nitrofeniloksikarbonil)rapamicin (5,4 g) otopljen je u smjesi octene kiseline (30 mL), tetrahidrofurana (10 mL) i vode (10 mL). Miješano je na sobnoj temperaturi 20 sati. Reakcijska smjesa razrijeđena je vodom i ekstrahirana etil-acetatom (3 × 200 mL). Organska faza osušena je pomoću bezvodnog natrijevog sulfata, filtrirana i uparena. Kromatografija na koloni silikagela (otapala: heksani - etil-acetat, 3:2) dala je 2,1 g 31-O-(4-ntirofeniloksikarbonil)rapamicina kao žućkastu krutinu (osušeno smrzavanjem iz benzena). C
 40
 45
 58H82N2O17, M = 1078,6; MS(ES+): m/z = 1101,6 (M+Na)+
 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin Smjesa 31-O-(4-nitrofeniloksikarbonil)rapamicina (1,3 g), D-fruktoze (0,434 g) i 1-hidroksibenzotriazola (HOBT) (0,325 g) u bezvodnom piridinu (20 mL) miješana je na sobnoj temperaturi 3 dana. Zatim je otapalo upareno pod sniženim tlakom i ostatak je pročišćen kromatografijom na koloni silikagela. Elucija smjesom diklorometana i metanola (10:1) dala je 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin (0,625 g, 46%) kao bijelu krutinu (osušeno smrzavanjem iz benzena). C
 50
 55
 58H89NO20, M = 1119,6; MS(ES+): m/z = 1142,7 (M+Na)+
 Na analogan način, pripremljen je 31-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin. Nadalje, kao alternativa, moguće je upotrijebiti DMAP umjesto HOBT, kako je prikazano u Primjeru 1. Primjer 4 Sinteza 42-O-(2-O-metil-β-D-fruktozilkarbonil)rapamicina 1,3,4,5-tetra-O-benzoil-β-D-fruktopiranoza Smjesa bezvodnog piridina (52 mL), benzoil-klorida (51,5 mL, 0,444 mmol) i bezvodnog diklorometana (125 mL) ohlađena je na -10 °C. Fino smrvljena fruktoza (20 g, 0,111 mmol) dodana je dio po dio i reakcijska smjesa miješana je
 60
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 na -10 °C 18 sasti. Reakcija je ugašena ledenom vodom, razrijeđena diklorometanom i prenesena u lijevak za odjeljivanje. Organski sloj je odvojen i ispran 5%-tnom limunskom kiselinom, zasićenim natrijevim bikarbonatom i vodom te je osušena pomoću natrijevog sulfata. Filtriran je i otapalo je upareno. Ostatak je otopljen u dietil-eteru (75 mL) i zatim je polako dodan u heksane (300 mL) da bi dao bijelu krutinu koja nakon sušenja daje 58,9 g (89%) 1,3,4,5-tetra-O-benzoil-β-D-fruktopiranoze. 5 1,3,4,5-tetra-O-benzoil-2-O-metil-β-D-fruktopiranoza Otopini 1,3,4,5-tetra-O-benzoil-β-D-fruktopiranoze (10,00 g, 16,8 mmol) u acetonu (40 mL) dodan je dimetil-sulfat (2,4 mL, 25,16 mmol, 1,5 eq), a zatim i kalijev karbonat (3,48 g, 25,16 mmol) i reakcijska smjesa miješana je na 50 °C pod dušikom 18 sati. Otapala su uklonjena u vakuumu i nastali ostatak otopljen je u etil-acetatu (150 mL), ispran 5%-tnom limunskom kiselinom, vodom i slanom vodom i osušen u uljastu krutinu. Pročišćavanje na koloni silikagela (heksan:etil-acetat 4:1) daje 10,0 g (98%) spoja iz naslova kao bijelu pjenu.
 10
 2-O-metil-β-D-fruktopiranoza Otopina natrijevog metoksida (0,5 M u metanolu, 10,0 mL) dodana je uz miješanje u otopinu 1,3,4,5-tetra-O-benzoil-2-O-metil-β-D-fruktopiranoze (10,0 g, 16,4 mmol) u bezvodnom metanolu. Nakon miješanja od 1,5 h na sobnoj temperaturi reakcija je dovršena. pH je prilagođen na 7,0 pomoću Amberlite IRC-50 (~4,0 g). Krutine su uklonjene filtriranjem, a filtrat je koncentriran u vakuumu. Pročišćavanje na koloni silikagela (metanol:diklorometan 4:1 i 3:1) dalo je produkt kao bijelu pjenu, 2,70 g (81%).
 15
 20 42-O-(2-O-metil-β-D-fruktozilkarbonil)rapamicin Smjesa 42-O-(4-nitrofeniloksikarbonil)rapamicina (10,0 g, 9,3 mmol), 2-O-metil-β-D-fruktopiranoze (6,2 g, 28 mmol, 3 eq) i 1-hidroksi-7-azabenzotriazola (HOAt) (2,5 g, 2 eq) u bezvodnom piridinu (60 mL) miješana je na sobnoj temperaturi 4 dana. Zatim je otapalo upareno pod sniženim tlakom i ostatak je ponovo otopljen u etil-acetatu i ispran vodom. Organski sloj je uparen, a ostatak je pročišćen kromatografijom na koloni silikagela. Elucija smjesom diklorometana i metanola (100:5) dala je 42-O-(2-O-metil-β-D-fruktozilkarbonil)rapamicin (4,7 g) kao bijelu krutinu (osušen smrzavanjem iz benzena). C
 25
 59H91NO20, M = 1133,7; MS(ES+): m/z = 1156,7 (M+Na)+
 Primjer 5 Otpornost ugljikohidratnih derivata rapamicina na hidrolizu u kiselom mediju 30
 35
 Otpornost različitih ugljikohidratnih derivata rapamicina na hidrolizu u kiselom mediju istražena je otapanjem spojeva u 70/30 metanolu/0,1 N HCl (pH 1,5) i mjerenjem količine slobodnog rapamicina pomoću HPLC u uzorcima nakon 1 sat da bi se odredio stupanj hidrolize. Rezultati su prikazani u Tablici 2. Tablica 2. Kiselo katalizirana hidroliza ugljikohidratnih derivata rapamicina
 Spoj Stupanj hidrolize (%) 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin <1 42-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin <1 42-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin <5 42-O-(L-fucitolilkarbonil)rapamicin <1 42-O-(D-laktalilkarbonil)rapamicin <1 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin <1 42-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin <1
 Kako je vidljivo iz Tablice 2, svi spojevi pokazali su dobru stabilnost u kiselom mediju, s malo ili nimalo opažene hidrolize. 40 Primjer 6 Hidroliza ugljikohidratnih derivata rapamicina u punoj ljudskoj krvi Sposobnost različitih ugljikohidratnih derivata rapamicina da otpuštaju slobodni rapamicin putem hidrolize u punoj krvi istražena je sondiranjem spojeva u punoj ljudskoj krvi i mjerenjem količine slobodnog rapamicina pomoću HPLC u uzorcima nakon 1 sat kako bi se odredio stupanj hidrolize. Rezultati su prikazani u Tablici 3.
 45
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 Talica 3. Hidroliza ugljikohidratnih derivata rapamicina u punoj krvi
 Spoj Stupanj hidrolize (%) 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin 28 ±2 42-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin 5 ±1 42-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin 13 ±4 42-O-(L-fucitolilkarbonil)rapamicin 31 ±4 42-O-(D-laktalilkarbonil)rapamicin 2 ±1 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin 23 ±0,5 42-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin 39 ±4 31-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin 34 ±2
 Kako je prikazano u Tablici 3, stupanj hidrolize u punoj ljudskoj krvi znatno varira, ovisno o prirodi ugljikohidratne jedinice. Ugradnja, putem karbonatne veze, šećera kao što su D-fruktoza, L-fucitol ili D-aloza uglavnom dovodi do višeg stupnja hidrolize nego kad su korišteni D-glukoza, D-maltuloza i D-laktal. Rezultati također pokazuju da, u situaciji kad je izabran prikladni šećer, i 31-O i 42-O-ugljikohidratni derivati rapamicina učinkoviti su u oslobađanju slobodnog rapamicina u krvi.
 5
 10 Nadalje, prethodni, slični eksperimenti koji su istraživali hidrolizu ugljikohidratnih derivata rapamicina s karbamatnim vezama u punoj krvi pokazali su malo ili nimalo hidrolize, suprotno većini spojeva s karbonatnim vezama iz Tablice 3. Primjer 7 Usporedba imunosupresivne aktivnosti ugljikohidratnih derivata rapamicina s karbonatnim i karbamatnim vezama in vitro 15
 20
 25
 30
 Imunosupresivna aktivnost rapamicina, 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina i karbamatno vezanog analoga 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina (nehidrolizabilnog oblika 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina) praćena je u primarnim kulturama limfocita iz krvi (PBMC) uz upotrebu boje alamar blue kao detektora stanične proliferacije. Karbamatni analog 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin dobiven je iz amino-šećera gdje je ugljikohidratna jedinica pričvršćena na karbonilni veznik kroz amino-dušikov atom amino-šećera, čime nastaje karbamatna veza. Slika 5 prikazuje kako 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin pokazuje inhibiciju stanične proliferacije ekvivalentnu rapamicinu, dok nehidrolizabilni, karbamatno vezani analog ne posjeduje imunosupresivnu aktivnost. Ti podaci ukazuju da je aktivna vrsta rapamicin, koji nastaje hidrolizom 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina tijekom trodnevnog uzgoja u kulturi, a ne ne-hidrolizirani 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin. Drugim riječima, čini se da prolijek ne posjeduje imunosupresivnu aktivnost i mora se hidrolizirati u rapamicin kako bi pokazao željeni farmakološki učinak. Ovaj pokus također pokazuje važnost selekcije veze između ugljikohidratne jedinice i rapamicina budući da, u ovom primjeru, karbonatna veza omogućuje željenu hidrolizu, dok karbamatna veza ostaje čitava i oslobađa se malo ili nimalo rapamicina. Primjer 8 Usporedba farmakokinetskih profila rapamicina i ugljikohidratnih derivata rapamicina u štakora Farmakokinetski profili izabranih ugljikohidratnih derivata rapamicina u štakora određeni su kako bi se istražila sposobnost derivata da dostave slobodni rapamicin u krvotok in vivo. Ukratko, Sprague Dawley štakori oralno su dozirani rapamicin i derivati u dozi 2,5 ili 10 mg/kg. Puna krv ekstrahirana je jugularnim krvarenjem kroz 24 sata i smrznuta je na -20 °C do analize. Puna krv analizirana je tekućinskom kromatografijom i masenom spektrometrijom da bi se utvrdila prisutnost rapamicina. Rezultati su prikazani na slikama 6, 7 i 8.
 35
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 Kako se vidi na slikama 6 i 7, nakon oralne primjene rapamicina opažen je brzi porast koncentracije rapamicina u krvi, pri čemu se maksimalna koncentracija doseže nakon približno 30 minuta. Razina rapamicina zatim prilično brzo opada tijekom sljedećih nekoliko sati. Sličan profil opažen je za 42-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin. Iznenađujuće je, međutim, da kod oralne primjene 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina ili 42-O-(L-fucitolilkarbonil)rapamicina razina rapamicina u krvi raste postupno da bi dosegla maksimalnu koncentraciju nakon približno 3 sata prije nego postupno počne opadati s vremenom (slika 6). Sličan profil opažen je i za 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin i za 31-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin (slika 7), kao i za 42-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin, 42-O-(D-sorbozilkarbonil)rapamicin i 42-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin (slika 8). Odgođena kinetika, opažena za neke spojeve, može dati mogućnost manje čestog doziranja od onog koje je tipično za rapamicin. Nadalje, postupni porast koncentracije rapamicina povezan s nekim ugljikohidratnim derivatima rapamicina može ublažiti toksične učinke povezane s brzim porastom koncentracije lijeka kad se oralno primjenjuje sam rapamicin. Iz slika 6, 7 i 8 još se može opaziti da je varijabilnost koncentracije rapamicina, kako je prikazano standardnim devijacijama prikazanim na grafovima, znatno manja za ugljikohidratne derivate rapamicina nego za sam rapamicin.
 20
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 Prema tome, spojevi ovog izuma također mogu imati prednost manje interindividualne varijabilnost što omogućuje konzistentnije, predvidljivije doziranje. Ovi pokusi pokazali su da pažljiv izbor glikozilnog supstituenta ima jak utjecaj na farmakokinetskie profile ugljikohidratnih derivata rapamicina te da spojevi ovog izuma mogu imati znatnu prednost, uključujući i farmakokinetsku prednost, pred samim rapamicinom.
 5
 Primjer 9 Usporedba toksičnosti rapamicina i 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina na gastrointestinalni trakt u modelu psa 10
 15
 20
 Psi pasmine beagle smatraju se hipersenzitivnim modelom toksičnosti na gastrointestinalni trakt povezanom s rapamicinom. V. S.N. Sehgal i sur., Medicinal Research Reviews 14, 1 (1994). Čak i kratka izlaganja niskim dozama rapamicina koje su psima dane oralno dovode do brzog gubitka težine zbog pojave ulkusa od usta do debelog crijeva, sekundarno nekrotizirajućem fibrinoidnom vaskulitisu. Kako je prikazano u Tablici 4, kad je dvama beagle psima dana jedna oralna doza rapamicina od 10 mg/kg, oba psa postala su letargična i izgubila su preko 30% tjelesne težine u manje od tjedan dana, kao posljedica smanjenog unosa hrane. Životinje se nisu oporavile. Drugom beagle psu dana je ista doza 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina i nije pokazao nikakvih vidljivih fizičkih promjena te je zadržao normalan unos hrane. Sva tri psa imala su slične razine rapamicina u krvi, kako je izmjereno LCMS. U četvrtog psa, doza od 1 mg/kg 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina dovela je do blage letargije, ali pas se brzo oporavio. Sljedeća doza rapamicina (1 mg/kg) tjedan dana kasnije dovela je do teške letargije i gubitka težine, od koje se životinja nije oporavila. Tablica 4. Gastrointestinalna tolerabilnost u beagle pasa
 Pas # Lijek u tretmanu Doza (mg/kg) Opažanja
 1 rapamicin 10 letargija gubitak 30% težine bez oporavka
 2 rapamicin 10 letargija gubitak 30% težine bez oporavka
 3 42-O-(D-fruktozilkarbonil) rapamicin 10 normalno
 4 42-O-(D-fruktozilkarbonil) rapamicin 1 letargija
 oporavak
 4 rapamicin 1 gubitak 30% težine bez oporavka
 Ovaj pokus jasno pokazuje da oralna primjena 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina dovodi do malo ili nimalo vidljivih znakova gastrointestinalne toksičnosti u hipersenzitivnom modelu psa u usporedbi s rapamicinom, koji dovodi do znakova teške toksičnosti. Taj razultat dodatno pokazuje potencijal ugljikohidratnih derivata rapamicina ovog izuma na poboljšanje farmakodinamskog profila rapamicina.
 25
 30 Primjer 10 Usporedba serumskih razina kolesterola u štakora tretiranih rapamicinom i 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicinom 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin i rapamicin testirani su u Sprague-Dawley štakora radi praćenja promjena u razinama kolesterola. Štakorima (n = 12) su dnevno davane, tijekom 12 dana, ekvivalente doze (2,5 mg/kg/dan) rapamicina ili 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina. Razine kolesterola mjerene su tijekom 24 sata 11. dana. Rezultati (slika 9) pokazuju da štakori tretirani rapamicinom pokazuju značajno povišene razine kolesterola u usporedbi s kontrolnom grupom, dok su razine kolesterola u grupi 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina bile značajno niže (p < 0,01) nego u rapamicinskoj grupi, a ne značajno različite od nosača. Važno je uočiti da oba spoja pokazuju ekvivalentnu učinkovitost u modelu heterotopične transplantacije srca štakora, u istoj dozi (2,5 mg/kg/dan) kao što je korišteno u ovoj studiji (Primjer 12). Ovaj pokus pokazuje sposobnost ugljikohidratnih derivata rapamicina da poboljšaju profil popratnih pojava rapamicina, uz zadržavanje učinkovitosti.
 35
 40
 Primjer 11 Usporedba agregacije trombocita pod utjecajem rapamicina i 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina u testu agregacije ispranih ljudskih trombocita 45 Agregacija trombocita smatra se popratnom pojavom rapamicina i povezuje se s porastom kroničnog odbacivanja i drugih dugoročnih popratnih pojava upotrebe rapamicina u transplantaciji (Ann Babinska i sur., Enhancement of Human
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 Platelet Aggregation and Secretion Induced by Rapamycin (1998) Nephrology Dialysis Transplantation vol. 13 str. 3153-3159). Ovi pokusi provedeni su na svježe ispranim ljudskim trombocitima stimuliranima s 2 µM ADP i potaknutima rapamicinom ili 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicinom u vremenu nula. Tretirana agregacija trombocita kontinuirano je očitavana u periodu od 8 do 10 minuta na ChronoLogTM agregometru trombocita. 5
 10
 Slika 10 prikazuje graf postotka agregacije trombocita u vremenu za dvije koncentracije rapamicina, 1 µg/mL i 25 µg/mL. Slika 10 pokazuje da rapamicin inducira agregaciju trombocita ovisno o dozi. Rapamicin u dozi od 1 µg/mL inducira agregaciju trombocita za približno 20% nakon 8 minuta. Rapamicin u dozi od 25 µg/mL inducira agregaciju trombocita za približno 70% nakon 8 minuta. Slika 11 prikazuje graf postotka agregacije trombocita u vremenu za isprane ljudske trombocite, stimulirane s 2 µM ADP uz dozu od 25 µg/mL rapamicina ili 25 µg/mL 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina. Slika 11 pokazuje da, dok rapamicin inducira gotovo 80% agregacije trombocita nakon 8 minuta, 42-O-(fruktozilkarbonil)rapamicin ne pokazuje mjerljiv učinak na agregaciju trombocita u istom vremenu. Primjer 12 Preživljenje transplantata heterotopnog alografta srca u štakora koji su oralno primali 42-O-(D-15 fruktozilkarbonil)rapamicin (2,5 i 10 mg/kg/dan), rapamicin (2,5 mg/kg/dan) ili nosač Heterotopni transplantati primijenjeni su na trbušnoj aorti i donjoj šupljoj veni genetski nepodobnog (alogenog) srca s Wistar Furth štakora na Lewis štakore. Kontrola (nosač i rapamicin u dozi od 2,5 mg/kg/dan) ili 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin u dozi od 2,5 i 10 mg/kg/dan primjenjivani su jednom dnevno oralnim putem primateljima transplantata (6 štakora po grupi), počevši 3 dana prije transplantacije i nastavljajući 30 dana nakon transplantacije. Ukoliko je disfunkcija transplantata opažena tijekom 30 dana nakon transplantacije, životinja je žrtvovana. Ukoliko je životinja preživjela dulje od 30 dana nakon transplantacije, testirani i kontrolni lijekovi su prekinuti i životinja je ostavljena da živi do disfunkcije transplantata ili do 100 dana nakon transplantacije. Prosječno preživljenje za svaku grupu životinja primatelja prikazano je u Tablici 5 i na slici 12. Kako je vidljivo iz Tablice 5, 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin produljio je preživljenje transplantata u dozama od 2,5 mg/kg/dan i 10 mg/kg/dan i 214 i 341% više u usporedbi s kontrolom (nosačem). To je slično produljenom preživljenju opaženom uz rapamicin u dozi od 2,5 mg/kg/dan. Slika 12 prikazuje kako je 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin produljio preživljenje transplantata u odnosu na nosač, kao što je djelovao i rapamicin u dozi od 2,5 mg/kg/dan. Ovi podaci pokazuju imunosupresivnu aktivnost 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicina u sprečavanu odbacivanja transplantata.
 20
 25
 30 Tablica 5. Prosječno preživljenje nakon heterotopne transplantacije srca u štakora (N = 6)
 Prosječno vrijeme preživljenja (dani nakon transplantacije) srednja vrijednost ± SEM Doza
 (mg/kg/dan) kontrola, nosač rapamicin 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin
 0 13 ± 2 2,5 39 ± 4 41 ± 4* 10 57 ± 4
 * N = 5 35
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 PATENTNI ZAHTJEVI 1. Ugljikohidratni derivat rapamicina strukture formule (I):
 5
 10
 15
 20
 25
 30
 35
 40
 45
 naznačen time da: R1 i R2 su neovisno jedan o drugome vodik ili X-Z, pri čemu je n = 0 ili 1; i pri čemu je svaki X veznik, a svaki Z je ugljikohidratna jedinica neovisno izabrana iz grupe koju čine monosaharid, oligosaharid i pseudošećer, pri čemu je Z pričvršćen na X preko hidroksilnog kisikovog atoma Z, uz uvjet da R1 i R2 nisu oba vodik; i gdje je X izabran iz grupe koju čine: (i) -R3C(O)-; (ii) -C(O)R3-; (iii) -R3S(O)2-; i (iv) -S(O)2R3-; pri čemu je R3 izabran iz grupe koju čine: a) -(CH2)p, gdje je p cijeli broj od 1 do 18; b) -(CH2)n-O-(CH2)m-, gdje su n i m svaki neovisno cijeli broj od 2 do 6; i c) veza.
 2. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 1, naznačen time da je R1 vodik, a R2 je -X-Z. 3. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 1, naznačen time da je X izabran iz grupe koju čine -C(O)- i -
 SO2-. 4. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 2, naznačen time da je X pojedinačna funkcionalna grupa. 5. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 2, naznačen time da je Z izabran iz grupe koju čine fruktoza,
 fucitol i aloza. 6. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 5, naznačen time da je Z D-fruktoza. 7. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 1, naznačen time da je Z derivat monosaharida ukojem je bar
 jedna hidroksilna grupa monosaharida zamijenjena vodikom, alkoksi-grupom, alkanoatom ili halogenom grupom. 8. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 1, naznačen time da je R1 -X-Z, a R2 je vodik. 9. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 8, naznačen time da je X izabran iz grupe koju čine -C(O)- i -
 SO2-. 10. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 8, naznačen time da je X pojedinačna funkcionalna grupa. 11. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 8, naznačen time da je Z izabran iz grupe koju čine fruktoza,
 fucitol i aloza. 12. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 11, naznačen time da je Z D-fruktoza. 13. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 8, naznačen time da je Z derivat monosaharida ukojem je bar
 jedna hidroksilna grupa monosaharida zamijenjena vodikom, alkoksi-grupom, alkanoatom ili halogenom grupom. 14. Ugljikohidratni derivat rapamicina, naznačen time da je izabran iz grupe koju čine:
 42-O-(metil-D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-2-(metil-D-glukozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(metil-D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(metil-D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(2-O-metil-D-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(2-O-metil-1-fruktozilkarbonil)rapamicin;
 23
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 42-O-[2-(2-O-metil-1-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(2-O-metil-D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(2-O-metil-1-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(2-O-metil-1-fruktozilkarbonil)rapamicin; 5
 10
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 42-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-alozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-alozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-alozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-alozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-fruktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-fruktozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-fruktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-fucitolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-fucitolilkarbonl)rapamicin; 42-O-[2-(L-fucitolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-fucitolilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-fucitolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-glukalilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-glukalilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-glukozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(L-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-glukozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-glukalilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-glukalilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-glukozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(L-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-sorbozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(L-sorbozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(L-sorbozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-[2-(D-sorbozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(L-sorbozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-laktalilkarbonl)rapamicin; 42-O-[2-(D-laktalilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-laktalilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-laktalilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-sukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-sukrozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-sukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-sukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-gentobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-gentobiozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-gentobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-gentobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(C1-Celobiozilkarbonil)rapamicin;
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 42-O-[2-(C1-Celobioziulkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(C1-Celobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(C1-Celobiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-turanozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2(D-turanozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 5
 10
 15
 20
 25
 30
 35
 40
 45
 50
 55
 60
 31-O-(D-turanozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-turanozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-palatinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-palatinozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-palatinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-palatinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-izomaltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-izomaltozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-izomaltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-izomaltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-maltulozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 42-O-(D-maltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-maltozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-maltulozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-maltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-maltozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-laktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-laktozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(metil-D-laktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(metil-D-laktozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-melibiozilkarbonil)rapamicin; 31-O-(D-melibiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-melibiozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-leukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-leukrozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-leukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-leukrozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-rafinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-rafinozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-rafinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-rafinozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(D-izomaltotriozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-izomaltozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(D-izomaltotriozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(D-izomaltotriozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(C1-Celotetraozilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(C1-Celotetraozilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(C1-Celotetraozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(C1-Celotetraozilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valiolilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-valiolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(valiolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valiolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valiolonilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-valiolonilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(valiolonilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valiolonilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valienolilkarbonil)rapamicin; 42-O-[2-(D-valienolilkarboniloksi)etil]rapamicin; 31-O-(valienolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valienolilkarbonil)rapamicin; 42-O-(valienoneilkarbonil)rapamicin; 31-O-(valienoneilkarbonil)rapamicin; 42-O-(2-hidroksietil)-31-O-(valienoneilkarbonil)rapamicin.
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 15. Farmaceutski pripravak, naznačen time da sadrži ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 1 ili njegovu farmaceutski prihvatljivu sol, te farmaceutski prihvatljiv nosač.
 16. Ugljikohidratni derivat rapamicina prema bilo kojem od zahtjeva 1 do 14, naznačen time da se koristi kao lijek. 17. Upotreba ugljikohidratnog derivata rapamicina prema zahtjevu 1, naznačena time da se koristi za proizvodnju
 lijeka za liječenje bolesti koju je inače moguće liječiti rapamicinom. 5
 10
 15
 18. Upotreba prema zahtjevu 17, naznačena time da je bolest izabrana iz grupe koju čine odbacivanje transplantata, bolest host vs. graft, bolest graft vs. host, leukemija, limfom, hiperproliferativne vaskularne bolesti, autoimune bolesti, upalne bolesti, solidni tumori i gljivične infekcije.
 19. Medicinsko sredstvo, naznačeno time da sadrži ugljikohidratni derivat rapamicina prema zahtjevu 1 ili njegovu farmaceutski prihvatljivu sol.
 20. Medicinsko sredstvo, naznačeno time da je navedeno medicinsko sredstvo prekriveno ugljikohidratnim derivatom rapamicina prema zahtjevu 1.
 21. Medicinsko sredstvo prema zahtjevu 20, naznačeno time da je navedeno medicinsko sredstvo izabrano iz grupe koju čine stentovi, transplantati i implantati.
 22. Medicinsko sredstvo prema zahtjevu 19, naznačeno time da je navedeno medicinsko sredstvo izabrano iz grupe koju čine stentovi, transplantati i implantati.
 23. Upotreba prema zahtjevu 17, naznačena time da se navedeni lijek primjenjuje istovremeno sa spojem izabranim iz grupe koju čine ciklosporin ili ciklosporinski derivat, steroid i imunomodulacijski spoj.
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 CRTEŽI
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