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Rapamysiinikarbamaatteja

Tamd keksintd koskee rapamysiinikarbamaatteja ja
menetelmdd niiden kaytté@miseksi siirrehyljinnén, isantéa/
siirresairauden, autoimmuunisairauksien, tulehdussairauk-
sien, kiinteiden kasvainten ja sienitartuntojen hoidossa.

Rapamysiini on makrosyklinen trieenivasta-aine,
jota tuottaa Streptomyces hygroscopicus ja jolla on todet-
tu olevan sienivastaista aktiivisuutta, erityisesti Can-
dida albicansia vastaan sek& in vitro ettd in wvivo (C.

Vezina et al., J.Antibiot., 28 (1975) 721; S.N. Sehgal et
l., J.Antibiot. 28 (1975) 727; H.A. Baker et al,, J.Anti-

biot. 31 (1978) 539; US-patenttijulkaisu 3 929 992; ja US-
patenttijulkaisu nro 3 993 749).

Rapamysiinilld yksind&n (US-patenttijulkaisu nro
4 885 171) tai yhdistettynd pisibaniiliin (US-patentti-
julkaisu nro 4 401 653) on osoitettu olevan kasvainvas-
taista aktiivisuutta. R. Martel et al. (Can.J,Physiol,
Pharmacol. 55 (1977) 48) julkistivat, ettd rapamysiini on
tehokas kokeellisessa allergisen aivojen tai selkaytimen
tulehduksen mallissa, mallissa multippeliskleroosille; te-
hosteniveltulehdusmallissa, nivelreumamallissa; ja inhiboi
tehokkaasti IgE-kaltaisten vasta-aineiden muodostumista.

Rapamysiinin immunosuppressiiviset vaikutukset on
julkistettu julkaisussa FASEB 3 (1989) 3411. Syklosporii-
ni~-A:n ja FK-506:n, muita makrosyklisia molekyylej&, on
samoin osoitettu olevan tehokkaita immunosuppressiivisina
aineina ja siksi kayttokelpoisia siirrehyljinn8n estami-
seksi (EFASEB 3 (1989) 3411; FASEB 3 (1989) 5256; ja R.Y.
Calne et al., Lancet 1978 1183).

Rapamysiinin mono- ja diasyloitujen johdannaisten
(esterdity asemissa 28 ja 43) on osoitettu olevan kaytto-
kelpoisia sienivastaisina aineina (US-patenttijulkaisu
4 316 885) ja niitd on k&ytetty vesiliukoisten esiladk-

keiden valmistamiseksi rapamysiinistd (US-patenttijulkaisu
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4 650 803). Vastikidn rapamysiinin numerointikdyt&ntod on
muutettu; tdmdn wvuoksi Chemical Abstracts -nimikkeistdn
mukaan edelld kuvatut esterit olisivat asemissa 31 ja 42.

Tamd keksint® antaa kayttddbn rapamysiinijohdannai-
sia, jotka ovat ké&ttékelpoisia immunosuppressiivisina,
tulehdusvastaisina, sienivastaisina ja kasvainvastaisina

aineina ja joiden rakenne on:

jossa R! ja R? ovat kumpikin toisistaan riippumatta
vety, -CONH(CR’R') -X tai -CONHSO,-Ar;

R® ja R*® ovat kumpikin toisistaan riippumatta vety,
1 - 6 hiiliatomin alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aralkyyli,
3 - 8 hiiliatomin sykloalkyyli, halogeeni tai trifluori-
metyyli;

X on vety, 1 - 6 hiiliatomin alempi alkyyli, 3 - 8
hiiliatomin sykloélkyyli, trifluorimetyyli, nitro, 1 - 6

hiiliatomin alkoksi, 2 - 7 hiiliatomin karboalkoksi, 7 -
10 hiiliatomin aralkyyli, halogeeni, 1 - 6 hiiliatomin
alkyyliryhm&a kohden dialkyyliamino, 1 - 6 hiiliatomin

tiocalkyyli tai Y;
Y on fenyyliryhm&, joka voi mahdollisesti olla mo-
no-, di- tai trisubstituoitu ryhm&lla, joka on 1 - 6 hii-

liatomin alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aralkyyli, 1 - 6
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hiiliatomin alkoksi, syaani, halogeeni, nitro, 2 - 7 hii-
liatomin karbalkoksi, trifluorimetyyli, 1 - 6 hiiliatomin
alkyyliryhmd& kohden dialkyyliamino tai 1 - 6 hiiliatomin
alkyylitio;

Ar on fenyyli, naftyyli, pyridyyli, kinolyyli, iso-
kinolyyli, Kinoksalyyli, tienyyli, tionaftyyli, furyyli,
bentsofuryyli, bentsodioksyyli, bentsoksatsolyyli, bent-
soisoksatsolyyli tai bentsodioksolyyli; jolloin Ar-ryhm#
voi mahdollisesti olla mono-, di- tai trisubstituoitu ryh-
ma&lla, joka on 1 - 6 hiiliatomim alkyyli, 7 - 10 hiiliato-
min aralkyyli, 1 - 6 hiiliatomin alkoksi, syaani, halogee-
ni, nitro, 2 - 7 hiiliatomin karbalkoksi, trifluorimetyy-

1li, amino, 1 - 6 hiiliatomin alkyyliryhm&& kohden dialkyy-

liamino, 1 - 6 hiiliatomin alkyylitio, -SO;H, -PO,H tai
-CO,H; ja
n=0-275;

edellyttden, ettd R' ja R® eivdt ole molemmat vetyja
ja ettd kunn = 0, X on 1 - 6 hiiliatomin alempi alkyyli,
3 - 8 hiiliatomin sykloalkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aral-
kyyli tai Y; '

mukaan lukien niiden farmaseuttisesti hyvdksyttava
suola, kun X on 1 - 6 hiiliatomin alkyyliryhmdd kohden di-

alkyyliamino, kun Ar-ryhmd sis&ltda emédksisen typen tai

kun Ar-ryhmd@ on substituoitu 1 - 6 hiiliatomin alkyyli-
ryhm&a kohden dialkyyliaminolla, -SO;H:1la, -PO,H:1lla tai
-CO,H:11la.

Farmaseuttisesti hyvaksyttdvia suoloja ovat suolat,
jotka on saatu sellaisista epdorgaanisista kationeista,
kuten natrium, kalium tai vastaavat; orgaanisista emdksis-
td kuten: 1 - 6 hiiliatomin alkyyliryhm&& kohden mono-,
di- ja trialkyyliamiinit ja 1 - 6 hiiliatomin alkyyliryh-
ma&ad kohden mono-, di- ja trihydroksialkyyliamiinit ja vas-
taavat; ja orgaanisista ja epadorgaanisista hapoista, Kku-
ten: etikka-, maito-, sitruuna-, viini-, meripihka-, ma-

leiini-, maloni-, glukoni-, kloorivety-, bromivety-, fos-
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fori-, typpi-, rikki-, metaanisulfonihappo ja vastaavat
tunnetut hyvaksyttdvdt hapot, saadut suolat.

Ndistd yhdisteista edullisia jadsenid ovat ne,
joissa R? on vety; ne, joissa R' on vety; ne, joissa n on
0 ja X on Y; ne, joissa R’ on vety, n on O ja X on Y; ne,
joissa n on O, X on Y ja Y on fenyyli, 4-fluorifenyyli,
2,4-difluorifenyyli, 4-nitrofenyyli tai 4-metyylifenyyli;
ja ne, joissa Ar on mahdollisesti mono-, di- tai trisubs-
tituoitu fenyyli. Kun Ar on substituoitu 7 -~ 10 hijiliato-
min aryylialkyylilla, edullisesti aryylialkyyliryhmén
aryyliosana on fenyyliryhma.

Tdmdn keksinntn mukaiset yhdisteet, jotka on kar-
bamyloitu asemassa 42 tali sekd asemassa 31 ettd 42, voi-
daan valmistaa saattamalla rapamysiini reagoimaan isosya-

naatin kanssa, jonka yleisrakenne on:
0=C=N-Q

jossa Q on -(CR’R*) -X tai -S0,-Ar, neutraaleissa olosuh-
teissa tai emd@ksen kuten pyridiinin ldsnd ollessa.

Tdaman keksinndén mukaiset 3l-karbamyloidut yhdisteet
voidaan valmistaa suojaamalla rapamysiinin 42-alkoholi
suojaryhmdlla, kuten tert-butyylidimetyylisilyyliryhm&l1la,
minkd& j&lkeen 3l-asema karbamyloidaan isosyanaatilla, jon-
ka rakenne on edelld esitetyn mukainen. Poistamalla suoja-
ryhm& saadaan 31l-karbamyloituja yhdisteitd. Kun kyseessad
on tert-butyylidimetyylisilyylisuojaryhmd, suojaryhmé& voi-
daan poistaa lievasti happamissa olosuhteissa.

Kun asema 31 on karbamyloitu ja asemasta 42 suoja-
ryhma poistettu, 42-asema voidaan saattaa reagoimaan muun
isosyanaatin kuin 31l-alkoholin kanssa reagoimaan saatetun
kanssa yhdisteiden saamiseksi, joissa on eri karbamaatit
asemissa 31 ja 42. Vaihtoehtoisesti 42-karbamyloidut yh-
disteet, jotka on valmistettu, kuten edelld kuvattiin,

voidaan saattaa reagoimaan toisen isosyanaatin kanssa yh-
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disteiden saamiseksi, joissa on erilaiset karbamaatit 31-
ja 42-asemissa.

Keksinndn mukaisten yhdisteiden valmistamiseksi
kdytettyjd isosyanaatteja on kaupallisesti saatavana tai
ne voidaan valmistaé kirjallisuudessa julkistetuilla me-
netelmilld. March (Advanced OQOrganic Chemistry 3 (1985)
391, 452, 479) kuvaa yleismenetelmdi aryylisulfonyyli-
isosyanaattien valmistamiseksi, jota voidaan kdyttdd sil-
loin, kun aryylisulfonyyli-isosyanaattia ei ole kaupalli-
sesti saatavana. Seuraava kaavio havainnollistaa yhtd
aryyliryhmdstd liikkeelle l&htevdd8 menetelm8d. Muita me-
netelmid aryylisulfonyyli-isosyanaattien valmistamiseksi

tunnetaan kirjallisuudessa.

H2SO4 tai

Ar-H ~  ArSO,0H
CISO,0H
PCls

ArSO,Cl KNCO _ _  ArSO,NCO

Immunosuppressiivista aktiivisuutta arvioitiin in
vitro tavanomaisella farmakologisella testimenettelylld
imusolujen lisdantymisen (LAF) mittaamiseksi ja kahdella
tavanomaisella farmakologisella testimenettelylld in vivo.
Ensimmdinen in yixg -menettely oli polvitaiveimusolmuke
(PLN) -testimenettely, jolla mitattiin t&m&n keksinndn mu-
kaisten yhdisteiden vaikutusta sekaimusolureaktioon, ja
toisessa in vivo -menettelyssa arvioitiin puserrusihosiir-
teen eloonjdé&ntiaikaa.

Komitogeeni-indusoidun kateenkorvaimusolun lis8&n-
tymisen menettely& (LAF) kdytettiin edustavien yhdisteiden

immunosuppressiivisten vaikutusten mittaamiseksi in vitro.
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Suppeasti, soluja normaalien BALB/c-hiirten kateenkorvasta
viljelld&dn 72 tunnin ajan PHA:lla ja IL-1:118 ja niita
sykaytetddn tritioidulla tymidiinilla viimeisten 6 tunnin
aikana. Soluja viljell&an ilman ja eri pitoisuuksilla ra-
pamysiinid, syklosporiini-A:ta tai testiyhdistetta. Solut
otetaan talteen ja siirtynyt radioaktiivisuus mda&ritetadan.
Imusolulisdédntymisen inhibitio m8&ritetd3n prosentuaalise-
na muutoksena tuikkeissa minuuttia kohden l&&kkeellad ei-
kdsiteltyihin verrokkeihin nadhden. Tulokset ilmaistaan

seuraavana suhteena tai IC,,-arvona.

3H-verrokkikateenkorvasolut - Ha-rapamysiinillé kidsitellyt kateenkorvasolut

3H-verrokkikateenkorvasolut - Ha-testiyhdisteellé kasitellyt solut

Sekaimusolureaktio (MLR) tapahtuu, kun imusolmuke-
soluja geneettisesti erilaisista eldimistd yhdistet&én
kudosviljelmdssda. Kumpikin stimuloi toista emosolutrans-
formaatioon, jonka seurauksena DNA-synteesi 1lisdéntyy,
mikd voidaan kvantifioida tritiocidun tymidiinin siirtymi-
sestd. Koska MLR:n stimulointi on pd&asiallisten kudosyh-
teensopivuusantigeenien erilaisuuden funktio, polvitaive-
imusolmuke (PLN) -testimenettely in yivo korreloi hyvin
isé&ntd/siirresairauteen. Suppeasti, sdateilytettyjd@ perna-
soluja BALB/c-luovuttajista ruiskutetaan vastaanottavien
C3H-hiirten oikean takakdpalén jalkatyynyyn. L&&ke anne-
taan pdivittdin p.o. pdivdastd 0 paivdan 4. Paivand 3 ja
pdivana 4 tritioitua tymidiini& annetaan i.p., b.i.d., Pai-
vdna 5 takaraajojen polvitaiveimusolmukkeet poistetaan ja
liuotetaan ja radioaktiivisuus lasketaan. Vastaava vasen
PLN toimii verrokkina ruiskeen vastaanottaneen takaraajan
PLN:1lle. Prosentuaalinen suppressio lasketaan kéayttéden
ladkkeella ei-kasiteltyjada elaimia saman lajin verrokkina.
Rapamysiinilla annoksena 6 mg/kg p.o. saatiin 86 %:n supp-

ressio, kun taas syklosporiini-A:lla samana annoksena saa-
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tiin 43 %:n suppressio. Tulokset ilmaistaan seuraavana suhteena:

3 . "
H-PLN-solut verrokki-C3H-hiirestd - 3H-PLN—solut rapamysiinilld kasitellystd C3H-hiirestd

3H-PLN-solut verrokki-C3H-hiiresta - 3H-PLN-s0lut testiyhdisteelld kasitellystd C3H-hiirestéa

Toisella in wyiyvo -testimenettelylld& on tarkoitus
maarittaa urospuolisista DBA/2-luovuttajista urospuolisiin
BALB/c-vastaanottajiin siirretyn puserrusihosiirteen
eloonjaddntiaika. Menetelm& on sovellutus Billinghamin,
R.E., ja Medawarin, P.B., J.Exp.Biol. 28 (1951) 385 - 402,
menetelmdstd. Suppeasti, puserrusihosiirre luovuttajasta
siirretdan vastaanottajan selkd&n samasta lajista perdisin
olevana kudossiirteend ja yksildn omasta elimistdsta saa-
tua kudossiirrettd samalla alueella kaytetdadn verrokkina.
Vastaanottajia kdsitelladn joko vaihtelevilla pitoisuuk-
silla syklosporiini-A:ta testiverrokkina tai testiyhdis-
teella vatsaontelon sisdisesti. Ei-kdsitellyt vastaanotta-
jat toimivat hylkimisverrokkina. Siirrettd tarkkaillaan
paivittdin ja havaintoja rekisterdidadn, kunnes siirre
kuivaa ja muodostaa mustuneen ruven. Tadma ajankohta katso-
taan hylkimisp&aivéksi. Keskim8araistd siirteen eloonjéan-
tiaikaa (p&ivien lukumddrd =+ standardipoikkeama, S.D.)
lagkkeellada késitellyss& ryhmassd verrataan verrokkiryh-
maan.

Seuraavaan taulukkoon on koottu yhteenvedoksi tu-
lokset taméan keksinntn mukaisilla edustavilla yhdisteilla

ndissa kolmessa tavanomaisessa testimenettelyssa.
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Taulukko 1

LAF PLN Ihosiirre
Yhdiste ICs, (nM) (suhde) (pdiviada = S.D.)
Esimerkki 1 8,6 0,71 8,5 1,6
Esimerkki 2 3,9 0,47 8,5 1,2
Esimerkki 3 > 1 000 + +
Esimerkki 4 57,9 0,90 +
Esimerkki 5 3 8 + +
Esimerkki 6 10,4 0,25 8,3 1,0
Esimerkki 7 + + +
Esimerkki 8 7,4 + 8,8 =+ 1,3
Esimerkki 9 8,7 0,72 8,0 = 1,
Esimerkki 10 > 1 000 + +
Esimerkki 11 > 1 000 + +
Esimerkki 12 > 1 000 + +
Esimerkki 14 > 1 000 + +
Esimerkki 15 > 1 000 + +
Esimerkki 16 0,91 (suhde) 0,84 (p.o.) 11,2 * 0,4

1,03 (i.p.)

Esimerkki 18 0,74 (suhde) 0,47 +
Esimerkki 19 0,10 (suhde) + +
Rapamysiini 3,2 - 9,4 1,00 12,0 = 1,7

+

Ei m&&ritetty

++

Prosentuaalinen inhibitio pitoisuudella 100 nM

Ndiden tavanomaisten farmakologisten testimenette-
lyjen tulokset osoittavat té@madn keksinndén mukaisten yh-
disteiden immunosuppressiivisen aktiivisuuden sek& in wit-
ro ettd in vivo. Positiiviset suhteet LAF- ja PLN-testime-
nettelyissd osoittavat T-solulisaddntymisen suppression.
Koska siirretyt puserrusihosiirteet tulevat tyypillisesti
hyljityiksi 6 - 7 paivan kuluessa ellei immunosuppressii-

vista ainetta ka@ytetd, ihosiirteen pidentynyt eloonjdanti-
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aika té&man keksinntn mukaisilla yhdisteilla kdsiteltyné
osoittaa edelleen yhdisteiden kayttokelpoisuuden immuno-
suppressiivisina aineina.

Taman keksinndén mukaisten yhdisteiden kyky est&da
hylkimist& tai hoitaa siirrettd osoitettiin tavanomaisessa
farmakologisessa testimenettelyssd, jossa kdytetdan hete-
rotrooppista toisesta saman lajin yksildstd saatua sydidn-
siirrettd ja joka jdljittelee ihmisiss& tapahtuvaa siirre-
hyljint&a. Seuraavassa kuvataan suppeasti kdytettyd menet-
telyd. Urospuoliset vastasyntyneet (ikd alle 5 p&iv&&) BN-
rottaluovuttajat uhrattiin inhimillisell& tavalla ja Kka-
teenkorva leikattiin irti sydamesta. Kaikki yhteydet rin-
taonteloon katkaistiin ja syddn poistettiin rintakehasta
ja sijoitettiin j&dahdytettyyn RPMI-kasvualustaan, jossa
kaikki kiinni olevat rasva ja sidekudoskalvot poistettiin.
Sydan leikattiin kahtia keskiviivaa pitkin k&rjestd aortan
juureen, jolloin saatiin kaksi suunnilleen samanlaista
puolikasta, joista kumpikin sis&lsi eteis- ja kammiockudos-
ta. Urospuoliset vastaanottaja-Lewis-rotat nukutettin fe-
nobarbitolilla (50 mg/ml; i.p.), vasen sisdkorva pyyhit-
tiin povidiinijodiin kastetulla tupolla ja 1 ml RPMI:ta&
ruiskutettiin ihonalaisesti rustolevyn yl&dpuoclelle, jol-
loin saatiin nesteell& taytetty pussi. Pussiin tehtiin
pistoviilto, johon insertoitiin yksi yksitt&inen puolikas-
sydé&npalanen. Tasku suljettiin yhdelld tipalla Vet-Seal-
tuotetta (3M Animal Care Products). Vastaanottajat jaet-
tiin ké8sittelyryhmiin, joissa oli 10 rottaa Kkussakin, ja
arvioitavia yhdisteitd annettiin annostuksena 225 ng/paiva
siirto-operaation j&lkeen, kunnes tapahtui siirteen toi-
minnan pettdminen. L&&kkeenanto tapahtui i.p. joko kdsin
ruiskuttamalla tai kadyttden Azlet-osmoosipumppua, joka
kiinnitettiin vastaanottavan rotan vatsakalvoon. Siirteita

tarkkailtiin sydé&nfunktioaktiivisuuden menetyksen suhteen
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padivand 7 siirron jadlkeen ja sen jdlkeen joka 2. p&aiva.
Siirteen eloonjadntiajaksi madritell&d&n aika siihen siir-
ron jdlkeiseen pdivdan, jona sydansiirre on menettényt
kaiken supistusaktiivisuuden visuaalisesti ja/tai sydén-
monitoria kdytt&en tarkasteltuna. YKksittaisist& hyljinta-
ajoista laskettiin keskiarvo keskimddraisen eloonjdanti-
ajan saamiseksi kullekin kdsitellylle ryhm&lle. Seuraavas-
sa taulukossa on esitetty tulokset, jotka saatiin t&mé&n
keksinndén mukaiselle edustavalle yhdisteelle. Verrokkiryh-
md edustaa rottia, jotka saivat saman lajin toisesta yksi-
losta perdisin olevan siirteen mutta eivat testiyhdistet-

td. Rapamysiini arvioitiin vertailun vuoksi.

Taulukko 2
Keskimiddrdinen eloon-
Kdsittelyryhmi jaantiaika (p&aivia)
Verrokki 11,5
Esimerkki 16 34,4
Rapamysiini 38

Kuten esitet@an taulukossa 2, kdsittely tdman kek-
sinndn mukaisella edustavalla yvhdisteelld pidensi merkit-
sevasti (p < 0,05) siirretyn toisesta saman lajin yksi-
1l6std perdisin olevan siirteen eloonjddntiaikaa. Ei-k&si-
telty toisesta saman lajin yksilosta perdisin oleva siirre
tuli hyljityksi 11,5 pé&ivdssd, kun taas kéasittely t&mén
keksinndn mukaisella edustavalla yhdisteelld esti hylkimi-
sen pdivadn 34,4. Sellaisenaan tamédn tavanomaisen farmako-
logisen testimenettelyn tulokset osoittavat, ettd taméan
keksinndn mukaiset yhdisteet ovat kayttdkelpoisia siirre-
hyljinn&dn estamiseksi tai hoitamiseksi.

Koska tamé&n keksinnon mukaiset yhdisteet ovat ra-

kenteellisesti samankaltaisia kuin rapamysiini ja niillé
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on rapamysiiniin n&hden samanlainen aktiivisuusprofiili,
tam&8n keksinndn mukaisilla vyhdisteilld katsotaan niin
ik&&n olevan kasvainvastaisia ja sienivastaisia aktiivi-
suuksia.

Naiden tavanomaisten farmakologisten testimenette-
lyjen tulosten nojalla namid yhdisteet ovat kayttokelpoisia
siirteiden, kuten sydan-, munuais-, maksa-, luuydin- ja
ihosiirteiden, hyljinndn hoitamiseksi; autoimmuunisairauk-
sissa, kuten lupus, nivelreuma, sokeritauti, vakava lihas-
heikkous ja multippeliskleroosi; sekd tulehdussairauksis-
sa, kuten ihon hilsetystauti, ihotulehdus, ihottuma, tali-
rauhasen lisad@ntynyt eritys, tulehduksellinen suolisairaus
ja silmé@n keskikalvon tulehdus; kiinteiden kasvainten hoi-
dossa; ja sienitartunnoissa.

Koska esimerkin 18 yhdiste valmistettiin sen 42-
silyloidun valituotteen (esimerkki 17) kautta, esimerkin
17 yhdiste on siten kayttokelpoinen tamén keksinndn mu-
kaisten yhdisteiden v&lituotteena.

Yhdisteifé voidaan antaa sellaisenaan tai farma-
seuttisen kantajan kanssa niitd tarvitsevalle nisdkk&ddlle.
Farmaseuttinen kantaja voi olla kiinte& tai nestemé&inen.

Kiinte8 kantaja wvoi kasitt&d yhden tai useamman
aineen, joka voli niin ik&&n toimia flavoriaineena, voite-
luaineena, liuottavana aineena, suspendoimisaineena, tay-
teaineena, liukastavana aineena, tabletointiapuaineena,
sideaineena tai tablettia hajottavana aineena; se voi my8s

olla kapselointimateriaali. Jauheissa kantaja on hienoja-

koinen kiinte& aine, joka on sekoitettu hienoksi jauhet-

tuun vaikuttavaan ainesosaan. Tableteissa vaikuttava ai-
nesosa on sekoitettu kantajaan, jolla on tarvittavat tab-
letointiominaisuudet, sopivissa suhteissa ja puristettu
haluttuun muotoon ja kokoon. Jauheet ja tabletit sis&lta-

vat edullisesti aina 99 % vaikuttavaa ainesosaa. Sopivia
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kiinteitd kantajia ovat esimerkiksi kalsiumfosfaatti, mag-
nesiumstearaatti, talkki, sokerit, laktoosi, dekstriini,
tarkkelys, gelatiini, selluloosa, metyyliselluloosa, nat-
riumkarboksimetyyliselluloosa, polyvinyylipyrrolidoni,
vahat, joiden sulamispiste on alhainen, sekd@ jioninvaihto-
hartsit.

Nestemdisia kantajia kdytetdan liuosten, suspen-
siciden, emulsiciden, siirappien, eliksiirien ja paineis-
tettujen koostumusten valmistamiseksi. Vaikuttava ainesosa
voidaan liuottaa tai liettdd farmaseuttisesti hyvaksytté-
vdan nestemdiseen kantajaan Kkuten veteen, orgaaniseen
liuvottimeen, ndiden molempien seokseen tai farmaseuttises-
ti hyvéksyttdviin 61jyihin tai rasvoihin. Nestem&@inen kan-
taja voi sis&dltdsd muita sopivia farmaseuttisia lis&ainei-
ta, kuten liuottavia aineita, emulgaattoreita, puskureita,
sdilytysaineita, makeutusaineita, flavoriaineita, suspen-
doimisaineita, paksuntimia, vadreja, viskositeettia s&&dtéd-
vid aineita, stabiloimisaineita tai osmoottista painetta
sd&televid aineita. Sopivia esimerkkejd nestemd@isistd kan-
tajista suun kautta tai ruocansulatuskanavan ulkopuolisesti
tapahtuvaan ladkkeenantoon ovat vesi (joka sis&lt8& osit-
tain edeltdvan kaltaisia lisdaineita, esim. selluloosajoh-
dannaisia, edullisesti kaytetdan natriumkarboksimetyyli-
selluloosaliuosta), alkoholit (mukaan lukien monohydriset
alkoholit ja polyhydriset alkoholit, esim. glykolit) ja
niiden johdannaiset, sekd 6ljyt (esim. fraktioitu kookos-
6ljy ja maapdhkin&dljy). Ruoansulatuskanavan ulkopuolises-
ti tapahtuvaan l&adkkeenantoon kantaja voi samoin olla &61-
jyesteri, kuten etyylioleaatti tai isopropyylimyristaatti.
Steriilit nestemdiset kantajat ovat k&yttokelpoisia ste-
riileissd nestemuotoisissa koostumuksissa ruoansulatus-
kanavan ulkopuolisesti tapahtuvaan ladkkeenantoon. Neste-

mdainen kantaja paineistettuihin koostumuksiin wvoi olla
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halogenoitu hiilivety tai muu farmaseuttisesti hyvaksytta-
va ponneaine.

Nestemdisid farmaseuttisia koostumuksia, jotka ovat
steriilej& liuoksia tai suspensioita, voidaan kayttéda esi-
merkiksi 1lihaksensisdisen&, vatsaontelon sis&isend tai
ihonlaisena ruiskeena. Steriilejd liuoksia voidaan niin
ik&8n antaa laskimonsisdisesti. Yhdiste voidaan my®s antaa
suun kautta joko nestemdisessd tai kiintedss& koostumus-
muodossa.

Edullisesti farmaseuttinen koostumus on yksikkdan-
nostusmuodossa, esim. tabletteina tai kapseleina. T&dllai-
sessa muodossa koostumus on jaettu yksikkdannoksiksi, jot-
ka sisaltavat tarkoituksenmukaiset maarat vaikuttavaa ai-
nesosaa; yksikkotannostusmuodot voivat olla pakattuja koos-
tumuksia, esimerkiksi pakattuja jauheita, pieni& pulloja,
ampulleja, esitdytettyj& ruiskuja tai sasetteja, jotka
sisdltévét nesteitd. Yksikkdannostusmuoto voi olla esimer-
kiksi kapseli tai tabletti sin&dnsd, tai se voi olla tar-
koituksenmukainén kappalemddrd mit& tahansa t&allaisia
koostumuksia pakatussa muodossa. Hoitavan 1la&karin on
harkintansa mukaan mddradttdva hoidossa kéytettavd@ annos-
tus.

Lisdksi tédmdn keksinnodn mukaisia yhdisteit&d@ voidaan
k8yttdad liuoksena, voiteena tai huuhteena koostamalla ne
farmaseuttisesti hyv&ksyttaviin kantoaineisiin, jotka si-
sdltavat 0,1 - 5 %, edullisesti 2 %, vaikuttavaa yhdistet-
ta, jota liuosta, voidetta tai huuhdetta voidaan sitten
kayttdad sienitartunnan saaneella alueella.

Seuraavat esimerkit havainnollistavat t&m&n kek-

sinndn mukaisten edustavien yhdisteiden valmistusta.
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Esimerkki 1

Rapamysiinin 42-esteri (4-fluorifenyyli)karbamii-

nihapon kanssa

Liuockseen, jossa oli 70 mg rapamysiinid8 1 ml:ssa
pyridiinia, 1lis&dttiin 0 °C:ssa vedetttmissd olosuhteissa
50 mg parafluorifenyyli-isosyanaattia 1,5 ml:ssa pyridii-
nida. Seosta sekoitettiin O °C:ssa 5 tunnin ajan, mink&d
jédlkeen reaktioseosta laimennettiin lis&am&lld 20 ml 2 N
HCl:88 0 °C:ssa ja sitd@ uutettiin etyyliasetaatilla. Etyy-
liasetaattiuute pestiin suolaliuocksella, kuivattiin magne-
siumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin. J&d&nndkselld
suoritettiin kromatografia-ajo silikageeliss&. Eluoimalla
30-%:isella etyyliasetaattiliuoksella bentseenissa saatiin
15 mg otsikkoyhdistettd valkeana kiinte&nd& aineena; sp.
99 - 103 °C.
IR = KBr maks. 3440 (OH), 1740 (C=0), 1625 (amidi-C=0),
1460, 1855, 1200, 1070, 990 cm™. 'H-NMR (CDCl,, 400 MHz),
& 7,38 (t, 2H, aromaattisia protoneja, orto-asemassa fluo-
riin n&hden), 7,00 (t, 2H, aromaattisia protoneja meta-
asemassa fluoriin nédhden), 3,39 (s, 3H, CH,0), 3,33 (s, 3H,
CH,0); 3,14 (s, 3H, CH;0). MS (neg. ioni FAB) 1050 (M7),
590, 458, 167.

Esimerkki 2

Rapamysiinin 42-esteri fenyylikarbamiinihapon

kanssa

Liuokseen, jossa oli 100 mg rapamysiinid 0,8 ml:ssa
pyridiiniad, 1lisattiin 0 °C:ssa vedettdmissd olosuhteissa
60 mg fenyyli-isosyanaattia 0,5 ml:ssa pyridiiniid. Seosta
sekoitettiin 0 °C:ssa vedettotmissid olosuhteissa 5 tunnin
ajan, mink& j&lkeen reaktioseosta laimennettiin lis&am&lla
20 ml 2 N HCl:8a& O °C:ssa ja sitd uutettiin etyyliasetaa-
tilla. Etyyliasetaattiuute pestiin suolaliuoksella, Kkui-

vattiin magnesiumsulfaatilla ja haihdutettiin Kkuiviin.
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Jaannoksella suoritettiin kromatografia-ajo silikageelis-
sd. Eluoimalla 25-%:isella etyyliasetaattiliuoksella bent-
seenisséd saatiin 65 mg otsikkoyhdistettd valkeana kiinte&-
nd aineena; sp. 106 - 109 °C.
IR = KBr maks. 3400 (OH), 1725 (C=0), 1645 (amidi-C=0),
1600 (aromaattinen), 1540, 1440, 1315, 1080, 990 ja 750
(aromaattinen). 'H-NMR (CDCl,, 400 MHz), & 7,40 (t, 2H,
aromaattinen, orto-asemassa NH:hon n&hden), 7,32 (t, 2H,
aromaattinen, 3,34 (s, 3H, CH;0), 3,14 (s, 3H, CH,0). MS
(neg. ioni FAB) 1032 (M), 590, 321, 167.

Esimerkki 3

Rapamysiinin 31,42-diesteri [4-(trifluorimetyyli)-

fenyylilkarbamiinihapon kanssa

Liuos, jossa o0li 0,45 g 4-(trifluorimetyyli)fenyy-
li-isosyanaattia 5 ml:ssa kuivaa pyridiinia, lis&ttiin
liuokseen, jossa oli 1,00 g rapamysiini& 10 ml:ssa kuivaa
pyridiinia, 0 °C:ssa ja saatua liuosta sekoitettiin 0 -
5 °C:ssa 3,5 tunnin ajan. Kylm&& 2 N HCl:d8& (75 ml) lis&at-
tiin ja tuote uutettiin etyyliasetaattiin, minka jdlkeen
saatu uute pestiin suolaliuoksella, kuivattiin magnesium-
sulfaatilla ja haihdutettiin kuiviin. J&aanndkselld suo-
ritettiin kromatografia-ajo silikageelissd. Eluoimalla
10-%:isella etyyliasetaattiliuoksella metyleenikloridissa
saatiin 0,63 g 31,42-diesterid valkeana kiintedna aineena;
sp. 147 - 195 °C.
IR (KBr): 3400 (OH), 1730 (C=0), 1615, 1530, 1320, 1210,
1110, 1060 ja 840 cm™. 'H-NMR (CDCl,, 400 MHz): 7,46 - 7,57
(kompleksi, B8H, aromaattinen), 3,38 (s, 3H, OCH,;), 3,36 (s,
3H, OCH;), 3,16 (s, 3H, OCH,;), MS (neg. ioni FAB): 1287
(M), 1081, 894, 590, 321.

Seuraavat edustavat yhdisteet voidaan valmistaa

rapamysiinistd ja tarkoituksenmukaisesta isosyanaatista
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kayttamdllad otsikkoyhdisteen valmistamiseksi esimerkisséd 3
kaytettyd menetelmaa.
Rapamysiini-31,42-diesteri(fenyylimetyyli)karbamiinihapon
kanssa
Rapamysiini-31, 42-diesteri sykloheksyylikarbamiinihapon
kanssa
Rapamysiini-31,42-diesteri metyylikarbamiinihapon kanssa
Rapamysiini-31,42-diesteri 2-propyylikarbamiinihapon kans-
sa
Rapamysiini-31,42-diesteritrifluorimetyylikarbamiinihapon
kanssa
Rapamysiini-31,42-diesteri 2-nitroetyylikarbamiinihapon
kanssa
Rapamysiini-31,42-diesteri[4-(N,N-dimetyyli )butyylilkarb-
amiinih.apon kanssa
Rapamysiini-31,42-diesteri [2-(karbometoksi)etyylilkarb-
amiinihapon kanssa
Rapamysiini~31,42-diesteri [4-(metyylitio)butyylilkarb-
amiinihapon kanssa
Rapamysiini-31,42-diesteri[3-etyyli~4-(4-nitrofenyyli )bu-
tyylikarbamiinihapon kanssa

Esimerkki 4

Rapamysiinin 42-esteri [4-(trifluorimetyyli)fenyy-

liJkarbamiinihapon kanssa

Eluoimalla edelleen esimerkissd 3 kuvattua jdannds-
td 30-%:isella etyyliasetaattiliuoksella metyleeniklori-
dissa saatiin 0,20 g 42-monocesterid valkeana Kiinte&na
aineena; sp. 144 - 172 °C.
IR (KBr): 3450 (OH), 1730 (C=0), 1650, 1615, 1535, 1445,
1315, 1210, 1110, 1050, 980 ja 835 cm™. ’H-NMR (CDCl,,
400 MHz): & 7,55 (d, 2H, aromaattinen), 7,50 (d, 2H, aro-
maattinen), 3,39 (s, 3H, OCH,), 3,34 (s, 3H, OCH,;), 3,614
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(s, 3H, OCH,;). MS (neg. ioni FAB): 1100 (M), 590, 321,
160.

Seuraavat edustavat vyhdisteet voidaan wvalmistaa
rapamysiinistd ja tarkoituksenmukaisesta isosyanaatista
kayttam&lla otsikkoyhdisteen valmistamiseksi esimerkissa 4
kdytettyd menetelmas.

Rapamysiini-42-esteri (fenyylimetyyli)karbamiinihapon
kanssa

Rapamysiini-42-esteri sykloheksyylikarbamiinihapon kanssa
Rapamysiini-42-esteri metyylikarbamiinihapon kanssa
Rapamysiini-42-esteri 2-propyylikarbamiinihapon kanssa
Rapamysiini-42-esteri trifluorimetyylikarbamiinihapon
kanssa

Rapamysiini-42-esteri 2-nitroetyylikarbamiinihapon kanssa
Rapamysiini-42Z2-esteri [4-(N,N-dimetyyli)butyyli]karbamii-
nihapon kanssa

Rapamysiini-42-esteri [2-(karbometoksi)etyylilkarbamiini-
hapon kanssa _
Rapamysiini-42-esteri[4-(metyylitio)butyylilkarbamiiniha-~
pon kanssa
Rapamysiini-42-esteri[3-etyyli-4-(4-nitrofenyyli)butyyli-
karbamiinihapon kanssa

Esimerkki 5

Rapamysiinin 31,42-diesteri (4-nitrofenyyli)karba-

miinihapon kanssa

Liuos, jossa o0li 0,38 g 4-nitrofenyyli-isosyanaat-
tia 4 ml:ssa pyridiinid&, lis&ttiin liuokseen, jossa oli
1,16 g rapamysiinid 11 ml:ssa pyridiini&, O °C:ssa ja se-
koitettiin O °C:ssa 15 minuutin ajan, mink& jalkeen seos
lammitettiin 20 °C:seen 15 minuutissa ja sekoitettiin
20 °C:ssa 1,5 tunnin ajan. Lis&ttiin kylm&& 2 N HCl:&&
(75 ml), tuotteet uutettiin etyyliasetaattiin, pestiin

suolaliuoksella, Kkuivattiin magnesiumsulfaatilla ja haih-
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dutettiin kuiviin. J&&nndkselld suoritettiin kromatogra-
fia-ajo silikageeliss&; eluoimalla 10-%:isella etyyliase-
taattiliuoksella metyleenikloridissa saatiin 160 mg dies-
terid keltaisena kiinte&nd aineena; sp. 164 - 171 °C.

IR (KBr): 3380 (OH), 2910, 1725 (C=0), 1635, 1590, 1500,
1320, 1200 ja 850 cm™. 'H-NMR (CDCl,, 400 MHz): & 8,20 (4,
4H
2H, aromaattisia), 3,38 (s, 3H, OCH;), 3,37 (s, 3H, OCH,),
3,16 (s, 3H, OCH,;). MS (neg. ioni FAB): 1241 (M), 1058,
590.

, aromaattisia), 7,57 (d, 2H, aromaattisia), 7,53 (4,

Esimerkki 6

Rapamysiinin 42-esteri (4-nitrofenyyli)karbamiini-

hapon kanssa

Eluoimalla edelleen esimerkissa 5 kuvattua j&an-
nostd 30-%:isella etyyliasetaattiliuoksella metyleeniklo-
ridissa saatiin 380 mg 42-monoesterid keltaisena kiinteé&na
aineena; sp. 137 - 144 °C.
IR (KBr): 3420 (OH), 2910, 1725 (C=0), 1500, 1320, 1205 ja
840 cm™'. NMR (CDCl,, 400 MHz): & 8,20 (d, 2H, aromaatti-
nen), 7,56 (4, 2H, aromaattinen), 3,39 (s, 3H, OCH,), 3,34
(s, 3H, OCH,), 3,14 (s, 3H, OCH;). MS (neg. ioni FAB): 1077
(M™), 590, 321.

Esimerkki 7

Rapamysiinin 31,42-diesteri (4-metyylifenyyli)karb-

amiinihapon kanssa

Liuos, jossa o0li 1,04 g 4-metyylifenyyli-isosya-
naattia 3 ml:ssa pyridiinid, 1lis&ttiin liuokseen, jossa
oli 2,20 g rapamysiini&8 8 ml:ssa pyridiinid, O °C:ssa ja
sekoitettiin O °C:ssa 3,5 tunnin ajan. Lisdttiin kylmaa
2 N HCl:&8& (180 ml), tuotteet uutettiin etyyliasetaattiin,
pestiin suolaliuoksella, kuivattiin magnesiumsulfaatilla
ja haihdutettiin kuiviin. J&&nndkselld suoritettiin kro-

matografia-ajo silikageelissé&; eluoimalla 10-%:isella
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etyyliasetaattiliuoksella metyleenikloridissa saatiin
300 mg 31,42-diesterid keltaisena kiinte&nd aineena; sp.
129 - 145 °C.
IR (KBr): 3400 (OH), 2920, 1725 (C=0), 1645, 1520, 1450,
1215, 1200 ja 812 cm™*. NMR (CDCl,, 400 MHz): & 7,27 (komp-
leksi, 4H, aromaattinen), 7,10 (kompleksi, 4H, aromaatti-
nen), 3,38 (s, 3H, OCH;), 3,35 (s, 3H, OCH;), 3,16 (s, 3H,
OCH,;), 2,30 (s, 3H, ArCH;), 2,28 (s, 3H, ArCH;). MS (neg.
ioni FAB): 1179 (M), 1027.

Esimerkki 8

Rapamysiinin 42-esteri (4-metyylifenyyli)karbamii-

nihapon kanssa

Eluoimalla edelleen esimerkissa 7 Kkuvattua j&an-
nostd 30-%:isella etyyliasetaattiliuoksella metyleeniklo-
ridissa saatiin 200 mg 42-monoesterid keltaisena kiinte&na
aineena; sp. 123 ~ 135 °C.
IR (KBr): 3420 (OH), 2930, 1720 (C=0), 1640, 1520, 1440,
1220, 1203 ja 1055 cm'. NMR (CDCl,, 400 MHz): & 7,27 (4,
2H, aromaattinen), 7,10 (4, 2H, aromaattinen), 3,40 (s,
3H, OCH;), 3,34 (s, 3H, OCH;), 3,14 (s, 3H, OCH;), 2,30 (s,
3H, ArCH;). MS (neg. ioni FAB): 1046 (M"), 590, 321.

Esimerkki 9

Rapamysiinin 42-esteri (2,4-difluorifenyyli)karba-

miinihapon kanssa

Liuosta, jossa o0li 0,24 g rapamysiinid ja 0,10 g
2,4-difluorifenyyli-isosyanaattia 6 ml:ssa pyridiinis,
sekoitettiin 45 minuutin ajan O °C:ssa. Kylm&& 2 N HCl:848
(50 ml) lisdttiin, tuote uutettiin etyyliasetaattiin, pes-
tiin suolaliuoksella, kuivattiin magnesiumsulfaatilla ja
haihdutettiin kuiviin. Suorittamalla Kkromatografia-ajo
silikageelissd kayttden eluenttina 25-%:ista etyyliase-
taattiliuosta metyleenikloridissa saatiin 69 mg 42-esteria

valkeana kiinte&na aineena; sp. 109 - 114 °C.
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IR (KBr): 3420 (OH), 2910, 1720 (C=0), 1635, 1520, 1215,
1085 ja 975 cm™*. NMR (CDCl,, 400 MHz): & 6,84 (kompleksi,
2H, aromaattinen), 6,69 (kompleksi, 1lH, aromaattinen),
3,39 (s, 3H, OCH;), 3,33 (s, 3H, OCH,;), 3,14 (s, 3H, OCH,;).
MS (neg. ioni FAB): 1068 (M), 590, 321.

Esimerkki 10

Rapamysiinin 31,42-diesteri (2,4-difluorifenyyli)-

karbamiinihapon kanssa

Liuvosta, jossa oli 0,20 g rapamysiinia ja 0,14 g
2,4-difluorifenyyli-isosyanaattia 10 ml:ssa pyridiinii,
sekoitettiin 5 tunnin ajan 20 °C:ssa. Kylmaa 2 N HCl:&a
(50 ml) 1lis&attiin, tuote uutettiin etyyliasetaattiin,
pestiin suolaliuoksella ja kuivattiin magnesiumsulfaatil-
la. Liuotin haihdutettiin eroon ja j&annokselld suoritet-
tiin kromatografia-ajo silikageelissd k&yttden eluenttina
10-%:ista etyyliasetaattiliuosta metyleenikloridissa, jol-
loin saatiin 0,20 g otsikkoyhdistett& vaaleankeltaisena
kiintednd aineena; sp. 115 - 123 °C.
IR (KBr): 3420 (OH), 2910, 1725 (C=0), 1638, 1523, 1212,
1090 ja 835 cm™. NMR (CDC1l,, 400 MHz): & 6,85 (kompleksi,
4H, aromaattinen), 6,70 (kompleksi, 2H, aromaattinen),
3,39 (s, 3H, OCH;), 3,36 (s, 3H, OCH,;), 3,15 (s, 3H, OCH;).
MS (neg. ioni FAB): 1223 (M7), 1049, 590, 321.

Esimerkki 11

Rapamysiinin 31,42-diesteri fenyylikarbamiinihapon

kanssa

Liuosta, jossa oli 0,50 g rapamysiini& ja 0,19 g
fenyyli-isosyanaattia 10 ml:ssa pyridiinid, sekoitettiin
16 tunnin ajan 20 °C:ssa. Kylm&a 2 N HCl:8& (100 ml) lis&t-
tiin ja tuote uutettiin etyyliasetaattiin, pestiin suola-
liuoksella ja kuivattiin magnesiumsulfaatilla. Liuotin
haihdutettiin eroon ja j&&nnokselld suoritettiin kromato-

grafia-ajo silikageelissd@ k&yttaen eluenttina 10-%:ista
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etyyliasetaattiliuosta metyleenikloridissa, jolloin saa-
tiin 0,32 g otsikkoyhdistettd valkeana kiinteani aineena;
sp. 139 - 148 °C.
IR (KBr): 3330 (OH), 2920, 1720 (C=0), 1670, 1590, 1520,
1430, 1205, 745 ja 685 cm™'. NMR (CDCl,, 400 MHz): & 7,27 -
7,40 (kompleksi, 8H, aromaattinen), 7,06 (kompleksi, 2H,
aromaattinen), 3,39 (s, 3H, OCH,), 3,37 (s, 3H, OCH;), 3,16
(s, 3H, OCH;). MS (neg. ioni FAB): 1151 (M"), 1013, 590,
321.

Esimerkki 12

Rapamysiinin 31,42-diesteri (4-fluorifenyyli)karba-

miinihapon kanssa

Liuosta, jossa oli 1,54 g rapamysiinia ja 0,68 g
4-fluorifenyyli-isosyanaattia 10 ml:ssa pyridiinid, sekoi-
tettiin O °C:ssa 4,5 tunnin ajan. Kylm&& 2 N HCl:&& (100
ml) lis&ttiin, tuote uutettiin etyyliasetaattiin, pestiin
suolaliuoksella, kuivattiin magnesiumsulfaatilla, haihdu-
tettiin kuiviin ja j&&nnokselld suoritettiin kromatogra-
fia-ajo silikagéelissé kayttden eluenttina 10-%:ista etyy-
liasetaattiliuosta metyleenikloridissa, jolloin saatiin
0,65 g lopputuotetta valkeana kiintedna aineena; sp. 129 -
140 °C.
IR (KBr): 3430 (OH), 2920, 1725 (C=0), 1640, 1505, 1200 ja
825 cm™'. NMR (CDCl,, 400 MHz): & 7,33 (kompleksi, 4H, aro-
maattinen), 6,99 (t, 4H, aromaattinen), 3,38 (s, 3H, OCH,),
3,35 (s, 3H, OCH,), 3,16 (s, 3H, OCH,). MS (neg. ioni FAB):
1187 (M), 1031, 590, 321.

Esimerkki 13

Rapamysiinin42-tert-butyylidimetyylisilyylieetteri

Rapamysiinid (0,914 g) lisad8ttiin liuokseen, jossa
oli 0,204 g imidatsolia ja 0,165 g tert-butyylidimetyy-
lisilyylikloridia 4 ml:ssa dimetyyliformamidia, O °C:ssa

ja seosta sekoitettiin typpisuojakaasussa 16 tunnin ajan
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20 °C:ssa. Suolaliuosta (100 ml) lis&ttiin, tuote uutettiin
eetteriin, pestiin suolaliuoksella, kuivattiin MgSO,:11& ja
haihdutettiin kuiviin. Suorittamalla jd&nndkselld kromato-
grafia-ajo silikageelissd saatiin 0,65 g otsikkoyhdistettd
valkeana kiinte&nd aineena.
IR (KBr): 3430 (OH), 2920, 1715 (C=0), 1645, 1105, 985,
870, 842 ja 775 cm™. NMR (CDCl,, 400 MHz): & 3,41 (s, 3H,
OCH;), 3,34 (s, 3H, OCH,), 3,14 (s, 3H, OCH;), 0,886 (s, 9H,
t-Bu), 0,074 (s, 3H, SiCH,), 0,059 (s, 3H, SiCH,;). MS (neg.
ioni FAB): 1027 (M), 590, 435.

Esimerkki 14

Rapamysiinin 42-tert-butyylidimetyylisilyylieette-

ri-3l-esteri (2,4-difluorifenyyli)karbamiinihapon

kanssa

Liuosta, jossa o0li 0,38 g rapamysiini-42-tert-bu-
tyylidimetyylisilyylieetterid ja (2,4-difluorifenyyli)iso-
syanaattia 6 ml:ssa pyridiinid, sekoitettiin 16 <tunnin
ajan 20 °C:ssa. Kylm&& 2 N HCl:8& (75 ml) lisdttiin, tuote
uutettiin etyyliasetaattiin, pestiin suolaliuoksella, kui-
vattiin magnesiumsulfaatilla, haihdutettiin kuiviin ja
jaannbkselld suoritettiin kromatografia-ajo silikageelisséa
kdyttden eluenttina 2-%:ista etyyliasetaattiliuosta mety-
leenikloridissa, jolloin saatiin 150 mg otsikkoyhdistetta
valkeana kiinte&n&d aineena; sp. 112 - 122 °C.
IR (KBr): 3440 (OH), 2910, 1745 (C=0), 1640, 1520, 1090,
840 ja 765 cm™. NMR (CDCl,, 400 MHz): & 6,84 (kompleksi,
3H, aromaattinen), 3,41 (s, 3H, OCH,;), 3,36 (s, 3H, OCH,),
3,15 (s, 3H, OCH;), 0,88 (pH, t-butyyli), 0,075 (3H,
SiCH;), 0,061 (3H, SiCH;). MS (neg. ioni FAB): 1182 (M7),
1027, 1008, 590, 435.

Seuraavat edustavat yhdisteet voidaan valmistaa

rapamysiinistd ja tarkoituksenmukaisesta isosyanaatista
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kdyttamdlld otsikkoyhdisteen valmistamiseksi esimerkisséa
14 kaytetty& menetelmas.
Rapamysiini-42-tert-butyylidimetyylisilyylieetteri-3l-es-
teri (fenyylimetyyli)karbamiinihapon kanssa
Rapamysiini-42-tert-butyylidimetyylisilyylieetteri-3l-es-
teri heksyylikarbamiinihapon kanssa
Rapamysiini-42-tert-butyylidimetyylisilyylieetteri-3l-es-
teri difluorimetyylikarbamiinihapon kanssa
Rapamysiini-42-tert-butyylidimetyylisilyylieetteri-3l-es-
teri [4-(N,N-dimetyyli)butyylilkarbamiinihapon kanssa
Rapamysiini-42-tert-butyylidimetyylisilyylieetteri-3l-es-
teri [4-(karbometoksi)butyylilkarbamiinihapon kanssa '
Rapamysiini-42-tert-butyylidimetyylisilyylieetteri-3l-es-~
teri [2-(fenyylimetyyli)butyyli]lkarbamiinihapon kanssa

Esimerkki 15

Rapamysiinin 3l-esteri (2,4-difluorifenyyli)karba-

miinihapon kanssa

Rapamysiinin 42-tert-butyylidimetyylisilyylieette-
ri-3l-esterid (2,4-difluorifenyyli)karbamiinihapon kanssa
(0,60 g) sekoitettiin 16 tunnin ajan 20 °C:ssa liuoksessa,
jossa o0li 4 ml tetrahydrofuraania, 4 ml vettd ja 12 ml
etikkahappoa. Seosta laimennettiin lis&dam&lld 100 ml vet-
t&, mink& jdlkeen tuote uutettiin metyleenikloridiin, pes-
tiin suolaliuoksella, kuivattiin MgSO,:11& ja haihdutettiin
0ljyksi, jolla suoritettiin kromatografia-ajo silikagee-
lissé& kayttden eluenttina 30-%:ista etyyliasetaattiliuosta
metyleenikloridissa, jolloin saatiin 220 mg otsikkoyhdis-
tettd valkeana kiinte&dn& aineena; sp. 103 - 117 °C.
IR (KBr): 3440, 2920, 1735 (C=0), 1640, 1525, 1090 ja 840
cm™. NMR (CDCl,, 400 MHz): & 6,85 (kompleksi, 3H, aromaat-
tinen), 3,40 (s, 3H, OCH,), 3,36 (s, 3H, OCH;), 3,15 (s,
3H, OCH,;). MS (neg. ioni FAB): 1068 (M™), 894, 590, 128.
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Seuraavat edustavat yhdisteet voidaan valmistaa
rapamysiinistd& ja tarkoituksenmukaisesta isosyanaatista
kayttamadll& otsikkoyhdisteen valmistamiseksi esimerkissé
15 kaytettya menetelméa.

Rapamysiini-3l-esteri (fenyylimetyyli )karbamiinihapon
kanssa

Rapamysiini-3l-esteri heksyylikarbamiinihapon kanssa
Rapamysiini-3l-esteri difluorimetyylikarbamiinihapon kans-
sa

Rapamysiini-3il-esteri [4-(N,N-dimetyyli)butyylilkarbamii-
nihapon kanssa
Rapamysiini-3l-esteri[4-(karbometoksi)butyyli]lkarbamiini-
hapon kanssa
Rapamysiini-3l-esteril[2-(fenyylimetyyli)butyylilkarbamii-
nihapon Kanssa

Esimerkki 16

Rapamysiinin 42-esteri fenyylisulfonyylikarbamii-

nihapon kanssa

Liuokseen, jossa oli 192 mg rapamysiinid& 1 ml:ssa
tolueenia, 1lis&ttiin O °C:ssa typpisuojakaasussa 37 mg
bentseenisulfonyyli-isosyanaattia 1 ml:ssa tolueenia.
Reaktioseosta sekoitettiin O °C:ssa typpisuojakaasussa 1
tunnin ajan, mink& j&lkeen sitd laimennettiin lisd&malla
100 ml etyyliasetaattia ja se pestiin suolaliuoksella (3 x
20 ml). Etyyliasetaattiliuos kuivattiin magnesiumsulfaa-
tilla ja haihdutettiin kuiviin. Jd&dnndkselld suoritettiin
kromatografia-ajo silikageelissd. Eluoimalla etyyliase-
taatti/heksaanilla (1:1) saatiin 36 mg otsikkoyhdistetta
valkeana vaahtona.

IR (KBr) 3440 (OH), 2910, 1735 & 1710 (C=0), 1635 (aro-
maattinen), 1440, 1160, 1080 ja 980 cm™. NMR (CDCl,, 400
MHz): & 8,04 (m, 2H, aromaattinen), 7,65 (m, 1H, aromaat-
tinen), 7,56 (m, 2H, aromaattinen), 3,41 (s, 3H, OCH,),
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3,34 (s, 3H, OCH;), 3,13 (s, 3H, OCH,). MS (neg. ioni FAB):
1095 (M), 590, 321.

Esimerkki 17

Rapamysiini-42-tert-butyylidimetyylisilyylieetteri-

3l-esteri fenyylisulfonyylikarbamiinihapon kanssa

Rapamysiinia (0,914 g) lis&dttiin liuokseen, jossa
oli 0,204 g imidatsolia ja 0,165 g tert-butyylidimetyy-
lisilyylikloridia 4 ml:ssa dimetyyliformamidia, O °C:ssa
ja seosta sekoitettiin typpisuojakaasussa 16 tunnin ajan
20 °C:ssa. Suolaliuvosta (100 ml) lis&ttiin, tuote uutettiin
eetteriin, pestiin suolaliuoksella, kuivattiin MgSQO,:1148 ja
haihdutettiin kuiviin. Suorittamalla ja&nndkselld kromato-
grafia-ajo silikageelissa saatiin 0,65 g rapamysiini-42-
tert-butyylidimetyylisilyylieetteri& valkeana Kkiinte&na
aineena.

Liuokseen, jossa oli 308 mg rapamysiini-42-tert-

butyylidimetyylisilyylieetterid 1 ml:ssa tolueenia, 1i-
sattiin O °C:ssa typpisuojakaasussa 109 mg bentseenisul-
fonyyli-isosyanaattia 1 ml:ssa tolueenia. Reaktioseosta
sekoitettiin 0 °C:ssa typpisuojakaasussa 3 tunnin ajan,
minka jédlkeen sitd laimennettiin lis&amdlld 100 ml etyy-
liasetaattia ja se pestiin suolaliuocksella (2 x 20 ml).
Etyyliasetaattiliuos kuivattiin magnesiumsulfaatilla ja
haihdutettiin kuiviin. J&&nnodkselld suoritettiin kromato-
grafia-ajo silikageelissd. Eluoimalla etyyliasetaatti/
heksaanilla (1l:1) saatiin 310 mg otsikkoyhdistettd val-
keana vaahtona.
IR (KBr): 3400 ja 3240 (OH), 2915, 1740 ja 1710 (C=0),
1640, 1440, 1160, 1080 cm™. NMR (CDCl,, 400 MHz): & 8,00
(m, 2H, aromaattinen), 7,55 (m, 3H, aromaattinen), 3,45
(s, 3H, OCH,), 3,27 (s, 3H, OCH,), 3,13 (s, 3H, OCH,). MS
(neg. ioni FAB): 1209 (M"), 590, 156.
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Esimerkki 18

Rapamysiinin 31l-esteri fenyylisulfonyylikarbamiini-

hapon kanssa

Liuokseen, jossa o0li 250 mg rapamysiinin 42-tert-
butyylidimetyylisilyylieetteri-3l-esteridfenyylisulfonyy-
likarbamiinihapon kanssa 2 ml:ssa tetrahydrofuraania, 1li-
sattiin 2 ml vettd ja 6 ml etikkahappoa. Seosta sekoitet-
tiin huoneenl&mpdtilassa typpisuojakaasussa 20 tunnin
ajan, minkd@ j&lkeen sitd laimennettiin lisdam&lla 130 ml
etyyliasetaattia ja se pestiin suolaliuoksella (2 x 20
ml). Etyyliasetaattiliuos kuivattiin magnesiumsulfaatilla
ja haihdutettiin kuiviin, jolloin saatiin 208 mg otsikko-
vhdistettd valkeana vaahtona.
IR (KBr): 3400 (OH), 2930, 1730 (C=0), 1640 (aromaatti-
nen), 1440, 1340, 1160, 1085 cm™. NMR (CDCl,, 400 MHz): &
8,0 (m, 2H, aromaattinen), 7,59 (m, 3H, aromaattinen),
3,41 (s, 3H, OCH,), 3,26 (s, 3H, OCH,), 3,14 (s, 3H, OCH,).
MS (neg. ioni FAB): 1095 (M), 589, 321.

Esimerkki 19

Rapamysiinin 42-esteri (4-kloorifenyylisulfonyyli)-

karbamiinjihapon kanssa

Liuokseen, jossa oli 400 mg rapamysiinid& 10 ml:ssa
eetteri/tolueenia (1:4), lis&ttiin -10 °C:ssa typpisuoja-
kaasussa 100 mg 4-klooribentseenisulfonyyli-isosyanaattia
1l ml:ssa tolueenia. Seosta sekoitettiin 0 °C:ssa typpisuo-
jakaasussa 3,5 tunnin ajan, sit&d laimennettiin lisaidm&lla
120 ml etyyliasetaattia, se pestiin kyllastetyll&d natrium-
bikarbonaattiliuoksella ja sitten vedelld& ja kuivattiin
magnesiumsulfaatilla. Etyyliasetaattiliuos haihdutettiin
kuiviin ja ja&nnokselld& suoritettiin kromatografia-ajo
silikageelissa. Eluoimalla etyyliasetaatilla saatiin
100 mg otsikkoyhdistett& valkeana kiintea&na aineena; sp.

142 - 146 °C. Otsikkoyhdiste eristettiin trihydraattina.
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'H-NMR (CDCl,, 400 MHz), & 8,0 (d, J=13 t/sek, 2H, aromaat-
tisia protoneja meta-asemassa sulfonyyliryhm&an nahden),
7,53 (d, J=13 t/sek, 2H, aromaattisia protoneja orto-ase-
massa sulfonyyliryhmdén nahden), 3,30 (s, 3H, OCH;), 3,20
(s, 3H, OCH;), 3,13 (s, 3H, OCH,;) miljoonaosaa. MS (neg.
ioni FAB): 1129 (MH ). IR KBr maks. 3430 (OH), 2930, 1740,
1730 (molemmat C=0), 1640 (amidi-C=0), 1450, 1350 (-S0,-),
1160 (-S0,-), 1160 (-S0,-), 1090, 985 cm™.
Koostumusanalyysi: CggHg,C1N,0,,S:-3H,0:11le laskettu C, 58,74;
H, 7,56; N, 2,35; todettu C, 58,92; H, 7,99; N, 2,17.

Esimerkki 20

Rapamysiinin 42-esteri (3-metyylifenyylisulfonyy-

li )karbamiinihapon kanssa

Liuokseen, jossa oli 400 mg rapamysiinid 10 ml:ssa
etyyvliasetaatti/eetterid (1:4), lisattiin -10 °C:ssa typ-
pisuojakaasussa 127 mg 3-metyylifenyylisulfonyyli-isosya-
naattia 2 ml:ssa eetterid. Seosta sekoitettiin O °C:ssa
typpisuojakaasussa 4,5 tunnin ajan, sitd laimennettiin
lisdamalia 120 ml etyyliasetaattia, se pestiin kyll&dste-
tylld natriumbikarbonaattiliuocksella ja kuivattiin magne-
siumsulfaatilla. Etyyliasetaattiliuos haihdutettiin kui-
viin ja j&&nnokselld suoritettiin kromatografia-ajo sili-
kageelissd. Eluoimalla etyyliasetaatti/n-heksaanilla (1:1)
saatiin 270 mg otsikkoyhdistetté& valkeana jauheena; sp.
116 - 120 °C.
'H-NMR (CDC1,, 400 MHz), & 8,13 (d, J=13 t/sek, 1lH, aro-
maattinen protoni orto-asemassa sulfonyyliryhm&&n n&hden),
7,53 (m, 1H, aromaattinen protoni, para-asemassa sulfonyy-
liryhm&&n né&hden), 7,39 (m, 1H, aromaattisia protoneja
para-asemassa metyyliryhmdan ndhden), 7,33 (4, J=13 t/sek,
1H, aromaattinen orto-asemassa metyyliryhm&in n&hden),
3,23 (s, 3H, OCH,), 3,18 (s, 3H, OCH,), 3,14 (s, 3H, OCH,;),

2,67 (2, 3H, aromaattinen metyyli) miljoonaosaa. MS (neg.



10

15

20

28

ioni FAB): 1109 (MH ). IR KBr maks. 3450 (OH), 2940, 1740,
1720 (C=0), 1640 (amidi-C=0), 1450, 1340 (-SO,-), 1160
(-S0,-), 990 cm™.

Esimerkki 21

Rapamysiinin 31, 42-diesteri fenyylisulfonyylikarba-

miinihapon kanssa

Liuokseen, jossa o0li 200 mg rapamysiinin 42-este-
rid fenyylisulfonyylikarbamiinihapon kanssa 3 ml:ssa etyy-
liasetaatti/eetterid (1:1), lis&attiin 0 °C:ssa typpisuo-
jakaasussa 200 mg bentseenisulfonyyli-isosyanaattia 0,5
ml:ssa eetterid. Reaktioseosta sekoitettiin 0 °C:ssa typ-
pisucjakaasussa 18 tunnin ajan ja 22 °C:ssa 3 tunnin ajan,
mink& j&lkeen sitd laimennettiin lis&dam&lla 120 ml etyyli-
asetaattia, se pestiin kyll&stetyll& natriumbikarbonaatti-
liuoksella ja sitten suolaliuoksella. Etyyliasetaattiliuos
kuivattiin magnesiumsulfaatilla ja haihdutettiin kuiviia.
Jdédnnoksella suoritettiin kromatografia-ajo silikageelis-
s8. Eluoimalla etyyliasetaatilla saatiin 75 mg otsikkoyh-
distetta valkeana vaahtona; sp. 104 - 108 °C.
NMR (CDC1l,, 400 MHz): & 8,03 (m, 2H, aromaattinen), 7,55
(m, 3H, aromaattinen), 3,26 (s, 3H, OCH,;), 3,22 (s, 3H,
OCH,;), 3,13 (s, 3H, OCH;) miljoonaosaa. MS (neg. ioni FAB):
1278 (MH"). IR (KBr): 3340 (OH), 2930, 1730 & 1715 (C=0),
1630 (aromaattinen), 1445, 1290, 1160, 1095, 990 cm™.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd 42-karbamyloidun tai 31,42-biskarba-

myloidun rapamysiinin valmistamiseksi, jonka kaava on:

jossa R' on -CONH(CR’R*) -X tai -CONHSO,-Ar ja R? on
vety tai sek&d R' ettd R? ovat kumpikin -CONH(CR’R') -X tai
-CONHSO,-Ar;

R’ ja R* ovat kumpikin toisistaan riippumatta vety,
1 - 6 hiiliatomin alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aralkyyli,
3 - 8 hiiliatomin sykloalkyyli, halogeeni tai trifluori-
metyyli; )

X on vety, 1 - 6 hiiliatomin alempi alkyyli, 3 - 8
hiiliatomin sykloalkyyli, trifluorimetyyli, nitro, 1 - 6
hiiliatomin alkoksi, 2 - 7 hiiliatomin karboalkoksi, 7 -
10 hiiliatomin aralkyyli, halogeeni, 1 - 6 hiiliatomin al-
kyyliryhm&&d kohden dialkyyliamino, 1 - 6 hiiliatomin tio-
alkyyli tai Y; ‘

Y on fenyyliryhm&, joka voi mahdollisesti olla mo-
no-, di- tai trisubstituoitu ryhm&lls, joka on 1 - 6 hii-

liatomin alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aralkyyli, 1 - 6
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hiiliatomin alkoksi, syaani, halogeeni, nitro, 2 - 7 hii-
liatomin karbalkoksi, trifluorimetyyli, 1 - 6 hiiliatomin
alkyyliryhmd&a kohden dialkyyliamino tai 1 - 6 hiiliatomin
alkyylitio;

Ar on fenyyli, naftyyli, pyridyyli, kinolyyli, iso-
kinolyyli, kinoksalyyli, tienyyli, tionaftyyli, furyyli,
bentsofuryyli, bentsodioksyyli, bentsoksatsolyyli, bent-
soisoksatsolyyli tai bentsodioksolyyli; jolloin Ar-ryhmi
voi mahdollisesti olla mono-, di- tai trisubstituoitu ryh-
m&lla, joka on 1 - 6 hiiliatomim alkyyli, 7 - 10 hiiliato-
min aralkyyli, 1 - 6 hiiliatomin alkoksi, syaani, halogee-
ni, nitro, 2 - 7 hiiliatomin karbalkoksi, trifluorimetyy-
li, amino, 1 - 6 hiiliatomin alkyyliryhm&a kohden dialkyy-
liamino, 1 - 6 hiiliatomin alkyylitio, -SO,H, -PO,H tai
-CO,H; ja

n=0-25;

edellyttéen, ettd valmistettaessa 31, 42-biskarbamy-
loitu rapamysiini R' ja R? ovat identtiset ja n = 0, X on
1 - 6 hiiliatomin alempi alkyyli, 3 - 8 hiiliatomin syklo-
alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aralkyyli tai Y;

tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttdvan suolan val-
mistamiseksi, kun X on 1 - 6 hiiliatomin alkyyliryhmaa
kohden dialkyyliamino, kun Ar-ryhm& sisdltdd em&dksisen
typen tai kun Ar-ryhm& on substituoitu 1 - 6 hiiliato-
min alkyyliryhm&d kohden dialkyyliaminolla, -SO;H:11a,
-PO;H:1la tai -CO,H:1la, tunnettu siitd, ettd ra-
pamysiinid k8sitelldé&n mahdollisesti em&ksen ldsnd ollessa

isosyanaatilla, jonka rakenne on

0=C=N-Q

jossa Q on -(CR’R*)_-X tai -SO,-Ar, joissa R®, R*, n,

X ja Ar médritelldd&n Kuten edells.
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2. Menetelmd 31-karbamyloidun rapamysiinin valmis-

tamiseksi, jonka kaava on:

OR!

- H “OMe
/

jossa R?’ on -CONH(CR’R*)_-X tai -CONHSO,-Ar ja R' on
vety;

R® ja R' ovat kumpikin toisistaan riippumatta vety,
1 - 6 hiiliatomin alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aralkyyli,
3 - B hiiliatomin sykloalkyyli, halogeeni tai trifluori-
metyyli;

X on vety, 1 - 6 hiiliatomin alempi alkyyli, 3 - 8
hiiliatomin sykloalkyyli, trifluorimetyyli, nitro, 1 -

hiiliatomin alkoksi, 2 - 7 hiiliatomin karboalkoksi, 7 -
10 hiiliatomin aralkyyli, halogeeni, 1 - 6 hiiliatomin
alkyyliryhm&&8 kohden dialkyyliamino, 1 - 6 hiiliatomin

tioalkyyli tai Y;

Y on fenyyliryhm&, joka voi mahdollisesti olla mo-

no-, di- tai trisubstituocitu ryhm&lld, joka on 1 - 6 hii-
liatomin alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aralkyyli, 1 - 6
hiiliatomin alkoksi, syaani, halogeeni, nitro, 2 - 7 hii-

liatomin karbalkoksi, trifluorimetyyli, 1 - 6 hiiliatomin
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alkyyliryhma& kohden dialkyyliamino tai 1 - 6 hiiliatomin
alkyylitio;

Ar on fenyyli, naftyyli, pyridyyli, kinolyyli, iso-
kinolyyli, kinoksalyyli, tienyyli, tioconaftyyli, furyyli,
bentsofuryyli, bentsodioksyyli, bentsoksatsclyyli, bentso-
isoksatsolyyli tai bentsodioksolyyli; jolloin Ar-ryhmé& voi
mahdollisesti olla mono-, di- tai trisubstituoitu ryhm&l-
18, joka on 1 - 6 hiiliatomim alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin
aralkyyli, 1 - 6 hiiliatomin alkoksi, syaani, halogeeni,
nitro, 2 - 7 hiiliatomin karbalkoksi, trifluorimetyyli,
amino, 1 - 6 hiiliatomin alkyyliryhm&& kohden dialkyyli-
amino, 1 - 6 hiiliatomin alkyylitio, -SO;H, -PO;H tai -CO,H;
ja

n=20-5;

edellytté&en, ettd kunn = 0, X on 1 - 6 hiiliatomin
alempi alkyyli, 3 - 8 hiiliatomin sykloalkyyli, 7 - 10
hiiliatomin aralkyyli tai Y;

tai sen farmaseuttisesti hyvaksytt&vén suolan val-
mistamiseksi, kun X on 1 -~ 6 hiiliatomin alkyyliryhm&&
kohden dialkyyliamino, kun Ar-ryhm& sisdltda emdksisen
typen tai kun Ar-ryhmd8 on substituoitu 1 - 6 hiiliato-
min alkyyliryhm&& kohden dialkyyliaminolla, -~SO,H:1la,
~-POsH:1la tai ~-CO,H:1lla, tunnettu siitd, ettd ra-
pamysiinid@ k&dsitell&ddn silyylihalogenidilla 42-0O-silyyli-
rapamysiinin saamiseksi; 42-0O-silyylirapamysiinid Kké&si-
tellaan mahdollisesti em&ksen l&sn8 ollessa isosyanaatil-

la, jonka rakenne on
0=C=N-0Q
jossa Q on -(CR’R*) -X tai -S0,-Ar, joissa R?, R, n,

X ja Ar maaritelld&n kuten edelld, 42-0-silyyli-3l-karba-

myloidun rapamysiinin saamiseksi; ja 42-0-silyyliryhmd
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poistetaan hydrolyysiss& 3l-karbamyloidun rapamysiinin
saamiseksi.
3. Menetelmd 31,42-biskarbamyloidun rapamysiinin

valmistamiseksi, jonka kaava on:

jossa R' ja R? ovat toisistaan riippumatta kumpikin
-CONH(CR®R*) -X tai -CONHSO,-Ar;

R’ ja R* ovat kumpikin toisistaan riippumatta vety,
1 - 6 hiiliatomin alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aralkyyli,
3 - 8 hiiliatomin sykloalkyyli, halogeeni tai trifluori-
metyyli;

X on vety, 1 - 6 hiiliatomin alempi alkyyli, 3 - 8
hiiliatomin sykloalkyyli, trifluorimetyyli, nitro, 1 - 6

hiiliatomin alkoksi, 2 - 7 hiiliatomin karboalkoksi, 7 -
10 hiiliatomin aralkyyli, halogeeni, 1 - 6 hiiliatomin
alkyyliryhm&a kohden dialkyyliamino, 1 - 6 hiiliatomin

tioalkyyli tai Y:

Y on fenyyliryhmé&, joka‘voi mahdollisesti olla mo-
no-, di- tai trisubstituoitu ryhm&ll&, joka on 1 - 6 hii-
liatomin alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aralkyyli, 1 - 6

hiiliatomin alkoksi, syaani, halogeeni, nitro, 2 - 7 hii-
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liatomin karbalkoksi, trifluorimetyyli, 1 - 6 hiiliatomin
alkyyliryhm&&8 kohden dialkyyliamino tai 1 - 6 hiiliatomin
alkyylitio;

Ar on fenyyli, naftyyli, pyridyyli, kinolyyli, iso-
kinolyyli, Kkinoksalyyli, tienyyli, tionaftyyli, furyyli,
bentsofuryyli, bentsodioksyyli, bentsoksatsolyyli, bentso-
isoksatsolyyli tai bentsodioksolyyli; jolleoin Ar-ryhmé& voi
mahdollisesti olla mono-, di- tai trisubstitucitu ryhmal-
la, joka on 1 - 6 hiiliatomim alkyyli, 7 - 10 hiiliatomin
aralkyyli, 1 - 6 hiiljatomin alkoksi, syaani, halogeeni,
nitro, 2 - 7 hiiliatomin karbalkoksi, trifluorimetyyli,
amino, 1 - 6 hiiliatomin alkyyliryhm&& kohden dialkyyli-
amino, 1 - 6 hiiliatomin alkyylitio, -SO;H, -PO;H tai -CO,H;
ja

n=0-5;

edellyttden, ettd R' ja R? eivdt ole identtiset ja
ettd kunn = 0, Xon 1l - 6 hiiliatomin alempi alkyyli, 3 -
8 hiiliatomin sykloalkyyli, 7 - 10 hiiliatomin aralkyyli
tai Y;

tal sen farmaseuttisesti hyvédksyttdvan suolan val-
mistamiseksi, kun X on 1 - 6 hiiliatomin alkyyliryhm&a
kohden dialkyyliamino, kun Ar-ryhmd sis&ltd8& emdksisen
typen tai kun Ar-ryhm& on substituoitu 1 - 6 hiiliato-
min alkyyliryhm&88 kohden dialkyyliaminolla, ~SO,H:1lla,
-PO;H:1la tai -CO,H:1la, tunnettu siitd, ettd ra-
pamysiinid k&sitell&&n silyylihalogenidilla 42-0O-silyyli-
rapamysiinin saamiseksi; 42-0O-silyylirapamysiinid ké&asi-
tellddn mahdollisesti emdksen lasnd ollessa ensimm&iselléd

isosyanaatilla, jonka rakenne on

0=C=N-Q
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jossa Q on -(CR’R*) -X tai -SO,-Ar, joissa R’, R%, n,
X ja Ar maaritellaan kuten edella, 42-0-silyyli-3l1-karba-
myloidun rapamysiinin saamiseksi; 42-0O-silyyliryhmd pois-
tetaan hydrolyysiss& 3l-karbamyloidun rapamysiinin saami-
seksi; ja 3l-karbamyloitua rapamysiinid kdsitell&an mah-
dollisesti emdksen l&dsnad ollessa toisella isosyanaatilla,

jonka rakenne on
0=C=N-Q

jossa Q on -(CR’R*) -X tai -SO,-Ar, joissa R?, R*, n,
X ja Ar mddritelldsn kuten edella, edellyttsen, ettd aina-
kin jokin suure R?, R*, n, X tai Ar poikkeaa Q:ssa toisessa
isosyanaatissa suureesta R’, R*, n, X tai Ar Q:ssa ensim-
mdisessd isosyanaatissa, 31,42-biskarbamyloidun rapamysii-
nin saamiseksi.

4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen mene-
telma, tunnettu siitd, ettd mahdollisesti l&sna
oleva emds on pyridiini.

5. Patenttivaatimuksen 1, 2, 3 tai 4 mukainen me-
netelmd, tunne+ttu siitd, ettd menetelmd suorite-
taan lis&ksi vedettOmissd olosuhteissa.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd R!' on vety.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen mene-

telmd, tunnettu siitd, ettd R® on vety.

8. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd n on O ja X on Y.
9. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 muKainen mene-

telmd, tunnettu siitd, ettd R® on vety, n on O ja
X on Y.
10. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen mene-

telms, tunnettu siitd, ettd n on 0, X on Y ja Y
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on fenyyli, 4-fluorifenyyli, 2,4-difluorifenyyli, 4-nitro-
fenyyli tai 4-metyylifenyyli.

11. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 muKkainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd Ar on fenyyli; jol-
loin fenyyliryhmid on mahdollisesti mono-, di- tai trisubs-
tituoitu, tai kyseisen yhdisteen farmaseuttisesti hyvak-
syttava suola.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd valmistettu 42-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-esteri (4-fluorifenyyli)-
karbamiinihapon kanssa.

13. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siita, ettd valmistettu 42-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-esteri fenyylikarbamiiniha-
pon kanssa.

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd valmistettu 31, 42-biskarbamy-
loitu rapamysiini on rapamysiinin 31,42-diesteri [4-(tri-
fluorimetyyli )fenyylilkarbamiinihapon kanssa.

15. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3,
tunnettu siitd, ettd valmistettu 42-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-esteri [4-(trifluorimetyy-
li)fenyylilkarbamiinihapon kanssa.

16. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu sijitd, ettd valmistettu 31, 42-biskarbamy-
loitu rapamysiini on rapamysiinin 31,42-diesteri (4-nitro-
fenyyli)karbamiinihapon kanssa.

17. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd wvalmistettu 42-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-esteri (4-nitrofenyyli)-
karbamiinihapon kanssa.

18. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,

tunnettu siitd, ettd valmistettu 31, 42-biskarbamy-
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loitu rapamysiini on rapamysiinin 31,42-diesteri (4-metyy-
lifenyyli )karbamiinihapon kanssa.

19. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siita, etta valmistettu 42-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-esteri (4-metyylifenyyli)-
karbamiinihapon kanssa.

20. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siita, ettd valmistettu 42-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-esteri (2,4-difluorifenyy-
li)karbamiinihapon kanssa.

21. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd valmistettu 31,42-biskarbamy-
loitu rapamysiini on rapamysiinin 31,42-diesteri (2,4-di-
fluorifenyyli)karbamiinihapon kanssa.

22. Patentti&aatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd valmistettu 31, 42-biskarbamy-
loitu rapamysiini on rapamysiinin 31, 42-diesteri fenyyli-
karbamiinihapon kanssa.

23. Paténttivaatimuksen 1l mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd valmistettu 31,42-biskarbamy-
loitu rapamysiini on rapamysiinin 31, 42-diesteri (4-fluo-
rifenyyli)karbamiinihapon kanssa.

24. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd valmistettu 3l-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 3l-esteri (2,4-difluorifenyy-
li)karbamiinihapon kanssa.

25. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valmistettu 42-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-esteri fenyylisulfonyyli-
karbamiinihapon kanssa.

26. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmi,

tunnettu siitd, ettd valmistettu 3l-karbamyloitu
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rapamysiini on rapamysiinin 3l-esteri fenyylisulfonyyli-
karbamiinihapon kanssa.

27. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valmistettu 42-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-esteri (4-kloorifenyyli-
sulfonyyli)karbamiinihapon kanssa.

28. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd valmistettu 42-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-esteri (3-metyylifenyyli-
sulfonyyli)karbamiinihapon kanssa.

29. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd silyylihalogenidi on tert-
butyylidimetyylisilyylikloridi.

30. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd 42-0O-silyyli-3l-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-tert-butyylidimetyylisilyy-
lieetteri-3l-esteri fenyylisulfonyylikarbamiinihapon kans-
sa.

31. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd 42-0O-silyyli-3l-karbamyloitu
rapamysiini on rapamysiinin 42-tert-butyylidimetyylisilyy-
lieetteri-3l-esteri (2,4-difluorifenyyli)karbamiinihapon

kanssa.
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