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Prostaglandinové derivaty pro lééeni glaukomu, bez

vedlejSich uéinka

Vynalez se tyka zplsobu léceni glaukomu a okularni
hypertenze s pouzitim prostaglandinovych analogl nebo derivatu,
které nemaji nebo maji snizenou melanogenni G¢innost na oko.
Vynalez se také tyka oftalmickych kompozic, které obsahuji
prostaglandinové slouceniny, které maji mensi nebo nulovy
vedlej§i melanogenni ucinek na oko.

Glaukom je oéni porucha, charakterizovana zvysenym
intraokuldarnim tlakem, naru$enim hlavy optického nervu a
postupnou  ztratou vizualniho pole. Abnormalné  vysoky
intraokularni tlak je obecné& znamym, pro oko §kodlivym
piiznakem a existuji jasne znamky toho, ze ptfi glaukomu je
vysoky intraokularni tlak nejdtlezitéj§im faktorem, ktery
zpUusobuje degenerativni zmény sitnice a hlavy optického nervu.
Exaktni patofysiologicky mechanismus zeleného oéniho zakalu je,
nicméné, dosud neobjasnén. Pokud se glaukom nelééi, mbze vest
ke oslepnuti, pfi¢emz pribé&h nemoci obvykle zac¢ina pomalou a

postupuje progresivni ztratou.
Intraokularni tlak (I0P) se dé definovat vzorcem (1):
(1) IOP = Pe + (Ft - Fu) x R

kde Pe je tlak v episkleralni Zile, Ft je mnozstvi vytvofeného
moku piedni o&ni komory, Fu je podil moku ktery odchazi ocnim
uveoskleralnim odtokovym kanalkem a R je odpor trabekularniho
odtokového kanalku. Mok v anteriorni a posteriorni oéni komofre
se tvofi v fasinkach za duhovkou. Pak tece pupilou do anteriorni

komory a je normaing v oku v trabekularni sitoviné a




Schlemmovym kanélkem se dostava do episkleraini zily mimo
o&ni bulvu. Nicméng, ¢&ast vodné tekutiny muize oko opoustét
uveoskleralni odtokovou cestou. Odtok touto cestou je pouze

minimalné ovliviovan intraokularnim tlakem (Bill, 1975).

Intraokularni tlak je u lidi norméalné v rozmezi 12-22
mmHg. Pti vy§sich tlacich, napf. nad 22 mmHg, roste riiiko, ze se
oko poskodi. PFi jedné z forem glaukomu je tlak normaini,
nicméné k poskozeni muize dojit pfi hodnotach intraokularniho
tlaku, které se pohybuji v ramci normaliniho psychologického
rozmezi. Opadny pfipad je také znamy, t.j. u nékterych jedincl se
méZe projevit abnormainé vysoky intraokularni tlak mez toho, aby
se manifestoval defekty ve vizualnim poli nebo v hlavé optického
nervu. Takovéto stavy se obvykle popisuji jako okularni
hypertenze.

Lédeni  glaukomu se mize provadeéet pomoci
farmaceutickych latek, laseru nebo chirurgického zékroku. Pfi
léceni pomoci farmaceuticky uginnych latek je cilem sniZeni
tvorby moku piedni oéni komory (Ft), nebo snizeni odporu, ktery
je kladen odtoku moku z pfedni oéni komory (R), coz ma mit
podle vzorce (1), uvedeného shora, za néasledek snizeni
intraokularnino tlaku; alternativné také snizuje intraokularni tlak
rast pratoku moku pfedni ocni komory uveoskleralini cestou, coZ
odpovida vzorci (1).

Prostaglandiny a nejéastéji PGFaq, jejich estery a
analogy, snizuji intraokularni  tlak zejména zvySovanim
uveoskleralninho odtoku moku pfedni ocni komory (Crawford a
Kaufman, 1987; Nilsson et al., 1989; Toris et al., 1993;
Stjernschantz et al., 1999). Pouziti prostaglandind a jejich

derivatd je popséano v nékolika patentech a patentovych




pfihladkach, napfiklad v US 4,599,353 (Bito), US 4,952,581
(Bito), WO89/03384 (Resul a Stjemschantz), EP 170258 (Cooper),
EP 253094 (Goh) a v EP 308135 (Ueno).

Prostaglandiny jsou mastné kyseliny, obvykle odvozené
od prekursoru eikosatrienovych, eikosatetraenovych a
eikosapentanovych kyselin pomoci metabolickych stupnu,
zahrnujicich oxidaci. Prostaglandiny, které se vyskytuji v ptirodé,
maji obvykle obecnou strukturu, ktera je znazornéna na obr. 1.

Obr.1

Prostaglandiny nesou soucasné cyklopentanovy kruh,
ke kterému jsou navazany dva uhlikaté Ffetézce, pficemz horni
fetézec se obvykle nazyva ,alfa fetézec’ a dolni fetezec se
obvykle nazyva “omega fetézec". Prostaglandiny se klasifikuji do
podskupin A, B, C, D, E, F, G, H, | a J podle jejich struktury
substituentl na cyklopentanovém kruhu, jak je znazornéno na
Obr. 2.




Obr. 2

Uvedeny alfa Fetézec znamena alifaticky fetézec, ktery ma 7
uhlikovych atomd, je zakoncen karboxyskupinou, zatimco uvedeny
omega fetézec znamena alifaticky fetézec s 8 uhlikovymi atomy,
zakon&eny methylem. V zavislosti na podtu dvojnych vazeb
v téchto Fetézcich se davaji prostaglandindm dolini indexy 1 az 3.
U prostaglandinCi s indexem 1, napiiklad u PGF1q, je dvojna vazba
umisténa mezi uhliky 13 a 14 u omega fetézce a U pfirodné se
vyskytujicich prostaglandind ma konfiguraci trans. U
prostaglandint s indexem 2, naptiklad. PGF2q, je dalsi dvojna
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vazba v konfiguraci cis situovana mezi uhliky 5 a 6 v alfa fetézci
a nakonec u prostaglandinl s indexem 3 je tfeti dvojna vazba
situovana mezi uhliky 17 a 18 v omega fetézci. Tato dvojnéa vazba
mé& také u prirodnich prostaglandind cis konfiguraci. V§echny
pfirodné se vyskytujici prostaglandiny nesou hydroxylovou
skupinu na uhliku 15, coz je dulezité pro biologickou ucinnost.

Receptorovy systém pro prostaglandiny, vyskytujici se
v ptirodé, byl objasnén teprve nedavno. Vétsina
prostaglandinovych receptoru jiz byla farmakologicky
charakterizovana a jejich molekulova struktura identifikovana
technikami molekularni biologie (Coleman et al., 1994). Pro
pfirodné se vyskytujici prostaglandiny existuji specifické
receptory. Receptory pro PGD, PGE, PGF, PGl, (prostacyklin) a
TxA. (thromboxan) se zkracuji jako DP, EP, FP, IP, a TP. Dale
bylo ukazano, ze EP receptory se mtze dale délit do &tyf skupin
receptorli, jmenovité EP,, EP2, EPs, a EP4 receptory. Specifické
tkané nebo bufky mohou exprimovat pouze nékolik malo nebo
také mnoho receptor(i, v zavislosti na evoluénim vyvoji tohoto
autakoidniho systému u jednotlivych druhl. Tak napiikiad bylo
prokazano, ze sval svérace duhovky u kocky exprimuje predevsim
FP receptory, které jsou funkéné spojeny a zprostiedkuji
kontrakci zfitelnice, zatimco odpovidaj‘ici hladky sval oka skotu
exprimuje EP{ a TP receptory, pfic¢emz aktivace jednoho z nich
zplsobi kontrakci svalu. Sioucenina, ktera se vaze na specificky
receptor a aktivuje je, se nazyva agonista, zatimco slouéenina,
ktera se pouze vaze na receptor, aniz by jej aktivovala, se nazyva
antagonista.

S ohledem na praktickou pouzitelnost mnoha
prostaglandinG a jejich derivatd jako vhodnych uéinnych latek pro

1&&eni glaukomu nebo okularni hypertenze, mize byt limitujicim
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faktorem jejich schopnost zpUsobovat vzrist pigmentace oéni
duhovky (Stjernschantz a Alm, 1996). Z téchto dldvodl ma barva
duhovky v prGbé&hu trvalého o$etfovani u opic a u lidi tendenci
tmavnout a ménit se na hnédou. To sice nemé& zjevny negativni
efekt pfi aplikaci |éCiva, ale je jasna, ze z kosmetického hlediska
je to nevhodné, zejména u pacientu, ktefi se |é¢i pouze na jedno
oko. Bylo by zadouci identifikovat prostaglandiny, které aéinné
redukuji intraokularni tlak bez zvy$eni pigmentace duhovky coby
vedlej§iho pfiznaku.

Nyni jsme pfekvapivé zjistili, ze prostaglandinoveé
derivaty a jejich analogy, které jsou are selektivnimi agonisty pro
EP, podskupinu prostanoidnich receptord, splnuji pozadavky na
prostaglandinovy analogy, které jsou ucinné pro snizovani
intraokularniho tlaku aniz by zpGsobovaly rist produkce pigmentu
(melanogenézi) v duhovce. Na pozadi tohoto zjisténi byla studie,
ktera se snazila najit a identifikovat subtypy prostanoidnich
receptord u melanocytl. lidské rohovky, pfi které jsme zjistili, ze
tyto bunky exprimuji ve svych bunécnych membranach FP, EP2, a
EP; receptory, ale neexprimuji EP a TP receptory. Dale jsme
zkoumali snizeni intraokularniho tlaku, zpUsobené nékolika
relativngé selektivnimi EP; agonisty a tak jsme nalezli tyto
prostaglandinovy analogy, které ucinné a schopné redukuji
intraokularni jak u koéek, tak i u opic.

Z téchto duvodi je zjevné, 2e pouzitim selektivnich
agonistl EP¢ receptorl se da snizit intraokularni tlak u primatu a
tudiz také u lidi, bez zvy$eni nebo pozorovatelného snizeni
melanogenéze jako vedlej§iho ucinku, jelikoz pro produkci
melaninu v bufkach (melanocytech) chybi specifické receptory
nutné pro transmembréanovou signalizaci do bunék. V soulasné

dob& sice nemame klinicky dikaz, Ze takovéto selektivni EP;




agonisté rist pigmentace duhovky nezpUsobuji, nebot doba,
nutna v vyvolani tohoto jevu je pfes 6-12 mésicl a jedna se tudiz
o extrémné dlouhodobé a drahé pokusy, které se navic museji
provadét na primatech, avdak mUZeme dedukovat z relevantnich
vysledkl experimentl provadénych v vitro, Ze takovéto zvySeni
pigmentace by se neprojevilo pfi absenci specifického signalniho
receptoru v bun&éné membrané melanocvtu.

Podle toho, co bylo shora uvedeno, vysoka selektivita
nebo specifiénost na EP; receptor ve srovnani s jinymi
prostaglandinovymi receptory v oku charakterizuje slouceniny,
které se maji pouzit pfi zplsobu nebo pro kompozice podle
vynalezu. Neni tfeba fikat, ze vét8i stupen selektivity urcité
sloudeniny na EP, receptor znamena , ze se s touto slouceninou
ziskaji lep&i vysledky, a urgité vyhody se pochopitelné dosahnou
v piipadech interakce s jinymi receptory. Vysoka selektivita
tohoto spojeni znamena , ze vliv na EP¢ receptor je minimalné
5 krat, v urgitych pfipadech 10 krat a nékdy dokonce vice nez
100 krat nebo 1000 krat uginné&jsi, nez vliv na jiné
prostaglandinové receptory.

Specifické prostaglandinovy analogy, které jsme pouzili
jako piiklady provedeni vynélezu, jsou PGFzp (1), PGF2p isopropyl
ester (2), 17-fenyl-18,19,20-trinor-PGE2 (3), 17-fenyl-18,19,20-
trinor-PGEZ isopropyl ester (4), 15(R,S)-16,16-trimethylen-
PGE, (5), 15(R,S8)-16,16-trimethylen-PGE2 methyl ester (8) a
13,14-dihydro-17-(3-ﬂuorfenyl)-18,19,20-trinor—PGEg-isopropyI
ester (7). Veskeré tyto analogy jsou relativne selektivnimi
agonisty EP; receptord. Profily testovanych slou€enin pro

receptory jsou uvedeny v tabulce I.




Tabulka |. Receptorové profily testovanych prostaglandinovych
analogt (hodnoty EC-50 jsou vyjadfeny v molech/l pfi testech na
funkci receptord).

Prostaglandin FP EPy EP EP; DP/IP TP
1 5x10°® 10° 107 >107% >107°
>10"°

3 1077 2x10°® »10*  >10"* >107"
>10°*

2x107° 6x10° 2x107 3x10°%# >107° >107"

6x107 4x10°° 5x10° 10°# >10% >10"*

# odhady zaloZzené na rozdilu v receptorovych testech mezi
hodnotami ziskanymi testovanim na chamovodu morcat a na
kufecim ileu.

Vynalez se podle jednoho aspektu tyka pouziti
selektivnhich agonistd receptoru prostaglandinu EP{ bez
melanogenniho efektu pro lé¢eni glaukomu nebo okularni
hypertenze. Tento zplUsob Ié¢eni glaukomu nebo okularni
hypertenze zahrnuje krok, pfi kterém se na povrch oka pUsobi
kompozici, obsahujici EP¢ selektivni prostaglandin, jak je shora
uvedeno, v mnozstvi schopném snizit intraokulérni tlak, s cilem
snizit tento tlak a udrzet jej na snizené urovni. Kompozice
obvykle obsahu znamena si 0,1-100 pg, zejména 1-30 ug na jednu
aplikaci uginné latky. Kompozice se aplikuje povrchové na oko
1-3 krat denné.

Derivat prostaglandinu se misi s oftalmologicky
snaditelnym, o sobé& zrnamym vehikulem. Vehikulum, které se

mlze pouzit pro pfipravu kompozic podle vynalezu zahrnuje




vodné roztoky, napf. fyziologicky roztok, olejové roztoky nebo
masti. Vehikulum mlze déle obsahovat oftalmologicky
kompatibilni ochranné prostfedky jako je napfiklad benzalkonium
chlorid, surfaktanty jako je polysorbat 80, Iliposomy nebo
polymery, napfiklad methylcelulézu, polyvinylalkohol, polyvinyl-
-pyrrolidon a hyaluronovou kyselinu; tyto pfisady se daji pouzit
pro széeni viskosity. Dale je také mozné pouzit rozpustné nebo

nerozpustné inertni pfisady do |éCiv.

Podle daldiho aspektu se vynalez tyka oftalmologickych
kompozic pro lé&eni glaukomu nebo okularni hypertenze, které
obsahuji analog prostaglandinu, ktery je selektivnim agonistou
EP, receptorl, jak je definovano shora, v mnoZstvi sniZujicim
intraokularni tlak, a oftalmologicky pfijatelny nosic. Uginné
mnozstvi obvykle obsahuje davku asi 0,1-100 upg derivatu
prostaglandinu v asi 10-50 pl kompozice. Kompozice podle
vynalezu jsou Cistd vylepSeni oproti prostaglandinovym
kompozicim }podle znamého stavu techniky, nebot maji oproti
jinym prostaglandinovym slouéeninam aktivnim pro EP4 receptory
vy§8i selektivitu a soudasné je u nich riziko pigmentace

odstrané&no nebo alespon podstatné sniZzeno.

Podle dal§iho aspektu se vyndlez tykad pouziti
prostaglandinovych analogl pro farmaceutickych prostiedkd pro

lé¢eni glaukomu a okularni hypertenze.

Vyhodné jsou prostagléndinovy analogy odvozeny od
PGF nebo PGE typu prostaglandinu. Zejména  jsou

prostaglandinovy analogy vyjadfiteiné obecnym vzorcem:
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kde:

vinité vazby znamenaji a nebo konfiguraci a
pferu$ované vazby pfedstavuji jednoduchou vazbu, trojnou vazbu

nebo dvojnou vazbu v cis nebo trans konfiguraci;

R je vodik, nasyceny nebo nenasyceny alkyl, zejména
Ci.10 alky!, cykloalkyl, vyhodné Cs.s cykloalkyl, arylova, arylalkyl,
vyhodné arylova-Ca.s alkyl, nebo heteroaryl;

R znamena nasycenou nebo nenasycenou alkylovou
~ skupinu, kterd méa 2-5 uhlikovych atoml, popfipadé pferusenou by
heteroatomy vybranymi ze skupiny, do které patfi kyslik, sira a
dusik, cykloalkyl, vyhodné Cs.7 cykloalkyl, cykloalkenyl, vyhodné
Cs.7 cykloalkenyl, arylovéa nebo heteroaryl;

X je C-OH nebo C=0;

R, je vodik, hydroxy, methyl, ethyl, methoxy nebo
OCOR4, kde R4 znamena Iineérm’ nebo rozvétvenou nasycenou
nebo nenasycenou alkylovou skupinu, vyhodné Ci.10 alkyl,
zejména Cq.s alkyl, nebo a cykloalkyl, vyhodné Cs.s cykloalkyl,
nebo arylova skupina;

R3z znamena lineérni nebo rozvétvenou nasycenou nebo
nenasycenou alkylovou skupinu, vyhodné majici 3-8 uhlikove
atomy, zejména 3-5 uhlikové atomy, popfipadé pferusenou jednim
nebo vice heteroatomy vybranymi ze souboru, do kterého patfi
kyslik, sira a dusik, pfiéemz kazdy uhlikovy atom popfipadé muizZe

byt substituovan substituentem vybranym ze souboru, do kterého
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patti Cq.5 alkyl, hydroxy a karbonylové skupiny, pfi¢emz hydroxyl
a karbonyl je vyhodné pfipojeny k uhliku 15 prostaglandinove
struktury a wuvedena alkylovd skupina popfipadé obsahuje
cykloalkyl, vyhodné Cs.s cykloalkyl, arylovou nebo heteroarylovou
skupinu, kterd muze byt mono- nebo nezavisle vicenasobneé
substituovana Ci.3 alkyl, C4.3 alkoxy, hydroxy, nitro, trifluormethyl
nebo halogen:nebo a farmaceuticky pfijatelnou sul nebo ester
nekteré z téchto sloucenin.

Aryl je vyhodné substituovany nebo nesubstituovany
fenyl.

Pitikladem heteroarylovych skupin jsou thiofen, furan,
thiazol, isothiazol, oxazol, isoxazol, pyridin, pyrazin, pyrimidin,
pyridazin.

Aryl, heteroaryl a cykloalkyl mize byt mono- nebo
ne zavisle di- nebo multisubstituovany C4.3 alkylem, Ci.3
alkoxyskupinou, hydroxyskupinou, nitroskupinou, trifluormethylem
nebo halogenem.

Nenasyceny alkyl mze obsahovat jednu nebo vice
dvojnych a/nebo trojnych vazeb.

Halogen je fluor, chlor, brom nebo jod, zejména fluor,
chlor nebo brom.

Prostaglandiny mohou byt ve formé& epimernich smeési
nebo ve formé jednotlivych epimerd.

Vynalez je ilustrovan formou nasledujicich

neomezujicich prikladu:
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Piiklady provedeni

Identifikace prostaglandinovych receptord.
Prostaglandinové receptory byly identifikovany s pouzitim metody
reakéniho fetézce reversni t_ranskriptézy polymerazy (RT-PCR).
Specifické priméry byly vytvofeny pro receptory FP, EPy, EP»,
EP; a TP. Priméry pou2ité v testech jsou uvedeny Vv tabulce 1.
RT-PCR byl vytvofen na mRNA izolované z kultury lidskych h
m-:lanocytld duhovky. Pro pfipravu mRNA byly pouzity namnozZené
bufiky. RT-PCR mix byl analyzovan na agarozovem gelu a podily
s o&ekavanou velikosti byly klonovany a sekvencovany.
Dedukované sekvence byly analyzovany na podobnost pro kazdou

sekvenci kazdého prostaglandinového receptoru.

Metody. Melanocyty lidské duhovky byly izolovéany a kultivovany
podle Hu et al. (1993) a pouzity ve vychozich stupnich. Bunky
byly namnoZeny na dostatecné mnozstvi a zpracovany pro
obohaceni mRNA.

mRNA byla izolovdna s pouzitim Dynalova mRNA
ptimého systému (Dynal A/S, Norway) podle instrukci vyrobce. PFi
ok ohaceni bylo pouzito 100,000-200,000 lidskych melanocytovych
bunék. mRNA se kovalentné navaze na oligo-dT znacené perlicky
Dyna. S pouzitim reverzni transkriptazy se syntetizuje prvni linie
cDNA piimo na perli¢kach ,,Dynabéad“ s oligo-dT jako reverzni
transkriptazovym primérem. Druha linie cDNA se syntetizuji s
pouzitim znamé 3' sekvencniho priméru z pfislusného
prostaglandinového receptoru, coz ma za nasledek dvojité vinutou
cDNA. Pro kazdy receptor RT-PCR byl pouZit stejny soubor
perli¢ek ,Dynabead”. Receptorové specifické priméry byly pouzity
pro PCR zesileni DNA z cDNA vdzané na Dynabead podle
instrukci vyrobce. Pro reakce FP a EPs receptort byla PCR
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upravena do vysledného objemu 50 pl pfidanim 5% DMSO, 200
uM dNTP a 20 pmoll kazdého priméru. Pro jiné receptory byl
pouzit novy start s peletami AmpliWax (Perkin Elmer, USA) ve
finalnim objemu 75 ul s 5% DMSO, 200 yM dNTP a 20 pmoly
kazdého primeéru. |

Tabulka lI. Specifické priméry prostaglandinového receptoru.

FP priméry:
Primarni priméry; CAC AAC CTG CCA GA~ GGA AAA C a CCA GTC
TTT GAT GTC TTC TGT G

Sekundarni priméry; CAG TAA TCT TCA TGA CAG TGG G a TTG TAG
AAA CAC CAG GTC CTG G

EP¢ priméry:
primarni priméry, TGT GGC ATG GCC GTG GAG a ACC AAC ACC
AGC ATT GGG C

sekundarni priméry; CTG CAG GGA GGT AGA GCT C a GGC ACG
TGG TGC TTC ATC G

EP, priméry:
primarni priméry; CAA CCA TGC CTA TTT CTA CAG C a TCT CGC
TCC AAACTT GGC TG

sekundarni priméry; CTA CGT GGA CAA GCG ATT GGC a TGG TTG
ACG AAC ACT CGC AC

EP3 priméry:
primarni priméry; GGG ATC CAA GAT CTG GTT CAG a GCC TTC
CCG ATC ACC ATG CTG

sekundarni priméry; CGC AAG AAG TCG TTC CTG CTG a CAC CAA
GTC CCG GGC CAC TG

TP priméry:
primarni priméry; CTG GTG ACC GGT ACC ATC GTG GTG T a GTA
GAT CTACTG CAG CCC GGAGCG C

sekundarni priméry; TCG CTA CAC CGT GCA ATA CC a GGC TGG
AGG GAC AGC GAC




. e ve
es o .
- L]

- 14 -

* L4 »
L ) *
eee o000 *8 cap LA LK

PCR mix z téchto reakci byl analyzovéan na 1% LMP
agarbézovém gelu (BioRad Laboratories, USA). DNA fragmenty
otekavané velikosti byly TA-klonovéany s pouzitim TA-klonovaci
soupravy instrukci vyrobce  (Invitrogen Inc., USA), a
sekvencovany s pouzitim systému ,Applied Biosystem Model 373A
DNA sequencing vsystem“ (Applied Biosystems Inc., USA) podle
protokolu Applied Biosystems pro jejich soupravu ,Taq Dye Dioxy
Terminator cykle sequencing kit‘. Generovana primarni data byla
zpracovana na poditaéi VAX s pouzitim programl pro analyzu
sekvenci od Genetics Computer Group Ihc,, Madison, USA
(Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12 ( 1 ). 387-395
(1984).

Vysledky: V melanocytech lidské duhovky na zakladé naseho RT-
PCR jsme mohli prokazat expresi FP, EP, a EPs receptord.
Nicméné, nebyli jsme schopni prokazat pfitomnost EP1 a TP
receptorll (Tabulka Ili). Jako pozitivni kontroly jsme zesilili
otekadvané EPy a TP fragmenty z knihovny cDNA, z lidskych
ledvin, se stejnymi priméry. Obohatili jsme poly A mMRNA
z melanocytd lidské rohovky, izolované ve dvou rdznych ¢asech a
provadén pomoci PCR reakci nékolikrat se stejnymi vysledky.

Tabulka Ill. RT-PCR (sekundarni PCR priméry) mRNA
melanocytd lidské duhovky s pouzitim specifickych priméru

prostaglandinovych receptor( (viz Tabulka Il).

Gen Ptesna velikost fragmentu (bp) Analyza sekvence
Pozorovano Od&ekéavano

FP + 489 shodna s FP

EP, - 397 -

EP> + 501 shodna s EP»

EP3 + 372 shodna s EP3

TP - 484 -




-15 - R

SYNTEZY PROSTAGLANDINOVYCH DERIVATU

Struktury vyslednych slou€enin, pfipravenych
v ptikladech jsou znazornény na schematu 1, umisténém na konci
pcpisu.

Piiklad 1: PGF2p (slou€enina 1)

Titulni slouc¢enina byla koupena od Cayman Chemicals
Company, Ann Arbor Michigan, USA.

Piiklad 2: PGF,p isopropyl ester (slouCenina 2)

DBU (163,5 mg, 1,01 mmol) byl pfiddan k michanému
roztoku PGF2z (Cayman Chemicals) (60 mg, 0,169 mmol) v
acetonu (20 ml) pfi 0O °C. Smés byla ponechédna ohiat na
pokojovou teplotu, pfi které byl po kapkach pfidan isopropyljodid
(222,6 mg, 1,34 mmol). Po 48 h (TLC monitoring) byla smeés
rozpu$téna v ethylacetatu (40 ml), promyta solankou (30 ml),
kyselinou citrénovou 3% (2x40 ml) a hydrogenuhli¢itanem sodnym
5% (2x30 ml) a sudena nad bezvodym siranem sodnym. Poté bylo
rozpous$tédlo odstranéno ve vakuu a zbytek byl chromatografovan
na silikagelu s pomoci ethylacetat:aceton 3:1 jako eluentu. To
poskytlo a bezbarvy olej, vytézek 46 mg (68%)."H NMR (CDCl3) d
1,3 (d, 6H), 1,6-1,7 (dm, 4H), 2,0-2,2 (dm, 6H), 2,3 (t, 2H), 4,0-
4,1 (m, 3H), 5,0 (sept, 1H), 5,5 (m, 2H), 5,6 (m, 2H).'>C NMR
(CDCls) d 135,9, 132,2, 130,5, 128,0, 75,3, 74,8, 72,85, 67,6,
56,23, 52,25, 51,59, 42,32, 37,35, 33,44, 31,74, 29,14, 26,66,
24,79, 22,6, 21,8, 14,03.
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Pfiklad 3: 17-Fenyl-18,19,20-trinor-PGE> (slouéenina 3)

Titulni slou€enina byla koupena od Cayman Chemicals
Company, Ann Arbor Michigan, USA.

Ptiklad 4: 17-Fenyl-18,19,20-trinor-PGE, isopropyl ester
(slou€enina 4)

DBU (43,5 mg, 0,29 mmol) v acetonitrilu (1 mi) byl
pridan po kapkach k michanému roztoku slouéeniny 3 (22,1 mg,
0,057 mmol) v acetonitrilu (3 ml) pfi 0 °C. Smés byla ponechana
ohfat na pokojovou teplotu, pfi které byl pfidan po kapkach
isopropyljodid (78,0 mg, 0,46 mmol) v acetonitrilu (2 ml). Po
michani po dobu 12 h (TLC monitoring), byla reakéni smés
ziedéna vodou (8 ml), smés byla extrahovana ethylacetatem
(2x50ml), a extrakt byl promyt solankou (10 ml), kyselinou
citrénovou 3% (10 ml), a na zavér hydrogenuhli¢itanem sodnym
5% (10 ml). Po su$eni bezvodym siranem sodnym, bylo
rozpousStédlo odstranéno ve vakuu a zbyly olej Dbyl
chromatografovan na silikagelu s pomoci ethylacetat jako eluentu.
To poskytlo 230 mg produktu (69%) titulni slou€eniny jako
bezbarvy olej: Rf =0,516 (ethylacetat:aceton:HOAc 1:1:0,02);
'"H NMR (CDCI3) d 0,89 (m, 3H), 1,3 (d, 6H), 2,6-2,8 (m, 2H), 4,1
(m, 2H), 5,0 (m, 1H), 5,3-5,7 (dm, 4H), 7,2 (m, 5H). "°C NMR
(CDCl3) d 10,9, 13,9, 21,8, 22,9, 23,8, 24,49, 24,8, 25,17, 25,6,
26,68, 28,93, 30,45, 31,77, 33,90, 34,01, 34,07, 38,8, 46,22,
53,3, 54,48, 66,83, 67,62, 68,18, 71,77, 72,21, 76,35, 77,00,
77,2, 77,64, 125,93, 126,46, 128,39, 128,44, 128,79, 130,63,
130,81, 131,04, 137,79, 213,88.
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Priklad 5: 15RS-16,16-trimethylen-PGE; (slouenina 5)

K michanému roztoku methylesteru 15RS8-16,16-
trimethylen-PGE, (52 mg, 0,13 mmol) v acetonu (0,4 ml) a
fosfore€nanového pufru o pH 7 (4 ml) byla pfidan lipaza VI
(40 mg). Smés byla michana pfi pokojové teploté po dobu 24 h
(TLC monitoring). Smés byla zfedéna ethanolem (3 ml) a
extrahovana ethylacetatem (2x 10 mli). Organickd vrstva byla
promyta solankou, suSena (siranem sodnym), a zahu$téna ve
vakuu, coz poskytlo 46 mg produktu v podobé oleje.

Ptiklad 6: 15RS-16,16-trimethylen-PGE; methyl ester
(sloutenina 6)

Syntéza 15RS-16,16-trimethylenprostaglandin E;
(Skotnicki, S. et al. 1977) je schematicky znazornéna na
schematu 2.

Dale uvadéna C&isla slouenin znamenaji pfisiusné struktury,
znazornéné ve schematu 2.

Ethyl 2,2-trimethylenhexanoat (9)

K michanému roztoku N-isopropylcyklohexylaminu
(56,2 g, 398 mmol) v THF (400 ml) pfi -78 °C byl rychle pfidan n-
BuLi (159 ml, 398 mmol 2,5 M v hexanu). K vyslednému roztoku
byl pfidan po kapkach ethyl cyklobutankarboxylat (8) (50 g, 390
mmol) a michan po dobu 30 min, pak zahfat na 0 °C a pfikapéan k
roztoku n-butyljodidu (152 ml, 398 mmol v 2,5 molu hexanu) v
DISO (200 ml). Reakéni smés byla michana po dobu 1 h pfi
pokojové teploté (TLC monitoring). Sl byla odstranéna filtraci a

filtrat byl zahustén pod vakuem. Zbytek byl rozpustén v hexanu a
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promyt HCI 2%, solankou a vodou, pak suSena nad siranem
scdnym, a odparen ve vakuu. Zbyly olej byl destilovan (49-56 °C,
1 mmHg) cozZ poskytlo 26,5 g (37%) produktu.

'"H NMR (CDCl3) d 0,9 (t, 3H), 1,2 (t, 3H), 1,8-2,0 (dm, 5H), 2,2-
2,5 (m, 3H), 4,2 (m, 2H).

2,2-Trimethylenhexan-1-ol (10)

K michanému roztoku ethyl 2,2-trimethylenhexanoat (9)
(26,5 g, 144mmol) v suchém toluenu ( 100 ml) byl pfidan po
kapkach DIBAL-H (206 ml, 289 mmol 1,4 mot v toluen) pfi 0 °C.
Vysledny roztok byl michan pfi pokojové teploté po dobu 3 h (TLC
monitoring) a pak byl nalit do ledové HCI 5%. Organicka vrstva
byla oddélena a promyta HCIl 5%, solankou, su$ena, filtrovéana a
zahuéténa, coz poskytio 30 g produktu v podobé oleje. "H NMR
(CDCIz) d 0,9 (t, 3H), 1,8-2,0 (dm, 5H), 2,5 (m, 1H), 3,0 (m, 1H),
3,6 (m, 2H).

2,2-Trimethylenhexaldehyd (l)

K roztoku 2,2-trimethylenhexan-1-olu (10) (30 g, 210
mmol), v DME (400 ml), byl pfidan dicyklohexankarbodiimid (DCC)
(130 g, 630 mmol), DMSO (120 ml) a ortofosforeédna kyselina
(10,3 g). Smés byla michana pfi pokojové teploté po dobu 3 h
(TLC monitoring), a filtrovana. Filtrat byl rozpustén v
dichlormethanu (300 ml), a promyt vodou. Organicka vrstva byla
oddélena. Zbytek byl odstranén filtraci. Filtrat byl promyt
solankou (100 ml), suSen a zahu$tén ve vakuu. Zbytek byl
zehustén sloupcovou chromatografii na silikagelu s pomoci
hexanu jako eluentu, coZz poskytlo titulni produkt (17,3 g) jako
olej. '"H NMR (CDCl3) d 9,9 (t, 3H), 1,2 (t, 3H),1,8-2,0 (dm, 5H),
8,8 (s, 1H).
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4,4-Trimethylen-1-oktin-3-0l (12)

K roztoku lithium acetylid-ethylendiaminového
komplexu (12,2 g, 132 mmol) v DMSO (10 ml) byl pfidan roztok
2,2-trimethylen-hexaldehydu (l4) (17 g, 120 mmol) v DMSO (20
ml) pfi 0 °C pod N,. Smés byla michdna pfi pokojové teploté po
dobu 24 h (TLC monitoring) a pak nalita do ledem chlazené smési
HCl 2% (50 ml) a éteru (50 mi). Organicka vrstva byla oddélena a
vodna vrstva byl extrahovan éterem (50 ml), spojené organické
faze byly promyty solankou, sus$eny, filtrovany a zahus$tény ve
vakuu. Zbytek byl chromatografovan na silikagelu s pomoci smési
hexan:ethylacetat 5:1 jako eluentu, coz poskytlo 12 (7,6 g, 38%) v
podobé oleje.

E-Tributylcin-4,4-trimethylen-1-okten-3-o0l (13)

Smés 4,4-trimethylen-1-oktin-3-0lu (12) (5,0 g, 30
mmol), tributylcin hydridu (14,6 ml, 54,2 mmol) a AIBN (30 mg)
byla michana pfi 130 °C po dobu 24 h (TLC monitoring). Zbytek
byl chromatografovan na silikagelu s pomoci hexanu a smési
hexan:éter 9:1, jako eluentll, coz poskytlo titulni slouéeninu (13)
(12,54 g, 91,4°k) jako olej.

E-Tributylcin-4,4-trimethylen-3-trimethylsilyloxy-1-okten (14)

Ke smési E-tributylcin-4,4-trimethylen-1-okten-3-ol (13)
(7 g, 15,3 mmol) v DMF (100 ml) byl pfidan imidazol (2,1 g, 30,6
mmol) a trimethylsilyl chlorid (2,5 g, 23,0 mmol). Reakéni smés
byla michana pfi pokojové teploté po dobu 1 h (TLC monitoring).
Smés byla rozdélena mezi vodu (200 mi) a éter (200 ml).
Organicka faze byl suSen a odpafen ve vakuu. Zbytek byl
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chromatografovan na silikagelu pomoci hexanu jako eluentu, coz
poskytlo slou€eninu 14 (5,53 g).

11,15-bis trimethylsilyloxy-16,16-trimethylen-5,6-didehydro-PGE:
methyl ester (17)

Sucha 100-ml tfihrdid banka vybavend magnetickym
michadlem byla napinéna kyanidem médnym (928 mg, 10,4
mmol). Banka byla uzaviena gumovou blanou a zahfivana pod
vakuem za Ucelem odstranéni ve$kerych stop vody, nacez byla
ochlazena na 0 °C pod N a byl pfidan suchy THF a nasledné
methyllithium (14 ml, 22,4 mmol 1,6 mol v diethyléteru), pficemz
se pouzilo injekéni stiikacky. Smés byla michana pfi 0 °C po dobu
15 minut, v prib&hu kterych se suspenze vycefila a stala se
homogenni. Poté byl injeké¢ni stfikackou pfi 0 °C pfidan roztok E-
tributylcin-4,4-trimethylen-3-trimethylsilyloxy-1-oktenu (14) (5,9
g, 11,2 mmol) v THF (10 ml) a smés byla michana pfi pokojové
teploté po dobu 30 min. K vyslednému roztoku a roztoku 4-(t-
butyldimethylsilyloxy)cyklopentenonu (15) ( 1,7 g, 8 mmol) v THF
(6 ml) byl pfidan trimethylsilylchlorid (4,35 g, 40 mmol) a
nasledné triethylamin (8,1 g, 80 mmol), pfi -70 °C a smés byla
michana pfi -70 °C dal$ich 15 minut a pak je$té dalsich 15 min pfi
0 °C. Smés byla rozdélena mezi hexan (600 ml) a vodou (300 ml).
Organicka vrstva byla oddélena, suSena nad siranem sodnym,
filtrovana a zahu$téna ve vakuu, coZz poskytlo surovy silylenol
éter jako ¢iry olej. K michanému roztoku takto ziskaného silylenol
éteru v THF (50 ml), pod N2, bylo pfidéano pfi -30 °C methyllithium
(7,7 ml, 12,3 mmol 1,6 mol v diethyléteru) a smés byla michéna
po dobu 30 min s néaslednym pftidanim c&erstvé pFipraveného
methyl-1-triflat-2-hexinoatu (16) (Erhardt, P.W., et al. 1987,
Caldwell A. G., et al. 1979) a smés byla michana pfi -40 °C po
dobu 5 min. Vysledny roztok byl ziedén nasycenym vodnym




- 21 -

roztokem chloridu amonného (30 ml) a extrahovan éterem
(3x100 ml), suSen nad siranem sodnym, filtrovan a zahu$tén ve
vakuu. Zbytek byl chromatografovan na silikagelu s pomoci smési
hexan:ethylacetat (1:1) jako eluentu, coz poskytlo &iry olej a
smés 15RS isomerl (2,71 g, 57,3%) Rf= 0,36 (SiO,, éter:hexaen
1:1). "H NMR CDCI3) d 0,2 (dm, 12H), 0,8-0,9 (ms, 18H), 1,8 (m,
2H), 2,3 (m, 4H), 3,7 (s, 3H), 3,9-4,1 (dm, 2H), 5,5S.6 (2H).
'"H NMR byla také provéadéna na desilylovaném analogu, 16,16-
trimethylen-S,6-didehydro-PGE, methyl ester. '"H NMR (CDCl3) d
0,9 (t, 3H), 1,21,3 (m, 3H), 1,9-2,1 (m, 4H), 3,7 (s, 3H), 4,1 (m,
2H), 5,6-5,9 (dm, 2H).

11,15-bis Trimethylsilyloxy-16,16-trimethylen-PGE, methyl ester

K michanému roztoku methyl esteru 11,15-bis-tri-
methylsilyloxy-16,16-trimethylen-5,6-didehydro PGE, (17) (500
mg, 0,8 mmol), ve smési benzen:cyklohexan 1:1 (50 ml), byl
pfidan Pd-BaS0O4 (250 mg) a chinolin (250 mg) a smés by!a
michana pfi -40 °C pod H, atmosférou po dobu 5 h (TLC
monitoring). Reak&ni smés byla rozpusténa v éter a filtrovana
pfes celit, a zahus$tén ve vakuu. Zbytek byl chromatografovan na
silikagelu s pomoci smési hexan:ethylacetat 9:1, coz poskytlo 442

mg odpovidajiciho produktu.
16,16-Trimethylen-PGE2 methyl ester (6)

K roztoku methylesteru 11,15-bis trimethylsilyloxy-
-16,16-trimethylen-PGE, (374 mg, 0,589 mmol) v THF (18 ml) byl
pfidan HF 40% (3,5 ml) v THF ( 1 ml) pfi 0 °C. Reaké&ni smés byla
michana po dobu 5 h (TLC monitoring) a pak byla nalita do smési
hydrogenuhli¢itanu sodného 5% (30 ml) a ethylacetatu (50 ml).

Organicka vrstva byla oddélena a vodnéa vrstva byl promyta
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ethylacetatem (2x30 ml). Organické vrstvy byly spojeny, suseny
nad siranem sodnym a zahus$tény ve vékuu. Zbytek byl
chromatografovan na silikagelu s pomoci smési hexan/ethylacetat
1:1 a nasledné samotnym ethylacetatem, coz poskytlo 6 (75 mg,
31%), v podobé oleje.

'"H NMR (CDCls) d 0,9 (t, 3H), 1,3 (t, 6H), 2,0-2,6 (mm, 9H), (dm,
5H), 3,6 (s, 3H), 4,1 (m, 2H), 5,4 (m, 2H), 5,6-5,8 (dm, 2H);
'SC NMR (CDCls) d 14,222, 14,9, 23,7,

24,7, 25,2, 26,2, 26,5, 26,6, 26,8, 29,7, 33,4, 36,5, 44,9, 46,0,
51,6, 54,0, 54,6, 71,9, 76,7, 77,06, 77,1, 77,38, 126,5, 126,9,
127,7, 130,9, 132,5, 132,9, 133,36, 133,46, 174,15, 214,32.

Priklad 7: Syntéza 13,14-dihydro-17-(3-fluorfenyl)-18,19,20-trinor
PGE; isopropyl esteru (slouéenina 7)

Syntéza titulni sloueniny je schematicky znazornéna
na schematu 3. Déle wuvedena <disla slou¢enin odpovidaji

strukturam, znazornénym ve schematu 3.
Dimethyl-(2-oxo0-4-(3-fluorfenylbutyl) fosfonat

K michané suspenzi hydridu sodného (4,17 g, 138
mmol) pfedbézné promyté n-pentanem, v suchém THF (250 ml)
byl pfi pokojové teploté pfidan po kapkach roztok dimethyl-2-oxo-
propylfosfonat (23,12 g, 132,3 mmol) v THF ( 110 ml). Reakéni
smés byla michana po dobu 2 h, pak ochlazena v ledové lazni a
podrobena plsobeni roztoku n-BuLi (10,2 g, 158,7 mmol) v
hexanu, coz zpusobilo zménu zbarveni roztbku na tmavé hnédou.
V michéani se pokradovalo po dobu 2 h p#i 0 °C, s néaslednym
pfidavanim 3-fluorbenzylbromidu (25 g, 132,3 mmol) v THF (50
ml) po kapkach. Reakéni smés byla postupné zahfata na

pokojovou teplotu a po 3 h (TLC monitoring), byla =zfedéna
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10% HCI (20 ml). Pak byla smés nalita do vody s ledem (200 ml),
extrahovana CHCIls (2x150 ml), organické vrstvy byly spojeny,
promyty solankou (150 ml), chromatografovany na silikagelu s
pomoci CH,Cl, a poté EtOAc jako eluentd, coz poskytlo 19,5 g a
lehce zlutého oleje. Rf= 0,37 (silikagel, EtOAc:aceton 1:1

(18,5R,6R,7R)-6-Formyl-7-(4-fenylbenzoyloxy)-2-oxabicyklo-
(3,3,0)-oktan-3-on (19)

K roztoku alkoholu 18 (19,0 g, 53,9 mmol) v DME (100 ml),
pchlazenému na 18 °C, byl pfidan dicyklohexylkarbodiimid (DCC)
(33,3, 161,8 mmol), DMSO (38,2 ml) a fosforeéna kyselina (1,43
ml, 21,28 mmol). Teplota reakéni smés byla udrzovéna pod 25 °C
po dobu 30 min. Reakéni smés byla michéna pfi pokojové teploté
dal§i 2 hodiny (TLC monitoring) a srazenina byla odstranéna
filtraci a promyta éterem (2x50 ml). Spojena organicka vrstva byla
promyta vodou (50 ml) a solankou (2x50 ml), vodny roztok byl
extrahovan éterem (100 ml), organické vrstvy byly spojeny a
su$Seny nad siranem sodnym, filtrovany a pouzity piimo
v nasledujicim stupni. TLC Rf = 0,37 (silikagel, EtOAc:toluen
2:1).

(1S,5R,6R,7R)-6-{3-0Ox0-5-(3-fluorfenyl)-1-E-pentenyl}-7-(4-fenyl
benzoyloxy)-2-oxabicyklo[3,3,0]oktan-3-on (20)

K michané suspenzi NaH (1,9 g, 65,1 mmol),
pfedb&zné promyté n-pentanem v DME ( 130 ml) pod dusikovou
atmosférou, byl pfidan po kapkach dimethyl-2-oxo0-4-(3-fluorfenyl)
butylfosfonat (Wadsworth, Jr., W. S., et al. 1961) (19,3 g, 70,5
mmol), v DME (100 ml) a smés byla Zivé michana po dobu 1 h pfi
pokojové teploté. Smés byla pak ochlazena to -10 °C a po

kapkach byl pfidan roztok surového aldehydu 19. Po 30 minutach




pfi 0°C a 2 h pfi pokojové teploté (TLC monitoring) byla reakéni
smés zneutralizovana kyselinou octovou, rozpoustédlo bylo
odstranéno ve vakuu a zbytek byl rozpustén v EtOAc (200 ml) a
promyt vodou (50 ml) a solankou (50 ml). Organicka vrstva byla
susena nad bezvodym siranem sodnym, filtrovana a odpafen ve
vakuu. Zbytek byl rozmichén v éteru (100 ml); vysledna bila
srazenina byla filtrovana a promyta studenym éterem, coZ
poskytlo bilou krystalickou latku ve vytéZku (17 g, 58,5%)

Rf = 0,56 (silikagel, ethylacetéat : toluen 2:1)

(185,5R,6R,7R)-6-(3S8-3-Hydroxy-5-(3-fluorfenyl)-1-pentenyl)-7-(4-
fenylbenzoyloxy)-2-oxabicykio[3,3,0]oktan-3-on (21)

K michanému roztoku enonu 20 (17,1 g, 34,3 mmol) v
THF (20 ml) a hydratu chloridu ceritého (CeCl;.7H20) (3,8 g, 10,3
mmol) ve smési THF:éter 1:2 (60 ml) ochlazenému na -20 °C pod
dusikovou atmosférou byl po malych podilech pfidan borohydrid
sodny (0,8 g, 20,57 mmol). Reakéni smés byla michana po dotu
2 h (TLC monitoring). Teplota byla zvy$ena na °C, pak byla smés
zfedéna vodou (20 ml) a pfidanim vodného roztoku 10% HCI byla
jeii reakce upravena na pH=4, nalez byla extrahovana EtOAc
(50 ml). Organické& vrstva byla oddélena a promyta solankou,
suena nad bezvodym siranem sodnym, zahu$téna ve vakuu a
chromatografovana dvakrat na silikagelu s pomoci smési
toluen:EtOAc 2:1 a nasledné 1:1 jako eluentu, coZ poskytlo
slouceninu 4 (5 g) jako bily krystalicky produkt Rf = 0,32
(silikagel, EtOAc/toluen 2:1.




(15,5R,6R,7R)-6-{3R-3-Hydroxy-5-(3-fluorfenyl)-1-pentyl}-7-(4-
fenyl benzoyloxyl—2-0xabicyklo[3,3,D]oktan-3-on (22)

K suspenzi 10% Pd/C (0,1 g) v dusitanu sodném (3,6
ml, 1,8 mmol) a ethanolu (15 ml) byl pfidan roztok sloudeniny 21
(3 g, 6,0 mmol) v ethanolu (6,0 ml). Smés byla michana pod
vodikovou atmosférou po dobu 6 h (TLC monitoring) a zfedé&na
pomoci 1M roztoku HCI. Katalyzator byl odstranén filtraci pres
celitové loze a promyt absolutni methanolem (15 ml).
Rozpoustédio bylo odstranéno ve vakuu. Vysledny olej byl
rozpustén v EtOAc (100 ml) a promyt solankou o koncentraci 15%
(30 ml). Vodné féze byla promyta EtOAc (40 ml). Spojené
organické extrakty byly susSeny nad siranem sodnym a filtrovany.
Rozpoustédlo bylo odstranéno pod vakuem. Zbytek byl
chromatografovan na silikagelu s pomoci EtOAc jako eluentu, coz
poskytlo slouéeninu 5 (2,94 g), Rf = 0,25 (silikagel, EtOAc).

(1S,5R,6R,7R)-6-{3R-3-Hydroxy-5-(3-fluorfenyl)-1-pentyl}-7-R-
hydroxy-2-oxabicyklo[3,3,0]oktan-3-on (23)

K roztoku laktonu 22 (2,8 g, 5,65 mimol) v methanolu
(15 ml) byl pfidan uhli¢itan draselny (0,47 g, 3,3 mmol) a smés
byla michana pfi okolni teploté po dobu 6 h (TLC monitoring).
Smés byla zneutralizovana pomoci 10% vodného roztoku HCI a
extrahovana pomoci EtOAc (2x30 ml). Organicka faze byla susena
nad bezvodym siranem sodnym a odpafena do sucha. Surovy
produkt byl chromatografovdn na silikagelu s pomoci
EtOAc:aceton 1:1 jako eluentu. Titulni slou¢enina 23 byla ziskana
jako bily krystalicky produkt; vytézek 1,6 g, Rf= 0,17 (silikagel,
EtOAc); "H NMR (CDCl3) d 1,2-1,4 (m, 1H), 1,54 (m, 3H), 1,8 (m,
3H), 2,1 (m, 1H), 2,2 (m, 1H), 2,3 (m, 1H), 2,6 (m, 2H), 2,67 (m,




1H), 2,8 (m, 2H), 3,60 (m, CH,CHOHCH2), 4,0 (m, CHOH) 4,92
(m, CHOC=0), 6,8-7,0 (m, 3H), 7,28 (m, 1H).

(18,5R,6R,7R)-6-(3R-3-t-butyldimethylsilyloxy-5-[3-fluorfenyl)-1-
pentyl]-7-R-terc.butyldimethylsilyloxy-2-oxabicyklo[3,3,0]oktan-3-
ori (24)

t-Butyldimethylsilyl chlorid (2,3 g, 14,9 mmol) byl pfidan
v jediném podilu pridan k roztoku diolu 23, triethylaminu (2,1 mi,
14,8 mmol) a 4-dimethylaminopyridinu (0,06 g, 0,1 mmol) v
dichlormethanu (20 ml) a aplikovalo se zivé michani pfi pokojové
teploté po dobu 24 h. Reakéni smés byla zahusténa ve vakuu.
Surovy produkt byl rozpus$tén v ethylacetatu (50 ml), promyt
vodou (20 ml) a 5% vodného roztoku hydrogenuhli¢itanem sodnym
(20 ml). Organickd faze byla su$ena nad siranem sodnym,
filtrovana a zahu$téna ve vakuu. Zbytek byl chromatografovan na
silikagelu s pomoci dichlormethanu jako eluentu, coZz poskytio 3 g
produktu jako olej. Rf=0,68 (silikagel, éter)

(1-S.5R,6R,7R)-6-{3R-3-t-butyl dimethylsilyloxy-5-(3-fluorfenyl)-1-
pentyl}-7-R-terc.butyl dimethylsilyloxy-2-oxabicyklo[3,3,0]oktan-3-
ol (25)

Roztok diisobutylaluminium hydridu (DIBAL) (1,1 g,
7,43 mmol) v suchém toluenu (5,3 m) byl pfidan po kapkach k
michanému roztoku laktonu 24 (2,7 g, 4,95 mmol) v suchém THF
(30 ml) pfi -72/-80 °C. Po 1 h (TLC monitoring) byla reakéni smés
zfedéna methanolem (5 ml) a byl zahtat na pokojovou teplotu a
byla pfidana voda (50 ml) a 10% vodny roztok HCI (50 ml).
Ziskana smés byla extrahovana pomoci EtOAc (2x50 ml).
Organickd vrstva byla su$ena siranem sodnym, filtrovana,
rozpous$tédlo bylo odstranéno ve vakuu, a zbytek byl




chromatografovan na silikagelu s pomoci EtOAc a dale smési
EtOAc:aceton 1:1, jako eluentu, coz poskytlo zluty olejovity
produkt (2,7 g), Rf = 0,85 (silikagel, ethylacetat 1:1).

13,14-Dihydro-11,15-di-t-butyldimethylsilyloxy-17-(3-fluorfenyl)-
18,19,20-trinorPGF 24

K michané suspenzi 4-karboxybutyltrifenyl fosfonium
bromidu (8,78 g, 19,82 mmol) v THF (50 ml) pod dusikovou
atmosférou pfi 0-5 °C byl pfidan t-butoxid draselny (3,89 g, 34,6
mmol) a smés michan po dobu 30 min. pfi pokojové teploté.
K vyslednému d&ervenooranzovému roztoku byl pfi -15/-10 °C
ptidan laktol 25 (2,7 g, 4,95 mmol) v THF ( 10 ml), a smé&s byla
michan po dobu 3-4 h (TLC monitoring). Reakéni smés byla
rozpudténa v vodou (30 ml) a promyta éter (4x40 ml). Vodna
vrstva byla okyselena pomoci 5% vodného roztoku Kkyseliny
citrénové na pH 4 a extrahovana pomoci EtOAc (2x50 ml).
Organicka faze byla promyta solankou(30 ml), suSena nad
siranem sodnym a zfiltrovana. Rozpoustédio bylo odstranéno ve
vakuu a kase slouceniny 26 byla pouzita pfimo bez izolace pro
dalsi krok.

13,14-Dihydro-11,15-di-t-butyldimethyl silyloxy 17-(3-fluorfenyl)-
18,19,20-trinor PGF 24 isopropyl ester (27)

DBU (5,28 g, 34,7 mmol) byl pfidan po kapkach k michanému
roztoku surového produktu 26 (3,16 g, 4,96 mmol) v acetonu (20
ml) pfi 0 °C. Smés byla ponechana ohfat na pokojovou teplotu a
byl pfidan po kapkéach isopropyl jodid (5,05 g, 29,7 mmol). Po 4 h
(TLC monitoring) byla smés rozpusténa v EtOAc (100 ml),
promyta solankou(30 ml), kyselinou citronovou 3% (2x25 ml) a
hydrogenuhli¢itanem sodnym 5% (2x25 ml) a suSena }nad




bezvodym siranem sodnym. Rozpoustédlo bylo odstranéno ve
vakuu a zbytek byl chromatografovan na silikagelu s pomoci
smési éter:petroléter 1:2 jako eluentu. To poskytio bezbarvy olej,
vytézek 1,7 g, Rf = 0,43 (silikagel, éter:petroléter 1:2) '"H NMR
(CDCIl3) d 0,1 (m, 9H), 0,9 (m, 16H), 1,2 (m, 9H), 1,6-1,8 (mm,
10H), 2,12 (m, 2H), 2,22-2,33 (m, 2H), 2,6-2,9 (dm, 2H), 3,65 (m,
CH>,CHOHCH,), 3,94 (m, CH.CHOH), 4,16 (m, CH2CHOH), 5,0
(sept. 1H), 5,38 (m, db), 5,47 (m, db), 6,8-7,0 (dm, Ar, 3H), 7,2
(m, Ar, 1H).

13,14-Dihydro-11,15-di-t-butyldimethyisilyloxy 17-(3-fluorfenyl)-
18,19,20-trinor PGE2 isopropyl ester (28)

Pyridin dichlorchromat (2,43 g, 11,25 mmol) na oxidu
hlinitém (20 g) byl pfidan v malych podilech k roztoku sloucCeniny
27 (1,7 g, 2,5 mmol) v dichlormethanu (30 ml) a takto ziskana
srés byla michana pfi pokojové teploté (TLC monitoring),
filtrovédna, promyta smési éter:ethylacetdt 2:1. Pak bylo
rozpous$tédlo odstranéno ve vakuu. Zbytek byl rozpudtén v éteru
(100 ml) a promyt vodou (30 ml), 5% vodného roztoku NaHCO3
(3x20 ml), organicka faze byl oddélena a suSena nad siranem
sodnym, a odpafena ve vakuu, coz poskytio 28 (1,3 g), v podobé
oleje. Rf= 0,72 (silikagel, ethylacetat).

13,14-Dihydro-17-13-fluorfenyl)-18,19,20-trinor PGE. isopropyl
ester

k roztoku slouéeniny 28 (314 mg) byl pfidan fluorovodik
v acetonitrilu 15% (12 ml). Smés byla michana pfi pokojové
teploté po dobu 4 h (TLC monitoring). Reakéni smés byla
rozpuéténa v ethylacetatu (100 ml) a promyta vodou (3x20 ml),

pak suSena a odpafena ve vakuu. Zbytek byl chromatografovan na
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silikagelu s pomoci ethylacetatu jako eluentu, coz poskytio
slou¢eninu 7 (64 mg) v podobé oleje, Rf=0,43 (silikagel,
ethylacetat). '"H NMR (CDCl3) d 1,2 (d, 6H), 1,6-1,8 (m, 6H), 1,8
(m,'2H), 2,12 {m, 2H), 2,2-2,3 (m, 2H), 2,6-2,8 (dm, 2H), 3,6 (m,
CH2CHOHCH?), 4,16 (m, CH,CHOH), 5,0 (sept. 1H), 5,38 (m, db),
5,47 (m, db), 6,8-7,0 (dm, Ar, 3H), 7,2 (m, Ar, 1H).

Farmakologie

Snizeni intraokuldrniho tlaku u kodek a u opic vlivem testovanych

sloucéenin.

Siouéeniny byly testovany na schopnost snizovat
intraokuldrni tlak na zvifecich modelech. Intraokularni tlak byl
méfen pomoci kalibrovaného pneumotonometru. Jako pokusna
zvifata byly pouzity evropské domaci koéky a opice rodu
cynomolgus. Rohovka byla pfed méfenim znecitlivéna pomoci
oxibuprokainu. Snizeni intraokularniho tlaku po topickém oS$etfeni
isopropylesterem PGF2p (2), isopropy! esterem 17-fenyl-18,19,20-
trinor-PGE'z (4), methyl esterem 15RS-16,16-trimethylenu (6) a
isopropyl esterem 13,14-dihydro-17-(3-fluorfenyl)-18,19,20-trinor-
PGE;: (7) jsou uvedena v tabulkach IV a V.




Tabulka IV. Snizeni intraokularniho tlaku pfi aplikaci 1-10 ug

testovanych sloucenin s uinkem na EP¢ prostanoidni receptor, u
kotek. Kontrolni oko obdrzelo pouze vehikulum.
(n= 5-6; prumér+/-smérodatna odchylka).

Prostaglandin/ Normalni tlak Tlak 3 h po oSetfeni
Oko (mmHg) (mmHg)
2

Experimentalni oko 24,2 + 2,3 15,1 £ 2,8
Kontrolni oko 24 5 = 2,7 22,5+ 3,4
4

Experimentalni oko 22,0 + 1,7 14,2 £ 1,7
Kontrolni oko 21,5+ 1,7 18,7 + 1,9
6

Experimentalni oko 19,2 £ 1,7 9,5+0,5
Kontrolni oko 19,3 1,7 17,0 £ 1,3
7

Experimentaini oko 20,4 = -2,0 14,2 + 0,9

Kontrolni oko 20,6 = -1,8 18,4 £ 1,5

* p<0,01 (stanoveno parovym t-testem mezi testovanymi oky)




Tabulka V. Snizeni intraokuldrniho tlaku aplikaci testovanych
sloudenin s uéinkem na EP1 receptor, u opic. Davka isopropyl
esteru PGFas- byla 30 pg, zatimco davka isopropyl esteru 17-
fenyl-18,19,20-trinor-PGE, a isopropyl esteru 15RS-16,16-
trimethylen-PGE> byla 3 pg. Kontrolni oko obdrzelo pouze
vehikulum (n=6; primértsmérodatna odchylka).

Prostaglandin/ Zakladni tlak Tlak 4 h po oSetfeni
oko (mmHg) (mmHg)
2

Experimentalni oko 17,8 £ 1,4 14,1 +1,8
Kontrolni oko 16,9 £ 1,2 17,5+ 2,0
4

E;perimentalni oko 14,1 £ 1,1 9,9 0,9
Kontrolni oko 13,9+ 1,0 11,5+ 0,8
6

Experimentalni oko 20,9 £ 1,6 15,3+ 2,4
Kontrolni oko 21,3+ 1,5 19,0+ 1,5

* p<0,05 (stanoveno parovym t-testem mezi testovanymi oky)

Lze vidét, Ze jak u kocek, tak u opic snizuji vsechny
prostaglandinové analogy, které maiji preferenci pro EP;
receptor, signifikantné intrackularni tlak.

V souladu s tim vynalez zvefejiiuje, Ze slouceniny selektivne

stimulujici EP4 receptory snizuji intraokularni tlak, a ze takovéto
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sloudeniny nemohou mit zadny melanogenni efekt, nebo alespon
maji signifikantné snizeny vliv na bunky, produkujici pigmentu v
oku, melanocyty, nemajici EP4 receptor, u Clovéka man. Tudiz
obvykly vedlej§i uc¢inek, ktery se projevuje zvySenim pigmentace
duhovky, se mlze eliminovat v prabéhu terapie pomoci

prostaglandind, selektivnich pro EP4 receptory.
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Reagenty:

a. N-isopropylcykiohexylamin/THF, n-Buli,
ethylcyklobutankarboxylat/DMSO
b. DIBAL-H/toluen

c. DCC/DME, DMSO, H3POy4,

d. Lithiumacetylidethylendiamin, DMSO

e. tributylcinhydrid, AIBN

f. Trimethylsilyl chlorid (TMSCI), imidazol/DMF

g. Li2CuCN(CHs)2, TMSCI, triethylamin, 4-t-butyldimethylsilyloxy-
2-cyklopentenon, 1-tributylcin-4,4-trimethylen-3-trimethyl-
silyloxy-1-okten, methyl-2-in-8-oktanoat

h. Pd-BaS0y4, chinolin,

i. HF/THF
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Reagenty _
a. DCC, DMSO, H2S04, DME, H3PO4

b. NaH, dimethyl-2-oxo-4-(3-fluorfenyl)-butylfosfonat

c. NaBHg4, CeCl3.7H20/THF

d. Pd/C. NaNO,/THF

e. KoCO3z/Methanol

f. TBDMS, TEA, 4-dimethylamino pyridin/dichlormethan

g. DIBAI-H/THF

h. 4-karboxybutyl trifenyl fosfonium bromid, t-butoxid draselny,
THF

i. DBU, isopropyljodid/aceton

j. pyridinium chlorchromat, oxid hIinity/dichIorm‘ethan

k. HF/acetonitril
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PATENTOVE NAROKY

1. Kompozice pro légeni glaukomu a okularni
hypertenze, zahrnujici terapeuticky aktivni fyziologicky pfijatelné
mnozstvi prostaglandinového analogu, ktery je selektivnim
agonistou pro EP; prostanoidni receptory, nebo farmaceuticky

ptijatelnou sul nebo ester nékteré z téchto sloucenin.
2. Kompozice podle naroku 1, vyznalujici se tim, zZe

prostaglandinovy analog je odvozen od prostaglandinového typu
PGF nebo PGE.

3. Kompozice podle naroku 1 nebo 2, vyznaclujici se
tim, ze prostaglandinovy analog je a slou¢enina obecného vzorce:

COOR
Iz

ve kterém:
vinovité vazby =znamenaji a nebo B konfiguraci,
garkované vazby znamenaji jednoduchou vazbu, trojnou vazbu

nebo dvojnou vazbu v cis nebo trans konfiguraci;

R je vodik, nasyceny nebo nenasyceny alkyl, vyhodné
Ci.10 alkyl, cykloalkyl, vyhodné Cs.s cykloalkyl, arylova, arylalkyl,
vyhodné arylova-Ca.salkyl, nebo heteroaryl;
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R1 znamena nasycenou nebo nenasycenou alkylovou
skupinu majici 2-5 uhlikovymi atomy, popfipadé pferuSenou by a -
heteroatomy vybrané ze souboru, do kterého patfi kyslik, sira a
dusik, cykloalkyl, vyhodné Cs.7 cykloalkyl, cykloalkenyl, vyhodné
Cs.7 cykloalkenyl, aryl nebo heteroaryl;

X je C-OH nebo C=0;

R, je vodik, hydroxy, methyl, ethyl, methoxy nebo
OCORy4, kde R4 znamena linearni nebo rozvétvenou nasycencu
nebo nenasycenou alkylovou skupinu, vyhodné Ci.10 alkyl,
zejména Cq.¢ alkyl, nebo cykloalkyl, vyhodn& Cs.s cykloalkyl, nebo
arylova skupina,;

R3 znamenéa linearni nebo rozvétvenou nasycenou nebo
nenasycenou alkylovou skupinu, vyhodné majici 3-8 uhlikovymi
atomy, zejména 3-5 uhlikovych atoml, popfipadé pferusenou
jednim nebo vice heteroatomy vybranymi ze souboru, do kterého
patfi kyslik, sira a dusik, pficemz kazdy uhlikovymi atom
popfipadé mlze byt substituovan substituentem, vybranym ze
souboru, do kterého patii Ci.s5 alkylové, hydroxylové a
karbonylové skupiny, pfiéemz hydroxyl a karbonyl muZe byt
vyhodné pfFipojeny k uhliku 15 prostaglandinové struktury a
uvedena alkylova skupina popiipadé obsahuje cykloalkyl, vyhodnée
Cs.s cykloalkylovou, arylovou nebo heteroarylovou skupinu, ktera
mrize byt mono- nebo nezévisle vicendsobné substituovana Cq.3
alkylem, Cq.3 alkoxylem, hydroxy, nitroskupinou, trifluormethylem
nebo halogenem;

nebo farmaceuticky pfijatelnd s0l nebo ester nékteré z téchto
slouéenin.




4. Kompozice podle naroku 1, 2 nebo 3, ve kterém
prostaglandinovy analog je 15(R,S)-16,16-trimethylen-PGE2 nebo
jeho alkyl ester.

5. Kompozice podle naroku 1, 2 nebo 3 vyznacujici se
tim, 2e prostaglandinovy analog je 13,14-dihydro-17-(3-
fluorfenyl)-18,19,20-trinor-PGE2 nebo jeho alkyl ester.

6. Zplsob [é¢eni glaukomu nebo okularni hypertenze v
oku subjektu, pfitemz tento zpuUsob zahrnuje uvedeni povrchu oka
do kontaktu s u&inn& intraokularni tlak snizujicim, terapeuticky
aktivnim a fyziologicky pFijatelnym prostaglandinovym analogem,
ktery je selektivnim agonistou pro EP; prostanoidni receptory,
nebo a farmaceuticky pfijatelnou soli nebo esterem nékterého
takoveého analogu.

7. Zpltisob podle naroku 6, vyznalujici se tim, Ze
prostaglandinovy analog je odvozen od PGF nebo PGE
prostaglandinu.

8. Zpusob podle naroku 6 nebo 7, vyznacujici se tim,
e prostaglandinovy analog znamena sloucenina obecného

vZzorce:

ve kterém:




vinovité vazby znamenaji a nebo B konfiguraci,
garkované vazby znamenaji jednoduchou vazbu, trojnou vazbu

nebo dvojnou vazbu v cis nebo trans konfiguraci;

R je vodik, nasyceny nebo nenasyceny alkyl, vyhodné
Ci.10 alky!, cykloalkyl, vyhodné& Cs.s cykloalkyl, aryl, arylalkyl,
vyhodné aryl-C,.5 alkyl nebo heteroaryl;

Ry znamena nasycenou nebo nenasycenou alkylovou
skupinu, majici 2-5 uhlikovymi atomy, popfipadé pFerusenou
heteroatomy vybranymi ze souboru, do kterého patfi kyslik, sira a
dusik, cykloalkyl, vyhodné Cs.7 cykloalkyl, cykloalkenyl, vyhodné
Ca.7 cykloalkenyl, arylovéa nebo heteroaryl;

X je C-OH nebo C=0;

R, je vodik, hydroxy, methyl, ethyl, methoxy nebo
OCORy4, kde R4 znamena linedrni nebo rozvétvenou nasycenou
nebo nenasycenou alkylovou skupinu, vyhodné& Cyq.10 alkyl,
zejména Ci.¢ alkyl, nebo a cykloalkyl, vyhodneé Cs.s cykloalkyl,
nebo arylovou skupinu;

Rs; znamena linearni nebo rozvétvenou nasycenou nebo
nenasycenou alkylovou skupinu, vyhodné majici 3-8 uhlikovych
atomd, zejména 3-5 uhlikovych atoml, popfipadé pferuSenou
jednim nebo vice heteroatomy, vybranymi ze souboru, do kterého
patti kyslik, sira a dusik, pficemZ kaZdy uhlikovymi atom mlze
byt popfipadé substituovan substituentem, vybranym ze souboru,
do kterého patii Cq.s alkylové, hydroxylove a karbonylové
skupiny, pficéemZ hydroxy a karbonyl midzZe byt vyhodné pfipojeny
k uhliku 15 prostaglandinové struktury a uvedena alkylova
skupina popfipadé obsahuje cykloalkyl, vyhodné Cs.s cykloalkyl,
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arylovd nebo heteroaryl skupina, ktera mlze byt mono- nebo
nezavisle vicenasobné& substituovanad Cy.3 alkylem, Ci.3
alkoxylem, hydroxylem, nitroskupinou, trifluormethylem nebo
halogenem;
nebo a farmaceuticky pftijatelnou sll nebo ester nékteré z téchto
sloucenin.

9. Kompozice podle naroku 6, 7 nebo 8, vyznaclujici se
tim, Ze prostaglandinovy analog je 15(R,S)-16,16-trimethylen-
PGE, nebo jeho alkyl ester.

10. Kompozice podle naroku 6, 7 nebo 8 vyznacujici se
tim, ze prostaglandinovy analog je 13,14-dihydro-17-(3-
fliorfenyl)-18,19,20-trinor-PGE; nebo jeho alkyl ester.

11. ZpUsob podie nékterého z narokl 6-10, vyznacujici
se tim, Ze terapeuticky aktive a fyziologicky pfijatelna kompozice,
obsahujici uvedeny prostaglandinovy analog se podéavéa povrchové
na oko 1-3 krat denné.

12. Pouziti prostaglandinového analogu podie
kteréhokoliv z narokl 1 az 4, ktery je selektivhim agonistou pro
EP, prostanoidové receptory, pro pfipravu léku k leceni glaukomu
a okularni hypertenze.
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