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Nova diastereomerni slouéenina, jeji farmaceuticky ptijatelna
stl, prostiedek, ve kterém je obsaZena a jeji pouZiti pro légeni
zdravotnich poruch, které jsou diisledkem nedostatku
rustového hormonu.



Sloucenina uvolriujici ristovy hormon

Oblast techniky

Pfedkladany vyndlez se tykd nové slouleniny, jejich
farmaceuticky p¥rijatelnych soli, prost¥edkd, ve kterych je
obsaZena, a jejich pouZiti pro 1léZeni zdravotnich poruch

vznikajicich z nedostatku rustového hormonu.

Dosavadni stav techniky

Ristovy hormon 3je hormon, ktery stimuluje 1rist v3ech
tkani, které mohou rust. Navic je o ristovém hormonu znimo, %e
ma ruzné U¢inky na metabolismus, nap¥. stimulace syntézy
proteinu a mobilizace volnych mastnych kyselin a zptiisobuje
pfepinani energetického metabolismu z cukerného metabolismu na
metabolismus mastnych kyselin. Nedostatek ristového hormonu
pripadn& vede k mnoha vaZnych zdravotnim porucham, napt.
trpasli¢i vzrust.

Ristovy hormon se uvolifiuje z hypofyzy. Uvoliiovidni bud
primo nebo nep¥imo kontroluje mnoho hormont a
neurotransmiteru. Uvolinovani rustového hormonu lze stimulovat
hormonem uvolriujicim rustovy hormon a inhibovat
somatostatinem. V obou pf¥ipadech se hormony uvolnuji
z hypotalamu, ale jejich ptsobeni je zprost¥edkovano prfes
specifické receptory umist&né na hypofyze. Byly popsany i
dalsi slouCeniny stimulujici uvolfiovani ristového hormonu
z hypofyzy. Napriklad arginin, L-3,4-dihydroxyfenylalanin
(L-Dopa), glukagon, vasopressin, PACAP (peptid aktivujici
hypofyzovou adenylcyklasu), agonisté muskarinnich receptort a
synteticky hexapeptid, peptid uvoliiujici ristovy hormon, ktery
uvoliiuje endogenni rustovy hormon bud p¥imym ovlivnEnim
hypofyzy nebo ovlivnénim uvolfiovdni hormonu uvoliiujiciho

rustovy hormon a/nebo somatostatinu z hypotalamu.



P¥i poruchach nebo stavech, p¥i kterych je poZadovéano
zvy3ené mnoZstvi xristového hormonu, vede proteinovad povaha
ristového hormonu k tomu, Ze 3jiné neZ parenteralni podavani
neni vhodné. Navic dal8i primo pusobici <inidla stimulujici
produkci enzymi, nap¥. hormon uvoliiujici rustovy hormon a
PACAP, jsou del8i polypeptidy, pro které Jje preferovano
parenteralni podavani.

Pouziti urditych sloudenin pro zvySeni mnoZstvi ristového

hormonu u savcli bylo jiZz d¥ive popsdno v nap¥. EP 18 073,

EP 83 864, WO 8 302 272, WO 8 907 110, WO 8 901 711,
WO 8 910 933, WO 8 809 780, WO 9 118 016, WO 9 201 711,
WO 9 304 081, WO 9 413 696, WO 9 517 423, WO 9 514 666,
WO 9 615 148, WO 9 622 997, WO 9 635 713, WO S 700 894,

WO 9 722 620, WO 9 723 508, WO 9 740 023 a WO 9 810 653.
Prost¥edek obsahujici slouleniny uvoliiujici ristovy hormon
je dileZity =z divodd G&innosti p¥i uvolriovani rustového
hormonu stejné& jako z divodd biodostupnosti. Proto je
p¥edmétem predkladaného vynalezu poskytnout novou sloudeninu
uvoliiujici rustovy hormon. Navic je pF¥edmétem predkladaného
vyndlezu poskytnout novou sloufeninu uvoliiujici ristovy hormon
(¢inidlo stimulujici produkci ristového hormonu), ktera je
specifickd a/nebo selektivni a nemd Zadné podstatné vedlejsi
G¢inky, jako je nap¥. uvolilovani LH, FSH, TSH, ACTH,
vasopressinu, oxytocinu, kortisolu a/nebo prolaktinu.
P¥edmétem p¥edkladaného vynalezu je také poskytnuti

slouCeniny, kterda ma& dobrou oralni biodostupnost.

Podstata vynalezu

Shrnuti p¥edkladdaného vynélezu
Predkladany vynalez poskytuje novou sloufeninu, ktera
pisobi p¥imo na burlky hypofyzy za normdlnich experimentdlnich

podminek in vitro tak, Ze se z nich uvoliiuje rustovy hormon.



Sloufeninu uvolifiujici rustovy hormon lze pouZit in vitro
jako unikatni vyzkumny nastroj pro porozuméni, kromé€ jiného,
jak je vylufovani rustového hormonu regulovano na drovni
hypofyzy.

Navic 1lze sloudeninu wuvoliniujici ristovy hormon podle
p¥edkladaného vynalezu také podavat in vivo tak, aby se

zvy$ilo uvoliiovani endogenniho rustového hormonu.

Popis pY¥edkladaného vynalezu

Predkladany vynalez se tykad slouleniny, kterou lze ziskat
postupem popsanym v p¥ikladu 1, nebo jeji farmaceuticky
p¥ijatelné soli.

Dale se pfredkladany vynalez tyk& sloucdeniny, kterou 1lze
ziskat postupem popsanym Vv p¥ikladu 1, kdy se jednd o
sloudeninu 2-amino-N-[(1R)-2-[(3R) -3-benzyl-3-(N,N',N'-tri-
methylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl]-1-(1H-indol-3-yl-
methyl) -2-oxoethyl] -2-methylpropionamid, sloucenina

strukturniho vzorce I:

(I)

nebo jeji farmaceuticky p¥ijatelné soli.

Dale se predkladany vynalez tyka slouceniny
2-amino-N-[(1R)-2-[(3R) -3-benzyl-3-(N,N',N'-trimethylhydrazi-
nokarbonyl)piperidin-1-yl] -1- (1H-indol-3-ylmethyl) -2-oxo-

ethyl] -2-methylpropionamidu, sloudeniny strukturniho vzorce I:
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(I)

nebo jeji farmaceuticky p¥ijatelné soli.

Strukturu sloudeniny, kterou lze ziskat postupem popsanym
v prikladu 1, lze ov&¥it rentgenovou difrak&ni analyzou (napt.
jak je popsano v Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 19. vydani (1995), =zejména na strandch 160 a 561
aZz 562).

Jakékoliv moZné kombinace dvou nebo vice provedeni
popsanych v pr¥edkladaném vynélezu spadaji do ramce

predkladaného vynalezu.

Obecné zplsoby

Postup pouZity v této patentové prihlaSce je zaloZen na
spojovani peptidd, které je v dané problematice dobfe znamé, a
nelze je Zzadnym zplsobem pokladat za omezeni p¥edkladaného
vynalezu.

V tomto postupu se pred spojovanim aminokyselin nebo
peptidovych zbytkt odstrani vhodné chranici skupiny jako je
terc-butoxykarbonyl (Boc) postupy, které jsou odbornikim dob¥e
znamé. Také je moZné, Ze tyto chranici skupiny nejsou vilbec
pouZity. PrisluSné aminokyseliny 1lze chréanit a odchranit
zpusoby znadmymi v dané problematice a popsanymi nap¥t.
T.W. Green (Protective Groups in Organic Synthesis, 2. vydani,
John Wiley and Sons, New York 1991).

Cely postup je podrobné& popsan v prikladu 1.



RozStépenim racemické smési terc-butylesteru
3-benzylpiperidin-1, 3-dikarboxylové kyseliny se ziskaji
enantiomery a kone¢nd sloufenina ziskand na zavér celého
postupu pak misto smé&si dvou diastereomerti je diastereomer
2-amino-N- [ (1R)-2-[(3R)-3-benzyl-3-(N,N',N'-trimethylhydrazi-
nokarbonyl)piperidin-1-yl]-1-(1H-indol-3-ylmethyl) -2-oxo-

ethyl] -2-methylpropionamid, sloufenina strukturniho vzorce I:

(1)

Slou¢enina podle p¥edkladaného vynadlezu vykazuje zvySenou

odolnost proti proteolytickému odbourdvani enzymy, protoZe
neni pfirodni, =zejména protoZe prirodni amidové vazby jsou
nahrazeny nep¥irodnimi vazbami napodobujicimi prirodni.
Predpoklada se, zZe zvySena odolnost sloudeniny podle
pfedkladaného vyndlezu ©proti  proteolytickému odbouradvani
v porovnani se znamymi peptidy uvoliiujicimi rustovy hormon,
zlep81 jeji biodostupnost v porovnadni s biodostupnosti peptidd

popsanych v dosavadnim stavu techniky.

Farmaceuticky prost¥edek

Slou¢enina podle predkladaného vyndlezu je p¥ipadn& ve
formé& farmaceuticky pfijatelné soli tak, Ze se jednd o soli
vzniklé pridavkem kyseliny ke slouleninam podle predkladaného
vynalezu, coZ zahrnuje ty, které se p¥ipravi tak, Ze se necha
reagovat sloudenina strukturniho vzorce I s anorganickou nebo
organickou kyselinou, jako je kyselina chlorovodikova,

bromovodikova, sirova, octova, fosforednid, mlécna, maleinova,



mandlova, ftalova, citrénova, glutarova, glukonovi,
methansul fonova, salicylova, jantarova, vinna,
toluensulfonova, trifluoroctova, sulfamova nebo fumarova
a/nebo voda.

Slouéeninu podle p¥edkladaného vyndlezu lze podadvat ve
form& farmaceuticky prijatelné soli vzniklé p¥idavkem kyseliny
nebo, pokud je to vhodné, jako sul alkalického kovu nebo kovu
alkalickych zemin nebo niZ8i alkylamonnou sil. P¥edpoklada se,
Ze formy soli vykazuji p¥ibliZn& stejnou G&innost jako formy
volné baze.

V dals$im aspektu se pfedkladany vynalez tyka
farmaceutického prostf¥edku obsahujiciho jako aktivni sloZku,
sloudeninu podle pr¥edkladaného vynalezu nebo jeji
farmaceuticky pr¥ijatelnou sul spolu s farmaceuticky
prijatelnym nosidem nebo ¥edidlem.

Farmaceutické prostf¥edky obsahujici sloufeninu podle
predkladaného vyndlezu 1lze pFripravit bé&Znymi postupy, které
jsou popsadny napY¥. v Remington‘s Pharmaceutical Sciences,
1985, nebo v Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
19. vydani (1995). Prost¥edky jsou v bé&Zné form&, nap¥iklad
kapsuli, tablet, aerosoll, roztokd, suspenzi nebo povrchovych
p¥ipravku.

Pouzity farmaceuticky nosi¢ nebo ¥edidlo je bé&Zny pevny
nebo tekuty nosi¢. Priklady pevnych nosidd jsou laktosa, terra
alba, sacharosa, cyklodextrin, talek, Zelatina, agar, pektin,
akacie, stearat hofecCnaty, kyselina stearova nebo niZsi
alkylethery celulosy. P¥iklady tekutych nosidd jsou sirup,
ara3idovy olej, olivovy olej, fosfolipidy, mastné kyseliny,
amidy mastnych kyselin, polyoxyethylen nebo voda.

Podobné€ nosi¢ nebo Ffedidlo pfipadné obsahuje jakykoliv
materidl s rizenym uvolilovanim znadmy v dané problematice, jako
je glycerylmonosteardt nebo glyceryldistearidt samostatn& nebo

ve smési s voskem.
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Pokud je pevny nosil pouZit pro ordlni podavani, pr¥ipravek
lze tabletovat, umistit do tvrdych Zelatinovych kapsuli ve
formé prasku nebo pelet, nebo je ve form& pastilek nebo
bonbonu. MnoZstvi pevného nosie se méni v Sirokém rozmezi,
ale obvykle je 25 mg aZ 1 g. Pokud je pouZit tekuty nosid,
pripravek je ve formé& sirupu, emulze, mékkych Zelatinovych
kapsli nebo sterilni injikovatelné tekutiny, jako jsou vodné
nebo nevodné tekuté suspenze nebo roztoku.

Typicka tableta, kterou 1lze pripravit béZnymi postupy

tabletovani obsahuje:

Jadro:

Aktivni sloucenina (volna forma nebo jeji sul) 10 mg
Koloidni oxid k¥emidity (Aerosil) 1,5 mg
Celulosa, mikrokrystalicka (Avicel) 70 mg
Upravena celulosova prysky¥ice (Ac-Di-Sol) 7,5 mg

Stearat ho¥eclnaty

Potah:
HPMC 9 mg
*Mywacett 9-40 T 0,9 mg

*Acylovany monoglycerid pouZity jako plastifikator pro

potah.

Pro nasalni podavani obsahuje p¥ipravek sloudeninu podle
p¥edkladaného vynalezu rozpusSténou nebo suspendovanou

v tekutém nosidi, zejména ve vodném nosidi, pro aerosolovou

aplikaci. Nosi¢ pripadné€ obsahuje aditiva, jako  jsou
solubilizacéni ¢inidla, napt. propylenglykol, tenzidy,
sloucdeniny zvySujici absorpci, jako je lecithin

(fosfatidylcholin) nebo cyklodextrin, nebo ochranné latky jako
jsou parabeny.
Obecné jsou slouleniny podle predklddaného vynédlezu

podavany v jednotkové davkovaci formé& obsahujici 50 mg aZ



200 mg aktivni sloZky spolu s farmaceuticky pFrijatelnym
nosic¢em na jednotku davky.

Vhodna davka sloulenin podle p¥edkladdaného vynédlezu je
0,01 mg aZz 500 mg denné&, nap¥. 5 mg aZ 50 mg, jako je 10 mg na
davku, p¥i podavani pacientlim, napf¥. lidem, jako 1lék.

V dal8im aspektu se predkladany vynalez tyka
farmaceutického prost¥edku v jednotkové davkovaci formé, ktery
obsahuje jako aktivni slozku 10 mg aZ 200 mg sloudeniny
strukturniho vzorce I nebo jeji farmaceuticky p¥ijatelné soli.

Bylo prokazéano, Zze sloucenina podle pY¥edkladdaného vynalezu
mad schopnost uvoliiovat in vivo endogenni ruUstovy hormon. Tuto
slouCeninu lze proto pouZit pro 1léfeni stavl, které vyZaduji
zvySena wmnoZstvi rustového hormoni v plasmé&, jako jsou 1lidé
s nedostatkem rustového hormonu nebo star3i pacienti nebo
hospoda¥ska zvirata.

Tak se v hlavnim aspektu pfedkladany vynalez tyka
farmaceutického prost¥edku pro stimulaci uvolilovani rustového
hormonu z hypofyzy, kdy tento prostfedek obsahuje jako aktivni
slozku sloufeninu podle predkladaného vynalezu nebo jeji
farmaceuticky prijatelnou sul spolu s farmaceuticky
prijatelnym nosidem nebo Fedidlem.

V dalsim aspektu se p¥edkladany vynalez tyka zplusobu
stimulovani uvolriovani ristového hormonu 2z hypofyzy, zplsobu
podavani G¢inného mnozstvi sloufeniny podle predkladaného
vynadlezu nebo jeji farmaceuticky prijatelné soli subjektu,
ktery to pot¥ebuje.

V dal8im aspektu se predkladany vynadlez tyka pouziti
sloueniny podle predkladaného vynalezu nebo jeji
farmaceuticky p¥ijatelné soli pro p¥ipravu léku stimulujiciho
uvoliiovani rtstového hormonu z hypofyzy.

Odbornikim v dané problematice je dob¥e zné&mo, Ze soulasna
a pripadnd pouZiti rOstového hormonu u 1idi jsou rlzna.
Sloudeninu podle predkladaného vynalezu podavat za ucelem

stimulovani uvoliiovani ristového hormonu z hypofyzy a proto ma



podobné U&inky p¥i pouZiti jako samotny rustovy hormon.
Slouceniny podle predkladaného vynédlezu Jjsou pouZitelné pro:
stimulaci uvoliiovani rlUstového hormonu u star8ich pacientq,
prevenci katabolickych vedlej$ich Gdinkd glukokortikoidy,
prevenci a léfeni osteoporézy, 1léCeni chronického dwnavového
syndromu, lé&eni akutniho tGnavového syndromu a ztraty svalstva
po elektivni operaci, stimulaci imunitniho systému, urychleni
léCeni zranéni, urychleni srustani zlomeniny kosti, urychleni
l1éCeni komplikovanych zlomenin, nap¥. distrak&ni osteogeneze,
léCeni dnavovych =zlomenin, 1lé&eni zpomaleného rustu, 1léc&eni
zpomaleného rustu v dasledku selhdni nebo nedostatedné funkce

P

ledvin, 1lé&eni kardiomyopathie, 1é&eni ch¥adnuti v dasledku
chronického onemocnéni jater, léfeni thrombocytopenie, 1lédeni
zpomaleni ristu v disledku Crohnovy nemoci, 1lé&eni syndromu
kratkého str¥eva, 1é&eni ch¥adnuti v disledku chronické
obstruktivni plicni poruchy, 1lé&eni komplikaci souvisejicich
s transplantaci, 1lé¢eni fyziologicky malého vzrustu vcetné
déti s nedostatkem rustového hormonu a malého vzrustu
v disledku chronického onemocnéni, léCeni obezity a zpomaleni
ristu v disledku obezity, 1léfeni anorexie, 1lé&eni zpomaleni
ristu v disledku syndromu Prader-Willi a Turnerova syndromu,
zvySeni rychlosti rlGstu pacientl, kte¥i maji syndrom &astedné
necitlivosti na rlstovy hormon, urychleni uzdraveni a zkraceni
hospitalizace pacientd s popadleninami, léc¢eni intrauterinniho
zpomaleni 1rustu, skeletdlni dysplasii, hyperkortisolismus a
Cushinglv syndrom, vyvolani pulzatilniho uvoliiovani rustového

hormonu, nahrazeni rustového hormonu u namdhanych pacientt,

lé¢eni  osteochondrodysplasie, lé&¢eni  Noonanova  syndromu,
lé¢eni schizofrenie, l1é¢eni depresi, l1é¢eni Alzheimerovy
nemoci, 1éCeni pri prodlouZeném léceni zranéni a
psychosocidlni deprivaci, 1léc¢eni katabolismu v disledku

pulmonarni dysfunkce a ventiladni zavislosti, léleni srdecniho

selhani nebo souvisejici vaskuldrni dysfunkce, lé&eni naruSené

z

funkce srdce, 1lé&eni nebo prevence infarktu myokardu, snizeni
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tlaku krve, ochranu proti ventrikuldrni dysfunkci nebo
prevenci reperfuse, 1lé&eni dospé€lych p¥i chronické dyalyze,
zesileni proteinové katabolické reakce po velké operaci,
sniZeni kachexie a ztraty proteind v disledku chronického
onemocnéni jako je rakovina nebo AIDS, lé&eni hyperinsulinemie
vEetné nesidioblastosy, lé&eni pro vyvolani ovulace, stimulaci
vyvoje brzliku a prevenci naruSeni funkce brzliku v disledku
véku, 1lé&eni pacientdl s imunosupresi, 1é&eni sarkopenie,
lé¢eni chradnuti v dasledku AIDS, =zlepSeni mobility a sily
svalq, udrZeni tloustky pokozky, zlepSeni metabolické
homeostaze a ledvinové homeostaze u slabych star8ich osob,
stimulaci imunitniho systémuu domdcich Zivo&ichi a 1lé&eni
poruch p¥i st&rnuti domacich Zivodichu, podporovani ristu
hospodarskych zvi¥at a stimulaci rustu vlny u ovci, zvySeni
produkce mléka u hospodarskych zvi¥at, 1léCeni metabolického

z

syndromu (syndrom X), lédeni odolnosti k inzulinu, vd&etné
lidi, 1léCeni odolnosti k inzulinu

NIDDM u savcl, nap¥.
v souvislosti se srdcem, zlepSeni kvality spédnku a korekce
relativniho hyposomatotropismu ve sta¥i diky zvySeni spanku ve
stadiu rychlych pohybl ofi a sniZeni d&ekaci doby na stadium
rychlych pohybl o&i, 1éfeni hypothermie, 1léCeni slabosti
v disledku starnuti, lé&eni méstnavého srdedni selhani, léd&eni
fraktur krcéku, 1lé&eni imunitni nedostatecdnosti u jedincd se
snizenym pomérem bun&k T4/T8, lé&eni svalové atrofie, 1lé&eni

muskuloskeletarnich opruch u star$ich osob, zvySeni aktivity

proteinové kinasy B (PKB), zlepSeni celkové funkce plic,
lé¢eni poruch spanku, 1léfeni zpomaleni ristu v dusledku
astmatu, léCeni zpomaleni ristu v disledku juvenilni

revmatické artritidy a 1lé&eni zpomaleni rlstu v dasledku
cystické fibrosy.

Pro uvedené indikace se davkovani mé€ni v zavislosti na
zpusobu podavani a poZadované terapii. Nicmén& obecn& se
podavad davka 0,0001 aZ 100 mg/kg télesné hmotnosti denné

pacientim a Zivolichlm, aby se vyvolalo G¢inné uvolriovani
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endogenniho ristového hormonu. Navic sloucCenina podle
predkladaného vyndlezu nem& pri podavani v uvedeném mnozstvi
zaddné podstatné vedlejsi udinky, jako je naptriklad uvoliiovani
LH, FSH, TSH, ACTH, vasopressinu, oxytocinu, kortisolu a/nebo
prolaktinu. Obvykle davkovaci formy vhodné pro oralni,
nasalni, pulmondlni nebo transdermdlni podavani obsahuji
0,0001 mg aZ 100 mg, s vyhodou 0,001 mg aZ 50 mg slouceniny
podle pf¥edkladaného vynalezu smichané s farmaceuticky
prijatelnym nosiCem nebo ¥edidlem.

P¥ipadné obsahuje farmaceuticky prostf¥edek podle
predkladaného vynalezu slouleninu podle p¥edkladdaného vynalezu
v kombinaci s jednou nebo vice sloufeninami vykazujicimi jinou
aktivitu, nap¥. antibiotikum nebo jiny farmakologicky aktivni
materidl.

Zplsob podavani je jakykoliv zpusob, ktery G&inné dopravi
aktivni sloudeninu do poZadovaného mista plusobeni, jako je
oralni, nasalni, pulmondrni, transdermdalni nebo parenterdlni,
pric¢emz oralni zplsob je preferovan.

Odhlédnuto od farmaceutického pouZiti sloueniny podle
p¥edkladaného vynadlezu 3ji 1lze také pouZit jako in vitro
nastroj pro zkoumdni regulace uvoliniovani ristového hormonu.

Sloucenina podle p¥edkladaného vynalezu je také pouZzitelna
jako in vivo mnéastroj pro vyhodnoceni schopnosti hypofyzy
uvolniovat rustovy hormon. Nap¥iklad lze vzorky séra odebrané
pred a po poddni slouleniny lidem testovat na rustovy hormon.
Porovnadnim mnoZstvi ruistového hormonu v kaZdém vzorku séra lze
pfimo stanovit schopnost pacientovy hypofyzy uvolilovat rlistovy
hormon.

SlouCeninu podle pf¥edkladaného vyndlezu 1lze podavat
komeréné zajimavym Zivolichim tak, aby se zvySila rychlost a
rozsah jejich rustu a zvyS$ila produkce mléka.

Dal8i pouZiti slouleniny podle predkladaného vynalezu je
v kombinaci s dal8imi ¢&inidly stimulujicimi produkci enzymdi,

jako je peptid uvolriujici ristovy hormon (2 nebo 6), hormon
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uvoliiujici riGstovy hormon a jeho analogy nebo somatomediny

véetné IGF-1 a IGF-2.

Farmakologické zplusoby

Sloudeninu podle predklddaného vynalezu 1lze hodnotit in
vitro 2z hlediska G&innosti uvolifiovdni ristového hormonu
v primarni kultufe krysi hypofyzy a toto hodnoceni lze provést
nasledujicim zpisobem.

Izolace bunék krysi hypofyzy je Upravou postupu popsaného
v O. Sartor a kol., Endocrinology, 116, 652 aZ 957 (1985).
Samci bilych krys Sprague-Dawley (250 g +/- 25 g) byly koupeny
od firmy Mellegaard, Lille Skensved, Dansko. Krysy byly
umistény ve skupinovych klecich (&ty¥i zvi¥ata v jedné kleci)
a umistény v mistnostech s dvanadctihodinovym svételnym cyklem.
Teplota v mistnosti byla 19 °C aZ 24 °C a vlhkost byla 30 % aZ
60 %.

Krysy Dbyly dekapitovany a hypofyzy byly rozfezéany.
Neurointermedidtni laloky byly vyjmuty a zbyla tkan byla ihned
umist&na do ledem vychlazeného izoladniho pufru (médium Gey
(Gibco 041-04030) doplnéné o 0,25 % hmotnostnich D-glukosy,
2 % hmotnostni neesencialnich aminokyselin (Gibco 043-01140) a
1 % hmotnostni sérumalbuminu (BSA) (Sigma A-4503)). Tkan byla
nakrdjena na malé kousky a prenesena do izola&niho pufru
doplnéného o 3,8 mg/ml trypsinu (Worthington &. 3707 TRL-3) a
330 mg/ml DNasy (Sigma D-4527). Tato sm&s byla inkubovana p¥i
70 ota&ckach za minutu p¥i 37 °C v atmosfé¥e 95 % objemovych
kysliku a 5 % objemovych oxidu uhli&itého. Tkan pak byla
t¥ikrat promyta vySe uvedenym pufrem. Pomoci standardni
pasteurovy pipety byla tkan nasata, aby se 1rozdélila na
jednotlivé buriky. Pak byly butlky p¥efiltrovany p¥es nylonovy
filtr (16 mm), aby se odstranila nedigerovanad tkail. Suspenze
bunék byla t¥ikrat promyta izoladénim pufrem doplné&nym o
trypsinovy inhibitor (0,75 mg/ml, Worthington ¢&. 2829) a

nakonec resuspendovana v kultivaénim médiu; DMEM
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(Gibco 041-01965) doplnéné o 25 mM HEPES (Sigma H-3375), 4 mM
glutamin (Gibco 043-05030H), 0,075 % hmotnostnich
hydrogenuhli&itanu sodného (Sigma S-8875), 0,1 % hmotnostnich
neesencidlnich aminokyselin, 2,5 % hmotnostnich fetélniho
teleciho séra (FCS, Gibco 011-06290), 3 % hmotnostnich
kofiského séra (Gibco 034-06050), 10 % hmotnostnich <&erstvého
krysiho séra, 1 nM T; (Sigma T-2752) a 40 mg/ml dexamethasonu
(Sigma D-4902) o pH 7,3, na hustotu 2 x 10° bundk na mililitr.
Buiiky byly naolkovdny na mikrotitra&ni desticky (Nunc,
Dansko), 200 ml/jamka, a kultivovany po dobu 3 dni p¥i teploté

37 °C a v atmosféf¥e obsahujici 8 % objemovych CO:.

Testovani slouleniny

Po kultivaci byly buiiky dvakrat promyty stimulaénim pufrem
(Hanks Balanced Salt Solution (Gibco 041-04020) doplnény 1 %
hmotnostnim BSA (Sigma A-4503), 0,25 % hmotnostnich D-glukosy
(Sigma G-5250) a 25 mM HEPES (Sigma H-3375) a pH 7,3) a
predkultivovadny po dobu 1 h p¥i teploté& 37 °C. Pufr byl
vym&n&n za 90 ml stimula&niho pufru (37 °C). Pak bylo pridano
10 ml roztoku testované sloudeniny a destilky byly inkubovany
po dobu 15 minut p¥i teplot& 37 °C v atmosfé¥e 5 % objemovych
CO,. Médium bylo slito a analyzovano na obsah ristového hormonu
testovacim systémem rGH SPA.

Slouenina byla testovana v davkach 10 pM aZ 100 mM. Vztah
zadvislosti na davce byl vyjad¥en pomoci Hillovy rovnice
(Obr. P, Biosoft). U&innost (maximdlni mnoZstvi uvolnéného
riistového hormonu, Emax) Dbyla vyjaddfena Vv % Epax proteinu
uvolfiujiciho rlstovy hormon GHRP-6. Plsobivost (ECs) byla
stanovena jako koncentrace, ktera vyvold polovi&ni maximalni
stimulaci uvoliiovani rustového hormonu.

Sloudeniny podle predkladaného vyndlezu 1lze hodnotit
z hlediska metabolické stability nédsledujicim postupem:

Sloudenina byla rozpust&na na koncentraci 1 mg/ml ve vod€.

25 ml tohoto roztoku bylo pt¥iddno do 175 ml konkrétniho
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enzymového roztoku (&imZz se dosdhne poméru enzym : substrat
1 : 5, hmotnostn&). Roztok byl ponechédn p¥i teplot& 37 °C pfes
noc. 10 ml riznych degradadnich roztokl bylo analyzovano proti
odpovidajicimu referenénimu vzorku =za pouZiti elektrosprej
hmotové spektrometrie  (ESMS) s monitorovdnim molekulového
iontu. Pokud je signdl ni%81 o vice neZ 20 % Vv porovnani
s referen®nim vzorkem, je zbyly roztok analyzovén pomoci HPLC
a hmotové spektrometrie, aby se zjistil rozsah a pfesnd mista
odbourani.

V testech stability byly pouZity standardni peptidy
(ACTH 4-10, Angiotensin 1-14 a Glukagon), aby se ovéfila
schopnost rtiznych roztokd odbourdvat peptidy.

Standardni peptidy (angiotensin 1-14, ACTH 4-10 a
glukagon) byly koupeny od firmy Sigma, MO, USA.

Enzymy (trypsin, chymotrypsin, elastasa aminopeptidasa M a
karboxypeptidasa Y a B) byly v8echny koupeny od firmy
Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Némecko) .

Sm&s pankreatickych enzymi: trypsin, chymotrypsin a
elastasa ve 100 mM hydrogenuhliditanu amonném pf¥i pH 8,0
(v8echny koncentrace 0,025 mg/ml) .

Karboxypeptidasovad smés: karboxypeptidasa Y a B v 50 mM
octanu amonném o pH 4,5 (v8echny koncentrace 0,025 mg/ml) .

Roztok aminopeptidasy M: aminopeptidasa M (0,025 mg/ml) ve
100 mM hydrogenuhliditanu amonném o pH 8,0.

Hmotova spektrometrie byla provedena za pouZiti dvou
riznych hmotovych spektrometrli. Sciex API III LC-MS s trojitym
kvadrupbélem (Sciex Instruments, Thornhill, Ontario) vybaveny
iontovym zdrojem elektrosprej a Bio-Ion 20 time-of-flight
Plasma Desorption (Bio-Ion Nordic AB, Uppsala, Sweden).

Kvantifikace sloudeniny (p¥ed a po odbourani) byla
provedena na API III za pouZiti sledovani jediného iontu
molekulového iontu p¥i pritokovém nast¥iku analytu. Prutok
tekutiny (methanol : voda, 1 : 1, objemov&) 100 ml/min byl
kontrolovédn ABI 140B HPLC jednotkou (Perkin-Elmer Applied
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Biosystems Divisions, Foster City, CA). Parametry za¥izeni
byly nastaveny na standardni pracovni podminky a monitorovani
jediného molekulového iontu Dbylo provedeno za pouZiti
nejintenzivn&j8izho molekulového iontu (ve vét3iné& pripadld
odpovida dvakrat nabitému molekulovému iontu).

Identifikace produktd odbouravani se dale provadi za
pou¥iti plasmové desorpéni hmotové spektrometrie (PDMS)
s aplikaci vzorku na nitrocelulosou pokryté cile a pfi
standardnim nastaveni zatizeni. P¥esnost stanovenych hmotnosti
je obecné vy$31 neZ 0,1 %.

D&leni a izolace produktd odbouravani bylo provedeno za
pouZiti HPLC kolony s reversni f&zi HY-TACH C-18 4,6 x 105 mm
(Hewlett-Packard Company, Palo Alto, CA) se standardnim
d&licim gradientem acetonitril : kyselina trifluoroctova.

PouZity HPLC systém byl HP1090M (Hewlett-Packard Company, Palo

Alto, Ca).
Peptidovy Ion MW/SIM Karboxy- Smés
derivat (amu) peptidasova pankreatickych
smés enzymi

Standardy
ACTH 4-10 1124,5/562,8 + -
Glukagon 3483/871,8 - -
Inzulin 859,1/430,6
(B23-29)
Angiotensin 1760,1/881,0 - -
1-14
GHRP-2 817,4/409,6 - -
GHRP-6 872,6/437,4 - -

+: Stabilni (mén& neZ 20% sniZeni SIM (jediného

molekulového iontu) signdlu po 24 h v odbourdvacim roztoku)
-: Nestabilni (vice neZ 20% sniZeni SIM (jediného

molekulového iontu) signdlu po 24 h v odbourdvacim roztoku)
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Farmakokinetické zplsoby

Sloudeninu podle p¥edkladdaného vynadlezu 1lze hodnotit
z hlediska oralni biodostupnosti a takové hodnoceni se provadi
néasledujicim zplsobem.

Farmakokinetické vlastnosti sloudeniny 1lze hodnotit u
vyhladové&lych psl plemene Beagle.

Intravendzni a oralni podani testované sloudeniny v 5%
roztoku glukosy, vyjadfeno v procentech hmotnostnich, bylo
oddéleno jednim tydnem vylucovéani.

Vzorky krve byly odebrany té&sné& pfed podanim 1léku (Cas
nula) a pak 0,08, 0,25, 0,50, 0,75, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 4,0,
5,0 a 6,0 hodin po podéani.

Vzorky plasmy byly skladovany zmrzlé (< -18 °C) aZ do
analyzy.

Pro stanoveni sloudeniny v plasmé byl pouZit postup HPLC
s extrakci pevné faze a UV detekce.

Sloufenina podle pf¥edkléddaného vyndlezu ma& oralni
biodostupnost 50 %.

Farmakokinetické parametry sloudenin byly vypolteny za
pouZiti farmakokinetického software WinNonlin, verze 1.1
(Scientific Consulting Inc., Apex, NC, USA).

Jakykoliv novy rys nebo kombinace rysi popsanych
v predkladaném vyndlezu je poklddédna za nezbytnou pro

predkladany vynalez.

P¥iklady provedeni vyndlezu

Zpusoby pfipravy sloudeniny podle predkladaného vyndlezu a
p¥ipravkl obsahujicich tuto slouleninu jsou dale ilustrovany
v ndsledujicich p¥ikladech, které nicméné nelze zadnym
zptisobem pokladat za omezujici.

Struktury sloudenin byly potvrzeny pomoci vysokoi&inné
kapalinové chromatografie (HPLC) , nukledrni magnetické

rezonance (NMR, Bruker 400 MHz) nebo kombinace kapalinové
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chromatografie s hmotovou spektrometrii (LC-MS). Posuny Vv NMR
jsou uvedeny VvV ppm a vypsany jsou pouze vybrané signaly.
Teplota tani je uvedena ve °C. Kolonova chromatografie byla
provedena postupem popsanym ve W.C. Still a kol., J. Org.
Chem., 43, 2923 a¥ 2925 (1978) na silikagelu Merck 60 (Art.
9385). Sloudeniny pou¥ité jako vychozi 1latky jsou bud znamé
sloudeniny nebo slouleniny, které 1lze snadno pripravit
zptisoby, které jsou v dané problematice znadmy. Roztok amoniaku
v methanolu byl 10% roztok amoniaku v methanolu, vyjadreno

v procentech hmotnostnich.

HPLC analyza:

Zplisob Al

Analyza byla provedena za pouZiti UV detekci pfi 214, 254,
276 a 301 nm na 218TP54 4,6 mm x 250 mm 5m C-18 silikagelové
kolon& (The Seperations Group, Hesperia), ktera byla promyvana
pritokem 1 ml/min p¥i teploté& 42 °C. Kolona byla predem
promyta 5% acetonitrilem (vyjadfeno v procentech objemovych)
v pufru obsahujicim 0,1 M siran amonny jehoZ pH bylo pomoci
4 M kyseliny sirové upraveno na hodnotu 2,5. PO nast¥iku
vzorku byla kolona promyvana gradientem 5% acetonitril az 60%
acetonitril (vyjad¥eno v procentech objemovych) v uvedeném

pufru bé&hem 50 minut.

Zpasob B1

Analyza byla provedena za pouZiti UV detekci pri 214, 254,
276 a 301 nm na 218TP54 4,6 mm x 250 mm 5m C-18 silikagelové
kolon& (The Seperations Group, Hesperia), ktera byla promyvana
pritokem 1 ml/min p¥i teplot& 42 °C. Kolona byla p¥edem
promyta 5% acetonitrilem s 0,1 % objemovych kyseliny
trifluoroctové (vyjad¥eno v procentech objemovych) v roztoku
kyseliny trifluoroctové ve vodé (0,1 ¥ objemovych). Po
nadstfiku vzorku Dbyla kolona  promyvana gradientem 5%

acetonitril a¥ 60% acetonitril s 0,1 % objemovych kyseliny
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trifluoroctové (vyjad¥eno v procentech objemovych) v uvedeném

pufru béhem 50 minut.

Zpisob h8

Analyza byla provedena za pouZiti UV detekci p¥i 214 a
254 nm na 218TP54 4,6 mm x 250 mm C-18 silikagelové koloné,
ktera byla promyvdna prutokem 1 ml/min p¥i teploté 42 °C.
Kolona byla predem promyta sm&si 5 % objemovych acetonitrilu,
85 % objemovych vody a 10 % objemovych roztoku vody s 0,5 %
objemovych kyseliny trifluoroctové a po nast¥iku vzorku
vymyvana linedrnim gradientem smési 5 % objemovych
acetonitrilu, 85 % objemovych vody a 10 % objemovych roztoku
vody s 0,5 % objemovych kyseliny trifluoroctové aZ na smés
90 % objemovych acetonitrilu a 10 % objemovych roztoku vody s

0,5 % objemovych kyseliny trifluoroctové b&hem 15 minut.

Chiralni HPLC:

Chiralni HPLC bylo provedeno za pouZiti UV detekci p¥i 225
a 254 nm na 4,6 mm x 250 mm Chiracel 0J kolon& opatfené
predkolonkou 4,6 mm x 80 mm Chiracel OJ (ob& od firmy Daicel
Chemical Industries, Ltd.) promyvanim pritokem 0,7 ml/min za
laboratorni teploty. Vzorek byl vymyvan isokratickym eluentem
heptan (92 % objemovych) : isopropanol (8 %

)

objemovych) : kyselina trifluoroctovd (0,1 % objemovych).

Analyza kapalinovad chromatografie - hmotova spektrometrie:
Tyto analyzy byly provedeny na systému PE Sciex API 100
LC/MS za pouZiti Waters® 3 mm x 150 mm 3,5 m C-18 Symmetry
kolony a pozitivniho iontového nastfiku a pritokem 20 ml/min.

o

Kolona byla promyvéna linedrnim gradientem 5 % objemovych az
90 % objemovych acetonitrilu, 85 % objemovych az 0 %
objemovych vody a 10 % objemovych roztoku kyseliny
trifluoroctové (0,1 % objemovych) ve vodé bé&hem 15 min p¥i

pratoku 1 ml/min.
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Zkratky:

TLC: tenkovrstva chromatografie

DMSO: dimethylsulfoxid

min: minuty

h: hodiny

Boc: terc-butoxykarbonyl

DMF : dimethylformamid

THF : tetrahydrofuran

EDAC: hydrochlorid N-ethyl-N‘-dimethylaminopropylkar-
bodiimidu

HOAt : 1-hydroxy-7-azabenzotriazol

DIEA: diisopropylethylamin

TFA: kyselina trifluoroctova

Stavebni bloky:

N-methylované aminokyseliny pouzité v nasledujicich
p¥ikladech byly p¥ipraveny postupem popsanym v Can. J. Chem.,
55, 906, 1977.

N',N‘-dimethylhydrazid kyseliny mravenci

Sm&s 50 ml methylformidtu a 50 ml 1,1-dimethylhydrazinu
byla michana t¥i dny za laboratorni teploty. Odpafenim 2za
sni¥eného tlaku byly ziskadny krystaly, které byly rozmichany
ve sm&si ethanolu a heptanu (5 : 95, objemove€), chlazeny
v lednici p¥es noc a odfiltrovany:

50,7 g (575 mmold) (vyt&Zek: 88 % molarnich)

Dihydrochlorid N,N,N‘-trimethylhydrazinu

Trojhrdla kulatd bailka o objemu 2 1 opat¥end magnetickym
michadlem a p¥ikapavaci ndlevkou byla po pfidéani 20,4 g LiAlH,
evakuovdna a naplné&na dusikem. Prikapdvaci nalevka byla
opat¥ena probublavadkou na dusik a pak bylo pomalu p¥idano
250 ml suchého tetrahydrofuranu (exothermni). Sediva suspenze

byla intenzivn& michdna a b&hem 1 hodiny byl po kapkdch p¥idan
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roztok N‘,N‘'-dimethylhydrazidu kyseliny mravenci ve 250 ml
suchého tetrahydrofuranu. Vyslednd reakéni smé€s byla michéana
p¥es noc za laboratorni teploty. Prub&h reakce byl sledovan
pomoci TLC (mobilni faze CH,Cl, (100) : CH;OH (10) : NH; (1)).

Jind trojhrdla kulatéd baittka o objemu 2 1 opatfena
chladi&em chlazenym suchym ledem byla po p¥idani 350 ml 4,8 M
HCl v CH;0H umist&na do chladici 1&4zné ze suchého ledu
(-70 °C). Pak byla ptes Vigreuxuv chladi& pfipojena k baiice
s reakdni sm&si, kterd pak byla umisténa do olejové 1lazné.
K reakéni smési pak bylo opatrné p¥idano 200 ml
tetrahydrofuranu a 200 ml methanolu. Pomalym zah¥ivanim na
teplotu 130 °C se dosdhlo destilace produktu a rozpousté&del,
coz vedlo k vyludovéani krystalické dihydroclhoridové soli
trimethylhydrazinu (p¥i teplot& -70 °C). Chladici lazen ze
suchého ledu byla odstran&na a teplota byla ponechdna vzrust
na laboratorni teplotu. Odpa¥enim za sniZeného tlaku byl
ziskdn husty bezbarvy olej, ktery byl suSen pIes noc za
sniZeného tlaku: 45,2 g (309 mmolu) (vytéZek: 68 % molarnich).

Velmi hygroskopicky produkt byl uchovavan pod dusikovou
atmosférou.

Dal3i vychozi latky byly nakoupeny od firmy Aldrich.

Priklad 1

Zplsob p¥ipravy sloudeniny, kterou je bud

2-amino-N- [ (1R) -2- [(3R) -3-benzyl-3-(N,N',N'-trimethylhydrazi-
nokarbonyl)piperidin-1-yll-1- (1H-indol-3-ylmethyl) -2-oxo-

ethyl] -2-methylpropionamid, slouéenina strukturniho vzorce I:
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nebo 2-amino-N- [ (1R)-2-[(38) -3-benzyl-3-(N,N',N'-tri-
methylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl]-1-(1H-indol-3-yl-
methyl) -2-oxo-ethyl] -2-methylpropionamid, sloufenina

strukturniho vzorce II:

H
N
o S O CH,
H,C : _N_
H,N N/\”/N ¥ N7 TCH,
H :  CH,
CH, 0
(11)

Krok a
1-terc-butyl-3-ethyl-piperidin-1,3-dikarboxylat

(slouCenina strukturniho vzorce II11I)

0O
H.C
“*%"T@*o%m
O

CH,
(I1II)
Do jednohrdlé kulaté Dbatiky o objemu 1 1 opatfené
magnetickym michadlem a pYikapdvaci nalevkou byl nasypan pevny
NaOH (15,6 g) a pak tetrahydrofuran (400 ml) a ethylnipekotat

(50 ml, 324 mmolt). K michanému roztoku byl za laboratorni
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teploty p¥ikapan  Bocz0 (84,9 g, 389 mmolu) rozpuStény
v tetrahydrofuranu (150 ml) (b&hem 1 hodiny, srazi se Dbila
pevnid latka, NaOH se rozpouSti, exothermni). Vysledna reakéni
sm&s Dbyla michdna p¥es noc za laboratorni teploty. Pak byla
sm&s nalita do ethylacetdtu (500 ml) a vody (2000 ml), vodna
vrstva byla op&t extrahovana ethylacetatem (2 x 500 ml) a
spojené organické vrstvy byly promyty nasycenym roztokem
chloridu sodného (100 ml), vysudeny siranem ho¥elnatym,
prefiltrovany a odpafeny za sniZeného tlaku, ¢imZz byl =ziskéan
1- terc-butyl-3-ethyl-piperidin-1,3-dikarboxylat (sloucCenina
strukturniho vzorce III) (82,5 g) ve form& hustého Zlutého
oleje.

'H-NMR (300 MHz, CDCl;): & 1,25 (t, 3H, CHi), 1,45 (s, 6H,
3 x CH;), 2,05 (m, 1H), 2,45 (m, 1H), 2,85 (m, 1H), 3,95
(8iroky d, 1 H), 4,15 (q, 2H, CHp)

Krok b
1-terc-butyl-3-ethyl-3-benzylpiperidin-1,3-dikarboxylat
(sloudenina strukturniho vzorce IV) (racemickad smé&s)

O

H,C
H3C¥/O\H/N 0" CH,
0

CH,

(IV)

Trojhrdlad kulatd batika o objemu 2 1 opat¥ena magnetickym
michadlem, teplom&rem, probublavackou na dusik a prikapavaci
nadlevkou byla evakuovéna, naplné&na dusikem, byl do ni p¥idéan
bezvody tetrahydrofuran (500 ml) a byl ochlazen na teplotu
-70 °C. Pak byl p¥idan diisopropylamid lithny (164 ml 2,0 M
roztoku v tetrahydrofuranu, 327 mmold). Do michaného roztoku
byl p¥i teplot& -70 °C po kapkach bé&hem 45 minut p¥idan roztok
1-terc-butyl-3-ethyl-piperidin-1,3-dikarboxylatu (slouenina

strukturniho vzorce III) (80 g, 311 mmolu) v bezvodém
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tetrahydrofuranu (50 ml) (p¥i teploté -60 °C a%Z -70 °C wvznikl
diry &erveny roztok). Vyslednd smés byla michédana po dobu
20 minut a pak byl b&hem 40 minut po kapkach p¥idan roztok
benzylbromidu (37 ml, 311 mmold) Vv bezvodém tetrahydrofuranu
(250 ml) (p¥i teplot& -70 °C aZ -60 °C). Vysledna smés byla
michdna po dobu 1 hodiny p¥i teploté -70 °C a pak ponechéna
pres noc za laboratorni teploty (svétle oranZovy roztok).
Reak®ni sm&s pak byla odpafena za sniZeného tlaku na objem
300 ml, pYrevedena do délici nalevky, z¥ed&na dichlormethanem
(900 ml) a promyta vodou (900 ml). ProtoZe se vodna vrstva
gpatné oddélovala, byla reextrahovana dichlormethanem 200 ml,
spojené organické vrstvy Dbyly promyty vodnym  roztokem
hydrogensiranu sodného (200 ml, 10% roztok, vyjéad¥eno
v procentech objemovych), vodnym roztokem hydrogenuhlicitanu
sodného (200 ml, nasyceny roztok), vodou (200 ml), nasycenym
roztokem chloridu sodného (100 ml), vysuSeny siranem
hofe&natym, odfiltrovadny a odpafeny za sniZeného tlaku, ¢imz
byl ziskdn olej, ktery byl rozpuStén ve smési ethylacetéatu
s heptanem (1 : 10, objemové) a ponechan stdt p¥es noc.
Vznikld pevnd 1latka byla odfiltrovéna, promyta heptanem a
vysudena za sni%eného tlaku, &imZ byla ziskéana racemicka smés
1-terc-butyl-3-ethyl-3-benzylpiperidin-1,3-dikarboxylatu

(sloudenina strukturniho vzorce IV) (81,4 g).

HPLC (h8): Rt = 15,79 min
LC-MS: Rt = 7,67 min; (m+1l) = 348,0
Krok c

terc-butyl—hydrogen-3—benzylpiperidin—l,3-dikarboxylét

(sloufenina strukturniho vzorce V) (racemicka smés)
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1- terc-butyl-3-ethyl-3-benzylpiperidin-1,3-dikarboxylat
(slou&enina strukturniho vzorce IV) (81 g, 233 mmold) byl
rozpust&n v ethanolu (400 ml) a hydroxidu sodném (400 ml, 16%
roztoku ve vodeé, vyjadreno v procentech hmotnostnich)
v jednohrdlé kulaté bafice o objemu 1 1 opatfené zpétnym
chladidem a magnetickym michadlem. Vyslednd smés byla
zah¥ivana k varu pod zp&tnym chladicem po dobu 10 h pod
dusikovou atmosférou, ochlazena na laboratorni teplotu,
odpa¥ena za sni¥eného tlaku na objem 600 ml (zafala se srazZet
pevna latka), z¥ed&na vodou (400 ml), ochlazena ledovou lazni
a za intenzivniho miché&ni okyselena 4 M kyselinou sirovou na
pH 3 (vyslednd teplota 28 °C). Vyslednd smés byla extrahovana
ethylacetdtem (2 x 700 ml) a spojené organické vrstvy byly
promyty nasycenym roztokem chloridu sodného ve vodé (200 ml,
vysuSeny siranem ho¥ednatym, p¥efiltrovdny a odpafeny za
sniZeného tlaku, &im% byl ziskdn olej, ktery byl rozpustén ve
sm&si ethylacetdtu s heptanem (10 : 1 objemové) a ponechén
stat pres noc. Vzniklé krystaly byly odfiltrovany, promyty
heptanem a vysuSeny =za sniZeného tlaku, <&imZ byla ziskana
racemicka smés terc-butyl-hydrogen-3-benzyl-

piperidin-1,3-dikarboxylatu (sloufenina strukturniho vzorce V)

(66,0 g).
HPLC (h8): Rt = 12,85 min.
LC-MS: Rt = 5,97 min; (m+l1l) = 320,0
Chiralni HPLC (Chiracel 0dJd, mobilni faze

heptan : isopropanol : kyselina trifluoroctova, 92 : 8 : 0,1):

Rt

8,29 min; 46,5 %
Rt = 13,69 min; 53,5 %
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Krok d

(3R) -terc-butyl-hydrogen-3-benzylpiperidin-1,3-dikar-
boxylat (sloudenina strukturniho vzorce VI) nebo (3S9)-terc-
-butyl-hydrogen—3—benzylpiperidin—l,3-dikarboxylét (slouCenina
strukturniho vzorce VII)

(S3t&peni terc-butyl—hydrogen—B—benzylpiperidin—l,3-dikar—

boxyladtu (sloudenina strukturniho vzorce V)
H.C H.C
/\
H303\\/O\H/N CH, Hacaﬁ/om/ O/LL
CH, O 0 \©

(VI) nebo (VII)

CH,

Terc-butyl-hydrogen-3-benzylpiperidin-1,3-dikarboxylat
(sloudenina strukturniho vzorce V) (76 g, 238 mmoll) byl
rozpudt&n v ethylacetdtu (3,0 1) v jednohrdlé baiice o objemu
5 1 opat¥ené magnetickym michadlem. Pak byla pfidana voda
(30 ml), (R) -1-fenethylamin (18,2 ml, 143 mmolid) a
triethylamin (13,2 ml, 95 mmol) a vyslednd smé&s byla michana
pfes noc za laboratorni teploty, ¢&imZ se vyloulily bilé
krystaly (41,9 g), které byly odfiltrovéany, promyty
ethylacetdtem a vysuSeny za sniZeného tlaku. Pak byly
rozpudt&ny ve sm&si vodného roztoku hydrogensiranu sodného
(300 ml, 10% roztok, vyjaddfeno v procentech hmotnostnich) a
ethylacetatu (600 ml), vrstvy byly odd&€leny a vodna vrstva
byla reextrahovdna ethylacetdtem (100 ml). Spojené organické
vrstvy byly promyty nasycenym roztokem chloridu sodného
(100 ml), vysuSeny siranem sodnym a prefiltrovany.
Rozpoudt&dlo bylo odpafeno za sniZeného tlaku, &imZ byl ziskan
bezbarvy olej, ktery byl rozpuité&n ve sm&si ethylacetatu
s heptanem (10 : 1 objemov&) a ponechan stat pres noc. Vzniklé

krystaly byly odfiltrovany, promyty heptanem a vysuSeny za

sni%eného tlaku, &im¥ byla ziskdna slouenina, kterou je bud

(3R) - terc-butyl-hydrogen-3-benzylpiperidin-1,3-dikarboxylat
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(sloudenina strukturniho vzorce VI) nebo (3S)-terc-butyl-
-hydrogen-3-benzylpiperidin-1, 3-dikarboxylat (sloulenina
strukturniho vzorce VII) (27,8 g).

Chiralni HPLC (Chiracel 0J, mobilni faze
heptan : isopropanol : kyselina trifluoroctova, 92 : 8 : 0,1):

Rt = 7,96 min; 95,8 % e.e.

Krok e

(3R)—terc—butyl—3-benzy1—3—(N,N‘,N‘—trimethylhydrazino—
karbonyl)piperidin-1-karboxylat (sloufenina strukturniho
vzorce VIII) nebo (3S) -terc-butyl-3-benzyl-3-(N,N',N'-tri-
methylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-karboxylat (sloucenina

strukturniho vzorce IX)

(VIII) nebo (IX)

Dihydrochlorid trimethylhydrazinu (15,3 g, 104 mmold) byl
suspendovan v tetrahydrofuranu (250 ml) v jednohrdlé kulaté
batice o objemu jeden litr opatfené velkym magnetickym
michadlem a p¥ikapavaci ndlevkou spojenou s probublavackou na
dusik. Batika pak byla umist&na do vodni lazné (teplota 10 °C
a¥ 20 °C), byl do ni p¥idédn brom-tris-pyrrolidinofosfonium—
hexafluorofosfat (40,4 g, 86,7 mmolu) a za intenzivniho
michani byl po kapkdch p¥idan diisopropylethylamin (59 ml,
347 mmold) . V¢slednd sm&s (obsahujici hustou sraZeninu) byla
michdna po dobu 5 minut a pak byl pomalu béhem 1,5 hodiny
p¥idan roztok produktu z kroku d, coZ je bud (3R) -terc-butyl-
-hydrogen-3-benzylpiperidin-1,3-dikarboxylat (sloucenina
strukturniho vzorce VI) nebo (38) -terc-butyl-hydrogen-3-
-benzylpiperidin-1,3-dikarboxylat (sloudenina strukturniho

vzorce VII), (27,7 g, 86,7 mmolu) v tetrahydrofuranu (250 ml) .
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Vyslednad reaklni sm&s byla michdna pfes noc za laboratorni
teploty. Pak Dbyla reakéni smés z¥edéna ethylacetatem
(1000 ml), promyta vodou (500 ml), roztokem hydrogensiranu
sodného ve vodé& (200 ml, 10% roztok, vyjad¥eno v procentech
objemovych) , vodnym  roztokem  hydrogenuhliditanu sodného
(200 ml, nasyceny roztok), nasycenym roztokem chloridu sodného
(200 ml), vysuSena siranem hofelnatym, odfiltrovéna a odpafena
za sni¥eného tlaku, &im¥ byl =ziskdn husty oranZovy olej.
Vyslednd smés byla rozpuSténa Vv ethylacetatu (300 ml), p¥idana
ke 150 g silikagelu a odpafena za sniZeného tlaku do formy
suchého préasku, ktery byl nanesen na filtr se silikagelem
(150 g). Po promyti heptanem (1 1) byla poZadovana sloucenina
uvoln&na ethylacetdtem (2,5 1). Po odpafeni za sniZeného tlaku
byl produkt, coZ je bud (3R) -terc-butyl-3-benzyl-3-(N,N', N'-
—trimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—l—karboxylét (sloucenina
strukturniho vzorce VIII) nebo (35)-terc-butyl-3-benzyl-3-
—(N,N‘,N‘—trimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—l—karboxylét
(slouenina strukturniho vzorce IX), ziskan ve formé
oranZového oleje (49 g).

HPLC (h8): Rt = 14,33 min.

Krok £

(3R) - (N, N', N* -trimethylhydrazid) -3-benzyl-piperidin-3-
-karboxylové kyseliny (slouenina strukturniho vzorce X) nebo
(38) - (N,N', N' -trimethylhydrazid) -3-benzyl-piperidin-3-

-karboxylové kyseliny (slouenina strukturniho vzorce XT)

ﬁ\ CH, 0 CH,

W N\ /N\

“"SNTTCH, HO)LN CH,
) :

CH, CH,

©

(X) nebo (X1)

HN

ity

Produkt z kroku e, coZ je bud (3R)-terc-butyl-3-benzyl-3-
—(N,N‘,N‘-trimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—l—karboxylét
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(sloudenina strukturniho vzorce VIII) nebo (38) -terc-butyl-3-
—benzy1—3—(N)N‘,N‘—trimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—l—
-karboxylat (slouenina strukturniho vzorce IX), (56,7 g,
100,9 mmolu) byl rozpultén v ethylacetatu (500 ml) (na ¢&iry
bezbarvy roztok) v jednohrdlé kulaté batice (2 1) opatfené
magnetickym michadlem. Batika pak byla umist&na do vodni lazné
(teplota 10 °C a% 20 °C) a skrz roztok byl po dobu 5 minut
probublavan plynny chlorovodik (vznika pra3kovita sraZenina).
Po 1 h michani (do%lo k vysra¥eni velkého mnoZstvi bilych
krystaltl) byl roztok probubléan dusikem, aby se odstranil
p¥ebytek chlorovodiku. SraZenina byla odfiltrovana, promyta
ethylacetdtem (2 x 100 ml) a suSena pfes noc za sniZeného
tlaku p¥i teplot& 40 °C, &imZ byl ziskan produkt, coZ je bud
(3R) - (N, N', N' -trimethylhydrazid) -3-benzyl-piperidin-3-
-karboxylové kyseliny (slouenina strukturniho vzorce X) nebo
(3S) - (N, N',N'-trimethylhydrazid) -3-benzyl-piperidin-3-
-karboxylové kyseliny (slouCenina strukturniho vzorce XI),
(37,0 g).

HPLC (h8): Rt = 7,84 min.

Krok g

Terc-butyl-{ (1R)-2- [ (3R) -3-benzyl-3-(N,N',N'-trimethyl-
hydrazinokarbonyl)piperidin—l—yl]-1-[(1H—indol—3—yl)methy1]—2-
-oxoethyl}karbamidt (sloudenina strukturniho vzorce XII) nebo
terc-butyl-{ (1R) -2- [ (3R) -3-benzyl-3-(N,N',N'-trimethyl-
hydrazinokarbonyl)piperidin—l—yl]—1—[(1H—indol—3—yl)methy1]—2—

-oxoethyl }karbamdt (sloudenina strukturniho vzorce XIII)
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CH, o CH,
(XII) nebo (XIII)
Boc-D-Trp-OH (32,3 g, 106 mmold) byl rozpustén
v dimethylacetamidu (250 ml) v jednohrdlé kulaté batice

(500 ml) opat¥ené magnetickym michadlem a probublavac¢kou na
dusik. Roztok byl ochlazen na teplotu 0 °C aZ 5 °C a pak byl
pf¥idan 1-hydroxy-7-azabenzotriazol (14,4 g, 106 mmolu),
hydrochlorid 1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu
(20,3 g, 106 mmold) a N-methylmorfolin (11,6 ml, 106 mmold) .
Po 20 minutidch michani p¥i teplot& 0 °C aZ 5 °C, byl pfridan

produkt z kroku £, coz Je bud (3R)-(N,N',N'-trimethyl-

hydrazid) -3-benzyl-piperidin-3-karboxylové kyseliny
(sloufenina strukturniho vzorce X) nebo (38)-(N,N*,N'-tri-
methylhydrazid) -3-benzyl-piperidin-3-karboxylové kyseliny
(sloudenina strukturniho vzorce XI), (37,0 g, 106 mmoll) a

N-methylmorfolin (24,4 ml, 223 mmold). Reak&ni smés pak byla
michana p¥es noc za laboratorni teploty. Pak byl ptridéan
ethylacetat (750 ml) a vyslednd smé€s byla promyta vodnym
roztokem hydrogensiranu sodného (300 ml, 10% roztok, vyjéadreno
v procentech objemovych). Vrstvy byly oddéleny a vodna vrstva
byla reextrahovadna ethylacetatem (500 ml). Spojené organické
vrstvy byly promyty vodou (100 ml), vodnym roztokem
hydrogenuhli&itanu sodného (300 ml, nasyceny roztok), vodou
(100 ml), nasycenym roztokem chloridu sodného (300 ml),
vysuSeny siranem hofelnatym, odfiltrovany a odpa¥eny za
sni%eného tlaku, &im¥ byl =ziskd&n produkt, coZ je bud terc-
—butyl—{(1R)—2—[(3R)—3—benzyl—3—(N,N‘,N‘-trimethylhydrazino—
karbonyl)piperidin-1-yl]-1-[(1H-indol-3-yl)methyl]-2-
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-oxoethyl}karbamat (slouenina strukturniho vzorce XII) nebo
terc—butyl—{(1R)—2—[(3R)—3—benzy1-3—(N}N‘,N‘—trimethyl—
hydrazinokarbonyl)piperidin—l-yl]—1-[(1H-indol-3—y1)methyl]-2—
-oxoethyl}karbamat (sloutenina strukturniho vzorce XIII),

(56,7 g) ve form& oranZového oleje.

HPLC (h8): Rt = 14,61 min
LC-MS: Rt = 7,35 min (m+l1l) = 562,6
Krok h

N,N',N'-trimethylhydrazid-1-[(2R)-2-amino-3- (1H-indol-3-
—yl)propionyl]—(3R)—3-benzylpiperidin—3—karboxylové kyseliny
(slou®enina strukturniho vzorce XIV) nebo N,N',N'-trimethyl-
hydrazid—l—[(ZR)—2—amino—3—(1H—indol—3—y1)propionyl]-(35)—3-
-benzylpiperidin-3-karboxylové kyseliny (sloucenina

strukturniho vzorce XV)
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(XIV) nebo (XV)
Produkt z kroku g, coZ je bud terc-butyl-{(1R)-2-[(3R)-3-

—benzyl—3—(N;N‘,N“—trimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—l—
—yl]—l—[(1H-indol-3-yl)methy1]—2—oxoethyl}karbamét (sloucenina
strukturniho vzorce XII) nebo terc-butyl-{(1R)-2-[(3R)-3-

—benzy1-3—(N,N‘,N“—trimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—l-
—yl]-l—[(1H>indol—3—yl)methyl]—2-oxoethy1}karbamét (sloudenina
strukturniho vzorce XIII), (56,7 g, 100,9 mmolu) byl rozpustén
v ethylacetatu (500 ml) (na &iry bezbarvy roztok) v jednohrdlé
kulaté batice (2 1) opatfené magnetickym michadlem. Baitka pak

byla umist&na do vodni 1l4zn& (teplota 10 °C az 20 °C) a skrz
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roztok byl po dobu 10 minut probublavan plynny chlorovodik
(vznikd olej). Roztok byl probublédn dusikem, aby se odstranil
p¥ebytek chlorovodiku a pak byl oddé€len olej od ethylacetétové
vrstvy. Ethylacetdtova vrstva byla vylita. Olej byl rozpustén
ve vod& (500 ml) a dichlormethanu (1000 ml) a byl k nému
p¥idavan pevny uhli&itan sodny dokud se nedosédhlo pH vys3iho
ne¥ 7. Vrstvy byly odd&leny a organickd vrstva byla promyta
vodou (100 ml), nasycenym roztokem chloridu sodného (100 ml),
vysuSena siranem hoYelnatym, odfiltrovana a odparena za
sni¥eného tlaku, &imZ byl ziskén produkt, coZ je bud N,N',N‘-
-trimethylhydrazid-1-[(2R)-2-amino-3- (1H-indol-3-yl)propio-
nyl] - (3R) -3-benzylpiperidin-3-karboxylové kyseliny (sloucenina
strukturniho vzorce XIV) nebo N,N',N'-trimethylhydrazid-1-
- [(2R) -2-amino-3- (1H-indol-3-yl) propionyl] - (35) -3-benzyl-

piperidin-3-karboxylové kyseliny (sloucenina strukturniho
vzorce XV), (27 g) ve formé oranZové pé&ny.

HPLC (h8): Rt = 10,03 min.

Krok i

Terc-butyl- (1-{(1R)-2-[(3R) -3-benzyl-3-(N,N' ,N'-trimethyl-
hydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl]-1- (1H-indol-3-ylmethyl) -2-
-oxoethylkarbamoyl}-1-methylethyl)karbamat (sloucenina
strukturniho vzorce XVI) nebo terc-butyl-(1-{(1R)-2-[(35)-3-
—benzy1—3-(N,N‘,N‘—trimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—l-yl]-
-1- (1H-indol-3-ylmethyl) -2-oxoethylkarbamoyl}-1-methylethyl) -

karbamat (sloufenina strukturniho vzorce XVII)

e o ﬁ:?ﬁl LN
YT Y

CH, CH, o

(XVI) nebo (XVII)
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Boc-D-Aib-OH (11,9 g, 58,4 mmoll) byl rozpuStén
v dimethylacetamidu (125 ml) v jednohrdlé kulaté bartice
(500 ml) opat¥ené magnetickym michadlem a probublavac¢kou na
dusik. Do roztoku byl za laboratorni teploty za michani pf¥idan
1-hydroxy-7-azabenzotriazol (7,95 g, 58,4 mmolu), hydrochlorid
1-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (11,2 g,
58,4 mmolu) a diisopropylethylamin (13,0 ml, 75,8 mmolu). Po
20 minutadch (vznikla #lutd sra¥enina) byl p¥idan roztok
produktu z kroku h, coZ je bud N,N',N'-trimethylhydrazid-1-
-[(2R) -2-amino-3- (1H-indol-3-yl)propio-nyl]l - (3R) -3-benzyl-
piperidin-3-karboxylové kyseliny (slougenina strukturniho
vzorce XIV) nebo N,N',N'-trimethylhydrazid-1-[(2R)-2-amino-3-
- (1H-indol-3-yl)propionyl] - (38) -3-benzyl-piperidin-3-karboxy-
lové kyseliny (sloudenina strukturniho vzorce XV), (27,0 g,
58,4 mmol®l) v dimethylacetamidu (125 ml). Reakéni smés pak
byla michana po dobu 3 hodin za laboratorni teploty. Pak byl
p¥idan ethylacetat (750 ml) a vysledna smés byla promyta
vodnym roztokem hydrogensiranu sodného (300 ml, 10% roztok,
vyjad¥eno v procentech objemovych). Vrstvy byly oddéleny a
vodna vrstva byla reextrahovdna ethylacetdtem (500 ml).
Spojené organické vrstvy byly promyty vodou (100 ml), vodnym
roztokem hydrogenuhli&itanu sodného (300 ml, nasyceny roztok),
vodou (100 ml), nasycenym roztokem chloridu sodného (300 ml),
vysuSeny siranem ho¥ednatym, odfiltrovany a odpa¥eny za
sni%eného tlaku na objem 500 ml. Pak byl p¥idédn silikagel
(150 g) a zbyly ethylacetat byl odpafen za sniZeného tlaku do
formy suchého prasku, ktery Dbyl nanesen na filtr se
silikagelem (150 g). Po promyti heptanem (1 1) byla poZadovana
sloudenina uvoln&na ethylacetatem (2,5 1). Po odpatreni =za
sni¥eného tlaku byl produkt, co% je bud terc-butyl-(1-{(1R)-2-
-[(3R) -3-benzyl-3-(N,N',N'-trimethylhydrazinokarbonyl) -
piperidin—l—yl]—1-(1H—indol-3—ylmethyl)—2-oxoethy1karbamoy1}—
-1-methylethyl)karbamat (sloufenina strukturniho vzorce XVI)

nebo terc-butyl- (1-{ (1R)-2-[(35) -3-benzyl-3-(N,N' N'-tri-
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methylhydrazinokarbonyl)piperidin—l—yl]—1—(1H—indol—3-yl-
methyl) -2-oxoethylkarbamoyl}-1-methylethyl)karbamat
(slou&enina strukturniho vzorce XVII).

HPLC (h8): Rt = 14,05 min

Krok j

Fumarat 2-amino-N- [ (1R) -2- [ (3R) -3-benzyl-3- (N,N',N*-tri-
methylhydrazinokarbonyl)piperidin—l—yl]—1—(1H-indol—3—yl—
methyl) -2-oxoethyl] -2-methylpropionamidu (sloueniny
strukturniho vzorce I) nebo  fumarat 2-amino-N-[(1R)-2-
—[(3S)—3—benzy1—3—(N}N‘,N“—trimethylhydrazinokarbonyl)piperi—
din-l—yl]—l—(1H—indol—3—ylmethyl)—2-oxoethyl]-2—methylpropion—

amidu (sloudeniny strukturniho vzorce II)

H H
N N
o S 0 CH, 5 S 0 CH,
CH ‘ N CH N
H,N A N A CH, H,N N N7 TcH,
N/A\“/ l N/A\n/ : I
H H z CH,
CH, o) CH, o) X :

(I) nebo (I1)

Produkt z kroku i, co¥ je bud terc-butyl-(1-{(1R)-2-
- [(3R) -3-benzyl-3-(N,N',N'-trimethylhydrazinokarbonyl) -
piperidin-l—yl]—1-(1H-indol—3—y1methy1)—2—oxoethy1karbamoy1}-
-1-methylethyl)karbamat (sloufenina strukturniho vzorce XVI)
nebo terc-butyl- (1-{(1R)-2-[(38)-3-benzyl-3-(N,N' N'-tri-
methylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-y1]-1-(1H-indol-3-yl-
methyl)-2-oxoethy1karbamoyl}—l-methylethyl)karbamét
(sloudenina strukturniho vzorce XVII), (23,8 g, 36,8 mmolu)
byl rozpudtén v ethylacetdtu (800 ml) (na Ciry Zzluty roztok)
v jednohrdlé kulaté barice (1 1) opat¥ené magnetickym
michadlem. Batika byla pak umist&na do vodni 1lazné (teplota
10 °C a% 20 °C) a skrz roztok byl po dobu 5 minut probublavan

plynny chlorovodik (vznikd préagkovita sra¥enina). Po 1 h
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michani (doZlo k vysré¥eni velkého mnoZstvi 2Zlutého prasku)
byl roztok probubldn dusikem, aby se odstranil ptebytek
chlorovodiku. SraZenina byla odfiltrovadna a suSena pfes noc za
sni¥eného tlaku p¥i teploté 40 °C.

Nekrystalickd pevnd latka byla rozpuSténa ve vodé (500 ml)
a promyta ethylacetadtem (100 ml). Pak byl p¥idan dichlormethan
(1000 ml) a postupn& byl p¥idavan pevny uhliditan sodny, dokud
nebylo dosaZeno pH vyZ8iho neZ 7. Vrstvy byly oddé€leny a vodna
vrstva byla reextrahovdna dichlormethanem (200 ml). Spojené
organické vrstvy byly promyty nasycenym roztokem chloridu
sodného (100 ml), vysuSeny siranem ho¥elnatym a odfiltrovany.
Rozpoust&dlo bylo odpa¥eno za sniZeného tlaku a odparek byl
rozpudt&n v ethylacetdtu (500 ml) v jednohrdlé kulaté barice
(1 1) opat¥ené magnetickym michadlem. Pak byla pomalu béhem
5 minut p¥idéana suspenze kyseliny fumarové (3,67 g)
v isopropanolu (20 ml) a ethylacetat (50 ml), coZ vedlo ke
srafeni bilé krystalické soli. Po 1 hodiné€ byla sraZenina
odfiltrovana a vysuSena za sniZeného tlaku p¥es noc pfi
teplot& 40 °C, &imZ byla ziskédna fumaratova sul slouleniny,
ktera je bud 2-amino-N-[(1R)-2-[(3R)-3-benzyl-3-(N,N‘, N'-tri-
methylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl]-1-(1H-indol-3-yl-
methyl) -2-oxoethyl] -2-methylpropionamid (sloucCenina
strukturniho vzorce 1) nebo 2-amino-N- [(1R) -2~
-[(38) -3-benzyl-3-(N,N',N'-trimethylhydrazinokarbonyl)piperi-
din-1-y1]-1- (1H-indol-3-ylmethyl) -2-oxoethyl] -2-methylpropion-
amid (slouenina strukturniho vzorce II), (13,9 g) ve formé

bilého prasku.

HPLC (Al): Rt 33,61 min
HPLC (B1l): Rt = 34,62 min

LC-MS: RC 5,09 min (m+1) = 547,4.
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Primyslova vyuZitelnost

Sloudeniny podle predklddaného vynadlezu jsou prumyslové

vyuZitelné pro vyrobu 1léki.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloudenina, kterou 1lze ziskat postupem popsanym

v p¥ikladu 1, nebo jeji farmaceuticky p¥ijatelna sul.

2. Sloudenina, kterou 1lze =ziskat postupem popsanym
v p¥ikladu 1, kdy se Jjedna o 2-amino-N- [ (1R)-2-[(3R)-3-
—benzyl—3—(N,N‘,N‘—trimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—l—yl]-
-1—(1H—indol—3-y1—methyl)—2—oxoethy1]—2—methy1propionamid,

sloudeninu strukturniho vzorce I:

H
N
N\
He o ¢
HzN% ~ N
N
H
CH, 0

(1)

nebo jeji farmaceuticky p¥ijatelnou sul.

3. Farmaceuticky prostfedek, vy zna &ujici s e

t i m, %e obsahuje jako aktivni sloZku slouceninu podle
kteréhokoliv z naroki 1 a% 2 nebo jeji farmaceuticky
p¥ijatelnou sl spolu s farmaceuticky p¥ijatelnym nosiem nebo

Fedidlem.

4. Farmaceuticky prostredek podle naroku 3,
vyznadc¢ujici s e t 1 m, Ze je urden pro stimulaci

uvolfiovani ristového hormonu z hypofyzy.

5. Farmaceuticky prost¥edek podle naroku 3 nebo naroku 4,

vyznadc¢ujici s e t i m, Ze je ur&en pro podavani

PV ot — J5fR
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zvi¥atim, aby se zvy8ila rychlost a rozsah jejich p¥irtstki,

zvySila produkce mléka a vlny nebo pro léCeni nemoci.

6. Zpusob stimulace uvoliiovani ristového hormonu
z hypofyzy savce, vyznadcuijici s e t im Ze
zahrnuje podavani a¢inného mnozstvi sloudeniny podle

kteréhokoliv =z nadroki 1 nebo 2 nebo jeji farmaceuticky
p¥ijatelné soli nebo prost¥edku podle kteréhokoliv z narokua 3

a? 5 tomuto savci.

7. Zpusob zvySeni rychlosti a rozsahu p¥irlistkd, zvySeni
produkce mléka a viny nebo légeni nemoci,
vyznadcdujici s e t i m, Ze =zahrnuje podavani
G&inného mnoZstvi sloudeniny podle kteréhokoliv z nérokl 1 aZ
2 nebo jeji farmaceuticky p¥ijatelné soli nebo prostfedku
podle kteréhokoliv z ndroki 3 a% 5 subjektu, ktery to

pot¥ebuje.

8. PouZiti slouleniny podle kteréhokoliv z ndrokl 1 azZ 2

nebo jeji farmaceuticky p¥ijatelné soli pro vyrobll 1léku.

9. PouZiti podle naroku 8, kdy se jednd o 1ék pro

stimulaci uvolfiovdni rlstového hormonu z hypofyzy savce.
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