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Piperidinovy derivat vykazujici schopnost uveolitevani ristového hormonu

Qblast techniky

Vynalez se vztahuje k novym sloudeninam, obzvl4sté 4,4—disubstituovanym a 3,3—disubstituova-
nym piperidinovym sloudeninim, piipravkiim, které je obsahuji, a jejich pouZiti pro lé¢eni zdra-
votnich obtizi vyvolanych nedostatkem ristového hormonu.

Dosavadni stav techniky

Riistovy hormon je hormon, ktery stimuluje rist viech tkini schopnych ristu. Kromé toho je
riistovy hormon také znam tim, Ze mé mnoho efektd na metabolické procesy, napiiklad stimulaci
syntézy proteini a mobilizace volnych mastnych kyselin a zpisobuje pfepinani v energetickém
metabolismu z cukrli na metabolismus mastnych kyselin. Nedostatek ristového hormonu muze
vyustit v mnohé vazné iékafské poruchy, jako je napf. zakrslost.

Ristovy hormon se uvoliiuje z podvésku mozkového. Uvoliiovani je pod ptisnou kontrolou mno-
ha hormonil a neurotransmitert, a to jak pfimo, tak i nepfimo. Uvoltiovani ristového hormonu
miiZe byt stimulovino hormonem uvoliiujicim ristovy hormon (GHRH) a inhibovano somatosta-
tinem. V obou ptipadech jsou hormony vyludovany z podvésku mozkového, ale jejich pasobeni
je primarné mediovano prostiednictvim specifickych receptorii umisténych v podvésku mozko-
vém. Byly popsdny i dali slou&eniny, které stimuluji uvolfiovani ristového hormonu z podveésku
mozkového. Naptiklad arginin, L-3,4—dihydroxyfenylalanin (L-Dopa), glukagen, vasopresin,
PACAP (hypofyzni peptid aktivujici adenylylcyklizu), agonisté muskarinovych receptori a syn-
teticky hexapeptid, endogenni ristovy hormon uvoltiujici GHRP (peptid uvoliiujici ristovy
hormon) bud’ pfimym pisobenim na podvések mozkovy, nebo ovlivnénim uvoliiovani GHRH
a/nebo somatostatinem z hypotalamu.

U poruch nebo u piipadd, kde je vyZadovana sniZend koncentrace ristového hormonu, <ini pro-
teinova podstata ristového hormonu nemoinym jiny zpiisob poddvani neZ parenteralni podavini.
Krom& toho, dalii ptimo piisobici pfirodni &inidla stimulujici produkci enzymi jako napt. GHRH
a PACAP jsou delf polypeptidy, u nichZ je proto preferovano parenteralni podavani.

Pouziti konkrétnich slouenin pro zvy$ovani koncentrace ristového hormonu u savci jiz bylo
diive navrZeno napf. v EP 18 072, EP 83 864, WO 89/07110, WO 89/01711, WO 89/10933,
WO 88/9780, WO 83/02272, WO 91/18016, WO 92/01711, WO 93/04081, WO 95/17422,
WO 95/17423, WO 95/14666, WO 94/19367, WO 95/34311, WO 96/02530, WO 96/15148,
WO 96/13265, WO 96/22997, WO 96/35713, WO 96/38471, WO 96/32943, WO 97/00894,
WO 97/06803, WO 97/09060, WO 97/07117, WO 97/11697, WO 97/12620, WO 97/23508,
WO 97/24369 a WO 97/34604.

Piipravky obsahujici sloudeniny uvoliiujici ristovy hormon jsou dileZité pro jejich schopnost
uvoliiovat ristovy hormon stejng jako pro jejich biodostupnost. Je tedy predmétem tohoto vyna-
lezu zajisténi novych sloudenin se schopnosti uvoliiovat ristovy hormon. Kromé toho je predmé-
tem tohoto vynalezu zaji$téni novych slouenin uvoliujicich ristovy hormon (Einidlo stimulujici
produkci ristového hormonu), které jsou specifické a/nebo selektivni a nemaji zidné nebo jen
minimalni vedleji efekty, jako jsou uvolitovani LH (luteinizaéni hormon), FSH (hormon stimu-
lujici folikul), TSH (hormon stimulujici titnou Zldzu), ACTH (adrenokortikotropni hormon),
vasopresinu, oxytocinu, kortisolu a/nebo prolaktinu. Je také pfedmétem tohoto vynalezu zajisténi
slougenin, které jsou dobfe biodostupné oralnim podévéanim.
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Podstata vynalezu

Souhrn vynélezu

5V souladu s timto vynalezem jsou zajistény nové slouceniny, které plisobi pfimo na buiky pod-
vésku mozkového za normalnich experimentalnich podminek in vitro a tim uvoliiuji ristovy
hormon.

Tyto slouceniny schopné uvoliovat riistovy hormon mohou byt pouZity v in vitro vyzkumnych
10 technikch pro porozuméni, mimo jiné, jak je regulovdna sekrece risstového hormonu na drovni
podvésku mozkového.

Kromé toho mohou byt nové slou¢eniny uvoliiujici riistovy hormon podle tohoto vynélezu poda-
vany in vivo za G¢elem zvy3eni uvoliiovani endogenniho ristového hormonu.

V &irokém slova smyslu se tento vyndlez vztahuje k piperidinovym derivatim vybranym z:
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methylamid 1-{(2R)-2—{N—~((2E)}-5-amino—5—methylhex—2—enoyl}-N-methylamino]-3—(bi-
fenyl-4-ylpropionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny
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methylamid 1-{(2R)}-2-[N—((2E}-5~amino-3,5-dimethylhex—2-enoyl}-N-methylamino]-3—(bi-
fenyl—4—yl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny
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methylamid 1-{(2R)}-2-[N—+(2E}-4—1-aminocyklobutyl)but-2—enoyl)}-N-methylamino]-3—(bi-
fenyl-4—yl)propionyl}-4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny
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2-amino-N—[(1 R)}-2-[4-benzyl-4~N",N'—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-y!}-1-{(1H-
indol-3—yl)methyl)-2-oxoethy|]-2—methylpropionamid
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2-amino-N-{(1R)}-2-[(3R)-3~benzyl-3—(N’",N'—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl]-
5 |-benzyloxymethyl-2—-oxoethy!}-2—-methylpropionamid
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1(1 H-indol—3—yl)methyl)~2-oxoethyi]——2—methylpropionamid
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10 ethylester 1-{(2R)}-2~[N—~(2E)}-5-amino—5-methylhex—2-enoyl}-N-methylamino]-3—(bifenyl-
4—yl)propionyl}-4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny
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ethylester 1-{(2R)}-2-[N—((2E)-5—amino-3,5-dimethylhex—2-enoyl}-N-methylamino]-3—(bi-
fenyl-4—yl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny

HiC

NHZX/J\)LIF/EWN 0\_cH

CH; O

ethylester 1-{(2R)}-2-[N—{((2E)-5—amino-5-methylhex~2-enoyl)}-N-methylamino]-3—(2-
5 naftyl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny
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naftyl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4-karboxylové kyseliny
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ethylester (38)-1-{(2R)-2—(2E)}-5-amino-3,5-dimethylhex—2—enoylamino}-3— 1 H--indol-3-
yl)propionyl]-3—benzylpiperidin—-3—karboxylove kyseliny
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ethylester (3S)-1-[(2R)-2—(3—-(aminomethyl)benzoylamino)-3—(1H-indol-3—yl)propionyl]-3—
5 benzylpiperidin-3—karboxylové kyseliny
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methyl--2--oxoethyl}—N-methylamid(2E)}-5-amino-5—methylhex—2—enové kyseliny
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N-{{1R)}-2-[3-benzyl-3—(N’,N'~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl}-1-((2-naftyl)-
methyl-2-oxoethyl}-N-methylamid(2E)}-5-amino—5-methylhex-2-enové kyseliny

{(1R}-2-{3-benzyl-3~(N’ ,N'—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-yl}-1-(benzyloxy-
s methyl}-2—oxoethyl}amid(2E)-5-amino—5-methylhex—2-enové kyseliny
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naftyl)methyl)-2-oxoethyl]-2-methylpropionamid
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Q NH
HC : N
LY
Hj




10

CZ 301276 B6

2-amino-N-{(1R)-2-[3-benzyl-3-(N",N'—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-yi]-1-
((1H-indol-3-yl}-methyl)-2—oxoethy|]-2—-methyipropionamid
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methyl}-2~oxoethyl}-2—-methylpropionamid
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2-amino-N—{(1R)-2-[3-benzyl-3—(N,N' N'—trimethylhydrazinokarbony!)piperidin-1-yl}-1-
((1H=indol-3-yl)methyl)-2—oxoethyl}—2-methylpropionamid
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a jejich farmakologicky akceptovateiné soli.

Sloudeniny podle tohoto vyndlezu mohou mit jedno nebo vice asymetrickych center (chiralni
uhlikové centra) a jsou zamysleny jako stereoizomery, proto jsou v ramci tohoto vynalezu zahr-
auty separované stereoizomery, Cisté nebo ddstetné Eisténé stereoizomery nebo jejich racemické
smést.

Slougeniny podle tohoto vynalezu mohou tvofit farmakologicky akceptovatelné soli vytvoiené
jako farmakologicky akceptovatelné adiéni soli kyselin sloucenin, které zahrnuji takové soli,
které se pFipravuji reakei stoudenin s anorganickou nebo organickou kyselinou, jako je chiorovo-
dik, bromovodik, kyselina sirova, kyselina octova, kyselina fosforetnd, kyselina mlécna, kyselina
maleinové, kyselina mandlova, kyselina ftalova, kyselina citronové, kyselina glutarovd, kyselina
glukonové, kyselina methansulfonova, kyselina salicylovd, kyselina jantarova, kyselina vinna,
kyselina toluensulfonové, kyselina trifluoroctova, kyselina sulfamova nebo kyselina fumarova
a/nebo voda.

Slougenina podle vynilezu miie byt podévana ve formé farmakologicky akceptovatelné adiéni
soli s kyselinou nebo, kde je to vhodné, jako sitl alkalického kovu nebo kovu alkalickych zemin
nebo alkylamonna siil. M4 se za to, Ze takovéto solné formy vykazuji stejny stupef aktivity jako
volné baze.

V dal§im aspektu se tento vynalez vztahuje k farmakologickym piipravkim zahrnujicim jako
aktivni slozku slougeninu podle vynélezu nebo jeji farmakologicky akceptovatelnou sil spoleéné
s farmakologicky akceptovatelnym nosiem nebo fedidlem.

Farmaceutické pipravky obsahujici slougeninu podle tohoto vynalezu mohou byt piipraveny
pomoci konvenénich metod, napf. popsanych v Remington’s Pharmaceutical Sciences, 1985
nebo v Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19. Edition (1995). Pipravky mohou
byt v konven&nich forméach, napf. ve formé kapsli, tablet, aerosoli, roztokd, suspenzi nebo mist-
nich pfipravki.

Pouzity farmaceuticky nosi¢ nebo fedidlo mohou byt konvencni tuhé latky nebo kapalné nosice.
Priklady tuhych nosi&i jsou laktosa, terra alba, sacharosa, cyklodextrin, talek, Zelatina, agar, pek-
tin, akacie, steardt hore¢naty, kyselina stearova nebo nizii alkylethery celuldzy. Priklady kapal-
nych nosi¢dt zahmuji sirup, aradidovy olej, olivovy olej, fosfolipidy, mastné kyseliny, aminy
mastnych kyselin, polyoxyethylen nebo voda.

Podobng, nosi¢ nebo fedidlo miize zahrnovat libovolny materidl s postupnym uvelfiovénim zna-
my v oboru, jako jsou glycerin monostearét nebo glycerin distearat samotny nebo ve smési s vos-
kem.
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Je-li pouzit tuhy nosi¢ pro oralni podavani, pipravek milze byt tabletovan, umistén v tuhé Zelati-
nové kapsli v prasku nebo peletach nebo miiZze byt ve formé pastilek nebo bonbonki. MnoZstvi
tuhého nosice se bude Siroce lisit, bude oviem obvykle od 25 mg do asi 1 g. Je-li pouzit kapalny
nosi¢, mohou byt pripravky ve formé sirupu, emulze, m&kké Zelatinové kapsle nebo sterilni kapa-
liny pro injekei, jako jsou vodné nebo nevodné kapalné suspenze nebo roztoky.

Typicka tableta maZze byt ptipravena konvenéni tabletovaci technikou a miize obsahovat:

Jadro:

Aktivni sloucenina (jako volna béze nebo jeji sil) 100 mg
Koloidni oxid kfemicity (Aerosil) 1,5 mg
Celuldza, mikrokrystalicka (Avicel) 70 mg
Modifikovana celulézova guma (Ac-Di-Sol) 7,5 mg

Stearat horeSnaty

Povlak:
HPMC (hydroxypropylmethylcelul6za) piibl. 9mg
*Mywacett 9-40 T ptibl. 0,9 mg

*Acylovany monoglycerid pouzity jako plastifikator pro povlakovy film.

Pro nasdini podavani mohou pfipravky obsahovat slouéeninu podle vynalezu rozpusténou nebo
suspendovanou v kapalném nosiéi, obzvIasté ve vodném nosiéi, pro aerosolové aplikace. Nosid
muze obsahovat aditiva, jako jsou ¢inidla usnadiujici rozpousténi, napi. propylenglykol, surfak-
tanty, zesilovace absorpce, jako jsou lecithin (fosfatidylcholin) nebo cyklodextrin, nebo preserva-
tiva jako parabeny.

Obecné, sloueniny podle tohoto vynalezu jsou podavany ve formé jednotkové dévky obsahujici
od 50 do 200 mg aktivni slou¢eniny spoledné& s farmaceuticky akceptovatelnym nosicem.

Davkovani slou¢enin podle tohoto vynalezu je vhodné od 0,01 do 500 mg za den, napt. od asi
5 mg do asi 50 mg, asi 10 mg na davkuy, je—li podavana pacientiim (¢lovéku) jako Iék.

V dal$im aspektu se tento vynalez vztahuje k farmaceutickym pfipravkiim v jednotkové dévkové
formé&, zahmujici jako aktivni slozku od asi 10 do 200 mg slougeniny podle vynalezu nebo jeji
farmaceuticky akceptovatelné soli.

Bylo ukazano, Ze sloudeniny podle vynalezu vykazuji schopnost vyludovat endogenni ristovy
hormon in vivo. Sloudeniny mohou byt tedy pouZity pro l1é¢eni podminek vyZadujicich zvySeni
koncentrace rustového hormonu v plazmé, jako je nedostatek riistového hormonu u lidi nebo
u pfestarlych pacientii nebo u dobytka.

V jednom aspektu se tedy tento vynilez vztahuje k farmaceutickému piipravku pro stimulaci
uvolftovani riistového hormonu z podvésku mozkovéhe, pFitem? ptipravek zahmuje jako aktivni
slozku slouceninu podle vyndlezu nebo jeji farmaceuticky akceptovatelnou sil spoleéné s farma-
ceuticky akceptovatelnym nosi¢em nebo Fedidlem.

Jesté v dalSim aspektu se tento vynalez vztahuje k pouziti slouéeniny podle vynalezu nebo farma-

ceutického ptipravku pro pfipravu lé€iv pro stimulaci uvolfiovani ristového hormonu z podvésku
mozkového.

1A




20

25

30

35

40

45

50

CZ 301276 Bé

Odbornikiim v oboru je zndmo, e pouZiti ristového hormonu u lidi se miZe liit a maZze byt
riiznorodé v zavislosti na okolnostech. Tak, slougeniny podle vynilezu mohou byt podavany za
aelem stimulace uvolfiovani riistového hormonu z podvésku mozkového a mély by mit podobny
efekt jako pouziti riistového hormonu samotného. Slougeniny podle vynalezu jsou uZite¢né pro
stimulaci vyluSovani ristového hormonu u starych pacientil, pro prevenci katabolickych vedlej-
Sich G&inkd glukokortikoidd, prevenci a/nebo 1éeni osteoporosy, léteni chronickeho inavového
syndromu (CFS), IéZeni akutniho {navového syndromu a ztrata svali po vybérové chirurgii,
stimulaci imunitniho systému, urychleni lédeni poranéni, urychleni napravy fraktury kosti,
urychleni fraktury kosti, napt. distrakce osteogeneze, 1éCeni atrofie po zlomeninach, léceni
riistové retardace, 1é8eni riistové retardace vyplyvajici z nefunkénich ledvin nebo ledvinové nedo-
state¢nosti, 16%eni kardiomyopatie, |é%eni chronického onemocnéni jater, [é¢eni trombocytopenie,
lé¢eni Crohnovy nemoci, lééeni syndromu kratkého stfeva, léteni chronické obstruktivni plicni
nemoci (COPD), léteni komplikaci po transplantacich, lé¢eni fyziologického nizkého vzristy
zahrnujici détsky nedostatek ristového hormonu a nizky vzrist spojeny s chronickou nemoci,
léteni obezity a ristové retardace spojené s obezitou, lééeni anorexie, 16€eni ristové retardace
spojené s Prader—Willi syndromem a Turnerovym syndromem; zvySovéni rychlosti ristu
u pacientil majicich &astetné syndrom nesensitivity, coZ vede k urychleni rychlosti vyléCeni a ke
zkriceni hospitalizace u pacientd; léCeni retardace intrauterinni, skeletilni dysplasie, hyper-
kortikolismus a Cushingiv syndrom; zavedeni pulzujiciho uvolitovéni hormonu, ndhrada risto-
vého hormonu u stresovanych pacientll, léZeni osteochondrodysplasie, Noonaniv syndrom,
schizofrenie, deprese, Alzheimerovy nemoci, odlozené léent pti poranéni a psychosocialni
deprivace, 1éteni pulmonarni dysfunkce, ééeni nespravné srdecni funkce, 1éCeni nebo prevence
infarktu myokardu, sniZeni krevniho tlaku, ochrana proti ventrikuldrni dysfunkei nebo prevenci
reperfuze, lé¢eni dospélych pfi chronické dialyze, zmirnéni katabolické odezvy po velkych
chirurgickych zékrocich, sniZeni kachexie a ztrity proteind diky chronické nemoci, jako je rako-
vina nebo AIDS; lédeni hyperinsulinemie véetné nesidioblastosy, léfeni indukce ovulace, ke
stimulaci hypofyzniho rozvoje a pro prevenci ochabovani thymickych bazi, 1é€eni pacientil se
sniZenym stupném thyminové funkce, 16eni sarkopenie, éZeni ochabnuti vyplyvajicich z AIDS,
upraveni svalového tonusu, tlou§tku svalové pohyblivosti, metabolickd homeostaze, rendlni
homeostaze, stimulaci osteoblastii, remodelovani kostf a riist chrupavek, regulace pEijmu potra-
vin, stimulace imunitniho systému v souvistosti se zvifaty, lé¢eni poruch pfi starnuti doprovazeji-
cich zvifat, povzbuzeni riistu u domaciho zvifectva a stimulace ristu viny u ovci, 1é¢eni metabo-
lického syndromu (syndrom X), léZeni insulinové resistence, véetné NIDDM (diabetes mellitus
nezavisly na inzulinu), u savcl, to jest u lidi, zlepseni kvality spanku, korekce relativniho hypo-
somatotropismu pfi stirmuti vzhledem k vysokému zvy3eni REM rychlych pohybi oli) spanku
asnizeni REM latence a lé¥eni hypothemie. Lédeni je také zamySleno tak, aby obsahovalo
profylaktické léCeni.

Pro vyge uvedené indikace se budou davky li3it v zavislosti na pouZité slouteniné podle vynale-
zu, na zphsobu podavani a na poZadované terapii. Oviem, obecné se budou denni davky podava-
né pacientim nebo zvifatim za G¢elem uvolnéni endogenniho ristového hormonu pohybovat
mezi 0,0001 a 100 mg/kg hmotnosti t&la. Kromé toho, slouceniny podle vynilezu nemaji Zadné
nebo jen malé vedlejsi efekty, jsou-li podaviny ve vyse uvedenych davkich, pficem2 témito
efekty jsou napt. uvoliiovani LH, FSH, TSH, ACTH, vasopresinu, oxytocinu, kortisolu a/nebo
prolaktinu, Obvykle ddvkové formy vhodné pro poddvani ordlni, nasalni, pulmondlni nebo trans-
dermalni zahrnuji od 0,0001 mg do asi 100 mg, s vyhodou od 0,001 do 50 mg sloudeniny podle
vynélezu smichané s farmaceuticky akceptovatelnym nosic¢em nebo fedidlem.

Farmaceuticky pripravek podle tohoto vynalezu miize také piipadné obsahovat sloueninu podle
vynélezu kombinovanou s jednou nebo vice slouceninami vykazujicimi jinou aktivitu, napf. anti-
biotika nebo jiny farmakologicky aktivni material.
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Zplisob podavani mize byt libovolny zpiisob, ktery ucinné transponuje aktivni sloudeninu na
vhodné nebo pozadované misto, tedy oralni, nasalni, pulmonarni, transdermalni nebo parenteral-
ni, pritemzZ oralni cesta je preferovana.

Kromé farmaceutického vyuZiti mohou byt slouéeniny podle vynalezu uZiteéné jako in vitro pro-
stfedky pro vyzkum regulace uvolfiovani riistového hormonu.

Slougeniny podle vynalezu mohou byt také uZitedné jako in vivo prostiedky pro vyhodnocovani
schopnosti uvolfiovat riistovy hormon z hypofyzy. Napiiklad, vzorky séra odebrané pfed a po
aplikaci téchto sloudenin pacientim mohou byt testovany na koncentraci ristového hormonu.
Srovnéani riistového hormonu v kazdém vzorku séra by piimo uréilo schopnost pacientovy hypo-
fyzy uvoliiovat ristovy hormon.

Sloueniny podle vynalezu mohou byt podavany komeréné diilezitym zvifatim za ucelem zvySe-
ni rychlosti ristu a zvy3eni produkce mléka.

Dalsi vyuziti slou€enin podle vynalezu schopnych povzbudit vylu€ovani ristového hormonu spo-
¢iva v kombinaci s dal$imi podobnymi latkami, jako je GHRP (2 nebo 6), GHRH a jeho analog,
ristového hormonu a jeho analogii nebo somatomedini véetné IGF-1 a 1IGF-2.

Farmakologické metody

Sloueniny podle vynalezu mohou byt vyhodnoceny in vitro na jejich G€innost a schopnost uvol-
fiovat ristovy hormon v priméarni kultufe krysi hypofyzy, pfi¢emz toto stanoveni mizZe byt prove-
deno podle nasledujiciho popisu.

Izolace bun€k krysi hypofyzy je modifikaci postupu O. Sartor et al., Endocrinology 116, 1985,
str. 952-957. Samci albind krys Sprague-Dawley (250 +/~ 25 g) byli ziskani od Mollegaard,
Lilie Skensved, Déansko. Krysy byly péstovany v klecich po skupinach (Styfi zvifata na klec)
a umistény do mistnosti s 12 hod dennim cyklem. Teplota mistnosti se pohybovala od 19 do
24 °C a vzdu3na vlhkost od 30 do 60 %.

Krysy byly usmrceny a byla vybrana hypofyza. Byly odstranény neurointermediatni laloky a zby-
vajici tkafi byla ihned umisténa do ledem chlazeného ledového pufru (Geyovo médium) (Gibco
041-04030) doplnéném s 0,25% D—glukézou, 2% neesencialnimi aminokyselinami, 1% albumi-
nem kravského séra (BSA) (Sigma A~4503). Tkafi byla nakrajena na malé kousky a pfevedena
do izolaéniho pufru doplnéném s 3,8 mg/ml trypsinu {Worthington #3707 TRL-3) a 330 mg/ml
DNasou (Sigma D—4527). Tato smés byla inkubovana pfi 70 ota¢kich za minutu po dobu
35 minut pfi teploté 37 °C v atmosféfe kysliku a oxidu uhli¢itého v poméru 95:5. Tkarn byla poté
tfikrat promyta vy$e uvedenym pufrem. § vyuZitim standardni Pasterovy pipety byla poté tkan
nasata na jednotlivé buiiky. Po dispergaci byly buriky zfiltrovany ptes nylonovy filtr (160 nm) za
o¢elem odstranéni nestravenych bunék. Suspenze bunék byla tfikrat promyta s izolaénim pufrem
doplnénym s inhibitorem trypsinu (0,75 mg/ml, Worthington #2829) a koneéné znovu suspendo-
vana v kultivaénim médiu, DMEM (Gibco 041-01965) doplnény s 25 mM HEPES (Sigma H-
3375), 4mM glutaminu (Gibco 043-05030H), 0,75% hydrogenuhli¢itanu sodného (Sigma S-
8875), 0,1% neesencialnich aminokyselin, 2,5% séra telectho plodu (FCS, Gibco 011- 06290),
3 % koniského séra (Gibco 034-06050), 10% Cerstvého krysiho séra, 1 nM T, (Sigma T-2752)
2 40 mg/l dexamethasonu (Sigma D-4902) pH 7,3, s hustotou 2x10° bunék/ml. Buiiky byly pre-
neseny do mikrotitraCnich desti¢ek (Nunc, Dénsko), 200 ml/jamku, a kultivovany po 3 dny pii
teploté 37 °C a 8 % CO..

Testovani sloucenin

Po kultivaci byly buiiky promyty dvakrat se stimulaénim pufrem (Hanksiv vyvaZeny solny roz-
tok (Gibco 041-04020) dopinény s 1% BSA (Sigma A-4503), 0,25% D—glukézou (Sigma G-
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5250) a 25 mM HEPES (Sigma H-3375) pH 7,3) a preinkubovany po dobu 1 h pfi 37 °C. Pufr
byl zaménén za 90 ml stimulagniho pufru (37 °C), bylo pfidéno 10 ml roztoku testované latky
a na deskach bylo inkubovano 15 min pii 37 °C a 5% CO,. Médium bylo dekantovéno a analyzo-
vano na obsah GH v rGH SPA testovacim systému.

Viechny slougeniny byly testovany v davkach pohybu_ucwh se od 10 pM do 100 mM. Zavislost
na dévce byla zkonstruovana s vyuZitim Hillovy rovnice (Obr. P, Biosoft). Uginnost (maximalni
uvolnény GH, En,) byla vyjadiena v % Eny GHPR-6. Uiinnost (ECs) byla uréena jako kon-
centrace, pii niz dochazi k poloving maximalini stimulace uvoliiovani GH.

Slouteniny podle vynalezu mohou byt vyhodnoceny na jejich metabolickou stabilitu s vyuZitim
nize popsané procedury:

Sloueniny se rozpusti pi koncentraci | mg/ml ve vodg. 25 ml tohoto roztoku je pfidéno do
175 ml odpovidajiciho enzymového roztoku (vedouciho k poméru enzym/substrat (w/w) pfibliz-
né 1:5). Roztok se ponecha ptes noc pti 37 °C. 10 ml riznych degrada¢nich roztoki je analyzova-
no oproti odpovidajicimu nulovému vzorku s vyuZitim injekéni elektrospray hmotové spektro-
skopie (ESMS) s monitorovanim vybraného molekulirniho iontu. JestliZe signal poklesl o vice
nez 20 % ve srovnani s nulovym vzorkem, je zbyvajici roztok analyzovan pomoci HPLC a hmo-
tové spektroskopie za Gelem pfesné identifikace rozsahu a mista degradace.

Nékolik standardnich peptidd (ACTH 4-10, Angiotensin 1-14 a Glukagon) bylo zahrnuto do
testii stability za G¢elem ov&feni schopnosti riiznych roztokl degradovat peptidy.

Standardni peptidy (angiotensin 1-i4, ACTH 4-10 a glukagon) byly ziskdny od firmy Sigma
(MO, USA).

Enzymy (trypsin, chymotrypsin, elastisa aminopeptidaza M a karboxypeptiddza Y a B) byly
ziskany od firmy Boehringer Manheim GmbH (Mennheim, Némecko).

Pankreatickd enzymova smés: trypsin, chymotrypsin a elastiza ve 100 ml hydrogenuhli¢itanu
amonného pH 8.0 (viechny koncentrace 0,025 mg/ml).

Karboxypeptiddzova smés: karboxypeptidiza Y a B v 50 ml octanu amonného pH 4,5 (viechny
koncentrace 0,025 mg/ml).

Roztok aminopeptidizy M: aminopeptidiza M (0,025 mg/ml) ve 100 mM hydrogenuhliditanu
sodného pfi pH 8,0.

Hmotnostni spektrometricka analyza byla provadéna s vyuzitim dvou riznych spektrometri.
Sciex API [II LC-MS s trojitym kvadrupolem (Sciex Instruments, Thornhill, Ontario) vybaveny
s elektrosprejem a pristroj Bio—lon 20 time—of-flight Plasma Desorption (Bio-Ion Nordic AB,
Uppsala, gvédsko).

Kvantifikace sloudenin (pfed a po degradaci) byla provédéna na pfistroji API Il s vyuZitim
single ion monitoringu molekularniho iontu s flow injektaZi analytu. Tok kapaliny (MeOH
(methyl alkohol) : voda 1:1) 100 ml/min byla kontrolovana pomoci ABI 140B HPLC jednotky
(Perkin-Elmer Applied Biosystems Divisions, Poster City, CA). Parametry pfistroje byly nasta-
veny na provozni podminky a SIM monitoring byl provadén s vyuzitim nejintenzivngjsiho mole-
kularniho iontu (ve vétsiné pripadl odpovida dvojnasobné nabitému molekuldmimu iontu).

Identifikace degradatnich produkti kromé toho zahmovala pouZiti hmotnostni spektrometrie
s plazmovou desorpci (PDMS) s aplikaci vzorku na teréik potaZeny nitrocelulézou a se standard-
nim nastavenim ptistroje. Pfesnost takto urdenych hmot je obecné lep3i nez 0,1 %.
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Separace a izolace degradagnich produktii byla provedena s vyuZitim HY-TACH C-18 reversni
faze 4,6 x 105 mm HPLC kolony (Hewlett—Packard Company, Palo Alto, CA) se standardnim
separaénim gradientem acetonitril: TFA. Pouzity HPLC systém byl HP1090M (Hewlett—Packard
Company, Palo Alto, CA).

Peptidovy derivat | MW/SIM ion (AMU) |Karboxypeptiddzovad |Pankreaticka
smés enzymova smeés
Standardy

ACTH 4-10 1124,5/562,8 + -
Glukagon 3483/871,8 - -

Insulin (B23-29) 859,1/430,6
Angiotensin 1-14 1760,1/881,0 - -
GHRP-2 817,4/409,6 - -
GHRP-6 872,6/437,4 - )

+: Stabilni (méné nez 20% sniZeni SIM signalu po 24 h v degradaénim roztoku)

—: Nestabilni (vice nez 20% sniZeni SIM signalu po 24 h v degradaénim roztoku)

Priklady provedeni vynalezu

Pfipravy slouéenin podle vynilezu jsou déle ilustrovany pomoci piikladd, které viak nejsou
zamysleny jako limitujici pro tento vynalez.

Struktury slouéenin jsou potvrzeny pomoci bud’ HPLC, NMR (Bruker 400 MHz) nebo LC-MS.
NMR posuny (8) jsou udiny v parts per milion (ppm}) a jsou uvedeny pouze vybrané piky. Mp
oznatuje teploty téni a jsou udany v °C. Sloupcova chromatografie byla provadéna s vyuZitim
techniky popsané v W. C. Still et al., J. Org. Chem., 1978, 43, 2923-2925 na silikagelu Merck
silica gel 60 (Art 9385). Sloudeniny pouzité jako vychozi materidly jsou bud’ znamé, nebo mohou
byt snadno piipraveny metodami znamymi v oboru. Roztok methanol/amoniak je 10% roztok
amoniaku v methanolu.

HPLC analyzy:
Metoda Al.

Analyza na reverzni fizi byla provedena s vyuZitim UV detekce pfi 214, 254, 276 a 301 nm na
koloné 218TP5 4,6 mm x 250 mm 5m C-18 silikagelu (The Separations Group, Hesperia), ktera
byla eluovéna pti 1 ml za minutu pfi 42 °C. Kolona byla ekvilibrovana s 5% acetonitrilem v puf-
ru obsahujicim 0,1 M siranu amonného, ktery byl adjustovan na pH 2,5 se 4M kyselinou sirovou
a po nastfiknuti byl vzorek eluovén gradientem 5% aZ 60% acetonitrilu ve stejném pufru béhem
50 min.

Metoda B1.

Analyza na reverzni fazi byla provedena s vyuzitim UV detekce pti 214, 254, 276 a 301 nm na
kolon& 218TP5 4,6 mm x 250 mm 5m C—18 silikagelu (The Separations Group, Hesperia), kterd
byla eluovana pii | ml za minutu pfi 42 °C. Kolona byla ekvilibrovana s 5% (acetonitril + 0,1%
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TFA) ve vodném roztoku TFA ve vodé (0,1 %). Po nastiiknuti byl vzorek eluovan gradientem
5% az 60% (acetonitril + 0,1% TFA) ve stejném pufru béhem 50 min.

L.C-MS analyza:

L.C-MS analyza byla provadéna na PE Sciex API 100 LC/MS Systém s vyuZitim kolony Waters®
3 mm x 150 mm 3,5 m C-18 a s pozitivnim ionsprejem s rychlosti toku 20 mi/min. Kolona byla
eluovana s linedrnim gradientem 5 az90% acetonitril, 85 a2 0% voda a 10% trifluoroctoveé
kyseliny (0,1%)/voda béhem 15 min pfi rychlosti toku 1 ml/min.

Zkratky:

TLC: tenko vrstva chromatografie
DMSO: dimethylsulfoxid

min: minuty

h: hodiny

Boc: terc—~butoxykarbonyl

DMF: dimethylformamid

THF: tetrahydrofuran

EDAC: N-ethyl-N"—dimethylaminopropylkarbodiimid hydrochlorid
HOAt: 1~hydroxy—7—azabenzonitriazol
DIEA: diisopropylethylamin

TFA: trifluoroctova kyselina

Stavebni kameny:

N-methylované aminokyseliny pouZité v nasledujicich piikladech byly piipraveny podle Can. J.
Chem. 1977, 55, 906.

Pitklad 1

methylamid 1-{(2R)}-2-[N—((2E)}-5-amino—5-methylhex—2-enoyl}-N-methylamino]-3—(2-
naftyl)propiony!}—4—benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny

. N
NHZX/\ N /Y

J:H3 0 O \CH3
Krok A
N-terc-butoxykarbonyl—4-benzylpiperidin—4-karboxylova kyselina
Ethylester N-terc—butoxykarbonyl—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny (pfipraveny podle

Gilligan et al., J. Med. Chem. 1994, 364--370 s vyuzitim benzylbromidu jako alkyla¢niho Cinidla)
(11,0 g, 32 mmol) byl refluxovan 7 hodin ve smési ethanol (190 ml) a vodny roztok hydroxidu

- 15
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sodného (18%, 190 ml). Objem smési byl zredukovan na jednu tfetinu ve vakuu a pH bylo adjus-
tovano na 3 pomoci hydrogensiranu sodného. Pak byla ke smési pfidana voda (300 ml) a smés
byla extrahovana s ethylacetatem (2 x 250 ml). Spojené organické faze byly odpafeny za vzniku
8,6 g N-terc—butoxykarbonyl-4-benzylpiperidin—4-karboxylové kyseliny.

'H NMR: § (CDCL;) 1,45 (5, 9H), 1,5 (m(br), 2H), 2,08 (m(br), 2H), 2,88 (m(br), 2H), 2,89 (s,
2H), 3,95 (m(br), 2H), 7,09~7,30 (5 arom. H).

Krok B
terc—butylester 4-benzyl-4—methylkarbamoylpiperidin—1-karboxylové kyseliny

N-terc-butoxykarbonyl-4-benzylpiperidin—4-karboxylova kyselina (3,0 g, 9,0 mmol) byla roz-
puiténa v dichlormethanu (25 ml) a EDAC (1,8 g, 9,0 mmol) a byl pfidin HOAt (1,3 g,
9,0 mmol). Smés byla michana 15 min, pak byl pfiddin methylamin (33% v ethanolu, 2,3 ml,
18 mmol) a DIEA (1,6 ml, 9,0 mmol) a smés byla michdna pies noc. Pak bylo pfidano 100 ml
dichlormethanu a smés byla promyta s nasycenym roztokem vodného hydrogenuhli¢itanu sodné-
ho (50 ml) a vodnym roztokem hydrogensiranu sodného (10%, 50 ml), suSena nad MgSO,
a odpafena ve vakuu. Zbytek byl chromatografovan na 90 g silikagelu s vyuZzitim smési vodny
amoniak/ethanol/dichlormethan (1:7:92) jako eluentu za vzniku 2,8 g terc—butylesteru 4-benzyl-
4-methylkarbamoylpiperidin—1—karboxylové kyseliny.

'"H NMR: 8 (CDCL3) 1,44 (s, 9H), 1,55 (m(br), 2H), 1,98 (m(br), 2H), 2,70 (d, 3H), 2,98 (m(br),
2H), 2,89 (s, 2H), 3,87 (m(br), 2H), 5,15 (q(br), 1H), 7,01-7,32 (5 arom. H).

Krok C
Methylamid 4-benzylpiperidin-4-karboxylové kyseliny

Terc-butylester 4-benzyl-4-methylkarbamoylpiperidin—1—karboxylové kyseliny (2,8 g) byl roz-
pustén ve smési TFA a dichlormethanu a smés byla michana 40 min. Rozpoustédlo bylo poté
odstranéno ve vakuu a zbytek byl rozpustén ve vod& (30 ml) a pH bylo adjustovano na 13 pomoci
IN vodného roztoku hydroxidu sodného. Vodna faze byla extrahovdna s dichlormethanem
(3 x 75 ml) a spojené organické faze byly suseny nad MgSO, a odpafeny ve vakuu za vzniku
1,50 g methylamidu 4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny.

"H NMR: & (CDCl;) 1,80 (td, 2H), 2,14 (d(br), 2H), 2,70 (d, 3H), 2,81 (s, 2H), 2,85 (dt, 2H), 3,21
(dt, 2H), 5,25 (t, 1H), 7,00-7,35 (5 arom. H).

methylamid 4—benzyl-1—((2R)-2-methylamino)-3—(2-naftyl)propionyl)piperidin—4—karboxylo-
vé kyseliny

(2R)}-2—terc-butyloxykarbonylamino—N-methyl-3-(2-naftyl)propionova  kyselina (709 mg,
2,15 mmol), HOAt (293 mg, 2,25 mmol) a EDAC (412 mg, 2,25 mmol) bylo rozpusténo v 5 ml
dichlormethanu a michano 15 min. Pak byl pfidan methylamid 4-benzylpiperidin—4-karboxylové
kyseliny (500 mg, 2,25 mmol) a DIEA (0,35 ml) a smés byla michana pies noc. Pak bylo pfidano
30 ml dichlormethanu a smés byla promyta nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného
(20 ml) a vodnym roztokem hydrogensiranu sodného (10%, 20 ml), susena nad MgSO, a odpafe-
na ve vakuu. Zbytek byl chromatografovan na silikagelu (40 g) s vyuZitim ethylacetatu jako
eluentu za vzniku 810 mg methylamid 4-benzyl-1—{(2R)}-2—~(N-methyl-terc—butylkarbonyi-
amino}-3—(2-naftyl)propionyl)piperidin—4-karboxylové kyseliny, ktery byl rozpuitén ve smési
TFA/dichlormethan (8+8 ml) a michan 40 minut pfi laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo
odstranéno ve vakuu a zbytek byl neutralizovan s nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sod-
ného a extrahovan s ethylacetatem (50 ml). Organicka fize byla sufena nad MgSO, a odpafena za
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vzniku 729 mg methylamidu 4-benzyl-1—((2R)}-2-methylamino)-3—~2-naftyl)propionyl)piperi-
din—4—karboxylové kyseliny.

Krok E

Methylamid 4-benzyl-1—{(2R)-2-methylamino)-3—2-nafty})propionyl)piperidin—4—karboxylo-
vé kyseliny (360 mg, 0,82 mmol) byl kaplovan s (2E)}-5—(terc-butoxykarbonylamino)-5—
methyl-2-hexenovou kyselinou s vyuZitim stejné kaplovaci procedury, jaka byla pouZita v kroku
D. Odstranéni N—koncové Boc skupiny bylo provedeno stejn& jako v kroku D, ale pfi
~10°C. Surovy produkt byl £ift€n na RP-18-Seppak® (5 g, Waters) s vyuZitim gradientu od
0,1% TFA ve voda/acetonitril 100/0 do 0,1% TFA ve voda/acetonitril 60/40 za vzniku 306 mg
titulni slou¢eniny ve forme trifluoracetatu.

'H NMR: § (MeOH) (vybrané piky pro hlavni rotamer) 1,30 (s, 3H), 1,31 (a, 3H), 2,10
(AB-syst., 2H), 2,55 (s,3H), 5,81 (m, [H).

HPLC: r,= 31,88 min (A1)
r.= 33,50 min (B1)

ESMS: m/z: 569,4 (M+H)'

Priklad 2

methylamid 1-{(2R)-2—-[N~((2E)-5-amino-3,5-dimethylhex-2-enoyl}-N-methylamino]-3—2—
naftyl)propionyl}—4—benzylpiperidin—4-karboxylové kyseliny

me. CHs

_ : N
N AT
C

H3 0 QO CH3

H O

Tato sloudenina byla ptipravena stejn& jako v piikladul s vyuZitim (2E)}-5—{terc-butoxy-
karbonylamino)-3,5—dimethyl-2-hexenové kyseliny namisto (2E)-5—(terc-butoxykarbonyl-
amino)-5-methyl-2-hexenové kyseliny v kroku E.

HPLC: r,= 33,70 min (A1)
r. = 34,22 min (B1)

ESMS: m/z: 583,4 (M+H)"
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Ptiklad 3

methylamid 1-{(2R)-2-[N~(2E)-5-amino—5-methylhex-2—enoyl}-N-methylamino]-3—(bi-
fenyl—4—yl)propionyl}~4-benzylpiperidin<4—karboxylové kyseliny

S

0 CH

Tato sloucenina byla pripravena stejng jako v pfikladu 1 s vyuzitim (2R)-2—terc—butoxykarbo-
nyl-amino-N-methyl-3—(4-bifenylyl)propionové kyseliny namisto (2R)-2-terc~-butoxykarbo-
nylamino—N-methyl-3—(2—naftyl)propionové kyseliny v kroku D.
t0 HPLC: r, = 34,53 min (Al)
r,=36,15 min (B1)

ESMS: m/z: 595,4 (M+H)"

Ptiklad 4

methylamid 1-{{2R)}-2-[N—{(2E}-5-amino—3,5~dimethylhex—2—enoyl}-N-methylamino}-3—(bi-
fenyl-4-yl)propionyl}—4—benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny

N ,’
N
N, e N
CH; O 0 CH;

Tato slougenina byla pfipravena stejné jako v pfikladu 1 s vyuzitim (2R)-2—terc—butoxykarbo-

nyl-amino-N-methyl-3—(4-bifenylyl)propionové  kyseliny namisto (2R)-2-terc—butoxy-

karbonylamino—N-methyl-3—(2-naftyl)propionové kyseliny v kroku D a s vyuZitim (ZE}-5-

(terc-butoxykarbonyl-amino)-3,5-dimethyl-2—-hexenové kyseliny namisto (2E)-5—terc—butoxy-
25 karbonylamino)-5-methyl-2-hexenové kyseliny v kroku E.

20

HPLC: r, = 35,15 min (A1)
1, = 36,83 min (B1)

s  ESMS: m/z: 609,4 (M+H)
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Priklad 5

methylamid 1-{(2R)-2-[N~((2E)}-4—(1-aminocyklobutyl)but-2~enoyi}-N-methylamino]-3—{bi-
5 fenyl-4-yl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny

CHy O 0 CH;

Tato slouéenina byla pripravena stejnd jako v pfikladu | s vyuZitim (2R)-2-terc-butoxy-
karbonyl-amino-N—-methyl-3—(4-bifenylyl)propionové kyseliny namisto (2R)-2-terc-butoxy-
karbonylamino-N-methyl-3—(2—-naftyl)propionové kyseliny v kroku D a s vyuzitim (2E)}-4-(1-
10 (terc)butoxykarbonylamino)cyklobutyl)but-2-enové kyseliny namisto (2E)}-5—(terc-butoxy-
karbonylamino)-5-methyl-2-hexenové kyseliny v kroku E.

HPLC: r,= 35,15 min (Al)
r, = 36,83 min (B1)

ESMS: m/z: 607,4 (M+H)"

Piiklad 6

20
2-amino-N-{(1R)-2-[4-benzyl-4-(N’,N —dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-yl]-1-{(1H-
indol-3-yl)methyl)-2—oxoethyl]-2-methylpropionamid

NH
\
0 H
HsC : N
NH
H,N W N o,
H3 0 0O N

Ery

- 1a.
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Terc—butylester 4-benzyl-4-(N",N"—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-karboxylové
kyseliny

CHs

K roztoku 1-terc-butylesteru 4—benzylpiperidin-1,4—dikarboxylové kyseliny (0,75 g, 2,35 mmol)
(piipravené podle Gilligan et al., J. Med. Chem., 1994, 364-370) v dichlormethanu (10 ml) byl
ptidin 1-hydroxy—7-azabenzotriazol (0,32 mg, 2,35 mmol) a l—ethyl-3—(3—dimethylamino-
propyl)karbodiimid hydrochlorid (0,45 g, 2,35 mmol) a smés byla michana 30 min. Poté byl
piidin N’ N'—dimethylhydrazid (0,27 ml, 3,53 mmol) a diisopropylethylamin (0,52 mi,
3,06 mmol) a smés byla michana 2 dny. Dichlormethan (100 ml) byl pfidan k reaktni smési
asmés byla promyta nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhliditanu sodného (20 mi), vedou
(20 ml), susena nad MgSO,, zfiltrovina a zkoncentrovana ve vakuu. Ziskany olej byl chromato-
grafovan na silikagelu (40 g) s vyuZitim smési heptan/ethylacetat (1:2) za vzniku 0,76 g
terc-butylesteru 4-benzyl-4—(N',N'—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1—karboxylove kyse-
liny ve forme bezbarvého oleje.

HPLC: R¢= 9,66 min (H8)
LC-MS: Re= 9,29 min, m/z =362,0 (m+1)

N’,N’—dimethyihydrazid 4-benzylpiperidin—4-karboxylové kyseliny

NH
™
b

K roztoku terc—butylesteru 4-benzyl-4—(N',N'—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1—karbo-
xylové kyseliny (0,76 g, 2,02 mmol) v dichlormethanu (2 ml) byla pii 0 °C pfidana trifluoroctova
kyselina (5 ml) a smés byla michdna 60 min. Smés byla rozloZena s ethanolem (20 mt), zkoncent-
rovana ve vakuu a zpracovén a t¥ikrdt s dichlormethanem za vzniku N',N’~dimethylhydrazidu 4—
benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny v kvantitativnim vytéZku.

CH;

LC-MS: Ry= 5,64 min, m/z = 262,0 (m+1)

amn
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Terc—butylester 2—(4—benzyl-4—~(N",N'~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl)}-1-(iH-
indol-3-ylmethyl)-2—oxoethyl karbamové kyseliny

NH

\

Hj\ O :

/[L N

Hf{ ¢ 0 NH/\H/ NI

3 h 3 I\IJ L H;
CHs

K roztoku 2-terc-butoxykarbonylamino-3—(1H-indol-3-yl)propionové kyseliny (0,37 g,
1,2 mmol) v 15ml dichlormethanu a 5 ml dimethylformamidu byl pfidan 1-hydroxy—7-aza-
benzotriazol (0,16 mg, 1,20 mmol) a 1—ethyl-3—~(3~dimethylaminopropyhkarbodiimid hydro-
chlorid (0,23 g, 1,20 mmol) a sm& byla michéna 30 min. Pak byl pfidin N’,N'—dimethyl-
hydrazid 4-benzylpiperidin-4-karboxylové kyseliny (0,26 g, 1,0 mmol) a diisopropylethylamin
(0,69 ml, 4,0 mmol) a smés byla michdna pfes noc. Ke smési byl poté pridan dichlormethan
(100ml) a smés byla promyta nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhlifitanu sodného
(20 ml), vodou (20 ml), susena nad MgSQy, zfiltrovana a zkoncentrovana ve vakuu. Ziskany olej
byl chromatografovan na silikagelu (40 g) se smési dichlormethan/(10% amoniak v methanolu)
(9:1) za vzniku 0,43 g terc-butylestery (2—{4-benzyl-4—+(N’,N"dimethylhydrazinokarbonyl)-
piperidin—1-yl)-1—(1 H~indol-3—yImethyl)-2—oxoethyl) karbamové kyseliny ve form& bezbar-
vého oleje.

HPLC: R¢=10,45 min (H8)
LC-MS: R¢=9,92 min, m/z = 548,2 (m+1)

N’,N’—dimethylhydrazid (2-amino—3—(1 H-indol-3—yl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4-
karboxylové kyseliny

NH

\

ey
NH
\ _CH;

0 N
éH}

K roztoku terc—butylesteru (2—{4-benzyl-4—(N",N'~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-yl)-
1-{1H-indol-3~ylmethyl)}-2—oxoethyl) karbamové kyseliny (0,40 g, 0,73 mmol) ve 3 ml dichlor-
methanu byla pfi 0 °C p¥idana trifluoroctova kyselina (3 ml) a smé&s byla michina 30 min. Smés
byla rozloZzena s20 ml ethanolu, zkoncentrovina ve vakum a tfikrat zpracovana s dichlor-
methanem za vzniku 0,63 g N',N'—dimethylhydrazidu 1-(2-amino-3—(1H-indol-3~yl)propio-
nyl)-4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny ve form& bezbarvého oleje.

HPLC: Ry=7,52 min (H8)
LC-MS: R¢= 7,61 min, m/z = 448,4 (m+1)

Hhe & I
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Terc—butylester (1 +(2—(4-benzyl4—N ';N "—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—[-yl)}-1-(1H-
indol-3-ylmethyl)}~2-oxoethylkarbamoyl}-1-methylethyl)karbamove kyseliny

NH

\

0
CH;
H}(I;c o) NH\%[LNHWN
3
y O CH; 0 O L
3

K roztoku 2-terc—butoxykarbonylamino—2-methylpropionové kyseliny (0,18 g, 0,88 mmol)
v 10 ml dichlormethanu byl pfiddn [1-hydroxy-7-azabenzotriazol (0,12 mg, 0,88 mmol) a 1-
ethyl-3—(3—dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (0,12 g, 0,88 mmol) a smés byla
michana 30 min. Pak byl piidan N',N'—dimethylhydrazid (2-amino—-3—(1H-indol-3-yl)propion-
yl}-4—benzylpiperidin~4-karboxylové kyseliny (0,46 g, 0,73 mmol) a diisopropylethylamin
(0,50 ml, 2,92 mmol) a smés byla michana pfes noc. Pak byl ke smési ptidan dichiormethan
(100 ml) a smés byla promyta nasycenym vodnym roztokem hydrogenuli¢itanu sodného (20 ml),
vodou (20 ml), susena nad MgSQ,, zfiltrovana a zkoncentrovana ve vakuu. Ziskany olej byl chro-
matografovan na silikagelu (40 g) se smési dichlormethan/(10% amoniak v methanoiu) (9:1) za
vzniku 0,31 g terc-butylesteru (1-2—{4-benzyl4~+N',N'—dimethylhydrazinokarbonyl)piperi-
din—1-yl)}-1—«1H-indol-3—ylmethyl}-2—oxoethylkarbamoyl)}-1-methylethy)karbamové kyseli-
ny ve formé bezbarvého oleje.

HPLC: R¢= 10,25 min (H8)
LC-MS: Ry= 9,66 min, m/z = 633,2 (m+1)

2-amino-N-[(1R}-2-[4~benzyl-4—+(N',N'—~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-yl]-1{(1H-
indol-3-yl)methyl)}-2—oxoethyl]-2—-methylpropionamid

NH

\

o ¢
H,C N
NH/Y
H,N NI;I _CH;
CHs 0 N
CH;

K roztoku terc—butylesteru (1{2—(4-benzyl4—(N",N'~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-
yh-1-(1H-indol-3-ylmethyl}-2—oxoethylkarbamoy!)}-1-methylethyl)karbamové kyseliny
(0,29 g, 0,46 mmol) ve 3 ml dichlormethanu byla p#i 0 °C pfidana trifluoroctova kyselina (3 ml)
a smés byla michdna 30 min. Smés byla rozloZena s 20 ml ethanolu, zkoncentrovana ve vakuu
a zpracovana tfikrat s dichlormethanem za vzniku 0,25 g 2-amino—N-{(1R)-2-[4-benzyl-4-
(N’,N'—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin--I—yl]-1<(1H~indol-3—yl)methyl)}-2-oxoethyl]-
2-methylpropionamidu ve formé¢ amorfniho praku.

N
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HPLC: R,=24,56 min (A1), Ry= 24,95 min (B1), Ry = 7,73 min (H8),
LC-MS: R¢="7,74 min, m/z — 533,4 (m+1)

Pfiklad 7

2-amino-N—{(1R}-2-[(3R)-3-benzyl-3—~(N’",N'~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl}-
1-benzyloxymethyl-2—oxoethyl]-2—methylpropionamid

CH, 0
N NH

H,C NH
\N _CH;

1

Tato slou¢enina byla ptipravena s vyuZitim procedury analogické s tou z pfikladu 6.

ESMS: m/z: 524,4 (M+H)'

Pfiklad 8

2-amino-N—{( 1R)-2-[(3R)}-3-benzyl-3—(N’,N"~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl]-
1-((t H-indol-3—yl)methyl}-2—oxoethyl}-2-methylpropionamid

CH; O
H,N NH
H:C N \ -
\_CH;
0O N
AN |

CH;
NH

Tato sloudenina byla pFipravena s vyuZitim procedury analogické s tou z pfikladu 6.

ESMS: m/z: 533,4 (M+H)"
HPLC: r,=27,60 min (Al)
HPLC: r,= 26,84 min (B1)

e 2
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Ptiklad 9

ethylester 1-{(2R)-2-[N—((2E)}-5-amino-5-methylhex—2—enoyl}-N-methylamino]-3—(bifenyl-
4-yl)propionyl}—4—benzylpiperidin—4-karboxylové kyseliny

LC-MS: R, = 12,11 min, m/z: 610,4 (M+H)
HPLC: r, = 42,075 min (A1)
HPLC: r,= 44,383 min (B1)

Priklad 10

ethylester  1—{(2R)}-2-[N—{(2E)-5-amino-~3,5-dimethylhex—-2-enoyl}-N-methylamino]-3—(bi-
fenyl—4—yl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny

HC. CHs
w N
r Q

CH; O 0 \-CH3

LC-MS: R, = 12,36 min, m/z: 624,4 (M+H)
HPLC: r, = 42,785 min (Al)
HPLC: r,= 45,148 min (B1)

20
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Priklad 11

ethylester 1-{(2R)}-2-{N—((2E}-5-amino-5-methylhex-2—-enoyl}-N-methylamino}-3—2-
naﬁyl)propionyl}—4—benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny

o 50

CH;

LC-MS: R, = 11,92 min, m/z: 584,4 (M+H)
HPLC: r, = 39,893 min (Al)
HPLC: 1, = 42,046 min (B1)

Priklad 12

ethylester  1-{(2R)-2-[N—((2E)}-5-amino-3,5—-dimethylhex-2-enoyl}-N-methylamino}-3—(2-
naftyl)propionyl}—~4—-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny

H;C CHy

NH
2 (|5H3 \—CH

LC-MS: R, = 12,21 min, m/z: 598,2 (M+H)
HPLC: r, = 40,541 min (Al)
HPLC: r, = 42,780 min (B1)

1.CH3

Ptiklad 13

ethylester  (3S)-1-{(2R)}-2~((2E)-5-amino—5-methylhex-2—enoylamino)-3— 1 H-indol-3-yl)-
propionyl}-3-benzylpiperidin-3-karboxylové kyseliny

NH

/

Q CH
L O
H,C CH3\)L
‘. _N /
BN N —Q

0
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LC-MS: R, = 10,07 min, m/z: 559,4 (M+H)
HPLC: r,= 35,585 min (A1)
HPLC: r,=37,441 min (Bl)

Ptiklad 14

ethylester  (3S)}-1-[(2R)}-2—~{(2E)-5—amino-3,5—dimethylhex—2—enoylamino)-3— 1 H-indol-3~
yl)propionyi]-3-benzylpiperidin-3—karboxylové kyseliny

NH
Y
Q CH,
H;C._ _CHj i
H;N NH
0

LC-MS: R, = 10,42 min, m/z: 573,2 (M+H)
HPLC: r, = 36,680 min (A1)
HPLC: r,= 38,561 min (B1)

Ptiklad 15

ethylester  (3S)-1-[(2R)-2—(3~(aminomethyl)benzoylamino)-3—( 1 H-indol-3-yl)propionyl]-3—~
benzylpiperidin-3—karboxylové Kyseliny

NH

/

0 CH
/_ 3
! N ._-
S Sa ety
0

LC-MS: R, == 10,24 min, m/z: 567,4 (M+H)
HPLC: r;= 36,118 min(Al)
HPLC: r, = 38,052 min (B1)

L
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Piiklad 16

N-{(1R)}-2-[4-benzyl 4<N',N '_dimethylhydrazinokarbony!)piperidin-1-yl}-1—{((2-naftyl)-
methyl—l—oxoethy]}—N—methylamid(ZE)—S—amino—S-—methylhex—2—enové kyseliny

NH2>/\/\ ITI/WN NH
CH; ©O ‘plr—cm
CHy

LC-MS: R, = 8,82 min, m/z: 598,4 (M+H)
HPLC: r,= 30,858 min (Al)
HPLC: r,=31,198 min (B1)

Ptiklad 17

N-{(1R)}-2-[3-benzyl-3«N",N ‘dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-yl]-1—(1H-indol-3—
yl)methyl)——Z—oxoethyl]amid(2E)—S-—amino—S—mcthylhex—Z—cnové kyseliny

HyC
N
e A | 3@9
0 If'—CHs
3 CH;
NH

ESMS: m/z: 573,2 (M+H)’

Piiklad 18

N—{(1R)-2-[3-benzy-3—N ' N'—dimethylhydrazinokarbony!)piperidin—1-yl]-1{(2-nafty!)-
methyl—Z—oxoethyl}—N—methylamid(2E)—S—amino—S-methylhex-—Z-—enové kyseliny

HyN
2 ]_1\}1
0 TTI“CH3
CH;

ESMS: m/z: 598,4 (M+H)"

=07
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Piiklad 19

{(1R)-2-[3-benzyl-3-(N’,N’—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-yl]- | -(benzyloxy-
5 methyl)}-2—oxoethyl}amid(2E)}-5-amino—5-methylhex—2—enové kyseliny

H;C
Hszwij e
O
|

N—CH;
CH;

LC-MS: R; = 8,77 min, m/z; 564,2 (M+H)
HPLC: r, = 29,829 min (A1)
HPLC: r,= 29,250 min (B1)

Ptiklad 20

2—-amino-N—{2-[3-benzyl-3—(N",N"—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—-1-yl}-1+(2-
15 naftyl)methyl}-2—oxoethyl]-2-methylpropionamid

O 0
Q N
HyC

‘. N
N N H/Y
H, 0

LC-MS: R, = 4,77 min, m/z: 544,4 (M+H)
HPLC: r,=30,900/31,586 min (A1)

HPLC: r,=30,188/30,727 min (B1)
0
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Piklad 21

2-amino-N-{(1R)-2—-[3-benzyl-3~N’,N —dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl]-1-
((bifenyl-4-y)methyl}-2-oxoethyi]-2-methylpropionamid

o N
H;C N
- MY
CH, 0

LC-MS: R, = 4,98 min, m/z: 570,4 (M+H)
HPLC: R, = 33,839/34,313 min (Al)
HPLC: R, = 33,297/33,640 min (B1)

Ptiklad 22

2-amino-N-{(1R)}-2-{3-benzyl-3—(N',N'~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-y{]-1~
((1H-indol-3-yl)methyl)}-2-oxoethyl]-2-methylpropionamid

NH
CH
N [
i /N‘CH
O NH 3

HC

_ N
m] MY
H; 0

LC-MS: R, = 4,32 min, m/z: 533,4 (M+H)
HPLC: R, =25,946/27,231 min (A1)
HPLC: R, = 25,822/26,685 min (B1)

20

_70




CZ 301276 B6

Priklad 23

2—amino-N—{2—[3-benzy|-3—«(N '-methylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-yl]-1-benzyloxy-
methyl}-2—oxoethyl}—2-methylpropionamid

g }I{
i /N\CH
O N 3
H;C N
H,N NH
CH; 0

LC-MS: R, = 4,33/4,75 min, m/z: 510,4 (M+H)
HPLC: R, = 30,737/30,945 min (A1)
HPLC: R, = 26,809/27,307 min (B1)

Piiklad 24

2—amino-N-{(1R)-2-[3-benzyl-3-—(N"~methylhydrazinokarbony!)piperidin—-1-yl]-1+((1H-
indol-3-yl)methyl)}-2—oxoethyl]-2-methylpropionamid

NH

H
= 0 111
@ Nf CHs
HyC N
oy Oy
CH; 0

LC-MS: R, = 4,25/5,27 min, m/z: 519,4 (M+H)
HPLC: R, = 24,994 min (A1)
HPLC: R, = 25,742 min (B1)

N
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Piiklad 25

1-[(2R)-2~2-amino-2-methylpropionylamino)-3~( 1 H-indol-3-yl)propionyl]-3-benzyl-
piperidin-3—karboxylové kyselina (pyrrolidin-1-yl)amid

NS

o vk
HiC N
] Y
H, 0

LC-MS: R, = 4,40 min, m/z: 559,4 (M+H)
HPLC: R,= 26,04 min (A1)
HPLC: R, = 25,79 min (B1)

Smés diastereoizomerQ

Diastereoizomer 1:

Diasterecizomer 2:

HPLC: R,=27,38 min (A1)

Priklad 26

2-amino—N—{(1R)-2-[3-benzyl-3—(N,N",N "~trimethylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl]}-1-
((1H-indol-3-yl)methyl}-2—oxoethyl}-2-methylpropionamid

CHy,
0 J
HyC N i
H
N NH’\n/ 3

Smés diasterecizomeri

Diastereoizomer

LC-MS: R, = 5,07 min, m/z: 547,4 (M+H)
HPLC: R,= 32,16 min (A1)

e 5 I
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Diastereoizomer Il:

LC-MS: R, = 5,24 min, m/z: 547,4 (M+H)
HPLC: R; = 33,60 min (Al)

Slou¢eniny v prikladech 9 a% 26 byly pfipraveny s vyuZitim procedury analogické s témi popsa-

nymi v pfikladech 1 az 6.

Priamvslova vyuZitelnost

Slougeniny podle vynalezu vykazuji schopnost stimulovat uvoliiovani risstového hormonu a jsou
tedy uZite¢né pro vyrobu farmaceutickych piipravki vhodnych pro lééeni poruch a onemocnéni

vyplyvajicich z nedostatku ristového hormonu.

PATENTOVE NAROKY
1. Piperidinovy derivat vybrany ze skupiny obsahujici

methylamid 1-{(2R)-2-[N~((2E)-5—-amino—5-methylhex—2—enoyl}-N-methylamino]-3—{2~
naftyl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny vzorce

methylamid 1—{(2R)—2——[N*{(2E)—5—amino—3,5~dimethylhex—2—cnoyl)—N—methylamino]—3w(2—

naftyl)propionyl}—4—benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny vzorce

Hﬁw 8
Y
CHy O

3
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methylamid 1-{(2R)}-2—-[N—((2E)-5-amino—5—-methylhex—2-enoyl}-N-methylamino]-3—(bi-
fenyl-4-yl)propionyl}—4-benzy|piperidin—4—karboxylové kyseliny vzorce

TR T

methylamid 1-{(2R)-2—[N—((2E)}-5-amino-3,5-dimethylhex-2—enoyl}-N-methylamino}-3-(bi-
fenyl-4-yl)propionyl}—4—benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny vzorce

methylamid 1-{(2R)-2-[N—((2E}-4—~ 1-aminocyklobutyl)but-2—enoyl) ~N-methylamino}-3—
(bifenyl-4—yl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny vzorce
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2-amino-N-[(1R)-2—[4-benzyl4—(N’,N'—dimethylhydrazinokarbony|)piperidin—1-yl]-1-{(1H-
indol-3-yl)methyl)-2-oxoethyl]-2—-methylpropionamid vzorce

NH
\
O :
H;C : N
HN NHW ML cn
CH; 0 3 1?” ?
CH;
2—-amino-N—{{1R)-2-[(3R)~3-benzyl-3—(N",N '—dimethylhydrazinokatrbonyl)piperidin—t—yl]-
5 l-benzyloxymethyl-2—oxoethyl]-2—-methylpropionamid vzorce
CH; 0O
HZN NH ‘__.-'
HiC 1] NH
0 /CH3
O 0 |

2-amino—N—{(1R)-2-[(3R)-3-benzyl-3~(N",N'~dimethylhydrazinokarbony!)piperidin—1—yl]-
1-4{(1H~indol-3-y])methy]}-2-oxoethyl]-2—methylpropionamid vzorce

CH; 0
HZN NH -__:-
HyC NI -
O \ _CH,
o ¥
3 i,
NH

o ethylester 1—{(2R)}-2-[N—((2E)-5-amino—5-methylhex—2—enoyl}-N-methylamino}-3—(bifenyl-
4—yl)propionyl}—4—benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny vzorce
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ethylester 1-{(2R)-2-[N—((2E)-5-amino-3,5-dimethylhex—2—enoyl)}-N-methylamino]-3~(bi-
fenyl-4-yl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny vzorce

: N
Y

0
éH; 0 \—CH3

ethylester 1-{{2R)-2-[N—((2E)-5—-amino—5-methylhex-2—enoyi}-N-methylamino}-3—(2-
5 naftyl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny vzorce

Hﬁw
N
N
NH; | /ﬁr 0\_
CHy 0 S —cH,

ethylester 1—{(2R)}-2-[N—((2E)}-5-amino-3,5~dimethylhex—2—enoyl}-N-methylamino]-3—(2-
naftyl)propionyl}—4-benzylpiperidin—4—karboxylové kyseliny vzorce

Hﬁw

: N

e
&, O 5 —

NH;
CH;

10 ethylester (38)}-1-[(2R)}-2—~(2E)-5—-amino—-5-methylhex-2—enoylamino)-3—(1 H~indol-3-yl)-
propionyl}-3-benzylpiperidin-3-karboxylové kyseliny vzorce

NH

/

o 0 /—CH
3 ©
NS o

0
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ethylester (38)-1-{(2R)}-2—~((2E)-5-amino-3,5—dimethylhex—2—enoylamino)-3—(1H-indol-3-
yl)propionyl]-3-benzylpiperidin—3—karboxylové kyseliny vzorce

NH

/
O CH
CH, 0 o/_ g
H3CW N
0

ethylester (3S)-1-{(2R)-2—3~(aminomethyl)benzoylamino}-3—1H-indol-3-yl)propionyl}-3~
5 benzylpiperidin-3-karboxylové kyseliny vzorce

NH

/

—CHy
H,N NH/\”/ %

N-{(1R)-2-[4-benzyl4—(N'N'~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1-yl]- 1-{((2-natyl)-
methyl—2-oxoethyl}—N-methylamid(2E)}-5—amino-5-methylhex—2—-enové kyseliny vzorce

me. CH §
></\ - N
NH; lf NH
CH

10 N-[(1R}-2-[3-benzyl-3~N",N'—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1—yl]-1-(1H-indo}-3—
yDmethyl)-2-oxoethyl]amid(2E}-5-amino—5—methythex—2—enové kyseliny vzorce

NH
]_ \ITT—CHg,
CHs
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N—{(1R)-2-[3-benzyl-3—(N",N'—dimethylhydrazinokarbony)piperidin—1-y!}-1{(2-naftyl)-
methyl-2—-oxoethyl}-N-methylamid(2E}-5-amino—5—methylhex—2—enové kyseliny vzorce

I?I—CH3
CH;

{{1R)-2-{3-benzyl-3—(N’,N"—dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin- 1 -yl]-1-{benzyloxy-
methyl)}-2—~oxoethyl}amid(2 E}-5-amino-5-methylhex—2—enové kyseliny vzorce

HyC N
H2N><C\H3/\(”; ‘j)iN .
8 N—CH;

l
CHs

2-amino-N—{2—[3-benzyl-3—(N’,N'—dimethylhydrazinokarbony!)piperidin-1-yl]- 1 {(2~
naftyl}-methyl)-2—oxoethyl]-2—methylpropionamid vzorce

.
Q z
HsC N
ma-] Y
CH, 0

2-amino-N—{{ 1 R)-2-[3-benzyl-3—(N’,N'~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1—y]—-t—((bi-
fenyl4-yl)methyl}-2—oxoethyl]-2—methylpropionamid vzorce

o
s

|
N
O

CH,

-17.
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2-amino-N-{(1R)}-2-[3-benzyl-3—«(N",N'~dimethylhydrazinokarbonyl)piperidin-1-yl]-1-
{(1H-indol-3-yl)methyl)}-2—-oxoethy!]-2—methylpropionamid vzorce

NH
CH;
N\ I
i /N“CH
Q NI 3
H;C ; N
- N
CH; 0

2—amino-N-{2-[3-benzyl-3—~(N’'—methylhydrazinokarbonyl)piperidin—1—yl]-1-{benzyloxy-
5 methyl)}-2—oxoethyl}—2—methylpropionamid vzorce

; : |
0 i /N‘“CH3
HC NH
HzNﬁ)L NH

CH,

2—amino-N-{(1R}-2-[3-benzyl-3—(N"~methylhydrazinokarbony!)piperidin-1-yl]-1-((1H-
indol-3—yl)methyl)-2-oxoethyl]-2-methylpropionamid vzorce

NH H
I
0 N.
0 N
HiC N

10 1-{(2R)}2-(2-amino—2-methylpropionylamino)-3—(1H-indol-3—yl)propionyl}-3-benzy!-
piperidin-3-karboxylova kyselina (pyrrolidin-1-yl)amid vzorce

NH
== 0
9 N
H3C ! N
-] MY
CH, 0
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2-amino-N—{(1R)}-2-[3-benzyl-3—(N,N",N'—trimethylhydrazinokarbonyl)piperidin—1—yl]-1-
((1H-indol-3—yl)methyl)-2—oxoethyl}—2-methylpropionamid vzorce

a jejich farmaceuticky akceptovatelné soli.

2. Farmaceuticky pfipravek, vyznadujici se tim, Ze obsahuje jako aktivni slozku
piperidinové derivaty podle naroku 1 spole¢né s farmaceuticky akceptovatelnym nosi¢em nebo
fedidlem.

3. Pouziti piperidinového derivatu podle naroku 1 pro pfipravu lédiva.

4. Pouziti farmaceutického ptipravku podle naroku 2 pro piipravu légiva.

5. Pouziti podle naroki 3 a 4, kde lé€ivo je létivo pro stimulaci uvoliiovani riistového hormonu
z podvésku mozkového u saved.

Konec dokumentu

-0 .
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