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Zpisob vyroby 1-(2-deoxy-a-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu

Oblast techniky

Vynalez se tykd zpiisobu vyroby 1-(2-deoxy-o-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu,
ucinného jako ¢inidlo indukujici hypomethylaci DNA.

Dosavadni stav techniky

Nejvyznamngj$i latkou ze skupiny deoxynukleosidi 5-azacytosinu je 5-aza-2'-deoxycytidin
(Decitabine,  1-(2-deoxy-B-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosin), ktery je silnym
chemoterapeutikem ¢innym proti riznym nadorovym onemocnénim (Momparler R. L.:
Semin. Hematol. 2008, 42, (Suppl. 2), $9). V roce 2006 byl tento nukleosid schvalen pro
lécbu vSech subtypii myelodisplastického syndromu (Hennessy B. T., Garcia-Manero G.,
Kantatjian H. M., Giles F. I.: Expert. Opin. Investig. Drugs, 2003, 12, 1985). Utinnost 5-aza-
2’-deoxycytidinu je zaloZena na schopnosti inhibovat DNA methyltransferasu, a tim sniZovat
urovei methylace DNA, kterd je jednim z epigenetickych mechanismi hrajicich klidovou
ulohu v karcinogenesi a rozvoji ndort. Hypomethylace DNA vede k reaktivaci skupiny gent
nezbytnych pro normalni bunéénou funkei, které byly ,.umlSeny* pii tumorogenesi v diisledku
aberantni hypermethylace. To nasledn¢ vede k névratu butiky do normélniho stavu, co? je
podstatou epigenetické terapie nadorovych onemocnéni (Yoo C. B., Jones P. A.: Nature Rev.
2006, 5, 37). 5-Aza-2’-deoxycytidin je zatim neju¢inngj$im hypomethylatnim inidlem
z dosud studovanych latek. Vyhledavani 16¢iv zaméfenych na specifické enzymy, které se
uCastni epigenetické regulace genové exprese, predstavuje GSinny a cenny pristup

k chemoterapii jakoZ i chemoprevenci rakoviny.

Je zndmo, ze vySe zminény 1-(2-deoxy-o-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosin (latka
vzoree I), jenZ je a-anomerem S5-aza-2’-deoxycytidinu, vykazuje také vyznamnou
antileukemickou aktivitu. Jeho G¢innost je sice mensi nez u 5-aza-2’-deoxycytidinu, aviak je
také mnohem méné toxicky (Vesely J., Piskala A.: Cancer Res. 1984, 44, 5165). Nyni jsme
zjistili, ze 1-(2-deoxy-a-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosin ma také schopnost indukovat
hypomethylaci DNA v mife srovnatelné s klinicky pouzivanym 5-aza-2’-deoxycytidinem,

aniZ by se sama inkorporovala do DNA a byla intraceluldrné degradovana cytidindeaminasou
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(Fojtova M., Piskala A., Votruba 1., Otmar M., Bartova E., Kovaiik A.: Pharmacol. Res.
2007, 55, 16; Holy A., Otmar M., Piskala A., Votruba L., Kovatik A., Fojtova M., Bartova E.:
CZ patentova pfihlaska PV 2007-18). Vzhledem k niZ¥ toxicits, vétsi stabilité ve vodnych
roztocich a snadn&jsi piipravé ve srovndni s 5-aza-2’-deoxycytidinem je 1-(2-deoxy-a-D-
erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosin - vyuZitelny pro epigenetickou terapii nadorovych

onemocnenti.

Ptesny mechanismus uginku 1-(2-deoxy-o-D-erythro-pentofuranosyl)-3-azacytosinu nebyl
dosud podrobné zkouman, nicméné se predpokladd, Ze jeho biologicka Ginnost je zaloZena
na pozvolné anomerizaci na vysoce ulinny beta anomer - S-aza-2’-deoxycytidin, jez byla
pozorovina ve vodnych roztocich in vitro. Tato anomerizace spotivéd v reversibilnim
hydrolytickém rozevieni S-azacytosinové slozky molekuly na 2-deoxy-o-D-erythro-
pentofuranosyl derivét formylkarbamoylguanidinu nasledovaném epimerizaci na anomernim

uhliku cukerné slozky a recyklizaci na 5-aza-2’-deoxycytidin.

1-(2-Deoxy-o-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosin byl obvykle ziskavan jako vedlejsi
produkt pfi piipravé 5-aza-2'-deoxycytidinu. 5-Aza-2’-deoxycytidin byl poprvé pfipraven
vroce 1963 riznymi modifikacemi obecného postupu, jenz spotiva v postupné vystavbé
azacytosinového kruhu na peracylglycosylisokyandtech (Sorm F., Piskala A.; CS patent 139
542 (Neth. 6 414 959)). Jind varianta této obecné metody slouZici pivedné pro piipravu 5-
azacytidinu (Sorm F., Piskala A.: CS patent 116 297; Piskala A., Sorm F.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 1964, 29, 2060) byla také pouZita k pripravé 5-aza-2’-deoxycytidinu, avsak
bez urCeni anomerni konfigurace produktu (Pliml J., Sorm F.. Collect. Czech. Chem
Commun. 1964, 29, 2576). Dalsi optimalizaci tohoto postupu byl pozd&ji pfipraven v dobrych
vytezeich jak 5-aza-2’-deoxycytidin tak jeho a-anomer - 1-(2-deoxy-o-D-erythro-
pentofuranosy!)-5-azacytosin (Piskala A., Sorm F.: Nucleic Acid Chem. 1978, 1, 443 (L. B.
Townsend, R. 8. Tipson, Eds), Wiley, New York).

Jind metoda pro pfipravu 5-aza-2’-deoxycytidinu a jeho a-anomeru - 1-(2-deoxy-o-D-
erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu spoéiva v reakei chrdnénych (2-deoxy-D-erythro-
pentofuranosyl)halogenidd s O ,N4-bis-(trimethylsilyl)-S-azacytosinem (Winkley M. W,,
Robins R. K.: J. Org. Chem. 1970, 35, 491; Piskala A., Synéc¢kova M., Tomankova H.,
Fiedler P., Zizkovsky V.: Nucleic Acid Res., Spec. Publ., 1978, 4, 109; Ben-Hattar J., Jiricny
Jo J Org Chem. 1986,51 , 3211). Reakci (2-deoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-a-D-erythro-




pentofuranosyl)chloridu s O° N*-bis-(trimethylsilyl)-5-azacytosinem v p¥itomnosti chloridu

cini¢itého byl piipraven v niz$im vyt€zku produkt, jenz byl deklarovan jako 2'-deoxy-3",5'-
di-O-p-toluoyl-5-azacytidin (Niedballa U., Vorbriiggen H.: J. Org. Chem. 1974, 39, 3672),
aviak dle uvadénych 'H NMR spekter je ziejmé, Ze se jedna o o-anomer a nikoliv o p-
anomer, jak chybné predpokladali citovani autofi. Pfiprava odpovidajictho volného
nukleosidu nebyla v uvedené publikaci provedena. Volny nukleotid, ziskany odstranénim
chranicich skupin z 3,5-di-O-p-toluoyl derivatu piipraveného dle Niedbally a Vorbriigena, byl
popsén pozdéji (Benjamin E. J.: Ph.D. Thesis, 1979, University of Kansas; Diss. Abstr. 1980,
41, 208-B); nicméné byl stdle myln povaZovén za B-anomer, atkoli jasnd vykazoval 'H
NMR spektrum i bod tani a-anomeru. Také kinetika hydrolyzy ukazala vétsi stabilitu, nez
byla pozdé&ji zjisténa u skute¢ného B-anomeru (Lin K.-T., Momparler R. L., Rivard G. E.: J.
Pharm. Sci. 1981, 70, 1228). Srovnani hydrolytickych stabilit obou anomert je také popsano
ve vySe uvedené publikaci (Vesely J., Piskala A.: Cancer Res. 1984, 44, 5165).

Dal3i publikovand metoda pfipravy S-aza-2’-deoxycytidinu vyuZiva ¢aste¢né anomerizace, ke
které dochazi pti hydrolyze a-anomeru. Recyklizaci smési hydrolytickych produkti, kterd
vznikla plsobenim vodného roztoku amoniaku na e-anomer, dimethylacetalem
dimethylformamidu byl v niZ§im vyt&zku ziskan 5-aza-2’-deoxycytidin (Piskala A., Vesely J.:
CS AO 220430). V uvedeném patentovém spisu byla pfedpokladana vyrazna transformace o-
anomeru na f3-anomer, coZ bylo pozdgji revidovano na zakladé peclivé analyzy pomoci NMR
spekter, jeZ ukazala, Ze za danych podminek vznika smés anomerd furanosyl a v men$i mife i
pyranosyl derivath (Piskala A., Hanna N. B., Masojidkova M., Otmar M., Fiedler P., Ubik K.:
Collect. Czech. Chem. Commun. 2003, 68, 711). To také vysvétluje uvedeny niz3f vytézek 5-

aza-2’-deoxycytidinu.

Vyse uvedené syntetické postupy poskytuji pouze smési obou anomerd, jejichZ separace je
nesnadna a vyZaduje opakovanou chromatografii nebo velmi ztratovou frakéni krystalizaci,
coZ zna¢né problematizuje piipravu ve vét§im mnozstvi . Tyto nevyhody odstratiuje zptisob
vyroby podle piekladaného vynalezu, spocivajici v reakci chranéného 2-deoxy-D-erythro-
pentofuranosidu se silylovanym S-azacytosinem v pfitomnosti Lewisovy kyseliny a

nésledném odstranéni chranicich skupin.

Podstata vyndlezu




Predmétem ptedlozeného vynalezu je zpiisob vyroby hypomethylaéniho Cinidla 1-(2-deoxy-o-

D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu vzorce I,

@

jenZ spotiva v reakci chranéného 2-deoxy-D-erythro-pentofuranosidu obecného vzorce II,

R20
OR?

(ID

kde

R! znagi alkyl s1 az 6 atomy uhliku nebo aralkyl se 7 az 10 atomy uhliku, pfipadné
substituovany na aromatickém jadfe alkylem s1 az 3 atomy uhliku, halogenem,
methoxyskupinou nebo nitroskupinou, a R® zna¢i alkanoyl s 1 aZ 6 atomy nebo aralalkanoyl
s¢ 7 aZ 11 atomy uhliku, pfipadné substituovany na aromatickém jadfe alkylem s 1 aZ 3 atomy
uhliku, halogenem, methoxyskupinou nebo nitroskupinou, nebo aroyl se7 az 11 atomy
uhliku, pfipadné substituovany na aromatickém jadfe alkylem s1 az 3 atomy uhliku,
halogenem, methoxyskupinou nebo nitroskupinou, s 07, N*-bis-(trialkylsilyl)-5-azacytosinem

obecného vzorce III,
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kde R? znagi alkyl s 1 aZ 4 atomy uhliku, pfi¢emZ substituenty R? mohou byt stejné nebo

rizné, v inertnim v organickém rozpoustédle v piitomnosti Lewisovy kyseliny za vzniku

chranéného 1-(2-deoxy-a-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu obecného vzorce IV,

(1v)

kde R? mé stejny vyznam jako ve vzorci II, a nasledné se odstrani chranici alkanoyl,
aralalkanoyl nebo aroyl skupiny R nadbytkem alkalického alkoxidu s 1 aZ 4 atomy uhliku

nebo amoniaku v alkoholu s 1 az 4 atomy uhliku.

Vyhodnymi skupinami R' jsou podle pfedloZeného vynélezu methyl a benzyl, R%je
s vyhodou vybrany z mnoZiny zahrnujici acetyl, benzoyl a p-toluoyl skupinu a R je

s vyhodou methyl.

Vyznakem zplsobu podle vynalezu je dale to, ze Lewisova kyselina je s vyhodou chlorid

cinifity.

Vyhodnym inertnim organickym rozpoustédlem podle pfedloZeného zplsobu je rozpoudtédlo

vybrané z mnoZiny chlorovanych uhlovodikd a acetonitrilu.

Vyznakem zplsobu podle pfedmétného vynalezu je dale, Ze se reakce provadi s anomerni
smési methyl 2-deoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-D-erythro-pentofuranosidi a O N*-bis-

(trimethylsilyl)-5-azacytosinem.

Dale je vyznakem zpusobu podle predmétného vynalezu, Ze se reakce chranéného 2-deoxy-D-
erythro-pentofuranosidu  obeecného vzorce II a  O° N'-bis-(trimethylsilyl)-5-azacytosinu
obecného vzorce III provadi v acetonitrilu v piitomnosti nadbytku chloridu cini¢itého pfi

teploté mistnosti.



Vyznakem zpusobu podle pfedmétného vynédlezu je, Ze se odstranéni alkanoylovych,

aralkanoylovych nebo aroylovych chranicich skupin R® sloueniny obecného vzorce IV

provadi nadbytkem methoxidu sodného v methanolu pfi teploté mistnosti.

Jako velmi vyhodné se tedy pro provadéni zplisobu podle pfedmétného vynélezu ukazaly
acetyl, benzoyl a p-toluoyl skupiny pro chranéni hydroxyld (R? a methyl nebo benzyl jako
alkylové skupiny R' ve sloudenindch obecného vzorce II; jako R® ve sloucenindch obecného
vzorce III se svyhodou pouziva methyl. Reakce sloucenin obecného vzorce II se
silylovanymi basemi obecného vzorce 11l se provadi v inertnich organickych rozpoustédlech
jako jsou napf. chlorované uhlovodiky — dichlormethan, dichlorethan nebo chloroform;
zejména vyhodny je acetonitril. Jako Lewisova kyselina se zejména osvédcil chlorid cini€ity.
Tuto reakci je vhodné provadét v inertni atmosféfe nejen kvili odstranéni pfipadné vzduiné
vlhkosti ale také k zabrané€ni oxidace nukleobase v poloze 6 vzduSnym kyslikem, jeZ Castecne

probiha za podminek kondenzace a vede k jeji transformaci na 6-0x0-5-azacytosin (amelid).

Predkladany zpusob vyroby je tedy zalozeny na reakei O, N*-bis-(trimethysilyl)-5-
azacytosinu se smési - a [-anomeri methyl 2-deoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-D-erythro-
pentofuranosidu v acetonitrilu v pfitomnosti chloridu cini¢itého, kdy vznika s velmi vysokou
selektivitou 1-(2-deoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-a-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosin.
Vzhledem k niZ8i rozpustnosti této latky ve srovnani s jejim [-anomerem, jenZ miZe byt
pfitomen v malém mnoZstvi v surovém produktu, lze produkt snadno ziskat krystalizaci ve
zcela Cistém stavu a vysokém vytéZku. Po odstranéni chréanicich skupin plisobenim methoxidu
sodného v methanolu se ziska ve vysokém vytézku Cisty 1-(2-deoxy-o-D-erythro-

pentofuranosyl)-5-azacytosin vzorce 1.

Uvedeny postup poskytuje selektivné Zadany produkt ve vysokém vytéZku a Cistotd.
Dostupnost vychozi latky — smési a- a B-anomerti methyl 2-deoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-D-
erythro-pentofuranosidu je vyrazng lep$i nez u vychozich latek vyuzivanych v dfive
popsanych metodach. Navic je tato vychozi latka zcela stabilni, oproti nestabilnim
peracylglycosylisokyanattim nebo chranénym (2-deoxy-D-erythro-
pentofuranosyl)halogenidim, znichz vychazeji piedchozi syntézy. Oproti nim je také
mnohem snadn&jsi isolace produktu — odpada zdlouhava chromatografickd separace anomerd,

respektive ztratova frakéni krystalizace.



V dal$im je vynélez bliZe objasnén v piikladech provedeni, aniZ se na tyto jakkoliv omezuje.

Pfiklady provedeni vvnalezu

Priklad 1

Pfiprava 1-(2-deoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-a-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu

Ke smési anomernich methyl 2-deoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-D-erythro-pentofuranosid (3.8 g),
O* N*-bis-(trimethylsilyl)-5-azacytosinu (2.6 g) a suchého acetonitrilu (20 ml) se v argonové
atmosféie, pii 0 °C a michdni ptid4 po kapkach roztok chloridu cinigitého (1.8 ml) v suchém
acetonitrilu (20 ml) a smés se necha stat pfes noc pfi teploté mistnosti. Pribc¢h reakee se
sleduje chromatografii na tenké vrstvé. Pokud je druhého dne je$t¢ ptitomna vychozi smés
chranénych methyl furanosidii pfida se pfi 0 °C a michani po kapkach dal§i davka roztoku
chloridu cini¢itého (0.9 ml) v suchém acetonitrilu (10 ml) a reakce se prodlouZi o dal3i den.
Pak se smés nalije za intensivniho michani do ledem chlazené studené smési nasyceného
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného (250 ml) a chloroformu (100 ml). Smés se je$té 15 min
intensivn¢ miché, pak se piimicha kremelina (10 g) a sm&s se odsaje pies silnou vrstvu
kfemeliny. Odsavani se urychluje rozhrnovanim povrchu filtraéni vrstvy $pachtli. Material na
filtru se promyje chloroformem (5 x 10 ml), organicka vrstva €irého filtratu se po vysuSent
pomoci MgSO, odpaii ve vakuu pii 40 °C ve vodni lazni na husty sirup, ktery se povafi
s benzenem (30 ml) aZ se zagne vylucovat krystalicky produkt. Smés se ponechd do druhého
dne pfi teplot€ mistnosti, srazenina se odsaje a promyje benzenem. Surovy produkt se rozpusti
za varu v 1,2-dichlorethanu (30 ml) a po &astech se do mirného zakalu pfidava petrolether.
Roztok se ponecha volné krystalizaci do druhého dne, produkt s¢ odsaje a promyje smési 1,2-
dichlorethan—petrolether (2:1). Po zpracovani mate¢nych louhti se ziska celkem 3.3 g (70%)
jednotného  1-(2-deoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-u-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu, b.t.
221-223 °C (rozklad).

Priklad 2

Pfiprava 1-(2-deoxy-o-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu



Smés 1-(2-deoxy-3,5-di-O-p-toluoyl-a-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu  (2.32 g),

methanolu (14 ml), octanu ethylnatého (6 ml) a methanolického roztoku methoxidu sodného
(1 M, 5 ml) se micha po dobu 24 h pfi teploté mistnosti. Vyloudeny krystalicky produkt se
odsaje, promyje sm&si methanol - octan ethylnaty (1:1, 6 ml) a vysusi ve vakuu. Ziska se 0.91
g (80%) jednotného 1-(2-deoxy-a-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu, b.t. 175-177 °C
(rozklad). Zpracovanim matetnych louhl se ziskd je3t¢ dalSich 10% stejného produktu.
Rekrystalizaci z methanolu se bod tani zvysil na 182-184 °C (rozklad). 'H NMR (500 MHz,
D,0): 8.47 (s, H-6), 6.12 (dd, Jy- 25 = 1.7, Jy-3a = 6.9, H-17), 2.70 (ddd, Jya3 = 5.7, Jyarr =
0.9, J; =14.9, H-2’a), 2.27 (dt, Jov 1 = Jonz = 1.7, J; =14.9, H-2’b), 4.45 (dt, S 2 = Sy 4 =
1.7, Jy o =5.7,H-3"),4.52 (ddd, Jy 3= 1.7, Jy 52 = 4.2, Jy 5 = 5.5, H-4"), 3.73 (dd, J5na'
42,J,=122,H-5a), 3.65 (dd, Jspa = 5.5, J; = 12.2, H-5'b), [a]p -45.4 (¢ 0.50, voda).

Pramyslové vyuZiti

1-(2-deoxy-u-D-erythro-pentofuranosyl)-S-azacytosin  vzorce [ jako <¢inidlo indukujici
hypomethylaci DNA je vhodné pro vyrobu farmaceutického piipravku pro epigenetickou

terapii nddorovych a jinych epigeneticky determinovanych onemocnéni.



PATENTOVE NAROKY

1. Zplisob pfipravy 1- (2-deoxy-a-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu vzorce L,

NH,
NN

HO 0

vyznaleny tim, Ze se chranény 2 - deoxy-D-erythro-pentofuranosid obecného vzorce 11,

R20

OR? (1)

R' znati alkyl s1 az 6 atomy uhliku nebo aralkyl se 7 a? 10 atomy uhliku, ptipadnd
substituovany na aromatickém jadie alkylem s1 az 3 atomy uhliku, halogenem,
methoxyskupinou nebo nitroskupinou, a R* znaé{ alkanoyl s 1 aZ 6 atomy nebo aralalkanoyl
se 7 az 11 atomy uhliku, pfipadng substituovany na aromatickém jadre alkylem s 1 az 3 atomy
uhliku, halogenem, methoxyskupinou nebo nitroskupinou, nebo aroyl se 7 a7 11 atomy
uhliku, pfipadné substituovany na aromatickém jadfe alkylem s1 az 3 atomy uhliku,
halogenem, methoxyskupinou nebo nitroskupinou, s 0>, N*-bis-(trialkylsilyl)-5-azacytosinem

obecného vzorce 111,

NHSI(R%)3

Vi
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kde R® znati alkyl s 1 aZ 4 atomy uhliku, pfi¢em? substituenty R® mohou byt stejné nebo

rizné, v inertnim v organickém rozpoustédle v pfitomnosti Lewisovy kyseliny za vzniku

chranéného 1-(2-deoxy-u-D-erythro-pentofuranosyl)-5-azacytosinu obecného vzorce IV,

(V)
kde R? m4 stejny vyznam jako ve vzorci I, a nésledné se odstrani chranici alkanoyl,
aralalkanoy! nebo aroyl skupiny R” nadbytkem alkalického alkoxidu s 1 aZ 4 atomy uhliku

nebo amoniaku v alkoholu s 1 aZ 4 atomy uhliku.

2. Zplisob podle naroku 1, vyznaeny tim, e R! je vybrany ze skupiny zahrnujici methyl a

benzyl.

3. Zpusob podle naroku 1 nebo 2, vyznadeny tim, 7e R* je vybrany z mnoziny zahrnujici

acetyl, benzoyl a p-toluoyl skupinu.
4. Zpiisob podle narokii 1 az 3, vyznadeny tim, e R’ je s vyhodou methyl.

5. Zpusob podle naroku 1 az 4, vyznaceny tim, Ze Lewisova kyselina je s vyhodou chlorid

cinicity.

6. Zpisob podle naroku 1 az 5, vyznaceny tim, Ze inertni organické rozpoustédlo je vybrané

z mnoziny chlorovanych uhlovodikil a acetonitrilu.

7. Zpasob podle naroku 6, vyznaceny tim, Ze inertni organické rozpoustédlo je vybrané ze

skupiny chlorovanych uhlovodiki zahrnujici dichlormethan, dichlorethan a chloroform.
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8. Zptisob podle naroku 1, vyznadeny tim, Ze se reaguje anomern{ smés methyl 2-deoxy-3,5-
di-O-p-toluoyl-D-erythro-pentofuranosidii obecného vzorce I s O? N*-bis-(trimethylsilyl)-3-

azacytosinem obecného vzorce III.

9. Zpusob podle naroku 1, vyznaleny tim, zZe se reakce chranéného 2°- deoxy-D-erythro-
pentofuranosidu obecného vzorce Il a O* N*-bis-(trimethylsilyl)-5-azacytosinu obecného
vzorce III provadi v acetonitrilu v ptitomnosti nadbytku chloridu cinigitého pfi teploté

mistnosti.

10. Zpusob podle naroku 1, vyznaceny tim, Ze se odstranéni alkanoylovych, aralkanoylovych
nebo aroylovych chranicich skupin R? slougeniny obecného vzorce IV provadi nadbytkem

methoxidu sodného v methanolu pti teploté mistnosti.
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