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Dialkylethery majici koncové karboxyskupiny
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larnich onemocnéni  a  neinzulinové
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Dialkylethery obsahujici koncové karboxyskupiny nebe

tetrazolové skuplny

Coblast techniky

Vynélez se tykda dialkylethery, majicich koncové
karboxyskupiny nebo tetrazolové skupiny. Tyto slouceniny
jsou pouZitelné pri sniZovani urditych plazmovych lipidd v
t&le zviftat veetné Lp(a), triglyceridq, VLDL—cholesterolu a
LDL-cholesterclu a zvy3ovani hlading daldich lipida,
napfiklad HDL-cholestercolu. Sloucdeniny Jjsou ucinné pri
prevenci a lécCeni vaskularnich onemocneni a cukrovky,

napriklad zvySenim inzulinové senzitivity.

Dosavadni stav techniky

Vaskularni onemocnéni, napriklad korond¥ni srdecéni
onemocnéni, mrtvice, restenéza a periferni vaskularni

onemocnéni, si v celesvétovém méritku zachovavaji vedoucl
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infarkt myokardu, ktery zplsobuje méstnavé poSkozenl srdce.
T kdyZ e pravda, 7Ze stravovacl navyky a Zivotnl styl mohou
urychlit nastup vaskuldrnich onemocnéni, vyznamnym faktorem
pro vyve] vaskuldrniho onemocnéni, koncicliho trvalou
invaliditou nebo smrti, Je geneticky dand predispozice
zpusobujici dyslipidemii. ,Dyslipidemii™ se rozumi

abnormalni hladiny lipoproteind v krevni plazmé.

Vainymi rizikevymi faktory, které jsou spojovany se

zvySenym rizikem vzniku vaskuldrnich onemocnéni, Jjsou, mimo




jiné, dyslipidemie vysokych hladin nizkchustotniho
lipoproteinu (LDL) a nizkych hladin vysokohustotnich
lipoproteind  (HDL).  Pomé&r  HDL-cholesterolu ku  LDL-
cholesterolu je Casto pouZzivan k poscuzeni moZného rizika
vzniku vaskularniho onemocnéni. Vzhledem k ftomu, Ze Je
Fadoucl wvyscky pomér HDL/LDL, Jjsou sliouceniny, které tento
pomér zvySuji bud sniZenim LDL nebo zvySenim HDL pripadné
obodim zplsobem vysoce Zadané a prinosné. Nedavné studie
ukdzaly Skodlivest vysokych hladin modifikované formy LDL,

oznacované jako lipoprotein{a), ,Lpla)™.

72zdad se, Ze Lpla) je neZadoucl, protoZe zvy3ené hladiny
Lpla) Jjsou spojovany s vyvojem aterosklerdzy, korondrniho
srdec¢niho onemocnéni, infarktu myokardu, mrtvice,
cerebrdlninc infarktu a restendzy po provedeni baldnového
angioplastiky. Ve skutecnosti se zda, Ze Lpla) Je
vynikajicim faktorem pro predpovéd vzniku mrtvice. Vyscke
koncentrace cholesterclu ve formé Ip(a) jsou tedy Jednim z
nejdileZitéisich rizikovych faktorl pro vznik srdecnich

onemocnéni s nasledkem smrti.

Nyni se zjistilo, Ze urcité ethery Jjsou ucinné pri
ani¥nvini  kancentraci  Tnlal v plazm&. Vvnalez tedv
poskytuje zplsob sniZovani urovni Ip{a) v plazm&, Kktery
zahrnuje podani dialkanového etheru nebo jeho esteru. Tyto
typy slouenin nebyly doposud pouZivadny pro léceni
vaskuldrnihco onemocnéni. Patent US 3,320,078 napriklad
poplsuje 3,3"-oxybls (2, 2-dimethyxlipropionovou kyselinu)
jako plastifikadni ¢&inidlo. Patent US 3,830,024 zase
popisuje rfadu alkandicld jake ¢inidel pro  sniZeni
triglyceridna v séru. Patent Us 3,674,836 poplisuje
fenoxyaikanové kyseliny jako Zini

triglyceridd. Patent US 4,711,896 poplsuje urcité o, a-




dikarboxylové kyseliny jako ¢inidla pro sniZovani

koncentrace lipidd.

Cilem vynalezu je tedy poskytnout fadu dialkylethert
substituovanych karboxyskupinou, které Jsou Ulinné pfi
sniZovani koncentrace Lp(a) v plazmé. Daldim cilem vynalezu
je poskytnout farmaceutické formulace obsahujici tyto
slouceniny a zphsob 1léleni wvaskuldrnich onemocnéni =za

pouziti téchto sloucenin.

Podstata vynalezu

Jak jiZz bylo uvedeno, vyndlez poskytuje nové chemické
entity, charakterizované jako dialkylethery substituované
karboxyskupinou nebo tetrazolovou skupinou a jejich sole a
estery. Vynalez poskytuje =zejména sloucenin definovane

obecnym vzorcem I

v Y
..1 2

KHCH,) 0= (CHy 1=K I
Rl RZ R3 T4

ve kterém

nam nezavisle znamenal]l celé cislo od 2 do 9;

Ry, Rz, Ria Ry nezavisle znamenaji alkylovou skupinu s 1
a?Z 6 atomy uhliku, alkenylovou skupinu se 2 aZ ©
atomy uhliku, alkinylovou skupinu se 2 aZz o atomy
uhliku; a R, a R; spoledné s uhlikem, na ktery jsou

navédzany, a R; a Ry spoleéné s uhlikem, na ktery jsou
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navazany, mohou tvorit karbocyklicky kruh majici 3 aZ
6 atomy uhliku;

Yia Y nezavisle znamenaji karboxylovou skupinu,
aldehydovou skupinu, tetrazclovou skupinu a COORg, ve
které Ry znamend alkylovou skupinu s 1 aZ 6 atomy
uhliku, alkenylovou skupinu se 2 aZz 6 atomy uhliku,
alkinylovou skupinu se 2 aZz 6 atomy uhliku, pricem?Z
alkylovd skupilna, alkenylovd skupina a alkinylova
skupina mohcou byt substituovany Jjednou nebo dvémi
skupinami, zvelenymi z halogencskupiny, hydroxy-
skupiny, alkoxyskupiny s 1 az 6 atomy uhliku a

fenylové skupiny.

Vyhodné slouceniny podle vynédlezu maji vysSe uvedeny
obecny vzorec, ve kterém n a m znamenaji stejné celé cislo

a R, Rz, Ry a Ry znamenajil alkylovou skupinu.

Dal3imi vyhodnymi slcudeninami Jjsou slouceniny, ve
kterych Y, a Y, nezdvisle znamenajl karboxylovou skupinu

nebo COORs, ve kKteré Rs znamend alkyloveu skupinu.

Nejvyhodnéjginli  sloueninami podle vynalezu  jsou

slouceniny obecného vzorce

HO OH

0 (CH.) ~0— (CH.) 0

T20n 2'm

ve kterém n a m nezavisle znamenajil celé &islo od 2 do 5, v

idealnim pripadé 4 nebo 5.

Zv1asté vyhodnou slouceninou Je sloucenina obecného

VZiorce
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Vynalez rovneZ poskytuje farmaceuticky prijatelnég soli

kyselin podle vynalezu.

Dalsi provedeni vynadlezu predstavuji farmaceutické
kompozice obsahujici sloudeninu obecného vzorce I spoleéné

s farmaceuticky prijatelnym nosicem, redidlem nebo mastovym

zaklademnm.

Vyndlez rovnéZz poskytuje zplhsoby 1é&eni vaskularnich

onemocneéni, napriklad koronalni srdeéni onemocnéni,
mrtvice, restendza a periferni vaskuldrni onemocnéni.
Vynalez  poskytuje zpusob sniZeni  Lptla), plazmovych

triglyceridqd, vysckohustotniho  lipoproteinového (VLDL)
cholesterolu, nizkohustotniho lipoproteinového (LDL)
cholesterolu a apolipoproteinu B. Vynédlez dale poskytuje
zpusob zvySeni plazmového vyscokohustotniho lipoproteinového
(HDT.) choleaferoln, Anolipooroteiny A-T A Apolipo-
proteinu E. Vynédlez rovnéZ poskytuje zplsob 1é&eni a
prevence neinzulinové-dependentniho diabetes mellitus,
jeho? podstata spolivad ve zvySeni inzulinové senzitivity v

podanim slouceniny obecneho vzorce 1.

Slouceniny podle vynalezu budou oznaceny jako alkanoveé

kyseliny a estery. Naprfiklad sloucenina obecného vzorce
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PN N
CH, CHCH, ° : TNy

a0

bude nazvana jako kyselina pentanova, konkrétnéji jako
kyselina 2-methyl-2n-propyl-5-(3-methyl-3-hydroxykarbonyl)-
pentoxypentenova. Jak JiZ bylo uvedeno vyse, vyhodnymi
sloufeninami Jsou ty slouleniny, ve kterych n a m
v obecnén vzorci I znamenaji stejné celé &islo a Ry, Rz, R
a R, znamenaji stejné alkylové skupiny. Pokud jak Y, tak ¥,
znamena karboxylovou skupinu, potom budou tyto slouceniny
oznaleny jako oxybisalkanové kyseliny. Vyhodnou sloueninu

obecného vzorce

HO OE

0 (CH,) 70— (CH,) ;

ve které n a m znamenaji 4, lze napfiklad nazvat jako 6,6'-

oxybis {2, 2-dimethylhexanovou kyselinu}.

TT P, P -
p

T ohoondm voorol a1 D = P. = R. Honnnxmny

= =
til Vo L e a - PN P palied o L s S .

tak, mohou znamenat ,alkylovou skupinu s 1 az 6 atomy
nhiiku“. Tento vyraz zahrnuje methylovou skupinu, ethylovou
skupinu, isopropylovou skupinu, terc.-butylovou skupinu, n-
hexylovou skupinu a 2-methylpentyloveu skupinu. Tato
alkylova skupina mlZe byt substituovana halogenoskupinou,
hydroxyskupinou, alkoxyskupinou s 1 aZz 6 atomy uhliku a
fenylovou skupinou. Vyraz ,halogenoskupina®™, Jak Je zde
pouZit, zahrnuje chloroskupinu, bromoskupinu a jodoskupinu.

V¢raz ,alkoxyskupina s 1 aZ 6 atomy uhliku“, jak Je zde
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pouzit, znamend alkylovou skupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku,
navazanou pres atom kysliku, napfiklad ethoxyskupinu,
isopropoxyskupinu, n-hexyloxyskupinu a pod.. Typickyni
substituovanymi alkylovymi skupinami Jjsou chlormethylovéa
skupina, 3-hydroxyhexylova skupina, 4-fenylbutylovéa
skupilna, 2-jodopentylova skupina, isopropoxymethylova

skupina a pod..

E,, R,, Ry a Ry mohou rovnéZ znamenat alkenylovu
skupinu se 2 aZ 6 atomy uhliku a substituovanou alkenylovou
skupinu a alkinylovu skupinu se 2 aZz 6 atomy uhliku a
substituovanou alkinylovou skupinu. Typickymi skupinami
jsou napfiklad vinylové skupina, 2-propenylova skupina, 3-
chloro-4-hexenylova skupina, 2-fenyl-3-pentenylovéd skupina,
ethinylova skupina, 2-methoxyethinylova skupina, 2=
bromoethinylova skupina, 6-fenyl-3-hexinylova skuplna a

pod. .

R, a R, mohou v kombinaci s atomem uhliku, na kterém
jsou  navazany, tvorit  karbocyklicky  kruh, napriklad
cyklopropylovy kruh, cyklobutylovy kruh, cyklohexylovy kruh
a cyklopentylovy kruh., Podobné R; a R; mohou spolelné s
atamem nh1iku, na kterém isou navazanv, tvorit
karbocyklicky kruh se 3 aZ 6 atomy uhliku, napriklad
cyklopropylovy, cyklohexylovy a pod..

Y, a Y, mohou v obecném vzorci 1 nezdvisle znamenat
COORs skupinu, ve které Rs znamenda alkylovou skupinu,
alkenylovou skupinu nebo alkinylovu skupinu nebo
substituovanou alkylovou skupinu, substituovanou
alkenylovou skupinu nebo substituovanou alkinylovua skupinu.
Tyto skupiny jsou ilustrovany vyse v souvislostl s Ry, Re

R; a P\q.
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Sloudeniny podle vynadlezu, které maji alesponi Jednu
karboxylovou kyselinovou skupinu (tj. Y, nebo Y; znamena
COOH), snadno tvori farmaceuticky pfijatelné soli uvedeném
do reakce s organickou nebo anorganickou béazi. Typickymi
bazemi, bé&Zné pouZivanymi pro tyto Gcely, Jsou hydroxid
sodny, hydroxid draselny, uhligitan sodny, triethylamin,

pyridin, amoniak a pod..

Typickymi sloueninami podle vynalezu Jsou nize

jmenované slouceniny cobecného vzorce

Y Y

1
NCHZ);O_(CH‘?)m(

R, R, R, R,

2

ve kterém
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SlouCeniny podle vyndlezu se prfipravuji za pouZiti
metodoligie, kterd je oblasti organické chemie znéma. U
typickych syntéz se alkylhalogenid, substituovany
karboxyskupinou, uvede do reakce s alkoholem,
substituovanym karboxyskupineou, v prfitomnosti béaze, co?
povede ke kondenzacl a vzniku slouCeniny podle vynalezu.
Pro syntézu se zpravidla se pouZivaji karboxyestery, které
poskytnou slouceniny podle vynalezu, ve kterych jak Y; tak
Y, znamenajil COORs. Prosté zmydelnéni pfevede v pripadsé
potreby jednu nebo obé esterové skupiny na volnou kyselinu.
NiZe uvedené reakénl schéma ilustruje vyS3e zminénou

kondensadcni reakci:

Yl Y,
N (CE,) ~halo + ko- (CH,) —X
R R, R, R,
Vyraz ,—halo™ oznacuje napriklad bromoskupinu,

chloroskupinu, Jjodoskupinu a Y, a Y, znamenaji vvhodné
COORs, nicméné reakce bude probihat stejné dobrfe, pokud
budou Y; a Y, nezavisle znamenat tetrazolylovou skupinu
nebo CHO. Popsana reakce se zpravidla provadi tak, Ze se
nejprve uvede do reakce alkanol a pribliind ekvimolarni
mnozstvi béaze, napriklad hydridu sodného, nebo kovového
sodiku, zpravidla v 1inaktivnim organickém rozpoudtédle,
napriklad benzenu, toluenu, xylenu, tetrahydrofuranu a
pod.. Timto zpuscbem se pTfipravi oxidovd forma alkanolu,
kterd se nésledné nechad snadno zreagovat s ekvimolarnim
mnozstvim alkylhalogenidem za vzniku slouceniny podle
vynalezu. Reakce Je zpravidla v podstaté ukoncena béhen

pfiblizné 2 aZ 10 hodin, pokud se provadi za zvydené




teploty, tj. teploty pfibliZné 50°C aZ 120°C. Sloudenina
podle vynalezu se snadno lzoluje prostym odstranénim
reakéniho  rozpoudtédla, napriklad odpafenim. Ziskany
produkt se miZe, pokud je to potfeba, dale ¢&istit béinymi
metodami, napriklad krystalizaci =z rozpoudtédel, Jakymi
jsou napriklad ethylacetat, Dbenzen, hexan apod., nebo

chromatograficky, napfiklad pfes silikagel.

Alternativni metodou pro pfiprava sloufenin podle

vynalezu je uvedeni dialkyletheru, substituovaného
halogenoskupinou, do reakce s o, a-disubstituovanou
kyselinou octovou nebo esterem, ethanalem nebo

methyltetrazolem. Tuto reakci ilustruje nasledujici reakcnl

schéma:
/Y'
halo——(CHZ);—O——(CHZ);—halo + HC
/\
R, R,
l
Y'.
\

C— (CH,) —0~ (CH,) —halo

AN
RZ

Rl
/Y:
+ HC
/\
R, R,
L
\ 202
C— (CH,) —0— (CH,) —C
/\ A
R R, R, R,
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Vy$e popsany zpOscb se vyhodné pouZivéd pro pfipravu
sloucenin podle vyndlezu, ve kterych Jsou R, a R, stejné
jako Ry resp. Ry a ve kterych Jjsou Y, a Y, stejné. v
takovém pripadé se dialkylether, substituovany halogeno-
skupinou, uvede do reakce se 2 ekvivalenty, neboc vét3im
mnoZzstvim, derivatu kyseliny octové nebo tetrazolem,

napriklad slouc¢eninou

Reakce se zpravidla provaddi v rozpouStédle, Jakim Ie
napriklad tetrahydrofuran, dioxan, diethylether, a v
pritomnosti bdze, napfiklad hydridu sodného, kovového
sodiku, butyllithia. reakce je zpravidla ukondena pribliiné
béhem 2 aZ 10 hodin, pokud se provadi pfi teplotdé 0°C az
50°C. Produkt, tj. slouenina podle vyndlezu, se snadno
izoluje odstranénim reakéniho rozpoudtédla, pridemZ Jeho
dalsi &isténi lze v pfipadé potfeby provaddt béZnymi

metodami vCetné chromatografie a krystalizace.

Kelikrédt mbZe byt pro eliminovani  neZadoucich
vedle)Sich reakci Zadouci chranit nékteré reakéni skupiny s
odtrZzitelnymi organickymi radikdly. Hydroxyskupiny a volné
karboxyskupiny lze napfiklad derivatizovat radikaly, které
eliminuji jejich schopnost zasdhnout do chemickych reakei,
které probihaji, priem? tento radikil snadno odstranit,
pokud je Zadouci regenerovat volnou hydroxyskupinu nebo
karboxyskupinu. Typické ochranné skupiny pro karboxyskupinu
a hydroxyskupinu a zpusoby Jjejlch navazani a nasledného

odtrZeni fJsou plné popsdny Greenem a Wirtsem v ,Protective
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Groups in Organic Synthesis“, 2. ed., John Wiley & Sons,
Inc., New York, NY, 1991. Hydroxyskupiny se na pfiklad
snadno chrani prevedenim na o-benzylovou skupinu, kterou
lze v pripadé potfeby snadno sté&pit hydrogenolyzou.
xarboxyskupiny se zpravidla pfevad&ji na estery, napriklad
para-nitrobenzylestery nebo Z2,2,2-trichloroethylestery.
Tyto esterové skupiny Jsou v pripadé potfeby snadno

hydrolyzovatelné za vzniku volné karboxylové skupiny.

Jak bylo zminéno vySe, karboxylové kyseliny podle
vynalezu  snadno tvefi soli  uvedenim do  reakce s
anorganickou nebo organickou bézi. Vyhodnymi solemi jsou
anorganicke soli pripravené reakci s bazemi, jakymi jsou na
priklad hydroxid sodny, hydroxid draselny, hydroxid
vépenaty a pod.. Typickymi organickymi  bdzemi Jsou

napriklad triethylamin, pyridin, methylamin a pod..

Nasledujici podrobné pfiklady provedeni vynadlezu si
davaji =za cil déle i{lustrovat syntézu sloudenin podle
vynalezu. Je treba uvést, Ze tyto pfiklady majl pouze
ilustrativni charakter a nikterak neomezuii rozsah
vynadlezu, ktery Je Jjednoznafné vymezen pfilofenymi

patentovymi naroky.




2001
ame
L I
.

FY XX

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

@I6'—nybis(2,2—dimethylhexanova kyselina)

Do michaného roztoku hydridu sodného (28 g
60% dispergovaného v miner&lnim ocleji, 700 mmolt) v 600 ml
suchého tetrahydrofuranu, obsahujiciho- 61 g (600 mmclh)
diisopropylaminu, se pridalo 52,9 g (600 mmolll) kyseliny
isobutyrové. Reakéni sm&s se michala 30 minut pri 24°C a
nasledné ochladila na 0°C v ledovo-acetonové lazni. Do
studengho roztoku se pfidalo 286 ml 2,1M roztoku n-
butyllithia (600 mmol%) a smés se michala pfi 0°C 1 hodinu.
Do studene michané reakéni smési se po kapkdch v pribshu 15
minut pfidalo 59,7 g (297 mmoln) 4,4"-dichlorobutyletheru.
Smés se ohrala na 24°C a michala daldich 48 hodin. Reakéni
smés se dale nafedila pfidanim 600 ml vody. Vodnad vrstva se
separovala, promyla 200 ml diethyletheru a néasledné
okyselila na pH 5,0 (Kongo ¢erven) p¥idanim priblizné
150 ml 6N kyseliny chlorovodikové. Vodny kyselinovy roztok
se trikrat extrahoval 300 ml podily diethyletheru. Etherové
extrakty se sloucily, promyly solankou, susily nad MgSO; a
po odpareni rozpoudtédla =za sniZeného tlaku poskytly
produkt ve formé oleje. Ziskany oclej se destiloval pfFi
160°C a tlaku pfibliZn& 400 Pa a poskytl 66,7 g 6,6~
oxybis (2, 2-dimethylhexanové kyseliny), t.t. 49 aZ 51°C.
Elementarni analyza (pro CieHieOs)

C H

vypoclteno: 63,47 9,88
nalezeno: 63,75 10, 00.
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Zpuscbem, obecné popsanym v prikladu 1 se pripravily
nasledujici slouceniny:

7,7 —oxyb1s {2, 2-dimethylheptanovd kyselina),

5,5"-oxybis (2, 2-dimethylpentanova kyselina),

4,4’ ~oxybis(2,2-dimethylbutanova kyselina},

8,8" —oxybis (2, 2-dimethyloktanovéd kyselina),

ethyl 2,2-dimethyl-5-(4-methyl-4-ethoxykarbonylpentyl~

oxXy)pentanoat,

ethyl 2,2-dimethyl-6-(5-methyl-5-ethoxykarbonylhexyl-

oxy)hexanoat,

methyl Z,2-dimethyl-8-(7-methyl-7-methoxykarbonyl-

cktyloxy)oktanodt a

kyselina 7-(4d-methyl-4-hydroxykarbonylpentyloxy)-2,2-

dimethylheptanova.

Jak  Jiz bylo zminéno vy3e, dialkylethery podle
vynalezu jsou pouZitelné pri 1éZeni a prevenci vaskularnich
onemocnéni, napriklad koronalni srdecni onemocnéni,
mrtvice, restenéza a periferni vaskuldrni onemocndni diky
Je il SLllUplUSLL srlzoval Kencentrace Lipoproteinu
pohatého na triglycerid, napriklad nizkohustotniho
lipoproteinovéhe (LDL) cholesterolu v plazmé a zvy3ovat
koncentrace plazmového vysokohustotnihe lipoproteinového
(HDL) cholesterclu. Sloueniny podle vyndlezu jsou GELRNEé
zejména pri sniZovdni Ip(a) a stejné tak pri zvyiovani HDI-

cholesterolu.

Schopnost dialkyletherovych derivat obecného vzorce I
sniZovat hladinu Lp(a) a zvy3ovat hladinu HDL-cholestaroly,

se stanovila v in vivo studiich, b&iné& pouZivanych
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odborniky v daném oboru. Studie na krysich se provad&lii

podle nasledudjiciho protokolu.

4 laboratori Charles River Laboratories se =ziskaly
sameCcl Sprague-Dawleyovy krysy (100 a? 200 g), které se
umistily po 3 aZ Ctyfech zvifatech do kleci a dle chuti
krmily krysim Zrédlem Purina a vodou. V klecich se
udrZzovala pokojova teplota a svételny reZim, pri kterém se
po dvanacti hodinach stridalo svétlio a tma, pfidem? cyklus
zahajovalo svétle v 6 hodin réno. Krysam se denné mezi 6 a
9 hodinou ranni podavaly prostfednictvim Zaludedni sondy
testované slouceniny, rozpusténé nebo suspendované v
G,2% cinidle Tween-20 a 1,5% karboxymethylceluldzovém (ve
vodé) vehikulu nebo pouze ve vehikulu. jako referenéni
¢inidlo pro vSechny studie se pouzily vehikulum v objemu,
reprezentujlcim 0,25% télesné hmotnosti, a gemfibrozil
(100 mg/kg/den).Testované slouceniny se podavaly 72 7 14
dni v davce dosahujici aZ 100 mg/kg/den. Krysy se bez
pfedchoziho pastu znecitlivély inhalaci etheru, zvazily,
proved! se u nich srdecni odbdr krve a podrobily se
hepatikotomii, pomoci které se stanovila hmotnost Jater
jednotlivych zvirat. Odebrand krev se prevedla do kyvet
vakuLejneru, obsanujlcl kUYA, s cllem 1zolovat krevni
plazmu. Krev opic Cynomolgus se odebrala pfimo do kyvet

vakutejneru s cilem izolovat krevni sérum a plazmu.

Samelcl oplc Cynomolgus (macaca fascicularis) poskytly
Charles River Laboratories (Wilmington, M2&) & individudlné
umistily do klece a krmily denni dietou, tvofenou 20

normédlnimi opiéimi sudenkami (Ralston Purina, St. TLouis,

MO} a ovocem (1 bandn a 12 vinnych hrozn@l). Opice se
nnistily do omezovadl pohybu pro zakladni primdty (Primate

Products, Woodside, CA) a byl Jjim zaveden vaskularni




vstupnl port {(Norfolk Medical Products, Skokie, Il) pro
ziskani krevnich vzorki. USinky slouCeniny z prikladu 1 se
studovaly v reZimu rostoucich davek. V pribé&hu t¥i tydnd se
ziskaly od opic, upevnénych ve fixaénich kreslech, pres
vaskularni porty tfi pfedstudiini bazilni krevni vzorky.
Pri studiich sloueniny z prikladu 1 se opice fixovaly v
kreslech a denné mezi 5 aZ 7 ranni Jjim byla ordlnim
zplisobem pomoci Zaludelni sondy podévana davka obsahujici
3 mg/kg (1. tyden), 10 mg/kg (2. tyden) a 30 mg/kg (3.
tyden) sloueniny =z prikladu 1, suépendované v 0,2%
povrchové aktivnim ¢inidle Tween-20 plus 1,5%
karboxyceluldzovém vehikulu. V pribéhu studijni periody se
zvifatim kaZdy tyden a to vidy 24 hodin po aplikaci davky a
nea lacno odebraly krevni vzorky. Dal3i krevni vzorky
odebrané na lalno se ziskaly Jjeden tyden po ukonieni
aplikaci slouceniny =z prikladu 1. EKonzumace poctravy a
chovani pozorovanych zvifat bylo v prib&hu celé studijni

periody normalni.

Vzorky opi¢i plazmy se udrZovaly na ledu, rozdélily na
podily odpovidajici mnoZiné kyvet mikrofugy, rychle
zmrazily a skladovaly pfi -70°C. Vzorky séra se pfed
pruvedsnilu  uolZe  popsané analyzy, Ktera mela urcit
pritomnost specifickych enzymd nebo albuminu v krevnim

séru, se skladovaly pfi 4°C.

Analvyza vzorkl

Triglyceridy se urc¢ily za pouZiti komeréné dostupné
sady (Trigli-cinct2, Sclavo, Siena, Italy, nebo
Triglyceride G, Wako Pure Chemical Industries, Ltd; Osak,
Japan). Celkovy obsah cholesterolt v plazmé se urdil

enzymatiky zptsobem, popsanym Allainem a kol. v Clin.
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Chem., 20:470-474 (1974}, Celkové profily cholesterclovych
lipoproteint v plazmé se urc¢ily post-sloupcovou vysoko
vykonnou  gelovou  chromatografii (HPGC) analyzou na
Superose 6 v redlném ¢&ase ({on-line) na Rainin HPLC {viz

Kieft a kel., J. Lipid Res., 32:859-866 {1991)).

Lipoproteinovy cholesterol se urcil z celkové stanoveného
cholesterclu a procentické plcsné distribuce cholesterolu,

stanoveného pomoci HPGC.

Apolipoprotein A-T a B se v celé plazmé kvantifikovaly
pomoci raketové imunocelektroforézy metodcu Laurella a kol.,

Methods Enzymol, 73:339-369 (1981) za pouziti protilatek,

vypé&stovanych v téle kralika proti krysimu apo A-I, v téle
kozy proti apo B (ziskdno od Dr Patrick Tso, LSU Medical
Center, Shreveport, LA) . Vzorky plazmy se pred
imuncelektroforézou naredily 4 M mocCovinou, 1% Tritonem X-
100, 12 mM Tricinem, 40 m Trisem, 0,6 mM laktatem
vapenatym, 0,01% azidem sodnym, pH 8,2 60 minut pfi 52°C a
inkubovaly. Pro stanoveni apolipoproteini v 1linedrnim
rozmezi se provedla pfrislusnd roz¥edéni krysi plazmy.
Imunoelektroforeza se provadeéla na GelBond félit

(Cat 53748, FMC Bioproducts, Rockland, ME) zpravidla

N e R i ] ISR L - A P At e

uuuuuuu Sici bud 4% krilifi onti-kryol ope M-I ncohe 2% lkorid
anti-krysi apo E antlsérum v 1% agardze, 2%
polyethylenglykolu 6000 ve 24 mM Tricinu, 80 mM Trisu a
1,2 mM laktatu vapenatém. Vyska rakety se ur&ila na gelech
zabarvenych amidovou erni. Pri vyhodnocovani dat
predstavovala hladina apolipoproteiny v plazmé, odebrané

zviratim kontrolnich skupin, na stupnici hodnoceni 100.

Krysi apo B se hodnotila v mikrotitrovych plotnach s

malymi modifikacemi, popsanymi Rifaiem a kol. v Clin.

Chem., 32:957-961 (1980), tj. metodou  pouZivajici
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protiliatky my3iho apo B, vyp&stované v t&le ovci, ktera
reaguje s krysim apo-B. Vzorky plazmy ziskané od pokusnych
zvifat (5, 10, 20 a 30 pl) nebo shrom&¥déného krysiho

plazmového standardu (0 aZ 50 pl) se sloudily s 2 M

oL

mocoviny, 10% ovéiho anti-my&iho apo B séra, 1,6
polyethylenglykolu 8000 (kone&né koncentrace) v celkovém
objemu 200 pl fosfitem pufrovaného solnéhe roztoku. Po
urceni turbidity (OD = 340 nm) nasledovala celonodéni
inkubace pfi pokojové teploté za poufiti 96 jamkového
absorbanéniho spektrofotometru Titertek Multiscan
MCC/340MK II (Flow Laboratories). Pro stanoveni apo B v
linedrnim rozmezi testu se poufila vhodna roz¥edéni krysi
plazmy (zpravidla 10 pl). PFi vyhodnoceni dat se hladiny
apo B v plazme zvirat, ofetrenych Udinnou latkou, porovnala
s hladinou, ziskanou od kontrolnich zvirat, kterd pro Gcely
experimentu tvorila odebrané zviratim kontrolnich skupin,

na stupnici hodnoceni 100.

Lp(a) hladiny u opic se hodnotily pomoci komerénd
dostupné Lp{a) ELISA sady (ARpo-Tek Lp{a) Elisa Test System,
Organcn  Teknika, Biotechnology  Research Institute),
vyvinuté pro detekci lidského Lp(a). Lpla} se kvantifikuje
sendvicovou technikou, ve které se apo(a), zachycend anti-
apo(a} (potaZenymi mikrotitrovymi plotnami), stanovila diky
spojeni s apo B pomoci rozpudténé enzymaticky navizané
protilatky. Standardni krivky, sestrojené pro lidskou
plazmu a plazmu opice cynomolgus, mohly byt pouiZity pro
kvantifikovéni Lp(a) opice cynomolgus. V jednom testu se
pro kazdy vzorek plazmy opic cyncmolgus, ktery byl pouze
jednou rozmrazeny, provedla vidy tfi stanoveni Lpia)

hodnoty.
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U krys krmenych Zradlem se provedlo srovnani
potencialnich U¢inkd gemfibrozilu s potencidlnimi G&inky
slouceniny z prikladu 1 na celou fadu lipidovych parametri.
Tato data reprezentujl data shromédZdénd z nékolika
samostatnych Jjednotydennich studli a Jjedné dvoutydenni
studie (N = 8 krys/skupinu). Data pro kaZdou studii se
normalizovaly vzhledem k hodnotém, ziskanym pro krysy kafdé
skupilny o3etreneé vehikulem. Gemfibrozil (100 mg/kg/den)
nemel zadny vliv na apo A-I plazmy, JjejiZ hladina se
vétSinou pri aplikaci vys8ich davek sloﬁéeniny z prikladu 1
zvysila. Apo E se pri aplikaci gemfibrozilu zvy&ila pouze
mirné, ale podstatné se zvysila pri aplikaci sloudeniny z
prikladu 1, pricemz toto =zvySenl odpovidalo velikosti
davky. Tato data byla zfejmé&j3i pri jednotydennich studiich
(prvni tyden, N = 30; druhy t¥den N = 8) a neodrazi tedy
podstatnéjdi zvySenl apo E v plazm&, které bylo mnoZné
pozorovat  pri  dvoutydenni aplikaci gembrozilu. Jak
gemfibrozil, tak sloudenina =z prikladu 1 podstatnym
zpusobem redukuji apo B. Tyto apolipoproteincvé zmény lze
rovnéZ hodnotit jakou poméry apo E ku apo B nebo apo A-I ku
apo B. Parametry pro plazmové lipidy véetné celkové hladiny
cholesterolu, lipoproteinového cheolesterolu a triglycerida,
jsou slouceninou z prikladu 1 rovnéZ priznivé ovlivnény
(obrdzek 2). Celkova hladina cholesterolu v plazmé se
aplikacl 100 mg/kg gemfibrozilu wirné snizila, zatimco
aplikace sloueniny =z prikladu 1 tuto hladinu zvy3ila
davkové dependentnim zplsobem. Tento vliv se odrazil
zejména na zvy3eni HDL-cholesterolu. Jak gemfibrozil, tak
slouc¢enina z prikladu 1 redukovaly VLDL- a LDL-cholesterol.
Tyto n0&inky lze hodnetit jako pomér HDL-cholesterolu ku
VLDL- a LDL-cholesterolu, zatimco 100 mg gemfibrozilu zvysi

tento pomér na podobnou hladinu jako 10 mg slouleniny =z
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prikladu 1 (ix aZ 2x), vy$31 hladiny (30 a2 100 mg)
slouceniny 2z prfiklada 1 dale zvy3ujl tento pomér a toto
zvy$enl, ziskané pri nejvyiiich koncentracich dosahuje a¥
osmi- a devitindsobku. Jak gemfibrozil, tak sloudenina =z

prikladu 1 redukuii triglyceridy v plazmé.

Pro charakterizaci lipoproteinovych cholesterolovych
profildt u krys (obrazek 3) a oplc cynomolgus o3et¥enych
slouCeninou 2z  pfikladu 1 {obrazek 4) se pouZila
vysckovykonnad gelové chromatografie (HPGC). Obrazek 3
zndzorfiuje lipoproteinové cholesterolové profily krys
(8/skupinu) oZetFensd samotnym vehikulem, 100 mg/kg/den
gemfibrozilu nebe 1, 3, 10, 30 nebo 100 mg/kg/den
slouceniny z pfikladu 1 po dobu dvou tydnd. Pro kazdou
Krysu se charakterizoval vZdy jeden profil. V3echny profily
se vynesly ve stejném méfitku a profil prvni  krysy
Kontrolni skupiny (vyteCkovany profil) se pro srovnani
predradil pred profily krys testované skupiny. Profily
skupiny oSetfené 100 mg/kg/den gemfibrozilu byly podobné
profilim skupiny oSetfené 3 ai 10 mg/kg/den slou&eniny =z
prikladu 1. Pfi pfedepsanvych davkach slouceniny z prikladu
1 se uc¢inky na lipoproteinovy cholesterol dale zvydovaly
véetné redukce VLDL- a LDL-cholesterclu a zvyieni HDL-

cholesterolu.

HPGC se rovné?z pouZila pro charakterizaci
lipoproteinovych cholesterclovych profild prc tri samce
opice cynemolgus, pred oSetrenim, v prib&hu ofstfeni a po
oSetfeni sloufeninou =z prikladu 1. Zvirfata se predem
zvolila tak, aby reprezentovala zvirata s vysokym,
prumérnym nebo nizkym pomeérem LDL- ku HDL-cholesterolu. T#i
bazédlni profily pro kaZdou opici byly v podstaté identické

a proto se zprumérovaly a pouzily pro sestrojeni bazidlniho
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profilu. Jednotydenni o3etfovani 3 mg/kg/den slouceninou z
pfikladn 1 nemélc Zadny vliiv na lipoproteinové
cholesterolové profily. Nicméné ofetfeni 10 mg/kg/den
slouCeninou z p¥ikladu 1 v prébshe druhého tydne a
30 mg/kg/den v pribéhu tretiho tydne, progresivnd snizilo
VLDL-, LDL- a HDL-cholesterol, ktery se zafal u dvou ze tfi
oplc po jednotydennim priplachu opét vracet ke kontrolaoim
hladinam. U primdtd tveri Lpta) cholesterol stoupajici
vybéZek na LDL piku. S postupujicim oSetfenim se LDL pik
stdvd symetrictéjsi, co? pravdépodobhé odrazi sniZeni
Lp(a). Lp{a) se m&ril primo pomoci mé&ficiho vybaveni ELISA
{obrazek 5). Primd Lp{a) kvantifikace demonstruje davkové
dependentni redukci Lp{a) hladin, dosahujici 62%, 83% a 89%
redukcl (78 + 8% pramér) pfi 30 mg/kg davky slouceniny =z
pfikladu 1, nezévisle na baz&lnich hladinach tf% pokusnych
oplc (obrdzek 5). Po jednotydenim proplachu Lp(a) dosahl

zpét hladiny pfed o3etfenim, nebo ji dokonce prekrocil.

Na rozdil od krys, u kterych se hladina HDL znaéné
zvySila v prub&hu osetfovani sloudeninou =z p¥ikladu 1,
zplisobila tato sloucenina u opice cynomelgus sniZeni HDL-
cholesterclu. redukce HDL u opice cynomolgus se miZe
odrazit na vysoké hladiné cholesterylesterového
transferového proteinu (CETP}) v téchto druzich. Krysi
plazma m& pouze malou nebo vibec Zadnou CETP aktivitu.
Vysoké urovné CETP mohou tedy urychlovat rychlost transferu
HDL-cholesterolu 1 LDL a LDL prekurzorim, co? ma& za
nasledek sniZeni hladin HDL-cholesterolu. Analyza hladin
CETP aktivity u krdlikd a fady riznych primatd ukazuje, Ze

hladiny CETP v plazmé u opic cynomolgus jsou podstatné

vys81i {10x aZ 12x) neZ u 1lidi (obrazek 6). Tak’e se da
ofekavat, Ze ofetfeni 1idi sloudeninou podle vyndlesu
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zahrnuje sniZeni VIDL, LDL a Lp{a)-cholesterolu a zvyieni

HDL-cholesterclu.

Obrazky 1 aZ 6 ukazuji vysledky biclogického hodnoceni
slouc¢enin podle vyndlezu. Vysledky jsou uvadény pro
vyhodnou sloufeninu 2z prikladu 1. Obrazek 1 ukazuje
strukturu vyhodné sloueniny z prikladu 1 a oznacuje Jji
jJako ,PD 72953%, coZ je oznafeni, pod kterym je uvedena i
na nékterych dal$ich obrazcich. Referenénim &inidle je

gemfibrozil, nékdy téZ oznadovany jako ,CI-719%.

Obrazek 2 ukazuje G&inky sloudeniny z prikladu 1,
pokud se podad krysam krmenym krysim Zradlem. Po dobu sedmi
dni se sameékim Sprague-Dawleyovy krysy denné mezi 6 a 9
hodinou  ranni  ordlné aplikovaly vehikulum  tvofené
karboxymethylceluldzou a povrchové aktivnim &inidlem Tween,
gemfibrozil, nebo sloulenina z prikladu 1 v naznacenych
koncentrace. Pri Jjednom experimentu se jako kontrolni
skupina pouZila skupina, tvo¥eni osmi krysami, a po dobu
Ctrnacti dni se jedné skupind, tvoFené osmi Krysami,
podaval gemfibrozil a osmi krysam jednotlivych testovanych
skupin se podavalo 1, 3, 10, 30 a 100 mg/kg/den slouleniny
z prikladu 1. Zvifata se nechala narat a napit dle chuti a
priblizné 12 hodin po podani posledni davky se utratila
inhalaci etheru. Celkova hladina cholesterclu a
triglyceridl se stanovila enzymaticky. Lipoproteinové
profily se urlily pomoci kvantitativni vysokovykeonné gelové
chromatografie (HPGC) . HPGC  pikové (viz napriklad
obrazek 3) plochy  plus  hodnota celkové koncentrace
cholesterolu v plazmé se pouZily pro stanoveni cholesterclu
v lipoproteinovych frakcich. Apclipoproteiny A-I a E se
urcily pomoci imuncelektroforézy. Apolipoprotein B se urdil

iy

za pouzitl imunoturbidometrické metody. U &trnactidenniho



experimentu se Jjako indikace aktlvity peroxisomatického
enzymu stanovila aktivita hepatické karnitinové
acyltransferadzy. Tuto metodologiil popsal Krause a kol. v

Pharmacol. Res. , 29:345-357 (1994). Tato data ukazuji, ie

sloudenina z prikladu 1 zplsobuje davkove dependentni
zvyEeni zminéné aktivity, pricemz aktivace je podobnad jako
v  pripadé 100 mg/kg/den  davky  gemfibrozilu. Uda]
reprezentuje prumérnou hodnotu + SEM pro hodnoty stanovené
s ohledem na kontrolni skupinu, ziskanou z deviti

samostatnych experimentl.

Pokud jde o obrazek 2, krysy se oSetfily vy3e popsanym
zplisobem. Plazma se podrobila HPGC, ktera uréila distribuci
cholesterolu mezi lipoproteiny. VSechny profily pro
jednotlivé skupiny osmi krys se vynesly ve stejném méritku.
Pfed profily testovanych skupin osmy krys je vidy predrazen

jeden referenéni profil pro krysu z kontrolni skupiny.

HPGC se pouzila pro analyzovani lipoproteinovych
cholesterolovych profilad v 10 w plazmy, ziskané od tri
opic cynomolgus {opice 20 aZ 98, 90 az 122, 90 aZ 182) pred
ofetfenim a naslednd po jednotydenim praplachu slouéeninou
7 pfikladu 1. V pribéhu periody tydenniho odetreni, kdy se
postupné zvydovala davka se denné mezi 5 a 6 hodinou ranni
podavala na lac¢no oralni saludedni sonda ucinné sloiZky ve
vehikulu, tvofeném karboxymethylceluldézou a povrchove
aktivnim &inidlem Tween. pfed aplikaci davky se odebrala
zvifatGm na lacno krev., Zvirfata se krmila 20 normalnimi
opi¢imi sudenkami, 12 hrozny a 1 bananem dennd. Vzhledem k
tomu, Ze profily tfi bazélnich vzorkd pro kaZdou opici byly
v podstaté identické, se tyto profily zprumérovaly a

R

vytvofil se reprezentativnl prefil. Je treba zminit, ze
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spolu s probihajicim ofetfenim, které postupné redukuje

Lp(A), se redukuje LDL pik a stivi se symetrictéijsim,

Lp(a) hodnoty se stancvily pomoci kemeré&nd dostupné
testovacl sady ELISA. Vzorky plazmy z ka?dého odbéru krve
se rozdelily na malé alikvotni objemy (100 ul) a zmrazily
pri -70°C. Lp{a) pro vSechny vzorky plazmy se stanovily ve
stejném testu. Data, ktera ukazuje obréazek &, reprezentuii
absolutni (horni ¢&ast obrazku) a relativni vztaZené k
bazalnim (spodni &4ast obrazku) Lp(a) hladiny tfi opic,

Zndzornéné na obrazku 4.

Aktivita transferového proteinu cholesterylesteru
{CETP}, Jak ukazuje obrazek 6, se urcila pro celou fadu
primatd a pro krmenim krmené a cholesterolem krmené
kraliky. CETP aktivita se ur&ovala v celé plazmeé stanovenim
rychlosti transferu flucrescendéniho syntetického
cholesterylesterového analogu, obsaZeného v mikroemulzich,
zplsobem, ktery popsal Bigsgaier a kol. v Lipid Res.,

34:1625-1634 (1993) .

Pro s rovnani relativni u&innosti slouceniny =z
prikladu 1 s daldimi sloudeninami podle vynadlezu se provedl
Jednotydenni experiment na Zradlen krmenych krysach. Samctim
Sprague-Dawleyovy krysy se sedm dni, vidy mezi 6 a 9 ranni
oralné podavaly karboxymethyl-celuldzové vehikulum,
obsahujici tween, nebo slouCeniny podle vynélezu, naznacené
na obrazku 7 (struktury viz diagram na obrazku) v davce
30 mg/kg/den. Zvirata se nechala na’rat a napit dle libosti
a pribliZné 12 hodin po aplikaci posledni davky se utratily
inhalovanim etheru,. Triglyceridy v  plazmg, celkeova

koncentrace cholesterclu v plazmeé, distribuce cholesterolu
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mezi lipoproteiny a apelipoproteiny se uréily jiz popsanym

zplsobem.

Cbrazek 7 uvadi vysledky vyie popsaného testu. Tento
obrazek ukazuje, Ze vyhodna sloufenina z prikladu 1 prudce
snizuje triglyceridy v plazmé a VLDL cholestercl a zvyZuie

HDI, cholesterol.

Ukézalo se, Ze dialkylethery rovnéz zvysujl
inzulinovou senzitivitu a Jako takové jsou pouZitelné pPro
zvy¥eni vyufiti glukézy u diabetickych zvifat a pro
oSetfeni  cukrovky, zejména neinzulinové dependentniho
diabetes mellitus. Sloueniny podle vynélezu se hodnotily
standardnim testem, pou¥ivajicim 3T3-L1 adipocyty, které
Jsou zvladté citlivé na insulin, t3j. spotfeba cukru mide
byt néhle aktivovana inzulinem  patnéactinisobné az
dvacetinédsobns. Metodologie pouZitd pro test je podrobnéji

popsana Frostem a kol. v J. Biol. Chem., 260:2646-2652
(1985).

Konkrétnéji se 3T3-L1 fibroblastové burniky ziskaly ze
sbirky Bmerican Type Culture Collection (ATCC), Rockville,
MD) . Buniky se nechaly rfist a? vytvorily shluk a néaslednd se
diferenciovaly do adipocyti. V den 0 se shluk bunek oSetfil
167 mm inzulinu, 0,25 [T dexamethascnu a 0,5 mM
methylisobutylmethylxanthinu v 10% fetalnim bovinnim séru
(FBS), obsahujicim DMEM (Dulbecco’s Modified FEagle’s
Medium). O dva dny pozdéji se médium zmenilo na DMEM,
obsahujici 167 nm inzulinu a 10% FBS. Medium se nasledné
vymeénilo za 10% DMEM a ménilo kazdy dal3i den az do
sklizné., Testované slouceniny, rozpusténé v
dimethylsulfoxidu, se inkubovaly v médiu v den 0 a doplnily

s kaZdou zménou media. Rozdil se stanovil wvizualizaci




kapiCek tuku shromdZdénvch v burikich. Transport glukdzy se
mEril kvantifikaci zabudovani [Y*C)deoxyglukozy do
diferenciovanych  buné&k v  devatém  dni za pouziti
metodologie, popsané Sandoukem a kol. v Endocrinology,

133:352-359 (1993).

Obréazek 8 ukazuije vysledky buné&ného viveje
reprezentativnich slouCenin podle wvynalezu. Transport
glukézy, ktery se hodnotil pri bazédlnich hladinéach,
naznacuje expresi glukézového transportéru Glut 1 v té&chto
péstovanych adipocytech. Jako referendni slouc¢enina se
pouzil troglitazon, sloufenina, ktera je klinicky vyvinuta
jako ¢&inidlo, zvy3ujici vyuziti glukbézy u zvirat a 1lidi
(plné popséno v prikladu 2 patentu US 4,572,912), a které
produkuje 70% zvySeni transport glukozry v téchto buikach
pri davce 5 uM, Tato aktivita troglitazonu Je predzvésti
Jeho  inzulinové-senzitizadnich  G&inkd. Z  testovanych
sioucenin podle vynalezu testovana slouceniny jJak =z
prikladu 1, tak z pfikladu 2 produkovaly podstatné zvydeni
transportni aktivity glukézy, prfiem? sloulenina z prikladu
2 zplscbuje dvojnéasobnou stimulaci. Slouceniny podle

vynalezu se hodnotily pri déavce 100 WM.

Jak Jje patrné z predchdzejicich 0dajh, dialkylethery
podle vynalezu jsou u&inné pokud Jde o sniZovéni Lp(a),
triglyceridd, apolipoproteinu B, VLDL-cholesterolu a LDL-
cholesterclu. Sloufeniny podle vynalezu rovnéZz zvy3uji
apolipoprotoein A-TI, apolipoprotein E, HDL-cholesterol a
HDL/(VLDL + LDL) pomér. Slouceniny jako takové Jsou
pouZzitelné pri 1lédeni a prevenci pred vaskuldrnim

onemocnénin a neinzulinové dependentnim diabetes mellitus.
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Dalsim vprovedenim tohoto vynalezn je zpisch

prevence pred vaskularnim onemocnénim a diabetes, ktery
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zahrnuje podani 0é&inného mnoZstvi slouceniny obecného
vzorce I. ”UéinDYm mnozstvim“ se rozumi davka, potrebna pro
léCeni nebo prevenci proti vaskularnimu onemocnéni nebo
diabetes savce. Sloudeniny jsou zpravidla podavany v davce
pribliZzné 50 aZ 5000 mg/den, b&Znéjl pribliiné 50 a%
2000 mg/den. BR&Zné pouiivanym divkovaci re¥imem bude
pribliZné 50 aZ 300 mg podédvanych Jjednou aZ J&tyrikrat
denné. Stejné davkovaci hladiny se budou pouZzivat pro
léCeni & prevenci pred vaskularnim onemocnénim a rovnéZ pro
specifické sniZeni hladin Lp(a) v plazmé a zvy3eni HDL-
cholesterolu v plazm& a pro 1é&feni a prevenci pred

diabetes,

Dalsi provedeni vynalezu predstavuiji farmaceutické
formulace, obsahujici sloudeninu obecného vzorce T spclecné
s farmaceuticky prijatelnym mastovym zakladem, nosifem nebo
redidlem. Sloudeniny lze formulovat pro bézné oralni nebo
parenteraini podini , pfidem? oralni zpuscb podéni e
vyhodnéjsi. Typickymi farmaceutickymi nosiéi a mastovymi
zaklady, pouZivanymi v ordlnich formulacich jsou napriklad
laktédza; sachardza; Skroby, napfiklad kukutriény &Skrob a
bramborovy Skrob; derivaty celuldzy, napriklad
methylceluldza a ethylceluldza; zelatiny; mastek; oleje,
naprikiad rostlinné oleje, sezamovy olej, ole] ze semen
bavlniku; a glykoly, napriklad polyethylenglykol. Oralni
pfipravky budou mit zpravidla formu tablet, kapsli, emulzi,
roztokl a pod.. RovnéZ lze pou?it formulace s Yizenym
uvoliovanim, napfiklad vyuZivajict polymerni matrici nebo
osmotické Cerpadle a pod.. Typické formulace budou

obsahovat pribliZné 5 hm.% a% 95 hm.3 dialkyletheru,

podaného spolu s mastovym zakladem nebo nosicem. Do
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formulace 1lze zabudovat ochucovadla, nap¥iklad prichut’
tresni nebo pomerande.
Pro parenteralni podani, ti. pro beézny

intramuskularni a intravendzni zpisob aplikace mohou byt
slouceniny formulovany spolu s redidly, napriklad
isotonickym solnym roztokem, 5% vodnym roztokem glukdzy a

pod.. Sloufeniny mohon byt rovné:z formulovany s vosky a

(D«
Fa ]

gely ve formé &ipka. Slouceniny podle vynalezu Jsou rovn

spolu s penetraénimi ¢inidly a pod. ve forme naplasti.
Nasledujici pfiklad dile ilustruje typické formulace podle

vynalezu,

Priklad 10

Prisada Mnozstvi

kyselina 2,2~dimethyl—6—(B—methyl—B—hydroxykarbo— 1000 g
nylbutyloxy)hexanova

Laktoza 960 g

Stearat hoFfecnaty 40 g

SloZky se dokonale promichaly a ziskanou homogenni
smesi se naplnily #4 tvrdé Zelatinové kapsle. KaZda kapsle
S¢ naplnila 200 mg smési a ocbsahovala 100 mg udinndhe
dialkyletheru. Kapsle se podavaly dospélé c¢sobé rychlosti

denné jedna a? tri kapsle pro sniZeni Lp{a) v plazmé.
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Priklad 11

Prisada MnoZstvi

kyselina 2,2~dimethyl—6—(6—methyl—6—ethoxykarbo- 3000 g
nylheptyloxy)hexanova

Laktéza 750 g
Kukuriény Skrob 300 g
Zelatina 120 g
Voda 1000 g
Stearat horednaty 20 g

Dialkylether, laktéza a 150 g kukuriéného Skrobu se
smisilo s roztokem Zelatiny ve vodé&. Mokré granule se
presily, vysudily a Opet presily. Vysudené granule se
smisily se stearatenm hofenatym a zbyvajicim kukufiéniym
5krobem a smés se slisovala do 698 mg tablet za pouZiti
15/32 palcovych standardnich konkdvnich lisovnikd. Kasda

tableta obsahovala 500 ng dialkyletheru.
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Priklad 12

Prisada MnoZstvi
6,6’—oxybis(2,2-dimethylhexanové kyselina) 4,0 g
Polyoxyethylensorbitanmonostearit 0,1 cn®
Natrium karboxymethylceluléza 0,3 g
Komplexni kfemiditan hlinitohofeénaty 0,5 g
Cukr 10 g
Glycerin l 2 cm’
Benzoat sodny 0,5 g
Citrat sodny 0,2 g
Schvalené ¢ervené barvivo 1 mg
Tresfiova prichut 0,02 cmd®
Destilovana voda 100 cm’
Jako polyethylensorbitanmonstearét lze pouZit

napriklad produkty polysorbit 60 nebo Tween 60. Komplexni
k¥emicitan hlinitohofeénaty Jje gelutvorné ¢&inidlo, Lze
pouzit napfiklad produkt Veequm H.V.. Tato latka se
nydratuje prfes nec v 10 o destilované vody, 7z
polyethylensorbitanmonstearétu, tresfiové prichuti, 30 end
destilované vody a dialkyl etheru se pripravi smés, ktera
se vede skrz homogenizér. 7a intenzivniho michani se
pridaji cukr, glycerin, citrat sodny, benzoat sodny a
natrium karboxymethylceluléza a nasledné hydratovany
komplexni kfemiditan hlinitohofetnaty a roztok Cerveného
barviva ve 2 cm? vody. Vysledna Suspenze se homogenizuje

kyseli na pH 5.,0 pridanim kyseliny citronové a naredi do

o
konefného objemu 100 cm® destilovanou vodou. 55 cm® oralni
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davkova Jednotka této suspenze obsahuje 200 mg
dialkyletheru. Pokud je to zadouci, lze &ervené bharvive a
tfesrnovou pfichut vynechat nebo nanradit jinym barvivem a

ochucovadlem.

Vyhodnym provedenim vynalezu Je pouZiti dialkyl ethernd
Pri prevenci a lédeni neinzulinove dependentniho diabetes

mellitus a stavl, které tomuto onemocnéni predchézedji.

Neinzulinové dependentni diabetes mellitus (NIDDM)
nebo jinak oznadovany diabetes typu II je forma diabetes
mellitus, kterd se vyskytuje prevazné u dospé&lych jedincd,
1 kterych je pro pouZiti dostupnd odpovidajici produkce
inzulinu a u kterého existuje defekt v inzulinem mediovaném
vyuZiti s metabolismu glukézy v perifernich tkanich.
Vyvinuty NIDDM se vyznmacuje tremi hlavnim abnormalitami
metabolizmu: rezistenci k inzulinem mediovanému pouZiti
glukdzy, narufenim stravou mediované inzulinové sekrece a

nadprodukci glukézy v Jjatrech.

Lidé, u kterych se aktualné vyviji NIDDM, se zda, Ze
se tak deéje proto, Ze Jjejich B-bunky nakonec pfestanou
udrZovat dostatenou sekreci inzulinu, aby kempenzovaly
inzulinovou rezistenci. Mechanizmus zodpovédny za poskozeni
funkce B-bunék nebyl doposud ldentifikovan, ale mhje
souviset S chronickymi posSkozenimi na B-bunkach,
zpusobenymi  periferdlnim inzulinovou rezistenci a/nebo
Ucinky hyperglykemie. PoZkozeni B-bunék se mlZe rovné:
vyskytovat Jjako independentni inherentni defekt u Spre-

diabetickych™ jedincn.

NIDDM se cCasto vyviji u uréitych rizikovych skupin
populace, pfifem? Jednou takovon skupinou Jjsou jedinci s

PCOS (polycysticky vajecnikovy syndrom) . PCOS je
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nejbéZnéjsi endokrinovim onemocndnim U Zen Vv reprodukénim
véku. Tento syndrom Je charakterizovan hyperandrogenizmem a
nepravidelnou gonadotropinovou sekreci produkujici oligo-

nebo anovulaci.

PCOS Je spojen s hlubokou inzulinovou rezistenci,

ktera vede k podstatné hyperinzulinemii. V d&sledku této
inzulinové rezistence, hrozi u PCOS Zen zvysené riziko
moZnosti vyvoje NIDDM. Hirsutizmus, akné a ple3atost, které
jsou bézZné& zji&tovény u PCOS Zen, Jsou klinickymi znémkami
hyperandrogenizmu. Menstruadni poruchy a neplodnost 9jsou
disledkem dysfunkce vajeCniku souvisejic s nepravidelnou
gonadotropinovou sekreci. Nadbytek androgenu, zplsobeny
pravdépodobné eventudlni konverzi androgen na estrogen,
nraje rovnéZz dilefitou roli p¥L  porueni uvolfiovani

gonadotropinu u PCOS.

NIDDM se rovnéZ vyviji u Jedinci rizikové skupiny
populace trpici GDM (teéhotensky diabetes mellitus).
Téhotenstvi je normalng $pojenc s postupnou rezistenci na
inzulinem mediované pouziti  glukézy. Je faktem, Ze
neinzultovén senzitivita Je niz&i spii v pozdejsim stadiu
téhotenstvi. D& se predpokladat, Ze inzulinova rezistence
je z velké &&sti zprostredkovéna U&inky cirkulujicich
hormonl, napfiklad placentalniho laktogenu, progesteronu a
kertisolu, které se vyvijeji v prib&hu t&hotenstvi. 7
pohledu inzulinové rezistence se citlivost pankreatickych
B-bunek ke glukéze zpravidla zvysuje skoro a? t¥ikrat v
pozdéjsim stadiu téhotenstvi a ukolem odezvy je
minimalizovat Géinky inzulinové rezistence na hladiny
cirkulujici glukézy. Téhotenstvi tedy poskytuije hlavni
~Stres-test™ kapacity B-bunék kompenzovat  inzulinovon

rezistenci.




Dalsi populaci, kteri je povaZovédna za rizikcvou,
pokud jde o vyvoj NIDDM, Jsou oschby se Syndromem X; oscby s
hyperinzulinemii jako pruvodnim jevem; osoby s inzulinovou
rezistenci, vyznadujici se hyperinzulinemii a poruchou
odezvy na exofenni inzulin; a osoby s abnormanim inzulinem
a/nebo vyskytem glukézovych poruch spojenych s prebytkenm
cirkulujicich glukokortikoidn, ristového hormonu,
katecholaminti, glukagonu, parathyroidového  hormonu a

dalSich dal&imi inzulinové rezistentnimi podminkami.

Selhani lécen{ NIDDM mi3e mit za nasledek uUmrti v
disledku kardiovaskuléarni poruchy a dalSich diabetickych
komplikaci vietné retinopatie, nefropatie a periferalni
neuropatie. Dlouhodobé 1é&eni NIDDM zahrnuje program, jeho?
tkolem je napomdhat ve snisovani krevniho cukru v kombinaci
5 dletou a cvidenim. Alternativné léc¢eni NIDDM zahrnuje
podavani oralnich hypoglykemickych ¢Einidel, naptriklad
sulfonylmoCovin samotnych nebo v kombinaci s inzulinovymi

injekcemi.

Ve vsech pr¥ipadech by bylo tedy Z2&douci vyvinout
zpusob léeni rizikovych skupin populace osob trpicich
PCOS a GDM, ktery by =zabranil nebo oddalil nastup
NIDDM, ¢&imZ by pfinesly ulevu, zvy§il kvalitu Zivota,
zabranil akutnim a dlouhodobym komplikacim, sniZil
umrtnost a redukoval lédeni doprovézejicich onemocnéni
populace, u nich? existuje riziko wvzniku NIDDM.
Zpusoby  pouZiti slouCenin  podle vynalezu  pri
oSetfovani  rizikevych skupin  populace, trpicich
napriklad PCOS a GDM, jeho? cilem Je zabranit nebo
zpomallt nastup NIDDM, vySe  Jjmenované poZadavky

spliuji.




PATENTOVE NAROKTY

1. Sloucenina cbecnéhc vzorce

ve kterém

n am nezavisle znamenaji celé &isloc od 2 do 9;

Ri, Rz, Ria Ry nezavisle znamenaji alkylovou skupinu s 1
az 6 atomy uhliku, alkenylovou skupinu se 2 aZ 6
atomy uhliku, alkinylovou skupinu se 2 aZ 6 atomy
uhliku; a R, a R, spole&né& s uhlikem, na ktery jsou
navazany, a R; a R, spoledné s uhlikem, na ktery jsou
navazany, mohou tvofit karbocyklicky kruh majici 3 a?
6 atomy uhliku;

Y, a Y, nezavisle  znamenaji  COOH, CHO, tetrazolovou
skupinu a COORs, ve které Ry znamena alkylovou
skupinu s 1 aZ ¢ atomy uhliku, alkenylovou skupinu se
2 ai 6 atomy uhliku, alkinylovou skupinu se 2 a% 6
atomy uhliku, pficemZ alkylova skupina, alkenylova
skupina a alkinylovd skupina mohou byt substituovéany
Jjednou nebo dvémi skupinami, zvolenymi z

halogenoskupiny, hydroxy-skupiny, alkoxyskupiny s 1

[¢

aZz 6 atomy uhliku a fenylové skupiny a

jell farmaceuticky pfijatelné soli.
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2. Slouc¢enina podle naroku 1, Vyznacenda
£t Im, Ze Ry, Rz, Ry & Ry znamenajl Jjednotlivé alkylovou

skupinu.

3. Slouenina podle naroku 1, Vyzna¢cenié
tim, Ze Y, a Y, nezdvisle znamenajl karboxylovou skupinu

nepbo COORs.

4. Sloucenina podle naroku 1, Vyznadc¢endé
L im, Ze ¥, a Y, nezavisle znamenaji karboxylovou skupinu
nebo COCRs, ve které R: znamena alkylovou skupinu s 1 aZ 6

atomy unhliku.

5. Sloucenina podle naroku 4, vy znac¢ena
t 1im , Ze Ry, R;, R; a Ri znamenajil jednotlivé stejnou
alkylovou skupinu a jak Y, tak Y. znamena karboxylovou

skupinu.

6. SlouCenina podle naroku 5, vyznadcenda

t im, Ze Ry, Ry Ry a Ry znamenaji methylovou skupinu.

7. SlouCenina podle néroku 6, Vvyzna¢c¢ena

tim, Zenam jsou stejnd celd disla.
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8. SlouCenina podle narcku 6, Vyznaden

an

tim, Ze jak n tak m znamena 4.

9. Slouenina podle naroku 8, Vyznacdcen a

T 1 m , Ze znameni 6,6’—oxybis(2,2’—dimethylhexanovou

kyselinu) .

10. Slou¢enina podle naroku 7, Vyiznadcena

tim, Zenanmnmse zvoli ze 2, 3, 5 nebo 6.

11. Slouenina podle narcku 10, Vvvyznacdcena
tim, Ze =znamena

5,5’~oxybis(2,2—dimethylpentanovou kyselinu),

4,4’—oxybis(2,2—dimethylbutanovou Kyselinu),

8,8'—oxybis(2,2—dimethyloktanovou kyselinu).

12. Slou&enina podle naroku 7, Vyznadcendéa

tim, Ze jak Y: tak Y, znameni COORs.,

13. Slouéenina podle naroku 12, Vyznadcena

t'im, Ze Rs znamena methylovou skupinu.

14. Sloucenina podle naroku 13, vyznacdcen a
t 1 m , Ze znameni methyl 2,2—dimethyl-8—(7—methyl—7—
methoxykarbonyloktyloxy)oktanoét.

15. Slou¢enina podle naroku 12, vyznac¢ena

t1m, Ze Rs znamena ethylovou skupinu.
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16. Sloucenina podle naroku 15, Vvyznacdcena
t I m , Ze znamena ethyl 2,2-dimethyl-5-(4-methyl-4-
ethoxykarbonylhexyloxy)hexanodt.

17. Farmaceutickd formulace, Vy znadc¢en a
t 1 m,  Ze obsahuje sloudeninu podle ndroku 1 spolednéd s
farmaceuticky pfijatelnym redidlem, nosidem nebo nastiovym

zakladem.

18, Farmaceuticka formulace podle naroku 17, vy -
Znacena t Im Ze pouiiva slouceninu, ve které v,
4 Yz znamenaji nezévisle CQOH nebo COORs, ve kterém Ry

znamena alkylovou skupinu s 1 a3 6 atomy uhliku.

19. Farmaceutickd formulace podle naroku 18, vy -

znadcena tim, Ze pouiiva slouceninu, ve které

Ry, Rey Rs a Ry znamenaji methylovou skupinu.

20. Farmaceutickd formulace podle naroku 19, vy -
znadcenda tim, Ze pouzivad sloudeninu, ve které n

a m jsou identické.

21, Farmaceutickd formulace podle naroku 20, vy -
znadcena tim, Ze pouziva slouceninu, wve které n

a m znamenajil 4.
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2Z. Farmaceuticka formulace podle naroku 21, vy -
2z nacen & t im, Ze pouZivé 6,6'-oxybis{2,2’-

dimethylhexanovou kyselinu).

23. Zplsob sniZeni Lpla), vy znadeny t1im,
ze zahrnuje poddni Lp{(a) sniZujiciho mnoZstvi slouceniny

podle narcku 1 savcli.

24. Zplsob prevence nebo léceni vaskularniho
onemocnéni, vyznaceny t im, Ze zahrnuje podani

u¢inného mnoZstvi sloueniny podle naroku 1 savci.

25. Zpusob zvySeni HDL-cholesterclu v plazmé, vy -
z n aceny t im, Ze zahrnuje podani u&innédho

mnoZstvi sloufeniny podle naroku 1 savci.

26. Zpusob sniZeni triglyceridd v plazmd, v v z n a -
& eny t 1 m , Ze zahrnuje podini G&inného mnoZstvi

slouceniny podle naroku 1 savci.

27. Zplsob prevence nebo léceni neinzulineve
dependentniho diabetes mellitus, vy znadc¢eny
tim, Ze zahrnuje podani uéinného mnozstvi slouceniny

podle naroku 1 savei.
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28. Zplsob sniZeni LDL-cholesterclu, v vznacenyg
t 1 m, Ze zahrnuje podini U&inného mnoistvi sloueniny

podle néroku 1 savcei.

29. Zplasob sniZeni VLDL-cholesterolu, v v znadce -

n vy t i m , Ze zahrnuje podani VLDL-cholesterol

snizujiciho mnoZstvi slouceniny podle naroku 1 savei.

30. Zplsob sniZeni apolipoproteinu B, vvznadde -

n oy t i m, Ze zahrnuje podani u&inného mnoZstvi

slouCeniny podle naroku 1 savei.

31. Zplusob zvySeni apolipoproteinu A-l, v v z n a -
¢ en v 1 m, Ze zahrnuje poddni U&inného mno¥stvi

slouceniny podle naroku 1 savei.

32. Zpisob zvySeni apolipoproteinu E v plazmé, Vy -
znac¢eny t 1 m, Ze zahrnuje podani G&inného

mnozstvi slouceniny podle narcku 1 savci.

Zastupuje:
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