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(54) Nazev vynélezu:
Pouziti konjugatu Zlu¢ové kyseliny nebo soli
ZluCové kyseliny s mastnou kyselinou nebo
farmaceutického prostiedku jej
obsahujiciho pro snizeni cholesterolu a
1écbu hyperglykémie a diabetu

(57)  Anotace:
Pouziti konjugatu zlu¢ové kyseliny nebo soli Zlucové
kyseliny s mastnou kyselinou obecného vzorce II, ve
kterém G je zbytek zlucové kyseliny nebo soli zZlucové
kyseliny, ktery je poptipad¢ konjugovan na pozici 24 s
vhodnou aminokyselinou, W pfedstavuje jeden nebo dva
zbytky mastnych kyselin, které maji 14 az 22 atomi
uhliku, a X znamena vhodny vazebny ¢len nebo piimo
C=C vazbu mezi uvedenym zbytkem zlucové kyseliny
nebo soli Zlu¢ové kyseliny a mastnou kyselinou ¢i
mastnymi kyselinami, s vylukou, kdy X je v podstaté
Stépitelna intestinalnimi a/nebo bakterialnimi enzy my
béhem procesu absorpce, a X je esterova vazba, nebo
farmaceutického prostiedku jej obsahujiciho, pro
piipravu lé¢iva pro snizeni cholesterolu v krvi a t€le a pro
1écbu hyperglykémie a diabetu.
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Pouziti konjugatu zlu€ové kyseliny nebo soli Zlu€ové kyseliny s mastnou kyselinou nebo
farmaceutického prostfedku jej obsahujictho pro snizeni cholesterolu a 1écbu
hyperglykémie a diabetu

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka novych pouziti uritych konjugata Zlu¢ovych kyselin nebo soli zZluCovych
kyselin s mastnymi kyselinami pro pripravu lé¢iva pro sniZeni cholesterolu a 1é¢bu hyperglykémie
a diabetu.

Dosavadni stav techniky

Podle izraelského patentu ¢. 123 988 jsou znamy konjugaty zluovych kyselin nebo Zlu¢ovych
soli s mastnymi kyselinami [BAFAC I] obecného vzorce I

W-X-G D,

v némz G je zbytek zluové kyseliny nebo soli Zlucové kyseliny, ktery je-li tfeba, je konjugovan
na pozici 24 s vhodnou aminokyselinou, W znamena jeden nebo dva zbytky mastnych kyselin,
které¢ maji 6 az 26 uhlikovych atomu a X znamena NH vazbu mezi uvedenym zbytkem zlucové
kyseliny nebo soli zluové kyseliny.

Z uvedeného patentového spisu je znamé pouziti sloucenin obecného vzorce I a farmaceutickych
prostfedki je obsahujicich pro rozpousténi cholesterolovych zluCovych kamend v zluci,
prevenci vzniku nebo 1é¢eni téchto zlucovych kament a omezeni nebo prevenci arteriosklerozy.
Jsou téz znamé zpusoby 1éCeni téchto chorob.

Podstata vynalezu

Vynalez se tyka pouziti konjugatu zluové kyseliny nebo soli ZluCové kyseliny s mastnou
kyselinou majiciho obecny vzorec II (BAFAC II)

W-X-G (1),
ve kterém

G je zbytek zluCove kyseliny nebo soli zlucové kyseliny, ktery je pfipadné
konjugovan na pozici 24 s vhodnou aminokyselinou,

W predstavuje jeden nebo dva zbytky mastnych kyselin, které maji 14 az 22 atomu uhliku, a X
znamena vhodny vazebny ¢len nebo pfimo C=C vazbu mezi uvedenym zbytkem zlucové kyseliny
nebo soli zlucové kyseliny a mastnou kyselinou ¢i mastnymi kyselinami, s vylukou, kdy X je
v podstaté Stépitelna intestinalnimi a/nebo bakterialnimi enzymy béhem procesu absorpce, a X je
esterova vazba, nebo farmaceutického prostredku jej obsahujiciho pro pripravu 1é€iva pro sniZeni
cholesterolu v krvi a téle.

Bylo pfekvapivé nalezeno, Ze tyto konjugaty BAFAC a farmaceutické prostredky, které je
obsahuji, v nichz W znamena jeden nebo dva zbytky mastné kyseliny, které maji 14 az 22
uhlikovych atomt a X znamena vhodny vazebny ¢len nebo pfimo C = C vazbu mezi uvedenym
zbytkem zlucové kyseliny nebo zbytkem soli zluCové kyseliny a mastnou kyselinou nebo
mastnymi kyselinami, , svylukou, kdy X je v podstaté stépitelna intestinalnimi a/nebo
bakterialnimi enzymy b¢hem procesu absorpce, a X je esterova vazba, (pfiCemz jsou
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slouéeninami obecného vzorce II; zde dale nazyvané BAFAC II) a farmaceutické prostiedky
s jejich obsahem maji dalsi pouziti, zvlasté pak mohou byt pouzity:

a) pro snizeni koncentrace cholesterolu v krvi
b) pro 1é¢eni hyperglykemie a diabetu.

Uvedené BAFAC II a farmaceutické prostfedky, které je obsahuji, mohou byt také pouzity pro
1¢¢eni uvedenych chorob.

Tato vazba musi byt pevna vazba, a to takova, ktera neni v podstaté Stépitelna stfevnimi a/nebo
bakterialnimi enzymy béhem procesu absorpce. Esterova vazba neni tedy vhodna, protoze je
snadno §tépitelna. Vazba znamena zejména NH, ale muze znamenat 1 jiné vhodné vazebné Cleny,
napt. S, P, O-cther atd.

Tato vazba muze byt v alfa nebo beta konfiguraci a muze byt pfipojena v niznych pozicich
v molekule Zlucov¢ kyseliny, pricemz je davana prednost pozicim 3, 6, 7, 12 a 24.

Dale jsou uvedeny choroby, kterych se to tyka, historie jejich 1éCeni a nové pouziti pro 1éCeni
téchto chorob:

A. SniZzeni koncentrace cholesterolu v krvi

Hyperglykémie velmi §kodi zdravi. Je rozhodujicim faktorem nékolika zavaznych chorobnych
procesu jako je ischemicka choroba srdecni, infarkt myokardu, perifemi vaskulami choroba,
mozné nebezpe€i mrtvice atd. Snizeni koncentrace cholesterolu v krvi je prospésné nebo
preventivni u nékterych uvedenych chorob. Soucasna medicinalni 1écba hypercholesterolemie
je zaméfena na snizeni endogenni syntézy cholesterolu v jatrech. Z toho duvodu pouZivané
statiny inhibuji enzym HMG CoA reduktazu. Nicméné hlavni ¢ast télesného cholesterolu
pochazi z cholesterolu pfijatého vyzivou. Dietni zakazy jsou, bohuzel, jak je znamo, neefektivni.
K vazbé zlucovych kyselin (produktii katabolizmu cholesterolu) a jejich vylouceni do strevniho
traktu vedouciho k jejich fekalni exkreci mohou byt téz pouzity iontoménicové pryskyrice. Maji
urcity vliv na krevni cholesterol, ale t¢Z vyznamné vedlejsi ucinky, které omezuji jejich pouziti.

Nyni bylo prokazano, ze BAFAC II snizuji vyzivou zavinénou hypercholesterolemii u nékolika
druhu zvifat, dokonce 1 kdyz zvirata pokracuji v konzumaci diety s vysokym obsahem
cholesterolu a tuka.

B. Léceni hyperglykémie a diabetu

Diabetes mellitus je poruchou metabolizmu sacharida (glukozy). Schematicky je rozdélovan na
typ 1, diabetes zavisly na inzulinu (IDDM -insuline dependent diabetes mellitus),
charakterizovany nedostatkem inzulinu a typ 2, nezavisly na inzulinu (NIDDM - not insulin
dependent diabetes mellitus), charakteristicky hlavné inzulinovou rezistenci. NIDDM je Casto
spojen s obezitou a/nebo ztuénénim jater. Existuji jesté dalsi duvody hyperglykemie. Léceni
diabetu mellitus zahmuje dietu, inzulinové injekce a/nebo ustni podavani hypoglykemickych
léciv. Cilem 1é€by je normalizace hladiny krevniho cukru. Diabetes, zvlasté pak nedostateéné
kontrolovana diabetes, vede k t€zkym komplikacim.

Nyni bylo zjisténo, Ze konjugaty BAFAC II snizuji a normalizuji hladiny krevni glukozy u
modelovych zvirat obou typu diabetu (IDDM a NIDDM).
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Léceni ztucnélych jater

Ztuénéni jater je dnes jednim z nejbéznéjSich onemocnéni jater. Je zpusobeno rozsahlym
ukladanim tuku v jatrech. Histologicky se projevuje riznym mnozstvim mikro a/nebo makro
meéchyrkovitych tukovych kapicek v jaterni tkani. Ztu¢néni jater muze byt zpusobeno l1éky,
drogami, chemikaliemi, chorobami, bakteriemi atd., ale hlavnim divodem je nadmémy pfijem
potravy vedouci k obezit¢ (pfedevsim v oblasti trupu).

Vlivem zvySovani pfevahy nadvahy v blahobytné spolecnosti stoupa rozsifeni ztu¢néni jater.
Ztucnéni jater se mize vyvinout ve steatohepatitis (neinfek¢ni hepatitida zptisobena nadmérnym
vyvinem tukov¢ tkan¢ v jatrech) cirhozu provazenou chorobnosti a imrtnosti.

Nejlepsi 1é¢bou pro ztuénéni jater zpusobené nadmémou vyZzivou je trvalé sniZzeni hmotnosti.
Jak je vSak znamo, toho je jen zfidka dosazeno. Nyni bylo zjisténo, ze BAFAC II mohou snizit
nebo zabranit ztu¢néni jater. To bylo prokazano v pribéhu pokracovani nadmémého pfijmu
potravy u n¢kolika zivocisnych druhu.

V nasledujici ¢asti bude tento vynalez popsan s odkazem na priklady a obrazky, aniz by jimi byl
jakkoli limitovan.

V uvedenych prikladech byla pouzivana , bézna dieta™ nasledujiciho sloZeni:
Sacharidy 50 %, proteiny 21 %, tuky 4 % s mineraly, vlakninou a vitaminovymi dopliky

(pripravenymi fy Koffolk, Petlach Tigwa, Izrael).

Objasnéni vvkresu

Obrazky 1A, 1B a 1C ukazuji postni koncentrace krevni glukézy u hlodavci pii riznych dietnich
rezimech s a bez BAFAC II (150 mg/kg/den), tj.:

obrazek 1A pro krysy (4 t)

obrazek 1B pro kfecky (3 1)

obrazek 1 C pro mysi (16 d)

a

obrazek 2 ukazuje pomér lipid/protein v jatrech inbrednich mysi linie C57J/L krmenych dietou

s vysokym obsahem tuku +/- BAFAC II (150 mg/ kg/den) po dobu péti tydni.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1
1. Samci kiecku

Byli pouziti zlati syrsti kfecci (Anilab, Rehovot, Izrael) stafi 4 az 6 tydnu, o hmotnosti 90 az 110
g. Byli krmeni lithogenni dietou(dieta vedouci k tvorbé zluCovych kameni) (¢. 1), ktera se
skladala z jejich bézné diety doplnéné o cholesterol (1 % hmotn.), kyselinu palmitovou (1,2 %
hmotn.), kukufiény olej (2 % hmotn.; upraveny podle Ayyad et al., Lipids, 1992; 27: 993-998)
(jedna se o hmotnostni %) po dobu 10 tydni. Poloviné zvifat byla navic podana kyselina 3f3-
arachidonoylamido-7a,12a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova v davce 150 mg/kg/den suspendovana
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ve fyziologickém roztoku intragastrickym zpusobem podani. Kontrolnim zvifatim byly
podobné podavany stejné objemy fyziologického roztoku. Po deseti tydnech byla zvirata
anestezovana a byla jim odebrana krev ze srdce za ucelem analyzy. Byla odebrana jatra a ostatni
organy. Hladiny krevniho cholesterolu byly ur¢eny pomoci autoanalyzatoru.

2. Mysi

Byli pouziti samci inbrednich mys§i C57J/L (Jackson Lab., Maine, USA) stafi 4 az 6 tydnu o
hmotnosti 20 az 25 g. Byla jim podavana jejich bézna dieta doplnéna o mléény tuk 15 % hmotn.,
cholesterol 1 % hmotn., kyselinu cholovou 0,5 % hmotn. , kukufi¢ny olej (2 % hmotn.; upraveny
podle Khanuja et al., Proc. Natnl. Acad. Sci. USA 1995; 92:7729-33) (jedna se o hmotnostni %)
po dobu 4 az 8 tydni. (Lithogenni dieta #2). Poloving zvifat ze skupiny byla intragastricky
(zalude¢ni sondou) podavana 3f-arachidonoylamido-7a,12a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova
kyselina v davce 150 mg/kg/den suspendovana ve fyziologickém roztoku. Druhé poloviné byl
podobné podavan stejny objem fyziologick¢ho roztoku. Po 4 az 8 tydnech byla zvirata
anestezovana a byla jim odebrana krev ze srdce za ucelem analyzy. Byla odebrana jatra a ostatni
organy. Hladiny cholesterolu v séru byly stanoveny pomoci autoanalyzatoru.

Dalsi skuping samcu inbrednich mysi C57 J/L (Jackson Laboratoriem, Maine, USA) 4 az 6 tydni
starych, o hmotnosti 20 az 25 g byla podavana lithogenni dieta (¢. 2) po dobu 8 tydnu a pak
bézna dieta po dobu dalSich 8 tydnu. Béhem 8 tydna této bézné diety byla Casti zvifat podavana
kyselina 3B-arachidonoyamido-7a,12a-dihidroxy-5p-cholan-24-ova intragastrickym zptisobem
podavani pii davce 150 mg/kg/den. Po 16 tydnech byla zvifata anestezovana byla jim odebrana
srdeCni krev pro analyzu. Byla jim odebrana jatra a ostatni organy. Hladiny sérového
cholesterolu byly stanoveny vyse uvedenym zpusobem.

Treti skupiné¢ zvirat byla podavana 16 tydnu bézna dicta a pak byla analyzovana stejnym
zpusobem.

Pocet zvirat v kazdé skupiné a vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce 1:

Tabulka 1: Sérovy cholesterol (mg %) testovanych zvirat (stfedni hodnota + smérodatna
odchylka)

Zvirata dicta Trvani n pouze n bézna dieta
(tydny) bézna +BAFAC
dicta II
mySi, inbred. lithogenni 4 5 270 5 143 (19,8)
C5J/L 2 (21,7)
" " 6 6 274 7 125 (10,8)
4.1)
" - 8 5 264 5 139 (0,7)
(5.8)
Krecci (zlati lithogenni 10 5 257 5 202 (59,6)
syrsti) 1 (32,7)
mySi, inbred. Lithogenni 81168 6 101 7 65 (6.8)
C57J/L 2, pak (10,1)
bézna
. Pouze 16 4 81
bézna (5,9

n — pocet zvirat

Hodnoty uvedené v tabulce 1 ukazuji, ze konjugaty BAFAC II vyzna¢né snizuji hladiny
krevniho cholesterolu u pocetné skupiny mysi a krecku.
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Priklad 2
Histologicky zptisob stanoveni

Pritomnost syndromu ztu¢néni jater byla vyhodnocena patologem neobeznamenym se
zpusobem oSetreni, za pouziti nafezanych kodovanych tenkych platki metodou slepého pokusu.

Systém fezt byl nasledujici:

0 — neztu¢néla jatra

1 — minimalni ztuénéni jater <5 % povrchu jater napadeno

2 — stfedni ztuénéni jater 5 az <25 % povrchu jater

3 — zna¢né ztucnéni jater 25 az 50 % povrchu jater je napadeno
4 — t¢zké ztucnéni jater > 50 % povrchu jater je napadeno

1. Krecci

Byli pouziti zlati syrsti kfecci (Silan, Rehovot, Izrael), stafi 4 az 6 tydna o hmotnosti 90 az 110 g.
Byli krmeni lithogenni dietou (¢. 1). Polovin¢ zvifat byla podavana kyselina 3p-
arachidonoylamido-7a,12a-dihydroxy-5p-cholan-24-ova v davce 150 mg/kg/den. Smés byla
podavana suspendovana ve fyziologickém roztoku intragastrickym zpisobem podavani. Kontrolni
skuping zvirat byl stejnym zpusobem podavan pouze fyziologicky roztok. Po 10 tydnech byla
zvifata anestezovana a pouZita pro analyzu. Jatra a ostatni organy byly odebrany a umistény do
formalinu za ucelem histologického vysetreni.

2. Mysi

Byli pouziti samci inbrednich mysi C57 (Jackson Lab., Maine, USA), stafi 4 az 6 tydna o hmotnosti
20 az 25 g. Byli krmeni tzv. westernovou dietou (Georgie et. al. Circulation 2000, 102:1822-27)
obsahujici 1,5 g/kg cholesterolu a 42 % hmotn. tuku, 43 % hmotn. sachanidi a 15 % hmotn.
proteini (jako % zcelkové kalorické hodnoty). Polovin¢ zvifat bylo navic podavano
intragastrickym zpusobem 150 mg/kg/den kyseliny 3B-arachidonoylamido-7a,12a-dihydroxy-5p3-
cholan-24-ové suspendované ve fyziologickém roztoku. Druhé poloviné pokusnych zvifat byl
podavan pouze fyziologicky roztok. Po 4 tydnech byla zvifata anestezovana a pouZzita pro analyzu.
Byla odebrana jatra a ostatni organy a umisténa do formalinu za uéelem histologického vysetfeni.

Pocet zvirat v kazdé skupiné a histologické vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce 2:

Tabulka 2: Vysledky testu ztu¢nélych jater u zvifat:

Zvirata Dieta Trvani n kontrola n +BAFAC
(tydny) (vysledek) (vysledek)
01234 pramér 01234
prumér
krecci (zlati | lithogenni 1 10 7 7 4a 7 61 028
syrsti)
myS$i, inbred. | westernova 4 10 136 1,5b 14 121 10,35
C571J/L

n — pocet zvirat

a — mikrovezikularni tuk

b — smés (mikro a makrovezikulami) tuk

Udaje v tabulce 2 ukazuji, ze konjugaty BAFAC II snizuji a/nebo zabrafiuji ztuénéni jater.
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Priklad 3

Byl sledovan vliv konjugati BAFAC II na postni koncentrace glukozy v krvi u tfi ZivoéiSnych
druhu: kiecku, krys a mysi. Zvirata byla chovana pii bézné dieté nebo pfi diet¢ s vysokym obsahem
tuku (jak je upfesnéno dale). V kazdé skupin€ polovina zvifat pfijimala denni davku BAFAC 11
(150 mg/kg) dispergovanou v 0,5 ml fyziologického roztoku pii krmeni. Druha polovina dostavala
podobnym zptsobem pii krmeni pouze stejny objem fyziologického roztoku. Vsechna zvirata byla
chovana pfi 12hodinovém cyklu stfidani dne a noci pfi 22 °C po celou dobu trvani pokusu. Zvirata
m¢la pfistup k vodé€ podle chuti.

1. Kfecei
Samci zlatych syrskych kfecku

Samci zlatého syrského kiecka, stafi 4 tydny (90 az 100 g) byli krmeni dietou cilenou na ztuénéni
jater obsahujici cholesterol (1,0 % hmotn.), kyselinu palmitovou (1,2 % hmotn.) maslo (6 %
hmotn.), sadlo (10 % hmotn.) a kukuficny olej (2,0 % hmotn.) pfidavané¢ v hmotnostnich
procentech k jejich bézné dieté. Krevni glukoza byla méfena po usmrceni ve stavu pustu po 3
tydnech pokusu. Bylo zde 5 kontrolnich a 5 testovanych zvirat.

2. Krysy

Samci wistarskych krys, stafi 4 tydny (100 az 120 g) byli krmeni béZznou smisenou dietou (Zradlem)
nebo dietou s vysokym obsahem tuku obohacenou o sadlo (10 % hmotn.), cholesterol (2,5 %
hmotn.) a kyselinu cholovou (0,5 % hmotn.), pfi¢emz hodnoty jsou uvedeny v hmotnostnich % .
Krev a vzorky organu byly ziskany po jejich usmrceni (ve stavu hladovéni) po 4 tydnech pokusu.
Poloving zvifat v kazdé skupiné bylo podavano 150 mg/kg BAFAC II; druha polovina dostavala
stejny objem fyziologického roztoku. V kontrolnich a testovanych skupinach bylo po 7 krysach pfi
normalni dieté¢ a 6 krysam v kazdé skupiné byla podavana dicta s vysokym obsahem tuku.

U krecku a krys chovanych na dieté s vysokym obsahem tuku se vyvinula ztu¢néla jatra (potvrzeno
chemickym méfenim jaterniho tuku), vysoka postni koncentrace krevni glukdzy a predstavované
modely NIDDM - na insulinu nezavisla diabetes mellitus.

3. Mysi

Samci mys$i ICR, stafi 4 tydny (prim€ma hmotnost 20 g) byli krmeni obvyklou dietou. Prvni den
pokusu jim bylo injekéné vpraveno intraperitonealné do bfisni dutiny 200 mg/kg streptozotocinu.
(To vyvolalo poskozeni bun¢k ostrivka pankreatu a simulovalo IDDM - na insulinu zavisla
diabetes mellitus). Postni koncentrace krevni glukozy byla ziskana ze zvifat usmrcenych po 16
dnech pokusu. V pokuse byly 3 skupiny po 7 zviratech v kazdé skupin€. Kontrolni — pouze bézna
dieta, zvifata oSetfena Streptozotocinem (Stz), kterym byl podavan intragastricky pouze
fyziologicky roztok a zvifata osetfena streptozocinem, kterym bylo podavano intragastricky
150 mg/kg/den BAFAC II. Pfi vSech téchto studiich hyperglykémie byl pouzit konjugat BAFAC
I1, ktery byl konjugatem kyseliny arachidonové a kyseliny cholové (na pozici 3) za pouziti amidové
vazby ( C-20 BAFAC II, Aramchol).

Vysledky téchto tfi studii ukazuji obrazky 1A, 1B a 1C. (RD - regular diet, tj. bézna dieta; FLD -
Faty Liver Diet, tj. dicta s vysokym obsahem tuku, Stz - Streptozocin.)

Z obrazku je zfejmé, Ze doplnéni diety BAFAC II zna¢né sniZuje koncentraci postni glukozy v krvi
testovanych zvirat. Krevni glukoza se snizila jak u zvifat se ztuénélymi jatry (kfecci a krysy) —
predstavujicich NIDDM, tak 1 u mysi oSetfenych Streptozocinem - predstavujicich IDDM.
Konjugaty BAFAC Il nemély vliv na krevni glukézu krys pfi bézné dieté (bez hyperglykémie nebo
ztuénéni jater).
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Priklad 4

Byly pouzity samci inbrednich mysi C57 J/L, stafi 4 tydny o primémé hmotnosti 20 g (Jackson
Lab. Maine, USA). Byli krmeni 5 tydnu lithogenni dietou s vysokym obsahem tuku zahrujici
cholesterol (1,0 %), kyselinu cholovou (0,5 % hmotn.), sadlo (10,0 % hmotn.), maslo (6,0 %
hmotn.), kyselinu palmitovou (1,2 % hmotn.) a kukufi¢ny olej (2,0 % hmotn.) pfidavanych
v hmotnostnich procentech k jejich normalni diet¢. Krom¢ toho byl zviratim denné podavan
intragastricky k jejich normalni diet¢ bud’ konjugat BAFAC II (150 mg/kg) suspendovany ve
fyziologickém roztoku nebo pouze stejny objem fyziologického roztoku. Konjugaty BAFAC 11
byly konjugaty kyseliny cholové (v poloze 3) bud’ s kyselinou palmitovou (C-16) nebo
arachidonovou (C-20) nebo behenovou (C-22) za pouziti amidové vazby. Kontrolni zvifata (n = 5)
dostala fyziologicky roztok, testovana zvirata dostala bud’ C-16 konjugat (n = 5), C-20 konjugat
(n=35) nebo C-22 konjugat (n=3). Po 5 tydnech a nasledném pustu prfes noc byla zvifata
anestezovana za pouziti ketaminu, byla jim odebrana jatra a poté byla predavkovanim ketaminu
usmrcena. Pak byly 0,5gramové vzorky jater homogenizovany v 5 ml pufrovaného fyziologického
roztoku. Z homogenatu byly extrahovany jaterni lipidy metodou podle Folcha za pouziti smési:
chloroform : methanol (2:1, obj/obj). Pak bylo extrahovano 0,5 ml homogenatu v 5 ml Folchova
roztoku. Po odpareni rozpoustédla byly lipidy zvazeny a n¢kolikrat znovu rozpustény a odpareny
az do konstantni hmotnosti. Proteiny byly kvantitativné urceny v jiném podilu homogenatu
metodou podle Bradforda (Bradford M.M., Annal. Biochem. 1976,72:243).

Byl vypocten pomér (mg/mg) lipidu a proteini. Vysledky pro kazdou skupinu jsou uvedeny jako
stfedni hodnoty (+ smérodatna odchylka). Vypoctené hodnoty skupin byly:

Kontroly 7,9+/-2,32; C-16 BAFAC II 2,25+/-1,20; C-20 BAFAC II 1,44+/-1,18 a C-22 BAFAC I
3,00+/-1,08. Tyto vysledky jsou uvedeny na obrazku 2.

Udaje ukazuji, ze narokované ucinky se projevuji u nékolika konjugati, z nichz nékteré jsou téméi
tak silné jako konjugat C-20 pouzity v pokusech 1, 2 a 3.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti konjugatu Zlucové kyseliny nebo soli Zluové kyseliny s mastnou kyselinou majiciho
obecny vzorec 11
W-X-G (II),

ve kterém G je zbytek zlucové kyseliny nebo soli Zlucové kyseliny, ktery je popfipad¢ konjugovan
na pozici 24 s vhodnou aminokyselinou,

W predstavuje jeden nebo dva zbytky mastnych kyselin, které maji 14 az 22 atomu uhliku, a X
znamena vhodny vazebny ¢len nebo pfimo C=C vazbu mezi uvedenym zbytkem zlucové kyseliny
nebo soli zluové kyseliny a mastnou kyselinou ¢i mastnymi kyselinami nebo farmaceutického
prostredku jej obsahujiciho pro pfipravu 1é¢iva pro snizeni cholesterolu v krvi a téle a pro 1écbu
hyperglykemie a diabetu, a s vylukou, ze X je v podstaté¢ Stépitelna intestinalnimi a/nebo
bakterialnimi enzymy béhem procesu absorpce, a X je esterova vazba.

2. Pouziti podle kteréhokoliv z naroku 1, kde vazebnym ¢lenem je NH.

3.  Pouzti podle n¢kterého z naroka 1 a 2, kde mastna kyselina je vybrana mezi behenovou
kyselinou, arachidonovou kyselinou a stearovou kyselinou.

4. Pouziti podle které¢hokoliv z narokii 1 az 3, kde slouéeninou obecného vzorce Il je kyselina 3-
B-arachidonoylamido-7-a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ova.

2 vykresy
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