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Derivaty ZluCovych kyselin a derivatii Zlu€ovych kyselin s mastnou kyselinou

Oblast techniky

PredloZeny vynélez se vztahuje ke konjugatim Zludové kyseliny nebo
konjugatiim Zluové soli s mastnou kyselinou (zde déle nazyvanymi BAFAC), k
jejich pouZiti k rozpousténi cholesterolovych ZluSovych kament ve Zlugi,
prevenci jejich vyskytu nebo op&tovného vyskytu, k jejich pouZiti ve zmirfiovéani
nebo prevenci arteriosklerézy a ke zpisobiim 1é&eni uvedenych nemoci.

Melo by byt poznamenano, Ze terminy Zhutové kyseliny a Zlutové soli jsou

podobné a jsou pouZivany zaménitelng.

Dosavadni stav techniky

15 % obyvatel v nejindustrializovangj§ich zemich ma Zlugové kameny.
Vétsina ZluCovych kament jsou cholesterolové kameny, to jest jejich hlavni
slozkou je cholesterol. Cholesterolové Zlu€ové kameny tak predstavuji vazny
zdravotni problém. ZIut je &asto presycena cholesterolem, ktery méa snahu
krystalizovat. Zabranéni krystalizaci cholesterolu ve Zlugi zabrani tvorbg
cholesterolovych Zluovych kameni nebo jejich opétovnému vyskytu po
proceduréch jako je litotrypsie, rozpoust&ni nebo vynéti kamene. Doba, po kterou
se zdrZi nové vyloucend Zlug ve Zlutniku, je kratka, mensi nez 12 az 24 hodin.
Zabran&ni krystalizaci cholesterolu ve Zlu¢i b&hem této periody by zabranilo
tvorbé ZluCového kamene.

Bylo dokézano, Ze cholesterolové Zlu¢ové kameny mohou byt rozpustény
vniting a jejich op&tovny vyskyt zamezen pomoci uréitych Zlucovych soli, jako

chenodeoxycholové kyseliny nebo ursodeoxycholové kyseliny. Terapie pomoci
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Zluové soli ma viak nizkou Wiginnost, je velmi néro¢na na &as a byla do znatné
miry opusténa. Proto jsou poZadovany u€inn&jsi terapie.

Nedavna prace ukazala velkou roli, jakou hraji fosfolipidy v solubilizaci
cholesterolu ve Zlui. (T. Gilat et al, Biochimica et Biophysica Acta 1286, (1996),
95 az 115, Y. Ringel et al, Biochimica et Biophysica Acta 1390, (1998), 293 az
300) a J. Hepatology 28, (1998), 1008 az 1014.) Fosfolipidy jsou hlavni nebo
jedinou slozkou lipidovych agregatii ve Zludi, které solubilizuji cholesterol. Bylo
ukéazano, Ze postupné piidavani fosfolipidii ke Zluti progresivng prodlouzi dobu
tvofeni krystaliza¢nich zarodkd cholesterolu ve zlugi (Z. Halpern et al, Gut 34,
(1993), 110 az 115).

Bylo ukéazano, Ze mezi ur¢itymi fosfolipidovymi molekulovymi druhy
existuji velké rozdily v jejich u¢innosti inhibice krystalizace cholesterolu v
lidskych nebo modelovych Zlugich. Fosfolipidy se 1i3i jeden od druhého hlavng v
piitomnych mastnych kyselinach ve stereospecifickych polohach sn-1 a/nebo sn-2
a jejich hlavnich skupinach. Bylo ukézano, Ze velkych prodlouZeni doby tvoreni
krystalizatnich zarodki cholesterolu a velkych sniZeni rychlosti riistu krystalu
cholesterolu a celkové hmotnosti krystalu cholesterolu se dosahne se zm&nami
fosfolipidovych molekularnich druh@, aniz by se zménila absolutni nebo relativni
mnoZzstvi fosfolipidii. Krystalizace cholesterolu byla znatné zpozdéna, kdy? sn-2
mastna kyselina byla nasycend, kdyZ hlavni skupinou byl serin namisto cholinu
atd. (Y. Ringel et al vySe).

Také bylo ukézano, Ze rizné fosfolipidové slozky samy o sob& (bez
molekuly fosfolipidu jako celku), napt. nasycené mastné kyseliny jako je
palmitova kyselina nebo stearova kyselina nebo fosfatidylglycerol, maji silnou
inhibi¢ni aktivitu krystalizace cholesterolu.




Tak obohaceni lidské Zlui obecng fosfolipidy nebo konkrétnimi fosfolipidy nebo
Jejich sloZkami jako jsou mastné kyseliny by znatn& zpomalilo krystalizaci
cholesterolu ve Zluti a bylo by dosaZeno poZzadovaného vysledku.

Problémem bylo, jak obohatit fosfolipidy nebo jejich sloZzkami lidskou Zlug
in vivo. KdyZ jsou Zlu€ové soli podéavany lidem, jsou tyto velmi ucinng
absorbovany, vstfebany jatry a vylougeny do Zluéi. Toto se také vztahuje na
syntetické analogy Zlu€ové soli. Pro tyto iely existuji v téle specifické a velmi
u¢inné transportni mechanismy. KdyZ se tak pravidelng podava ursodeoxycholova
kyselina (ktera je normalné pfitomna v lidsk¢ Zlugi v malych mnozstvich), je tato
vstiebavana a vylu€ovana do Zlugi a nakonec tvoti 30 aZ 50 % biliarnich
Zlu€ovych kyselih‘ Avsak jak je uvedeno vyse, térapie Zlu€ovou soli pro
rozpusténi cholesterolovych Zlu€ovych kamenii neni uspokojiva.

Fosfolipidy a jejich slozky se dobie absorbuji a vstiebavaji jatry. Vylougeni
fosfolipidu do Zlu¢i je viak pevné regulovano jatry a pouze omezena mnoZstvi a
druhy fosfolipidii jsou vylu€ovany do Zludi ve spojeni s vylu€ovanim Zlugovych
soli a cholesterolu. V soucasnosti neexistuje uginny zpiisob kvantitativni nebo
kvalitativni modulace lidskych biliarich fosfolipidovych piipravki do
jakéhokoliv vyznamného stupné. Kdy? fosfolipidy z potravy dosahnou jater,
mohou byt metabolizovéany, vylougeny do krve nebo ulozeny v jatrech. Pouze
mala mnoZstvi a pfedem uréené druhy se vyloudi do Zlu¢i s miniméalnimi
moznostmi pro jejich modulaci.

Proto bylo Zadouci nalézt uspokojivy zpilisob transportu fosfolipidd nebo
Jedné z jejich sloZek do Zludi, coZ by zlepsilo solubilizaci biliarniho cholesterolu
a zabranilo tvorbé cholesterolovych Zluéovych kameni nebo rozpustilo existujici
Zlu€ové kameny. |

Z izraelského patentniho spisu & 95668 a odpovidajicich patentnich spist

USA jsou znamy derivaty Zlu¢ové kyseliny obecného vzorce 1,




W-X-G )

kde G je radikal Zlu¢ové kyseliny, W je aktivni slouCeninova skupina léku a X je
bud’ pfimo vazba nebo vazebny €len mezi uvedenym radikalem ZluCové kyseliny
a aktivni slou¢eninou. V uvedenych spisech je uveden dlouhy seznam
substituentd, ale konkrétné neni uvedeno, Ze W oznacuje radikal mastné
kyseliny, ani nasycené mastné kyseliny, ani nenasycené mastné kyseliny, to jest
uvedené spisy neuvadéji nic o BAFAC.

Navic mezi viemi Géely uvedenych slouCenin nelze nalézt ani nardzku na
to, Ze jakakoliv z uvedenych slou¢enin mize byt vyuZita ke zlepSeni solubilizace
biliarniho cholesterolu, k prevenci tvorby cholesterolovych Zlu¢ovych kament, k
rozpu$téni existujicich Zluovych kamentl, ke zmirfiovani nebo prevenci

arteriosklerozy.

Podstata vynalezu

V soudasné dobé bylo zjisténo, Ze Zluové kyseliny nebo soli,
konjugované s mastnymi kyselinami (nasycenymi nebo nenasycenymi) bud
piimo nebo pomoci spojujici vazby X (ob& moZnosti jsou pokryty terminem
BAFAC), mohou slouZit jako pfenaSece pro transport mastnych kyselin do Zluci
pomoci velmi u€innych enterohepatickych cirkulaci ZluCovych kyselin a soli.
Také bylo ukizano, Ze BAFAC jsou absorbovany ze stieva, vstiebany jatry a
vylougeny do Zlugi. Uvedené slouceniny BAFAC zlepsily rozpustnost
cholesterolu ve Zluéi a zna¢né zpomalily jeho krystalizaci. Uvedené slouCeniny
BAFAC jsou proto vyhodna &inidla pro prevenci tvorby nebo opétovného
objeveni cholesterolovych Zlu¢ovych kamenl a pro rozpusténi cholesterolovych

zluGovych kament.




Podavani BAFAC ma tedy inhibi¢ni G¢inek na krystalizaci cholesterolu ve
vaskularnim systému. Ve fyziologickém stavu jsou poziené zZlu€ové kyseliny
nebo soli absorbovany ve stfevu, transportovany vratnicovou Zilou do jater a
vyluéovany cestou Zluci do stfeva. Recirkuluji tak v enterohepatické cirkulaci,
ptri¢emz pouze jejich mald mnoZstvi se dostanou do velkého ob&hu krevniho
(cévniho systému). Slouceniny BAFAC se chovaji vice jako lipidy, které jsou
po stievnim vstfebani transportovany pomoci mizy do velkého ob&hu krevniho.
Bylo ukazano, Ze BAFAC jsou transportovany jak pomoci mizy, tak pomoci
vratnicové Zily. Obéfna cestami jsou vstfebavany jatry a vylu¢ovany :do Zluci. Pii
kazdé enterohepatické cirkulaci jsou vylucovany do stfeva, opét ¢asteéné
znovuvstfebavany pomoci mizy a recirkulovény do cévniho systému pred
vstfebanim jatry. ProtoZe denné€ dochézi k 10 az 12 cyklim enterohepatické
cirkulace, bude &istym vysledkem recirkulace BAFAC ve vaskularnim systému.

Oralni podédvani BAFAC v rozdélenych davkach v pribéhu dne tento
efekt umocni. Byl dokazan inhibi¢ni ¢inek BAFAC na krystalizaci
cholesterolu. Také byla dokazana jejich hodnota ve sniZovani a/nebo prevenci
krystalizace cholesterolu ve vaskuldrnim systému, to jest u arterioskler6zy.

PredloZeny vynalez tak spociva v konjugatech Zlu€ové kyseliny nebo
zlu¢ové soli s mastnou kyselinou, které maji obecny vzorec II,

W-X-G (1)
ve kterém G a X maji stejny vyznam jako ve vzorci I a W oznacuje jeden nebo
dva radikaly mastné kyseliny.

Jako vhodné Zlu€ové kyseliny zde mohou byt zmin&ny napftiklad cholova
kyselina, chenodeoxycholova kyselina, ursodeoxycholova kyselina,
deoxycholova kyselina a jejich derivaty a analogy, atd. PouZité Zlucové kyseliny
mohou byt nekonjugované nebo jako ve Zlu¢i konjugované s glycinem, taurinem

nebo vhodnou aminokyselinou. Tyto moZnosti jsou obsazeny v definici Zlucové




kyseliny a jsou tak zahrnuty v rdmci pfedloZeného vynalezu. Konjugace s
radikalem mastné kyseliny je vétSinou realizovana v poloze 3 skeletu, podle
pouzité Zlucové kyseliny. Konjugaci s radikalem mastné kyseliny je také moZné
provést v jinych polohach, napt. polohach 6, 7, 12 a 24. Je-li Zlu¢ova kyselina
konjugovéna s glycinem nebo taurinem, nelze uskute¢nit konjugaci s radikalem
mastné kyseliny do polohy 24. Konjugace mezi radikilem mastné kyseliny a
Zlu€ovou kyselinou mize byt v a nebo 3 konfiguraci.

Vazebnym &lenem X je s vyhodou skupina -NH- nebo skupina -O- nebo
pfimo vazba.

Zvyhodnénymi mastnymi kyselinami jsou nasycené mastné kyseliny,
které maji vyhodné 6 az 26 uhlikovych atomt, s vyhodou ty, které rﬁaji 14 az 22
uhlikovych atomil. Zvyhodnénymi nasycenymi mastnymi kyselinami jsou
behenova kyselina, arachidova kyselina, stearova kyselina, palmitova kyselina a
myristova kyselina.

KdyZ W oznaduje dv& mastné kyseliny, jsou tyto vyhodné konjugovany v
polohach 3 a 7.

PredloZeny vyndlez také zahrnuje farmaceuticky ptipravek umoziiujici
rozpusténi cholesterolovych Zlucovych kamend ve Zlugi a prevenci jejich tvorby
a umoZiiujici prevenci a/nebo zmirnéni arteriosklerézy a obsahujici jako aktivni
slozku derivat zludové kyseliny s mastnou kyselinou obecného vzorce I1.

Uvedeny piipravek miZe byt ve formé tablety, kapsle, roztoku, emulze
atd.

Uvedeny piipravek miZe obsahovat dopliikové slouceniny jako jsou
noside, rozpoustédla, emulgatory, latky podporujici vstfebavani, inhibitory
cholesterolové syntézy nebo vyluovéni do Zlugi atd. Uvedeny piipravek by mél

s vyhodou obsahovat 0,1 aZ 1,5 g aktivni sloZky.




Ptipravek je vhodné pozfit jednou denné, s vyhodou navecer. MiiZe byt
také pozien v rozdélenych ddvkach behem dne.

PiedloZeny vynalez také zahrnuje pouziti derivatu Zlu¢ové kyseliny a
mastné kyseliny obecného vzorce II nebo farmaceutického ptipravku
obsahujiciho stejnou sloZzku pro rozpusténi cholesterolovych Zlu¢ovych kamenti
ve Zludi a pro prevernci jejich tvorby.

Predlozeny vynalez také zahrnuje pouziti derivatu Zluové kyseliny a
mastné kyseliny obecného vzorce Il nebo farmaceutického pfipravku
obsahujiciho stejny derivat pro prevenci a/nebo zmirnéni arteriosklerozy.

PiedloZeny vynalez také zahrnuje zplsob rozpusténi cholesterolovych
#lutovych kament ve Zluci a zplisob prevence jejich tvorby podavanim derivatu
7ludové kyseliny a mastné kyseliny obecného vzorce I nebo farmaceutického
p¥ipravku obsahujiciho tentyz derivat.

Piedlozeny vynalez také zahrnuje zplsob prevence a/nebo zmirnéni
arteriosklerozy podéilénim derivatu Zzludové kyseliny a mastné kyseliny
obecného vzorce II nebo farmaceutického pfipravku obsahujiciho tentyZ derivat.

Predlozeny vynalez bude nyni popsan s odkazem na doprovazejici
ptiklady a obrazky, bez toho, aby byl na né omezen.

V uvedenych obrézcich je zndzornéno:

Obr. 1 znazortiuje dobu do zaznamenani krystalu. Modelovy roztok Zluci.
Vlivy palmitoyl-cholatu (PalC).

A - Kontrolni roztok. B, C - Néhrada 10 % a 20 % natrium-taurocholatu
(NaTC) ekvimolarnimi mno¥stvimi PalC, v uvedeném pofadi. D - Né}hrada 20 %
fosfolipida s PalC. E, F - pridavek 10mM a 20mM PalC k roztoku, v uvedeném
poradi.

Obr. 2 znazoriiuje hmotnost krystalu cholesterolu. Modelovy roztok Zludi.

Vlivy PalC. A,B,C,D,EaF - jako u obr. 1.
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Obr. 3 znazoriiuje rychlost ristu krystalu. Modelovy roztok Zluci. Vlivy
PalC. A,B,C,D, E aF - jako u obr. 1.

Obr. 4 znazoriiuje chromatografii na tenké vrstvé. A - PalC standardy v
&istém roztoku (vlevo) a ve Zludi kie€ki. B - Kiec¢i zlu¢ kontrolnich zvirat
(vlevo) a zlu¢ kiecki krmenych PalC.

Obr. 5A znazorniuje kroky pfi konjugaci cholové kyseliny (na uhliku C3) s
behenovou kyselinou (22 uhlikovych atomi), arachidovou kyselinou (20
uhlikovych atomi), stearovou kyselinou (18 uhlikovych atomi), palmitovou
kyselinou (16 uhlikovych atomtl), myristovou kyselinou (14 uhlikovych atomi),
laurovou kyselinou (12 uhlikovych atoml) a hexanovou Kyselinou (6 uhlikovych
atomil).

Obr. 5B znézoriiuje stupné syntézy stearoyl-cholatu konjugovaného s
glycinem.

Obr. 5C znazortiuje konjugaci oleoyl-cholatu.

Obr. 5D znazorfiuje konjugaci cholové kyseliny se dvéma molekulami
stearové kyseliny v polohach C3 a C7 skeletu ZluCové kyseliny.

Obr. 6 znazortiuje hmotnost krystalu cholesterolu. Modelovy roztok Zluci.
Vlivy myristové kyséliny (14 uhlikovych atom), palmitové kyselin); (16
uhlikovych atom), stearové kyseliny (18 uhlikovych atomi) a arachidové
kyseliny (20 uhlikovych atomi) konjugovanych s cholovou kyselinou (na ubliku
C3). Testovaci sloudeniny nahradily 20 molarnich % NaTC v kontrolnim
roztoku.

Obr. 7 znazortiuje dobu tvoteni krystalizaénich zarodki. Modelovy roztok
zlugi. Vlivy slouenin pouZitych v obr. 6.

Obr. 8 znazortiuje hmotnost krystalu cholesterolu v obohacené lidské
#luéi po 22 dnech inkubace. Vlivy 5SmM palmitoyl(16 uhlikovych atomd)-
cholatu, stearoyl(18 uhlikovych atomii)-cholatu a arachidoyl(20 uhlikovych
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atomtl)-cholatu pfidanych ke Zlu¢i pro srovnani s kontrolni zluci a Zlu¢i s
piidanou SmM cholovou kyselinou.

Obr. 9 znazorhuje dobu tvofeni krystaliza¢nich zarodkii, modelové Zluci.
Vlivy nahrady 20 molarnich % NaTC ekvimoldrnimi mnoZstvimi hexanoyl(6
uhlikovych atomit)-cholatu, lauroyl(12 uhlikovych atomt)-cholatu, stearoyl(18
uhlikovych atomi)-cholétu, arachidoyl(20 uhlikovych atomi)-cholatu a
distearoyl-ursodeoxycholatu ve srovnani s modelovou Zluéi a bez nahrady 20 %
NaTC cholovou kyselinou.

Obr. 10 znazortiuje hladiny stearoyl(18 uhlikovych atomi)-cholatu v
kie&cich po 1, 2 a 3 hodinach od pozieni 30 mg. Koncentrace v krvi srdce,

vratnicové krvi a Zluéi Zluéniku.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
3B-Behenoylamino-7a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ova kyselina (Obr. 5A-3)

a) 1,15 g methylesteru 3B-amino-7a,12a-dihydroxy-5p-cholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5A-1) (Francogzsk)'/ patent 1017756, 18. prosince 1952, Chem. Abstr. 52,
1293c) bylo rozpuéténo ve 30 ml vysudeného dimethylformamidu a émés byla za
michani zreagovana s 15 ml triethylaminu. K vyslednému roztoku bylo po
kapkach pfidéno 1,13 g behenoylchloridu v 10 ml dimethylformamidu a v
michani bylo pokradovano pfes noc. Reakéni smés byla nalita do vody,
extrahovéna methylenchloridem, organicka frakce byla poté vysuSena siranem

sodnym, odpafena do sucha a zchromatografovéna pfes silikagel smeési
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ethylacetatu a hexanu (6 : 4 a 8 : 2) za zisku 0,8 g methylesteru 3B-
behenoylamino-7a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyseliny (Obr. 5A-2).

'H NMR (CDCls) 8, ppm: 0,69 (s, CH;-18), 0,88 (t, J = 1 Hz, CH;-23), 0,95 (s,
CH;-19), 0,99 (d, J = 3 Hz, CH;-21), 1,25, 1,14 (s, (CHz)), 2,14 (t, ] = 5 Hz),
CH;-behenyl), 3,67 (s-COOCH;), 3,91 (d, J = 1,5 Hz, CH-7), 3,96 (s, ] = 4 Hz,
CH-12), 3,99 (m, CH-3), 5,60 (d, J = 4,5 Hz, -CH,CO-).

b) 0,45 g vyse uvedeného methylesteru bylo rozpusténo ve 20 ml methanolu a na
smés se plisobilo 2 ml 1M hydroxidu sodného a smés byla ponechéna 24 hodin
pfi laboratorni teploté. Poté byl methanol oddestilovén, bylo pfidano 10 ml vody
a reakéni smés byla extrahovana ethylacetatem. Vodna frakce byla poté
okyselena zied&nou kyselinou chlorovodikovou za vzniku bilé srazeniny, ktera
byla promyta vodou za zisku 0,41 g Cisté 3pB-behenoylamino-7a.,12a-dihydroxy-
5B-cholan-24-ové kyseliny (Obr. 5A-3).

Piiklad 2
3B-Arachidoylamino-7a.,12a--dihydroxy-5 B-cholan-24-ova kyselina (Obr. 5A-5)

a) 1,0 g methylesteru 3B-amino-7a.,12a-dihydroxy-3 B-cholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5A-1) (viz ptiklad 1) bylo rozpusténo ve 30 ml vysuseného
dimethylformamidua  smé&s se za michani nechala zreagovat s 15 ml
triethylaminu. K vyslednému roztoku bylo po kapkach pfidano 1,0 g
arachidoylchloridu v 10 m! dimethylformamidu a v michani se pokracovalo pfes
noc. Reakéni smés byla nalita do vody, extrahovana methylenchloridem,
organicka frakce byla vysu3ena siranem sodnym, odpafena do sucha a

zchromatografovana pres silikagel smési ethylacetatu a hexanu (6:4a8:2)za
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zisku 0,6 g methylesteru 3f-arachidoylamino-7a,12a.-dihydroxy-53-cholan-24-
ové kyseliny (Obr. 5A—4). '

'H NMR (CDCl;) 8, ppm: 0,70 (s, CH3-18), 0,88 (t, J = 6 Hz, CH3-23), 0,95 (s,
CH;-19), 0,99 (d, J = 3 Hz, CH3-21), 1,25, 1,14 (s, (CHy)18), 2,14 (t, ] = 5 Hz),
CH;-arachidyl), 3,67 (s-COOCHs), 3,91 (d, J = 1,5 Hz, CH-7), 3,96 (t, ] = 4 Hz,
CH-12), 4,4 (m, CH-3), 5,60 (d, J = 4,5 Hz, -CH,CONH).

b) 0,5 g methylesteru 3B-arachidoylamino-7a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové
kyseliny (Obr. 5A-4) bylo rozpusténo ve 20 ml methanolu, na smés se pisobilo 2
ml 1M hydroxidu sodného a smés byla ponechéna 24 hodin pti laboratorni
teplot&. Poté byl methanol oddestilovén, bylo pfidano 10 ml vody a reakéni smés
byla extrahovéna ethylacetatem. Vodna frakce byla poté okyselena zfedénou
kyselinou chlorovodikovou za vzniku bilé sraZeniny, ktera byla promyta vodou
za zisku 0,7 g &isté 3B-arachidoylamino-7a.,12a-dihydroxy-53-cholan-24-ové
kyseliny (Obr. 5A-5).

Piiklad 3
3B-Stearoylamino-7a.,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyselina (Obr. 5A-7)

Zpusob 1

a) 1,15 g methylesteru 3B-amino-7a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5A-1) (viz pfiklad 1) bylo rozpusténo ve 30 ml vysuseného
dimethylformamidu a za michani zreagovano s 15 ml triethylaminu. K
vyslednému roztoku bylo po kapkach pfidano 1,13 g stearoylchloridu v 10 ml
dimethylformamidu a v michéni se pokraovalo pfes noc. Reakéni smés byla

nalita do vody, extrahovana methylenchloridem, organicka frakce byla vysuSena
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siranem sodnym, odpatena do sucha a zchromatografovéna pies silikagel smési
ethylacetatu a hexanu (6 : 4 a 8 : 2) za zisku 0,68 g methylesteru 3B-
stearoylamino-7a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyseliny (Obr. 5A-6).

'H NMR (CDCl;) &, ppm: 0,69 (s, CH;-18), 0,88 (t, ] = 1 Hz, CH;-23), 0,95 (s,
CH;-19), 0,99 (t, J = 3 Hz, CH;-21), 1,25, 1,44 (s, (CH)i6), 2,14 (t, ] = 5 Hz,
CH;-stearyl), 3,67 (s-COOCH3), 3,91 (d, J = 1,5 Hz, CH-7), 3,99 (m, CH-3), 4,4
(m, CH-3), 5,60 (d, J = 4,5 Hz, -CH,CONH).

b) 0,45 g methylesteru 3B-stearoylamino-70.,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové
kyseliny (Obr. 5A-6) bylo rozpust&€no ve 20 ml methanolu, na smés se plsobilo 2
ml 1M hydroxidu sodného a smé&s byla ponechéna 24 hodin pfi laboratorni
teplot&. Poté byl methanol oddestilovéan, bylo piidano 10 ml vody a reakéni smés
byla extrahovéna ethylacetdtem. Vodna frakce byla poté okyselena zfedénou
kyselinou chlorovodikovou za vzniku bilé sraZeniny, ktera byla promyta vodou
za zisku 0,41 g 3B-stearoylamino-7a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5A-7). Teplota tani 63 az 65 °C.

Zpisob 2

2,5 g 3B-amino-7a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyseliny (ptipravené podle
Kramer et al, J. of Lipid Research 24, 910 (1983)) bylo rozpusténo v acetonitrilu
a pfidano k michanému roztoku 1,2 g stearove kyseliny a 3,6 g N-
hydroxysukcinamidu v témZe rozpoustédle. Po 8 hodinach byla sraZenina
zfiltrovana, promyta rozpoustédlem a odpafena do sucha. Odparek byl pridan k
roztoku 1,2 g stearO\;é kyseliny v 10 ml N-methylmorfolinu a N,N"- |
dimethylformamidu (1 : 3). Po udrZovani pii laboratorni teplot¢ pres noc byl
roztok zfedén vodou, extrahovan ethylacetatem za zisku 0,6 g kyseliny (Obr.
5A-7), identické kyseling podle zpisobu 1.

Zpusob 3
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Roztok 6 g stearoylchloridu byl po kapkéch pfidan k michanému roztoku 1,6 g
aminu (Obr. 5B-18) v toluenu pfi 0 °C a smés byla pfi téZe teploté ponechana 1
hodinu. Vysledny roztok byl zahtivan po dalsi hodinu pfi 50 °C, okyselen 3M
chlorovodikovou kyselinou a poté zfiltrovan. Pevna latka byla promyta vodou a
vysudena pfi 45 °C za zisku kyseliny (Obr. 5A-7), identickeé s kyselinou

popsanou vyse.
Priklad 4
3B-Palmitoylamino—7oc,12a-dihydroxy—5 B-cholan-24-ova kyselina (Cbr. 5A-9)

Zpusob 1

a) 1,0 g methylesteru 3B-amino-7a.,120-dihydroxy-5 B-cholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5A-1) (viz ptiklad 1) bylo rozpusténo ve 30 ml vysuseného
dimethylformamidu a za michani zreagovano s 15 ml triethylaminu. K
vyslednému roztoku bylo po kapkach pfidano 0,8 g palmitoylchloridu v 10 ml
dimethylformamidu a v michani se pokratovalo pres noc. Reakéni smés byla
nalita do vody, extrahovéna methylenchloridem, organicka frakce byla poté
vysu$ena siranem sodnym, odpafena do sucha a zchromatografovana pies
silikagel smési ethylacetatu a hexanu (6:4 a8 :2) za zisku 0,5 g methylesteru
~ 3B-palmitoylamino-7a.,12a-dihydroxy-5 B-cholan-24-ové kyseliny (Obr. SA-8).
'H NMR (CDCly) 8, ppm: 0,66 (s, CHy-11), 0,88 (¢, J = 1 Hz, CH3-23), 0,91 (s,
CH;-19), 0,96 (d, J = 3,5 Hz, CH;-21), 1,22, 1,14 (s, (CH2)14), 2,13 (t, J=5Hz,
CH;-palmityl), 3,67 (s-COOCH;), 3,82 (d, J = 1,5 Hz, CH-7), 3,96 (s, J = 3,9 Hz,
CH-12), 4,09 (m, CH-3), 5,63 (d, J = 4,5 Hz, -CH,CONH).
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b) 0,45 g vySe uvedené¢ho methylesteru bylo rozpusténo ve 20 ml methanolu, na
smés se pusobilo 2 ml 1M hydroxidu sodného a smés byla ponechana 24 hodin
pfi laboratorni teplote. Poté byl methanol oddestilovan, bylo pfidano 10 ml vody
a reakéni smés byla extrahovana ethylacetadtem. Vodna frakce byla poté
okyselena zfedénou l;yselinou chlorovodikovou za vzniku bilé sraZeﬁiny, ktera
byla promyta vodou za zisku 0,4 g ¢isté 3B-palmitoylamino-7a,12a-dihydroxy-
5B-cholan-24-ové kyseliny (Obr. SA-9).

Zptsob 2

2,5 g 3B-amino-7a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyseliny (Obr. 5B-18)
(ptipravené podle Kramer et al, J. of Lipid Research 24, 910 (1983)) bylo
rozpusténo v acetonitrilu a pfidano k michanému roztoku 1,2 g palmitové
kyseliny a 3,6 g N-hydroxysukcinamidu v témZe rozpoustédle. Po 8 hodinach
byla sraZenina zfiltrovana, promyta rozpoustédlem a odpatena do sucha.
Odparek byl pfidan k roztoku 1,2 g palmitové kyseliny v 10 ml N-
methylmorfolinu a N,N’-dimethylformamidu (1 : 3). Po udrZovani pfi laboratorni
teploté pres noc byl roztok zfedén vodou, extrahovan ethylacetatem za zisku 0,6

g kyseliny (Obr. 5A-9), identické kyseliné podle zplisobu 1.
Priklad 5
3B-Myristoylamino-7a.,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyselina (Obr. 5A-11)

a) 0,5 g methylesteru 3B-amino-7a,12a-dihydroxy-58-cholan-24-ové kyseliny
(1) (viz ptiklad 1) bylo rozpusténo ve 30 ml vysuSeného dimethylformamidu a za
michéni zreagovano s 15 ml triethylaminu. K vyslednému roztoku bylo po
kapkéch ptidano 0,4 g myristoylchloridu v 10 ml dimethylformamidu a v

michani se pokragovalo pfes noc. Reakéni smés byla nalita do vody, extrahovéna
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methylenchloridem, organické frakce byla poté vysusena siranem sodnym,
odpafena do sucha a zchromatografovéna pres silikagel smési ethylacetatu a
hexanu (6 : 4 a 8 : 2) za zisku 0,4 g methylesteru 3B-myristoylamino-7a,120.-
dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyseliny (Obr. 5A-10).

'H NMR (CDCls) 8, ppm: 0,69 (s, CH;-18), 0,88 (t, J = 1 Hz, CH;3-23), 0,95 (s,
CH;-19), 0,99 (d, J = 3 Hz, CH3-21), 1,25 (s, (CH2)12), 2,14 (t, ] = 5 Hz, CHs-
myristyl), 3,67 (s-COOCHj), 3,91 (d, J = 1,5 Hz, CH-7), 3,99 (d, J =4 Hz, CH-
12), 4,4 (m, CH-3), 5,60 (d, J = 4,5 Hz, -CH,CONH). ’

b) 0,45 g methylesteru 3B-myristoylamino-7o.,12a-dihydroxy-583-cholan-24-ové
kyseliny (Obr. 5A-10) bylo rozpusténo ve 20 ml methanolu, na smés se pisobilo
2 ml 1M hydroxidu sodného a smés byla ponechdna 24 hodin pfi laboratorni
teploté. Poté byl methanol oddestilovan, bylo pfidano 10 ml vody a reakéni smés
byla extrahovana ethylacetitem. Vodna frakce byla poté okyselena zfedénou
kyselinou chlorovodikovou za vzniku bilé sraZeniny, ktera byla promyta vodou

za zisku 0,26 g Cisté kyseliny (Obr. 5A-11).
Priklad 6
3B-Lauroylamino-7a.,12a-dihydroxy-5 B-cholan-24-ovéa kyselina (Obr. SA-13)

a) 0,6 g methylesteru 3 B-amino-7a.,120-dihydroxy-5p-cholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5A-1) bylo rozpusténo ve 30 ml vysuseného dimethylformamidu a za
michani zreagovano s 15 ml triethylaminu. K vyslednému roztoku bylo po
kapkach pfidéno 0,6 g lauroylchloridu v 10 ml dimethylformamidu a v michani
se pokradovalo pies noc. Reakéni smés byla nalita do vody, extrahovana

methylenchloridem, organicka frakce byla vysusena siranem sodnym, odpaiena
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do sucha a zchromatografovana ptes silikagel smési ethylacetatu a hexanu (6 : 4
a 8 : 2) za zisku 0,5 g methylesteru 3p-lauroylamino-7a,120a-dihydroxy-583-
cholan-24-ové kyseliny (Obr. 5A-12).

'H NMR (CDCls) 8, ppm: 0,67 (s, CH3-18), 0,89 (t, J = 1 Hz, CH3-23), 0,94 (s,
CHs-19), 0,99 (d, J = 3 Hz, CH;-21), 1,25 (s, (CHa)10), 2,14 (t, ] = 5 Hz, CH;3-
lauryl), 3,67 (s-COOCHs), 3,91 (d, J = 1,5 Hz, CH-7), 3,99 (t, ] = 3,95 Hz, CH-
12), 4,4 (m, CH-3), 5,60 (d, J = 4,5 Hz, -CH,CONH).

b) 0,45 g methylesteru 3B-lauroylamino-7a.,12a-dihydroxy-5p-cholan-24-ové
kyseliny (Obr. 5A-12) bylo rozpusténo ve 20 ml methanolu, na smés se piisobilo
2 ml 1M hydroxidu spdného a smés byla ponechana 24 hodin pii laboratorni
teploté. Poté byl metﬁanol oddestilovan, bylo pfidano 10 ml vody a r'eakéni smes
byla extrahovana ethylacetatem. Vodna frakce byla poté okyselena zfedénou
kyselinou chlorovodikovou za vzniku bilé sraZeniny, ktera byla promyta vodou

za zisku 0,41 g &isté kyseliny (Obr. 5A-13), teplota tani 82 az 88 °C.
Priklad 7
3B-Hexanoylamino-7a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyselina (Obr. 5A-15)

a) 1,0 g methylesteru 3B-amino-7a.,12a-dihydroxy-5f-cholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5A-1) (viz ptiklad 1) bylo rozpusténo ve 30 ml vysuseného
dimethylformamidu a za michani zreagovéno s 15 ml triethylaminu. K
vyslednému roztoku bylo po kapkach pfidéno 1,2 g hexanoylchloridu v 10 ml
dimethylformamidu a v michani se pokraCovalo pfes noc. Reakéni smés byla
nalita do vody, extrahovéana methylenchloridem, organicka frakce byla vysusena

siranem sodnym, odpafena do sucha a zchromatografovana pfes silikagel smési
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ethylacetatu a hexanu (6 : 4 a 8 : 2) za zisku 0,7 g methylesteru 303
hexanoylamino-7a,12a-dihydroxy-5B-cholan-24-ové kyseliny (Obr. 5A-14).
'H NMR (CDCls) §, ppm: 0,69 (s, CH;-18), 0,88 (t, J = 1 Hz, CH3-23), 0,95 (s,
CH;-19), 0,99 (t, ] = 3 Hz, CH;-21), 1,25 (s, (CHy)a), 2,14 (t,J =5 Hz, CHs-
hexyl), 3,67 (s-COOCH3), 3,91 (d, J = 1,5 Hz, CH-7), 3,99 (¢, J = 4 Hz, CH-12),
4,4 (m, CH-3), 5,60 (d, J = 4,5 Hz, -CH,CONH).

b) 0,5 g methylesteru 3B-hexanoylamino-7a,12a-dihydroxy-5p-cholan-24-ové
kyseliny (Obr. 5A-14) bylo rozpusténo ve 20 ml methanolu, na smés se pasobilo
2 ml 1M hydroxidu sodného a smés byla ponechéna 24 hodin pfi laboratorni
teploté. Poté byl methanol oddestilovan, bylo ptidano 10 ml vody a reak¢ni smés
byla extrahovana ethylacetdtem. Vodné frakce byla poté okyselena zfedénou
kyselinou chlorovodikovou za vzniku bilé srazeniny, ktera byla promyta vodou

za zisku 0,4 g Cisté kyseliny (Obr. 5A-15).
Priklad 8

N-(Karboxymethyl)-3B-stearoylamino-7a,120.-dihydroxy-5 B-cholan-24-amid
(Obr. 5B-17)

a) 0,5 g 3B-stearoylamino-7a,12a-dihydroxy-3 B-cholan;24—ové kyseliny (Obr.
5A-7) bylo rozpusténo ve 25 ml vysuSeného 1,4-dioxanu a ochlazeno na -10 °C.
Michany roztok byl zreagovan s 0,5 ml triethylaminu, poté s 0,085 ml
chlorethylformiatem’a pfi stejné teploté bylo michano 15 minut. Roztok byl
ponechén dosahnout laboratorni teploty, zreagovan s 0,1 ml triethylaminu a se
14 g hydrochloridu ethylglycinu a roztok byl ponechan reagovat pies noc.

Reaké&ni smés byla nalita do vody, extrahovana ethylacetatem a promyta vodou.
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Extrakt byl odpaten do sucha a zchromatografovan na silikagelu smési
ethylacetatu a hexanu (60 : 40), Cistym ethylacetatem a poté smési ethylacetatu a
methanolu

(9 : 1) za zisku 0,27 g produktu (Obr. 5B-16).

b) 0,27 g vyse uvedené slou¢eniny bylo rozpusténo ve 20 ml methanolu a na
smé&s se ptisobilo 2 ml 1M hydroxidu sodného. Po 24 hodinach byl methanol
odpaten do sucha, odparek rozpuitén ve vodé a extrahovén ethylacetatem.
Vodna frakce byla okyselena 1M HCI. Ziskana sraZenina byla prom);ta vodou a

vysusena za zisku 0,24 g vysuSeného materialu (Obr. 5B-17).

Priklad 9
3B-Oleoylamino-7a,12a-dihydroxy-5 B-cholan-24-ova kyselina (Obr. 5C-20)

a) 1,6 g methylesteru 3B-amino-7a,120-dihydroxy-5p-cholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5A-1) bylo rozpusténo ve 30 ml vysuSeného dimethylformamidu a za
michani zreagovano s 3 ml triethylaminu. K vyslednému roztoku bylo po
kapkach ptidano 1,38 g oleoylchloridu v 10 ml vysuseného dimethylformamidu
a vysledny roztok byl ponechén pfi laboratorni teploté pfes noc. Reakéni smés
byla nalita do vody, extrahovana ethylacetatem, organicka frakce byla preCisténa
promytim zfed&nou kyselinou chlorovodikovou, hydrogenuhli¢itanem sodnym a
poté vodou. Odpaieni do sucha za sniZzeného tlaku dalo vznik 3,1 g, které byly
zchromatografovény pres silikagel pomoci smési ethylacetat/hexan (4 : 6a 10 :

8) za zisku 1,8 g methylesteru (Obr. 5C-19).
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b) Na roztok 1,2 g methylesteru ve 20 ml methanoluse pisobilo pfi laboratorni
teploté roztokem 5 ml 1M hydroxidu sodného a smés byla udrZovana pii
laboratorni teploté 48 hodin a poté odpafena do sucha. Odparek byl rozpustén ve
20 ml vody a tiikrat extrahovan 25 ml ethylacetatu. Vodny extrakt byl okyselen
roztokem kyseliny chlorovodikové za zisku sraZeniny, kterd byla zfiltrovana.
Tato sraZenina byla zchromatografovana na silikagelu smési ethylacetat : hexan :
octovd kyselina (10 : 4 : 0,3) za zisku 0,3 g 3B-oleoylamino-7a,12a-dihydroxy-
5B-cholan-24-ové kyseliny (Obr. 5C-20).

Piiklad 10
3B,7a-distearoylamino-5p-ursodeoxycholan-24-ova kyselina (Obr. 5D-26)

a) 20 g ursodeoxycholan-24-ové kyseliny bylo rozpust€no ve 200 ml absolutniho
methanolu, zreagovano s 1 ml koncentrované kyseliny sirové a michalo se 24
hodin. VétSina rozpoustédla byla oddestilovana a zbytek byl vlit do vody a
extrahovan methylenchloridem. Organicky extrakt byl promyt roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného a chloridu sodného a odpafen do sucha za zisku
19,5 g methylesteru 3o.,7-dihydroxy-5B-ursodeoxycholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5D-21).

"H NMR (CDCls) 8, ppm: 0,66 (s, CH3-18), 0,90 (t, J = 1 Hz, CH;-23), 0,93 (s,
CH;-19), 0,94 (d, ] = 3 Hz, CH;-21), 3,58 (m, CH-3, CH-7), 3,65 (s-COOCHS,).

b) 4,06 g methylesteru (Obr. 5D-21) bylo rozpusténo ve 30 ml vysuSeného
pyridinu a ochlazeno na 0 °C. Reakéni smés byla michdna a po kapkach k ni byl
béhem 15 minut pfidan roztok 1,49 g methansulfonylchloridu v 5 ml pyridinu.

Po 3 hodinach sténi pfi téZe teploté byla reakéni smés nalita do vody s ledem a
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poté extrahovana ethylacetdtem. Organicka faze byla promyta roztokem kyseliny
chlorovodikové, hydrogenuhli¢itanu sodného a chloridu sodného, zfiltrovana a
odpatena za sniZeného tlaku. Odparek, ktery se skladal ze 4 slou€enin, byl
zchromatografovan pies kolonu s kysli¢nikem kemi€itym elu¢nim cinidlem
smési ethylacetatu a hexanu. 5,3 g méné polarni slouceniny byl Zadany
methylester 3a,7B-dimethansulfonyl-5B-ursodeoxycholan-24-ové kyseliny (Obr.
5D-22).

'H NMR (CDCls) 8, ppm: 0,65 (s, CH;-18), 0,90 (d, J = 4 Hz, CH;-23), 0,97 (s,
CH;-19), 1,2 (t, J = 3 Hz, CH;-21), 2,97 (s, CH35802), 2,98 (s, CH350,), 3,64 (s,
CH;S0,), 4,09 (q, J = 12 Hz, H-7), 4,62 (m, H-7).

¢) 5,65 g dimethansulfonylderivatu bylo rozpusténo v 50 ml vysuSeného DMF,
zreagovano s vysudenym azidem sodnym a zahiivano 2 hodiny pfi 130 °C.
Reakéni smés byla ochlazena, vlita do ledové vody a extrahovéna ethylacetatem.
Extrakt byl poté promyt roztokem octanu sodného a chloridu sodného, zfiltrovan
a odpaten do sucha za zisku 4,6 g methylesteru 3f,7a-diazido-58-

ursodeoxycholan-24-ové kyseliny (Obr. 5D-23).

d) 4,5 g diazidoslougeniny (Obr. 5D-23) bylo rozpusténo ve 120 ml methanolu,
ke kterému se ptidalo 150 mg 5% paladia na uhliku a hydrogenovalo se 4 dny za
atmosférického tlaku. Hydrogenace se opakovala s dalsimi 150 mg 5% paladia
na uhliku. Hydrogenovana smés byla zfiltrovana a odpafena za sniZeného tlaku
za zisku 3 g methylesteru 3B,7a-diamino-5pB-ursodeoxycholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5D-24).

'"H NMR (CDCl;) 8, ppm: 0,65 (s, CH3-18), 0,92 (d, J = 4 Hz, CH;-23), 0,96 (s,
CH;-19), 1,2 (t, ] = 3 Hz, CH;-21), 3,68 (s, COOCHj), 3,72, 3,95 (m, 2H-7,3).
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e) 1,47 g methylesteru 3B,7a-diamino-5B-ursodeoxycholan-24-ové kyseliny
(Obr. 5SD-24) bylo rozpusténo v 50 ml vysuSené smési DMSO a DMF (1 : 1),
zreagovano s 2 ml triethylaminu a 30 mg dimethylaminopyridinu a 5,1 g
anhydridu stearové kyseliny. Reakéni smés byla zahi4ta na 50 °C, michéana 18
hodin, vlita do ledové vody a tiikrat extrahovana ethylacetatem. Organicka faze
byla promyta roztokem kyseliny chlorovodikové, hydrogenuhli¢itanu sodného a
chloridu sodného. Po odpareni organického rozpoustédla bylo ziskéno 2,05¢g
olejovitého odparku. Separaci na silikagelu pomoci eluéniho ¢inidla ethylacetat :
hexan (1 : 4) bylo ziskdno mnoZstvi frakci, z nichZ jedna byla podle jejtho MS a
'H NMR spektra 80 mg Z4daného methylesteru 3B,70-distearoylamino-5 B-
ursodeoxycholan-24-ové kyseliny (Obr. SD-25).

MS FAB: MH" 937 (molekulova hmotnost 936)

'H NMR (CDCl3) 8, ppm: 0,66 (s, CH;-18), 0,86 (d, J = 4 Hz, CH;-23), 0,96 (s,
CH;-19), 1,2 (t, J =3 Hz, CH3-21), 1,26 (s, (CHy);6), 3,64 (s, COOCH3;), 3,05 (d,
J=7Hz H-7), 5,75 (m, H-3).

f) 78 mg methylesteru (Obr. 5D-25) bylo rozpusténo ve 20 ml methanolu, ke
smési se pridaly 2 ml 1M hydroxidu sodného a smés se ponechala 48 hodin pfi
laboratorni teploté. Methanol byl za sniZeného tlaku odpaten, odparek byl
rozpus$tén ve 25 ml vody, zfiltrovan a poté okyselen zied€nou kyselinou
chlorovodikovou za zisku srazeniny, kterou byla 3,7a-distearoylamino-5f-

ursodeoxycholan-24-ové kyselina (Obr. 5SD-26y).
Pfiklad 11

Reagencie a zplisoby




LR J es [ 4 - L X ] .
.

22

LE R X1

Cholesterol (Sigma, St. Louis, Mo.) byl dvakrat rekrystalizovan z horkého

ethanolu, natrium-taurocholat (NaTC, Sigma, St. Louis, Mo.) byl dvakrat
rekrystalizovan z ethanolu a etheru (J.L. Pope, J. Lipid Res. 8, (1967) 146 az
147), lecithin z vaje¢ného Zloutku (EYL) (Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al.)

byl uZit bez dal§iho preciSténi. VSechny v této studii pouzivané lipidy byly podle

TLC standardi &isté. Synteticky konjugat Zlucové kyseliny pouZity v prikladech

12 aZ 14 byla palmitoylamino-7a.,12a-dihydroxy-53-cholan-24-ova kyselina
(PalC) (Vyrobena jak je popsano v prikladu 4).

1. Piiprava Zluci

A. Modelova zluc

Smési EYL, cholesterolu a NaTC byly rozpustény v CHCl;/CH;0H (2 : 1,

V/V), vysuseny pod dusikem za laboratorni teploty, lyofilizovany pfes noc a
udrzovany do pouZiti pfi -20 °C pod argonem. Modelové roztoky zluci byly
pripraveny suspendovanim vysuSenych lipidd ve 150mM NaCl, 1,5mM
Na,EDTA, 50mM Tris-HCI o pH 8,0 a inkubaci suspenze 1 hodinu pii 55 °C.
Solubilizované modelové Zluci byly po dobu trvani pokusu inkubovany v
zatavenych lahviékééh pod argonem pfi 37 °C. Alikvotni ¢asti z t&chto
modelovych vzorkl byly kontrolovany denné.

Vsechny modelové vzorky byly pfipraveny trikréat a byly udrZovény pfi
stejnych podminkach béhem celé experimentalni doby.

SloZeni modelové Zluéi bylo nasledujici.

15mM cholesterol, 30mM EYL, 150mM NaTC
Pro piipravu kontrolniho roztoku bylo pouZito 100 % EYL. Ostatni zkoumané
modelové Zluové roztoky byly pfipraveny pfidanim nebo ndhradou (10 az 20
%) EYL nebo NaTC syntetickym konjugatem ZluCové kyseliny (PalC).

B. Piirozena lidska Zlu¢ ze Zlu€niku
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Pfirozen4 lidska Zlug ze Zlu¢niku byla ziskéna od pacientt s
cholesterolovymi Zlu¢ovymi kameny chirurgickym odnétim Zlu¢niku. Aby se
urychlila krystalizace, byla Zlu¢ sebran4 od né€kolika pacient( pfed pouZitim v
experimentech obohacena cholesterolem inkubaci s vysuSenym cholesterolem

nebo smichanim s koncentrovanou modelovou Zluéi.
2. Vyhodnoceni tvorby a ristu cholesterolového krystalu

2.1 Test na zaznamenani krystaliza¢ni doby (COT)

COT (také zvana doba tvofeni krystaliza¢nich zarodk) byla urena podle
Holan et al, v Gastroenterology 77, (1979) 611 az 617. Alikvotni asti kazdé
modelové Zludi byly kontrolovany denné mikroskopii v polarizovaném svétle.
COT byla definovéna jako pocatecni doba detekce alespoii tii krystalil

monohydrétu cholesterolu na pole mikroskopu pfi 100nasobném zvétseni.

2.2 Zkouska rychlosti ristu krystalu (CGR)

Rist krystalu byl sledovan spetkrofotometricky pomoci ¢tecky pro
mikromisti¢ky (SPECTRA-STL, Rakousko) (G.J. Somjen et al, J. Lipid Res.38,
(1977) 1048 az 1052). Alikvotni &asti (50 pl) roztokd lipidd byly v
mikromisti¢kovych otvorech intenzivn€ michéany a protiepavany s
ekvivalentnimi objemy natrium-taurodeoxycholatu (200mM). Po 60 minutach
pfi laboratorni teplot& byly mikromisticky opét protfepany a pii 405 nm byla
zmé&fena absorbance v kaZzdém otvoru. Kazdy modelovy vzorek byl pifipraven
tiikrat a pro méfeni byl vzorkovén duplicitné.

Data byla shromé4Zdéna a analyzovana pomoci IBM kompatibilniho
osobniho potitade a byla vypodtena optickd hustota (OD) zprimé&rovana ze tfi

pFiprav. Pro kazdy roztok byl vynesen graf popisujici pramérné zmeény OD.
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Smérnice v nejstrmé&jsi oblasti k¥ivky byla uréena pomoci linearni regrese z
alespoii tii méfeni a byla oznagena jako CGR. Pro kazdy modelovy vzorek byly

vypoéteny rozdily v CGR a OD mezi dnem 0 a dnem 14.

2.3  Mg&feni hmotnosti krystalu

V poslednim dnu experimentu (den 14) byly v kazdém vzorku provedeny
chemické analyzy na cholesterol, jak bylo popséno v pfedchozim textu (G.J.
Somjen, viz vyse). Vzorky z mikrootvort byly shromazdény, centrifugovany 5
minut pfistrojem Airfuge (Beckman) pii 70 000 otaCkach za minutu. Oddélena
stanoveni byla provedena s celkovym vzorkem (pred centrifugaci), stejné jako s
roztokem supernatantu. MnoZstvi cholesterolu v usazenych peletkach bylo
vypodteno odedtenim mnoZstvi v roztocich supernatantu od mnoZstvi celkového.
Krystalicky charakter peletek byl potvrzen mikroskopii v polarizovaném svétle.
Hmotnost krystalu byla také méfena spektrofotometricky jako rozdil v OD mezi

inkuba¢nim dnem 0 a dnem 14.

3. Analyza dat

Vsechny lipidévé disperze byly pfipraveny tfikrat a ode véech vzorkdl byly
méfeny duplicitn alikvotni &asti. Byly vypolteny stfedni hodnoty OD a
standardni chyby. Rychlosti riistu krystalti byly vypocteny z linearni regresni
analyzy kfivek ristu krystald, jak bylo vysvétleno vyse. Srovnani mezi riznymi

modelovymi roztoky bylo provedeno jednofaktorovou analyzou rozptylu.

Piiklad 12
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Vlivy konjugatu Zlu¢ové soli a mastné kyseliny, pfipraveného v ptikladu 4
(PalC, dale zvaného testovaci slouCenina), na kinetiku krystalizace cholesterolu
v modelovych a lidskych Zlucich.

Byly provedeny experimenty s nahrazovanim a pfidavanim. Byly ziskany
nasledujici vysledky. :

A. Modelova zlu¢ |

a) V modelovém Zlu€ovém roztoku (sloZeni - 150mM natrium-
taurocholat, 15mM cholesterol, 30mM vajecny lecithin, celkem lipidd 10,3 g/dl),
kdyZ bylo 20 % natrium-taurocholé4tu nahrazeno testovaci slou¢eninou (PalC),
doba vytvoreni krystalizanich zérodkl se prodlouiila 0 167 %, rychlost riistu
cholesterolového krystalu byla sniZena o 67 % a celi(ové hmotnost krystalu
cholestefolu po 14 dnech inkubace byla sniZena o 53 %.

b) Kdyz byla testovaci sloutenina pfidana k celému modelovému
¥luGovému roztoku (v koncentraci 20 % ze ZluCovych soli), byly GCinky
nasledujici. |

Doba vytvoieni krystalizaénich zarodkl se pr;odlouiila 0 200 %, rychlost
rastu cholesterolového krystalu byla sniZena o 59 % a celkova hmotnost krystalu
cholesterolu po 14 dnech inkubace byla sniZena o 51 %.

B. Piirozena lidska Zluc¢ |

Kdyz byla testovaci sloucenina (v 10mM kongcentraci) inkubovéna se
sebranou pﬁrozenou‘lidskou Zlugi ze Zluéniku pacientt s cholesterolovymi
Zlu¢ovymi kameny, Byly vysledky nasledujici. |

V ptirozené lidské ZIuci, ze které byly pfedbéinou centrifugaci po 2
hodiny odstranény cholesterolové krystaly, byly no\izé cholesterolové krystaly
pozorovany od inkubaéniho (pfi 37 °C) dne 2. Poéﬁy krystalti se progresivné

zvysily a dosdhly maxima vice nez 150 krystal na mikroskopické pole ve dni
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14. V téZe Zlugi inkubované s 10mM testovaci slou¢eninou nebyly zaznamenany

¥4dné cholesterolové krystaly po celou inkubaéni periodu 21 dnt.

Priklad 13

Studie tvorby krystalizaénich zarodkd cholesterolovych krystaldi v modelovych
lugich byly provedeny nasledujicim zplisobem.

K modelové Zluéi byl pfidan PalC v nasledujicich pomérech (molarni %)

Nahrazenim NaTC z 10 %, z 20 % (B, C),

nahrazenim PC z 20 % (D) a

pfidanim 10 %, 20 % z celkového NaTC (E, F)

Vysledky experlmentu z prikladd 12 a 13 jsou nésledujicim zpusobem
shroméa2dény v doprovodnych obréazcich 1 az 3 (ve vech obrazcich 1 az 3
piedstavuje A kontrolni modelovou Zlu¢ bez PalC).

Obr. 1 popisuje dobu do zaznamenani krystalu = dobu tvorby
krystalizaénich zarodkd. Vysledky jsou uvedeny jako praméry ze tfi stanoveni.
Doba do zaznamenani krystalu se prodlouZila o 167 % v piipad€ C a 0 200 % v
pfipadé F.

Obr. 2 popisuje hmotnost krystalu cholesterolu. Hmotnost krystalu
cholesterolu ve dni 14 byla sniZena o 17 % v ptipadé Bao 53 % v piipadé C. V
ptipadé F byla snizena o 51 %.

Obr. 3 popisuje rychlost ristu krystalu. Rychlost ristu krystalu byla
sni¥ena o 70 % v ptipadé B a 0 59 % v piipadé F.

Tato experimentélni data potvrdila, Ze konjugaty zluovych soli a
mastnych kyselin zabraiiuji nebo zpomaluji krystalizaci cholesterolu v

modelovych a lidskych Zlu€ich.




27
Piiklad 14

A. Zvirata

Samci kfedkl 6 aZ 7 tydni stafi, vazici 79 az 83 g, byli drZeni v zafizeni
pro zvitata s libovolnym pfistupem k vodé a Zradlu.

Testovacim kie&kam bylo per os poddvano specidlni injekéni stfikackou
10 az 15 mg/zv1re/den PalC rozpusténého v 1 ml fyziologického roztoku.
Kontrolnim zvitatiim byl podavén ekvivalentni objem samotného fy21olog1ckeho
roztoku. Obé& skupiny se chovaly norméalné po celou dobu tohoto nakladani s
nimi. Druhy den, po 4 hodinach od aplikace PalC ve fyziologickém roztoku do
jednotlivych zvifat, byla zvifata usmrcena predavkovanim chloroformovymi
parami. Bfi$ni dutiny byly otevieny, Zluéovody byly podvazany, Zlucniky
vyfiznuty a dvakrat promyty ve fyziologickém roztoku. Poté byly umistény na
vriek koénickych plastovych zkumavek a rozfiznuty. Zlug se shroméazdila na dn&
zkumavek.

Byly zkoumany 2 série Zivo€ichi.

L 5 kontrolnich a 5 testovacich zvitat, kazdé dostavajici 10 mg PalC/den,

IL. 3 kontrolni a 9 testovacich zvitat, kazdé dostavajici 15 mg PalC/den.
B. Biochemické postupy

Zludové vzorky byly 5 minut centrifugovany (centrifuga Eppendorf) pfi
2000 otackach za minutu. Mrtva tkai byla odstranéna a supernatant byl
extrahovén podle postupu Folch (chloroform : methanol, 2 : 1). Po rozd€leni s
vodou byla faze lipid analyzovéna tenkovrstvou chromatografii na
silikagelovych (60) tenkych vrstvach (Merck). Eluénim ¢inidlem byla smés
dichlormethan : methanol : octova kyselina (100 : 5 : 1, V/V/V). Vzorky byly
porovnany se spravnym standardem, referenéni &elo (Rf) 0,2 po vyvinuti s

parami L.
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C. Vysledky

V sériich I bylo ziskano 140 pl kontrolni a 100 ul testové Zluéi. V sériich
I bylo ziskano 95 pl kontrolni a 240 ul testové Zluci. Kontrolni zlu¢i a testové
¥lu¢i kazdé série byly kazda zv1ast’ sebrany dohromady. Analyza TLC
(zobrazené na obr. 4) extrahovanych lipidii ukazala pritomnost PalC ve Zluci
testovacich zvitat. To dokazuje, Ze spolknuty PalC je absorbovan a vyluovan do
Zluéi.

Obr. 4 popisuje TLC porovnani experimentl provedenych v ptikladu 14.

A. popisuje standardy PalC

v Listém roztoku (vlevo) a ve Zlu€i (vpravo),
B. popisuje ZIu¢i ki'ecku
z kontrolnich k¥eckd (vlevo) a z kietkd krmenych PalC (vpravo). V

tomto sloupci je vidét pas PalC.

Obrézky 5A, 5B, obrazky 5C a 5D udévaji vzorce sloucenin popsanych v

uvedeném pofadi v pfikladech 1 az 10.
Piiklad 15

Zplsoby
Modelovy zlu¢ovy roztok mé] nasledujici sloZeni.

15mM cholesterol 30mM EYL, 150 mM NaTC. Roztok byl prlpraven
jak bylo popséno v piikladu 11. V testovych roztocich bylo 20 molarnich %
NaTC nahrazeno ekvimolarnim mnoZstvim kazdého konkrétniho testovaného
konjugatu mastna kyselina/Zlu¢ova kyselina. Na obrazcich 6 a 7 jsou v
uvedeném potadi uvedeny vysledky ziskané s konjugaty nasycenych mastnych
kyselin s fetézcem o délce Ci4, C16, C1s @ Cag, které jsou konjugované s cholovou

kyselinou v poloze C3.




s80e
s0ee
.0
.
L]
so8nes
L
L X2 J
LR 2
e0es
aeea

29

Obr. 3 ukazuje vliv téchto konjugatii na hmotnost krystalu cholesterolu po
14 dnech inkubace kontrolnich a testovych roztokd. VSechny vySe uvedené
konjugéty ve srovnani s kontrolnim roztokem sniZovaly konecnou hmotnost
krystalu. Konjugét s Cyg ji sniZoval na 14 % kontrolni hmotnosti, konjugat Cy ji
snizoval na 38 %.

Konjugat s Co, testovany v jiném experimentu, vykazoval podobnou
aktivitu jako konjugét s Ca.

Obr. 7 zobrazuje dobu tvorby krystalizaénich zarodkd (dobu do
zaznamenani krystalu) riznych testovych roztoki ve srovnani s kontrolnim
roztokem. Vysledkem néhrady 20 % Zlugové soli (NaTC) konkrétnimi konjugaty
bylo prodlouZeni doby tvorby krystaliza¢nich zarodki s konjugaty s Ci6, Cig a
C,o. Konjugét s Cy4 neprodlouZil dobu tvorby krystalizaénich zarodkt. Konjugat

s Cyo prodlouzil dobu tvorby krystalizaénich z4rodki o vice nez 360 %.
Piiklad 16

P¥i operacich ziskana Zlu¢ z lidského Zlu€niku byla sebrana dohromady a
byla obohacena koncentrovanym roztokem lipidu, aby se podpofila krystalizace
cholesterolu. Kone&né koncentrace pfidanych lipidd ve Zluci byla 60mM NaTC,
18,4mM EYL a 9,2mM cholesterol. Obohacend Zlu¢ byla ultracentrifugovéna 1
hodinu p¥i 50 000 oté&kéch za minutu, aby se odstranily cholesterolové krystaly
a poté byla rozdélena do péti lékovek. Prva l1ékovka obsahovala pouze
obohacenou Zlug (kontrolni vzorek). K ostatnim 4 lékovkam byly piidany
nasledujici roztoky (v 5mM koncentraci) - cholova kyselina, C1¢(palmitoyl)-
cholat, C,s(stearoyl)-cholét a Cxo(arachidoyl)-cholét. Po 22 dnech inkubace pfi
37 °C byly vSechny Zluéi centrifugovéany vzduchovou odstfedivkou 5 minut pfi

70 000 ota&kach za minutu. Sediment byl odebréan a chemicky byl zmé&fen jeho
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obsah cholesterolu. Vysledky jsou uvedeny na obr. 8 jako umoly cholesterolu v
sedimentované hmotnosti krystalu. Je zfejmé, Ze viechny tfi konjugaty Zlucova
stil/mastna kyselina velmi vyrazné sniZily krystalizaci cholesterolu ve srovnani s

kontrolni Zlu¢i s nebo bez cholové kyseliny.
Priklad 17

Podle popsaného zptsobu piikladu 11 byl se stejnym lipidovym sloZenim
ptipraven modelovy roztok Zluci, ktery slouzil jako kontrolni vzorek. Ve vSech
dalsich vzorcich bylo 20 molarnich % NaTC nahrazeno ekvimolarnimi
mnoZstvimi cholové kyseliny, Ce - cholatu, Cy; - cholatu, C,z - cholatu, Cy -
cholétu (viechny tyto nasycené mastné kyseliny byly konjugovany v poloze C3
skeletu cholétu) a distearoylursodeoxycholatu (s radikaly stearové kyseliny
konjugovanymi ve stejnych podilech v polohach C3 a C7 skeletu zluCové
kyseliny).

Viechny vzorky byly inkubovény pfi 37 °C stejnym zpusobem, jak je
popséno v piikladu 11 a doba tvorby krystalizaénich zarodkd byla ur¢ena
periodickymi mikroskopickymi pozorovanimi na svétle. Vysledky jsou uvedeny
na obr. 9. Vysledky prokazaly, Ze 1) viechny testované konjugaty (BAFAC)
zpomalovaly krystalizaci cholesterolu ve srovnani s kontrolni model;)vou zluci a
ekvimolarnimi mnoZstvimi cholové kyseliny, 2) BAFAC s del3imi fetézci
mastné kyseliny byly 0€inng&jsi, neZ ty s krat$imi fetézci, 3) konjugat s 2

mastnymi kyselinami (distearoylursodeoxycholat) byl obzvlaste ucinny.
Piiklad 18

Vstebavéni a transport stearoylcholatu (Cyg-cholatu)
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Samicim kfe¢k o hmotnosti 80 aZ 100 g byla nitroZaludeéné podéana
jednotliva davka 30 mg Cs-cholatu. Jednotlivé zvifata byla usmrcenapo 1,2 a3
hodinéch po podéni. Vzorkovany byly krev ze srdce, vratnicova krev a Zluc ze
¥lu&niku. Paraleln& byly studovany dvé& skupiny zvifat (A a B). Urovng
stearoylcholatu byly m&feny pomoci HPLC piistroje (Kontron, Svycarsko) s UV
detekci pii 206 nm.

Vysledky jsou uvedeny na obr. 10.

Ve skuping A byly hodnoty po 1, 2 a 3 hodinach v srde¢ni krvi v
uvedeném potadi 99uM, 7uM, 2uM, zatimco hodnoty ve vratnicové krvi byly v
uvedeném poifadi 68M, 99uM a 133uM. Urovng Cg-cholétu ve Zlugi Zluéniku
byly po 2 a 3 hodinach v uvedeném pofadi 540uM a 270uM. Vysledky ve
skupiné B byly podobné.

Data ukazuji, Ze 1) Cjs-(stearoyl)cholét je absorbovan ze stfeva, 2) je
transportovan jak velkym obéhem krevnim (prostfednictvim mizy), tak

vratnicovou Zilou, 3) je aktivng vyludovan do Zlu¢i a je v ni koncentrovan.
Piiklad 19

Stejnym zpﬁs<;bem popsanym v piikladu 11 byl ptipraven mo&elovy
7ludovy roztok. Mél stejné lipidové sloZeni a slouZil jako kontrolni vzorek.

Do testovych roztoki byly pfidany v 20mM koncentracich cholova
kyselina, stearoyl(C;s : 0)-cholét a oleoyl(Cis :1)-cholat. VSechny vzorky byly
100 hodin inkubovény pfi 37 °C. Rozdil mezi optickou hustotou mezi 100
hodinami a 0 hodin (jak je popséno v ptikladu 11) byl pouZit pro méfeni celkové
hmotnosti krystalu po 100 hodinach. Ve srovnéni s kontrolnim roztokem (100
%), byla hmotnost krystalu s cholovou kyselinou 114 %, se stearoyl-cholatem 62

% a s oleoyl-cholatem 55 %.
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Tyto vysledky dokazuji, Z¢ BAFAC jak s nasycenou, tak s nenasycenou
(olejovou) kyselinou sniZuji krystalizaci cholesterolu ve srovnani s kontrolni

Zluéi a s ekvimolarnimi mnoZstvimi cholové kyseliny.
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33 P Zooo “Ure”
. PATENTOVE NAROKY

1. Konjugéty Zlu€ové kyseliny nebo Zlu¢ové soli s mastnou kyselinou,
vyznadujici se tim,Zemaji obecny vzorecIl,

wW-X-G an ,

ve kterém je G radikél Zlugové kyseliny nebo Zluéové soli, W oznacuje jeden
nebo dva radikaly mastné kyseliny a X je bud’ ptimo vazba nebo vazebny Clen
mezi uvedenym radikalem Zlu€ové kyseliny nebo Zlu¢ové soli a mastnou

kyselinou (kyselinami).

2. Konjugaty Zluové kyseliny nebo ZluCové soli s mastnou kyselinou podle
naroku l,vyznadujici se tim,Ze Zlu¢ové kyseliny se vyberou z
cholové kyseliny, chenodeoxycholové kyseliny, ursodeoxycholové kyseliny,

deoxycholové kyseliny a jejich derivatd a jejich analog.

3. Konjugaty Zludové kyseliny nebo Zlu¢ové soli s mastnou kyselinou podle
naroku 1 nebo naroku 2, vyznadujici se tim,zZezlutovakyselina je

konjugovéna s glycinem, taurinem nebo vhodnou aminokyselinou.

4. Konjugéty ZluSové kyseliny nebo Zlu€ové soli s mastnou kyselinou podle
kteréhokoliv z naroki 1 a23,vyznadujici se tim,Zekonjugaces

radikalem mastné kyseliny je v poloze 3 skeletu ZluCové kyseliny.

5. Konjugéty Zluové kyseliny nebo Zlucové soli s mastnou kyselinou podle
kteréhokoliv z narokéi 1 a2 3,vyznadujici se tim,Zekonjugaces
radiklem mastné kyseliny je v poloze vybrané z poloh 6, 7, 12 a 24 skeletu

Zludové kyseliny.
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6. Konjugaty Zlucové kyseliny nebo Zlu¢ové soli s mastnou kyselinou podle
kteréhokoliv znarokGi 1 aZ5,vyznacujici se tim,Ze konjugace mezi

radikalem mastné kyseliny a Zlu¢ovou kyselinou mé—kenﬁ-guraci-?& nebo B.

7. Konjugaty Zludové kyseliny nebo Zlu¢ové soli s mastnou kyselinou podle
kteréhokoliv z ndroki 1 aZ6,vyznacdujici se tim,Ze vazebny Clen se

vybere ze skupin -NH- nebo -O- nebo pfimo vazby.

8. Konjugéty Zlu¢ové kyseliny nebo Zlu€ové soli s mastnou kyselinou podle
kteréhokoliv z ndroki 1 az7,vyznadujici se tim,Ze mastné Kyseliny

jsou nasycené mastné kyseliny s 6 aZ 26 uhlikovymi atomy.

9. Konjugaty Zludové kyseliny nebo Zlu¢ové soli s mastnou kyselinou podle
naroku 8,vyznadujici se tim,Ze nasycené mastné kyseliny maji 14 aZ

22 uhlikovych atomu.

10. Konjugaty Zlutové kyseliny nebo Zlu€ové soli s mastnou kyselinou podle
niroku 8 nebo naroku9,vyznadujici se tim,Zenasycend mastna
kyselina se vybere z behenové kyseliny, arachidové kyseliny, stearové kyseliny,

palmitové kyseliny a myristové kyseliny.
11. Konjugat Zluové kyseliny nebo zlu¢ové soli s mastnou kyselinou,
vyznadujici se tim,Ze jeto3p-behenoylamino-7a,120-dihydroxy-5-

cholan-24-ova kyselina.

12. Konjugét Zludové kyseliny nebo Zludové soli s mastnou kyselinou,
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vyznadujici se tim,Zejeto 3B-arachidoylamino-7a,12a-dihydroxy-5-

cholan-24-ova kyselina.

13. Konjugat Zludové kyseliny nebo Zlu€ové soli s mastnou kyselinou,
vyznadujici se tim,Zejeto 3p-stearoylamino-7a.,12a-dihydroxy-5-

cholan-24-ové kyselina.

14. Konjugat zlucove kyseliny nebo Zlu¢ové soli s mastnou kysellnou
vyznadujici se tim,Zejeto3p- palmitoylamino-7a.,120.- dlhydroxy—S-

cholan-24-ova kyselina.

15. Konjugat Zlu¢ové kyseliny nebo Zlugové soli s mastnou kyselinou,
vyznadujici se tim,Zejeto 3B-myristoylamino-7a,12a-dihydroxy-5-

cholan-24-ova kyselina.

16. Konjugét Zludové kyseliny nebo ZluCové soli s mastnou Kyselinou,
vyznadujici se tim,Zejeto N-(karboxymethyl-3B-stearoylamino-

7a,120-dihydroxy-5 B-cholan-24-amid.

17. Konjugéty Zlugové kyseliny nebo Zlucove soli s mastnou kyselinou podle
kteréhokoliv z narokii 1 a4 a6a210,vyznadujici se timZeW
oznaduje dvé mastné kyseliny, které jsou konjugovany v polohdch 3 a7

Fludového skeletu.

18. Farmaceuticky pfipravek, vyznacujici se t i m, Ze umozZiiuje
rozpousténi cholesterolovych Zlugovych kament ve Zluci a zabrafiuje jejich

vzniku a umoZiiuje prevenci a/nebo zmirn€ni arterioskler6zy a obsahuje jako
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aktivni sloZku derivat Zlu€ové kyseliny nebo Zlu¢ové soli a mastné kyseliny

obecného vzorce II podle kteréhokoliv z naroki 1 az 17.

19. Farmaceuticky ptipravek podle naroku 18, vyznacujici se tim,Ze

jeho forma se vybere z tablety, kapsle, roztoku a emulze.

20. Farmaceuticky piipravek podle z naroku 18 nebo naroku 19,
vyznadujici se tim,Ze obsahuje doplilkovou sloudeninu vybranou z
nosite, rozpoustédla, emulgatoru, latky podporujici vstiebavani a inhibitoru

cholesterolové syntézy nebo jeho vylucovani do Zluci.

21. Farmaceuticky pfipravek podle kteréhokoliv z narokd 18 az 20,

vyznadujici se tim,Zeobsahuje 0,1 az 1,5 g aktivni slozky:.

22. Pouziti konjugatu Zludové kyseliny nebo Zlu¢ové soli s mastnou kyselinou
podle kteréhokoliv z nrokd 1 aZ 17 nebo farmaceutického piipravku podle
kteréhokoliv z narok® 18 aZ 21 pro rozpousténi cholesterolovych Zlu¢ovych

kamenit ve ZIudi a pro prevenci jejich vzniku.

23. Pouziti konjugatu Zlu¢ové kyseliny nebo Zlucové soli s mastnou kyselinou
podle kteréhokoliv z nérokii 1 az 17 nebo farmaceutického piipravku podle

kteréhokoliv z narokd 18 az 21 pro prevenci a/nebo zmirnéni arteriosklerdzy.

24. Zplisob rozpousténi cholesterovych Zlu¢ovych kament ve zluéi a prevence
jejich tvorby, vyznadujici se tim,Zese podava konjugat Zlu€ové
kyseliny nebo Zlu€ové soli s mastnou kyselinou podle kteréhokoliv z naroku 1 aZ

17 nebo farmaceuticky piipravek podle kteréhokoliv z naroki 18 az 21.




s "y v d . .
(] L2 ] .o eor L L ]
[ ] e o9 [ ] Ld » LN J
3 L] ¢ s [ ] [ 4 L [ K J
. LY . [ ] * [ LK
LR L X] LE X N L 1 J e e

37

25. Zpusob prevence a/nebo zmirnéni arteriosklerézy,
vyznadujici se tim,Ze sepodava konjugat ZluCové kyseliny nebo
Zlu€ové soli s mastnou kyselinou podle kteréhokoliv z nérokt 1 az 17 nebo

farmaceuticky pfipravek podle kteréhokoliv z narokii 18 az 21.
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Obr. 5A
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Obr. 5B
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