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Uvod

Téma mé diplomové prace ,Mutantni apoA-I v1écbé chronickych
tepennych uzavéri a prevenci aterosklerdzy* spadd do oblasti, o kterou mam
dlouhodoby zijem. Vzdy mé totiz zajimala spiSe interni problematika a to
predevsim léCba metabolickych a kardiovaskularnich onemocnéni a jejich
prevence.

Diplomova prace mi pomohla Iépe se zorientovat v tak Siroké problematice
jako je ateroskleroza, jeji patogeneze a 1écba pomoci nejnovéjsich postupti, 1 kdyz

v n¢kterych pitipadech zatim pouze experimentalnich.



1. Jednoduché a slozené lipidy a lipoproteiny v plazmé

Do skupiny krevnich lipidii patii nejen triacylglyceroly (TG), fosfolipidy
(PL), sfingolipidy a glykosfingolipidy, ale také neesterifikované mastné kyseliny
(NEMK, nazyvané téz volné mastné kyseliny, FFA) a novéji téz eikosanoidy
(prostaglandiny, tromboxany a prostacykliny). S ohledem na lipofilni povahu se k
nim obvykle tadi i cholesterol (CH) a jeho estery (CHE).

Skelet triacylglycerola 1 fosfolipidu tvoti glycerol. Triacylglyceroly maji
vSechny alkoholové skupiny esterifikovdny vysSSimi mastnymi kyselinami.
V pfirodnich tucich ma jen mala c¢ast na vSech esterovych pozicich stejnou
mastnou kyselinu. VétSina z nich jsou smiSené acylglyceroly. Fosfolipidy pak
maji na 3. uhliku glycerolu misto mastné kyseliny navdzany cholin, etanolamin,
serin nebo inositol. Mastné kyseliny, které jsou nejcastéji pfitomny v molekule
triacylglycerolu, jsou jednak nasycené (napi. kyselina palmitova /16-C/, kyselina
stearova /18-C/, kyselina arachova /20-C/), jednak nenasycené (napfi. kyselina
palmitolejova /16-C/, kyselina olejova, linolova a linolenova /18-C s jednou,
dvéma a tfemi dvojnymi vazbami/, kyselina arachidonova /20-C a ¢tyfi dvojné
vazby/).

Zakladem cholesterolu je steranovy (gonanovy) skelet tvofeny cCtyimi
kondenzovanymi isocyklickymi jadry s jednou nenasycenou vazbou na 5. uhliku,
-OH skupinou na 3. uhliku, dvéma methylovymi skupinami v polohach 10 a 13 a's
rozveétvenym uhlovodikovym fetézcem na 17. uhliku. Cholesterol je v tkanich a
v plasmatickych lipoproteinech pfitomen bud v neesterifikované formé
(oznacované téz jako ,,volnd*) nebo je vazan na mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem jako ester cholesterolu. Z celkového cholesterolu v plazmé jsou

ptitomny asi 2/3 v podobé esterifikované.

Molekuly lipidd maji hydrofobni charakter, zatimco vnitini prostfedi
organizmu hydrofilni. Proto nastavd problém pfi jejich transportu ve vodném
prostiedi jakym je krevni plasma. Lipidy se zde mohou vyskytovat pouze
navazané na nosi¢ (jako mastné kyseliny vazané na albumin) nebo ve formé
lipoproteinii. To jsou Castice proménlivého slozeni obsahujici proteinovou slozku

(apoprotein), ktera jim ud€luje urcité vlastnosti.



Lipoproteiny zaujimaji v prostoru piiblizn¢ kulovity tvar. Maji
jednovrstevny povrch slozeny z molekul cholesterolu a fosfolipidt, usporadanych
hydrofobni ¢asti dovnitt partikule a hydrofilni vné do polarniho prostfedi plazmy.
Molekuly apoproteini jsou ulozeny na tomto povrchu, nebo jsou do ného
zanofeny a jenom jejich ¢ast vycniva navenek (viz obrazek 5.1). Jadro castice

tvofi triacylglyceroly a estery cholesterolu.

1.1 Klasifikace a nazvoslovi lipoproteini

Cist}'/ tuk md men$i hustotu nez voda, a to vede k tomu, Ze roste-li
v lipoproteinech pomér lipidii vici proteiniim, klesa jejich hustota. Této vlastnosti
se vyuziva pii déleni riznych plasmatickych lipoproteinti ultracentrifugaci nebo
agardzovou elektroforézou.

V klasifikaci lipoproteinti se pak z praktickych divodi stale pouziva nazvi
odvozenych z ultracentrifugace v gradientu hustoty: lipoproteiny o vysoké hustoté
(high density lipoproteins, HDL), lipoproteiny o nizké hustot¢ (low density
lipoproteins, LDL), lipoproteiny o stfedni hustoté (intermediate lipoproteins, /DL)
a lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low density lipoproteins, VLDL).
Castice, které pii této technice ,,plavou” vzdy na povrchu, flotuji, se jmenuiji
chylomikrony.

Dalsi klasifikace lipoproteint je podle jejich pohyblivosti pti agarézové
elektroforéze. Kdybychom srovnavali s elektroforézou bilkovin séra, potom
nejrychleji, tj. na trovni alfa-globulinové frakce, se pohybuji alfa-lipoproteiny,
které odpovidaji frakci HDL. Pomalejsi jsou pref-lipoproteiny, odpovidajici
frakci VLDL a na urovni B-globulinové frakce migruji S-lipoproteiny, tedy Castice
LDL. Castice IDL, které vznikaji katabolismem VLDL, vytvafeji na
elektroforeogramu obraz "Siroké" beta zony. Chylomikrony vzhledem ke svému
sloZeni a velikosti v agar6zovém gelu neputuji a zstavaji na startu.

Chylomikrony jsou v priméru o jeden fad vétsi nez LDL, IDL a VLDL a
az o dva tady vétsi nez HDL. Nejvyssi relativni podil proteini maji HDL a
nejnizsi chylomikrony, nejvétsi relativni podil cholesterolu obsahuji LDL, nejvetsi

relativni podil triacylglycerolli maji chylomikrony a hned po nich VLDL.



Tab. 1.1  Piehled lipoproteint. Podle Schneiderka P.’
chylomikrony | LDL. | IDL VLDL HDL

Agar6zova ELFO na startu B Sir. B pre-P o
Hustota (g/1) <940 1063 | 1019 1006 > 1210
Primérna velikost (nm) 700-12 000 220 315 | 280-750 | 70-1100
Obsah cholesterolu (%) 3 59 41 17 38-43
Obsah triacylglyceroll (%) 88 7 32 56 6-7
Obsah proteint (%) 1-2 25 18 10 40-55

Nejmladsi je nazvoslovi samotnych proteinovych slozek lipoproteinovych

Castic, tedy apoproteinii (n¢kdy nazyvany také ,,apolipoproteiny). Zacaly se

oznacovat velkymi pismeny abecedy, ale jak ptibyvalo znalosti o odliSnosti jejich

struktury (podtiidy, isoformy) a o specifit¢ Gc¢inku, pfibyla k odliSeni arabska a

fimska c¢isla a v jednom ptipadé¢ téz malé pismeno (tabulka 1.2). Podle abecedniho

potadi je hlavni apoprotein HDL (a-lipoproteinu) oznacen pismenem A. Hlavnim

apoproteinem LDL (B-lipoproteinu) je apoB, ktery je vSak rovnéz ve VLDL
(apoB-100) a chylomikronech (apoB-48).

Tab. 1.2 Piehled hlavnich apoproteinii. Podle Schneiderka P.”
Apoprotein | Hlavni funkce
A-1 Strukturdlni pro HDL, ligand pro vazbu HDL, koenzym LCAT.
AAII Strukturdlni pro HDL, ligand pro vazbu HDL, modulator aktivity
LPL a HTGL.
A-1V Ligand pro vazbu HDL, aktivator LCAT.
Apo (a) | Strukturélni pro lipoprotein Lp(a), snizuje fibrinolyzu. Aterogenni.
B-48 Strukturdlni pro chylomikrony.
B-100 Strukturdlni pro VLDL, LDL a IDL, ligand pro LDL-R. Aterogenni.
C-1 Aktivator LPL a LCAT.
C-11 Aktivator LPL a LCAT.
Inhibitor LPL, modulator vazby lipoproteinti bohatych na TG na
C-111
LRP.
D Neznama.
E Ligand pro LDL-receptor a pro LRP. Aterogenni.

HTGL - jaterni lipaza, LCAT - lecitin:cholesterolacyltransferaza, LPL -
lipoproteinova lipaza, LRP - LDL-receptor related protein




2. Metabolismus lipoproteinu

Lipidy pfijaté potravou se v travicim traktu $tépi na volny cholesterol,
mono- a diacylglyceroly a volné mastné kyseliny. Ty se pak difuzi dostavaji do
enterocytilt tenkého stfeva, kde nasleduje jejich reesterifikace mastnymi
kyselinami vét§imi nez C14. Tato cesta se nékdy oznacuje za exogenni (sttevo -
cirkulace - jatra). Produkty zminénych reakei (triacylglyceroly, cholesterolestery)
vytvareji hydrofobni jadro chylomikronové castice. Enterocyt syntetizuje
souCasn¢ apoproteiny apoA-I, A-II, A-IV a B-48, které spolu s fosfolipidy a s
mens$im podilem volného cholesterolu pokryvaji povrch chylomikronu.
Chylomikrony se uvolni ze stfevni bunky fuzi sekrecni vakuoly s bunécnou
membranou. Dostavaji se do prostoru mezi sttevnimi buiikami, odkud pokracuji
lymfatickymi cestami do krve.
apoB-48. Ptesto, ze kazdy chylomikron obsahuje na svém povrchu jen jednu
molekulu apoB-48, rozhoduje tento apoporotein o sekreci chylomikronu z
enterocytu do lymfatického fecisté a zlistdva v chylomikronu vazan po celou dobu
jeho Zivotnosti az do okamziku, kdy je jako chylomikronovy zbytek, ,remnant®,
resorbovan jaternim hepatocytem. Chylomikrony izolované z krve obsahuji i
apoC a apoE, ptestoze nové secernované lipoproteiny jich maji velmi malo nebo
neobsahuji Zadné. Tyto apoproteiny, vSechny syntetizované hepatocytem, ziskdva
chylomikron od HDL, stejné¢ jako fosfolipidy a cholesterol.

Vyznamny je predev§im zisk apoC-II, protoze jako kofaktor
lipoproteinové lipazy, umisténé na endotelu cév, umoziuje jeji interakci s
triacylglyceroly jadra. Lipoprotenova lipaza pak $tépi triacylglyceroly na mastné
kyseliny a glycerol, které jsou vyuzity pro potieby tkanového metabolismu. Jadro
chylomikronu se tim zmenSuje, az vznikne ,,remnant bohaty na apoE a estery
cholesterolu, jenz je nakonec pohlcen hepatocytem. Mechanismus zachyceni
chylomikronového remnantu hepatocytem spociva ve vazbé remnantu, resp. jeho
apoproteinu E, na apoE receptory hepatocytu. Tim kon¢i exogenni metabolicka
cesta a za¢ind cesta endogenni (jatra - cirkulace - periferni tkang¢).

Ze ziskanych esterti cholesterolu se v hepatocytech tvoii zlu¢ové kyseliny,

obnovuji se membrany a predevSim tvoifi VLDL, které jsou bohaté na
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triacylglyceroly pochdzejici z vlastni jaterni syntézy, nebo z cirkulujicich
lipoproteinti. Pravé nabidka triacylglycerolti rozhoduje o jejich velikosti. Dalsi
soucasti VLDL jsou fosfolipidy, apoprotein B-100 a mald mnozstvi apoC-I, C-II,
C-III a apoE, jenz VLDL ziskava nejen z jater, ale rovnéz od HDL (podobné jako
chylomikrony). I dalsi osud VLDL je podobny osudu chylomikronti. V perifernich
tkdnich jsou z nich prostfednictim lipoproteinové lipazy a apoC-I nebo apoC-II
uvoliovany mastné kyseliny. Jadro VLDL se postupné zmenSuje a v zavéru se
Castice zbavuje 1 apoproteinii C, takze zlstava opét zbytek relativné bohaty na
apoE a na estery cholesterolu. Oznacuje se jako IDL (nebo VLDL remnant) a diky
obsahu apoE muze byt zachycen jak LDL receptorem, tak receptorem pro
chylomikronové remnanty. V hepatocytu je IDL za normalnich okolnosti z
poloviny kompletné hydrolyzovan a z druhé poloviny se tvoii ¢astice LDL.

V jatrech vznikly lipoprotein LDL obsahuje ve svém jadru piedevSim
cholesterol (viz tabulka 1.1) a na povrchu pouze apoprotein B-100, jenz je
dialezity pro jeho vazbu na LDL receptor bun€k perifernich tkani i hepatocyti.
Tyto receptory rozendvaji apoprotein B-100 na ¢asticich LDL a apoE na ¢asticich

IDL. Zda se, ze nevazi VLDL ani IDL pomoci jejich apoproteini B-100.

3. Reverzni transport cholesterolu

Transport cholesterolu do tkani je funkci LDL (kapitola 2). Protivahou
tohoto procesu je pak odstranovani cholesterolu z perifernich tkdni, které
zprostfedkovava HDL. Tomuto procesu se rovnéz fikd reverzni transport
cholesterolu (RTC). Takto odstranény cholesterol je transportovan pievazné do
jater, kde probiha jeho exkrece zluc¢i. Ve studiu funkce apoA-I, potazmo apoA-
Imilano, hraje RTC dilezitou roli, nebot’ je to pravé apoA-I, které je za tuto funkci
odpovédné. Evidentni je rovnéz jeho vyznam v aterosklerotickém procesu,
protoze RTC probiha i na makrofazich.

Jak bylo pojednano vySe skladaji se HDL c¢astice jednak zlipida
(fosfolipidy a cholesterol), bilkovinné slozky (apoA-I) a enzymil ¢i proteind
zprostfedkovavajicich vyménu lipidit mezi lipoproteiny. Sem patti: phospholipid
transfer protein (PLTP), umoziujici pfenos fosfolipidii;

lecitin:cholesterolacyltransferaza (LCAT), katalyzujici esterifikaci volného
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cholesterolu (pouze esterifikovany cholesterol mize byt uloZen v hydrofobnim
jadru lipoproteinové Castice) a cholesterolestertransferprotein (CETP), umoznujici
vzajemnou vymeénu nepolarnich lipidi mezi jednotlivymi lipoproteiny.

HDL c¢astice jsou syntetizovany jak v jatrech, tak ve stievé. Nové vznikla
Castice je zpravidla diskovitého tvaru a tvofi ji hlavné apolipoprotein Al. Tyto
Castice jsou po vstupu do obehu obohaceny o dalsi apolipoproteiny syntetizované
v jatrech (apoA-II, apoA-1V, apolipoproteiny skupiny C a E). DalSim zdrojem
apoE véazaného na ¢astice HDL jsou makrofagy.

Obrazek 3.1. Schematické zobrazeni reverzniho transportu cholesterolu. Prevzato z Krdlova
Lesnd et al.’

preﬁ HOL

“HT

Seznam pouzitych zkratek v obrazku: ApoAl — apolipoprotein A-1, ABCAI — adenosine
triphosphate-binding cassette transporter Al, ABCGI — adenosine triphosphate-binding cassette
transporter G1, ABCG4 — adenosine triphosphate-binding cassette transporter G4,
TRL — triglyceride rich lipoprotein, R — remnanty z TRL, PL — fosfolipidy, FC — volny cholesterol,
CE — estery cholesterolu, PLTP — phospholipid transfer protein, LCAT — lecitin
cholesterolacyltransferaza, CETP — cholesterol ester transfer protein, SR-BI — scavenger receptor
calss B type I, TRL — triglyceride rich lipoprotein, LRP — LDL receptor related protein, HTGL —
Jaterni lipaza, TG — triacylglyceroly

K prvotnimu obohaceni ¢astic apoA-I fosfolipidy dochazi ve velké miie jiz
v jatrech nebo ve stfevé pomoci ATP-binding casette transportéru A1 (ABCALI),

ktery je na hepatocytech hojné pritomen. Jeho exprese je regulovana tzv. jaternimi
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receptory X (LXR, liver X receptors, jejich ligandy jsou oxysteroly) a
retinoidnimi receptory X (RXR, retinoid X receptors, ligandem je 9-cis retinoidni
kyselina) a to v zavislosti na mnozstvi cholesterolu v buiikkdch (¢im vice
cholesterolu tim vétsi exprese ABCA1). Castice obohacené o fosfolipidy jsou pak
schopny vice vazat cholesterol a jsou navic chranény ptfed rychlou degradaci.
Vysledkem interakce apoA-I s ABCA1 je vznik malych HDL (HDL3, prep-HDL).
Na povrchu téchto ¢astic jsou vazany CETP, PLTP, LCAT a paraoxonaza. LCAT
pak umoznuje esterifikaci cholesterolu navdzaného na HDL a strukturdlni
prestavbu HDL na tzv. zralé HDLs, jez jsou pak schopny akceptovat dalsi
cholesterol, ¢imz dale zvétSuji svlij objem a stavaji se ¢asticemi HDL, (transport
cholesterolu se vtomto piipadé odehravd pomoci ABCG1 a ABCG4). Tato
Castice je pak obohacena o triacylglyceroly (CETP) a nasledné jsou z ni v jatrech
pomoci scavenger receptoru tiidy B, typu I (scavenger receptor class B type I /SR-
BI/) odstranény estery cholesterolu. Do ob&hu je potom uvolnén lipid poor apoA-
I. Receptory SR-BI umoziuji obousmérny tok cholesterolu v zavislosti na jeho
gradientu a podileji se jak na efluxu cholesterolu zbunék, tak na jeho
vychytavani. Vzhledem k jejich vyskytu na makrofazich i hladkych svalovych
bunikach cév hraji zfejmé roli 1 v patogenezi aterosklerozy.

Vlastni RTC pak zahrnuje nékolik krokt jako je hydrolyza intracelularné
ulozenych estert cholesterolu (cholesterylesterhydroldza), transport cholesterolu
pres bunécnou membranu (difuze, ABC-A1, G1, G4 a SR-BI), jeho reesterifikace
pomoci LCAT a nasledné pieneseni do hepatocytu pomoci SR-BI. HDL je
prostfednictvim tohoto receptoru endocytdzou transportovano do hepatocytu a po
odstranéni cholesterolu resekretovano. Jinou moznosti je vychytani celych castic
LRP (LDL-receptor related protein) prostiednictvim apoE, jenz mize byt rovnéz

soudasti ¢astice HDL.

4. Ateroskleroza a jeji patogeneze

4.1  Role oxidacnich procesi
Centralni ulohu v patogenezi aterosklerdzy hraje LDL. Vstupuje totiz do

subendotelového prostoru, kde se véaze k matrix. Vysledna koncentrace
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apolipoproteinu B v cévni sténé savcil je proto piiblizn¢ dvojnasobna oproti jeho
plasmatické hlading.

Rovnéz HDL casto vstupuje do subendotelového prostoru, ale k matrix se
nevaze. Naopak jevi tendenci k navratu do cirkulace. To vysvétluje, proc¢ je
koncentrace apoA-I v cévni stén€, normaln¢ pouze 10-20% jeho plasmatické
koncentrace. Navab et al. (2000)* zjistili, z¢ normalni cirkulujici LDL vzdy
obsahuje alespon malé mnozstvi lipidovych hydroperoxidii odvozenych
z lipooxygenazové drahy. Na zaklad¢ studii uzivajicich in vitro model arterialni
stény se usuzuje, ze LDL zachycené v subendotelovém prostoru dostava dalsi
lipidové hydroperoxidy tvofené lipooxygenazovou a myeloperoxiddzovou drahou
v bunikdch arteridlni stény. Jestlize mnozstvi oxidovanych lipidi v LDL doséhne
kritického prahu, LDL fosfolipidy obsahujici arachidonovou kyselinu na pozici
sn-2 (druha pozice na glycerolové molekule) se oxiduji a za¢nou vykazovat
prozanétlivé vlastnosti (Navab et al., 2000).*> Patogeneze aterosklerdzy zahrnuje
12/15 lipooxygenazovou, 5-lipooxygenazovou, myeloperoxidazovou,

cyklooxygenazovou a NADPH oxidazovou drahu.

4.2 Antioxidaéni vlastnosti HDL

ApoA-I je schopno odstraiiovat z LDL lipidové hydroperoxidy, které
oxiduji LDL fosfolipidy. HDL CE-O(O)H (cholesterol ester hydroperoxidy) jsou
pak rychle a selektivné odstrafiovany jaternimi buinikami. Jedna z hlavnich
antioxidacnich a antiinflamatornich funkci HDL je tedy zprostfedkovana
transportnim mechanismem, ktery vaze a odstraiiuje oxidované molekuly.

HDL rovnéz obsahuje enzymy, jako jsou paraoxanaza 1, 3 a
pravdépodobné glutathion peroxidazu, které ni¢i hydroperoxidy oxidujici LDL
fosfolipidy (Navab et al., 2000).* Navic bylo prokazano, Ze fosfolipidové
hydroperoxidy jsou v HDL redukovany na ptislusné hydroxidy s priivodni oxidaci
apoA-I metioninovych rezidui. Tato redukéni kapacita apoA-I je nezavisla na
paraoxandzach. HDL rovnéz transportuji enzymy jako platelet-activating factor
acetyl hydroldzu a LCAT, které jsou schopné odstranit oxidované fosfolipidy.

Jedna z hypotéz predpokladd, ze se HDL vyviji jako soucast vrozeného
imunitniho systému (Navab et al.,, 2000)." HDL totiz tvoii signifikantni &ast

antivirové aktivity lidské plasmy. Van Lenten et al. (2001)° zjistili, Ze HDL ztraci
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mysi infikovanych virem chiipky A ztraci svou schopnost chranit LDL proti
oxidaci a je rovnéz neucinné v prevenci LDL indukované chemotaktické aktivity

na makrofagy.

4.3  Role zanétu v patogenezi

Dnes se na ateroskler6zu pohlizi, jako na chronicky zanétlivy proces
charakterizovany akumulaci makrofagi a T-lymfocytl v intim¢ artérii a zvySenou
koncentraci n¢kterych zanétlivych markert v plazmé. Makrofagy akumulujici se v
aterosklerotickych platech jsou odvozeny pifevazné z krevnich monocytl, které
pfed migraci do subendotelidlniho prostoru adheruji na endotelidlni bunky. V
cévni sténé pak z monocytil vznikaji makrofagy exprimujici fadu scavengerovych
receptortl, z nichZ nékteré mohou vazat a internalizovat LDL. Nasledn¢ vznikajici

pénove buiiky jsou povazovany za hlavni buiiky ateroskler6zy.

4.3.1 Adhezni proteiny a chemokiny

Casnym krokem zanétlivého procesu je adheze monocytii na endotelové
bunky, jenz byly poSkozeny nebo jinak stimulovany k expresi adheznich proteint.
Tento proces zacind adhezi monocytt k endotelidlnimu connecting segmentu-1
cestou aktivace B1 integrini. Aktivované endotelové builky exprimuji na svém
povrchu nékolik adheznich molekul jako VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) a selektin-E. Je
prokazano, ze tyto proteiny se nachazeji v oblastech rozvijejici se aterosklerozy,
a ze jejich solubilni formy jsou pfitomny ve zvySené¢ koncentraci v plasmé
pacientll s coronary heart disease (CHD). Jakmile se monocyty navazi na
adhezivni molekuly jsou zadrzeny a k dispozici pro pfesun do subendotelového
prostoru prostfednictvim chemokinii jako MCP-1 (monocyte chemotactic protein-
1). Zjisténi, ze lidské HDL inhibuje tvorbu adheznich molekul a MCP-1, je tedy
potencidlné velmi dulezité.

Selektin-E je tvofen endotelem v reakci na pulsobeni prozanétlivych
cytokinii cestou nuklearniho transkripéniho faktoru (nuclear factor kappa B3; NF-
kB). Zprostfedkovava rolling a volnou vazbu leukocyt na luminalni povrch. Ty

jsou nasledné véazany pevnéji na VCAM-1 a ICAM-1. ICAM-1 je konstitutivné
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exprimovan na povrchu endotelovych bunék 1 leukocytii, zatimco VCAM-1 je
produkovan endotelem v odpovédi na pisobeni zanétlivych cytokinl a reaguje s
integriny na povrchu leukocytii. Zviteci studie demonstrovaly zvySenou expresi
adheznich proteini rovnéz jako odpovéd na krmeni cholesterolem a zvySenou

Zatez.

4.3.2 Efekt HDL na migraci monocytii do cévni stény
HDL inhibuje migraci monocytii do cévni stény zprostiedkovanou
oxidovanym LDL. Tato vlastnost je nejspiSe spojena s paraoxandzou a platelet-
activating factor acetyl hydroldzou HDL a je alterovana akutnimi zanétlivymi
stavy v disledku akumulace sérového amyloidu A v HDL. Navic HDL izolovany
od pacientti s CHD neinhibuje chemotaxi v takovém rozsahu jako HDL od osob

bez CHD.

4.3.3 Efekt HDL na expresi adheznich molekul

In vitro HDL inhibuje expresi adheznich molekul na povrchu
aktivovanych endotelovych bunék. Nativni i reconstituted HDL (obsahujici pouze
apoA-I a fosfatidylcholin) inhibuje cytokiny indukovanou expresi VCAM-I1,
ICAM-1 a selektinu-E na koncentraci zavislym zplsobem (ovSem uvnitf
fyziologického rozmezi hladin HDL). Inhibice exprese adheznich molekul je
spojena s poklesem jejich mRNA. Tato inhibice je zavisld na ¢asu a roste béhem
16 hodin (pre-inkubace). Je-li HDL na konci této periody odstranén a nasledné je
pfidain TNF-a, inhibice pfetrvava dale. To naznacuje, ze efekt HDL neni dan
interferenci s TNF-a na jeho receptorech, ale néjakou modifikaci bun¢k, takze ty
pak jsou k ptisobeni cytokintl rezistentni.

HDL izolovany z plasmy riznych osob se 1isi ve své inhibi¢ni aktivité, coz
by mohlo byt dano jeho heterogenitou. Studie nepotvrdily, ze by tato funkce byla
zavisla na velikosti castic, apolipoproteinech, obsahu cholesterolovych esterti
nebo triacylglyceroll. Zdd se, Ze nejvetsi vliv na tuto funkci ma slozeni

fosfolipidii.
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4.4 HDL, C-reaktivni protein a ateroskleroza

Koncentrace C-reaktivniho proteinu (CRP), reaktantu akutni faze, je
prediktorem kardiovaskularnich chorob. Zda se, ze CRP miiZe sam pfispivat k
zanétlivému procesu. V in vitro studiich CRP zvySoval sekreci MCP-1, snizoval
aktivitu endotelidlni NO syntdzy a indukoval produkci VCAM-1, ICAM-1 a
selektinu-E. Nedavna studie Wadham et al. (2004)" prokazala, ze HDL inhibuje
prozanétlivé ucinky CRP. OvSem jinym zpiisobem nez G¢inky cytokind. Inhibice
je v tomto pfipad€ U¢innd pouze za fyzické piitomnosti HDL. Navic zatimco
oxidace HDL snizuje jeho potencial inhibovat TNF-o indukovanou expresi
adheznich molekul, schopnost inhibice CRP indukované exprese adheznich
molekul se zvysSuje. Zda se tedy, Ze oxidované fosfolipidy efektivnéji vdzou a

neutralizuji u¢inky CRP nez neoxidované.

4.5  Morfologie aterosklerozy

Nejzavaznéjsi nasledky aterosklerozy (infarkt myokardu-IM, cévni
mozkova ptihoda-CMP) jsou zplisobeny nasedajicim trombem. Zivotné dilezitou
otazkou je, pro¢ se aterosklerdza po nékolikaletém indolentnim pribéhu nahle
komplikuje vznikem trombu. Bylo-li by mozZzno detekovat k trombdze nachylny
plat nebo zabrénit jeho vzniku, ateroskler6za by se stala mnohem benignéjSim
onemocnénim.

Ptiblizn€ 76% fatalnich koronarnich trombtl nasedd na rupturu platu. Ta je
CastéjS$i u muzi (~80%), nez u Zen (~60%). Prasklé platy jsou charakterizované
velkym, na lipidy bohatym jadrem s tenkou vazivovou cCepickou, angiogenezi,
zanétem adventicie a zevni remodelaci. Proto se jim rovnéz tikd thin cap
fibroatheroma (TCFA). Nekrotické lipidové jadro byva velikosti 2 az 17 mm
(primérné 8 mm); fibrézni Cepicka (<65 pm) obsahuje tidké hladké svalové
bunky a pocetné makrofagy. TCFA jsou nejcastéji pozorovany u pacientd
zemielych na akutni infarkt myokardu. Nejcastéji se nachazeji v proximalnich
castech koronarnich artérii. Méné Casto ve sttedni a nejméné v distalni ¢asti. Cévy
s TCFA nejsou obvykle vyrazné zGzené (ve vice jak 75% ptipadl je stendza
mensi nez 75%), ale jsou remodelované. TCFA jsou bézné u pacientd s vysokou
hladinou celkového cholesterolu (TC) a vysokym pomérem TC/HDL-C, u zen nad

50 let a pacientt se zvySenym CRP.
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5. Moznosti ovlivnéni koncentrace HDL

Hlavnim divodem, pro¢ se dnes pfi 1écbé dyslipidémie snizuje piredevSim
mnozstvi cirkulujiciho LDL-C, je dostupnost potentnich LDL snizujicich 1ék,
jmenovité statind, které jsou idedlnim lékem pro dlouhodobé uzivani a jejichz
ucinnost byla ovéfena ve velkych randomizovanych klinickych studiich (kapitola
10 a 11). Uznava se ovSem, Ze i jiné oblasti lipidového metabolismu, by mohly
byt dilezité v terapii aterosklerdzy a s ni souvisejicich kardiovaskularnich chorob.
Intervence v HDL oblasti lipidového spektra, jsou zaloZzeny na zvySovani jeho
hladin, které vychdzeji z epidemiologickych pozorovani, vykazujicich obraceny
vztah mezi hladinou HDL a kardiovaskularnimi chorobami.

Ze je nizka koncentrace HDL rizikovym faktorem kardiovaskularnich
onemocnéni, bylo poprvé prokazano jiz roku 1997 ve studii Millera et al.’’
Naésledovaly dalsi prace, ktery tento zavér potrvidily (Gordon et al., 1989; Genest
et al., 1991)."*"° V rozsahlém projektu PROCAM (PROspective CArdiovascular
Munster Heart Study) byla incidence koronarniho onemocnéni Ctyifikrat vyssi u
muzi stfedniho v€ku s koncentraci HDL-cholesterolu pod 0,9 mmol/l, nez u
srovnatelnych muzl s koncentraci HDL-cholesterolu nad 0,9 mmol/l. ZvySeni
HDL tedy snizuje riziko coronary hart disease (CHD). Podle dostupnych
informaci 1% zvySeni HDL-C snizuje riziko CHD rovnéz o 1% (4S, 1994; Frick
et al., 1987).""'7 Epidemiologické i intervenéni studie ukéazaly, e HDL je
prediktivni faktor nezavisly na LDL cholesterolu.

Koncentraci HDL lze pozitivné ovlivnit rezimovymi opatfenimi jako jsou
zvysSeni pohybové aktivity, redukce hmotnosti a ukonceni koufeni. Neni ovSem
zcela jisté, zda je zvySeni koncentrace HDL v téchto situacich spojeno se
zvySenym RTC. Pritom pravé zvySeni RTC je podle soucasnych znalosti
dilezitou moznosti k zastaveni vyvoje a pfipadn¢ k regresi ateroskler6zy.

V klinické praxi jsou nyni ke zvySeni koncentrace HDL pouzivany
zejména fibraty a kyselina nikotinova (niacin). Je ale jasné, Ze dosud pouZivana
hypolipidemika (statiny) ucinnéji snizuji LDL-cholesterol v porovnani se
zvySovanim HDL-cholesterolu.

Podle klinickych studii maji pfiznivy vliv na snizeni rizika CHD u

pacientl s nizkou hladinou HDL-C jak statiny tak fibraty. Statiny sniZuji toto

18



riziko u pacienti s nizkym 1 vysokym HDL-C, zatimco fibraty pfedevSim u

pacientti s nizkym HDL-C.

5.1  Fibraty

Jejich pouziti zvySuje HDL-C o 10-20%. Fibraty primarné zvysuji
katabolismus TRL a vzhledem k inverznimu vztahu mezi koncentracemi TRL a
HDL vede jejich podavani ke zvySeni koncentrace HDL. Nicméné fibraty
ovlivituji metabolismus HDL i na urovni bunétné transkripce — ovlivnénim
jaderného transkripéniho faktoru (peroxisome proliferator-activated receptor
/PPAR-oV/), ktery vede k zvySeni syntézy apoA-I v jatrech, a tim k tvorbé novych
castic HDL.

Podle Helsinki Heart Study (1998)'® s gemfibrozilem kazdé 1% nartistu
hladiny HDL-C znamena 3% pokles poctu koronéarnich ptihod a to nezévisle na
hladin¢ LDL-C. Narozdil od 1é¢by statiny, kde G¢innost 1é¢by nezavisi na hladiné
HDL-C, byl pii lécbé gemfibrozilem pozorovan jen maly lécebny prospéch u
pacientl s hladinou HDL-C>1,0 mmol/l. Vzhledem k tomu, Ze fibraty neovliviiuji
zasadné koncentraci LDL, jsou tyto latky vhodné zejména v kombinaci se statiny
k 1écbe¢ tzv. metabolického syndromu, jehoz soucasti jsou zvySena koncentrace

triacylglycerolll a snizena koncentrace HDL.

5.2 Statiny

Mezi statiny s lepSim uc¢inkem na HDL-C patii simvastatin a rosuvastatin.
Tzv. STELLAR trial (Jones et al., 2003)" porovnavala G&inky vy$§ich nez
doporucenych davek rosuvastatinu, atorvastatinu, simvastatinu a pravastatinu po
dobu vice nez 6 tydnl u 2431 pacientd. Ze jmenovanych mél nejvétsi efekt na
zvySeni HDL rosuvastatin 10-40 mg (7,7-9,6%), pak simvastatin 10-80 mg (5,3-
6,8%), pravastatin 10-40 mg (3,2-5,6%) a nejméné atorvastatin 10-80 mg (2,1-
5,7%).

5.3 Kyselina nikotinova
Nejveétsi ucinek na HDL-C, z dnes pouzivanych 1ékd, mé niacin, zvySujici

hladinu HDL-C v praméru o 30-35%. Niacin ma prokazatelné prospésny efekt na
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kardiovaskularni choroby, ktery miize byt ¢astecné vysvétlen ptisobenim na HDL-
C. Ovliviigje ale vSechny parametry lipidového profilu.

Mechanismus, kterym nikotinova kyselina vede ke zvySeni koncentrace
HDL, neni dosud zcela objasnén. Zda se, ze niacin vede ke sniZzeni vychytavani
apoA-I z ¢astic HDL hepatocyty, ¢imz ptispiva k zachovani strukturalni a funkéni
integrity castic HDL opoustéjicich jatra po odevzdani cholesterolu, jejich
recirkulaci a zvySeni reverzniho transportu cholesterolu.

Piesto, Ze ma niacin na hladinu HDL nepopiratelné pozitivni vliv, brani
jeho béznému pouziti nepriznivé vedlejsi Gclinky, ke kterym patii uvoliiovani
prostaglandint (s ,.flush-u¢inkem®),  hyperglykémie, hyperurikémie a
hepatotoxicita. Tyto nezddouci U¢inky se vSak u nckterych forem niacinu s

prodlouzenym ucinkem podafilo minimalizovat.

5.4  Inhibitory CETP
Klinicky vyzkum je v soucasné dobé zaméfen na nékolik skupin latek.
Jednou z nich jsou inhibitory CETP (JTT-705 a torcetrapib), enzymu vazaného na
HDL a usnadiujiciho vzajemnou vymeénu estert cholesterolu z HDL a
triacylglycerolti z TRL. Jsou ziejmé& nejperspektivnéjSimi latkami, u kterych jsou
zkoumany jejich moZznosti pouziti v praxi. Jejich podani vede ke zvySeni
koncentrace HDL o 40-60 % a snizeni koncentrace LDL s tim, Ze tyto ucinky

jsou synergické pii kombinované 1¢cbé se statiny.

5.5  Peptidova mimetika apolipoproteinii

Dalsi moznosti jak zvysit hladinu apolipoproteinii je pouziti peptidovych
mimetik, jejich vliv na aterosklerézu zkoumali Garber et al. (2006)*° ApoA-I ma
doménu asociovanou s lipidy, kterd je tvofena amfipatickou helikalni strukturou
tiidy A (obrazek 5.1). Peptidova analoga, kterd nemaji homologni sekvenci
s doménou apoA-I, ale maji strukturu motivu tfidy A, se pouze neasociuji
s fosfolipidy, ale maji rovnéZz né€kolik vlastnosti apoA-I.

Peptid 4F, obsahujici ¢tyfi fenylalaniny v nepolarni ¢asti molekuly, ma
podobné pozitivni ucinky jako apoA-I. V mnoha zvifecich pokusech inhiboval
ateroskler6zu, mél antiinflamatorni 1 antioxidacni vlastnosti a zlepSoval cévni

funkce. Je-1i syntetizovan s D-aminokyselinami, miiZe se navic podavat i per os.
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Nyni se zkouma tada dalSich peptidovych mimetik, ktera mohou ptispét k lepSimu
porozuméni funkce apoE.

Obrazek 5.1. Lipidy vazajici konformace apoA-I.

Amfipatickd a a-helikalni centralni doména apoA-I obklopuje lipidovou dvojvrstvu
podobné jako ,,pas“, zatimco globularni N-terminalni doména apoA-I vytvaii ,,smycku“. Tato
konformace pak maximalizuje interakci mezi N a C-terminalnim koncem. Spojeni typu protein-
protein pak nejspis stabilizuje lipidy slabé vazajici globularni N-doménu apoA-I prostfednictvim
interakce s vysoce hydrofobni C-terminalni doménou. Toto spojeni funguje jako ,,pfezka opasku‘
stabilizujici komplex HDL. Obrdzek prevzat z Bhat et al.*!

AT
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5.6  Ostatni latky

Ve vyvoji jsou dal§i agonisté nuklearnich transkripénich receptor —
PPAR. Tito agonisté jsou na rozdil od fibrat, ovliviiujicich PPAR s nizkou
selektivitou, vysoce senzitivni pro jednotlivé subtypy PPAR (a, y a [/d).
Spole¢nym znakem genii regulovanych timto receptorem je jejich vliv na tukovy
metabolismus. K témto latkdm patii naptiklad i1 glitazony, které maji vysokou
afinitu k PPARYy, nicmén¢ vysledky z klinickych studii s nimi jsou nejednoznacné.

LXR a RXR zasahuji mnoho kli¢ovych molekul zprostfedkujicich vydej
cholesterolu z bunék. Agonisté pro tyto receptory maji antiaterogenni U¢inky pfi
pokusech na mysich, nicméné pozorované nezadouci ucinky spojené s aplikaci, tj.
hypertriacylglycerolémie a steatéza jater, v soucasnosti brani jejich klinickému

vyuziti.
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Dalsi mozZnosti zvySeni plasmatické koncentrace apoA-I, kterd se
intenzivné zkouma, je zvyseni exprese jeho genu prostiednictvim genové terapie
nebo jeho piimé dodani do cirkulace. Tohoto miize byt dosazeno infuzi
rekombinantnich komplexti apoA-I s fosfolipidy, nebo peptidi napodobujicich
strukturou 1 funkci apoA-I (kapitola 5.5). Kromé toho vedou ke zvyseni
koncentrace apoA-I i nékteré jiné latky jako alkohol nebo estrogeny. Jejich pouziti

je ale v této indikaci limitovdno vedlej$imi U€inky.

6. ApPOA-Ipitano

ApoA-Iyin, je varianta lidského apoA-I lisici se zdménou cysteinu za
arginin na pozici 173 tohoto 243 aminokyselin dlouhého apolipoproteinu (Sirtori
a Franceschini, 1982; Weisgraber et al., 1983).22’23

Tato varianta lidského proteinu byla poprvé objevena v séru clovéka
zijictho v geograficky izolované vesnici Limone sul Garda v severni Italii
(Gualandri et al., 1985).>* Nésledng byli identifikovani dalsi nosi¢i heterozygotni

pro apoA-Iniiano (Gualandri et al., 1985b).25

6.1 Hladina HDL u nosi¢i mutace apoA-Iyiiano

Nosic¢i mutace apoA-Iviiano Maji velmi nizkou plasmatickou hladinu HDL
cholesterolu (0,25-0,78 mmol/l) a mirnou hypertriacylglycerolémii. Na otdzku
pro¢ tomu tak je se snazili najit odpovéd’ Roma et al. (1993),%® jenz zkoumali in
vivo metabolismus apoA-Iviano. Roma a kolektiv izolovali normalni i mutantni
apoA-I. To bylo nasledn& oznageno radioaktivnim I'* nebo I'*'. Takto upravené
apoA-I bylo podano dvéma normélnim kontrolnim subjektim a dvéma
heterozygotim pro apoA-Imiln,. U normdlnich subjektd bylo apoA-Iviano
katabolizovano rychleji nez normalni apoA-I (5,11 d pro normalni apoA-Ia 3,91 d
pro apoA-Imvinne). To potvrzuje kinetickou abnormalitu apoA-Iyiane @ jeho kratsi
plazmaticky polocas. U nosi¢li mutace apoA-Imiano byly jak normalni, tak
mutovand forma apoA-I, katabolizovany rychleji (od 2,63 po 3,70 d). Produkce
apoA-I nebyla zménéna (10,3 mg/kg/den u nosic¢i mutace a 10,4 mg/kg/den u

normalnich osob).
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Na zakladé uvedenych dat se 1ze domnivat, ze je nizsi plasmaticka hladina
apoA-Iyilano U nosi¢li mutace zpusobena jeho rychlym katabolismem a ne

sniZzenou produkei.

6.2 Stav kardiovaskularniho aparatu nosi¢i mutace apoA-Iyiiano
Stav kardiovaskuldrniho systému zkoumali jako prvni jiz Franceschini et
al., 1985, 1987.27*® Podrobngji pak popsali stav kardiovaskularniho systému
nosicl mutace apolipoproteinu A-Iysijane, V praci nazyvané The Limone sul Garda
Study, Sirtori et al. (2001).%° Cilem studie bylo zjistit, zda je zvySeny lipidovy a
lipoproteinovy profil nosi¢i mutace apoA-Imiano spojen se strukturdlnimi

zménami karotid a srdce.

21 dospélych nosi¢i mutace apoA-Iyiano bylo porovnano s dvojitym
poctem piibuznych stejného véku a pohlavi, ktefi nebyli nosi¢i mutace. Hladina
HDL cholesterolu u nosici mutace apoA-Iyvin, byla v priméru méné nez
poloviéni v porovnani s kontrolnimi osobami. Déle byly vybrany dvé skupiny
osob s primarni hypoalphalipoproteinemii (HA), rovnéz tak, aby odpovidaly
pohlavim a vékem nosicim mutace apoA-Iwvinn.. HA byla definovana jako sniZeni
plasmatické hladiny HDL cholesterolu pod 10. percentil. Jedna skupina byla
vybrana z osob navstévujicich tamni lipidovou ambulanci (HA-LC) a druha

z databaze darct krve (HA-BD).

Strukturalni zmény karotickych artériich byly definovany jako ztluSténi

intimy-médie (IMT), hodnocené ultrazvukem (B-mode).

U osob s HA se nalezlo ztlusténi karotid (pramér IMT, 0,86+0,25 a
0,88+0,29 mm) v porovnani s kontrolni skupinou (pramér IMT, 0,64+0,12 mm),
zatimco u nosi¢li mutace byl zjistén normalni IMT (0,63+0,10 mm). Navic byla
nalezena signifikantn¢ vysSi prevalence aterosklerotickych plath u pacienti a
krevnich darci s HA (oboji 57%) v porovnani s apoA-Iyiane nosi¢i (33%) a

kontrolnimi osobami (21%).

Echokardiograficky néalez ani maximalni zatézové EKG se signifikantné
neliSilo u apoA-Iviiano nosicll a kontrolnich osob, kromé mirného zvyseni end-

diastolického rozméru levé komory u nosict. Zajimavé bylo rovnéz zjisténi, Ze
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nosi¢i mutace apoA-Iyiano MmEL o 17% vEtsi cardiac output. Tyto nélezy
pravdépodobné souviseji s lepSi distensibilitou srdce v porovnani s kontrolni
skupinou a jsou spojeny s nesignifikantnim 25% zvySenim maximalni dosazené

zatéze pti cviCeni (125498 versus 101£55 W).

Hodnoceni lipoproteinového a apolipoproteinového poméru, jejichz
velikost Casto koreluje s rizikem kardiovaskularnich chorob, ukézalo, Ze pomér
LDL/HDL cholesterolu a apoA-I/B u kontrolnich osob byl v normélnim rozmezi,
a ze apoA-Imilano n0sici méli nejvyssi pomér LDL/HDL cholesterolu ze vSech 4

skupin a pomér apoA-I/B podobny jako u osob s HA (tabulka 6.1).

Tab. 6.1 Lipoproteinovy a apoproteinovy pomér u sledovanych skupin
pomer Kontrolni sk. ApoA-Imilane | HA-LC HA-BD
LDL/HDL 3,47+1,73 8,10+4,07 5,24+£1,22 5,20+1,63
apoA-I/B 1,60+0,64 0,83+0,35 0,84+0,20 1,03+0,22

Podle Grovera et al. (1998)* pomér LDL/HDL cholesterolu >4.9 znamena
velké riziko KV onemocnéni a podle modelu navrzeného témito autory, by tedy
mélo byt riziko rozvoje KV chorob u nosicli apoA-Imimne 4,3 krat vétsi nez u
kontrolnich osob.

vvvvvv

1985, 1987).2"2* a k jejich hodnoceni pouzil modernich metod. Ptes zavaznou HA
se u nosi¢li mutace apoA-Iviano nevyvijeji strukturdlni zmény artérii a srdce,
zatimco osoby s HA a bez mutace apoA-Iyiiano maji vétsi IMT a vyssi prevalenci

aterosklerotickych plati.

7. ApoA-Iviane V €xperimentdlnich zvifecich modelech

Kromé¢ ¢etnych pokusii provadénych in vitro jsou apoA-I a apoA-Iwitano jiZ
mnoho let pouzivany k ovlivnéni ateroskleré6zy v in vivo experimentech.
Nezkouma se ovSem jen jeho vliv na aterosklerotické platy a reverzni transport
cholesterolu, ale i dalsi potencionalni funkce. O téch nejzajimavéjSich studiich a

vysledcich je referovano dale.
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7.1 Utinek na aterosklerézu

Naptiklad Shah et al. (1998)’' zkoumali uginek rekombinantniho
apolipoproteinu A-Iyilano na aortalni ateroskleréozu u apolipoprotein E-deficitni
mysi.

Pokus byl proveden na 35 apo E-deficitnich mysich krmenych
vysokocholesterolovou dietou. Mysi v kontrolni skupiné byly zabity v 20. nebo
25. tydnu. Lécené mysi obdrzely 18 injekci bud’ 40 mg/kg apoA-Inmiiane/PC nebo
pouze PC (fosfolipidovy komplex) a to intravendzné€, kazdy druhy den, v obdobi
mezi 20. a 25. tydnem. Poté byla méfena velikost aortalnich platl, mnozstvi

cholesterolu v nich a obsah cholesterolu v makrofazich.

V kontrolni skupiné doSlo mezi 20. a 25. tydnem ke zvétSeni aortalni
aterosklerézy o 59% (p=0,002) a obsahu lipidii o 45% (p=0,02) bez znatelné
zmény obsahu lipidi v makrofazich. V porovnani s20ti tydenni kontrolni
skupinou mysi, pouze PC leCené mySi vykazovaly 32% zvétSeni aortalni
ateroskler6zy (p=0,01) a vyrazny narast obsahu lipida v nich (p<0,0001) a to opét

beze zmény objemu makrofagu.

Naproti tomu u apoA-Ipijn/PC 1é€enych mysi nedoslo ve stejném obdobi
ke zvétSeni aortalni ateroskler6zy, ale doslo ke 40% sniZeni obsahu lipidil v platu

=0,01). Navic se zmensil objem makrofagt a to o o (p=0,03), tabulka 7.1.
p=0,01). Navi Sil obj krofagt 46% (p=0,03), tabulka 7.1

Tab. 7.1  Efekt apoA-Iyiiano na aterosklerdzu u mysi

aortalni ateroskler6za obsah lipidu v platu | obsah lipida

(% aortalniho povrchu) | (% velikosti platu) | v makrofazich (%)
nelécené mysi - 20. tyden 11+1% 22+8% 10,8+2%
nelécené mysi - 25. tyden 17+£5%; +59% 32+6%; +45% 13,2+6%; +22%
PC 1é¢ené mysi 15+4%; +32% 47+£3%; +114% 11£2%
apOA-Iano/PC 1é¢ené mysi | 10£4% 13+8%; -40% 5,8+2.9%; -46%

7.1.1 Efekt jedine davky apoA-Iiiane
Cilem jiné studie Shaha et al. (2001)** bylo zjistit, zda miize jedna vysoka
davka apoA-Iviano Vést ke zménam ve velikosti a slozeni ateromovych plati.
Model apoE deficitnich mysi byl zvolen pro napadnou podobnost 1ézi u téchto

zvitat s pokrocilou lidskou aterosklerdzou.
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ApoE dificitni mysi obdrzely intraven6ézné jednu davku fyziologického
roztoku (n=16), 1080 mg/kg DPPC (dipalmatoylfosphatidylcholin) nebo 400
mg/kg komplexu rekombinantniho apoA-Isitano S DPPC v poméru 1:2,7.

Jednu hodinu po injekci byla u mysi, které dostaly apoA-Inmilano,
plasmaticka kapacita zprostfedkovavajici cholesterolovy eflux 2x vysSsi nez
v ostatnich skupinach. Hladiny plasmatického cholesterolu se pied aplikaci
injekce pftili§ neliSily. Hodinu po injekci se vSak hladiny celkového, volného a
esterifikovaného cholesterolu signifikantné zvysily u mysi dostavajicich tHDL a
zustaly zvySené po 48 hodin. Hladiny cholesterolu se nezvysily ve skuping, ktera
dostala pouze fyziologicky roztok a ve skupin€, jenz dostala DPPC, se mirné
zvysil celkovy 1 volny cholesterol a vratil se do 48 hodin na pivodni hodnoty.
Zvyseni cholesterolu v prvni hodiné po podani injekce bylo nariistem jeho HDL
frakce, kdezto za 48 hodin po aplikaci zvySenim LDL a VLDL frakce. Hladina
apoA-Iyilano byla po jedné hodin€é primémé téméei 12 mmol/l, ale po 2 dnech
spadla na primérnych 1,375 mmol/l.

Obsah lipidi v aterosklerotickych platech aortdlniho sinu byl po podani
apoA-Iviano 0 40 aZ 50% mensi nez v dalSich skupinach (p<0,001).

Mnozstvi makrofagi v platech bylo rovnéz mensi nez v ostatnich dvou
skupinach a to 0 29 az 36% (p<0,05).

Tato studie ukézala, ze jedind davka apoA-Iyilame V pouZzitém zvifecim
modelu béhem 48 hodin po aplikaci rychle zvySuje plasmatickou kapacitu
zprostiedkovavajici cholesterolovy eflux, mobilizuje tkanovy cholesterol a
redukuje obsah lipidli a makrofagi v aterosklerotickych platech.

V této studii nemélo podani DPPC na lipidové platy vyznamngjsi vliv,
ackoliv ten byl prokazan v jinych pokusech (Rodrigueza et al., 1998).%* ProtoZe je
ale zvySeny RTC prostfednictvim fosfolipidovych liposomtl usnadiiovan HDL,
mohl by byt mirny efekt samotného DPPC vysvétlen nizkou hladinou HDL u
apoE deficitnich mysi.

Moznou limitaci studie je, Ze se nezabyva osudem mobilizovaného
cholesterolu a opét neporovnava ucinek apoA-Ipiin, S normalnim apo A-I.

Ze kterych tkani pochézi cholesterol mobilizovany po poddni HDL neni

jesté objasnéno. Evidentni ovSem je, ze alespon ¢ast ho pochdzi z cévnich stén.
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Alam et al. (2001)** zkoumali odkud pochézi cholesterol uvolnény po aplikaci
HDL normalnim mySim. Zjistili, Ze mobilizovany cholesterol je ze srdce,
kosterniho svalstva, plic, sleziny a jater, ale ne z mozku.

Je pravdépodobné, ze vétSina mobilizovaného cholesterolu je dorucena do
jater, protoze ty hraji dulezitou roli vjeho eliminaci prostfednictvim bilidrni
exkrece. Nedavno byla popsana zvySena mobilizace cholesterolu a exkrece steroli
do stolice hyperlipidemickych pacienti po podani HDL.

Vyzvou pro klinické pouziti je zejména to, Ze ackoli statinova terapie méni
skladbu plati, tyto zmény se objevuji po tydnech az mésicich terapie. Rychlou
mobilizaci cholesterolu z cévnich stén méa apoA-Imian, potencidl stabilizovat

aterosklerotické platy v kratsi dobé.

7.2 Ud&inek na intimalni proliferaci

Maurizio R. Soma et al. (1995)35 zkoumali vliv apoA-Iyiane na
neointimalni proliferaci zptisobenou perivaskuldrni manipulaci arteria carotis u
kralikd krmenych 1% cholesterolovou dietou. Manipulace byla provedena
neokluzivnim, biologicky inertnim, mékkym Silastic limcem pfiloZenym na
vypreparované karotidy. U kazdého zvifete byl nasledné jeden limec odstranén
(tzv. slepé operovana artérie) a rany zasity.

Kralici  dostavali intravendézn¢ bud® HDL obsahujici  vajecny
fosfatidylcholin (EPC) a apoA-Iuiiane dimer (EPC + rA-Imilano/ A-Imilano) nebo
pouze EPC liposomy. Zvifata byla ndhodné rozdélena do nasledujicich péti
skupin: skupina 1 byla kontrolni, skupiny 2 a 4 dostavaly EPC nebo apoA-Iijano 1
pied operaci a skupiny 3 a 5 pouze po operaci.

Plasmatické hladiny cholesterolu v kontrolni skupin€ rostly progresivné
z 1-1,5mmol/l na 23+6,13 mmol/l v den operace az na 43,5+3,6 mmol/l v dob&
ukonceni experimentu. Hodnoty ve skupinach 2 a 3 (pouze EPC) se pfili$ nelisily
od predchozi (22,7+4,37 mmol/l v dob¢ operace a 46,9+8 mmol/l na konci studie)
ani ve skupiné 4 a 5 nebyly hodnoty tolik odlisné (23,5+5,6 mmol/l a 48+12,1
mmol/l).

Kolateralni karotidy vykazovaly normalni histologickou strukturu ve vSech
skupinach, bez ztlusténi intimdlni i medidlni tkan¢. Periarteridlni nasazeni

flexibilniho limce u kontrolnich zvitat vedlo k zjevnému nartstu tloustky intimy,
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tloustka médie se vSak signifikantné nezménila (tabulka 7.2). Ztusténi intimy u
EPC léCenych kralikti (skupiny 2 a 3) bylo o néco mensi nez v kontrolni skuping,
aktivitu fosfolipidovych infuzi u experimentdlnich zvifat (Rodrigueza et al.,
1998).%

Lécba apoA-Iviano prokazateln¢ zabranila tvorbé intimalnich 1€zi po
perivaskularni manipulaci pouze byla-li zahdjena ptfed operaci (0,26+0,19).
V tomto piipadé bylo ztlusténi o 60% mensi nez v kontrolni skupiné€ a o 50% nez
ve skupiné EPC lé¢enych. Intima apoA-Iyiano predléCenych kralikii obsahovala
také signifikantné méné bunécnych vrstev. Naproti tomu byl-li poddvan apoA-
Imilano @Z po operaci, nebylo pozorovano zadné ztenceni intimy (0,74+0,14).

Pomoci specifickych protilaitek bylo zjisténo, ze léze indukované
periarteridlni manipulaci se skladaly predevsim z bun¢k hladké svaloviny (>90%)
a obsahovaly rovnéz n€kolik makrofagi. Podavani EPC neovlivnilo proliferaci
myocytd. Naproti tomu predléceni apoA-Iyvin, VyuUstilo v prokazatelnou inhibici

proliferace hladkého svalstva.

Tab. 7.2 Efekt apoA-Imimno na intimalni proliferaci

skupina | kontrolni | kontralat. EPC i EPC jen | apoipfed |apo jen po
skupina artérie pied op. po op. op. op.

ztlusténi | 0,63+0,11 | 0,03+0,05 | 0,50+0,14 | 0,51+0,07 | 0,26+0,19 | 0,74+0,14
intimy

7.2.1 Potlaceni vzniku restenoz

Proliferace hladkych svalovych bunék je jednim z hlavnich mechanismi
ucastnicich se procesu restendzy po uspésné endarterektomii nebo angioplastice.
Diky stale se zvysSujicimu poctu katetriza¢nich vykond se problém resten6z po
provedené angioplastice stava stidle vyznamnéjsSim. Bylo identifikovdno mnoho
latek inhibujicich proliferaci hladké svaloviny jako heparin, inhibitor angiotenzin
konvertujictho enzymu, inhibitor 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
reduktazy, inhibitor faktoru Xa a y-interferon. Jednou z dalSich moznosti, jak
zabranit resten6zadm, je i pouziti rekombinantnich apolipoproteint tak, jak to
udélali Kaul et al., 2003.*° Tento kolektiv provadél experiment na dvanacti

domadcich prasatech vazicich 25 kg. U kazdého byla provedena koronarografie s
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naslednou infiltraci dvou ze tfi korondrnich artérii 0,4 ml komplexu
apolipoproteinu  A-Injilne 8 fosfolipidy (ETC-216) (14 mg/ml) nebo kontrolni
substance pomoci infiltraéniho katétru. Nasledné byl implantovan stent s
kone¢nym pomérem stent:arterie 1,3:1.

Nasledna analyza prokazala signifikantné mensi zuzeni lumen po aplikaci
ETC-216 (21+22% /ve skupiné 1écenych ETC-216/ versus 43+13% /ve skupiné
nelécenych/ ztraty lumen; p=0,01). Histomorfometrickd analyza déle ukézala, ze
aplikace ETC-216 redukuje plochu intimy o 22% (6,7+1,5 versus 5,2+1,4 mmz,
p=0,02) a zvétsuje plochu lumen o celych 76% (2,1+1,4 versus 3,7+1,8 mm?,
p=0,02).

Pti vzniku restendzy hraji hlavni Glohu buiiky hladkého svalstva cév
(vascular smooth muscle cell, VSMC). Konstriktivni piestavba adventicie, kterd je
dalezitd u postangioplastické restendzy, se zde tolik neuplatiiuje. Proto je
nejpravdépodobnéjsim ucinkem ETC-216 inhibice intimalni hyperplazie. Piesny
mechanismus ale neni znam. AvSak ani 1é¢ba pomoci ETC-216 zcela nezabrani
neointimalni proliferaci. To, ze podani léku ptfed poSkozenim intimy vede
k inhibici neoproliferace, potvrzuje, ze k uvoliiovani VSMC dochazi v ¢asném
obdobi po poskozeni. Neuplny ucinek ETC-216 je pak nejspiSe zavinén bud
odstranénim latky ptfed kritickou periodou spoustéjici restendzu, nebo
nedostate¢nou davkou. Maly davkovaci objem infiltraéniho katetru limituje
mnozstvi podaného ETC-216. To by bylo mozno fesit zvySenim koncentrace
ETC-216 nebo vystavenim tkdn¢ ucinku latky po delsi obdobi, napt. 1€k

uvolnujicim stentem. Pak by bylo mozné ocekavat jeste lepsi vysledky.

Hlavnim zjiSténim této studie je, ze jedna lokalni aplikace ETC-216 vede
inhibici neointimalni hyperplazie ke znatelnému snizeni poSkozenim
indukovaného zazeni lumen praseCich koronarnich artérii po aplikaci stentu.

Vysledek studie pak nabizi moznost pouZziti ETC-216 v prevenci vzniku restendz

u lidi.
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7.3  Moznost ovlivnéni ischemicko-reperfiuzniho poskozeni

Termin ,,reperfizni poskozeni“ je definovan jako zména reverzibilniho
poskozeni bunck na ireverzibilni zpiisobend obnovenim pritoku oxygenované
krve do ischemické oblasti. Reperfize po obdobi ischémie je spojena s tvorbou
kyslikovych radikal, uvolnénim oxidovaného glutathionu a tvorbou
konjugovanych dienovych formaci, které jsou znamkami oxidativniho stresu.

Velmi nad&jné jsou zavéry prace Marchesiho et al. (2004),”” kteti pouzili
ke zjisténi kardioprotektivniho  G€inku ETC-216 experimentidlniho modelu
ischémie myokardu. Ta byla zplsobena mechanickou okluzi levé piedni
descendentni artérie (LAD). Po 30 minutich byla okluze uvolnéna a nastala
reperflze.

Byly zvoleny tii rozdilné davkovaci rezimy popsané v nésledujicich tfech
protokolech:
Prvni protokol: mél zjistit rozdil akutni nebo chronické 1é€by ischemicko-
reperfizniho poSkozeni. 24 kralik (6 kralikii na skupinu) obdrzelo 100 mg/kg
ETC-216 nebo ekvivalentniho mnozstvi vehikula, bud’ jako chronickou 1écbu (2
davky podané 1 den pied a béhem operace pred zacatkem ischémie), nebo jako
akutni Ié¢bu jen v dobé operace.
Druhy protokol: 30 kralikti obdrzelo akutni davky 10 mg/kg ETC-216 (n=6) nebo
stejné mnozstvi vehikula (~1,7 ml; n=6); 3 mg/kg ETC-216 (n=6) nebo vehikula
(~0,5 ml; n=6); ¢i 1 mg/kg ETC-216 (n=3) nebo vehikula (~0,17 ml; n=3). Kazdy
kralik dostal 60 minutovou intraven6zni infuzi zacinajici 15 minut pied 30
minutovou LAD okluzi a ptetrvavajici 15 minut do 4 hodinové reperfizni
periody.
Treti protokol: ETC-216 (10 mg/kg) nebo ekvivalentni mnozstvi vehikula bylo
podano intravenozné 12 kralikiim (n=6/skupina) po dobu 60 minut a to 5 minut
pfed koncem 30 minutové LAD okluze a ptesahujici 55 minut do 4 hodinové
reperfuzni periody.

Velikost infarktu: V prvnim protokolu nebyly nalezeny zadné podstatné
rozdily mezi 1é¢enymi akutné a chronicky! OvSem kralici 1éceni ETC-216 méli
signifikantné mensi infarktova loZiska nez ti, ktefi dostavali placebo (p<0,05;

hodnotilo se procentualni postizeni levé komory-LV).
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Ve druhém protokolu u kraliki 1é¢enych 10 mg/kg ETC-216 vznikla mensi
infarktova loziska (p<0,0005) nez u téch dostavajicich stejnou davku vehikula
(19,7£1,6 /ETC-216/ versus 34,1+2,3 /vehikulum/). Podobné hodnoty byly
nalezeny i ve skupin€ lécené 3 mg/kg (p<0,05). Naproti tomu ve tieti skupiné
(dostavajici pouze Img/kg ETC-216 nebo stejné mnozstvi vehikula) nebyl
nalezen zadny rozdil ve velikosti infarktového loziska.

Ve tfetim protokolu nebyl nalezen rozdil, kdyZ bylo agens podano 5 minut
pfed koncem trvani ischémie.

Analyza provedena elektronovym mikroskopem prokazala vétsi strukturni
posSkozeni srdci zvifat léCenych pouze vehikulem. Zde bylo prokazatelné
poskozeni kontraktilnich struktur a vyrazny bunéény edém mitochondrii
s poSkozenymi kristami a osmotickymi inkluznimi télisky. Naproti tomu v srdcich
zvitat lécenych ETC-216 byla struktura sarkomer relativné zachovald a
mitochondrie vypadaly intaktné s minimalnimi zndmkami otoku.

Tyto nalezy ukazuji, ze by ETC-216 mohlo nabidnout novou terapeutickou
moznost jak zabranit ischemicko-reperfuznimu poskozeni. ETC-216 vykazuje
prahovou davku kardioprotektivniho Gc¢inku, je-li podano pted vznikem ischémie,
stejné jako béhem obnovy krevniho zésobeni.

To spolu s vySe uvedenymi nélezy, podle kterych by ETC-216 mohlo
branit vzniku resten6z po implantaci stentu (Soma et al., 1995; Kaul et al.,
2003)*>~® d&la z tohoto agens velmi zajimavou moznost jak zlepsit 1é¢bu akutnich
koronarnich syndromti.

Pfesny mechanismus kterym HDL nebo ETC-216 sniZuje velikost
ischemicko reperfuzniho poskozeni neni znam. Kardioprotektivni efekt téchto
agens by vSak mohl byt vysvétlen jejich antioxida¢nim ucinkem, véetné snizeni
exprese tumor necrosis factor-o (TNF-a) a akumulace lipidovych hydroperoxid
v srdci. Vizolovanych in vitro systémech zabranily tvorb& lipooxigenazou
indukované oxidaci jak monomerni apoA-Iiiano tak 1 apoA-I (Bielicki and Oda,
2002).*® Tyto srovnavaci studie ukézaly, Ze cystein obsahujici apoA-Iyiiime nebo
apoA-Ipais byly signifikantné lepsi v prevenci tvorby konjugovanych dienti nez
pfirozeny apoA-I. Mozna vtom mize hrat roli disulfidicky mustek nebo

alternativné p¥itomnost volného cysteinu (Bielicki and Oda, 2002).*®
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Poznadmka: uzivané preparity ETC-216 obsahuji pfiblizné 10% apoA-
Imitano V redukované forme a zbytek je dimerizovan.

Ukézalo se, ze ETC-216 a HDL preparaty blokuji expresi oxidativnich
signalii, snizuji imunoreaktivitu makrofagl v aterosklerotickych 1ézich (Shah et
al., 2001)’* a zabrafiuji zanétem indukované intimalni proliferaci (Kaul et al.,
2003).*° Tyto vlastnosti jsou dopliikem schopnosti HDL pusobit regresi
aterosklerotickych 1¢ézi (Shah et al., 2001; Chiesa et al., 2002; Nissen et al.,
2003).*>*** Dohromady tato data ukazuji na antioxidatni a antiinflamatorni
vlastnosti pfirozeného i syntetického HDL.

Na tomto podkladd vytvofili Marchesi et al.>” hypotézu, 7e by podavani
komplexti apoA-Imilane/POPC (ETC-216) mohlo snizovat tkanové posSkozeni
mechanismem nezavislym na zvySeném odstranovani lipidii z arteridlni stény
(Chiesa et al., 2002)*° a ové&fili zda je ETC-216 kardioprotektivni v in vivo
studiich experimentalni regionalni myokardialni ischémie u kralikti. Rovnéz
méfili zmény sérovych lipidd. Jeden zdivodl hodnoceni zmén sérovych
lipoproteint byl zhodnotit zda tyto zmény koreluji s kardioprotektivitou.

Minimalni efektivni davka ETC-216 (3mg/kg) byla kardioprotektivni, i
kdyz nebyly pozorovany zadné méfitelné zmény sérového cholesterolu. To
potvrzuje, Ze mechanismus plsobeni je v tomto pfipadé nezavisly na méfitelné
mobilizaci cholesterolu do séra. Ve vyssi davce ETC-216 byl vzestup sérového
HDL-C nésledovan jeho poklesem s naslednym vzestupem VLDL-C.
K podobnému zéavéru, tedy ze intravenozni podani apoA-Iwviano zvySuje hepatalni

produkci VLDL, dosli i Shah et al. (2001)* (kapitola 7.1.1).

Ptesny mechanismus pisobeni ETC-216 vyzaduje dalsi experimenty ke
zjisténi jeho mozného efektu na aktivaci neutrofilli, uvoliovani myeloperoxidaz,

expresi bunéénych adheznich molekul a oxidaci lipidd.

7.4 Efekt na formaci trombu
Jednim ze zjiStovanych ucinkll apoA-Imiano byl 1 vliv na formaci
arterialniho trombu, jenz hraje podstatnou roli pii vzniku akutnich koronarnich
syndromtl. Li et al. (1999)*! pouzili ve své studii 25 krys dostavajicich po dobu 8-
10 dnt injekci apoA-Imilano /PC nebo pouze fosfatidylcholinovy komplex (PC).
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Nasledné jim byl kolem zevniho povrchu bfiSni aorty obtocen Whatmaniv
papirek nasakly 35% FeCl;. Krevni pritok byl zaznamendvan nepftetrzité
prostfednictvim ultrazvukové sondy. Poté byl trombus i s aortou vyjmut a zvazen.

Podavéani apoA-Inmiiano zjevné tlumilo shlukovani desti¢ek u vSech 1écenych
krys (25+£7% versus 50+11% u PC lé¢enych krys p<0,01). Rozdil v mnozstvi

desti¢ek mezi skupinami nebyl nalezen.

Aplikace FeCl;u PC léc¢enych krys vedlo ke kolisani aortalniho pritoku po
dobu asi 15 minut, s naslednym rychlym poklesem krevniho pritoku a eventualné
jeho uplnym zastavenim, znamenajicim vznik uzavirajiciho trombu. Jakmile doslo
k aplné zastave priutoku, jiz se spontdnné, béhem 1 hodiny pozorovani, neobjevil
u zaddného PC léceného zvifete. Naproti tomu léba apoA-Imiano zjevné vedla
k oddaleni tvorby trombu (21,2+4,1 minuty versus 38,8+11,9 minuty). Navic byl
vytvofeny trombus Casto nestabilni, coz se projevovalo piechodnym navratem
krevniho priitoku u vSech apoA-Iyiano 1€Cenych krys. Také hmotnost trombu byla
mnohem mensi nez u nelécenych krys (18,5£1,8 versus 23,7+2,3 mg/cm, p<0,01).
Zato pii morfologickém vysSetieni trombu nebyly objeveny Zzadné rozeznatelné

odchylky.

Inkubace PRP (platelet-rich plasma), ziskané centrifugaci, s apoA-Iuiiano
vedlo ke snizeni ADP-indukované agregaci desticek (mnozstvi agregovanych

desticek za 5 minut: 22,8+10,7% versus 54,5+20,9%; p<0,01).

Nebyl zaznamenan zadny efekt apoA-Ipjiin, Na vazoreaktivni podnéty (ani

ve smyslu konstrikce ¢i relaxace).

8. ApoA-Iyiano v Klinickych studiich

Jak bylo pojednano v predchozi kapitole, existuje celd fada zvifecich

studii o vlivu podévani apoA-I a apoA-Iyin, na aterosklerézu i o jeho dalSich
Cetnych vlastnostech (napf. antiinflamatorni, antitromboticka, ¢i antioxidaéni).
Mnohé ze zavéru téchto studii jsou velmi zajimavé a délaji z apoA-Ipjijano Nadéjné
agens pro léCbu kardiovaskularnich chorob. To je samoziejmé nutné ovéfit

v dlouhodobych klinickych studiich. Téch je bohuzel zatim malo.
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St&zejni je prace Nissena et al. (2003)," ktefi sledovali efekt podavani
rekombinantniho apoA-Iviane pacientim s akutnim koronarnim syndromem.
Pravé pro jeji dilezitost je ji vénovano v nasledujicim textu vice pozornosti.
Jedna se tedy o prvni praci hodnotici mozny prospéch podavani HDL-C nebo

HDL mimetik u lidi.

Studie byla designovana jako dvojité slepa, randomizovana, multicentricka
a placebem kontrolovana. Porovnavala efekt ETC-216 nebo placeba na koronarni
ateroskler6zu, mefeny intravaskularnim ultrazvukem (IVUS).

Ucastnilo se ji 10 komunitnich a ,terciary care nemocnic v USA.
Probihala v obdobi mezi listopadem 2001 a bfeznem 2003.

Schéma 8.1. Vybér a rozdéleni pacientd ve studii. Podle Nissen et al.”’

123 pacientu
66 nesplitovalo vstupni kritéria
16 m¢lo planovanou koronarni intervenci
16 mélo stendzu vétsi nez 50%

13 planovanou chirurgickou operaci
11 nepfipustnou cilovou artérii
5 abnormalni jaterni enzymy

5 jiné
/ 57 randomizovano
12 placebo 23 ETC-216 15 mg/kg 22 ETC-216 45 mg/kg
1 vyfazen pro 2 vytazeni pro 7 vyfazeno
neanalyzovatelny IVUS | [neanalyzovatelny IVUS| | 2 neakceptovatelny IVUS

3 odmitly souhlas
2 nezadouci ucinky
[
11 analyzovéno 21 analyzovéno 15 analyzovéno

Vybér osob probihal z pacientl mezi 30. a 75. rokem, kteti podstoupili
diagnostickou angiografii béhem 14 dnii po akutnim koronarnim syndromu (ACS)
a byli diagnostikovani jako nestabilni angina pectoris nebo non-ST infarkt
myokardu. Angiografické kritérium bylo: pfitomnost obstruktivni 1éze v hlavni

epikardialni cévé velké alesponn 20% priméru lumen. Béhem 2 tydnl byla
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provedena IVUS, kde byl pozadovan nalez hodnotitelného cilového segmentu
velkého alespoit 30 mm s ne vice nez 50% zizenim lumen. Cilova céva nesméla
byt nikdy lécena angioplastikou. IVUS vySetieni bylo hodnoceno kardiologickou
laboratofi na Clevelandské klinice. Dilezitym kritériem k zafazeni do studie byl
dobie hodnotitelny IVUS nalez.

Ze 123 vybranych pacienti bylo vhodnych 57. Protokol ukoncilo celkem
47 pacientl a to 11 ve skupiné placeba, 21 ve skupiné nizkych davek ETC-216 a
15 ve skupiné vysokych davek ETC-216. Celkem nedokoncilo studii 10 pacientd,
ztoho dva kvali nezddoucim ulinkiim, 3 odmitli souhlas a 5 mélo
neanalyzovatelny IVUS ndlez (kardiologicka laboratof hodnotici IVUS jej
shledala nevhodnym).

Pacienti byli ndhodné rozdéleni do tfi skupin a to v poméru 1:2:2 (placebo
: malé davky (15 mg/kg) : velké davky (45 mg/kg) ETC-216). Jako placebo byl
pouzit fyziologicky roztok. Léky byly podavany v intravendzni infuzi v tydennich
intervalech v celkovém mnozstvi 5 davek. Béhem dvou tydnli od podani posledni
davky 1éku byli pacienti opakované vySetieni IVUS. Béhem studie bylo
pacientim dovoleno pokracovat ve farmakologické terapii dyslipidémie pouze za
predpokladu, ze davky 1éki byly stile stejné. Pacienti, u kterych byla terapie

zapocata nebo prerusena béhem 6 tydnil pfed vybérem do studie, byli vyfazeni.

Tab. 8.1 Zakladni sledované IVUS charakteristiky (vstupni vySetfeni). Podle

Nissen et al.”’
placebo | ETC-216; 15 mg/kg | ETC-216; 45 mg/kg
velikost at. platu (% lumen) 34,8 39,7 37,9
celkovy objem platu (mm?) 173 296 231
max. tloustka platu (mm) 0,65 0,82 0,74

Hlavnim hodnocenym parametrem byla zména v procentu velikosti
ateromového platu (tedy zabiral-li pfed 1é¢bou napt. 25% lumen artérie, kolik %
zabiral po 1é¢b¢). V kombinované skupiné 1écenych ETC-216 (zahrnujici 1écené
nizkymi i1 vysokymi davkami) byla primérna zména —1,06%. V placebo skupiné
byla primérna zména v procentu +0,14% (tabulka 8.2).

Dale se hodnotila:

1. primérna zména celkového objemu ateromového platu v kombinované skupiné

1é¢enych, ktera &inila —14,1 mm® a v placebo skuping —2,9 mm’ (tabulka 8.3).
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2. zména v maximalni tlouStce platu ve skupiné lécenych Cinici —0,042 mm a
—0,008 mm pro placebo (tabulka 8.4).
Pokles celkového objemu platu tedy &inil 14,1 mm’, tedy 4,2 %.

Tab. 8.2 Procento velikosti ateromového platu (%). Podle Nissen et al.*’
vstupni vySetieni nasledné vySetieni zména
skupina | pocet | pramér | rozmezi |pramér| rozmezi pramér | rozmezi p
placebo 11 | 34,80 |26,99-39,81 | 34,94 | 27,07-41,09 | 0,14 |-1,11az+1,43 | 0,97
15 mg/kg 21 | 39,71 |34,16-44,97 | 38,42 | 32,78-42,87 | -1,29 | -2,24a7-0,56 | 0,03
45 mg/kg 15 | 37,92 [31,92-44,10 | 37,19 | 32,81-44,02 | -0,73 | -1,21az+0,43 | 0,45
kombinovand | 36 | 38,96 |34,01-44,53 | 37,91 | 32,79-43,53 | -1,06 | -1,53az—0,34 | 0,02

Tab. 8.3  Celkovy objem ateromového platu (mm®). Podle Nissen et al.*’

vstupni vySetfeni nasledné vysetieni zména
skupina pocet | pramér | rozmezi |primér| rozmezi pramér | interval p
placebo 11 |172,6| 58,6-216,5 | 169,8 | 584-217.8 | -2,9 | -8,6az+8,2 | 0,97
15 mg/kg 21 |295,5] 173,6-370,7 | 2804 | 161,1-351,6 | -15,1 | -29,6az—4,9 | 0,02
45 mg/kg 15 1230,6 | 90,9-332,9 | 218,0 | 89.4-311,1 | -12,6 | -20,6az-2,9 | 0,007
kombinovand | 36 |2684| 129,4-359,3 | 254,4 | 131,0-337,6 | -14,1 | -20,7az-7,2 | <0,001

Tab. 8.4 Maximalni tloustka ateromového platu (mm). Podle Nissen et al. 40

vstupni vySetteni nasledné vysetieni zmeéna
skupina pocet | primér | rozmezi |pramér| rozmezi prumeér | interval p
placebo 11 | 0,649 |0,402-0,846| 0,641 |0,392-0,827 | -0,008 | -,035az +,026 | 0,83
15 mg/kg 21 | 0,815 |0,683-0,953| 0,771 |0,646-0,865 | -0,044 | -,079az—,015 | 0,03
45 mg/kg 15 | 0,738 10,531-0,992| 0,699 |0,457-0,963 | -0,039 | -,056az—,007 | 0,02
kombinovand | 36 | 0,783 |0,578-0,963 | 0,741 |0,552-0,895 | -0,042 | -,058az —,020 | 0,001

Tab. 8.5 Porovnani vysledkl v obou skupinach (placebo a ETC-216)

zména plat/lumen % zmeéna celk. objemu max. tloustka
ETC-216 -1,06 -14,1 mm’ -0,042 mm
placebo +0,14 -2,9 mm’ -0,008 mm

Mirné gastrointestinalni poruchy, jako nausea se vyskytovaly ve vSech
ttech skupinach. Jeden pacient ve skuping, ktera dostavala vysoké davky, mél pii
jednom vySeteni vice jak 3x zvySenou aspartitaminotransferazu, doprovazenou
nauzeou, zvracenim a cholelithiasou a byl proto vyfazen ze studie. U jiného
pacienta, ze stejné skupiny, se rozvinula kozni reakce spojena s nauzeou,

zvracenim a rigorem a byl rovnéz vytazen (tabulka 8.6).
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Tab. 8.6  Vyskyt nezadoucich uéinkil. Podle Nissen et al.”’

placebo ETC-216, 15 mg/kg | ETC-216, 15 mg/kg
pocet (%), n=12 pocet (%), n=23 pocet (%), n=22

nausea, zvraceni, bolest bficha 7 (58%) 5 (22%) 15 (68%)
abnormalni jaterni testy 0 0 1 (4,5%)
cholelitiaza 0 0 1 (4,5%)
CMP 0 1 (4,3%) 0

cefalea 2 (16,7%) 5(21,7%) 7 (31,8%)
arthralgie 2 (16,7%) 1 (4,3%) 0

retence tekutin nebo otok 1 (8,3%) 1 (4,3%) 1 (4,5%)
hypersensitivni reakce 0 0 1 (4,5%)

Obrazek 8.1 Pii zpracovani IVUS nalezli se hodnotil cilovy segment koronarni artérie.
Pocitala se plocha mezi membrana elastika externa (EEM area - external elastic membrane area)
od které se odecitala plocha lumen. Vysledkem pak byla tzv. ateromova plocha. Obrdzek pievzat
ze studie Nissena et al., 2003.%

El Follow-up
EEM Area

EEM Area
1.58 mm?

Side

Atheroma Area

Atheroma Afea . Side 5.35 mm2 . Branch

8.1 mm?2

Branch

Ptestoze pokus trval pomérné kratkou dobu, podafilo se prokazat piiznivy
ucinek podavané latky na velikost aterosklerotickych plati. Pro ndzornost je
uveden piipad regrese platu u ETC-216 léCeného pacienta (tabulka 8.7 a
obrazek 8.1).

Tab. 8.7 Ptiklad regrese ateromového platu

plocha EEM, mm” | plocha lumen, mm” | plocha platu, mm®

pted lécbou 14,37 6,27 8,10

po 1écbé 11,58 6,23 5,35

Nikdy diive nebyla pozorovéna takova rychlost a velikost zmény
aterosklerotickych platd jako v této studii. Napf. Brown et al. (2002)* podavali

kombinaci simvastatinu a niacinu a angiograficky zjistili ubytek procenta velikosti
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ateromového platu o 0,4% po 3-leté¢ 1écbé. V této studii doSlo za 5 tydnl ke
zmenSeni o 1%. Zde se ovSem hodnotila velikost platu pomoci IVUS metody,
ktera zjiStuje zmény platu uvnité cévni stény a ne zmény lumen. Redukce ve
velikosti aterosklerotického platu se mohou totiz objevit i beze zmén ve velikosti
lumen, jak je to dokumentovano na piedchozim piikladu.

Studie navic poskytuje novy pohled na patofyziologii aterosklerdzy.
Tradi¢né je na tento proces pohliZzeno spiSe jako na stabilni a progredujici. Tato
prace vSak ukazuje, Ze se jedna o proces dynamicky, s moznou regresi platd.
Navic se nabizi nova strategie 1€cby pacientti s ACD s moznym podavani HDL-C
mimetik v akutni fazi s néaslednym pfechodem na udrzovaci léCbu s pomoci

tradi¢nich antilipidemik.

Tato studie se po svém zvefejnéni stala jednou z nejcitovanéjSich praci a
od jejiho vydani se jeji citace objevuje snad v kazdé studii tykajici se apoA-I,
apoA-Ivilano nebo aterosklerézy. Je ovSem evidentni, ze i tato studie ma sva
omezeni. Otazku jestli bude soucasti preventivni kardiologie tydenni aplikace
injekci HDL-C si kladli Sergio Fazio a MacRae F. Linton (2003),* ktefi rovn&z
popsali n¢které nedostatky této studie.

Zaprvé Nissen et al.* necitili pottebu porovnat ucinek apoA-Iwiiano
s normalnim apoA-I. Podobné jako pfedchozi prace na experimentalnich
zvitatech, ani tyto vysledky nedévaji jasny ditkkaz o tom, ze cévni zmény byly
zpusobeny vlastni strukturou apoA-Iyian, @ ne obecnym ucinkem apoA-I. Co je
moznd jesté vic prekvapujici je, ze autofi nesledovali zmény HDL cholesterolu ani
jinych parametrii lipidového metabolismu. To je ztracend ohromné piilezitost,
nebot’ vytvofeni vztahu mezi cévnimi zménami a zménou hladiny plasmatického
HDL cholesterolu by umoznilo 1épe piredpovédét budouci terapeutické pouziti této
medikace.

Jiny zajimavy aspekt této studie byla skutecnost, Ze ucinek apoA-Iysijano pii
hodnoceni IVUS vysetieni byl pii pouziti obou davek stejny. Pouzité davky byly
15 nebo 45 mg/kg, a tudiz bychom ptredpokladali i signifikantni nartst
koncentrace celkového apoA-I v plasmé. Ale protoze ucinek normalniho apoA-I

na aterogenezi je na davce zavisly, tyto vysledky znamenaji, Ze apoA-Iniano ma
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dominantn¢ negativni ucinek na pool apoA-I, nebo ze dokonce mensi davka

apoA-Iwviiano byla nad farmakologickym titracnim rozpétim.

Koneéné vyznam této studie je ponckud sniZzen malym poctem pacientll do ni
zahrnutych, coz vyustilo v nedostatek statistické vyznamnosti pro porovnani
skupiny lécenych se skupinou placebo. Ale ucinek vlastni intervence na objem
ateromového platu u jednotlivych pacientii (vzhledem k zédkladnimu vySetieni) byl
nepopiratelné¢ pozitivni a signifikantni, prestoze standardni angiografické
vySetfeni provedené na stejnych pacientech neprokazalo z4ddné hodnotitelné
zmény. To potvrzuje, ze IVUS je excelentni metoda pro zkoumdni stavu
koronarnich cév s vétsi citlivosti nez angiografie a pravdépodobné lepsi
prediktivni hodnotou pro klinicky vystup. Tento druhy bod zbyva jesté provéfit,
protoZe tak malé zmény objemu plath jest¢ nemohou byt pokladany za klinicky

vyznamné prospesné.

9. Porovnani ucinku apoA-I a apoA-Iviitano

Jeden z problémt, ktery provazi vyzkumy ucinkit apoA-Iniane j€, Z€ zadna
studie neporovndva piimo efekt mutantniho apoproteinu s normalnim apoA-I,
ktery je sam o sobé schopen aktivovat eflux cholesterolu z bunék a tim stimulovat
RTC. Existuji skupiny studii testujicich bud’ ucinky apoA-Iyin, (Nissen et al.
2003; Shah et al., 1998 a 2001)***'*! nebo ptirozené¢ho apoA-I (Nicholls et al.,
2005).* Obg tyto skupiny davaji pozitivni vysledky.

Nejnovéji uvefejnéna studie Wanga et al. (2006)* vsak testuje hypotézu,
jestli je 1écba aterosklerdzy pomoci genové terapie efektivnéjsi, pouzije-li se
apoA-Imvilano. Autofi provedli transplantaci kostni difené¢ u samic double-
knockoutovanych mysi postradajicich geny jak pro apo E, tak pro apoA-I. Pro
transplantaci byla pouzita sam¢i kostni dien, na kterou byl pfenesen bud’ samotny
retrovirovy vektor, retrovir obsahujici normalni apoA-I nebo kone¢né gen pro
apoA-Imiano @ to pod kontrolou promotoru makrofag-specifického scavengerového
receptoru A. MysSi byly krmeny vysocecholesterolovou dietou a zabity 24 tydny

po transplantaci. Nésledné¢ byl stanoven rozsah ateroskler6zy.
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V porovnéni s kontrolni skupinou (n=12), genova terapie pomoci apoA-
Imitano (n=15) snizila aortalni aterosklerézu o 65% (p<0,001) a imunoreaktivitu
makrofagh vplatu o 58% (p<0,0001), zatimco pfirozeny apoA-I (n=11)
zredukoval aterosklerézu o 25% (p=0,1) a imunoreaktivitu makrofagi v platu o
23% (p<0,05).

Genova terapie s apoA-Iyiiano tedy byla v porovnani s normalnim apoA-I
signifikantné¢ 0¢inngj§i v redukci aterosklerézy a imunoreaktivity makrofagu.
Plasmatické hladiny cirkulujiciho cholesterolu, apoA-I nebo apoA-Iyiane 1
lipoproteinovy profil byly v ramci skupin srovnatelné.

Zavérem lze tedy konstatovat, ze exprese genu apoA-Iminan, makrofagy
v tomto piipadé efektivnéji redukuje velikost aterosklerdzy i zanétu, a to ptes
srovnatelny lipidovy profil. I kdyz tato studie leccos objasiiuje, piesto stale
¢ekame na studii, kde by badatelé podavali zarovenn apoA-I i apoA-Iyiane a

nasledn¢ porovnali vysledky tohoto podavani.

10. Porovnani u¢inku apoA-Iyjine.a statini

Existuje ohromné mnozstvi ditkazli o tom, Ze snizovdni koncentrace
LDL-C statiny vydatné snizuje riziko ptipadnych kardiovaskularnich onemocnéni
(4S, 1994; Heart Protection Study, 2002).'“* V Heart Protection Study bylo
statinovou 1é¢bou dosazeno o 1,05 mmol/l mensi plasmatické hladiny LDL-C nez
ve skupiné placeba, coz bylo spojeno s 25% sniZzenim kardiovaskularnich ptihod.
Ve studii Cannon et al. (2004)*” porovnavajici intenzivni a mirnou statinovou
terapii byl rozdil mezi skupinami 0,85 mmol/l. Tento rozdil by mél znamenat 20%
snizeni poctu kardiovaskularnich ptihod, coz je podobna hodnota jako
pozorovanych 16%.
et al., 2005).*® To podporuje potencionalni roli statinii pii stabilizaci platd a tim i
v 1é¢b& akutnich koronarnich syndrom@ (Cannon et al., 2004).*” Dikazy dale
potvrzuji, Ze zvySovani koncentrace HDL mize byt stejné prospésné jako
snizovani LDL-C pokud se jednd o snizovani rizika vzniku kardiovaskularnich

chorob (Nissen et al., 2003).*
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Efekt kratkodobého podavani infuzi HDL nebo statinli na ateroskler6zu
kralikd porovnavali Nicholls et al. (2005).**

Autofi v pokusu pouzili nejenom kréli¢i HDL, ale rovnéz zkombinovali
(tzv. reconstituted HDL; rHDL) krali¢i apoA-I nebo apoA-II s ur€itymi
fosfolipidy za vzniku nasledujicich kombinaci:

1. komplex apoA-I s 1-palmitoyl-2-linoleoyl fosfatidylcholinem (PLPC)
2. komplex apoA-I s 1,2-dipalmitoyl fosfatidylcholinem (DPPC)
3. komplex apoA-II s PLPC

Vznik ateromu byl indukovan kombinaci 0,2% cholesterolové diety a
posSkozenim cévni stény prostiednictvim balonku zavedeného do abdominalni
aorty. Na konci krmeni zvitat specidlni dietou nasledovala 5 denni 1é¢ebné faze,
ve které zvitata dostdvala intraven6zni infuzi: 1. kralictho HDL (n=8); 2. rHDL
obsahujiciho apoA-I a PLPC (n=6); 3. rtHDL obsahujiciho apoA-I a DPPC (n=5);
4. tHDL obsahujiciho apoA-II a PLPC (n=5); 5. ordln¢ atorvastatin Smg/kg a den
a 6. Zadnou lécbu (n=15). Infuze nativniho a rHDL byly podany 1. a 3. den
1écebné faze. Atorvastatin byl podavan denné.

Nelécena zvifata meéla primérnou velikost ateromu 2,13+0,15 mm?,
zatimco po infuzi HDL byla jeho velikost 0 36% mensi (1,37+0,22 mm?; p<0,05).
Podavani atorvastatinu nemélo na velikost ateromu vliv (2,10+0,36 mmz), viz také
graf 1.

Dalsi hodnoceny parametr byl pomér hladkych svalovych bun¢k (SMC)
neléCenych zvifat byl 4,7+0,9. U HDL IléCenych naproti tomu 2,6x vétsi
(12,3£5,9; p<0,05) a u zvirat dostavajicich atorvastatin dokonce 4x (18,4+7,7;
p<0,01), viz také graf 2.

Infuze HDL dale zvySila expresi trombomodulinu o 112% (10,4+3%
versus 4,9+0,7% plochy platu u lécenych, respektive nelécenych zvitat; p<0,03).
Utinek 16¢by atorvastatinem na trombomodulin se statisticky nelisil od kontroly.
Lécba atorvastatinem ani HDL neovlivnila expresi PAI-1, tkanového faktoru ani
von Willebrandova faktoru (vSe zjistovano pomoci monoklonalnich protilatek),
viz také graf 3. Exprese MMP-9 (matrix metaloproteindza 9) se snizila o 42% u

HDL lécenych zvitat (21,6+7,4% versus 37,3+2,6% plochy plitu u HDL
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1é€enych, respektive neléCenych kralik(; p<0,05) a o 45% pii podéavani

atorvastatinu (20,4+6,2%; p<0,05), viz také graf 4.

Utinek rHDL

Infuze rHDL obsahujiciho apoA-I:PLPC redukovala velikost 1éze o 35%
(1,38+0,15 mm?* p<0,05) a apoA-I:PLPC o 39% (1,29+0,28 mm?; p<0,05).
Oblast léze nebyla signifikantné zmenSena po infuzi apoA-I:DPPC rHDL
(1,66+0,28 mm?).

Pomér SMC/makrofagy byl po apoA-I:PLPC rHDL 4,2x vétsi (19,7£7,9;
p<0,01), pro apoA-I:DPPC r DL 4,1x vétsi (19,5+10,5; p<0,03). Pomér se
signifikantné nezménil po infuzi apoA-II:PLPC (7,9+4,9).

Exprese trombomodulinu se zvySila u apoA-I:PLPC rHDL 4,1x
(19,9+6,8%; p<0,01), 2,8x u apoA-I:DPPC rHDL (13,94+2,1%; p<0,01) a 3,3x u
apoA-II:PLPC rHDL (16,1+4,6%; p<0,01).

Obsah MMP-9 v 1ézi se snizil o 35% po apoA-I:PLPC rHDL (24,2+4,8%
p<0,05), 0 60% po apoA-II:PLPC rHDL (15,1+4,2%; p<0,01). Nezm¢énil se vSak
po infuzi apoA-I:DPPC rHDL (37,8+5,5%).

Graf 1 - Velikost ateromového platu Graf 2 - Pomér SMC/makrofagy
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Graf 3 - plocha ateromu produkujiciho Graf 4 - plocha ateromu
trombomodulin produkujiciho MMP-9
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Hlavnim pfinosem této studie je, ze jako prvni pfimo porovnava ucinky
HDL a statini na velikost, morfologii a slozeni aterosklerotickych plati. Bylo
prokazano, ze infuze HDL jsou stejn¢ u¢inné jako podavani statini pii tvorbé
stabilnich plath a dokonce efektivnéjsi ve zmenSeni velikosti 1ézi
v experimentalnim modelu ateroskler6zy. Statiny zde nemély na velikost 1éze vliv
(viz. graf 1). Infuze HDL méla rovnéz pfiznivy vliv na expresi matrix

metaloproteindzy 9 (MMP-9) a trombomodulinu.

Pozoruhodné je, ze ucinkii bylo dosazeno malym mnozstvim HDL. Kralici
obdrzeli 2 infuze HDL, pticemz kazda obsahovala 25 mg apoA-I (nebo apoA-II).
Uvazujeme-li 3kg krélika s plasmatickym objemem asi 120 ml a koncentraci
apoA-I 600 mg/1 (1,5 mmol/l), pak by jeho mnozstvi apoA-I bylo ptiblizn¢ 70mg.
To by bylo zvySeno infuzi o 25 mg (~30%). Za pouziti katabolického poméru 0,8
poolu/den by vypoctena koncentrace apoA-I v dobé usmrceni, 48 hodin po
posledni infuzi, byla skoro na pivodnich hodnotach pied 1é¢bou!

Tato studie ovSem piedchozi zjiSténi rozSifuje nejen o porovnani
s atorvastatinem, ale také tim, ze si klade otazku, zda mohou byt uc¢inky HDL
ovlivnény slozenim fosfolipidii nebo apolipoproteini. Mozna je ke Skodég, ze
autofi do svého protokolu nezahrnuli rovnéz apoA-Iyjn.. UGinek rHDL byl
porovnatelny s i¢inkem nativniho HDL jak v redukci 1€zi, tak v i¢inku na vznik
stabilngjSich plati. Efektivita rHDL vSak byl ovlivnéna sloZzenim ¢astic. Zaména
apoA-II za apoA-I ovlivnila nékteré, ale ne vSechny, u€inky infuze rHDL. Napf.
neméla vliv na velikost vysledné 1éze nebo na pfiznivy vliv na expresi
trombmodulinu a MMP, i kdyz nejspi§ zhorsila stabilizacni vlastnosti ¢astic na
plat métené pomérem hladkych svalovych bunék k makrofagiim (viz graf 2). Je
pravdépodobné, ze zmenSeni velikosti 1éze apoA-II obsahujicimi rHDL je
zpusobeno jejich sekundarni schopnosti zprostfedkovat cholesterolovy eflux.
Nedostatecna schopnost apoA-II obsahujicich rHDL zlepsit rovnéz bunécnou

Zména fosfolipidi z PLPC na DPPC mohla zhorSit schopnost rHDL
zmensit velikost 1éze, nebot’ redukce ve velikosti 1éze po infuzi DPPC rHDL
nedosadhla statistické vyznamnosti (viz graf 1), ackoli to nemusi odrdzet nic

jiného, nez maly pocet zvifat ve skupin€é. Na druhou stranu ucinek slozeni
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fosfolipidli na schopnost tHDL zprostiedkovat cholesterolovy eflux je znamy.
Castice obsahujici fosfolipidy s nenasycenymi mastnymi kyselinami jsou lepsimi
akceptory bunééného cholesterolu, nez ty s nasycenymi. To je v souhlasu s tim, Ze
dietou indukované zmény ve slozeni mastnych kyselin HDLj; porusuji jeho
schopnost zprostiedkovat cholesterolovy eflux. Tento efekt je zplsoben
obracenym vztahem mezi fluiditou a saturaci fosfolipidovych acylovych fetézct
HDL.

Utinek rHDL obsahujiciho PLPC nebo DPPC na morfologii arterialnich
bun¢k byl zkoumdn na kralicim modelu, kde bylo k indukci cévniho zénétu
pouZito nasazeni neokluzivniho periarterialniho limce (Nichols et al., 2005).*
V této studii byl zanét inhibovan v podobném rozsahu nezavisle na PLPC a
DPPC. Je tedy mozné, Ze slozeni fosfolipidii plisobi pouze na nekteré vlastnosti
¢astic rHDL. Pokud se navic fosfolipidové slozeni HDL c¢astic méni v zavislosti
na skladbé¢ lipidii v potrave, je tento fenomén potencionalné klinicky dilezity a

vhodny dal$iho vyzkumu.

10.1 Intenzivni statinova terapie

Intenzivni statinové terapie a jeji vliv na pfipadnou regresi aterosklerozy
byla zkouména v tzv. ASTEROID studii Nissenem et al. (2006)*° Piedchozi
klinické studie vyuzivajici intravaskularniho ultrazvuku (IVUS) prokézaly
zpomaleni nebo zastaveni progrese aterosklerdézy béhem statinové terapie, ale
nepodaly piesvédCivy dikaz o mozné regresi aterosklerézy pouzitim procenta
ateromového objemu (PAV-percent atheroma volume), nejpiisnéjsiho IVUS
kritéria méfeni progrese nebo regrese choroby. Proto bylo cilem této studie zjistit,
zda intenzivni statinova terapie muze vést k regresi koronarni aterosklerozy.

Mezi listopadem 2002 a fijnem 2003 bylo vySetieno 507 pacientid pomoci
IVUS. Po 24 mésicich mélo hodnotitelné sériové IVUS vySetieni 349 pacientt.
VSsichni pacienti dostali intenzivni statinovou terapii rovustatinem v davce 40
mg/den.

Pro hodnoceni primarni G¢innosti byly stanoveny dva parametry: zména
v procentu ateromového objemu a zména nominalniho ateromového objemu v 10
milimetrovém subsegmentu s nejhorsi zavaznosti choroby. Dale byl hodnocen

normalizovany celkovy ateromovy objem celé artérie.
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Priimérnd namétend vychozi hladina LDL-C klesla ze 3,26 mmol/l na 1,52
mmol/l. Primérné se tedy hladina LDL-C snizila o 53,2% (p<0,001). Primérna
hladina HDL-C pfi prvnim méfeni byla 1,078 mmol/l a nasledné vzrostla o 14,7%
na 1,225 mmol/I (p<0,001).

Primérnd zména PAV byla —0,98% se sttedni hodnotou —0,79% (97,5%
CI; -1,21% az —0,53%) (p<0,001; vzhledem ke vstupnimu vySetteni). Primérna
zména objemu ateromu v nejvice postizeném 10 milimetrovém segmentu byla
—6,1 mm’ se stfedni hodnotou —5,6 mm® (97,5% CI; —6,8 az —4,0 mm”) (p<0,001).
Stfedni zména v celkovém ateromovém objemu byla 6,8% s prumérnou redukci
—14,7 mm’ a stfedni hodnotou —12,5 mm’ (95% CI; —15,1 az —10,5 mm’)
(p<0,001).

Pomoci vysoce intenzivni statinové terapie rovustatinem bylo dosazeno
pramérné hodnoty LDL-C 1,52 mmol/l a zvySeni HDL-C o 14,7%, coz vyustilo
ve statisticky vyznamnou regresi ve vSech 3 pfedem stanovenych kritériich.
Uprava hladin LDL-C pod hodnoty doporuéované v sou¢asnych guidelinech
spojena se vzestupem HDL-C, miize navodit regresi aterosklerotickych lozisek
v koronarnich cévach pacientl. Je ziejmé, ze budou potieba dalsi studie, které

vyhodnoti klinicky efekt takovéto terapie.

Zajimavé je srovnani této studie se studii Nissena et al. (2003),*° protoze
ob¢ pouzivaji k hodnoceni velikosti aterosklerozy stejnych parametrd métenych
IVUS (tabulka 10.1). V této studii vedla aplikace apoA-Ipiiano Vv 5 infuzich béhem
5 tydnti (1x tydné) k podobnému efektu jako podavani statind po dobu 2 let.

Tab. 10.1  Srovnani efektu apoA-Iyiino a statinlt

doba podavani PAV (%) TAV (mm’)
apo A-Iuilano 5 tydnu (celk. 5 davek) -1,06 -14,1
statiny 24 mésici, denné -0,98 -14,7

Nezanedbatelnou roli samoziejmé hraje 1 cena takovéto 1écby. Da se
predpokladat, ze statinova terapie, i kdyz intenzivnéjSi nez normalni, bude
nckolikandsobné levnéjsi nez aplikace apoA-Inmilano-

Hlavni rozdil mezi vysledky, kterych bylo dosazeno v téchto studiich neni

tedy ve velikosti regrese aterosklerdzy, ale v rychlosti, kterou ji bylo dosazeno.
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Proto se podavani apoA-Imilno zda perspektivni spise v 1é€be akutnich stavil, kdy
je potieba rychle stabilizovat ateroskleroticky plat. Tyto zavéry podporuji rovnéz
vysledky studie Shah et al., 2001 (kapitola 7.1.1), ve které se po jediné davce
apoA-Ivilano (400mg/kg) mysSim snizil obsah lipidl v aterosklerotickych platech o
40 az 50% a mnozstvi makrofagl o 29 az 36%.

Statiny jsou zase vhodné&jsi pro dlouhodobé podavani, nebot’ jsou levné;jsi
a podavaji se per os. Jak ale bylo uvedeno vySe, jiZ dnes existuji peptidova
mimetika zachovavajici si funkce apoA-I, jez je mozno podavat peroralné
(kapitola 5.5).

Kratkodobé podavani statini tedy nema na velikost aterosklerotickych
plati vliv, ale zachovava si vliv na skladbu plati (Nicholls et al., 2005).**
Signifikantn€ sniZzuje mnozstvi makrofagti v platech a to dokonce vice nez
ptirozené HDL ale stejné¢ jako apoA-I PLPC rHDL. Bohuzel v tomto ptipadé
autofi zapomné&li na apoA-Iyiiane. Dle studie Wanga et al. (2006)* (kapitola 9) ale
mélo apoA-Iviane 2,6x vEtSi efekt na zmenSeni aterosklerodzy a 2,5x vétsi efekt na
snizeni mnozstvi makrofagi v platech nez normalni apoA-I. Lze proto pro apoA-

Imilano predpokladat piinejmensim tak velky vliv na slozeni platd jako maji statiny.

11. ApoA-Lyvino V. prevenci a 1€¢bé aterosklerdézy

Lécba a prevence aterosklerozy je v zdjmu odbornikti jiz dlouhou dobu.
Vyplyva to ztoho, Ze ateroskleréza a jeji pfimé duasledky, jako je ischemicka
choroba srde¢ni, pfedstavuji dnes hlavni pfi¢inu mortality. Mezi dalsi choroby
vznikajici na aterosklerotickém podkladé patii cévni mozkové piihoda
aterotrombotického typu, vaskuldrni demence, ischemicka choroba dolnich
koncetin, bfiSni aneuryzma, atd. Tyto stavy rovnéz zvySuji jak mortalitu tak
morbiditu populace. Celkové vzato predstavuje ateroskleréza jednu z hlavnich
pri¢in mortality a morbidity populace a na jeji 1é¢bu nebo 1éCbu stavii s ni
spojenych jsou vynakladany kazdoro¢né nemalé financni prostiedky.

Z tohoto pohledu je dilezitd prevence rozvoje aterosklerdzy a jeji 1écba.
Pro prevenci jakéhokoli onemocnéni je nejprve nutné vybrat osoby, které maji
zvySené riziko rozvoje choroby. V ptfipadé aterosklerézy se jednd o koufeni,

zvySeny krevni tlak, hyperlipoproteinémii, obezitu a sedavy zpiisob Zivota,
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nepfimétené piti alkoholu a diabetes mellitus. Z vétsi Casti se tedy jedna o pficiny,
které¢ spolu navzdjem souviseji (kombinace obezity, hypertriacylglycerolémie,
inzulinové rezistence a hypertenze se shrnuje pod ndzvem Reavenilv syndrom
nebo téZ metabolicky syndrom X) a jez se daji ovlivnit systémovymi opatienimi.
Dulezité jsou rovnéz anamnestické informace o vyskytu choroby v roding, nebot’
svou roli hraji 1 genetické faktory.

Primarni prevence by tedy méla zahrnovat ptfedev§im informovani
populace o piislusnych rizicich a snahu o zménu zivotniho stylu. Nezbytnou
soucasti by mélo byt odvykani kouteni, stifidmé piti alkoholu, zvySeni pohybové
aktivity (aerobni zatéz alespon 2-3x tydné po dobu 30 minut), zdravé stravovani a
snahu o co nejefektivnési vypofadani se stresem. Soucasti prevence by mély byt
rovnéz preventivni prohlidky s pravidelnym méfenim krevniho tlaku, vazenim a
alesponi jednou za 5 let se stanovenim hladiny cholesterolu. V ptipadé nalezu
patologickych hodnot je potieba toto métfeni opakovat Castéji a pristoupit ke
zminénym systémovym opatienim.

Pokud ani toto nevede k dostate¢nému zlepSeni, nastupuje farmakologicka
1é¢ba. Sem patii kompenzace diabetu, uprava krevniho tlaku a plazmatickych
hladin cholesterolu.

To, Ze je farmakologickd terapie ucinna prokazala tfeba Scandinavian
Simvastatin Survival Study (4S),'® ktera po lipidové terapii zdokumentovala
stfedni zménu v hladiné celkového cholesterolu, LDL-C a HDL-C o0 -25%, -35% a
+8%. Béhem nasledného v priméru 5,4 let trvajiciho sledovani to znamenalo 35%
sniZeni smrti na korondrni ptihody. K podobnym zavérim dosla i Cholesterol and
Recurrent Events trial (CARE)’' sledujici stejné parametry u pacientil s mirnou
hyperlipidémii. Zmény v hladiné cholesterolu byly -20%, -28%, +5% a snizeni
rizika smrti na korondrni piihody 24%. Obé dvé studie rovnéZ zaznamenaly

sniZeni vyskytu cévnich mozkovych piihod a to o 30 a 31%.

Ptistup k rizikovym faktoriim by mél byt odlisny, jedna-li se o primarni
nebo sekundarni prevenci. K tomuto zaveru dosli Grover et al. (1998),*° jenz
porovnavali potencialni mnozstvi zachranénych rokt zivota (YOLS-years of life
saved) spojené supravou rizikovych faktori vramci primarni a sekundarni

prevence kardiovaskularnich chorob. Mezi vysoce rizikové byli zafazeni pacienti
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s 3 rizikovymi faktory (hyperlipidémie, koufeni cigaret a hypertenze). Pacienti
s nizkym rizikem byli ti s izolovanou hypertenzi nebo hyperlipidémii.

Mezi muzi a Zenami s hyperlipidémii bez kardiovaskuldrnich chorob
(primarni prevence) méli podstatné vétsi prospéch z lipidové terapie ti s velkym
rizikem (4,74+0,78 YOLS vs 2,50+0,25 YOLS). Mezi témi s kardiovaskularnimi
chorobami (sekundarni prevence) vSak nebyl takovy rozdil v prospésnosti
lipidové terapie mezi skupinou s velkym a nizkym rizikem patrny (4,65+0,65
YOLS vs 3,84+0,58 YOLS).

Rovnéz vysledky pro hypertenzni terapii prokéazaly vétsi prospéch této
terapie v ramci primarni prevence u osob s velkym rizikem (1,34+0,29 YOLS vs
0,85+0,13 YOLS), ale podobny prospéch pro ob& skupiny v ramci sekundarni
prevence (1,34+0,29 YOLS vs 0,85+0,13 YOLS).

Ze aterosklerdza neni nezvratnou zaleZitosti, a Ze pomoci u¢inné terapie
lze dosédhnout nejenom zpomaleni ¢i zastaveni jeji progrese, ale dokonce jeji
regrese, potvrzuje nékolik klinickych studii jak s apoA-Iwviano (Nissen et al.,
2003)" tak se zavedenou létbou statiny (Nissen et al., 2006).”° V 1é&bs
ateroskler6zy ma pro apoA-Imiano nejveétsi vyznam pravé srovnani efektu se
statinovou 1éEbou, nebot’ ta je momentalné hlavni terapii a jeji pouzivani se opira

o velké mnozstvi klinickych studii, jez potvrdily jeji i¢innost (kapitola 10).

Vyzkumy s apoA-Iviane S€ nezameéiuji pouze na jeho vliv na reverzni
transport cholesterolu a aterosklerézu. Zajimavé jsou rovnéz zviteci studie o vlivu
apoA-Imvilano Na reperfuzni poskozeni a inhibici neointimdlni proliferace (Soma et
al., 1995; Shah et al., 2001; Marchesi et al., 2004).35’32’37 Pokud by se potvrdil
tento efekt 1 u ¢lovéka znamenalo by to dalSi divod pro pouZziti apoA-Imiiano
v 1é¢bé akutnich koronarnich syndromtl. Pfipoéteme-li k tomu vSemu potencidlni
antitromboticky efekt (Li et al., 1999)*' stalo by se apoA-Iyiiano, pro sviij vliv na
rychlou stabilizaci aterosklerotického pléatu, prevenci ischemicko-reperfuzniho
poskozeni, inhibici neointimalni proliferace a tim i prevenci restendzy témeét

idealnim terapeutickym agens.
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Zaver

Celkové vzato je apoA-Iviano perspektivnim 1é¢ebnym agens, jehoz pouziti
je intenzivné zkoumdano a to ptfedevsim ve studiich na zvifatech. Objevuji se ale
uz 1 prvni klinické studie. Je zfejmé, zZe bude potieba jesté¢ hodné dlouhodobych
prospektivnich studii, které potvrdi klinickou prospésnost takovéto 1€cby, napft.
snizenym vyskytem kardiovaskularnich piihod. ApoA-Iviano by se tak mohl stat

béznou soucasti neinvazivni 1€cby aterosklerozy.

49



Souhrn

ApoA-Imilano je varianta lidského apoA-I lisici se zdménou cysteinu za
arginin na pozici 173 tohoto 243 aminokyselin dlouhého apolipoproteinu (Sirtori
a Franceschini, 1982; Weisgraber et al., 1983).22’23

Tato varianta lidského proteinu byla poprvé objevena v séru clovéka
zijictho v geograficky izolované vesnici Limone sul Garda vseverni Italii
(Gualandri et al., 1985).** Nasledng byli identifikovani dal3i nosi¢i heterozygotni
pro apoA-Imiiano (Gualandri et al., 1985b).25

Nosi¢i mutace apoA-Iyian, maji velmi nizkou plasmatickou hladinu HDL
cholesterolu (0,25-0,78 mmol/l) a mirnou hypertriacylglycerolémii. Nizsi
plasmaticka hladina apoA-Iyinne je zpisobena jeho rychlym katabolismem a ne

snizenou produkci. Pfes zdvaznou hypoalfalipoproteinemii se u nosi¢ii mutace

apoA-Imilano nevyvijeji strukturdlni zmény artérii a srdce.

Pozitivni efekt na kardiovaskuldrni aparat je dan zvySenim odstrafiovani
cholesterolu z perifernich tkani (reverzniho transportu cholesterolu). Kromé toho
ma  apoA-Iyin, fadu dalSich pozitivnich vlastnosti (antiinflamatorni,

antitrombotickou, antioxidacni...).

ZvySeny reverzni transport cholesterolu (RTC) se ve zvifecich
experimentech projevil zmenSenim aterosklerotickych plati, snizenim obsahu

lipidt v nich a zmensenim objemu makrofagti (Shah et al., 1998 a 2001).*'~

Na RTC nezavislé¢ vlastnosti dale vedly ke snizeni poctu makrofagl
v platech (Shah et al. 2001),* k inhibici neointimalni proliferace (Soma et al.,
1995)*° a tim i potlateni vzniku restenéz po implantaci stentu (Kaul et al.,
2003),%° snizeni ischemicko-reperfuzniho poskozeni (Marchesi et al., 2004)*’

nebo inhibici vzniku trombu (Li et al., 1999).*!

V prozatim osamocené klinické studii Nissena et al. (2003)* bylo
pozorovano primérné zmenSeni procenta velikosti ateromového platu o 1,06% (z
38,96% na 37,91%). Celkovy objem platu se zmensil o 14,1 mm3, tedy o 4,2%.
Tohoto sniZeni bylo dosazeno béhem 5 tydnti podavani apoA-Iysiano. Podobnych
vysledkt 1ze dosahnout také podavanim velkych davek statind ovSem po dobu 2

let (Nissen et al., 2006).”
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Summary

ApoA-Ipmilano 1 @ variant of human apoA-I which differs by substitution,
arginine to cysteine, on position 173 of this 243 amino acids-long apolipoprotein
(Sirtori and Franceschini, 1982; Weisgraber et al., 1983).22’23

This variant of human protein was found for the first time in serum of a
subjects living in geografically isolated village Limone sul Garda in northern Italy
(Gualandri et al., 1985).** Than were identified further heterozygots for apoA-
Imitano (Gualandri et al., 1985b).25

Carriers of apoA-Iyin, mutation have very low plasmatic level of HDL
cholesterol (0,25-0,78 mmol/L) and moderate hypertrigyceridemia. Lower
plasmatic level of apoA-Iuiano 1S caused by its rapid catabolism and no by
reduced production. Despite of severe hypoalfalipoproteinemia, carriers of apoA-

Imilano mutation don’t develope structural changes of arteries and heart.

Positive effect on cardiovascular system is mediated by increased remove
of cholesterol from peripheral tissues (reverse cholesterol transport). Out of this
has apoA-Imvino a lot of further properties (antiinflammatory, antitrombotic,

antioxidant etc.).

Increased reverse cholesterol transport (RCT) was demonstrated in animal
experiments by reduction of atherosclerotic plaques, lipid content and volume of

macrophages (Shah et al., 1998 a 2001).>'*

RCT-independent properties lead to reduction of macrophages in
atherosclerotic plaques (Shah et al. 2001),* inhibition of neointimal proliferation
(Soma et al., 1995)*° and in the same manner impede restenosis development
(Kaul et al., 2003).*® Also reduce ischemia-reperfusion injury (Marchesi et al.,
2004)*” or inhibit arterial thrombus formation (Li et al., 1999).*'

There is only one clinical trial designed by Nissen et al. (2003).*This trial
demonstrated the change in mean percent atheroma volume -1.06% (from 38.96%
to 37.91%). The mean change in total atheroma volume was -14.1 mm® (4.2%).
ApoA-Imilano was administrated during 5 weeks (one dose weekly). Similar results
were also described using intensive statin therapy but after 2 years of

administration (Nissen et al., 2006).”
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