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Vysledky: U nositelt alely 2 byla prokdzana signifikantné vyssi koncentrace APOE v plazmé proti béznému
genotypu &3/¢3 (40,4 mg/ml [20,6-53,7] vs. 22,9 mg/ml [6,2-111,3]); p = 0,018]. Nebyly zaznamenany rozdily

Klicova slova: v koncentracich APOE mezi nositeli alel ¢4 a £3/c3.

Apolipoprotein E U nositeld alely 2 byla prokézana signifikantné vyssi koncentrace HDL cholesterolu (1,55 mmol/l vs. 1,16
Ischemicka choroba srdecni mmol/l, p = 0,001) a u nositelt alely &4 signifikantné nizsi koncentrace hsCRP (1,07 mg/l vs. 2,14 mg/l, p =
Polymorfismus APOE 0,035) ve srovnani s béznym genotypem ¢3/¢3.
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ABSTRACT

Aims: We sought to evaluate the influence of APOE polymorphisms (¢2-rs7412, ¢4-rs429358) on plasma levels
of apolipoprotein E in patients with confirmed coronary artery disease.

Methods: A total of 94 patients with coronary artery disease were included in our study. Genotypisation for
rs429358 and rs7412 in APOE was performed and plasma levels of apolipoprotein E, lipids, and hs-CRP were
measured.

Results: Significantly higher plasma levels of APOE were found in the ¢2 carriers compared to the normal
£3/e3 genotype (40.4 mg/mL vs. 22.9 mg/mL, p = 0.018). There was no difference in APOE levels between the
¢4 allele and £3/e3 allele carriers.

Significantly higher HDL cholesterol levels (1.55 mmol/L vs. 1.16 mmol/L, p = 0.001) were found in the £2 car-
riers, and significantly lower levels of hs-CRP (1.07 mg/L vs. 2.14 mg/L, p = 0,035) in the ¢4 carriers compared
to the normal ¢3/e3 genotype.

Conclusions: In CAD patients, the APOE ¢2 allele is associated with significantly higher plasma levels of APOE

Coronary artery disease

and HDL cholesterol, whereas the ¢4 allele is associated with significantly lower levels of hs-CRP.

Uvod

Apolipoprotein E (APOE) je maly apolipoprotein skladaji-
ci se z 299 aminokyselin, ktery je produkovan hepatocyty
v jatrech, makrofagy v perifernich tkanich a gliovymi bun-
kami v mozku. Apolipoprotein E je soucasti nékolika typU
lipoproteinovych ¢&astic, napf. chylomikrontd, VLDL, IDL
a HDL a slouzi i jako ligand receptord LDL (LDLR) a LDL
receptor-related proteinu-1 (LRP1), jejichZz prostfednic-
tvim ovliviiuje vychytdvani LDL cholesterolu burikami [1].

Apolipoprotein E je produkovan lokalné makrofagy
v postizené arteridlni sténé béhem zanétu, kde muze
vést ke snizeni obsahu cholesterolu a redukci ateroskle-
rotickych platd. V cévni sténé APOE dale inhibuje migraci
a proliferaci hladkych svalovych bunék medie spousténou
destickovym ristovym faktorem (PDGF), ¢imz sniZuje neo-
intimalni hyperplazii po poranéni cévni stény [2]. Tento
lokalni uc¢inek je nezavisly na systémovém vlivu APOE na
metabolismus lipidd [1].

Nejb&zngjsi alely APOE (e3 [standardni typ], s2 a &4)
kéduji odpovidajici rozdilné izoformy proteinu (APOE2,
APOE3, APOE4), které se lisi jedinou aminokyselinou na
pozicich 130 a 176. Zatimco APOE2 obsahuje cystein v pozi-
cich 130i 176, APOE3 ma cystein v pozici 130 a arginin v po-
zici 176 a izoforma APOE4 ma v obou pozicich arginin [3].

Gil

Cilem nasi studie bylo posoudit vliv jednotlivych jednonukleo-
tidovych polymorfismG (SNP) APOE (g2-rs7412, £4-rs429358)
na konecentraci apolipoproteinu E v plazmé u pacientu s pro-
kézanou ischemickou chorobou srdecni (ICHS).

Soubor a metody

Na&s soubor tvofilo 94 pacientd s koronarograficky proka-
zanou ICHS (po predchozich PCl), u kterych byla stanove-

na koncentrace APOE, hsCRP, lipidového spektra v plaz-
mé a zaroven byla provedena genotypizace pro varianty
rs429358 a rs7412 v genu APOE.

Krevni vzorky a biochemicka analyza

Odbér krve byl proveden 12 mésict po PCl. Vzorky byly
centrifugovany na 2 500 g po dobu 6 min pfi teploté 4 °C,
nasledné rozdéleny do dvou zkumavek po 2 ml a sklado-
vany pfi -80 °C po dobu dvou az tfi mésicu.

Plazmatické koncentrace APOE byly stanoveny pomo-
ci sendvicového testu ELISA (enzyme-linked immunosor-
bent assay; firmy Biovendor-Laboratorni Medicina, Brno,
Ceska republika).

Genotypizace polymorfismu

Vybrané jednonukleotidové polymorfismy APOE jsou po-
psany podle nomenklatury HGVS a posledni verze NCBI
a Ensembl databaze [4] (tabulka 1). Genomova DNA byla
extrahovdna pomoci MagNA Pure Compact Instrument
(Roche, Svycarsko). Genotypy APOE €3, €2 a &4 (rs7412
a rs429358) byly stanoveny pomoci LightMix Kit ApoE
C112R C158R (TIB MOLBIOL, Némecko). Ke stanoveni
frekvenci vyskytu studovanych SNP v bézné ceské popu-
laci byla provedena genotypizace 200 zdravych osob (100
Ceskych pard ve véku 26-66 let).

Statisticka analyza

K statistické analyze dat byl pouzit program IBM SPSS
Statistika verze 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Konti-
nudlni proménné s nenormalni distribuci jsou uvadény
jako median a rozsah (minimum-maximum) a byly srov-
ndvany pomoci neparametrického Mannova-Whitneyho
U-testu s Bonferroniho korekci. Kategorické proménné
jsou uvadény jako pocet a procento a byly srovnavany
pomoci Fisherova exaktniho testu s Bonferroniho korek-
ci. Odds ratio (OR) je uvddéno s 95% intervalem spoleh-
livosti (Cl). Hodnota p < 0,05 byla povazovana za statis-
ticky vyznamnou.

Tabulka 1 - Jednonukleotidové polymorfismy APOE

Gen Uroven kédujici DNA Uroven proteinu Databéze NCBI
APOE ¢2 ¢.526C>T p.Arg176Cys rs7412
APOE ¢4 ¢.388T>C p.Cys130Arg rs429358
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Naproti tomu u nositelG alely €2 byla prokazana signi-
fikantné vyssi koncentrace HDL cholesterolu a u nositelG
alely g4 signifikantné nizsi koncentrace hsCRP ve srovnani
s béZnym genotypem &3/e3.

Mezi jednotlivymi skupinami nebyl zaznamenan signi-
fikantni rozdil ve vyskytu akutnich koronarnich pfihod,
rozsahu koronarniho postizeni (nemoc vice tepen a kom-
plexni |éze B2/C), systolické funkce levé komory nebo
koncentrace N-termindlniho fragmentu natriuretického
propeptidu typu B (NT-proBNP) (jako marker srdec¢niho
selhani) (tabulka 4).

Obr. 1 - Koncentrace APOE (ug/ml)

Vysledky

Zakladni demografické, klinické a biochemické paramet-
ry souboru jsou uvedeny v tabulce 2. Jednotlivé studijni
skupiny se v téchto demografickych, klinickych a vybra-
nych biochemickych parametrech nelisily.

Genotyp £3/¢3 se vyskytoval u 63 pacientl (67 %), alela
¢4 byla nalezena u 21 pacientt (22,3 %) a alela €2 u 10
pacientd (10,6 %). RozloZeni alel APOE bylo v Hardyho-
-Weinbergové rovnovaze. Frekvence vyskytu minoritnich
alel (MAF) 2 a ¢4 se nelisila od obecné ceské populace
(tabulka 3).

U nositell alely €2 byla prokazana signifikantné vy3si
plazmatickd koncentrace APOE proti béZnému genotypu
€3/e3 (40,4 mg/ml [20,6-53,7] vs. 22,9 mg/ml [6,2-111,3];
p = 0,018), naproti tomu nebyl zaznamenan rozdil v hod-
notach APOE mezi nositeli alel ¢4 a €3/¢3 (obr. 1, tabulka 4).

Mezi nositeli jednotlivych alel APOE nebyl prokazan
signifikantni rozdil v hodnotach celkového a LDL chole-
sterolu, taktéz se nelisila dévka statinl (atorvastatinu i
ekvivalentu), ktera byla nutna k jejich dosazeni.

Diskuse

Apolipoprotein E je multifunkéni protein, ktery hraje da-
lezitou roli v metabolismu lipidd.

Apolipoprotein E slouzi jako ligand LDL receptort
(LDLR) a LDL receptor-related proteinu-1 (LRP1), jejichz
prostfednictvim ovliviiuje vychytavani LDL cholesterolu
burikami [1]. Je taktéZz produkovan lokalné makrofagy
v cévni sténé v prabéhu zanétu a vede k redukci rozsahu
aterosklerotickych platl a neointimalni hyperplazie vzni-
kajici v dusledku poranéni cévni stény [2].

Biologicka aktivita APOE je ovlivnéna nejen jeho kon-
centraci, ale i strukturou. Apolipoprotein E2 vykazuje
pouze 2% afinitu k LDL receptortim ve srovnani s APOE3,
coz vede k jeho nizsi clearance, vyssi plazmatické koncen-

Tabulka 3 - Frekvence vyskytu minoritnich alel (MAF)

ICHS  Bézna ceska populace pf

APOE*2, rs7412

MAF 0,06 0,08 0,471
APOE*4, 5429358

MAF 013 0,14 0,781

F Fisher(v exaktni test.

Tabulka 2 - Zakladni parametry souboru

£3/e3 £3/c4; c4/c4
Celkem 63 (67 %)? 21 (22,3 %)?
Muzi 40 (63,5 %)? 12 (57,1 %)?
Zeny 23 (36,5 %)? 9 (42,9 %)
Vék (roky) 67,0 (44-81)° 68,0 (56-78)°
BMI (kg/m?) 29,3 (22,6-49,9)° 26,8 (24,2-37,1)°
Kufaci 33 (52,4 %)° 13 (61,9 %)?

19 (30,2 %)? 2 (9,5 %)°
5(7,9%)° 0

98,0 (62-214)° 96,0 (75-141)°
6,03 (4,63-17,89)° 5,58 (5,13-6,30)°
62 (98,4 %)° 20 (95,2 %)°

Diabetes mellitus
Renalni insuficience
Kreatinin (umol/l)
Glykemie (mmol/l)
Lécba statiny

4 4
(e3/c3 vs. €3/c4 + cd/c4) (£3/c3 vs. €2/c3)

e2/e3

10 (10,6 %)?

4 (40 %)? 1F 0,363F
6 (60 %)?

65,0 (58-75)° v v
30,2 (24,8-44,1)° 0,169V 0,200V
2 (20 %)? 1F 0,176F
5 (50 %)? 0,162F 0,561F
0 0,649F 1F
104,5 (76-119)° v v
5,38 (4,81-8,57)° 0,570V 0,228V
9 (90 %)? 0,880F 0,514F

BMI - index télesné hmotnosti. 2Kvalitativni parametry — pocet a procento; ® kvantitativni parametry — medidn (min.-max.); f Fisher(v
exaktni test s Bonferroniho korekci; Y Manntv-Whitneyho U-testu s Bonferroniho korekci.
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traci APOE a taktéz up-regulaci jaternich receptord LDL
a snizeni koncentrace LDL cholesterolu [5]. Tato snizena
afinita je dale spojena se zvy$enou plazmatickou koncen-
traci triglyceridl (TG), v dUsledku snizené clearance zbyt-
kd chylomikront. U nékterych homozygott £2/¢2 se mize
v zavislosti na vnéjsich faktorech rozvinout hyperlipopro-
teinemie lll. typu.

Naopak clearance APOE4 z plazmy je mnohem efektiv-
néjsi, je spojena s nizsi koncentraci APOE a vyssi koncent-
raci LDL cholesterolu [5]. Avsak plazmatické koncentrace
APOE jsou jen castecné vysvétlitelné polymorfismy £2/¢3/
¢4 a tyto koncentrace se lisi i mezi jedinci stejného geno-
typu [5].

V nasem souboru jsme prokazali signifikantné vy3si plaz-
matické koncentrace APOE u nositeld alely €2 oproti jedin-
cim se standardnim genotypem ¢3/e3; rozdil v koncentra-
cich APOE mezi nositeli alel ¢4 a £3/e3 prokazan nebyl.

Bennet a spol. ve své metaanalyze prokazali vztah
mezi genotypem APOE a celkovym, LDL cholesterolem,
HDL cholesterolem a rizikem koronarniho postizeni. Je-
dinci s genotypem £2/¢3 méli vyssi koncentraci celkového
a LDL cholesterolu a nizsi koncentraci HDL cholesterolu
ve srovnani s genotypem £3/e4 (+8 %, +14 % a -5 %). Ve
srovndani se standardnim genotypem &3/c3 méli nositelé
alely €2 signifikantné nizsi riziko rozvoje ischemické cho-
roby srdecni (OR: 0,80 [95% CI 0,70-0,90]), naproti tomu
nositelé alely ¢4 méli toto riziko jen mirné vy3si (OR: 1,06
[95% Cl 0,99-1,13]) [6].

Ve studii Heart Protection byla pfitomnost alely 2 spo-
jena s nizsi vychozi koncentraci LDL cholesterolu pred |é¢-

bou a s dalsi redukci LDL cholesterolu o 2,5 % pfri terapii
statiny (40 mg atorvastatinu), naproti tomu alela ¢4 byla
spojena s vy$8i bazalni koncentraci a o 1 % nizsim propor-
ciondlnim snizenim LDL cholesterolu po Iécbé [7].

Taktéz ve studii JUPITER bylo u nositelt alely €2 nale-
zeno signifikantni 5,1% sniZzeni LDL cholesterolu po [é¢bé
20 mg rosuvastatinu [8].

V nasem souboru nebyly zjistény rozdily v plazmatic-
kych koncentracich celkového, LDL cholesterolu a TG mezi
jednotlivymi skupinami ani v davkach statint potrebnych
k jejich dosazeni. Naproti tomu nositelé alely €2 méli ve
shodé s literarnimi Gdaji signifikantné vyssi plazmatickou
koncentraci HDL cholesterolu.

U jedinct s alelou ¢4 jsme ve srovndni s genotypem &3/
€3 prokazali signifikantné nizsi koncentrace hsCRP. Tento
vysledek je ve shodé s predchozimi studiemi prokazujicimi
signifikantné nizsi koncentrace hsCRP u nositelt ¢4 oproti
genotypu £3/e3 nebo alele €2, nicméné presny biologic-
ky podklad této zdvislosti neni zndm [9,10]. C-reaktivni
protein je sérovy protein akutni fadze zanétu produkova-
ny v jatrech a casto byva vyuzivan jako zanétlivy marker.
Zvysené hodnoty CRP byly opakované zjistény u pacientt
s ICHS, avsak jejich klinicky vyznam zUstava sporny [11].

Ackoliv predchozi studie prokazaly souvislost nosicstvi
alely €2 s nizsim vyskytem nemoci tfi tepen a fokdlnim
charakterem lézi [12], v naSem souboru jsme neprokazali
z4adny vztah mezi genotypem APOE a rozsahem korondr-
ni aterosklerézy (nemoc vice tepen, komplexni |éze B2/C)
nebo vyskytem akutnich korondarnich syndroma. Taktéz
jsme neprokazali signifikantni rozdily v systolické funkci

Tabulka 4 - Vysledky

APOE (ug/ml)
Lipidovy profil

Cholesterol (umol/l)

€3/e3
22,9 (6,2-111,3)°

4,48 (2,70-8,87)

£3/cd; c4/c4
21,6 (5,0-44,2)

4,34 (3,13-7,85)°

LDL (mmol/I) 2,96 (1,61-6,70)° 3,08 (1,81-5,25)°
HDL (mmol/I) 1,16 (0,55-2,14)> 1,21 (0,90-1,97)
TG (mmol/l) 1,58 (0,51-5,39)? 1,62 (0,51-3,79)
hsCRP (mg/l) 2,14 (0,15-24,50) 1,07 (0,27-3,79)°

Davka atorvastatinu

b b
(mg) 20,0 (£9,4) 23,6 (£16,5)
Rozsah ICHS
2VD/3VD 27 (42,9 %)< 9 (42,9 %)*
AKS (STEMI/non- e o\
STEMI) 47 (74,6 %) 15 (71,4 %)
Léze B2/C 39 (61,9 %)° 17 (81,0 %)©

Systolicka funkce nebo srdecni selhani

EFLK (%)

NT-pro BNP (ng/l)

55,0 (30-68)°
176 (21-964)°

55,0 (40-65)°
195 (44-856)°

p p
£2/e3 (e3/c3 vs. £3/e4+ €4/c4) (c3/c3 vs. €2/c3)
40,4 (20,6-53,7)° 0,216 0,018

4,45 (3,52-7,92) v v

2,55 (2,06-5,46)? v v

1,55 (1,07-1,96)? 0,257Y 0,001Y

1,31 (0,70-5,97)? v 0,463

2,3 (0,52-22,0)? 0,035 0,854

27,9 (x21,1)0 0,567

3 (30 %)¢ 1 i

8 (80 %)° 1 7

8 (80 %)° 0,361F 0,957*

50,0 (37-60)° v 0,840V

278 (39-3 442)° v 0,758Y

AKS - akutni koronarni syndrom; APOE — apolipoprotein E; EFLK - ejek¢ni frakce levé komory; hsCRP - vysoce senzitivni C-reaktivni protein;
ICHS - ischemicka choroba srdecni; non-STEMI - infarkt myokardu bez elevaci Useku ST; NT-pro BNP — N-termindlni fragment natriuretického
propeptidu typu B; STEMI - infarkt myokardu s elevacemi useku ST; TG - triglyceridy; 2VD — nemoc dvou tepen; 3VD - nemoc tfi tepen;
Kvantitativni parametry —2 median (min.-max.); ® prdmér a smérodatna odchylka; “kvalitativni parametry — pocet a procento;

F Fishertv exaktni test s Bonferroniho korekci; Y Manntv-Whitneyho U-testu s Bonferroniho korekci; ¥ Kruskallv-Wallisav test.
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levé komory ¢i koncentracich markera srdec¢niho selhani
mezi jednotlivymi skupinami.

Predchozi studie naznacovaly, Ze APOE ma antiatero-
genni ucinek, ktery neni zavisly na snizeni koncentrace
lipida. Avsak u starsich pacientt (nad 85 let) byla vysoka
koncentrace APOE spojena s 2,08krat (95% CI 1,30-3,33)
vyssim rizikem kardiovaskularni mortality a 1,47krat (95%
Cl 1,05-2,07) vyssim rizikem cévni mozkové prihody opro-
ti pacientlm s nizkymi koncentracemi bez ohledu na ge-
notyp APOE [13,14].

Hlavni plazmaticka ¢ast APOE je produkovana v jatrech
a jeji syntéza podléhd genetické kontrole, naproti tomu
APOE produkovany makrofagy v postizené cévni sténé
v prlbéhu zanétu, ktery je zodpovédny za odstrarfiovani
cholesterolu z lipoproteinovych ¢astic a redukci ateroskle-
rotickych platd, je ovliviiovan lokalnimi faktory. Bylo tak-
téz prokazano, ze plazmaticky APOE zprostfedkuje pred-
kladani lipoproteinovych antigent imunitnimu systému,
¢imz moduluje zanétlivé procesy [13,14].

Vliv plazmatického APOE na aterosklerézu zavisi na jeho
lokalizaci v lipoproteinovych ¢&asticich. Plazmaticky APOE se
vyskytuje ve viech typech lipoprotein(, zvlasté v HDL (30-50
%), dale ve VLDL (25-50 %) a IDL/LDL (10-25 %) ¢asticich.

Apolipoprotein E vazany v HDL je spjat s rekurenci kar-
diovaskularnich pfihod, naproti tomu vyssi obsah APOE
ve VLDL a LDL ¢asticich (obsahujicich i apolipoprotein C-
-1ll) je spojen se signifikantné nizsim rizikem ICHS (RR 75.
vs. 25. percentil: 0,43; 95% C1 0,30-0,62; p < 0,001) a tento
protektivni vliv pfetrvava i pfi adjustaci na ostatni riziko-
vé faktory (RR 0,53; 95% Cl 0,35-0,79; p = 0,002).

Apolipoprotein E déle inhibuje PDGF indukovanou mi-
graci a proliferaci hladkych svalovych bunék cévni stény
a snizuje neointimdlni hyperplazii vznikajici v dusledku
cévniho poskozeni [2]. Byla prokazana souvislost mezi
deficitem APOE a rozsahem neointimalni hyperplazie;
plocha neointimalni hyperplazie a pomér intima/media
ve stentu byly u APOE-deficientnich mysi signifikantné
vyssi ve srovnani se standardni populaci [15]. Toto lokal-
ni pusobeni APOE je nezavislé na jeho celkovém vlivu na
snizovani lipidl [16].

V predchozich studiich jsme prokazali, Ze zvyseni plaz-
matické koncentrace APOE bylo spojeno se signifikantni
redukci vyskytu in-stent restenéz (ISR). Hrani¢ni hodnota
APOE pro predikci rizika ISR byla < 21,2 pg/ml [17]. Ob-
dobnd zavislost mezi vyskytem ISR a SNP APOE rs7412
a rs429358 nebyla nalezena [18].

Zaver

Vyskyt alely APOE €2 je u pacientl s ischemickou choro-
bou srdecni spjat se signifikantné vyssi plazmatickou kon-
centraci APOE a HDL cholesterolu, zatimco alela ¢4 je spo-
jena se signifikantné nizsi koncentraci hsCRP.
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