Nutraceuticka tableta obsahujica berberin oproti ezetimibu na plazmatické
lipidy u hypercholesterolemickych jedincov a jej aditivny ucinok u pacientov
s familiarnou hypercholesterolémiou na stabilnu liecbu zniZujicu cholesterol

Abstrakt

Hoci st statiny (ST) liekmi prvej volby u hypercholesterolemickych pacientov, najmi u
pacientov s vysokym kardiovaskuldrnym rizikom, niektori z nich ST netoleruju alebo liecbu
tymito lieckmi odmietaju. Vzhladom na to sme hodnotili hypolipidemicky ucinok
nutraceutickej pilulky obsahujicej berberin (BBR) a ezetimibu ako alternativnej lie¢by, v
monoterapii alebo v kombinécii, u 228 jedincov s primarnou hypercholesterolémiou (HCH), s
anamnézou ST. neznéasanlivost’ alebo odmietnutie liecby ST. Okrem toho, ked’Ze sa zistilo, ze
PCSK9 je up-regulovany ST, ¢o tlmi ich u¢inok prostrednictvom degradacie LDL receptorov
(LDLR) a BBR potlaca expresiu PCSK9 v bunkovych stadiach, doplnili sme stabilnt1 terapiu
znizujucu lipidy u 30 heterozygotov s familiarnou hypercholesterolémiou s potvrdenym
genotypom ( HeFH) s BBR pri hl'adani d’alSieho znizenia cholesterolu v plazme. Vzorec
lipidov v plazme bol hodnoteny na zaciatku lieCby a pocas liecby.

Vysledky

U jedincov s HCH bola nutraceuticka tabletka Uc¢innejSia ako EZE pri zniZzovani LDL
cholesterolu (-31,7 % oproti -25,4 %, P < 0,001) a bola lepSie tolerovana. Pocas liecby sa
hladina LDL-C pod 3,36 mmol/l (<130 mg/dl) pozorovala u 28,9 % jedincov lieCenych
nutraceutickymi tabletkami a 11,8 % jedincov lie¢enych EZE (P < 0,007). V skupine lieCene]
EZE subjekty nestce alelu G g.1679 C > G tichy polymorfizmus génu NPC1L1 vykazovali
vyssiu odpoved’ na EZE ako homozygoti pre spolo¢nt alelu (GG + CG: LDL-C —29,4+5,0 %
CC -23,6 £ 6,5 %, P <0,001). Kombinovana lie¢ba tymito lickmi bola rovnako u¢innéa ako ST
v miernych davkach (LDL cholesterol —37 %, triglyceridy —23 %). U pacientov s HeFH
pridanie BBR viedlo k zniZzeniu LDL cholesterolu nepriamo umernému k zniZeniu
indukovanému stabilnou liecbou (r = -0,617, P <0,0001), s priemernym d’al§$im poklesom o
10,5 %.

Zaver

Alternativne lieCby testované u naSich jedincov s HCH boli pomerne u¢inné a
bezpecéné. Zistenia u pacientov s HeFH naznacuju, Ze BBR mdZe posobit’ in vivo pri zvySeni
expresie a stability LDLR a/alebo potlac¢ani expresie PCSKO.

ZvySend hladina LDL cholesterolu (LDL-C) v plazme je hlavnym rizikovym faktorom
kardiovaskularnych ochoreni (CVD). Inhibitory HMG-CoA reduktazy (statiny, ST) st lieckmi
prvej vol'by na znizenie cholesterolu v plazme, najmd u pacientov s vysokym alebo vel'mi
vysokym rizikom kardiovaskuldrneho ochorenia (CVD), vzhl'adom na ich zdokumentovanu a
od davky zavisli uc€innost pri znizovani Morbiditaa mortalita KVO v primarnej aj
sekundarnej prevencii . AvSak 10-15 % pacientov ma za nasledok intoleranciu akéhokol'vek
ST, dokonca aj pri nizkych dennych davkach, pre svalové vedlajSie ucinky, od miernej
myalgie bez zvySenia kreatinkinazy (CK) az po zavaznejSie svalové symptomy s vyznamnym
zvySenim CK a 1-3 % vykazuju asymptomatické zvySenie transamindz (AST, ALT) pri
absencii jasnej hepatalnej toxicity. Niektori d’al$i pacienti v primarnej prevencii odmietaju
liecbu ST, pretoze sa obavaji  moznych  vedlajSich  Gcinkov. Alternativne



hypocholesterolemické liecby, ktoré je potrebné zvazit vo vysSie uvedenych pripadoch,
zahfnaju rastlinné steroly a stanoly, inhibitor absorpcie cholesterolu ezetimib, sekvestranty
zICovych kyselin (najmd dobre tolerovany kolesevelam) a niektoré nutraceutické produkty
obsahujuce rozne kombinacie ¢ervenej kvasnicovej ryze, policosanoly, fytosteroly a berberin.

Ked monoterapia vedie k neuspokojivému hypolipidemickému uc¢inku, mozno predpisat
kombinovanu liecbu niektorym z tychto produktov.

Ciel'om tejto prace bolo: i) zhodnotit’ i¢inok nutraceutického pripravku s obsahom berberinu,
policosanolov a Cervenej kvasnicovej ryze (BBR/P/RR) na znizenie plazmatickych lipidov v
porovnani s u¢inkom indukovanym ezetimibom (EZE) v monoterapii subjekty s primarnou
polygénnou hypercholesterolémiou (HCH) netolerujucou ST alebo odmietajice liecbu tymito
liekmi; ii) otestovat’ uc¢inok kombinovanej terapie s BBR/P/RR a EZE na koncentracie lipidov
v plazme u podskupiny tychto subjektov s nizkou odpoved’ou na monoterapiu a iii) hl'adat’
d’alSie znizenie plazmatického cholesterolu vyvolané suplementaciou BBR /P/RR u malého
po¢tu  pacientov s  potvrdenym  genotypom s  heterozygotnou  familidrnou
hypercholesterolémiou (HeFH), ktori boli na stabilnej davke ST alebo ST plus EZE,
vzhl'adom na u¢inok Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin typu 9 (PCSK9 ) na degradaciu
lipoproteinového receptora s nizkou hustotou (LDLR), zvySenie plazmatickej hladiny PCSK9
vyvolané ST a inhibi¢ny ucinok BBR na expresiu PCSK9 zisteny v kultivovanych bunkéch
Pudského pdvodu.

Metody

Porovnanie medzi hypolipidemickym ucinkom kombinovanej tabletky s
nutraceutikami s obsahom berberinu (BBR/P/RR) a ezetimibu (EZE) v

monoterapii

Medzi ambulantnymi pacientmi navstevujucimi nasSu Lipidovu kliniku sme povazovali za
vhodnych pre tito Stdiu jedincov s primarnou polygénnou HCH, diagnostikovanou na
zaklade osobnych a rodinnych §tadii, ktori mali negativnu anamnézu kardiovaskularnych
ochoreni a predtym sa zistilo, ze netoleruyju ST alebo odmietali lieCbu tieto
lieky. Kardiovaskularne hodnotenie sa uskutocnilo u kazdého subjektu zatazovym testom
EKG a ultrazvukovym vySetrenim krénych tepien. Zo S$tudie boli vyluceni pacienti so
sekunddrnymi formami hyperlipidémie, vratane diabetikov 2. typu, jedinci s monogénnymi
formami HCH a pacienti s tichou ischémiou pri zatazovom EKG teste a/alebo aterosklerézou
arterialnej karotidy s viac ako 40 % sten6zou alebo morfologiou mékkych platov.

Po trojmesa¢nom pripravnom obdobi s dié¢tou stabilizujicou plazmatické lipidy (chudobna na
nasytené tuky a cholesterol) bolo 270 subjektov randomizovanych Zrebovanim na zaklade 2:1
bud’ na liecbu kombinovanou tabletkou nutraceutik (obsahujicou 500 mg berberinu ,
policosanol 10 mg a ¢ervena kvasnicova ryza 200 mg; BBR/P/RR) alebo ezetimib 10 mg/den
(EZE) pocas Siestich mesiacov.



Koncentracie lipidov v plazme sa hodnotili po diéte (zakladny stav) a kazdé dva mesiace
pocas liecby a na Statistické porovnanie sa brala do tivahy priemernd hodnota troch stanoveni
kazdého lipidového parametra. Laboratorna analyza bola vykonana ,dvojito zaslepena®,
pretoze operatori laboratdria nepoznali pridelent: liecbu.

SedemdesiatSest’ subjektov na EZE (31 muzov a 45 Zzien) dokoncilo Sestmesacné obdobie
sledovania; osem subjektov bolo vylu¢enych pre slabi komplianciu a Sest’ opustilo $tadiu pre
gastrointestinalne alebo biochemické vedl'ajsie ucinky (zvysenie AST/ALT a/alebo CK). Na
ucely porovnania sa kazdy zo 76 subjektov na EZE zhodoval z hladiska pohlavia, veku a
zakladnej hladiny cholesterolu s dvoma subjektmi na liecbe BBR/P/RR (tabulka 1).V
skupine subjektov dostavajucich nutraceutické pilulky neboli zaznamenané ziadne vyznamné
vedl'ajsie tcinky.

Clinical features and baseline plasma lipid concentrations of the two groups of subjects with primary hypercholesterolemia (HCH) treated with BBR/P/RR or EZE for six months

BBR/P/RR EZE P
Males/Females 62/90 31/45

Age (years) 57.3+121 5831123 NS
BMI (kg/m?) 239+29 235+28 NS
Arterial hypertension 30.2% 31.5% NS

Carotid atherosclerosis” 26.3,48.0,3.9% 31.5,51.3,3.9% NS

TC (mmol/L) 7.6310.50 7.72 £ 0.49 NS
LDL-C (mmo/L) 5.36 +0.48 5.36 + 0.52 NS
HDL-C (mmo/L) 1.55 £ 0.35 1.57 + 0.34 NS
non-HDL-C (mmol/L) 6.07 £ 0.54 6.15 £ 0.55 NS
TG (mmol/L)" 1.46 (1.22-1.90) 1.67 (1.24-2.12) NS

Percent of subjects with increased intima-media thickness, with fibrous-calcific plaques with less than 30% stenosis and with fibrous-calcific plaques with 30-40% stenosis, respectively. Median (interquartile

range). NS: not significant

Percento jedincov so zvySenou hribkou intima-media, s fibrozno-vapenatymi plakmi s menej
ako 30% sten6zou a s fibrozno-kalcifikatovymi plakmi s 30-40% stendzou, v uvedenom
poradi. Median (medzikvartilny rozsah) NS — nevyznamné

Kombinovany ucinok BBR/P/RR a EZE na zniZenie lipidov

Ako rozsirenie predchadzajucej studie, 26 subjektov (57,7 = 9,0 rokov, BMI 23,3 + 3.3
kg/m?), 12 (5 muzov a 7 zien) na BBR/P/RR a 14 (7 muzov a 7 zien ) na EZE ako
monoterapiu, dostdvali kombinovana liecbu s tymito dvoma produktmi pocas d’alSieho
trojmesacného obdobia. Tito jedinci boli vybrani z tych, ktori mali pocas monoterapie
percentudlny pokles LDL-C pod stredna urovenl (-29 %) distribticie hodnét ziskanych v
celej skupine jedincov na monoterapii (¢. 152 na BBR/P/RR a ¢. 76 na EZE) a sthlasili s
kombinovanou liecbou. Koncentracie lipidov v plazme sa stanovovali mesacne a pre
kazdy parameter lipidov sa stredna hodnota troch merani porovnavala s priemernou
hodnotou ziskanou poc¢as monoterapie.



Hodnotenie vplyvu suplementdcie BBR/P/RR na koncentrdcie lipidov v plazme u pacientov s
heterozygotnou familiarnou hypercholesterolémiou (HeFH) pri lieCbe stabilnymi davkami

statinmi (ST) alebo statinmi plus ezetimib (ST + EZE)

Tridsat’ pacientov s HeFH predtym geneticky charakterizovanych v naSom laboratoriu (21
muzov a 9 zien, 56,5 £ 9,2 rokov, 12 s receptor-defektnymi (RD) a 18 s receptor-
negativnymi (RN) mutdciami LDLR génu), ktori boli na lieCbe stabilnou davkou s
maximalnou tolerovanou davkou ST alebo ST plus EZE pocas jedného roka alebo dlhsie
[pozri Dalsi stibor 1 : Tabulka S1], dostavali pilulku BBR/P/RR pocas troch mesiacov ako
doplnkovu liecbu. Koncentracie lipidov v plazme sa stanovovali mesac¢ne a pre kazdy
parameter lipidov sa stredna hodnota troch merani porovnavala s priemernou hodnotou
ziskanou pocas liecby ST alebo ST plus EZE.

Od kazdého ucastnika sa ziskal pisomny informovany sthlas a protokol Studie bol
schvaleny miestnym inStitucionalnym humannym vysSetrovacim vyborom.

Biochemicka analyza

Plazmatické koncentracie celkového cholesterolu (TC) a triglyceridov (TG) sa merali
Standardizovanymi enzymatickymi metodami. Lipoproteinovy cholesterol s vysokou
hustotou (HDL-C) sa meral v supernatante plazmy po vyzrazani lipoproteinov
obsahujucich apoB fosfowolfrAamom- v . Lipoproteinovy cholesterol s nizkou hustotou
(LDL-C) sa vypocital podl'a Friedewaldovho vzorca. Sérové koncentracie non-HDL-C sa
vypocitali od¢itanim koncentracii HDL-C od koncentracii TC.

Genotypizdacia pre g.1679 C > G polymorfizmus génu NPCILI

Genomova DNA bola extrahovana z leukocytov periférnej krvi Standardnou
metodou. Skrining tichého polymorfizmu g.1679 C>G (c.816 C>G, L272L)
génu NPC1L1 [GenBank: NG_013088.1] sa uskuto¢nil amplifikaciou centralnej casti
exonu 2 s pouzitim nasledujucich primérov: 5' -CCA GCT AGG GTC TGG ACA ACT
CC -3' (dopredu) a 5'-GGA TGA CAG ATA GCA CCA AGA TGG -3' (dozadu). Pretoze
pritomnost’ alely G eliminuje restrikéné miesto Taq I (T/CGA), produkt PCR sa inkuboval
s 10 U Taq I (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) pri 65 °C pocas 1 hodiny a
Stiepenie produkty (387 a 269 bp pre alelu C a 656 bp pre alelu G) sa separovali na 2%
agardézovom géli.

Statistické analyzy

Statistické analyzy sa uskutocnili s pouZitim $tatistického softvérového balika PASW 18.0
(SPSS Inc., Chicago, IL). Udaje st prezentované ako priemer = SD pre kontinualne
premenné, mediany a interkvartilové rozsahy pre triglyceridy, ktoré maju skreslent


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3477057/#S1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_013088.1

distribuciu. Rozdiely v distribicii  kategorickych premennych boli  hodnotené
pomocou y 2 pomocou Yatesovej korekcie alebo Fisherovych exaktnych testov. Hodnoty
triglyceridov, ktoré neboli normalne distribuované, boli pred analyzou logaritmicky
transformované. Statisticka vyznamnost' rozdielov medzi vychodiskovymi a lie¢ebnymi
hodnotami lipidov, ako aj medzi monoterapiou (BBR/P/RR alebo EZE) a kombinovanou
liecbou (BBR/P/RR plus EZE), bola hodnotend Studentovym t -testom pre parové udaje.
alebo Wilcoxonov test. Vyznamnost’ rozdielov medzi oSetreniami (BBR/P/RR vs EZE) sa
hodnotila porovnanim percentualnych variacii lipidovych parametrov Studentovymt -
testom alebo Mann-Whitneyho testom, podla potreby. U pacientov s HeFH pri liecbe
stabilnymi davkami ST alebo ST plus EZE bol uc¢inok dodatocnej terapie s BBR/P/RR
hodnoteny pomocou ANOVA a pomocou t -testov s Bonferroniho korekciou sa vykonali
viacndsobné porovnania medzi parmi priemerov. Percentudlne varidcie indukované ST
alebo ST plus EZE boli porovnané s variaciami indukovanymi BBR/P/RR suplementaciou
Studentovym t -testom pre parové data alebo Wilcoxonovym testom. Koreldcia medzi
zmenami vyvolanymi ST alebo ST plus EZE a zmenami vyvolanymi suplementaciou
BBR/P/RR bola hodnotend Pearsonovym a Spearmanovym testom.

Vysledky

Porovnanie medzi hypolipidemickym ucinkom kombinovanej tabletky s nutraceutikami s

obsahom berberinu (BBR/P/RR) a ezetimibu (EZE) v monoterapii

Tabul'ka ukazuje u€inky na lipidové parametre indukované liecbou BBR/P/RR a EZE v dvoch
skupinach subjektov s primarnou HCH. Porovnanie tychto dvoch lieCebnych postupov z
hl'adiska percentualnych variacii lipidov ukézalo, Ze BBR/P/RR bol ¢innejsi ako EZE pri
znizovani hladin TC, LDL-C a non-HDL-C a vykazoval tendenciu znizovat TG viac ako
EZE. Percento jedincov s viac ako 30 % znizenim LDL-C a non-HDL-C bolo vysSie v
skupine lie¢enej BBR/P/RR ako v skupine lieenej EZE (P < 0,0001). Ziadny vyznamny
ucinok na hladinu HDL-C nebol zaznamenany ani pri jednej lie¢be, hoci u pacientov
liecenych EZE bola pozorovana tendencia k zvySeniu. Pocas lie¢by sa hladina LDL-C pod
3,36 mmol/l (<130 mg/dl) pozorovala u 28,9 % jedincov liecenych BBR/P/RR a 11,8 %
jedincov lie¢enych EZE (P < 0,007); hladina non-HDL-C pod 4,14 mmol/l (<160 mg/dl) sa
pozorovala u 44,0 % jedincov liecenych BBR/P/RR a u 21,0 % jedincov lie¢enych EZE (P <
0,002). Vzorka DNA bola dostupna pre 70 zo 76 subjektov lieCenych EZE. Tito jedinci boli
genotypovani na g.1679 C > G tichy polymorfizmus génu NPC1L1, o ktorom sa predtym
zistilo, ze ovplyviuje uc¢inok EZE na znizenie cholesterolu. Nosici alely G (3 GG a 23 CG)
skutocne vykazovali vyssiu odpoved na EZE ako homozygoti pre spolo¢nu alelu (44 CC)
(LDL-C —29,4 £ 5,0 % vs. 23,6 £ 6,5 %, P < 0,001 ).



Comparison between treatments with BBR/P/RR and EZE on plasma lipid concentrations in HCH patients. Six months follow-up

BBR/P/RR EZE p

Plasma lipids Baseline On treatment  Percent Baseline On treatment Percent

(mmo/L) change change

TC 7.63+0.50 5.77 £ 0.49" -242+5.2 7.72+0.49 6.25+0.51 -19.0+46 <0.001
LDL-C 5.36+ 0.48 3.66 +0.48" -31.7+7.0 5.36+0.52 4.00 +0.52 -254+64 <0.001
HDL-C 1.55+0.35 1.54 +0.37 -0.64+7.2 1.57 £0.34 1.58+0.35 +1.24£6.9 NS
non-HDL-C 6.07 + 0.54 422+053" -303+6.5 6.15+0.55 4.66 + 0.58 -242+59 <0.001
TG 1.46 (1.22- 1.12 (0.95- -19.5+16.1 1.67 (1.24- 1.43 (1.08- -149+115 NS

1.90) 1.41)" 2.12) 1.80)°

Data are means + SD or medians (interquartile ranges). ‘P < 0.001 vs baseline values (Student’s t test for paired data or Wilcoxon test); TP:

significance of the differences between percent changes induced by BBR/P/RR and by EZE treatments (Student’s ¢ test and Mann-Whitney test,

respectively). NS: not significant.

Udaje st priemery + SD alebo medidny (medzikvartilové rozsahy). P < 0,001 oproti
vychodiskovym hodnotam. ( Studentov t test pre parové data alebo Wilcoxonov test) P:
vyznamnost’ rozdielov medzi percentudlnymi zmenami vyvolanymi liecbou BBR/P/RR

a EZE.
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Kombinovany ucinok BBR/P/RR a EZE na zniZenie lipidov

Tabulka 3 ukazuje hypolipidemicky ucinok kombinovanej terapiec s BBR/P/RR a EZE u 26
jedincov s nizkou odpoved’ou na monoterapiu. V porovnani s monoterapiou spdsobila
kombinovana liecba d’alsi priemerny pokles TC, LDL-C, non-HDL-C a TG o0 -9,7 %, -13,6
%, -12,5 % (P <0,001) a -4,5 % (P <0,005). Pocas kombinovanej liecby 50 % jedincov
dosiahlo hladinu LDL-C pod 3,36 mmol/l (<130 mg/dl) a 65,4 % non-HDL-C pod 4,14
mmol/l (<160 mg/dl). Tato kombinacia bola dobre tolerovand a nevyvolavala vedlajSie

ucinky.

Comparison between plasma lipid changes induced by monotherapy with BBR/P/RR (n. 14 subjects) or EZE (n. 12 subjects) and combined
therapy with BBR/P/RR plus EZE in HCH patients

Lipid parameter Baseline Monotherapy % changes Combined therapy % changes *P

TC (mmol/L) 7.74 £ 0.40 6.34+0.40 -18.0+3.5 5.59 £ 0.407 -27.7+3.8 <0.001
LDL-C (mmol/L) 547 +0.51 4.19+0.48 -23.5+35 3.44 +£0.447 -37.1+45 <0.001
HDL-C (mmol/L) 1.58+ 0.40 1.59 £ 0.42 +0.17+8.2 1.60 £+ 0.42 +1.10+5.7 NS
non-HDL-C (mmol /L) 6.15 +0.59 4.75+0.57 -22.8+38 3.98 £ 0.497 -35.3+4.2 <0.001
TG (mmol/L) 1.48 (1.08-1.89) 1.12 (0.95-1.47)° -18.6+155 1.09(0.94-1.35)" -23.1+12.9 <0.005

Values are means + SD or medians (interquartile ranges). "P <0.001 vs baseline values and P <0.001 vs monotherapy; *P: significance of the

differences between percent changes induced by monotherapy and by combined therapy (Student’s ¢ test for paired data or Wilcoxon test,

respectively). NS: not significant.

Doplnkova liecha BBR/P/RR u pacientov s HeFH na stabilnej davke ST alebo ST + EZE

Tabulka 4 ukazuje koncentrécie lipidov v plazme na zaciatku, pocas liecby stabilnou davkou
ST alebo ST plus EZE a po suplementéacii BBR/P/RR u 30 pacientov s HeFH navstevujucich
nasu Lipidovu kliniku. Xantomatdza Sliach, ochorenie koronarnych artérii a predchadzajica
koronarna revaskularizacia boli pritomné u 17 %, 33 % a 25 % pacientov s HeFH-RD a u 89
%, 61 % a 33 % pacientov s HeFH-RN.



Plasma lipid changes induced by supplementary treatment with BBR/P/RR in 30 HeFH patients on stable-dose therapy with STs or STs plus
EZE

Lipid parameter Baseline on STs or STs % changes vs plus % changes after p
+ EZE baseline BBR/P/RR BBR/P/RR addition

TC (mmol/L) 9.94 +1.49 6.35 + 0.997 -35.5+8.5 5.54 +0.77% -43.7+7.3 <0.001
LDL-C (mmol/L)  7.91+ 135  4.47 +0.941 -42,6+ 109 3.65 £ 0.7178 -53.2+87 <0.001
HDL-C (mmol/L) 1.29+0.39 1.30 £ 0.35 +2.6 £10.3 1.33+£0.38 +43+114 NS
non-HDL-C
(mmol/L) 8.65 £ 1.47 5.05 + 1.067 -41.2+98 420 +0.847% -50.9+87 <0.001
TG (mmol/L) 1.48 (0.98-  1.27 (0.89- -17.7+17.2 1.11 (0.83- -23.1+21.2 <0.03

2.30) 2.03) 1.63)"

Values are means + SD or medians (interquartile ranges). ‘P <0.05 vs baseline, TP < 0.02 vs baseline; *P < 0.05 vs $Ts and STs + EZE, 5P < 0.02 vs
STs and STs + EZE (ANOVA and multiple comparisons among pairs of means by t-tests with Bonferroni's correction). P: significance of the
differences between percent changes induced by STs or STs + EZE and those induced by treatment supplementation with BBR/P/RR

(Student’s t test for paired data or Wilcoxon test). NS: not significant.

V priemere BBR/P/RR vyznamne d’alej znizilo hladiny TC, LDL-C, non-HDL-C a TG 0 §,1
%, 10,5 %, 9,7 % a 5,4 %. Tieto ucinky sa medzi pacientmi s HeFH-RD a HeFH-RN
vyznamne neliSili. Dodato¢ny percentudlny pokles LDL-C v plazme vyvolany BBR/P/RR
(vypocitany ako rozdiel medzi percentudlnym poklesom vyvolanym liecbou ST alebo ST +
EZE doplnenou o BBR/P/RR minus pokles vyvolany ST alebo ST + EZE) vykazovali Siroka
interindividualnu variabilitu (od -22,5 % do -2,0 %). Pétnast’ pacientov, ktori vykazovali viac
ako 10 % znizenie hladiny LDL-C vzhl'adom na percentualny pokles pozorovany pocas lieCby
ST alebo ST + EZE, sa povaZovalo za dobre reagujtcich na liecbu BBR/P/RR, zatial’ ¢o dvaja
pacienti vykazovali menej ako 5 % pokles, boli povaZzovani za nereagujucich. Pocas liecby ST
alebo ST + EZE sa hodnota LDL-C pod 3,36 mmol/l (<130 mg/dl) a non-HDL-C pod 4,14
mmol/l (£160 mg/dl) dosiahla len v 3. a 6. pacientov; po pridani BBR/P/RR bolo pacientov,
ktori dosiahli tieto hladiny 11 a 14, v uvedenom poradi. Aby sme definovali, ¢i velkost
odpovede na BBR/P/RR bola ovplyvnend uz existujucou liecbou ST alebo ST + EZE, vyniesli
sme do grafu percentudlnu odpoved’ na ST alebo ST + EZE oproti dodatocnému znizeniu
LDL-C ( uvedené v percentach) vyvolané BBR/P/RR. Pozorovali sme vysoko vyznamnu
inverznu korelaciu medzi tymito parametrami s Pearsonovym aj Spearmanovym testom (r = -
0,617 ar=-0,611, v tomto poradi; P <0,0001).
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Personova korelacia medzi percentudlnym poklesom LDL-C vyvolanym ST alebo ST/EZE
a dodato¢nymi percentudlnym poklesom v désledku suplementacie BBR/P/RR u pacientov
s HeFH s potvrdenym genotypom.

Diskusia

Dvadsatdva percent subjektov vybranych na liecbu BBR/P/RR alebo EZE malo v minulosti
neznasanlivost’ na akékol'vek ST, dokonca aj pri nizkej davke, zatial' o ostatni odmietli
liecbu ST zo strachu z moznych vedlajsich uc¢inkov. Ked'’Zze v sucasnosti neexistuju ziadne
klinické udaje o znizeni vyskytu KVO pri tychto lieCebnych postupoch, do tejto Stidie sme
zaradili iba subjekty s primarnou HCH a strednym rizikom KVO. Kombinacia BBR/P/RR
bola z hl'adiska znizenia TC, LDL-C a non-HDL-C t¢innejSia ako EZE; ani jedno z lieceni
vyznamne neovplyvnilo koncentracie HDL-C, aj ked pri EZE bolo pozorované malé
zvysenie, ale obe znizili hladiny TG v rovnakom rozsahu. Okrem toho sa ukazalo, Ze tabletka
BBR/P/RR bola lepsie tolerovana ako monoterapia EZE. Predchadzajice stadie, kontrolované
placebom alebo diétnym rezimom, ktoré hodnotili ucinky tejto nutraceutickej pilulky na
znizenie plazmatickych lipidov v skupinidch roznej velkosti jedincov stredného alebo
starSicho veku so stredne tazkymi formami zmieSanej hyperlipidémie, poskytli rozne
vysledky (zniZenie LDL- C od -10,8 % do -31 % a TG od -9,5 % do 26 %). V nasej skupine
jedincov s tazSou formou priméarnej HCH lie¢enych BBR/P/RR pocas Siestich mesiacov sa
LDL-C, non-HDL-C a TG znizili o 32 %, 30 % a 19,5 %, v uvedenom poradi. Rozpor s
niektorymi predchadzajucimi ndlezmi moze byt sposobeny viacerymi faktormi, medzi ktoré
patri typ hyperlipidémie (izolovana zavaznejSia HCH verzus zmieSand hyperlipidémia),
rozdiel v telesnej hmotnosti a glukézovej tolerancii, compliance k medikamentdznej liecbe a
subezna liecba liekmi zasahujucimi do metabolizmu lipoproteinov.

Vo vztahu k zloZeniu nutraceutickej pilulky je potrebné zvéazit mechanizmy, ktoré s
zakladom jej hypolipidemického ucinku pre kazdu jednotliva zloZzku.

RyZzovy extrakt z cinskych cervenych kvasnic je lieCivd latka vyrobena fermenticiou
kvasiniek Monascus purpureus na ryzi. Kvasinky Monascus produkuji skupinu latok
nazyvanych monakoliny, vratane monacolinu K (tieZ nazyvaného mevilonin alebo lovastatin),
schopnych inhibovat’ enzym HMG-CoA reduktazu, a tieZ obsahuji mononenasytené mastné
kyseliny, izoflavony a fytosteroly, vSetky schopné znizovat LDL-C. . Viacer¢ Studie, vratane
jednej metaanalyzy, vSetky podporuju priaznivy ucinok cervenej kvasnicovej ryze na krvny
lipidovy profil u hyperlipidemickych subjektov a tento U€inok bol potvrdeny u pacientov s
intoleranciou ST, kde pripravky z ¢ervenej kvasnicovej ryze vyvolali pokles zavisly od davky
LDL-C, od 21 % do 30 %, bez zavaznych neziaducich ucinkov vo vicSine pripadov. Vo
vSetkych tychto Studidch sa vSak pripravky z Cervenej kvasnicovej ryze, ktoré obsahovali
premenlivé mnoZstvo monakolinu K a inych monakolinov na fixnu davku cervenej
kvasnicovej ryze, pouzivali v dennych dévkach v rozmedzi od 0,6 do 4,8 g, ovel’a vyssich ako
su sucasné¢ davky. v nutraceutickej pilulke podavanej v tejto Stadit (200 mg so
Standardizovanym obsahom 3 mg monakolinu K), ¢o zodpoveda niektorym hldseniam o
myopatii u pacientov lieCenych vysokymi davkami ¢ervenej kvasnicovej ryze.

Policosanol je zmes primarnych alkoholov s dlhym retazcom izolovana z vosku cukrovej
trstiny. Okrem skorych klinickych stadii vykonanych kubanskymi skupinami, ktoré
preukazali priaznivé uclinky policosanolu na plazmaticky lipidovy profil , novsie



randomizované kontrolované Studie u hyperlipidemickych belochov nezistili Ziadny ucinok
tejto zliCeniny na zniZenie lipidov ani v monoterapii v rozmedzi davok od 10 do 80 mg/den
alebo v kombinacii s ST. Na zaklade tychto zisteni sa domnievame, Ze 10 mg policosanolu v
nasej nutraceutickej tabletke neprispieva k jej hypolipidemickému ucinku.

Utinok BBR na zniZenie lipidov, izochinolinového alkaloidu extrahovaného z mnohych
bylinnych rastlin (Rhizoma coptidis, Hydrastis Canadensis, Berberis vulgaris), bol po
prvykrat hlaseny u c¢inskych pacientov s hyperlipidémiou typu Ila alebo IIb liecenych
samotnym BBR (500 mg dvakrat za denl). V tejto stidii BBR znizila TC, LDL-C a TG 0 20
%, 25 % a 8 % pri type lla a 0 29,5 %, 11 % a 48 % pri type Ilb. Stadie na zvieratach a
kultivovanych bunkach objasnili mechanizmy, ktoré st zakladom tuc¢inkov tohto lieku. BBR
zvySuje hepaticki LDLR mRNA a LDLR protein stabilizujacu mRNA post-transkripénym
mechanizmom, ktory zahfiia aktivaciu signalnej drahy extracelularnej signalom regulovanej
kindzy (ERK). Aktivacia ERK inhibuje expresiu hnRNP I (heterogénny jadrovy ribonukleo-
protein I) a KSRP (regulaény protein zostrihu typu KH), ktoré pri interakcii s cis-regulacnymi
sekvenciami (prvky bohaté na AU) v proximalnej Casti 3. ' netranslatovanad oblast’ (UTR)
LDLR mRNA, znizuju jej stabilitu. Aktivaciou JNK/c-jun drahy zvysuje BBR aj transkripcnu
aktivitu promodtora LDLR. Okrem toho moéze BBR znizovat plazmatické lipidy inhibujice
syntézu cholesterolu a triglyceridov v peceni prostrednictvom aktivacie AMP-aktivovanej
proteinkindzy (AMPK), ktora inaktivuje enzymy HMG-CoA reduktazu a acetyl-CoA
karboxylazu.

V pdvodnej Stadii s hypercholesterolemickymi pacientmi typu Ila sa 25 % zniZenie hladin
LDL-C dosiahlo dvojnasobnou davkou BBR, ako je pritomna v nasej nutraceutickej tabletke
. Okrem toho Cicero a kol. u svojich hyperlipidemickych pacientov, ktori pouzivali 500
mg/deit samotného BBR, pozorovali iba 20 % znizenie LDL-C. Vzhl'adom na tieto zistenia a
na vysledky ziskané v tejto Studii s nizkou davkou Cervenej kvasnicovej ryZze a BBR mdzeme
predpokladat’ synergicky uc¢inok tychto dvoch zloziek na inhibiciu syntézy peceniovych
lipidov, okrem BBR-sprostredkovaného zvysenia Mnozstvo LDLR mRNA a LDLR proteinu.

EZE inhibuje absorpciu diétneho a ZI€ového cholesterolu, ako aj rastlinnych sterolov na
kefovom okraji jejunalnych enterocytov a reabsorpciu bilidrneho cholesterolu pecenovymi
bunkami, selektivne blokuje aktivitu transportéra NPCIL1 v enterocytoch a kandlikoch
membrany hepatocytov. ZniZenim mnozstva chylomikrénového cholesterolu doddvaného do
pecene EZE znizuje obsah cholesterolu v peceni, ¢o vedie k zvySenej expresii LDLR, ¢o
vedie k zvySenému vychytdvaniu LDL z plazmy a znizeniu hladin cirkulujiceho LDL-
C. U¢inok EZE na expresiu LDLR je viak ¢&iastoéne kompenzovany zvyenim syntézy
cholesterolu, ktora je potlacena ST. To vysvetluje aditivny ucinok na znizenie LDL-C EZE a
ST pri subeznom podavani tychto liekov.

Z metaanalyzy 6smich randomizovanych kontrolovanych stadii a zo 14 novSich $tadii, ktoré
ako celok skumali 4110 hyperlipidemickych jedincov (LDL-C 4,32+0,49 a TG 1,90+0,75
mmol/l) lie€enych pocas 12 tyzdnov, vedie k tomu, Ze monoterapia s 10 mg/denn EZE zniZuje
LDL-C 0 20,4 % a TG o 8,9 % a zvySuje HDL-C 0 3 %. U jedincov, ktorych sme liecili EZE,
sme v kontexte velkej interindividualnej variability (pokles LDL-C z -9,2 % na -38,8 %)
neocakavane pozorovali vyssie priemerné percento znizenia plazmatického LDL-C (-25,4
%). Moznymi vysvetleniami tychto vysledkov v porovnani s vysledkami uvedenymi vysSie
boli vyssie vychodiskové hladiny LDL-C nasich pacientov, dlhSia liecba a genetické pozadie



naSej populdcie s odkazom na niektoré jednonukleotidové polymorfizmy alebo ne -
synonymné sekvencné varianty génu NPC1L1 spojené s vysSou odpoved’ou na znizenie LDL-
C na EZE . Tento posledny predpoklad sa v§ak musi posudzovat’ opatrne, pretoze v tejto praci
sme skumali iba jeden geneticky variant a nasli sme frekvenciu minoritnej alely podobnu tej,
ktora bola zistena v inych populéciach.

V malej podskupine naSich jedincov, ktori boli povaZzovani za relativne slabo odpovedajucich
na monoterapiu, kombinovana liecba s BBR/P/RR a EZE znizila LDL-C 0 37 %, non-HDL-C
035 % aTG o 23 % , v dosledku inhibicie absorpcie cholesterolu spojenej s potlacenim
syntézy lipidov v pedeni, &o spdsobuje trvalejsiu expresiu LDLR. U¢inky kombinovanej
liecby boli podobné tym, ktoré vyvolal simvastatin 20 mg/den, atorvastatin 10 mg/den a
rosuvastatin 5 mg/den a vyssie ako u¢inky dosiahnuté s pravastatinom 40 mg/den u pacientov
s primarnou HCH, ¢o naznacuje uspokojiva alternativnu liecbu pacientov intolerantnych na
ST.

V nasej skupine pacientov s HeFH s potvrdenym genotypom, ktori boli na stabilnej liecbe ST
alebo kombinaciou STs/EZE, doplnenie liecby nutraceutickymi tabletkami s obsahom BBR,
hoci v kontexte vel'ka interindividualna variabilita vyvolala v priemere o 10,5 % d’alsi pokles
plazmatickej hladiny LDL-C. Mechanizmy, ktoré su zakladom tohto t¢inku, su
pravdepodobne sprostredkované BBR a moézu spocivat’ v: i) zvySenej expresii LDLR
kodovanych alelou divokého typu v spojeni s ich predizenym pol¢asom a/alebo ii ) zniZena
expresia PCSK9 a nasledne nizsia degradacia LDLR (pozri nizsie).

PCSK9 je serinova protedza exprimovana v peceni a Creve, ktord sa po autoStiepeni v
endoplazmatickom retikule (ER) prestiva na povrch bunky a je secernovand do plazmy.
Cirkulujuci PCSK9 sa viaze na LDLR na bunkovom povrchu hepatocytov, komplex
LDLR/PCSKO9 je internalizovany do bunky a v lyzozomoch LDLR podlicha degradécii
sprostredkovanej PCSK9. PCSK9, nezavisle od endocytozy, moze tiez viazat' LDLR v bunke
a zacielit' ich na degradaciu v lyzozomoch. Ulohu PCSK9 ako post-transkripéného regulatora
mnozstva LDLR v pe€eni podporuje zistenie, ze zisk funkénych mutacii PCSK9 u l'udi
sposobuje  hypercholesterolémiu, zatial Co strata funkénych mutacii sposobuje
hypocholesterolémiu, respektive zvySuje a zniZzuje kardiovaskuldrne riziko. Promotorova
oblast’” génu PCSK9 obsahuje miesta HNF1 a SRE, ktoré viazu transaktivacné proteiny
hepatocytovy nukledrny faktor la (HNFla) a protein viazuci regulacny prvok sterolov 2
(SREBP2). HNF1a je nevyhnutny pre bazalnu transkripciu PCSK9 a pre maximalnu génovu
expresiu indukovani SREBP2 v reakcii na intraceluldrnu depléciu cholesterolu.

Liecba ST inhibiciou syntézy cholesterolu sposobuje depléciu cholesterolu v peceni a
nasledne translokdciu SREBP2 z cytoplazmy do jadra, kde tento transkripcny protein stcasne
upreguluje expresiu LDLR a PCSKO9; posledne menované, zvySenim degradacie LDL
receptorov, mdze znizit' u¢inok ST na zniZenie LDL-C. Stidie in vitro a niektoré klinické
pozorovania podporuju tento mechanizmus. Dubuc a spol. v bunkach HepG2 a v l'udskych
primarnych hepatocytoch zistili, Ze ST upregulovali expresiu mRNA PCSK9 a Ze tato
indukcia bola zavisld od davky a bola zvratend mevalonatom. Klinické vysetrenia u pacientov
s HCH ukazali na davke zavislé zvySenie PCSK9 v plazme pocas liecby atorvastatinom alebo
rosuvastatinom. LieCba kombinaciou ST/EZE prostrednictvom vyraznejsSej deplécie obsahu
cholesterolu v pe€eni vyvolala zvySenie plazmatického PCSK9 vyraznejSie (~77 %) ako
samotné ST v rovnakych déavkach (~45 %). Tieto vysledky poskytuju jedno z moznych



vysvetleni, preco sa zvySujucimi ddvkami ST nedari dosiahnut’ proporcionalne znizenie LDL-
C (iba asi 6 % pri kazdom zdvojnasobeni davky), vzhl'adom na na davke zavislé zvySenie
expresie PCSK9 vyvolané ST a néasledné PCSK9-sprostredkovana degradacia LDLR.

Vychadzajuc zo zistenia, ze podavanie ST knockoutovanym mysiam Pcsk9 vyvolalo prehnané
zvySenie LDLR v peceni a zvysilo klirens LDL z ich plazmy, a od pozorovania, ze pacienti s
HeFH, ktori tiez niesli stratu funkénych mutacii PCSK9, vykazovali vicSie nez ocakévané
znizenie hladin LDL-C pocas liecby ST, boli v experimentalnych zvieracich modeloch prijaté
nové stratégic na inhibiciu alebo zniZenie produkcie alebo aktivity PCSK9; to poskytuje
zaklad pre buduce terapie zamerané na zvySenie ucinku na zniZzenie LDL-C v stc€asnosti
pouzivanych farmakologickych liecebnych postupov. Tieto stratégie zahfiiaji umlcanie génu
PCSK9 modifikovanymi antisense oligonukleotidmi alebo kratkou interferujicou RNA
(siRNA) namierenou proti mRNA PCSK9, monoklondlne protilaitky namierené proti
cirkulujucemu proteinu PCSK9, ktoré¢ inhibuji jeho vdzbu na LDLR, a malé peptidy, ktoré
zabranuju dozrievaniu PCSK9 alebo jeho interakcii s LDLR. Doteraz ziskané vysledky
ukazali, Ze inhibicia PCSK9 viedla k zvySeniu pecenovych LDLR a k vyznamnému zniZeniu
hladin LDL-C a k silnému dodato¢nému znizeniu LDL-C u zvierat dostavajucich ST.

In vitro $tadie na bunkovych linidch odvodenych od l'udského hepatomu (bunky HepG2 a
Huh7) ukazali, ze BBR znizuje hladiny mRNA a proteinov PCSK9 sp6sobom zavislym od
Casu a davky. BBR posobi tak, ze indukuje koordinovanu redukciu bunkového mnoZstva
proteinov HNFla a SREBP2 a nasledne znizuje vézbu tychto proteinov, ktoré synergicky
transaktivuju  transkripciu  génu PCSK9 na prislusné sekvencie HNF1 a SRE-1 v
promotore; tento mechanizmus ma za nasledok silné potlacenie produkcie PCSK9. Okrem
toho BBR pdsobi proti stimulaénému u¢inku ST na transkripciu PCSK9 a zvySuje hladiny
LDLR mRNA a LDLR-proteinu. Predchadzajica Stadia na potkanoch s hyperlipidémiou
ukdzala, Ze kombinidcia BBR so simvastatinom v nizkych davkach spdsobila zniZenie
plazmatického LDL-C a TG vyznamne vyS$Sie ako pri monoterapii s ktorymkol'vek z tychto
lieC¢iv a podobné tomu, ktory vyvolala dvojita davka samotného simvastatinu, a Ze
kombinovana liecba up-regulovala LDLR mRNA v peceni potkanov na troven 1,6-krat
vysSiu ako pri monoterapiach. Tieto vysledky boli potvrdené u €inskych pacientov so stredne
zavaznou HCH lie¢enych simvastatinom 20 mg/dent plus BBR 1 g/deni alebo niektorym z
tychto lie¢iv samotnych; u tychto pacientov kombinacia znizila LDL-C a TG v ovela vyssej
miere ako monoterapia. Tieto zistenia naznacuju, ze BBR moze posilnit’ in vivo redukciu
plazmatického LDL-C indukovanu liecbou ST.

Na tychto zakladoch sme testovali u¢inok suplementacie BBR u naSich pacientov s
HeFH. Bohuzial’, v ¢ase zberu udajov sme neboli schopni zmerat’ plazmatické koncentracie
PCSKO pred a po suplementacii BBR, a preto nemézeme dokazat, ze d’alSie znizenie LDL-C
dosiahnuté pomocou BBR bolo skutocne sprostredkované inhibiciou expresie PCSK9. U
tychto pacientov s HeFH sme vSak pozorovali inverzni koreldciu medzi zniZenim hladin
LDL-C ziskanym s ST alebo ST + EZE a dodato¢nym zniZenim vyvolanym BBR. Vzhl'adom
na to, ze predchadzajuce $tadie nasli priamy vzt'ah medzi znizenim hladin LDL-C vyvolanym
ST a zvySenim PCSK9 v plazme, nase zistenie vysSie uvedenej inverznej korelacie moze
poskytnut’ nepriamy dokaz o BBR sprostredkovanom inhibicia PCSK9. Skuto¢ne, v
pritomnosti postupne vySsich hladin PCSK9 ocakavame, Ze inhibi¢ny ucinok fixnej davky
BBR na produkciu PCSK9 sa bude postupne znizovat, o zodpovedd proporcionalnemu
znizeniu dodato¢ného Ucinku na zniZzenie LDL-C. NaSe zistenia vSak mozu vysvetlit’



sprievodné alebo odliSné mechanizmy, ako je zvySend expresia LDLR, spojena s ich
predlzenym pol€asom rozpadu.

Zaver

Medzi dostupnymi alternativnymi lieCbami znizujucimi lipidy u jedincov s primarnou HCH
neznaSanlivostou ST alebo odmietajucich terapiu tymito lieckmi sme hodnotili ucinky
nutraceutickej pilulky obsahujucej BBR a Cervenu kvasnicova ryzu a EZE a preukézali sme
vys$siu ucinnost’ prvej produkt. NavySe pri ich kombindcii sme pozorovali pokles
plazmatickych LDL-C a TG porovnatelny s poklesom vyvolanym podédvanim miernych
davok ST. U pacientov s HeFH na stabilnej liecbe overenymi liekmi znizujucimi LDL-C
viedla suplementacia nutraceutickou tabletkou k d’alSiemu zniZeniu LDL-C lepSiemu ako pri
zdvojnasobeni davky ST.
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