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Ceramidy a kardiovaskularne ochorenie

Ceramides and cardiovascular disease

Jan Murin
I. interna klinika LF UK a UNB, Nemocnica Staré Mesto, Bratislava

Suhrn

Obezita asociuje so zvySenym kardiovaskularnym (KV) rizikom, a preto vedomosti o potencialnej ulohe dysrequ-
lacie v tukovom tkanive (TT) su velmi dolezité. Klinicka Studia sa zamerala na metabolity (ceramidy, sfingomye-
liny, mastné kyseliny a iné) secernované intratorakalnym a subkutannym TT u obéznych pacientov s pokrocilou
aterosklerdzou - niektorf pacienti podstupili lieCbu aortokoronarnym by-passom. Autori Studovali v endotelo-
vych bunkach mechanizmy podporujuce aterosklerézu a studovali aj klinickd hodnotu tychto mechanizmov pri
ich asociacii s tvrdymi klinickymi prihodami u pacientov. Objem intratorakalneho TT asociuje s oxidativnym ar-
teridlnym stresom a existuju vyznamné rozdiely v sekrécii sfingolipidov medzi intratorakalnym a subkutannym
TT. 16:0-ceramid a jeho derivaty sd najc¢astejSim metabolitom uvolfiovanym z adipocytov prostrednictvom ex-
tracelularnych vezikul. Velka sekrécia sfingolipidov z intratorakdlneho TT vyznamne asociuje s redukovanou
endotelidlnou dostupnostou NO a so zvySenou tvorbou superoxidu v humannych cievach. Vyska koncentra-
cie C16:0-ceramidu v krvi koreluje pozitivne s uvolfiovanim ceramidov v intratorakdlnom TT, dalej s dysregu-
laciou vaskularneho redox-potencidlu a so systémovym vaskularnym zapalom u pacientov s aterosklerdzou.
Vysoka sérova hladina C16:0-ceramidu nezavisle asociuje so zvySenym rizikom kardialneho Umrtia. V randomi-
zovanej klinickej Studii ro¢na liecba obéznych pacientov pomocou GLP1-RA (liraglutidu) potlacila sérové hladiny
C16:0-ceramidu a C16:0-glykosylceramidu. Tieto vysledky dokazuju prvy raz u fudi, Ze ceramidy odvodené od TT
by mohli byt modifikovatelnymi regulatormi vaskularneho redox-stavu u obezity s dosahom ovplyvnit aj kardi-
alnu mortalitu u chorych s pokrocilou aterosklerézou.

Klu€ové slova: aterosklerdza - ceramidy - intratorakalne tukové tkanivo - kardiovaskularne ochorenie - liraglu-
tid - tukové tkanivo - vaskularny zapal

Summary

Obesity is associated with an increased cardiovascular risk and therefore the knowledge of a potential role of
dysregulations in the adipose tissues (AT) seems to be important. A study looking at metabolites (ceramides,
sfingomyelins, free fatty acids, other) secreted by intrathoracic and subcutaneous AT in obese patients with
atherosclerosis was conducted, and some of these patients were undergoing coronary bypass surgery. The un-
derlying mechanisms were explored in human endothelial cells and their clinical value was tested against hard
clinical endpoints. The intrathoracic AT volume is associated significantly with arterial oxidative stress and there
are significant differences in sphingolipid secretion between intrathoracic AT and subcutaneous AT. C16:0-cera-
mide and its derivatives are the most abundant species released within adipocyte-derived extracellular vesicles.
High intrathoracic AT sphingolipid secretion was significantly associated with reduced endothelial NO bioavailabi-
lity and increased superoxide generated in human vessels. Circulating C16:0-ceramide correlated positively
with intrathoracic AT production of ceramides, dysregulated vascular redox signaling and increased systemic
inflammation in patients with atherosclerosis. High plasma C16:0-ceramide is independently related with in-
creased risk for cardiac mortality. In a randomized controlled clinical trial, 1-year treatment of obese patients
with the GLP-1 RA (liraglutid) supressed plasma C16:0-ceramide and C16:0-glycosylceramide. These results
demonstrate for the 1st time in humans that AT-derived ceramides are modifiable regulators of vascular redox
state in obesity and with an impact on cardiac mortality in advanced atherosclerosis.

Key words: adipose tissues - atherosclerosis - ceramides - cardiovascular disease - intrathoracic adipose
tissue- liraglutide - vascular inflammation
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Uvod

Kardiovaskularne (KV) ochorenia dominuju vo svete
i unas v morbidite a mortalite a dnes ich vyskyt i do-
sledky podporuje aj globalna epidémia obezity. Je treba
poznat patofyziologické mechanizmy, ktorymi obezita
podporuje vyvoj KV-ochoreni. Ak ich rozpozname, tak
budeme vediet, ako treba tymto KV-problémom pred-
chadzat.

Akawi et al [1] sa sustredili na preSetrenie koronar-
nych artérii (ziskanych pri kardiochirurgickom zakroku),
u ktorych zistovali Strukturalne a biochemické metabo-
lické zmeny u chorych s obezitou - pokusali sa popi-
sat'mechanizmy vyvoja vaskulopatie pri obezite, ¢o bol
ciel vyskumu.

[sté iné Studie preukazali, ze tukové tkanivo (TT) se-
cernuje cely rad molekul s endokrinnou a parakrinnou
aktivitou, ktoré spolu vplyvaju na vaskularny systém
avyvolavaju v niom isté zmeny, v&itane zmien v oxido-re-
dukenej oblasti, no a tymito aktivitami vyvolavaju a pod-
poruju progresiu vaskulopatie [2,3]. Tieto prace uka-
zali, Ze ludské TT produkuje mnohé a doteraz aj nezname
bioaktivne molekuly (uziva sa termin ,sekretém®), ktoré
vyvolavaju vaskulopatiu, ale mohli by sucasne sluzit aj
ako biomarkery vyvoja vaskulopatie, ale mohli by byt
aj cielovymilieCebnymimolekulamiu chorych sKV-ocho-
reniami (KVO), ev. aj s cielom ich prevencie.

Dizajn Studie k zodpovedaniu ciela

vyskumu

Akawi et al (2021) sa vo svojej praci sustredili na dlohu

dysregulacie TT pri ovplyviiovani vaskuldarneho po-

tencialu redox (oxido-redukéného), ktory podporuje

vyvoj vaskulopatie a nasledne i vyvoj KVO [1].
Strucne k ich metodoldgii vyskumu (paralelne pre-

biehaju tri studie):

= Prva studia hladala prepojenie medzi objemom TT
a vaskularnym redox-stavom, ale aj sérovymi hladi-
nami ceramidov. U 633 pacientov, ktori podstupovali
vykon aorto-koronarneho bypassu pre vazne kardi-
alne ochorenie, analyzovali hladiny ceramidov v sére,
ale analyzovali aj biopsie vaskularnych segmentov
odobratych pri operacii, a analyzovali aj parametre
ziskaného subkutanneho a intratorakalneho TT. Vy-
konali CT-vySetrenie subkutanneho TT, ale aj intra-
torakalneho TT. Prospektivne boli pacienti sledovani
klinickymi vySetreniami po dobu 5 rokov ¢o do vy-
skytu KV-prihod i celkovej mortality.
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= Druha S$tudia hladala prepojenie medzi bio-aktivnymi
metabolitmi dysfunkéného TT a zmenami vaskularnymi
(analyzované u 48 pacientov s aorto-koronarnym by-
passom), hodnotenymi analyzami vzoriek tkanivovej
biopsie koronarnych vaskularnych segmentoy, ale aj
biopsie subkutanneho a intratorakalneho TT.

= Tretia Studia preSetrovala vplyv redukcie hmotnosti
(pomocou lie¢by liraglutidom ale i bez tejto liecby,
tj. len prislusnou diétou) na koncentraciu plazmatic-
kych sfingolipidov (v¢itane ceramidov, ktoré st bazal-
nymi Strukturalnymi jednotkami sfingolipidov - a to
po spojeni sfingozinu s mastnymi kyselinami dlhych
retazcov) u obéznych osdb. Zaradenych do sledova-
nia bolo 32 obéznych os6b, ktoré najprv pristdpili
na 8-tyzdnovu diétnu lieCbu s redukciou hmotnosti
a nasledne boli randomizovani k liecbe liraglutidom
1,2 mg denne vs ostali len na nizkokalorickej diéte
1 rok s kontrolu sérovych sfingolipidov na konci Studie.

Vzorky subkutanneho aintratorakalneho TTboliodobra-
té u 48 pacientov, ktori podstupili aorto-koronarny
bypass. Autori potom analyzovali v sére jednak metabo-
lity TT (chromatograficky, spektrometricky), ale tiez sfin-
golipidy (v TT ale i v sére, spektrometricky), a analyzovali
fyziologické vlastnosti vaskularnych segmentov koro-
narnych artérii vazomotorickymi testami. Sustredili sa
i na bunkové kultury adipocytov izolovanych z intrato-
rakalneho TT, v ktorych analyzovali aj produkciu super-
oxidu, NADPH, L-NAME, ale tieZ celularne proteinové
extrakty (pomocou elektroforézy). Vykonali kvantifika-
Ciu biopterinu v sére a eSte realizovali aj génové ana-
lyzy. Klinicky sledovali vyskyt KV-prihod, v¢itane mor-
tality u pacientov.

Vysledky predstavenych studii

Metabolizmus sfingolipidov u obezity

Analyzovany bol subor 633 pacientoy, ktori podstupili
kardiochirurgicky zakrok. V podskupine 87 pacientov
boli kvantifikované objemy TT (jednak subkutanneho
ale i visceralneho v hrudniku, vlastne intratorakal-
neho) pomocou CT-vySetrenia. Preukazala sa tu pozi-
tivna koreldcia medzi hodnotami bazalnej koncentra-
cie superoxidu v artériimammaria interna a objemom
subkutanneho TT i visceralneho intratorakalneho TT,
ale pri adjustacii (zohladneni) na pritomné rizikové
tradi¢né faktory u daného pacienta bola vyznamna
korelacia len s objemom intratorakalneho TT.
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Okrem toho autori realizovali kultivaciu bunkovych
kultdr TT. ISlo o 48 parov biopsii subkutanneho TT,
ale ajvisceradlneho intratorakalneho TT, pricom 31 0s6b
bolo obéznych a 17 0s6b bolo neobéznych. Kultivacia
tukovych bunkovych kultdr trvala 4 hodiny a preuka-
zala 115 metabolitov z intratorakadlneho TT a 116 meta-
bolitov zu subkutanneho TT. V pripade 82 metabolitov
boli tieto rozdielne produkované z oboch spominanych
typov TT aislo tu o aminokyseliny, puriny a pyrimidiny,
o intermediarne produkty metabolizmu glukdzy, ale
tiez 0 mastné kyseliny a sfingolipidy. Sfingolipidy boli
najviac produkované v intratorakdlnom TT, no a cera-
midy, glykosylceramidy a dihydroceramidy boli tiez vy-
znamne viac produkované v intratorakalnom TT v po-
rovnani s tukovym tkanivom v lokalite subkutannej.
U obéznych (vs neobéznych) pacientov bol metaboliz-
mus sfingolipidov vysoky, osobitne v intratorakalnom
TT, ale bola tu aj vysoka sekrécia ceramidov.

Rozdielna produkcia a sekrécia ceramidov
medzi intratorakalnym a subkutannym TT
Dotyka sa to osobitne sfingolipidov z intratorakalneho
TT, hlavne ¢o do ich tlohy byt endokrinnym regulato-
rom vaskularnej funkcie. Zistilo sa, ze C16:0-ceramid
a iné C16:0-sfingolipidy (glykosylceramid, laktosylce-
ramid a dihydroceramid), nie vsak C16:0 sfingomyelin,
bolivyrazne secernované v oboch tukovych tkanivach,
ale 3-nasobne viac boli secernované C16:0-ceramid
a C16:0-glycosylceramid v intratorakalnom TT.
Sekrécia C16:0-glycosylceramidu bola 2-krat vyssia
vintratorakalnom TT oproti subkutannemu TT.

Adipocyty v intratorakalnom TT produkuju

a uvoliuju sfingolipidy prostrednictvom
extracelularnych vezikul

Autori Studie izolovali preadipocyty a adipocyty z biopsif
intratorakalneho TT (pocas kardiochirurgického zakroku)
a oba typy adipocytov tvorili sfingolipidy a C16:00-ce-
ramid bol najviac tvoreny a secernovany.

Vysoké hladiny sfingolipidov (v sére,

v tkanivach), produkované intratorakalnym
tukovym tkanivom asociuji so zvySenou
produkciou superoxidu a s porusenou
endotelovou funkciou ciev (v analyzovanej
arteria mammaria a tieZ vo vena saphena)

Su to sfingolipidy s touto nepriaznivou prozapalovou
aktivitou, ktoré produkuje hlavne intratorakalne TT,
ale nie subkutanne TT, ktoré vyvolavaju nasledne en-
dotelovu dysfunkciu so znizenou dostupnostou NO,
a preto i s podporou progresie aterogenézy.
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Zvysené hladiny C16:0-ceramidu v plazme
osobitne asociuja so zvySenym arterialnym
oxidacnym stresom, s endotelovou dysfunk-
ciou a so systémovym vaskularnym zapalom
Dotyka sa to osobitne produkcie C16:0-ceramidu vintra-
torakalnom TT, a nie v subkutdannom TT. Koncentracia
C16:0-ceramidu asociuje aj s hladinou hsCRP v sére
(so zapalom), tieZ so zvySenou produkciou superoxidu
a s poruchou (znizenim) produkcie NO, no a to podpo-
ruje endotelovu dysfunkciu.

Priame ucinky C16:0-ceramidu na oxido-
redukény stav

C16:0-ceramid v bunkovej kultdre vyznamne zvySoval
produkciu superoxidu, a sucasne znemoznoval pod-
poru produkcie NO (odpojenim eNO-syntazy z tejto
produkcie). Toto ,odpojenie” eNO-syntazy je v detai-
loch uZ tiez definované v biochemickej podrobnej po-
stupnosti.

Plazmatické hladiny C16:0-ceramidu
predikuju KV-mortalitu

Pacientiv,prvej” studii boli sledovaniv priemere 5,5 ro-
kov. Vyskytlo sa tu 44 dmrti a z nich 17 bolo KV-pod-
mienenych. Vyznamnymi prediktormi KV-mortality boli
sérové koncentracie C16:0-ceramidu, C16:0-glycosyl-
ceramidu, C16:0/C22:0-ceramidov a C16:0/C24:0 cera-
midov - aj po zohladnenf obvyklych KV-rizikovych fak-
torov.

Sérové hladiny C16:0-ceramidu moZno
modifikovat liecbou liraglutidom (GLP1-RA)
Ide o lie¢bu, ktora vedie k preprogramovaniu biolé-
gie TT, ale aj nizkokaloricka diéta v dlhodobom rezime
to dokaze. U 32 obéznych os6b (priemerny BMI 33,5)
merali v cirkulacii koncentracie sfingolipidoyv, pricom
pred liecbou (liraglutidom vs placebom) mali vSetci pa-
cienti zabezpelenu 8-tyzdnovu dobu nizko kalorickej
diéty (800 kcal/den) a stratili pritom 12,8 kg. Nasledna
farmakologicka lieCba trvala 52 tyzdnov. Vysledky liecby
boli nasledovné: C16:0-ceramid a C16:0-glycosylcera-
mid koncentracie v sére stupli vyznamne v placebovej
podskupine pacientov, ale nezmenili sa v liraglutido-
vom ramene lieCby. Prepoklada sa, Ze je to v dbsledku
metabolického preprogramovania pomocou GLP1-RA.

Posolstvo Studie
Ceramidy sa javia byt klucovymi signalnymi moleku-
lami viacerych typov buniek, v ktorych (zda sa) requ-
luju vitalne celularne procesy. Nie je celkom jasné, kde
v organizme sa tvoria, ale zda sa, Ze u fudi je to v peceni
a v tukovom tkanive [4,5].
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Autori Studie preukazali, Ze sfingolipidy sa tvoria
u obéznych os6b hlavne v intratorakalnom TT a nie
v subkutannom TT. Spomedezi sfingolipidov je to hlavne
C16:0-ceramid, ktorého sa v intratorakalnom TT vytvara
najviac a nasledne sa secernuje prostrednictvom ex-
traceluldrnych vezikudl, uvolfovanych z adipocytov v TT.
Kvantita sekrécie C16:0-ceramidu z tukového intrato-
rakalneho tkaniva korelovala s plazmatickou hladinou
C16:0-ceramidu.

Ceramidy a ich metabolity su asociované s KVO [6,7].
Osobitne plazmaticka koncentracia C16:0-ceramidu je
asociovana so zvysenym rizikom vyskytu velkych KV-pri-
hod, v¢itane srdcového zlyhavania [8,9], ale aj infarktu
myokardu [6,10]. Co zatial celkom jasné nie je, je t& sku-
tocnost, ¢i ceramidy (secernované z TT) hraju aj ddlezitd
Ulohu pri vaskularnych komplikaciadch obezity. V praci
[1] autori ukazali, Ze volum intratorakalneho TT asociu-
je so zvySenym arteridlnym oxidativnym stresom a toto
tukové tkanivo secernuje omnoho viacej ceramidov
ako subkutanne TT, pricom obvykle ide o C16:0-cera-
mid. C16:0-ceramidové sérové hladiny asociuju aj s vas-
kularnym oxido-redukénym stavom.

ZvySeny vaskularny oxidativny stres a redukovana
dostupnost endotelového NO su potom kltcové fak-
tory aterogenézy [16]. NO byva produkovany pomocou
eNO-syntazy a potrebuje k tomu kofaktor tetra-hydro-
biopterin. Ak nema spomenuty kofaktor (lebo bol oxi-
dovany), tak eNO-syntaza potom produkuje superoxid
(kyslikovy radikal) [12]. Autori [1] preukazali na fudskych
odobratych cievach a nasledne na in vitro kultivova-
nych bunkach, Zze zvySena sérova hladina C16:0-ce-
ramidu (uvolfiovaného z transtorakalneho TT) zapri-
Cinuje vzostup oxidativneho stresu v artériach. Tento
efekt je pritomny u ceramidov s dlhym retazcom, ale
nie je u ceramidov so stredne dlhym retazcom (napr.
C12:0 ceramid). Teda C16:0-ceramid je bohato produ-
kovany v transtorakalnom TT, a ten ma priamy vplyv
na vyvoj aterosklerdzy (podporuje ju).

Hoci nalezy autorov [1] naSepkavaju, ze medzi cera-
midmi a vaskularnou dysfunkciou je kauzalne prepo-
jenie, je treba pridat aj informaciu, ze jestvuju prace
[6,7], ktoré toto prepojenie podporuju, ale su aj iné
prace [13], ktoré to popieraju. Laaksonen et al [7] v roku
2016 preukazali, ze sérova hladina C16:0-ceramidu pre-
dikuje vyskyt KV-mortality u velkej skupiny pacientov,
u ktorych bola vykonana koronarna angiografia a rela-
tivne riziko spomenutej predikcie (RR) tu bolo vysoké
(az 2-nasobné) s RR 1,98 (95% CI 1,49-2,62; p < 0,001).
V dal3ej studii [1] zahffajucou 633 pacientov s pokro-
Cilou koronarnou aterosklerézou, nakolko podstupo-
vali vykon aorto-koronarneho bypassu, sa preukazalo,
Ze plazmaticka hladina C16:0-ceramidu nezavisle pre-
dikovala KV-mortalitu s RR 1,39 (95% CI 1,03-1,89; p =
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0,031), pricom trvanie sledovania pacientov bolo pozo-
ruhodnych 5,5 rokov v priemere.

Jestvuju i prace s lieCebnym ,zasahom” voci biosyn-
téze ceramidov [14,15], nie je vSak eSte jasné, i by zasah
vedel reprogramovat vlastnosti tukového tkaniva, a tak
by mohol redukovat'i KV-riziko, ako to dokazali GLP1-RA
[16]. Autori vo svojej studii [1] preukazali, ze 52-tyzdnova
liecba liraglutidom (predtym aj 8-tyzdnova prisna nizko-
kaloricka diéta s dobrou redukciou hmotnosti) upravila
plazmatické hladiny C16:0-ceramidu a C16:0-glycosylce-
ramidu v porovnani s kontrolnou podskupinou pacien-
tov liecenych placebom (plazmatické hladiny ceramidov
upravené neboli), pricom v oboch podskupinach vzdy
iSlo 0 obéznych pacientov. Aj v Studii LEADER (s liraglu-
tidom) sa preukazala lepsia KV-progndza pacientov na
liecbe liraglutidom nez na liecbe placebovej.

Tukové tkanivo v hrudniku tvori, ale aj secernuje ce-
ramidy, obzvlast typ C16:0-ceramidu. Tieto ceramidy
maju endokrinny nepriaznivy prozapalovy vplyv na
cievnu stenu, v&itane zmeny oxido-redukéného stavu.
Zmena oxido-redukéného stavu podporuje nasledne
endotelovu dysfunkciu a tiez aterogenézu, a preto aso-
ciuje aj s KV-progndzou, vcitane KV-mortality. Zda sa,
ze GLP1-RA tu naopak pomahaju.
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