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10.1 English summary

Pathologic changes caused by atherosclerosis in the cardiovascular system,
such as coronary heart disease, aneurysms of the aorta, and
infarction/ischemia of the brain or limbs, are nowadays the most profound
threat to the quality and expectancy of life in developed countries.” A
pathological hallmark of atherosclerosis is the excessive accumulation of
cholesterol by macrophages leading to their transformation into foam cells.
Macrophages are present in all stages of atherosclerotic lesion
development from fatty streak to complicated atherosclerotic plaque.
Especially in the initiation of atherosclerosis, cholesterol homeostasis in
macrophages is of prime importance, as dysregulation of the balance of
cholesterol influx and cholesterol efflux will lead to excessive accumulation
of cholesterol in the macrophage and their transformation into foam cells.
Macrophages in atherosclerotic lesions primarily depend on infiltration of
bone marrow-derived monocytes into the arterial wall. In this thesis, we
used bone marrow transplantation (BMT) to modulate genes in
hematopoietic cells, including macrophages. Using this technique and
several available knockout and transgenic mice, the role of some important
players involved in cellular cholesterol homeostasis, inflammation, and
atherogenesis were evaluated.

10.1.1 The role of ABC-transporters in macrophage cholesterol
homeostasis and atherogenesis

As scavenger cells, macrophages ingest modified lipoproteins and
damaged cell membranes and thus can accumulate large amounts of
cholesterol and oxysterols. Interestingly, cholesterol and oxysterols are
inducers for several ATP-binding cassette (ABC) transporters, which
constitute a group of evolutionary highly conserved cellular transmembrane
transport proteins that use ATP to generate the energy needed to transport
metabolites across membranes.® It is thus conceivable that a significant
portion of the cholesterol-responsive ABC-transporters may be involved in
macrophage lipid homeostasis. In the “classical’ concept of reverse
cholesterol transport, a process by which excess cholesterol from peripheral
tissues is transferred via the plasma to the liver for elimination via the bile,
the liver is often referred to as being the major organ capable to eliminate
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cholesterol, and therefore is essential for the protection against excessive
accumulation of lipids in macrophages and the prevention of
atherosclerosis. The liver contains several different cell types, including
parenchymal, endothelial, and Kupffer cells. After the general introduction,
in chapter 2, we provided comprehensive data of ABC-transporter
expression profiles in various cell types of the mouse liver, including
parenchymal, endothelial, and Kupffer cells. Our findings underscore the
importance of cellular localization for studying the regulation of key ABC-
transporters in liver cholesterol homeostasis. Furthermore, several novel
ABC-transporters, including ABCA5, B9, D3, and D4 were identified as
putative novel candidates involved in liver macrophage cholesterol
homeostasis.

Macrophages cannot limit their uptake of cholesterol via scavenger
receptors.” Therefore, cholesterol efflux is an important mechanism to
maintain cholesterol homeostasis in macrophages. A key transporter
involved in the efflux of cholesterol and phospholipids from macrophages is
ABCA1.>® In chapter 3, we used the BMT technique to investigate the
therapeutic potential of specific up-regulation of macrophage ABCA1 on
atherogenesis in low-density lipoprotein (LDL) receptor knockout (LDLr™)
mice, which represent an established model for the development of
atherosclerosis. Our data reveal that macrophage ABCA1 overexpression
inhibits the progression of atherosclerosis and thus is an attractive
therapeutic target for the prevention of atherosclerotic lesion development.
In addition to the inhibition of atherosclerotic lesion development,
atherosclerosis regression is another important clinical goal, since most
patients enter the clinic with established atherosclerotic lesions. It is thus
highly important not simply to inhibit atherosclerosis progression, but to
treat this disease by regressing established atherosclerosis. In chapter 4,
the possibly therapeutic effect of macrophage ABCA1 overexpression on
atherosclerosis regression was investigated in LDLr™~ mice with established
lesions. Our data indicate that specific up-regulation of macrophage ABCA1
inhibits the progression of small atherosclerotic lesions, but not of more
advanced lesions. Furthermore, macrophage ABCA1 overexpression does
not induce the regression of established lesions, either in the early or in the
later stages of atherosclerosis. An important conclusion from these studies
is that BMT is not a good technique to sufficiently modulate the expression
of genes in macrophages which are already inside established lesions.
However, our findings do point out that the BMT technique is very useful to
study the dynamics of macrophage infiltration in different stages of
atherosclerosis. This is important for the development of therapies that may
potentially prevent infiltration of new macrophages into established plaques,
thereby preventing further growth of lesions. Combined with therapeutic
approaches that increase cholesterol efflux from macrophages inside
established plaques, atherosclerosis regression can possibly be achieved.
In the studies described in chapter 2, ABCA5 was identified as a new
transporter relevant for lipid homeostasis in the liver. Interestingly, ABCA5
and ABCA1 in macrophages show similar up-regulation during in_vitro
cholesterol loading and down-regulation during cholesterol unloading.” It is
thus conceivable that ABCA5 may play a potential role in macrophage
cholesterol homeostasis. However, the in vivo effects of macrophage
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ABCA5 expression are largely unknown. To assess the biological role of
macrophage ABCAS in lipoprotein metabolism and atherosclerotic lesion
development, in chapter 5 we used the BMT technique to specifically
disrupt ABCAS5 function in hematopoietic cells, including macrophages by
transferring bone marrow from ABCAS5 knockout mice into LDLr"" mice. Our
data demonstrate that ABCA5 potentially affects macrophage cholesterol
homeostasis. Disruption of macrophage ABCADb function did not affect initial
lesion development in male LDLr™~ mice. Atherosclerosis in female LDLr"
mice, which are more susceptible to lesion development, however, was
increased in the absence of functional ABCA5 in macrophages.
Furthermore, our in vitro data indicated that ABCA1 may functionally
compensate for the lack of ABCA5 in macrophages. Therefore, the
generation of ABCA1 and ABCAS5 double knockout mice is worth exploiting
to clarify the exact role of macrophage ABCAS5 in atherosclerosis.

10.1.2 The role of lipid transfer proteins in lipoprotein metabolism and
atherogenesis

High-density lipoprotein (HDL) has been identified as a potential target for
the treatment of atherosclerosis. HDL consists of a heterogeneous
population of lipid-bearing particles that vary in size, structure, composition
and activity. Small, discoidal, lipid-poor HDL particles (called preB-HDL) are
effective acceptors of free cholesterol from cells to initiate reverse
cholesterol transport. The formed large, spherical, cholesterol ester-rich
HDL particles (a-HDL) subsequently serve as preferred substrates for the
scavenger receptor type Bl to facilitate delivery of cholesterol esters to the
liver and steroidogenic tissues. The genes encoding two HDL-associated
proteins that are essential for the conversion or 'remodeling' of HDL
between its various subtypes have been identified as phospholipid transfer
protein (PLTP) and cholesterol ester transfer protein (CETP). In human
homozygous CETP deficiency, HDL Ievels are massively elevated, while
LDL levels are moderately decreased.? Plasma PLTP activity was recently
reported to be related to cardiovascular diseases (CVD) in humans.’

However, no human PLTP deficiency state has been described until now.
Interestingly, both PLTP and CETP were demonstrated in I|p|d -laden
macrophage-derived foam cells in human atherosclerotic lesions.'®" These
findings raised the question whether PLTP or CETP has a direct role in
cholesterol retention or removal from foam cells present in atherosclerotic
lesions. In order to study the role of macrophage-derived PLTP in
lipoprotein metabolism and atherogenesns bone marrow from PLTP
knockout mice was transplanted into LDLr™~ mice (chapter 6). Our findings
indicate that macrophage PLTP is a significant contributor to plasma PLTP
activity and that deficiency of PLTP in macrophages results in increased
apoA-l and decreased VLDL/LDL levels, which may explain why deficiency
of PLTP in macrophages leads to a decrease in atherosclerotic lesion
development in LDLr"™ mice. In order to study the role of macrophage-
derived CETP in lipoprotein cholesterol redistribution and atherogenesis,
bone marrow from CETP transgenic mice, which express the human CETP
transgene under control of its natural promoter and major regulatory
elements, was transplanted into LDLr"~ mice (chapter 7). We showed for
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the first time that bone marrow-derived CETP is an important contributor to
total serum CETP activity and mass. Furthermore, bone marrow-derived
CETP was found to modulate lipoprotein metabolism by mediating the
redistribution of cholesteryl esters from HDL to apoB-containing lipoproteins,
and thus promoting the development of atherosclerosis in LDLr™" mice with
impaired clearance of apoB-containing lipoproteins.

Macrophage foam cells are primarily restricted to atherosclerosis, whereas
activated macrophages are a common feature of many inflammatory
diseases. Importantly, CETP belongs to the family of Ilipid
transfer/lipopolysaccharide-binding  proteins, together with  PLTP,
bactericidal permeability increasing protein (BPI) and LPS-binding protein
(LBP)." LPS administration to hamsters with endogenous CETP expression
or to transgenic mice expressing human CETP induced a rapid decrease in
serum CETP concentration,'®'” suggesting that CETP with its molecular
mimicry to LBP might be able to modulate the LPS response and thus can
play a role in innate immunity in addition to its role in HDL metabolism. In
chapter 8, we assessed leukocyte CETP production in acute coronary
syndromes both in humans and in transgenic mice. Our data reveal a strong
correlation between diminished leukocyte CETP expression and episodes
of unstable angina pectoris in humans. Furthermore, induction of acute
myocardial infarction by coronary artery ligation in CETP transgenic mice
also resulted in a rapid down-regulation of leukocyte CETP mRNA
expression. Both unstable angina pectoris in patients and coronary artery
ligation in our mouse model coincided with an increased inflammatory
status. Taken together, our data strongly suggest that the reduced
leukocyte CETP expression might be common to different inflammatory
stimuli, and that leukocyte CETP might serve an important function in the
inflammatory/immune response. In chapter 9, the possible role for CETP in
host defense against systemic inflammation was investigated. As the bio-
active component of the outer membrane of Gram-negative bacteria, LPS
stimulates monocytes and macrophages to produce high amounts of pro-
inflammatory cytokines, which, in turn, can evoke cytotoxic effects, organ
failure and eventually death.'®'® To determine the effect of CETP on
induction of the pro-inflammatory cytokine TNF-a in the circulation, we
challenged CETP transgenic and wild-type mice with a sublethal dose of
LPS. Our data demonstrate that CETP lowers TNF-a production induced by
LPS. Furthermore, we provided evidence that plasma CETP inhibits the
removal of LPS from the blood circulation, and thus modulates the toxicity
of LPS, suggesting that CETP is an endogenous component involved in the
first line of defense against systemic inflammation. Finally, by using the
BMT technique, we evaluated the role of bone marrow-derived CETP in the
response to LPS challenge in wild-type mice transplanted with bone marrow
from CETP transgenic mice (CETP Tg—WT) and nontransgenic littermates
(WT—-WT). Our findings indicate that bone-marrow derived CETP does not
contribute to the resistance of CETP transgenic mice to LPS.

10.1.3 Concluding remarks and future perspectives

Over the past decade, clinical trials using LDL-lowering drugs have clearly
established that reductions in LDL cholesterol are associated with a 30% to
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45% reduction in clinical events.?**® However, despite lowered LDL, many
patients continue to have cardiac events, indicating that there is an
important need for new therapeutic strategies.

Since cholesterol efflux from macrophage foam cells in atheromatous blood
vessels represents the first step in the overall process of reverse cholesterol
transport (RCT), enhancement of macrophage efflux capacity is considered
to be an attractive approach to diminish the risk for development of CVD.
The focus of the work discussed here has been on the regulation of
macrophage cholesterol homeostasis in the microenvironment of the
developing atherosclerotic lesion. Using the technique of bone marrow
transplantation, we highlighted the potential role of several ABCA-
transporters (i.e. ABCA1 and ABCAS5) in macrophage cholesterol biology
and the onset of atherosclerosis. Our findings indicate that macrophage
ABCAT1 is an attractive therapeutic target for preventing the development of
atherosclerosis. Additionally, ABCA5 can be considered a promising new
candidate relevant for cholesterol accumulation in macrophages and thus
foam cell formation. Our studies have provided important new insights for
the possible therapeutic applicability of specific upregulation of ABCA1
and/or ABCAS5 in lesional macrophages, in order to facilitate cholesterol
efflux locally in the arterial wall, which is likely to be beneficial in the
treatment of atherosclerosis. Further research is needed to find out whether
up-regulation of both ABCA1 and ABCA5 in macrophages can exert even
better anti-atherogenic effects than single up-regulation of ABCA1.

A therapeutic strategy to up-regulate ABCA1 in macrophages in
atherosclerotic lesrons is the pharmacological activation of the liver X
receptors (LXRs) " Two LXR isoforms, LXRa and LXRpB, have been
identified.?®* Upon stimulation by oxysterols, activated LXRa or LXRP
forms a heterodimer with the retinoid X receptor (RXR), binds to DNA, and
influences gene expression. It has been proposed that a high dietary
cholesterol intake (via subsequent formation of oxysterols) activates LXRs,
which, in turn induces expression of genes involved in cholesterol
disposal.’®*®' Pharmacological activation of LXRs is considered a promising
approach to improve macrophage RCT, and thereby to prevent the
development of atherosclerosis. Treatment with LXR agonists leads to
elevated plasma HDL-cholesterol levels, reduced intestinal cholesterol
absorption, increased hepatobiliary cholesterol secretion, and increased
sterol loss via the feces in rodent models.** However, besides these
beneficial effects, pharmacological LXR activation is also associated with
increased lipogenesis and production of triglycerides in the liver with
resultant hypertrlglycerldemla an independent risk factor for
atherosclerosis.®®*** These adverse side-effects render the current LXR
agonists unsuitable for therapeutic interventions. Two strategies exist to
circumvent these problems: targeting to specific tissues or reducing the
side-effects in all tissues by designing gene-specific agonists. For example,
restricting LXR activation to the small intestine might result in an increase |n
intestinal HDL formation via ABCA1, without producing fatty liver.®
Furthermore, if one could target an LXR agonist specifically to
macrophages, expression of ABCA1 and other genes involved in cellular
cholesterol efflux (e.g. ABCG1) could theoretically be enhanced.®* This
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would promote RCT in the artery wall, and thereby exert atheroprotective
functions without undesirable side-effects.

Low HDL is often present in high-risk patients with CVD.*” HDL-raising
therapies have therefore been identified as important new future treatments
for CVD. PLTP and CETP are two key genes involved in HDL metabolism,
and thus they are promising target genes for pharmaceutical interventions
to raise HDL. Using the technique of bone marrow transplantation, we
provided evidence that macrophage-derived PLTP or CETP is an important
contributor to total plasma activity of these proteins, and that their effects on
atherosclerotic lesion development are primarily the consequence of
systemic effects on lipoprotein concentrations. CETP production by
macrophages, under conditions of impaired clearance of apoB-containing
lipoproteins, is highly atherogenic because of its significant contribution to
the serum cholesteryl ester transfer capacity. It is thus conceivable that
specific inhibition of CETP in macrophages might be an attractive approach
to reduce plasma CETP activity and thereby to raise HDL cholesterol levels.
The effects of PLTP on lipoprotein metabolism and atherosclerosis are still
complex and far from resolved. In this thesis, our findings demonstrate that
macrophages PLTP deficiency, under conditions of impaired clearance of
apoB-containing lipoproteins, might be anti-atherogenic. Further research,
however, is needed to find out whether targeting macrophage-derived PLTP
would be a possible therapeutic approach to diminish the risk for
development of atherosclerosis.

Since inhibition of CETP reduces apoB lipoproteins and elevates HDL
cholesterol levels,®® the inhibition of CETP is considered a potential new
mechanism for treatment of dyslipidaemia. Several CETP inhibitors are now
in clinical trials, awaiting demonstration of efficacy on atherosclerosis.
Torcetrapib, a potent CETP inhibitor, has been shown to increase HDL
cholesterol (>3-fold) and inhibit the development of atherosclerosis in
rabbits.* In early-phase studies in humans, the drug mcreased HDL
cholesterol (>60 %) and moderately lowered LDL cholesterol.***' Studies on
cardiovascular endpoints, however, were largely disappointing. They
confirmed the change in lipid levels, but most also reported an increase in
blood pressure, no change in atherosclerosis,”*** and (in a trial of a
combination of torcetraglb and atorvastatin) an increase in cardiovascular
events and mortality.***> Of note, significantly more Torcetrapib/Atorvastatin
than Atorvastatln -only treated patients died from cancer and infectious
disease,*® implying that pharmacological inhibition of the CETP activity by
Torcetrapib could possibly affect the immune system. The studies described
in this thesis suggest a clear association between the expression of CETP
in leukocytes and inflammation caused by coronary artery diseases (e.g.
angina and ischemia/infarction). The question arises whether reduced
leukocyte CETP production is also causal in the negative effects of
Torcetrapib treatment. Additionally, some preliminary studies in this thesis
indicate that CETP might be important for a general host defense
mechanism against LPS-induced systemic inflammation. Taken together,
these findings are very important for the continued development of other
CETP inhibitors, such as Roche’s JTT-705 (R1658), which increases HDL

levels by 30% as compared to 60% by Torcetrapib,*®*’ and Merck's
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Anacetrapib (MK-0859), which increases HDL levels by 129% and shows
no increase in blood pressure in initial studies.*®*°

In conclusion, local modulation of macrophage cholesterol metabolism in
the arterial wall and systemic regulation of lipoprotein metabolism (LDL-
lowering and/or HDL-raising) are both attractive targets for future drug
design for the prevention of atherosclerosis. As described in this thesis,
bone marrow transplantation can be considered a useful strategy to study
the role of macrophage-expressing genes and gene products in lipoprotein
metabolism and atherogenesis, which may lead to the identification of target
genes for pharmaceutical interventions. Further studies are needed to
identify promising targets for cholesterol-lowering therapies at a molecular
level. In the future, a more complete understanding of HDL metabolism
could lead to the development of drugs that enhance atheroprotection by
robustly increasing levels of HDL and/or enhancing its functionality.
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10.2 Nederlandse samenvatting

Hart- en vaatziekten zijn doodsoorzaak nummer 1 in Nederland en andere
westerse landen'. De belangrijkste oorzaak van hart- en vaatziekten is
atherosclerose, een vernauwing van de bloedvaten veroorzaakt door
plaatselijke ophoping van cholesterol.?> Macrofagen spelen een grote rol in
alle stadia van de ontwikkeling van (gecompliceerde) atherosclerotische
lesies. Macrofagen kunnen cholesterol uit het bloed opnemen. Een
ontregeling van de balans tussen de opname en verwijdering van
cholesterol uit de macrofagen leidt tot de transformatie van macrofagen tot
zogenaamde “foam-cellen”, macrofagen gevuld met grote hoeveelheden
cholesterol. Deze foam-cellen zijn een zeer belangrijke factor in het
ontstaan van de atherosclerotische lesie.? Macrofagen in de
atherosclerotische lesie zijn afkomstig uit beenmerg-afgeleide monocyten
(de voorlopers van macrofagen) die vanuit het bloed in de bloedvatwand
infiltreren. In dit proefschrift is de beenmergtransplantatie (BMT) techniek
gebruikt om de expressie van genen in de hematopoietische cellen,
waaronder de macrofagen, te veranderen. Door de BMT techniek te
combineren met het gebruik van beschikbare knockout en transgene
(overexpressie) muizen is de rol van enkele specifieke genen in de
cholesterolhuishouding,  ontstekingen, en de ontwikkeling van
atherosclerose bestudeerd. De resultaten van dit onderzoek zijn in het
huidige proefschrift beschreven.

10.2.1 ABC-transporters: belangrijke moleculen in de
cholesterolhuishouding van de macrofaag

Macrofagen zijn de opruimcellen van het lichaam. Zij verwijderen
gemodificeerde lipoproteinen en beschadigde celmembranen. Dit kan
leiden tot de ophoping van grote hoeveelheden cholesterol en geoxideerde
vetten, zogenaamde oxysterolen in deze cellen. De ATP-binding cassette
(ABC) transporter familie bestaat uit evolutionair geconserveerde
transmembraaneiwitten die ATP als energie nodig hebben om metabolieten
over het membraan te kunnen transporteren.® Zowel cholesterol als
oxysterolen stimuleren de expressie van enkele ABC transporters. Het is
waarschijnlijk dat ABC transporters, die gevoelig zijn voor cholesterol, een
rol spelen in de handhaving van cholesterol homeostase in de macrofaag.
In hoofdstuk 2 van dit proefschrift, wordt een uitgebreide analyse van de
expressie van ABC transporters in de verschillende celtypen van de lever,
namelijk de parenchym-, endotheel-, en Kupffercellen, gepresenteerd. Uit
onze analyses bleek dat de ABC transporters ABCA5, A9, D3, en D4
mogelijk een rol spelen in het cholesterol metabolisme van Kupffercellen,
de macrofagen in de lever. Daarnaast onderstrepen de bevindingen dat het
belangrijk is om de functie van ABC transporters in het cholesterol
metabolisme in de verschillende cellen van de lever te bestuderen.

Macrofagen kunnen de opname van cholesterol uit het bloed via scavenger
receptoren niet beperken.* Export van cholesterol uit de macrofaag is dus
een zeer belangrijk mechanisme om de cholesterolhuishouding in de
macrofaag te reguleren. Een belangrijke transporter voor de efflux van
cholesterol en fosfolipiden uit de macrofaag is ABCA1.>® In hoofdstuk 3
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zijn studies beschreven waarin de BMT techniek is gebruikt om de effecten
van specifieke verhoging van de expressie ABCA1 op macrofagen op het
ontstaan van atherosclerose te bepalen. Hiervoor is gebruik gemaakt van
een goed gevalideerd muismodel voor atherosclerose, de LDL receptor
knockout (LDLr") muis. Onze studies hebben aangetoond dat
overexpressie van ABCA1 in macrofagen het ontstaan van atherosclerose
kan tegen gaan. ABCAT1 is dus een zeer interessant therapeutische target
voor het voorkomen van de ontwikkeling van atherosclerose.

Regressie van reeds bestaande atherosclerotische lesies is een belangrijk
therapeutisch doel, aangezien complicaties in patiénten pas optreden als zij
al atherosclerotische lesies hebben. In de studies beschreven in hoofdstuk
4 is het effect van macrofaag ABCA1 overexpressie op de regressie van
atherosclerotische lesies met een verschillende complexiteit bepaald.
Macrofaag ABCA1 overexpressie kon de progressie van atherosclerose
gedeeltelijk voorkomen. Echter ABCA1 overexpressie leidde in geen enkel
stadium van lesie formatie tot regressie. Een verdere conclusie van deze
studies is dat BMT niet de aangewezen techniek is om atherosclerose
regressie te bestuderen, aangezien door BMT de expressie van genen in
de bestaande atherosclerotische lesies niet kan worden veranderd. Middels
beenmergtransplantatie kan echter wel goed de infiltratie van nieuwe
macrofagen in bestaande atherosclerotische lesies bestudeerd worden.
Deze studies zullen in belangrijke mate bijdragen aan nieuwe inzichten om
de infiltratie van macrofagen in verschillende stadia van lesie vorming
optimaal te remmen en daarmee de groei van de atherosclerotische lesie te
stoppen. Gecombineerd met nieuwe therapieén die de efflux van
cholesterol uit macrofagen in de lesie kunnen verhogen, kan mogelijk in de
toekomst ook regressie van bestaande atherosclerotische lesies worden
bereikt.

Uit de genexpressie studies beschreven in hoofdstuk 2 kwam ABCA5 naar
voren als een ABC transporter die betrokken is bij cholesterol metabolisme
in Kupffercellen van de lever. In vitro studies hebben aangetoond dat zowel
de expressie van ABCAS als die van ABCAT1 gevoelig is voor veranderingen
in de hoeveelheid cholesterol binnen in de cel.” Dit impliceert dat ABCA5,
naast ABCA1, mogelijk ook een rol speelt in het macrofaag cholesterol
metabolisme. Data over de rol van ABCAS5 in macrofagen in vivo ontbreken
echter tot op heden. In hoofdstuk 5 worden studies gepresenteerd waarin
de biologische rol van macrofaag ABCAS5 in het lipoproteinen metabolisme
en de ontwikkeling van atherosclerotische lesies is bestudeerd. Hiervoor is
met behulp van de BMT techniek beenmerg van ABCA5 knockout muizen
getransplanteerd naar LDLr" muizen om zodoende ABCA5 specifiek in de
hematopoietische cellen uit te schakelen. Uit deze studies is gebleken dat
ABCA5 een rol speelt in de cholesterol huishouding van de macrofaag.
Afwezigheid van ABCA5 in macrofagen had geen effect op de initiéle
vorming van atherosclerotische lesies in LDLr" mannetjes muizen. Echter
in vrouwtjes muizen, die gevoeliger zijn voor de ontwikkeling van
atherosclerotische lesies, leidde afwezigheid van ABCA5 in macrofagen tot
een verhoogde gevoeligheid voor het ontstaan van atherosclerose.
Aanvullende in vitro studies hebben laten zien dat ABCA1 mogelijk kan
compenseren voor de afwezigheid van ABCA5 in macrofagen. Dit zou
kunnen verklaren waarom slechts een klein effect op atherosclerose
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ontwikkeling als gevolg van de afwezigheid van macrofaag ABCA5 is
gevonden. Om hier uitsluitsel over te geven is het nodig om muizen die
zowel ABCA5 als ABCA1 missen te genereren.

10.2.2 Lipiden-transfer eiwitten: factoren die de HDL compositie
moduleren

Het hoge-dichtheids-lipoproteine (HDL) wordt beschouwd als een
interessante target voor de behandeling van atherosclerose. De HDL fractie
in het bloed bestaat uit een heterogene populatie lipiden-bevattende
deeltjes, die verschillen in grootte, structuur, en activiteit. Kleine discoidale
lipiden-arme HDL deeltjes (ook wel pre-B-HDL genoemd) kunnen zeer
effectief vrij cholesterol uit cellen onttrekken. Dit is de 1° stap van het
zogenaamde “reverse cholesterol transport” proces. De gevormde grote,
sferische, cholesterol-rijke HDL deeltjes (a-HDL) zijn op hun beurt een goed
substraat voor herkenning door de scavenger receptor Bl (SR-BIl). SR-BI
zorgt voor de selectieve opname van cholesteryl esters uit HDL in de lever
en steroid hormoon producerende organen. Phospholipid transfer protein
(PLTP) en cholesterol ester transfer protein (CETP) zijn de twee genen die
hoofdzakelijk verantwoordelijk zijn voor de modulatie van de HDL
compositie. Mensen die geen CETP kunnen produceren hebben een sterk
verhoogde concentratie HDL in het bloed, terwijl de hoeveelheid LDL is
verlaagd.® Verder is er een correlatie aangetoond tussen de PLTP act|V|te|t
in het bloed en het risico op de ontwikkeling van hart- en vaatziekten.®

Zowel PLTP als CETP worden ook geproduceerd door foam-cellen in
humane atherosclerotische lesies.'®™ Het is echter de vraag of PLTP of
CETP een directe rol hebben in de opslag in of verwijdering van cholesterol
uit foam-cellen in de atherosclerotische lesies. In de studies van hoofdstuk
6 is de rol van macrofaag PLTP in het lipoproteinen metabolisme en
atherosclerose onderzocht met behulp van PLTP knockout beenmerg dat
werd getransplanteerd naar LDLr" muizen. Deze studies hebben
aangetoond dat PLTP productie door macrofagen significant bijdraagt aan
de totale PLTP activiteit in het plasma. Afwezigheid van PLTP in
macrofagen leidde tot verhoogde concentraties apoA-1 en verlaagde
concentraties apoB-bevattende lipoproteinen in het plasma. Deze
veranderingen in het plasma kunnen verklaren waarom uitschakeling van
PLTP productie door macrofagen gepaard ging met een geremde
ontwikkeling van atherosclerose in LDLr" muizen. Om de rol van CETP
geproduceerd door macrofagen op de lipiden distributie en de ontwikkeling
van atherosclerose te bepalen zijn LDLr-/- muizen getransplanteerd met
beenmerg van muizen die humaan CETP tot expressie brengen onder
invioed van de eigen humane promotor (hoofdstuk 7). CETP geproduceerd
door beenmerg-afgeleide cellen induceerde een onverwacht groot effect op
het lipoproteinen metabolisme door cholesteryl esters van HDL naar apoB-
bevattende lipoproteinen te verplaatsen. Deze bevinding vormt het eerste
bewijs dat beenmerg-afgeleid CETP van belang is voor de totale
hoeveelheid CETP activiteit die circuleert in het plasma. Aangezien LDLr-/-
muizen de apoB-bevattende lipoproteinen niet goed kunnen verwijderen uit
het bloed, leidde de transfer van cholesterol van HDL naar de apoB-

168



Summaries and perspectives

bevattende lipoproteinen door macrofaag CETP direct ook tot een toename
in atherosclerose.

Macrofaag foam-cellen komen voornamelijk voor in atherosclerotische
lesies, terwijl de aanwezigheid van geactiveerde macrofagen geassocieerd
is met verschillende inflammatie ziekten. CETP, PLTP, bactericidal
permeability increasing protein (BPI), en LPS-binding protein (LBP) behoren
allen tot de familie van de lipiden-transfer/lipopolysaccharide (LPS)-
bindende eiwitten.”® Blootstelling van hamsters of muizen die CETP tot
expressie brengen aan LPS leidt tot een snelle afname van de CETP
concentratie in serum.'®'” Dit suggereert dat CETP (een LBP analoog),
naast haar rol in HDL metabolisme, mogelijk ook een rol speelt in de
immunologische reactie tegen LPS. In hoofdstuk 8 is de relatie tussen de
CETP productie en aandoeningen van de kransslagader in zowel mensen
als transgene muizen beschreven. In mensen wordt een lagere CETP
expressie in leukocyten gevonden tijdens aanvallen van instabiele angina
(pijn op de borst). Ook ligatie van een kransslagader in CETP transgene
muizen induceert een snelle afname van de genexpressie van CETP in
leukocyten. Zowel instabiele angina in patiénten als ligatie van de
kransslagader in ons muismodel ging gepaard met een verhoogde
inflammatoire status. Verschillende inflammatoire stimuli kunnen dus de
expressie van CETP in leukocyten verlagen. In hoofdstuk 9 is de rol van
CETP in ontstekingsreacties bestudeerd. LPS is de actieve component van
de membranen van Gram-negatieve bacterién en stimuleert monocyten en
macrofagen tot de productie van grote hoeveelheden pro-inflammatoire
cytokines. Een hoge concentratie van deze cytokines in het bloed kan
leiden tot cytotoxische effecten, orgaan falen, en eventueel de dood.'®'®
Om het effect van CETP op de productie van het pro-inflammatoire cytokine
TNF-a te onderzoeken werden CETP transgene en wild-type muizen
blootgesteld aan een sub-lethale dosis LPS. Aanwezigheid van CETP in
muizen remde de productie van TNF-o, mogelijk door remming van de
opname door macrofagen. CETP kan daarom als een endogene
beschermende factor tegen ontsteking worden gezien. Additionele studies
waarin beenmerg van CETP transgene muizen (CETP Tg—WT) of wild-
type muizen (WT—WT) werd getransplanteerd in wild-type muizen hebben
uitgewezen dat door beenmergcellen geproduceerd CETP niet bijdraagt
aan het beschermende effect van CETP in de circulatie.

10.2.3 Conclusies en toekomst perspectieven

De afgelopen jaren hebben klinische trials met LDL-cholesterol verlagende
geneesmiddelen duidelijk aangetoond dat verlaging van het LDL cholesterol
gehalte leidt tot een 30% tot 45% daling van hart- en vaatziekten.*?
Echter de ontwikkeling van hart- en vaatziekten kan nog steeds niet volledig
worden voorkomen en daarom is er een sterke behoefte aan nieuwe
geneesmiddelen.

Export van cholesterol uit macrofagen in bloedvaten met atherosclerotische
lesies is de eerste stap van het zogenaamde “reverse cholesterol transport”
proces. Verhoging van de capaciteit van macrofagen om cholesterol uit te
scheiden is daarom een aantrekkelijk nieuw aangrijpingspunt voor nieuwe
geneesmiddelen ten einde hart- en vaatziekten te verminderen.
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De in dit proefschrift beschreven studies hebben geleid tot een belangrijke
vergroting van het inzicht in de regulatie van het cholesterol metabolisme in
macrofagen en de effecten op de ontwikkeling van atherosclerotische
lesies. Met behulp van de beenmergtransplantatie techniek is aangetoond
dat enkele ABC-transporters (ABCA1 en ABCAS5) een belangrijke rol spelen
in het cholesterol metabolisme van macrofagen en het ontstaan van
atherosclerose. De studies lieten zien dat ABCA1 op macrofagen een zeer
interessant therapeutische target is voor de preventie van de ontwikkeling
van atherosclerose. Daarnaast is gebleken dat ook ABCAS5 een rol speelt bij
de bescherming tegen de ophoping van cholesterol in macrofagen en de
ontwikkeling van atherosclerose. Verder onderzoek is echter nodig om uit te
vinden of middels gecombineerde regulatie van ABCA1 en ABCAS5 een nog
betere bescherming bereikt kan worden.

Een therapeutische strategie om de expressie van ABCA1 in macrofagen in
atherosclerotische lesies te verhogen is farmacologische activatie van
Lever X Receptoren (LXRs).?*?” Er bestaan 2 varianten van de Lever X
Receptor, namelijk LXRa en LXRB.‘%‘29 Accumulatie van oxysterolen in een
cel leidt tot heterodimerisatie van LXRa of LXRB met de Retinoide X
Receptor (RXR), dat vervolgens aan DNA bindt en de expressie van genen
beinvloedt. Het eten van een dieet rijk in cholesterol leidt (via de vorming
van oxysterolen) tot de activatie van de Lever X Receptoren, waardoor de
expressie genen die een belangrijke rol spelen bij de uitscheiding van
cholesterol uit macrofagen wordt verhoogd.”>*' Farmacologische activatie
van Lever X receptoren kan dan ook beschouwd worden als een
veelbelovende benadering om het reverse cholesterol transport uit
macrofagen te verhogen en daarmee de ontwikkeling van atherosclerose te
verminderen. Behandeling van diermodellen met zogenaamde LXR
agonisten leidt tot een verhoging van het HDL cholesterol in het bloed,
vermindert de absorptie van cholesterol in de darmen en vergroot de
uitscheiding van cholesterol via de gal en de ontlasting.32 Echter naast deze
gunstige effecten leidt farmacologische activatie van LXR ook tot een
verhoogde productie van triglyceriden door de lever en daardoor verhoogde
concentraties triglyceriden in het bloed, een belangri'&ke onafhankelijke
risicofactor voor de ontwikkeling van atherosclerose.”®** Gezien deze
ernstige bijverschijnselen zijn de huidige LXR agonisten niet klinisch
toepasbaar. De bijverschijnselen van LXR agonisten zouden verminderd
kunnen worden door specifieke sturing naar de darmen of
atherosclerotische plaques. Specifieke activatie van LXR in de darmen zou
bijvoorbeeld de vorming van HDL door de darmen via ABCA1 verhogen,
zonder verhoging van de triglyceriden productie in de lever.** Daarnaast
zou specifieke sturing van LXR agonisten naar macrofagen in
atherosclerotische lesies theoretisch kunnen leiden tot een verhoging van
de expressie van ABCA1 en andere genen betrokken bij de uitscheiding
van cholesterol uit macrofagen (bijvoorbeeld ABCG.1).36 Dit zou een
verhoging van het reverse cholesterol transport vanuit macrofagen in de
atherosclerotische lesies tot gevolg hebben en daarmee de ontwikkeling
van atherosclerose remmen zonder ongewenste bijverschijnselen.

Een lage concentratie HDL cholesterol in het bloed is een belangrijke
risicofactor voor de ontwikkeling van atherosclerose.’” HDL-verhogende
therapién worden daarom ook gezien als een belangrike nieuwe
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toekomstige behandelmethode ter voorkoming van hart- en vaatziekten.
PLTP en CETP zijn 2 eiwitten die een belangrijke rol spelen bij het
metabolisme van HDL en zijn daarom interessante aangrijpingspunten voor
farmacologische interventiestrategién gericht op verhoging van de
hoeveelheid HDL in het bloed. Middels de beenmergtransplantatie techniek
hebben we aangetoond dat macrofagen in belangrijke mate bijdragen aan
de totale activiteit van deze eiwitten in het bloed en dat de effecten op de
ontwikkeling van atherosclerose voornamelijk worden veroorzaakt door
effecten op de concentraties lipoproteinen in het bloed. Als gevolg van de
invioed van CETP productie door macrofagen op de totale CETP activiteit
van het bloed, leidt expressie van CETP in macrofagen tot een vergroting
van de gevoeligheid voor de ontwikkeling van atherosclerose onder
condities dat de verwijdering van apoB-bevattende lipoproteinen is
verstoord. Specifieke remming van de productie van CETP door
macrofagen is dus een aantrekkelijke methode om de CETP activiteit te
verminderen en de HDL concentraties in het bloed te verhogen. De effecten
van PLTP op het metabolisme van lipoproteinen en de ontwikkeling van
atherosclerose zijn complex. In dit proefschrift tonen we aan dat
uitschakeling van de PLTP productie door macrofagen, onder condities van
verstoorde verwijdering van apoB-lipoproteinen uit het bloed, leidt tot een
verlaagde gevoeligheid voor de ontwikkeling van atherosclerose. Nader
onderzoek is echter noodzakelik om aan te tonen dat nieuwe
geneesmiddelen specifiek gericht op verlaging van de PLTP productie door
macrofagen het risico op de ontwikkeling van hart- en vaatziekten verlagen.
Remming van de CETP activiteit leidt tot een vermindering van de
hoeveelheid apoB-lipoproteinen in het bloed terwijl de concentratie HDL
wordt verhoogd.®® CETP inhibite wordt daarom beschouwd als een
potentieel nieuwe strategie om het lipoproteinen metabolisme te
beinvloeden. Verschillende CETP remmers worden nu getest op hun
werkzaamheid om atherosclerose te voorkomen. Torcetrapib, een zeer
effectieve remmer van CETP activiteit, verhoogt de hoeveelheid HDL
cholesterol in het bloed (>3-voudig) en vermindert de ontwikkeling van
atherosclerose in konijnen. Ook in klinische studies met gezonde
vrijwilligers bleek dit potentiéle nieuwe geneesmiddel de HDL concentratie
in het bloed met 60% te verhogen, terwijl LDL cholesterol licht daalde.***'
Studies met patiénten met hart- en vaatziekten leverden echter
teleurstellende resultaten op. Naast de gunstige effecten op het
lipoproteinen metabolisme, bleek Torcetrapib de bloeddruk te verhogen en
waren er geen ?ositieve effecten op de ontwikkeling van atherosclerose
waarneembaar.”*** Tevens leidde behandeling met Torcetrapib in
combinatie met Atorvastatine tot een verhoogde kans op sterfgevallen door
hart- en vaatziekten vergeleken met de controle groep die met alleen
Atorvastatine was behandeld.*** Opzienbarend was het feit dat ook
significant meer patiénten overleden aan kanker en infectieziekten in de
Torcetrapib/Atorvastatine groep, vergeleken met de groep patiénten die met
alleen Atorvastatine was behandeld.*® Dit suggereert dat farmacologische
inhibitie van de CETP activiteit middels Torcetrapib mogelijk het
immuunsysteem van patiénten kan aantasten. In de studies beschreven in
dit proefschrift is een duidelijke associatie aangetoond tussen de expressie
van CETP in leukocyten en ontsteking ten gevolge van aandoeningen aan
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de kransslagaders zoals angina en een hartinfarct. Het is de vraag of een
verlaagde CETP productie door leukocyten ook een rol speelt in de
negatieve effecten van Torcetrapib. In dit proefschrift tonen we inderdaad
aan dat CETP een beschermende rol speelt tegen een infectie met LPS.
Deze informatie is zeer belangrijk voor de verdere ontwikkeling van andere
mogelijke toekomstige geneesmiddelen die de activiteit van CETP
verminderen. Veelbelovende nieuwe kandidaat geneesmiddelen zijn JTT-
705 van Roche en Anacetrapib van Merck. JTT-705 (R165) verhoogt het
HDL cholesterol gehalte van het bloed met 30%"*’. terwijl Torcetrapib in
staat was de HDL concentraties met 60% te verhogen. Verder verhoogt
Anacetrapib (MK-0859) HDL met 129% en tot nu toe zijn geen negatieve
effecten op de bloeddruk aangetoond.*®*°

Concluderend, modulatie van het cholesterol metabolisme in macrofagen
lokaal in de bloedvatwand en systemische regulatie van het lipoproteinen
metabolisme zijn belangrijke aangrijpingspunten voor de ontwikkeling van
nieuwe geneesmiddelen om hart- en vaatziekten te verminderen.
Beenmergtransplantatie is een uiterst waardevolle techniek om de rol van
specifieke genen in macrofagen op het metabolisme van lipoproteinen en
de ontwikkeling van atherosclerotische lesies te bestuderen en is daarmee
een belangrijk middel voor de identificatie van nieuwe aangrijpingspunten
voor geneesmiddelen. Vergroting van de algemene kennis van het HDL
cholesterol metabolisme zal naar verwachting in de toekomst ook leiden tot
de ontwikkeling van nieuwe geneesmiddelen, die de concentraties HDL in
het bloed verhogen of de eigenschappen van het circulerende HDL
verbeteren zodat het zijn beschermde functie beter kan uitoefenen.
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HDL, JE)&kni B-HDL ffki. ABCA1 JEFIZEAE 730 Tangier #i (Tangier Disease,
TD). TD 2&—F/“E ¥ HDL HeZ L5 E, 1205 (1 1] 1 R B2 41 £ e 4N M A7 R K
HEIHERE, TD 9% NSRRI o 50T, WFFCE AT MORT AR & B P 5 B
T WA ZRER IR LS T4 ABCAS. ABCAS SL[AI AR 2 O IER B =9, M
FLAT W5 0 PRI IO R L. S5 5E R 1], ABCAB 1 R4 M Hh i Rk, I
H RISV 2 A T K1 R 3R 1T o R0, ABCAS A1 IH [ i 33 1) 42 o (1 )y g
HOATMARD . A I R R AR, AR e R S ld A T IO, BRI S Rl i
IRV o RS ARBEAAE—S0h I AT (1524, WMt 2k, s — Lk 2 ik, W
JIFE X 5244 (LXRs) FI2ERLHHE X 24k (RXR). 4%k LXR/RXR i3 % F4i
DAY LT T A T U IR (A I8 K 8 52 A ] (2 I e 4 ik i I [l e (g Ao JFF I o
THER K145 1SRN BELLE /I fi o A W e o SIS s, ) LXR s 1R
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FWEAN L ABCAT1 Rk, FEHESHARARF R A B IRMENRE A A1 R
HDL ', BeiREs N RN RIAL AR . A A, LXR $sh 4 o v e e
) 5612 NG Ik R BT AK BT 25 4 5 R AT v B ik

AV —HBy, HPIHE T AR EE N A R (IR T M) IHE R e
KD, B =ERRART S5 TR IA (i ABCAT1 F1 ABCAS), it I & W4 st A 5 ik
SERERIAL s . RIS SR R AR, A 1M T ABCAT LA N fie o (1)
Fik, BRI IR A RACTF AW WS, (B4 B it XIS ABCA1
FEPH, Wsh 7 RS A S 2, RUME R A AN AMA B4R R 1 A1, REA
AN RN RERIAL A 1 LA ABCAT A 4L v FIEL ] F530 111 4 32 M7 50 Jhk ol e i
IR, BT T AR E R . fE5 Ao R5e T, R R Sk
HAR, BATTFIM T ABCAS JEE LGP IIRIE. LHER, F g -]
ABCA5 ik, BEREWafH AN AMR S8R H 1 A-1 F1 HDL, 5 i 3% = g if 1§
KV FE RLBEARHEMERE AN SR Sk S RERI AL I 1% o IX— 458 (W R B s, ABCAS5 af fig
ST AN L W [ e 1B P AR R A . B BE R, AR A P
Fik ABCA5, ZA5AEIE ABCAT —FE, A3 il fE b1 3 o S 4 A4 b S ik s A Al 4k,
e XIS, AR R DL AN i 0 A, T R 1 30 i i B BT
Uk, SAWFRITSN K S RE Rk [ 2 R Ot 1B I S

2. ¥ HDL JHE K

HDL AHibdbE /A, Biik LDL 44k, JFrriiad Se4Lldms) LDL Y5 Py s 4n
JisZ A Sl A vk > LRI . HDL HUsli ik i Rl Ak (¥ B8 ) S bl S e DR/ BRTE S, 7K
Wale s AT, IR A-1, B HDL ARSRIIR R Rk, AR sh ik ke f
I 1)tk 2 i o

Wi 8 (PLTP) M [ RERS 4512 8 11 (CETP) J& HDL AR i F2 o G Bk i)
AN, PLTP 240 AHERE (1T B-HDL) P A sk, festidigd, PLTP ¥id
LR R IR MIE GRIIkA) BRI E A A1, LR MR 2 I8 5 (i
fity (LPL) 7K TG MR 10 [WAR Ak B IR 10 (VLDL) A1 LDL] B, i
H., PLTP i#id & gg3r (1 HDL fokiZE 1%t B-HDL. CETP M HDL ki34 i 2K
ok (K 4 I 2 11 B-100 (VLDL, LDL #1 HDL) & k46E MU [ i lg. { CETP i+ S F,
HDL s it 5 LDL M VLDL (8 TG AHHASH:, M HDL 48 stk
/N, i HDL-C K.

Y- CETP G rI# s HDL-C 7K, WF& CETP #MiklFLs ATk 1 5 2.
Torcetrapib /& CETP #MHIFIFIRER LY, wA %L S HDL-C K1 WK, 1
CETP PGB AR, HDL-C K148 R e Lo AU LK . H Torcetrapib 711K |-
Al NG S KRR R R AERR B2 Har, BB T T2 A0 BE L R R IR
By, P TR A P R RS s 2 R R Torcetrapib B s BTHEAR AT 45
Xof SRR S K s S Ik R AL BE R [ 5 . 2007 4, ILLUSTRATE #/57 i<, 1188
190 ek kB A FEIE ) 20%~50% 1 i 4 Bl 32 T FE A% AbyT 10~80 mg/d h9T 4~10 JH,
LDL-C iA%] (100+15) mg/dl Ji5, ¥ i3 BENLS A Torcetrapib 60 mg/dI+BTFEAAthy] 41
SRRTHEARA Y T 2541, L IVUS I 5a KPR EAR A b . 4h R UR, By 24 A
Jis HETHEARALTT R ZG A AN L, BEGIAIT 4L HDL-C KT T 61%, LDL-C /KT [
20%. HH AR, SEIkBES AR AE 2 2 . AL A2, B
CVRIT AIPET R W TR HEARAR YT 2254, I FAOWUBEZE. Do I B g AR AN
OEE IR R G B A v TR AEARABY T B 2540 . L), %3R5 T 2006 4E 12 JIHRT & k.
H T, Torcetrapib ¥ ¥7 A G814 S T5 (1) Bt 80 ik 58 1 Ak i R0 R o I AR 038 R I,
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Summaries and perspectives

Torcetrapib f# & W45 KT 4.6 mmHg, IXFARL AT 4 50 Torcetrapib fIHTE K
WRERIALAE . 5 4h, Torcetrapib iR R A CETP #dmihlfr o, =X
P E SR EREHTEG HaneAE R RS I T ek e, S L
Tk, A IAl CETP HMHIFI & 45 AE R BESRE ™ = (1 il 4 F IS T R A9

3. R\ HDL Kizhak

M CETP 75 (1 s AR IR 36 45 SR A w) 75 s L 1 306 1) 32 (1) B2 %, HDL £ JIH A
T 396 [ 02 J% 30 Mk S P A Ak 3 2 4 PO Je 22 43 AR 2 Rl LR, AR LA AL A6
NP 2 E . W H., HDL-C XMt HDL whH I FE &, ANAE &
HDL Zhig. Kk, AT 05782 HDL A AR SG A #648 4k 51 & 1) HDL-C 7K T
AR Ak, B B R AIF X B AR A A K K I K 5 R . Torcetrapib [1J4JF 5% Daniel
Rader #23CHRH: KRELL HDL b HARWIAIT J7iknt, W2 ¢ HDL bR, A
gl j& HDL-C 7K -«

AV SIS FRYy, AP IE T A EE AN A RS (e T M) HDL A AR
KL, BIESESE R A FRIA (W PLTP A1 CETP), X fIH [ WA i A 25k s AL Al 4k,
FIREIET . R B EAR, BATTM T PLTP REXE E AN RIA, ik
thaE IR A1 BIKCPFWI B Tl [FIN VLDL/LDL-C KW W B A% . AE 341 (RS i
RIep, k] PLTP /e AN 13RIE, A Ml Rk s RERifL 1k . HAE,
RN PLTP FE D3R IALE g 8 (A A shlik sl FE Al AL A )l 9 4E L, H T A4
W, TSN, B—J71, Ll CETP At HDL-C FMHshlik ke
IR, BLOE T AR E R . fE5 o3R8 H, R R S
HAR, AT CETP KNS RIS, 45HEY], M F[r B-HDL K&
VLDL/LDL-C 7K VWit Tt AR, e Egal it ik CETP,
B ATk /N R Zh R RERI AL T o 3X— R I HE— B ER R DLW A0 i HE 4
CETP HIZRiL, MWL 293 0t 77 . okéh, %5+ CETP 0
#H77 Torcetrapib ZENGAK L IGEIVEH, Bl S ECRZEEW TR FAET %, H HO Uk
BE\ OGO I ERARFL R SRR, EAR G AT, BTG E
T CETP JLPIAE MU i S 3 (R ik W F A, ik —2B489% CETP #E f ity
993 AR LB R (K D RESR AL 1 A Py S 38 (1 A0 B

g, d I P AR R AN e o B AR AN, (T L e ) e 12 F T
JUE, S AE TR 2l DU ROR B TR AG T SR FEREAL AIAE T . L LDL HIE
e A PRI 2, DL HDL JHS R0 L K ACRIRE Bk . TS, — 77
TRk R AN H R IR BAMAL, 55— T T AT RERRAR LDL AR T HDL [,
MEFET, SRR S22 BRI o
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