Klin. Biochem. Metab., 21 (42), 2013, No. 3, p. 122-128.
HDL: funkce, dysfunkce a laboratorni metody stanoveni
Novotny D.!, Karasek D.2, Vaverkova H.2, Malina P.3

" Oddeleni klinické biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc
2Il. Interni klinika Iékarské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc
3 Oddeleni klinické biochemie, Nemocnice Pisek

SOUHRN

Cil studlie: Na zékladé soudobych studii podat prehled o hlavnich biologickych funkcich lipoproteinli o vysoké hustoté (HDL),
zejména ve vztahu k reverznimu transportu cholesterolu a k jejich protizanétlivému ptisobeni. Popsat pravdépodobné me-
chanismy vzniku dysfunkénich prozanétlivych HDL a uvést nékteré parametry asociované s timto procesem. Podat prehled
o laboratornich metodach stanoveni kvantitativnich, strukturnich a funkénich vlastnosti HDL, véetné modernich metod
zalozenych na hmotové spektrometrii.

Typ studie: prehledovy Clanek

Zavér: \ pripadé systémoveého zanétu a/nebo oxidacniho stresu dochazi ke vzniku dysfunkénich HDL akumulujicich oxi-
danty. Probiha strukturni modifikace apolipoproteinu Al, coz vede mimo jiné k inhibici reverzniho transportu cholesterolu
a tvorbé prozanétlivych HDL. Na ztraté priznivych viastnosti HDL se podili modifikace proteinové i lipidové slozky HDL.
Izolované méreni HDL cholesterolu nemusi u nékterych syndromd bezvyhradné korelovat s mirou kardiovaskularniho rizika
a v nékterych situacich je vhodné stanovit markery mapuijici strukturu a funkci HDL.

Klicova slova: HDL, dysfunkéni HDL, reverzni transport cholesterolu, zanét, paraoxonaza 1.

SUMMARY

Novotny D., Karasek D., Vaverkova H., Malina P.: HDL: function, dysfunction and laboratory methods of deter-
mination

Objective: On the basis of recent studies to make an overview concerning the crucial biological functions of high density
lipoproteins (HDL), with emphasis on the role in reverse cholesterol transport and their antiinflammatory traits. The aim was
to describe probable mechanisms of dysfunctional proinflammatory HDL formation with introduction some of associated
parameters. To present laboratory methods for determination of quantitative, structural and functional qualities of HDL,
including advanced mass spectrometry techniques.

Study design: review

Conclusion: In the case of systemic inflammation and/or oxidative stress, the formation of dysfunctional HDL accumulating
oxidants takes place, including apo Al structural modifications. This process can lead to the inhibition of reverse cholesterol
transport and proinflammatory HDL generation, among others. Loss of beneficial qualities results from modification of both
lipid and protein components of HDL. In some cases, an isolated quantitative measurement of HDL cholesterol may not fully

correlate with cardiovascular risk and it is eligible to determine some of structural and/or functional markers of HDL.
Key words: HDL, dysfunctional HDL, reverse cholesterol transport, inflammation, paraoxonase 1.

Uvod

Epidemiologické studie i prospektivni randomizova-
né zkousky konzistentné ukazuji na siinou inverzni aso-
ciaci mezi hladinou HDL cholesterolu a ischemickou
chorobou srdecni (ICHS). Prediktivni hodnota pro kon-
krétniho jedince vSak neni zdaleka tak siln&. Jiz pvod-
ni Framinghamska studie z roku 1977 zjistila, Ze 44 %
muzU, resp. 43 % zen s prokézanou ischemickou cho-
robou srdecni ma koncentraci HDL cholesterolu vySsi
nez 1,04 mmol/l, resp. 1,30 mmol/l, tedy ,fyziologické"
nebo nijak vyznamné snizené hodnoty [1]. Dalsi pra-
ce z posledni doby ukazaly, ze napt. HDL cholesterol
ucinkem terapie roste, neni ale mozné prokazat jeho
signifikantni vztah k vyskytu vaskularnich pfihod (napfr.
Heart Protection Study se simvastatinem, 2002, [2]).
Vyznamny pocet srde¢nich pfihod se objevuje u paci-
entd s normalnimi hladinami LDL a HDL cholesterolu
(napft. studie JUPITER s rosuvastatinem, 2008, [3]).

V soudobé literature jsou podrobné popsany fyzio-
logické funkce lipoproteint o vysoké hustoté. Nejvétsi

a zfejmé i nejpodrobnéji zmapovana je jejich role pfi
tzv. reverznim transportu cholesterolu (RTCH), proce-
su, jehoz hlavnim cilem je pfesun nadbytku cholesterolu
z membran perifernich bunék do jater a sterodiogennich
organl za pomoci HDL &éstic [4, 5, 6]. To je dllezité
zejména v pripadé makrofagl arteridlni stény; odstrario-
vani cholesterolu je zde prevenci vzniku pénovych bu-
nék, progenitor(l ateromu. Za fyziologickych podminek
plsobi HDL antitrombogenné, vazoprotektivng, vyka-
zUji protizénétlivé, antioxidacni a antiapoptotické ucinky.
Tyto vlastnosti jsou mj. zprostfedkovany mnoha enzymy
lokalizovanymi na HDL &asticich. V pfipadé systémoveé-
ho zanétu a/nebo oxidacniho stresu dochazi ke vzniku
dysfunkénich HDL akumulujicich oxidanty (dochazi tedy
ke ztrate jejich ochrannych schopnosti), které inhibuiji an-
tioxidaCni enzymy, zejména paraoxonazu (PON1). Zanét
a oxidacni stres soucasné prispivaji ke strukturaini mo-
difikaci apolipoproteinu Al (apo Al, [7]), coz vede mimo
jiné k inhibici reverzniho transportu cholesterolu a ztraté
protizanétlivych vlastnosti HDL. Dysfunkéni HDL navic
ztraceji schopnost predchazet oxidaci LDL a potencuiji
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vaskularni zanét [8]. Zda se, ze izolované méreni HDL
cholesterolu ne vzdy koreluje s mirou kardiovaskularniho
rizika. Roste potreba identifikovat biomarkery s lepsi pre-
dikei, mapuijici strukturu a funkci HDL.

HDL a reverzni transport cholesterolu

Participace na procesu reverzniho transportu cho-
lesterolu je povazovana za jednu z kliovych antiatero-
gennich a protizanétlivych viastnosti HDL. V soudobé
Casopiseckeé literaturfe, v monografiich i ve vyukovych
materidlech najdeme bezpocCet schémat zachycuijicich
tento proces, vice ¢i méné presnych. | z tohoto divodu
nebude ani jedno z nich soucasti prfedkladané prehle-
dové prace. Predpoklada se, ze HDL jsou jediné ¢as-
tice schopné prijimat cholesterol z perifernich bunék
v dostateCném mnozstvi. Dalsi Castice, jez participuiji
¢i teoreticky mohou participovat na efluxu cholesterolu
z bunék, jako jsou fosfolipidy, syntetické cyklodextriny
nebo albumin, se Ucastni procest, které jsou nespecific-
ké, pomalé Ci obousmérné [9]. Reverzni transport chole-
sterolu probihd v zéasadé nékolika mechanismy, klicové
kroky jsou uvedené predevSim v bodech 3 a 4:

1. Pasivni difuzi volného cholesterolu z makrofagt
a jeho esterifikaci prostfednictvim enzymu lecithin:
cholesterol acyltransferazy (LCAT).

2. Transportem cholesterolu na HDL Eastice azHDL Cas-
tic pres scavenger receptor B1 (SRB1), ktery je lokali-
zovan na povrchu cévni stény a na jaternich bunkach.

3. Interakci apolipoproteinu Al a ATP- binding casette
transportéru A1 (ABCA 1) na arteridlnich makrofa-
zich a transportem volného cholesterolu na nezralé
extracelularni HDL, diskoidni HDL, popf. na apoli-
poprotein Al.

4. Prenosem lipidd z makrofagC prostrednictvim ATP-
binding casette transportéru G1 (ABCG 1) na vétsi
,Zralé” astice HDL &astice (HDL2, HDL3).
Polymorfismus na genu pro ABCA1 vyznamné ovliv-

fuje plazmatické hladiny HDL cholesterolu a je povazo-

van za jejich hlavni genovou determinantu [10]. Kapacita
efluxu cholesterolu za pomoci HDL Eastic je Umérna jejich
schopnosti odstranit cholesterol z membran perifernich
bunék a zejména z makrofagl a pénovych bunék pres
interakci s transportéry ABCA1 a ABCG1 a/nebo SRB1
receptory. Na rozdil od volnych apolipoproteint indukuif

HDL obsahuijici lipidovou slozku specifickou i nespecific-

kou drahu efluxu cholesterolu. Predpoklada se, ze napf.

obsah fosfolipidd v HDL je ddleZitou determinantou pro

zprostredkovani RTCH pres SRB1 receptory [11].
Nékterymi autory bylo prokazano, ze tzv. malé hus-

té Castice, small dense HDL, jsou Ucinngjsimi akcepto-

ry cholesterolu ve srovnani s vetsimi, lipidy obohaceny-

mi HDL, tedy Ze ddlezitym atributem funkénich HDL je

jejich struktura [6].

HDL a zanét

Je zjevné, Zze HDL predstavuji pomérmné heterogenni
skupinu lipoproteint, kterd se mimo vySe uvedenych

Ucastni dalSich velmi vyznamnych pochod0. HDL vy-
kazuji protizanétlivé, protioxidacni a antiapoptotické
efekty. Za fyziologickych podminek plsobi antitrombo-
genng, vazoprotektivné a podporuji tvorbu oxidu dus-
natého a funkci endotelu [12, 13].

HDL a jejich receptory moduluji imunitni systém né-
kolika zpUsoby, pfic¢emz se mj. podileji na regulaci di-
ferenciace a proliferace hematopoietickych kmenovych
bunék a ovliviuji vrozeny imunitni systém [14]. Me-
chanismus bunécéného protizanétlivého plsobeni HDL
a jejich receptorl je schematicky uveden napf. v cito-
vané literature [14]. Studie na pacientech se syndromy
doprovéazenymi mirmym zanétem, jako napf. u diabetu,
obezity nebo u autoimunitnich chorob, ukazuji na in-
verzni vztah mezi hladinami HDL cholesterolu s fadou
prozanétlivych marker(, jako jsou tumor nekrotizuijici
faktor alfa (TNF alfa), C-reaktivni protein, interleukiny IL
1, IL 2, IL 6 a fadou dalSich [15]. TNF alfa je uvoliovan
aktivovanymi makrofagy a je pfitomen v aterosklerotic-
kych platech, jeho pfimé plsobeni v procesu ateroge-
neze je vSak doposud konfliktni, jak ukazuiji prace na
nekterych zvifecich modelech: na jedné strané se zda,
ze je schopen inhibovat in vitro expresi antiaterogen-
nich receptor( patfici do rodiny ABCA1 transportér(
v pénovych bunkach odvozenych z makrofagd [16], jiny
model vSak naopak ukdzal na indukci exprese ABCA1
v mySich peritoneélnich makrofazich [17].

HDL vykazuiji protizanétlivé efekty také na endote-
lialnich bunkach, a to inhibici exprese fady bunéénych
adhezivnich molekul, véetné intracelularnich adheznich
molekul-1 (ICAM-1) a vaskularnich adhezivnich mo-
lekul-1 (VCAM-1), a inhibici produkce monocytarniho
chemotaktického proteinu 1 (MCP 1) a TNF alfa ak-
tivovanymi endoteliainimi burnikami [14]. Kromé efluxu
cholesterolu ma vazba HDL a/nebo apo Al na ABCA1
dalsi pfiznivy efekt: spousti se tim iniciacni kaskada
intracelularnich signalnich akci v makrofazich, jez ma
za nasledek aktivaci Janusovy kinazy 2 (JAK2), ktera
nasledné pres dalsi bunécné mechanismy vede K in-
hibici bunécného stresu a zanétu [18]. Interakce HDL
s buné&nymi receptory, vCetné téch probihajicich pri
reverznim transportu cholesterolu, jsou tak vyznamny-
mi protizanétlivymi procesy, které se zasadné podileji
na inhibici zanétu a aterogeneze a jejichz inhibice vede
k poruseni funkce téchto protektivnich akci.

Prozanétlivé, dysfunkéni HDL

Soudobé studie ukazuji na skutecnost, ze HDL
jsou mj. modulatory systémového zanétu. Za jeho ne-
pfitomnosti slouzi jako komplement k antioxidacnim
tomnosti systémového zanétu mohou byt tyto enzymy
inaktivovany a HDL mohou kumulovat oxidované lipidy
a proteiny, ¢imz se stavaji prozanétlivymi.

Dysfunk&ni HDL ztraceji své pozitivni efekty zménou
své struktury i funkce. Pfi systémovém zanétu a/nebo
oxida&nim stresu navozenym onemocnénim srdecnich
artérii, diabetem, metabolickym syndromem, infekci,
autoimunitnim onemocnénim, chronickym onemocné-
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nim ledvin a dalsimi syndromy (tj. pfi ,chronické odpo-
vedi na akutni fazi") dochazi ke vzniku tzv. dysfunkénich
HDL. Tyto &astice akumuluiji oxidanty, které inhibuji an-
tioxidaéni enzymy lokalizované na HDL (zejména pa-
raoxondazu 1), strukturné modifikuji apolipoprotein Al,
a tim znemoznuiji ¢i minimalizuji cestu reverzniho trans-
portu cholesterolu pfes ABCA1 transportér, a naopak
podporuji formovani oxidovanych LDL a vaskularni za-
nét [9]. Strukturni modifikaci apo Al vykazuji také napf.
HDL modifikované malondialdehydem, i zde dochazi
k inhibici interakce s ABCA1 transportérem [14]. HDL
¢astice béhem zanétu méni vyznamné i svou proteino-
vou strukturu. Jsou napf. obohacovany o sérovy amy-
loid A (SAA), ktery mlze indukovat vazbu proteoglyka-
n0 na arteridini sténu.

Je zjevné, Ze na ztraté priznivych viastnosti HDL
se podili modifikace proteinové i lipidové slozky &as-
tic. Dysfunkéni HDL indukuiji v rdznych cilovych tkénich
expresi prozanétlivych genl. Jde napf. o makrofagy
a endotelidlini bunky. Tabulka 1 uvadi hlavni funkéni
a strukturni zmény na HDL Casticich.

Table 1. The main types of dysfunctional modification of HDL

zpUsobem, ktery vyznamné zredukoval jeji kapacitu pri
efluxu cholesterolu. Soudobé studie ukazuji, Zze poly-
nenasycené mastné kyseliny uvolnéné plisobenim fos-
folipaz snizuji expresi ABCA1 z makrofagt, a to jejich
zvySenou degradaci. Kyseliny arachidonova a linoleno-
va mohou byt navic plisobenim 12-lipoxygendzy, popr.
dalsimi mechanismy, oxidovany na vice prozanétlivé
produkty [35].

Vybrané parametry asociované se
vznikem dysfunkénich ¢astic HDL

Paraoxonaza 1

PON1 je v séru témér exkluzivné lokalizovana na
Gésticich HDL. M(ze se reverzibilné vazat k organofos-
fatdim, které hydrolyzuje, a plsobi jako ochrana nervo-
vého systému proti jejich neurotoxicité [23, 24].

V posledni dobé se pozornost soustfeduje na po-
tencidlni antioxida¢ni Ulohu PON1. Na zakladé jeji pfi-
tomnosti v HDL a mechanismu pUsobeni je sledovéana

Modification

Marker (examples)

Result

Loss of HDL associated enzymes

Decrease of PON1, PAF-AH

Loss of antioxidative properties

Loss and/or substitution of Apo Al

Increase of SAA, TNF alpha, cerulo-
plasmin, inhibition of Apo Al promoter

Loss of antiinflammatory properties
Impaired reverse cholesterol transport

Loss of other structural HDL proteins

Decrease of Apo All

Structural changes of HDL

Loss of antiinflammatory ligands

Decrease of estradiol, sphingolipids

Loss of antiinflammatory properties

Modification of HDL lipids and proteins | Oxidized phospholipids, MDA modifica- HDL dysfunction
tion of Apo Al, nonenzymatic glycation | Impaired reverse cholesterol transport
Structural changes of Apo Al Methionine oxidation (to methionine HDL dysfunction

sulfoxide, position 112, in particular)
Tyrosine modification (to 3-chlorotyro-
sine, 3-nitrotyrosine, position 192, in
particular)

Impaired reverse cholesterol transport
Loss of antiinflammatory properties

PAF-AH; Platelet activating factor- acetylhydrolase, SAA; serum amyloid A, MDA; malondialdehyde

Presny mechanismus vzniku prozanétlivych HDL
neni zatim detailné popsan. Jedna z velmi pravdé-
podobnych hypotéz predpoklada plsobeni enzymu
myeloperoxidazy (MPQO) na apolipoprotein Al, kdy za
pritomnosti reaktivnich forem kysliku probiha jeho oxi-
dace a nitrace za vzniku substituovanych aminokyselin
3-chlorotyrosinu a 3-nitrotyrosinu. Tyto molekuly byly
mj. nalezeny i v HDL izolovanych z aterosklerotické
tkané. Dale je porusen RTCH pres ABCA1 transportér,
HDL se stavaji neefektivnim antioxidantem a podporuiji
aktivitu MCP 1 v cévni sténé [19, 20]. Studie na zvifa-
tech a prace na omezeném poctu participant’ ukazu-
ji, zZe méreni kvalitativnich a funkénich parametr HDL
by mohlo poskytnout dalsi prostfedek pro identifikaci
subjekt’ se zvySenym rizikem aterosklerotickych jev(,
na rozdil od sou¢asného kvantitativniho méfeni hladin
HDL cholesterolu. Kvalita a funkce HDL se tak stavaj
i atraktivnimi terapeutickymi cili [21, 22].

DalSim predpokladanym mechanismem tvorby mo-
difikovanych HDL je mimo oxidaci a modifikaci jejich
konstituent( také plsobeni sekrecni fosfolipdzy A2.
Ishimoto et al prezentovali na zvifecim modelu jev, pfi
némz fosfolipaza A2 , typ V a X, hydrolyzovala HDL

schopnost metabolizovat peroxidy lipidd, a branit tak
jejich akumulaci v LDL. Enzym je pfevazné syntetizo-
van v jatrech a na HDL Castice se dostava procesem
zprostfedkovanym SRB1 receptorem [25]. PON1 ma
vysokou antioxidacni schopnost a je velmi ucinna pfi
prevenci peroxidace lipidd na &asticich LDL. Vykazu-
je také - spolec¢né s apo Al - vyznamné protizanétlivé
vlastnosti [24, 26].

PONT1 je lokalizovana v subfrakci HDL, ktera obsa-
huje apo Al a clusterin (apolipoprotein J). Existuji hy-
potézy, Ze tato subfrakce ma obecné za ukol chranit
bunécné membrany pred peroxidaci lipidd a dalSimi
toxickymi jevy. Nepredpoklada se, Ze antioxidaéni
funkce PON1 se vyvinula vyhradné proto, aby chranila
lidi pFed vznikem ateromu; toto onemocnéni se zacina
projevovat ve vétsi mife pfed méné nez sto lety. Jeji
schopnost je pravdépodobné sou¢asti mnohem starsi
a univerzalngjsi protektivni role a LDL pouze ,vyuZzivaji*
jeji ochrany [23].

Aktivita a koncentrace sérové PON1 koreluji ve
vétsiné studii na zdravych populacich s HDL choleste-
rolem a koncentraci apo Al, avSak vzajemna zavislost
neni vzdy silna. U extrémniho pfipadu deficience HDL,
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Tangierské nemoci, je aktivita PON1 vyrazné snizena,
u dalSich stav( s nedostatecnosti HDL tomu tak vzdy
neni [27]. Uvedeny fakt mdze vysvétlovat skute¢nost,
pro¢ nekteré defekty s deficitem HDL byvaji spojovany
s prfedCasnou ischemickou chorobou srde¢ni a nékteré
nikoli. Aktivita PON1 je zCasti determinovana geneticky.
Je vesmés redukovana u diabetik( a pacientl s fami-
liarni hypercholesterolémii, tedy u onemocnéni spoje-
nych s akcelerovanou aterogenezi. Aktivita PON1 byva
vyznamné potlaCena pfi vzniku dysfunkénich HDL [9].

Gen pro PONT1 je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 7 mezi g21.3 a g22.1 spolu s ostatnimi
Cleny supergenové rodiny (genového clusteru PON1,
PON2, PONB3) [23]. V sousedstvi genu pro PON1 lezi
gen kéduijicl jednu z pyruvatdehydrogendz, coz mize
vysvétlovat vazbu genotypl PONT1 ke glykemické kon-
trole diabetikl, jak prokazuji nékteré studie [28]. Na
genu pro PONT1 byla u lidi identifikovana nejméné dvé
polymorfni mista, a to na pozicich 192 (genotyp Q ko-
responduje Casto v literatufe s oznacenim A, genotyp R
s oznaCenim B) a 55 (genotypy M a L). V soudobé lite-
rature Ize nalézt fadu praci, které zkoumaji vztah PON1
polymorfism k ICHS a dals$im onemocnénim spoje-
nych s aterosklerézou, a které poskytuiji Casto rozpo-
ruplné vysledky. Byl vSak jasné prokdzan vztah mezi
PON1 polymorfismem s PON1 aktivitou a systémovym
oxidacnim stresem [29]. QQ homozygoti PON1 192
polymorfismu méli vyssi aktivitu enzymu nez heterozy-
goti a RR homozygoti, a také mensi pocet koronarnich
pfihod. Byla téz nalezena signifikantni korelace mezi
aktivitou PON1 a plazmatickymi hladinami oxidovanych
mastnych kyselin. V sou¢asnosti Ize PON1 povazovat
za ddlezity antioxidaéni enzym pdsobici obecné proti
oxidaCnimu stresu [30]. Ztrata jeji aktivity a obsahu je
jednou z hlavnich pficin ztraty antioxidacnich vlastnosti
HDL pfi jejich konverzi na dysfunkeni Castice.

Myeloperoxidaza

Jde o0 enzym ze skupiny peroxidaz, ktery je produ-
kovan fagocytujicimi monocyty a neutrofily. Je proza-
nétlivy a podili se na destabilizaci aterosklerotického
platu. MPO participuje v proaterogennich biologickych
pochodech spojenych s rozvojem kardiovaskularnich
onemocnéni v&etné iniciace, podpory a akutnich kom-
plikaci aterosklerdzy. Podili se zejména na vzniku oxido-

Table 2. Routine quantitative methods for HDL and Apo Al

vanych LDL a podpore jejich internalizace makrofagy,
redukci hladin oxidu dusnatého, endotelialni dysfunkci,
uvolfiovani reaktivnich forem kysliku a redukci efluxu
cholesterolu pres ABCAT1 transportér [31]. Nékterymi
autory je navrhovana jako prediktor vzniku budoucich
kardiovaskularnich pfihod. Predpoklada se jeji aktivni
Uloha pfi vzniku modifikovaného apolipoproteinu Al
a vzniku prozanétlivych HDL &éstic [9], a tim se stava
i zajimavym terapeutickym cilem.

Adiponektin

Adiponektin je hormon tukové tkang, ktery plso-
bi jako protektivni faktor pfi iniciaci a progresi atero-
vlastnostem. Jeho sérové hladiny jsou snizeny u obéz-
nich jedincd, pacient’ a diabetem 2. typu, u pacien-
td s onemocnénim koronamich artérii apod. Hladina
adiponektinu pozitivné koreluje s hladinou HDL chole-
sterolu, naopak negativné s markery zanétu, inzulino-
vé rezistence, triacylglyceroly a markery metabolismu
na triacylglyceroly bohatych lipoproteinovych &astic,
a dals§imi adipokiny [32]. Protizanétlivy efekt mdze byt
hlavni slozkou jeho kladného plsobeni pri potlacovani
kardiovaskularnich a metabolickych onemocnéni v&et-
né aterosklerdzy a inzulinové rezistence. Navic se zd3,
ze vykazuije pfimou biologickou aktivitu, a to mj. indukci
klasické cesty aktivace komplementu [33].

Lidsky adiponektin je schopen zvySovat sekreci apo
Al z bunék hepatocelularniho karcinomu HepG2 a zvy-
Sovat bunénou expresi ABCA1 transportéru. ADP ma
pravdépodobny potencial akcelerovat reverzni trans-
port cholesterolu urychlovanim tvorby HDL &astic v jat-
rech podporou syntézy apo Al a exprese ABCAT.

Laboratorni metody stanoveni HDL

Krom& mérfeni koncentrace HDL cholesterolu
a apolipoproteinu Al, bézné pouzivanych v rutinni dia-
gnostice, se jevi vhodnym predevSim v experimentu
charakterizovat a kvantifikovat v fadé pripadd i struk-
turni a funkéni viastnosti HDL frakce. Vybrané labora-
torni postupy pro stanoveni kvantitativnich, struktur-
nich a funkénich parametr asociovanych s HDL jsou
uvedeny v Tabulkach 2, 3 a 4.

Parameter Objective

Laboratory method Reference materials

Risk factor
for atherosclerosis

HDL cholesterol

SRM 911a NIST, SRM
1951a NIST (lipids in fresh-
frozen human sera), USA
JCCRM 211, JCCRM 223,

Direct enzymatic methods
(8 generation)
Indirect method with precipi-
tation and separation of

apo B containing lipoproteins Japan
Apolipoprotein Al Risk factor Immunoturbidimetric method WHO SP1-01
for atherosclerosis Immunonephelometric
method
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Table 3. Selected structur

al HDL parameters

Parameter

Objective

Laboratory method

Measured
parameters

Note

Measurement of
HDL subpopulations

Small dense HDL are
better acceptors of
cholesterol from mac-
rophages

In other studies: big-
ger particles mean
higher protection to

CV risk

Gradient density ultra-
centrifugation
Gradient PAGE

Agarose electrophore-
sis (according to
charge and size)

Two dimensional elec-
trophoresis

HDL2, HDL3 and
other subfractions.

Cholesterol, beta, pre
beta, pre beta 1, alpha

Up to 12 different HDL
subfractions

Which of the fractions
is more antiathero-
genic?

HDL apo Clll:determi-
nant of the progres-
sion of atherosclero-

sis?

NMR spectroscopy Small, medium, large
HDL
Measurement of For different purposes EID Apo A ll Norfolk study: apo All
HDL proteins Immunoturbidimetry Apo ClI, ClI, Clil, Apo negatively correlates
Immunonephelometry E (mutual exchange with the risk of CHD
of apo B-containing (controversial data
lipoproteins) from other studies)
Measurement of Lp Al subfraction: anti- EID Lp Al Nonstandard
HDL immunological atherogenic effect? Lp Al : All methods, but
subfractions HDL apo CllI commercially available

PAGE; polyacrylamide gel electrophoresis, EID; electroimmunodiffusion, CV; cardiovascular, LpAl; HDL associated only with Apo Al, Lp Al :
All; HDL associated both with Apo Al and Apo All, HDL apo Clll; apo ClIl associated with HDL

Table 4. Selected functional HDL parameters

phages

SH- particles

Parameter Objective Laboratory method Note
Cholesterol efflux measure- | The ability of HDL to remove | Method with labeled mac- Important for determining of
ment cholesterol from macro- rophages, quantification of HDL function

Cholesterol esterification
measurement

The ability of HDL to esterify
free cholesterol

Method for measuring
activity of LCAT

Measurement of fractional
esterification rate (FER-HDL)

LCAT deficiency with low
HDL cholesterol levels: usu-
ally does not show
accelerated atherosclerosis

Predictor of CHD, indirect
parameter of HDL size

Transport of cholesterol
esters measurement

The capacity of esters’
transport to apo B contain-

CETP concentration or
activity measurements

Is CETP proatherogenic or
antiatherogenic parameter?

of HDL measurement

oxidative modified lipids and
proteins

PONT1 activity measurement
(substrates: paraoxone,

ing proteins
Antioxidant and/or Protection of LDL (HDL) Method with Cell-free method for mea-
antiinflammatory capacity against the formation of dichlorfluoresceine suring of antiinflammatory

capacity of HDL

PONT1 activity correlates with
HDL antioxidant capacity

diazoxone, phenylacetate)

vadény na bunécnych kulturach endotelidinich bunék, bu-
nék hladkého svalstva a monocytl. Pozdgji byla vyvinuta
jednodussi, tzv ,cell-free” metoda k detekci dysfunkenich
HDL, ktera je pomémeé rychla a jednoducha vyuzivajicl
fluorofor dichlorfluorescein. Ta je zalozena na schopnos-
ti HDL inhibovat oxidaci LDL. Na jejim zakladé se pocita

tzv. ,HDL-inflamacni index,” jehoz hodnota je u zdravych
jedincl < 1, naopak u pacientl s ICHS > 1 [34]. VySsi
hodnota indexu je spojovana s HDL, které méné efektivné
podporuji eflux cholesterolu z makrofaga.

Jiny pfistup za pouziti bunécné kultury, monocytarni
chemotaktickou metodu (MCA), zvolili Navab et al [36].
Ta kvantifikuje LDL indukovanou inkorporaci monocytd
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do smiSené kultury endotelidinich bunék aorty a bunék
hladkého svalstva. Protizanétlivé HDL redukuji mono-
cytarni chemotaxi, zatimco prozanétlivé HDL zvySuji
monocytarni invazi do kultury. ,,Antinflamacni index” je
pocitan jako kvocient MCA v piitomnosti nebo nepfi-
tomnosti testovanych HDL.

Dalsi moznosti méreni funk&nich viastnosti HDL je
potom postup vyhodnocuijici viiv HDL na expresi ICAM-
1 a VCAM-1 z kultivovanych endotelidinich bunék um-
bilikalni zily [37].

Proteomicka analyza HDL

HDL jsou obecné povazovany za cirkulujici kom-
plex lipidd a proteind, ktery byl plvodné definovan na
zakladé hustoty ultracentrifugaci. Ve skutecnosti v3ak
jde o vysoce polydisperzni soustavu (rodinu) odliSnych
¢astic obsahuijicich apo Al, ale i fadu dalSich proteino-
vych slozek. Nékteri autofi, napf. Heinecke et al, dosli
k zavéru, Ze uréeni sloZeni a kvantifikace proteind HDL
by mohlo pfinést novy pohled na jejich antiaterogenni
a protizanétlivé vlastnosti, s naslednym pfimym vyuzi-
tim pro klinické a dalsi studie [38]. Za pouziti shotgun
proteomiky kombinujici pouzitl vysokoucinné kapalinové
chromatografie a tandemové hmotnostni spektrometrie
byla provedena analyza komplexni smési proteind HDL.
Ty byly zpracovany za pomoci trypsinu a vysledné pepti-
dy pak separovany chromatograficky, s naslednou ana-
lyzou prostfednictvim hmotové a tandemové hmotové
spektrometrie [39]. Z HDL izolovanych ultracentrifugaci
od zdravych kontrolnich jedincl a/nebo pacientd s ICHS
bylo identifikovano 48 proteind, z 23 doposud znamych
a charakterizovanych proteini bylo nalezeno 22. Déle
bylo nalezeno 13 proteind, u kterych nebyla doposud
zZjisténa asociace s HDL a které pravdépodobné odlisuj
proteom zdravych jedincl od pacientl. Dalsi prace pak
vedly k poznani, ze HDL u pacientl s ICHS skute¢né
vykazuji odliSnou proteomickou signaturu od HDL prote-
omu zdravych lidi. Vaisar et al za pomoci technik hmo-
tové spektrometrie dale potvrdili odliSnost proteinového
sloZeni subfrakce HDL2 u pacientll s onemocnénim
koronarnich artérii, kdy u nich zjistili vy3$si obsah apoli-
poproteinu (a) a apolipoproteinu ClIl a niz&f obsah dvou
peptidd odvozenych od apo Al oproti zdravym kontrol-
nim jedincdm. U pacient( byly také ve vétSim mnoZstvi
identifikovany posttranslacné modifikované peptidy od-
vozené od apo Al, zejména oxidované peptidy s methi-
onin sulfoxidem, a v&tsi mnoZstvi proteind obsahuijicich
chlorotyrosin a nitrotyrosin [40]. Zda se tedy, Ze iden-
tifikace zmén na proteomu HDL, a zejména cirkulujic
hladiny prooxida¢nich a modifikovanych proteint HDL,
mdzZe mit dia-gnosticky potencidl, za vyuZiti vysoce so-
fistikovanych technik hmotnostni spektrometrie [41].

Zavér
Je pravdépodobné, Ze méreni HDL cholesterolu

neni exkluzivnim méfitkem antiaterogennino plsobent
HDL. Do néj je tfeba zahrnout také strukturu a funk-

¢ni viastnosti HDL subfrakci. Na bazi experimentu jiz
existuji metody pro stanoveni strukturnich a funk&nich
charakteristik HDL, jejich SirSimu pouzivani brani zatim
nizka efektivita v predikci rizika kardiovaskularnich one-
mocneéni, pouziti vesmeés pouze pro vyzkumné udely
a slabé standardizace. Jako velmi nadgjné se jevi vy-
uziti technik hmotnostni spektrometrie pro identifikaci
a kvantifikaci zmén na proteomu HDL.
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