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SOUHRN
Cíl studie: �Na základě soudobých studií podat přehled o hlavních biologických funkcích lipoproteinů o vysoké hustotě (HDL), 
zejména ve vztahu k reverznímu transportu cholesterolu a k jejich protizánětlivému působení. Popsat pravděpodobné me-
chanismy vzniku dysfunkčních prozánětlivých HDL a uvést některé parametry asociované s tímto procesem. Podat přehled 
o  laboratorních metodách stanovení kvantitativních, strukturních a  funkčních vlastností HDL, včetně moderních metod 
založených na hmotové spektrometrii.
Typ studie:� přehledový článek 
Závěr: �V případě systémového zánětu a/nebo oxidačního stresu dochází ke vzniku dysfunkčních HDL akumulujících oxi-
danty. Probíhá strukturní modifikace apolipoproteinu AI, což vede mimo jiné k inhibici reverzního transportu cholesterolu 
a  tvorbě prozánětlivých HDL. Na ztrátě příznivých vlastností HDL se podílí modifikace proteinové i  lipidové složky HDL. 
Izolované měření HDL cholesterolu nemusí u některých syndromů bezvýhradně korelovat s mírou kardiovaskulárního rizika 
a v některých situacích je vhodné stanovit markery mapující strukturu a funkci HDL.
Klíčová slova: �HDL, dysfunkční HDL, reverzní transport cholesterolu, zánět, paraoxonáza 1.

SUMMARY
Novotný D., Karásek D., Vaverková 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 AI 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.

Úvod

Epidemiologické studie i prospektivní randomizova-
né zkoušky konzistentně ukazují na silnou inverzní aso-
ciaci mezi hladinou HDL cholesterolu a  ischemickou 
chorobou srdeční (ICHS). Prediktivní hodnota pro kon-
krétního jedince však není zdaleka tak silná. Již původ-
ní Framinghamská studie z roku 1977 zjistila, že 44 % 
mužů, resp. 43 % žen s prokázanou ischemickou cho-
robou srdeční má koncentraci HDL cholesterolu vyšší 
než 1,04 mmol/l, resp. 1,30 mmol/l, tedy „fyziologické“ 
nebo nijak významně snížené hodnoty [1]. Další prá-
ce z poslední doby ukázaly, že např. HDL cholesterol 
účinkem terapie roste, není ale možné prokázat jeho 
signifikantní vztah k výskytu vaskulárních příhod (např. 
Heart Protection Study se simvastatinem, 2002, [2]). 
Významný počet srdečních příhod se objevuje u paci-
entů s normálními hladinami LDL a HDL cholesterolu 
(např. studie JUPITER s rosuvastatinem, 2008, [3]). 

V soudobé literatuře jsou podrobně popsány fyzio-
logické funkce lipoproteinů o  vysoké hustotě. Největší 

a  zřejmě i  nejpodrobněji zmapovaná je jejich role při 
tzv. reverzním transportu cholesterolu (RTCH), proce-
su, jehož hlavním cílem je přesun nadbytku cholesterolu 
z membrán periferních buněk do jater a sterodiogenních 
orgánů za pomoci HDL částic [4, 5, 6]. To je důležité 
zejména v případě makrofágů arteriální stěny; odstraňo-
vání cholesterolu je zde prevencí vzniku pěnových bu-
něk, progenitorů ateromu. Za fyziologických podmínek 
působí HDL antitrombogenně, vazoprotektivně, vyka-
zují protizánětlivé, antioxidační a antiapoptotické účinky. 
Tyto vlastnosti jsou mj. zprostředkovány mnoha enzymy 
lokalizovanými na HDL částicích. V případě systémové-
ho zánětu a/nebo oxidačního stresu dochází ke vzniku 
dysfunkčních HDL akumulujících oxidanty (dochází tedy 
ke ztrátě jejich ochranných schopností), které inhibují an-
tioxidační enzymy, zejména paraoxonázu (PON1). Zánět 
a oxidační stres současně přispívají ke strukturální mo-
difikaci apolipoproteinu AI (apo AI, [7]), což vede mimo 
jiné k inhibici reverzního transportu cholesterolu a ztrátě 
protizánětlivých vlastností HDL. Dysfunkční HDL navíc 
ztrácejí schopnost předcházet oxidaci LDL a potencují 
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vaskulární zánět [8]. Zdá se, že izolované měření HDL 
cholesterolu ne vždy koreluje s mírou kardiovaskulárního 
rizika. Roste potřeba identifikovat biomarkery s lepší pre-
dikcí, mapující strukturu a funkci HDL.

HDL a reverzní transport cholesterolu

Participace na procesu reverzního transportu cho-
lesterolu je považována za jednu z klíčových antiatero-
genních a  protizánětlivých vlastností HDL. V  soudobé 
časopisecké literatuře, v  monografiích i  ve výukových 
materiálech najdeme bezpočet schémat zachycujících 
tento proces, více či méně přesných. I z tohoto důvodu 
nebude ani jedno z nich součástí předkládané přehle-
dové práce. Předpokládá se, že HDL jsou jediné čás-
tice schopné přijímat cholesterol z  periferních buněk 
v  dostatečném množství. Další částice, jež participují 
či teoreticky mohou participovat na efluxu cholesterolu 
z buněk, jako jsou fosfolipidy, syntetické cyklodextriny 
nebo albumin, se účastní procesů, které jsou nespecific-
ké, pomalé či obousměrné [9]. Reverzní transport chole-
sterolu probíhá v zásadě několika mechanismy, klíčové 
kroky jsou uvedené především v bodech 3 a 4: 
1. 	Pasivní difúzí volného cholesterolu z  makrofágů 

a  jeho esterifikací prostřednictvím enzymu lecithin:
cholesterol acyltransferázy (LCAT).

2. 	Transportem cholesterolu na HDL částice a z HDL čás-
tic přes scavenger receptor B1 (SRB1), který je lokali-
zován na povrchu cévní stěny a na jaterních buňkách.

3. 	Interakcí apolipoproteinu AI a ATP- binding casette 
transportéru A1 (ABCA 1) na arteriálních makrofá-
zích a transportem volného cholesterolu na nezralé 
extracelulární HDL, diskoidní HDL, popř. na apoli-
poprotein AI.

4. 	Přenosem lipidů z makrofágů prostřednictvím ATP- 
binding casette transportéru G1 (ABCG 1) na větší 
„zralé“ částice HDL částice (HDL2, HDL3).
Polymorfismus na genu pro ABCA1 významně ovliv-

ňuje plazmatické hladiny HDL cholesterolu a je považo-
ván za jejich hlavní genovou determinantu [10].  Kapacita 
efluxu cholesterolu za pomoci HDL částic je úměrná jejich 
schopnosti odstranit cholesterol z membrán periferních 
buněk a zejména z makrofágů a pěnových buněk přes 
interakci s transportéry ABCA1 a ABCG1 a/nebo SRB1 
receptory. Na rozdíl od volných apolipoproteinů indukují 
HDL obsahující lipidovou složku specifickou i nespecific-
kou dráhu efluxu cholesterolu. Předpokládá se, že např. 
obsah fosfolipidů v HDL je důležitou determinantou pro 
zprostředkování RTCH přes SRB1 receptory [11]. 

Některými autory bylo prokázáno, že tzv. malé hus-
té částice, small dense HDL, jsou účinnějšími akcepto-
ry cholesterolu ve srovnání s většími, lipidy obohacený-
mi HDL, tedy že důležitým atributem funkčních HDL je 
jejich struktura [6].

HDL a zánět

Je zjevné, že HDL představují poměrně heterogenní 
skupinu lipoproteinů, která se mimo výše uvedených 

účastní dalších velmi významných pochodů. HDL vy-
kazují protizánětlivé, protioxidační a  antiapoptotické 
efekty. Za fyziologických podmínek působí antitrombo-
genně, vazoprotektivně a podporují tvorbu oxidu dus-
natého a funkci endotelu [12, 13].  

HDL a jejich receptory modulují imunitní systém ně-
kolika způsoby, přičemž se mj. podílejí na regulaci di-
ferenciace a proliferace hematopoietických kmenových 
buněk a  ovlivňují vrozený imunitní systém [14]. Me-
chanismus buněčného protizánětlivého působení HDL 
a jejich receptorů je schematicky uveden např. v cito-
vané literatuře [14]. Studie na pacientech se syndromy 
doprovázenými mírným zánětem, jako např. u diabetu, 
obezity nebo u  autoimunitních chorob, ukazují na in-
verzní vztah mezi hladinami HDL cholesterolu s řadou 
prozánětlivých markerů, jako jsou tumor nekrotizující 
faktor alfa (TNF alfa), C-reaktivní protein, interleukiny IL 
1, IL 2, IL 6 a řadou dalších [15]. TNF alfa je uvolňován 
aktivovanými makrofágy a je přítomen v aterosklerotic-
kých plátech, jeho přímé působení v procesu ateroge-
neze je však doposud konfliktní, jak ukazují práce na 
některých zvířecích modelech: na jedné straně se zdá, 
že je schopen inhibovat in vitro expresi antiaterogen-
ních receptorů patřící do rodiny ABCA1 transportérů 
v pěnových buňkách odvozených z makrofágů [16], jiný 
model však naopak ukázal na indukci exprese ABCA1 
v myších peritoneálních makrofázích [17].

HDL vykazují protizánětlivé efekty také na endote-
liálních buňkách, a to inhibicí exprese řady buněčných 
adhezivních molekul, včetně intracelulárních adhezních 
molekul-1 (ICAM-1) a  vaskulárních adhezivních mo-
lekul-1 (VCAM-1), a  inhibicí produkce monocytárního 
chemotaktického proteinu 1 (MCP 1) a  TNF alfa ak-
tivovanými endoteliálními buňkami [14]. Kromě efluxu 
cholesterolu má vazba HDL a/nebo apo AI na ABCA1 
další příznivý efekt: spouští se tím iniciační kaskáda 
intracelulárních signálních akcí v  makrofázích, jež má 
za následek aktivaci Janusovy kinázy 2 (JAK2), která 
následně přes další buněčné mechanismy vede k  in-
hibici buněčného stresu a zánětu [18]. Interakce HDL 
s  buněčnými receptory, včetně těch probíhajících při 
reverzním transportu cholesterolu, jsou tak významný-
mi protizánětlivými procesy, které se zásadně podílejí 
na inhibici zánětu a aterogeneze a jejichž inhibice vede 
k porušení funkce těchto protektivních akcí.

Prozánětlivé, dysfunkční HDL

Soudobé studie ukazují na skutečnost, že HDL 
jsou mj. modulátory systémového zánětu. Za jeho ne-
přítomnosti slouží jako komplement k  antioxidačním 
enzymům, které udržují protizánětlivý status. Za pří-
tomnosti systémového zánětu mohou být tyto enzymy 
inaktivovány a HDL mohou kumulovat oxidované lipidy 
a proteiny, čímž se stávají prozánětlivými. 

Dysfunkční HDL ztrácejí své pozitivní efekty změnou 
své struktury i funkce. Při systémovém zánětu a/nebo 
oxidačním stresu navozeným onemocněním srdečních 
artérií, diabetem, metabolickým syndromem, infekcí, 
autoimunitním onemocněním, chronickým onemocně-
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ním ledvin a dalšími syndromy (tj. při „chronické odpo-
vědi na akutní fázi“) dochází ke vzniku tzv. dysfunkčních 
HDL. Tyto částice akumulují oxidanty, které inhibují an-
tioxidační enzymy lokalizované na HDL (zejména pa-
raoxonázu 1), strukturně modifikují apolipoprotein AI, 
a tím znemožňují či minimalizují cestu reverzního trans-
portu cholesterolu přes ABCA1 transportér, a naopak 
podporují formování oxidovaných LDL a vaskulární zá-
nět [9].  Strukturní modifikaci apo AI vykazují také např. 
HDL modifikované malondialdehydem, i  zde dochází 
k  inhibici interakce s ABCA1 transportérem [14]. HDL 
částice během zánětu mění významně i svou proteino-
vou strukturu. Jsou např. obohacovány o sérový amy-
loid A (SAA), který může indukovat vazbu proteoglyka-
nů na arteriální stěnu.

Je zjevné, že na ztrátě příznivých vlastností HDL 
se podílí modifikace proteinové i  lipidové složky čás-
tic. Dysfunkční HDL indukují v různých cílových tkáních 
expresi prozánětlivých genů. Jde např. o  makrofágy 
a  endoteliální buňky.  Tabulka 1 uvádí hlavní funkční 
a strukturní změny na HDL částicích. 

způsobem, který významně zredukoval její kapacitu při 
efluxu cholesterolu. Soudobé studie ukazují, že poly-
nenasycené mastné kyseliny uvolněné působením fos-
folipáz snižují expresi ABCA1 z makrofágů, a to jejich 
zvýšenou degradací. Kyseliny arachidonová a linoleno-
vá mohou být navíc působením 12-lipoxygenázy, popř. 
dalšími mechanismy, oxidovány na více prozánětlivé 
produkty [35].

Vybrané parametry asociované se 
vznikem dysfunkčních částic HDL

Paraoxonáza 1 
PON1 je v  séru téměř exkluzivně lokalizována na 

částicích HDL. Může se reverzibilně vázat k organofos-
fátům, které hydrolyzuje, a působí jako ochrana nervo-
vého systému proti jejich neurotoxicitě [23, 24]. 

V poslední době se pozornost soustřeďuje na po-
tenciální antioxidační úlohu PON1. Na základě její pří-
tomnosti v HDL a mechanismu působení je sledována 

Přesný mechanismus vzniku prozánětlivých HDL 
není zatím detailně popsán. Jedna z  velmi pravdě-
podobných hypotéz předpokládá působení enzymu 
myeloperoxidázy (MPO) na apolipoprotein AI, kdy za 
přítomnosti reaktivních forem kyslíku probíhá jeho oxi-
dace a nitrace za vzniku substituovaných aminokyselin 
3-chlorotyrosinu a  3-nitrotyrosinu. Tyto molekuly byly 
mj. nalezeny i  v  HDL izolovaných z  aterosklerotické 
tkáně. Dále je porušen RTCH přes ABCA1 transportér, 
HDL se stávají neefektivním antioxidantem a podporují 
aktivitu MCP 1 v cévní stěně [19, 20]. Studie na zvířa-
tech a práce na omezeném počtu participantů ukazu-
jí, že měření kvalitativních a funkčních parametrů HDL 
by mohlo poskytnout další prostředek pro identifikaci 
subjektů se zvýšeným rizikem aterosklerotických jevů, 
na rozdíl od současného kvantitativního měření hladin 
HDL cholesterolu. Kvalita a funkce HDL se tak stávají 
i atraktivními terapeutickými cíli [21, 22].  

Dalším předpokládaným mechanismem tvorby mo-
difikovaných HDL je mimo oxidaci a  modifikaci jejich 
konstituentů také působení sekreční fosfolipázy A2. 
Ishimoto et al prezentovali na zvířecím modelu jev, při 
němž fosfolipáza A2 , typ V  a  X, hydrolyzovala HDL 

schopnost metabolizovat peroxidy lipidů, a bránit tak 
jejich akumulaci v LDL. Enzym je převážně syntetizo-
ván v  játrech a na HDL částice se dostává procesem 
zprostředkovaným SRB1 receptorem [25]. PON1 má 
vysokou antioxidační schopnost a  je velmi účinná při 
prevenci peroxidace lipidů na částicích LDL. Vykazu-
je také - společně s apo AI - významné protizánětlivé 
vlastnosti [24, 26]. 

PON1 je lokalizována v subfrakci HDL, která obsa-
huje apo AI a  clusterin (apolipoprotein J). Existují hy-
potézy, že tato subfrakce má obecně za úkol chránit 
buněčné membrány před peroxidací lipidů a  dalšími 
toxickými jevy. Nepředpokládá se, že antioxidační 
funkce PON1 se vyvinula výhradně proto, aby chránila 
lidi před vznikem ateromu; toto onemocnění se začíná 
projevovat ve větší míře před méně než sto lety. Její 
schopnost je pravděpodobně součástí mnohem starší 
a univerzálnější protektivní role a LDL pouze „využívají“ 
její ochrany [23].

Aktivita a  koncentrace sérové PON1 korelují ve 
většině studií na zdravých populacích s HDL choleste-
rolem a koncentrací apo AI, avšak vzájemná závislost 
není vždy silná. U extrémního případu deficience HDL, 

Table 1. The main types of dysfunctional modification of HDL

Modification Marker (examples) Result

Loss of HDL associated enzymes Decrease of PON1, PAF-AH Loss of antioxidative properties

Loss and/or substitution of Apo AI Increase of SAA, TNF alpha, cerulo-
plasmin, inhibition of Apo AI promoter

Loss of antiinflammatory properties 
Impaired reverse cholesterol transport

Loss of other structural HDL proteins Decrease of Apo AII 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-
tion of Apo AI, nonenzymatic glycation

HDL dysfunction 
Impaired reverse cholesterol transport

Structural changes of Apo AI Methionine oxidation (to methionine 
sulfoxide, position 112, in particular) 

Tyrosine modification (to 3-chlorotyro-
sine, 3-nitrotyrosine, position 192, in 

particular)

HDL dysfunction 
Impaired reverse cholesterol transport 

Loss of antiinflammatory properties

PAF-AH; Platelet activating factor- acetylhydrolase, SAA; serum amyloid A, MDA; malondialdehyde
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Tangierské nemoci, je aktivita PON1 výrazně snížená, 
u dalších stavů s nedostatečností HDL tomu tak vždy 
není [27]. Uvedený fakt může vysvětlovat skutečnost, 
proč některé defekty s deficitem HDL bývají spojovány 
s předčasnou ischemickou chorobou srdeční a některé 
nikoli. Aktivita PON1 je zčásti determinována geneticky. 
Je vesměs redukována u diabetiků a pacientů s fami-
liární hypercholesterolémií, tedy u onemocnění spoje-
ných s akcelerovanou aterogenezí. Aktivita PON1 bývá 
významně potlačena při vzniku dysfunkčních HDL [9].

Gen pro PON1 je lokalizován na dlouhém raménku 
chromozomu 7 mezi q21.3 a q22.1 spolu s ostatními 
členy supergenové rodiny (genového clusteru PON1, 
PON2, PON3) [23]. V sousedství genu pro PON1 leží 
gen kódující jednu z pyruvátdehydrogenáz, což může 
vysvětlovat vazbu genotypů PON1 ke glykemické kon-
trole diabetiků, jak prokazují některé studie [28]. Na 
genu pro PON1 byla u lidí identifikována nejméně dvě 
polymorfní místa, a to na pozicích 192 (genotyp Q ko-
responduje často v literatuře s označením A, genotyp R 
s označením B) a 55 (genotypy M a L). V soudobé lite-
ratuře lze nalézt řadu prací, které zkoumají vztah PON1 
polymorfismů k  ICHS a  dalším onemocněním spoje-
ných s aterosklerózou, a které poskytují často rozpo-
ruplné výsledky. Byl však jasně prokázán vztah mezi 
PON1 polymorfismem s PON1 aktivitou a systémovým 
oxidačním stresem [29]. QQ homozygoti PON1 192 
polymorfismu měli vyšší aktivitu enzymu než heterozy-
goti a RR homozygoti, a také menší počet koronárních 
příhod. Byla též nalezena signifikantní korelace mezi 
aktivitou PON1 a plazmatickými hladinami oxidovaných 
mastných kyselin. V současnosti lze PON1 považovat 
za důležitý antioxidační enzym působící obecně proti 
oxidačnímu stresu [30]. Ztráta její aktivity a obsahu je 
jednou z hlavních příčin ztráty antioxidačních vlastností 
HDL při jejich konverzi na dysfunkční částice.
 
Myeloperoxidáza 

Jde o enzym ze skupiny peroxidáz, který je produ-
kován fagocytujícími monocyty a neutrofily. Je prozá-
nětlivý a  podílí se na destabilizaci aterosklerotického 
plátu. MPO participuje v  proaterogenních biologických 
pochodech spojených s  rozvojem kardiovaskulárních 
onemocnění včetně iniciace, podpory a akutních kom-
plikací aterosklerózy. Podílí se zejména na vzniku oxido-

vaných LDL a podpoře jejich internalizace makrofágy, 
redukci hladin oxidu dusnatého, endoteliální dysfunkci, 
uvolňování reaktivních forem kyslíku a  redukci efluxu 
cholesterolu přes ABCA1 transportér [31]. Některými 
autory je navrhována jako prediktor vzniku budoucích 
kardiovaskulárních příhod. Předpokládá se její aktivní 
úloha při vzniku modifikovaného apolipoproteinu AI 
a vzniku prozánětlivých HDL částic [9], a tím se stává 
i zajímavým terapeutickým cílem.
 
Adiponektin 

Adiponektin je hormon tukové tkáně, který půso-
bí jako protektivní faktor při iniciaci a  progresi atero-
sklerózy díky jeho protizánětlivým a  protiaterogenním 
vlastnostem. Jeho sérové hladiny jsou sníženy u obéz-
ních jedinců, pacientů a diabetem 2. typu, u pacien-
tů s  onemocněním koronárních artérií apod. Hladina 
adiponektinu pozitivně koreluje s hladinou HDL chole-
sterolu, naopak negativně s markery zánětu, inzulíno-
vé rezistence, triacylglyceroly a markery metabolismu 
na triacylglyceroly bohatých lipoproteinových částic, 
a dalšími adipokiny [32]. Protizánětlivý efekt může být 
hlavní složkou jeho kladného působení při potlačování 
kardiovaskulárních a metabolických onemocnění včet-
ně aterosklerózy a inzulínové rezistence. Navíc se zdá, 
že vykazuje přímou biologickou aktivitu, a to mj. indukcí 
klasické cesty aktivace komplementu [33].  

Lidský adiponektin je schopen zvyšovat sekreci apo 
AI z buněk hepatocelulárního karcinomu HepG2 a zvy-
šovat buněčnou expresi ABCA1 transportéru. ADP má 
pravděpodobný potenciál akcelerovat reverzní trans-
port cholesterolu urychlováním tvorby HDL částic v ját-
rech podporou syntézy apo AI a exprese ABCA1. 

Laboratorní metody stanovení HDL

Kromě měření koncentrace HDL cholesterolu 
a apolipoproteinu AI, běžně používaných v rutinní dia-
gnostice, se jeví vhodným především v  experimentu 
charakterizovat a kvantifikovat v  řadě případů i struk-
turní a funkční vlastnosti HDL frakce. Vybrané labora-
torní postupy pro stanovení kvantitativních, struktur-
ních a funkčních parametrů asociovaných s HDL jsou 
uvedeny v Tabulkách 2, 3 a 4. 

Table 2. Routine quantitative methods for HDL and Apo AI

Parameter Objective Laboratory method Reference materials

HDL cholesterol Risk factor  
for atherosclerosis

Direct enzymatic methods 
(3rd generation) 

Indirect method with precipi-
tation and separation of  

apo B containing lipoproteins

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

JCCRM 211, JCCRM 223, 
Japan

Apolipoprotein AI Risk factor  
for atherosclerosis

Immunoturbidimetric method 
Immunonephelometric 

method

WHO SP1-01



126	 Klinická biochemie a metabolismus 3/2013

Table 3. Selected structural 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
 

NMR spectroscopy

HDL2, HDL3 and 
other subfractions.

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

 
Up to 12 different HDL 

subfractions
 

Small, medium, large 
HDL

 Which of the fractions 
is more antiathero-

genic?

Measurement of   
HDL proteins

For different purposes EID 
Immunoturbidimetry 

Immunonephelometry

Apo A II 
Apo CI, CII, CIII, Apo 
E (mutual exchange 
of apo B-containing 

lipoproteins)

Norfolk study: apo AII 
negatively correlates 
with the risk of CHD 
(controversial data 
from other studies)

Measurement of   
HDL immunological  

subfractions

Lp AI subfraction: anti-
atherogenic effect?

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

sis?

EID Lp AI  
Lp AI : AII  

HDL apo CIII 

Nonstandard  
methods, but  

commercially available

PAGE; polyacrylamide gel electrophoresis, EID; electroimmunodiffusion, CV; cardiovascular, LpAI; HDL associated only with Apo AI, Lp AI : 
AII; HDL associated both with Apo AI and Apo AII, HDL apo CIII; apo CIII associated with HDL

Table 4. Selected functional HDL parameters 

Parameter Objective Laboratory method Note

Cholesterol efflux measure-
ment

The ability of HDL to remove 
cholesterol from macro-

phages

Method with labeled mac-
rophages, quantification of 

3H- particles

Important for determining 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-

ing proteins

CETP concentration or  
activity measurements

Is CETP proatherogenic or 
antiatherogenic parameter?

Antioxidant and/or  
antiinflammatory capacity  

of HDL measurement

Protection of LDL (HDL) 
against the formation of 

oxidative modified lipids and 
proteins

     Method with  
dichlorfluoresceine

 
PON1 activity measurement 

(substrates: paraoxone,  
diazoxone,  phenylacetate)

Cell-free method for mea-
suring of antiinflammatory 

capacity of HDL

 
PON1 activity correlates with 

HDL antioxidant capacity

Dřívější metody na určení dysfunkčních HDL byly pro-
váděny na buněčných kulturách endoteliálních buněk, bu-
něk hladkého svalstva a monocytů. Později byla vyvinuta 
jednodušší, tzv „cell-free“ metoda k detekci dysfunkčních 
HDL, která je poměrně rychlá a  jednoduchá využívající 
fluorofor dichlorfluorescein. Ta je založena na schopnos-
ti HDL inhibovat oxidaci LDL. Na jejím základě se počítá 

tzv. „HDL-inflamační index,“ jehož hodnota je u zdravých 
jedinců < 1, naopak u pacientů s  ICHS > 1 [34]. Vyšší 
hodnota indexu je spojována s HDL, které méně efektivně 
podporují eflux cholesterolu z makrofágů. 

Jiný přístup za použití buněčné kultury, monocytární 
chemotaktickou metodu (MCA), zvolili Navab et al [36]. 
Ta kvantifikuje LDL indukovanou inkorporaci monocytů 
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do smíšené kultury endoteliálních buněk aorty a buněk 
hladkého svalstva. Protizánětlivé HDL redukují mono-
cytární chemotaxi, zatímco prozánětlivé HDL zvyšují 
monocytární invazi do kultury. „Antiinflamační index“ je 
počítán jako kvocient MCA v přítomnosti nebo nepří-
tomnosti testovaných HDL. 

Další možností měření funkčních vlastností HDL je 
potom postup vyhodnocující vliv HDL na expresi ICAM-
1 a VCAM-1 z kultivovaných endoteliálních buněk um-
bilikální žíly [37].

Proteomická analýza HDL

HDL jsou obecně považovány za cirkulující kom-
plex lipidů a proteinů, který byl původně definován na 
základě hustoty ultracentrifugací. Ve skutečnosti však 
jde o vysoce polydisperzní soustavu (rodinu) odlišných 
částic obsahujících apo AI, ale i  řadu dalších proteino-
vých složek. Někteří autoři, např. Heinecke et al, došli 
k závěru, že určení složení a kvantifikace proteinů HDL 
by mohlo přinést nový pohled na jejich antiaterogenní 
a  protizánětlivé vlastnosti, s  následným přímým využi-
tím pro klinické a další studie [38]. Za použití shotgun 
proteomiky kombinující použití vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie a tandemové hmotnostní spektrometrie 
byla provedena analýza komplexní směsi proteinů HDL. 
Ty byly zpracovány za pomoci trypsinu a výsledné pepti-
dy pak separovány chromatograficky, s následnou ana-
lýzou prostřednictvím hmotové a  tandemové hmotové 
spektrometrie [39]. Z HDL izolovaných ultracentrifugací 
od zdravých kontrolních jedinců a/nebo pacientů s ICHS 
bylo identifikováno 48 proteinů, z 23 doposud známých 
a  charakterizovaných proteinů bylo nalezeno 22. Dále 
bylo nalezeno 13 proteinů, u  kterých nebyla doposud 
zjištěna asociace s HDL a které pravděpodobně odlišují 
proteom zdravých jedinců od pacientů. Další práce pak 
vedly k poznání, že HDL u pacientů s  ICHS skutečně 
vykazují odlišnou proteomickou signaturu od HDL prote-
omu zdravých lidí. Vaisar et al  za pomoci technik hmo-
tové spektrometrie dále potvrdili odlišnost proteinového 
složení subfrakce HDL2 u  pacientů s  onemocněním 
koronárních artérií, kdy u nich zjistili vyšší obsah apoli-
poproteinu (a) a apolipoproteinu CIII a nižší obsah dvou 
peptidů odvozených od apo AI oproti zdravým kontrol-
ním jedincům. U pacientů byly také ve větším množství 
identifikovány posttranslačně modifikované peptidy od-
vozené od apo AI, zejména oxidované peptidy s methi-
onin sulfoxidem, a větší množství proteinů obsahujících 
chlorotyrosin a nitrotyrosin [40]. Zdá se tedy, že iden-
tifikace změn na  proteomu HDL, a zejména cirkulující 
hladiny prooxidačních a modifikovaných proteinů HDL, 
může mít dia-gnostický potenciál, za využití vysoce so-
fistikovaných technik hmotnostní spektrometrie [41].

Závěr

Je pravděpodobné, že měření HDL cholesterolu 
není exkluzivním měřítkem antiaterogenního působení 
HDL. Do něj je třeba zahrnout také strukturu a  funk-

ční vlastnosti HDL subfrakcí. Na bázi experimentu již 
existují metody pro stanovení strukturních a funkčních 
charakteristik HDL, jejich širšímu používání brání zatím 
nízká efektivita v predikci rizika kardiovaskulárních one-
mocnění, použití vesměs pouze pro výzkumné účely 
a slabá standardizace. Jako velmi nadějné se jeví vy-
užití technik hmotnostní spektrometrie pro identifikaci 
a kvantifikaci změn na proteomu HDL.
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