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ANOTACE

Préce je vénovana slozeni a piisobeni slozek lidskych HDL lipoproteini. Detailnéji se zabyva
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metabolismus lipoproteini a ztoho vyplyvajici problematiku s patologickymi HDL.
V navaznosti na to je sledovan vztah protek¢nich mechanismtt HDL k ateroskleroze a diabetu

mellitu.

KLICOVA SLOVA

HDL, apoproteiny, PON, LCAT, protizanétlivé plisobeni, antioxida¢ni plisobeni, aterosklerdza

TITLE

Antioxidant and antiinflammatory effect of HDL lipoproteins

ANNOTATION

The work presents composition and functioning of human HDL compounds. It deals in detail
with antioxidant and antiinflammatory function of HDL and its mechanisms also. It describes
metabolism of lipoproteins and issues connected to it through HDL pathology. It deals with

relationship of HDL protecting mechanisms to atherosclerosis and diabetes mellitus.
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UvVOD

Lipoproteiny jsou ¢astice, které slouzi k transportu lipofilnich latek, mezi které patii predev§im
cholesterol a triacylglyceroly. Lipoproteiny jsou déleny dle své hustoty na LDL, VLDL, IDL
aHDL. HDL jsou lipoproteiny o vysoké hustoté majici hlavni funkci vychytavat volny
cholesterol ze tkani. HDL se déli na jednotlivé podttidy s riznymi specifitami, zastoupenim
proteind a lipidovych ¢astic. Na povrchu HDL jsou pfitomny apoproteiny, které spolecné
sdalsimi proteiny umoziuji vazby na enzymy a interakci s receptory (predevsim
scavengerovymi receptory) a také s kazetovymi transportéry.

Apoproteiny zastavaji protizanétlivé pisobeni HDL castic, na n€ navazuji dal$i prospésné
mechanismy. Enzymy nalezici HDL zaji$t'uji antioxida¢ni reakce, jsou aktivovany navazanim
na povrchové struktury HDL a setkdvanim se napft. s produkty oxidacnich reakci. Takovymi
enzymy jsou enzymy ztfidy paraoxonaz, dal§im zastupcem je napt. lecitin-
cholesterolacyltransferaza. HDL ndlezi také transportni proteiny, které umoziuji reverzni
transport cholesterolu, mezi néz patii napt. cholesterol-ester transferovy protein a fosfolipidovy
transferovy protein.

Vlastnosti HDL jsou oproti LDL ve vztahu k endotelu cév prospésné, nebot’ jsou protekéni
vuci vzniku a rozvoji zanétlivych procesti vV cévach a vzniku volnych radikalt vlivem LDL
ajejich oxidaci. Defektni ptisobeni HDL mutze mit zavazné dusledky kvili ztraté endotel-
protekéni funkce. V posledni dobé je blize studovan vliv vzniku populace dysfunkénich HDL
ve vztahu k rozvoji aterosklerozy. Lipoproteiny hraji vyznamnou roli pfedev§im u pacientd
s diabetem mellitem 2. typu. Hladiny a funkénost HDL ¢astic mohou vyznamné ovliviiovat

pacienty s diabetem mellitem.



1 LIPOPROTEINY

1.1 VZNIK A CHARAKTERISTIKA

Lipoproteiny jsou kulovité ¢astice skladajici se z hydrofilniho obalu a hydrofobniho jadra.
Lipoproteiny jsou tvotfeny z latek lipofilni povahy, a to triacylglyceroli (TAG), volnych
cholesterolt, cholesterol-estert, fosfolipidi a apoproteintt (apo). Dle zastoupeni danych
jednotlivych slozek se Vv lipoproteinu rozd¢luji na chylomikrony, chylomikronové zbytky,
lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL), lipoproteiny o stiedni hustoté (IDL), lipoproteiny
o nizké hustoté (LDL) a lipoproteiny o vysoké hustot¢ (HDL). Chylomikrony maji nejvétsi
zastoupeni TAG, smérem k HDL velikost podilu bilkovin roste. Podil jednotlivych lipoproteint
mezi s sebou v plazmé je ménén v zavislosti na aktivité anabolickych a katabolickych enzymu
ucastnicich se metabolismu lipidi. V zavislosti na enzymech jsou nacilovych bunkach
ptitomny receptory. Apoproteiny mnohdy slouzi jako ligandy lipoproteini pro navazani
na receptory. (Maranhio, 2014), (VIcek, 2010)

Receptory pro LDL jsou nazyvany LDL-receptory, jsou umistény nejvice v jatrech dale
také v nadledvinach a pohlavnich Zlazach. Na receptory se vazi jako ligandy apoproteiny
danych lipoproteinti. Po uskuteénéni této vazby mohou probéhnout interakce zajistujici
vyménu cholesterolu mezi lipoproteiny a bunkami. DalSim typem receptort jsou
tzv. scavengerové receptory, které jsou uréeny LDL nebo HDL. Vyskytuji se na povrSich
makrofagt, bunikach hladké svaloviny a endotelu. Pro LDL lipoproteiny se receptory nazyvaji
acetyl-LDL prave proto, ze vazou oxidované formy LDL. Pro HDL jsou to receptory Bl (SR-
B1), které se vyskytuji na jaternich bunkach, endotelidlni 1 buitkach nadledvin a pohlavnich
zlaz. (Vicek, 2010)

Castice HDL ma nejvyssi zastoupeni proteinti a fosfolipidii ze vsech lipoproteinovych
Castic. Zaroven je nejmensi lipoproteinovou ¢astici, chylomikron je nejvétsi. (Maranhao, 2014)

Chylomikrony jsou prvotn¢ vznikajicimi ¢asticemi. Jejich funkci je transport volného
cholesterolu z obéhu do jater a poskytovani TAG burikam periferii, maji tedy podobné zakladni
funkce jako HDL, ale jejich polocas je kratky, nebot’ se v krevnim ob&hu nachazeji vyhradné
po jidle. (Vi¢ek, 2010)

Dale mohou byt HDL c¢astice preménovany na dalsi typy lipoproteinovych ¢astic. Vznikaji
v enterocytech z cholesterolu a z TAG ziskanych z potravy. Pisobenim lipoproteinové lipazy
(LPL) jsou hydrolyzovany na TAG a mastné kyseliny a nasledné¢ zredukovany

az na tzv. chylomikronové zbytky. Tyto zbytkové lipidové Castice jsou v jaternich bunkach
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pozdéji opét vyuzity k tvorbé HDL ¢astic, tzv. nascentnich, anebo dalsich lipoproteint, hlavné
VLDL a IDL. (Fernandes, 2008), (Holecek, 2006)

Vyuziti chylomikronovych zbytkli funguje na principu vnaseni cholesterol-esterii nebo
apoproteinil jinych lipoproteinii a nasledného registru takovych chylomikronovych zbytka
receptory jaternich enzymu a jejich vychytani z ob&hu do jater. (Vicek, 2010)

Dale existuje lipoprotein (a), ktery je velmi podobny LDL, nebot” obsahuje apoB-100.
Jedna se o tfidu lipoproteinovych ¢astic, oznacovany jako Lp (a). Lipoprotein (a) se od LDL
ovsem liSi vazbou s apoproteinem (a), coz ho tvofi strukturné velmi podobnym plazminogenu.
Plazminogen po své aktivaci na plazmin funguje jako proteolyticky enzym, ktery ma
v hemokoagula¢ni kaskad¢ funkci rozrusit vldkna fibrinu a udrzet tak homeostazu krevniho
srazeni organismu. (Fernandes, 2008)

Piedpoklada se, ze Lp (a) dokaze transportovat lipidové Castice do bun¢k endotelu a mit
urcitou roli v snizovani karcinogenity a rdstu trombi. Vyskyt Lp (a) je zaroven zvySen
upacienti se zvySenym rizikem vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni (KVO).
U afroamerickych pacientd byly naméfeny vyssi koncentrace Lp (@), zda existuje korelace
s rizikem vzniku KVVO nebylo potvrzeno. Rozpory ve fyziologickych funkcich Lp (a) vyplyvaji
z vysoké homologie s plazminogenem, nebot Lp (a) muize plazminogen substituovat
a fibrinolytickou kaskadu narusit. Lp (a) je povazovan za proaterogenni faktor. (Fernandes,
2008)

vrstva triacylalycerol

fosfolipidu

cholesterol-ester

volny cholesterol

Obrazek 1 — Struktura lipoproteinové cdstice (upraveno, Agnoletto, 2008)

Tvorba lipoproteini probiha v enterocytech. Triacylglyceroly z potravy s cholesterol-estery
se vazou se jako zéklad pro jadro vznikajici lipoproteinové molekuly (viz obrazek 1). Jadro

lipoproteint je také tvofeno z Casteéek genetického materialu napt. RNA ¢i dalsi velikostné
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podobné lipofilni molekuly, bilkoviny akutni faze, enzymy apod. (Fernandes, 2008),
(Maranhdo, 2014).

Obal je nasledné¢ utvaren shlukovanim apoproteini na zakladé toho, kde dana
lipoproteinova Castice vznika. Apoprotein B-100 se vaze na povrch ¢astic, jestlize proces
probiha v jatrech, apoprotein B-48 obdobné, pokud se jedna o vznik v enterocytech. Obal HDL
ma tloustku asi 1 — 3 nm, zavisi na typu vzniklé ¢astice. Noveé vytvotfeny lipoprotein je pak
Z buniky exportovan do krve, kde opét dochazi ke styku s dalsimi apoproteiny a ke zvySovani
jeho funkéni specifity. (Fernandes, 2008)

Cesta vzniku jednotlivych lipoproteinovych tfid je naslednd — po poziti potravy vznikaji
chylomikrony, po kratkém case jsou hydrolyzovany na chylomikronové zbytky, v jatrech
se produkty jejich hydrolyzy, prostiednictvim lipoproteinové lipazy (LPL) nebo zbytky
samotné vyuziji spolecné s TAG vzniklymi v jatrech pro tvorbu VLDL, které poputuji
do krevniho ob&hu. V periferiich mohou byt VLDL S$tépeny opét za pomoci LPL. Zménou
obsahu hydrolyzovanych TAG a vnesenim esterifikovaného cholesterolu vzniknou z VLDL,
IDL nebo LDL. Lipoproteinové Castice se vrati do jater prostfednictvim jaternich receptorti

pro n¢ ur¢enych. (Vicek, 2010)

Tabulka 1 — Slozeni plazmatickych lipoproteinii (Holecek, 2006)

Obsah lipidii [%] Funkce
Chylomikrony 99 Transport TAG
VLDL 90 Transport TAG
IDL 89 Transport TAG, EC
LDL 80 Transport cholesterolu do tkani
HDL 50 Transport cholesterolu ze tkani do jater

1.2 FUNKCE LIPOPROTEINU

Hlavni ulohou lipoproteint je transport lipofilnich molekul v krevnim ob&hu. Tento
transport je umoznén prostorovym uspotradanim lipofilnich ¢astic. V jadrech lipoproteind jsou
TAG acholesterol-estery, které jsou hydrofobni povahy. Soudrznost povrchu zajistuji
amfibolické fosfolipidy (zbytky kyseliny fosforeéné), kterych je v obalu nejvice. Dale
je pfitomen vmezefeny volny cholesterol sméfujici hydrofobnim koncem, stejné jako
fosfolipidy, do stfedu ¢astice. (Holecek, 2006)

Volny cholesterol, tzn. neesterifikovany, ma volné hydroxylové skupiny, kterymi
vybocuje z molekuly ven. Na povrchu jsou dale piedevsim apoproteiny, které uréuji charakter

celé castice a jeji funkci (viz tabulka 1). Apoproteiny pro LDL jsou hlavné apoB-100, pro HDL
12



jsou to apoA-l, apoA-II, dale i apoA-IV, apoB-48, apoC-I, apoC-Il, apoC-Ill atd. Vazba
apoproteini na lipidy je nekovalentni, coz umoznuje hospodafeni snimi dle potieb
metabolismu. (Fernandes, 2008), (Holecek, 2006), (Maranhao, 2014)

Dilezitou ulohou lipoproteinovych ¢astic je predavani prenasenych TAG do perifernich
bun¢k. PfenaSeny mohou byt i jiné slozky lipoproteinti. U tfidy LDL je hlavni funkci vkladani
cholesterolu do bun¢k, u HDL naopak jeho vychytavani. U rtiznych tfid lipoproteind jsou proto
riazné koncentrace cholesterolu, TAG a fosfolipidi, nebot’ s nimi (i dal§imi svymi slozkami)
odli$n¢ hospodati (viz tabulka 2). (Holecek, 2006), (Koolman, 2012)

Proces, kdy bunky v endotelu piedaji cholesterol HDL ¢astici, je umozném spolupraci
apoA-I se SR-B1 (scavengerovymi receptory tiidy B1) korigovanymi ABCG1 (ATP-vazanym
transportérem podtiidy G1). (Run-Lu, 2016)

Stievo ipidy z potravy Endogenni lipidy Extrahepaticka
A tkan
% Endocytoza Jatra * X
pfes receptory » B a
wCholesterol|<— 4 LDL Cholesterol
\ 2
> Tuky . (
 J ( v '
Mastné kys.!

Chylomikrony . Navrat Lcar

cholesterolu
HDL

X v IDL 4
» 'Chylomikrony- A
Lipoproteinova zbytky
lipéza
HDL
i VLDL Lipoproteinova
\ fipaze
| & 4
volné : } Vyména lipida
MK < Tukova tkan A a apoprotein(
| volné
volné HDL MK
MK
volné
MK

Obrazek 2 — Metabolismus lipoproteinit (Merhautovd, 2012)

Vychytavani cholesterolu z bunék je nazyvano reverznim transportem cholesterolu
(RTC). Tuto funkeci zastava jediny lipoprotein, kterym je HDL (viz obrazek 2). Mechanismus
reverzniho transportu cholesterolu zajistuje vychytavani volného cholesterolu z endotelovych
bunék a je pro né nezbytny, nebot” volny cholesterol je pro né toxicky. (Run-Lu, 2016),
(Hafiane, 2013)

Reverzni transport cholesterolu funguje na principu vice mechanismi, SR-B1 zajistuje
ptenos cholesterolu z makrofaghh cévnich stén. Tomu musi pfedchazet pasivni difuze

cholesterolu z makrofagii, kterou zajisti enzym lecitin-cholesterol-acyltransferaza (LCAT)
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esterifikaci cholesterolu. Funkci LCAT je pfenos acylu dané mastné kyseliny enzymaticky
uvolnované z TAG z lecitinu na hydroxylovou skupinu cholesterolu. (Holecek, 2006)

Molekula cholesterolu je tak esterifikovana a dava vzniknout hydrofobni ¢astici
cholesterol-esteru. LCAT je na povrchu vétSiny lipoproteinovych ¢astic, u HDL ¢astic koriguje
vyskyt volného cholesterolu. Navazujici funkci ma cholesterol-ester transferovy protein
(CETP), ktery ptenasi cholesterol-estery a hospodati s TAG. (Fernandes, 2008)

ApoA-I na povrchu HDL zajisti interakci s ABCA1 kazetovym transportérem navazanim
vzniklych cholesterol-esterti. HDL castice typu malé denzni HDL, dokazou cholesterol
vychytavat s vys§i G¢innosti oproti vétsim denznim HDL ¢ésticim. Je tomu pravé proto,
ze mensi ¢astice HDL jsou tzv. lipidoveé chudsi, proto se na né z hlediska struktury cholesterol-
estery vazou snaze. Kapacita cholesterolového effluxu je pfimo umérnou veli¢inou HDL
pro ucinnost reverzniho transportu cholesterolu. Kapacita HDL ¢astic je pro cholesterol-estery
omezena. Po navazani cholesterolu na HDL ¢astici se nékdy miize vznikly komplex nazyvat
HDL-cholesterol neboli HDL-C. (Novotny, 2013)

Cesta cholesterol-esteri pokracuje transportem z HDL do jater nebo je mozné, Ze budou
vyménény za TAG pfi setkani s VLDL ¢astici. Na konci svého metabolického cyklu jsou HDL
V jatrech odbouravany pomoci jaternich lysozomu. Na obrazku 2 jsou metabolismy HDL i LDL

blize znazornény. (Fernandes, 2008), (Rohrl, 2013)

Tabulka 2 — Obsah lipoproteinovych castic (Koolman, 2012)

TAG [%] Cholesterol [%] | Fosfolipidy [%6]
Chylomikrony 80-95 2_7 3.9
VLDL 55 -80 5-15 10-20
IDL 20 - 50 20 - 40 15-25
LDL 5-15 40 - 50 20-25
HDL 5-10 15-25 20-30

Mezi enzymy, které se vyrazné podili na metabolismu lipidu, patii lipoproteinova lipaza
(LPL), jaterni lipaza (HL), hormon-senzitivni lipaza (HSL), 3-hydroxy-3-methyl-
glutarylkoenzym A reduktaza (HMG-CoA reduktaza). Lipoproteinova lipaza nachazime
ji na povrchu tukové a endotelové tkané a také u kosterniho svalstva. Lipoproteinova lipaza
zajiStuje hydrolyzu TAG na vyS§i mastné kyseliny a glycerol u lipoproteini, piedevSim
u VLDL. Jaterni lipaza méa obdobnou funkci s tim rozdilem, ze je jaternim enzymem, oproti
LPL jaterni lipaza nepotitebuje pro své fungovani kofaktor apoC-lIl. HMG-CoA reduktaza
je enzymem syntézy cholesterolu. (Vicek, 2010)
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2 LIPOPROTEIN O VYSOKE HUSTOTE

2.1 CHARAKTERISTIKA

HDL, lipoprotein s vysokou hustotou zastava mnoho rozli¢nych funkci, jimiz pomaha
docilit homeostazy hospodaienim s cholesterolem, hlavné jeho odebiranim z endotelovych
tkani napt. z makrofagti. Cholesterolovym effluxem je cholesterol dopraven zpét do jater, jedna
se 0 jednu z klicovych antiaterogennich vlastnosti. (R6hrl, 2013)

Castice HDL jako jediné lipoproteinové Géastice zajistuji jednosmérny transport
cholesterolu z bunék perifernich tkani. Naproti tomu dokazou obousmérné transportovat
albumin, cyklodextriny nebo fosfolipidy, tzn. do periferii je mohou i ukladat. (Novotny, 2013)

Fyziologické hodnoty se u Zen a muzu lisi. U muze je referencni hodnota HDL v séru
uvadéna v rozmezi 1 — 2,1 mmol/l, u zeny 1,2 — 2,7 mmol/l. Optimalni hodnoty jsou v tabulce
3, spole¢né s hodnotami TAG, zvySené hodnoty TAG a zaroven snizené hodnoty HDL jsou
rizikovym faktorem pro vznik cévnich onemocnéni. (Holyen, 2013), (Soska, 2009)

HDL je tvofen smési lipidi, bilkovin a cholesterolu. HDL ma na svém povrchu apoA-I,
apoA-11 a apoC-Ill. ApoA-I zaujima 65 — 70 % hmotnosti HDL c¢astice, apoA-Il zaujima
12 - 15 %. Ze vSech lipoproteinovych tfid méa nejvyssi obsah bilkovin, primérnéd hustota
jeod 1,063 do 1,21 g/ml. Podtiidy se v hodnotach hustoty lisi. Dé€leni bylo zavedeno
Vv padesatych letech, kdyz se HDL podttidy identifikovaly gradientovou ultracentrifugaci. HDL
Castice s hustotou nepfesahujici hodnoty 1,125 g/ml, jsou zna¢eny HDL2. S vyssi hustotou
v rozmezi 1,125 — 1,21 g/ml se jedna o HDL3 a pii vyssich hustotach se nazyvaji HDL o velmi
vysoké hustoté. (Holecek, 2006), (Hafiane, 2013), (Liischer, 2014)

Dnes se k separaci HDL dle hustoty metody zalozené na centrifugaci stale vyuZzivaji.
Levnéjsimi jsou srazeci metody. Postupem Casu byly vyvijeny efektivngjsi variace déleni HDL
na podtiidy, pokrok nastal hlavné pii zavedeni elektroforetickych metod, dodnes je vyuZivana
gelova elektroforéza. Ttida HDL3 byla rozdélena na tii podtiidy: HDL3c, HDL3b, HDL3a,
na zaklad¢é jejich stfedni velikosti. HDL3c 7,2 — 7,8 nm, HDL3b 7,8 — 8,2 nm, HDL3a
8,2 — 8,8 nm. Tiida HDL2 byla obdobn¢ rozdélena na HDL2a 8,8 — 9,7 nm, HDL2b 9,7 — 12
nm. Toto déleni na zaklad¢ gelové elektroforézy, tedy dle naboje ¢astice a dalSich parametri,
je nejvyuzivanéjsi. (Kontush, 2015)

Dale existuje déleni dle nuklearni magnetické rezonance (NMR), podle velikosti HDL
castic na velké (pramér 8,8 — 13 nm), stiedni (8,2 — 8,8 nm) a malé ¢astice (7,3 — 8,2 nm). Dalsi
déleni, které se vyuziva, je dle jiz zminovanych apoproteinti a je znazornéno v tabulce 3. Jedna

se 0 apoA-1 HDL, apoA-l:apoA-I1 HDL apoA-I:apoE HDL. (Kontush, 2015)
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Poslednim druhem klasifikace HDL je rozdéleni dle 2-dimenzionalni gelové
elektroforézy na pre-beta I, pre-beta Il, alpha I, alpha Il, alpha Il a alpha IV. Bylo zjisténo,
7e molekula HDL obsahuje pies osmdesat ruznych bilkovin, okolo dvaceti enzymu a stovky
lipidovych ¢astic. (Feingold, 2018), (Kontush, 2015).

Proteiny a enzymy nalezici HDL jsou k lipoproteinu vazany riiznymi vazbami, které jsou
vétsinou slabé nebo nezndmé a maji rozmanité funkce. Proteiny jsou déleny na apoproteiny,
transferové proteiny pro lipidy, slozky komplementu, proteiny akutni fize, enzymy nebo
inhibitory enzymt nebo proteint. U proteind, jejichZ princip vazby k HDL je znam, se vétSinou
jednéd o vazbu zprostiedkovanou lipidy nebo dalSim proteinem, byva jim Casto apoprotein.
V dnesni dobé je popsano 14 typli apoproteinli a je mozné, ze to neni konecny pocet.
NejpocetnéjSim apoproteinem je apoA-I, proto jsou na n¢j nejcastéji vazany dalsi subfrakce
nalezici HDL, jsou to napt. albumin, a-2-makroblobulin a haptoglobin. (Karathanasis, 2017)

HDL castice se projevuji antitrombogenné, antiapoptoticky, ale také vazoprotektivné.
Podporuji expresi oxidu dusnatého (NO) aktivaci NO-syntazy prostiednictvim SR-B1
signaliza¢nich cest pro HDL. SR-B1 aktivuje enzymy pro fosforylaci NO-syntazy, ktera
na tomto principu bude aktivovana. HDL se podili, jak ovliviiovanim trombocytarni aktivity,
tak i vazokonstrikce na hemostaze. (Karathanasis, 2017)

V rutinnich vySetfenich se méii hladiny HDL, apoA-l, cholesterolu a TAG.
Pro diagnostiku HDL se pozoruji funkéni a strukturni vlastnosti tohoto lipoproteinu
kvantitativné. Laboratorni metody a postupy jsou zpichlednény v tabulce 3. (Karathanasis,
2017)

Tabulka 3 — Funkcni metody a parametry pro diagnostiku HDL (Novotny, 2013)

Méreny parametr Hypotéza Laboratoerni metoda

Piima enzymatickd metoda,
HDL-cholesterol Rizikovy faktor aterosklerozy nepfima enzymaticka precipitace

a separace apoB

o Imunoturbidimetrie,
apoA-I Rizikovy faktor aterosklerozy ] .
imunonefelometrie

Hustotni gradientova
Malé denzni molekuly HDL lépe ]
ultracentrifugace,
HDL2, HDL3 a dalsi tiidy akceptuji cholesterol z makrofagt,
polyakrylamidové gelova

sledovani antiaterogenity
elektroforéza (PAGE)

Sledovani antiaterogenity
Vsechny tiidy HDL o Dvourozmérna elektroforéza
vzhledem k velikosti

16



Méreny parametr

Hypotéza

Laboratorni metoda

Malé, stiedni, velké HDL castice

Sledovani antiaterogenity

vzhledem k velikosti

Nuklearni magneticka rezonan¢ni

spektroskopie (NMR)

apoA-I11, apoC-1, apoC-I1, apoC-
111, apoE

Protekeni vlivy, apoA-II mize
negativné korelovat s rizikem

aterosklerozy

Elektroimunodifuze (EID),
imunoturbidimetrie,

imunonefelometrie

apoA-I: apoA-Il, také s apoC-111

Antiaterogenni vlastnosti apoA-I,
ptisp&vek apoC-Ill k rozvoji

aterosklerozy

EID

Cholesterolovy efflux

Schopnost HDL odstranovat
z makrofagt cholesterol, funk¢nost

HDL

Metoda méfeni oznac¢enych
makrofagt, kvantifikace pomoci

nuklidu tritia

Esterifikace cholesterolu

Schopnost HDL esterifikovat volny
cholesterol, u¢innost LCAT pfi
nizkach koncentracich HDL, role

velikosti HDL

Metody méfeni aktivity LCAT,
frakéni esterifikacni rychlost HDL
(FER-HDL)

Cholesterol-estery a jejich

transport

Kapacita estert transportovanych

pro apoB, funkce CETP

Metody méfeni koncentrace

¢i aktivity CETP

.....

kapacita HDL

Protekeni vliv HDL vici
oxida¢nimu pisobeni LDL lipidt a

proteint, PON1

Fluorescenéni metoda
s dichlorfluoresceinem, méfeni
aktivity PON1 (paraoxon,

diazoxon)

2.2 VZNIK HDL

HDL c¢astice jsou komplexy z makromolekul. Vznikaji v hepatocytech, enterocytech
nebo v plazmé z vedlejSich produkti lipolyzy ostatnich lipoproteinti. Dilezitou roli pii syntéze
HDL hraji triacylglyceroly, které spole¢né s cholesterol-estery tvoii jadro HDL. Obal je tvofen
jednou vrstvou fosfolipidli a volného cholesterolu s vimezefenymi bilkovinami sahajicimi
az k jadru. Bilkoviny i fosfolipidy jsou amfipatického charakteru. Jadro je lipidové bohaté —
hydrofobni. Podil bilkovin u HDL lipoproteint je nejvyssi ze vSech typi lipoproteini, proto
Jsou oznacovany jako Castice s vysokou hustotou. (Karathanasis, 2017)

Syntéza HDL pocina zvySenou produkci apoA-I (¢i apoE nebo také apoA-1V),
Vviz obrazek 3, kde se setkava s molekulami volného cholesterolu, které za pomoci LCAT jsou
esterifikovany. Je tomu tak, nebot nové vzniklé apoA-l jsou chudé na lipidy. Nejen

cholesterolem, ale i fosfolipidy se o lipidové slozky vyznamné obohati. (Liischer, 2014)
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Tvar ¢astice je nejdiive diskovity a postupné je zakulacen a zahustén. Enzym LCAT
spolupracuje s ATP-dependentnimi  kazetovymi  transportéry (ABCA1l, ABCG1),
jak je znazornéno na obrazku &. 3. Cinnosti plazmatickych bilkovin se utvaii smés vice
subpopulaci HDL. Tvorba trva nékolik dni, bylo zjisténo, Ze u osob trpicich glukézovou
intoleranci trva déle. (Liischer, 2014)

Asociaci apoA-I s lipidy a volnym cholesterolem zprosttedkovava ABCA1 transportér.
Vzniklé diskoidni HDL ¢astice jsou nazyvany pre-B-HDL. Pravé esterifikaci prostiednictvim
LCAT ziskdva nova lipoproteinova castice sféricky tvar. V jadie jsou vlivem LCAT
kondenzovany cholesterol-estery, které vznikly esterifikaci casti volného cholesterolu
na povrchu pre-p-HDL. Nadbytek cholesterol-esteri je transportovan pro LDL ¢i VLDL
prostfednictvim apoB muiZze byt umoznéna latkova vyména za TAG. (Karathanasis, 2017)

Po esterifikaci nasleduje hydrolyza, kterou zajist'uje jaterni lipaza. Funkce jaterni lipazy
je hydrolyzovat TAG lipoproteint. Jaterni lipdza (HL) patii do rodiny lipdz, stejné¢ jako
lipoproteinova lipaza. Jaterni lipaza hydrolyzuje TAG obsazené v pre-B-HDL pravé proto,
Ze jako zdroj energie pro lipazy jsou mastné kyseliny (tzn. jejich zbytky v TAG). (VIcek, 2010)

Pre-B-HDL jsou mensi nez zralé HDL castice a maji diskoidni tvar, nebot’ obsahuji
V jadfe méné¢ hydrofobnich lipidl. Zaroven mohou sndze prochdzet kapilarnim fecistém a lépe
difundovat do intersticia, tam nasledné ziskavaji volny cholesterol a fosfolipidy od bunék
parenchymu. Pre-B-HDL je lipidové zahusténo a zvétsi svou velikost. Prikazy o velikosti
nezralych HDL ¢astic jsou sledovany elektroforeticky na 2D agarézovych gelech. Pfi zméné
migraci, tedy prikazu vétSich ¢astic, se nazyvaji jiz sférické ¢astice a-HDL. Dale se d¢li dle
velikosti od nejmensich al-HDL az po a4-HDL, které v obéhu prevladaji. Od dozrani HDL
¢astic je mozné je pravé délit na jednotlivé tiidy. Malé husté a Casté jsou HDL3 tiidy a od nich
odvozené vétsi a méné zahusténé jsou poté HDL2. (Karathanasis, 2017)

Vymeéna cholesterol-estert a TAG mezi HDL a LDL nebo VLDL je zprostfedkovana
pomoci CETP. Lipoproteiny se mohou také obohacovat o své apoproteiny, ovSem jedna
se pouze 0 apoC a apoE, tzn. ty, které maji spole¢né. Uginkem enzymil se mohou HDL &éstice
i zmen$it vlivem hydrolyz, napt. vlivem jaterni lipazy nebo lipoproteinové lipazy.
Hydrolyzované HDL ¢astice jiz nemusi byt funkéni a podobné jako chylomikronové zbytky
po své hydrolyze mohou byt odstranény jatry piipadné ledvinami ¢i znovu zahuStény
a obnoveny jako jiné ¢astice. Pestrost a ptemény tfid HDL zajiSt'uji spravné fungovani drahy
reverzniho transportu cholesterolu a rtiznorodost funkci napfic HDL tfidami (obrazek 3).

(Karathanasis, 2017)
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Obrdazek 3 — Schematicky diagram syntéz lipoproteinii dle metabolickych cest (upraveno, Hafiane, 2013)

Ve smé&si vznikajicich HDL lipoproteini nachdzime HDL ¢astice s riznym obsahem.
Plsobenim jaterni a endotelové lipazy dochazi k ptestavbam jednotlivych fenotypli HDL.
Cholesterol-estery vytvotené pisobenim LCAT pro syntézu HDL mohou byt vyuzity
lipoproteiny o nizsich hustotach, a to diky ptitomnosti CETP. Naopak z LDL, VLDL a IDL
za u¢inkovani fosfolipid-transfer proteinu (PLTP) jsou ktvorbé HDL transportovany
fosfolipidové Castice, tak probiha pfedevsim syntéza HDL2 ¢i HDL3. (Kontush, 2015)

V membrané hepatocytd a v makrofazich jsou pro HDL scavengerové receptory SR-BI,
které urcuji hospodafeni s cholesterol-estery. SR-B1 maji za ukol pfijimat z HDL ¢astic
vybrané cholesterol-estery dle narokd jaterni tkané. Po¢ty SR-B1 zavisi i na koncentraci
steroidnich hormont, dle toho je nastolena homeostaza jater, a tedy i koncentrace vznikajicich
HDL ¢astic. (Kontush, 2015), (Rohrl, 2013)

Na obrazku 4 je mozné vidét vznik HDL jako diskoidni ¢astice, ktera je poté dalSimi
cestami pfeménéna na objemnéjsi a kulovitou c¢asticic HDL s vySs$i hustotou. Zékladem
pro vznik HDL c¢astic jsou ABCA1 (ATP-vazany kazetovy transportér tiidy Al) a ABCG1
(ATP-vazany kazetovy transportér podtiidy G1) transportéry kddované stejnojmennymi geny.
Tyto transportéry zajist'uji pfisun energie v podobé ATP v tzv. kazetach. (Hafiane, 2013)
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Cesty transportéri ABCA1 a ABCG1 jsou zprostiedkovany pomoci jaternich receptorti
X, téz LXR, které spolupracuji s receptory kyseliny retinové (RXR). LXR reguluji expresi genti
ABCALl a ABCGL1. Tyto transportéry jsou na makrofazich a prenaseji cholesterol ¢i fosfolipidy
(viz obrazek ¢. 3), a to v zavislosti na pfedchozim kdédovani. Pfenos probiha pies plazmatickou

membranu jadra na lipoproteinové akceptory jiz vznikajici ¢astice HDL. (Hafiane, 2013)
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Obrazek 4 — Cesta vzniku HDL (upraveno, Hafiane, 2013)

Transportér ABCA 1 ma schopnost tvorbu HDL i omezit. ABCA1 je zprostifedkovatelem
energetického toku a zaroven transportu cholesterolu pro HDL. Zajist'uje i obohaceni apoA-I
0 lipidovou slozku. Experimentalnimi daty byly podpofeny hypotézy, ze apoA-I se dokaze
piimo navazovat na ABCAI1 pfi tvorbé HDL, pficemz apoA-I je schopny se kompozi¢né
ptizpisobit pro vznikajici HDL &astici, pravé kvili rozdilim ve velikostech jednotlivych
subpopulaci HDL ¢astic, a i vzhledem ktomu, Ze zraly HDL je velikostné¢ objemnéjsi
nez nezraly. ApoA-I zvySuje mnozstvi ABCAL tak, ze jej stabilizuje a chrani vici degradaci.
Transport cholesterolu do plazmatické membrany je tak podporovan a usnadiiovan. (Kontush,
2015), (Hafiane, 2013)

Oproti ABCA1 ma jeho piibuzny transportér ABCG1 nizsi rozsah ptisobeni. Je tomu
nejspis proto, Ze se na n¢j nema schopnost vazat apoA-I, to je mozné pouze pokud je apoA-I
lipidové obohacen. ABCG1 téz zprostiedkovava cholesterolovy efflux, ktery je jednosmérny,
stejné jako ABCAI1, ovSem jen pro vétsi HDL castice. ABCGI1 spolecné s LXR zvySuje
efektivitu transportnich mechanismu pii tvorbé HDL3. (Hafiane, 2013)
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Nové poznatky ve studii ATP-kazetovych transportérti naznacuji, ze ABCA1 a ABCGlI
jednaji v synergickych pochodech. ABCA1 podporuje vyluovani fosfolipidli a cholesterolu
Z bun¢k do apoA-I lipidove chudsich, se kterymi spolupracuje. Kdezto ABCGI zajisti stejny
export, ale pro vétsi, a tedy vyzralejsi HDL castice. Touto kooperaci je vychytan cholesterol
z makrofagt. (Hafiane, 2013)

Za pomoci LCAT je cast volného cholesterolu esterifikovana na cholesterol-estery
a nasledn¢ je dotvarena kulovita pln¢ funk¢ni ¢astice HDL. Zralé HDL ¢astice mohou putovat
do jater, kde jsou piijaty prostfednictvim SR-B1 receptorii. Mohou byt taktéz hydrolyzovany
jaterni nebo endotelovou lipdzou. Za takovych podminek se uvolni apoA-I, ktery miize byt
katabolizovan ledvinami a opét navracen do jater pro dal$i syntézy lipoproteint a cely cyklus

syntézy HDL muze byt opakovan. (Kontush, 2015), (Hafiane, 2013)

2.3 APOPROTEINY

Kazdy apoprotein ma svou specifickou tlohu. Casto jsou kofaktory enzymd, které
ovliviiuji metabolismus lipidi. Mohou mit funkci ligandt pro lipoproteiny a jejich vazbu
na receptory bun€k. Dale mohou umoziovat transport lipidovych castic mezi lipoproteiny
(napt. vyména TAG mezi HDL a VLDL). Za hlavni a nejvyznamnéj$i apoprotein HDL
je povazovan apoA-I, nebot’ ma nejvyssi podil na ateroprotektivnich vlivech HDL a funk¢nosti
HDL i vdalSich ohledech. Oproti tomu apoA-l1l nema jednozna¢né€ prokazatelnou
ateroprotektivni funkci, pouze se piedpoklada, ze je podobna jako apoA-l (viz tabulka 4).
Funkce méné zminovaného apoC-lll je dokonce povazovana az za proaterogenni. (VIcek,
2010), (Silbernagel, 2015)

Tabulka 4 — Apoproteiny HDL a jejich zdkladni funkce (Kontush, 2015)

Apoproteiny Mr [kDa] Funkce

ApoA-I 28 Hlavni protein, strukturni, funk¢ni, aktivuje LCAT
ApoA-II 17 Strukturni, funkéni

ApoA-IV 46 Strukturni, funkéni

ApoC-I1 6,6 Vliv na aktivitu CETP, aktivuje LCAT

ApoC-I11 8,8 Aktivuje LPL

ApoC-I111 8,8 Inhibuje LPL

ApoC-1V 11 Aktivuje LPL

ApoD 19 Reguluje piremény TAG

ApoE 34 Vaze malé hydrofobni molekuly
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Apoproteiny Mr [kDa] Funkce

ApoF 29 Strukturni, funkéni, ligand LDL-R a LPR
ApoH 38 Inhibitor CETP

ApoJ 70 Vaze negativn¢ nabité¢ molekuly

ApoL 45 Vaze hydrofobni molekuly, reakce s receptory
ApoM 25 Vaze malé hydrofobni molekuly

Apoprotein A-I je majoritni slozkou HDL, je tvofen v jatrech a tenkém stieveé. ApoA-I
vaze fosfolipidy a cholesterol. Tvoii ptiblizn¢ ptes dvé tietiny molekuly HDL. DileZitou
funkci, kterou apoA-I zastava je aktivace LCAT. Protek¢ni mechanismy apoA-I se s rostoucim
veékem snizuji, plati to hlavné u muzt. S vyssim vékem klesa i tvorba apoA-I v HDL. ApoA-I
se uplatiiuje jako ateroprotektivni slozka HDL. ApoA-I zajist'uje transportem pomoci ABCG1
nebo prostifednictvim SR-B1 pfenos piebytecného volného cholesterolu do HDL ¢&astice. HDL
s navazanym cholesterolem opousti napt. ateroskleroticky plat prostiednictvim lymfocyta
a vasa vasorum, draha transportu pokracuje do jater. (Rohrl, 2013), (Karathanasis, 2016)

ApoA-I ma také antiapoptotickou funkci. Apoptdézou bunék endotelu je piispivano
Kk rozvoji aterosklerotickych platl nebo jinému poskozovani bunék. ApoA-I muze inhibovat
signaly endotelidlnich bun&€k pro navozeni apoptdzy, konkrétn€ ovlivni endoplazmatické
retikulum, mitochondrie bunék i receptory na povrchu bun¢k. Proti inhibi¢nimu vlivu apoA-I
na signaly pro apoptézu bunck vystupuji jako antagonisti oxidované formy LDL. ApoA-I
tzv. lipidové chudsi, tedy u HDL mensich velikosti (hlavné HDL3) je v usmérfiovani
apoptotickych signall u¢innéjsi nez napiiklad u tfidy HDL2 nebo neZ u jinych apoproteint tfidy
apoA. ApoA-I se téz podili na antitrombogennich u¢incich v endotelu, mize ovlivnit signalni
drahy pro aktivaci trombocyti a také jejich agregaci. (Karathanasis, 2016)

Dale apoA-I1, zaujima asi jednu pétinu kapacity pro apoproteiny HDL, lisi se od apoA-
| svou funkci i povahou. ApoA-II je hydrofobnéjsi a jeho oxidace muiize byt vyznamnym
faktorem pti vzniku diabetu typu 2. (Azizkhanian, 2016)

ApoA-1V je naopak nejhydrofilngj$i, to umoznuje jeho efektivnéjsi cirkulaci
a ucinkovani. Také oproti pfedchozim typim apoproteint tfidy Také neni tvofen v jatrech,
ale ptredevsim v enterocytech lacniku. (Kohan, 2015)

Apoproteiny apoC-1 se vyznacuji velmi malou molekulou s pozitivnim nabojem,

coZ umoznuje vazat molekuly s negativnimi naboji na funkénich skupinach. Vyznamnou roli
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hraje v inhibici jaterni lipazy. Zaroven se ApoC podili na aktivaci LCAT. Dalsi apoproteiny
tiidy C jsou pfitomny nejen v HDL, ale i ve VLDL. Vétsinou hraji dilezitou roli v metabolismu
lipoproteinové lipazy. (Kontush, 2015)

Oproti tomu apoD je vyznamnou slozkou lipoproteini mnoha tkani v lidského
téla — v jatrech, ledvinadch, mozku, dvanactniku, varlatech, plicich, slinivce, slezing, srdci
avkazi. Zajimavou funkci zaujimd apoD v mozku, nebot’ chrani mozkovou tkan pied
oxidacnim stresem, rovnéz je vysoce afinni k molekule LDL. To miize napomahat regulaci
hladin LDL. Také se spekuluje o protekéni roli pfi vazbé na nadorové bufiky. (Braesch-
Andersen, 2014)

ApoE zajistuje vazbu s glykosaminoglykany na povrchu bunék. Tento apoprotein
je odvozen od LDL ¢astice bohaté na TAG. Diky tomu je ApoE odolny vici degradaci a ma
lepsi schopnost zpétn¢ se dostavat do tkani. Takové vlastnosti umoziuji, aby ApoE zajistoval
regeneraci HDL bohatych na ApoE, coz HDL ¢astice ¢ini odolngjsi viaci degradaci. Nestabilni
hladiny ApoE jsou pfedmétem studii Alzheimerovy choroby. (R6hrl, 2013), (Soto, 2015)

ApoF je zcela odlisny od ptedchozich skupin, tento glykoprotein ma na sobé navazané
sialové kyseliny, je syntetizovan pouze v jatrech a inhibuje CETP. ApoH je téz Syntetizovan
jatry, vyznacuje se SVym pozitivnim nabojem, a proto i schopnosti vazat se na fosfolipidy
porusenych bun¢k a naruSovat pribéh koagulacni kaskady. ApoJ ma téZz pozitivni naboj
a je variabilni ve svych vazbach na negativné nabité molekuly. ApoL je proteinem regulujicim
apoptozu vazbami na bunécné receptory, tuto funkci umoziuje jeho glykosyla¢ni misto. ApoM
ma specifickou strukturu s takzvanou hydrofobni kapsou, kterda umoziuje vazbu malych
hydrofobnich molekul, uvadény jsou napt. molekuly odvozované od sfingosinu. (Kontush,
2015)

2.4 ENZYMY, PROTEINY DALSI SLOZKY HDL

Nejvyznamné&j§im enzymem HDL je lecitin-cholesterolacyltransferaza (LCAT). Jedna
se 0 enzym syntetizovany jatry, V mensim mnozstvi napt. i v mozku a varlatech. Hlavni funkci
LCAT je katalyza pfenosu acylu z lecitinu na cholesterol, tzn. Zze tento enzym umoziuje
esterifikovat plazmaticky cholesterol na cholesterylester. LCAT je unikatni tim, Ze je jedinym
enzymem katalyzujicim esterifikaci cholesterolu. (Holec¢ek, 2006)

LCAT je obsazena Vv apoproteinech, hojn¢ v apoD nebo apoB. Je na apoproteiny HDL
navazana, stejné tak je mozné, aby vytvarela vazbu s apoB apoproteiny LDL. LCAT interaguje
ve vazb¢é na apoproteiny sHDL ¢i LDL zménou jejich konformace. Aktivaci LCAT

zprostiedkovava apoA-I, sekundarné i apoE. (Kontush, 2015)
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Dalsi apoproteiny nalezici HDL z tfid apoA a apoC mohou téz LCAT aktivovat,
ale nikoli v takové mife jako jiz zminéné apod. a apoB. Existuji studie, které se zabyvaji
nepiimym vlivem aktivity LCAT na vznik ateroskler6zy. Testy na zvifatech bylo zjiSténo,
ze zvysena aktivita LCAT toto riziko zvysuje, nedostatek LCAT se naopak prokazuje jako
ateroprotektivni faktor. (Kontush, 2015)

LCAT je povazovana za ustfedni enzym metabolismu lipoproteinii. Je tomu tak, nebot’
LCAT zajistuje dozravani HDL. Pre-B-HDL pod vlivem LCAT interaguje s apoA lipidové
rizné sycenymi, interakce probiha spole¢né s ABCAL. Nasleduje efflux fosfolipidii a volného
cholesterolu, pre-B-HDL c¢astice jsou syceny a zahustovany, dokud nejsou zralymi HDL.
LCAT také prispiva k udrzovani gradientu volného cholesterolu mezi extracelularnim
prostorem a bunécnou membranou. M4 také funkci podporovat cholesterolovy efflux tim,
Ze brani bunkam zpétné piijimat cholesterol, umoznuje tedy reverzni transport cholesterolu.
(Ossoli, 2016)

Pii dysfunkcich LCAT (napf. genetickymi vlivy u syndromt jako je familidrni
deficience LCAT nebo FED - fish eye disease) ztraci LCAT schopnost zprostifedkovavat
esterifikaci cholesterolu, jak u HDL, tak i u LDL ¢astic. Projevy nedostate¢nosti LCAT mohou
souviset s anémiemi, onemocnénimi ledvin nebo neprithlednosti rohovky. Pfi laboratornich
vySetienich byly pozorovany poklesy hladin HDL a apoA-I, koncentrace volného cholesterolu
muze stoupat az k hypercholesterolémii. (Ossoli, 2016)

DalSim enzymem vyznamnym pro metabolismus HDL je paraoxonaza (PON). Svou
povahou je tento enzym laktondzou, nebot’ je zavisly na piisunu vapniku. Nazev enzymu
se odviji od jeho funkce, kterou je hydrolyza paraoxonu a dalSich ptibuznych organickych latek.
Skupina PON je délena na tii subpopulace, a to PON1, PON2 a PON3. (Kontush, 2015)

K HDL se PON véaze prostiednictvim fosfolipidi na povrchu. Nejznaméjsi jsou PONL1.
PON2 nejsou v séru detekovatelné. PON3 jsou strukturalné podobné PON1 a také zavisi
na ptisunu vapniku. (Kontush, 2015)

Faktor aktivujici krevni desticky-acetylhydrolaza (PAF-AH), znamy také jako
lipoproteinem asociovana fosfolipaza-A2 (LpPLAZ2), je enzym se schopnosti hydrolyzovat PAF
a zajistovat degradaci tohoto faktoru. PAF-AH je nezavisly na pfisunu vapniku, rozpoznava
oxidované formy fosfolipidi od neoxidovanych. Oxidované majici prozanétlivé ucinky
eliminuje jejich hydrolyzou. PAF-AH nachazime ve tkanich, pfedev§im v makrofazich, mimo
jiné také v mozku. V krevnim obéhu se PAF-AH nachazi vazan na LDL ¢i HDL Ccastice,

V naprosté vétsing piipadi je vazan k HDL a k lipoproteinu (a). (Kontush, 2015)
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Glutathion-selenoperoxidaza-3 (GSPx-3) nebo také pouze glutathionperoxidaza 3,
je enzymem z rodiny GSPx enzymu, které maji za hlavni funkci ochranu bunék tkani pred
oxidaénim poskozenim. Enzymy GSPx-1 a GSPx-2 se nachazeji hlavné v erytrocytech
a cytosolu hepatocytti. GSPX-3 je enzymem tvofenym jatry, ledvinami, plicemi a srdcem,
dokonce i placentou. V plazmé ho najdeme ve vazbé k HDL. (Kontush, 2015)

Castice HDL obsahuje mnoho proteint. Jednim z nich je cholesterol-ester transferovy
protein (CETP). CETP je proteinem, ktery ma kli¢ovou funkci v reverznim transportu
cholesterolu. Nachazi se v jatrech a tukové tkani. Zajist'uje pienos cholesterol-esterti i TAG
mezi HDL aLDL nebo VLDL. Tento pfenos mize byt obousmérny. Princip transportu
je zalozen na hydrofobni povaze a strukture CETP, ktera je schopna nést dvé molekuly
cholesterol-esterti a zaroven se piizpusobovat svou velikosti v zavislosti K narokim HDL.
(Holecek, 2006)

Fosfolipidovy transfer protein (PLTP) patii stejné jako CETP mezi skupinu proteini
oznacovanych BPI (bacterial permeability increasing protein = protein zvySujici propustnost
bakterialnich stén). Funkci PLTP je ptizpusobeni velikosti HDL ¢astic, tzn. pfemény HDL
na jednotlivé ttidy HDL. Déle se PLTP podili i na transportu fosfolipidi. PLTP je na HDL
neustale pfitomen, tvofen je ve vSech organech klicovych pro metabolismus lipoproteind, tedy
V jatrech, pankreatu, ledvinach, srdci, kosternim svalstvu a mozku. (Kontush, 2015)

Proteiny asociovanymi s HDL jsou také proteiny akutni faze. Jejich mnozstvi je malé,
ale funkéné vyznamné. Béhem zanétlivé reakce je jejich mnozstvi navySeno tak, ze presahuje
pocetné i apoproteiny, souvisi to zaroven i s tim, ze hladiny konkrétné¢ apoA-I i apoA-1V
se béhem zanétu snizuji. Pozitivnimi proteiny akutni faze jsou sérové amyloidy-A (SAA).
Pti reakci akutni faze pozorujeme jejich zvySené vylu€ovani na tfi jaterni formy: SAA1, SAA2
a SAA4. Hlavnim proteinem tfid sérovych amyloidu, ktery tvoti vazbu k HDL, je SAAL.
(Holecek, 2006), (Kontush, 2015)

Dalsim proteinem, ktery je rovnéZ tvofen jatry, je fibrinogen. Béhem hemokoagulace
je pfetvaren ze své rozpustné struktury na nerozpustny fibrin. Dal§imi slozkami HDL ¢astic
jsou také glykoproteiny: alfa-1-kysely glykoprotein (alfa-1-AG) a alfa-2-HS.
Oba glykoproteiny jsou syntetizovany v jatrech a nachazi se volné v séru. Alfa-1-AG patii také
mezi proteiny akutni faze, ale jeho vyluovani je mnohem pomalej$i neZ u pfedchozich.
Jeho funkce neni zcela znama, ale predpoklada se, ze se podili na imunitni odpovédi béhem
zanétlivych procest. Alfa-2-HS, jinak nazyvan téz fetuin A, je nalézan hojné v krevnim ob&hu
jiz u plodu aazdo détského veéku. Tomu odpovida jeho funkce, ponévadz se podili

na metabolismu kalcifikace kosti. (Kontush, 2015)
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HDL c¢astice jsou asociovany i se slozkami komplementu. Zminit se daji hlavné slozky
C3 a C4, které komplement aktivuji. Dale pak skupina inhibitorti serinovych proteinaz,
které maji proteolytické funkce. Jsou nazyvany serpiny a podileji se na hemokoagulaci,
zanétlivé reakci a angiogenezi. Jedna se napi. 0 alfa-l-antitrypsin, ktery v HDL bé&zné
nachazime, mén¢ pak alfa-2-antiplazmin. V ¢asticich HDL je mozné nalézt i modifikovany
haptoglobin, protrombin ¢i angiotensinogen, také serpiny inter-alfatrypsinu a bikunin,
kininogen-1, které inhibuji plazmin a elastazu. Dale také albumin, hemopexin, protein vitaminu
D a mnohé peptidy. (Kontush, 2015)

Zminované proteiny nachazené v HDL nebo na jejich povrchu, jsou v naprosté vétsing
ptipadt tvofeny Vv jatrech, k HDL se vazou disulfidicky nebo N-glykosidovymi vazbami
¢i jinym zptsobem. Jejich funkce jsou rizného charakteru. Zabranuji nezadoucim pfeménam
HDL c¢astic na patologicky zménéné a udavaji jakou mérou se budou HDL podilet
autoimunitnim reakcim nebo zda vyuzivaji HDL &astici jako pienaSece k prodlouzeni svého
biologického polocasu. (Liischer, 2014)

Je také mozné, ze pokud dojde k patologickym zménam ve struktute HDL, pak enzymy,
proteiny i latky zastoupené ve velmi nizkych koncentracich mohou své protektivni funkce
zménit na nebezpecné patogenni, tzn. podporovat zanétlivou imunitni odpovéd nebo
zablokovat receptory pro enzymy funk¢nich HDL ¢astic. (Liischer, 2014), (Kontush, 2015)

Kromé prevazujicich proteinli jsou HDL lipoproteiny bohaté na lipidy, a to jak na svém
povrchu, tak i v jadie. Na povrchovém obalu nachdzime bohaté sfingolipidy, mezi které patii
sfingomyelin, sfingosin-1-fosfat (zajist'ujici antitrombogenni vlastnosti HDL). Dale jsou
to fosfolipidy a volny cholesterol, v jadie cholesterol-estery, mohou zde byt i dalsi sterolové
slouceniny. Sfingosin-1-fosfat je markerem pro prevenci KVO, pacientt s diabetem mellitem,
s artritidou i dal$ich onemocnéni. Podili se na vasoprotektivni funkci endotelu, inhibici aktivace
monocytli, a naopak na navySeni UCinnosti reverzniho transportu cholesterolu.
Sfingosin-1-fosfat je pfitomen u menSich hustsich HDL ¢&astic, coz potvrzuje hypotézy,
ze mensi HDL castice, maji vétsi protekéni potencial. Sfingosin-1-fosfat byl experimentalné
podavan pacientim po infarktu myokardu a byla pozorovana ¢aste¢na obnova dysfunkcnich
HDL na funk¢éni HDL ¢astice. U pacienti trpicich KVO nebo diabetem mellitem byly ¢asto
pozorovany spolecné se snizenymi hladinami HDL 1 snizené koncentrace sfingosin-1-fosfatu.

(Karathanasis, 2016)
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2.5 PROTIZANETLIVE PUSOBENI

Ochranna funkce HDL ve vztahu kbunkam endotelu cév arterii je zalozena
ze zvySeni hladin HDL o 0,025 mmol/l znamena prokazatelné niz$i riziko KVO, u Zen o 3 %
aumuzl o 2 %. Vice pfinosnd se ukédzala analyza studii zaméfend na zvySené hladiny TAG
v souvislosti s vyskytem zanétlivych onemocnéni. Pii zvySeni HDL-cholesterolu a snizeni
TAG hladin, které byly mirn€ zvySeny, se rovnéz riziko KVO snizuje. (Hafiane, 2013), (Soska,
2009)

Protizénétlivé ucinky HDL byly studovany pro potfebnou inhibici aktivace monocytu.
HDL ma schopnost proliferovat progenitory myeloidni fady, soustfedi se jak na monocyty,
tak i na tkanové makrofagy, dendritické bunky, inhibici exprese chemokint, cytokind
aomezeni funkce antigen-prezentujicich bunék. Plati, ze HDL menSich velikosti S vyssi
hustotou maji vyssi protizanétlivé ucinky. Naptiklad HDL ¢&astice tiidy HDL3 inhibuji oxidacni
procesy Vv endotelu vyrazné&ji nez vétsi HDL ¢astice. (Karathanasis, 2016)

Protizanétlivé ucinky HDL jsou zajiStovany z velké casti prostiednictvim apoA-I,
kterého maji ve svém obalu hojn¢é. ApoA-I se ucastni inhibice vylucovani chemotaktického
faktoru v adipocytech, poté je mozné ovlivnit aktivované monocyty. Makrofagim
je zabranovano se shlukovat, tim je zpomalovana zanétliva odpovéd’ na piebytek cholesterolu
Vv krevnim obé&hu. (Han, 2015)

V kooperaci s ApoA-I je produkovan oxid dusnaty, jeho produkce zajistuje ochranu
endotelovych bunék pted adhezi progenitorii zanétlivé imunitni odpovédi, kterd by nastala
jejich proliferaci. Podobné pfispiva i receptor SR-BI1, ucinkuje proti produkci protilatek
(plazmatickymi buikami ve tkanich) prostfednictvim pfedchozi signalizace od ApoA-I ato tak,
ze ApoA-l vysila pro SR-B1 receptory takové signaly pravé Vv piipade, ze je tfeba zvysit
senzitivitu na oxidované formy 1-palmitoyl-2-arachidonyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholinu
(oxPAPC), které jsou hlavnim oxida¢nim produktem oxidovanych LDL ¢astic a povazovany
za vysoce aterogenni efektory. (Emert, 2014)

HDL také vyrazné snizuje adhezivitu leukocytt. Inhibuje expresi tkanového faktoru,
a proto pusobi antitrombogenné. Dalsi protizanétlivou funkci je, ze HDL pisobi jako inhibitor
aktivator krevnich desticek a zaroven podporuje regeneraci poskozenych tkani. HDL dokaze
pfimo snizovat mnozstvi aktivovanych makrofagt. (Liischer, 2014), (Hafinane, 2013)

Lipidy pohlcené makrofagy v endotelu mohou byt odstranény sterolovym effluxem.

Mechanismus sterolového effluxu je jednou z poslednich moznosti, jak odvratit pfeménu
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akutniho zanétlivého procesu na chronicky, ktery by mohl vyustit ke vzniku aterosklerotickych
platd. Sterolovy efflux je podporovan kazetovym transportérem ABCG1. Zprostiedkovavaji
ho apoproteiny ApoA-I a ApoE a to tak, ze ApoE je exprimovan na povrch makrofagti a ApoA-
| pii kontaktu makrofagi s HDL. Pokud propukne akutni zanétlivy proces, ktery
Narusenim homeostazy endotelu cév by mohlo dojit k rozvoji chronického zanétu. Béhem
pusobeni HDL vii¢i zanétlivym procesiim byly pozorovany vyznamné zmény v pomeérech
jednotlivych slozek HDL, kterymi jsou: ApoJ, ApoE, ApoM, ApoA-1V, ApoC, LCAT, PON1
a fosfolipid transfer-proteinu. (Didichenko, 2016)

Subtyp lidského apoA-l stanoveny dle fosfatidylcholinu (jedna z metod stanoveni
mnozstvi apoproteint pro terapie KVO) je oznacovan jako CSL112. Nachazime ho u velmi
malych HDL ¢asticich. Mnozstvi tohoto subtypu apoA-I z celkového poctu apoproteint tiidy
A-1 tvoti 5 %. Do studie, ktera se vlastnostmi CSL112 zabyvala, byli zahrnuti dobrovolnici,
kterym byly podavany infuze CSL112. Po stanoveném case u nich byl pozorovan nartst
apoA-I chudého na lipidovou slozku. Stalo se tak v dusledku ptisobeni subtypu apoA-1 CSL112
na HDL, konkrétn¢ na HDL2 a HDL3 tfidy. ApoA-l chudé na lipidovou slozku vznikaji
lipolyzou HDL indukovanou jaterni lipazou nebo lipazou endotelialni. (Didichenko, 2016)

Zda je CSL112 vhodnym preparatem pro prevenci KVO nebo jako slozka 1é¢iv po jiz
probéhlych cévnich onemocnénich je predmétem dalSich probihajicich klinickych studii.
CSL112 nema V lidském organismu vedlej$i ucinky, pfedev§im neovliviiuje se s apoA-lIl,
maji protek¢éni schopnosti. CSL112 podporuji vychytavani cholesterolu z makrofagt a inhibuji
produkei cytokinti zanétlivé imunitni odpovédi, konkrétné TNF-a (tumor necrosis factor-a)
a IL-6. (Didichenko, 2016)

TNF-a je uvoliiovan makrofagy adherovanymi na povrchu endotelu cév. Vyzkumy
zabyvajici se problematikou vzniku aterosklerozy potvrdily, Ze TNF-a je Vv aterosklerotickych
1ézich hojné ptitomen. TNF-o mé negativni vliv na interakci transportérat ABCA1L s pénovymi
bunkami, v disledku znemoznuje fyziologické probihdni reverzniho transportu cholesterolu.
(Novotny, 2013)
sterolového effluxu pomoci sérového amyloidu-A jako mozna obnova poskozenych
mechanismt. Reparace probiha na zakladé obohaceni HDL castic 0 sérovy amyloid-A.

Pti dosazeni dostate¢ného nasyceni sérovym amyloidem-A se obnovi narusené funkce HDL,

28



konkrétné funkce vychytavat sterolové latky z makrofagi endotelovych tkani. Princip reparace
pomoci SAA spociva ve schopnosti SAA navysovat expresi ABCG1. (Vaisar, 2015)

U jednotlivych podtiid HDL c¢astic béhem zanétlivé reakce nastavaji viditelné rozdily
V obsahu ¢astic, méni se strukturalni uspotfadani slozek HDL. D¢&je se tak nejen pii infekéné
zanétlivych onemocnénich, ale i u diabetikil, pacientl s kardiovaskularnimi chorobami a lidi
trpicich onemocnénim ledvin. Bylo prokazano, ze tato onemocnéni potlacuji ochranné vlivy
jednotlivych HDL ¢astic, bud’ ztratou ¢i eliminaci HDL ¢astic nebo Castéji praveé
prostiednictvim jejich strukturdlni pfeménou. Tak tomu byva ¢asto u pacientt trpicich obezitou
s metabolickym syndromem, z ¢ehoz se poté mohou odvozovat jiz zminénd onemocnéni.
U pacientii s metabolickym syndromem jsou pozorovany snizené hladiny HDL cholesterolu
a pocinajici chronicky zanét endotelu cév (nejcastéji se jedna o onemocnéni SLE — systémovy
lupus erytromatoides, revmatoidni artritidu). (Liischer, 2014), (Han, 2015)

HDL pusobi protekéné predevsim v endotelu cév, kde stimuluje odstraiovani
evoluce bylo vice univerzalnim nez je tomu dnes. Az postupem ¢asu Se vice studovaly protekéni
mechanismy napf. V antiaterogenni, antiapoptotické ¢i antitrombogenni. Je tomu
tak pravdépodobné proto, Ze cévni onemocnéni byla a jsou ¢im dal ¢ast&jSimi pric¢inami tmrti.
Také u pacientll trpicich rakovinou se zanétlivymi projevy byla objevena ptitomnost HDL
pravé v oblastech center zanétlivych procesti u poskozenych tkani. Casto tomu bylo
po chemoterapiich, konkrétné u pacientti s rakovinou prsu. S rostouci zavaznosti rakovinného
onemocnéni hladiny HDL klesaji. (Lischer, 2014), (Wolfe, 2015)

Ve studiich zabyvajicich se pfi¢inami a lé¢bou karcinomu prsu bylo objeveno,
ze kombinovana lécba zaloZena na navySovani hladin HDL byla v mnohych ohledech
pfinosnéjsi nez pouhé podavani cytostatik. Vysledky terapie s HDL ukazovaly, Ze karcinom
mohl byt redukovan primémé az o 20 %. Pti pozorovani hladin HDL ¢astic u jednotlivych
pacientdl v obdobi péti let se ukazalo, Ze jedinci s niz§imi hladinami HDL, nez jsou minimalni
fyziologické hodnoty, podléhali nadorovym onemocnénim snaze. Studie demonstrovala
dilezitost monitorovani HDL, ale i VLDL koncentraci, u nddorovych onemocnéni. HDL
castice mohou tedy poslouzit jako jeden z markert rizik vzniku ¢asnych nadort. (Wolfe, 2015)

Z pohledu genetiky se u 0sob s nizkymi hladinami HDL objevuji snizené hladiny
MRNA potiebné pro expresi ABCA1 a ABCGI geni, které koduji ABCA1 a ABCG1 kazetové
transportéry, na kterych zavisi zajistovani dostatku scavengerovych receptort. Z toho plyne,
ze vlivem sniZzenych hladin mRNA je ovlivnén reverzni transport cholesterolu. Indikuji jej také

snizené poc¢ty SR-B1. (Holyen, 2013)
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IL-6 zvysuje aktivitu receptort pro HDL a podporuje tak reverzni transport cholesterolu.
S vyssi aktivaci reverzniho transportu cholesterolu se zanétlivd odpovéd’ imunitniho systému
neuplatiiuje v takové mite. A tedy ackoli je IL-6 prozanétlivym cytokinem, ukazuje se, Ze tomu
je tak pouze pfi zanétlivé imunitni odpoveédi, bez signalizace imunitniho systému
je protizanétlivym, a dokonce kooperuje pozitivné s endotelovou lipazou. HDL je ucastnikem
imunitni odpovédi, a to nejen vinterakci scytokiny. HDL ma vliv i na proliferaci
pluripotentnich kmenovych buné€k, progenitor myeloidni a lymfoidni fady. A mtze ovliviiovat
i jejich diferenciaci. Takové zasahovani do imunitniho systému je pro organismus prospés$né
hlavné¢ ve vztahu k autoimunitnim onemocnénim. Takové plsobeni HDL vsSak je pouze
ojedinglé. (Run-Lu, 2016), (Novotny, 2013)

Béhem probihajici zanétlivé reakce se HDL modifikuje a ve svych protizanétlivych
uc¢incich ochabuje. Pti jiz vzniklém chronickém zanétu cévnich stén je IL-6 silné€ prozanétlivy
ze se pusobeni HDL ¢astic na endotel cév téz Casem zménilo na prozanétlivé. V hladkych
svalech cévnich stén plsobi prozanétliveé i IL-8. HDL mé schopnost jej inhibovat podobné jako
myeloperoxidazu (MPO). (Hafiane, 2013), (Run-Lu, 2016)
vys$si hladiny sérového amyloidu A (SAA). Takové nalezy jsou predevsim u pacienti s KVO.
SAA tvofii skupinu proteinli reakce akutni faze. Koncentrace SAA nariistaji ihned po navyseni
koncentraci C-reaktivniho proteinu. SAA je stejné jako C-reaktivni protein produkovan jatry
aprenasen na HDL casticich. Béhem imunitni odpovédi se tedy SAA uvoliiuje z HDL.
adipocyti ve prospdch zanétlivé reakce. Uginky SAA jsou dokonce protektivni ve vztahu
k HDL, chrani jeho enzymy pfed poskozenim, které by mohlo vytstit ve ztratu jejich enzymové
aktivity. Dané enzymy maji antioxida¢ni funkce. (Han, 2015)

Vyznam pfitomnosti SAA pro kardiovaskularni systém je potvrzovan mnohymi
studiemi. Bylo prokazano, ze SAA ma schopnost zpétné aktivovat patologicky inhibovany
reverzni transport cholesterolu vlivem makrofagh béhem zanétlivého plsobeni. SAA
se zaroven podili na hojeni poskozeného endotelu cév vlivem zanétlivych procest. Proti
pusobeni SAA vystupuje negativné enzym myeloperoxidaza, jez je aktivovana signaly z reakci
radikald kysliku. Vlivem radikald kysliku je ochranny vliv SAA inhibovan, to mize vést
k vaznym poskozenim apoA-I. (Han, 2015)

Konkrétné SAA1, SAA2 a SAA3 jsou slozkami HDL, které se pfi zanétlivych procesech

uvolnuji do plazmy, a proto mohou pfi krevnich vySetienich slouzit jako markery pocinajiciho
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zan&tu. Teoreticky by se mohlo jednat i 0 SAA4. Tyto Ctyfi skupiny sérovych amyloidi A se téz
mohou podilet na vychytdvani hydroperoxidii z radikdlovych reakci a podilet
se tak i na antioxida¢nim pusobeni HDL ¢astic. (Brites, 2017)

HDL je soucasti nespecifické imunity. Pti bakteridlnich infekcich mize apoprotein
apoA-I vyvolat neutraliza¢ni reakce proti lipopolysacharidiim, které né¢které bakterie obsahuji
a pusobi toxicky na bunky hostitele. Lipopolysacharidy bakteridlnich stén putuji do krevniho
ob¢hu, reprodukuji se a lyzuji bunky tkani, imunitni odpovédi hostitele je zanétliva reakce.
HDL inhibuje zanétlivy proces vyvazovanim lipopolysacharidi z bunék pomoci SR-Bl
receptortt a odstraniuje je jejich neutralizaci i inhibici antigent bakterii. (Hafiane, 2013),
(Karathanasis, 2016)

Reakce bakterialnich lipopolysacharidi s HDL c¢asticemi jsou nékdy vyuzivany
ve vyzkumu pro pozorovani protizdnétlivého a funkéniho charakteru HDL lipoproteinti. HDL
dokazou v urcité mife eliminovat rozvoj bakteridlni infekce, ktera by potencialné mohla vést
k zanétlivym procesum, které by podpofily rozvoj aterosklerozy. (Hafiane, 2013)

Rozsitenou antibakterialni funkci maji HDL ¢astice, které na svém povrchu obsahuji
apoA-1 a méné znamou tiidu apoL spole¢né s jednim z proteind akutni faze — haptoglobinem.
U bicikoved rodu Trypanosoma, pro které je typické, ze saji krev hostitele, je znama

imunologicka 1é¢ba komplexem hemoglobinu a haptoglobinu. HDL majici apoA-I a apoL tvofi
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. . " Protizanétlivé pusobeni
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Anti-oxLDL, inaktivace ~ « , Lyticky faktor Trypanosom

slikovych radikali a inaktivace jejich
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Vasodilata&ni G€inky
uvoliovani NO, prostacyklinu, produkce
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Antitromboticka funkce
Inhibice agregace trombocytt
a produkce prostacyklin

Obrazek 5 — Souhrn viastnosti HDL castic (upraveno, Hafiane, 2013)
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s haptoglobinem vazbu, ve vazebném komplexu haptoglobin nasledné aktivni Trypanosomy
likviduje tak, ze se navaze na jejich lyticky faktor, ktery ptivodi bakterialnim buiikam lyzu.
Haptoglobinovy komplex s HDL ma k receptoru Trypanosom vysokou afinitu, proto mtize
efektivné lyticky faktor pienést do lysozomu, apoL-1 indukuje Iyzu lysozomu a rozklad zbytki
Trypanosomu kyselym obsahem lysozomu (viz obrazek 5). (Karathanasis, 2016)

kappa B (nf-xB). Jedna se o transkrip¢ni faktor, ktery obsahuje vice proteint, které maji
za hlavni funkci vazat se na sekvence DNA urcené pro vazbu s RNA polymerazami. Ovliviiuji
expresi gent pro imunitni odpovédi a dalsi dulezité procesy a sama tato skupina transkripcnich
faktort je ovliviiovana interleukiny a také TNF-a. Po své aktivaci nf-kB vstupuje do jader
bunck a ma schopnost piepisovat geny ve prospéch obrannych mechanisml napt. vici
patogenim. Bylo zjist€no, Ze pfitomnost nf-kB klesa mérné s naristajicim podilem
sfingosin-1-fosfat (S1P) podrobnéji zminén Vv této praci v kapitole o diabetu mellitu. (Hafiane,
2013)

Také typ HDL castic oznaCovanych jako velmi malé HDL se podili vyznamné
transportérim. U HDL o vétSich rozmérech probihaji interakce s ABCA1l v mensi mife.
Bylo také potvrzeno, Ze jako dusledek modifika¢nich ptemén velmi malych HDL ¢&astic vlivem
vysoké afinity k ABCAL jsou v zavislosti na cholesterolovém effluxu protizanétlivé ucinky
HDL silné potencovany. Podobnych studii, které by se zabyvaly bliZe plisobenim velmi malych
HDL ¢astic, je vSak zatim velmi malo. (Didichenko, 2016)

2.6 ANTIOXIDACNI PUSOBENI

HDL zajist'uje ochranu endotelu cév vici tvorbé radikalovych molekul LDL. Oxidované
formy LDL by mohly vést k oxidativnimu stresu a ten k poSkozovani tkani. Antioxida¢ni funkci
zastavaji enzymy HDL, napt. LCAT, desticky aktivujici faktor (PAF-AH) acylhydrolazy,
redukovana glutathion-selenoperoxidaza (GSPX) a paraoxonazy, ptedev§im PON-1. Pfi¢emz
je znamo, ze pacienti trpici kardiovaskularnim onemocnénim maji antioxida¢ni funkce danych
enzymt naruiené nebo jsou enzymy inaktivovany. Umémé s poklesem koncentrace HDL
zptisobenym patologickymi vlivy klesaji i aktivity enzyml HDL zajistujicich antioxidacni
pusobeni, jsou to predevsim PON-1 a PON-2. (Hafiane, 2013), (Holyen, 2013)

Je nutno podotknout, Ze u paraoxonaz a apoproteinu tiidy J neboli clusterint, byly

objeveny jak antioxidacni, tak i protizanétlivé Géinky v zavislosti na zanétlivém procesu. Stejné
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jako muze pii rozsahlej$im akutnim zanétu ochabnout sterolovy efflux, mize ApoJ i PON ztratit
své funkce. Poté je dana ¢astice HDL nadale dysfunkéni, a tedy nezastava protektivni funkce.
(Vaisar, 2015)

Principem pusobeni paraoxonaz je hydrolyza paraoxonu. Nejaktivnéjsi paraoxonazou
je PON-1. PONL1 je schopna hydrolyzovat laktony a jejich derivaty, glukuronidy, derivaty
glukdzy, latky pesticidni povahy nebo uhli¢itany. Paraoxon, po kterém se PON jmenuji,
je pravé jednim z pesticidi. Obecné je hlavni funkci paraoxonaz hydrolyza oxidovanych
fosfolipidl. Pfeména HDL na dysfunk¢ni lipoproteinonovou castici je pro PONI1 fatalni, jelikoz
bude inhibovana antioxida¢ni funkce enzymu. (Brites, 2017), (Novotny, 2013)

Pfi pfenosu molekuly cholesterolu prostfednictvim reverzniho transportu cholesterolu
je indukovano vylucovani NO. Tento d& probihd v zavislosti na vazbé HDL k SR-B1.
To signalizuje  spusténi  kaskady  aktivace  enzymd. Jednim  zprvnich  je
fosfatidylinositol-3-kinaza (P13K), ktera zajistuje fosforylaci NO-syntazy (NOS) a nisledné
spousti produkci NO. Tvorbu NO podporuje piitomnost aktivované PON-1. (Hafiane, 2013)

Me¢fteni antioxidacni aktivity enzymi HDL je moZzné provadét nepiimo méfenim miry
oxidace fosfolipidd. Je mozné také vySetiit aktivitu PON, produkci superoxidi a aktivitu
NADPH-oxidaz. Antioxidac¢ni aktivitu je mozné mgéfit itestem zalozenym na principu
fluorescence, kde se méfi signal oxidovanych fosfolipida ve vztahu k oxLDL. Hledi
se na schopnost HDL inhibovat tvorbu danych produkti oxida¢nich reakci. Na podobném
principu se méfi 1 oxidace dihydrorhodaminu 123, ktery indikuje reaktivni formy kysliku
a charakterizuje ho, Ze je sam latkou fluorescenéné neaktivni. Test S pouzitim
dihydrorhodaminu 123 je fluorometricky a sleduje se mira oxidacnich reakci. Oxidace
fosfolipidu Ize sledovat i klasicky hmotnostni spektrometrii nebo imunoterapeuticky. (Hafiane,
2013), (Karathanasis, 2016)

Se snizenou antioxida¢ni funkci HDL roste stimulace nezadoucich oxidaénich reakci,
vznikaji tak oxidované LDL &astice zvané 0XLDL. S rostoucimi pocty oxLDL se uvoliuji
prozanétlivé mediatory soucasti imunitni odpovédi na zvySeny oxidac¢ni stres. Exprese ABCG1
a ABCAIl je snizena, a to natolik, Ze jsou drahy reverzniho transportu cholesterolu
inaktivovany. OXLDL byly nalezeny v aterosklerotickych platech a je mozné je z poskozenych
tkani i izolovat. Oxidace LDL je radikalovou reakci, ktera probiha ve dvou krocich, podnétem
pro vznik radikald je preskupeni elektront. (Brites, 2017)

Dé&je se tak 1 plisobenim enzymi myeloperoxidazy, NO-syntazy, NADPH-oxidazy

apod. Zvysena aktivita oxidujicich enzymi pfimo indukuje a alarmuje na snizenou antioxida¢ni
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aktivitu HDL (viz obrazek 6). HDL snaze likviduje jedno-elektronové volné radikaly vzniklé
oxida¢nimi vlastnostmi oxLDL ¢astic. Kdezto proti dvou-elektronovym oxidantim HDL
Castice pusobi s nizsi efektivnosti. (Holyen, 2013), (Brites, 2017)

V krevnim ob¢hu neni vznik pfiméfeného OXLDL patologickym dé&jem, jelikoz
Vv plazmeé cirkuluje velké mnozstvi antioxidanti. Jsou jimi bilirubin, vitamin C a E, soli kyseliny
mocové, kataldza, glutathion-peroxidaza nebo superoxid-dismutdza. Z toho divodu nemusi
k interakci oXxLDL s cévnimi sténami viibec dojit. Antioxida¢ni ptisobeni HDL a zminénych
latek s antioxidacni funkci je spolecné se vznikem 0XLDL a jejich oxida¢nich produkt (PAPC)
v urcité rovnovaze, ktera muze byt naruSena ztratou jedné z antioxidacnich funkci nebo
snizenim cholesterolového effluxu, a to z riznych pficin, kterymi jsou vétS§inou onemocnéni

souvisejici s cévnim systémem nebo s metabolismem lipidd. (Brites, 2017)
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Obrdzek 6 — Mechanismus antioxidacniho piisobeni HDL na oxLDL (upraveno, Brites, 2017)

Schopnost HDL pusobit ateroprotektivné je zaloZena na predchézeni vzniku oxLDL,
principem je tomu ucinkovani enzymi HDL, které maji antioxida¢ni vlastnosti. Piisobi proti
radikdlovym reakcim a brani ukladani hydroperoxidt, vzniklych radikalovou reakci pocinajici
na LDL ¢asticich, do tkani. (Brites, 2017)

Aby HDL c¢astice mohla zastavat plny potencial své antioxidacni aktivity, je tieba,
aby byla obsahové kompletni. Hlavni apoprotein HDL, apoA-I, se podili na aktivaci LCAT
a PON-1. ApoA-I inaktivuje hydroperoxidy z radikalovych reakci s LDL, dale inhibuje oxidace
LDL jiz od jejich pocatku. U ApoA-II se pfedpokladaji obdobné antioxidaéni vlastnosti, ovsem
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mnohé nové§jsi studie se zabyvaji i moZnosti proaterogenniho vlivu apoA-II. Je mozné, Ze apoA-
Il inhibuje interakce PON-1 s HDL, tudiz by se antioxida¢ni aktivita nemohla zcela projevit.
U apoA-1V jsou vysledky antioxida¢nich vlastnosti jasnéjsi, apoA-IV ma k apoA-1 vysokou
afinitu, a tudiz i funk¢ni podobnost. (Brites, 2017), (Karathanasis, 2016)

Podobné jsou na tom i apoE a apoM. ApoM apoprotein ma navic schopnost vyvazovat
oxidované fosfolipidy, které se mohou chovat podobn¢ jako oxLDL. ApoD apoprotein oproti
tomu zajistuje kooperaci HDL a LDL c¢astic v ramci zachovani rovnovahy vychytavani
cholesterolu a hospodaieni s TAG a fospolipidy. ApoD se v HDL nachazi v oblasti
s pritomnosti LCAT, mohou se tak vytvaret vazby, které potencuji antioxidacni potencial
LCAT. Podobné funguje i sdruzovani apoF s CETP. U CETP je znamo, ze dokéze pozitivné
pfispivat k inhibici priabéhu reakci vedoucich ke vzniku oxLDL. ApoJ a apoL apoproteiny
zastavaji vice protektivnich funkci, jsou zaméfeny na odstrafiovani nefunkénich proteint
a bunék s nezadouci patologii, napf. autoimunogenti. (Brites, 2017)

Castice HDL3 obsahuje zpravidla ze viech tiid HDL nejvice slozek s antioxidadnim

potencidlem, konktrétné podtiida HDL3c. Tento Gdaj vSak zatim nebyl zkouman podrobnéji.

(Brites, 2017)

Tabulka 5 — Typy dysfunkcnich HDL dle svého vzniku (Novotny, 2013)

Typ modifikace Faktory pro stanoveni Vysledny efekt

Ztrata vazanych enzymu Pokles PON-1, PAF-AH Ztrata antioxidaénich vlastnosti

o

Ztrata ¢i nahrada apoA-| Vzestup SAA, TNF-a, Ztrata protizanétlivych funkeli,

ceruloplazminu poskozeni mechanismu RTC

Ztrata riznych HDL proteint Pokles apoA-11 Strukturalni preskupeni HDL

~~~~~~~~~

Pokles estradiolu, sfingolipida

Modifikace lipidovych ¢i

bilkovinnych slozek

Oxidované fosfolipidy, modifikace

apoA-I

Dysfunkéni HDL, poskozeni
mechanismu RTC

Strukturalni modifikace apoA-I

Oxidace methioninu, modifikace

Dysfunkéni HDL, poskozeni

tyrosinu mechanismu RTC, ztrata

rrrrr

vvvvvvv

metodé vyuzivajici méfeni monocyti zvané MCA — monocytarni chemotaktickd metoda,
jejiz principem je sledovani monocytarni chemotaxe ve vztahu k HDL ¢asticim a dysfunkénim
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HDL c&asticim. Aktivitu monocyti navySuji pravé dysfunkéni HDL castice. Pozorovacim
prostiedim je linie endotelialnich bun¢k. Jind moderni metoda, zvana ,,cell-free je rychlejsi.
Principem ,,cell-free” metody je aplikace dichlorfluoresceinu, dle kterého lze pozorovat
Vysledkem je vypocet inflamac¢niho indexu. Hodnoty indexu zdravych jedinct jsou > 1,
hodnoty infalam¢niho indexu pacientti s dysfunkénimi HDL < 1 (vétSinou se ICHS stanovuje
i pacientim s KVO). (Novotny, 2013)

Pomoci technik hmotnostni spektrometrie byly stanoveny zavéry, ze dysfunkéni HDL Ize
identifikovat na zaklad¢ pozorovani zmén poméri apoproteini HDL castic. Predpoklada se,
ze slozeni HDL2 je zasadni pro identifikaci jedincti s dysfunkénimi HDL casticemi. Bylo
zjisténo, ze u pacientt s dysfunkcemi HDL se vyskytuji zvySené koncentrace apoC-lll
i lipoproteinu (a) a také strukturné pozménéné apoA-Il. Technikim hmotnostni spektrometrie
danych apoproteinti predchazela izolace HDL ultracentrifugaci a posuzovani proteini

u pacientt s ICHS vztazenych na hodnoty zdravych jedinct. (Novotny, 2013)

2.7 VZTAHHDL K ATEROSKLEROZE

Ateroskler6za je jednou z nejéastéjSich pii¢in umrti ve vyspélych statech. Definice
dle WHO (World Health Organization) uvadi, Ze ateroskler6zou se rozumi zmény Struktur
atd. Vznika fibrozni tkan, jejiz struktura se méni S rozvojem zanétlivého ptsobeni na ateromy
(viz obrazek 7). Jedna se o onemocnéni charakterizované chronickym zanétem v dusledku
endotelialni dysfunkce. Chronicky zanét postihuje velké a stiedni tepny, zGZeni cév se projevuje
nejvice na mensich a stfednich tepnach. Ateroskler6za je nejCast&jsi pficinou zizeni cév.
Je hlavnim patologickym mechanismem ischemické choroby srde¢ni (ICHS). (Brites, 2017)

Ateroskler6za vznika aktivaci bun€k endotelu cév (v intimé) které pocnou produkovat
adhezni molekuly a ty se budou shlukovat. Jedna se o bunky leukocytarni fady, jimiz jsou
predevsim lymfocyty a monocyty, dale lipidy, buiiky hladké svaloviny a jiné. Produkce
cytokintl vzroste aktivaci bunééné imunitni odpovédi a poté nastane migrace cytokinu do intimy
a médie cév. Tim je spuSténa zanctliva reakce. Nasleduje sled cyklickych destrukénich
a reparacnich procest poskozeného endotelu, ktery miize vést k tvorbé aterosklerotickych
plakl. Po¢atkem tomu je tvorba pénovych bungk, které pozdéji tvofi jadro. Pticinou vytvareni
pénovych bunék je vznik oxLDL v subendotelu v disledku zvyseného oxida¢niho stresu tkani.

OxLDL vychytavaji makrofagy, které zaroven iniciuji produkci fady cytokini a kooperuji
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s T-lymfocyty. Pénové bunky vznikaji kvili nekontrolovatelnému pohlcovani oxLDL
scavengerovymi receptory makrofagi. (Brites, 2017), (Novotny, 2013)

V endotelu pasobi adhezni molekuly VCAM (vascular cell adhesion molecule) a ICAM
(intercelular cell adhesion molecule), které jsou pii¢inou zmén propustnosti endotelu a touto
cestou umoznuji aktivaci monocyti. VCAM a ICAM tvofi skupinu imunoglobulinovych
adheznich latek na endotelu cév, které zajistuji adhezi leukocytli avazbu integrind
na leukocyty. Aktivace VCAM a ICAM probihd prostiednictvim cytokint, které jsou
produkovany v ramci zanétlivé odpovédi organismu. (Brites, 2017), (Novotny, 2013)

Vzniklé makrofagy prostupuji endotelem a navozuji kaskadu reakci, béhem kterych
se zatnou uvolnovat dal§i cytokiny (IL-1, IL-12, IL-8, interferony). Pocina aktivace
protekénich slozek lipoproteinovych ¢astic, rozviji se specificka imunitni reakce aktivaci
Tc a Th-lymfocyti. (Brites, 2017)

Krom¢ VCAM a ICAM adheznich molekul je zde i PECAM (platelet endothelial cell
adhesion molecule), nebot’ se trombocyty tcastni antiaterogenniho ptisobeni této kaskady déju.
Je mozné, ze HDL muze inhibovat vlastnosti adheznich molekul podtiid ICAM-1 a VCAM-1.
(Novotny, 2013)

Rozvoj zanétlivého procesu naopak potencuje pusobeni LDL. LDL podporuje vznik
pénovych bunék potencovanim signall pro aktivaci monocytt. Piitomnost piilisSného mnozstvi
procesy, diky ¢emuZz hladiny oxLDL nadéle porostou. Makrofagy budou oxLDL vychytavat,
ovSem nad svou fagocytarni kapacitu, proto se po urCité dob¢ stanou pénovymi buiikami.
Hromadénim pénovych bunék mohou vzniknout lipoidni prouzky, které jsou prvnim z péti
stadii chronického aterosklerotického zanétu. (Kulka, 2016)

Vzniku pénovych bunck zabraiuji paraoxondzy a to tak, Ze inhibuji okyslicovani LDL
Castic pomoci radikalovych oxidantd. PON1 zvySuji efektivnost odtoku cholesterolu
z makrofagt (viz obrazek 7), které oxLDL fagocytovaly, aby piedesly jejich pfeméné v pénové
buiikky. PON1 maji také vliv na tzv. chemoatraktantni protein endotelu, ktery udava signaly
pro syntézu aktivaci a syntézu monocyti, PON1 produkci tohoto proteinu inhibuji. (Kulka,
2016)

Reakei cévy je snaha opravit poSkozeny endotel zmnozenim bunék hladké svaloviny,
reparace zmeény endotelu na sekrecni typ a produkce ristovych faktorti. Reparacni procesy
vedou ke vzniku vazivového platu, ktery charakterizuje druhé stadium aterosklerdzy.
V pénovych buiikach je hromadén cholesterol, ktery nelze vychytavat cholesterolovym

effluxem. Tyto buiky proto praskaji, jejich obsah se vyléva do okoli a dava vzniknout jadru
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ateromového platu. Toto tfeti stadium je hraniénim bodem pro piekroceni kapacity
antiaterogennich uc¢inkd HDL. (Brites, 2017), (Kulka, 2016)

Cim vice je lipidové jadro ateromu zahu$tovano, tim jsou omezovéany protekéni
vlastnosti HDL. Protizanétlivé ptisobeni apoproteinti na povrchu HDL vycerpano oxida¢nimi
reakcemi, které apoproteiny funk¢éné eliminuji a aktivita enzymt nalezicich HDL klesa, nebot’
dréhy pro jejich aktivace a rovnovazné prostiedi latek je zanétlivymi mediatory nevratné

naruseno. (Brites, 2017)
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Obrdazek T — Protektivni funkce PON1 vici pénovym busikam (upraveno, Kulka, 2016)

Ctvrtym stadiem je vznik fibroateromtl, kdy lipidové jadro ateromového plaku ziska
vazivovou strukturu. To se projevuje vyraznym snizenim lumen cévy. Hladiny dysfunkénich
HDL jsou velmi vysoké, zaroven nachazime i vysoké mnozstvi oxLDL forem a jejich produkta.
Takové stavy jsou typické pro prvni zavaznéjsi projevy selhani kardiovaskularniho obéhu.
(Brites, 2017)

Preména HDL na dysfunkéni céstici se d&je pfedevSsim inaktivaci enzymi
a antioxida¢nim potencialem, déje se tak jako disledek rozvoje zanétu. Antioxidacni funkce
enzymt je narusena, a to konkrétné tak, ze HDL podléhd oxida¢nim procestim, které prevazuji.
Protizanétlivé puisobeni apoproteinii bude jesté¢ po urcity cas zachovavano, ale pozdéji
se proteiny obsazené v HDL mohou téz pozménit oxidacemi na nefunkéni a casem

az na prozanétlivé. (Novotny, 2013)
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Dysfunkce protekénich mechanismtt HDL se prvné projevi na paraoxonazach, nasledné
na apoproteinech. Strukturnimi zménami je morfologicky atakovan i ABCA1 kazetovy
tranportér. Jakmile ABCAI transportéry ztrati své funkce, je inaktivovan reverzni transport
cholesterolu. Takova situace je pro povahu HDL c¢astice rozhodujici, nebot’ pii inaktivaci
reverzniho transportu cholesterolu a vétSiny zakladnich slozek HDL, bude nadéle takova HDL
¢astice oznacovana jako dysfunkéni. Svymi projevy se dale bude vice a vice podobat oxLDL
¢astici. Dysfunkéni HDL tzv. oxHDL s oxLDL interaguji a jiz nejsou antagonisty. (Novotny,
2013), (Hafiane, 2013)

Vznik dysfunkénich HDL provazi zvysena aktivita enzymu myeloperoxidazy, ktera patii
do skupiny peroxiddz. MPO je tfazena mezi prediktory KVO i vzniku dysfunkénich HDL.
MPO je produkovéna fagocytujicimi leukocyty. Paradoxem je, ze MPO pfitomna
v aterosklerotickych platech vznik samotného ateromu nepodporuje, naopak je oponentem
takového déni. (Novotny, 2013)

MPO je vsak proaterogennim ucastnikem v tom smyslu, ze podporuje svym oxida¢nim
pusobenim vznik oxLDL. Taktéz ndsobi aktivitu makrofagl, které zarovenn produkuji dalsi
MPO, k aktivni fagocytoze lipidovych ¢astic. Na tomto principu dochazi k piekroéeni kapacit
makrofagi a vzniku mnoha linii pénovych bunék v zacykleném dé&ji procesu, které vedou
Kk rozvoji chronického zanétlivého onemocnéni. MPO endotelialni dysfunkci podporuje také
uvolnovanim reaktivnich forem oxidi a inhibici reverzniho transportu cholesterolu Svym
negativnim vlivem na ABCAL. (Novotny, 2013)

S onemocnénimi endotelu cév byva dle studii spojovana nizkad hladina HDL v plazmé.
Zda jeji ptfimé navySeni muize pusobit preventivné vici vzniku aterosklerdzy, nebylo zatim
prokazéano. Rizikovym faktorem vzniku a rozvinuti ateroskler6zy jsou zvySené a neregulované
hladiny LDL v kombinaci s pfitomnosti dysfunkénich HDL. (Hafiane, 2013)

Antiaterogenni pisobeni HDL je zaloZeno na spektru d&jl, které na sebe navazuji, zavisi
piedevsim na dostate¢né mnozstvi apoA-l na povrchu HDL. Pusobenim vice prospésnych
ucinki najednou vznika ,,obranna linie* HDL vii¢i poc¢inajici ateroskleroze a je dokonce mozné
ji zvratit, pokud neptevazi oxidacni procesy a zanétlivé projevy. (Fernandes, 2008)

Vétsina ICHS je zptisobena aterosklerdzou, v nasledujici tabulce 6 je znazornén piehled
zmén na lipoproteinech pozorovany u pacientt s ICHS. (Hafiane, 2013)

V kazdé zepidemiologickych studii, které se zabyvaly vznikem aterosklerozy
v souvislosti s HDL a LDL, zaznivaji pon¢kud odlisné zavery. Vztah HDL a KVO zacal proto
byt oznacovan jako ,,HDL hypotéza“. Ve vétSiné studii znedavné doby je uvadéno,

ze postupnym navySovanim koncentraci HDL v lidské plazmé se snizi riziko vzniku
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ateroskler6zy. Proti takovému ptedpokladu stoji fakt, ze u pacientd s poruchou metabolismu
HDL, ale zachovanymi fyziologickymi funkcemi lipoproteind, bylo riziko vzniku aterosklerdzy

nezavislé na jejich koncentracich. (Hafiane, 2013)

Tabulka 6 — Pozorovdni HDL u pacientii s ICHS (Karathanasis, 2016)

Sledovany parametr Dysfunkce a zmény
HDL Niz§i sérové koncentrace HDL2 vlivem naristu VLDL
Apoproteiny Nartst hladin apoB a apoE
Enzymy nalezici HDL Snizeni aktivity PON1
Zvyseni aktivit fosfolipaz

,Hypotéza HDL* piedpoklada, Ze zvySovanim hladin HDL bude dosaZzeno vyssiho
ateroprotektivniho plsobeni. Sledovanim kyselych fibratovych derivati, tzn. fibrat, které
se podili na proliferaci peroxizomu a které¢ zaroven aktivuji receptory o (PPARa), bylo zjisténo,
ze tyto fibratové derivaty maji hlavni podil na zvySovani aktivity lipoproteinové lipazy (LPL).
LPL nasledn¢ muze stimulovat produkci HDL o 10 — 15 %. (Hafiane, 2013)

Pii aplikovani inhibitord enzymt CETP se koncentrace HDL muze navysit i vice
nez 0 70 %, ale pfesto se riziko vzniku a rozvoje ateroskler6zy nemusi snizit. Mezi inhibitory
CETP patii napf. torcetrapid, dalcetrapid. Nové&jsimi jsou anacetrapid a evacetrapid.
U anacetrapidu se zvySily hladiny HDL 1 o vice neZ 100 % a zarovei o 40 % sniZily koncentrace
LDL, u evacetrapidu to bylo obdobné. Jedna se o vysledky nedavnych studii, které spekuluji
0 vhodnosti vyuziti novéjsich CETP inhibitord pro terapii aterosklerozy. (Hafiane, 2013)

Jednim z prvnich 1é¢iv pro pacienty s KVO byl niacin (kyselina nikotinova). Niacin ma
schopnost stimulovat syntézu HDL a ¢astecné redukovat hladiny LDL. Pusobi na principu
ovliviiovani DGAT-2-diacylglycerol acyl-transferazy 2, ktera je enzymem, jez se podili
Vv jatrech na syntéze HDL. U pacienti s diabetem mellitem 1. typu (DMI1T) pozitivnich
na vyskyt snizenych hladin HDL podavani niacinu plsobilo ateroprotektivné. Stejné tomu bylo
iu pacientl po infarktu myokardu ¢i po mrtvici. Niacin je dodnes v terapii va¢i KVO vyuzivan,
ale postupem casu jsou vice uplatiiovany i experimentalni 1é¢by s vyuzitim u¢innéjsich latek,
napf. jsou hledany antioxidanty s protizanétlivymi ucinky. (Hafiane, 2013)

V nedavnych studiich bylo zjisténo, ze vyssi riziko vzniku KVO a hlavné aterosklerdzy,
nesouvisi s nizkymi hladinami HDL, které jsou geneticky podminéné. Jedna se 0 0soby

S patologicky sniZzenymi koncentracemi HDL a zvySenymi LDL. V séru jsou pozorovany
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narGsty hladin CRP, aktivovanych prozanétlivymi interleukiny (IL-6, IL-1 s TNF-alfa,
TNF-gama). (Holyen, 2013)

Pokud je mutace gent pro syntézu HDL natolik rozsahla, Ze jsou koncentrace HDL piilis
nizké, pacient je potencialn¢ nachylny ke vzniku KVO nehledé na jiné rizikové faktory. Miize
tomu tak byt u pacientti s Tangierovou chorobou. Jedna se o onemocnéni, kdy dochazi k mutaci
genu ABCAL1. Takovi jedinci maji nedostatek apoA-l. Pokud jsou ovSem pfitomné apoA-I
funk¢ni, riziko KVO je stale nizsi nez u jedinct s obezitou nebo diabetem mellitem. (Hafiane,
2013)

Pii pozorovani ovliviiovani HDL a ligandu CCL2 (CC-chemokine ligand 2) v séru
U pacienti trpicich kardiovaskularnimi onemocnénimi, bylo zjisténo, ze CCL2 hladiny vzriistaji
v séru pii pocinajici ateroskleroze a funkce HDL jsou plsobenim tohoto chemokinu
omezovany, nebot’ CCL2 zamezuje vazbé HDL na bunky endotelu cév a zaroven inhibuje
mechanismy reverzniho transportu cholesterolu. Je také zminovano, ze se CCL2 muze podilet
piimo na poskozeni HDL mechanismu, které zajist'uji protizanétliva ptisobeni. (Run-Lu, 2016)

K CCL2 ligandim maji vysokou afinitu receptory CCR2, CCR3 a CCR5, které
nalezneme téz v endotelu cév. Nejcastéji se vyskytuje ligand CCL2 vazan s CCR2 receptorem.
Bylo zjisténo, Zze u mysi, kterym byla odebrana podstatnd ¢ast CCR2 se rozsahlost
aterosklerotickych platl vyznamné snizila a imunitni systém snizil produkci prozanétlivych
latek. (Run-Lu, 2016)

Vyplynulo také, ze CCL2 poskozuje prubéh reverzniho transportu cholesterolu tim,
ze inhibuje ABCA1, ABCG1 a SR-B1, a to jiz v hepatocytech. Zavérem studie bylo, ze CCL2
ma siln¢ proaterogenni vliv. U pacientti s KVO byly nalezeny o mnoho vyssi hladiny CCL2
nez u téch zdravych, pii¢emz koncentrace CCL2 korelovala negativné s HDL2 nikoli s LDL
a TAG koncentracemi. (Run-Lu, 2016)

HDL puisobi protekéné i proti mechanismiim spoustéjicim nezadouci apoptézu bunék.
Dgje se tak na principu blokovani intracelularnich signald pro apoptozu, které vznikaji vlivem
oxLDL. HDL také dokaze podpofit migraci endotelialnich progenitorii (EPCs) smérem k mistu
poskozeni cév. (Emert, 2014)

Produktem oxLDL jsou oxPAPC, které vznikaji oxidacemi piitomnych fosfolipidi
a zbytki kyseliny arachidonové, celym nazvem 1-palmitoyl-2-arachidonyl-sn-glycero-3-
fosfatidylcholin. OxPAPC jsou oznacovany za hlavni aterogenni produkt oxLDL. Po svém
vzniku z oxLDL se oxPAPC shlukuji na povrchu endotelu cév a pisobi ve prospéch zanétlivého
procesu. Jsou ovsem i hypotézy, ze o0XPAPC mohou pusobit i jako antagonisti zanétu. OXPAPC

stimuluji transkripci genti pro vazani monocyti na povrch endotelu, také stimuluji expresi
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IL-8 a tkanového faktoru, ¢imz se ukazuje prozanétlivy a trombogenni vliv oxPAPC. Na druhou
stranu oXxPAPC umoznuji aktivaci enzymovych komplext rozpoznavajicich cizi agens a po své
aktivaci mohou inhibovat ucinky bakterialnich produktt a potlacovat rozsah zanétlivé odpovédi
v akutni fazi. (Emert, 2014)

HDL c¢astice maji na oxPAPC inhibi¢ni vliv, tlumi jejich schopnost indukovat expresi
prozanétlivych produktd. V disledku se inhibice 0oxPAPC projevi snizenou expresi gend pro
IL-8, MPC (monocytarni chemotakticky protein), IL-6. Inhibici zprostiedkovava faktor ATF3
(transkripci aktivujici faktor-3). Jedna se o transkrip¢ni faktor, prostfednictvim kterého HDL
¢astice indukuji inhibici aktivace monocyti i jejich funkci produkovat nékteré cytokiny. Bylo
zjisténo, Ze u pacientll se systémovym lupus erythematodes je aktivita ATF3 u HDL inhibovana
kvuli modifikacim lektinové drahy s manozou. (Emert, 2014), (Karathanasis, 2016)

V navazujici studii zabyvajici se vlivem HDL na lidské endotelialni buiky bylo
objeveno, ze HDL ¢astice jsou schopné neptimo utlumit nezadouci expresi gend kodujicich
¢asti bunc¢k endotelu, které jsou pii ateroskleroze klicové pro reparaci poskozené tkané,
az 0 polovinu hodnot. Principem je regulace G¢inki oxPAPC. Z toho vyplyva, Zze HDL ma
k oxPAPC antagonisticky vztah a souCasné¢ se S nékterymi svymi mechanismy nepiimo
doplnuji. (Emert, 2014)

Jak jiz bylo zminéno, inhibici adheznich schopnosti makrofagh a dalSich bun¢k
endotelu, ptisobi HDL nepiimo vuci zanétu a zaroven i antitrombogenné, nebot’ HDL ma
schopnost inhibovat tkanovy faktor a zabranovat tak aktivaci faktoru X koagula¢ni kaskady.
Zaroven zabranuje aktivaci trombocytl inhibici tromboxanu A2 a syntaza desticky aktivujiciho

faktoru. (Hafiane, 2013)

28 VZTAH K DIABETU MELLITU

Diabetes mellitus 2. typu (DM2T) zahrnuje onemocnéni zplsobené narusSenou
gluk6zovou toleranci, vétSinou se jedna O autoimunitni onemocnéni, které miize byt
kombinované s jinymi chorobami nebo vzniklé jejich disledkem. DM2T byva spjat s obezitou,
hyperlipidemiemi, vlivy uzivanych 1€kt a s ateroskler6zou. Diabetes mellitus 1. typu (DM1T)
muze souviset s poruchami lipogeneze. (Murray, 1998)

Vyssi riziko vzniku KVO maji pacienti s diabetem 2. typu, nebot” s inzulinovou
rezistenci souvisi snizujici se hladiny HDL v séru. Uvadi se, Ze jsou poskozeny antioxidaéni
mechanismy enzymi nalezicich HDL. Také byly nalezeny vyssi hladiny TAG a snizeny vyskyt
apoA-I oproti jedinctim netrpicim diabetem. (Ebtehaj, 2017), (Karathanasis, 2017)
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U pacient s DM2T, kteti prodélali infarkt myokardu, byla ¢asto nalezena narusena
protizanétliva funkce HDL. Z toho divodu jsou takovi pacienti dlouhodobé pozorovani prave
proto, ze riziko vzniku KVO je u nich vyssi. NaruSena se u nich ukazala i antioxidac¢ni aktivita
enzymu HDL, jedna se piedevsim o PON-1. Hladiny CRP a TNF-alfa byly dlouhodobé
zvyseny. (Ebtehaj, 2017)
korelovaly negativn¢ s naméfenymi hladinami hyperglykemie i glykovaného hemoglobinu
typu Alc (HBALC). Byla pozorovana i souvislost s vékem pacienta a rozsahem chronického
zanétu cév. Je nutno podotknout, Ze riziko aterosklerdzy u pacientll s diabetem se méni s vékem,
nikoli s pohlavim. Star$i jedinci jsou k rozvoji aterosklerézy nachylnéjsi, a to vzhledem
k ochabovani regenera¢nich schopnosti endotelovych tkani. (Ebtehaj, 2017)

HDL c¢astice mohou mit inhibi¢ni vliv na procesy aktivace i agregace trombocyti. Roli
zde hraje apoA-I, ktery aktivuje SR-B1 receptory K signalizaci pro zvySeni exprese NO
v bunkach endotelu. ApoA-Il také aktivuje syntézu prostacyklini, které indukuji expresi
cyklooxygenaz. (Karathanasis, 2017)

HDL muze tuto antitrombotickou drahu aktivovat i skrze sfingosin-1-fosfat (S1P).
U osob s diabetem DM2T se muize jednat o komplikaci, nebot’ pii snizovani rizik vzniku KVO
terapii zaloZenou na navySovani HDL hladin prostfednictvim danych medikamentt a diet,
unich mize dojit k nezadoucim snizenim uéinnosti koagulaéni kaskady dasledkem toho,
ze pacienti s DM2T maji v krvi vyssi koncentrace sfingosin-1-fosfatu (viz tabulka 7).Tento
fosfolipid ma také vyrazné kardioprotektivni funkce, u pacientli s diabetem mellitem by mély
byt pozorovany jeho koncentrace a piisobeni spole¢né s HDL a LDL, a to i proto, ze principy

fungovani sfingosin-1-fosfatu nejsou jesté zcela znamy. (Karathanasis, 2017), (Ebtehaj, 2017)

Tabulka 7 — Pozorované zmény HDL u pacientii s DM2T (Karathanasis, 2017)

Sledovany parameter Dysfunkce a zmény HDL u DM2T

HDL Redukce antioxida¢ni funkce HDL3
Narus$ena protekce endotelu

Apoproteiny ApOA-I ztraci protizanétlivou funkei vlivem glykace
Snizeni aktivity u PON1 a LCAT

Enzymy a proteiny naleZici Zvysena aktivita enzymi aktivujicich sfingosin-1-fosfat

HDL Zvyseni aktivity C-peptidu (polypeptid syntézy inzulinu) v souvislosti
se snizenou koncentraci HDL2

U pacientt trpicich DM2T byl pozorovan pokles hladin hormonu adiponektinu (hormon

tukové tkang), stejné tak i u lidi trpicich obezitou. SniZeni adiponektinu je disledkem zmén
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metabolismu lipidi. Jelikoz adiponektin pasobi protizanétlive a prospésné koreluje s hladinami
HDL, je markerem rizik koronarnich onemocnéni u pacienti s DM2T. Sledovanim hladin
adiponektinu je mozné predikovat rozvoj aterosklerdzy a inzulinové rezistence. Protizanétlivé
pusobeni adiponektinu je zalozeno praveé na schopnosti zvySovat expresi ABCA1 transportéra

a zvySovat efektivitu reverzniho transportu cholesterolu. (Novotny, 2013)
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3 ZAVER

Od ostatnich lipoproteinovych ¢astic se HDL 1i8i tim, Ze zajist'uje odstraniovani cholesterolu
z endotelu cév prostiednictvim reverzniho transportu cholesterolu, ktery praveé umoziluji
apoproteiny pfitomné na povrchu HDL ¢astic a také enzymy, které jsou piitomné na povrchu
lipoproteinu, dale také antitrombogenni a antiapoptotickd aktivita. Hlavnim enzymem, diky
kterému je mozné cholesterol z bun¢k vychytavat je lecitin-cholesterolacyltransferaza.
hlavné apoproteiny téidy apoA. Jednotlivé subpopulace apoproteini se od sebe 1isi funkcemi,
které zastavaji. Apoproteiny (piedevsim apoA-I) také spolupracuji s kazetovymi transportéry
ABCA1l a ABCGI, které vazbami s apoproteiny mohou ovliviiovat exprese zanétlivych
progenitori v mistech poSkozeni cévy a také mohou mit vliv na samotnou aktivaci monocyta.

Antioxida¢ni pisobeni HDL zastavaji hlavné enzymy HDL, které jsou aktivovany vazbou
na povrchové proteiny HDL a interagujici s dalSimi slozkami HDL dle své specifity napf.
s SR-B1 receptory nebo s fosfolipidy. Jsou to enzymy z rodiny paraoxonaz tiidy PON1
a PON2. Paraoxonazy maji schopnost zabranovat tvorbé oxidacnich procest, které by vedly
k oxidaci LDL lipoproteinovych ¢astic a vzniku oXLDL. PON1 také mohou oxidativni ptisobeni
vzniklych oxLDL a jejich produktd, tzv. OXPAPC, inhibovat.

Pii zvySeném mnozstvi vznikajicich oXLDL jsou naruSeny mechanismy reverzniho
transportu cholesterolu, to vede k aktivaci velkého mnozstvi monocytu, které jako makrofagy
ve tkanich budou fagocytovat zvySené mnozstvi lipid z endotelu, které je disledkem navySeni
oXLDL. Makrofagy soucasné produkuji prozanétlivé cytokiny. Po ptekro€eni své fagocytarni
kapacity se makrofagy preménuji na tzv. pénové bunky praveé vlivem vysokého obsahu lipida
(fosfolipidii a volného cholesterolu) a také proto, ze lipidy nejsou zpétné vychytavany
cholesterolovym effluxem HDL ¢astic, ktery je narusen.

Vznikem pénovych bun€k pocina 1. faze aterosklerdzy. B&hem této faze je mozné
aterogenni zmény zvratit antioxidacnimi aktivitami spolecné s protizanétlivym plsobenim
HDL a dalSich antioxidant. Pokud se homeostaza LDL a HDL lipoproteind narusi a budou
nadale rozvijeny aterosklerotické procesy, pak se hladiny HDL c¢astic vuci tém LDL vyrazné
snizi. Prave prevazujici mnozstvi LDL a oxLDL mtze HDL ¢astice strukturné natolik ovlivnit,
Ze mohou byt funkén€ zménény, a to az na tzv. dysfunkéni HDL. Aktivita enzym nélezicich
HDL by byla u dysfunk¢énich HDL inhibovana a apoproteiny by se mohly zadit chovat jako

mediatory zanétlivého procesu.
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HDL castice zajistuji soubor mechanismt, kterymi pftispivaji K ochrané endotelu pied
vznikem aterosklerézy, ale také kregeneraci jiz poSkozenych endotelovych tkani,
a to inhibi¢nimi vlivy na expresi prozanétlivych progenitorid. HDL ¢astice maji také vliv
na regulatory imunitni odpovédi. Je vSak dulezité zminit, ze mechanismy protizanétlivych
ucinkil, nezalezi pfimo na koncentracich HDL v plazmé, ale pfedevSim na zachovani jejich
funk¢nich potenciald. Proto s rostoucimi hladinami HDL v plazmé nemizeme ptedpokladat
HDL ¢astic a dle jejich poméru K nezménénym HDL ¢asticim muze vyjit najevo,
zda protizanétlivé i antioxidacni pisobeni HDL mohlo byt inhibovano nebo patologicky
ovlivnéno. Muze se tak stat prostfednictvim latek vylucovanych pii imunitni odpovédi
na poskozeni cév jako jsou napt. interleukiny, chemokiny, proteiny s koagula¢ni aktivitou nebo
produkty bakterii a oxida¢niho stresu ¢i komplikace pti riznych onemocnénich, napt. diabetu
mellitu, hyperlipidémii, dyslipidémii. Tzn. pfi onemocnénich zasahujicich do metabolismu
lipidu, proteind, kardiovaskularniho systému nebo jedna-li se o geneticky vrozené onemocnéni
komplikujici funkénost a ¢innost slozek HDL.

Z toho vyplyva, ze je ticba nezaméfovat se pouze na koncentrace lipoproteinti a jejich
obsah, ale také sledovat, zda jsou aktivity enzymi — PON, LCAT a dalSich zachovany a také
jestli je reverzni transport cholesterolu dostate¢né efektivni.

Rozvoj aterosklerozy je obrazem narusené homeostazy mezi HDL a jinymi lipoproteiny,
konkrétné LDL a také Lp(a). Ateroskler6za je disledkem selhani obrannych mechanismtt HDL
(v prvni fad¢ snizeni aktivit antioxida¢nich enzymi) vic¢i chronickému zanétlivému procesu.
Jako prevence jejiho vzniku se mtiZze nabizet navySovani hladin HDL a snaha obnovit protekéni
pusobeni. Nartstem aterogennich déji v endotelu cév vznikd vice dysfunkénich HDL ¢éstic
a je t&€z8i tento proces zvratit.

U pacientt s diabetem mellitem byly pozorovany snizené aktivity LCAT a PONI. Pacienti
s diabetem mellitem 2. typu maji zvySené hladiny sfingosin-1-fosfatu, které jsou zaroven
kardioprotektivni povahy, ale zaroveii se s HDL ovliviiuji, a to mtize mit za nésledek nezadouci
sniZeni koagulacnich procest.

Pro pacienty s diabetem mellitem 2. typu jsou typické poruchy lipogenze a zvysené riziko
vzniku KVO. Antioxida¢ni funkce paraoxonaz mohou byt naruSeny, pozorovany byvaji také
vysSi hladiny TAG a snizené hladiny apoA-I pravé vlivem glykace. Oproti tomu U pacientd

s diabetem mellitem 1. typu jsou nejdfive inaktivovany protizanétlivé funkce HDL.
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