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SUHRN

Proténova nuklearna magneticka rezonancna spek-
troskopia umoziuje meranie poctu castic jednotlivych
lipoproteinov a ich rozmer. Cieflom nasej pilotnej stu-
die bolo vysetrenie nahodne vybranej skupiny proban-
dov bez klinicky zjavnych priznakov aterosklerotickej
choroby srdca touto metédou a porovnanie vysledkov
s hodnotami zakladného lipidového panelu meranymi
beznymi metddami. Vysledky korelacnej analyzy medzi
vysledkami protonovej nukledarnej magnetickej rezo-
nancnej spektroskopie a zakladnymi ukazovatelmi lipi-
dového metabolizmu potvrdili predpoklad o pridanej
hodnote novej metddy vo vztahu k ateroskleréze. Medzi
vybranymi parametrami vysledkov proténovej nuklear-
nej magnetickej rezonancnej spektroskopie a zakladny-
mi ukazovatelmi lipidového metabolizmu bol vyznamny
nesulad. Na zaklade poctu LDL castic bolo 70 % proban-
dov zaradenych do horsej rizikovej triedy, ako na zaklade
LDL cholesterolu. V pripade HDL bol nesulad menej casty
a priblizne polovica probandov bola zaradena do nizsej
rizikovej skupiny podla poctu castic v porovnani s HDL
cholesterolom.

Klacové slova: Protonova nukledarna magneticka re-
zonancna spektroskopia; lipoproteiny; ateroskleroticka
choroba srdca

ABSTRACT

Proton nuclear magnetic resonance spectroscopy
makes measurement of individual lipoprotein particle
number and size possible. The aim of our pilot study
was the assessment of a randomly selected group of
probands without clinically manifest symptoms of ath-
erosclerotic cardiovascular with this method and the
comparison of results with values of basic lipid param-
eters measured by routine laboratory methods. The
correlation analysis between results of proton nuclear
magnetic resonance spectroscopy and basic parameters
of lipid metabolism confirmed our assumption about the
added value of the new method in relation to athero-
sclerosis. There was a significant discordance between
results of selected parameters of proton nuclear mag-
netic resonance spectroscopy and basic parametres of
lipid metabolism. 70 % of probands were ranked into
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worse risk classes according to LDL particle number as
compared with the LDL cholesterol values. In case of HDL
the discordance was less common and about half of the
probands was ranked into a better risk class according
the particle number as compared with HDL cholesterol

values.

Key words: Proton nuclear magnetic resonance spec-
troscopy; lipoproteins; atherosclerotic cardiovascular dis-
ease

uvoD

Zakladnymi ukazovatelmi rizika aterosklerotickej cho-
roby srdca (ACHS?) a Uspesnosti jej lieCby su podla spoloc-
nych odporucani Eurépskej aterosklerotickej spolo¢nosti
a Eurdpskej federacie laboratdrnej mediciny (EAS, EFLM,
Nordestgaard akol, 2019) parametre lipidového
metabolizmu — celkovy cholesterol (TC), LDL cholesterol
(LDLC), HDL cholesterol (HDLC), triacylglyceroly (TAG)
a pocitana hodnota nonHDL cholesterolu (NHDLC). Su-

Casné odporucania EAS a EFLM uvadzaju aj meranie alebo

vypocet remnantného cholesterolu, ale tento ukazovatel

este nie je u nds bezne pouzivany. Uvedené zakladné pa-
rametre vSak davaju len hruby odhad rizika ACHS, pretoze
okrem TAG poskytuju len informaciu o koncentracii cho-
lesterolu v lipoproteinoch a nie o ich Strukture a kauzal-
neho vztahu k rozvoju aterosklerdzy. V poslednej dobe
zakladny panel bol rozSireny o niekolko novych metéd
(Raczakol. 2012; Clouet-Foraison akol., 2017;
Huang,Wang,Shen,2018;Tsimikasakol., 2018;
Oravec akol., 2019 a 2020 — Tab. 1). Patogenéza ate-
rosklerézy je komplexna a pri hodnoteni individudineho
rizika je potrebné brat zretel aj na iné Cinitele, z ktorych
niektoré su vSeobecne zname epidemiologické udaje
(vek, pohlavie, fajcenie, nedostatok pohybu, obezita, dia-
betes a mnohé iné), dalsie su vysledky objektivnych labo-
ratérnych a zobrazovacich vySetrovacich metdd, z ktorych
mnohé su zdroven aj v pricinnej suvislosti s rozvojom ate-
rosklerdzy a klinicky manifestnymi formami ACHS (Z 4 k,
2002; Kamensky, Studencan, 2019). Najnovsie
k tymto je moZné a potrebné pridat aj stanovenie mutacii
a polymorfizmov génov a biomarkerov epigenetickych po-
chodov (Tad a akol., 2020).

K novym perspektivnym metdédam detailnej analyzy
Struktury lipoproteinov (Co suvisi s ich aterogenicitou)
patri protdnova nuklearna magneticka rezonancna spek-

Tab. 1. Rozsirené a pokrocilé ukazovatele lipidového metabolizmu
vo vztahu k ateroskleréze

Apoprotein B100

Bielkovina potrebna pre vznik ¢astic typu LDL a pre ich vazbu na LDL receptor. V jednej castici LDL
je jedna molekula B100 a preto jej koncetrécia poskytuje informdciu aj o tom, aky je pomer malych
denznych a velkych LDL castic.*

Lipoprotein(a)

Nefunkcnd, ale aterogénna Castica LDL s naviazanou bielkovinou podobnou plazminogénu. Kon-
centracia Lp(a) je dana geneticky - je vysoka priblizne u 20% populacie.*

Apoprotein Al

Tvori 70% bielkovin HDL. Prebera cholesterol od ABCA1 transportéra. U¢ast na modelacii HDL.
Aktivuje enzym LCAT, ktory tvori estery cholesterolu.?

Lipoproteinmi-asociovana
fosfolipaza A2 (LP-PLA2)

Enzym. Zapalovy marker, aktivita suvisi s rizikom ruptury aterosklerotického plaku.>®

Stanovenie subfrakcii
Lipoproteinov

Elektroforetické delenie modernymi metédami poskytuje informaciu o pomere aterogénnych
a neaterogénnych frakcii jednotlivych lipoproteinov.?

Analyza apoproteinov
hmotnostnou spektroskopiou

Detailny obraz o Strukture vetkych proteinov v jednotlivych lipoproteinoch.?

* - dnes uz bezne pouzivané ukazovatele, st uvedené aj v odporucaniach EAS a EFLM;
2 - pouzivané vo vedeckych Studiach a v experimentalnej medicine; ® - lontroverzné udaje o aterogenicite

' Vyraz pouzivany ,, Atherosclerotic cardiovascular disease (ACVS) v odporiiéaniach EAS a EFLM z roku 2019. U nds pouZivame stdle vyrazy

wkorondrna choroba srdca“ a ,ischemickd choroba srdca“
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trokopia (PNMR). Metéda bola vyvinuta v poslednom de-
satro¢i minulého storodia (Otvos akol, 1991) a dnes
pomocou sofistikovanej vypoctovej techniky umoznuje
meranie poctu Castic jednotlivych lipoproteinov a ich roz-
mer (Otvos akol., 2011; Cromwell akol., 2007; El
Harchaoui akol, 2007, Monsonis-Centelle
ns askol., 2017; Aru akol., 2017).

Ciefom naSej pilotnej Studie bolo stanovenie lipido-
vych parametrov metédou PNMR u probandov bez klini-
kych prejavov ACHS, suvislosti medzi klasickymi paramet-
rami metabolizmu a vysledkami PNMR metddy a vypocet
suladu a nesuladu medzi tymito hodnotami a klasicky me-
ranymi koncentraciami LDLC, HDLC, NHDLC a TAG.

Subor vysetrenych a metddy

Do pilotnej Studie bolo zaradenych 50 probandov bez
klinickych znamok ACHS vySetrenych na ambulancii vnu-
torného lekarstva (vek 37-72 rokov, 38 muzov a 12 Zien).
VysSetrenie poctu a rozmerov lipoproteinov PNMR bolo
robené metddou INFAI NMR spectroscopic assay (Ne-
mecko). V nasej analyze sme hodnotili ukazovatele pocet
Castic VLDLP?, LDLP, LLDLP, SLDLP a HDLP, LHDLP a SHDLP
a rozmer CasticVLDLS, LDLS a HDLS.

TC, HDLC, priamo merany LDLC a TAG boli analyzované
certifikovanymi komerénymi sipravami na automatickych
analyzatoroch. NHDLC bol pocitany ako rozdiel TC a HDLC.
Sulad a nesulad medzi koncentraciou LDLC a LDLP, NHDLC

Tab. 2. Zakladné ukazovatele lipidového metabolizmu

Koncentracia TC HDLC LDLC TAG NHDLC
[mmol-L"]
Priemer 5,63+ 1,01 1,49+0,36 3,46+0,86 1,71+ 069 4,04+ 0,94
a smerodajna odchylka
Minimum-maximum 3,77-7,88 0,83-2,26 1,36-5,64 0,59-4,55 1,87-6,29
Distribucia hodnot 20/16/14 22/22/6 6/30/14 27/13/10 14/14/22
Nizke/stredné/vysoké riziko (20/32/28 %) (44/44/12%) (12/60/28 %) (54/26/20%) (28/28/44 %)
Tab. 3. Pocet a rozmer lipoproteinov na zaklade analyzy PNMR

Pocet castic VLDL a LDL VLDLP LDLP LLDLP SLDLP

[nmol-L"]

Priemer a smerodajna odchylka 544 + 4,68 1610+ 395 918+ 226 698 + 325

Minimum-maximum 1,40-23,20 740-2590 461-1407 152-1527

Pocet castic HDL HDLP LHDLP SHDLP .

[umol-L]

Priemer a smerodajna odchylka 40,4 +5,01 579+3,60 35,2+ 6,05

Minimum-maximum 22,8-52,1 2,80-16,8 20,9-43,9

Rozmer castic VLDLS LDLS HDLS -

[nm]

Priemer a smerodajna odchylka 49,8 £ 4,65 21,0+ 0,46 8,79+0,53

Minimum-maximum 41,1-64,3 20,1-21,8 8,2-10,4

Vysvetlivky: Podla vyrobcu hornd hranica poctu castic LDLP je 1300 nmol-L™'; SDLSP ¢astic 1000 nmol-L™";
HDL castic 38 umol-L™"; rozmeru LDL Castic 20,5 nm; HDL castic 9,0 nm. Pre ostatné parametre zatial nie su uréené hodnoty nizkeho
a vysokého rizika manifestacie ACHS
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»P“na konci skratky znamend pocet Castic, ,S“ rozmer. Popis v zozname skratiek.
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Obr. 1. Suvislost medzi koncentrdciou LDLC
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2.0

1.5

1.0

10,5

100
500

a poctom castic HDLP

L] L]
LI '_' : .
L] -
(R
T, ® .
. T om0 0000x + 11,663
LT I St . B =0,1401
. 8w -’ L
- -
. L
L]
-
L] L]
1000 1500 2000 1500 000

LDL particles, [nmol L]

Obr. 5. Suvislost medzi poétom a rozmerom éastic LDL

any ? you -0 083+ 21,719
';{s. . R = 0,442
L] i '-!_‘!.
LRy . .
f: * M,
1 X 3 4
TAG [mmol.L™]
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Obr. 8. Suvislost medzi koncentrdciou triacylglycerolov
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Tab. 4. Sulad a nestlad medzi zaradenim
vysetrenych do rizikovych tried

SULAD LDLC/LDLP HDLC/HDLP
Nizky/nizky 2 (4%) 17 (34%)
Stredny/stredny 1(2%) 6(12%)
Vysoky/vysoky 12 (24 %) 3(6%)
SULAD SPOLU 15 (30%) 26 (52%)

NESULAD LDLC/LDLP HDLC/HDLP
Nizky/stredny 7 (14%) 3(6%)
Stredny/nizky 0 17 (34%)
Stredny/vysoky 10 (20%) 1(2%)
Vysoky/stredny 0 1(2%)
Nizky/vysoky 18 (36%) 1(2%)
Vysoky/nizky 0 1(2%)
NESULAD SPOLU 35(70%) 24 (48 %)

a LDLP a medzi HDLC a HDLP bol hodnoteny na zaklade za-
radenia hodn6t analytov ako ,nizke, stredne vysoké a vy-
soké riziko” podla medzinarodnych odporucani a podla
udajov poskytovatela PNMR metddy.

VYSLEDKY

Hodnoty zakladnych parametrov lipidového metabo-
lizmu vySetreného siboru su uvedené v Tab. 2. a vysledky
PNMR analyzy v Tab. 3.

Korelacnou analyzou sme nasli vysoko signifikantné
suvislosti medzi klasickymi parametrami a vysledkami
PNMR (LDLC a NHDLC oproti poctu castic LDLP (r =0,87
a 0,89, p<0,001, Obr.1a2; HDLC a HDLPa HDLS (r=0,67
50,80, p < 0,001, Obr. 3 a4) ajednu slabsiu nepriamu me-
dzi LDLP a LDLS (r =—0.37; p < 0,05; Obr. 5).

Metdda PNMR neposkytuje informaciu o koncentracii
TAG, ale korelacnou analyzou sme nasli sigifikantnu pria-
mu suvislost medzi TAG a LDLP a nepriame medzi TAG
a LDLS a HDLS (r=0,61, —0,64 a —0,57; vsetky p<0,01
(Obr. 6-8). Vysledky korelacnej analyzy suvislosti medzi
ostatnymi zakladnymi lipidovymi a PNMR parametrami
neboli signifikantné.

Sulad a nesulad medzi vysledkami klasickych para-
metrov a vysledkami PNMR su v Tab. 4. Sulad medzi kon-
centraciou cholesterolu LDL a poc¢tom castic LDL bol len
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30 % a 70 % vysetrenych bolo zaradenych o jednu alebo
dve triedy rizika horSie. Sulad medzi koncentraciou cho-
lesterolu HDL a poctom castic HLDL bol 52 % a najviac vy-
Setrenych s nestladom (34 %) boli na zdklade hodnotenia
Castic o triedu nizsie, ako na zaklade koncentracie HDL

cholesterolu.

DISKUSIA

Ukazovatele zakladného lipidového panelu su jed-
noznacne dokdazané rizikové faktory rozvoja ACHS a pre
zakladnu informaciu budu este dlho vyuZivané, napriek
tomu, Ze neposkytuju informaciu o Strukture a aterogeni-
cite lipoproteinov. Vysledkom je to, Ze pomerne velky po-
Cet ludi s hodnotami zakladného panelu v oblasti vysoké-
ho rizika nemaju klinické prejavy ACHS a na druhej strane
akutne formy ACHS sa mdzu objavit aj u tych, ktori maju
hodnoty zakladného panelu v norme.

Nesulad medzi rizikom ACHS a jej klinickou manifesta-
ciou je mozné riesit dvoma spdsobmi:

1. Individudlnym komplexnym hodnotenim rezidudlne-
ho rizika na zaklade analyzy vsetkych znamych cinite-
lov rozvoja aterosklerdzy a pouzitim vhodnych metod
na ich objasnenie.

2. RozSirenim panelu biochemickych ukazovatelov rizika,
z ktorych niektoré st uz dnes sucastou rutinného vy-
Setrenia probandov s vysokym rizikom (predovsetkym
ApoB100 a lipoprotein(a)).

Zavedeniu pokrocilych ukazovatfov metabolizmu li-
pidov, ktoré podla udajov vyskumu poskytuju realny ob-
raz o Strukture a aterogenicite lipoproteinov do systému
brani:

nedostatok relevantnych tdajov o ich pridanej hod-
note pri hodnoteni rizika ACHS,

e chybanie certifikovanych a validovanych metéd

na ich meranie a

e v mnohych pripadoch ich vysoka cena.

V pripade PNMR tieto negativne faktory su dnes este
pritomné, ale napriek tomu je jasné, Ze ide o perspektiv-
nu metddu, pretoZe poskytuje detailny obraz o Strukture
lipoproteinov.

Nasa pilotna studia tento nazor potvrdzuje, a to predo-
vSetkym vysledky korela¢nej analyzy, konkrétne:
koncentraciou LDLC, NONHDLC,
HDLC a po¢tom ¢astic LDLP a HDLP potvrdzuju spravnost

Korelacie medzi
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vysledkov PNMR (Obr. 1-3). Nepriama suvislost medzi
LDLC a rozmerom castic (Obr. 5) potvrdzuje nazor o Ulo-
he malych denznych castic v patogenéze aterosklerdzy.
Za vyznamné povazujeme suvislosti medzi koncentraciou
triacylglycerolov a niektorymi ukazovatefmi meranymi
PNMR (Obr. 6-8), pretoZe jeden z nedosatkov zakladného
panelu je to, Ze poskytuje len informaciu o koncentracii
cholesterolu v jednotlivych lipoproteinoch, kym TAG je
len sithrnom koncentracie tejto latky vo vSetkych casti-
ciach.

Vysledky Castého nesuladu medzi zaradenim vysetre-
nych do jednotlivych rizikovych kategérii (ovela viac hor-
Sie zaradenych podla PNMR oproti klasickym hodnotam
LDL) je predéasné hodnotit, pretoze neexistuje klinicka
studia o tom, Ci je prisnejSie hodnotenie na zaklade poctu
Castic znamena skutocne vyssie riziko manifestacie ACHS
ako hodonota LDLC a NHDLC.

ZAVER

Metdda PNMR poskytuje informaciu o pocte a rozme-
roch jednotlivych Castic lipoproteinov a preto z hladiska
objasnenia patobiochémie aterosklerézy ma ovela vacsiu
vypovednu hodnotu oproti zdkladnym parametrom lipi-
dového metabolizmu, ktoré meraju len celkovu koncetra-
ciu triacylglycerolov vo vsetkych Casticiach a cholesterolu
v jednotlivych zakladnych lipoproteinoch. Pred zavedenim
PNMR do beZného vysetrovacieho algoritmu stanovenia
rizika ACHS je potrebné pomocou klinickych studii objas-
nit vztah jednotlivych parametrov k ostatnym rizikovym
faktorom a ku klinickym prejavom a koncovymi vycho-
diskami choroby. Je potrebné skimat pri¢inu a podstatu
nesuladu medzi zaradenim vySetrenych do jednotlivych
rizikovych skupin na zaklade vysledkov réznych (nie len
zédkladnych a PNMR) metdd. Na zéklade tychto studii bude
moiné v nedalekej buddcnosti vypracovat jednoduchy
a pre kazdodennu prax zrozumitelny algoritmus hodnote-
nia rizika ACHS s vysSsSiou vypovednou hodnotou, ako su
sucasné odporucania.
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ZOZNAM SKRATIEK

ACHD Aterosklerotickd choroba srdca

APOB100 Apoprotein B100

EAS Eurdpska ateroskleroticka spolo¢nost

EFLM Eurdpska federdcia laboratérnej mediciny

HDL Lipoprotein o vysokej hustote

HDLC koncentrécia cholesterolu v HDL

HDLP, LHDLP, SHDLP Pocet castic HDL, pocet velkych (L) a malych (S)
Castic HDL

HDLS Rozmer ¢astic HDL

LP-PLA2) Lipoproteinmi-asociovana fosfolipédza A2

LDL Lipoprotein o nizkej hustote

LDLC koncentrécia cholesterolu v LDL

LDLP, LLDLP, SLDLP Pocet castic LDL, pocet velkych (L) a malych (S)
Castic LDL

LDLS Rozmer castic LDL

NONHDLC Koncentracia cholesterolu v lipproteinoch
okrem HDL ¢astic

PNMR Proténové nukledrna magneticka rezonancia

TAG Triacylglyceroly

TC Celkovy cholesterol

VLDL Lipoprotein o velmi nizkej hustote

VLDLP Pocet castic VLDL

VLDLS Rozmer €astic VLDL
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