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,Clovek je taky zdravy, ako st zdravé jeho cievy“

O SPOLOCNOSTI INFAI

Spolo¢nost INFAI je na poprednom mieste pri prenose novych analytickych technolégii do medicinskej diag-
nostiky a vyvoji inovativnych farmaceutickych produktov. Spolo¢nost za¢ala medzi prvymi pouzivat stabilné
izotopy a NMR v gastroenteroldgii, pri metabolickych ochoreniach, v onkolégii a kardioldgii.

INFAI laboratéria v Koline v Nemecku st vybavené najmodernejsimi NMR pristrojmi a NMR zobrazovacou
technikou. Tieto zariadenia sa pouzivaju na vyskum a vyvoj produktov a su k dispozicii aj na spolupracu
a zmluvny vyskum a taktiez komerené ucely.
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OBSIAHLA ANALYZA LIPOPROTEINOV KRVNEHO SERA POMOCOU
NUKLEARNEJ MAGNETICKEJ REZONANCNEJ SPEKTROSKOPIE

Nukledrna magneticka rezonanc¢na spektroskopia (NMR) a NMR zobrazovanie sa pouziva na vysetrenie rozsahu
metabolickych portich a malignych stavov.

Cardio Test INFAI je realizovany spolo¢nostou INFAI v spolupréaci s Numares a spolo¢nostou Allmedical. Jedna sa
o moderny test, zaloZzeny na NMR-spektroskopickom vysetreni vzoriek séra, ktory vyhodnocuje riziko kardiovasku-
larnych ochoreni. Stanovuje niekolko hlavnych skupin a podskupin koncentrdcii lipidov z roznych lipoproteinovych
frakcii a zistuje priemerné velkosti hlavnych lipoproteinovych frakcii. Tento postup sa uz bezne pouziva v USA,
kde bolo vysetrenych viac ako 11 miliénov vzoriek.

Najvyssie riziko Nizke riziko
Vysoky pocet malych Nizky pocet malych
LDL ¢astic (sdLDL-P) LDL ¢astic (sdLDL-P)

—® Cholesterol

@ LDL Particle

Vysoky pocet velkych
LDL castic (LLDL-P)

Nizky pocet velkych
LDL ¢astic (LLDL-P)

Nizke riziko

Obrazok 1: Cardio Test — vyhodnotenie rizika KVO na zaklade poctu a velkosti castic (P) lipoproteinovej frakcie LDL. Vyssi
pocet LDL castic (LDL-P) dokazuje vyssie riziko KVO.
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LIPOPROTEINY A KARDIOVASKULARNE OCHORENIA

Lipoproteiny nepredstavuju Standardizované triedy, ale tvoria kontinudlnu zmes zlozenu z malych, hustych
Castic, az po velké a menej husté. Po podrobnejsej analyze sa mozu lipoproteiny rozdelit do kategorii ozna-
¢ovanych ako podtriedy lipoproteinov (tieZ oznac¢ované ako subfrakcie). Tieto podtriedy sa vyznacuju nielen
velkostou, hustotou a zlozenim, ale aj svojou aterogénnostou.

Vyznam merania LDL a HDL je nesporny pri preduréeni kardiovaskuldrneho rizika. Oba parametre sa pouzivaju
na indikdciu moznej lie¢by statinmi a na kontrolu liecby. Vo svete sa na tento Ucel pouzivaju enzymatické
testy, ktoré meraju obsah cholesterolu v lipoproteinoch (LDL-C, HDL-C). V pripade LDL-C existuju vieobecne
uznavané referen¢né hodnoty na liecbu statinmi, ako aj cielové hodnoty monitorovania liecby, na zdklade
ktorych sa odporuca intenzivnejsia liecba statinmi [1, 2].

PRECO BY MALI BYT MERANE PODSKUPINY LIPOPROTEINOV?

Podtriedy lipoproteinov sa stavaju coraz délezitejsimi rizikovymi faktormi pre vznik kardiovaskularnych ochoreni
(KVO) [3 - 6]. Vztah medzi cholesterolom v lipoproteinovych podtriedach, koncentraciou ¢astic, velkostou ¢astic
a KVO bol dokézany v sérii studii. V ramci frakcie LDL su najmd malé castice LDL-P vyrazne spajané s rizikom KVO
[7 - 28]. Uz niekolko rokov sa uvadza, ze enzymatické testy nie su optimalnymi prediktormi kardiovaskularneho
rizika [29]. To je ¢iasto¢ne sposobené skuto¢nostou, ze tradi¢ny test meria cholesterolovu frakciu LDL ¢astic.
Avsak pocet malych, hustych castic (sdLDL-P) nedokaze stanovit, hoci tato $pecifickd podtrieda je osobitne zod-
povedna za obzvlast vysoké riziko kardiovaskularneho ochorenia. Z toho dévodu, je predovietkym najma pocet
LDL ¢astic (LDL-P), signifikantne vyznamnejsim prediktorom kardiovaskuldrneho rizika.

Na obrazku nizsie je zndzornené riziko vzniku srdcového infarktu dvoch pacientov s rovnakymi hodnotami LDL-C,

ale rbznymi hodnotami LDL-P. ZvySena hodnota LDL-P, napriek nizkej alebo referen¢nej hodnote LDL-C, predsta-
vuje zvysené riziko srdcového infarktu.

Zvysené LDL-P - Zvysené riziko

Znizené LDL-P - Nizke riziko

LDL-C=90 mg/dI LDL-P=2100 nmol/I LDL-C=90 mg/dI LDL-P=950 nmol/I

LDL-P nizke/cielova referenéna hodnota <1000nmol/I LDL-P nizke/cielova referenéna hodnota <1000nmol/I

Obrazok 2: Dvaja pacienti s rovnakymi hodnotami LDL-C a réznymi hodnotami LDL-P.
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PRELOM V KLINICKOM VYSKUME

Analyza liproproteinovych ¢astic pomocou NMR spektroskopie je overend vo viac ako 1000 klinickych Studiach, ktoré
zahfnaju viac ako 1 mil. vzoriek krvného séra. Data z niektorych studii, napr. JUPITER, MESA, DPP, PLAC-1, Gramingham,
Heart Protection Study, VA-HIT, Cardiovascular Healt Study, Women'’s Healt Study, Women'’s Healt Initiative, EPIC
Norfolk, ANCHOR, HEALTHY, IRAS FIELD, MARINE boli zahrnuté vo viac ako 350 publikaciach. Stidie sa zamerali na
kardiovaskularne a metabolické ochorenia, ako aj reumatoidnu artriditu, Alzheimerovu chorobu, obezitu, ochorenia
stitnej zlazy, imunodeficientné stavy, hypertenziu, o¢né, oblickové a peceriové ochorenia. Viaceré studie ukazuju, ze
vysoké hodnoty LDL-P predstavuju vyssie riziko srdcového infarktu, aj ked'su hladiny LDL-C normalne alebo nizke.

KLINICKE VYSLEDKY MERANIA LDL-P POMOCOU NMR (SPEKTROSKOPIE)

Stanovenie LDL-P pomocou NMR je LDL-C LDL-P
k!lnlcky spolahlivejsie nez len mera- —_— ol 104 1372
LS LDL =2 0,06 ~| mmm Redine riziko KVO

% mmm | DL-P < LDL-C
V studii MESA a Framingham bolo zistené, ze S 3
riziko kardovaskularnych ochoreni bolo dokon- -8 'f:g_ 0.04-| LDLCpodeeruie 117 1249
ca zvysené napriek tomu, ze LDL-C bolo nizke, 55 riziko KVO
pretoze LDL-P bolo zvydené. Ak saLDL-PaLDL-C ~ C &
lisia, potom LDL-P je spolahlivejsim prediktorom = E ) 130 1117
rizika KVO. Vyznam LDL-C méze byt teda nesprav- = & s
ne postideny (precenuje alebo podcenuje riziko 2 2 101 precaniie LR
vyskytu kardiovaskularnych prihod). 28 riziko KVO

O-IIIIII
Ry 0 1 2 3 4 5

KLINICKE VYSLEDKY MERANIA HDL-P Graf 1: Interpretdcia rizika vyskytu KV prihod na zaklade merania
POMOCOU NMR (SPEKTROSKOPIE) LDL-C a LDL-P [40]

POCET HDL CASTIC (HDL-P) JE LEPSi PREDIKTOR RIZIKA VZNIKU KVO

RozloZenie subfrakcii (oznac¢ovanych ako fenotyp LDL) a pocet HDL castic su taktiez délezitymi faktormi. V roz-
siahlej prospektivnej studii s viac ako 20000 zdravymi Zenami merali koncentracie lipoproteinovych castic a tiez
velkosti castic s pouzitim NMR spektroskopie. Vyskyt kardiovaskularnych choréb sa tak predpovedal bez ohladu
na klasické rizikové faktory [21].

N O V studii JUPITER bolo dokazané, Ze pocet ¢astic HDL-P lepsie predpo-
= veda riziko vzniku KVO a taktiez zabezpecuje presnejsi a spolahlivejsi
; o vyber novych terapeutickych moznosti zacielenych na HDL nez na
£ ' HDL-C. Vyska rizika vyskytu KV prihod bola stanovena podla veku,
IR pohlavia, rasy, faj¢enia, systolického TK, BMI, hladin glukézy nala¢no,
§ 0,8 { 082P=016 LDL-C, triglyceridov a podla pozitivnej rodinnej anamnézy vyskytu KVO.
o

§ zvysené

" 07 R L Graf 2: Predpoved'izika vyskytu KV prihod na zaklade HDL-C a HDL-P u Gi¢ast-

HDL-C HDL-P nikov studie JUPITER, ktori dostavali rosuvastatin [38].
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METODY NA ANALYZU PODSKUPIN LIPOPROTEINOV

Existuju r6zne metddy na analyzu podtried lipoproteinov. NMR spektroskopia je zaloZzend na matematickej
dekonvolucii NMR signdlov metylovych skupin (-CH3) lipidov. Kazda lipoproteinova castica urcitej velkosti
generuje charakteristicky signal. Plocha pod signélom je priamo Umerna poctu castic v roznych podtriedach.

Proces ultracentrifugacie frakcionuje lipoproteiny podla ich hustoty. Pocas gélovej elektroforézy sa lipo-
proteiny separuju podla ich velkosti a ndboja. Nasledujuca denzitometricka analyza jednotlivych pasov
poskytuje percentualnu distribuciu lipidov v réznych podtriedach. Enzymaticky postup na kvantifikaciu
sdLDL cholesterolu je zalozeny na selektivnych povrchovo aktivnych latkach a enzymoch. Daliie postupy,
ako je chromatografia, mobilita i6nov, metddy zrazania a iné, si menej rozsirené. Velké studie ukazali, ze
kardiovaskularne riziko sa da predpovedat vyrazne lepsie pri merani LDL-P pomocou Cardio Testu, ako pri
tradi¢nom teste. Najma ukdzali, ze ak boli ndlezy nekonzistentné (LDL-P vs. LDL-C), pocet ¢astic LDL-P bol
jedinym determinantom rizika [30] (Tabulka 1).

Nuklea!rna’ Ultracentrifu- Polyakrylami- . .
magneticka .. A Priama metoda
L. gacia s hustot- dova gélova gy
rezonancna . . . enzymatickej
. nym gradien- elektroforéza ,
spektroskopia tom (UC) (GE) reakcie
(NMR)
Hlavné skupiny + + + --
VLDL podskupiny + + --
LDL podskupiny + + + Iba sdLDL
HDL podskupiny + + + --
Velkost castic + -- -- --
Koncentracia castic + = = ==
aesterol + + + Iba sdLDL
podskupiny
Reprodukovatelnost (Velmi) vysoka Stredna Stredna Velmi vysoka
Priechodnost Vysoka Stredna Strednd Velmi vysoka
Narocnost na cas Velmi nizka Strednd Nizka Velmi nizka
Automatizacia Vysoka Strednd Strednd Velmi vysoka

Tabul'ka 1: Metody na analyzu podskupin lipoproteinov.
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LDL-P vs. LDL-C

Nekonzistentné nélezy (LDL-P vs. LDL-C) postihuju vyznamnu ¢ast populdcie pacientov. V zavislosti od stanovenych
referencnych hodnét, na ktorych je zaloZzena indikacia liecby, je 10 - 30 % pacientov zaradenych do inej rizikovej
skupiny. Vyhoda novej metédy merania je teda este vacsia u liecenych pacientov.

V suicasnosti bolo publikovanych niekolko studii s cielom potvrdit pozitivny t¢inok merania LDL-P na prezivanie
pacientov [31]. Neddvna publikécia [32] navrhla, Ze pouzitie nového testu pri vysetreni 80 az 90 rizikovych pacientoy,
by zabrénilo jednej kardiovaskuldrnej prihode (infarkt myokardu, mozgova prihoda alebo smrt) v priebehu 10 rokov
(pre porovnanie: pri liecbe inhibitormi agregacie krvnych dostic¢iek musi byt priblizne 200 rizikovych pacientov
lie¢enych 10 rokov, aby sa zabranilo jednej prihode). Tato studia uznala novi metédu merania lipoproteinovych
podskupin za zdsadny nakladovo efektivny posun.

AKO NOVY TEST FUNGUJE
A PRECO JE PRESNEJSI?

Nukledrna magneticka rezonan¢na spektroskopicka me-
toéda bola vyvinuta Felixom Blochom a Edwardom Pur-
cellom, ktori ziskali Nobelovu cenu za tuto pracu v roku
1952. V NMR spektroskopii sa vzorky analyzuju v silnom
vysokofrekven¢nom magnetickom poli (600 MHz, 14,1
Tesla, v porovnaniss 1-3 Tesla v NMR tomografii, obrazok 3).

V principe, NMR spektroskopia vyuziva skuto¢nost, ze
atémy maju odlisnu rezonancnu frekvenciu podla svojej
molekulovej vézby. NMR spektrum ukazuje vacsinu zluce-
nin obsahujucich protén a tym poskytuje celkovy pohlad
na metabolizmus. Ide o neinvazivny postup, ktory sa da
vykonavat lahko a rychlo.

S modernou SampleJet automatickou technolégiou, je
mozné merat az 200 vzoriek séra plnoautomaticky do
24 hodin za pouzitia vysokej priepustnosti. Integrované
chladenie vzorky na 2 - 8 °C minimalizuje bezné procesy
starnutia a tym zvysuje kvalitu a spolahlivost vysledkov
ziskanych pri analyze.

PInoautomatické spracovanie a vyhodnotenie vzoriek nam
poskytuje az 29 parametrov k optimalnemu posudeniu  Obréazok 3: 600 MHz NMR spektrometer s autodévkova¢om
potencialneho rizika infarktu myokardu. SampleJet.
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Analyzou roznych rezonan¢nych frekvencii v 'H spektre mozno vyvodit zavery o skimanych molekulach a supra-
molekuldrnych casticiach (ako su lipoproteiny) (obr. 4). To umoznuje vysoko detailnu analyzu réznych lipopro-
teinov. Je mozné nielen urcit podiel HDL, LDL, VLDL a IDL, ale tiez dalej rozdelit frakcie na velké a malé castice.

bl

VLDL IDL LDL H

Obrazok 4: 'H spektrum CH, a CH, skupin lipoproteinov v sére.

VYSSi ATEROGENNY POTENCIAL MALYCH CASTIC

V kazdom pripade je podrobné vysetrenie lipoproteinov medicinsky relevantné [33]. Najma malé castice LDL
(malé husté LDL-P, sdLDL) maju vyssi aterogénny potencial. Velké ¢astice LDL (zname ako LDL fenotyp A) pre-
vladaju u vacsiny fudi. U 10 - 30 % ludi je viak vyssi podiel sdLDL (imunitny fenotyp B). V tradi¢cnom enzymatic-
kom teste je koncentracia malych hustych ¢astic (sdLDL) podcenovana, pretoze ma nizky obsah cholesterolu.
Vyska rizika KVO preto méze byt pre niektorych pacientov potencialne nespravne posudena. Tento problém
je vo vSeobecnosti vacsi pocas liecby statinmi, pretoze tato liecba tiez vedie k posunu v ramci LDL subfrakcii.
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KTORIi PACIENTI BY MALI BYT VYSETRENI?

Tato nova metdda merania LDL castic je prinosom pre vsetkych pacientov. V zavislosti od kritérii stanovenych
pre liecbu sa vieobecne oc¢akava, Ze 10 - 30 % pacientov by mohlo byt preradenych do inej rizikovej skupiny,
¢o by mohlo potencialne viest k vyberu efektivnej moznosti liecby. Pravdepodobny prinos pre pacientov sa
zvysuje s rastucim rizikom aterosklerozy.

Ako zvlast prospesné je vysetrenie Cardio Test INFAI ® u mladsich pacientov s pozitivhou rodinnou anamné-
zou a pre tych, u ktorych sa zvazuje vcasna lie¢ba. Okrem toho sa vysetrenie odporuca u pacientov s vyssim
rizikom aterosklerdzy, napr. so zndmym kardiovaskuldrnym ochorenim alebo diabetes mellitus a ochorenim
obliciek a pecene. V dosledku presunu subfrakcii LDL by sa malo u vybranych pacientov pomocou tohto
nového testu taktiez zvazit aj monitorovanie liecby.

Na zdklade odporucania NLA (Narodna lipidova asociacia) zo zaverov z panelovej diskusie expertov a lipi-
dovych Specialistov [35] boli navrhnuté cielové referenc¢né hodnoty LDL-P, ktoré su uvedené v tabulke 2.

LDL-P, nmol/l

Klasifikacia

Stredné
Nizke / Normalne Vysoké
Mierne Hrani¢né horné

<1000 1000 - 1299 1300 - 1599 > 1600

Tabulka 2: Referenc¢né hodnoty LDL-P
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Nedavne zistenia potvrdzuju odporucanie, ze pacienti by mali byt lieceni tak, aby sa dosiahli cielové koncen-
tracie hladin LDL-P. Na dosiahnutie lie¢ebného ciela LDL-P sa m6zu pouzit terapeutické zmeny Zivotného $tylu
alebo niekolko skupin liekov, ako su statiny, fibraty, niacin a niektoré glitazény, ako aj kombinacia terapii s pozi-
tivnym ucinkom na distribuciu podskupin lipoproteinov.

Obsah cholesterolu Obsah cholesterolu
v LDL casticiach klesa v LDL casticiach stupa
Statiny Fibraty
Statiny + ezetimib e
T . Niacin
alebo sekvestranty zl¢ovych kyselin
Estrogénova sgbstltucna PiogliFaess
terapia
Antiretrovirusova Omega 3
terapia mastné kyseliny
Nizkotucna .
- Cvicenie
diéta
Vysokosacharidova Nizkosacharidova
diéta diéta
Tato liecba ! LDL-C viac ako LDL-P Tato liecba ! LDL-P viac ako LDL-C

Tabulka 3: Liecba, ktord meni obsah cholesterolu v lipoproteinovych ¢asticiach, méze rozli¢ne menit hladiny LDL-C a LDL-P [39].

LIPOPROTEINOVE PODSKUPINY PUBLIKOVANE V SUCASNYCH SMERNICIACH
PROFESIJNYCH ZDRUZENI (GUIDELINES OF PROFESSIONAL ASSOCIATIONS)

Pretoze NMR technolégia na skiimanie lipoproteinov je predovsetkym dostupna v Spojenych Statoch, predpoklada
sa, Ze novy testovaci postup bude prvotne stanoveny v medzinarodnych alebo americkych smerniciach.

Sucasné smernice American College of Cardiology a American Heart Association (ACC / AHA) pre rok 2013 (zdroj)
odporucaju pouzivat enzymaticky test na meranie LDL. Nasledujice usmernenie viak predovietkym zvlast preskima
prinos merania LDL castic pri rozhodovani o liecbe.

Spominané studie o vyhodéach merania LDL castic boli z velkej ¢asti publikované na zdklade sucasnych usmerneni

ACA / AHA. Existuje aj mnoho profesijnych zdruzeni, ktoré zdérazfuju zakladny prinos merania castic (vyber je
uvedeny v tabulke 4):
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2009 Apolipoprotein B and Cardiovascular Disease Risk: Position State-
ment from the AACC Lipoproteins and Vascular Diseases Division
Working Group on Best Practices

Americkd asociécia klinickych chemikov (AACC) uvédza, Ze LDL-P su ,stdle viac prediktivne pre vznik kar-
diovaskuldarneho ochorenia, ako je LDL-C" a ,poskytuje lepsie vyhodnotenie rezidudlneho rizika pri lie¢be
ako meranie LDL-C". Za ciel lie¢by navrhla LDL-P <1100 nmol/l, podobne ako LDL-C z hladiska percentil
obyvatelstva [34].

201 Clinical utility of inflammatory markers and advanced lipoprotein
testing: advice from an expert panel of lipid specialists

Narodna lipidova asociacia (NLA) odporuca hodnotenie LDL-P v ¢ase pociato¢ného klinického hodnotenia
a rozhodovania o manazmente lie¢by pre stredne a vysoko rizikovych pacientov [35].

2013 AACE comprehensive diabetes management algorithm 2013

AACE zaclenil meranie LDL-P do algoritmu liecenia cukrovky. Intenzita liecby by mala byt zamerana na dosiah-
nutie LDL-P <1200 nmol/l u pacientov so strednym rizikom a <1000 nmol/l u pacientov s vysokym rizikom [36].

2013 Association of apolipoprotein B and nuclear magnetic resonance
spectroscopy-derived LDL particle number with outcomes in 25 clini-
cal studies: assessment by the AACC Lipoprotein and Vascular Disease
Division Working Group on Best Practices

AACC dospela k zaveru, Ze ,Apo B a LDL-P sa konzistentne preukazali ako zavaznejsie rizikové faktory ako
LDL-C". AACC odporuca, aby ,meranie poctu castic [...] bolo zahrnuté do zavaznych usmerneni pre hodno-
tenie rizika KVO [371].

Tabul'ka 4: Zavery a odporucania profesijnych zdruzeni.
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NMR PARAMETRE CARDIO TEST INFAI ©

Metabolit Jednotka Popis

Lipoproteinové frakcie

LVLDL-p nmol/I Koncentracia velkych VLDL ¢astic
LDL-p nmol/I Koncentracia LDL ¢astic

LLDL-p nmol/I Koncentracia velkych LDL ¢astic
SLDL-p nmol/I Koncentracia malych LDL castic
HDL-p nmol/I Koncentracia HDL castic

LHDL-p nmol/I Koncentracia velkych HDL ¢astic
SHDL-p nmol/I| Koncentréacia malych HDL ¢astic

Velkost ¢astic

VLDL-s nm Priemernd velkost VLDL ¢astic

LDL-s nm Priemerna velkost LDL ¢astic

HDL-s nm Priemerna velkost HDL castic

VLDL-c mg/dl Cholesterol koncentracia v VLDL skupine

IDL-c mg/dl Cholesterol koncentracia v IDL skupine

LDL-c mg/dl Cholesterol koncentracia v LDL skupine

LDL.A-c mg/dl Cholesterol koncentracia v LDL podskupine A (velké castice)
LDL.B-c mg/dI Cholesterol koncentrécia v LDL podskupine B (stredne velké castice)
LDL.C-c mg/d| Cholesterol koncentracia v LDL podskupine C (malé ¢astice)
HDL.A-c mg/d| Cholesterol koncentracia v HDL podskupine A (velké castice)
HDL.B-c mg/dI Cholesterol koncentracia v HDL podskupine B (stredne velké Castice)
HDL.C-c mg/dl Cholesterol koncentracia v HDL podskupine C (malé castice)

Standarndé parametre

Celkovy cholesterol mg/dl Celkova koncentracia cholesterolu v sére
LDL-Cholesterol mg/dl Koncentrécia LDL-cholesterolu v sére
HDL-Cholesterol mg/dl Koncentracia HDL-cholesterolu v sére
Triglyceridy mg/dl Koncentracia celkovych triglyceridov v sére
Laktat mg/d| Laktat koncentrécia v sére
Glukéza mg/dl Glukéza koncentracia v sére
12| Cardio Test INFAI ©
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SYSTEM RIADENIA KVALITY

QUALITY MANAGEMENT INFAI zaviedol integrovany systém riadenia kvality zalozeny na ISO 9001: 2008
v stlade s ndrodnymi a medzindrodnymi predpismi. Vysoké normy kvality vymedzené v tomto rdmci za-
bezpecuju vyrobu spolahlivych a vysokokvalitnych farmaceutickych produktov. Spokojnost zédkaznikov je
v centre vSetkych nasich aktivit. Neustdle zdokonalovanie nasho systému riadenia kvality nam umoznuje
rychlo konat podla meniacich sa podmienok na trhu.
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