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SOUHRN

Stanoveni hladin lipid{ predstavuje rutinni servis poskytovany laboratoremi klinické biochemie. Zahrnuje vSak jen nékolik
parametrd jako jsou triacylglyceroly, cholesterol a lipoproteinové ¢astice. Diky rozvoji hmotnostni spektrometrie vznikl
samostatny odbor lipidomika, ktery umoznuje komplexni popis a kvantifikaci lipidomu skytajiciho stovky individualnich
molekul. Nadéjnym smérem vyuziti lipidomiky v rutinni laboratorni diagnostice se v poslednich letech ukazuje oblast
kardiovaskularnich chorob. Pomeéry hladin vybranych ceramidd a fosfatidylcholinli v plasmé jsou kombinovany
k vyhodnoceni skére CERT1, CERT2 a dalSich, které slouzi k predikci komplikaci a dmrti pacientl s kardiovaskularnimi
chorobami. V tomto prehledovém ¢lanku bude blize popsana vySe uvedena problematika a diskutovan potencial lipidomiky
v rutinni laboratorni diagnostice.
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SUMMARY

Kvasniéka A., Koufil S., Brumarova R., Pisklakova B., Stefanickova L., Friedecky D.: The importance
of ceramide assay in the primary prevention of cardiovascular disease

The determination of lipid levels is a routine service provided by clinical biochemistry laboratories. It commonly includes
several parameters such as triacylglycerols, cholesterol and lipoprotein particles. However, with the development of mass
spectrometry, a separate field of lipidomics has emerged, which allows the comprehensive description and quantification
of a lipidome containing hundreds of individual molecules. A promising direction for the use of lipidomics in routine
laboratory diagnostics has emerged in recent years in the field of cardiovascular disease. Ratios of plasma levels of
selected ceramides and phosphatidylcholines are combined to evaluate CERT1, CERT2 and other scores to predict
events and death in patients with cardiovascular disease. This review article will elaborate on the above issues and discuss

the potential of lipidomics in routine laboratory diagnostics.
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Uvod

Znalosti v oblasti lipidd doznaly za posledni dekadu
bourlivého rozvoje a ukazuje se, ze maji velky potencial
pro diagnostiku ¢i monitorovani celé fady onemocnéni.
Za pomoci separacnich technik ve spojeni s pokrocilou
hmotnostni spektrometrii jsme dnes schopni analyzy
a kvantifikace Sirokého spektra lipidd od polarnich
fosfolipid{ a sfingolipid po nepolarni glycerolipidy. Nej-
novejsi publikace pak posouvaji naSe moznosti az ke
kvantifikaci vice nez 1000 latek v ramci jedné analyzy.
klinickych oblasti, a to predikci kardiovaskularnich cho-
rob, kde lipidomika jiz dnes vyznamné zlepsuje klinic-
kou efektivitu predikénich algoritmd.

Lipidomicka analyza pomoci LC-MS
Lipidomika je védnim podoborem metabolomiky za-

mérujicim se na studium lipidd, zkoumani jejich struktur,
funkci a dynamiky v biologickych systémech. Ackoliv

se jedna o relativné mlady obor, s rozvojem analytic-
kych metod a védeckého poznani, potencial lipidomiky
v klinické diagnostice neustale roste [1]. Podle databaze
LIPID MAPS v soucCasnosti existuje vice nez 47 000
biologicky vyznamnych lipid( a sou¢asné vice nez mi-
lion in silico pfedpovézenych struktur, tato Cisla vSak
nejsou konec¢na [2,3]. Lipidy jsou strukturné i funkéné
heterogenni skupinou latek. Pro sjednoceni nomenkla-
tury lipid byl vytvoren klasifikaéni systém, rozdélujici
tyto latky do osmi tfid (mastné kyseliny - FA, glycero-
lipidy - GL, glycerofosfolipidy - GP, sfingolipidy - SP,
steroly - ST, prenolové lipidy - PL, sacharolipidy - SL
a polyketidy - PK) [4]. K vyznamnému rozvoji lipido-
miky pfispélo zavedeni kapalinové chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) s ionizaci
elektrosprejem [5]. Jednotlivé lipidové tfidy lze touto
technikou separovat pomoci chromatografie s hydro-
filni interakei (HILIC z anglického Hydrophilic Interaction
Liguid Chromatography) na zakladé specifickych polar-
nich skupin v jejich struktufe (napt. glycerofosfolipidy
mUlzeme rozdglit na fosfatidylcholiny - PC, fosfatidyl-
ethanolaminy - PE a dalsi) [6]. HILIC separace vynika
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predevSim v kvantitativnich aspektech (ze dosahnout
absolutni kvantifikace), jelikoz pfi ni dochazi ke koeluci
znacenych standardd s lipidy dané lipidové tridy (napfi-
klad PC jsou separovany jako jeden pik) a neni potfeba
pouZivat vice standard(l s ohledem na identicky matri-
covy efekt. Nicméné vzhledem ke koeluci desitek lipidCi
jedné tfidy vznika problém s isotopovou korekci a ko-
eulci izomernich latek (rizné sloZeni acylovych fetézcl
o stejném sumarnim podtu uhlikd a dvojnych vazeb),
které nelze separacné oddglit. V tomto ohledu je vhod-
n&jsi pouziti separace pomoci kapalinové chromatografie
s reverzni fazi (RPLC, s vyuzitim stacionarni faze o délce
alkylového fetézce 8-30 uhlik{), diky které jsou lipidy roz-
déleny podle hydrofobicity, polohy dvojnych vazeb, délky
a stupné nasyceni jednotlivych acylovych fetézcl [7].

Po chromatografické separaci nasleduje ionizace li-
pid¥ a detekce pomoci MS. Jednotlivé lipidy je mozné
identifikovat na zakladé hodnoty m/z prekurzorového
iontu a jeho specifickych fragment(, obvykle s vyuZitim
kolizi indukované fragmentace. Témito fragmenty jsou
nejCastéji polarni hlavice lipidu (napt. fosfocholin v pozi-
tivnim modu - m/z 184,1), acylové fetézce v negativnim
modu a dalsi [8]. Hmotnostni analyzatory pouzivané
k charakterizaci vzniklych iontd se lisf citlivosti, dynamic-
kym rozsahem, rychlosti skenovani a rozliSenim ziska-
nych hmotnostnich spekter. Pro cilenou a tzv. pseudo-
cilenou analyzu lipid( se nej¢astéji vyuZivaji citlivé trojité
kvadrupdly, zatimco u necileného lipidomického profi-
lovani se setkavame s vysokorozliSujicimi hmotnostni-
mi spektrometry - analyzatory typu Orbitrap i analy-
zatory doby letu s predfazenym kvadrupdlem (qTOF)
[8]. Hmotnostni spektra ziskana z necilenych analyz
porovnavame s databdzemi slouzicimi pro identifikaci
a anotaci lipidd (naptiklad databédze LipidBlast) [9]. Ne-
zbytnym krokem je samotné zpracovani lipidomickych
dat pomoci bioinformatickych a biostatistickych nastro-
jG [10], za jejimz ucelem byla vyvinuta cela fada pristupt
slouzicich k vyhodnoceni zmén v lipidomu, jejich vizua-
lizaci a interpretaci [11-13]. Prehled jednotlivych krokd
v pracovnim postupu lipidomické analyzy je znazornén
na obr. 1.
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Fig. 1: Overview of the clinical lipidomic workflow.

S pokracuijicim vyvojem analytickych metod a jejich
vyuzitim v kohortnich studiich (n > 1000) je dnes jasné,
7e metabolismus lipid¥ hraje kli¢ovou roli v mnoha pa-
tofyziologickych a patobiochemickych procesech [14].
Rada lipidd je navrhovéna jakozto perspektivni bio-
markery, pfipadné je o nich uvazovano pfi vypoctech
predikce rizika daného onemocnéni napf. ischemické
choroby srdec¢ni a akutniho koronarniho syndromu [15],
obezity a dyslipidémie [16], rakoviny [17], Alzheimerovy
a Parkinsonovy choroby [18,19] a mnoha dalsich [14]
(viz obr. 2). Mimo oblast populacnich onemocnéni se
lipidomika uplatnila také v diagnostice dédi¢nych me-
tabolickych poruch (DMP) [20], a to pfedevSim u ly-
sosomalnich stfadavych onemocnéni zasahuijicich do
metabolismu sloZzitych lipidovych makromolekul (Fabry-
ho choroba, Gaucherova choroba, Krabbeho choroba,
Neimann-Pick A/B a C a dal$i). Pro tyto DMP byly navr-
zeny lipidové panely [21] slouzici ke v€asné diagnostice
¢i sledovani progrese téchto chorob.
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Fig. 2: Overview of the lipid metabolism in relation of individu-
al lipid classes to selected diseases according to [14]. (CDP-
-DG - cytidine diphosphate diacylglycerol, Cer - ceramide, CL
- cardiolipin, DG - diacylglycerol, LPC - lysophosphatidylcholine,
LPE - lysophosphatidylethanolamine, LPE-O/LPC-O lysoplas-
many! ethanolamine/choline), LPI - lysophosphatidylinositol, LPS
- lysophosphatidylserine, PC - phosphatidylcholine, PE - phos-
phatidylethanolamine, PE-O/PC-O - plasmanyl-ethanolamine/
choline, PG - phosphatidylglycerol, Pl - phosphatidylinositol, PS
- phosphatidylserine, SM - sphingomyelin, TG - triacylglycerol,
CVD - cardiovascular disease, T2DM - type 2 diabetes mellitus,
dis. - disease).

Lipidomika kardiovaskularnich chorob

Pocet pacientl s kardiovaskularnim onemocnénim
(KV) a aterosklerotickym kardiovaskularnim onemocneé-
nim (ASKYV) roste v dlsledku starnuti populace a zvysu-
jici se mirou preziti po ASKV prihodach diky lepsi zdra-
votni péci. Na individualni drovni nebo u specifickych &i
komorbidnich subpopulaci se vsak riziko ASKV pfihody
mUze znacné lisit, coz vyZaduje nové diagnostické na-
stroje pro evaluaci rizika s cilem zefektivnit nebo dfive
indikovat lé&bu pacient(l. U&inna stratifikace kardiovas-
kularniho rizika by méla urcit jedince vyzaduijici inten-
zivngjsi nebo odliSnou 1é¢bu. Naopak selekce pacientt
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S pfiznivou progndézou by mohla vést k Upravé medi-
kace vzhledem k moznym nezédoucim Ucinkdm ékd
a farmakotoxicité. U pacientl se stabilni ischemickou
chorobou srde¢ni a akutnim koronarnim syndromem
byly definovany rlzné plazmatické poméry cerami-
dd (Cer) jako vyznamné prediktory Umrti souvisejiciho
s ASKV a bylo vytvoreno prvni skére CERT (z anglického
Cardiovascular Event Risk Test 1) [15]. Navic bylo zjisté-
no, ze k dalsimu zvySeni klinické vykonnosti a pfesnosti
predikénich modelll 1ze vyuzit poméry polynenasyce-
nych a nasycenych PC v plazmé pravé v kombinaci
s ceramidy (skore CERT2) [22]. Aplikovatelnost téchto
skorovacich systémé byla shrnuta v predchozich pre-
hledovych Clancich [23,24]. Dale bylo prokazano, ze
CERT2 je silné spojeno s umrtnosti na KV, ischemickou
chorobu srdecni a cévni mozkovou prihodu u starsich
0sob, zatimco souvislost mezi témito prihodami a kon-
vencéné merenymi lipidy (HDL-C, LDL-C, TG, celkovy
cholesterol) byla nizka [25].

Ceramidy se jako bioaktivni lipidy podili na fadé
procest (bunééné signalizaci, proliferaci, zanétu a dal-
Sich) [26]. Jeden z patofyziologickych Ucink( ceramid(
doprovazejici kardiovaskularni onemocnéni je nepfima
inhibice synthézy oxidu dusnatého (NO) vedouci ke
snizeni jeho koncentrace v endotelialnich burkach. NO
je vyznamny vazodilatator hladkého svalstva cév. Na-
ruSeni jeho homeostazy vede mimo jiné k endotelial-
ni dysfunkci a nasledné hypertenzi [27]. Na bunécné
drovni mohou ceramidy také ovliviiovat metabolismus
kardiomyocytl, inhibuji napfiklad mitochondriaini tvor-
bu energie a naopak aktivuji proapoptické déje [28,29].
Ceramidy jsou dale spojovany s rozvojem aterosklero-
zy. Jsou akumulovany v lipoproteinech o nizké hustoté
(LDL), prispivaji k retenci LDL ¢astic do aterosklerotic-
kych 1ézi, zvysuji vychytavani LDL cholesterolu makro-
fagy a umoznuji zvySenou transcytézu LDL Castic pres
endotelové bunky cév [26].

Vzhledem k tomu, Ze Cer a PC hraji dllezitou roli
v patologii ASKV maji i vyznamny diagnosticky poten-
cial. Cer a PC souvisi se zanétem, nekrézou myokar-
du, dysfunkci myokardu, dysfunkci ledvin a dyslipidemif
a jejich zvySené hladiny pfispivaji ke Spatné progndze
u pacientd s ASKV. Cer a PC byly v mnoha studiich
opakovangé spojovany s prihodami u ASKYV, jako jsou
infarkt myokardu, ischemicka choroba srde¢ni (ICHS)
a cévni mozkova prihoda a také se zvySenou mortalitou.
Koncentrace vybranych Cer a PC byly pomoci viceroz-
meérnych statistickych modeld kombinovany za Uc¢elem
vytvoreni skére rizika piihod &i Umrti u pacient s ASKV.
zavedeny test na Mayo Clinic - Spojené staty americké
pod nazvem CERAM a dale komercni test pod nazvem
Hertta - Zora Biosciences, Finsko) a CERT2 skore. Za-
timco model CERT1 vychazi pouze z koncentrace Cer,
test rizika kardiovaskularnich prfihod CERT2 vychazi
z koncentrace Ctyr Cer a tfi PC v plasmé/séru. CERT2
Ize vyuzit k predikci rizika zavaznych nezadoucich kar-
diovaskularnich pfihod (MACE z anglického Major Ad-
verse Cardiovascular Events) spojenych s ASKV. MACE
jsou definovany jako kombinovany ddsledek nefataini
cévni mozkové prihody, infarktu myokardu a umrti bé-
hem doby sledovani pacient’ s ASKV. V klinickych stu-

diich bylo potvrzeno, ze CERT2 je uziteCnym nastrojem
pro predikci MACE u ASKYV, a v navazujici metaanalyze
zahrnuijici studie na vice nez 30 tisic pacientech bylo
zjisténo, ze CERT2 umoznuje 1épe predikovat prihody
ASKV i po zohlednéni konvencnich lipidovych marke-
rd a klinickych rizikovych faktor(. Intervence, jako je
ZlepSeni stravy, zvySeni frekvence aerobniho cviCeni
a léky snizujici hladinu lipidd, mohou upravit hladiny Cer
a PC a potencialné sniZit riziko spojené s ASKV. Samot-
na predikéni skore se pocitaji na zakladé rozdéleni Cer,
PC a jejich pomérl do kvartild, viz tabulka 1. Pro kazdy
predikéni algoritmus jsou pak definovana rozpéti pro
klasifikaci pacient( dle rizika prihod a umrti spojenych
s KV (Tabulka 1).

Table 1. Calculation of CERT1 and CERT2 scores and asse-
ssment of patient risk groups. The score variables were calcu-
lated from the entire study population from [22] and risk points
are assigned based on the quartile (Q1) to which the individual
belongs.

Lipid or lipid Score
e ratio il ez G e categories
Cer(d18:1/16:0) 0 0 1 2
Cer(d18:1/18:0) 0|0 1 2
Cer(d18:1/24:1) o0 | 1|2 (012
0-2 (Low risk)
Cer(d18:1/16:0) / 3-6 (Moderate risk)
CERT1 Cer(d18:1/24:0) 0 0 1 2 7-9 (Increased risk)
10-12 (High risk)
Cer(d18:1/18:0)/ | | o | 4 5
Cer(d18:1/24:0)
Cer(d18:1/24:1) /
Cer(d18:1/24:0) 0 0 1 2
Cer(d18:1/24:1) /
: : 0| 1 2 3
Cer(d18:1/24:0) 0-12
Cer(d18:1/16:0) / 0 1 5 3 0-3 (Low risk)
PC 16:0/22:5 4-6 (Moderate risk)
CERT2 7.8 o risk
Cer(d18:1/16:0) / 9‘?2( noreased fisd
PC 14:0/22:6 0} 123 (Figh risk)
PC 16:0/16:0 0 1 2 3

Perspektiva rutinniho stanoveni cerami-
di (CERT1/CERT2) a kombinace s dalSi-
mi prediktivnimi algoritmy

Jako zakladni hodnoceni pro posouzeni rozvoje
ASKV se v souCasné dobé doporucuje metrika SCO-
RE (z anglického Systematic COronary Risk Evaluati-
on), které vychazi z doporuceni evropské kardiologické
spoleCnosti a evropské spoleCnosti pro aterosklerdozu
z roku 2019 [30]. SCORE je zaloZzeno na kombinaci
faktor(l jako je vék, pohlavi, koureni, krevni tlak a cel-
kovy cholesterol. Dale se doporucuje z hlediska klinické
biochemie sledovat u pacientl hodnoty celkového cho-
lesterolu, LDL-cholesterolu a HDL-cholesterolu, nebo
triacylglyceroll. U jedincd s hodnotou celkového cho-
lesterolu 8 mmol/L a vyssi (v pfipadé LDL-cholesterolu
5 mmol/L a vy$8i) je podezieni na familiarni hypercho-
lesterolemii a jsou pak automaticky brani jako vysoce ri-
zikovi pro komplikace a rozvoj ASKV. Déle plati, Zze nizka
hladina HDL-cholesterolu vyznamné zvySuije riziko vzni-
ku kardiovaskulariho onemocnéni. U osob ve stfed-
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nim riziku rozvoje ASKV miize k zpresnéni rizika pomoci
stanoveni dalSich laboratornich parametrt (vySsi hladi-
na apolipoproteinu B, lipoproteinu (a) nebo triacylgly-
cerolll). Apolipoprotein B je preferovan pro hodnoceni
ASKV u pacientt s hypertriglyceridémii, diabetem nebo
metabolickym syndromem. Zjisténi vysoké koncentra-
ce lipoproteinu (@) mize pomoci ke zméné kategorie
rizika. Studie ukazuji, ze nové a bézné pouzivané mar-
kery vCetné zohlednéni SCORE, Ize kombinovat také
se stanovenim Cer a PC (CERT1 a CERT2), kdy tyto
komplexni kombinované modely dosahuiji nejspolehli-
vejSi prediktivni vykonnosti [31].

Inovativni lipidové markery Ize také kombinovat
s podrobnou analyzou digitalniho EKG nélezu v pri-
marni i sekundarni kardiovaskularni prevenci pacientt
s ASKV. Rada praci v sou¢asné dobé& ukazuje predik-
tivni schopnost analyzy detailnich ukazatelll EKG, které
nejsou dosud standardné hodnoceny, ve smyslu sta-
noveni rizika ASKYV, cévniho véku a dalSich parametrd.
Vyzkum kombinujici oba nezavislé markery rizika je za-
douci ve smyslu potenciondlniho zafazeni do standard-
ni rizikové stratifikace populace.

Nicméné souCasné skorovaci systémy kardiovas-
kularniho rizika nejsou v primarni prevenci dostatecné.
Ceska populace ma dle priirezovych registrd WHO
a ESC stéle jednu z nejvySSich mortalit na KV onemoc-
néni, i kdyz Cislo v poslednich péti letech mirné klesa,
KV pacient(l vyrazné pribyva (v nékterych kohortach az
+7-8 % rocné). Proto je zadouci vyvoj a Klinicka aplika-
ce novych biomarker( a algoritm(l, které by jiz na Urovni
vSeobecnych praktickych lékart vedly k automatické-
mu stanoveni KV rizika, ¢asnému zachytu onemocnéni
a zahdjeni 1éCby na zakladé jednoduchych, automaticky
realizovanych parametr( (biochemicka analyza a EKG).
V kombinaci se stanovenim Cer a PC a vypoc&tem sko-
re CERT1/CERT2 by vznikl spolehlivy nastroj k predikci
rizika MACE u pacientl s ASKV. Ackoli vysledky do-
savadnich studii vypadaji slibng, je tfeba provést dalsi
vyzkumy, aby bylo mozné prediktivni modely zalozené
na stanoveni Cer/PC zacllenit do rutinni laboratorni dia-
gnostiky a stanovit proveditelnost a nakladovou efekti-
vitu pro stanoveni rezidudlniho rizika u pacientti s ASKV.
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