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DESCRIPCION
Proceso para la determinacion de lipoproteinas en fluidos corporales

La presente invencién se refiere a un proceso para la determinacién de la densidad y distribucién de tamafio de
lipoproteinas en fluidos corporales y a un aparato para realizar este proceso.

La arteriosclerosis que, entre otras cosas, es atribuible a depésitos de colesterol en las paredes vasculares arteriales
es una de las causas mas frecuentes de muerte en las naciones industrializadas occidentales. Dependiendo de
dénde se produzcan los depositos, pueden producirse disfuncion de la circulacion sanguinea en el cerebro (ictus),
disfuncion de la circulacion sanguinea en el corazén (cardiopatia coronaria, infarto de miocardio) y enfermedades
oclusivas arteriales en las arterias periféricas. Investigaciones realizadas han demostrado que el riesgo de padecer
arteriosclerosis corresponde a la proporcién de colesterol presente en la sangre. Este colesterol esta presente en
forma de particulas de lipoproteina que contienen colesterol, por ejemplo, junto con proteinas. Estas lipoproteinas
efectian el transporte de lipidos insolubles en agua en la sangre. Las lipoproteinas pueden subdividirse en
diferentes clases de lipoproteinas, entre otras, basandose en su densidad, componentes lipidicos y apolipoproteinas.
El riesgo de padecer arteriosclerosis parece correlacionarse con un alto nivel de colesterol LDL (lipoproteina de baja
densidad). Por otro lado, el colesterol en particulas de HDL (lipoproteina de alta densidad) parece contribuir a la
eliminacion de las placas arterioscleréticas en las paredes vasculares arteriales. Investigaciones posteriores indican
que determinados tamafios y distribuciones de densidad dentro de las clases de lipoproteina son un buen indicador
para el reconocimiento temprano de enfermedades cardiovasculares y el riesgo de padecer arteriosclerosis (Kuller et
al., (2002), Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy of lipoproteins and risk of coronary heart disease in the
cardiovascular health study, Aterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 22, 1175-1180; Blake et al., (2002), Low-density
lipoprotein particle concentration and size as determined by nuclear magnetic resonance spectroscopy as predictors
of cardiovascular disease in women, Circulation 106, 1930-1937; Rosenson et al., (2002), Relations of lipoprotein
subclass levels and low-density lipoprotein size to progression of coronary artery disease in the pravastatin limitation
of arteriosclerosis in the coronary arteries (PLAC-I Trial), Am. J. Cardiol. 90, 89-94; Rosenson et al., (2002), Effects
of pravastatin treatment on lipoprotein subclass profiles and particle size in the PLAC-I trial, arteriosclerosis 160, 41-
48). Por esta razon, se realizan numerosas determinaciones de lipoproteinas en sangre para un reconocimiento
precoz de enfermedades cardiovasculares. Se supone que el objeto de hasta 60-80 % de los ensayos de sangre de
diagnostico en el laboratorio es, al menos parcialmente, la determinacion de lipoproteina.

A partir del documento EP 0 361 214 B1, se conoce un proceso para la determinacién de la concentracion de cuatro
lipoproteinas en una muestra plasmatica sanguinea por mediciones de RMN. En este proceso, el contorno de linea
de un espectro de RMN de una muestra plasmatica a analizar se ajusta por una combinacion lineal ponderada de los
cuatro espectros de referencia de lipoproteina. Refinando los coeficientes de ponderacién de los espectros de
referencia individuales, pueden calcularse las concentraciones de los cuatro componentes de lipoproteina. En el
caso de este proceso, sin embargo, no puede determinarse ninguna distribucién de tamafo ni ninguna distribucién
de densidad dentro de una clase de lipoproteinas.

En el articulo de revision "Nuclear magnetic resonance chromatography: applications of pulse field gradient diffusion
NMR to mixture analysis and ligand-receptor interaction", Journal of chromatography B; 725 (1999), paginas 79-90,
se desvela un proceso complicado para investigar interacciones entre proteina-ligando y en cuyo caso se usan las
proteinas marcadas especificamente con 3C/N para espectroscopia RMN, aparte de RMN de gradiente de campo
pulsado.

El documento US 6.617.167 B2 describe un método de exploraciéon de un sujeto para detectar la presencia de
lipoproteina X. También se describen métodos de clasificacion de lipoproteinas. Mediante los mismos, solamente se
desvela una clasificacion general en clases tales como VLDL, LDL, HDL y quilomicrones.

Es un objeto de la presente invencidn proporcionar un proceso para una clasificacién y una cuantificacion de
lipoproteinas en fluidos corporales mas fina y precisa que la conocida en la técnica anterior y un aparato para
realizar este proceso que estd mejorado con respecto a las desventajas mencionadas anteriormente.

Este objeto se consigue de acuerdo con la invencion mediante un proceso segun la reivindicacién 1. Aspectos
ventajosos del proceso son la materia objeto de las reivindicaciones adicionales.

El proceso de acuerdo con la invencion es un proceso para determinar concentraciones de subclases de
lipoproteinas k = 1...N en un fluido corporal, caracterizandose cada subclase por una distribucién de densidad y una
distribucion de tamano seleccionadas respectivas; comprendiendo el proceso las etapas de

a) registrar o calcular un espectro de RMN de referencia para cada una de dichas subclases de lipoproteina para
M condiciones de medicién diferentes i = 1...M que son diferentes con respecto a la fuerza de un gradiente de
campo magnético de sensibilizacién por difusién y/o la temperatura,
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b) determinar una funcién de subclase fix para cada subclase de lipoproteina k y cada condicién i de medicién
que describe el espectro de RMN de referencia de la subclase de lipoproteina k en las condiciones de medicion i,

c¢) medir los espectros de RMN Si_1..m de la muestra de fluido corporal a analizar en las mismas M condiciones de
medicién diferentes que las aplicadas en la etapa a),

d) ajustar las funciones de clase fix determinadas en la etapa b) al espectro de RMN S; usando N factores de
ponderacion ck de acuerdo con la siguiente férmula:

N
55-‘2"-‘&&&
%

e) obtener la concentracion de cada subclase de lipoproteina en la muestra de fluido corporal usando el
correspondiente factor de ponderacion ck.

También se desvela un proceso para la determinacién, en particular la clasificacion y cuantificacion, de lipoproteinas
en fluidos corporales. Para esta finalidad, se miden espectros de RMN de una muestra de fluido corporal a analizar
en diferentes condiciones de medicién. Las diferentes condiciones de medicidon se seleccionan de tal manera que se
permite la separacion de lineas de resonancia RMN homogéneas superpuestas de diferentes subclases de
lipoproteina. Modificando las condiciones de medicién, se implementa una espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) multidimensional y unidimensional ponderada por difusion con gradientes de campo magnético
pulsado. Estas condiciones diferentes de medicion se seleccionan de diferentes gradientes de campo magnético y
diferentes temperaturas. Para esta finalidad, se registran diversos espectros de RMN, por ejemplo, para una muestra
plasmatica o en suero a diferentes gradientes de campo magnético y/o diferentes temperaturas en cada caso. Los
efectos cambiantes de los diferentes gradientes de campo magnético y de las diferentes temperaturas en la forma
de senal, por ejemplo, la intensidad y/o la anchura de las sefiales de RMN de las subclases de lipoproteina
individuales se determinan posteriormente y se asigna una determinada distribuciéon de densidad y distribucién de
tamano a las subclases de lipoproteina individuales basandose en los efectos diferentes.

Es posible mejorar el proceso modificando otros parametros tales como la composicion de la muestra (disolvente,
modificaciones quimicas). Para esta finalidad, se registran y se analizan conjuntamente diversos espectros de RMN,
como norma, en diferentes condiciones.

El proceso puede usarse para analizar una amplia diversidad de diferentes especimenes de fluidos corporales, por
ejemplo, muestras de plasma sanguineo y suero en sangre de un origen deseado. Los fluidos corporales adecuados
en este aspecto son todos los fluidos corporales que contengan lipoproteinas de diferentes origenes, por ejemplo,
sangre, linfa o fluido de médula espinal. El proceso permite el analisis de sefiales de RMN de una composicién no
homogénea en espectros de RMN atribuibles a diversa distribucién no homogénea dentro de las subclases de
lipoproteinas. Por tanto, las proporciones de colesterol, la distribucion de densidad y distribucion por tamario de las
particulas dentro de la subclase de lipoproteinas pueden variar, por ejemplo, dependiendo de la constitucién de un
paciente.

La distribucion del tamafo de las particulas de lipoproteina dentro de una subclase de lipoproteinas, por ejemplo,
particulas HDL o LDL, puede determinarse de acuerdo con un aspecto de la invencién aplicando diferentes
gradientes de campo magnético, adicionalmente a los pulsos de alta frecuencia para producir espectros de RMN
ponderados por difusion de la muestra a analizar, por ejemplo, una muestra de sangre. Esto puede realizarse
produciendo un campo magnético adicional localmente diverso en la muestra, por ejemplo, usando espirales de
gradiente ademas del campo magnético ya presente en el espectrometro de RMN.

Un experimento eco de espin, en el que se produce ademas un gradiente de campo magnético se muestra
esquematicamente en la Figura 2 como meramente un posible ejemplo de espectroscopia RMN ponderada por
difusion. Durante este experimento de eco de espin, la magnetizacién causada por los espines de los atomos de
hidrégeno se rota primero en el plano de deteccién por un denominado pulso de 90° (11/2) y se detecta. En este
plano de deteccién, la magnetizacion de paquetes de espin individuales se desfasa posteriormente. Las particulas
de lipoproteina, por ejemplo, se difunden en diferente grado debido a sus diferentes tamarios. Si durante este
periodo se aplica un gradiente de campo magnético a lo largo del campo z de la muestra, ademas del campo
magnético existente, las diferentes particulas de lipoproteina se someten a la influencia de fuerzas de campo
magnético diferentes como resultado de su tamano diferente y por consiguiente su comportamiento de difusion
diferente. Si se aplica un pulso de 180° un pulso T, la magnetizaciéon de los espines de aquellas proteinas (las
particulas de lipoproteinas mas grandes, por ejemplo, particulas VLDL = lipoproteinas de muy baja densidad) se
refocalizan sin demasiada difusion durante el desfase de los espines. Las particulas de lipoproteina mas pequefas,
particulas HDL por ejemplo, ya se han difundido adicionalmente durante este periodo y se someten a la influencia de
otra fuerza de campo z tal como su magnetizacién por el pulso de 180° que puede refocalizarse Unicamente de
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manera insuficiente o, dependiendo de la fuerza del gradiente de campo magnético, no del todo. Esto tiene la
consecuencia de que, en funcion del gradiente de campo magnético aplicado, las sefiales de RMN de las particulas
de lipoproteina mas pequefas pueden suprimirse selectivamente y/o la intensidad de estas sefales puede reducirse
de una manera definida (véanse, por ejemplo, también las Figuras 3 y 6). Ademas de ese experimento de eco de
espin, son posibles una gran variedad de otras secuencias de pulso en el caso de variantes de los procesos de
acuerdo con la invencién. Por tanto, el gradiente aplicado es un gradiente de campo magnético sensibilizado por
difusién.

A partir de la Figura 10, se puede observar que, dentro de una subclase de lipoproteina, el tamafio de las particulas
de lipoproteina varia (por ejemplo en el caso de la subdivision de las subclases de LDL [A] a LDL [C] seleccionada
por los inventores). El método de medicién del gradiente de campo magnético ponderado por difusién mencionado
anteriormente también ofrece una posibilidad para determinar la distribucion de tamafo dentro de las subclases de
lipoproteinas. Esta distribucion por tamafo también puede ser un indicador del riesgo personal de enfermedades
cardiovasculares (Kuller et al., (2002), Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy of lipoproteins and risk of
coronary heart disease in the cardiovascular health study, Aterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 22, 1175-1180; Blake et
al., (2002), Low-density lipoprotein particle concentration and size as determined by nuclear magnetic resonance
spectroscopy as predictors of cardiovascular disease in women, Circulation 106, 1930-1937; Rosenson et al., (2002),
Relations of lipoprotein subclass levels and low-density lipoprotein size to progression of coronary artery disease in
the pravastatin limitation of arteriosclerosis in the coronary arteries (PLAC-I Trial), Am. J. Cardiol. 90, 89-94;
Rosenson et al., (2002), Effects of pravastatin treatment on lipoprotein subclass profiles and particle size in the
PLAC-I trial, arteriosclerosis 160, 41-48).

A través de una realizacién de un proceso de acuerdo con la invencién, durante el cual se aplican diferentes
gradientes de campo magnético a la muestra a analizar, también es posible, por ejemplo, detectar subclases de
lipoproteinas que previamente han sido dificiles de detectar, por ejemplo, Lp(a) y LDL densa pequefa que se
clasifican por ser altamente peligrosas con respecto al riesgo de enfermedades cardiovasculares (comparese
también la Figura 1).

Ademas, en una realizacién de un proceso de acuerdo con la invencion, es posible modificar las temperaturas de
medicién como condiciones de medicion adicionales. Las variaciones en la medicion de temperaturas ejercen, por
encima de todo, una influencia en la anchura de linea de las sefiales de RMN de las particulas de lipoproteina y sus
componentes. A una temperatura elevada, la anchura de linea de las sefiales de RMN puede estrecharse (cambio
en el tiempo de relajacién transversal T2) dado que las particulas de lipoproteina se hacen mas moviles a
temperaturas elevadas, y el tiempo de relajacion longitudinal T1 y el tiempo de relajacion transversal T2
normalmente se hacen mas elevados. Dependiendo de la secuencia de pulso de gradiente seleccionada, puede
introducirse una ponderacion de T1 y T2 de una manera definida ademas de la ponderacién por difusion. En el caso
de particulas empaquetadas particularmente densas, por ejemplo particulas de HDL, un aumento de temperatura
generalmente no ejerce una fuerte influencia como es el caso de particulas empaquetadas menos densamente, por
ejemplo particulas de LDL o VLDL. Esto tiene la consecuencia de que, en el caso de diferentes particulas de
lipoproteina empaquetadas densamente, un cambio de temperatura tiene un diferente efecto sobre el cambio de las
anchuras de linea de las sefales de RMN de las particulas de lipoproteina implicadas. Por tanto, es posible
determinar mediante una realizaciéon de acuerdo con la invencion una distribucion de densidad dentro de las
subclases de lipoproteinas. Las temperaturas de medicién tipicas serian en este caso temperaturas de
aproximadamente 278 K, 298 K, 308 Ky 318 K.

En una realizacién de un proceso de acuerdo con la invencion es posible cambiar simultaneamente el gradiente del
campo magnético y la temperatura de medicion. Sin embargo, también es posible cambiar solamente el gradiente de
campo magnético a temperatura constante o viceversa para cambiar solamente la temperatura de medicién con un
campo magnético constante. Aparte del método de eco de espin descrito anteriormente, todos los métodos descritos
en la bibliografia tales como PFG-STE, PFG-LED etc. pueden usarse para la ponderacion por difusion.

Es posible determinar un conjunto multidimensional de parametros de referencia caracteristicos de un espectro de
RMN para cada subclase de lipoproteinas (véase, por ejemplo, la Figura 9). Este conjunto multidimensional puede
determinarse, por ejemplo, a partir de una serie de espectros de RMN adecuadamente registrados — registrandose
un espectro para cada subclase de lipoproteina en un caso limite. Los parametros de referencia caracteristicos se
seleccionan entre las distribuciones de los desplazamientos quimicos, las distribuciones de las intensidades de sefal
de RMN, las distribuciones de las anchuras de sefial de RMN y de las formas de linea en funcién de los gradientes
de campo magnético u otros parametros externos posibles tales como la temperatura. Mediante estos parametros de
referencia caracteristicos, es posible calcular los espectros de RMN y ajustarlos a espectros experimentales
mediante procesos de optimizacion multidimensionales conocidos en la bibliografia.

Dado que se conocen o se han determinado los parametros de referencia, es posible determinar, en primer lugar, la
concentracién de las particulas de lipoproteina de las diferentes subclases a partir de los mismos. En segundo lugar,
es posible determinar propiedades fisicas y quimicas adicionales dentro de una subclase tal como la composicién
lipidica y el tamafio exacto de las particulas de lipoproteina.
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Es posible obtener una funcién de subclase denominada fik, (G, (8, p1,..,pn), que es dependiente de la fuerza del
gradiente G, del desplazamiento quimico & y de otros parametros experimentales pj tales como la temperatura T, la
secuencia de pulsos usada y la fuerza del campo magnético externo para cada subclase k de lipoproteina en las i
condiciones de medicién seleccionadas.

A continuacion se construye la funcién de subclase fik a partir de las N funciones base gx como

N N
fix = zgk = Zak(G’5k’ Diror Pas T (Dyseres Po s TS (Pyoees P N O LUS, ASSL)
K x

(1)

siendo ak una funcién de valor complejo que describe la interaccion entre la anchura y la fase de los parametros y
L(d) una funcion de forma lineal centrada alrededor de & = 0 (por ejemplo, una funcion de Gauss o Lorentz con
anchura A 61/2"). A continuacion se puede describir el espectro experimental completo S; para las M condiciones de
medicion diferentes i = 1... para las N subclases con una concentracién cx mediante:

N
S, => ¢t (2)
k

Para particulas y moléculas individuales libres de (aproximadamente) igual tamafo, el efecto de la intensidad de
gradiente G en las funciones de subclase puede separarse mediante

f. = f, «h (G) (3)

1

En una simplificacion normalmente aplicable, el efecto dependiente del tamario de particula (mas exactamente de la
constante de difusién correspondiente D;) del gradiente de intensidad G es aproximadamente de

h, = e A | (4)

La ventaja de este proceso consiste en que los parametros de referencia caracteristicos caracterizan en cada caso
la subclase de lipoproteina pura y pueden adaptarse directamente a los parametros del espectrémetro de RMN
usados para registrar los espectros de RMN tales como la frecuencia de medicion y la fuerza de campo magnético
basandose en las consideraciones fisicas basicas. Por otro lado, en el caso del proceso de medicion mencionado
anteriormente descrito en el documento EP 0 361 214 B1, los espectros de los componentes de lipoproteina pura
medidos en un espectrometro de RMN especifico se someten a un sumatorio usando métodos matematicos
sencillos y se varian para reconstruir de esta manera el espectro experimentalmente medido de la muestra de
sangre a analizar. Por consiguiente, este proceso es mucho mas fuertemente dependiente de las condiciones de
medicion especificas, en particular de los parametros, del espectrometro de RMN usado. Por otro lado, el presente
proceso, puede realizarse sin problemas en diferentes espectrometros de RMN con diferentes frecuencias debido a
la parametrizacion usando los parametros de referencia caracteristicos. Los parametros de referencia caracteristicos
son independientes de los parametros del aparato usado para registrar los espectros, por ejemplo, el espectrometro
de RMN.

Esta variante del proceso de acuerdo con la invencién se basa en la consideracién de que las particulas de una
subclase de lipoproteina determinada se construye a partir de diferentes componentes quimicos con diferentes
patrones de desplazamientos quimicos y tiempos de relajacion y por consiguiente se caracterizan por unas lineas de
resonancia no homogéneas pero en aquellas particulas del mismo tamafo proporcionan la misma respuesta a la
variacion de los gradientes de campo magnético. Esto se aprovecha particularmente bien mediante el proceso
anterior para separar espectroscopicamente las subclases de lipoproteina y describirlas matematicamente mediante
el proceso descrito anteriormente. En condiciones experimentales determinadas, solamente las concentraciones de
particulas ck (véase la ecuacién 2), requiere ajustarse entonces. Esto puede realizarse fiablemente mediante casi
cualquier proceso de optimizacién deseado.

Ademas, se desvela un proceso que comprende las siguientes etapas de proceso:
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A) determinar un modelo de referencia de RMN parametrizado para cada subclase de lipoproteina a analizar,
que contiene los parametros de referencia caracteristicos de la subclase de lipoproteina y su comportamiento en
las diversas condiciones de medicion en cada caso.

Por lo tanto, también se calculan los efectos de las diferentes condiciones de medicién en la intensidad de sefial y/o
la anchura de linea de cada subclase de lipoproteina (véanse, por ejemplo, los efectos de los gradientes del campo
magnético sobre la intensidad de sefal en el conjunto de datos de la Figura 9).

Posteriormente, los espectros de RMN de una muestra de plasma o de suero a analizar se registran en una etapa de
proceso B) en las diferentes condiciones de medicion usadas en A). En una etapa de proceso C), la distribucion de
intensidad y/o distribucién de tamafo se determinan posteriormente para cada subclase de lipoproteina basandose
en una ponderacion de los parametros de referencia.

En la Figura 9 se muestra un conjunto de datos de referencia de RMN determinado en la etapa del proceso A) para
la subclase de lipoproteinas LDL [A] denominada asi por los inventores. Dicho conjunto de datos de referencia de
RMN puede obtenerse, por ejemplo, registrando los espectros de referencia de RMN para cada subclase de
lipoproteina a analizar en diferentes condiciones de medicidon, es decir, por ejemplo, en diferentes gradientes de
campo magnético en la etapa de proceso (A) y calculando posteriormente los espectros de RMN y ajustandolos a los
espectros de referencia de RMN mediante funciones de Gauss y Lorentz, obteniendo de este modo una funcién
matematica para los parametros de referencia caracteristicos de los espectros de referencia. Al registrar los
espectros de referencia de RMN para cada subclase de lipoproteina individual, debe conocerse la concentracion de
esta subclase de lipoproteina en la muestra de referencia. También es posible determinar los parametros de
referencia de las subclases de lipoproteinas individuales para varias muestras de referencia en el caso de
concentraciones desconocidas, usando métodos estadisticos.

Como alternativa, también es posible calcular los parametros caracteristicos para cada subclase de lipoproteina
mediante modelos matematicos en lugar de a partir de muestras de referencia ((Gounarides et al., Nuclear magnetic
resonance chromatography: applications of pulse field gradient diffusion NMR to mixture analysis and ligand-receptor
interaction, Journal of chromatography B; 725 (1999), paginas 79-90).

Ventajosamente, se obtiene una funcién matematica, la funcién base, que describe los parametros de referencia
caracteristicos en el caso de ambos métodos alternativos para la determinaciéon de los parametros de referencia
caracteristicos. En la etapa del proceso B), los espectros de RMN de la muestra de plasma o de suero a analizar
pueden registrarse en las mismas condiciones de medicién (idénticos gradientes de campo magnético y/o idéntica
temperatura de medicién) como era el caso de las muestras de referencia o en el caso del calculo de los parametros
de referencia mediante modelos matematicos, dado que las condiciones de medicion se establecieron
correspondientemente en los modelos matematicos.

En la etapa de proceso C), los espectros de RMN calculados se ajustan a los espectros determinados en B)
mediante una ponderacion de los parametros de referencia de cada subclase de lipoproteina. Esta ponderacion
puede realizarse modificando las funciones base para cada subclase de lipoproteina, describiendo las funciones
base los parametros de referencia caracteristicos de cada subclase de lipoproteina, mediante factores de
proporcionalidad para cada funcion base de tal manera que los espectros de RMN calculados puedan ajustarse a los
espectros de RMN medidos. Estos factores de proporcionalidad se multiplican después por factores de ponderacién,
factores de calibracién, a partir de los cuales pueden extraerse conclusiones directas sobre la concentraciéon de la
subclase de lipoproteina en cuestiéon y sus tamanos y/o distribuciones de densidad. De esta manera, pueden
determinarse en conjunto ventajosamente las concentraciones de particulas de las subclases de lipoproteina
individual, su composicion y distribucion de densidad y/o distribucién de tamafio en la muestra de plasma sanguineo
y SUero en sangre.

En las etapas de proceso A) y B), se detecta ventajosamente un espectro de RMN de protdn unidimensional de las
muestras de referencia y de las muestras de plasma de sangre o suero a analizar por razones de simplicidad. En el
caso un espectro de RMN unidimensional, la disminucion en la magnetizacion transversal, en concreto el
decaimiento de induccion libre (FID), se detecta durante la transformacion de Fourier del pulso de RMN, estando
presente solo una variable de frecuencia a diferencia de los espectros de RMN multidimensionales (Hesse, Meier,
Zeeh: Spektroskopische Methoden in der organischen Chemie (Spectroscopic methods in organic chemistry); 42
edicion 1991 Thieme-Verlag, pagina 132). Por tanto, los espectros de RMN 1-D son mas faciles de registrar que los
espectros multidimensionales. Sin embargo, también es posible usar espectros de RMN multidimensionales, por
ejemplo, secuencias de pulso HSQC (espectroscopia de coherencia cuantica heteronuclear sencilla) usando no sélo
nicleos 'H, sino también nicleos '°C y "°N en una variante de un proceso de acuerdo con la invencion. Los
espectros multidimensionales son mas laboriosos de registrar pero son capaces de proporcionar una informacién
mas detallada sobre las propiedades de las particulas.

Es posible, mediante una variante de un proceso de acuerdo la invencién, detectar también las concentraciones de
componentes no lipoproteina en la muestra plasmatica o la muestra de suero, ademas de la clasificacion de las
lipoproteinas, la determinacion de la concentracion y la composicién de las particulas de lipoproteina de las



10

15

20

25

30

35

40

ES 2529040 T3

subclases individuales y su distribucion de tamafo y/o distribuciéon de la densidad. Para esta finalidad, se registran
los conjuntos de datos de referencia de RMN para cada componente no lipoproteina de concentracion conocida, de
una manera similar a las subclases de lipoproteina, con las mismas condiciones de medicién que las de la etapa de
proceso b) y después se determinan los parametros de referencia caracteristicos de cada componente no
lipoproteina en cuestién de una manera similar a la de los componentes de lipoproteina. Estos parametros de
referencia se seleccionan, de forma similar a las lipoproteinas, entre las anchuras de linea, los desplazamientos
quimicos de las sefales de RMN vy las intensidades de las sefiales de RMN en funcién de los gradientes de campo
magnético. Si ademas se encuentran disponibles los conjuntos de datos de referencia de RMN de estos
componentes no lipoproteina, las concentraciones de estos componentes no lipoproteina pueden determinarse
ademas en la etapa de proceso C), junto con una concentracion de los componentes de lipoproteina. Los
componentes no lipoproteina pueden en este caso seleccionarse a partir de metabolitos, por ejemplo, lactato,
alcoholes, en particular etanol, acidos grasos, carbohidratos, compuestos farmacéuticos y proteinas. Ademas,
pueden determinarse acidos nucleicos tales como ADN y ARN como cadenas dobles o sencillas.

Si ademas de los parametros de referencia de los componentes de lipoproteina se usan los parametros de
referencia de los componentes no lipoproteina en la etapa de proceso C) para ajustar los espectros de RMN
calculados a los espectros de RMN a analizar, entonces la precision del proceso de ajuste puede aumentarse. Esto
tiene la consecuencia de que pueden obtenerse resultados mas precisos con respecto a las concentraciones y
distribucion de densidad y/o distribucion del tamario de los componentes de lipoproteina y de los componentes no
lipoproteina de la muestra de sangre la etapa de proceso C).

En el caso de una variante de un proceso de acuerdo con la invencion, se varian exclusivamente los gradientes del
campo magnético como condicion de medicién y las muestras de sangre a analizar se miden a una temperatura
constante. Durante este proceso, se determinan los diferentes efectos de los diversos gradientes de campo
magnético en la intensidad de las sefiales de RMN de las subclases de lipoproteina individuales. En este caso, es
ventajoso registrar cuatro espectros de RMN unidimensionales de una muestra RMN a analizar sin gradientes de
campo magnético y con la variacion de los gradientes de campo magnético. Sin embargo, también pueden
registrarse menos de cuatro o mas de cuatro espectros de RMN unidimensionales.

Ademas, es posible usar las diferencias en los tiempos de relajacion longitudinal y transversal variando las
condiciones de medicién para discriminar entre las lipoproteinas.

La presente invencién también se refiere a un sistema dispuesto para realizar el proceso de acuerdo con las
explicaciones anteriores, comprendiendo el sistema:

- un espectrometro de RMN dispuesto para realizar la etapa a) de la reivindicacion 1,

- un espectrometro de RMN dispuesto para realizar la etapa c) de la reivindicacion 1,

- unainstalacion de procesamiento de datos dispuesta para realizar las etapas de proceso b), d) y e), cuando se le
proporcionan los datos resultantes de la ejecucion de las etapas a) y c¢) de la reivindicacion 1.

A continuacién, la invencién se explicara con mayor detalle a modo de realizaciones y figuras.

Figura 1 muestra una clasificacion de las diferentes lipoproteinas en subclases de lipoproteinas en la
sangre humana que puede determinarse mediante un proceso de acuerdo con la invencion.

Figura 2 muestra esquematicamente la evolucién de un experimento de eco de espin con un gradiente de
campo magnético.

Figura 3 muestra el comportamiento de la intensidad de las senales de RMN de diferentes subclases de
lipoproteinas bajo la influencia de ningun gradiente de campo magnético o gradientes de campo
magnético de diferente fuerza.

Figura 4 muestra diferentes espectros de RMN "H unidimensionales de una muestra plasmatica en sangre
con y sin gradientes de campo magnético.

Figuras 5y 6 muestran la region de las sefiales de metilo y metileno de los espectros de RMN'H de una
muestra plasmatica en sangre registrada con y sin gradientes de campo magnético.

Figuras 7y 8 muestran el ajuste de un espectro calculado a un espectro de RMN a analizar mediante una
ponderacion de las funciones de subclase de las subclases de lipoproteina individuales.

Figura 9 muestra, como un ejemplo, un conjunto de datos de referencia de RMN con parametros de
referencia caracteristicos para una subclase de lipoproteina.

Figura 10 muestra en forma de tabla los desplazamientos quimicos, los tamanos y las densidades de las
subclases de lipoproteina y los componentes no lipoproteina que pueden determinarse mediante
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un proceso de acuerdo con la invencion.

La Figura 1 muestra la distribucién del tamafio de particula y distribucion de la densidad de diferentes lipoproteinas
detectables en la sangre mediante el proceso de acuerdo con la invencion. El diametro de particula es en um, en
este caso, representado en el eje x y la densidad de las particulas en g/cm3 en el eje y. La densidad de las particulas
de lipoproteina de diferentes subclases se determina esencialmente por su composicion lipidica. Las areas indicadas
por 1 caracterizan los quilomicrones, las areas indicadas por 2 los restos de quilomicrones, las areas indicadas por 3
las particulas de VLDL (lipoproteina de muy alta densidad), las areas indicadas por 4 las particulas de IDL
(lipoproteinas de densidad intermedia), las areas indicadas por 6 caracterizan la distribucion de la densidad y la
distribucion del tamano de particula de las particulas de LDL, el area indicada por 5 la distribucion de densidad y la
distribucion de tamafno de particula de particulas de LDL densa pequefia y las areas indicadas por 8 y 9 la
distribucion de la densidad y la distribucién del tamafo de particula de las particulas de HDL2 y HDLS3. El area
indicada por 7 caracteriza las particulas Lp(a).

La clasificacién de las lipoproteinas en la sangre en las clases de lipoproteina se ha descrito entre otras en las
siguientes publicaciones: Kuller et al., (2002), Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy of lipoproteins and risk of
coronary heart disease in the cardiovascular health study, Aterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 22, 1175-1180; Blake et
al., (2002), Low-density lipoprotein particle concentration and size as determined by nuclear magnetic resonance
spectroscopy as predictors of cardiovascular disease in women, Circulation 106, 1930-1937; Rosenson et al., (2002),
Relations of lipoprotein subclass levels and low-density lipoprotein size to progression of coronary artery disease in
the pravastatin limitation of arteriosclerosis in the coronary arteries (PLAC-I Trial), Am. J. Cardiol. 90, 89-94;
Rosenson et al., (2002), Effects of pravastatin treatment on lipoprotein subclass profiles and particle size in the
PLAC-I trial, Arteriosclerosis 160, 41-48. La clasificacion de las diferentes lipoproteinas en subclases de
lipoproteinas basandose en su distribucion de densidad y distribucién de tamafo y componentes de apoproteina
varia, dependiendo de la referencia bibliografica, habiéndose realizado la clasificacion mostrada en el presente
documento por los inventores. Dependiendo de las necesidades (por ejemplo, clasificacion mas detallada de las
particulas de HDL en mas de dos subclases de HDL, HDL 2 y HDLS3, para analisis mas detallados), las
clasificaciones pueden cambiarse.

A modo de un proceso de acuerdo con la invencion, todas las particulas mostradas en la Figura 1, en particular, por
ejemplo, Lp(a) y LDL densa pequefia que pueden clasificarse como altamente peligrosas con respecto al riesgo para
enfermedades cardiovasculares, pueden determinarse de una manera particularmente fiable. Las sefales de RMN
de todas estas subclases de lipoproteina presentan un comportamiento moderado en los gradientes de campo
magnético que depende de la distribucion del tamafo. En este respecto, los quilomicrones son tan grandes que las
intensidades de sus sefales en los espectros de RMN de las muestras de sangre no se pueden influenciar por la
aplicacién de gradientes de campo magnético, o casi nada.

La Figura 2 muestra esquematicamente la evolucién de un experimento de eco de espin con un gradiente de campo
magnético aplicado. Dicho experimento puede usarse en una variante del proceso de acuerdo con la invencién para
la supresion selectiva o atenuacion de las sefiales de RMN de las subclases de lipoproteinas mas pequefias. La
Figura 2A muestra como se aplica un pulso 11/2, un pulso de 90° haciendo girar los espines de los atomos de
hidrégeno de la direccién z al plano de deteccion, el plano x'-y'. En la muestra esta presente un campo magnético Bo
en la direccion z.

La Figura 2B muestra cédmo los espines presentan una precesion inmediatamente después del pulso /2 con una
frecuencia ligeramente diferente en el plano x-y'. Mientras tanto, tiene lugar la relajacion transversal, la
descomposicién del FID (decaimiento de induccién libre), en el plano x-y' que esta descrita por el tiempo de
relajacion transversal T2. Este FID en el dominio de tiempo puede convertirse, mediante una transformacion de
Fourier conocida por un experto en la técnica, en un espectro de RMN convencional en el dominio de frecuencia.

Si, durante la divergencia del espin en el plano x™-y', se aplica un gradiente de campo magnético Bo' a lo largo del eje
z, ademas del campo magnético By, los espines de las diferentes particulas de lipoproteina se sitian en los
diferentes campos magnéticos, dependiendo de su localizacién (Fig. 2C). Las particulas de lipoproteina mas
pequefias y mas compactas (por ejemplo, las particulas de HDL) se desplazan mas rapidamente, debido a su
difusién aumentada, que las particulas de lipoproteina mas grandes correspondientes (por ejemplo, particulas de
VLDL o LDL). La Figura 2C muestra esquematicamente que los espines 10, 30 de las particulas de lipoproteina mas
pequenas se mueven mas rapidamente como resultado de su difusidn aumentada en comparacién con los espines
15, 20 de correspondientes particulas de lipoproteina mas grandes. Por consiguiente, durante el decaimiento de la
magnetizacion cruzada en el plano x-y', las diferentes particulas de lipoproteina se sitlan en diferentes sitios como
resultado de las diferentes velocidades de difusién y estan por consiguiente bajo la influencia de las diferentes
intensidades del campo magnético z. En particular, las fases de precision de los espines de las particulas de
lipoproteina mas pequefias que, debido a su difusion mas rapida, estan en un area con otro campo magnético, no
pueden reenfocarse completamente mediante un pulso posterior de 180°, un pulso 1™, como se muestra en Figura
2D. Como resultado, como se muestra esquematicamente en la Figura 2D, Unicamente los espines 15, 20 de las
particulas de lipoproteina mas grandes se inclinan mas de 180° cuando se aplica un pulso de 180° de tal manera
que solamente estas se reenfocan dando como resultado un eco de espin, como se muestra en la Figura 2E. Por
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otro lado, los espines 10, 30 de las particulas de lipoproteina mas pequefias que ya estan en otro campo magnético,
no se reenfocan. La consecuencia de esto es que, dependiendo de la intensidad de los gradientes de campo
magnético aplicada, las sefiales de RMN de las particulas de lipoproteina mas pequefias que presentan una
velocidad de difusién mas alta que las particulas de lipoproteina mas grandes pueden debilitarse selectivamente o
incluso suprimirse completamente.

La Figura 3 muestra la disminucién de las sefales de RMN de diferentes subclases de lipoproteinas bajo la
influencia de los efectos de gradientes de diferentes fuerzas. La intensidad de sefal relativa se representa en el eje
y, y el efecto de gradiente (tiempo x de fuerza de gradiente) se representa en el eje y. La curva indicada por 40
caracteriza la disminucién en la intensidad de sefal de las sefales de los quilomicrones, la curva indicada por 50 la
disminucion en la intensidad de sefal de sefiales de RMN de las particulas de VLDL vy la curva indicada por 60 la
disminucion de la intensidad de sefial de RMN de las particulas de IDL. La curva indicada por 70 es la intensidad de
senal de las particulas de LDL y las curvas indicadas por 80 y 85 la disminucién en la intensidad de sefial de las
particulas de HDL2 y HDL3 en funcién de la fuerza de los gradientes de campo magnético.

Para propdsitos de claridad, la disminucién en las intensidades de sefial de algunas otras sustancias contenidas en
el suero, que no pertenecen a la fraccion de lipoproteina, se han caracterizado por 86. Estas sustancias podrian
encontrarse en experimentos en un suero sin lipoproteina (LPDS = suero con déficit de lipoproteina). Puede
observarse claramente a partir de las curvas que la atenuacion de las senales de RMN aumenta con una
disminucion de tamaro de las particulas de lipoproteina y un aumento del gradiente de campo magnético.

La Figura 4 muestra diferentes espectros de RMN 'H unidimensionales de una muestra de plasma sanguinea
registrada sin y con gradientes de campo magnético. En la Fig. 4 y en todas las figuras posteriores que muestran
espectros de RMN, el desplazamiento quimico se representa en ppm en el eje x y la intensidad en el eje y. El
espectro de RMN unidimensional indicado por 90 se registrd sin gradientes de campo magnético y los espectros de
de RMN indicados por 100 y 110 con gradientes de campo magnético aumentando desde 100 hasta 110. Puede
observarse que aumentando los gradientes de campo magnético, las sefiales de todas las sustancias pequenas
disueltas en la sangre (proteinas, sales, aminoacidos) que son menores que 1 nm, pueden suprimirse casi
completamente.

Las Figuras 5 y 6 muestran la misma regién de 1,4 ppm a 0,8 ppm en un espectro de RMN 'H, el area de los picos
de metilo y metileno de las subclases de lipoproteina presentes en la sangre. En la Figura 6, el area mostrada en la
Figura 5 se ilustra ampliada. El espectro indicado por 120 se registrd sin gradientes de campo magnético y los
espectros indicados por 130, 140 y 150 con gradientes de campo magnético crecientes. Puede observarse
claramente que la intensidad de senal de todas las sefales disminuye con un aumento de gradiente de campo
magnético. En la Figura 6, las sefiales de RMN caracterizadas por 130A representan los picos de metilo y metileno
de las particulas de VLDL vy las sefales caracterizadas por 130B los picos de metilo y metileno de las particulas de
HDL. En este caso, las particulas de HDL son mucho mas pequefas que las particulas de VLDL (véase, por
ejemplo, la Fig. 1). La Figura 6 muestra claramente que la intensidad de las sefales de HDL disminuye mas
fuertemente con un aumento del gradiente de campo magnético que la intensidad de las sefiales de VLDL
correspondientes. En el caso del espectro indicado por 150, que se registrd en el gradiente de campo magnético
mas fuerte, las senales de HDL estan casi completamente suprimidas.

La Figura 7 muestra la aproximacién de un espectro calculado 210 con respecto a un espectro de una muestra de
plasma en sangre o muestra de suero 200 a analizar. En este caso, la aproximacién se realiza mediante variacion y
adicion de diferentes funciones base 220 para las subclases de lipoproteina individuales. La linea indicada por 230
muestra el fondo de la medicién, que es aun bastante fuerte en la Figura 7 dado que el espectro de RMN se registrd
sin gradiente de campo magnético.

La Figura 8 muestra el espectro de RMN ya mostrado en la Figura 7 aunque bajo la influencia de gradientes de
campo magnético pequefios. La intensidad del fondo 230 ha disminuido correspondientemente dado que la
intensidad de sefal de las sefales de RMN de las sustancias pequefnas disueltas esta casi completamente
suprimida.

La Figura 9 muestra como ejemplo el conjunto de datos de referencia de RMN de una subclase LDL[A] de
lipoproteina, que contiene los parametros de referencia caracteristicos de esta subclase de lipoproteinas. La linea
caracterizada por "patron sin gradiente”" indica la intensidad de sefal de las sefiales de metilo y metileno sin
gradiente de campo magnético, mientras que "gradiente patrén [A]” a “gradiente patrén [C]" muestran los parametros
de referencia correspondientes a la intensidad de sefial de las sefiales de RMN con tres gradientes de campo
magnético que aumentan de [A] a [C]. Un parametro de referencia caracteristico adicional es la anchura de linea y el
desplazamiento quimico, en ppm. Ademas, se indica la proporcion de las funciones de Lorentz y Gauss en la funcién
base. Dicho conjunto de datos de referencia de RMN puede extraerse para cada subclase de lipoproteinas. También
se pueden extraer conjuntos de datos de referencia analogos para componentes no lipoproteina de la muestra de
plasma en sangre o de la muestra de suero, por ejemplo lactato y otras proteinas.
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La Figura 10 muestra un listado de 15 subclases de lipoproteinas y sus tamafos maximos y minimos respectivos en
nm, las densidades minimas y maximas en g/ml y los desplazamientos quimicos correspondientes de sus sefiales
de RMN de metilo y/o metileno. La clasificacion de las lipoproteinas en subclases de lipoproteina, por ejemplo HDL,
y en subclases de lipoproteina adicionales, por ejemplo, HDL2 y HDL3, basandose en distribuciones de densidad y
distribuciones de tamafo se ha realizado por los inventores. Dichas clasificaciones de subclase pueden subdividirse
y/o incluso simplificarse adicionalmente, dependiendo de las necesidades. Mediante un proceso de acuerdo con la
invencién, pueden determinarse la distribucién de tamafo y las distribuciones de densidad exactas para cada
subclase de lipoproteina, lo que también puede ser un indicador de la susceptibilidad para determinadas
enfermedades cardiovasculares. Ademas, también pueden determinarse otros constituyentes, por ejemplo, el LPDS
mas pequefio con un diametro de < 1 nm, que estan disueltos en la sangre. Adicionalmente, se indican el lactato y
acidos grasos insaturados [A] y acidos grasos insaturados [B].

Realizacion:

En condiciones estandarizadas (por ejemplo, después de 12 horas de ayuno, antes o después de la aplicacién de
sustancias activas), se extrae > 1 ml de sangre del candidato y se mantiene enfriada en hielo. Usando métodos
convencionales, se obtienen plasma sanguineo y suero en sangre, y el suero en sangre se conserva en condiciones
de frio (a 277 K). Antes de medir, se afaden 50 pl de una mezcla patréon A (DSS 0,01 M en D20O) a 400-450 pl de
plasma sanguineo o suero plasméatico en pipetas Eppendorf y se mezclan. Esta mezcla se transfiere después a un
tubo de RMN de 5 mm y se coloca en el espectrometro de RMN. Como alternativa, también pueden usarse sistemas
de flujo continuo en cuyo caso un robot pipeteador proporciona la mezcla patréon a través de una pipeta y la
transfiere en una cantidad definida al espectrometro de RMN. Durante este proceso, la temperatura de medicién se
establece simultaneamente. Las muestras se miden después a 308 K. Se registra un espectro de RMN 'HiDenel
espectrometro de RMN (resolucion: 32768 puntos de datos con 0,37 Hz/punto, anchura espectral de 12.000 Hz,
pulso de 90° de 10 us, retraso d1 de 0,7 s y tiempo de registro de 1,36 s). Usando los mismos parametros
espectrales, se realizan otras 3 mediciones de RMN 'H 1D ponderadas por difusién con una secuencia de pulso
STE-LED (eco estimulado y retraso de corriente Eddy longitudinal) modificada. Los gradientes ponderados por
difusién representan en este caso el 40 % (40 G/m) con una longitud de 2 ms (experimento 2) 80 % (80 G/cm) con
una longitud de 2 ms (experimento 3) y 80 % (80 G/cm) con una longitud de 3 ms (experimento 4). Los FID
(decaimiento de induccion libre) medidos se filiran digitalmente, se realiza la transformacion de Fourier y se
procesan con un programa informatico especifico del espectrémetro (correccién de fase y correccion de linea base).
Después estos espectros se convierten en un formato ASCII, y a continuacién se cargan en un PC. En este
momento se evallan con las funciones de subclase multidimensionales ponderadas en concentracién. Las
concentraciones de particula de las diferentes subclases de lipoproteina que se obtienen se imprimen después junto
con otros parametros (por ejemplo, composicién de lipidos).

El alcance de la proteccién de la invencién no esta limitado a los ejemplos dados anteriormente en el presente
documento.
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para determinar concentraciones de subclases de lipoproteina k = 1...N en un fluido corporal, estando
cada subclase caracterizada por una distribucion de densidad y una distribucion de tamafno seleccionadas
respectivas; comprendiendo el proceso las etapas de

a) registrar o calcular un espectro de referencia de RMN para cada una de dichas subclases de lipoproteina para
M condiciones de medicién diferentes i = 1...M que son diferentes con respecto a la fuerza de un gradiente de
campo magnético de sensibilizacion por difusion y/o la temperatura,

b) determinar una funcién de subclase fix para cada subclase de lipoproteina k y cada condicién de medicion i
que describe el espectro de referencia de RMN de la subclase de lipoproteina k en las condiciones de medicion i,
c¢) medir los espectros de RMN Si_1..m de la muestra de fluido corporal a analizar en las mismas M condiciones de
medicién diferentes que las aplicadas en la etapa a),

d) ajustar las funciones de clase fix determinadas en la etapa b) a los espectros de RMN S; usando N factores de
ponderacion ¢k de acuerdo con la siguiente férmula:

N

S = Z Cxfik

k

e) obtener la concentracion de cada subclase de lipoproteina en la muestra de fluido corporal usando el
correspondiente factor de ponderacion ck.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la muestra de fluido corporal es una muestra de plasma o
de suero.

3. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que se detectan espectros de RMN 1D de muestras de
referencia y muestras de suero o muestras de plasma en sangre a analizar.

4. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que las subclases de lipoproteina se
seleccionan entre: quilomicron-A, quilomicron-B, quilomicrén-C, restos de quilomicrén, VLDL-A, VLDL-B, VLDL-C,
IDL, LDL densa pequefia, LDL-A, LDL-B, LDL-C, HDL-2, HDL-3 y Lp(a).

5. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 a 4, en el que se determinan ademas las concentraciones
de componentes no lipoproteina en la muestra de plasma o la muestra de suero.

6. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que los componentes no lipoproteina se seleccionan entre
moléculas organicas, en particular lactato, alcohol, aminodacidos, péptidos, acidos nucleicos, en particular ADN y
ARN, acidos grasos, carbohidratos, compuestos farmacéuticos y proteinas.

7. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que el gradiente de campo magnético varia
exclusivamente como condiciéon de medicion.

8. Proceso de acuerdo con la reivindicacion anterior, en el que se registran al menos cuatro espectros de RMN 1D
de una muestra de RMN a analizar con diferentes gradientes de campo magnético en cada caso.

9. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que se determinan la distribucion de
densidad y/o la distribucién de tamafo y la concentracion de otras particulas no homogéneas distintas de las
lipoproteinas.

10. Sistema dispuesto para realizar el proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
comprendiendo el sistema:

- un espectrometro de RMN dispuesto para realizar la etapa a) de la reivindicacién 1,

- un espectrometro de RMN dispuesto para realizar la etapa c) de la reivindicacion 1,

- una instalacién de procesamiento de datos dispuesta para realizar las etapas de proceso b), d) y e), cuando se
le proporcionan los datos resultantes de la ejecucion de las etapas a) y ¢) de la reivindicacion 1.
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FIGY

LDL [A]

, Metilo Metileno
Patron sin gradiente 1,000 1,150
Gradiente patron [A] 0,200 0,230
Gradiente patron [B] 0,120 0,138
Gradiente patron [C] 0,030 0,035
Anchura de linea 0,017 0,017
Desplazamiento [ppm]| 0,885 - 1,285

Prop. linea Lorentz |  100% 100%
Prop. linea Gauss 0% 0%
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FIG 10
Clases y subclases Concentracion| Despl. | Despl. Tamano [nm] [Densidad [g/ml]]
de lipoproteina relativa metilo | metileno | min. | max. | max. | min.
Quilomicron [C] 1,93| 0,930 1,350 1000 | 10000] 0,930 | 0,900
Quilomicron [B] 40,801 0,920 1,340] 500 | 1000{ 0,940 0,930
Quilomicron [A] 37,341 0,910 1,320] 100 | 500] 0,960 | 0,940
Restos de quilom. | 2,07 09001 1,310 70| 100{ 1,010| 1,000
VLDL [C] 38,931 0,920 1,320 80 90{ 0,970 | 0,960 |
VLDL [B] 41,171 0,910 1,310 70 801 0,985] 0,970
VLDL [A] 23,701 0,900f 1,300 60 701 1,000 | 0,985
IDL 8,721 0,897 1,297 40 601 1,010 1,000
LDL [C] 26,341 0,895 1,295 32 40} 1,020 1,010
LDL [B] 20,05 0,890 1,290 24 32| 1,040 1,020
LDL [A] 18,96 0,885 1,285 161 241 1,060 1,040
LDL (densa peq.) 5,771 0,885 1,270 16 241 1,040 1,020
Lp(a) 4,53] 0,880 1,265] 16 30{ 1,100 | 1,050
HDL2 98,16 0,880 1265 7 161 1,180 | 1,060
HDL3 153,59] 0,870 1,260 4 711,240 | 1,180
Otros Concentracion| Despl. | Despl. | Tamano [nm] |Densidad [g/ml]
componentes relativa [A] [B] min. | max. | max. | min.
LPDS 1 10194,54| 1,380 -1 0,1 4] 0,95 1,1
LPDS2 510,01 0,960 -1 0,1 4 0,95 1,1
LPDS 3 0,001 0,000 -1 01 41 0,95 1,1
Lactato 38,38 1,365 1,350{ 0,1 0,1 1 1
AG insaturado [A] - 56,2341 1,620 - - - - -
AG insaturado [B] 35,2781 2,050 - -l - - -
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