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Ovod

V minulych dvaceti letech byla vénovéana
zvySend pozornost vybéru, vyzkouSeni a za-
vedeni novych biochemickych metod pro dia-
gnostiku akutniho infarktu myokardu [(déale
AIM]) do klinicko-laboratorni praxe. Pfedevsim
se jednalo o enzymy, respektive izoenzymy a
stanoveni koncentraci jednotlivych sloZek bil-
kovinného spektra séra. U AIM byly sledovany
tyto bilkoviny: haptoglobin, alfa-1 antitrypsin,
imunoglobuliny A, G a M (19, 20). Z méné ob-
vyklych biochemickych ukazateldi byl proka-
zan vyznam sledovani zmén Kkyseliny sialové
a volnych sulfhydrilovych skupin v séru (21).
I kdyZ vSechny tyto testy maji svilj nesporny
vyznam pf¥i diagnostice AIM, pro jeho véasnou
diagnostiku jsou nejcitlivéjSi zkouSky en-
zymové, jejichZ vyznam vzrostl v poslednich
deseti letech se zavedenim stanoveni izoenzy-
mi. PoSkozeni bunék myokardu vede k pasiv-

nimu vyplaveni enzymid do extraceluldrni te-
kutiny a tim ke zvy3eni jejich aktivity v krvi.

Pocatek enzymologie myokardu se datuje od
roku 1955, kdy Karmen aj. nalezli v séru ne-
mocnych AIM zvySenou aktivitu aspartatami-
notransferdzy. V roce 1956 pak byla popséna
zvySend aktivita dehydrogendzy kyseliny mléc-
né (LD) a v roce 1960 zvySend aktivita krea-
tinkindzy (CK) u nemocnych AIM. Od roku
1963 Markert razil termin izoenzymy pro en-
zymy liSici se fyzikdlnimi vlastnostmi, ale ka-
talyzujici stejny typ reakce, na zé&kladé elek-
troforetického rozliSeni péti forem sérové LD
(7). O deset let pozdéji Wagner aj. zdlraznili
vyznam stanoveni srde¢niho izoenzymu CK-MB
pro diagnostiku AIM (23). ProtoZe se na na-
Sem pracoviSti dlouhodob& zabyvame bioche-
mickou diagnostikou AIM, chtéli bychom shr-
nout naSe a literdrni zkuSenosti se stanovenim
CK, LD a jejich izoenzymi proc diagnostiku
AIM. Z proteinovych zkouSek se nam jevi jako
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velice perspektivni stanoveni myoglobinu, kte-
ré provadime v poslednich dvou letech.

Charakteristika CK, CK-MB, izo-LD
a myoglobinu a metody jejich stanoveni

Kreatinkinaza (CK)

Kreatinkindza (EC 2.7.3.2) katalyzuje rever-
zibilni fosforylaci kreatinu pomoci ATP: Krea-

CK

tin + ATP = fosfokreatin + ADP. Stanoveni CK
vyuZivd té skutecnosti, Ze pfi pH = 6,8 b8Zi
reakce obrédcené ve prospéch tvorby energe-
ticky bohatého ATP. Aktivita CK je pak urco-
védna v priibéhu nékolika reakci, pfi kterych
je detekovdna konverze NADP* na NADPH
jako zvySeni absorbance pfi 340 nm.

Vliv hemolyzy na aktivitu CK v séru zkou-
mali Lott a Stang (8). 0,5 g/L hemoglobinu ne-
ovliviiuje aktivitu CK v séru, ale koncentrace
1,2,4,8 a 16 g/L zvySuje aktivitu CK postupné
z 0,66 aZ na 5,7 ukat/L. ZvySeni je zplsobeno
pritomnosti adenylatkindzy v erytrocytech.
Vzorky séra pro stanoveni aktivity CK maji
byt uchovavédny v temnu pfi 4 nebo —20°C
(8). K reaktivaci CK se pouZivaji thiolové
komponenty, nejCasté&ji cystein, acetylcystein,
glutathion, merkaptoetanol a dithiothreitol
(6). Aktivita CK je plné obnovena acetylcys-
teinem po uchovavéani pfi 4°C po 7 dni nebo
po mésici pfi —20 °C.

Aktivitu CK v séru urCujeme pomoci sou-
prav CPK STAT-PACK od fy Calbiochem, Cali-
fornia, USA. Souprava vyuZivd metodu podle
Rosalkiho (16).

Izoenzym CK-MB

Pomoci chromatografickych a elektrofore-
tickych metod byly rozpoznény tfi izoenzymy
CK. Distribuce izoenzymii CK v tkénich je ta-
kovéto (9):

celkové
CK ukat/g  %CK-  %CK-  %CK-
tkané -MM -MB -BB
Kosterni svalstvo 31,62 98 1 1
Myokard 6,71 78 22 0
Mozek 2,62 0 0 100

CK-MB je lokalizovan specificky v myokardu
v placenté, v brénici a v jazyku. V séru zdra-
vych osob je CK-MB pritomna ve velice nizké
aktivité. Interpretace abnormdlnich aktivit
CK-MB zéavisi na pouZité metodé. Elektrofore-
tické stanoveni je méné citlivé neZ chromato-
grafie (1,4). Imunoinhibiéni metody jsou
technicky jednoduché, jsou ale méné citlivé
a specifické pro diagnostiku AIM neZ elektro-
foréza a. chromatografie. Problém spociva
v kvalité protildtky a v kompletni inhibici en-
zymové aktivity CK-MM. ProtoZe imunoinhibi-
ce pouZiva antisérum proti CK-MM, nerozliSuje
mezi CK-MB a CK-BB a CK-BB milZe byt inter-
pretovan jako ndlez CK-MB (2). Stanoveni

CK-MB pomoci radioimunoanalyzy (3,15,22)
je metodou aZ 10krat citlivéjSi neZ chromato-
grafie. Na naSem pracovisti jsme vyzkouSeli
jak stanoveni elektroforetické, tak i chroma-
tografické (18). V soucdasnosti urcujeme akti-
vitu CK-MB pomoci seti fy Merck, které vy-
uZivaji principu imunoinhibice. Men$i citlivost
a specificnost této metody je vyvdZena jedno-
duchosti a rychlosti provedeni. Nativni CK-
-MB je v séru pfi 4°C pomérné stabilni. Lott
aj. nepozorovali sniZeni aktivity b&hem ucho-
vavani po 11 dnti (8).

Izoenzymy laktatdehydrogenazy

Dehydrogenéaza kyseliny mlécné je glykoly-
ticky enzym, ktery miiZe byt prokazovan v lid-
skych tkénich, buiikdch a tekutindch. Elek-
troforeticky lze rozliSit pét izoenzymt, které
se Cisluji smérem od anody ke katodé 1—5.
Izoenzymy LD jsou tetramery, které jsou tvo-
feny péti rozdilnymi kombinacemi polypepti-
dovych podjednotek, oznadovanych jako H a
M. LD-1 je homotetramer retézcti H, LD-5 je
homotetramer fretézcii M. K uvolnéni izo-LD
z bunék dochézi, stejné jako u jinych enzymd,
nédsledkem abnormdlni metabolické aktivity
bunék v disledku zdnétlivého poSkozeni, de-
generativnich procesli, toxického poskozeni
nebo nekrozy. LD je nestabilni v séru, aktivita
mizi pri uchovavani pri 4 °C nebo pfri —20 °C,
(8). JestliZe neni moZna okamZita analyza, méa
se sérum uchovéavat pfi pokojové teploté a zpra-
covat do 48 hodin. LD-5 (jaterni frakce) je
velice labilni izoenzym. Hemolyza je nesluci-
telnd s méfenim sérové aktivity LD, ale ne-
ovlivni pomér LD;:LD, (tzv. ,flipped“ LD), kte-
ry je dileZity pro diagnostiku AIM. Pro stano-
veni izo-LD lze vyuZit toho, Ze srdec¢ni frakce
(LD;) se snadno adsorbuje na DEAE celulézu
a je termostabilni. Separaci vSech péti izo-LD
lze docilit chromatograficky nebo elektrofore-
ticky. Pro elektroforetické déleni izo-LD se po-
uZiva jako médium agar, agaroza, akrylamido-
vy gel nebo acetylovand celuléza. V naSi labo-
ratofi pouZivdme prouZky acetylované celuld-
zy Cellogel (fy Chemetron, Mildn). Izo-LD sta-
novujeme ,sendvid“ metodou vlastni modifi-
kace (17). Za pozitivhi povaZujeme hodnoty
indexu LD;:LD, > 1. Tento tzv. ,flipped” LD je
prokazovan velice specificky u AIM.

Myoglobin
Myoglobin je cyklicky hemoprotein, podle

sloZeni nejbliZz§1 hemoglobinu. Jeho funkci je
uskladnéni kysliku ve svalech. Molekulova
hmotnost myoglobinu je 18 000 daltont. Na-
chéazi se v kosternim svalstvu a v myokardu.
Na rozdil od ostatnich biochemickych ukaza-
teld, které jsou vylucovany retikuloendotelil-
nim systémem, myoglobin je odstraiiovdn led-
vinami. Normadlni Kkoncentrace myoglobinu
v séru je enormné nizkd (6—85ng/ml). To
také brénilo Sir§imu vyuZiti stanoveni myoglo-
binu v Kklinice, i kdyZ v séru a v mo¢i nemoc-
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nych AIM byl detekovan jiZ v roce 1956. Tepr-
ve se zavedenim a rozSifenim radioimunoana-
lytického stanoveni myoglobinu v poslednich
4 letech se nahromadily zkuSenosti se stano-
venim myoglobinu u AIM (24). Vzorky séra
mohou byt uchovdny pfi 2—4°C 24 h do
stanoveni nebo pfi —20°C i 4 tydny.

Koncentraci myoglobinu v séru nemocnych
AIM urdujeme pomoci souprav Myoglobin RIA
Kit, fy NMS, Newport Beach, USA.

Vysledky a zhodnoceni vyznamu CK, CK-MB,
izo-LD a myoglobinu pro diagnostiku AIM

Smyslem vySetfovdni jednotlivych bioche-
mick§ch ukazatelh u AIM je potvrdit nebo
upfesnit Kklinickou a elektrokardiografickou
diagnoézu. Jednotlivé vySetfovaci metody se
1i8i svou specificitou a senzitivitou. Stanoveni
CK, CK-MB, LD;:LD, a myoglobinu v tfihodino-
vych intervalech u jednoho z naSich nemoc-
nych AIM je na grafu 1.

Aktivita CK miZe byt zvySend u plicni embo-
lie, u neurosvalovych onemocnéni, hypothyroi-
dismu, u chorob cerebrovaskularnich, u kfe-
¢ovych stavli, po kardioverzi, u pooperacniho
traumatu a alkoholismu (13, 11). Specifi¢nost
CK lze zvysit stanovenim izoenzymii CK. CK si

Tab. 1
Sensitivita a specificita testu v AIM

Test Sensitivita % Specificita¥
EKG 73 100
CK 98 75
CK-MB (elektroforeticky) 98 97
CK-MB (chromatograficky) 99 95
CK-MB (imunoinhibici) 85 96
I.D.I >1D, (elektroforeticky) 75 97

Podle: Lott, J.A, Stang, J.M., Clin. Chem., 26, 1980, ¢.9,5.1241 = 1250

Graj 1. M. H., muZ, dg. — akutni transmurdlni infarkt myokardu. Hodnoty CK, CK-MB, LDi:LDy a myoglobinu
sledované v séru v 3hodinovjch intervalech

MM, mui, akulni transmurdini IM
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CK se stala standardnim enzymem pfi la-
boratorni diagnostice AIM pro svou znacnou
citlivost (tab. 1). Nedostatkem CK je jeji mala
specificita. CK mfiZe byt zvySend po extrémni
fyzické ndmaze (5). ZvySeni CK miZe byt
zplUsobeno intramuskuldrnimi injekcemi, a to
aZ do hodnot 5 ukat/L. a miZe pfretrvavat asi
24h (8). CK-MB pfi tom zlistdvd normaélni.

vSak svoje postaveni enzymu s vysokou citli-
vosti pfi diagnostice AIM zachovava a sledo-
vani celkové ztraty CK u AIM se vyuZiva k ur-
¢eni velikosti nekrotického loZiska v srdeCnim
svalu. Tato problematika zajiméa klinika ze
dvou diivodid. PiedevSim proto, Ze se prokédza-
lo, Ze prognbéza nemocnych zavisi do znacné
miry na mnoZstvi ztracené srde¢ni svaloviny.
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Druh4 pfifina je ddna soucasnou snahdu o za-
vedeni 1é¢ebnych postupd, které by rozsah in-
farktového loZiska zmenSily. Vzorky krve ke
zjiSténi celkové ztraty CK odebirdme z trvale
zavedené kanyly v tfihodinovych intervalech
aZ do normalizace aktivity CK. Odhad veli-
kosti loZiska provddime na poditaci Hewlett
Packard metodou podle Norrise a Shella (12).
Z tab. 2 je zfejmé, Ze z dvaceti nemocnych
s celkovou ztratou vys$Si neZ 41,75 ukat/L byl
u 16 IM v dalS$im pridb&hu komplikovan tim,
Ze doSlo k selhdni srde¢ni pumpy. U dalSich
t¥i byl sice priibéh onemocnéni benigni, avSak
v akutni f&zi byly zachyceny paroxysmy ko-
morové tachykardie, které zvySuji ischémii
myokardu. Hodnota akumulované ztraty CK
(ACK) 41,75 ukat/L byla stanovena empiricky
Norrisem aj. (10) a odpovida zfejmé, jak tomu
nasvédéuji i naSe vysledky, takové ztraté
srde¢ni svaloviny, kterd jiZ podmiiiuje selhéni
srde¢ni pumpy. Z 28 nédlezi ACK niZSich neZ
41,75 ukat/L byl 25krat priib&éh nemoci nekom-
plikovany. Hodnoty ACK neodpovidajici pri-
béhu IM jsme tedy pozorovali 4krdt aZ 1kréat
faleSné pozitivni a 3krat faleSné negativni.
Tyto nédlezy jsou bliZe charakterizovdny na
tab. 3. Pro vysoké hodnoty u muZe S.]. jsme
vysvétleni nena$li. Naproti tomu vSichni tFi
nemocni s faleSné& nizkou hodnotou ACK pro-
délavali jiZ opakovany IM. Je zfejmé, Ze v téch-
to pFipadech, kdy ¢ast svaloviny je jiz dF¥ivéj-
8§im infarktem znifena, sta¢i i pomérné malg,
nové loZisko — a tedy odpovidajici mald ztra-
ta CK — k tomu, aby byla prekro€ena kriticka
celkova ztrata srdec¢ni svaloviny podmitiujici
selhdni obéhu. Urdeni rozsahu nekrézy myo-
kardu podle celkové ztraty CK je velmi cen-
nym vySetfenim, podle n&hoZ lze pomérné
spolehlivé stanovit prognostickou z&vaZnost
AIM. PokousSeli jsme se také pouZit vypoctu
celkové ztraty CK-MB a myoglobinu ke zjis-
téni rozsahu nekrotického loZiska myokardu.
Podle naSich zkuSenosti neni u téchto hodnot
korelace s klinickym obrazem tak pfesnd. Vy-
svétlujeme to tim, Ze myoglobin je znacné ne-
specificky, jeho vyluc¢ovéani zavisi na rendlnich
funkcich a CK-MB m4 prili§ nizké hodnoty
v séru. Oba pak maji v séru kratky polocas
pozitivity.

Zavedenim stanoveni izo-CK do klinické
praxe se zvySila specificita stanoveni CK. Za
hranici pozitivity CK-MB pro poSkozeni myo-
kardu se uvadi aktivita tvofici 3—5 % celkové
aktivity CK (8). Kromé AIM byla nalezena zvy-
$end aktivita CK-MB u svalové dystrofie, u der-
matomyositidy, u polymyositidy, u hypotermie
(13). CK-MB je pozitivni v séru v prvnich 48
hodindch po vzniku AIM. Polofas CK-MB je
totiZ krat$i neZ polotas CK-MM (14). Pfitom-
nost zvySené aktivity CK-MB v séru je nélez
vysoce specificky pro poSkozeni myokardu.

U 127 nemocnych akutnim transmurdlnim
IM jsme zhodnotili pozitivitu indexu LD;:LD,
(tab. 4). Pozitivni index jsme prokéazali
v 93,7 % pozorovani, z toho u pFedniho IM

211
Tab. 2
ACK a prubeh AIM
CK- pkat/I| AIM AIM + KT AIM .+ DKP Celkem
> 41,75 1 3 16 20
< 41,75 25 - 3 28
Celkem 26 3 19 48

Vysvétlivky zkratek: CK — kreatinkindza,
ACK — akumulovand ztrdta kreatinkindzy, AIM —
akutni infarkt myokardu, KT — komorovd tachykardie,
DKP — dekompenzace

Tab. 3
Falesné vysledky
Nemocny Pohlavi Vek ACK pkat/l| Pozn.
S.J. 4 42 64,46 !
os. g 70 21,71 2. 1M
P.J. g 46 35,57 2.IM
1.0. 4 57 18,03 3. 1M
Tab. 4
M LD, /LD, LD, /LD,
>1 <1
Celkem 127 119 8
Predni IM 67 65 2
Zadni M 60 54 6
Tab. 5
Pozitivita LDy /LD, v &ase
den
Celkem '
1 3 7 14 30 60
14 18 16 1 3 2
20
70% | 90% | 80% | 55% | 15% | 10%

v 97 % a u zadniho IM v 89 %. Dvacet t&chto

- nemocnych jsme sledovali dva mésice od pfi-

jeti (tab. 5). Sedmy den bylo 80 % vysledki
pozitivnich a &trnécty den jestd 55 %. Vyset-
feni izo-LD zlistdvd nad4le velmi cennym pro
diagnostiku AIM. Je to vySetfeni, které je vy-
soce specifické pro AIM, a které mtiZe potvr-
dit diagnézu AIM pozdé&ji po jeho vzniku, kdy
ostatni enzymatickd vySetfeni jsou jiZ nega-
tivni.

Dvacet nemocnych transmurdlnim AIM jsme
sledovali v tfihodinovych intervalech urcova-
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Tab. 6
20 nemocnych AIM - odbéry krve 3 3 h

Pozitivita Nejvyssi hodnota Normalizace

pii lodbéru(%) | naméiena za b za h
K 55 174 69
CK-MB 20 14,6 46 neg.
Myoglobin 100 52 43

nim myoglobinu, CK a CK-MB (tab. 6). Myo-
globin byl ve vSech pozorovéanich pozitivni jiZz
pfi prvnim odbéru. Hodnoty myoglobinu dosa-
hovaly nejrychleji nejvy88i koncentrace, za
5,2 h, a nejrychleji se také normalizovaly. Ne-
schopnost rozliSit myoglobin myokardidlni od
myoglobinu z kosterniho svalstva, a to jak
chemicky tak i imunologicky, limituje specifi-
citu a tim klinické pouZiti stanoveni myoglobi-
nu. Toto pouZiti pro akutni medicinu zatim
omezuje i metoda stanoveni — radioimuno-
analyza. K uvolnéni myoglobinu z myokardu
dochézi jen po ireverzibilni nekréze. CK-MB
miZe byt zvySeny i jako vysledek prechodné
ischémie, béhem niZ zlistdva koncentrace myo-
globinu v séru normadlni.

Zaveér

NaSe zkuSenosti se stanovenim CK, CK-MB,
izo-LD a myoglobinu u AIM miiZeme shrnout
takto: nejcitlivéjSim ukazatelem poSkozeni
myokardu je myoglobin, ktery byl pii naSich
pozorovanich pozitivni vzdy jiZ p¥i prvnim od-
béru a jeho prikaz svédéi pro ireverzibilni
nekrézu myokardu. Vyznam stanoveni CK tkvi
jednak ve znac¢né citlivosti béhem prvnich 3
dnll po prihodé, jednak v pouZiti vypoctu cel-
kové ztraty CK k odhadu velikosti loZiska ne-
krézy. Znacna nespecifi¢nost stanoveni CK je
odstranéna soudasnym stanovenim izoenzymu
CK-MB, ktery je pritomen predev8im v myo-
kardu, a urfenim indexu LD;:LD,. Tento index
je velmi informujicim vySetifenim u starSich
ptihod (po 7 dnech u AIM jests 80 % pozoro-
vani pozitivnich), kdy jiZ ostatni ukazatele —
myoglobin, CK a CK-MB jsou normalizovény.

Souhrn

Autofi hodnoti dlouholeté zkuSenosti se sta-
novenim enzymili a myoglobinu u nemocnych
akutnim infarktem myokardu. Vyznam urceni
aktivity kreatinkindzy tkvi v soucasnosti pre-
devsim ve zjiStovani jeji celkové ztraty pro vy-
pocet velikosti nekrotického loZiska myokar-
du. Jde o dobry prognosticky faktor, jak bylo
ovéfeno na sestavé 48 nemocnych infarktem
myokardu. Zavedenim stanoveni izoenzymu
kreatinkindzy se zvySila specificnost tohoto
vySetfeni. U 127 nemocnych byl urcen index
LD;:LD, a byla zji§t&na jeho pozitivita v 93,7 %

pozorovéani. Po dva mésice byla sledovédna po-
zitivita indexu LD;:LD, u 20 nemocnych. Tento
index byl pozitivnhi sedmy den jests v 80 %
pozorovani. Aktivita kreatinkindzy, izoenzymu
CK-MB a koncentrace myoglobinu v séru byly
sledovany v tfihodinovych intervalech u 20
nemocnych. Myoglobin byl ve vSech pozorova-
nich pozitivni jiZ pfi prvnim odbéru a nejrych-
leji se také v séru normalizoval.
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