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Úvod

V minulých dvaceti letech byla věnována
Zvýšená pozornost výběru, vyzkoušení a Za-
vedení nových biochemických metod pro dia*
gn'ostiku akutního infarktu myokardu [dále
AIM] do klinicko-laboratorní praxe. Především
se jednalo o enzymy, respektive izoenzymy a
stanovení koncentraci jednotlivých složek bíl-
kovinného spektra Séra. U AIM byly Sledovány
tyto bílkoviny: haptoglobin, alfa-1 antitrypsin,
imunoglobuliny A, G a M [19, 20]. Z méně ob-
vyklých biochemických ukazatelů byl proká-
Zán význam Sledování změn kyseliny sialové
a volných sulíhy-drilových skupin v séru [21].
I když všechny tyto testy mají svůj nesporný
význam při diagnostice AIM, pro jeho Včasnou
diagnostiku jsou nejcitlivější zkoušky en-
Zymové, jejichž význam vzrostl v posledních
deseti letech se zavedením stanovení izoenzy-
mů. Poškození buněk myokardu vede k pasiv-

nímu vyplavení enzymů do eXtracelulární te-
kutiny a tím ke zvýšení jejich aktivity v krvi.

Počátek enzymologie myokardu Se datuje od
ro-'ku 1955, kdy Karmen aj. nalezli v séru ne-
mocných AIM zvýšenou a'ktivitu aspartátami-
notransferázy. V roce 1956 pak byla popsäna
zvýšená aktivita dehydrogenázy kyseliny mléč-
né [LD] a v roce 1960 zvýšená aktivita krea-
tinki'názy [CK] u nemocných AIM. Od ro'ku
1963 Markert razil termin izoenzymy pro en-
zymy lišící se Íyzikální'mi vlastnostmi, ale ka-
talyzujicí stejný typ reakce, na základě elek-
troforetického rozlišení pěti forem sérové LD
[7]. O deset let pozdějiWagner aj. zdůraznili
význam stanovení srdečního izoenzymu CK-MB
pro diagnostiku AIM [23]. Protože se na na-
šem pracovišti dlouhodobě zabýváme bioche-
mickou diagnostikou AIM, chtěli bychom shr-
nout naše a literární zkušenosti se stanovením
CK, LD a jejich izoenzymů pro diagnostiku
AIM. Z proteinových zkoušek se nám jeví jako
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velice perspektivní Stanovení myoglob'rnu, kte-
ré provádíme v posledních dvou letech.

Charakteristika CK, (IK-MB., izo-LD
a myoglobinu a metody jejich Stanovení

Kreatinkináza [CK]

Kreatinkináza [EC 2.7.3.2] katalyzuje rever-
Zibilní fosforylaci kreatinu pomocí ATP: Krea-

CK
tin +ATP 2 fosfokreatin +ADP. Stanovení CK
využívá té Skutečnosti, že při pH = 6,8 běží
reakce obráceně ve prospěch tvorby energe-

ticky bohatého ATP. Aktivita CK je pak určo-
vána v průběhu několika reakcí, při kterých
je detekována konverze NADP+ na NADPH
jako Zvýšení absorbance při 340 nm.

Vliv hemolýzy na aktivitu CK v Séru Zkou-
mali Lott a Sta-ng [8]. 0,5 g/L hemoglobinu ne-
-ovlivňuje aktivitu CK v Séru, ale koncentrace
1,2,4,8 a 16 g/L Zvyšuje aktivitu CK postupně
Z 0,66 až na 5,7 ,ukat/L. Zvýšení je způsobeno
přítomností adenylátkilnázy v erytrocytech.
Vzorky séra pro stanovení aktivity CK mají
být uchovávány v temnu při 4 nebo ——20 °C
[8]. K reaktivaci CK Se používají thiolové
komponenty, nejčastěji cystein, acetylcystein,
glutathion, merkaptoetanol a dithiothreitol
[6]. Aktivita CK je plně obnovena acetylcys-
teinem po uchovávání při 4°C Ipo 7 dní nebo
po měsíci při ——20 °C.

Aktivitu Cv séru určujeme pomocí sou-
prav CPK STAT-PACK od fy Calbiochem, Cali-
fornia, USA. Souprava využívá metodu podle
Rosalkiho [16].

Izoenzym CK—MB

Pomocí chromatografických a elektrofore-
tických metod byly rozpoznáˇny tři izoenzymy
CK. Distribuce iZoenZymů CK v tkáních je ta-
kováto [9]:

celková.
CK ı„kat/g 0/OCK- 0/OCK- 0/OCK-

tkáně -MM -MB -BB
31,62 98 1 1
6,71 78 22 O
2,62 O 0 100

Kosternî svalstvo
Myokard
Mozek

CK-MB je lokalizován specificky v myokardu
a ve velmi malém množství Se nachází ještě
v placentě, v bránici a v jazyku. V Séru Zdra-
vých osob je CK-MB přítomna ve velice nízké
aktivitě. Interpretace abnormálních aktivit
CK-MB závisí na použité metodě. Elektrofore-
tické stanovení je méně citlivé než chromato-
grafie [1,4]. Imunoinhibiční metody jsou
technicky jednoduché, jsou ale méně citlivé
a specifické pro diagnostiku AIM než elektro-
foréza aˇ chromatografie. Problém spočívá
v kvalitě protilátky a v kompletní inhibici en-
zymové aktivity CK-MM. Protože imunoinhibi-
ce používá antisérum proti CK-MM, nerozlišuje
mezi CK-MB a CK-BB a CK—BB může být inter-
pretován ja'ko nález CK-MB [2]. Stanovení
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CK-MB pomocí radioimunoanalýzy [3,15,22.]
je metodou až V10-krát 4citlivější než chromato-
grafie. Na našem pracovišti jsme vyzkoušeli
jak Stanovení elektroforetické, tak i chroma-
tografické [18]. V Současnosti určujeme akti-
vitu CK-MB pomocí setů fy Merck, které vy-
užívají principu imunoinhibice. Menší citlivost
a specifičnost této metody je vyvážena jedno-
duchosti a rychlostí provedení. Nativní CK-
-MB je V séru při 4°C poměrně Stabilní. Lott
aj. nepozorovali Snížení aktivity během ucho-
vávání po 11 dnů [8].

Izoenzymy laktátdehydrogenázy

Dehydrogenáza kyseliny mléčné je glykoly-
tický enzym, který může být prokazován v lid-
ských tkáních, buňkách a tekutinách. Elek-
troforeticky lze rozlišit pět iZoenZymů, které
se číslují směrem od anody ke katodě 1--5.
Izoenzymy LD jsou tetramery, které jsou tvo-
řeny pěti rozdílnými kombinacemi polypepti—
dových podjednotek, označovaných jako H a
M. LD-l je homotetramer řetězců H, LD-5 je
homotetramer řetězců M. K uvolnění iZo-LD
z buněk dochází, stejně jako u jiných enzymů,
následkem abnormální metabolické aktivity
buněk v důsledku Zánětlivého poškození, de-
generativních procesů, toxického poškození
nebo ne-krózy. LD je nestabilní v séru, aktivita
mizí při uchovávání při 4°C nebo při -20 °C,
[8]. jestliže není možná okamžitá analýza, má
Se Sérum uchovávat při pokojové teplotě a Zpra-
covat do 48 hodin. LD-5 [jaterní frakce] je
velice labilni iZoenZym. Hemolýza je nesluči-
telná S měřením Sérové aktivity LD, ale ne-
ovlivní poměr LD1:LD2 [tzv. „flipped“ LD], kte-
rý je důležitý pro diagnostiku AIM. Pro Stano-
vení izo-LD lze využít toho, že Srdeční frakce
[LD1] Se snadno adsorbuje na DEAE celulózu
a je termostabilní. Separaci všech pěti izo-LD
lze docílit chromatograficky nebo elektrofore-
ticky. Pro elektroforetické dělení iZo-LD Se po-
užívá jako médium agar, agaréza, akrylamido-
vý gel nebo acetylovaná celuló'za. V naší labo-
ratoři používáme proužky acetylované celuló-
zy Cellfogel [fy Chemetron, Milán). Izo-LD Sta-
novujeˇme „sendvič“ metodou vlastní modifi-
kace [17]. Za pozitivní považujeme hodnoty
indexu LDIZLDZ z 1. Tento tzv. „flipped“ LD je
prokazován velice specificky u AIM.

Myoglobin
Myoglobin je cyklický he'moprotein, podle

Složení nejbližší hemoglobinu. jeho funkcí je
uskladnění kyslíku ve Svialech. Molekulová
hmotnost myoglobinu je 18 000 dalto'nů. Na-
chází Se v kosfterním Svalstvu a v myokardu.
Na rozdíl od ostatních biochemických ukaza-
telů, které jsou Vylučovány Vretikuloendoteliál-
ním Systémem, myoglobin je odstraňován led-
vinami. Normální koncentrace -myoglobinu
v séru je enormně nízká [6—85 ng/ml]. To
také bránilo širšímu využití Stanovení myoglo-
binu v klinice, i 'když v Séru a v moči nemoc-
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ných AIM byl detekován již v roce 1956. Tepr-
ve Se Zavedením a rozšířením radioimunoanfa-
lytického stanovení myoglobinu v posledních
4 letech se nahromadily Zkušenosti Se Stan/o-
vením myoglobinu u AIM [24]. Vzorky Séra
mohou být uchovány při 2-4 °C 24 h do
Stanovení nebo při -20 °C i 4 týdny.

Koncentraci myoglobinu v Séru nemocných
AIM určujeme pomocí So'uprav My›oglobin RIA
Kit, fy NMS, Newport Beach, USA.

Výsledky a zhodnocení významu CK, CK-MB,
izo-LD a myoglobinu pro diagnostiku AIM

Smyslem vyšetřování jednotlivých bioche-
mických ukazatelů u AIM je potvrdit nebo
upřesnit klinickou a elektrokardiografickou
diagnózu. Jednotlivé vyšetřovací metody Se
liší Svou Specificitou a Senzitivitou. Stanovení
CK, CK-MB, LD1:LD2 a myoglobinu V třího-dino-
vých intervalech u jednoho Z našich nemoc-
ných AIM je na grafu 1.

Aktivita CK může být zvýšená u plicní embflo-
lie, u neurosvalových onemocnění, hypothyroil
dismu, u chorob cerebrovaskulárních, u kře-
čových stavů, po kardioverzi, u pooperačního
traumatu a alkoholismu [13, 11]. Specifičnost
CK lze Zvýšit Stanovením izoenzymů CK. CK SI'

Tab. I

Sensitivita a specificiła łesłù u AIM

Test Sensitivita 'lo Specificita‘k

EKG 73 100

CK 98 75

CK-MB (elektroforełicky) 98 97

CK-MB (chromatograficky) 99 95

CK-MB (imunoinhìbici) 85 96

lD1 >l02 (elektroforeticky) 75 97

Podle: lołł, 1.A., Stang, J.ł*1.,ˇClin.(,Í|'ıem.ł 26, 1980, č.9, 8.1741 - 1250

Graf 1. M. H., muž, dg. —— akutní transmurálni infarkt myokardu. Hodnoty CK, CK--MB, LD1.'LD2 a myoglobı'nu
Sledované v Séru v 3hodı'nových intervalech
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H. I.

CK Se Stala Standardním enzymem při la-
boratorní diagnostice“ AIM pro Svou Značnou
citlivost (tab. 1]. Nedostatkem CK je její malá
Specificita. CK může být Zvýšená po extrémní
fyzické námaze [5]. Zvýšení CK může být
Způsobeno intramuskulárními injekcemi, a to
až do hodnot 5 ,ukat/L a může přetrvávat asi
24h [8]. CK-MB při tom Zůstává normální.

un. n... c“

však Svoje postavení enzymu s vysokou citli-
vostí při diagnostice AIM zachovává a Sledo-
vání celkové Ztráty CK u AIM Se využívá k ur-
čení velikosti nekrotického ložiska v Srdečnim
Svalu. Tato problematika Zajímá klinika Ze
dvou důvodů. Především proto, že Se prokáza-
lo, že'prognóza nemocných Závisí do Značné
míry na množství Ztracené Srdeční Svaloviny.
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Viv.Druhá prıcına je dâna Současnou Snahou o Za-
vedení léčebných postupů, které by rozsah in-
farktového ložiska Zmenšily. Vzorky krve ke
Zjištění celkové Ztráty CK odebíráme Z trvale
Zavedené kanyly v třihodinových intervalech
až do normalizace aktivity CK. Odhad veli-
kosti ložiska provádíme na počítači Hewlett
Packard metodou podle NorriSe a Shella [12].
Z tab. Z je Zřejmé, že Z dvaceti nemocných
S celkovou Ztrátou vyšší než 41,75 `(vıkat/L byl
u 16 IM V dalším průběhu komplikován tím,
že došlo k Selhání Srdeční pumpy. U dalších
tří byl Sice průběh onemocnění benigní, avšak
v akutní fázi byly Zachyceny paroxysmy ko-
morové tachykardie, které Zvyšují ischémii
myokardu. Hodnota akumulované Ztráty CK
[ACK] 41,75 ykat/L byla Stanovena empiricky
Norrisem aj. [10] a odpovídá Zřejmě, ja'k tomu
nasvědčují i naše výsledky, takové Ztrátě
Srdeční svaloviny, která již podmiňuje Selhání
Srdeční pumpy. Z 28 nálezů ACK nižších než
41,75 Íukat/L byl 25krát průběh nemoci nekom-
plikovaný. Hodnoty ACK neodpovídající prů-
běhu IM jsme tedy pozorovali 4krát až 1`krát
falešné pozitivní a 3krát falešně negativní.
Tyto nálezy jsou blíže charakterizovány na
tab. 3. Pro vysoké hodnoty u muže Š. I. jsme
vysvětlení nenašli. Naproti tomu všichni tři
nemocní s falešné nízkou hodnotou ACK pro-
dělávali již opakovaný IM. Je Zřejmé, že v těch-
to případech, kdy část svaloviny je již dřívěj-
ším infarktem Zničena, stačí i poměrně malé,
nové ložisko -— a tedy odpovídající malá Ztrá-
ta CK —- k tomu, aby byla pře'kročena kritická
celková Ztráta srdeční svaloviny podmiňující
selhání oběhu. Určení rozsahu nekrózy myo-
kardu podle celkové ztráty CK je velmi cen-
ným vyšetřením, podle něhož lze poměrně
spolehlivě Stanovit prognostickou Závažnost
AIM. Pokoušeli jsme Se také použít výpočtu
celkové Ztráty CK-MB a myoglobinu ke Zjiš-
tění rozsahu nekrotického ložiska myokardu.
Podle našich Zkušenosti není u těchto hodnot
korelace S klinickým obrazem tak přesná. Vy-
Světlujeme to tím, že myoglobin je Značně ne-
Specifický, jeho vylučování Závisí na renálních
funkcích a CK-MB má příliš nízké hodnoty
v séru. Oba pak mají v Séru krátký poločas
pozitivity.

Zavedením stanovení iZo-CK do klinické
praxe se Zvýšila Specificita stanovení CK. Za
hranici pozitivity CK-MB pro poškození myo-
kardu se uvádí aktivita tvořící 3-5 0/0 celkové
aktivity CK [8]. Kromě AIM byla nalezena Zvý-
šená aktivita CK-MB u Svalové dystrofie, u der-
matomyositidy, u polymyositidy, u hypotermie
[13]. CK-MB je pozitivní v séru v prvních 48
hodinách po vzniku AIM. Poločas CK-MB je
totiž kratší než poločas CK-MM [14]. Přítom-
nost Zvýšené aktivity CK-MB v séru je nález
vysoce specifický pro poškození myokardu.

U 127 nemocných akutním transmurálním
IM jsme zhodnotili pozitivitu indexu LDlzLD2
(tab. 4]. Pozitivní index jsme ,prokázali
v 93,7 0/0 pozorování, Z toho u předního IM
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Tab. 2

ACK a prùbèh AIM

CK- pkat/l AIM AIM+ KT A|M+DKP Celkem

> 41.75 ı 3 1b 20

< 41,75 25 _ 3 28

Celkem 2b 3 19 48

Vysvětlivky Zkratek: CK —— kreatinkinäza,
ACK —- akumulovaná ztráta kreatinkinăzy, AIM -

akutní infarkt myokardu, KT —— komorovă tachykardie,
DKP -— dekompenzace

Tab. 3

Falešné výsledky

Pohlaví Věk ACK pkałll Pozn.Nemocný

ŠJ. 3‘ 42 64,40 ?

0.5. 70 21,71 2. IM

35,57 2. IM

3

m. 3' no

3‘T.0. 57 18,03 3. IM

Tab. 4

IM LD,ı /LD2
>1

Celkem 127 ‘ 119 ' 8

LD4 ./LD2
<1

Přední IM 67 65 2

Zadní IM 60 54 6

Tab. 5

Poiitivita LD.. /LD2 véase

den
Celkem I

1 3 7 14 30 60

14 18 16 11 3 2
20

70% 90% 80°/ø 55% 15% 10%

v 97 0/0 a u Zadního IM v 89 0/0. Dvacet těchto
“ nemocných jsme sledovali dva měsíce od při-

jetí (tab. 5]. Sedmý den bylo 80 0/0 výsledků
pozitivních a čtrnáctý den ještě 55 0/0. Vyšet-
ření iZo-LD Zůstává nadále velmi cenným pro
diagnostiku AIM. Ie to vyšetření, které je vy-
soce Specifické pro AIM, a 'které může potvr-
dit diagnózu AIM později po jeho vzniku, kdy
ostatni enzymatická vyšetření jsou již nega-
tivní.

Dvacet nemocných transmurálním AIM jsme
sledovali v třihodinových intervalech určová-
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Tab. 6

20 nemocných AIM - odběry krve â 3 h'

Pozil ivila
při lodběru (0/0)

Nejvyšší hodnota Normalizace
naměřené Za b, za h

(K 55 , 17,4 69

C K - MB 20 14,6 46 neg.

Myoglobin 100 5 2 V 43

ním myoglobinu, CK a CK-MB [tab. 6]. Myo-
globin byl ve všech pozorováních pozitivní již
při prvním odběru. Hodnoty my-oglobinu dosa-
hovaly nejrychleji nejvyšší koncentrace, za
5,2 h, a nejrychleji se také normalizovaly. Ne-
Schopnost rozlišit myoglobin myokardiální od
myoglobinu Z kosterního Svalstva, a to jak
chemicky tak i imunologicky, limituje Specifi-
citu a tím klinické použití Stanovení myoglobi-
nu.Toto použití pro akutní medicínu zatím
omezuje i metoda Stanovení - radioimuno-
analýza. K uvolnění myoglobinu Z myokardu
dochází jen po ireverzibilní nekróze. CK-MB
může být Zvýšený i jako výsledek přechodné
ischémie, bëhem níž zůstává koncentrace myo-
globinu v séru normální.

Závěr

Naše zkušenosti Se Stanovením CK, CK-MB,
izo-LD a myoglobinu u AIM můžeme Shrnout
takto: nejcitlivějším ukazatelem poškození
myokardu je myoglobin, který byl při našich
pozorováních pozitivní vždy již při prvnim od-
běru a jeho průkaz svědčí pro ireverzibilní
nekrózu myokardu. Význam Stanovení CK tkví
jednak ve Značné citlivosti během prvních 3
dnů po příhodě, jednak V použití výpočtu cel-
kově ztráty CK k odhadu Velikosti ložiska ne-
krózy. Značná nespecifičnost Stanovení CK je
odstraněna Současným Stanovením izoenzymu
CK-MB, který je přítomen především v myo-
kardu, a určením indexu LDlzLDz. Tento index
je velmi informujícím vyšetřením u Starších
příhod [po 7 dnech u AIM ještě 80 0/0 pozoro-
vání pozitivníchj, kdy již ostatní ukazatele -
myoglobin, CK a CK-MB jsou normalizovány.

Souhrn

Autoři hodnotí dlouholeté zkušenosti se Sta-
novením enzymů a myoglobinu u nemocných
akutním infarktem myokardu. Význam určení
aktivity 'kreatinkinázy tkví V Současnosti pře-
devším ve zjišťování její celkově ztráty pro vý-
počet velikosti nekrotického ložiska myokar-
du. Ide o dobrý prognostický faktor, jak bylo
ověřeno na sestavě 48 nemocných infarktem
myokardu. Zavedením stanovení izoenzymů
kreatinkinázy Se zvýšila Specifičnost tohoto
vyšetření. U 127 nemocných byl určen index
LDlzLDz a byla zjištěna jeho pozitivita v 93,7 0/0

pozorování. Po dva měsíce byla Sledována po-
zitivita indexu LDlzLD,2 u 20 nemocných. Tento
index byl pozitivní Sedmý den ještě v 80 0/0
pozorování. Aktivita kreatinkinázy, izoenzymu
CK-MB a koncentrace myoglobinu v séru byly
Sledovány v tříhodinových intervalech u 20
nemocných. Myoglobin byl ve všech pozorová-
ních pozitivní již při prvnim odběru a nejrych-
leji se také v séru normalizoval.
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