Minulost, soucasnost a budoucnost kardiomarkerti v diagnostice srde¢nich cho-
rob

Pozn. Pfipraveno na zacatek prace
,Prohlasuji, zZe tato prace je mym ptivodnim autorskym dilem, které jsem vypraco-

val(a) samostatné. Veskera literatura a dalsi zdroje, z nichz jsem pii zpracovani ¢erpal(a), jsou

uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci fadné citovany.*

1. Uvod

V soucasné dobé jsou v Ceské republice kardiovaskularni choroby nejéastéj-
§i pfi¢inou vice neZ poloviny vSech umrti. Pocatek tohoto ,,epidemického* vyskytu
kardiovaskularnich onemocnéni, a predevsim ischemické choroby srde¢ni se datuje do
druhé poloviny dvacatého stoleti. Pied 100 lety byly u nas kardiovaskuldrni nemoci
pfi¢inou smrti asi u 10 % obyvatel. Umrtnost na onemocnéni srdce a cév nariistala
postupné az do osmdesatych let, od roku 1991 pozorujeme postupny a trvaly pokles.
Pokles mortality je disledkem primarni prevence i vysledkem 1é¢by. (Aschermann,
Kardiologie, Galén 2004, 5.596-597)*

Diagnostika vétSiny onemocnéni v kardiologii vychézi z anamnestickych
udajt, somatického vysetfeni, laboratornich vysetfeni a z vysledkii dalSich neinvaziv-
nich a invazivnich vySetfovacich metod. V poslednich né€kolika desetiletich hraji dile-
zitou ulohu laboratorni metody, které pfinaseji dilezité poznatky v diagnostice téchto

chorob, v jejich prognostické stratifikaci a v urceni ¢asné a dlouhodobé prognoézy.1

! Aschermann a kol.,Kardiologie, Galén 2004,s.596-597
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2. Cil prace

Cilem této bakalatské prace je podat celkovy ptehled o vyuZiti biochemickych
markeri v diagnostice srde¢nich chorob.

V bakalatské praci jsme se pokusili struéné popsat jednotlivé typy ischemicke
choroby srde¢ni, obecné zasady piechodu intracelularnich proteinit z myokardu do
krevniho ob¢hu, pozadavky, které by mél idedlni marker spliiovat a piehled vSech
kardiomarkert uzivanych v minulosti, sou¢asnosti a budoucnosti, véetné popisu jejich
funkce v organismu, metod jejich stanoveni a vyznamu pro diagnostiku srdecnich

chorob.
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3. Ischemicka choroba srdec¢ni

3.1 Definice ischemické choroby srdec¢ni

Ischémii myokardu nazyvame stav, kdy neni zajistén dostate¢ny piivod Kysli-
ku do tkané a nejsou dostatecné odplavovany metabolity v disledku omezeni perfuze.
Pozadavky na ptivod kysliku zavisi na tom, zda organismus kona néjakou praci a ma
zvysené metabolické naroky, nebo je v klidu. Ischémie vznikd pifi nerovnovaze mezi
kyslikovou nabidkou a poptavkou a je pfi¢inou zmény z oxida¢niho/aerobniho meta-
bolismu na anaerobni. Privodnimi jevy ischémie jsou zmény mechanické a elektrické
srdecni aktivity a ischémicka bolest. Ischémie v uz§im smyslu slova je stav reverzibil-
ni. Trva-li vsak ischémie pfili§ dlouho, dochazi k nevratnému poskozeni bun¢k. Po
obnoveni priitoku se neobnovuje oxidacni fosforylace a bunky umiraji- tento stav se

nazyva ischemicka nekréza (Aschermann, 2004)

3.2 Definice infarktu myokardu

Infarkt myokardu- podle patofyziologické definice je jako infarkt myokardu
oznacovana akutni loziskova ischemicka nekréza srdecniho svalu vznikla na podkladé
nahlého uzavéru ¢i progresivniho extrémniho zzeni véncité tepny zasobujici ptislus-
nou oblast. Ve vice nez 95 % je pti¢inou koronarni ateroskler6za s rupturou intimy a
trombozou v misté platu. V ojedinélych ptipadech mize mit infarkt myokardu 1 jiny
ptvod (spazmy, arteriitidy, embolie do véncitych tepen aj.). Lze jej definovat na za-
klad¢é tady klinickych , elektrokardiografickych, biochemickych nebo patologickych
ukazateld (Zima a kol., 2004)
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3.3 Definice anginy pectoris

RozliSujeme dva typy anginy pectoris:
e nemocné s chronickou stabilni namahovou AP

e nemocné s nestabilni AP

3.3.1 Stabilni AP

Angina pectoris (AP) - jde o chronickou formu ICHS se stenokardiemi, svira-
vou €1 palivou bolesti na hrudi, ktera n€kdy vyzatuje do levé ruky, do krku, dolni ¢elis-
ti, do biicha, mezi lopatky nebo 1 do zatylku. ¢i jen tlakem bez bolesti nebo pocitem
nedostatku dechu. Projevy trvaji n¢kolik malo minut a dobfe zareaguji na podani nit-
roglycerinu nebo nitratd. Pti delSim trvani nebo pokud po nitroglycerinu nedojde k
uleve, je vzdy na misté ptivolat 1ékafe a presvédcit se, zda nejde o infarkt myokardu.

(odkaz na http://hoowoo.euweb.cz/ichs.htm)?

3.3.2 Nestabilni AP

Nestabilni angina pectoris (NAP) - na rozdil od stabilni (chronické) anginy
pectoris, ktera je charakterizovana jako typicka bolest na hrudi vyvolana casto fyzic-
kou nadmahou ¢i psychickym stressem, je NAP epizodou ischemickych bolesti trvaji-
cich n¢kolik hodin, dna aZ tydni s charakteristickym ndhlym vznikem ¢i ndhlou zmé-
nou dosavadnich zachvati chronické anginy pectoris. VéEtSinou je znamkou pokrocilej-
§i formy ischemické srde€ni nemoci. Soucasné je tfeba vyloucit i jiné moZné pticiny
mimosrdecni, které by mohly plivodné stabilni stav zhors$it, jako je napt. hypertenze ¢i

hypotenze, dysfunkce stitné zlazy, srdecni selhani ¢i jiné postizeni. (2)

2 odkaz na http://hoowoo.euweb.cz/ichs.htm, google.cz., 7.4.2008

Hradec Kralove, 4 Hejdova Hana


http://hoowoo.euweb.cz/ichs.htm
http://hoowoo.euweb.cz/ichs.htm

Minulost, soucasnost a budoucnost kardiomarkerti v diagnostice srde¢nich cho-

rob

4. Laboratorni diagnostika v kardiologii

Infarkt myokardu je diagnostikovan podle pfitomnosti nejméné dvou z triady
typickych piiznaki:

% vice nez pul hodiny trvajici bolest na hrudi:

¢ zmény na elektrokardiogramu (Q vina a elevace ST useku):

% laboratorni znamky

Vyznam laboratorni diagnostiky vynikne zejména pii nepfitomnosti jedné
Z ostatnich dvou znamek. Typicka bolest na hrudi mize chybét (néma ischémie myo-
kardu) zejména u starych lidi ¢i u diabetikll s polyneorupatii. Zmény na elektrokardio-
gramu mohou byt zplisobeny infarktem star§iho data ¢i ptekryty pii arytmiich, blocich
Tawarovych ramének a u pacientt s trvalym kardiostymulatorem.

Laboratorni vySetfeni pomahaji stanovit:

e diagnozu akutniho myokardu;

e diferencidlné diagnosticky odlisit akutni infarkt myokardu od jinych fo-
rem ischemické choroby srde¢ni nebo od jiné pfiCiny bolesti na hrudi
nebo biiSe (akutni pankreatitida, perforace zaludku aj.;

e komplikace akutniho infarktu myokardu vcetné opakovaného infarktu
(reinfarktu);

e velikost infarktového loziska, a tedy 1 prognozu pacientli s akutnim in-
farktem myokardu;

e probéhlou rekanalizaci véncité cévy s reperfuzi ischemického loziska.

(Racek a spol., 2006, s.185-186)

5. Obecné zasady pi‘echodu intracelularnich proteini z myokardu
do krevniho obéhu

V krevnim séru (plazmée) prokazujeme intracelularni proteiny, které se uvolnuji

zZ ischemického loZiska v myokardu. Trva-li ischémie jen n€kolik hodin, nachazeji se
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Vv krevnim ob¢hu proteiny obsazené v cytoplazmé svalovych bunék. Pti dlouhotrvajici
ischémii dochazi k nekroze bunék a v séru mizeme prokazat i proteiny , tvotici struk-
turu fibrilarniho kontraktilniho komplexu.

Rychlost vyplaveni a doba pietrvavani zvySené hladiny v séru zavisi na prokr-
veni ischemického loziska-reperfuzi.

Rychlost poklesu je zavisla téz na biologickém polocasu proteini, ktery je dan
rychlosti metabolismu, velikosti molekuly- eliminace ledvinami.

Priibéh koncentrace v krvi zavisi i na vysi hladiny- ¢im vyssi, tim déle trva po-

kles pod horni referenéni mez.(Racek a spol., 2006)

6. Specifické a nespecifické biochemické markery srdec¢nich cho-
rob

Hned na uvod je tieba fict, ze ani jeden z doposud objevenych biochemic-
kych markerti akutniho ischemického poskozeni srde¢niho svalu nespliiuje vSechny
kritéria idedlniho markeru. Ten by mél spliiovat nasledujici pozadavky :

1. musi byt vyborné rozpustny ve vodnim prostiedi a mit relativné niz-

kou molekulovou hmotnost, kterda umozni jeho rychly ptechod
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Z kardiomyocytu a zabezpecuje tak brzké a vyrazné zvySeni jeho
koncentrace v krvi ,

2. musi se v kardiomyocytu nachazet ve vysoké koncentraci. Bez vy-
raznéjsi pritomnosti v jinych tkédnich,

3. pro vcasnou diagnostiku se uptfednostiuje jeho lokalizace v cytosolu
bunky, naopak jeho pfitomnost v jinych kompartmentech bunky ma
vyznam pii odhadu zavaznosti poSkozeni bunky,

4. ma byt specificky pro ireverzibilni poskozeni bunék myokardu, proto
stanoveni molekul nalézajicich se v cytosolu bunék jako sledovani
strukturnich bilkovin , které¢ se z bunék uvolnuji sice ¢asoveé pozdéji ,
ale az po jejich vyrazném ( ireverzibilnim ) poskozenti,

5. mnozstvi markeru uvolnéného z bun€k by mélo byt pfimo imérné
rozsahu ischemického poskozeni myokardu,

6. stanoveni idealniho markeru by mélo byt jednoduché, rychlé a pokud
mozno finan¢né prijatelné. Idealem je diagnostika pomoci tzv. ,, bed-
side " testi pii zachovani vysoké senzitivity a specificity analyzy

(Pechan, 1996, Horalik, 1998)15,16

Z diive zndmych markeri bézné pouzivanych v klinické biochemii méla
vétSina daleko k idealu. Vyhovovaly jen v nékterych z uvedenych kritérii. Nevyhodou
vétsiny z nich byla jejich mala specificita, naopak u markert s relativné velkou speci-
ficitou brani jejich SirSimu vyuziti nedostupnost finan¢ni a ptistrojova, ptipadné mala
citlivost komeréné dodavanych diagnostickych souprav, U nékterych je problémem

neumérné dlouhy ¢as potfebny na ziskani relevantni informace.(15)
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7. Piehled markerta uzivanych v klinické biochemii v diagnostice

srde¢nich chorob

7.1 Historické markery nepouZivané v diagnostice srde¢nich
chorob
1. aspartataminotransferaza — AST
2. kreatinkinaza- CK a jeji izoenzymy CK-MM, CK-MB a CK-BB
3. laktatdehydrogenaza — LD a jeji izoenzymy LD;- LDsg
4. myoglobin

7.2 Soucéasné markery uzivané k diagnostice srdec¢nich cho-

rob

7.2.1 markery nekrézy myokardu:

1. troponin T-c TnT

2. troponin | —c Tnl

7.2.2 markery poskozeni funkce myokardu:

1. .natriureticky peptid- pro BNP nebo NT pro BNP

7.2.3 markery ischemie myokardu

1. glykogenfosforylaza — izoenzym BB- GPBB

2. vysoce citlivé (high senzitivity) C- reaktivni protein- hs CRP

3. kreatinkinaza CK-MB mass

4. srdecni protein vazajici mastné kyseliny (heart fatty acid binding
protein)-HFABD
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7.3. Budouci markery, které mohou prispét k diagnostice sr-

decnich chorob

Ischémii modifikovany albumin (albumin cobalt binding test-IMA)
volné mastné kyseliny- FFAsS
cholin

pregnancy-associated plasma protein A- PAPP-A)

o B~ w0 Ddp P

myozin- a)myosin light chain-MLC
b)myozin hight chain-MHC
6. endotelin (Pudil, 2007)28
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8. Historie stanoveni enzymi

Pocatek enzymologie akutniho infarktu myokardu je v roce 1955, kdy Karmen
nalezl zvySenou aktivitu aspartataminotransferazy (AST) v séru nemocnych AIM. V
roce 1956 pak byla popsana zvysSena aktivita dehydrogendzy kyseliny mlééné (LD) a
v roce 1960 kreatinkindzy (CK) v séru nemocnych AIM. Od roku 1963 pouzival Mar-
kett termin izoenzymy pro enzymy liSici se fyzikalnimi vlastnostmi, ale katalyzujici
stejny typ reakce, na zaklad¢ elektroforetického rozliSeni péti forem sérove LD. O de-
set let pozd€ji Wagner zdliraznil vyznam stanoveni srde¢niho izoenzymu CK-MB pro
diagnostiku AIM. Do klinické praxe bylo zavedeno pouzivani CK a CK-MB
v sedmdesatych letech. (Tichy, 1998)

V soucasnosti doSlo pod tlakem vcasné diagnostiky AIM k zavedeni fady no-
vych biochemickych parametrli, které svou citlivosti a specifi¢nosti vysoce prevysuji
diive pouzivané enzymy. (Tichy, 1998) Od konce 80. let se vySetiuje hmotnostni kon-
centrace CK-MB mass. Ta je citlivéjsi nez vySetfeni Kkatalytické aktivity CK-MB, lze
poznat i nekrézy myokardu mensiho rozsahu, naptiklad se 1épe uplatni v diagnostice
minimalnich nekrotickych zmén u nestabilni anginy pectoris . K dal$im markertiim ne-
krézy myokardu, které se ukazuji kromé CK-MB mass jako nejvhodnéjs$i patii myo-
globin a troponiny. Myoglobin je velmi citlivy ukazatel rabdomyolyzy , ale zaroven je
velmi nespecificky. Od pocatku 90 let se uziva troponin T, troponin I.. Uzite¢nost
stanoveni troponint je v tom, Ze jsou markery zachycujicimi jak ¢asné, tak pozdni sta-

dium IM. Jejich velkou piednosti je vysoka citlivost . 3

¥ Matouskovéa —Postaveni lab.mediciny(biochemie)v diagnostice koronarnich ptihod z hlediska neinva-
zivnich kardiologu, Prakt. Lékat, 2000, ro¢. 80, €.7, s. 394-397-
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DalSimi testy jsou napf. velmi ¢asny narlst aktivity kardiospecifického izo-
enzymu glykogenfosforylaizy BB Vv séru jako vyraz aktivace glykogenolyzy
Vv ischemickém lozisku ¢i stejné ¢asny nalez HFABP ( heart fatty acids binding pro-
tein). Radové minuty po ischemii myokardu (ale i jiné tkang) lze v séru prokazat al-
bumin s modifikovanou N- terminalni ¢asti (tzv. ischemia-modified albumin, IMA),
které se projevi snizenou schopnosti vazat nékteré prvky, napiiklad kobalt. Tato zjiSté-
ni, jakkoli nad&jna, viak dosud neptesahla ramec vyzkumu.' V soudasnosti se u

Vv laboratofich provadi biochemické stanoveni proBNP.

! Racek, Klin.bioch., 2006, s.185-190
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9. Historické kardiomarkery v diagnostice srde¢nich chorob

9.1. Aminoaspartataminotransferaza (AST)

AST- je bunécny enzym, vyskytujici se jako cytoplazmaticky a mitochon-
drialni izoenzym. Katalyzuje pfenos aminoskupiny z L-aspartatu na 2-oxoglutarat za
vzniku oxalacetatu a L-glutamatu. Reakce je volné€ reverzibilni, uplatituje se pii synté-
ze, odbouravani i pfeméné aminokyselin. Se svym koenzymem pyridoxalfosfatem se
tak AST podili na metabolismu dusiku v organizmu, vyznam ma 1 pfi transportu re-
dukénich ekvivalentl pres vnitini mitochondridlni membranu. V nejvétsi mite je obsa-
zen v myokardu. Kosternim svalu a v hepatocytech. Pti poskozeni bunky se ve zvyse-
né mite do krve vyplavuje nejprve cytoplazmaticky izoenzym, pii tézkém poskozeni

se v krvi zvysuje i aktivita AST z mitochondrii..*

9.1.1 Stanoveni AST

V minulosti se ke stanoveni AST pouzivala kolorimetrickd metoda podle
Reitmana a Frankela. Ke stanoveni AST byly vyuZivany sety vyrabéné Ustavem sér a
ockovacich latek v Praze nebo rychlé stanoveni dle Babsona. Koncentrace enzymu
AST se udavala v pmol. Dale se provadél opticky test dle Fermognosta.”. IFCC (In-
ternational Federation of Clinical Chemistry) doporucila v letech 1977-1980 standar-
dizované metody stanoveni AST s optimalizovanou koncentraci substratu, s Tris*
pufrem. V roce 2002 IFCC potvrdila své doporuceni a rozsifila na 37 °C. Méfeni pro-
biha na analyzatoru v UV oblasti.. Referen¢ni rozmezi pro AST je u muzu 0,67 pkat/l

auzen 0,53 pkat/l °.

*odkaz na http://www.mzd.cz/data/c764/lib/_komp_ast.htm
® Cicvarek, biochemické vysetiovaci metody, 1970, 5.187-197

® ROCHE - pifbalovy letik s pokyny pro stanoveni AST analyzatory Cobas a Hitachi
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9.1.2. Vyznam AST pro diagnostiku AIM

ZvySené hladiny koncentrace AST mizeme pozorovat obvykle 4-6 hodin po
zacatku ischémie. Vrcholu dosahuje za 1-2 dny a nédvrat k normalnim hodnotadm nasta-
va u nekomplikovanych pripadi do 5 dni. AST se vyplavuje z cytoplazmy a mito-
chondrii. Vzhledem k tomuto faktu a k nizké aktivit¢ ALT (alaninaminotransferaza)
v myokardu je pro srde¢ni infarkt charakteristicky pomér AST/ALT > 1.

Vzhledem k tomu, Ze se zvySené hodnoty aktivity AST vyskytuji i pfi ji-
nych rozsahlych poskozeni kosterniho svalstva, at’ uz zptisobeného razem nebo vel-
kou svalovou namahou , u hemolyzy, chronickych hepatopatiich, pii nichz dochazi
k nekréze hepatocytil, neni jiz stanoveni aktivity AST k diagnostice AIM pouzivano.

AST je velmi nespecifické.(Racek, 2006)1

9.2. Kreatinkinaza (CK)

Kreatinkinaza- katalyzuje reverzibilni fosforylaci kreatinu pomoci adeno-
sintrifosfatu. . Pfi nedostatku ATP kreatinkinaza naopak $tépi kreatinfosfat a dopliuje
svalovy pool ATP.(Schneiderka, 2006,21) Je to enzym piitomny v cytosolu bunck
pficn€ pruhovaného svalstva. Lze ho identifikovat ve skeletdrnich svalech, mozku,
gastrointestindlnim traktu, plicich, ledvinach, jatrech, slezin¢ a v malém mnoZzstvi
v ervenych krvinkach.(Spagek, 2002))" Celkova aktivita CK je ovlivnéna vékem, po-
hlavim, rasou, objemem svalové hmoty a fyzickou aktivitou. 36

Kreatinkindza ma tfi izoenzymy, z nichz kazd4 sestava ze dvou podjednotek M
(muscle) a B (brain): CK-MM (CK 3), CK-MB (CK 2) a CK-BB (CK
1).(Zima,2006)®

Izoenzym CK-BB lze detekovat pouze v likvoru. V krvi se dale vyskytuji izo-
formy izoenzymi MM a MB vznikajici odStépenim C- termindlniho lyzinového zbyt-
ku z polypeptidovych fetézci M piisobenim sérovych karboxypeptidaz..Mohou vzni-
kat také 2 makroformy CK; jedna vznikd vazbou enzymu na imunoglobulin G, druha

je monomerni makroforma mitochondridlniho enzymu. 21

" Spacek R., Infarkt myokardu-diagnostika,Post. Medicina, 2002, 4, 8, s. 892-897
8 Zima a kol., Kardiologie, Galén 2004, s.13-23
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9.2.1 Stanoveni CK a izoenzymu

Enzym kreatinkinaza byl poprvé izolovan a popsan v roce 1934 Lohma-
nem.(Tichy, 1993)° Pro klinické ucely bylo stanoveni kreatinkindzy vyuZivano asi od
roku 1959.(Tichy, 1987)*° Kreatinkinaza se stanovuje spektrofotometricky v UV ob-
lasti- odkaz na www.google.cz'* Metody pouZivané ke stanoveni izoenzymil miizeme
rozdélit do 5 kategorii:

1. elektroforéza

2. chromatografie na iontomenicich

3. imunoinhibice
4. imunoprecipitace
5

radioimunoanalyza9

9.2.2 Vyznam stanoveni CK a CK-MB

CK- ke zvySeni CK miize dochazet pti fad¢ stavi: svalové dystrofie, chirur-
gické vykony, traumata, intramuskularni injekce, intoxikace alkoholem, kiece typu
grand mal, plicni embolie, hypothyredza atd. Méteni hodnoty celkové CK ztratilo dia-
gnosticky vyznam.

Izoenzym CK- MB- zvySené koncentrace nachazime jak pti nekroze bunék
a perikarditid, pfi kontuzi srdce, po urazech elektrickym proudem. Zvysené hodnoty
CK-MB nachazime u 20 % nemocnych s chronickym rendlnim selhdnim, po velké
svalové zatézi (napf. maratonci). Stanoveni CK-MB ziistava nadale v souboru prova-
dénych vysetieni , protoZze poskytuje dobrou informaci o ¢asovych relacich akutni faze

infarktu.8

° Tichy M., Kreatinkinéza-enzym mnoha forem,Voj.zdrav.listy, 1993, 62, 6, s. 193-196

10 Tichy M., Pidrman V., Gregor J., Hamet A., Sim3a J., Izoelektricka fokuzace izoenzymii CK
v sérech nemocnych akutnim infarktem myokardu, Biochem. Clin. Bohemoslo., 1987, 16, 3, s. 223-228

1 http://www.dialab.cz/bio/fotom/fotometrie/navody/cknacD94581.pdf
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9.3 Laktatdehydrogenaza-L.D

Laktatdehydrogenaza- katalyzuje pfeménu laktatu na pyruvat. Cytosolovy en-
zym laktatdehydrogendza je piitomen v celé¢ fad¢ organii a tkani.(21) LD je tvoiena
dvéma podjednotkami- H (heart) a M (muscle).36 Ma 5 izoenzymt a jednotlivé tkané
se 1isi pomérem jejich zastoupeni. V srde¢ni tkani prevazuje LD;, méné LD, Vv jatrech

(LD4 a LDs). Vyskytuji se i ve svalstvu, krevnich bunkach, slinivce, plicich atp.(16)

9.3.1. Stanoveni LD, LD;-LDsg

V minulosti byla aktivita LD vyjadfovdna mnozstvim pyrohroznanu vzniklého z
laktatu.. DalS$i metodou uzivanou v minulosti bylo stanoveni LD pomoci optického
testu sety dodavanymi firmou Fermognost.'?.Metoda, kterou v roce 1955 popsali Wro
blewski a LaDue, vyuZzivala k ur¢eni katalytické aktivity LD redukci pyruvatu za pti-
tomnosti koenzymu NADH. V pribéhu desitek let prosla tato metoda nékolika inova-
cemi a experti z odbornych biochemickych spolec¢nosti ji piepracovali do standardi-
zovanych postupli. Tim vzniklo n€kolik navzijem se liSicich modifikaci.(Hajzler,
1988)" Izoenzymy LD lze rozdélit na jednotlivé frakce elektroforeticky a chromato-

graficky. 36

9.3.2 Vyznam stanoveni LD a izoenzymu LD; a LD,

Stanoveni LD se pouzivalo k dodate¢nému potvrzeni infarktu, protoZe zvySena
hladina zde ptetrvavala i pfes dva tydny. Diagnosticky cennéj$i bylo sledovani izoen-
zymu. LD. (21) LD; se u AIM zvysuje mezi 8-22 h po pocatku bolesti, maxima dosa-
huje za 2-3 dny a vraci se k normalu za 6-10 dni. Diagnosticky vyznamny byl index
LD,/LD,, ktery byl po AIM vyssi nez 1 (36) V soucasné dobé¢ nema stanoveni LD

v diagnostice akutnich koronarnich syndromii vyznam. (8)

12 Cicvarek, biochemické vysetfovaci metody, 1970, s. 205-209
3 Hajzler S., Jagelkova J., Navrh dtandardizovanej metody uréenia katalytickej koncentracie laktatde-

hydrogendzy v sére, 1988, Biochem.Clin.Bohemosl., 1988, 17, 4, s. 371-379
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9.3.2.1 Hydroxybutyratdehydrogenaza (HBD)

HBD - je souborné oznaceni pro izoenzymy laktatdehydrogendzy LD, a LD, ,
které ochotné katalyzuji také pfeménu alfa-hydroxybutyratu jako substratu (.21) Vy-
Setfeni tohoto parametru nahrazuje vySetfeni LD; a LD, a je stejné citlivym , ale pod-
statn€ specifi¢téjSim testem neZ stanoveni celkoveé aktivity LD. Stanoveni LD 1 HBD
je zna¢né ovlivitovano zvySenou aktivitou téchto enzymu v erytrocytech (150-200
krat) a proto je nelze stanovovat v hemolytickych vzorcich krve. Vyraznéj$i zvySeni
LD v porovnani s aktivitou HBD muze byt zpisobeno zvySovanim LDs a ukazuje na

jaterni poskozeni.15
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10. Celkové shrnuti AST, CK,CK a izoenzymu , LD a izoenzymi

Z dosavadniho piehledu zatim vyplyva, Zze AST, CK a LD a izoenzymy poO-

malu ztraceji nebo uz ztratily pro diagnostiku AIM vyznam. Z podminek, které jsou

vvvvvv

e co nejrychlejsi vzestup po koronarni piihodé

¢ vysokou specificnost pro myokard

V tabulce je ptehled enzymi, u nichz dochézi ke zvyseni aktivity pii IM

Tab.1. Klasifikace laboratorni metody v diagnostice IM

Enzym pocatek maximum aktivity |normalizace aktivity nasobek horni ref.
vzestupu (h) (d) meze v dobé maxima
AST 4-8 16-48 3-6 do 25
CK 3-6 16-36 3-5 do 25
LD 6-12 24-60 7-15 do 8
Hradec Kralove, 17 Hejdova Hana
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11. Soucasné kardiomarkery v diagnostice srde¢nich chorob

11.1 Myoglobin

Myoglobin byl v krystalické formé poprvé izolovan v roce 1932, ale vyrazné;jsi
zdjem zaznamenal na pocatku 70 let, kdy bylo prokézano jeho ptechodné zvyseni v
krevnim séru po experimentalnim uzavéru koronarnich tepen u zvitat a pozdéji 1 u pa-

cienti s AIM.(Kurcova, 1987)*

11.1.1 Myoglobin-funkce

Myoglobin- je to relativn¢ maly hemoprotein (Mr=17 800, 153 aminokyselin)
bez tkanové-specifickych izoforem. V kardiomyocytu se nachazi pievazné v cytosolu
(85 %), v mensi mife v bunééné matrix. Jeho tlohou je transport kysliku z bunééné
membrany do mitochondrii.(Pechaii,1996)"> M4 vétsi afinitu ke kysliku nez hemoglo-
bin. Myoglobin z kosterniho svalstva je identicky s myoglobinem z myokardu. Pro
svoji malou molekulovou hmotnost je myoglobin pii poSkozeni svalové bunky vypla-
vovan Gasné do obshu. Ma rychlou clearence do mo&i.(Horalik,1998)™ Po infarktu
myokardu se prokaze zvysena koncentrace myoglobinu v krvi velmi brzy, do 2 hodin,
vrcholu dosahuje asi za 6 hodin , a béhem 12-24 hodin se vraci k normalu (normalni
hodnoty do 70 mg/l nebo 70 ng/ml). Myoglobin je povazovan za nejcitlivéjsi bioche-
micky marker v prvnich hodinach po AIM. Maximalni hodnota a kumulativni hodnota

myoglobinu koreluji s velikosti AIM. (Tichy, 1998)

4 Kurcova I., Nedvidkova J., Stolba P., Malbohan 1., Stanoveni myoglobinu v lidském séru a moci
vlastni RIA metodou

15 pechat, Biochemické markery pfi akutnom infarkte myokardu, Brat. Lek.Listy,97, 1996, ¢.7, s.429-
432

'® Horalik D., Stejskal D., Biochemické diagnostika akutni koronarni ptihody, Vnitini lékaistvi, 44,
1998, ¢.3,5.170-175
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11.1.2. Stanoveni myoglobinu

Neschopnost rozlisit myoglobin myokardidlni od myoglobinu z kosterniho
svalstva metodami chemickymi nebo imunologickymi, limituje specificitu a tim kli-
nické pouZiti stanoveni myoglobinu (Tichy,1981)". Ke stanoveni myoglobinu v séru
a moci se pouzivala RIA metoda. Problémem RIA metody byla casova a technicka
narocnost. I pfi pouziti citlivé RIA metodiky bylo k provedeni analyzy potteba 2,5 ho-
diny. Casovy naskok pro diagnostiku v porovnani s ostatnimi enzymy se tim znacné
zkracoval. DalSi nevyhodou RIA vySetfeni byla nutnost mit scintilacni pocitac
k vyhodnoceni testu.(Matous-Malbohan, 1984)18

V soucasnosti 1ze myoglobin stanovit :
a)kvantitativnimi metodami- chemiluminiscen¢nimi imunoenzymatickymi metodami
na analyzatorech Elecsys, Immulite atd.
b)kvalitativnimi metodami — napt. Cardiac Reader Systém od firmy ROCHE (odkaz

http://www.roche-diagnostics.cz/pages/near/cardiac.asp)

11.1.3 Vyznam myoglobinu

Myoglobin je prvnim laboratornim ukazatelem myokardialni 1éze , ktery pred-
chazi nejen EKG zmény, ale i zvyseni aktivity enzymi v séru..® Myoglobin se nacha-
zi ve vSech pficné pruhovanych svalech , vCetné myokardu. Je to velmi senzitivni
marker ischémie myokardu, nema vSak organovou specificitu. Pfi ischémii myokardu
je uvolnovan casn€, obvykle je zvySen mezi prvni a druhou hodinou. Vzhledem
Kk rychlé renalni clearence se jeho hodnoty vraceji k normé po 12-24 hodinach. Mize
byt falesn¢ zvySen pii nékterych myopatiich, urazech postihujicich svalovou tkan a u
stavil renalniho selhani. Myoglobin ma piedev§im negativni prediktivni hodnotu. Po-
kud jsou hodnoty myoglobinu normalni mezi 4. a 6. hodinou od poc¢atku obtizi, mu-

y y . v ] Y 1
7eme s vysokou presnosti vylouéit poskozeni srde¢niho svalu.*

" Tichy M., Pidrman V., Sim3a J., Hamet A., Gregor J., Vyznam stanoveni myoglobinuu akutniho in-
farktu myokardu, Cas Lék ¢es., 1981, 120, 36, s. 1087-1089

'8 Matou§-Malbohan 1., Tomiskova 1., Vyznam stanoveni sérového myoglobinu pro ¢asnou diagnostiku

akutniho infarktu myokardu, Cas.Lék.Ges., 123, 1984, ¢.21, s. 652

19 Zima a kol., Laboratorni diagnostika., Galén, 2006, s.13-23

Hradec Kralové, 19 Hejdova Hana



Minulost, soucasnost a budoucnost kardiomarkerti v diagnostice srde¢nich cho-

rob

11.2 Troponiny

Troponinovy komplex je tvoien tfemi strukturnimi bilkovinami, které jsou va-
zany na tropomyozin pticné pruhovaného svalstva a maji vztah k regulaci svalové kon-
trakce. Troponin T zajistuje vazbu na tropomyozin, troponin | inhibuje aktomyozin-
ATPézu, zavislou na mnoZstvi kalcia, vazaného na troponin C.(Racek, 2006,5.187).%°

Nejmené 95 % veskerych srdecnich troponinil je vazano ve fori¢ troponinoveé-
ho komplexu v myofibrilach. Zbytek je volné pfitomen v cytosolu kardiomyocytu.
V krvi , ale i ve tkanich podléhaji troponiny ¢etnym zménam (napt. fosforylacim, oxi-
dacim, redukcim atd.), které vedou ke vzniku izoforem. Hladina troponin v séru je za
normalnich okolnosti t¢éméf neprokazatelna. Pii poskozeni kardiomyocytu se troponiny

ze srde&niho svalu pomémé rychle vyplavuji do cirkulace.(Schneiderka, KBM, 2006)%

11.2.1 Stanoveni troponini cTNT a cTnl

Stanoveni troponini v krvi pro diagnostiku AIM bylo poprvé popsano
v roce 1987.(Cummins,B., Auckland,M.L., Cummins, P.,1987)? Primarni struktura
molekul troponinu T a I je riizna a mohou byt imunochemicky odliseny.(20)

Produkce souprav ke stanoveni ¢cTnT je dosud omezena jen na jednoho vyrob-
ce— firmu ROCHE, metoda je standardizovana, tj. zjisténé koncentrace cTnT jsou
srovnatelné v misté a Case. 23

Soupravy ke stanoveni koncentrace cTnl produkuje vice nez 10 vyrobct;
podle vyrobni provenience se soupravy vyznamné lisi jednak analytickou citlivosti,
klinickou efektivitou, protoze pouzivaji rozdilné protilatky a kalibratory. Vysledky
zjisténé riznymi soupravami nelze srovnavat a to ani tehdy, udévaji-li napt. dva rizni

vyrobci stejné koncentrace pro hodnotici kritéria; klinickd interpretace vysledkl je

2 Racek et al., GALEN 2006, Klinick4 biochemie, s.185-190

2! Schneiderka P., Laboratorni markery srde¢nich chorob, Klin., Biochem. Metab.,14 (35), 2006, ¢.3, s.
161-167

22 Cummins B., Auckland M.L., Cummins P., Cardiac specific troponin —I radioimmunoassay in the di-
agnostic of acute myocardial infarction, Am.Heart. J., 1987, 113, 5.1333-11344
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srovnatelnd jen v ramci jedné metody vyrobce, neni srovnatelnd u rozdilnych metod a
generaci souprav produkovanych timto vyrobcem. Néavaznost metod pro stanoveni
cTnl na referencni standard SRM-NST 2921 pftispiva k vyssi urovni harmonizace vy-

sledki, neumoziuje vSak standardizaci stanoveni cTnl.(Friedecky, 2007)23

11.2.2 Vyznam stanoveni ¢ TnT a c Tnl

Pii akutni ischemické nekroze u akutniho korondrniho selhani a u poSkozeni
myokardu jiné etiologie a patogeneze dochazi k vzestupu c¢TnT a cTnl v krvi po 2-4
hodinach. Na rozdil od jinych markerti nekrozy myokardu pokracuje postupné uvolio-
vani cTn zjiz nekrotickych myofibril kardiomyocyt a podmiiiuje tim trvani zvyse-
nych koncentraci troponint v Krvi v fadu 7-14 dni.

Uvolnéné mnozstvi troponintl je imérné rozsahu nekrozy; vysledné aktualni kon-
centrace troponinll v krvi v§ak miZe byt ovlivnéna rychlosti vzniku nekrdzy; rozsahem
reperfuze (spontanni nebo medikamentozni) a tzv. reperfuznim poskozenim myokar-
du.Podle vsech dosud zvefejnénych mezinarodnich doporuceni poskytuji u AKS oba
troponiny- T i | v diagnostice a pfi stratifikaci rizika dal$iho vyvoje kardiovaskular-
nich komplikaci rovnocenné klinické informace.23 Zvysené koncentrace ¢Tn v Krvi
mohou byt zpiisobeny 1 jinymi nemocemi, bez zjevné ischemie- napf. myokarditidy,
metabolické poskozeni myokardu vlivem endogennich katecholamini aj. U stavi, kdy
je spoluptisobeni ischémie sporné- napt. zvysena fyzicka zatéz, pti poSkozeni myokar
du po sepsi a stavy, kdy neni ischémie - maratonci, u kterych byl vzestup cTn pozoro-
van opakovang.

Kratkodoby vzestup koncentrace troponind, ktery mize byt projevem rever-

zibilniho poskozeni nebo zatéze kardiomyocytu, se mize objevit u téchto stavi:

2 Friedecky B., Engli§ M. ,Franekova J., Jabor A., Kratochvila J., Schneiderka P., Tichy M., Zima T.,
Doporuéeni Ceské spol. klin. Biochemie ke stanoveni biochemickych markerii poskozeni myokardu,

29.11.2007,s. 1-10
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o Akutni pfepéti kardiomyocytd pii nahlé obéhové zatézi- embolie arteria
pulmonalis
o Toxicka alterace kardiomyocyttl pii sepsi
o Ddsledek plisobeni exogennich Zivocisnych jed
o Ptfechodnd hypovolemie a hypotenze
o Tézké acidobazické poruchy metabolismu
o Zanétlivée onemocnéni myokardu
0 Multiorgdnova poskozeni- selhani
a Chronické prepéti kardiomyocyti pii srde¢nim selhdni, u neischemic-

kych kardiomyopatii (Engli§ M.,2006)*

V soucasné dob¢ jsou srdecni troponiny dulezitym ukazatelem toxického po-
Skozeni myokardu zptisobené¢ho 1éCivy, zejména antracykliny, antrachinony, alkylac¢-

nimi latkami atd. (Adamcova M., 2005)%

11.3 Natriuretické peptidy
Historie natriuretickych peptidi sahd do poloviny roku 1981, kdy byl popsan
extrakt ze srde¢nich sini, ktery zptisoboval natriurézu a vazodilataci. V roce 1984 byla
popsana chemicka struktura sinového natriuretického peptidu (ANP), v roce 1988 byl
z mozku prasete izolovan brain natriuretic peptid (BNP) a v roce 1990 central nervous

systém natriuretic peptid (C-natriuretic peptid, CNP). (Vitovec, 2004)%

11.3.1 Natriuretické peptidy- charakteristika

NP jsou vétSinou syntetizovany ve formé neaktivnich prohormoni, které se na-

sledné $tépi na vlastni biologicky aktivni hormony a na tzv.termindlni fragmenty, které

2 Engli§ M., Srde¢ni troponiny, Labor Aktuell, 2006, ¢.1.,s. 10-12

% Adamcova M., Stérba M., Siminek T., Potacova A., Popelova O., Mazurova Y., Gersl V., Srde¢ni
troponiny jako markery myokardialniho poskozeni, Labor Aktuell, 2005, ¢.2., s. 4-7

% Vitovec J., Spinarova L., Natriuretic peptides in diagnosis and treatment, Remedia, 2004, 14, s. 177-
181
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jsou vé&tsinou biologicky neaktivni.(Tichy, 2005)*" Hlavnim stimulem vedoucim ke
zvysSeneé produkci a uvolilovani BNP do cirkulace je pfitomnost objemového a tlako-
vého ptetizeni vlaken myokardu komor. Pro své UcCinky , mezi které patii prohloubeni
diurézy, natriurézy, navozeni vazodilatace a mirny antimitogenni efekt na hladkou sva-
lovinu, je zvySena produkce BNP povazovana za fyziologicky d¢j.Je urCitou protiva-
hou zvySené aktivace sympatického nervového systému a systému renin-angiotenzin-

aldosteron.(Pudil, 2005)%®

11.3.2 Klasifikace NP
Latky s natriuretickou aktivitou Ize rozdé€lit na vlastni natriuretické peptidy a
S nimi souvisejici molekuly a na ostatni latky s natriuretickymi vlastnostmi. Za NP
vV uz$im slova smyslu se povazuji pouze hormonalné aktivni latky se 17-ti¢lennym

kruhem uzavienym disulfidovym miistkem a genové souvisejici molekuly a fragmen-

ty.

Viastni natriuretické peptidy s hormonalni aktivitou:
e Atriovy natriureticky peptid (ANP)
e Komorovy natriureticky peptid (BNP)
Do této skupiny déle patii: CNP, DNP,PNP,VNP a dalsi.

Fragmenty natriuretickych peptidii:
e N-terminalni fragmenty ANP (NT-proANP)
e N-termindlni fragmenty BNP (NT- proBNP)
Do této skupiny déle patti: LANP, VSDL,KP a dalsi.
Ostatni latky s natriuretickou aktivitou jsou adrenomodulin, angiotenzin (1-7), brady-
kinin, digoxinu/ouabainu podobné imunoreaktivni latky, guanylinu podobné peptidy,

dopamin, prolaktin a dalsi.

2 Tichy M., Friedecky B., Pali¢ka V., Horacek J., Jebavy L., Pudil R., Sou¢asné nazory na stanoveni a
klinické vyuziti kardiomarkert, Klin. Biochem.Metab., 2005, 13 (34), ¢.2, s. 98-102
% Pudil R., Tichy M., Gregor J., Praus R., Blaha V., Vojacek J., Maly J., Hladina NT-proBNP: Citlivy

ukazatel stavu nemocnych s akutnim srde¢nim selhanim, Interv Akut Kardiol., 2005, 4, 70, s. 70-73
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11.3.3 Uvolnéni NP z kardiomyocytu

ANP je skladovan ve formé sekrecnich granuli v cytosolu sinovych kardiomyo-
cyth a jeho uvolnéni je okamzité, fadové v desitkach sekund aZ minutdch. BNP neni
skladovéan analogickym zptsobem a vzestup jeho koncentrace Vv krvi je dan rychlou
aktivaci syntézy v kardiomyocytech komor. VVzestup koncentrace BNP v krvi je vSak

velmi rychly, fadov€ v minutach az desitkach minut.

11.3.4 Stanoveni NP v krvi

V devadesatych letech minulého stoleti se objevily prvni komeréni soupravy —
japonské kity Shionoria ANP a Shionoria BNP dovezené do CR prostiednictvim fran-
couzské firmy Cis Bio International a diky firmé Solupharm Brno. Nadéje vkladané do
stanoveni natriuretickych peptidi, byly jednozna¢né splnény. (Jabor, 2002) Pocatkem
nového tisicileti se objevila souprava firmy ROCHE pro stanoveni NT-proBNP na

elektrochemiluminiscen&nim principu (Elecsys).?

Od konce roku 2005 je ve vyvoji referencni materidl pro méteni BNP. Vyvoj
probihd paraleln¢ v USA a v Evropé.(Friedecky B., 2005)*° V soucasnosti neexistuje
srovnatelnost mezi vysledky méficich systémi jednotlivych vyrobceii; neni dostupny
primarni referencni material.23 Standardizace méteni BNP je ztizena skuteCnosti, Ze
vSichni ti1 vyrobci (Abbott, Bayer a Biosite-Beckman) pouzivaji rozdilnych part za-
chytnych a detek¢nich protilatek. Dusledkem je, Ze pii pouziti péti rliznych kit jsou

ziskany vyznamné odli$né hodnoty mediani vysledk méteni.30

# Jabor A., Kluh T., Pavlisova M., Sedlakova J., Engli§ M., Vargicové J., Natriuretické peptidy- od vy-
zkumu K ruting, Labor Actuell Czech, 2002, 2, s. 16-17

%0 Friedecky B., Kratochvila J., Biochemické ukazatele srde¢niho poskozeni — informace o stavu v roce
2005, www.sekk.cz publikovano dne 2.1.2006
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11.3.5 Vyznam stanoveni natriuretickych peptidu

Plazmaticka koncentrace BNP stoupa nejen pii systolickém, ale i1 pfi diastolic-
kém srdecnim selhani. BNP stoupa 1 pii dosud klinicky némé srde¢ni insuficienci.
Senzitivita a negativni prediktivni hodnota zvySenych koncentraci BNP pro diagnosti-
ku srde¢niho selhani se pohybuje kolem 96 %. Specificita a pozitivni prediktivni hod-
nota se pohybuji kolem 90 %. Koncentrace BNP mohou stoupat pii pietizeni pravé
komory napftiklad pii plicni embolii a pii renadlnim selhani.32

BNP je vybornym prostiedkem pro detekci srdecni strukturni nemoci u asym-
ptomatickych pacientil se systematickou arterialni hypertensi, k monitorovani pacientii
pied a po srdecnich operacich nebo pfi vyhodnocovani kardiotoxickych efektii chemo-
terapie.(Jarolim, 2006)*

Vysetieni BNP bylo v novych evropskych doporucenich pro diagnostiku akutni-
ho 1 chronického srde¢niho selhani zatfazeno za klinické, EKG a RTG vySetfeni, ale
pted echokardiografii. (Janota, 2005)%

Fyziologické ucinky piedurcuji BNP k moznému lé¢ebnému vyuziti. Jeho uci-
nek vazodilatacni, natriureticky, diureticky, antifibroticky a zlepSeni lusitropnich
vlastnosti myokardu z n¢ho délaji témét idealni 1€k pro lécbu srde¢niho selhani. Dalsi
prospésnou vlastnosti BNP je schopnost inhibovat nadmérn¢ aktivované neurohumo-
ralni systémy, zejména reninovy-angiotenzinovy-aldosteronovy (RAAS), sympato-

adrenalni (SAS) a endotelin-1.(Hradec, 2006)™

%1 Jarolim P., Serum biomarkers for heart failure, Cardiovascular Pathology, 2006, 15, s. 144-149
%2 Janota T., Biomarkery v sou¢asné diagnostice, Bul.Sdruz.prak.1¢k., 2005, 15, 4, s. 42-44
¥ Hradec J., Lédebné vyuziti natriuretickych peptidd, Interni Med., 2006, 4, s. 179-181
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12. Soucasnost kardiomarkeru v diagnostice srdecnich chorob

(markery ischemie myokardu)

12.1. Glykogenfosforylaza-izoenzym BB (GPBB)-funkce

Glykogenfosforylaza je glykoliticky enzym, ktery hraje zasadni roli v regulaci
metabolizmu sacharid, jelikoZz katalyzuje prvni krok glykogenolyzy, ve kterém je
glykogen konvertovan na glukézo-1-fosfat. Glykogenfosforylaza je spojena v mak-
romolekuldrnim komplexu, ktery je strukturdlné navazan na sarkoplazmatické retiku-
lum. Stupeii spojeni je zavisly na metabolickém stavu jedince. (Laciak B., 2007)

V lidskych tkanich se bézn€ vyskytuji tfi izoenzymy- GPLL(jaterni), GPMM
(svalova) a GPBB (mozkova). GPBB je v mozku a v myokardu. V malém mnozstvi je
Vv pfi¢né pruhovaném svalu, v leukocytech, ledvinach, v zazivacim traktu, sleziné¢, mo-

¢ovém méchyti nebo aorté.(Apple PS.,2005)*

12.1.1 Glykogenfosforylaza- stanoveni

Komer¢ni soupravy na stanoveni GPBB nebyly jesté pred nékolika lety ve své-
té dostupné. Teprve pied nékolika mésici se objevily na trhu diagnostické soupravy
(schvalené¢ US Food and Drug Administration a oznacované jako IVD-CE) na bazi
ELISA a pro rezim u luzka (POCT- Point of Care testing). Teoreticky pfinos tohoto
stanoveni mize byt zajimavy a diagnosticky vyznamny. Problémem zlstava cena jed-
noho vysetfeni.

V soudasné dobé nejsou k dispozici ani udaje o zptisobu hodnoceni testu v CR
zdravotnimi pojiStovnami. To zatim vyrazné¢ omezuje rutinni vyuziti tohoto testu

v CR.(La¢nak B., 2007)34

¥ Laciidk B., Stejskal D., Jedelsky L., Karpidek M., Sprongl L., Vyuziti stanoveni glykogenfosforylazy
BB v diagnostice algické formy akutnich koronarnich syndromti, Vnitini Lék., 2007, 53(11), s. 1164-1169

% Apple PS., Wu AHB., Mair I. Et al., Future Biomarkers for Detection of Ischemia and Risk stratifi-
cation in Acute Coronary Syndrome, Clin Chem., 2005, 51, s. 810-824
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12.1.2 Glykogenfosforylaza- vyznam

Izoenzym GPBB je povazovan za Casny specificky ukazatel myokardialni ne-
krozy a jsou i informace o jeho diagnostickém vyuziti v odhadu pfitomnosti myokardi-
alni ischémie. 34 Uvolnuje se z myokardu stejné rychle jako myoglobin , vrchol ele-
vacni viny v krvi byva 20nasobkem fyziologického rozmezi. Normalni koncentrace
v plazm& (EDTA) je 1,7-2,9 pg/L(Tichy, 1998)*® Vysetfeni se v rutinni praxi zatim
neujalo.(Schneiderka, 2006)21,

12.2 Vysoce citlivy (high sensitivity) C-reaktivni protein (hs CRP)

C-reaktivni protein (CRP) je protein akutni faze syntetizovany v jatrech. Byl
poprvé popsan Tilletem a Francisem v roce 1930. Jedinym cinitelem, ktery rozhoduje
o plazmatickych koncentracich CRP, je rychlost jeho syntézy buitkami jaterniho par-
enchymu. Jeho produkce je primarné kontrolovana interleukinem-6. Proteiny akutni
faze vykonavaji dilezité funkce v misté poSkozeni tkdné k jeji ochrané pred destrukci
(aktivuji komplement, moduluji fagocytozu, vazi se na povrch bunék atd.) Pfi infek-
cich , traumatech, operacich a jinych situacich s akutnim zanétem se mize koncentrace
CRP v séru zvysit az 1000x. C-reaktivni protein se tak stava dalezitym , i kdyz nespe-
cifickym biochemickym parametrem, s jehoz pomoci Ize hodnotit aktivitu zadnétlivych

procestl. (Sprongl, 2003)37 36,8

12.2.1 hs-CRP

Hs CRP- jedna se prakticky o modifikaci bézn¢ uzivaného markeru zanétu, vy-

Setfeni CRP.(32)

12.2.2 hs-CRP- stanoveni

Piivodné bylo CRP méfeno v klinickych laboratotich turbidimetrickymi a nefe-

lometrickymi technikami. Méfici rozsah téchto souprav byl od 3,0 mg/I (cca 90. per-

% Tichy M., Biochemicka diagnostika akutniho infarktu myokardu, Lék. Zpr. LF UK Hradec Kralové,
1998, 43, 1-2,s. 1-9
37 gprongl L., Radina M., Vysoce citlivé stanoveni CRP-teorie a moznosti, Labor Aktuell, 2003, 1,s.5-7
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centilnormalni populace) do vice nez 200 mg/l. Tyto soupravy vSak nemaji odpovida-
jici citlivost v rozmezi poZadovaném pro stanoveni kardiovaskularnich rizik u zdanlivé
zdravych muzil a Zen.

Za ucelem docileni poZadovaného limitu analyticke citlivosti pokracuji vyrobci
a védci v pouzivani imunochemickych metod s dirazem na méteni hs-CRP, ale s mo-
difikacemi pro zvyseni detekovatelného signalu. Byly vyzkouSeny i jiné postupy,
vcetn¢ znaceni anti-CRP protilatek bud’ enzymem (ELISA) nebo fluoroscen¢ni slou-
¢eninou a navazani monoklonalnich i polyklondlnich protilatek na polystyrenova ltzka
. V soucasnosti by méla byt dostupna moznost métit hs-CRP v koncentracich okolo
0,15 mg/1 pii odpovidajici analytické ucinnosti.

Ne vSechny soupravy hs-CRP dosahuji obdobné citlivosti a limitu detekce. Je
vhodné mit v laboratofi jednu soupravu CRP pro méfeni nizkych i vysokych koncent-
raci. Pokud tomu tak neni, méli by lékati pozadovat hs-CRP pro ptedpovéd kardio-
vaskularniho rizika. Na trhu uz je dostupna souprava vyhovujici vS§em pozadovanym

koncentracim CRP.(37

12.2.3 Vyznam hs-CRP

Na fad¢ studii bylo prokazano Ze hs-CRP miiZze mit prognostickou hodnotu u
pacientil s akutnim koronarnim syndromem. MiiZe byt faktorem predikce budouci kar-
diovaskularni nemocnosti a umrtnosti mezi osobami s diagnostikovanym kardiovasku-
larnim onemocnénim.(37) Vychozi koncentrace CRP v krevnim séru u nemocnych
s akutnimi koronarnimi syndromy nad 3,0 mg/I jsou projevem vystupniované zanétlivé
odpovédi, ktera je spojena s horsi prognozou téchto nemocnych.(8) Koncentrace CRP
pii pfijeti nemocného a vCasné fazi onemocnéni vyss$i nez 15 mg/l jsou spojeny
s vysokym rizikem neptiznivého vyvoje onemocnéni (srde¢ni smrt, rekurentni srde¢ni
komplikace). Vyznam zmén CRP neni dosud prikazny. Interpretaci koncentraci CRP

v krvi znesnadiuje jeho vysoka biologicka a analyticka variabilita.(23)

12.2.4 Vztah troponina a C-reaktivniho proteinu

Ze studie GUSTO-IV, ktera se zabyvala dynamikou sérovych koncentraci CRP
a cTnT vyplynulo, Ze vstupni hodnota ¢TnT vy$s§i nez 0,01 pg.I"* nebo vstupni hodnota
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CRP nad 3,0 mg/l byla spojena s vyssim rizikem AIM 1 celkové kardiovaskularni mor-
tality a dalsi prubézny vzestup cTnT riziko zvySoval. Pribézny vzestup jen CRP rizi-
ko nezvySoval. Spole¢ny vzestup ¢TnT a CRP zvySoval riziko velmi vyraz-

né.(Aschermann, a kol., 2004)38

12.3 Proteiny vazajici mastné kyseliny( Fatty Acid-binding pro-
tein)-FABP
Proteiny vazajici mastné kyseliny jsou malé, organové nespecifické cyto-
plazmatické bilkoviny. Nejdifive byly popsany v tenkém sttevé, pozdéi v jatrech a
v dalSich organech a tkanich. Jsou exprimovany hlavné ve tkénich s ¢ilym metabolis-
mem mastnych kyselin. Jejich funkei je pfedevS§im transport mastnych kyselin o dlou-
hém fetézci od membrany bunécnou plazmou do mist jejich oxidace. Dnes je znamo

celkem 9 typti FABP. Pii poskozeni tkani se uvoliiuji z bunék a pronikaji do krevniho

ob&hu.(Stejskal, 2000)* 21

12.3.1 Srdecni forma FABP

Srdec¢ni izoforma FABP hraje dtlezitou roli v transportu MK, utilizaci MK i
Vv ochrané proti toxickému G¢inku téchto mastnych kyselin, ¢imz ovliviiuje zasadnim

zpusobem energeticky metabolismus myokardu.(39)

12.3.2 Stanoveni H-FABP
H-FABP se nejcastéji vysetiuje v séru , tzv. rychlymi testy ELISA, k dispozici
jsou i automatizované analyzy (analyzator IMMUNO-1 firmy Bayer).39

% Aschermann a kol., Kardiologie, Galén 2004, s. 343-349

% Stejskal D., Horalik D., Oral 1., La¢iidk B., Bartek J., Zurek M., Jedelsky L., Vyuziti analyzy srde¢ni
izoformy kyseliny (H-FABP) v diagnostice akutniho infarktu myokardu(pilotni studie), Cor Vasa, 2000, 42, 7, s.
328-333
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12.3.3 Vyznam H-FABP

Pti ischémii nebo nekroze myokardu se FABP uvoliiuje do krve velmi rychle,
s vzestupem koncentrace jiz za dvé hodiny po zac¢atku onemocnéni, s maximem mezi
4-8 hodinou a navratem k norm¢ uz za 24-30 hodin. Diagnosticka senzitivita a speci-
fi¢nost pro AIM je analogicka jako u myoglobinu.23 Hodnoty H-FABP se vyznamné

vewr

nim.39 Uplatnéni v soucasné klinické praxi je malé.(23)

12.4 Kreatinkinaza-CK-MB mass

CK-MB mass- biologické vlastnosti stejné jako u CK-MB. Jde o stejny izoen-
zym obsazeny v srdci a ostatnich tkanich, jen enzymaticka aktivita je vyjadifena hmot-

nostni koncentraci. (8)

12.4.1 Stanoveni CK-MB mass

Na rozdil od aktivity se pfi stanoveni hmotnostni koncentrace CK-MB mass de-
tekuji 1 Castecné degradované molekuly, které jiz ztratily enzymovou aktivitu, ale za-
chovaly si vazbu na specifickou protilatku.(8).

Diive pouzivané metody stanoveni CK-MB, radioimunologicka a elektroforéza
na agarovém gelu , jsou v soucasné dobé nahrazeny vysoce senzitivnimi a specific-
kymi enzymatickymi imunologickymi metodami , které pouzivaji monoklonalni proti-
latky.(7 ) Soupravy spliuji i pozadavek na véasnou odezvu-TAT (turn around time) do
60 minut.(Pudil, 2007)*

12.4.2 Vyznam stanoveni CK-MB mass

CK-MB mass neni zcela kardiospecificka, mulzZe byt zvySena pii poskozeni
kosterniho svalstva, pfi myopatiich, kardioverzi, hypotyredze, po vytrvalostnim béhu,
pfi rendlnim selhani atd. K signifikantnimu vzestupu CK-MB mass dochdzi az pii roz-
sahem vétsi nekréze myokardu.(30) Je nejvhodnéjSim markerem reinfarktu. Mize byt

akceptovatelnym markerem AIM pro laboratofe neschopné stanovovat troponiny.(40)

0 pudil R., Tichy M., Vojacek J., Kardiomarkery na prahu tfetiho tisicileti, Interv Akut Kardiol, 2007,
6, s. 20-23
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13. Budouci markery v diagnostice srde¢nich chorob

V poslednich letech se intenzivné hledda marker myokardialni ischémie. Jednim
z ukazateld, do kterého se vkladaji velké nadéje, je stanoveni vazebné kapacity albu-
minu pro kobalt (albumin cobalt binding, ACB, ischemia modified albumin, IMA)27
Mezi nové markery ischemie nebo nekr6zy myokardu patii IMA a FFAS. K markerim
lokalniho a systémového zanétu patii cholin, pregnancy associated plasma protein A
(PAPP-4), CD 40 ligand a myeloperoxidiza

13.1 Ischemii modifikovany albumin (IMA)

Ptesny mechanizmus produkce IMA béhem koronarni ischemie neni znam, ale
lokalizace modifikace v sekvenci lidského albuminu muize byt v useku N-Asp-Ala-
His—Lys a uvazuje se o relaci k produkci volnych radikalti béhem ischémie nebo re-
perfuzi, redukci tenze kysliku, acidoze a ke zménam v buikach, jako je rozvrat funkce

sodikové a vapnikové pumpy.40

13.1.1 Stanoveni IMA

Test je zaloZen na skuteCnosti , Ze N-termindlni konec albuminu sniZuje svou
afinitu pro kobalt v pribéhu ischemie. Detekovatelné zmény ve vazbé kobaltu na al-
bumin mohou byt prokazany béhem nékolika minut po ptechodné okluzi a reperfuzi
koronarni arterie béhem angioplastiky a vraceji se k normalu béhem 6 hodin.27

Stanoveni IMA je mozné automatizovat a provadét je ve vétSich laboratotich i
ve statimovém rezimu.8 Senzitivita stanoveni IMA u nemocnych s AKS se vklinic-

kych studiich pohybovala mezi 83-96 %, specificita byla 69-94 %.

13.1.2 Vyznam IMA
Diagnostickd senzitivita IMA je pii pfijeti nemocnych v ¢asné fazi AKS vyssi
nez pro cTn. VySetfeni je pouzivano k ¢asnému vylouceni ischemie u nemocnych
S bolesti na hrudi a nizkou prevalenci AKS. K nespecifickému vzestupu koncentrace
IMA dochazi pti ischemii centralniho nervového systému a v oblasti gastrointestinal-
niho traktu, ne vSak pfi ischemii kosterniho svalstva.. Miize byt pouzivan jako para-

metr perioperaéniho myokardialniho poskozeni.(23,8)
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13.2 Volné mastné kyseliny-Free Fatty Acids (FFAS)

Vétsina sérovych volnych mastnych kyselin (FFAs) je vdzana na albumin, pou-
ze malé mnoZstvi nenavazanych mastnych kyselin (FFAu) je pfitomno v solubilni
form¢. Mechanizmus zvySeni koncentrace FFAu po ischemii neni jasny. Piedpoklada
se, Zze se na ném podili zvySeni katecholaminli v krvi, ischemii aktivovana lipolyza
tukové tkané, hydrolyza lipidii v myokardu, metabolické zmény v myokardu a zmény
energetického substratu v myokardu.

K ztetelnému vzestupu koncentraci FFAs dochazi po kratce trvajici ischemii.
Koncentrace FFA zieteln€ stoupa pii hladovéni, u sepsi, po poziti kokainu, ¢i po kon-
tuzi hrudi.

Ptedbézné studie ukazuji, ze FFAu umoziiuje asnou detekci srde¢ni ischemie,

ale jsou zapotiebi dalsi studie u nemocnych AKS.(23,40)

13.3 Cholin

Cholin a fosfatidova kyselina jsou hlavnim produktem $tépeni fosfolipidové
membrany u¢inkem fosfolipazy D (PLD). Aktivace PLD je povazovana za jeden
Z klicovych faktorti destabilizace koronarniho platu. Predpoklada se, Ze roli zde mohou
hrat stimulace makrofagl, oxidovany LDL (low density lipoprotein), zmény aktivity
matrix-metaloproteindz, aktivace desti¢ek kolagenem ¢i trombinem, podpora vazby

fibrinogenu na receptor Ilb/Illa glykoproteinu.

13.3.1 Stanoveni cholinu

Vzhledem Kk tomu, Ze pii lipolyze fosfolipidiv aktivovaném plaku dochazi
k uvolnovani a vzestupu koncentrace cholinu v krvi, nejsou sérum ani plazma vhodné
ke stanoveni. To znacné ztéZuje laboratorni stanoveni. Zatim se pouzivaji: HPLC-
hmotnostni spektrofotometrie, HR protonova MR spektrofotometrie a je nutny vyvoj
setu pouzitelného v podminkdch POCT (Point of care testing) 1 centralni laborato-

¥i.(23,40)
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13.3.2 Vyznam stanoveni cholinu

Dosavadni studie ukdzaly, Ze stanoveni cholinu u nemocnych se stenokardiemi

vyznamn¢ koreluje s vyskytem nahlé smrti.(40)

13.4 Pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A)

PAPP-A patii do skupiny insulinu podobnych riistovych faktorti a ma metalo-
proteinazovou aktivitu. PAPP-A je pfitomen 1 v lidskych fibroblastech a pii ruptuie

nestabilniho aterosklerotického platu je uvoliovan fibroblasty.

13.4.1 Vyznam stanoveni PAPP-A
Soucasna pozorovani ukazala, Ze zvySeny PAPP-A je nezdvislym prediktorem
vyskytu ischemie myokardu a miize pomoci pii indikaci koronarnich intervenci. Da-
Sim popsanym vyuzitim je stratifikace rizika pacientti s non-STEMI.
Korelace mezi PAPP-A a troponinem | a CK-MB-mass je Spatna, coz ukazuje,

ze zvyseny PAPP-A neindukuje nekrozu myokardu. .(23,40)

13.5 Solubilni CD40 ligand (sCD40 L)

CD40 ligand je transmembranovy protein, ktery se vyskytuje v aktivovanych
trombocytech, buitkach hladkého svlastva, makrofazich apod. Pii jejich aktivaci
Vv destabilizovanych aterosklerotickych placich je uvoliovan do krve jako solubilni
CD40 L (sCD40 L).

13.5.1 Vyznam stanoveni sCD40 L
Zvysené hodnoty sCD40 L byly zjistény u AKS, u zanétlivych onemocnéni (au-
toimunitni choroby), hypercholesterolémii a diabetu. Stanoveni sCD40 L je markerem
aktudlni trombogenni aktivity. Mlze byt uzitecnym a pouzitelnym indikatorem nesta-
bility aterosklerotického platu u AKS ve spojeni s markery srde¢ni ischemie.
Studie CAPTURE identifikovala mezi ¢TnT negativni skupinou nemocnych

skupinu s vy$simi hladinami sCD40 L, a tito nemocni méli 3,4x vy$s$i mortalitu.(
23,40)
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13.6 Myeloperoxidaza (MPO)

Myeloperoxidaza je enzym secernovany aktivovanymi neutrofily, monocyty a

makrofagy v pribéhu destabilizace aterosklerotickych plati.

13.6.1 Vyznam stanoveni MPO

MPO stoupa vcasné fazi vzniku AKS, kdy jesté nedoslo k prokazatelné nekroze

kardiomyocytil s naslednym vzestupem koncentrace cTn.

13.7 Stanoveni IMA, FFAs, cholinu, PAPP-A, s CD40 L, MPO

Uvedené markery mohou pfispivat k ¢asné stratifikaci vysokého rizika vyvoje
onemocnéni. V sou€asnosti vSak vétSinou chybi vhodné, respektive standardizované
metody jejich stanoveni, Gdaje o rozhodovacich hodnotach, doporuceni pro ¢asovani
odbéri, predevsim vSak kriticky zhodnocené zavéry velkych klinickych studii o sku-

te¢ném piinosu jejich stanoveni.(23,40)

13.8. Endotelin

Endotelin byl poprvé izolovan v roce 1988. Je to vasokonstrikéni peptid. Je
syntetizovan ve form¢ preprohormonu, ktery je rozs$tépen na proendotelin a ten je na-
sledn€ upraven na endotelin. Je syntetizovan ¢etnymi tkanémi.

Plazmatické koncentrace endotelinu jsou vyrazné zvySeny u vétSiny pacientl se
srde¢ni nemoci. Vzestup hladiny endotelinu je zplisoben zvySenym uvoliiovanim en-
dotelinu z plic a kardiomyocyti. Zvyseni endotelinu odpovida zavaznosti srde¢ni ne-
moci, pozitivné s klasifikaci NYHA (New York Heart Association) a negativné s po-
stizenim levé Casti srdce.

Je nutny dal$i vyzkum pied zavedenim endotelinového testu do klinickych la-

boratofii.(Jarolim, 31)

13.9 Podjednotky srde¢niho myozinu

Myozin-je hlavni protein kontraktilniho aparatu svald. Je tvofen dvéma tézkymi
fetézci (MHC) a dvéma pary lehkych fetézc (MLC-1 a MLC-2). Lehké fetézce myo-

zinu moduluji interakei mezi aktinem a myozinem pii kontrakci. Méné nez 1% MLC
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se nachazi v cytosolu svalovych bunék a tato frakce se uvoliuje rychle do ob&hu.

Vzhledem k malé molekule je filtrovana v glomerulech.

13.9.1 Vyznam stanoveni MHC a MLC

MHC se zvysuje v priméru za 2 dny po AIM, vrcholu dosahuje asi za 5 dni a
k normalu se vraci asi za tyden. MHC se pouziva jen pro pozdni fazi AIM a pro uréeni
velikosti infarktového loZiska. Neni kardiospecifické.

MLC se zvySuje v krvi asi za 10 hodin po AIM vrcholu dosahuje asi za 4 dny.
Da se pouzit pro diagnostiku akutniho infarktu myokardu v akutni fazi. Napomaha
uréeni nekrézy myokardu, jeji zadvaznosti a progndze. Zvyseni MLC 1 byva pozoro-
vano 1 u pacientll s chronickym srde€nim selhanim a u pacientil s nestabilni anginou

pectoris.(8,36)
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14. Zavér

Ze vSech kardiomarkert uzivanych v diagnostice srde¢nich chorob se dnes jiz
nedoporucuje stanoveni koncentraci katalytické aktivity AST, LD, izoenzyma LD,
HBD, CK, CK-MB izoenzymu a izoforem CK.

Doporucuje se pausalni stanoveni koncentraci c¢Tn , NP, CRP pfi piijeti ne-
mocnych s podezienim na AKS v rezimu velmi kratké TAT (vysledek do 60 minut)
s cilem co nejrychlejsi identifikace rizika dalSiho nepfiznivého vyvoje onemocnéni.
V soucasnosti jsou komeréné dostupné systémy POCT k prikazu nekrézy myokardu
(cTnT, cTnl, CK-MB mass, myoglobin), Kk identifikaci akutniho srde¢niho selhani
(BNP, NT-proBNP) a hodnoceni zanétu (CRP). Tyto soupravy jsou uréeny pro praco-
visté intenzivni kardiologické péce k usnadnéni diagnézy; mély by byt uzivany tam,

kde nelze docilit stanoveni srdecnich markerd s TAT do 60 minut.(23
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