Biochemicka vysetreni u akutniho infarktu
myokardu

Struktura srdecniho svalu

L2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Myokard.

Myokard je specidlni forma pri¢né pruhovaného svalstva, které je v trvalé aktivité. Srde¢ni svalova vldkna -
kardiomyocyty obsahuji jedno nebo dvé centralné umisténd ovoidni jadra. V blizkosti jader nachdzime Cetné
mitochondrie a glykogenova granula. V cytoplazmé kardiomyocytl (sarkoplazmé) je rovnéz ulozen myoglobin.
Sarkoplazmatické retikulum tvorené soustavou vack( a cisteren je zasobarnou Ca2* iontdl.

Soucésti kardiomyocytl jsou svalova vldkna, sestavend ze dvou hlavnich typl myofilament:

1. tlusta (myosinova) myofilamenta tvorend molekulami myosinu s fibrilarni a globuldrni ¢asti, v niz je
zakotvena ATPaza;

2. tenkd (aktinovd) myofilamenta. Zakladem jejich struktury jsou vlidkna sto¢end do dvojité Sroubovice,
vznikajici polymerizaci monomerd globularniho aktinu.

Troponin-tropomyosinovy komplex

S aktinem Uzce souvisi troponin-tropomyosinovy komplex, ktery reguluje svalovou kontrakci. V brazdicce
Sroubovice aktinu je uloZzena dvojitd Sroubovice tropomyosinu, jehoz vladknitd molekula ho obtaci.

Troponin je komplex tfi globuldrnich proteind:

= troponinu T (TnT);
= troponinu C (TnC) (neni specificky pro srdce; identicky v kosterni svaloviné);
= troponinu | (Tnl).

TnT, ktery ma nejvétsi molekulovou hmotnost, zabezpecuje pfipojeni troponinového komplexu k tropomyosinu. Tnl
v klidovém stavu zabranuje vzniku mUstku mezi myosinem a aktinem. TnC véaze ionty kalcia, uvolfiované ze
sarkoplazmatického retikula do sarkoplazmy. Navézanim Ca2* na TnC se indukuji zmé&ny konfigurace
troponinovych komplext a v d@sledku toho je Tnl odsunut od vazebnych mist pro myosin, jehoz globuladrni ¢asti se
poté mohou navazat na aktinova myofilamenta. Aktivaci ATPazy v globularnich ¢astech myosinovych molekul se
spusti svalova kontrakce.

Biochemické ukazatele akutniho infarktu myokardu

Akutni korondrni syndromy (AKS; akutni infarkt myokardu, AIM, a nestabilni angina pectoris) vznikaji na
podkladé uzavéru koronarni tepny vétsinou v dlsledku trombotickych komplikaci. Pfi omezeni krevniho pritoku
nastava ischémie myokardu, kterd je v poatku reverzibilni. Pokud se nepodafi v¢as obnovit prdtok krve, nastupuji
zhruba po hodiné jreverzibilnizmény doprovézené zanikem bunék a nekrézou (definitivni infarkt myokardu).

Na diagndze akutniho koronarniho syndromu se vyznamnym zptsobem podili laboratorni vysetfovaci metody.
Biochemicky dilezité slozky kardiomyocytu se nachéazeji v cytoplazmé nebo mitochondriich a dalsi jsou soucasti
kontraktilniho aparatu. Pri infarktu myokardu se uvolniuji do cirkulace. Pribéh jejich sérovych hladin je zavisly na
nékolika faktorech:

= na lokalizaci v bunce;

Pri kratkodobé ischémii se v dlsledku funk¢nich a pozdéji i strukturnich zmén bunéénych membran do
krevni cirkulace vyplavuji cytoplazmatické bilkoviny.

Pfi dlouhodobéjsi ischémii se vyviji nekréza tkdné a do krevniho obéhu se uvolfuji i strukturalni
bilkoviny. Cytosolové proteiny se tedy uvolfiuji rychleji nez strukturaini bilkoviny.

= na relativni molekulové hmotnosti - mensi proteiny se uvolfiuji do cirkulace rychleji;
= na rychlosti vylu¢ovani - mensi molekuly jsou rychleji eliminovény ledvinami;
= na prdtoku krve v postizené oblasti.
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Z&kladni charakteristika biochemickych parametrd infarktu myokardul®!

Komponenta Mr [Dal Blologvlcky Lokalizace v buice
polocas
Kreatinkinaza (CK) 86 000 17 h
* izoenzym MB (CK-MB) 86 000 |13 h

Laktatdehydrogenaza (LD)
(predevsim izoenzym LDq)

Myoglobin 17 800 |15 min cytoplazma
Srdecni troponin T (cTnT)

135000110 h

(cytoplazmaticka frakce) 37000 |2-4h

Srdecni troponin I (cTnl)

(cytoplazmaticka frakce) 22500 |2-4h

Srdecni troponin T (cTnT) 37000 (2-4h o, o
fibrildrni kontraktilni komplex

Srdecni troponin I (cTnl) 22500 |2-4h

Aspartataminotransferaza (AST)

. i yr 93000 [34h mitochondrie
(mitochondrialni izoenzym)

Prlibé&h hladin biochemickych ukazatell u akutniho infarktu myokardul?!

Maximalni zvysSeni hladin

Zacatek vzestupu Vrchol Normalizace [nasobek horni hranice Normalini hodnoty

Parametr

hladin [h] hladin [h] [dny] normalnich hodnot]

. _ ~ _ M 19-92 ug/I
Myoglobin 0,5-2 4-10 0,5-1 20x% 712-76 g/l
CK mass 2-6 12-24 2-3 0,0-5,0 pg/I

M 0,2-3,6 pkat/|ltab2 1]

CK-MB 3-6 16-36 3-5 25x% 70,2-3.1 pkat/l

12-18

~ (1. vrchol) ~ ~

cTnT 3-8 72-96 7-14 300x 0,00-0,05 pg/I

(2. vrchol)
cTnl 3-12 12-24 5-10 0,0-0,1 pg/l
AST 4-8 16-48 3-6 25x%x 0,05-0,72 pkat/I
LD 6-12 24-60 7-15 8% 3,5-7,7 ukat/l

1. Horni hranice zavisi na véku - uvdené hodnoty jso pro vék 40-50 let.

Cytoplazmatické bilkoviny
Myoglobin

Myoglobin je globuldrni protein tvoreny jedinym retézcem aminokyselin,
ktery obsahuje jako prostetickou slozku hem. Reverzibilné vaze a prenasi
kyslik ve svalovych burikach. Myoglobin z kosterniho svalstva i
myokardu je identicky. V ledvinach je filtrovan glomerularni
membranou a vylu¢ovan do modi. Ma velmi kratky biologicky polocas -
10-20 minut.

Na rozdil od hemoglobinu obsahuje myoglobin pouze jednu hemovou
skupinu a jeden globinovy retézec, a proto mlze transportovat jen jednu
molekulu O5. Afinita myoglobinu ke kysliku je ve srovnéni s hemoglobinem
vy$si.[3!

Jako cytoplazmaticky protein s nizkou molekulovou hmotnostije rychle
uvolnovan z postizené tkané. Vzestup sérovych koncentraci myoglobinu u
akutniho infarktu myokardu (AIM) nastupuje rychle (za 0,5-2 hodin) od
zacatku bolesti na hrudi. Hladiny myoglobinu, které mohou dosahovat
dvacetindsobku fyziologickych hodnot, kulminuji asi za 6-12 hodin a v
prébéhu 12-24 hodin se vraci k plvodnim hodnotam. Myoglobin je Konformace molekuly myoglobinu
povazovan za nejcitlivéjsi biochemicky marker akutniho infarktu myokardu

vhodny pro ¢asny zachyt. Nevyhodou stanoveni myoglobinu u AIM je

nedostatek kardiospecifity. Jeho zvyseni mizeme pozorovat:

= pfi jakémkoliv poskozeni kosterniho svalstva (v€etné napfr. intramuskularnich injekci ¢i drobného pohmozdéni
po padu),

= po velké svalové zatézi (véetné napf. zapojovani brisniho lisu pfi déletrvajicim zvraceni),

= pfi rendlni insuficienci.
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Stanoveni myoglobinu mize vyloucit akutni infarkt myokardu: je-li jistota, Ze odbér krve byl
proveden mimo diagnostické okno, tedy vice nez 2 hodiny od zacatku bolesti na hrudi ¢i
Jinych priznakd, a je-li sérovy myoglobin v referencnich mezich, je diagnoza akutniho infarktu
myokardu prakticky vyloucena. Je-li myoglobin pozitivni, je nutno diferencidlné diagnosticky
zvazit ddvod jeho zvyseni (myokard, kosterni svalstvo, renalni insuficience) a zpravidla je
nutné hodnotit specifictéjsi kardiomarkery - troponin nebo CK-MB mass.

Ke stanoveni se pouziva rdznych imunochemickych metod (imunoturbidimetrie, imunonefelometrie, enzymové
imunoanalyzy, rychlé imunochemické testy).

Kreatinkinaza

Kreatinkinaza (CK, EC 2.7.3.2) je prevazné cytoplazmaticky enzym, ktery katalyzuje fosforylaci kreatinu na
kreatinfosfat pomoci ATP. Pfi nedostatku ATP probihd reakce opacnym smérem. CK je obsaZena predevsim v
kosternim svalstvu, v myokardu a v mozkové tkani. Je tvorena dvéma podjednotkami, které jsou dvojiho typu - M
(muscle) a B (brain), kazda o relativni molekulové hmotnosti kolem 40 000. Rznym zastoupenim podjednotek se
odlisSuji tri izoenzymy kreatinkinazy:

= CK-BB (CK-1, mozkovy izoenzym);
= CK-MB (CK-2, myokardialni izoenzym);
= CK-MM (CK-3, svalovy izoenzym).

V kosternim svalstvu prevazuje CK-MM, ale je pritomen i izoenzym CK-MB. V mozku nalézdme izoenzym CK-BB,
ktery pfi neporusené hematoencefalické bariére v krvi neprokazujeme. Pro myokard je typickd CK-MB, ale srdec¢nf
svalovina obsahuje i CK-MM.

Katalyticka koncentrace celkové CK se zvysuje v priibéhu 3-6 hodin od za¢atku ischémie myokardu. Vzhledem k
nedostatecné kardiospecifité ma jeji stanoveni u akutniho infarktu myokardu omezeny vyznam. Hodnota celkové
CK je ovlivnéna r@iznymi faktory (vék, pohlavi, objem svalové hmoty a fyzicka aktivita).

Vétsi diagnostickou hodnotu ma vysetrovani izoenzymu CK-MB. Ani CK-MB neni plné kardiospecificka. Zvyseni
mdze byt zplsobeno i poskozenim kosterniho svalstva (trauma, svalové dystrofie, intramuskularni injekce,
resuscitace, defibrilace), extrémnim cvi¢enim a chronickou renalni insuficienci.

CK-MB Ize stanovovat jako enzymovou aktivitu, kterd zachyti pouze aktivni
molekuly enzymu, nebo imunochemicky jako protein ve formée hmotnostni
koncentrace. V tomto pfipadé hovorime o CK-MB mass, které se dnes
jednoznacné davé prednost. Stanoveni CK-MB mass je specifictejsi i
citlivéjsi, nebot jim prokazujeme i ¢astec¢né degradované molekuly, které
jiz ztratily enzymovou funkci.

Stanoveni CK-MB mass je dle soucasnych doporuceni pfijatelné pouze v
pripadé nedostupnosti stanoveni kardiospecifickych troponind. Déle se CK-
MB mass pouziva pro prikaz reinfarktu v dobé, kdy jesté pretrvava vysoka
koncentrace cTn.

Laktatdehydrogenaza

Laktatdehydrogenaza (LD
nebo LDH, EC 1.1.1.27) je NADH  naD*
oxidoreduk¢ni enzym katalyzujici (elelon coo
reverzibilni preménu laktdtu na o_l ..L./_{., HO—(l.‘,H
pyruvat. Struktura molekuly je I LDH I
tvorena 4 podjednotkami o CHs CH,
relativni molekulové hmotnosti Pyruvét je redukovan na laktat za spotfeby
34 000. Kazda z téchto NADH
podjednotek mlze byt bud' M
Prostorova struktura kreatinkinazy (muscle) nebo H (heart), takze
celkem existuje 5 izoenzym{ oznacovanych LD; (s podjednotkovym
slozenim Hy) aZ LDg (My). LD je pfitomna v cytoplazmé bunék mnoha
tkani. Do cirkulace se uvolfiuje jiz pfi mirném tkanovém poskozeni.

Izoenzymy laktdtdehydrogenazy

isoenzym podjednotky vyskyt
LD, Hg myokard + erytrocyty
LD> H3M myokard + erytrocyty
LD3 HoM» kosterni svaly
LD, HM3 jétra + kosterni svaly

LDs Mg jétra + kosterni svaly
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Vysetreni

Zvyseni katalytické koncentrace celkové LD v séru doprovazi fadu onemocnéni. V soucasné dobé se stanoveni
celkové aktivity LD pouzivéd jako nespecificky marker rozpadu bunék, napf. pfi nddorovych onemocnénich
(leukémie, testikuldrni nddory). Charakteristické je také pozdni zvyseni celkové LD po infarktu myokardu, které
mdzZe pretrvavat aZz 15 dni. Vzhledem k vysokému obsahu v erytrocytech mize sérovou koncentraci falesné
pozitivné zvysit hemolyza. Pouziti LD a jejich izoenzymU pro diagnostiku akutniho koronarniho syndromu se dnes
povazuje za zastaralé.

Fyziologickd horni hranice LD pro dospélé muze a zeny je 4,10 pkat/I.14]

Pro stanoveni se vyuziva optického testu. Zastoupeni izoenzym Ize urcit elektroforeticky.
Mitochondrialni bilkoviny
Aspartataminotransferaza

Aspartataminotransferaza (AST) je v myokardu obsazena v relativné vysoké koncentraci. Historicky patri k
prvnim pouzivanym biochemickym ukazatel@m akutniho infarktu myokardu, dnes jiz ale neni v této indikaci
doporucovana.

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Aspartataminotransferaza.
Strukturaini bilkoviny
Troponiny

Jako kardiomarkery se vyuZivaji troponin T (TnT) a troponin I (Tnl). TnT a Tnl se vyskytuji v kosternim svalstvu a
myokardu. Kardidlni izoformy (cTnT a cTnl) maiji jedine¢né aminokyselinové slozeni a jsou proto pro myokard
specifické. VétSinou jsou kardialni izoformy TnT a Tnl obsazeny v kontraktilnim aparatu a jsou uvolfiovény v
dUsledku proteolytické degradace. Pouze 6-8 % cTnT a 2,8-8,3 % cTnl tvori nevdzanou cytosolovou slozku.

V krvi se troponin cTnT normélné nevyskytuje. Pribéh
uvoliovani cTnT je bifazicky. ZvysSeni troponinu po zacatku akutniho
infarktu myokardu nastupuje v prabé&hu 3-8 hodin a prvniho
vrcholu je dosazeno za 12-18 hodin po poskozeni myokardu. Je
vyvoldn rychlym uvolnénim volné cytoplazmatické frakce cTnT.

Pocatecni vrchol je sledovan dalsim vrcholem za 3-4 dny, ktery Ll e, .o,
odpovidad pomalejsSimu vyplavovani cTnT vazaného v troponin- ¥
tropomyosinovém komplexu v nekrotickém loZisku. BEhem 7-10 Rl (1 )
dnu klesd na nedetekovatelné hladiny. g eceg S HB:—*"H

. , , . o L, Lo o, Struktura troponinu
Pri Casném obnoveni krevniho pritoku koronarni artérii je maximalni

vzestup asi za 14 hodin a pak nésleduje pozdéjsi druhy, podstatné
nizsi vrchol. Délka zvySeni zavisi na velikosti infarktu. U rozsahlejsich infarktd mdze byt cTnT prokazatelny az 21
dnd. Urcitou nevyhodou cTnT je jeho nespecifické zvyseni u pacientl s rendlni insuficienci.

Néastup zvysenych hladin cTnl, ktery se vyznacuje vysokou specifi¢nosti, nastdva podobné jako u cTnT jiz asi za 3
hodiny po zacatku ischémie. ZvySené hladiny pretrvavaji 5-10 dn{. Ve srovnani s cTnT neni u cTnl obvykle
pozorovano druhé maximum (mensi cytosolova frakce).

Troponin C (TnC) neni pro diagnostiku akutni koronarni Iéze vhodny, protoze je identicky v srde¢nim i kosternim
svalstvu.

Troponiny se stanovuji citlivymi imunochemickymi metodami.
Rychly test na stanoveni cTnT

Pri AIM je nezbytna rychld diagnostika, jejiz soucasti mlze byt i pouZziti biochemickych testl na stanoveni
myoglobinu a troponind, které Ize provést pfimo u lGzka pacienta.

PopiSeme si rychly test na stanoveni srde¢niho troponinu T, zalozeny na technologii GLORIA (Gold Labelled
Optically Read Immuno Assay) firmy Roche. Vyuziva dvou rlznych monoklonainich protilatek proti cTnT - jedna je
znacena biotinem, druhd koloidnim zlatem.

Provedeni testu

Krev pacienta se nanese do aplikacni zony, obsahujici znacené protilatky, které v reakcni zoné vytvori s molekulami
troponinu ve vzorku (pokud jsou pritomny) sendvicovy komplex. Pfed vstupem do detekcni zény se pomoci
skelnych vildken oddéli erytrocyty a dale postupuje pouze plazma obsahujici imunokomplexy. V detekcni zoné je
signalni prouZek se zakotvenym streptavidinem (bilkovinou s vysokou afinitou k biotinu) a dalsi kontroini prouzek s
imobilizovanym troponinem. Na kontrolni prouzek se vaze nadbytek protildtek znacenych zlatem. Zbarveni
kontrolniho prouzku potvrzuje, ze test je funkéni a vySetreni je platné. Sendvi¢ovy imunokomplex s troponinem je
zachycen streptavidinem, coz se projevi druhym barevnym prouzkem. PFi pozitivnim testu se tedy vyvinou 2
prouzky - v oblasti kontrolni i signdlinf linie, pfi negativnim vysledku pozorujeme pouze barevnou kontrolni linii.
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Doporuceny postup pri podezreni na akutni infarkt myokardu

Pro diagnézu akutniho koronarniho syndromu se

riultiple of |'”l|.I

doporucuje opakované stanoveni dvou laboratornich m——or H
ukazatell - rychlého a definitivniho. ' [\

V casné fazi po vzniku akutniho koronarniho syndromu ma P

nejvyssi diagnostickou citlivost myoglobin - ,rychly e ()

ukazatel”. Il = Troponin withou! reperfusion
2 | —— Troponin with reperfusion

" = Je Casnym, ale nespecifickym markerem, ktery pfi % [ . CH-MB without reperfusion
CH-MB with reperfusion

bolesti na hrudi a chybé&jicim nebo nejasném nalezu
na EKG odlisi pacienty bez akutniho infarktu
myokardu a pacienty s pravdépodobnou diagnézou ;
akutniho infarktu myokardu.

= U myoglobinu se hodnoti pfedevsim negativni !

ut-off e

(nezvySena) hladina, kterd vyloudi akutni infarkt — —
myokardu. Deys aher symptom orset

= Kone&na diagnéza AIM musi b)’lt potvrzena druh;'/m Zmény srdecnich troponind a CK-MB u akutniho infarktu
markerem. myokardu

Troponiny jsou definitivnim ukazatelem poskozeni
myokardu.

= Umoznuji velmi citlivy a specificky prl@kaz nekrézy myokardu - / mikroskopické.

Vyho

d stanoveni troponind pri diagnostice AIM je nékolik:

vysoka specifita pro myokard;

témér nedetekovatelné hladiny u zdravych jedinc(;

mnohonasobné zvysSeni koncentraci u akutniho infarktu myokardu;

vysoka citlivost umoznuje odhalit i minimalni poskozeni myokardu;

dlouhodobéjsi pretrvavani zvysenych hodnot mdze poslouzit i pro pozdni diagnostiku IM;
jediny parametr, ktery je mozno stanovit i v hemolytickém vzorku.

Zvysené hladiny srdecnich troponind odrazeji poskozeni myokardu, které vsak kromé AIM mUze byt zplsobeno i
jinymi pricinami jako je napf. zdnét (myokarditidy), plicni embolie nebo kardiochirurgicky vykon.

Stanoveni CK-MB mass je pfijatelné pouze v situaci, kdy nenfi k dispozici vysetreni troponind.
= Kromé toho se CK, CK-MB a/nebo CK-MB mass stanovuji pro posouzeni velikosti ischemického loZiska.

Doporuceny ¢asovy plan krevnich odbér(l na stanoveni kardidlnich markerd pfi podezfeni na akutni infarkt myokardul®!

Odbér
Ukazatel T o o o
v dobé prijeti pacienta|za 4 hodiny po pfijeti za 8 hodin po prijeti za 12 hodin po pfijeti
Casny (myoglobin) ano ano (ano) -
ano ano

Definitivni (srdecni troponin T nebo 1) ano ano

Odkazy

Souvisejici ¢clanky

= Infarkt myokardu
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