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1

Vynélez se tyké prostfedku ke stanoveni ufinnosti hybridniho isoenzymu kreatinkind-
zy~MB.

Stanoveni u&innosti kreatinkindzy (ATF: kreatin~fosfotransferdza, E. C. 2.7.3.2,
gkratka CK) v séru je citlivou laboreatorni metodou p¥i disgnostice onemocndni kostnich
svald a srdednfho svalu, zejména u infarktu myokardu. Rozli%eni p¥i poran®ni kosternich
svald a srdedniho svalu, zvl48t& pri diferencidlni disgnéze infarktu myokardu je viak
obti#né. Stanoveni celkové udinnosti CK nenf mo¥no s jistotou toto odli¥eni provést. Reda
pokusd proto vedla k tomu, zvy#it jistotu diferencidlni diegnostiky p¥i stanoveni dlinnosti
CK, & to task, %e se stenovi ¥innost dalsich enzymd v séru e zji¥t¥né vysledky se uvad&jl
do korelace, napfiklad vytvolenim kvocientu Cl/glutanét-oxalacetét—transaminéza° Kvocienty
tohoto typu vSak nedovolujl rozliZeni mezi srdefnim a plicnim infarktem nebo rozliSeni mezi
srdefn{m infarktem a ddsledky ¥oku g Jjinych pfilin.

CK se vyskytuje v organismu ve form§ t#{ isocenzymi, a to CK-MM, neprikled ve svalu,
CK-EB, napiiklad v mogzkové tkéni a jako hybrid CK-MB, ktery sestdvd z podjednotky M a pod-
jednotky B, naptikled v srde&nim svalu. U&innost CK, tek jak se stanovi v krevnim séru,
je vztafena obvykle na isoenzym CK-MM, protoZe CK-BB neprochédzi hematoencefalickou bariérou
a CK-MB jJe omezen na ur&ité orgdny, nepiikled na srdedn{ svel. P¥i podkozeni srdedni svalo-
viny, napfiklad pfi srdednim infarktu se viak CK-MB uvolnuje do krevniho séra, kde je moZno
provéat p¥isludné stenoveni.

Kvantitativni stsnoveni tohoto isoenzymu vedle CK-MM v krevnim séru je nejcitliv&js{
a pro diferencidlni disgnostiky nejprokazateln&j3i laboratorni metodou pro stanoveni srded-
niho infarktu. Kromé srde¥nfho svalu obsshujf CK-MB jeX¥t¥ n¥které dald{ orgédny, nep¥iklad



207669 2

slinivke bris#ni, brénice, sorta, plice a d&lohs, avdak &innost tdchio orgénd je pfidbiiind
100x ni%8{ ne% v srde¥nim svalu, takZe u&innost CK~MB, popfipedé uvolndné v uvedenjch or-
génech lezi pod hrenici stanoveni. ) -

. - ®
A% dosud se stanovenf uU&innoeti CK-MB provédd¥lo v podstatd tremi zpdsoby: 2

1. Elektroforézou na rdznych nosifich. Takto ziskené vysledky si Zesto odporuji a
%asto dochézi k vyskytu v&t¥fho podtu pruhd, protoZe se soulasné stanovi i isoenzymy
(Artefakty).

2. Chromatografif na sloupcich rdznych materidli. Tato metode je zdlouhavéd, trvéd né-
kolik hodin a nehodi se pro b¥iné stanoveni. V¥sledky zprév jednotlivych pracovaikd si
tdste¥n& odporuji.

3. Imunologické stanoveni pomoci precipitujicich protilédtek. Tento zpisob byl popsén
v DE prihlédkéch P 21 28 670 a P 22 58 822 a dévé dobré vysledky, napfikled pfi kventita-
tivnim stanoveni isoenzymd aldolézy a alkalické fosfatdzy. Ke stanoven{ pom¥rnd nizké
W&innosti CK a zejména CK-MB se citlivost této metody nehod{.

Viechny tyto zplsoby vyZaduji ke svému provedeni dlouhou dobu a ji% 2 tohoto ddvodu
se nehodl k rychlé disgndze srde¥niho infarktu.

Vynélez si klade za ukol navrhnout prostfedek ke stanoveni #&innosti CK-MB ve vzorku
télesnfch tekutin.

Predm¥tem vyndlezu je tedy prostiedek ke stenovent Wdinnosti isoenzymu kreatinkindzy
MB za p¥itomnosti kreatinkindzy MM ve vzorku t&lesné tekutiny, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje 0,01 a¥ 1,0 mg protildtek pro inhibici a% 2 500 jednotek na litr podjednotky MM
a MB ve vzorku t3lesné tekutiny.

S vyhodou se postupuje tak, Ze se vzorek t&lesné tekutiny a protildtky inkubuje za
pFitomnosti substrétu pro kreatinkindzu, s vyhodou kreatinu, kreatinfosfdtu, adenosinfos-
f4tu, adenosintrifosfdtu a hofe¥natych ionti. Prisludné protilétky se ziskeji o¥kovénim
zvi¥at, s vyhodou koz, kreatinkindzou MM, kterd byla predem inaktivovéna pfidénim N-acetyl-
cysteinu, merkaptoetanolu, glutathionu, dithioerythritu, dithiothreitu a/nebo S-(2-amino-
etyl)isothiouroniumbromidhydrobromidu jako létek stebilizujicich a aktivujicich thiosku-
pinu.

T&lesnou tekutinou se p¥i provéd¥ni zplsobu s pou¥itim prost¥edku podle vyndlezu ro-
zumi predev¥im lidské krevni sérum. Je vSak moZno provédét stenoveni i v jinych t&lesnych
tekutindch, jeko je plné krev, plazma, mo¥, sputum apod., stanoveni je rovn&Z moZno prové-
d&t v obdobném vydetiovacim meteridlu ze zviFat. CK-BB rudi provdd&ni zpdsobu podle vynd-
lezu a z tohoto ddvodu nesmi byt pritomen v krevnich tekutindch, v nichZ mé byt stenoveni
provedeno.

" Protildtky pro prost¥edek podle vyndlezu je moZno ziskat olkovédnim zvifet CK-MM-enti-
geny. Jako antigen se ufije predeviim 1idsky CK-MM. Je mo%no u¥ft také CK-MM ze zvifat,
m to v ptipadé, Z%e takto ziskand sntiséra jsou schopna dWpln& blokovat enzymatickou i¥in-
nost podjednotky M v lidském CK-MM a CK-MB za p¥ipadné pritomnosti CK-substrété, aniZ by
pfitom do3lo k inaktivaci enzymatické W¥innosti podjednotky B v pritomném CK-MB. Dércem
antigenu CK-MM jsou predevdim rizné druhy opic, predevi¥im rhesus a ¥impanz, ddle domdci
zvitata jako vepf, kin, skot, krdlik a morle a dali zvibata jako krysy, mydi a ptéci,
nap¥iklad husy, kachny a slepice.

Antigen CK-MM, u%it¥y k vyrob¥ protildtek podle vyndlezu mé byt prosty CK-MB a CK-BB.
Citlivym kritériem tohoto poZadavku na Zistotu Je imunologické enalyra, kterd se s vyhodou



3 207669

provddi difdzl nebo elektroforézou. Mimoto je moZno vyuifit i snalytické elektroforézy

a elektrofokusace pri pou¥iti polyakrylamidového gelu. PFi pouZiti t¥chto metod je moZno
provést dobré stenovenf na &istotu oproti CK-MB a CK-BB. Mimoto je moZno stanovit absolut-
ni ¥istotu proti jinym bilkoviném, kterou je moZno provést napfiklad dvime poslednimi zpi-
soby, co% je véak mén& dilezité, Mikroheterogenita CK-isoenzymatickych typd, kterd spodivé
v malych rozdilech sloZeni aminokyselin u jednotlivych isoenzymd, nehraje p¥i stanoveni
¥istoty zpravidla Zdédnou dlohu.

K imunizaci se uiivéd takovych zviFat, kterd po o&kovdni aektivovanym CK-MM tvofi pro-
tildtky, které jsou schopné uplné blokovat enzymatickou d¥innost podjednotky M v kreatinki-
nézdch MM a MB, ani% by pritom do#lo k blokovéni enzymatické d&innosti podjednotky B v pfi-
tomném CK-MB. Zvlé#t® vhodné jsou kozy. Je viak moZno uift i jinych zvi¥at, zejména obrat-
lovel, pii jejichiZ pouiiti je mo¥no rovn&% zf{skat %4dané protildtky. Jde napfikled o rdzné
druhy opic, kon¥, skot a podobnd zviiata, ovce, psa, vepfe, krdlika, ptéky, napriklad
slepice, kroceny, husy a kachny, déle krysy, my3i a mordata. Pro indukeci protildtek jsou
zv145t& vhodné kozy, které za p¥ftomnosti CK-substrétu vytvéP{ protildtky, které ddinng
brzdi podjednotku M v CK-MM i v CK-MB.

Imunizage pokusnych zviiat se provdd{ aktivovenym lidskym nebo zvirFecim CK-MM. Akti-
vace CK-MM se provédl znémymi reekinfimi sloZkami, které stabilizujf a aktivuji skupiny
SH~- a/nebo dvojvaznymi kovovymi ionty, s vyhodou kombinaci avrchu uvedenych &inidel a
kovovich iontd. Reekdnimi &inidly, schopnymi stebilizovat a ektivovat SH-skupiny, Jjsou
nap¥iklsd N-acetylcystein, merkaptoetanocl a dithioerythrit, ddle glutathion, cystein,
dithiothreit, S-{2-aminoetyl)isothiouroniumbromid-hydrobromid (AET) a/nebo kyselina thiogly-
kolovd. V pripadd dvojvaznych kovovfch iontd padaji v dvahu odpovidajici ve vod¥ rozpustné
soli, napf{klad chloridy nebo ascetéty, s vihodou hof&iku, mimoto menganu, védpniku a/nebo
kobaltu. Uvedend aktivace je zdsadn® znémé z jinfch obord.

Del¥f imunizace a zpracovéni ziskeného materidlu na entiséra & protildtky se provédi
znémym zphsobem. Teké dal¥fi zpracovéni a uchovévéni antisér a protildtek se provédi zpl-
soby, které jsou z imunologie znémé.

Protildtky, jich% se uZivd v prosiPedku podle vyndlezu,spadajl do skupiny IgG-imuno-
globulind (bivalentnf protilétky). Jejich molekulové hmotnost se pohybuje v rozmezf{ 130
a¥ 210 000, s vyhodou 160 000. Jejich pfedbdind sedimenta¥ni konstente je v rozmezi 6 S
e% 8 S, 8 vfhodou 7 S. Obsah uhlohydrétl je pfibliZn¥ 3 hmotnostni %. Krom& Jgb-protildtek
1ze u%it také monovalentnich Jgb6-Tragmentd (= Fab) a JgM-protilédtek.

Protildiky podle vyndlezu majl uUpln& blokovat enzymetickou Wdinnost podjednotky M
v kreatinkindze. Pod pojmem "ipln& blokovat" se rozumi primdrny zistatek nejvySe 5 Jjedno-
tek/litr, avdak & vyhodou mén¥ ne% 3 jednotky/litr enzymatické d&innosti podjednotky M
v CK-MM a CK-MB po uvedeni vzorku do styku s protildtkou.

Mimoto nemaj{ protilétky ovlivhovat enzymatickou uinnost podjednotky B v CK~MB. To
znemend, %e nemaji blokovat vice neZ 10 jednotek/litr, s vyhodou viak mén& neZ 5 Jjednotek
na litr enzymatické u&innosti podjednotky B v CX-MB ve zpracovévaném vzorku.

Vyhodné provedeni zpisobu s pou¥itim prostledku podle vynélezu spolivéd v tom, Ze se
ke vzorku it&lesné tekutiny a protildiky za pfitomnosti CK-substrétu p¥i inkubeci piidaji
protildtky podle vyndlezu, které maji mimoto mit tu vlastnost, Ze se jich bleokujicf u&in-
nost na enzymatickou idinnost podjednotky M v CK-MM a CK-MB md pln& rozvijet i za pi{tom-
nosti CK-substrdtu, aniZ by pritom do¥lo k ovliivn&ni enzymatické W&innosti podjednotky B
v pritomném CK-MB. Tuto vlastnost je moZno zajistit zejméma u protildtek, které byly ziské-
ny z koz imunizaci pln& aktivnim CK-MM, a to navic k ostatnim svrchu uvedenym vlastnostem.
Tato vlastnost v3ask neni bezprosifednd nutnd k normélnimu provdd&ni zpisobu, p¥i némZ se
nejprve provAdd{ inkubace protildtky, pak se p’idd CK-substrdt a provédi se fotometrické
méfeni.
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Jako CK-gsubstrétu jJe mo¥no u%it viech b&inych substrdtd, popfipad® efektorl. Jde plre-
devdim o kreatin, kreatinfosfdt, adenosindifosfdt, adenosintrifosfdt a hofelnaté ionty.

Stanovenf uU#innosti, resp. zbytkové ¥innosti CK & jeho isoenzymi je moZno provédét
zésadnd viemi rychlymi a pfesanymi zpisoby. Vhodné jsou napfiklaed ty znémé zpisoby, které
dovolujf m&¥it udinnost CK po pfidéni CK-substrétd pomoc{ fotometrického stamoveni, které
navazuje na pomocnou reakci. Jde naprikled o kolorimetrické metody, popsané napfiklad
v "Methoden der enzymatischen Analyze", vyd. H. V. Bergmeyer, 3. vydéni (1974), sv. 1,
str. 145 f££. Vyhodné Jsou kinetické metody, u nich%f se stenovi enzymatickd ulinnost m¥fe-
nim v ultrafielovém svdtle p¥i 334, 340 nebo 366 nm. Vyhodnd je napifiklad standardnf me-
toda, pFi ni¥ se stanovi CK p¥i pou¥it{ kreatinfosfdtu a adenosindifosfétu., (Z. Klin.
Chem. Klin. Biochem, sv. 8, str. 658 £f /1970/ a sv. 10, str. 182 /1972/). Testovaci ba-
118ky ke stanoveni \&innosti CK timto zpisobem se b&ZIn¥ doddvaji.

Podle dal#ftho zndmého zplsobu stenoveni lze CK atanovit fluorometricky. Pomoci CK Je
mo%no uvolnit z kreatin-fosfétu kreatin, ktery se psk méf{ fluorometricky po reskci s an-
hydrinem v siln& alkalickych roztocich zpisobem podle publikace R. B. Conn (Clin. Chen.,
sv. 6, str. 537 £ /1960/ a Sax a dal&f, Clin. Chem., sv. 11, str. 951 £ /1965/).

Déle bude uvedeno typické provedeni zplsobu s pouZitim prostfedku podle vynélezu:

Vzorek télesné tekutiny, v n&m% md byt stenoveni provedeno, s vfhodou vzorek lidského
séra, se smis{ s takovym mnoZstvim CK-MM protildtek podle vyndlezu, které je dostate¥né
k tomu, aby upln& blokovelo a%f 2 500 jednotek/litr podjednotky M v CK~-MM a CK-MB, s vyho-
dou ! 000 jednotek/litr. V t&lesnych tekutindch & vy381 celkovou usinnosti CK je delné
pPed vlastnim stanovenim provést predbé&Zné fedeni ne d¥innost pfibliZn¥ 1 000 jednotek/li=-
tr. Toto predb&¥né Ped&ni je pak nutno vzit v dvehu pfi vypo&tech. Po smiseni se vzorek
inkubuje 1 8% 30, s vyhodou 5 minut pfi teplotd +10 af 40 0c, s vyhodou pri teplot& mist-
nosti, zejména pii teplot& 25 a% 30 OC. Pak se stanovi zbyvejici enzymetické udinnost
reak¥ni sm&si zndémym zpisobem, s vyhodou svrchu popsanou metodou p¥i. pou#iti ultrafialové-
ho sv&tla. Sm&s séra a protilétek se piidd ke znémé sm&si enzymu, koenzymu a substrétu,
kterd obsahuje vSechny enzymy, koenzymy & substrdty, nutné k provedeni uvedené metody,
nede? se pridd dostate¥né mno¥stvi roztoku pufru o pH 7. Vhodné p¥ipravky obsahuj{ napfi{-
klad jako sm¥s enzymu a koenzymu hexokindzu, glukézo-6-fosfétdehydrogendzu, adenosindi-
fosfdt a nikotinemidadenindinukleotidfosfdt a jako substréty kreatinfosfdt a glukdzu.

Je teké mo¥né pridat sm¥s séra a protildtek ke smési koenzymu a enzymu nebo obrécend
a pak teprve pfidat sm&s pufru a substrdtu. Vhodnym pufrem je nap¥iklad neutrdln{ pufr,
ktery obsahuje s vfhodou triethenolemin nebo imidazolacetdt, pop¥ipad® kyselinu morfolin-
propansulfonovou nebo morfolinetansulfonovou. Po smiseni se vznikléd sm&s inkubuje 1 aZ 10,
s vyhodou 5 minut p¥i teplot¥ 15 a% 40 °C, s vyhodou 25 a% 30 o¢, nale% se stanovi pii
teplot® mistnosti zm&na extinkce. Z této zm¥ny se pek vypo¥ftéd u¥innost podjednotky B
v CK-MB.

Tento zpisob je moZno obm¥nit tak, Ze se vzorek analyzované t&lesné tekutiny inkubuje
s protildtkemi podle vyndlezu a CK-substrdty za p¥itomnosti pufru a ldtek, nutnfch ke sta-
noveni bez pFedb¥iné inkubace vzorku z protildtek. PFi tomto provedeni je nutné, aby proti-
14tky, pritomné v prost¥edku podle vynélezu m¥ly je¥t& tu vliastnost, ¥e jsou schopné brzdit
ipln& enzymatickou uSinnost podjednotky M v CK-MM a CK~MB i za pritomnosti CK-substrdtu.
Tuto vlastnost mejl neprikled protildtky podle vyndlezu, ziskané p¥i pouZiti pln& Y&¥inného
CK-MM z koz. Tyto protildtky umoZnuji provédst zpliisob jednoduchym a rychlym zplsobem.

Je nap¥iklad mo¥no protilétky podle vyndlezu predem uvedené do lyofilizované formy
spolu se sm&si koenzymu, enzymu & substrdtu, nutnou k provddéni dal¥tho stanoveni, smisit
8 urditym mno¥stvim roztoku pufru ne roztok, ktery se pfidd ke stanovovenému vsorku t&lesné
tekutiny, nep¥fklad séra, nalef se stanovi (&innost podilu B v CK-MM, Pri obm¥n& tohoto

i
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postupu je mo¥no p¥idat protilétky teké se sm¥s{, kterd sestdvd z koenzymu a enzymu ve for-
m& lyofilizdtu, v tomto pripadd se zv143% priddvéd do roztoku pufr a substrét.

Podle dalsiho vyhodného provedeni je moZno provéd&t souasné stanoveni celkové U¥in-
nosti CK & ud¥innosti CK~MB pomoci svrchu uvedeného vyhodného provedenf zpisobu podle vy-
nélezu v jediném vzorku. Je mo¥no postupovat nap¥fklad tak, Ze se nejprve stanovi celkovéd
d¥innost CK fotometricky znémym zpisobem, nade? se p¥idd do téhoZ vzorku ve vod& rozpulté-
ny lyofilizoveny materidl, sestdvajici z CK-MM protildtky. Sm&s se inkubuje 1 a% 10, s vy-
hodou 5 minut a pak se stanovi zbytkovéd d¥innost vzorku fotometricky. Také p¥i tomto pro-
vedeni plati pofadavek, aby protildtky ipln& blokovaly enzymatickou linnost podjednotky M
v CK-MM a CK-MB i za pifitomnosti CK-substrdtu.

Je mo¥no nastavit kepacitu protildtek v antiséru p¥i vyhodném provedeni tak, aby
antisérum upln& blokovalo 2 500 jednotek/litr, 8 vy¥hodou 1 000 jJednotek/litr podjednotky M
v CK-MM a CK-MB. V p¥iped¥, %e celkové @Zinnost CK ve stanovovenému vzorku je p¥i této kape-
cit¥ protildtek p¥1li3 vysokdé, Jje nutno také v tomto pfipadd provéd¥t predb&iné redéni,
nap?fkled na u¥innost podjednotky M v CK-MM a CK-MB p¥ibli¥n& 1 000 jednotek/litr.

Zpisob s poufitim prostfedku podle vyndlezu mé oproti dfive znémému stavu techniky
podstatné vyhody, jde zejména o vysokou piesnost vysledkd a o rychlost a Jjednoduchost pro-
vedeni.

Presnost zplisobu s pouZitim prostfedku podle vyndlezu je zaloZena na tom, Ze proti-
14tky jsou specifické proti podjednotce M v CK-MM a CK-MB a proto dovoluji stenovit u&in-
nost CK-MB v t&lesnych tekutindch, nap¥iklad lidském séru piimym zpisobem.

V DE prihld¥kdch P 21 28 670 a P 22 58 822 se naproti tomu popisuje imunologickd me-
toda pro kventitativni stenoveni isoenzymu, kters mé ¥adu nevyhod. Podle tohoto zpisobu
se sré%{ isoenzymy CK pro isoenzym specifickymi precipitujicimi protildtkami a pak se sta-
novi zbytkovd udinnost, kterd zistdvd v supernatantu nad sraZeninou. Bez ohledu na prilis
velkou dobu provédéni tohoto zplisobu, zejména pro nutnost vyroby v&tdfho mnoZstvi speci-
fickych antisér je je#t& v kaZdém piipad® nutno uZit alespon dvou riznych zkudebnich vzor-
ki, a to zejméra stanoveni celkové ulinnosti CK a stanoveni zbytkové dlinnosti CK po vysrd-
tenf. To znamend, Ze W¥innost CK je moZno stanovit pouze na zdklad® rozdfld m&feni. Proto
také je vysledek této metody zpravidla zatifen b&Znymi chybami 2z obou m&feni. PFi provéds-
ni zpisobu podle vyndlezu v¥ak se provddi jedno m¥Feni, ¥im% se podstatn& snifuje prislui-
né chyba.

P¥i sréZeni je dal¥f nevyhodou, %e imunologické srdZeni vyZaduje jeko sekunddrni re-
akce dlouhou dobu, obvykle .60 minut i n&kolik hodin, takfe se pro rychlé stanoveni nehodi.

Vv Clin. Chim. Acta, sv. 58, str. 223 a% 232 (1975) jsou popsény protildtky proti
CK-isoenzymim. Tyto protildtky zplsobuj{ kromé& 100% blokovéni Ulinnosti CK-MM také 80%
blokdédu CK-MB. To znemend, %e krom& M podjednotky z CK~MB je blokovéna také prevaind &dst
B podjednotky, prifem? u¥innost podjednotek M a B v CK-MB k celkové d¥innosti tohoto iso-
enzymu je obvykle v pom¥ru 50:100. ProtoZe pii pouZiti t&chto protilétek je zbytkovd d&in-
nost pfibliZn¥ 20 %, i prfi reprodukovatelnosti se ziskené hodnoty pro piesné mé¥eni CK-MB
pro svou nizkost nehodf, protoZe celkovd dlinnost CK v séru je i tak velmi nizkd. Z uvede-
nych divodl se popsané protildtky nehodi pro stanoven{ CK-isoenzymi blokédou. Pri provéd&ni
zplisobu s poufitim prostfedku podle vyndlezu zbyvd je¥t& 50 % celkové u&innosti CK-MB, to
znemend tém&r vedkerd ulinnost podjednotky B, coZ je pro m&Feni dostate®né. Z tohoto hle-
diska znemend zpisob podle vyndlezu podstatny pokrok.

Rychld proveditelnost je podstatnou vyhodou. Plati to zejména pro vyhodné provedeni,
pfi n&m% se blokéda podjednotky M v CK-MM a CK-MB a stanoveni zbytkové udinnosti provadi
soudasnd. PFi tomto provedeni je moZno v nejkrat3{ dob&, napiiklad 5 aZ 30 minut s vyhodou
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5 a% 15 minut dojit k piesnému vysledku, ne ném? je moZno stanovit diegnézu. Vyznamnou
vyhodou zpisobu s pou%itim prostfedku podle vyndlezu je také Jednoduché provedeni. Zpisob
podle vyndlezu je mo¥no ve velkyjch ustavech nebo klinikdch provddst i p¥i pouZitf b¥inych
mechenizovanych zefizeni pro stanoveni enzymatické ddinnosti, je vdak moZno jej provédst
i v malych dstavech a lékafskych laborato¥ich pomoci fotometru.

Pro Jednotlivd stanoveni jsou vhodné testovact balilky, které obsahujl vEechny reakd-
ni sloZky, nutné pro provédéni zplsobu s pouitim prost¥edku podle vyndlezu, a to vhodnou
sm&s koenzymu, enzymu a substrdtu, protildtky CK-MM podle vyndlezu a roztok pufru, Testova-
cl bali¥ek tohoto nebo podobného sloZeni umoZni stanovit v krdtké dobd Wdinnost CK-MB.

Podle 2znémého stavu techniky nebylo moZno olekdvat, Ze lze vyPeZit stanoveni CK-MB
tak Jednoduchym a rychlym zplsobem, jeko je tomu v pripad¥ zpisobu s poutitim prostifedku
podle vynédlezu. Nebylo moZno pPedvidat, %e lze ziskat specifickd antiséra, kterd budou
Uplné& blokovat enzymetickou dZinnost podjednotky M v CK-MM e CK-MB, nebudou v3ak ovlivno-
vat enzymatickou ué&innost podjednotky B v CK-MB. Teprve pou¥iti protildtek s t&mito dosud
neznémymi vlastnostmi umoZnilo provedeni tohoto zplsobu.

Je teké prekvapujici, Ze protildtky podle vyndlezu si podriujf svilj plny blokujiei
Udinek i za pfftomnosti substr4td. Tento jev zdaleka neni samozitejmy. V literatuie jsou
popsény protildtky, které za pritomnosti CK-substrdtd jii neinaktivujf{ CK-MM na 100 %
(Ann. N. Y. Aced. Sci., sv. 103, str. 858 a% 889 /1963/). Protildtky s témito vlastnostmi
by byly pro vyhodné provedeni zplsobu, p¥i n¥mZ se provddi blokovéni protildtkemi za p¥{-
tomnosti CK-substrdtd, soulasnd zcela nepouZitelné. Neblokovang podil d&innosti podjednotky
M by mylng zvySovel hodnoty m&feni pro CK-MB, popF¥ipad® by omylem do3lo k nem&feni uéin~-
nosti CK-MB v pfipad¥, Ze tento 1soenzym by ve skutelnosti vibec nebyl pritomen, ¥im% by
do¥lo k omylu v disgnoze.

Prekvapujici vlastnost protilétek podle vyndlezu, tj. dplné blokovéni enzymatické
G&innosti podjednotky M v CK-MM a CK-MB bez ovlivn&ni enzymatické d¥innosti substréty,
umoZnuje dosud pfi imunologickém stanoveni nedosaZitelnou rychlost a pfesnost stanoveni
Y&innosti CK~-MB. Tyto protildtky umoZnuji v praxi rychlé stanoveni této W¥innosti.

Je nyni mo#né stanovit laboratorni zkou¥kou zvySeni Wdinnosti CK u nemocnych tak, Ze
lze 0dli¥it, zda b&%{ o onemocn¥ni nebo poran¥ni kosterniho svalu nebo svelu srde&niho.
Uvedenym zplisobem je moZno ziskat diilezité tdaje pro diferencidini diegndzu srdedntho
infarktu, napfikled od plicniho infarktiu a/nebo od ndsledki #oku & o jinych onemocné&éni,
napriklad poskozeni srdce.

Specifickym a pfeanym stanovenim u¥innosti CK-MB je moZno zjistit srde¥ni po¥kozeni
p¥i jinych extrekerdiélnich onemoendnich, napfiklad otravéch a nestdstich, p¥i terapeutic~
kych zékrocich, nap¥fklad o%ivovacich pokusech nebo pri disgnostickych zkoudkéch, nap¥i-
klad srdelni katetrizaci nebo korondrni engiografii.

V nésledujicich prikladech znameneji zkratky "M" e "mM" koncentrace v molech a nili-
molech.

Pr{iklad 1
Blokovéni CK-MM, CK-MB a CK-BB protildtkou proti lidskému CK-MM

K lidskému séru, jehoZ vlastni d&innost CK byla potlalena, se pridd ¥isty CK-MM, CK-MB
nebo CK-BB & mdF{ se aktivita jednotlivych vzorki. Pak se 0,1 ml vzorkd smisi s 0,1 ml roz-
toku s obsehem protildtky proti CK-MM, pFipravené podle p¥ikladu Ba a po dikladném promise~
ni se sm&s inkubuje 35 minut pfi teplotd 25 ©C. Pak se stenov{ znédmym zplisobem zbytkovéd
d¥innost. Vysledky jsou uvedeny v nésledujfci tabulce:
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V tabulce je udédna zbytkovéd uéinnost CK-isoenzymu po inkubaci s protildtkemi proti
lidskému CK-MM, a to jako stfedni hodnota X 1 g vidy v 5 stanoveni, prilem? s znemend
standerdni odchylku.

Tabulka

Isoenzym U¥innost prideného Zbytkové &innost po inkubaci

isoenzymu 8 protildtkou proti

(jednotky/1itr) CK-MM (Jednotky/litr)
CK-MM 98 % 1,9 0,3 % 2,1
1043 % 22 0,5+ 2,5
CK-MB 103 * 2,0 53 % 1,7
410 £ 7,8 206 £ 6,2
CK-BB 197 ¥ 3,8 199 * 4,1

V mezich pfesnosti m&fenf je inhibovéna $&innost CK-MM na 100 %, CK-BB na 0 % a CK-MB
na 50 % (odpovidaji podilu 50 % podjednotky M). Vysledky jsou konstentni v Zirokém rozmezi
G&innosti p¥iddvaného isoenzymu.

Pr{klad 2

Test I ke kventitativnimu stenoveni u&innosti CK-MB v t&lesnych tekutindch

a) SloZeni zkudebniho bali&ku

Balifek stadf na 10 stanoveni u¥innosti. Obsahuje 1 ldhev pufru na 10 stanoveni,
10 nédobek se sm¥si koenzymu, enzymu a substrétu a 1 nddobku s obsahem antiséra proti
CK-MM, ziskaného podle prikladu Ba.

Nédoba se sm&si koenzymu, enzymu a substrdtu obsahuje tyto sloZky:

disodnou sdl kreatinfosfdtu ve form#

hexahydrdtu 27,24 mg
redukovany glutathion 6,4 . mg
(nebo misto predchozi sloZky N-acetyl-

cystein) 3,4 mg
disodnéd sil adenosindifosfétu ve formé&

hexahydrétu 1,25 mg
nikotinamidadenindinukleotidfosfét

ve formé disodné soli 1,7 nmg
adenosinmonofosfdt ve form# disodné soli 8,47 mg
hexokindza 5 Jednotek
glukdozo-6-fosfdtdehydrogendza 3 jednotky
glukdza 8,32 mg

octan hofednaty 4,52 mg
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Nédobka s obsahem roztoku pufru obsahuje:

trietanolaminacetdt ve vodé& 105 mmold

Lyofilizované protildtky se rozpusti ve 2 ml destilovené vody. Vznikly roztok proti-
l4tky se nastavi tak, eby byl schopen upln¥ blokovat a%¥ 1 000 jednotek/litr kreatinkindzy
MM. U sér s velmi vysokym obsshem kreatinkindzy je proto nutno tato séra Fedit na &innost
pibliZnd 1 000 jednotek/litr. Roztok protildtky je moZno skladovet pri teplotd +4 oC ale-
spon 7 dni.

b) Vlastni stanoveni \d&innosti CK-MB

b1) Provedeni
Do reak®ni nddoby se napipetuje

0,1 ml séra
+ 0,1 ml roztoku protilétky.

Po dobrém promiseni se sm&s inkubuje 5 minut p¥i teplotd 25 9C. Pak se 0,1 ml této reakni
sm&si nanese spolu s 2,0 ml roztoku pufru do nddobky, kterd obsahuje sm&s koenzymu, enzymu
a substrdtu.

Po promiseni se vyslednd sm¥&s inkubuje 5 minut p¥i teplotd 25 ©C, nafeZ se vlije do
kyvety, a stanovi se extinkce pFfi 25 °C a pak zm¥na extinkce za minutu p¥i vlnové délce
334, 340 nebo 366 nm pri tlouslce vrstvy | em.

b2) Vypolet

Zjistdnd ¥innost CK vzorku se nésobi
a) zredovacim fektorem 2 a
¢ b) faktorem pro CK-M-hybrid 2

z toho ddvodu, Ze p¥i provdadéni zkoudky se m&Fi pouze podjednotke B z CK-MB.

Z rozdilu extinkce za minutu A E/minuta se vypoditd st¥edni hodnota a dosadi se do
vzorce pro vypolet:

m¥¥en{ pri 334 nm: uUdinnost CK~-MB = AE/minuta x 4 x 3 500 jednotek/litr,
m&¥eni pFi 340 nm: objemovéd y&innost CK-MB = A E/minuta x 4 x 3 376 jednotek/litr,

m&¥eni pri 366 nm: objemové G¥innost CK-MB = AE/minute x 4 x 6 364 jednotek/litr.

P¥r{klad 3

Test II ke kvantitativnimu stanoveni u&innosti CK-MB v télesnych tekutindch

a) SloZeni zkuZebniho balidku

Bali&ek stadi pro 30 stanoveni &innosti. Obsehuje | nédobku s obsahem pufru pro 30
stanoveni a 30 nddobek lyofilizovené smdsi, sestdvajici z koenzymu, enzymu, substrétu a
protildtky proti CK-MM, vyrobené zpisobem podle pifkledu Ba.
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Mno#stvi trietanolaminacetdtu obsaZené v nédobce s roztokem pufru odpovidd mnoZstvi
udenému v p¥ikladu 2a. Jednotliv& nddobky s obseshem koenzymu, enzymu, substrdtu a proti-
1l4tky proti CK-MM, ziskané zplisobem podle prikladu Ba odpovidaji 3 sloZkém, svrchu zmin&-
nym v p¥f{kledu 2a a mimo to obsshujf protilétku proti CK-MM, kterd dpln& blokuje e% t 000
jednotek/1itr CK-MM. ’

b) Stanoven{ Udinnosti CK-MB

b1) Provedeni

K obsahu nédobky se sm¥s{ koenzymu, enzymu, substrétu a protildtky proti CK-MM se pi-
petou p¥idd 2,0 ml roztoku pufru a 0,1 ml séra. Sm&s se promichéd a inkubuje 5 minut pFi
teplotd 25 °C, nale? se vlije do kyvety a 5 minut se m&F1 extinkce pfi 25 °C p¥i vlnové
délce 334, 340 nebo 366 nm p¥i tlousfce vrstvy 1 cm.

b2) Vypolet

Z rozdilu extinkce za minutu AE/minuta se vypo&itd stfedni hodnota a tato hodnota se
dosad{ do odpovidajiciho vzorce:

AE/minuta x 7 000 jednotek/litr,

méfeni pfi 334 nm: objemovd UW&innost CK-MB

AE/minute x 6 752 jednotek/litr,

m&feni pfi 340 nm: objemova déin§ost CK-MB

#

méfeni pii 366 nm: objemovd udinnost CK-MB A E/minuta x 12 768 jednotek/litr.

Pr{klad 4

Soudasné stanoveni celkové ddinnosti CK a uddinnosti CK-MB

a) SloZeni zku¥ebniho balilku

SloZeni zkudebniho bali&ku odpovidéd sloZeni balidku z piikladu 2a.

b) Stanoveni celkové u¥innosti CK a ulinnosti CK-MB

bl) Provedeni

Do nddobky se sm¥si koenzymu, enzymu & substrdtu se piidéd 2,0 ml roztoku pufru a
0,1 ml séra nebo zifed¥ného séra. Sm&s se promisi a inkubuje se 5 minut pri teplot& 25 ¢,
nafe? se vlije do kyvety s 2 minuty se m&*{ zm¥na extinkce (AE1) p¥i 25 ©°C. Pak se pridé
0,1 ml roztoku protildtky, sm&s se okam?it¥ promichdé a po 3 minutéch se znovu m&*i zmé&na
extinkce ( AE2) p¥i teplot& 25 °C p¥i vlnové délce 334, 340 nebo 366 nm a tlousice vrstvy
1 cm.

b2) Vypolet

Celkovd u&innost CK se vypolitd ndsledujicim zplsobem:

m&feni pii 334 nm: objemovd uéinnost CK AE1/minuta x 35 000 jednotek/litr,

m&feni p¥i 340 nm: objemovd Uéinnost CK AE1/minuta x 3 376 jednotek/litr,

me¢fent pri 366 nm: objemovd udinnost CK = /\ El/minuta x 6 364 jednotek/litr.
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Udinnost CK-MB se vypodité ndsledujifcim zplisobem:

mé&Fen{ pFi 334 nm: objemovd Udinnost CK-MB = A E2/minuta x 7 350 Jednotek/litr,

A E2/minuta x 7 090 jednotek/litr,

m&reni p¥i 340 nm: objemovd d¥innost CK-MB

m&feni pfi 366 nm: objemovéd G&innost CK-MB = A E2/minuta x 13 364 Jednotek/1itr.

Pr{iklad 5

Stanoveni U&innosti CK~-MB u nemocnych se srdednim infarktem s bez infarktu p¥i pouZiti
zkuSebniho bali¥ku podle pi¥ikladu 3

a) U¥innost CK u riznych skupin nemocngch

Polet St¥edni hodnota
pripadl Uéinnost CK udinnost CK-MB
(jednotky/1itr) (jednotky/litr)

nemocny se zvy3enou
u¢innost{ CK bez srded-
niho infarktu 48 480 - L1,7
nemocny se srde&nim
infarktem 5 510 44

Z tebulky je ztejmé, Ze zplisobem podle vyndlezu Jje moZno rychle a jednoznaéné od sebe ’
0d1li8it prfipady se srdednim infarktenm.

b) Prib&h udinnosti CK-MB u nemocnych se srdednim infarktem

Hodiny po vzniku infarktu CK-MB
(jednotky/litr)

3,5 <5
4,5 45
5,5 6
(Y 22
8,5 23
9,5 29
10,5 50
11,5 . 46
13,5 56
15,5 55
17,5 64
21,5 62
25,5 50
29,5 42
33,5 25
43,5 18
53,5 45

61,5 <5
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Udaje ukazuji vzestup a op&tny pokles udinnosti CK-MB u nemocnych se srdednim infark-
tem tak, jek je moZno jeJ stanovit zplisobem podle vynélezu.

V¥roba vychozich létek

Priklad A

Vyroba CK-MM

a) 1,2 kg na velmi nizkou teplotu zmrazeného lidského kosterniho svalu se nechd roz-
tdt prfi teplot¥ mistnosti a homogenizuje. Tkén se uvede v suspenzi ve 2,5 litrech chlad-
ného 0,05 M trispufru s kyselinou chlorovodikovou o pH 8,0 {pufr s tris-(hydroxymetyl)-
aminometenem a kyselinou chlorovodikovou), ktery obsahuje je3t® 0,01 M KC1l a ! mmol kyse-
liny etylendiamintetraoctové s 1| mmolem dithicerythritu, naleZ se vyslednd sm¥s jedtd
homogenizuje v mixéru. Homogendt se michéd 45 minut za chlazen{ ledem a pak se odstreduje
60 minut p¥i 12 000 g. 2,680 litrd girého supernatantu se podrobi frakcionaci siranem
amonnym pii pH 8,0 v rozmezi 40 a% 75 % nasyceni. SraZenina pfi 0,75 s se smisi s 0,04 M
tris-pufrem s kyselinou chlorovodikovou o pH 8,0 a dialyzuje se proti témuZ pufru. K ad-
sorpci mioglobinu a kyselym balastnich bilkovin se uZije 500 g vlhkého zdsaditého ionto-
mé&nife na podkladu zes{t&ného dextranu v tomté% pufru. Po 30 minutéch se iontom&ni& odd&l{
a dvakrédt se promyje 400 ml tého% pufru pokaZdé s p¥rim&sf 0,02 M chloridu sodného. Filtrét
a promyvaci kapalina se sliji{ a nasyt{ se siresnem amonnym na 0,75 s.

SraZenina se 0dd&li odstiedénim, rozpusti se ve 100 ml 0,04 M trispufru s kyselinou
chlorovodikovou o pH 8,0 a dialyzuje se proti tému¥ pufru tak dlouho, a% nenf moZno zJjis-
tit %4dny siran emonny. {iry dislyzdt se nanese na sloupec zdsaditého iontom&nide na pod-
kladu zesitn&ného dextrenu o rozm&rech 6 x 60 cm v tomté¥ pufru. Sloupec se vymyva timté?
pufrem tak dlouho, aZ% je eludt prosty bilkovin. Pak se vym§vd ze sloupce enzym 0,04 M
trispufrem s kyselinou chlorovodikovou o pH 8 a obsahem 0,02 M NaCl, 1 mM kyseliny etylen-
diemintetracctové a | mM dithioerythritu. Frakce s obsshem enzymu alespon 20 jednotek/ml
se vliji, syt{ se siranem emonnym na 80 % a vysrédZeny enzym se odd&li odstfeddnim. Nakonec
se enzym &isti chromatografii na svrchu uvedendm systému, jen pouZity sloupec méd mensi
objem. {i3t&né aktivni frakce se sliji e enzym se sré%i sirenem amonnym o 0,8 s, nade? se
rozpusti{ v 50 ml 0,04 M trispufru s kyselinou chlorovodikovou o pH 8,0 s obsahem 0,02 M
NaCl, i mM kyseliny etylendiamintetraoctové a | mM dithioerythritu, zfiltruje se za ste-
rilnich podminek & znovu se syt{ siranem amonnym na 80 %. Timto zplsobem se ziské pii 4 ©C
8téléd enzymatické suspenze CK-MM se specifickou u&innosti 26 a% 30 jednotek/mg, m&feno pri
pouZiti kreatinu jako substrdtu pfi teplotid 25 OC.

Objem: 86 ml,
ué¢innost: 316 jednotek/ml,
obsah bilkovin: 11,8 mg/ml.

Vyt&Zzek 30 %, vztaZeno na extrakt orgénu.

b) Analogicky jako v pfikladu Aa) se izoluje CK-MM ze svalové tkén& opice Rhesus,
vepi*e a skotu.
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Priklaead B
Vyroba protildtky pro CK-MM

a) CK-MM z lidského svalu se diaslyzuje proti fyziologickému roztoku chloridu sodného
¢ pH 7,0 s pifisadou 0,07 M trietamolaminu jasko pufru, 10 mM merkeptoetanolu a 10 mM chlo-
ridu horeénatého. Enzymaticky roztok se uvolni v ultraodstfedivce a obsah bilkovin se upra-
vi dialyza&énim pufrem na 2 mg/ml. 1 ml tohoto roztoku se emulguje s 1 ml kompletniho
Freundova pomocného &inidla, které sestdvd ze suspenze vody a minerdlniho oleje, kterd
obsahuje je3td 2 mg usmrcenych M-tuberkuldznich bekterii. Tato emulze se vst¥ikuje nitro-
svalovd kozém. Po 3 stejnych injekcich v odstupu 3 tydnd a 3 daldich injekc{ boosterinu
vidy v odstupu 16 tydnd se odebird 21 dnd po posledni injekci krev. Sérum se ziskd znémym
zplisobem, sm&si 3 % ov&iho sérového albuminu a 0,1 % azidu sodiku v 0,1 M bordtovém pufru
se nastavi na pH 8,4 a zfiltruje se za sterilnich podmfnek. Ziskany roztok, ktery obsahuje
protildtku proti CK-MM z lidského svalu,se pln{i po 0,5 ml do hn&dych sklen&nych néddobek
a lyofilizuje. Protildétky maji molekulovou hmotnost 160 000 aZ 180 000.

b) CK-MM, ziskany podle pi*ikledu Aa) z lidského svalu,se dialyzuje proti fyziologic-
kému roztoku chloridu sodného o pH 6,8 s obsahem 7,5 mM N-acetylcysteinu a 25 mM octanu
hotednatého s p¥isadou 0,1 M imidazolu jako pufru. Pak se enzymaticky roztok uvolni v ultra-
odstiedivce a obsah bilkoviny se dialyza¥nim pufrem nastavi na hodnotu 0,2 mg/ml, 1'ml to-
hoto roztoku se emulguje s 1| ml kompletniho Freundova pomocného &inidla. Vznikléd emulze se
vstPikuje nitroko¥n& skopeim. Po 3 a% 6 tydnech se vstfikuje jest& druhd a tfeti nitrosve-
lovd injekce a pak se vstiikujl je3t& 3 injekce boosterinu vZdy v odstupu 14 tydnd, 19 dni
po posledni injekci se odebird krev. Zpracovéni se provédi obdobnym zpisobem jako v pi¥ikle-
du Ba), &{m¥ se ziskd protildtka proti CK-MM lidského svalu v lyofilizované form&. Moleku-
lovd hmotnost protildtky Jje 160 000 aZ 180 000.

c) CK-Mt.ze svalu opice Rhesus se dialyzuje proti fyziologickému roztoku NaCl o pH 6,8
s p¥isadou 0,15 M imidazolu jeko pufru, 25 mM dithioerythritu a 15 mM chloridu menganatého.
Po odstrandni asgregétu v ultraodst¥edivce se upravi obsah bilkovin svrchu uvedenym dialy-
zadnim pufrem na hodnotu 5 mg/ml. 1 ml ziskaného roztoku se emulguje s 1 ml kompletniho
Freundova pomocného prost¥edku. Polet injekci, odbdr krve a zpracovédni ziskaného materidlu
se provéddi obdobnym zpisobem jako v p¥fkledu Ba). Timto zplisobem se ziskd protildtka proti
CK-MM ze svalu opice Rhesus v lyofilizovené form¥#. Sedimente&ni konstanta této protilétky
je 7 S. .

d) CK-MM ze svalu vepre se aktivuje obdobnym zpisobem jako v p¥ikladu Bb) a emulze
takto zIiskaného antigenu se vstiikuje krélikim s kompletnim Freundovym pomocnym &inidlem.
Po 4 tydnech ndsleduje dal3{ podkoZni injekce antigenu. Injekce se opakuje po del¥ich
3 tydnech, 19 dni po posledni injekci se odebird frakce. Zpracovéni se provéddi obdobnym
zplisobem jako v prikladu Ba). Ziské se protildtka proti CK-MM ze svalu vepfe v lyofilizo-
vané form¥. Molekulovéd hmotnost takto zIskené protildtky Jje 160 000 aZ 180 000.

Zeeln analogickym zpisobem je moZno ziskat ze svalu skotu protildtku proti CK-MM
ze svalu skotu s molekulovou hmotnosti 160 000 aZ 180 000.
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PREDMET VINALEZU

1. Prostredek ke stenoveni U&innosti hybridniho isoenzymu kreatinkindzy MB za p¥itom-
nosti kreatinkindzy MM ve vzorku t¥lesné tekutiny, vyznalujici se tim, ¥e obsahuje 0,01

a¥% 1,0 mg protildtek pro dplnou inhibici a% 2 500 Jjednotek na litr podjednotky MM a MB
ve vzorku t&lesné tekutiny.

2. Prost¥edek podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze protildtkami Jjsou protilétky typu
JgC.

3. Prostredek podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze obsahuje protildtky, ziskané z koz.

Severografia, n. p., zdvod 7, Most
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