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SOUHRN

Cil sdéleni: Byly sledovany analytické a klinické vlastnosti technologie proteinovych bio€ipl pro imunochemicka stanoveni
kardialnich markerl a jejich mozné vyuZiti v diagnostice infarktu myokardu.

Metodika: Stanoveni hladiny kardialnich marker (CKMB, MYO, GPBB, H-FABP, CAlll a cTnl) bylo provedeno systémem
Evidence Investigator (Randox). Pro jednotlivé kardialni markery stanovené panelem Cardiac Array byly hodnoceny
analytické parametry testu. Kardialni markery byly stanoveny ve vzorcich sér 28 pacientll (21 muzl, 7 zen, vék 47-86
let) s diagn6zou akutniho infarktu myokardu.

Vysledky a zavéry: Mezilehla presnost pro vSechny analyty, kromé& myoglobinu, je ve shodé s vyrobcem (CV < 10%).
H-FABP i GPBB jsou ¢asnymi markery akutniho infarktu myokardu, pficemz H-FABP ma pravdépodobné vyssi diagnos-
tickou senzitivitu nez myoglobin. Da se o¢ekavat, Zze stanoveni kardialnich marker( proteinovymi bio€ipy do budoucna
najde své uplatnéni v biochemické diagnostice poSkozeni myokardu.

Klicova slova: bio€ip, kardialni marker, infarkt myokardu, FABP, GPBB.

SUMMARY

Ulrychova M., Horakova L., Tichy M., Horacek J. M., Pudil R.: Use of protein biochip technology for determination
of cardiac markers in patients with acute myocardial infarction diagnosis by protein biochip technology
Objective: The analytical and clinical performance of protein biochip technology of immunochemical analysis of cardiac
markers and their use in diagnosis of acute myocardial infarction were evaluated.

Method: Determination of concentration of cardiac markers (CKMB, MYO, GPBB, H-FABP, CAlll and cTnl) was performed
by system Evidence Investigator (Randox). Analytical parameters of Cardiac array were tested. Markers of myocardial
injury were determined in group of the 28 patients (21 men, 7 women, age 47—86 years) with acute myocardial infarction
diagnosis.

Results and conclusions: Reproducibility of all tests agree with data of producer (CV < 10%), except myoglobin assay.
New substances H-FABP and GPBB are promising early markers of acute myocardial infarction and diagnostic sensiti-
vity of H-FABP would be better than myoglobin test. In future, determination of new cardiac markers by protein biochips
technology probably will be used in cardiologic diagnosis.

Key words: biochip, cardiac marker, myocardial infarction, FABP, GPBB.

Uvod

Pro diagnostiku poSkozeni myokardu existuje
v dnesni dobé Siroké spektrum biochemickych markerti
[1].V prvni fadé jsou to srdecni troponiny pro prikaz
nekrézy myokardu a stanoveni myoglobinu a CKMB
mass v diagnostice reinfarktu [2].

V poslednich letech se rozsituji poznatky o novych
analytech, které by bylo mozné vyuzivat v kardiologické
diagnostice, ale zatim nejsou soucasti rutinni klinické
praxe. Jde hlavné o BB izoenzym glykogenfosforylazy
(GPBB) [3] a srdec¢ni typ proteinu vazajiciho mastné
kyseliny (H-FABP) [4]. Pro stanoveni sérovych kon-
centraci téchto novych kardiomarkerd byly vyvinuty
komeréné dodavané diagnostické soustavy zalozené
na imunochemickém principu. V nasi praci se zaby-
vame aplikaci nové technologie proteinovych bio¢ipl
pro stanoveni kardialnich markerd a jejich moznym
vyuzitim v diagnostice infarktu myokardu.

Technologie mikroCipU je prozatim vyuzivana
zejména pfi genomické a proteomické analyze. Pouziti
¢ipu v klinické biochemii se ve svété zatim uplatriuje
prevazneé v oblasti vyzkumu a pfi toxikologickém screen-
ingu. Vyuziti systému Evidence Investigator (Randox)
je v odborné literatufe popisovano jen sporadicky, pub-
likovany jsou prace zabyvajici se simultdnnim stano-
venim kardialnich marker [5, 6], tyroidnich hormont
[7] nebo paralelnim méfenim solubilnich adheznich
molekul a cytokin(i [8, 9].

Material a metody

Systém Evidence Investigator™ firmy Randox
(Randox Laboratories Ltd., Velka Britanie) pracuje
s technologii proteinovych biocipl umozriujicich sou-
¢asné stanoveni nékolika analytd z jednoho vzorku. Na
presné definovanych pozicich jsou na bioCipu navazané



protilatky proti jednotlivym analytim. Méfeni kardialnich
marker( je zaloZzeno na principu sendvi¢ové enzymo-
imunoanalyzy (obr. 1). Pro detekci protilatek je vyuzivana
chemiluminiscenc¢ni reakce peroxidu s luminolem kata-
lyzovana kfenovou peroxidazou. Luminiscence je cilené
snimana z jednotlivych ploch na bio€ipu CCD kame-
rou. Zobrazovaci technologie umoznuje kvantifikovat
mnozstvi svétla vychazejiciho z jednotlivych reakénich
ploch a software systému signaly pfepocita na hodnotu
koncentraci analytd ve vzorku.

Enzyme labelled antibody

(conjugate) \2

Discrete test
regions

— Horseradisch peroxidase

Analyte
in patient sample

Antibody bound
to biochip surface

Fig. 1. Principle of sandwich biochip assay
(Evidence Investigator Operation Manual, Picture is published with
the agreement of Randox company.)

Pro stanoveni kardialnich marker( byl pouzit dia-
gnosticky panel Cardiac Array se spektrem analytu:
CK-MB izoenzym kreatinkinazy (CKMB), myoglobin
(MYO), BB izoenzym glykogenfosforylazy (GPBB),
srdec¢ni typ proteinu vazajiciho mastné kyseliny
(H-FABP), karboanhydraza Il (CAlll) a srde¢ni tro-
ponin | (cTnl). Podle firemnich udajd vykazuje panel
Cardiac Array 90% diagnostickou senzitivitu v prvnich
3 hodinach od vzniku pfiznakl srdeéniho infarktu
a 97% negativni prediktivni hodnotu.

Jako material prvni volby je vyrobcem doporu¢eno
sérum. VSechny koncentrace kardialnich marker(
jsou udavany v pg/l. Devitibodové kalibraéni zavislost
sestrojena vyrobcem je soucasti kazdého setu. Rozsah
mérfeni pro jednotlivé analyty je nasledujici: CKMB =
0,4-100 pg/l, MYO = 1,8-700 pg/l, GPBB = 1,97 az
290 pg/l, H-FABP = 0,15-150 pg/l, CAlll = 0,2—200 pg/l
acTnl =0,18-50 pg/l.

Vnitfni kontrola kvality byla méfena na tfech
hladinach koncentraci pomoci kontrolnich materialQ

Table 1. Clinical characteristics of study population

dodavanych vyrobcem jako sou¢ast méficiho systému.
Vzorky rekonstituovanych kontrolnich material( byly
skladovany pfi -70 °C po dobu maximalné 14 dna.
Z namérenych vysledkd kontroly kvality byla uréena
spravnost (BIAS) a mezilehla pfesnost (Interassay
CV) méreni.

Klinicka studie

Pro ovéfeni vyuzitelnosti bioCipovych analyz
panelu kardialnich marker(i na pfistroji Evidence
Investigator (Randox) byla provedena pfedbézna
klinick& studie.

Byly pouzity vzorky sér 28 pacientl (21 muzi a 7
zen ve véku 47-86 let) s diagnézou akutniho infarktu
myokardu (AIM) odebranych ve Fakultni nemocnici
v Hradci Kralové. Diagndza byla uré¢ena podle dopo-
rudeni Ceské kardiologické spoleénosti a Evropské
kardiologické spole¢nosti. VSichni pacienti méli infarkt
myokardu s elevacemi ST-segment(, ktery byl [é¢en
pfimou koronarni angioplastikou s implantaci nitroko-
ronarniho stentu. Diagndza byla nasledné potvrzena
na zakladé vzestupu hladiny markerd myokardialni
nekrézy (cTnT nebo CKMB).

Od kazdého pacienta byly ziskany tfi vzorky séra.
Prvni odbér byl proveden do 6 hodin od vzniku bolesti
na hrudi, druhy odbér 24 hodin po prvnim odbéru
a treti 5. den od pfijeti pacienta k hospitalizaci. Byla
sledovana kinetika analytd v priibéhu patologického
procesu a jeho lé¢by se zaméfenim na nové marke-
ry ischémie a nekrézy myokardu, jako jsou GPBB
a H-FABP. Pro ovéfeni referencnich intervalll udava-
nych vyrobcem jsme stanovili kardialni markery ze
vzorkU séra 28 darcu krve. VSechny krevni vzorky
byly transportovany do laboratofe, centrifugovany
5 minut pfi 3500 ot./min. a sérum bylo skladovano pfi
-70 °C do analyzy.

Vysledky

Spravnost a mezilehla prfesnost vypoc¢tena z name-
fenych hodnot kontroly kvality je shrnuta v tabulce 1.
Stanovené hodnoty jsou ve shodé s udaji vyrobce ve
v8ech parametrech kromé mezilehlé pfesnosti u myo-
globinu, kde jsme naméfili vy88i hodnoty variatniho
koeficientu 11,6—15,6 %.

CKMB MYO GPBB FABP CAlll cTnl
control 1 3.9 86.3 8.4 3.2 4.0 1.6
Concentration
(ug/) control 2 13.2 124.6 27.9 18.9 29.6 7.0
y

control 3 30.9 120.7 68.1 43.8 39.6 12.0
control 1 2.0 -7.5 -8.8 -3.2 5.0 -9.1
BIAS (%) control 2 2.8 -6.5 0.8 5.3 -6.0 3.0
control 3 3.6 -8.1 -1.7 2.4 -9.9 0.4
control 1 7.5 13.5 6.6 5.0 7.0 8.7

Interassay
control 2 6.9 11.6 4.2 5.7 9.3 6.0

CV (%)
control 3 8.6 15.6 7.9 8.7 9.8 9.0
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Pro ovéfeni referenénich mezi udavanych vyrob-
cem jsme stanovili hladiny kardialnich markerd u sku-
piny darcl krve (tab. 2). Koncentrace kardiomarker(
nameéfenych ve skupiné pacientd s diagnézou akutniho
infarktu myokardu jsou uvedeny v tabulce 3.

Table 2. Concentration of cardiac markers in the group of blood
donors

CKMB | MYO | GPBB | FABP | CAIlll | cTnl

(o) | (uo/t) | (o) | (uo/) | (ug/l) | (pg/l)
Average| 21 | 39.35 | 434 | 247 | 2384 | <0.18
Minimum| <0.4 | 16.81 | <197 | 1.08 | 10.98 | <0.18
Maximum 6.78 | 92.75 | 10.66 | 6.65 | 72.62 | 0.43
Cutoff | 39 | 59.0 7.3 45 55.0 0.4

Table 3. Average concentration of cardiac markers in the group of
patients with acute myocardial infarction

CKMB | MYO | GPBB | FABP | CAlll | c¢Tnl
(Hg/) | (Mg/) | (ug/) | (Ho/M) | (ug/) | (Hg/))
h(;;fs 17.7 | 3638 | 467 | 766 | 957 3.2
24 hours| 317 | 978 | 186 8.4 715 18.1
5days | 3.1 58.9 | 16.4 3.9 40.7 45

Protein vazajici mastné kyseliny (FABP) je Casnym
markerem infarktu myokardu a kinetika jeho vzestupu
a poklesu se podoba kfivce myoglobinu. U vSech 28
pacientl byla pfi prvnim odbéru zvySena koncentrace
FABP a zaroven dosahovala maximalni namérené hod-
noty. U myoglobinu byla pfi prvnim odbéru namérena
koncentrace nad cut-off u 25 pacient(i (90 %). Lze tedy
konstatovat, ze FABP ma pfi infarktu myokardu ve srov-
nani s myoglobinem vy$Si diagnostickou senzitivitu.

K vzestupu koncentrace BB izoenzymu glykogen-
fosforylazy (GPBB) dochazi rovnéz velmi ¢asné po
vzniku AIM. Pfi prvnim odbéru byla hladina GPBB
pozitivni u 25 pacientl a maximalni naméfené hodnoty
bylo dosazeno u 19 z nich. Koncentrace GPBB a cTnl
se ale na rozdil od FABP a myoglobinu navraci k nor-
malnim hodnotam az po vice nez 4-5 dnech.

Karboanhydraza Ill byla zafazena do panelu kar-
dialnich marker( k rozliSeni poSkozeni myokardu od
kosterniho svalstva. Podle naSich vysledku vSak byly
u nékolika pacientd naméfené hladiny karboanhyd-
razy lll neoCekavané vyrazné zvysené.

Diskuse

Na konci roku 2007 byla publikovdna nova univerzal-
ni definice infarktu myokardu [10], ktera jednoznacné
vymezuije i vyuziti biochemickych markerd kardialniho
poskozeni. Stanoveni kardialnich troponini je doporuce-
no na prvnim misté. | kdyz je stanoveni cTnT pfed cTnl
preferovano, protoze je dobfe standardizované, v Evro-
pé vysetiuje 51 % laboratofi cTnT a 49 % laboratofi cTnl
[11]. CKMB ma na rozdil od troponin( nizkou organovou
specifitu, vyskytuje se kromé& myokardu i v kosternim

svalstvu, mozku, GIT, ledvinach a dalSich organech.
Jeho stanoveni je doporuceno pro diagnostiku infarktu
myokardu pouze v pfipadé, ze neni mozné stanoveni
troponind. CKMB vSak diky své rychlé kinetice zlistava
markerem prvni volby pfi diagnostice reinfarktu. Myo-
globin je organoveé nespecificky, ale asny kardiomarker.
Analyza myoglobinu hraje hlavni roli v E&asnych hodinach
po vzniku infarktu myokardu v dobé, kdy jesté nedoslo
ke zvySeni troponind. Pro vylou€eni diagnézy akutniho
koronarniho syndromu je vyznamna vysoka negativni
prediktivni hodnota analyzy myoglobinu, prakticky se
ale prestal vySetfovat [11].

Po shrnuti poznatk(l o kardialnich markerech, je
mozné fici, ze v mnoha pfipadech je pro pacienta
vyhodnéj8i komplexni pohled na biochemii kardialnich
markeru.

BioCipovy analyzator Evidence Investigator (Ran-
dox) je prvni analyticky systém, ktery dovoluje simul-
tanni stanoveni klasickych kardiomarkeru: troponinu |,
myoglobinu a CKMB a novych molekul - GPBB, FABP
a CAlll, které nejsou zatim v diagnostice AIM rutinné
pouzivané.

Klinickd data ukazuji, ze FABP je v prvnich hodi-
nach po vzniku AIM lepSim diagnostickym markerem
nez myoglobin. | kdyz je FABP stejné jako myoglobin
organové nespecificky, vyskytuje se v kosternim
svalstvu v daleko mensi mife nez myoglobin. Jeho
spole¢né stanoveni s myoglobinem zvySuje diagnos-
tickou specificitu testu. K odliSeni 1éze myokardu od
poskozeni kosterniho svalstva je mozné vyuzit pomeéru
myoglobin/FABP.

Karboanhydraza lll je dal$im markerem pouzivanym
k odliSeni poskozeni myokardu od kosterni svaloviny.
Je to cytoplazmaticky protein, ktery se tvofi pouze ve
svalech pfi¢né pruhovanych a nikoli v myokardu. Dalo
by se proto ocekavat, ze pfi AIM budou hladiny CAlll
v normé. Namérené vysledky ovSem ukazuji, ze se
hladina CAlll u nékterych pacienti béhem AIM vyrazné
zvysSuje. Domnivame se, Ze tento vzestup mize souvi-
set s provedenim kardiopulmonarni resuscitace.

Stanoveni GPBB u pacientl po AIM se nam jevi
srovnatelné se stanovenim myoglobinu, protoze rych-
lost jeho vzestupu v prvnich hodinach je srovnatelna.

Vysledky sledovani analytickych parametrd soupra-
vy souhlasi s daty udavanymi vyrobcem, kromé hodnot
nameérenych pro myoglobin. U myoglobinu jsme namé-
fili hodnoty variaéniho koeficientu vy$si: 11,6—15,6 %.
Reprodukovatelnost vysledkdl méfeni na systému
Evidence Investigator rovnéz hodnoti, podobné jako
my, ve své publikaci Di Serio: CV(MYO) = 10,0-15,4 %
a CV(CAIIl) = 16,4-18,7 % [5]. Problémem pfi hodno-
ceni kontroly kvality zUstavaji kratké exspiracni doby
kontrolniho materidlu po rekonstituci a nizka stabilita
analytll po zamrazeni.

DalSimi nevyhodami poloautomatického systému
Evidence Investigator zlistavaji velky podil manualni
prace a nemoznost provadéni statimovych vySetfeni
z dlivodu potreby nasbirani série vzork(. Z téchto pFicin
je tento systém pro méreni kardialnich marker( vhodny
k pouziti pfi vyzkumnych ukolech, ale do rutinni praxe
se zatim pfilis nehodi.
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Firma jiz ale vyvinula automaticky analyzator, ktery
umoznuje vyuzivat technologii proteinovych bioCipu
i pro statimova vySetfeni. Zavérem je mozné fici, ze
stanoveni kardialnich markerd pomoci proteinovych
bioCipl umozni komplexnéjsi pohled na diagnostiku
poskozeni myokardu. V nékterych situacich mGze byt
relativni nevyhodou nutnost zpracovani celého mére-
ného panelu bez moznosti vybéru spektra analytd. Toto
by mélo byt v budoucnu vyfeSeno Upravami panelu na
zadost klinického pracovisteé.
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