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SOUHRN

Cil studiie: Tato prace sleduje pacienty s akutnim koronarnim syndromem a k diagnostice akutniho infarktu myokardu (AIM)
vyuziva zcela nové technologie proteinovych bioipd. Snahou je nejenom ohodnotit tuto novou moznost laboratorni dia-
gnostiky AIM, ale také srovnani méné znamych kardiomarkerd se standardnimi markery a posouzeni jejich vztahu ke klinic-
kym parametriim.

Material a metody: Do studie bylo celkem zarazeno 44 pacientl s diagnézou AlM a krevni odbéry byly provadény v den
prijetf, za 24 hodin a poté ¢tvrty nebo péaty den hospitalizace. Z kardiomarker( byl testovan panel Cardiac Array (cTnl, CK
MB, myoglobin, CAlll, FABP a GPBB) na biocipovém analyzatoru The Evidence Investigator™ od firmy Randox (Randox
Laboratories Ltd., Velka Britanie).

Vysledky: Nase prace potvrdila tésny vztah FABP a GPBB k AIM a na zékladé jejich dynamiky je mizeme povazovat za
Casné kardiomarkery. Zaroven jsme zjistili, ze FABP ma, stejné jako standardni marker CKMB nebo Tnl, také prognosticky
vyznam - vySSi hodnoty jsou spojené se systolickou dysfunkci. Také jsme poukézali na moznost vyuziti bioCipového analy-
zatoru pri diagnostice AlM, kdy za pomérné kratky casovy Usek ziskdme vysledky nékolika analytd najednou, které nam tak
podaji SirSi informace o probihajicim AIM.

Zavér: Metoda proteinovych biocipl predstavuje v diagnostice AIM novy efektivni pristup, ktery ale jisté ke svému rozsireni
vyzaduje fadu dalSich studlif.

Klicova slova: akutni infarkt myokardu, proteinovy bioCip, kardialni markery, systolicka dysfunkce.

SUMMARY

Horakova L., Pudil R., Vasatova M., Tichy M.: Use of the protein biochip in the diagnosis of the myocardial
ischemic damage.

Objective: This study observes patients with acute coronary syndromes. To the diagnosis of acute myocardial infarction
(AIM) we use the new proteins biochip technologies. The aim of this study is to evaluate the new strategy of laboratory
diagnostic method and to confront the less known'’s cardio markers with the standard markers and with the clinical para-
meters.

Material and methods: This study contains 44 patients with AIM and the blood samples were taken in the time of the admi-
ssion, 24 hours later and then the fourth or fifth day of hospitalization. We tested the cardiac panel Cardiac Array (cTnl,
CK MB, myoglobin, CAlll, FABP and GPBB) on the biochip analyser The Evidence Investigator™ from Randox (Randox
Laboratories Ltd., United Kingdom).

Resuits: Our study confirms the close relationship between FABP and GPBB to AIM and we can consider these markers
as early markers in the diagnosis of AIM. FABP has, as the standard markers CKMB or Tnl, the prognostic value too (the
higher values are associated with the systolic dysfunction). This study employs a new strategy of the biochip analyser in the
diagnosis of AIM (in the same time we have the concentrations of more parameters and complex information about AIM).
Conclusion: This method presents new interesting multianalytes approach to the diagnosis of the AIM. But this method
requires a lot of further studies to verify this technology.

Keywords: acute myocardial infarction, protein biochip, cardiac markers, systolic dysfunction.

Uvod

| v dnesni dobé patii akutni koronarni syndromy mezi
mocnéni. Kjejich diagnostice a blizSi stratifikaci nam
vedle anamnézy a EKG zaznamu nepostradatelné slouzi
stanoveni kardiomarkerd, které kromé presného uréeni
diagndzy, tj. zda jde o nestabilni anginu pectoris nebo
akutni infarkt myokardu (AIM), stanovi irozsah ische-
mie nebo nekrdzy. O akutnim infarktu myokardu mluvi-
me tehdy, jsou-li spinéna kritéria pro AIM, ktera vychazi
z doporuceni Ceské kardiologické spolednosti - Treti

univerzalni definice infarktu myokardu. To je, je-li prikaz
nekrézy myokardu (vzestup TnT nad 99. percentil jeho
koncentrace) a je-li pritomen alespon jeden znak z nasle-
dujicich: symptomy ischemie, nové denivelace ST UsekU
nebo nove vznikly blok levého Tawarova raménka, vznik
patologického Q kmitu na EKG, ztrata viability nebo
identifikace intrakoronarni trombdzy pomoci angiogra-
fie Ci autopsie a dojde-li k nahlé smrti s vySe uvedeny-
mi znaky. V pfipadé perkutanni koronarni intervence se
jedna o AIM pfi vzestupu TnT nad pétinasobek 99.per-
centilu URL, v pfipadé koronarniho bypassu musi dojit
k vzestupu TnT o vice nez desetinasobek [1].
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Kazdy ze standardné uZzivanych srde¢nich marker(
ma svou dynamiku a je tedy v séru detekovan az s uréi-
tym ¢asovym odstupem od vzniku viastni ischemie. Pro-
to predevsim u pacientd, ktefi se sice dostavi Casné, ale
jejichz obtize nejsou zcela specifické, mize dojit k urdité-
mu Casovému prodleni, nez je pacient odeslan do kate-
trizacni laboratore. Zaroven se objevuji nové technologie
proteinovych bioGipd, které nam umoznuiji rychle a pres-
né stanovit nékolik analytl najednou a my tak ziskame
komplexngjsi pohled na probihajici onemocnéni.

V naSipracijsme touto novou metodou sledovali panel
kardidlnich marker(, ktery vedle standardné mérenych
markerd, jako jsou troponin | (Tnl), myoglobin (MYO),
kreatinkinaza — myokardialni frakce (CK MB), karbo-
anhydraza lll (CAlll, ktera naopak vylu€uje postizeni myo-
kardu), vyhodnocuje také méné znamé a zatim v rutinni
praxi prakticky nepouzivané fatty acid binding protein
(FABP) aBB izoenzym glykogenfosforylazy (GPBB).

Bézné pouzivanymi markery postizeni kardiomyo-
cytl jsou Tnl (ukazatel nekrdzy myokardu) a stanovena
koncentrace CK MB, ktera ma k srde¢nimu svalu mno-
hem vétsi specificitu nez prosta kreatinkinaza (CK). MYO
stoupa Casné od vzniku ischemie myokardu (jiz za 1-2
hodiny), ale nutno fici, ze je markerem méné specific-
kym a obtize pfi samotném stanoveni postizeni myokar-
du mohou nastat, pfijde-li pacient jiz pozdé nebo ma-li
soucCasné rendlni insuficienci & myopatii. Diagnosticky
vyznam MYO mlze naopak zvysit pomér MYO/CAII
(zvySuje senzitivitu i specificitu), coz ve své studii potvrdil
Vaananen a jeho kolektiv pfi srovnavani pacientd s AlM,
s myopatiemi a po fyzické namaze [2]. Jini autofi pouka-
zali na vyznam poméru MYO/CAIIl i u pacientl s recidi-
vou AIM [2] nebo s rendlni insuficienci [3].

GPBB je glykolyticky enzym, ktery se vyskytuje ve
tfech izoformdach: GPLL (liver isoform), GPMM (muscle
isoform) a GPBB (brain isoform, ktery byl zjiStén jak
v mozku, tak v myokardu) a ktery patfi mezi Casné mar-
kery postizeni myokardu (vzestup jiz za 2 hodiny a za
5 hodin je detekovatelny u vSech sledovanych pacien-
td) [4]. GPBB je povazovan nejenom za marker nekrozy
myokardu, ale také ukazatel ischemického postizeni [5].
Poslednim sledovanym parametrem je FABP, ktery se
vyskytuje v cytosolu fady bunék a opét v nékolika iso-
formach: L-FABP (liver), I-FABP (intestinal) a H-FABP
(heart). FABP svou cCinnosti zasahuje do [-oxidace
a v pfipadé poskozeni (ischemie) se velmi Casné uvol-
Auje extracelularng [6, 7]. K vzestupu hladin dochazi jiz
za 1-2 hodiny od vzniku ischémie a za 24 hodin klesaji
k normalnim hodnotam — FABP se tak stava nejenom
markerem ischemie, ale podle rfady studii je pro svou
kinetiku povazovan iza ukazatele reinfarktu, efektu
reperflize nebo kardiovaskularnich rizik (nasledné srdec¢-
ni selhavani, recidiva AIM) [8, 9].

Material a metody

Do nasi studie bylo zarfazeno celkem 44 pacient(
s AIM s elevacemi ST Usekd nebo obrazem bloku levého
Tawarovaraménka. Tento soubor tvorilo 30 (68,2 %) muz
a14 (31,8%) zen ve vekovém rozmezi 50-91 let a sle-

dovanymi rizikovymi faktory byly dyslipidémie (59,1 %),
koureni (38,6 %) a obezita (40,9 %). Mortalita v nasi studii
byla 2,27 % (jeden pacient zemiel 2. den hospitalizace na
tamponadu srdecni jako komplikaci rozsahlého AIM).

Od kazdého pacienta byly ziskany 3 krevni vzorky
— odbér 1 (doba prijeti), odbér 2 (za 24 hodin) a odbér
3 (Ctvrty nebo paty den hospitalizace). Material byl zis-
kan z periferni Zilni krve. Ke kontrole vysledkd byl dopl-
nén odbér periferni krve od zdravych darcd (odbér K).
Nasledné byly krevni vzorky v laboratofi centrifugovany
a ziskané sérum bylo uchovano pri teploté -70°C.

Pro analyzu ziskanych odbér’ jsme pouZili novou
technologii proteinovych biocipd, kterd vychézi z prin-
cipl ELISA metody. Nami byl vyuzit bioCipovy analyza-
tor The Evidence InvestigatorTM firmy Randox (Randox
Laboratories Ltd., Velka Britanie) a testovanym panelem
byl panel Cardiac Array [10, 5, 11], ktery jiz od vyrobce
obsahuije presné definovany soubor kardiomarkerd (Tnl,
CK MB, MYO, CAlll, FABP a GPBB). Cut off hodnoty
uréené vyrobcem jsou: CK-MB mass 3,9 pg/l, MYO
59,0 pg/l, GPBB 7,3 ug/l, cTnl 0,4 pg/l, and h-FABP
4,5 ug/l (koeficient variability CKMB 3,9 pg/l — 7,5 %,
30,9 ug/l - 8,6 %; MYO 86,3 ug/l — 13,5 %, 120,7 ug/l
- 15,6 %; GPBB 8,4 ug/l - 6,6 %, 68,1 ug/l — 7,9 %;
FABP 3,2 pg/l - 5,0 %, 43,8 ug/l - 8,7 % [11].

Pri statistické analyze byl vyuzit statisticky program
MedCalc (MedCalc Software, Belgie). Nameérené hod-
noty byly udavany jako minimalni, maximalni a median.
Pro statistické zpracovani byl pouZit studentiv nepa-
rovy t-test, metoda regresni analyzy, Mann-Whitney
U test a WilcoxonQv test. Za statisticky vyznamné byly
povazovany hodnoty s p<0,05. Protokol studie byl
schvélen etickou komisi Fakultni nemocnice a Lékar-
ské fakulty v Hradci Kralové.

Vysledky

Tnl a CK MB vykazovaly podobnou dynamiku, kdy
maximalni hodnoty byly naméreny pfi druhém odbéru,
tj. za 24 hodin od pfijeti, a pfi poslednim méreni se jiz
postupné snizovaly (Obr. 1 a2). Vzajemné porovna-
ni kontrolnich skupin s postupné odebranymi krevnimi
vzorky od jednotlivych pacientll a vzajemné porovnani
jednotlivych odbérd mezi sebou bylo statisticky vyznam-
né (p<0,001), pouze pfi srovnani prvniho a tfetiho odbéru
u parametru Tnl a prvniho a druhého odbéru u markeru
CK MB mélo statistickou vyznamnost nizsi (p<0,05).

Svym pribéhem se déle podobaly markery GPBB,
FABP a MYO, kdy byly nejvySsi hodnoty naméreny jiz
pfi prvnim odbéru a poté velmi rychle klesaly k témér
normalnim hodnotam (Obr. 3, 4 a 5). Srovnani jednotli-
vych méfeni byla opét statisticky vyznamna (p<0,001),
pouze u parametru GPBB byla mezi kontrolni skupinou
adruhym atfetim odbérem statistickda vyznamnost
nizsi (p<0,01).

U parametru CAlll doSlo pouze k jeho nepatrnému
vzestupu pfi prvnim odbéru a poté se hodnoty postup-
né snizovaly. Statisticky vyznamné hodnoty byly namé-
feny pouze pfi porovnani kontrolni skupiny s prvnim
a druhym odbérem (Obr. 6).
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Fig. 1. CKMB concentrations in the control group (K) and in
the infarct patients in the first day (1), second day (2) and after
four or five days (3). (* p<0.05, ** p<0.01, ** p<0.001).
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Fig. 2. Tnl concentrations in the control group (K) and in the
infarct patients in the first day (1), second day (2) and after
four or five days (3). (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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Fig. 3. GPBB concentrations in the control group (K) and in
the infarct patients in the first day (1), second day (2) and after
four or five days (3). (* p<0.05, ** p<0.01, ** p<0.001).
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Fig. 4. FABP concentrations in the control group (K) and in
the infarct patients in the first day (1), second day (2) and after
four or five days (3). (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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Fig. 5. MYO concentrations in the control group (K) and in
the infarct patients in the first day (1), second day (2) and after
four or five days (3). (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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Fig. 6. CAlll concentrations in the control group (K) and in the
infarct patients in the first day (1), second day (2) and after
four or five days (3). (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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Diskuse a zavér

VSechny nami sledované parametry vykazova-
ly v prlibéhu prvnich hodin od vzniku AIM dynamiku.
K velmi ¢asnému vzestupu hodnot dochazelo u FABP
a dale u GPBB a standardniho markeru MYO. V pfi-
padé FABP byly naméfeny max. hodnoty 150 pg/I
(median 69,91 pg/l) jiz velmi Casné pfi prvnim odbéru
prakticky u vSech pacient’ a pfi vzajemném porovnani
mezi jednotlivymi odbéry byly vypocitané rozdily vzdy
statisticky vyznamné (p<0,001, Obr. 4). Také GPBB
dosahoval maximalnich hodnot jiz v dobé prijeti (max.
230 pg/l, median 33,3 pg/l) a v nasledujicich odbé-
rech pomérné rychle klesal k normé. Pfi vzajemném
porovnani jednotlivych hodnot byly rozdily statisticky
vyznamné (p<0,001), pouze pfi srovnani kontrolniho
odbéru s druhym a tfetim odbérem byl zjiStény pomeér
o mimé nizsi statistické vyznamnosti (p<0,01, Obr. 3).
MYO prakticky kopiruje pribéh FABP a namérené
hodnoty vykazuji vysokou statistickou vyznamnost
(max. 700 pg/l, median 346,1 pg/l , p<0,001, Obr. 5).
| kdyz neni organove specificky (hodnoty byvaji zvyse-
né také pri postizeni kosterni svaloviny, u renalni insufi-
cience, aj.) mizeme specificitu MYO dale zvysit stano-
venim pomeéru MYO/CAIII [10]. VySe zminéné markery
mUzeme oznadit za velmi ¢asné kardiomarkery, jejichz
sérové hladiny stoupaji do nékolika malo hodin od vzni-
ku AIM.

Pozdgjsimi markery jsou Tnl a CK MB, které dosa-
huji maxima az za 24 hodin od prvniho odbéru. Tnl
vykazuje oproti vySe zminénym casnym markerm
pozvolngjsi vzestup a poté postupné klesa k nor-
malnim hodnotam (max. 50 pg/l, median 12,55 pg/l,
p<0,001). CK MB dosahuje vrcholu také pfi odbéru 1
(max. 100 pg/l, median 23,19 pg/l, p<0,001) a nasled-
né velmi prudce klesa k normé (Obr. 1). CAlll, presto
Ze je typicka spiSe pro poskozeni kosterniho svalstva,
dosahovala v naSem souboru pacientll maximalnich
hodnot pfi prvnim odbéru. Nutno ale podotknout, ze
nebyla u téchto pacientll hodnocena fyzicka aktivita
pred vzniklym AIM, ktera by mohla byt za vys$si hodnotu
CAlll zodpoveédna.

U vySe zminénych parametr( byl sledovan i jejich
mozny prediktivni vyznam pfi stanoveni systolické dys-
funkce levé komory srdecni. Soubor pacientd byl roz-
délen na skupinu pacientl se systolickou funkci levé
komory nad 40 % arovnou nebo nizsi 40 %. Meto-
dou regresni analyzy byl statisticky vyznamny vztah
(p<0,001) zjistén pfi odbéru 1 u markeru Tnl a FABP
(Obr. 7), u parametru CK MB byla statisticka vyznam-
nost nizsi (p<0,01). Porovnani s ostatnimi parametry jiz
byla statisticky nevyznamna.

Tato prace poukazala na nové markery, které je
mMozno Vv séru bezpecné identifikovat jiz velmi Casné od
vzniku AIM a mohly by se tak stat cennou pomuckou
predevsim u pacientl prichazejicich velmi ¢asné od
vzniku obtizi, které jsou ale ne zcela typické pro AlM,
a kde by standardni markery jako Tnl a CK MB byly
pro svou pozdni dynamiku jesté nizké. U marker( Tnl,
FABP a CK MB byl potvrzen jejich prediktivni vyznam
ke vzniku nasledné systolické dysfunkce. Tato prace
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Fig. 7. The association between concentration of FABP and
gjection fraction in the second measurement (ejection fraction
EFLK, concentration of FABP in the second measurement
A1FABP).

zaroven ukazuje novou a bezpecnou technologii stano-
veni markerd pomoci proteinovych biocipl a moznost
stanovit v jediném okamziku z jednoho vzorku nékolik
parametrd najednou a ziskat tak komplexnéjsi pohled
na dané postizeni. Pfed tim, nez by se ale tato metoda
rozsifila do béZzné praxe, bylo by nutné u vSech testl
provést jejich standardizaci prostfednictvim mezinarod-
niho referenéniho standardu. Nevyhodou této metody
je v souCasné dobé nemoznost volného vybéru stano-
vovanych markerd, statimovych vySetfeni a také ome-
zena dostupnost.

Pouzité zkratky

AlM akutni infarkt myokardu

CAlll karboanhydraza ll

CKMB myokardidlni MB frakce kreatinkinazy
FABP  fatty acid binding protein

GPBB BB izoenzym glykogenfosforylazy
MYO myoglobin

Tnl troponin |
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