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AKUT MiYOKARD ENFARKTUSLU VE SAGLIKLI OLGULARDA CK-MB AKTIVITE
VE KUTLE OLGUMU YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI
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CK-MB izoenziminin dl¢iimiinde, rutin laboratuarlarda giiniimiizde en yaygin kullanilan yontem immunoinhibisyon ile CK-MB aktivite ol¢timiidiir.
Bu teknik ile ilgili en sik karsilasilan sorun, miyokardial nekrozun s6z konusu olmadig: durumlarda da sonuclarin referans araliginin tizerinde
¢ikmasidir. Biz ¢alismamizda, immunoinhibisyon ile elde edilen sonuglar yeni bir yontem olarak kabul goren, CK-MB kiitle konsantrasyonunun
elektrokemiluminometrik immunoassay yontemi ile karsilastirdik. Bu amagcla ilk olarak, total CK degeri normal olup CK-MB aktivite degeri firmanin
verdigi kit referans araliginin iizerinde olan ve kardiak sikayet ve dykiisii olmayan 65 olgu calismaya alind1. Bu 65 olgu saglikli grup olarak kabul
edildi. Calismanin ikinci boliimiinde klinik olarak akut miyokard enfarktiisii (AMI) tanis1 almis 34 hasta serumu her iki yontemle ¢alisildi. Saglhikli
grupta her iki yontemle elde edilen CK-MB sonuglari arasinda kétii bir korelasyon bulunurken (r=0.076), AMI'lii grubun degerleri oldukca yiiksek
bir korelasyon gosterdi (r=0.977). Sonug olarak, saglikli olgularda immunoinhibisyon teknigi ile CK-MB degerlerinin pozitif interfere oldugunu,
gercek yiiksek kardiak CK-MB degerlerinde bu interferansin oranla azaldigini diigtinmekteyiz.
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CK-MB ISOENZYME DETERMINATON WITH IMMUNOINHIBITION-ACTIVITY AND MASS ASSAYS IN
HEALTHY CONTROLS AND PATIENTS WITH ACUTE MYOCARDIAL INFARCTION

In quantification of CK-MB isoenzyme, activity measurements by means of immunoinhibition technique have been widely used in routine laboratories.
The most common problem met by this technique is lack of specificity; that is results above reference ranges are not seldom seen in the absence
of myocardial necrosis. In this study we compared this traditional technique with a recently introduced CK-MB mass assay with chemiluminometric
immunoassay technique with higher specificity. Sixty five subjects with no signs and symptoms of coronary artery disease, whose total CK activities
are within; but CK-MB immunoinhibition results are above the reference ranges of manufacturer’s, are taken into study (healthy controls). Another
34 subjects diagnosed as acute myocardial infarction (AMI) also are evaluated by the both methods. Results of healthy controls by two methods
showed a weak correlation (r=0.076); whilst in AMI group a high correlation was observed (r=0.977). According to these data, immunoinhibition
assay seems to be positively interfered and this interference is obvious in the results of healthy controls, but this positive interference is proportionally

very small and so of little importance in AMI patients’ sera whose cardiac MB’s are quite high.
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Akut miyokard enfarktiisiinde ATP: kreatin fosfokinaz
(CK) (E.C.2.7.3.2) ve izoenzimlerinin dl¢iimii, son 10-20
yilda en ¢ok kullanilan laboratuar metodu olmustur!™.
CK, her biri 40 kD olan iki subiiniteden olusan dimerik
bir enzimdir. U(; farkli izoenzimi vardir; CK-MM (kas
tipi), CK-BB (beyin tipi), CK-MB (miyokard tipi). Farkli
yapidaki dordiincii formu ise 64 kD agirligindadir,
mitokondriyel lokalizasyon gosterir ve dolasima
salindiginda 250 kD’luk makro CK2 diye adlandirilan
oligomerler OIU§tunlr5 .

Serumda dominant enzim %95-99 ile CK-MM olup, CK-
MB %1-5 oraninda bildirilmektedir, CK-BB ise teorik
olarak yok kabul edilir. CK-BB, beyin dokusunda en ¢ok
bulunan formdur (%97-98); bunun yam sira barsak diiz
kas1 (%90-95), prostat (%35-100), plasenta (%100),
akcigerde de (%20-50) anlaml1 miktarda bulunmaktadir®.
Normal sartlarda CK-BB kan beyin bariyerini agarak
plazmaya ulasamaz. CK-BB intestinal iskeminin neden
oldugu diiz kas hasarinda, prostat Ca’da, akcigerin “small
cell” Ca’da ve barsak malignitelerinde artar. CK-BB
dolagimda IgG ile birleserek makro CK’y1 olusturur. Makro
CK1 ¢ogunlukla yagh kadinlarda olmak iizere, otoimmiin
hastalig1 olan kisilerde ve HIV enfeksiyonlularda goriiliir.
Makro CK2’nin de c¢esitli malignitelerde yiikseldigi
gosterilmigtir.
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AMI tanisinda CK-MB tanisal degeri yiiksek olan bir
testtir. Rutin laboratuarda halen yaygin olarak
kullanilmakta olan immunoinhibisyon-kinetik yontemin
miyokardial nekrozu olmayan, saglikl kisilerde de referans
araliklarinin tizerinde sonuglar vermesi testin spesifikligini
azaltirken, klinisyeni yanlis yonlendirebilmektedir. Biz
bu calismamizda kemiluminesans teknigi ile CK-MB
kiitle 6l¢timiiniin, immunoinhibisyon ile CK-MB aktivite
ol¢iimiine iistiinliik saglayip saglamayacagini irdelemek
amaciyla sagliklt ve AMI’li hasta grubunda her iki
yontemin sonuglarini karsilastirdik.

GEREC VE YONTEM

Laboratuarimiza gelen kan 6rneklerinin rutin sonug
kontrolii sirasinda total CK’s1 normal (referans araliklari
kadin i¢in 0-167 TU/L, erkek i¢in 0-190 IU/L), CK-MB
aktivitesi yiiksek (referans araligi 0-24 TU/L) olan 65 (36
kadn, 29 erkek) saglikli kontrol olgusu ile, hastanemiz
koroner yogun bakim {iinitesinde tedavi géren AMI tanisi
almis 34 hastanin (8 kadin, 26 erkek) kanlar1 toplandi.

Kanlar antikoagiilansiz kuru tiipe alinip 30 dakika iginde,
1100 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Total CK ve CK-MB
aktiviteleri 30 dakika i¢inde ¢aligildi. Serumlar CK-MB
kiitle calismasi igin, iiretici tavsiyelerine uyularak,
-20°C’de caligma giiniine kadar (minimum 5, maksimum
29 giin) saklandi.
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Total CK 6l¢iimii: Hitachi 747 otoanalizoriinde, Roche
Diagnostics’in 1928929 katalog no’lu CK NAC kitiyle
modifiye Rosalki ytintemiyle7’8 enzimatik-kinetik olarak
calisildi. Kreatin kinaz, heksokinaz, glikoz 6 fosfat
dehidrogenaz enzimlerinin kullanildig1 seri reaksiyon
sonucunda artan NADPH 37°C’de 340 nm’de fotometrik
olarak ol¢iildii.

CK-MB immunoinhibisyon-aktivite 6l¢iimii: Hitachi 911
otoanalizoriinde, Roche Diagnostics’in 1127608 katalog
no’lu kiti kullanilarak calisildi. immunoinhibisyon
basamaginda CK-M’ye kars1 bir poliklonal antikorun
yardimiyla numune icinde, CK-B alt birimleri
etkilenmeksizin, CK-M alt birimlerinin katalitik
aktivitesinin yaklasik %99.6’s1 engellenir. Kalan aktivitenin
B zincirine ait oldugu, gercek CK-MB aktivitesinin yarisina
karsilik geldigi ve teorik olarak serumda CK-BB ve CK-
MM izoenzimlerinin olmadig: varsayilir. Kalan aktivite
ayni total CK yontemiyle enzimatik-kinetik olarak calisilir,
2 ile carpilarak CK-MB’ye ait oldugu varsayilan aktivite
bulunur?.

CK-MB Kkiitle ol¢iimii: Elecsys 2010 cihazinda, Roche
Diagnostics’in 11821598 katalog no’lu CK-MB Kkiti ile
elektrokemiluminesans immunoassay teknigi ile caligild.
Yontem CK-MBye karsi biotin ve rutenyumla isaretlenmis
iki ayr1 antikor kullanarak sandvi¢ prensibiyle caligir.
Biotin ve rutenyum isaretli antikorlar CK-MB ile sandvig
formasyonu olusturduktan sonra ortama eklenen
streptavidin, biotin ile etkilesime girer, olusan immiin
kompleksler dl¢iim hiicresinde manyetik olarak elektrot
yiizeyine tutunur. Tutunmayan kisimlar yikama islemi ile
uzaklastirilir. Elektroda voltaj uygulandiktan sonra olugan
kemiluminesans emisyon fotomultiplierden ol¢iiliir

BULGULAR

Calismamizda yer alan 65 saglikli kontrol ve 34 AMI'lii
olgunun total CK, CK-MB immunoinhibisyon ve CK-MB
kiitle degerleri tablo I'de goriilmektedir.

Tablo 1. Saglikli ve AMI’li olgularin CK-MB aktivite
(U/L) ve kiitle (ng/ml) degerlerinin ortalama, SD, median,
minimum, maksimum ve %95 giiven aralig1 degerleri

Saglikh grup AMI’lG grup
Aktivite | Kitle | Aktivite| Kiitle
Ortalama 30.7 1.78 | 112.18 72.4
Standart sapma (SD) 6.26 1.02 | 104.63 | 112.9
Median 29.1 1.45 75 34
Alt % 95 gliven araligi 29 1.52 75.6 33.03
Ust %95 giiven araligi 32.31 2.03 | 1487 | 1119
Minimum 20.6 0.42 36.4 5.82
Maksimum 57.9 4.8 468 485
Saglhiklilarin CK-MB degerleri ortalamasi

immunoinhibisyon i¢in 30.75 U/L, kiitle icin 1.78 ng/ml,
AMPI'li hastalarin degerleri ortalamasi sirast ile 112.18
U/L, 72.4 ng/ml olarak bulunmustur.

Saglikli grubun CK-MB immunoinhibisyon ve kiitle
degerlerini lineer regresyon/korelasyon analizi ile
degerlendirdigimizde sonuglarin korelasyon katsayilarimi
cok diisiik bulduk (r=0.076).
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AMTI’li hasta grubumuzun CK-MB aktivite ve kiitle
degerleri lineer regresyon/korelasyon analizi ile
degerlendirildiginde iki yontemin yiiksek korelasyon
gosterdigi goriildii (r=0.977, Sy/x=22.6). Grafik 1’de
AMTI’li hastalarin CK-MB immunoinhibisyon ve kiitle
degerlerinin regresyon egrisi goriilmektedir.
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Grafik 1. AMI'lii olgularin CK-MB kiitle ve aktivite
degerlerinin regresyon egrisi (y=0,91x+46,5).

Saglikli ve AMI'lii iki grubun CK-MB immunoinhibisyon
sonuglart Mann-Whitney U nonparametrik t testiyle
karsilastirildiginda t=6.365, p<0.0001, CK-MB kiitle
sonuglari karsilastirildiginda t=5, p<0.0001 olarak bulundu.
Her iki yontemle de AMI’lii hasta degerleri istatistiksel
olarak ileri derecede farklilik gostermekte idi.

TARTISMA

Onceki calismalarda CK-MB kiitle 6l¢iimiiniin, aktivite
Olciimiine gore daha sensitif ve hizli bir yontem oldugu
ve cesitli interferan maddelerle (makro CK, adenilat kinaz
gibi) daha az etkilesim gosterdigi bildirilmistir'!. Eisenberg
ve ark.'?, koroner yogun bakim iinitesinde izlenen 20
hastanin 24 saat boyunca 3’er saat araliklarla topladiklari
1298 serum oOrneginde zamana gore deger egrisi
cizmiglerdir. Elde edilen bulgular bir ¢cok faktoriin CK-
MB aktivite yontemini interfere ettigini, ancak CK-MB
kiitle yontemini etkilemedigini gostermistir. Nekrotik
miyokard dokusundan salinan miyokardial CK, CK-
MB’nin kaybolusunun daha yavas olmasina neden
olmustur. CK-MB inaktivasyonu nekrotik dokudan
salinigindan sonraki erken donemlerde basladigindan, piki
daha az olmaktadir. Bu calisma CK-MB kiitle 6l¢iimiiniin
CK-MB aktivite 6l¢iimiine gore daha iyi bir model olup,
ozellikle diisiik CK-MB degerlerinde kullanigli oldugunu
ve CK-MB Kkiitle ile 6l¢iilen dolagimdan kaybolma hizinin
CK-MB aktivite ile dl¢iilene gore daha hizli oldugunu
gostermisgtir.

Hulting ve ark.!, total CK’nin hafif yiikseldigi AMI’li

hastalarda, CK-MB kiitle ve CK-MB aktivite degerlerini
CK izoenzim elektroforezi ile karsilastirmiglardir.
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CK-MB kiitle ve elektroforez sonuglarini uyumlu bulurken,
CK-B ve CK-B/total CK oraninin degerlendirilmesinde
CK-MB aktivite ve elektroforez arasinda kotii bir
korelasyon bulmuslardir. Hastalarin %24 gibi biiyiik bir
kisminda makro CK’ya rastlamiglardir. Sonug olarak total
CK’s1 hafif yiikselmis olast AMI’lii hastalarda CK-B
aktivitesinin kesin sonu¢ saglamadigini ve yiiksek CK-
MB sonuglarinin makro CK’dan kaynaklandigini
gormiiglerdir. Bu nedenle total CK’s1 hafif yiikselmis
hastalarda CK-MB’yi 6lgmede daha spesifik bir yontem
kullanilmasi gerekliligi sonucuna varmislardir. Enzim
inaktivasyonundan dolay1 beklenmedik diisiik CK-MB
degerleri gosteren AMI’li hastalar i¢in de bu durumun
gecerliligini kabul etmislerdir.

Mauro ve arkadaglarina gére AMI tanisinda CK-MB
Olclimiiniin iki 6nemli sinirlamasi vardir. Birincisi CK-
MB kalbe spesifik degildir, iskelet kas1 az ama anlaml
miktarda CK-MB icerir (%1-3). Masif iskelet kas hasarinda,
inflamatuar kas hastaliklar1 ve distrofilerde CK-MB artis1
goriiliir. Kardiak hasar1 gostermede CK-MB/total CK orani
kullanim1 gerektirir. Kardiak hasarda CK MB/total CK
oran1 %5 tizerinde olurken, iskelet kas hasarinda bu oran
%3-4 iizerine ¢ikamaz. Ikincisi CK-MB 'nin erken salinimi
AMTI’niin ge¢ tanisindaki degerini sintrlar'?.

Ravkilde ve ark.'* ise yaptiklari calismada, CK-MB kiitle
Olctimiiniin kardiak hasar i¢in 6nemli prognostik degere
sahip oldugunu gostermislerdir. Yiiksek CK-MB ile
seyreden anstabil anginali hastalar1 28 ay izlediklerinde,
bunlarin kardiak agidan riskli bir grup oldugu ve klasik
AMT’li hastalardan farklt olmadiklarini izlemislerdir. Ayni
zamanda nonenzimatik kardiak "marker"larla (troponin,
myoglobulin) prognostik degerinin ayni oldugunu
gostermiglerdir.

Biz bu calismamizda saglikli grubun immunoinhibisyon
ve kiitle degerlerini lineer regresyon ve korelasyon ile
degerlendirdigimizde, sonuglarin korele olmadigini gordiik
(r=0.076). Bu durumu CK-MB immunoinhibisyon
yonteminin her bir 6rnekteki makro CK1, makro CK2 ve
CK-BB diizeylerinden etkilendigi seklinde yorumladik.
Oysa AMI'lii hasta grubumuzun CK-MB aktivite ve CK-
MB kiitle degerleri lineer regresyon/korelasyonla
degerlendirildiginde bu hastalarda sonuglarin yiiksek
korelasyon gosterdigini gozlemledik (r=0.977).
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Bunu da AMI’lii hastalarin serumlarinda gercekten yiikselen
CK formunun CK-MB oldugu, bunun yaninda her serumda
olmasi1 muhtemel makro CK1, makro CK2 ve CK-BB
aktivitelerinin, AMI’liilerin yiiksek MB aktivitelerinin
yaninda sabit ve ihmal edilebilir diizeylerde kaldig1 seklinde
yorumladik.

Sonug olarak saglikli olgularda immunoinhibisyon teknigi
ile CK-MB degerlerinin pozitif interfere oldugunu, gercek
yliksek kardiak CK-MB degerlerinde bu interferansin
oranla azaldigini diisiinmekteyiz.
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