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La invencién se refiere a un procedimiento

J
a2 un medio para determinar la actividad de la crestincinasa-MB
en los liquidos del cuerpo humano.

La determinacidn de la actividad de crestin-

cinasa (ATP: crestin-fosfotransferass, E.C. 2.7.3.2; sbrevia-
cibn: CK) en el suero se considera como el método de laborsato- A
Tio mas sensible en la diagnosis de las enfermedades en la mus -
culatura del esqueleto y del corazbn, especislmente en el in-
farto del miocardio, Ls diferenciacidn de traumetismos en la
musculatura del esqueleto y del corazon, especialmente en la
diagnosts diferencial del infarto de miocardio, es sin embargo
muy dificil. Por la determinscibén de la actividad totsl de la
CK no se puede erectuar con seguridad una diferenciacidn. For

esta razdén se ha intentado aumentar la fuerza de expresiocn

- diferencial-disgnéstica de la determinacidn de lg actividsd

de la CK midiendo la activided de ulteriores enzimas en el
suero y corelacionando entre si los resultados de medicidn, por-
ejemplo, por formacidn del cociente CK/glutamato-oxalacetato-
trensaminasae. Los cocientes de esta clase no permiten, sin eubar
g0, un empleo en la diferenciecidén entre infarto del corszdn

e infarto del pulmbén & entre intfarto del corazbn y consecuen-
cias de shock por otrss causas.

La CK se presenta en el cusrpo en forma de

tres isoenzimas, esto es CK-MM, por ejemplo, en los misculas,
CK-BB, por ejemplo,en el cerebro y como hibrido CK-MB (com- %
puesto de una subunidad M y de una subunidad B), por ejemplo,

en el midsculo cardiaco. La actividsd CK que se presentas en la !
sangre (suero) se debe normslmente a ls isoenzima CK-MM, ya

que la CK~BB no pasa a través de la barrera licor-ssngre y la

CK-MB esté limitade & determinados érgenos (por ejemplo, el mis i
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culo cardiaco. En lesiones del misculo cardiaco (por ejemplo, i
en el infarto csrdiaco) se liberaré CK-MB sin embargo & la san |
gre (suero) y se puede demostrar sllf,

La determinacidén cuantitativa de esta isoen-
zima ademés de la CK-MM en el suero se considera el método de
laboretorio mas sensible y desde el punto de vista del diag-
nostico diferenciasl como el més indicador para la demostrscidn
del infarto c-ardiaco. Ademés del mfisculo cagrdisco otros orge=
nos contienen también CK-MB (por ejemplo, pancreas, diafragma,
aorta, pulmén y utero) pero la actividad en estos érgasnos es
en un factor de 100 inferior a la del misculo gerdiaco de mane-g
ra que las actividades de CK~MB liberadas eventualmente de los

|
bérganos mencionados se encuentran por debajo del limite demus~

trable.

Las determinaciones de la actividad de CK~MB,
hasta shora usuales, se limitabsn esencialmente a 3 wétodos-

1. Electroforesis sobre distintos soportes. Los resultados asi
¢btenidos son a veces contradictorios; frecuentemente se
presentan més bandas que isoenzimas existen (Artefactos).

2. Cromatografia en distintos materisles de columna. Lste mé-
todo es wuy lento (varias horas de trabajo efectiveo) y no |
es adecuado para investigaciones de rutina. lLos resultados f
de distintas investigaciones son en psrte contradictorios. E

3. Determinacidén immunoldgica con anticuerpos precipitadores.
Este método se ha descrito en las solicitudes de patente
slemana P. 21 28 670 y P 22 58 822 y suminisgtra, por ejemplo,i
en la cusntificacién de las isoenzimas de la sldolasa y fos- |
fatasa alcalina buenos resultados. Pera la determinaciém de
actividades relstivamente reducidas de CK y en especial de

CK-MB, sin embargo, la sensibilidad del método no es suficientel
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ra su realizacidén un mayor perido de tiempo y por lo tanto no

Todos estos procedimientos exigen, sdemés, pa~’
¢

son sdecuados para su empleo en la disgnosis répida de un in-
farto cardiaco.

La invencién tenia por lo tanto el cometido
de desarrollsr un procedimiento sencillo, reproducible y de fé-
pida realizscién y un medio psrs la determinasciém de la acti-
vided de la CK-MB en ung muestra de un liéuido corporal.

Bste cometido se solucions, seglin ls presente
invencién)debido a que se pone & disposicidn un procedimiento,
hasta shora no conocido, que trabajs con anticuerpos especiii-

co8, que inhiben totalmente la actividad enzim§tics de las sube

unidades M en ls CK~MM y CK-MB sin insotivar la activided euzi-:

. mAtica de las subunidades B en caso dadomexistentes en la ChiMB,

Objeto de la inveneién es, por lo tento, un
procedimiento para la determinascidn de la actividsd de CK-MB

en uns muestra de un lfquido corporel, que se caracteriza

porque una muestra se incuba, en csso dado, en presencis de sus=-

tratos de CK con anticuerpos que son capaces de inhibir total-

mente la actividad de las subunidsdes M en las CK-isoenzimss
MM y MB sin inactivas le activided enzimética de las subunida~

des de la CK~MB en cgso dado existente, y la actividad de la

subunidad B de l& CK se determins en forma conocida fotométri-
camente,

Objeto de la invencién es, ademés, un medio
pare determinar la actividad de CK-MB en una muestra de un li-
quido corporal, que se caracteriza porque contiene snticuerpos
que son capaces de inhibir la sctividad enzimitica de la subunid
ded M en las creatincinasss MM y MB sin desactivar la actividad

enzimatica de ls subunidad B de CK-MB en cseso dado existente. 1
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Una forma de ejecucidén preferente de este medio se caracteriza
porque los anticuerpos slli contenidos son capaces de inhibir
totaimente en ls muestra a determinar hasta 2500 U/l de la sub-

unided M en la CK-MM y CK-MB.

Objeto de la invencidén es ademés el empleo de
este medio pers la determinacién de la actividad de CK-MB jun~
to con CK-~MM y en especial como agente auxiliar para la diagno-
sis del infarto del miocardio y/o otras enfermedades o bien le
siones del misculo csrdisaco. Objeto de la invencibn es, ademés,
el empleo de este medio psra la determinacién simulténea de la
actividaed total de la CK y de la actividad de CK-MB en uaa :
muestra,

Como liquido corporsl es en primer lugsr ade-
cusdo para el procedimiento de la invencidén el suero humanu. ,

rero también se puede emplesr cuslquier otro liquido del cuer-

po, tal como ssngre, plasme, Grea, esputos y sudor del ser hu-
mano, pero tvambién materisl de investigacibn sndlogo de suuimg-
les para la determinscidén. La CK-BB perturbs la realizacidn del
procedimiento de ls piesente invencién y, por .lo tanto, no de-
be esgtar présente en los liquidos corporales a comprobsr,
Los snticuerpos necesarios para el procedi-

miento de la presente invencidn se obtienen por inoculacidén de
snimales con sntigencs CK-MM. Como antigenos se emplean prefe-

rentemente CK-MM humanos. Pero también es posible emplesar CK-Mii

de snimales si los antisueros, esi obtenidos, son cspaces de in-
1

bibir totslmente la actividad enzimética de las subunidad M en .
la CK-MM & CK-MB'humanas, en csso dedo, también en presencis def
sustratos CK, sin inactiver le actividad enzimétics de la

subunidad B en lss CK-MB en caso dado existentes. Animales do- !

nsdores de antigenos CK-MM son, en primer lugar, las mas distqj
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tas clases de monos, preferentemente los monos Rhesus y chim-
pachs, ademfs, los animales domésticos tales como cerdos, caba=-
llos, reses, congjos, cobayss y otros asnimales tales como ra-
tas, ratones y aves tales como gansos, patos, gallinas.

El sntigeno de CK-MM empleado para la obten
cibén de los anticuerpos deberd estér libre de las actividades
de la CK~MB y CK=-BB. Un criterio sensible para ests exigencis
de pureza eb el snélisis imunolégico que, preferentemente, se
efectua medisnte técnice de difusidém o de electroforesis. Ade |
més son tiles, por ejemplo, los métodos de disk-electrotforesis
analitica y de la electrofocacibén de poliacrilamids~-gel. Al
emplear estos métodos tiene preferencis la demostracibn de la
pureza con respecto a la CK-MB y CK~BB. Por el contrario 23
menos importante ls pureza absoluta con respecto a otras pro-

teinas que se puedsn determinar segin estos métodos mencionados

en (ltimo lugar. La microheterogeneidsd de los tipos de CK~isoe

enzimas, que se puede expresar por ejemplo, en ligeras diferen-

ciss de la composicién del aminoficido de las distintes isoenzi-:
!
mag, no tiene como criterio de purezs por regla general papel
|
alguno.

Parg ls imunizecién se utilizen squellos ani-

males que después de intectados con CK-MM activads formen anti-

cuerpos que inhiban totalmente la actividad enzimética de la

subunidad M en les crestincinssas MM y MB, sin inactivar la
actividad enziwética de la subunidad B de la CK-MB en caso da-

do existente, Yreferentemente son adecusdas pars ello las ce-

bras. fero también entren en consiueracidn otros animsles, es-
pecialumente los snimales vertebrados, como donadores de sntie
cuerpos, por ejemplo, clases de monos, caballo, res y animsles

similsres a las reses, oveja, perro, cerdo, conejo, aves tales
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cobayes. Les cabras se emplean especialmente psra la induccién

de aquellos anticuerpos que tembién el presencia de sustratos

de CK son capaces de ejerger inhihiciones totales de ls subuni-

dad M en la CK-MM y CK=MB.

La imunizacibén de los snimales de ensayo se

efectua segln la invencién con CK-MM bumena o animal activada.

La activaecibén de la CK-MM se puede efectuar mediente

. redctivos estabilizadores y activedores de los grupos SH
conocidos y/o pof iones de metal divalentes, preferentemente
medisnte uns combinacibén de los reactivos mencionedos y de los
iones de metsl. Como reactivos estabilizadoreé y activadceres

de los grupos SH se emplesn preferentemente, por ejemplv, X~

acetilcisteina, mercaptoetanol y ditioeritrita, sdemés, gluta-

tiona, cisteina, ditiotreita, hidrobrowmuro de bromuro de 8-(2- :

aminoetil)-isotiouronium (AET) y/o &cido tioglicblico. Ioa io-!
nes de metal divalentes provienen de correspondientes sales hi,}
drosolubles (por ejemplo, de los cloruros o acetatos) preferen.;
temente del maggnesio, sdemés, del msngsneso, calcio y/o cobal-
to. Tales activaciones son fundsmentelmente copocidas en otros
ferrencs y usueles al especislista.

Le ulterior realizscibn de la imunigacién y

la elsborascibn pars la obtencién d¢ los sntisueros o bién enti..

6uerpoa se efectus en forms conocids. También la elaboracién y

el almacenamzento de los asntisueros o bien anticuerpos se efec.~
tus segin wmétodos conocidos en la imunologila. ;

Los anticuerpos a emplear para el procedimien i
to de la presente invencidén se adjudicsn preferentemente s la i
clase de la IgG-imunoglobulina (enticuerpos bivalentes). Su pe-l

80 molecular se encyentra entre unos 130000 y 210000, preferen l
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temente en unos 160000; su constsnte de gedimentacién aproxims-!
da se encuentra entre 6 S y 8 S, preferentemente en unos 7 S;
su proporcidén en hidrato de cerbono asciends a aproximadamen-
te un 3 % de su peso total., Ademés de los anticuerpos JgG se
pueden emplear tsmbién fragmentos JgG (“Fab) y enticuerpos JgM
monovalentes gegln ls presente invencién.

Los anticuerpos empleados segln la presente
invencidn deben inhibir totalmente la activided enzimBtica de
les subunidades M de la crestincinasa. Bajo "imhibicién total"
se entiende aqui una inhibicidn en la que en promedio se man-
tienen como méximo 5 U/l, preferentemente menos de 3 U/l de
la sctividad enzimética de le .subunidad M en la CK-MM y CK-MB

éen uns muestra.

Los anticuerpos no deben intluencier sdemés
la activided enzimética de la subunidad B en la CK-MB. Bajo
esto se ha de entender aqui que como méximo se inhiben en -una

muestra 10 U/Ll, preferentemente menos de 5 U/l de actividad

enzimética de la subunidad B de la CK-MB.

Para realizar una forma de ejecucidén prefe-
rente del procedimiento de le presente invencidn, que consiste
en que la mpuestrs del liquido corporal a determiner y los an=-
ticuerpos se incuban en:presencia de sustratos CK, deberéan

tener los anticuerpos ademés la propieded de poder desarrollar

su efecto inhibidor con respecto a la actividad enzimética de
la subunided M en la CK-MM y CK-MB también en presencia de %
sustratos CK en forma completa sin influenciar la actividad %
enzimdtica de la subunided B en la CK~-MB en caso dado existenng
te. Esta propiedad esté dads sdicionalmente a las propiedades

arriba senaladas, por ejemplo, en los anticuerpos que se obtie-

nen de csbras por imunizacidn con CK-MM totslmente sctiveda. ;
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Esta no es imprescindible para ls reslizscidn normal del pro-
cedimiento de ls presente invencidén (primeramente incubscidn
con los snticuerpos, despubs sdicidn de los sustratos CK y me=
dicin fotomdtricale

Como sustretos CK se pueden emplear todos
los sustratos o bien efectores usualmente empleados, En rels-
c¢ién con lo presente son de importasncis, en primer lugsr, la
creatina, el fosfato de creatina, el difosfato de adenosina,
el trifosfato de adencsina y los iones de magnesio.

La determinacién de la sctividad, o bien de
la reactivided de la CK y de sus isoenzimess se puede realizar
en principio segfin todos los procedimientos que trsbsjen con
rapddez y precisidén., Son adecusdos, por ejemplo, los procedi-
mientos conocidos que permiten medir la activided de la CX

despubs de la adicidén de sustrestos de CK medisnte una deter-

minacibén fotométrica & continuacién de rescciones auxiliarss.
Psre ello se pueden emplear métodos colorimétricos, tal y co- |
mo se describen, por ejemplo, en "Methoden der enzymatischen
Amalyse", editedo por H.U. Bergueyer, 32 edicibén (1974),' towo l@
pég. 145 y s. Tienen preferencis, sin embargo, los métodos ci-
néticos-en los cusles la actividad enzimética se determina por
medicién en UV &, por ejemplo, 334, 340 § 366 nm. Se emplea es
pecislmente, por ejemplo, un método standard segin el cual la

CK se determina empleando fosfato de oreatina y difosfsto de |
adenosina (Z.Klin. Chem. Klin. Biochem., Tomo 8, pés. 658 y s.l
(1970).y tomo 10, pég. 182 (1972). En el mercado se encuentran

envases de ensayo para determinar la actividad CK seglin este

H

wétodo.

Segdn otro procedimiento de deterwinacién coJ

nocido se puede determinar el CK tembién fluorométricsmente. |
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Por la CK se puede liberar de fosfsto creati-
nico la creatina que se puede medir fluorométricsmente segin
el método elaborado por R.B. Conn (Clin.Chem., tomo 6, pégina
537 vy 8. (1960)) por reaccidn con ninhidrina en solucién fuer-
temente alcaline (vésse Sax et sl, Clin. Chem., tomo 11, pégi-
ne 951 y s. (1965)).

Una reslizacidn tipica del procedimiento de
la presente invencidn se explica a continuacidn:

La muestra del liquido corporal & determinar,

preferentemente uns muestra de susro humano, se mezcla con una |

cantided de anticuerpos CK-MM que es suficiente pars inhibie

hasta 2500 U/1 de ls subunidad ¥ en la CK-MM y CK-MB, preferen-

temente unas 1000 U/Ll, En los liquidos corporales con mayores
actividades de CK totales se efectﬁa,convenientemepte anfes de
la determinscidn propismente dicho, una diluicién previs u
unas 1000 U/1. Esta diluicidn previa se ha de considerar en el
célculo. Se mezcls y se .-incubg durante unos 1 a 30, preferen-
temente unos 5 minutos, a temperaturas entre 410 y +40°C,
preferentemente sproximadamente s temperaturas ambiente, espe-
cialmente a 25 6 BOOC. Después se determina la restante acti-
vidad enzimética de la mezcls de reaccidn con ayuds de un pro-
cedimiento conocido, preferentemente con el método UV arriba
descrito. La mezclas suero-anticuerpos se sgrega a una mezcla
de sustrato-enzima-coenzime conocida, que contiene todos las
enzimas, coenzimas y sustratos necesarios pars la realizacibn
del método, y a continuacibn se agrega une cantidad suficiente
de una solucién tampbén (pH hasta aproximsdamente 7). Prepara-

dos comercisles usuales contienen, por ejemplo, como mezcla

de enzims/coenzima, bexocinasa, glucosa-6-fosfato-dehidrogena- !

sa, difosfato sdenosinico y nicotinamida-adenins-dinucleotid-

|
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fosfato y como sustratos creatinfosfato y glucosa,

También es posible agregar 1le mezcla de suero-
anticuerpos a una mezcla de coenzima y enzima (o0 a la inversa) |
y & continuacidn agregsr uns mezcla de tampdn~-sustrato. Como
tYampones son adecuados para la reaccidén los tampones neutros,
tal como, preferentemente, por ejemplo tempbén de trietsnolami-
na 6 scetsto imidazdlico, ademés, entre otros, tempén de &cido

morfolinopropansulfénico y morfolinoetsnsulfénico. Se mezcla,

se incuba unos 1 a 10, preferentemente 5 minutos, a 15 - 40,

preferentemente a 25 & 3000 y despubs se determina, sproximada-,
mente a temperatures smbiente, ls variacibén de la extinecién. De |
esto ée calcula a continuacién la actividad de lasubunidad B E
en la CK-MB.

En una forma de ejecucidn preferente se puede

modificar este procedimiento en el sentido de que la muestra

del liquido corporal & analizar se incuba con los anticuerpos
y los sustratos de CK en presencia de un tampdn junto con lsas
sustancias necesarias pars la reaccidn de demostracidn {sin la
previs incubacién de ls muestra con los snticuerpos). Pars es- :
ta forma de realizacidén es condicién previs una ulterior propig
dad de los anticuerpos: estos deben inhibir la sctividad enzi-
mética de la subunided M de la CK-MM y CK-MB también en presen--
cia de sustratos de CK en forma totel. Lsta propiedad la poseein
por ejemplo, los anticuerpos que medisnte CK-MM totalments ac-

tivada se obtiene de las cabras, BEsto permite realizar el pro-

cedimiento de la presente ipvencidn en forms sencills y més ré-
pida: | i

Asi se pueden, por ejemplo, disolver los anti- -
cuerpos, que prevismente se llevaron con la mezcla de coenzima-i

enzimg-sustrato empleads para ls resccién de demostracidn, co- |
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nocida, a una forme liofilizsda, en una csntidad dterminada de
una solucidén de tempbn, sgregar el,liquido corporal a determi-
nar (por ejemplo, suero) y efectusr la determinscién de la ac-
tividad de ls proporcién B de la CK-MB, En una verisnte de es-
te procedimiento se pueden incorporar los snticuerpos también
con una mezclg, compuesta solamente de coenzimas y enzimas, en
el liofilizado y agregar los sustratos de la solucibn tampén. ‘
Segln otra forma de ejecucidén preferente se :
puede reslizar una determinacién simulfénea de la sctividad
total de la CK y de la actividad de la CK-MB con ayuda del
procediniento preferente, scsbado de mencionsr, segin la iq&an-
¢idn en una sola vez. Se puede proceder, por ejemplo, determi~
nando primersmente ls sctividad totsl de la CK de la muestra
segin un procedimiento fotométrico conocido; a continuacidn

agregando al preparasdo un liofilizade disuelto en aguas, com-

puesto de anticuerpos de CK-MM. Se incuba entonces duranté uno:s

1l a 10, preferentemente 5 minutos y fotométricamente se deter-

mina la reactivided de la muestra. También paras ests forma de

ejecucidén es condicibén previa que los anticuerpos contra la CK4

i

MM sean capaces de inhibir totalmente la actividsd enzimética |

de le subunided M de la CK-MM y CK-MB, también en presencia de

sugtratos de CK. ‘
|

La capecidad snticuerpos de los antisueros se |

i
puede graduar en estas formass de ejecucidn preferentes del

procedimiento de la presente invencidn de msnera que ses ca=-

T
.

paz de inhibir totelmente hasta 2500 U/l,preferentemente unas %

1000 U/Ll de ls subunidad M en la CK-MM y CK-MB, En caso de que |
lags actividedes de CKX de ls muestra & determinasr sesndemasisadc '
altes para esta capacidad de inhibicidn de los snticuerpos, se

de erén realizar también aqui diluiciones previas, por ejemplc
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a actividades de le subunidad M en la CK-MM y CK-MB de aproxi-
wmadamente 1000 U/l.

El procedimiento de la presente invencidén tie-

ne considersbles ventajas sobre el estado de la técnica, Entre
estas se encuentra la alts precisidén de los resultados y la

répidez asi como la sencillez de ls realizacidn.

La precisién del procedimiento de la invencién

se basa en que los enticuerpos empleados responden especifica-
mente a la subunidad M de la CK-MM y CK-MB y que por lo tanto
permiten determinar en uns determinscidn directa la actividad

de ls CK-MB en los liquidos corporales, tal como el suero huma-

no.
En comparscidn, el procedimiento imunoldgico

para la determinscidn cusntitativa de isoenzimag, descrite en
lag solicitudes de patente alemsnas P 2l 28 670 y 22 58 822,

tiene desventajas. Seglin este procedimiento se precipitun las

isoenzimes de la CK por anticuerpos precipitadores especificos :

8 las isoenzimas y determina en cada caso la reactividad res-
tante que queds en los sobrenadante de ls precipitacién imuni-

zeda, Independientemente del gaesto de este método, que por re-

gla general hace necesaria la prepsracidén de varios sntisueros

especificos, se han de reslizar en todos los.casos dos prepars.
dos de ensayo distintos, esto es, la determinacién de la acti-
vidad total de la CK y ls determinacibén de la actividad resi-

dugl de la CK después de la precipitacién. La pctividad de la

CK-MB por lo tanto solo se puede determinar medisnte una medi-
cién de las diferencias. EL resultado va por lo tanto, confor-
me a las reglas del chlculo errdéneo, recargado de la insegurie
ded en ambas mediciones. Segfln el método de la presente inven-

cibén ge evita la adicién de errores y se realiza una medicidn
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directs,

Una desventaja del procedimiento de precipi=-
tacifn es tembién que la precipitacién del imunizedo, como reag
cién secundsris, precisa de relativamente mucho tiempo (desde

unos 60 minutos haste variass horas), por lo que el procedimien-

to no es pdecuado como ensayo répido. |
En Clin. Chim. Acta, tomo 58, péginas 223 - :
232 (1975) se describén ya tembién esnticuerpos inhibidores con;
tra las CK-iscenzimas, Lstos anticuerpos producen ademés de uns
inhibicién del 100 % de la CK-MM también una inhibicién el 80 ¥
de la CK-MB. Mes allé de la subunidad M de la CK-MB se inhibe
por lo tanto une proporcidn esencial de ls sqb-unidad B de los
anticuerpos empleados (Las actividades de la subunidad M y B
en en la CK~-MB se compprtaen con respecto a la asctividad total
de esta isoenzima en cada caso como 50 : 100); Tembién si la
reactividad hailada con estos anticuerpos de sproximesdsmente
un 20 % fuese reproducible, los valores obtenidos se encontra=-
risn, sin embargo, demassiado bajos para une medicibén preciss de
la CK-MB, psra ser afin recogible con seguridasd, ys que la acti-
vidad totsl de CK en el suero es 4e por si ys reducida, lLos an-
ticuerpos inhibidores descritos en este literaturs no se emple:l
ron por lo tanto tampoco paras las determinacidén de las isoenzi-
mas CK segGn el principio de inhibicidn. Segln el procedimien-
to de la invencién queda por el contrario alin sproximadsmente

un 50 % de la sctividad CK-MB, es decir, aproximadesmente

ls totalidsd de la actividad de la subunidad M disponible psara
ls medicibdn. bsto significea un progreso considerable, i

Le répide reslizacidén es una ventaje eSpecialz
del proceaimiento de ls invencidn, “sto vale especislmente pa~

ra ls forme de reslizacibén preferente segfin la cual la inhibiw
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cibén de la pasrte M de la CK=MM y CK-MB, asi como ls determina-
cién de le actividad residual se efectusn simulténesmente. Se-
gln esta foras de ejecucién se dispone en un plazo de tiempo
muy breve, por ejemplo, dentro de un plazo de 5 & 30 wminutos,
preferentemente entre 5y 15 winutos, de un resultado del ensa-
yo exacto para establecer un diagndstico.

Ung ventaja digna de consideracién del proce-
dimiento de la invencién es también su sencills realizacidn.
El método de ensayo se puede realizar en grandes institutos
o bién clinicas (por ejemplo, con ayuda de los aparatos meca-
nizados ususles pars la determinacién de les sctividades enzi-
whtices), pero también se puede realizar en institutos mAs pe-
quefios o bien en el laboratorio médico con ayuds de un fotdme-

tro.
Para determinaciones individuasles son adecugw

dos envases de ensayo que contienen todos los resctivos nece-
serios psra la realizacidén del procedimiento de la presente in-
vencibn, asi, por ejemplo, una mezcla usual de coenzimas, enzi-
ma y sustreto, los anticuerpos CK-MM de la presente invencién
y una solucién tempén. Un envase de ensayo de ésta o clase si-
milar permite ls determinacién de la CK-MB con el menor gasto
posible.

Seglin el estado de la técnics no ers de espe-
rar que el problems de ls determinscibém de la CK-MB se pudie-
ra resolver medisnte un procediuiento tan sencillo y tan répi-

do como el de la presente invencidén., Asi no era de esperar

que se pudiersn preparsr antisueros especificos que, si bien in-
biben totslmente la activided enzimétice de la subunided M en |
la CK-MM y CK-MB, sin embargo, no influencien la actividad en-

zimftica de la subunidsd B de la CK-MB, El empleo de snticuerw

i
i
i
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pos con estes propiedsdes hasta ahora no conocidas hace posible
la resccidn seglin la presente invencidn.,

Desubién es sorprendente que los anticuerpos
empleados segfin la presente invencién mentengen su total fuer-
za inhibidors también en presencia de sustratos. Esto no es
evidente. Asi se describen en la literstura (Ann. N,Y.Acad,
Sei., tomo 103, péginas 858 - 889 (196%)) anticuerpos que en
presencia de sustratos CK ya no inactivan la CK-MM en un 100 %.
Los anticuerpos con tales caracteristicas serian totslmente
inservibles para las formas de reslizacién preferentes dgl pro-
cedimiento de la presente invencién, seglin las cusles la inbi-
bicidn de los anticuerpos y la adicidn de los sustretos de CK
se efectuan simultanesmente, Las proporciones de las activida-
des de M no inhibides sumentarien erronesmente el velor de me-
dicién de ls CK-MB, eventuslmente simular actividades de CK-MB
no existentes y de esta manera dsr dstos de laboratorio falsos '
para la giagnosis. . ;

La sorprendente propiedad de los snticuerpos ‘
empleados seglin la presente invencidén de inhibir totalmente :
le actividad enzimftice de la subunided M de la CK-MN y CK-MB
sin influenciar ls actividad enzimétice de la subunidgd B de 1t
CK-MB, y 2l mismo tiempo dessrrollsr en presencis de sustratos l
su total fuerza inhibidors con respecto & la subunidsd M en
la CK-MM y CK-MB, permiten una rapidez y precisién en la deter- :
minacidn de la actividad de la CK~-MB hasta ahora inalcanzable
con métodos imunoldgicos. Se le sbre ssi a la préctica una

via para determiner la sctivided de la CK-MB mediante un ensa-

yo répido.,

Se hace posible diferenciar el hallazgo del |

leborstorio de un sumento de la sctividad de le CK en el paciejy
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te en el sentido de si estd presente une enfermedsd o bien trai
maetizacién de la muasculsturs del esqueleto o de la musculatura
cardiaca. Ye ests manera se obtienen importentes datos adiciow-
nales pars la diagnosis diferencisl del infarto cardiaco (por
ejemplo, del infarto pulmonsr y/o de consecuencias de shock)

y de otras enfermedades o bien lesiones del corazdn.

Ademés, se obtienen medisnte la determinacifén
especifica y exacta de la actividad de la CK-MB indicsciones
sobre la participacidén o bien lesiones del miiscula cardisco
en otros procesos de enfermedad extracardieles (por ejemplo,
eﬁ cagos de envenenaﬁiento 0 accidentes), en opersciones tera-
péuticas (por ejemplo, en ls reavivacidén) 6 en operaciones disfj
nosticas (por ejemplo, en cateterizaciones cardiacas o angio-

graefias coronarias).

En los ejemplos & continuacién significen

"M" (6 bien "mM") las concentraciones en moles (o bien milimo-

les) por litro,

Ejemplo 1
Inhibicidén de CK-MM, CK~MB y CK-BB por enti-human~-CK-MM

A un suero humeno inactivado con respecto a
su sutoactividad de la CK se le agregan CK-MM, CK-MB y CK-BB
pures y se determinan las actividades CK de las distintas mues-
tres. A continuacidén se mezclan 0,1 cc de muestra con 0,1 c¢
de solucién enti~CK-MM (obtenida segln el ejemplb Ba)), se mez-
cla y se incuba dursnte 5 minutos-a 25°C. Despuds se efectua
uns deterninacidén de la resctivided residusl de la CK en for-

ma conocida., Los resultados se incidan en ls tabla & continus-

cibn:
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(velores medios +1 s de en cads caso 5 determinaciones)

(8 » variacidn standard)
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Tabdbla
» . Actividad de las Actividad residusl
Lsoenzina isoenzimas esgregadas después de incubar
(u/L) con anti-~CK-MM (U/1)
1043 ¢ 22 0,5 & 2,5
CK~UB 103 % 2,0 55 & 1,7
410 + 7,8 206 % 6,2
CK-BB 197 ¢+ 3,8 19 & 4,1
Dentro de ls exactitud de medicibn se inhiben

{

izs asctividades de ls CK-MM en un 100 %, de la CK-BB en un O %

v de la CK~-MB (correspondiente a la proporcidn de un 50 % de

subunidades B) en un 50 %. Los resultedos son constantes en un

amplio margen de activided de las sctividedes de las isocenzima:!

agregadas,

Ejemplo 2

Ensayo I pars la determinacibén cusntitativa de la actividad

de la CK-MB en los liquidos corporales.,

a) Composicién del envase de ensayo

terminaciones de sctividad. El envase contiene una botella de
tampbn psra 10 deterrinaciones, 10 botellss de mezcla de coen

zime ~ enzima-sustrato y 1 botella de anti-CK-MM, obtenido segla

El envese de enssyo en suficiente psrs 10 de-
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el ejemplo Ba).

La botella de mezcla coenzims-enzimawsustrsto contiene:

Sal disfdics de creatinfosfato, hexahidrato 27,24 mg
Glutations reducida ’ 6,4 ng
(6 N-gcetil-cisteing - 3,4 wmg )

Sal disbdica de adenosindifosfato, hexshidrsto 1,25 mg

Sal disbdica de nicotinsmidas-gdenina~

dinucleotido-fosfato 1,7 ng
Monofosfato de edenosina, sal disédica 8,47 mg
Hexocinesa ‘ 5 U
Glucosa=~6-fosfato~dehidrogenasa 3 U
Glucosa ' 8,32 mé;
Acetato de magnesio 4,52 mg

La botella de solucibn tampén contiene:

Acetato de trietanolamina (en agua) 105 mM

Los snticuerpos liofilizsdos se disuelven en

2 cc de s ua destilada, La soluciéa de anticuerpos formada se
ajusta de masners que en totsl se inhibsn hasta 1000 U/1 de‘crqg;
tincinesa-~-MM. En sueros con actividadas totales de creatina
extremedanente altas se ha de diluir el suero por lo tanto pre=-
viamente a unas 1000 U/L. La solucién de anticuerpos se puede

almgcenar a +4°C como minimo durante 7 dias.

b) Realizacibén de la determinacién de la actividad de la CK~MB
bl) Healizscidn
En un recipiente de reaccidén de pipeten:
0,1 cc de suero

+ Q,1 cc de solucién de anticuerpos

se mezcla biem, se incuba durante 5 minutos a 25°.
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Después se vierten 0,1 oc de ests mezcla de reaccidn asi
como 2,0 oo de solucidn tampén en uns botells con 18 mege
¢la de coenzims, enzima y sustrato.

Se mezcla, se incuba dursnte 5 minutos s 25°G, despubs se
vierte en una cubet,, se mide ls extincién a 25°C y & con-
tinuecién se determine la veriacién de le extinoién por
minuto. Longitud de onda: 334, 340 6§ 366 nm; espesor de

capa: 1 cm,

Célculo .
Lea actividad CK de la muestra determinads se ha de miiti-
piicar .

a) con el factor de diluicién 2 vy

b) con el factor del hibrido CK-MB 2

(en el ensayo se miden solamente las subunidedes B de la
CK~MB), '
De las diferenciss de extincién por minuto (A E/minuto)

se forma el valor medio y se inserta en la correspondiente :

- férmuls de célculo:

Medicién & 334 nm: Actividad de volumen CK=MB =
L\E/minuto x 4 x 3560 U/l

Medicién & 340 nm: Actividad de volumen CK~MB
[\E/uvinuto x 4 x 3376 U/1 .

Medicibn o 366 nm: Activided de volumen CK-MB =
[\E/minuto x 4 x 6364 U/l

Ejemplo 3

Ensayo II para ls determinecién cusntitayive de le actividad

de la CK-MB en los liquidos corporales.

'
¢
i
{
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a) Composiciéu del envase de enssyo
El envsse de ensayo es suficiente pars 30 de-
terminaciones de actividad., El envase contiene 1l botella de

solucidén tampdén peras 30 determinaciones y 30 botellas de una

anti—0k~MM segln el ejemplo Ba).

lg cantidad de acetato de trietanolaming cone
tenids e labotells de golucibén de tampdén corresponde & la canw
tidad indicads en el ejeaplo 2 &). Las distintas botellas con
la mezcle de coenzima, enzima, sustrato y anti-CK-MM segin el
ejemplo Ba)>correepondenpeapeoto 8 los tres componentes mencioe
nedos en primer luger,ssimismo a la composicién indicasda en el

ejemplo 2 a) y contienen adicionalmente anti-CK-MM que izhibe
en total hasta 1000 U/l de CK-MM.

b) Determingci6h de la actividad de la CK-MB

bl) Realizacién
41 contenido de una botella de mezcle de coenzims/enzima/
sustraéo/anti-GK-MM se pipetsn 2,0 cc de molucién tempén
v'0,1 cc de suero, Se mezcla, se incuba durante 5 minutos
g:25°c, déapuéﬁ ge vierte en uns cubeta y durante 5 minutos
‘8e nidea las extinciones & 25°0. Longitud de onda: 334, 340

é 366 nm; espesor de capa: 1 om

b2) Chlculo
De las diferencias de extincién por minuto (/\E/minuto) se
forms el vslor medio y se inserta em ls correspondiente fér
mula de céloulo: |
Medicién & 334 nm: Actividad de volumen CK-MB =
[\E/minuto x 7000 U/1
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Medicién a 340 nm: Actividad de volumen CK-MB =
AE/minuto x 6752 U/1

Medicién s 366 nm: Actividad de volumen CK-MB =
L\E/minuto x 12728 U/1

Ejemplo 4

Determinacién simulfénea de la actividad total CK y de la

a) Composicién del envase de ensayo

La composicién del envase de ensayo correspon-
de a la del ejemplo 2 a).

b) Determinacidn de la sctividad totel CK y de la actividad

CK-MB de la OK~MB

bl) Xealizacién :
-En la botella de mezcls coenéima-enzima-suatrato sé pi-
petan 2,0 cc de solucibdn tampén y 0,1 cc de suero. o bién
de diluicidn de suero, “e mezcla, se incuba durante 5
minutos af25°C, después se vierte en una cubeta y'.duran-
te 2 minutos se determina lg variacidén de la extincién
(AEL) a 25°C. A continuscidn se agregsn 0,1 cc de so=-
lucién anticuerpo, se mezcla inmediatamente y después
de 3 minutos se vuelve a determinar la variacifn de la
extincién (AE2) a 25°C. Longitud de onda: 334, 340 §
366 nm; espesor de capa: 1 cm.

b2) Calculo
:La actividad total de la CK se calcula como sigue:
Medicidn a 334 nm: Actividad de volumen CK en total =

/\El/minuto x 3500 U/1




10

15

20

25

Medicidén a 340 nm: Actividad de volumen OK-total =
AFEl/minuto x 3376 U/1

Medicién e 366 nm: Actividad de volumen CK-total =
A\EL/uinuto x 6364 U/l

. Le eotividad CK-MB se obtiene segfin las siguientes f£6rw

mulas de célculo:

Medicién 8 334 nm: Actividad de volumen CE-MB =
Q\E2/minute x 7350 U/1

Medioién a 340 nm: Activided de volumen CK~MB =
Q\E2/minuto x 7090 U/l

Medicién & 366 nm: Actividad de volumen CK-MB =
[}EZ/minufo x 13364 U/1

Ejemplo 5

Determinecién de las actividedes de la CK-MB en pscientes con

y 8in inrartvoardiaeo con el envsse de ensayo segfin el sjem=

plo 3

8) Actividades COK de distintos colectivos de pacientes

23

cardiscos .

La tabls indica que con ayuds del método de
determinacibn segfin la presente invenciém se puede obtener ri-

pida y claramente una indicacibén sobre un infarto cardisco. -

gimero Valores medios
s ,
68808 CK-total CK-MB
: (uza)  (U/1)
Pacientes con actividades
- CK elevadas
sin infartos cardiscos 48 480 ‘(1,7
Pacientes con infartos
5 510 44
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b) Desarrollo de las sctividades CK-MB en un paciente con in-

farto cardisco

24

Horas después de la iniciacién del CK/MB
infarto (u/1)
3,5 . =<5
4,5 <5
5,2 6
745 22
8,5 23
9,5 29
10,5 50
11,5 46
13,5 %6
15,5 55
17,5 64
21,5 62
25,2 20
29,5 42
3345 25
4345 18
5345 <5
61,5 <5

Los valores numerales indican el .sumento y la
caida de nuevo de la actividad de la CK-MB en un peciente de

infarto cardisco determinada con el procedimiento de la presen-

te invencifn.

Preparscién de los productos de partids

Ejemplb A
Obtencibén de la CK-MM

a) i,2 kg de mlsculo de esqueleto humsno, congelado, se descone
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T8 por ééntrirugacibn, se disuelve en 100 cc de 0,04 M de tam=-

25

gela a temperatura ambiente y se desmenugza mechnicsmente. El
teJido se suspende en 2,5 litros de tempén 0,05 M de tris/HCl
del pH 8,0 /Teupbu de tris-(hidroximetil)-aminometen-HC1/, que
contiene 0,01 M de K01, 1 mm de EDTA JBoido etilendiemintetra~
acético/ y 1 uM de ditioeritrits, y se homogeniza con un mege
¢lador, El homogenado se sgita bajo enfrianieanto con hielo du-
rente 45 minutos y & continuacibén se centrifuga dursnte 60 mi-
autos & 12000 g. Lo sobrenadsnte olaro (2,680 1) se someta a
una fraccionacidn de sulfato sménico & un pH de 8,0 8 108 lie
mitesude un 40 -« 75 % de saturacibénm. El precipitado 0,75 s

se recoge en 0,04 M de temPén tris/HCl y se dializa contre el
mismo tempdén. Para le absorcién de ls mioglobina y las protei-
né; de lgstre &cidas se agregen 500 g de intercambiador de io=
nes bésico hﬂmedo a base de un dextrano reticulado, equilibra-
do con respecto. al nismo tampén. Después de 30 minutos se sepe-
re el intercembiador por succidén y se lava dos veces, cadas vna
con 400 cc de 0,04 M de tempén tris/HCL del pH 8,0 conteniendo
6,02 M de NaCl. El filtrsedo y el agua de lavado se reunen y

con sulfsto smbénico se lleva a 0,75 s. El precipitado se sepa-

pén tris/Hcl, del pH 8,0 y se disliza contrs el mismo tampén,
hasta que ya no se pueda demostrar ninghn sulfato embnico wés.
El dializedo claro se equilibra en una columna con un inter-
cambiador de iones bésico & besse de un dextrsno reticulado (6 x|
60 cm) con el mismo tampbén. Le columna se lava con tawén de
partida basta que el elusdo esté libre de proteinas, Despubs

ge eluya de la columna la enzims con tampdén 0,04 M detiris-

HCL del pH 8,0, conteniendo 0,02 M de NaCl, 1 wM de EDTA y 1 mM
de ditioeritrita. Se reunen las fracciones con un contenido en

enzimas de cogo minimo 20 U/ce, se saturs con sulfato smdnico
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a2 un 80 ¥ y la enzima precipitada se separs por centrifugacién.
Pars la purificacibén finsl se somete nuevsmente a uns cromato-
sﬁafia en el mismo sistema, pero emplesndo un volumen de colume
na més pequefio. De las fracciones sctivas reunidas se precipi-
ta la engima con 0,8 8 de sulfato aménico, se disuelve concen=
tradsmente en 50 c¢ de tampén 0,04 M de tris/HOL del pH 8,0
conteniendo 0,02 M de NaCl, 1 mM de EDTA y 1 mM de ditioceritrie
ta, se filtra en forme esteril y nuevamente se lieva con sulré-
to amébnico 8 0,8 5. Se obtiene asi uns suspensibén de enzima
esusble & 4°C de CK-MM con une activided especifica de 25 = 30
U/ng, medido en orestina como sustrato.é 25%.

Volumen: 86 cc¢j activided: 316 U/ccj proteina: 11,8 mg/ce.

Rendimiento: unos 30 % (referido al extracto de érgemo).

b) Anflogo al ejemplo As) se gisla CK-MM de tejido musculer

ds los siguientes aniwales: mono Rhesus, cerdo, res.

Ejemglo B
Obtencién de Anti-CK-MM.

8) CK-MM de mfisculo humgno se dislizs contre uns solucibn de

contiene 10 mM de mercsptoetanol y 10 mM de MsCla. La solucibn
enzimbtica se libera por ultrascentrifugacidén de los sgregedos

¥ el contenido en proteinss se sjusta con el tanpbn de dialiw

sis'menciQnado a 2 mg/cc. En 1 cc de esta solucién se emulsio-
na 1 cc de Adjuvens de Freund completo (sus ensién de agus-acei
te minerél que adicionalmente contiene 2 nmg dé bacilos de M-tu-
berculosis matados), Esta emulsién se inyecta intramuscularmenJ

te 8 una cabra. Despuds de 3 inyecciones de'igual clase en un

espacio de 3 semsnas y otrss tres inyecciones de boosterines

en cads caso en un egspacio de 16 semenas se toma del animal san
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gre después de 21 diss de la (iltimes inyeccién. El suero obte-

nido seglin métodos conocidos se ajusta con una mezcla, conte-

niendo un 3 % de slbumina de suero de oveja y 0,1 # de azida

§6dica en un tampbn de O,l M de borato s un pH de 8,4 y se
filtre en forme esteril. Ls solucidn obtenida, conteniendo
anti-musculo humado-CK-MM se llene en porciones d8 0,5 cc em
botellas de vidrio marrén y se seca por congelacibén, Los antiw

cuerpos tienen un peso molecular de u os 160 000 haska 180 000.

b) La CK-MM de musculo humano obtenida segin el ejemplo Aa)

se dislizs contrs una solucién de NaCl fisiolbgica, tampoia=-
de con 0,1 M de imidﬁzol, pH 6,8, que contiene 7,5 mM de K-ace-
tilcisteina y 25 mM de acetato de masnesio. A continuacidn se
libera ls solﬁoién engimftice por ultrascentrifugacién de los
agregados y con tampbn de dislisis se ajusts em contenido en
proteina a 0,2 mg/cc. 1 cc de esta solucidn se emulsions con

L cc de adjuvéns de Fﬁeund completo, Esta‘emulsiénvse inyecta
intradermal a un carnero. Después de 3 y 6 éemanas siguén 2
inyecciones intremusculasres y 3 otras inyecciones de boosteri-
na, cada vez en el transcurso de 14 semsnas., 19 diss después
de la Qltime inyeccién se toms ssngre. La elaboracibn se efec
tua como on el ejemplo Ba). Se obtiene anti~musculo humeno=CK-

MM en forma secsds por congelacibm. Peso molecular de los anti

cuerpos unos 160000 hasta 180000,

¢) CK-MM . de mfisoulo de mono de Rhesus se diasliza & fondo con-
tre una solucidn de NaCl fisiologica, tamponads con 0,15 M de
imidazol, pH 6,8, que contiene 25 uM de ditioeritrita y 15 mM

de cloruro de msngeneso(II). Después de retirsr los agregados

por ultrescentrifugacibén se ajusta el contenido en proteins con
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teren su principio fundementsl.
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tempén de dislisis & 5 mg/cc. 1 cc de esta solucidén se emulsio=
ng con 1l ce de edjuvens de Freund completo. Las inyecciones,
toma de sengre y elaboraciln se efectusn snélogo al ejemplo Ba)
e obtiene ento-misculo de mono de Rhesus-CK-MM en estado se=
cada por congelecibén. Constente de sedimentacibén de los snti-

cuerpos unos 7 S.

a) CK=MM de mGsculo de cerdo se activa anélogo sl ejemplo Bb)
y la emulsidn de entigeno se inyecta con adyuvsns de Freund
completa a conejos. Después de tres semanas se efectus vna

ulterior inyeccidén de entigeno. La inyeccidn se repits después

boracién gse efectua sndlogo al ejemplo Ba). Se obtiene uvntie-
musculo de cerdo-CK-MM en forms secada por comgelacibn, El pe-

so molecular de los anticuerpos es de unos 160000 hesta 1.80000.

En forma totalmente anéloga se obtiene de muse
culos de res antiemusculo de res=-CK-MM (peso molecular unosg

160000 hasta 180000).

- Descrita suficientemente la naturslezs del in-
vento, &si como la manera de realizarlo en la practica, debe
hacerse constsr que las disposiciones anteriormente indicsdas

son suceptibles de modificaciones de detalle en cusnto no al-
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'tiouerposAse incuban en presencia de sustratos de creatinnina-

mdquina por una séla carae

29

Reivindicaciones

1. Procedimiento pare determinar la actividad
.de creatincinasa MB en uns muestra de un lfquido corporal, oa~-
racterizddo porque la muestra se inouba con antiouwerpos que
son capaces de inhibir totalmente la actividad enzimdtica de
la subunidad M eb las oreatincinasas~isoenzimas~NM y ~MB

gin inmoctivar la actividad enzimftioca de la subunidad B en ls
creatincinaasa~MB en caso dado existente, y la actividad A~ la
oreatincinasa-subunidad~-B se determina fotométricemente en fore
ma conocida..

2. Procedimiento segn la reivindicacién 1, oae .

racterizado porque la muestra del lfquido corporal y los &r-

88,
3¢ Procedimiento segin las reivindicaciones 1 ¥

é, eéraeterizado porque antes de la incubacién de la mestra
oon los antiouerpos en le misma muestra se determina adicic=
nalmente la actividad total de la CK,

4. Procedimiento para determinar la actividad
de oreaticinasa MB en una miestra de un lfquido corporal, tal
y como queda sustancialmente‘deacrito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 29 hoJjas escritas a

v3 3T 77
Madrid, .
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