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Kreatinkinase und Kreatinkinase-lsoenzym MB: Erfahrungen mit der neuen Optimierten
Methode mit N-Acetylcystein als Aktivator bei Gesunden und bei akutem Myokardinfarkt

Von Ernst W. Schmidt und W. Bender
Institut f. Laboratoriumsmedizin, Stadtkrankenhaus Riisselsheim

(Eingegangen am 11. Mai/14. August 1978)

Zusammenfassung: Es wird iiber erste Ergebnisse mit der N-Acetylcystein-aktivierten Kreatinkinase und ihrem Iso-
enzym MB bei Gesunden und bei Patienten mit akutem, transmuralem Myokardinfarkt berichtet. Bei Gesunden be-
trug die obere Normgrenze der Kreatinkinaseaktivitit 54 U/l, die Entscheidungsgrenze fiir das Vorliegen einer Kreatin-
kinase-MB-Aktivitit lag bei 9 U/l. Den nur wenig differenten Grenzwerten im Vergleich zur GSH-aktivierten Kreatin-
kinase entspricht ein linearer Zusammenhang mit einem Steigungsfaktor nahe 1,0 zwischen den Ergebnissen mit den
alten und den neuen Methoden. Die unterschiedliche Reaktivierbarkeit von Kreatinkinase-MM durch GSH und N-
Acetylcystein wird diskutiert; eine Umrechnung der Aktivititen von Kreatinkinase und Kreatinkinase-MB von der
GSH-aktivierten Methode in die N-Acetylcystein-aktivierte Methode ist nicht méglich.

Creatine kinase and creatine kinase isoenzyme MB: Determination of normal values and values for myocardial
infarct, using the new, optimized method with N-acetyl cysteine as the activator

Summary: Preliminary results are reported for the determination of creatirie kinase and its isoenzyme MB in healthy
individuals and in patients with acute, transmural myocardial infarct, using N-acetyl cysteine as the activator of the
enzyme. In healthy individuals, the upper normal limit for creatine kinase activity was 54 U/l; the decision level for
the presence of creatine kinase MB activity 9 U/l. The limiting values were only slightly different from those for the
'GSH-activated creatine kinase, and the results with the old and new methods showed a linear relationship with a slope
of 1.0. The differences in the activation of creatine kinase MM by GSH and by N-acetyl cysteine are discussed; the
activities obtained for creatine kinase and creatine kinase-MB by the GSH-activation method cannot simply be recal-
culated to give the appropriate values for the N-acetyl cysteine activation method.

Einleitung den kann (5), entspricht die Einfiihrung der neuen, opti-

Die Messung der Kreatinkinase (ATP: Kreatin-N-Phospho- mierten z{ea'ktionsb‘edingungen bfi de:m Kreatinkir}ase.
transferase; EC 2.7.3.2) kann durch verschiedene Einfliisse MB-Test ) einem dringenden Bediirfnis. In der vorliegen-
gestort wetden (1-5). Fehlbestimmungen durch die An- den Arbeit wird tiber erste Ergebnisse mit der N-Acetyl-
wesenheit von Adenylatkinase (ATP: AMP-Phosphotrans- cystein-aktivierten Kreatinkinase und dem Isoenzym MB
ferase; EC 2.7.4.3) aus Lebergewebe oder Erythrocyten bei Gesunden und bei Infarktpatienten berichtet.

und duich Glutathionreduktase (EC 1.6.4.2) kommen

am hiufigsten vor. Durch Verwendung von N-Acetyl-

cystein als Aktivator (3,6) und durch Zusatz einer grofie- Methoden

ren Menge von AMP sowie von Dladenosm-pentaphosphat Fiir die Ermittlung des Normbereiches der Kreatinkinaseaktivitit
(6,7) wurde versucht, diése Stérungen zu beseitigen (6,7). und die Etablierung der Entscheidungsgrenze fiir die Annahme

L. einer signifikanten Kreatinkinase-MB-Aktivitdt wurden die Sera
Da bei der Messung der Aktivitit des Kreatinkinase-Iso-  von 61 gesunden Personen (24 weiblich, 37 mannlich) untersucht.

enzyms MB mittels Immuninhibition (7—13) durch Ade-  Alle Probanden hatten normale Serumaktivititen der Aspartat-
nylatkinase- und/oder Glutathionreduktaseaktivititen im ————
Serum das Eigebnis besonders nachhaltig verfilscht wer- 1) Merck Art. Nr. 14326.
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und Alanin-aminotransferase, y-Glutamyltransferase und o-
Hydroxybutyratdehydrogenase sowie der Kreatinkinase (GSH-
aktiviert, (3)) und ihres 1soenzyms MB (GSH-aktiviert, (10)).
Bei 66 Patienten mit klinisch und elektrokardiographisch ge-
sichertem, aktutem, transmuralem Myokardinfarkt (14) wurde
die Aktivitit der Kreatinkinase (359 Messungen, jeweils GSH-
upd N-Acetylcystein-aktiviert) und der Kreatinkinase-MB (293
Messungen, jeweils GSH- und N-Acetylcystein-aktiviert) gemes-
sen. Die Testpackungen fiir die Kreatinkinasg (GSH-aktiviert)
wurden von Boehringer Mannheim?), die Testpackungen fiir das
Isoefizym MB (GSH-aktiviert)3), (N-Acetylcystein-aktiviert)4)
und fiir die Kreatinkinase (N-Acetylcystein-aktiviert)S) wurden
von E. Merck, Darmstadt, bezogen. Alle Tests enthielten iiber die
deklarierten Inhaltsstoffe hinaus EDTA als Aktivator.

Die Messungen der Kreatinkinase-Aktivititen wurden entspre-
chend den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Klini-
sche Chemie (6, 15) durchgefiihrt. Fiir die Messung der Kreatin-
kinase-MB-Aktivitit wurde ein 1-Glas-Test (GSH-aktiviert) bzw.
eine Methode mit Kreatinphosphat als Startreagenz (N-Acetyl-
cystein-aktiviert) verwendet. Die Messungen wurden am Eppen-
dorf-EnzymmeBplatz mit Kiivettenwechselautomat, Enzymrech-
ner und lin-log-Schreiber bei einer Mefitemperatur von 25 °C
durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung des Reagenzienleerwertes
wurden Sera 30 Minuten bei 56 °C inaktiviert; nach Zugabe von
Kreatinphosphat wurde die Aktivitit im Ansatz gemessen. Die
Linearitit des Substratumsatzes wurde als gesichert angesehen,
wenn graphisch und rechnerisch die Abweichungen unter 10%
lagen. Negative Kreatinkinase-MB-Aktivititen bei der mit Gluta-
thion aktivierten Methode wurden wegen der naheliegenden Ver-
filschung durch Glutathion-Reduktase in die Untersuchungen
nicht miteinbezogen.

Ergebnisse

Kreatinkinase — Normbereich

Der Reagenzienleerwert fiir die Kreatinkinase (N-Acetyl-
cystein-aktiviert) lag im Mittel bei 1,1 U/l bei einer Stan-
dardabweichung von 1,5 U/l (n = 24). Bei 61 Klinisch
und klinisch-chemisch gesunden Probanden jiingeren iind
mittleren Alters (17—58 Jahre) wurden die Aktivititen
der Kreatinkinase mit der GSH-aktivierten Methode und
mit der N-Acetylcystein-aktivierten Methode bestimmt.
Vor dem Start der Reaktion wurde fiir jedes Serum mit
der N-Acetylcystein-aktivierten Methode der Probenleer-
wert ermittelt. Er betrug im Mittel 3,4 U/l bei einer Stan-
dardabweichung von ebenfalls 3,4 U/l.

Der Mittelwert der Kreatinkinase (N-Acetylcystein-akti-
viert) betrug unter der Annahme einer Normalverteilung
25,4 U/l bei den gesunden Probanden, die Standardab-
weichung errechnete sich zu 11,0 U/l. Der in iiblicher
Weise definierte Normbereich (X + 2,6 Standardabwei-
chungen) betrug daher fiir die Kreatinkinase (N-Acetyl-
cystein-aktiviert) 0—54 U/l gegeniiber 0—46 U/l fiir die
Kreatinkinase (GSH-aktiviert) bei unserem Kollektiv.

Die Korrelation zwischen Kreatinkinase (GSH-aktiviert)
und’Kreatinkinase (N-Acetylcystein-aktiviert) betrug bei
gesunden Personen r = 0,90, die Regressionsrechnung er-
gab die in Abbildung 1 dargestellten Verhiltnisse mit

2) Boehringer Mannheim Monotest Best. Nr. 124150.
3) Merck-1-Test CK-MB Best. Nr. 14300. :

4y Merckotest CK NAC aktiviert Best. Nr. 14327.

5) Merckotest CK-MB NAC aktiviert Best. Nr. 14326.
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Abb. 1. Vergleich der Kreatinkinase (GSH-aktiviert (3)) und der
Kreatinkinase (N-Acetylcystein-aktiviert (4)) bei 61 ge-
sunden Personen. Korrelation und Regression.
n=61,y=0,95x+6,77,r=0,90

einem Regeressionsfaktor von 0,95 und einem konstanten
Glied von + 6,77 bei einem linearen Zusammenhang bei-
der Mefigrofien.

Kreatinkinase-MB — Entscheidungsgrenze

Beim Gesunden werden keine mefibaren Kreatinkinase-
MB-Aktivititen beobachtet. Durch die geringe Empfind-
lichkeit der Methode konnen bereits Schwankungen des
Photostromes Enzymaktivititen vortauschen, ferner sind
unspezifische Reaktionen vor Serumzugabe (Reagenzien-
leerwert) und nach Serumzugabe vor dem Start mit Kre-
atinphosphat zu beriicksichtigen. Fiir die Praxis ist daher
die Ermittlung einer Entscheidungsgrenze erforderlich,
bei deren Uberschreitung das Vorliegen einer signifikan-
ten Isoenzymaktivitdt sehr wahrscheinlich ist. -

Der Reagenzienleerwert fiir die Kreatinkinase-MB (N-
Acetylcystein-aktiviert) ergab sich bei Verwendung von
inaktivem Serum nach Start dér Reaktion mit Kreatin-
phosphat zu durchschnittlich 4,8 U/l bei einer Standard-
abweichung von 1,0 U/l (n = 24).

Bei 61 gesunden Probanden bestimmten wir den Proben-
leerwert mit der Kreatinkinase-MB (N-Acetylcystein-akti-
viert) im Mittel zu 1,1 U/1 bei einer Standardabweichung
von 2,0 U/L. Der als Kreatinkinase-MB-Aktivitit gemes-
sene Substratumsatz bei unserem Normalkollektiv betrug
unter der Annahme einer Normalverteilung im Durch-
schnitt 3,0 U/l, die Standardabweichung érrechnete sich
bei den 61 Personen unseres Kollektivs zi 2,0 Uj/l. Die
Entscheidungsgrenze fiir die Annahme einer signifikanten
Kreatinkinase-MB-Aktivitit (X + 2,6 s) lag daher bei einer
Aktivitit von = 8,2 U/l, bei Annahme einer nicht norma:
len Verteilung (X + 3.0 s) bei‘einem Wert > 9,0 U/1.

s,
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Eine Korrelations- und Regressionsrechnung zwischen
Kreatinkinase-MB (GSH-aktiviert) und Kreatinkinase-MB
(N-Acetylcystein-aktiviert) erschien nicht sinnvoll, da
die als Kreatinkinase-MB-Aktivititen gemessenen Werte
mit grofler Wahrscheinlichkeit keinem spezifischen Sub-
stratumsatz entsprechen.

Kreatinkinase — Myokardinfarkt

Die Beziehungen zwischen Kreatinkinase (GSH-aktiviert)
und Kreatinkinase (N-Acetylcystein-aktiviert) wurden an
einem Kollektiv von 66 Patienten mit akutem, transmu-
ralem Myokardinfarkt®) durch 359 Parallelmessungen
iiberpriift. Es ergab sich ein Korrelationskoeffizient von

r = 0,97. Die Regressionsgerade (Abb. 2) folgte der Glei-
chungy = 1,4 x + 2,9. Wie auch beim Normalkollektiv
bestand ein linearer Zusammenhang; die mit N-Acetyl-
cystein als Aktivator gemessenen Kréatinkinaseaktivitdten
waren jedoch deutlich hoher als die mit der GSH-Methode
gefundenen Werte.
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Abb. 2. Vergleich der Kieatinkinase (GSH-aktiviert (3)) und der
Kreatinkinase (N-Acetylcystéin:aktiviert (4)) bei 66 Pa-
tienten mit akutem Myokardinfarkt. Korrelation und
Repgression bei 359 Wertepaaren.

n = 66, 359 Messungen, y = 1,40 x+ 2,90, = 0,97

Kreatinkinase:MB — Myokardinfarkt

Fiir die Beurteilung des Zusammenhanges zwischen Krea-
tinkinase MB (GSH-aktiviert) und Kreatinkinase MB (N-
Acetylcystein-aktiviert) konnten 293 Parallelmessungen

6) Die hier mitgeteilten Daten sind Teil einer Inauguraldisserta-
tion (1).
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Abb. 3. Vergleich der Kreatinkinase-MB (GSH-aktiviert (3)) und
der Kreatinkinase-MB (N-Acetylcystein-aktiviert (4)) bei
66 Patienten mit akutem Myokardinfarkt. Korrelation
und Regression bei 293 Wertepaaren.
n = 66, 293 Messungen, y = 1,05 x + 4,94, r = 0,96

an den Sera unserer 66 Patienten mit akutem Myokard-
infarkt herangezogen werden. Der Korrelationskoeffizient
betrug r = 0,96; zwischen beiden Parametern bestand ein
linearer Zusammenhang (Abb. 3), der sich durch die Re-
gressionsgleichung y = 1,1 x + 4,9 beschreiben lief3.

Relative Kreatinkinase-MB — Myokardinfarkt

Durch die Berechnung der relativen Kreatinkinase-MB-
Aktivitit, bezogen auf die Gesamtkreatinkinaseaktivitit,
kann die Spezifitit dieses Isoenzyms verbessert werden.
Bei 65 unserer Patienten ermittelten wir unter Verwen-
dung von 228 Mefiwertpaaren fiir die Kreatinkinase (N-
Acetylcystein-aktiviert) und die Kreatinkinase-MB (N-
Acetylcystein-aktiviert) eine log-normale Verteilung der
relativen Kreatinkinase-MB-Aktivititen mit einem Mittel-
wert von 10% der Gesamtaktivitit. Die Trenngrenze fir
die Annahme einer extrakardial bedingten Kreatinkinase-
MB-Aktivitit ergab sich fiir unser Kollektiv damit zu (X —
2,6 ) < 5,7% der Gesamtaktivitit.

Diskussion

Kreatinkinase — Normbereich

Durch die Verwendung von N-Acetylcystein und den Zu-
satz vom AMP und Diadenosin-pentaphosphat bei der
neuen Kreatinkinase-Standardmethode (6) werden Mef-
fehler durch Glutathion-Reduktase und Adenylatkinase
aus Erythrocyten weitgehend ausgeschlossen (2, 6, 7).
Fiir praktische Belange war die Frage zu untersuchen,
inwieweit die Anderung der Methode von einer Ande-
rung der Normbereiche begleitet wird. Da fiir eine Uber-
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gangsperiode beide Methoden nebeneinander benutzt
werden diirften, war ferner zu entscheiden, ob im Einzel-
fall Kreatinkinase-Aktivititen (GSH-aktiviert) in Kreatin-
kinase-Aktivititen (N-Acetylcystein-aktiviert) durch Ein-
filhrung eines Korrekturfaktors (16, 17) umgerechnet
werden diirfen. Dabei ergeben sich hinsichtlich des Re-
agenzienleerwertes keine signifikanten Unterschiede, wie
ein Vergleich unserer Daten (0—5,4 U/l) mit den Angaben
fiir die Kreatinkinase (GSH-aktiviert, Methode mit Serum-
start) zeigt (18).

Wie die an unserem Kollektiv von gesunden Probanden
beiderlei Geschlechts ermittelten Daten zeigen, unter-
scheidet sich der obere Grenzwert der GSH-aktivierten
Methode um 10 U/l von der N-Acetylcystein-aktivierten
Methode; da die Steigung der Regressionsgeraden nahezu
1 betrigt, sind die geringfiigig hoheren Aktivitdten der
Kreatinkinase (N-Acetylcystein-aktiviert) zum gréfiten
Teil Ausdruck des absoluten Gliedes in der Regressions-
gleichung.

Unsere Ergebnisse entsprechen in zweierlei Hinsicht nicht
ganz den bisher in der Literatur mitgeteilten Befunden.
Der obere Grenzwert fiir die Kreatinkinase (N-Acetyl-
cystein-aktiviert) wurde bisher mit 60 U/l (Frauen) bzw.
70 U/l (Manner) angegeben (6, 19, 20). Mit rund 55 U/l
bei einem gemischten Kollektiv liegt die von uns ermittelte
Normgrenze etwas niedriger.

Bisher wurde davon ausgegangen, daf die Verwendung von
N-Acetylcystein die Empfindlichkeit der Kreatinkinase-
bestimmung um den Faktor 1,5 steigert (6, 16, 17). Bei
ausschlieBlicher Verwendung frischer Serumproben bei
unserem Normalkollektiv fanden wir lediglich eine Ab-
solutdifferenz von etwa 7 U/l.

der Gesamtkreatinkinase ergibt sich gegeniiber der GSH-
aktivierte Methode keine Anderung in der Bewertung der
Grenzaktivitit. Vorteilhaft erscheint bei der N-Acetyl-
cystein-aktivierten Kreatinkinase-MB, da} nach der vor-
geschriebenen Inkubationszeit der Reaktionsverlauf regel-
méfig linear war.

Kreatinkinase — Myokardinfarkt

Im Unterschied zu den Messungen an gesunden Probanden
wurden die Sera von Patienten mit akutem, transmuralem
Myokardinfarkt teilweise erst 56 Stunden nach der Pro-
benahme untersucht. Dabei ergaben sich mit der Kreatin-
kinase (N-Acetylcystein-aktiviert) im Durchschnitt um
den Faktor 1,4 hohere Aktivititen als mit der GSH-akti-
vierten Methode. Dieser Wert stimmt mit den vorliegenden
Literaturangaben iiberein (6, 16, 26).

Kreatinkinase-MB — Myokardinfarkt

Die Ergebnisse beim Vergleich der Kreatinkinase-MB-Akti-
vitit nach Messung mit GSH und N-Acetylcystein als Akti-
vator bei Myokardinfarkt ergeben dhnliche Verhiltnisse
wie bei dem Normalkollektiv. Im Durchschnitt unterschei-
den sich die Enzymaktivititen wiederum nur durch einen
festen Betrag von etwa 5 U], die Steigerung der Regres-
sionsgeraden liegt nahe bei 1, keinesfalls aber in dem fiir
die Kreatinkinase gefundenen und bisher beschriebenen
Bereich von 1,5-2,0 (6, 17).

Eine denkbare Erkldrung fiir diese Beobachtung sehen wir
in der Annahme, daf} es analog zu den Verhiltnissen bei
Verwendung von Dithiothreit zu einer uniformen Akti-
vierung des Isoenzyms MB unabhingig vom verwendeten

_ Aktivator nach Ausschaltung der Kreatinkinase-MM durch

Es ist daher anzunehmen, daf die von uns nachgewiesene,
vergleichbare Empfindlichkeit auf der Untersuchung voll
aktiver Sera beruht. Vorldufige Ergebnisse von Serumalte-
rungsversuchen scheinen diese These zu belegen. Bei der
Besprechung der Ergebnisse bei Infarktpatienten wird

auf das Problem noch weiter eingegangen. Eine Umrech-
nung von Kreatinkinase-Aktivititen GSH-aktiviert in N-
Acetylcystein-aktiviert und vice versa ist nach unseren
Befunden jedenfalls problematisch.

Kreatinkinase-MB — Entscheidungsgrenze

Ebenso wie bei der Kreatinkinase lagen die Reagenzien-
leerwerte bei der N-Acetylcystein-aktivierten Kreatinki-
nase-MB in dem fiir die GSH-aktivierte Methode mitge-
teilten Bereich (17). Die Entscheidungsgrenze fiir die An-
nahme einer signifikanten Kreatinkinase-MB-Aktivitat
(N-Acetylcystein-aktiviert) ermittelten wir zu 8—9 U/l
Hohere Aktivititen entsprechen einer pathologischen
Kreatinkinase-MB-Aktivitit. Dieser Grenzwert stimmt
mit den fiir die Kreatinkinase-MB (GSH-aktiviert) mitge-
teilten Befunden (10, 13), die inzwischen vielfach iiber-
priift wurden (9, 17, 21—25), iiberein. Mehr noch als bei

Immuninhibition kommt (27). Die bei der Gesamtkrea-
tinkinase in Abhingigkeit vom eingesetzten Sulfhydryl-
reagenz gefundene Differenz der Aktivititen konnte aber
auch auf eine unterschiedliche Empfindlichkeit von Krea-
tinkinase-MM zuriickzufiihren sein, wihrend die Kreatin-
kinase-MB unabhingig vom verwendeten Aktivator reak-
tiviert wird.

Relative Kreatinkinase-MB — Myokardinfarkt

Aus 228 Kreatinkinase-MB: Kreatinkinse-Quotienten er-
mitteltén wir fiir die Annahme einer extrakardialen Her-
kunft einer Isoenzymaktivitit eine Trenngrenze von rund
6%. Dieser Prozentsatz entspricht fritheren Mitteilungen
fiir die Kreatinkinase-MB (GSH-aktiviert) (9, 22, 25, 26),
obwohl eigene Untersuchungen einen Trennwert von 7%
ergaben (1). Da die Gesamtkreatinkinaseaktivititen (N-
Acetylcystein-aktiviert) in unserem Infarktkollektiv im
Mittel um den Faktor 1,4 héher lagen als bei der GSH-
aktiviert Methode, wihrend die Kreatinkinase-MB-AKkti-
vitdten sich als weitgehend unabhingig vom verwendeten
Aktivator erwiesen, wiirde man auch einen niedrigeren
Trennwert fiir die relative Kreatinkiriase MB (N-Acetyl-
cystein-aktiviert) erwarten. .. ‘

.
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Zusammenfassend 146t sich sagen, da durch die Ein-
fihrung der neuen Optimierten Standardmethode die
Normgrenze fiir die Kreatinkinaseaktivitit nur unwesent-
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