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Troponin, the best there is!

M.P. van DIEIJEN-VISSER, A M.A. MINGELS, L.H.J. JACOBS, E.PM. CARDINAELS, WK.W.H. WODZIG,
O. BEKERS, L.J.J. KLINKENBERG en S.J.R. MEEX

Cardiaal troponine wordt algemeen geaccepteerd
als de gouden standaard voor de diagnostiek van het
acuut coronair syndroom (ACS). Onder bepaalde con-
dities worden echter troponineverhogingen in bloed
gevonden zonder dat duidelijk sprake lijkt te zijn
van ACS, zoals bij ernstige nierschade of na extreme
inspanning. Doel van ons onderzoek is de oorzaak
van deze troponineverhogingen nader te bestuderen,
waarbij de nadruk ligt op de vraag of troponinerelease
mogelijk is zonder dat sprake is van cardiale celdood.

In 1989 publiceerde Hugo Katus het eerste artikel over
troponine T als biomarker voor myocardschade (1).
Onze eerste publicatie over troponine T stamt uit 1996
(2, 3), waarbij wij ons destijds met name interesseer-
den voor de mogelijkheid om met troponine de grootte
van het myocardinfarct te kwantificeren (3). Hierbij
maakten we gebruik van modellen die we hadden ont-
wikkeld om de infarctgrootte te kwantificeren aan de
hand van het verloop van de klassieke biomarkers voor
hartspierschade Creatine Kinase (CK) en Lactaat De-
hydrogenase (LD) in serum (4, 5), de in die tijd gang-
bare biomarkers voor de diagnostiek van het myocard-
infarct. Nu, ruim 20 jaar na hun introductie hebben de
hartspecifieke troponines hun sporen in de diagnos-
tiek meer dan verdiend. Volgens de nieuwe internatio-
nale richtlijnen is troponine de gouden standaard voor
de diagnostiek van het acuut coronair syndroom.

Het troponinecomplex, bestaat uit drie eiwitten tropo-
nine T, I en C en speelt een rol bij de contractie van
zowel hart- als skeletspier. Aangezien troponine T
en troponine I aanwezig in de hartspier een iets an-
dere structuur hebben dan troponine uit de skeletspier,
bleek het mogelijk specifiek de uit het hart afkom-
stige troponines in het bloed aan te tonen met behulp
van immunoassays voor cardiaal Troponine (cInT en
cInl). De aanvankelijke discussie welke marker beter
is - ¢I'nT of cTnl - speelt niet meer en de keuze wordt
voornamelijk bepaald door het in het laboratorium
aanwezige analyseplatform. In de loop der jaren is
behalve de specificiteit, ook de gevoeligheid van de
troponinebepalingen verbeterd, waardoor de bruik-
baarheid voor vroegdiagnostiek van een infarct sterk is
toegenomen. Aanvankelijk hadden wij voor de vroeg-
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diagnostiek onze pijlen op de snelle, maar minder spe-

cifieke biomarkers Myoglobine en Fatty Acid Binding

Protein (FABP) gezet (6), maar door de komst van de

gevoelige en uiterst specifieke troponine-assays zijn

deze praktisch van de markt verdwenen. Myoglobine

en FABP komen niet meer in de richtlijn voor (7, 8).

Binnen de onderzoekslijn is voornamelijk gebruik ge-

maakt van de troponine T bepaling, waarbij voor de

eerste generatietest de afkapwaarde voor myocard-
infarct bij 0,1 ug/l lag, terwijl deze voor de vijfde

generatie high-sensitive cardiac TnT (hs-cTnT) bij 14

ng/1 ligt. In het onderzoek met de hs-cInT vonden wij

een afkapwaarde van 16 ng/l en waren de eersten die
een significant verschil tussen mannen (18 ng/l) en

vrouwen (8 ng/l) vonden (9, 10).

Uit een recente inventarisatie over het gebruik van

hartmerkers in Europees verband blijkt dat 93% van

de laboratoria inmiddels Troponine (cInT 48%, cTnl

45%) als marker voor de diagnostiek van het myocard-

infarct gebruikt (11), echter nog zeer vaak gecombi-

neerd met de klassieke markers als CK-MB, .., myo-
globine, CK of LDH, ondanks het feit dat de interna-
tionale richtlijn troponine als enige marker adviseert.

De troponine-onderzoekslijn is gericht op een aantal

aspecten:

- De release karakteristicken van troponine in vivo
(na myocardinfarct) en in vitro (celkweek)

- De oorzaak van troponineverhogingen in condities
waar myocardinfarct/ ischemische hartschade min-
der waarschijnlijk is, zoals na extreme inspanning of
bij ernstige nierinsufficiéntie

- Troponine als prognostische parameter

Release karakteristieken van troponine

In figuur 1 wordt de release van troponine na een myo-
cardinfarct weergegeven. Voor cInT blijkt de release
in tegenstelling tot die van cInl in twee fasen te verlo-
pen. De oorspronkelijke hypothese was dat cTnT voor
rond de 5% als vrij troponine T in het plasma circu-
leert en dat de eerste piek de release van het vrij circu-
lerend troponine T betreft. Na een myocardinfarct met
volledige reperfusie binnen 5 uur na de klachten werd
een duidelijke piek gevonden na ongeveer 14 uur, die
afwezig was bij patiénten zonder reperfusie. Voorspel-
len van reperfusie op grond van deze releaseverschil-
len bleek echter niet betrouwbaar (12). Ook voor ¢Tnl
is een vrije cytoplasmatische fractie beschreven, maar
alle releasepatronen laten slechts 1 piek zien, wat twij-
fels geeft over de oorspronkelijke hypothese.
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Met behulp van immunoblotting hebben wij voor het
eerst aangetoond dat in bloed zowel intact troponine
als ook fragmenten van troponine voorkomen (13-15).
Kort na het myocardinfarct is hoofdzakelijk intact
troponine aanwezig, terwijl later alleen nog fragmen-
ten in de bloedbaan aanwezig zijn (16). Een andere
verklaring voor de dubbele piek zou een verschil in
halfwaardetijd tussen de fragmenten en het intacte
troponine kunnen zijn. Verder onderzoek moet dit
uitwijzen. Recent werd echter door Bates et al gesug-
gereerd dat troponine T uitsluitend intact in het bloed
voorkomt, als TIC, IT of vrij T en gaat daarmee in
tegen onze resultaten (17). In een vervolgonderzoek
hebben wij deze resultaten kunnen weerleggen en aan-
getoond dat cInT wel degelijk gedegradeerd voorkomt
in serum (dissertatie A. Mingels, februari 2012). Het
feit dat op verschillende momenten na het myocardin-
farct fragmenten van troponine aanwezig zijn kan ook
consequenties hebben voor het meetresultaat. Voor
troponine-assays is van belang dat catcher en detector-
antilichaam aangrijpen op epitopen die vlak bij elkaar
liggen op het troponinemolecuul, om zo de invloed
van fragmentatie op het resultaat zoveel mogelijk te
beperken. Degradatie van troponine heeft uiteraard
ook consequenties voor de standaardisatie en harmo-
nisatie van met name troponine I assays. Wij hebben
laten zien dat het voorgestelde goed gekarakteriseerde
referentiemateriaal NIST SRM 2921 niet geschikt is
als harmonisator vanwege de tijdsafhankelijke veran-
deringen die na toevoeging aan plasma optreden (18).
CTn positief patiéntenmateriaal heeft de voorkeur als
assayharmonisator voor cTnl.

Simulatie van hartschade in gekweekte muizenhart-
cellen

Om te kunnen bestuderen of eiwitten, zoals troponine
of afbraakproducten ervan, ook zonder celdood de cel
kunnen verlaten (figuur 2), hebben we in samenwerking
met de groep van Van der Laarse uit Leiden neonatale
ratten cardiomyocyten blootgesteld aan metabole inhi-
bitie met behulp van natriumazide. Deze experimenten
wezen uit dat cInT en cTnl pas uit de cel vrijkomen na
irreversibele beschadiging van de cardiomyocyt (19).
Bij volledige celdood (bepaald aan de hand van LDH
release) werd echter slechts een deel van het oorspron-
kelijk in de cellen aanwezige troponine teruggevonden,
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Figuur 1. Typische release kinetiek van ¢InT (doorgetrokken
lijn) en ¢Tnl (stippellijn) na een acuut myocardinfarct.
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Figuur 2. Cardiale troponinerelease uit omkeerbaar en onom-
keerbaar beschadigde hartcellen.
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terwijl voor LDH 100% werd teruggevonden. Dit wijst
op intracellulaire afbraak of moleculaire veranderin-
gen waardoor het troponine niet meer meetbaar is. Als
dit in vivo ook het geval is heeft dit consequenties voor
het kwantificeren van infarcten op basis van de totale
troponine-uitstorting in bloed. Dit kan mogelijk een
verklaring zijn voor het feit dat kwantificeren van de
infarctgrootte op basis van de cTn release een onder-
schatting geeft ten opzichte van de totale enzymrelease
(2, 20). Voor de vervolgexperimenten in Maastricht
hebben wij gebruik gemaakt van gekweekte mui-
zenhartcellen (HL1-cardiomyocyten) die worden ge-
kweekt in een speciaal medium. Deze cellen werden
op verschillende manieren geprikkeld om celdood tot
stand te brengen. De cellen werden hiertoe blootgesteld
aan verschillende omstandigheden, zoals zuurstofte-
kort bij glucosedeprivatie (simulatie van ischemische
schade) of met elektrische hyperstimulatie (simulatie
van zware inspanning). Ook in deze opstelling blijkt
dat cTns alleen vrijkomen in geval van onomkeerbare
cellulaire schade, maar ook hier blijkt de totale troponi-
nerelease onvolledig, in tegenstelling tot de release van
LDH (dissertatie LH Jacobs, februari 2012). Een van de
theorieén is dat de release van cI'n ook mogelijk is via
membraanblebbing (21). Onder invloed van ischemie
ontstaat in eerste instantie een vorm van exocytose, uit-
stulpingen (bleb) van de celwand, waarmee cytoplasma
en tegelijkertijd eiwitten kunnen vrijkomen, zonder dat
celdood optreedt. Tot nu toe zijn op grond van onze
celkweekexperimenten vooral aanwijzingen dat cIn
alleen vrijkomt bij celdood. Wat er gebeurt tijdens de
apoptotische fase en of cI'n release ook mogelijk is in
geval van omkeerbare schade blijft nog onbeantwoord.
Ook de vraag of de cTn fragmenten voor of na de cel-
dood worden gevormd en wat de gevolgen hiervan zijn
voor de contractiekracht van de hartspiercel is nog niet
beantwoord. Deze vragen zijn momenteel onderwerp
van verdere studie.

Troponineverhogingen bij ernstige nierschade
Patiénten met terminale nierinsufficiéntie (End Stage
Renal Disease, ESRD) hebben een slechte levensver-
wachting en hart en vaatziekten zijn bij 30% van deze
patiénten de doodsoorzaak. Bij patiénten met ESRD
en verhoogde troponineconcentraties is sprake van een
duidelijk slechtere prognose en een hogere mortaliteit
(22). Troponineverhogingen worden bij deze patiénten
echter ook in afwezigheid van klinische verdenking
op myocardischemie gevonden. In een recente studie
hebben wij aangetoond dat 32 patiénten met ESRD
die gedurende 6 maanden werden vervolgd, allemaal
ten minste 1 keer verhoogde hs-cTnT concentraties
vertoonden (10, 23). In een eerdere studie hebben wij
gesuggereerd dat de troponineverhogingen bij deze pa-
tiénten veroorzaakt worden door verminderde renale
klaring van troponinefragmenten (13, 24). Dit is in
lijn met het feit dat ook voor NT-proBNP bij ESRD
patiénten disproportionele verhogingen worden ge-
vonden die mogelijk verklaard kunnen worden door
verminderde klaring (25). Dit laat onverlet dat bij deze
patiénten ook sprake is van hartfalen en myocardis-
chemie, maar dat dit zeker niet de verhoging bij alle
patiénten kan verklaren.
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Troponineverhogingen bij extreme inspanning

Bij marathonlopers hebben wij met behulp van de ge-
voelige cInT bepaling vlak na de marathon troponine-
concentraties gevonden boven het 99 percentiel van
een controlegroep. Ook hebben wij aangetoond dat de
mate van training en de leeftijd belangrijke voorspel-
lers zijn voor deze troponineverhogingen (9) en is de
nierfunctie bestudeerd (26). Na het lopen van een halve
marathon of korter kan al troponine in het bloed wor-
den aangetoond (27). Belangrijke vraag is of het hier-
bij om reversibele of irreversibele hartschade gaat. In
een vervolgstudie zal worden gekeken naar troponine-
release bij getrainde en ongetrainde personen ouder dan
50 jaar die deelnemen aan verschillende inspannings-
vormen en inspanningsniveaus. Behalve biomarkers
zullen ook beeldvormende technieken (CT en/of MRI)
worden gebruikt. Daarmee kunnen we een eventuele
vergroting of beschadiging van het hart en ook calci-
ficaties van de coronairvaten opsporen en beoordelen.

Troponine als prognostische parameter

Behalve voor de diagnostiek blijkt troponine ook een
rol te spelen als voorspeller van hart- en vaatziekten.
In een recente studie hebben wij een duidelijke relatie
aangetoond tussen troponineverhogingen en calcifica-
ties van de coronairvaten die waren vastgesteld met be-
hulp van een CT-scan (28). Ook hebben wij gezien dat
hs-TnT een risicovoorspeller is in patiénten met acute
dyspnoe (29). In de vervolgstudie zullen de resultaten
van de CT- en/of MRI-scan en hartmerkers bij sporters
worden gerelateerd aan de traditionele risicofactoren
als lipidenprofiel en bloeddruk. Doel is om te komen
tot een betere inschatting van risico’s op hartschade
bij extreme, maar ook minder extreme vormen van in-
spanning in een populatie sporters ouder dan 50 jaar,
met en zonder verhoogd risico op hart- en vaatziekten,
zoals vastgesteld met de traditionele risicofactoren.
Een goede inschatting van het risico op inspannings-
gerelateerde hartschade is van groot belang, zeker bij
personen met verhoogd risico. Voor dit onderzoek heb-
ben wij in 2011 een subsidie van 1.300.000 euro ont-
vangen van de Stichting de Weijerhorst. Dit biedt ons
de mogelijkheid de komende jaren ook meer basaal
onderzoek te doen naar de release van troponine onder
verschillende omstandigheden en vooral naar de vraag
of het om omkeerbare schade gaat.
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