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Troponine cardiache ad elevata sensibilita (cTnl e ¢cTnT)

Sigla corrente:
Sinonimi:

Struttura e caratteristiche molecolari:

Biosintesi:

Funzioni e significato biologico:
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La Troponina (Tn) € un complesso proteico a struttura quaternaria ad alto peso
molecolare che regola la contrazione muscolare. E’ costituito da tre subunita
proteiche differenti che sono il prodotto di differenti geni: la troponina C (TnC),
la troponina | (Tnl) e la Troponina T (TnT) 1. Questo complesso svolge un ruolo
fondamentale nella fase di eccitazione-contrazione muscolare, sia nel muscolo
scheletrico che nel miocardio. Nel miocardio sono presenti forme cardio spe-
cifiche della troponina | (denominata cTnl) e della troponina T (denominata
¢TnT), ma non della TnC. La cTnl e cTnT hanno rispettivamente un peso mole-
colare (PM) di circa 23500 Da e 37000 Da e presentano catene aminoacidiche
leggermente differenti nella parte NH2-terminale (i primi 40 amino acidi della
catena) rispetto a quelle delle miofibre liscie e muscolo-scheletriche (Fig.1).
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Figura 1
Isoforme della Troponina |

La sintesi avviene nelle miofibrille la cui parte proteica comprende:
proteine a funzione contrattile (actina e miosina, costituiscono il 70% delle pro-
teine totali), proteine con funzione regolatoria (tropomiosina e troponina), pro-
teine strutturali (come: actnine, desmina, nebulina) e proteine enzimatiche che
sostengono il metabolismo muscolare (come: mioglobina, catalasi, citocromi,
perossidasi, enzimi glicolitici, enzimi del ciclo degli acidi tricarbossilici) 1. Il com-
plesso della troponina (PM:76.000) contiene 3 subunita funzionalmente distin-
te: TnC, Tnl e TnT. Si trova legata alla tropomiosina ad intervalli periodici di
circa 40 nm. La TnC: possiede 4 siti di legame per il calcio, regola le interazioni
delle altre due subunita con le proteine del filamento sottile 1. La Tnl inibisce
l'interazione actina-miosina bloccando cosi I'azione stimolatrice dell’actina
sull’attivita ATPasica della miosina. La TnT presenta interazione con tropomio-
sina, actina, Tnl e TnC 1.

La funzione del complesso troponinico € di inibire la contrazione muscolare
quando i livelli di calcio intracellulare sono bassi e attivarla quando la concen-
trazione si innalza 1. La TnC (PM: 18000) contiene tre domini principali: due
globulari terminali ed uno centrale ad a-elica. Il dominio C-terminale contiene
due siti per il calcio ad alta affinita. Gli altri due siti (nella regione N-terminale)
sono a bassa affinita e legano ioni Ca** solo dopo che questi hanno occupato
i siti ad alta affinita. | siti a bassa affinita sono gli attivatori del processo di con-
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trazione. Lo ione Ca++ ad elevate concentrazioni occupa tutti i siti della TnC e
cid induce variazioni conformazionali nel complesso troponina che attraverso
la TnT si trasmettono alla tropomiosina che scivola lungo la scalanatura del fila-
mento di actina rimuovendo I'effetto inibitorio della Tnl sull’actina. L'actina libe-
ra puo quindi interagire con la miosina stimolandone la funzione ATPasica.
Per quanto riguarda piu specificatamente il tessuto cardiaco, i miocardiociti
danneggiati, in modo reversibile o non, rilasciano le proteine intracellulari, mec-
canismo che costituisce la premessa per una valutazione quantitativa del
danno cardiaco mediante il dosaggio di queste molecole circolanti. Le troponi-
ne cardiache possono essere misurate nel sangue anche di soggetti in assen-
za dei tipici sintomi delle sindromi coronariche acute. | nuovi metodi analitici,
con sensibilita dell’'ordine di pochi ng/L, consentono di misurare le troponine
cardiache circolanti anche in soggetti della popolazione generale, apparente-
mente privi di patologie cardiache 2. | meccanismi responsabili del rilascio di
troponine dai miocardiociti non sono stati ancora del tutto ben delineati. Nei
soggetti con malattie cardiache, specialmente se su base ischemica, i livelli cir-
colanti di cTnl e cTnT sono proporzionali alla estensione della necrosi dei mio-
cardiociti conseguente al danno ischemico 2. Meno noti sono i meccanismi
fisiopatologici che inducono il rilascio delle troponine da parte dei miocardiociti
nei soggetti sani, sia in condizioni di riposo che dopo intensa attivita fisica 2.
Attualmente l'ipotesi di lavoro piu accreditata &€ che i livelli circolanti di cTnl e
cTnT nei soggetti sani siano dovuti ad un fisiologico ricambio cellulare dei mio-
cardiociti dovuto ad un processo continuo di apoptosi di alcuni miocardiociti
adulti che sono poi rimpiazzati da cellule progenitrici quiescenti che si trovano
a livello dei capillari 2. Questo rinnovamento “fisiologico” dei miocardiociti
sarebbe piu elevato nei neonati e dopo i 70 anni di eta. E’ evidente che qual-
siasi danno indotto sui miocardiociti (inclusi traumi al torace, I'azione di farmaci
cardiotossici o I'ipossia) pud portare ad un rilascio di cTnl e cTnT e quindi ad
innalzamento dei livelli circolanti delle troponine. Nella tabella 1 sono riportate
le piu comuni condizioni cliniche che possono produrre un innalzamento dei
livelli circolanti di cTni e cTnT.

Tabella 1.
Meccanismi di rilascio della troponina dai miociti cardiaci

Necrosi dei miociti

Apoptosi dei miociti

Turnover normale dei miociti

Rilascio cellulare di frammenti di degradazione proteolitica delle troponine
Aumento della permeabilita del sarcolemma

Formazione e rilascio di vescicole di membrana

La misura delle cTnl e cTnT dovrebbe essere considerata un biomarcatore car-
dio-specifico ma non malattia specifico. In altre parole, un innalzamento dei
livelli circolanti di cTnl e cTnT al di sopra il livello decisionale (i.e, 99° percentile
della distribuzione dei livelli di troponina dei soggetti adulti normali) non & di per
sé diagnostico di infarto del miocardio 27. In accordo con le piu recenti linee
guida nazionali & ed internazionali 3-57, non & possibile porre diagnosi di inclu-
sione od esclusione di infarto del miocardio utilizzando il valore di cTnl e cTnT
relativo a un solo campione di un paziente. E’ sempre necessario eseguire
almeno due prelievi per valutare I'incremento (o il decremento) dei valori delle
cTnl e cTnT 37, Inoltre deve essere sempre accertata la causa ischemica del
danno cardiaco, che & in genere valutata mediante 'anamnesi, I'esame clinico,
e in base ai risultati del’esame elettrocardiografico, ecocardiografico e/o della
arteriografia delle coronarie, in accordo con il documento: Third Universal
Definition of Myocardial Infarction 4. E’ importante sottolineare come il dosaggio
delle troponine sia stato messo al centro della diagnosi differenziale di infarto
del miocardio e quindi sia da considerarsi quasi come il gold standard per I'ac-
certamento dell'infarto del miocardio dal suddetto documento e quindi la pre-
scrizione di altri esami di laboratorio, come la CK-MB e la mioglobina, & ormai
da considerarsi del tutto inappropriata nei pazienti con sospetto di sindrome
coronarica acuta 56. Le evidenze sperimentali indicano che, seguendo gli algo-
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Variabilita biologica:

Interferenze:

Stabilita - conservabilita:

ritmi proposti dalle linee guida 37, la diagnosi di infarto del miocardio, utilizzan-
do i metodi a piu elevata sensibilita, raggiunge una accuratezza diagnostica
vicino al 100% 8. Il vantaggio principale dei nuovi metodi a piu elevata sensibi-
lita analitica & che la diagnosi di inclusione (o di esclusione) di infarto del mio-
cardio in regime di urgenza/emergenza puod essere posta entro tre ore (rispetto
alle 6 -12 ore dei metodi a non elevata sensibilita) a partire dal primo valore di
cTnl o cTnT, in genere ottenuto all'ingresso al pronto soccorso, con almeno
due prelievi di sangue (per esempio: il valore basale e quello dopo tre ore) 58.
Come ¢ gia stato osservato in precedenza, deve essere attentamente valutata
la cinetica dei valori di cTnl e cTnT. Purtroppo a questo riguardo & da rilevare
che non si & ancora ottenuto un accordo unanime sui criteri da utilizzare per
valutare I'incremento, valutato come percentuale o in valore assoluto, da con-
siderarsi significativo dei livelli di troponine, soprattutto a causa delle differenze
sistematiche che ancora vi sono tra i metodi di dosaggio della cTnl 6810, | nuovi
metodi immunometrici ad alta sensibilita per le troponine richiedono, quindi, da
parte degli esperti di medicina di laboratorio e soprattutto dei clinici un’attenta
riflessione, sia riguardo al quesito diagnostico per cui il test & richiesto, sia
allinterpretazione dei risultati ottenuti. Per questo motivo, &€ assolutamente
necessario che in tutte le istituzioni si apra un confronto tra i laboratoristi e i cli-
nici per individuare il percorso clinico piu adeguato per ciascuna realta clinico-
sanitaria 6.10.

Siero, plasma raccolto con EDTA, plasma raccolto con Litio-Eparina

Uno studio recente suggerisce che i valori di cTnT, misurati con un metodo a
elevata sensibilita, potrebbero avere un ritmo circadiano in soggetti senza
malattie cardiache con una variazione media intorno al 25% 11. Un altro studio
riporta che la variabilita biologica in soggetti normali della cTnl e cTnT, misurati
con metodi a elevata sensibilita, possono variare dal 3% al 48% 2. In uno stu-
dio riguardante pazienti con sospetto di sindrome coronarica acuta, la variazio-
ne intra-individuale di cTnl, misurata con un metodo a elevata sensibilita, &
stata riportata essere di circa il 14% per concentrazioni < 40 ng/L 13. In una ras-
segna sull'argomento, la variabilita biologica intra-individuale di 5 metodi ad
elevata sensibilita per la cTnl (tra cui alcune metodiche prototipo non in com-
mercio in Italia) variava dal 6,15% al 15,2%, mentre quella tra-individui da
12,3% al 70,5% 4. Sempre questo studio riporta che l'intervallo di riferimento
per I'incremento (o il decremento) significativo dei valori di cTnl (Reference
Change Value, RCV) puo variare dal +46,0% al + 69,5% (mentre il decremento
dal -32,0% al -40,9%) 4.

Le linee guida internazionali raccomandano che le aziende produttrici fornisca-
no ai laboratori tutte le informazioni necessarie riguardo alla possibilita d’inter-
ferenza per trigliceridi, bilirubina, emolisi, presenza di auto-anticorpi o anticorpi
eterofili 15. La presenza di auto-anticorpi o anticorpi eterofili & risultata senza
dubbio essere una criticita assai importante per le precedenti generazioni dei
metodi di dosaggio delle troponine 16.17. Le aziende riportano nei manuali tec-
nici di aver apportato modifiche alle nuove generazioni di metodi immunome-
trici per le troponine allo scopo di eliminare, o almeno significativamente dimi-
nuire, l'interferenza da auto-anticorpi e anticorpi eterofili. Comunque, la pre-
senza di questo tipo di interferenza pud essere valutata utilizzando opportune
procedure 18.

Anche se la stragrande maggioranza dei piu citati studi clinici, che hanno valu-
tato I'accuratezza diagnostica e prognostica dei metodi di dosaggio delle cTnl
e cTnT, dichiara di aver utilizzato campioni stoccati anche per lungo tempo
(mesi 0 anni) a bassa temperatura (-20°C o -80°C), pochi studi sono reperibili
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in letteratura che abbiano valutato la stabilita in vitro della cTnl e cTnT in cam-
pioni di plasma o siero conservati per lungo tempo a bassa temperatura 1921,
Roche Diagnostics dichiara che la ¢cTnT, misurata con il metodo ECLIA ad ele-
vata sensibilita & stabile a 24 ore a 2-8° C e 12 mesi a -20°C. Abbott
Diagnostics dichiara che i campioni di sangue possono essere conservati fino
a 8 ore a temperatura ambiente oppure fino a 72 ore a temperatura di 2°-8°C.
Dichiara inoltre che i campioni di siero sono stabili alla temperatura di -10°C o
inferiori per un massimo di 30 giorni. Comunque, alcuni studi 19-21 riportano che
le cTnT e cTnl sono stabili per 5 anni a -80°C in campioni di siero o plasma.

Le linee guida consigliano di utilizzare metodiche immunometriche ad elevata
sensibilita che utilizzano piattaforme automatizzate; in alternativa, dove queste
non siano disponibili, si dovrebbero utilizzare metodiche clinicamente utilizza-
bili (CV a livello del 99° percentile della popolazione di riferimento < 20%) 3-6.
Al momento, le metodiche POCT in commercio in Italia non soddisfano le spe-
cifiche di qualita, richieste dalle linee guida, e quindi, in accordo con le linee
guida, non si dovrebbero utilizzare per la diagnosi differenziale dell'infarto del
miocardio. Quindi, i metodi POCT si dovrebbero considerare come metodiche
di primo intervento (screening) in quelle localita/situazioni in cui non sia dispo-
nibile una metodica che risponda ai requisiti richiesti dalle linee guida.

non disponibile

ung/L (le linee guida nazionali ed internazionali suggeriscono di non utilizzare
pit queste unita) 3-6.

ng/L (unita di misura suggerita dalle linee guida per evitare I'utilizzo di risultati
con necessita di un elevato numero di cifre decimali) 3-6.

1 ug/L = 1000 ng/L

immunometriche con I'impiego di anticorpi monoclonali e traccianti ad elevata
sensibilita analitica.

indicare il tipo di isoforma circolante determinato (cTnT o cTnl) e la metodica
utilizzata con il rispettivo valore di riferimento (cioe il 99° percentile della distri-
buzione della troponina calcolato in una adeguata popolazione di adulti appa-
rentemente sani).

Tutte le linea guida raccomandano 3-7 come livello decisionale per la diagnosi
di infarto acuto del miocardio (IMA) un aumento delle concentrazioni di cTnl e
cTnT al di sopra del 99° percentile della distribuzione dei valori misurati in una
popolazione di riferimento costituita da almeno 300 individui apparentemente
sani. Le stesse linee guida raccomandano che questo livello decisionale sia
misurato con un’imprecisione analitica < 10% (espressa come coefficiente di
variazione, CV%). Pur con questi prerequisiti generali le diverse metodiche
disponibili forniscono valori non confrontabili; ne consegue che gli intervalli di
riferimento sono metodo dipendenti ed assolutamente non intercambiabili tra
loro. In tabella 2 & riportato un confronto tra i parametri di sensibilita analitica
(LoD e LoQ al 10% e 20%) e i valori del 99° percentile dei metodi piu studiati,
utilizzando i dati forniti dalla letteratura.
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Tabella 2

Limite di misura (LoD), limite di quantificazione (LoQ) al 10% CV, e 99° percentile di alcuni metodi di dosaggio della cTnl e della cTnT.

. LoD LoQ 10% CV LoQ 20% CV 99° percentile
Metodi (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) Referenza
c¢Tnl ADVIA 6 57 30 40-72 23
c¢Tnl DxI 10 60 20 40 14
cTnl AIA 8 100 30 33 24
c¢Tnl Architect 1,1-1,9 6,8-10,6 - 26,2 25
c¢TnT ECLIA 5 13 - 13,5 26,27
DISPONIBILITA DI MERCATO
Produttore Distributore Prodotto Tecnica Strumentazione richiesta
¢TnT
Roche D}agnost}cs Roche D1agno§t1c1 Elecsys. cardlac."ljr(')pomn T ECLIA piattaforme Elecsys/COBAS
www.roche-diagnostics.com www.roche.it high-sensitivity
c¢Tnl
Siemens Healthcare Siemens Healthcare .
Diagnostics Inc Diagnostics ADVIA Cergﬁlrl; Troponin 1 ICMA piattaforma ADVIA Centaur
Wwww.siemens.com wWwWw.siemens.com
Beckam Coulter SpA Beckman Coulter Itah.a ACCESS Accu Tnl+3 CLIA piattaforme Access e DxI
www.beckmancoulter.com www.beckmancoulter.it
TOSOH BIOS‘CIGI’ICG TOSOH B19sc1§nce Italia ST AIA-pack c¢Tnl 3 [EMA piattaforma ATA
www.tosohbioscience.com  www.tosohbioscience.com generazione
Abbott Diagnostics Abbott Diagnostici Italia STAT Architect high . .
www.abbottdiagnostics.com www.abbottitalia.com sensitive Tnl CMIA piattaforma Architect
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